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摘  要: 利用选择性培养基对锰矿样品进行分离、筛选, 得到一株高效锰氧化细菌(MN1405)。经

形态特征、生理生化特征以及 16S rRNA 基因序列分析, 将菌株 MN1405 鉴定为 Arthrobacter 

echigonensis。在培养条件下, MN1405 对培养基中的锰离子去除率可达 93.38%, 且其培养所获得

的培养液也具有良好的除锰效果。 
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Abstract: The selective media were used to isolate and screen the manganese-oxidizing bacteria. A high 
efficiency manganese-oxidizing bacterium (MN1405) was selected from manganese ores. According to 
the morphological features, physiological and biochemical characteristics and the sequence analysis of 
16S rRNA gene, MN1405 was identified as Arthrobacter echigonensis. Under the cultural conditions, 
the manganese removal rate in the medium by MN1405 was reached 93.38%. The culture that was ob-
tained from the bacterium also had a good manganese removal effects. 
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地下水是人类重要的饮用水源和理想的工业水

源, 是水资源的重要组成部分, 对于缓解我国缺水

城市的水资源短缺问题起到了举足轻重的作用。锰

是地下水中最常见的污染因素之一。长期饮用锰含

量超过饮用水标准的水会造成慢性中毒, 引发多种

脑神经疾病[1]。鉴于地下水锰污染的普遍性及其所

造成的严重危害, 地下水除锰技术已成为目前的研

究热点之一。地下水中的锰主要以可溶性的 Mn2+形

式存在, 很难被空气直接氧化[2]。传统的地下水除锰

方法主要采用化学法 , 即加入强氧化剂使水中的

Mn2+氧化成不溶性的高价态锰氧化物, 经沉淀、过

滤而除去。由于该方法需在水中加入化学药剂, 因
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而会对原水质造成诸多不利的影响 , 危害人类健

康。近年来, 人们开始研究和利用生物除铁、除锰

技术, 张杰等人将此技术应用于地下水处理厂, 取

得了良好的效果[3]。锰氧化细菌可以通过直接或间

接机制[4], 在 pH 中性条件下将水中的 Mn2+快速氧

化为锰氧化物沉淀, 经过滤而除去。目前, 生物除锰

技术凭借其无需投加化学药剂, 运行成本低廉, 良

好的除锰效果, 已成为除锰技术的发展趋势[5]。锰氧

化细菌除了在地下水净化中得到广泛应用外, 在处

理重金属离子污染的工业废水以及脱硫中亦取得了

良好的效果[6]。 
本实验从锰矿样品中分离出高效的锰氧化细

菌, 并对其进行鉴定和锰氧化性能测定, 为后续应

用于生物除锰滤池奠定基础和提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  样品 
本实验样品采自福建省龙岩市连城县锰矿, 用

数字 13、14 对样品进行编号。样品 13 采自锰矿坑

上部的淤泥, 样品 14 采自锰矿坑上部的矿石。 

1.2  培养基[7] 
(1) A 培养基(改良 PYCM): 蛋白胨 0.5 g, 葡萄

糖 0.3 g, 酵 母 浸 出 液 0.2 g, K2HPO4 0.1 g, 
MgSO4·7H2O 0.2 g, NaNO3 0.2 g, CaCl2 0.1 g, 
(NH4)2CO3 0.1 g,  MnSO4·H2O 0.2 g, 蒸馏水 1 L, 
调节 pH 6.8−7.0, 1.0×105 Pa 灭菌 15 min。固体培养

基加入琼脂 2%。 
(2) B 培养基: 在 A 培养基的基础上每升加入柠

檬酸铁铵 0.45 g。 

(3) C 培养基: NH4NO3 0.5 g, NaNO3 0.5 g, 
K2HPO4 0.5 g, MgSO4·7H2O 0.5 g, CaCl2 0.2 g, 柠

檬 酸 铁 铵 10 g, 蒸 馏 水 1 L, 调 节 pH 6.8−7.0, 
1.0×105 Pa 灭菌 15 min。固体培养基加入琼脂 2%。 

1.3  Mn2+测定 
Mn2+测定采用甲醛肟分光光度法 [8], 本实验改

为 10 mL 体系。 
锰去除率的计算公式: 

