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摘  要: 主要研究沼泽红假单胞菌对亚硒酸盐还原脱毒作用及其脱毒机理。通过单因子实验、正

交试验, 对影响亚硒酸盐还原脱毒的因素进行研究, 得到沼泽红假单胞菌还原亚硒酸盐的最佳条

件为: 亚硒酸钠添加量是 25 mg/L, 培养的第 5 天接种, 接种量为 15% (W/W)。在该条件下, 对亚

硒酸钠去除率可达 98.2%。研究发现, 亚硒酸盐还原酶主要存在于细胞质, 分子量约为 182 kD, 由

4 个亚基组成。通过透射电子显微镜观察, 菌体表面出现粒径在 5 nm−200 nm 之间的高电子密度

颗粒, 初步表明亚硒酸盐在沼泽红假单胞菌体内被还原成单质硒。 
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Abstract: The reduction and detoxification mechanism of sodium selenite by Rhodopseudomonas pal-
ustris were studied in this paper. Effect of factors on the reduction and detoxification of sodium selenite 
based on a single-factor test and orthogonal experiment were investigated. Results showed that selenite 
removal rate by the reduction and detoxification of Rhodopseudomonas palustris were achieved at 
98.2% under optimal conditions with concentration of sodium selenite at 25 mg/L, 15% of inoculums 
amount (W/W) and cultivation for 5 days. The researches indicated that selenite reductase with the mo-
lecular weight of 182 kD was composed of four subunits polymers and distributed in cytoplasm. Re-
ducing selenite into selenium particles with diameter in 5 nm−200 nm during reduction and detoxifica-
tion of Rhodopseudomonas palustris were also primarily identified by transmission electron micro-
graph. 

Keywords: Rhodopseudomonas palustris, Selenite, Reduction and detoxification, Orthogonal experi-
ment, Reductase 
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农业灌溉、矿业开采和工业污水排放等人类活

