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摘 要：采用微生物分离纯化方法，从制革厂含铬污泥中筛选分离(;（"）抗性菌株，并研究菌株对(;（"）的去除能

力。共分离得到对7$<=／.(;（"）去除率大于7$>的菌株!$株，&#?;,2’基因测序结果表明这些细菌主要属于

!"#$%&’()"&%*、+#"*’()"&%*#,-、.%,"’()"&%*、/"0*’()"&*,- 和1*)"02-’$)3属。对其中9株细菌，考察了菌株生长期、

@A值和(;（"）浓度对菌株去除(;（"）效果的影响，结果表明，细胞在有较高代谢活性的条件下具较高的(;（"）去

除能力；@A值对菌株去除(;（"）的能力具有显著影响，在7$<=／.(;（"）、@A值为9!"的条件下，+#"*’()"&%*#,-
属&#号和!&号菌株在:#B时对(;（"）的去除率达"$>!%7>；高浓度的(;（"）抑制菌株对(;（"）的去除能力，

其中!&号菌株在&&$<=／.的(;（"）浓度下去除效果最佳，(;（"）去除率达"$>。
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铬主要以(;（#）和(;（"）两种价态存在，其中(;（"）比

(;（#）溶解性好，迁移能力强，生物毒性强，会导致鼻炎、支气

管炎、肺炎甚至癌症等疾病（?WJZI[\JJPSd4WJZ，&%%%）。铬被

广泛应用于制革、冶金和印染等工业过程，!$$7年环保年鉴

统计数据显示，仅皮革行业每年排放的含铬废水就高达&e"
亿吨，因此铬污染的治理日益受到世界各国的重视。目前，铬

污染治理主要采用物化法，包括沉淀法、还原沉淀法、吸附法、

膜过滤以及电解法等（(J<J;=4%&)66，!$$:），但存在处理成
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本高和二次污染等问题。而利用微生物进行铬污染治理，处

理成本会大幅度降低，同时不会导致二次污染。特别是传统

物化法无法进行处理的铬污染环境，如低浓度铬污染的去除，

微生物处理具有显著优势（!"##$%，&’’(）。从环境中获得对

)*（!）有高效去除和富集能力的微生物菌株是实施)*（!）污

染生物修复的关键。铬污染环境是获取高效菌种的良好来

源，目前已有报道的具有)*（!）去除和富集能力的菌种有

!"#$"%&’(#)"属（+,-.%*%/)#’*0，&’’1）、+’(,**-.属（+,-.%*%/
)#’*0，&’’1；!*23%4.)#’*0，&’’&；5242)#’*0，&’’1）、/,0
("%&’(#)",-1 属（6%44%3%727247%28%#)#’*0，&’’9）、2.)-3%1%4’.
属（+:#,%3%3;<,=,*2;-,，&’’9；>*%=23;.%3)#’*0，&’’?）、

5($"%&’(#)",-1 属（6%3)#’*0，&’’@）、6%"74)&’(#)",-1 属

（5242)#’*0，&’’1）和6)**-*%1%4’.属（5242)#’*0，&’’1）等。

但是微生物对铬的去除和富集能力与微生物所处的环境密

切相关，在系统分类上一致的微生物对铬的去除和富集能力

不一定相似，通过长期驯化可以使一些原本不具有去除和富

集铬能力的菌株获得对铬的去除和富集能力。

制革厂是主要的铬污染排放企业，同时也是获得铬污染治

理菌株的理想地点。本研究以制革厂的含铬污泥作为分离对

象，获取对)*（!）有抗性及去除能力的菌株，通过9A!*BC>基

因序列确定它们的系统分类。针对代表菌株，考察了细胞生长

期、环境7D值和)*（!）浓度对菌株去除)*（!）能力的影响，为

微生物治理铬污染环境提供良好的微生物资源。

9 材料与方法

!0! 环境样品

江苏江阴兆丰制革厂含铬污泥。

!0" 实验方法

90&09 微生物的分离纯化和筛选

使用已灭菌的9E6<!缓冲液（9’F+C%D&6GH，9’F+
C%&D6GH，’I91+C%)#）浸泡含铬污泥，取浸出液&’FJ转移

至(’FJ已灭菌的三角瓶中，1’K、91(*／F23振荡处理&H.，

用灭菌水将处理液稀释不同倍数后，分别涂布在含有9’’
F-／J)*（!）的J<（蛋白胨9’-／J，酵母膏(-／J，C%)#9’
-／J，葡萄糖’I9-／J，琼脂&I’-／J，7D?I’）平板上，1’K恒