总去除率=[(总 Mn2+浓度−剩余 Mn2+浓度)/总

Mn2+浓度]×100% 

生物去除率=[(空白剩余 Mn2+浓度−剩余 Mn2+

浓度)/总 Mn2+浓度]×100% 

计算公式中总 Mn2+浓度指培养基中初始 Mn2+

浓度 ; 剩余 Mn2+浓度指培养基接菌培养后剩余的

Mn2+浓度; 空白剩余 Mn2+浓度指培养基不接菌培养

后剩余的 Mn2+浓度。 

1.4  锰氧化细菌的分离和筛选 
1.4.1  锰氧化细菌的分离: 称取 5 g 样品于装有

50 mL 无菌水和玻璃珠的三角瓶中, 25 °C、120 r/min

条件下振荡 24 h, 使样品中的细菌分散于水中, 进

行梯度稀释。取稀释样液 0.2 mL 到 A 培养基、B 培

养基和 C 培养基 3 种培养基平板上涂布, 25 °C 培

养 2 d。从各培养皿约选 20 个分离较好的单菌落, 

用 牙 签 将 其 转 移 于 另 一 相 同 配 方 的 平 板 中 培 养 , 

用于初筛。 
1.4.2  锰氧化细菌的筛选: 初筛(平板法): 从各培

养皿挑选比较大、形态色泽各异的菌落, 用牙签分

别逐个点种在 A、B、C 3 种培养基中, 选取在 3 种

培养基上都能快速生长、菌落特征典型的菌株进行

复筛。复筛(摇瓶法): 将初筛所得菌株接种于装有 A
培养基的试管中, 于 25 °C、120 r/min 振荡培养 6 d, 
4 000 r/min 离心 10 min, 测定上清液 Mn2+的含量[8], 
计算锰去除率。从中选择锰去除率较高的菌株, 再

次接种于 A 培养基中, 25 °C、120 r/min 振荡培养

24 h, 用无菌水将菌液 OD600 调整至 0.2, 以 5%接种

量接种到装有 A 培养基的三角瓶中, 于相同条件培

养 6 d 后, 离心取上清液, 测定上清液的 Mn2+含量, 
以锰去除率作为筛选的标准, 进行第 2 次复筛。第 3
次复筛同时采用 A 培养基和 B 培养基, 步骤同第 2
次复筛, 每个菌株做 3 个平行样, 得到在 A 培养基

和 B 培养基中锰去除率都较高的菌株。 

1.5  锰氧化细菌的鉴定 
1.5.1  形态特征鉴定: 菌体进行革兰氏染色、鞭毛

染色及芽孢染色后显微镜观察。 

1.5.2  生理生化特征鉴定: 将菌株接种于 B 配方的

斜面培养基上, 于 25 °C 培养 2 d 后, 进行生理生化

鉴定。 
1.5.3  16S rRNA 基因序列分析: 提取细菌基因组

DNA, 采用原核生物通用引物(上海生物工程公司): 
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正 向 引 物 为 5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′; 
反向引物为 5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′, PCR