动向环境中排放大量的硒, 造成硒污染。炼油废水

中硒浓度通常为 170−4 900 μg/L, 煤矿开采废水中

硒浓度为 3−330 μg/L, 金矿开采废水中硒浓度为

200−33 000 μg/L, 天然富硒地区的排灌水中硒浓度

高达 300 µg/L。这些环境中的硒含量远高于国家《污

水综合排放标准》(GB8978 1996)中所规定的总硒浓

度<0.1 mg/L 的一级排放标准[1]。 
硒的毒性和生物利用性主要取决于它的状态。

硒酸盐 (SeO4
2−)和亚硒酸盐 (SeO3

2−)均是水溶性的 , 
高浓度时对生物具有毒性。单质硒不溶于水, 通常

被认为无生物利用性[2]。 
生物除硒的报道多数集中于对农业和工业废水

的处理, 目的是减少甚至完全除去地表或地下水中

的硒[3]。生物除硒的原理主要是利用微生物的同化

还原、异化还原和生物群落甲基化等[4]。生物除硒

法主要是用土壤和底泥作为接种体, 来自这 2 种接

种体的细菌多数都能将硒酸盐或亚硒酸盐中的硒还

原。但是, 产甲烷厌氧污泥除硒的机理至今尚未有

研究。部分光合细菌对亚硒酸盐有较强的耐受性 , 
并能将溶液中的亚硒酸盐还原, 所产生的红色单质

硒溶解度较小且毒性较低, 利用该性质可以进行硒

污染的治理。 
本研究从实验室保藏光合细菌中筛选出对亚硒

酸钠有较强耐受性和还原能力的菌株, 证实具有产

生红色单质硒的能力。本研究的目的是通过单因素、

L9(33)正交试验对该菌株还原亚硒酸盐培养条件进

行优化, 对亚硝酸盐还原酶进行研究, 并对亚硒酸

盐还原脱毒机理进行探讨。 

1  材料与方法 

1.1  光合细菌菌种及培养基 
由实验室保存的光合细菌中分离得到一株沼泽

红假单胞菌菌株[5−6]。 
培 养 基 (g/L): MgSO4·7H2O 0.2 、 NH4Cl 1 、

NaHCO3 5、NaHPO4 0.5、NaCl 2、酵母膏 2, 乙醇

2 mL。 

1.2  主要试剂与仪器设备 
试剂 : 2 mol/L (NH4)2SO4, 0.04 mol/L MgSO4, 

50 mol/L 对二氮巳环, 10 mmol/L NADPH 脂鲤盐, 
NaCl, NaSeO3, Bradford 试剂(北京赛驰), 酵母膏

(广州环凯生物), 0.2%考马斯亮蓝染色液(考马斯亮

蓝 R250 2 g,甲醇  454 mL, 冰醋酸  92 mL, 定容

至 1 L), 脱色液(含 10%冰醋酸−25%乙醇的水溶液), 

5% β-巯基乙醇(V/V), 交联葡聚糖 G-100, 苯丙琼脂

糖 S200 (购于广州健阳生物)。 

蛋白分子标记 : 过氧化氢酶(250 kD), 醛缩酶

(150 kD), 清蛋白(66 kD), 兔磷酸化酶 B (97.4 kD), 

牛血清白蛋白(66.2 kD)。 

仪器 : 离子色谱分析仪 (ICS200, 美国戴安公

司), 高压灭菌锅, 冷冻离心机(TLL C, 北京四环科

学仪器厂有限公司), 光照培养箱(PYX 250G B, 广

东韶关科力实验仪器有限公司), 超声细胞破碎仪

(Xinyi IID, 宁波新艺超声设备有限公司), 紫外可见

光分光光度计(CANY UV-765, 上海精密仪器有限

公司), 透射电子显微镜(PHILIPS TECNAI-10, 荷兰

飞利浦)等。 

1.3  光合细菌内硒含量测定 
ICP-AES(电感耦合等离子体)法测定。样品前

处理[7−8]: 取 15 mL 加硒光合细菌培养液于 HClO4: 

HNO3 为 1:4 的 混 合 酸 溶 液 中 完 全 硝 化 ,  电 热

板 加 热 90 min, 控制温度低于 130 °C, 防止 SeO3
2−

挥发。硝化后的样品用去离子水稀释到 25 mL 容量

瓶中定容, 测定 SeO3
2−的浓度。 

1.4  不同培养条件对光合细菌还原亚硒酸盐的

影响 
1.4.1  亚硒酸钠浓度对光合细菌还原亚硒酸盐的影

响: 分别配制培养基里亚硒酸盐含量为 25、50 和

100 mg/L 的液体培养基, 菌种接种量为 15%, 装液

量 200 mL, 30 °C 光照培养, 在培养的第 7 天测定

SeO3
2−的浓度。 

1.4.2  培养时间对光合细菌还原亚硒酸盐的影响: 
按亚硒酸钠加量 50 mg/L、接种量 15%、装液量

200 mL、30 °C 光照的培养条件, 分别在培养的第 3
天、第 5 天、第 7 天测定 SeO3

2−浓度。 
1.4.3  菌种接种量对光合细菌还原亚硒酸盐的影

响: 在亚硒酸钠含量为 100 mg/L, 装液量为 200 mL
的培养基中分别按 5%、10%和 15%的菌种量接种(质
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量比), 30 °C 光照培养, 在培养的第 5 天测定 SeO3
2−

浓度。 

1.5  光合细菌还原亚硒酸盐正交试验 
为确定亚硒酸盐浓度、培养时间和菌种接种量

对沼泽红假单胞菌还原亚硒酸盐效果的影响, 选取

亚硒酸盐、菌种接种量和培养时间 3 个因素的 3 个

水平, 利用 L9(33)正交试验表进行正交试验, 因素及

水平选择见表 1[9], 数据采用 DPS 软件进行分析和

统计。 

1.6  除硒率的测定 
除硒率=(A−B)/A×100%。式中 A 为光合细菌培

养基中亚硒酸钠初始浓度, mg/L; B 为培养基中的剩

余亚硒酸钠浓度, mg/L。 

1.7  细胞提取液的准备 
在加硒培养基中培养的菌种经过 5 000 r/min

离心 20 min 后收集菌体 , 去离子水洗涤 , 悬浮在

15 mL 消散缓冲液中(50 mmol/L Tris-HCl, 1 mmol/L 
PMSF, pH 7.5)。悬浮物在 0 °C 下超声波破碎 15 min, 

