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1 �引言

随着采矿业的发展和重金属在工农业等诸多领域的应用,排放到环境中的含重金属离子

的废水大大增加. 重金属进入环境后不能被生物降解而只能发生各种形态间的相互转化和迁

移,当被低等生物富集后,通过食物链进入人体,破坏生物体正常的生理代谢活动,危害人体健

康. 业已发现,许多微生物能在较高浓度的金属离子环境中生存, 并解除重金属对自身的毒

害[ 1] , 这一点可被应用于金属污染环境的生物修复和贵重金属的生物沥滤等方面.

铬是一种毒性较高的重金属, 自然环境中通常以六价和三价两种价形态存在. 六价铬主

要是与氧结合成铬酸盐或重铬酸盐,这种高氧化态和可溶性导致高的迁移能力和毒性,其毒性

可通过食物链传递[ 2] ,对人体有突变和致癌作用. 三价铬易于形成氧化物或氢氧化物沉淀而

使其毒性减弱[ 3] . 通常认为六价铬的毒性比三价铬的毒性高 100 倍[ 4] . 已经发现很多的微生

物对金属铬尤其对六价铬有抗性, 它们当中有些可以把铬从高毒的六价还原成低毒的三价,具

有巨大的应用潜力.

对于大肠杆菌, 铬酸根离子( CrO4
2- )的最小抑制浓度[ 5] ( minimal inhibitory concentrat ion)

为0�2 mol,相当于铬( � ) 10�4 mg / dm3, 一般抗铬水平高于此浓度的微生物才被称为抗性微

生物
[ 5]

. 许多研究者指出微生物对六价铬的抗性和还原是两个互不相关的过程,两者有着不

同的机理
[ 6]

. 研究发现抗铬( � )能力较高的抗性菌不一定能还原高浓度的铬( � ) , 铬( � )还



原菌又往往不能抵抗较高浓度的铬( � ) . 荧光假单胞菌( Pseudomonas f luorescens ) LB300菌

株是第 1个被发现对六价铬有还原作用的菌株[ 7] ,它可将 28�6 mg/ dm3 的铬( � )较彻底还

原[ 8] . 之后更广泛的还原菌被发现, 如恶臭假单胞菌( Pseudomonas putida )
[ 9]、大肠杆菌( Es-

cher ichia col i ) ATCC 33456
[ 10]
等,但均是在铬( � )的较低浓度水平上. 抗铬细菌如铜绿假单

胞菌( P� aer uginosa) PAOI 可在含 208 mg/ dm2铬( � )的肉汁培养基上生长[ 11] ,但没有在此

浓度下还原铬( � ) .

从海洋中筛选到 7株抗铬细菌进行研究, 并对其中 1株分离自太平洋深海的 Y1 菌株进

行了抗铬水平、生长状况、生理生化特征和对六价铬的还原能力的初步考察, 利用 16S rRNA

序列分析法对其进行了鉴定.

2 �材料和方法

2�1�样品采集
自太平洋、白令海、楚科奇海各站点采集海洋样品 �

2�2�抗铬菌株的分离和筛选
2�2�1 �底质用无菌生理盐水按 1�10的比例稀释制成悬液,海水样品直接使用

以 1�10比例加入到含铬( � ) ( 20 mg/ dm3)的液体选择培养基中富集, 之后经适当稀释,

固体平板涂布法分离[ 4] . 温度条件为 4 � .

PYG海水培养基:蛋白胨为 10�0 g,酵母提取物为5�0 g, 葡萄糖为1�0 g, 盐度为 34 的海

水1�0 dm3,重铬酸钾(灭菌后根据所需浓度加入) , 琼脂为15�0 g, pH 6�8~ 7�0.

2�2�2�以上分离得到的抗铬菌对递增铬(六价)浓度的抗性作初步比较

以液体静置培养的方式在不同的六价铬浓度( 20, 40, 60, 80 mg/ dm
3
)下,对各菌株的抗铬

能力进行测定, 以生长能力比值为标准: (加铬)选择培养基中菌体达到的最高浓度除以(无铬)

对照培养基中菌体达到的最高浓度乘以 100% .

菌体浓度用比浊法测定[ 4] .

2�3�抗铬菌株抗性水平及其还原铬( � )能力的试验
从上一步中筛选出抗铬能力最高的菌株, 继续在六价铬的更高浓度( 200, 400, 600 mg /

dm3等)条件下测试其抗性水平,并动态测定对六价铬还原的情况(培养液经 8 000 r/ min离心

10 min后取上清液) .

2�3�1�微生物生长的测定
用平板菌落计数法[ 12] .

2�3�2�六价铬及总铬浓度的测定
用二苯碳酰二肼分光光度法、高锰酸钾氧化- 二苯碳酰二肼分光光度法

[ 13]
.

