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摘要：研究了沼泽红假单胞菌（!"#$#%&’($#)#*+& %+,(&-./&）(菌株的生长、)*" +的去除与供氧光照、碳源、,-及温度的
关系。结果表明：在好氧黑暗、苹果酸为碳源、,-./$和 #$0条件下，(菌株对初始浓度为 "&1234的 )*" + 去除率最
大，达到 5&6。在最佳条件下，)*" +初始浓度为 !$1234 7 "&1234时，去除率达 5&6，)*" +浓度增加到 !&$1234时，去
除率仅为 "#6。测定 )*" +在菌体不同部位的分布发现菌体中富集的 )*" + %#/&6在细胞壁上，##/&6在细胞原生质
体内。同时，结合该菌体细胞超薄切片透射电镜观察证明了 (菌株对 )*" +的去除主要在细胞壁上。
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近年来，利用生物来修复 )*" +污染受到国内外
科学工作者极大关注。许多微生物能抗 )*" + 并富
集 )*" +，尤其是微生物胞外基团和代谢产物对 )*" +

具有极强的富集能力。王能飞等［!］从矿区分离获

得一株酵母菌 I!!，菌体在细胞壁上能富集 ;$6以
上的 )*" +。曹德菊等［"］利用大肠杆菌（ <&5"’./5"/+
5#,/）、枯 草 杆 菌（ ?+5/,,(& &(@-/,/& ）、酵 母 菌
（4+55"+.#)75’& S,[）对 )A" +、)*" + 进行生物修复试
验，当环境中 )A" +、)*" + 为 &1234 时，去除率可达
"&6 7 %$6。郭平等［#］分离得到富集 aX" + 和 )*" +

的优势细菌，其最大吸附量分别为 ’/#"#!!232 和

!/$5!%!232。潘园园等
［’］分离到一株抗铜和镉的产

气肠杆菌（ <*-’.#@+5-’. +’.#1’*’&），该菌株可以单抗
’/& 11>Q34的铜和 " 11>Q34的镉。LFHVN等［&］利用
厌氧菌硫酸盐还原菌产生的 (" b与 )*" +形成硫化镉
沉淀而去除水中的镉。<B?2 等［%］研究了好氧细菌
A&’($#)#*+& +’.(1/*#&+、4+,)#*’,,+ -7%"/)(./() 和
6.’%#*’)+ $’*-/5#,+ 生长细胞对镉的吸收转化，其去
除率达 ;$6以上，并将乙酰基转移酶和半胱氨酸脱
巯基酶基因构建在大肠杆菌中，成为基因工程菌，

大大提高了重金属镉的去除效率。因此，利用微生

物活性细胞吸收金属离子的特性，将其构建成基因

·;&%·"$$.年 #’（’） 微 生 物 学 通 报



工程菌，较死细胞的生物吸附具有较大的优越性。

光合细菌（!"#$#%&’$"($)* +,*$(-), 简称 !.+）是具
有原始光能合成体系的原核生物。特别是紫色非

硫细菌不仅能在厌氧光照条件下进行光能异养生

长，而且能在好氧黑暗条件下进行好气异养生长。

沼泽红假单胞菌（!"#$#%&’($#)#*+& %+,(&-./&）属于光
合细菌紫色非硫菌群的红假单胞菌属，对重金属具

有极强的耐受能力［/］，与其它微生物材料相比具有

优越性。目前利用沼泽红假单胞菌生活细胞去除

镉的研究国内外尚未见报道。为此，本文研究了光

合细菌沼泽红假单胞菌 .菌株对镉的去除条件，探
讨了 .菌株对不同浓度 012 3的去除，测定了 012 3在
细胞不同部位的分布，为含 012 3废水的微生物处理
提供理论依据。

! 材料与方法

!"! 材料
主要仪器：4456788原子吸收分光光度计（日本

岛津公司），9:;5<<+型低速大溶量离心机（上海安亭
科学仪器厂）。

试剂：浓硝酸、高氯酸均为优级纯，其余所用试

剂均为分析纯。012 3标准储备液（国家环保局标准
物质中心购买）。溶菌酶（.)=>,公司）。
菌种：光合细菌 .菌株系紫色非硫菌群红假单

胞菌属的 沼 泽 红 假 单 胞 菌（ !"#$#%&’($#)#*+&
%+,(&-./&），由山西大学光合细菌研究室分离鉴定保
藏［?］。

培养基：基础培养基采用光合细菌液体培养

基［?］。

!"# 方法
!"#"! 012 3 的浓度与菌体生物量的测定：在含
012 3初始浓度为 2@>=A9的培养基接种 @B菌种液
（01 值为 8CD2@），在不同供氧光照、碳源、EF值、温
度条件下，培养 G?" 后，取样、离心（D8888-A>)’，28
>)’），取 D8>9上清液在电热板上蒸干，用浓 FHI7、