离心 20 min 后弃沉淀, 65%−85%硫酸铵对悬浮物(细

胞提取液) 进行盐析。 
悬浮物里的蛋白质用饱和硫酸铵分馏, 一些蛋

白质被沉淀, 并通过 65%硫酸铵溶液去除。通过添

加 85%的硫酸铵沉淀剩余蛋白质, 包括亚硒酸盐还

原酶。85%硫酸铵离心过滤后, 用 Tris-HCl 缓冲液

溶解沉淀, 并在 4 °C 下于相同缓冲液中透析 12 h, 

每 3 小时换一次透析缓冲液。 

1.8  亚硒酸盐还原酶的提纯 
苯基琼脂糖凝胶柱: 用 Tris-HCl 缓冲液平衡, 

0−2 mol/L 硫酸铵梯度洗脱, 流速 3.5 mL/min, 收集

各洗脱峰。得到的蛋白质片段随后用交联葡聚糖柱

(200 cm×1 cm) 层析; pH 7.0 的 50 mmol/L Tris 缓冲

液平衡, 流速 0.75 mL/min, 收集洗脱峰。 

交联葡聚糖 G-100 凝胶过滤柱(1 cm×150 cm)测

定还原酶的分子量, 用 Tris-HCl 缓冲液(50 mmol/L, 

pH 7.5)平衡。 

1.9  亚硒酸盐还原酶的细胞定位 
原生质体悬浮细胞的培养基(g/L): MgSO4 2.2, 

K3PO4 8.32, 酵素 0.4, 乙醇 10 mL, 0.04 mol/L 磷

酸钾缓冲液(pH 7.0)定容。  

取 100 mL 原生质体悬浮液 , 13 000 r/min 离

心分离 5 min, 收集原生质体, 添加 0.04 mol/L 磷

酸钾、0.002 mol/L 硫酸镁和脱氧核糖核酸酶使其

溶解。  

1.10  酶活性实验和蛋白质测定 
酶活性由分光光度计测定, 按 Guillaume 等[10]。

测定硝酸盐还原酶的方法, 用 NADPH 或者 NADH

氧化。 

用于测定硒酸盐还原酶活性的反应混合剂包

括: 430 µL 对二氮己环缓冲液 (50 mol/mL, pH 6.0), 

7  µ L N A D P H  ( 1 0  mmo l / L ) ,  7 0  µ L 硒 酸 钠  

(100 mmol/L) 及 7 µL 纯酶。1 个单位的酶活力被定

义为, 每分钟催化 1 µmol 底物生成产物的酶量。蛋

白质浓度用 Bradford 试剂测定, 以牛血清蛋白作为

标准。 

1.11  SDS-PAGE 电泳  
按 LaemmLi 的改良方法[11]进行 SDS-PAGE 电

泳, 5%丙烯酰胺作为堆积凝胶, 12%丙烯酰胺作为分

离凝胶。凝胶用考马斯亮蓝染色液染色 1 h, 脱色液

脱色过夜, 按 Hochstrasse 等描述的方法操作[12]。 
 

表 1  沼泽红假单胞菌还原亚硒酸钠优化 L9(33)正交试验因素水平表 
Table 1  Variables and ranges of reduction and detoxification of sodium selenite by Rhodopseudomonas palustris in the  

orthogonal experiment table 
因素 Factors 

菌株 
Strain 水平 

Level 
亚硒酸钠添加量 

Concentration of selenite (mg/L) 
细菌接种量 

Inoculum amount (%) 
培养时间 

Cultivation time (d)
1 25 5 3 

2 50 10 5 
沼泽红假单胞菌 
Rhodopseudomonas palustris 

3 100 15 7 
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1.12  透射电子显微镜(TEM)分析样品制备 
(1) 固定 : 沼泽红假单胞菌 , 以15%的接种量 

接入 100 mg/L 亚硒酸钠浓度的 RCVBN 培养基, 于

30 °C 光照条件下培养, 第 5 天将发酵液 10 000 r/min

离心 10 min 后收集菌体, 用 2.5%磷酸缓冲戊二醛固

定液固定在 1.5 mL 离心管中, 4 °C 保存。 

(2) 脱水: 包埋: 0.1 mol/L 磷酸缓冲液冲洗 3

次; 1% OsO4 冲洗 10 min; 0.1 mol/L 磷酸缓冲液冲洗

3 次; 50%乙醇冲洗 10 min; 70%乙醇冲洗 15 min; 