温培养，观察微生物菌落生长情况。从菌落数目合适的平板，

挑取单菌落转移至新鲜J<平板上培养，划线纯化后考察各

菌株去除)*（!）的能力。使用J<液体培养基将待测菌株培

养&H.后，以9’L的接种量转接至含)*（!）(’F-／J的液

体培养基中，1’K、91(*／F23培养&H.后，取菌液在9’’’’
*／F23条件下离心9’F23，测定上清液中残留的)*（!）浓度，

筛选对)*（!）去除率高的菌株。)*（!）去除率（L）M（6’N
6,）／6’E9’’L，其中6’为未接种微生物的空白对照样品的

)*（!）质量浓度（F-／J），),为离心去除菌体后的上清液中残

留的)*（!）质量浓度（F-／J）。

90&0& )*（!）质量浓度测定

采用二苯碳酰二肼分光光度法（)#,8:,*2)#’*0，9OO@）测

定)*（!）质量浓度。

90&01 菌体浓度测定

收集9FJ菌液于9I(FJ离心管中，HK、9’’’’*／F23
条件下离心9’F23，去除上清液用于测定残余)*（!）浓度，

加9FJ超纯水将菌体充分悬浮，在A’’3F波长处测定吸光

度（GPA’’）。

90&0H 微生物系统分类

采用硅藻土吸附法提取菌体染色体PC>（)%*4,*%3;+2#Q
4R3，9OO1），利用细菌通用引物@S和9HO&B进行9A!*BC>基

因的6)B扩增。温度程序为：O(K预加热(F23，然后在OHK
变性9F23，(1K退火9F23，?&K延伸9’’8，重复1’个循环。

6)B产物直接用于碱基序列测定。利用C)<T的<J>!U进行

碱基序列比对，确定各分离菌株的系统分类地位。

90&0( 微生物所处生长期对)*（!）去除效果的影响

使用J<液体培养基对菌株培养&H.后，取9’FJ菌液

在9’’’’*／F23条件下离心9’F23，收集菌体。用灭菌的生

理盐水洗涤菌体两次后，加@FJ9E6<!缓冲液振荡悬浮菌

体，取9FJ测定菌悬液的GPA’’。用9E6<!缓冲液调节各

菌株细 胞 悬 浮 液，使 所 有 待 测 菌 株 的 悬 浮 液 具 有 相 同 的

GPA’’。在下列1种培养条件下，考察微生物菌株对)*（!）的

去除能力：

（9）充足营养供给，细胞完成整个生长过程：将菌悬液

1’’"J接种到1FJ含)*（!）(’F-／J的J<培养基中；

（&）稳定期，无营养供给：在1FJ菌悬液中加入&’’"J
6<!，再加入终浓度为(’F-／J的)*（!）；

（1）稳定期，微量营养供给：在1FJ菌悬液中加入&’’

"J(倍稀释的J<培养基，再加入终浓度为(’F-／J)*（!）。

每组设1个平行样，在1’K培养&H.后，测定最终菌体

浓度和上清液中残留的)*（!）的含量。

90&0A 7D值对菌株去除)*（!）的影响

使用J<培养基对菌株进行前培养&H.后，调整各菌株

菌体浓度一致后以(L的接种量接入含(’F-／J)*（!），7D
值分别为H、(、A、?和@的&’FJJ<培养基中，每组设1个平

行样，振荡培养H@.，每9&.取样9FJ，测定菌体浓度和上

清液中残留的)*（!）浓度。

90&0? )*（!）浓度对微生物去除)*（!）能力的影响

使用J<培养基对菌株进行前培养&H.后，调整各菌株菌

体浓度一致后以(L的接种量接入7D值为?，含)*（!）分别为

&(、(’、@’和99’F-／J的&’FJJ<培养基中，每组设1个平行

样，振荡培养H@.，每9&.取样9FJ，测定菌体浓度和上清液

中残留的)*（!）浓度。)*（!）去除量（F-／J）M6’N6,。

& 结果与讨论

"0! 分离菌株的系统分类

从皮革厂铬污染污泥中分离获得具有)*（!）去除能力
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的菌株!"株，其中#$株在初始%&（!）浓度为’$()／*的条