2�4�抗铬菌株的生理生化特征
在 Biolog 96孔平板上,除对照孔外的 95孔中, 每孔都含有 tet razolium violet 缓冲营养培

养基和不同碳源,用待测菌株的海水细胞悬液注入微孔中,培养24 h后利用595 nm波长的光测

定其对不同碳源底物的利用情况.

1412 期� 裴耀文等: 深海抗铬( � )细菌的分离、鉴定及其铬( � )还原能力的研究



2�5�抗铬菌株的分子鉴定
2�5�1 �细菌染色体 DNA 制备

将菌株转接至 2216E培养基中,在 4 �培养. 待长出单菌落后, 用灭菌牙签点取少量菌体

至无菌重蒸水中, 99 �加热,裂解菌体,释放细菌染色体 DNA,作为 16S rRNA基因的 PCR扩

增模板.

2�5�2 � 16S rRNA基因的 PCR扩增和产物纯化

根据大肠杆菌的基因组序列设计出了多对用于 16S rRNA序列扩增的引物,选用了其中

的27f( 5�AGAGTTTGATCCT GGCTCAG 3�, 对应于 E�coli 16S rDNA的 8~ 27位)和 1542r

( 5�AAGGAGGTGATCCAGCC 3�,对应于 E�col i 16S rDNA 的 1 525~ 1 542位)进行扩增,该

对引物几乎能够扩增出全长的 16S rRNA序列,长度约为1 500 bp.

在50 m m
3
PCR反应液中含有: 10 � PCR缓冲液 5 mm

3
, 2 mmol dNTP 5 mm

3
, Taq DNA

聚合酶 8 unit, 25 mmol MgCCl2 2�5 mm3, 引物各2 mm3, 模板20 mm3,重蒸水9�5 mm3. 反应

条件为: 94 � 1 min, 55 � 1 min, 68 � 1�5 min, 循环 40次, 68 �延伸10 m in. PCR产物经低熔

点琼脂糖电泳检测, 用玻璃粉纯化法从胶上回收纯化.

2�5�3 � PCR产物克隆[ 14]

pBluescript 质粒经 EcoR �完全酶切后去磷酸化,与经末端磷酸化后的 PCR产物混合,加

入T 4DNA连接酶 16 �连接过夜(约12 h) . 连接产物转化到 E�coli 感受态细胞中,通过蓝白

斑筛选,挑选阳性转化菌.

2�5�4�阳性转化菌的鉴定
用灭菌牙签挑取筛选平皿上的白色菌落,在10 m m3无菌水中打匀, 99 �加热15 min, 裂解

液直接作为模板,采用 pBluescript 质粒上的 T7和 T 3引物进行菌落 PCR. PCR反应条件为:

94 � 1 min, 53 � 1 m in, 72 � 1�5 min,循环 30 次, 72 �延伸10 min, PCR产物用琼脂糖电泳

检测.

提取经 PCR扩增验证后的转化菌的质粒,通过 EcoR �和 H ind �完全双酶切进行进一

步验证,两步验证中均能产生1 500 bp左右片段的为阳性转化菌. 将插入了 16S rRNA 基因的

质粒送至上海基康生物技术有限公司进行测序.

2�5�5�序列分析
通过互联网,将序列提交 EM BL(欧洲分子生物学实验室)数据库, 应用 FASTA3 程序与

数据库中已有的细菌 16S rRNA序列进行相似性比较分析. 序列的比较及系统发育分析采用

DNAMAN( Version 5�1)软件进行.

3 �结果和分析

3�1�抗铬菌株的分离与筛选
经液体富集培养后, 分别从太平洋、白令海、楚科奇海分离到能在铬 ( � ) 浓度为

20 mg/ dm3条件下良好生长的菌株共 7株,分别编号为 Y1到 Y7, 菌株来源见表 1.
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3�2�各抗铬菌对递增铬( � )浓度的抗性结果(表 1)

表 1� 抗铬菌株抗性水平初步比较

菌株号 菌株来源 经度 纬度 水深/ m
铬( � )浓度/ mg�dm- 3

20 40 60 80

Y1 太平洋� 145�21�2�W 8�20�5�N 5 291 + + + + + + + + + + + +

Y2 太平洋� 145�21�2�W 8�20�5�N 5 291 + + + + �

Y3 太平洋� 145�21�2�W 8�20�5�N 5 291 + + � �

Y4 太平洋� 154�05�W � 10�50�N � 5 194 + + + + + + + + +

Y5 白令海� 178�55�6�E 57�59�0�N 3 800 + + + + � �

Y6 白令海� 179�25�8�W 60�15�2�N 840 + + + + + + �

Y7 楚科奇海 169�52�9�W 66�30�2�N 51 + + + + + �

� � 注: + + + 代表生长能力比值不小于 90% , + + 代表不小于 50% , + 代表不小于 10% , - 代表不大于 10% .