90%乙醇冲洗 15 min; 90%丙酮 : 90%乙醇 (1:1)冲

洗 15 min; 90%丙酮冲洗 15 min; 100%丙酮冲洗 3 次, 

每次 15 min; 100%丙酮: 包埋剂(1:1)浸泡 10 min; 

纯包埋剂浸泡 2 h, 放入胶囊浸透(烤箱 40 °C); 60 °C

聚合 24−48 h。 

(3) 观察: 选取放大倍数分别为 3 700、6 200、

8 900 和 15 000 倍的透射电镜观察菌体形态特征, 扫

描图片。 

2  结果与分析 

2.1  亚硒酸钠浓度对光合细菌除硒率的影响 
在沼泽红假单胞菌培养液中 , SeO3

2−浓度有显

著降低 , 且在菌液培养过程中瓶内出现红色沉淀

物质 , 推断是细菌还原生成的单质硒沉淀。其中 , 
沼泽红假单胞菌的除硒效果在亚硒酸钠添加量为

25 mg/L 时达到最高值 95.4% (图 1), 说明沼泽红假

单胞菌对较低浓度的亚硒酸钠去除效果更好。 
 

 

图 1  亚硒酸钠添加量对沼泽红假单胞菌除硒率的影响 
Fig. 1  Effect of selenite concentrations on the removal rate 
of SeO3

2− by the Rhodopseudomonas palustris 

2.2  培养时间对沼泽红假单胞菌除硒率的影响 
在沼泽红假单胞菌培养液中, 随着培养时间的

变化, 沼泽红假单胞菌除硒率也存在明显的不同。

在培养的第 5 天, 对亚硒酸盐的去除率达到最大值

98.1% (图 2)。 

2.3  菌种接种量对光合细菌除硒率的影响 
在菌种接种量不同的条件下, 沼泽红假单胞菌

对亚硒酸盐的去除率也存在明显的差异, 以菌种接

种量为 5%时除硒率最高, 达到 98.2% (图 3)。 
 

 

图 2  培养时间对沼泽红假单胞菌除硒率的影响 
Fig. 2  Effect of cultivation time on the removal rate of 
selenite by the Rhodopseudomonas palustris 
 

 

图 3  细菌接种量对沼泽红假单胞菌除硒率的影响 
Fig. 3  Effect of inoculums on the removal rate of selenite 
by the Rhodopseudomonas palustris 
 
2.4  正交试验优化光合细菌还原亚硒酸盐的条件 

通过正交试验, 对沼泽红假单胞菌对亚硒酸盐

还原脱毒作用的条件进行优化。研究发现, 沼泽红

假单胞菌还原亚硒酸盐影响因子的显著性依次为 : 

亚硒酸钠添加量>培养时间>细菌接种量。沼泽红假 
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表 2  沼泽红假单胞菌还原亚硒酸盐培养条件的正交试验 
Table 2  Reduction and detoxification of Selenite by Rhodopseudomonas palustris in the orthogonal experiment of  

culture conditions 

序号 
No. 

亚硒酸钠添加量 
Concentration of selenite (mg/L) 

细菌接种量 
Inoculum amount (%) 

培养时间 
Cultivation time (d) 

亚硒酸钠含量 
Concentration of selenite (mg/L) 

1 25 5 3 0.602 

2 25 10 5 0.340 

3 25 15 7 0.508 

4 50 5 3 0.670 

5 50 10 5 1.097 

6 50 15 7 0.692 

7 100 5 3 6.509 

8 100 10 5 4.801 

9 100 15 7 0.816 

K1 0.483 2.594 2.032  

K2 0.820 2.079 0.609  

K3 4.042 0.672 2.705  

R 3.559 1.922 2.096  

 

单胞菌还原亚硒酸盐的最优条件为: 25 mg/L 亚硒

酸钠, 培养 5 d, 15%细菌接种量(表 2)。 

沼泽红假单胞菌在正交试验优化的条件下, 对

亚硒酸钠的还原脱毒效果进行实验验证。结果表明, 

在最优还原脱毒条件下, 除硒率在培养第 5 天左右

达到最大值 98.2% (图 4)。 
 

 