件下对%&（!）的去除率大于’$+。通过,-.&/01基因序

列比对，对此#$株菌株进行了系统分类鉴定，结果表明它们

分别属于’个属，其中’株为!"#$%&’()"&%*属，2株为 +#,

"*’()"&%*#-.属（表,）。大部分相似菌株有去除重金属和有

机污染物等的相关报道（表,）。尽管有关相似菌株!"#$%&’,

()"&%*/*#.’$&##和!"#$%&’()"&%*&’0$%*#的报道很少，但是有

大量报道表明!"#$%&’()"&%*属的其他一些菌株具有降解难降

解有机污染物如烃类、色素类的功能（345&67%&)18，#$$9；

:;(<=7>6?=，#$$2；:@<A;7%&)18，#$$2；B@<?<=7C?=)，

#$$2）。以上结果表明此次分离获得的菌株不仅在铬污染治

理方面，在复合污染治理方面也将可能具有良好的应用潜力。

表! 从制革厂污泥中分离获得的菌株的系统分类

"#$%&! ’%#(()*)+#,)-.-*(,/#).()(-%#,&0*/-1,#..&/2(%304&

菌株编号 相似菌株 相似率 相关报道

!，,,，,9 !"#$%&’()"&%*/*#.’$&##
（13D,$"$-） 29+

!-，#! !"#$%&’()"&%*&’0$%*#
（1E’$29#!） 2"+

- 2*)"34.’$)56%$#&*#7#")$5
（F,D!#$） 22+ 除磷（GH<=?H%&)18，#$$’；.@;<=7*66，#$$"）

,#，!! 8"3*’()"&*-.)$&3*’9#
（13D2$-,,） ,$$+

去除汞、镍、锌、锰、铅、铬、镉、铜，降 解 石 油（:6II6&J%&)18，
#$$#；1K?4L.@<=<K%&)18，#$$"；M<=%&)18，#$$9）

"，9，2，,-，#"，!D，#9 +#"*’()"&%*#-.9)*)’:46)$5
（1>D2,9$-） 22+ 降解原油（.N@;OO6&I%&)18，#$$’）

#,，!’ +#"*’()"&%*#-.%5&%*)*’.)&#"-.
（P,"#!,） 22+

富集亚砷酸盐和降解多环芳烃（%@6=<=7.@<?，#$$2；Q<4R@;6&
%&)18，#$$!）

!$，!,，!# ;%-"’()"&%*)*#6#"’11#5
（1>"D-!!"） 29+",$$+ 分离自制革含铬废水（3?&<;I%&)18，#$$D）

565 微生物所处生长期对’/（!）去除的影响

考察菌株在不同生长阶段对%&（!）的去除效果，对于实际

废水处理中菌株培养方式的选择具有指导意义。如图,所示，

笔者分别从"类菌中挑选出代表菌株，考察了!种条件（1：充

足营养供给，细胞完成整个生长过程；S：稳定期，无营养供

给；%：稳定期，微量营养供给）下菌株去除%&（!）的情况。

从图,中可以看出，对大部分菌株而言，在有充足营养条

件下经历整个对数生长期的细胞（1条件）和有微量营养供给

维持在稳定期的细胞（%条件）相比，具有较高的%&（!）去除

能力（图,，1和%）；而有微量营养供给维持在稳定期的细胞

（%条件）和无营养供给的稳定期的细胞（S条件）相比，又具

有相对较高的%&（!）去除能力（图,，%和S）。以上结果表

明，此次分离获得的大部分菌株只有在生长过程中或者具有

代谢活性的条件下才对%&（!）具有较高的去除能力，%&（!）

的去除和菌株的代谢过程密切相关，细 胞 活 性 越 高，去 除

%&（!）的能力越强。

由图,S还可以看出，细胞在无营养物供给即没有代谢

活性的条件下对%&（!）的去除率均很低，最高只有约,#+，

表明细胞对%&（!）进行物理吸附的能力低，可以推测细胞在

代谢旺盛期对%&（!）去除主要是由于对%&（!）的还原或富

集，单纯的物理吸附所占比例很小。菌株!号的生长受到

%&（!）的抑制，造成1条件和%条件下的%&（!）去除率没有

明显的差别，而比较%和S条件下的结果可知，维持细胞代

谢活性对其去除%&（!）的能力非常重要。相比于其他菌株，

菌株#,号和-号在1条件和%条件下，对%&（!）的去除效

果都相对较好，在1条件下的去除率分别为2’+和9’+，%

图, 微生物所处生长期对%&（!）去除的影响

E;)8, TUU6NR?U)&?VR@IR<)6?=%&（!）&6(?H<A6UU;N;6=NW
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条件下分别为!"#和!$#。菌株%&号虽然与’%号菌株均