F0JIG 消解，然后用 8C2B硝酸定容。用 4456788原

子吸收分光光度计测定 012 3 的浓度，以确定去除
率［K］。! L（28 M 2）A28 N D88B （D），其中!M去

除率，28 M初始浓度，2 M剩余浓度。离心后的细胞

沉淀用等量蒸馏水制备菌体悬浮液，于波长 6?8’>
处测定 01 值，以确定其生物量。

!"#"# .菌株对不同浓度 012 3 的去除：配制含有
不同浓度（D8>=A9，2@>=A9，@8>=A9，D88>=A9，D@8
>=A9）012 3 的培养液，在最佳条件下，分别培养 6"，
D2"，D?"，2G"，78"，76"，G2"，G?"，@G"后。离心（D8888
-A>)’，78 >)’），测定上清液中剩余 012 3的浓度［K］。
!"#"$ 012 3 在菌体细胞不同部位的分布：参照
OP>,-的方法［D8］，稍加修改，取在 012 3浓度为 2@>=A
9的液体培养基中生长 76" 的菌体细胞，离心
（D8888-A>)’，D@>)’），收集菌体细胞，测上清液 012 3

含量。再将菌体均分成两部分，其中一份用含

2C@>>#JA9 QRS4（EF ?CD）的 @8>>#JA9 S-)%缓冲液冲
洗两次，重悬。然后加入 288!=A>9 溶菌酶在 2@T
温育 78>)’，离心 D@>)’（D@888-A>)’，GT），收集悬浮
液即为含肽聚糖的细胞壁成分，离心的沉淀物为原

生质体。012 3 浓度的测定采用原子吸收分光光度
法［K］。

!"#"% 菌体细胞上镉沉淀物分析：分别取在 012 3

浓度为 2@>=A9的液体培养基中生长 76"的菌体细
胞和空白对照样品，通过透射电镜（;QU528D8型，日
立公司）观察菌体细胞超薄切片，确定是否有镉沉

积及其位置。

# 结果与讨论

#"! 供氧光照和碳源对 &菌株生长及镉去除影响

图 D 供氧光照对 .菌株生长及镉去除的影响

苹果酸为碳源、78T、EF/C8 时，. 菌株在好氧
黑暗、好氧光照、微好氧光照、厌氧光照 G种不同供
氧光照条件下去除 012 3；78T、EF/C8、好氧黑暗时，
.菌株分别以甲醇、乙酸钠、苹果酸、废糖蜜、葡萄糖
作碳源去除 012 3。供氧光照、碳源对 .菌株生长及
镉去除的影响见图 D、2。沼泽红假单胞菌是一种兼
性厌氧细菌，由图 D可知，.菌株在好氧黑暗条件下
生长最好，对镉的去除率最大，为 ?@C7B。在培养
基成分中，碳源是构成细胞和代谢产物的主要元
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素，又是提供微生物生命活动所需能源，它是关系

到细胞能否生长及菌体生长量的关键因素，由图 !
可知，分别用甲醇、乙酸钠、苹果酸为碳源，菌株均

能较好地生长，镉的去除率较高；用废糖蜜、葡萄糖

为碳源，菌株生长较差，去除率较低；实验结果表

明，菌株在好氧黑暗条件下能很好的利用小分子有

机物进行新陈代谢，并且对镉的去除率较高。

图 ! 碳源对 "菌株生长及镉去除的影响

!"! #$值和温度对 %菌株生长及镉去除的影响

图 # $%值对 "菌株生长及镉去除的影响

苹果酸为碳源、好氧黑暗、#&’时，"菌株在 $%
值分别为 ()&、*)&、+)&、,)&、-)& 条件下去除 ./! 0；
苹果酸为碳源、好氧黑暗、$%值为 +)&时，"菌株在
温度分别为 !&、!(、#&、#(、1&’条件下去除 ./! 0。
$%值、温度对 "菌株生长及镉去除的影响见图 #、
1。由图 # 可见，$% 为 ()& 和 -)& 时，菌体生长较
差；$%为 *)& 和 ,)& 时，菌体生长较好；$% 为 +)&
时，菌体生长最好，表明菌体在中性略偏碱条件下