扩增出细菌 16S rRNA 基因[9]。PCR 扩增产物用大

连宝生物工程有限公司胶回收试剂盒回收后, 通过

pMD18-T 试剂盒将目的片段与载体连接, 转化大肠

杆菌。16S rRNA 基因的测序工作由上海生物工程公

司完成。将测得菌株的 16S rRNA 基因序列在 NCBI

中进行 BLAST 研究其同源性, 选取同源性相近的细

菌, 构建进化树。 

1.6  锰氧化细菌在培养条件下的除锰效果 
采用优化后的条件[10]进行培养, 测定 MN1405

的除锰效果。以 A 培养基为基础配方, 添加柠檬酸

铁铵, 使培养基中 Fe2+浓度为 100 mg/L, 调节 pH 6, 

将 MN1405 接种到此培养基中, 在 25 °C、120 r/min
的条件下培养 6 d, 获得培养液。将培养液离心, 取

上清液测定剩余的 Mn2+, 计算锰去除率。 

1.7  锰氧化细菌培养液的除锰实验 
按照 1.6 的方法制备培养液。在试管中加入

5 mL 培养液, 再加入底物 MnSO4 溶液, 至 Mn2+浓

度分别为 10、20、30 mg/L, 作用 0.5、1.0、2.0 h, 
分别取样离心除去反应形成的沉淀 , 测定剩余的

Mn2+浓度, 计算锰去除率。 

2  结果与分析 

2.1  锰氧化细菌的分离 
经过平板培养后, 以生长速度和生长特征为筛

选指标, 从 A 培养基平板上分离到 44 个菌株; B 培

养基平板上分离到 32 个菌株; C 培养基平板上分离

到 49 个菌株, 共 125 株。 

2.2  锰氧化细菌的筛选 
2.2.1  锰氧化细菌的初筛: 将分离得到的 125 个菌

株采用平板逐个检出法进行初筛, 以生长速度和生

长特征为筛选指标, 从中筛选出 68 株在 A、B、C
培养基中都能够生长的菌株, 各菌株在 A 和 B 培养

基中的菌落颜色为棕色至黑褐色; 在 C 培养基中的

菌落颜色为棕红至深红色, 有些菌株菌落表面具有

金属光泽。A 和 C 培养基分别是锰氧化细菌和铁氧

化细菌常用的选择性培养基。本实验设计了含铁锰

的 B 培养基, 并采用了平板逐个检出法, 成功地进

行了大量菌株的筛选, 提高筛选的效率。同时选择

在 3 种培养基均可生长的菌株, 这些菌株在随后的

复筛中都显示具有不同程度的氧化铁和氧化锰能

力, 即为铁锰氧化细菌。 
2.2.2  锰氧化细菌的复筛: 第 1 次复筛, 共筛选出

21 株锰氧化细菌。对 21 株锰氧化细菌进行第 2 次

复筛, 得到锰去除率大于 55%的 8 个菌株, 各菌株

的锰去除率见图 1。因为铁和锰通常共存于地下水

中, 为了获得氧化铁锰能力都较强的菌株, 第 3 次

复筛分别使用了 A 培养基和 B 培养基。通过上述筛

选, 得到一株生长速度较快、除锰除铁效果较好的

菌株, 该菌株在 A 培养基中锰去除率为 82%; 在 B

培养基中锰去除率为 90.1%, 铁去除率为 100% (铁
的测定方法按文献[11])。将该菌株命名为 MN1405, 

用于下一步的实验。 
 

 

图 1  不同菌株锰去除率比较 
Fig. 1  The compare of manganese removal efficiency in 
different strains 
注: 各菌株的锰去除率为 3 个平行样的平均值. 
Note: The manganese removal efficiency of the strains is the aver-
age of three parallel samples. 
 
2.3  锰氧化细菌的鉴定 
2.3.1  锰氧化细菌菌体形态特征 : 锰 氧 化 细 菌

MN1405 为革兰氏阳性菌。呈球杆形 , 球形细胞

直 径 约 0.4 μm−0.9 μm, 杆 状 约 (0.4−0.8) μm× 

(0.5−0.8) μm。无芽孢, 有鞭毛, 能运动。 
2.3.2  锰氧化细菌的菌落特征: 锰氧化细菌 MN1405

在 B 培养基上生长, 菌落直径为 1.8 mm−5.0 mm; 菌

落呈圆形 , 表面光滑 , 微微隆起 ; 培养初期边缘整

齐 , 后期边缘有裂痕 ; 中心颜色略深呈乳黄色 , 周

围呈乳白色, 培养 6 d 后菌落表面变成红棕色(图 2)。 
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图 2  MN1405 菌落特征 
Fig. 2  The colony characteristics of strain MN1405 
 
2.3.3  锰氧化细菌的生理生化特征: 经生理生化特

征试验得知, 菌株 MN1405 能利用乳糖、麦芽糖、

木糖、棉子糖、蔗糖等多种糖类以及甘露醇作为唯

一碳源生长, 并产生尿素酶。但不能利用精氨酸、

赖氨酸、鸟氨酸这 3 种氨基酸及乙酰胺生长。此外, 

侧金盏花醇及多粘菌素 B 试验均呈阴性。 
2.3.4  锰氧化细菌 16S rRNA 基因序列分析: PCR
扩增获得 MN1405 菌株的 16S rRNA 基因大小约为