属于!"#$%&’#()$"*+ 属，但是在(条件下对()（!）的去除效

果不及后者优秀，去除率只有约%"#。

!"# $%值对菌株生长和去除&’（!）的影响

*+值是影响微生物生长繁殖的重要因子，将会影响菌株

对()（!）的去除。在*+值!",的范围内考察了无()（!）

条件下*+值对各菌株生长的影响（图’，-系列）、有()（!）

条件下*+值对各菌株生长的影响（图’，.系列）及对()（!）

去除率（图’，(系列）的影响。

如图’中-系列图可以看出，在*+/!的条件下，全部0
株菌株都不能生长；*+/"的条件会对菌株&号、%&号、’%号

和’1号的生长有抑制；*+/&的条件下菌株’1号和’%号的

生长会受到抑制；菌株’%号的耐酸性较差，*+/0的条件下

生长也会受到一定程度的抑制。菌株1号和’1号，菌株%&
号和’%号，分 别 同 属 于,#"-)(%&’#()$属 和!"#$%&’#()$"*+
属，但是它们之间的耐酸性相差较大。相比于其他菌株，菌株

1号、%’号和1%号的耐酸性较强。在添加()（!）条件下，如

图’中.系列图所示，*+值对菌株生长的影响较之无()
（!）条件下更为明显。除菌株1号以外，其他&株菌株在*+
/!和*+/"条件下都不能生长。耐酸性较差的菌株’%号，