比酸性条件下生长好。溶液 $%直接影响 ./! 0的去
除，$%低时，如 $%为 ()&，溶液中的 %0与 ./! 0竞争
细胞表面的活性位点，并使菌体细胞壁质子化，增

加细胞表面的静电斥力，因而造成金属离子的去除

率低，随着 $% 的增大，超过细菌表面的等电点，细
胞表面负电荷量增加；同时细胞内的大多数酶活性

增加，在 $%*)& 2 ,)&时，去除率较高，达 +&3以上。

但当 $% 超过一定值时，细胞表面的金属离子易生
成氢氧化物微沉淀沉积于细胞表面，影响细胞酶等

载体的协助运输作用，造成金属离子去除率下降。

由于微生物的膜运输具有催化过程的特性，通过环

境温度的改变影响菌体生长，从而影响 ./! 0在菌体
细胞内的积累。由图 1可知，菌体对温度的要求较
宽泛，温度为 !(’和 #(’时，菌体均能生长，去除率
大于 *&3；温度为 !&’和 1&’时，菌体几乎不能生
长，去除率小于 !&3；温度为 #&’，菌体生长最佳，
去除率最高，为 ,&)(3。

图 1 温度对 "菌株生长及镉去除的影响

!"& %菌株对不同浓度 ’(!)的去除
在最佳条件下，"菌株对不同浓度 ./! 0 的去除

如图 ( 所示。可以看出，菌株至少可以耐受 4(&
5678的 ./! 0。./! 0初始浓度为 4&5678 2 !(5678时，
去除率达 ,(3以上；./! 0浓度为 (&5678时，去除率
+&3；./! 0 浓度为 4&&5678时，去除率为 1&3，./! 0

浓度增加到 4(&5678 时，去除率仅为 !#3。可见，
./!0初始浓度增加的越大，其去除率下降的越明显。

图 ( "菌株对不同浓度 ./! 0的去除

!"* ’(在菌体细胞不同部位的分布
./在菌体细胞不同部位的分布见表 4。从表

中可知，菌体生活细胞从溶液中富集的 ./! 0主要集
中在细胞壁上，占 **)(3，原生质体中占 ##)(3。
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这可能是细胞在生长过程中，一部分 !"# $ 通过
%&# $或 ’&# $的运输路径进入细胞［((］。结果表明，)
菌株对 !"# $的去除主要在细胞壁上。

表 ! "#在菌体细胞不同部位的分布

菌体

上清液中

!"的含量
*（!+*,-）

细胞壁上

!"的含量
*（!+*+）

原生质体

中 !"的
含量*
（!+*+）

细胞壁上

!"的
百分比

原生质体

中 !"的
百分比

#.,+*-的
!"# $培养

(/01( 23(.03 142101 550.6 770.6

$%& 透射电子显微镜观察
将空白对照样品和含镉培养液中生长的菌体

细胞制成超薄切片，在透射电镜下观察。比较发

现，含镉培养液中生长的菌体细胞存在大量的高电

子密集颗粒物（图 5，8），空白对照中生长的菌体细
胞未见这些颗粒物（图 5，9），推测高电子密集层为
镉沉积物。由此可知，镉离子与细胞发生结合。应

娇妍等［(.］报道了茎点霉菌在 !"# $ 浓度为 (//,+*-
的培养基中生长，在细胞壁及周围区域存在大量颗

粒状镉沉积物，而在菌体表面也有沉淀物附着。细

图 5 )菌体细胞超薄切片透射电镜照片（5//// :）

胞内外沉积作用可能是该菌对高浓度镉的抗性和集

富作用的重要途径，而且因为该菌生长过程中，尤其

是高镉浓度下 ;< 值大幅度上升，沉积过程可能与
该菌在生长过程中产生碱性物质有关。目前，) 菌
株对镉的抗性和去除机理有待进一步研究。

’ 结论

（(）不同供氧光照、碳源、;<值和温度对 )菌株
生长及镉去除的影响结果表明，沼泽红假单胞菌 )
菌株生长和对镉去除的最佳条件为：好氧黑暗，苹果

酸为碳源，;<30/和温度为 7/=。
（#）)菌株至少可以耐受 (./,+*-的 !"# $；!"# $

初始浓度为 (/,+*- > #.,+*-时，去除率可达 4.6以
上。

（7）!"# $在菌体细胞不同部位的分布结果和细
胞超薄切片透射电镜照片显示，)菌株对 !"# $ 的去
除主要在细胞壁上。
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