1 500 kb, 其在 GenBank 中基因登录号为 GU326383。

在 NCBI 中进行 BLAST 比对, 研究其同源性, 选取

同源性相近的细菌, 构建进化树。 
通 过 MEGA 软 件 绘 制 的 系 统 进 化 树 可 知 , 

MN1405 与 Arthrobacter echigonensis 的进化关系最

近, 置信度为 100%。经过 BLAST 比对, MN1405 与

Arthrobacter echigonensis (AB248531)的 16S rRNA

基因序列相似性为 98%。MN1405 的菌体形态特征

和生理生化特征与节杆菌属的特征相吻合, 可以将

锰 氧 化 细 菌 MN1405 鉴 定 为 Arthrobacter echi-
gonensis(图 3)。节杆菌属这一种类具有锰氧化能力

的菌株在国内文献中尚未见报道。 
 

 
图 3  MN1405 系统进化树 

Fig. 3  Phylogenetic tree of strain MN1405 
 
2.4  MN1405 在培养条件下的除锰效果 

分别研究了接种量、装液量、温度等理化因素

对 MN1405 除锰效果的影响, 并对影响较大的 4 个

因素(温度、pH、初始 Fe2+浓度、装液量)进行了正

交实验。结果表明, 接种量在 2%−10%之间, 对锰

去除率影响不大; 而装液量在 50−100 mL、温度在

15 °C−35 °C、pH 在 5−9、初始 Fe2+浓度在 0−100 mg/L

之间变化, 都对锰去除率有不同程度的影响[10]。通

过正交实验确定在含锰培养基中, 菌株 MN1405 最

佳除锰条件为: 培养温度 25 °C、pH 为 6、Fe2+初始

浓度为 100 mg/L、装液量为 250 mL 三角瓶装 100 mL
培养基。按此条件(即 1.6 所述条件)对 MN1405 进行

培养, 当培养基中初始 Mn2+浓度为 65 mg/L, 初始

Fe2+浓度为 100 mg/L 时, 经过 6 d 时间, 锰去除率可

达到 93.38%, 铁去除率为 100%。与刘颜军等人[12]

分 离 到 的 锰 氧 化 细 菌 Bacillus sp. MK3-1 相 比 , 
MN1405 在初始 Mn2+浓度高出 8 倍的培养液中锰去

除率与之相近, 除锰时间更短, 说明 MN1405 具有

较强的除锰能力。 

2.5  MN1405 培养液的除锰实验 
由表 1 可知 , 随着 Mn2+浓度从 10 mg/L 增至

30 mg/L, 锰去除率从 100%逐步减小至 84%。在同

一 Mn2+浓度条件下, 随着作用时间的延长, 锰去除

率呈现升高的趋势。通过显著性分析, 发现在 3 种
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表 1  Mn2+浓度和作用时间对培养液除锰的影响 
Table 1  The effect of concentration of Mn2+ and time of operation to manganese removal efficiency of culture 

锰去除率(%) 
Manganese removal rate (%) 作用时间 

Time (h) Mn2+浓度 10 mg/L 
Concentration of Mn2+ is 10 mg/L 

Mn2+浓度 20 mg/L 
Concentration of Mn2+ is 20 mg/L 

Mn2+浓度 30 mg/L 
Concentration of Mn2+ is 30 mg/L 

0 0   Aa 0    Aa 0    Aa 
0.5   95.8±2.34 Bb 88.76±2.34 Bb 78.40±2.98 Bb 
1.0  100.00±3.35 Cc 92.85±2.34 Cc 82.20±3.01 Cc 
2.0  100.00±2.34 Cc 92.50±2.48 Cc 84.00±1.83 Dd 

注: 不同小写字母表示差异显著(P<0.05); 不同大写字母表示差异极显著(P<0.01). 
Note: The data with different little letters in same column show significant difference (P<0.05); The data with different capital letters in same 
column show extremely significant difference (P<0.01). 
 
不同的 Mn2+浓度条件下, 作用 1 h 和 2 h 的锰去除率

高于作用 0.5 h 的锰去除率, 差异达到极显著水平。

当 Mn2+浓度为 10 mg/L 和 20 mg/L 时 , 作用 1 h
和作用 2 h 的锰去除率没有差异。当 Mn2+浓度为

30 mg/L 时, 作用 1 h 的锰去除率与作用 2 h 的锰去

除率差异极显著。实验结果显示该菌不仅在培养条

件下有很强的除锰能力, 而且培养获得的培养液可

以直接用于除锰, 对于含 Mn2+低于 10 mg/L 的离子

溶液, 在 1 h 内就可以使 Mn2+完全氧化去除。锰污

染普遍存在于我国许多地区的地下水中, 约有 20%
的地下水锰含量超过饮用水标准, 尤其在东北地区, 
地下水锰含量可高至 5 mg/L[13], 说明该菌株在地下

水处理工程及工业废水的净化上将有广阔的应用前

景和具大的潜力。 

3  结论 

本研究通过采用多种选择性培养基, 成功地从锰

矿样品中分离到 1 株锰氧化细菌 MN1405。MN1405
的形态特征、生理生化特征及 16S rRNA 基因序列

分析结果, 根据伯杰氏细菌鉴定手册(第 9 版), 将其

鉴定为 Arthrobacter echigonensis。在 pH 为 6、Mn2+

初始浓度为 65 mg/L、Fe2+初始浓度为 100 mg/L 的

培养基中, 25 °C 振荡培养 6 d, 锰去除率为 93.38%, 
铁去除率为 100%。MN1405 培养液可直接用于除锰, 
具有去除率高、速度快、去除效果稳定等特点。 
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