在*+值/&条件下也未有生长。比较-系列图和.系列图

可以看出，"$23／4的()（!）对于所有菌株的生长都有不同

程度的抑制，由于()（!）的存在，菌株的生长速度减慢，进入

对数生长期的时间延长。

尽管所有的菌株在*+/!和"条件下基本无生长，但是

由图’中(系列图可以看出，在此两*+值条件下，()（!）浓

度有一定程度的下降，而且对于所有菌株，*+/!条件下的去

除率要高于*+/"条件下的去除率。同样对于菌株’%号，

尽管在*+/&条件下没有生长，但是观察到()（!）浓度下

降，与*+/!和*+/"条件下的去除率相当。在细胞没有生

长的情况下观察到()（!）浓度下降，可以认为是由于接种进

入的前培养液少量菌体对()（!）起了作用，可能是被吸附也

有可能是被还原。由于*+/!条件下的去除率总要高于*+
/"条件下的去除率，同时考虑到在*+/"条件下细胞可能

具有相对较高的活性，可以推测在此两*+值条件下，菌体细

胞对()（!）的作用主要是物理吸附，菌体细胞在此两*+值

条件下具有不同的表面特征导致了吸附的差异。

对于菌株1号、&号和%’号，当*+值为&以上时，菌体

浓度随时间递增，但是它们对()（!）的去除率并未随菌体浓

度增加而显著增加。其他菌株的菌体浓度和()（!）的去除

率表现出比较好的关联性，()（!）去除率随着菌体浓度的升

高而逐渐升高。和其他菌株相比，同属于 !"#$%&’#()$"*+ 属

的菌株%&号和’%号在*+值为0和,的条件下对()（!）去

除率最高，达到5$#以上，’%号菌株的去除率在1&6时接近

%$$#。

以上结果表明，不同菌株对*+值表现出不同的敏感性；

*+值对菌株去除()（!）的效果影响显著；在有()（!）存在

的条件下，*+值的影响会加剧。因此选择合适的*+值对菌

株去除()（!）至关重要。

!"( &’（!）浓度对菌株去除&’（!）的影响

()（!）对微生物细胞具有毒性，对微生物的生长繁殖会

造成严重影响，从而影响微生物细胞去除()（!）的能力。在

()（!）浓 度 为’"23／4到%%$23／4的 范 围 内，考 察 了

()（!）浓度对各菌株生长（图1，-系列）和对各菌株去除()
（!）能力的影响（图1，.和(系列）。

如图1中-系列图可以看出，不同的菌株对()（!）的耐

受能力不同：菌株1号、%’号和%&号的生长基本不受()（!）

浓度的影响，可以耐受%%$23／4的()（!）；而()（!）浓度对

菌株&号的生长有明显抑制，当()（!）达到,$23／4时菌株

停止生长；菌株’%号、’1号和1%号的生长受()（!）影响不

明显，随着()（!）浓度的增加，开始时生长速度有些缓慢，但

是后期生长速度会加快，到达稳定期的时间基本不受()（!）

浓度的影响。

尽管菌株1号、%’号和%&号对()（!）都具有很好的耐

受性，但它们对()（!）的去除能力差别很大。如图1中.和

(系列图可以看出，在’"23／4到%%$23／4()（!）范围内，

菌株1号对()（!）的去除率和去除量都很低；菌株%’号对

()（!）去除率随()（!）浓度升高而降低，但是()（!）去除量

随()（!）浓度升高而增加；菌株%’号在()（!）浓度为’"
23／4和"$23／4的条件下，对()（!）的去除率达到%$$#，

但是当()（!）浓度为,$23／4时，去除率下降至’"#，当

()（!）浓度增加到%$$23／4时，去除率只有%$#，说明菌体

对()（!）的去除在"$23／4时已经达到饱和状态。这种达

到饱和的情况在菌株’1号的结果中也有体现，在!,6条件

下，菌株对()（!）的去除量与初始()（!）浓度无关。对于菌

株’%号和1%号，()（!）的去除率和去除量跟()（!）浓度保

持了很好的关联性，随着初始()（!）浓度的升高，去除率下

降，而去除量增加。菌株’%号表现出最高的去除率，初始()
（!）浓度为%%$23／4时的去除率为,$#。

以上结果表明，微生物菌株对()（!）的耐受性和对()（!）

的去除能力之间没有相关性，对()（!）的耐受性高的菌株并不

一定 就 具 有 较 好 的 去 除()（!）的 能 力。7898等（.:**;<=
>6)?8@6，%5,,；7898)(’.A，’$$1）的研究得出其他一些属的微生

物也具有()（!）耐受性和还原性不相关的结论。微生物菌株

对()（!）的去除具有饱和性，当环境中()（!）的量高于微生物

能够处理的量时，去除率下降，只有在()（!）的浓度相对较低

时，微生物细胞才能有效地将它们全部去除。

1 结论

本研究从制革厂铬污泥中分离出具有()（!）去除能力

的菌株’$株，分别属于,#"-)(%&’#()$、!"#$%&’#()$"*+、/)*0
#%&’#()$、1#2$%&’#($*+、3$’#24+%-’5属，其中!"#$%&’#()$"*+

和,#"-)(%&’#()$属占优势。对代表菌株，考察了不同生长期对
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图! "#值对代表菌株生长及$%（!）去除的影响

&’()! *++,-./+"#0123,/4(%/5.6147$%（!）%,8/012,++’-’,4-9/+’:/21.,:
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图! 初始"#（!）浓度对代表菌株生长及"#（!）去除效果的影响
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菌株去除!"（!）的影响，结果表明微生物细胞需要在有旺盛

代谢能力和较高活性条件下才具有较高的去除!"（!）的能

力。#$值对微生物的生长影响显著，在有!"（!）存在条件

下影响更明显，只有在菌体生长良好的条件下微生物才具有

较高的!"（!）去除率。!"（!）浓度对分离菌株的生长影响

不明显，多数菌株具有较好的!"（!）耐受性，但是耐受性和

去除能力没有明显的相关性。和已报道的具有!"（!）还原

能力的菌株相比（%&’()*)*+,(-(".+/(，0112；%(/3)")4!"
#$5，0116；7.8.!"#$5，0116；9".-):8)-))*+;3)<="，011>），

本研究分离获得的菌株具有较高的!"（!）还原能力，特别是

菌株2?号和02号在对!"（!）具有很好耐受性的同时，对!"
（!）的去除能力也很优秀，是比较理想的可用于!"（!）污染

治理的菌株。

由于单株菌株对环境的适应能力和对!"（!）的还原能

力相对有限，今后将利用分离获得的具有不同系统分类和不

同性能的菌株，进行混合微生物去除!"（!）的研究，为微生

物治理!"（!）污染提供高效混合微生物制剂。
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