图 4  优化条件下沼泽红假单胞菌对亚硒酸盐的除硒率 
Fig. 4  Removal rate of selenite by the Rhodopseudomonas 
palustris under optimal conditions 
 

2.5  酶活性定位 
对培养基菌悬液、细胞壁、原生质体、原生质

体溶菌液中的亚硒酸盐还原酶活性进行研究, 发现

原生质体中的亚硒酸盐还原酶活性最高, 表明亚硒

酸盐还原酶大量存在于原生质体中(表 3)。 

表 3  酶活性的定位 
Table 3  Localization of enzymatic activities 

组分 
Components 

酶活 
Enzyme activity (U/mL)

培养基菌悬液 Suspension medium 0.026 

细胞壁 Cell wall 0.004 

原生质体 Protoplasts 0.016 

原生质体溶菌液 Protoplast lysate 0.620 

 
结果证明, 亚硒酸盐还原酶是细胞质酶, 同时

在培养基菌悬液中检测到低水平的酶活。 

在 NADPH 氧化作用下, 沼泽红假单胞菌的粗

提物催化亚硒酸钠还原成单质硒。沼泽红假单胞菌

体内的亚硒酸盐还原酶能从大约 17 倍的细胞浓缩

物中提纯分离。还原酶通过苯基琼脂糖凝胶层析分

离提纯。 

2.6  亚硒酸盐还原酶分子量测定 
细 胞 抽 提 物 悬 浮 液 首 先 在 饱 和 (NH4)2SO4 溶

液中沉淀浓缩。通过 (NH4)2SO4 沉淀的蛋白溶液

装入苯基琼脂糖凝胶柱。饱和 (NH4)2SO4 浓度为

0.7 mol/mL 时, 亚硒酸盐还原酶在第 4 个出峰处被

洗脱(图 5)。亚硒酸盐还原酶在醛缩酶(150 kD)和过

氧化氢酶(250 kD)之间被洗脱。通过计算, 分子量约

为 182 kD。 
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图 5  沼泽红假单胞菌体内亚硒酸盐还原酶苯基琼脂糖

凝胶层析剖面图 
Fig. 5  Solution profiles of selenite reductase from Rhodop-
seudomonas palustris by Phenyl Sepharose chromatography 

 
2.7  SDS-PAGE 丙烯酰胺凝胶电泳 

亚硒酸盐还原酶被裂解后的蛋白质片段, 经过

SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳鉴定, 分子量分别是 70、

65、50 和 25 kD (图 6)。结果表明 , 亚硒酸盐还原

酶在本研究的试验条件下表现出四亚基聚合物特征

存在。 
 

 

图 6  沼泽红假单胞菌亚硒酸盐还原酶提纯中各组分

SDS-PAGE 区带图 
Fig. 6  Different fractions obtained from the selenate re-
ductase of Rhodopseudomonas palustris by SDS-PAGE 
Note: 1: Cell extract; 2: Ammonium sulfate precipitation; 3: 
Phenyl-Sepharose extract; 4: Sephacryl S-200 fraction; 5: 
Sephacryl S-100 fraction; 6: Molecular mass standard. 
 

2.8  还原产物单质硒及其 TEM 图像研究 
活化的沼泽红假单胞菌菌种按 15%的接种量接

种于含亚硒酸钠(100 mg/L)的 RCVBN 培养基中, 于

30 °C 光照条件下, 在培养的第 5 天借助光学显微镜

观察, 菌体细胞形状并无明显变化, 菌体表面出现

微小的黑色颗粒。 

进一步通过透射电子显微镜观察, 菌体细胞形

状出现不规则现象, 细胞长度增加, 表面出现球状

颗粒附着, 有些细胞表面有凹痕出现, 内部细胞器

破裂(图 7)。菌体表面及周质空间中存在高电子密度

颗粒, 粒径 5 nm−200 nm, 初步表明亚硒酸钠在沼

泽红假单胞菌体内被还原生成了单质硒, 与文献报

道一致[13−14], 推断其为红色单质硒。 
 

 

图 7  加硒培养后沼泽红假单胞菌菌体的透射电镜照片

(×3 700、×6 200、×8 900、×15 000) 
Fig. 7  Transmission electron micrograph of Rhodop-
seudomonas palustris cell grown in the presence of selenite 
(×3 700, ×6 200, ×8 900, ×15 000) 

3  讨论 

Painter 曾经发现, 谷胱甘肽中的巯基同亚硒酸

盐有很高的反应活性 , 能够形 成 Selenotrisulfides 

(RS-SE-SR), 如反应 1[15]。 
4RSH+2H++SeO3

2−→RS-Se-SR+RSSR+3H2O 
 (1) 

细菌中 , 大部分还原性的巯基以谷胱甘肽的

形式存在。1971 年 , Ganther 发现谷胱甘肽与亚硒

酸 盐 反 应 后 , 同 样 可 以 生 成 RS-SE-SR, 命 名

Selenodiglutathinose (GS-SE-SG)[16]。作为底物, 包

括谷胱甘肽还原酶、硫氧还蛋白还原酶、硝酸盐还

原酶及硫酸盐还原酶等多种氧化还原酶都可能催

化其发生氧化还原反应 [17]。生成的 GS-Se−不稳定, 

会继续与氢离子反应产生较稳定的红色单质硒。反

应式如下:  
4GSH+2H++SeO3

2−→GS-Se-SG+GSSG+3H2O 
 (2) 

GS-Se-SG+NADPH→GSH+GS-2Se−+NADP+ 

 (3) 
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 GS-Se−+H+→GSH+Se0 (4) 
其后, 在对深红红螺菌、球形红细菌和大肠杆

菌等细菌转硒的研究中发现, 当谷胱甘肽含量降低

时, 亚硒酸盐的还原速度也会降低, 而亚硒酸盐与

谷胱甘肽的反应能同时促进谷胱甘肽还原酶的产

生, 从而进一步证明谷胱甘肽和谷胱甘肽还原酶参

与了亚硒酸盐的还原。另外, Kessi 等又对谷胱甘肽

与亚硒酸盐的体外反应进行了进一步的研究, 发现

在谷胱甘肽还原亚硒酸盐为单质硒的过程中会产生

超氧根离子(O2
−), 这也解释了亚硒酸盐生物毒性的

成因, 如反应 5:  

6GSH+4H++3SeO3
2−→3GS-Se-SG+2O2

−+5H2O (5) 
综上所述, Kessi 等对 Ganther 等提出的谷胱甘

肽参与的氧化态硒还原假设进行了改进: 还原型谷

胱甘肽(GSH)作为电子供体首先与亚硒酸根(SeO3
2−)

反应(反应 5), 反应的第 1 个中间产物 GS-SE-SG 可

以作为谷胱甘肽还原酶或硫氧还蛋白还原酶的底物

被还原(反应 3), 得到 GS-SE−, 再通过歧化反应(反

应 4), 生成 GSH 和单质硒(Se0)。反应中产生的 O2
−

可以被细菌自身的氧化酶降解。NADPH 为 GSH 的

再生提供电子[18]。 

关于细菌还原氧化态硒产生红色单质硒的机

理, 存在多种假说。不同细菌由于所含酶类及参与

氧化还原反应物质的不同, 可能存在不同的硒还原

机理。光合细菌细胞内还原酶系如亚硒酸盐还原酶、

硒酸盐还原酶对无机硒还原作用机理及有机硒化物

合成还有待于进一步的研究。 

4  结论 

本研究从实验室保藏的光合细菌中筛选得到对

亚硒酸钠有较强耐受性和还原能力的菌株, 证实具

有产生红色单质硒的能力。通过单因素、L9(33)正交

试验对该菌株还原亚硒酸盐培养条件进行优化, 得

到沼泽红假单胞菌还原亚硒酸盐的最佳条件为: 亚

硒酸钠添加量为 25 mg/L, 培养的第 5 天, 15%菌种

接种量。在该条件下 , 对亚硒酸钠去除率可达到

98.2%。对亚硒酸盐还原酶的研究发现, 亚硒酸盐还

原酶主要存在于细胞质, 分子量约为 182 kD, 由 4

个亚基组成。通过高倍透射电镜观察, 菌体表面及

周质空间中存在高电子密度的颗粒, 初步证明亚硒

酸钠在沼泽红假单胞菌体内被还原生成了单质硒。 
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