3�3� Y1菌株抗性水平及其还原铬( � )能力的试验

在以上实验基础上,选择 Y1菌株从较高的菌体浓度( 10
9
个/ cm

3
)出发, 继续在铬( � )更

高浓度下测定其抗性水平及还原铬( � )能力, 结果如图 1. 在铬( � )更高浓度为200 mg/ dm3

时,菌体浓度可以继续升高至 6�7 � 109个/ cm3, 之后铬( � )可以被其较为彻底的还原( �

97% ) . 当400 mg/ dm
3
时, 菌体浓度首先下降, 然后缓慢升高至 2�3 � 10

9
个/ cm

3
,铬( � )不能

被还原. 600 mg/ dm3时,菌体浓度持续下降, 最终在固体平板上不能检测到活菌的存在, 铬

( � )不能被还原.

图 1� 不同铬( � )浓度下菌株 Y1 的抗性及铬( � )还原能力

� , � 200 mg/ dm3 铬( � ) ; � , � 400 mg/ dm3 铬( � ) ; � , � 600 mg/ dm3 铬( � )

空心代表菌体浓度变化,实心为铬( � )的变化

对200 mg/ dm3铬( � )培养液中接种Y1菌株前后的六价铬和总铬含量进行测定,结果如表 3�

表 2 � 200 mg/ dm3铬( � )培养液中六价铬和总铬含量变化情况

六价铬( % ) 总铬( % )

接种前培养液 100 100

接种 1 d后未离心培养液 100 100

接种 1 d后离心后上清液 100 100

接种 60 d后未离心培养液 4 100

接种 60 d后离心后上清液 1 25
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3�4�培养条件对 Y1菌株生长及铬( � )还原的影响研究

3�4�1�振荡培养的影响

图 2� 振荡培养对菌株 Y1 生长和还原的影响

� , � 静止培养; � , �振荡培养

空心代表菌体生长,实心为铬( � )的变化

在 4 � 下以摇床振荡培养( 150 r/ min)与

静止培养相对照, 结果如图 2. 从图中可以看

出,振荡培养加速了菌体的生长速度,但却抑制

了铬( � )还原.

3�4�2�温度的影响
Y1菌株的自然生长环境温度为 1~ 5 � .

在不同温度条件下( 4, 10, 20, 37, 40 � )进行静

止培养,结果表明, 能够生长的温度范围较宽,

在 4~ 37 �范围内均能良好生长,在 40 �不能
生长. 20 �左右时菌体生长速率最高, 在10和

37 �次之,在 4 �较低; 菌体能够达到的最大

生长量除在 37 �较低外在 4, 10, 20 �相差不多;对数生长期后温度对铬( � )还原影响不大.

3�4�3�培养基起始 pH 值的影响

在 4 �下以不同的 PYG培养基初始 pH( 4, 7, 10)对 Y1菌株进行静止培养, 3组中菌体生

长能够达到的最高生长量为 100%, 以生长量( % )和铬( � )的最终还原率( %)为标准进行检

测,结果如图 4. pH 值为 4时,菌体不能生长,但铬( � )的最终还原率为 50% . pH 值为 10时,

菌体最高生长量为中性时的 25% ,铬( � )没有被还原.

3�4�4�培养基盐度的影响
在 4 �下以不同的 PYG培养基盐度( 0, 27, 34)对Y1菌株进行静止培养, 3组中菌体生长

能够达到的最高生长量为 100% ,以生长量和铬( � )的最终还原率为标准进行检测,结果如图

5. 盐度 34时的培养基中菌体生长量最高, 盐度 0时, 菌体不能生长. 盐度 27时, 菌体最高生

长量是盐度 34时的 88%,铬( � )的最终还原率为 85% .

图 4� 初始 pH 值的影响 图 5� 盐度的影响

3�5� Y1菌株的特征和生理生化特征
Y1菌株在 PYG培养基上为灰白色的圆形光滑菌落, 表面湿润, 稍黏. 革兰氏染色为阴

性,氧化酶阳性,油镜下为短杆状. 表 3显示了Y1菌株对 Biolog 板上 95种碳源底物的利用能

力. 在 Biolog 自动鉴定系统中没有发现与该菌株生理生化特征相类似的菌种.
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表 3� Y1 菌株对 Biolog板上 95种碳源底物的利用能力

底物 利用状况 底物 利用状况 底物 利用状况 底物 利用状况

海水 - D- 蜜二糖 - P- 羟基苯基丙氨酸 - L- 组氨酸 +

�- 环式糊精 - �- 甲基- D- 葡糖苷 + 衣康酸 - 羟基- L- 脯氨酸 -

糊精 - D- 阿洛酮糖 � �- 丁酮酸 - L- 亮氨酸 -

糖原 - D- 蜜三糖 + �- 酮戊二酸 + L- 鸟氨酸 �

吐温 40 + L- 鼠李糖 + D, L- 酮戊酸 + L- 苯丙氨酸 -

吐温 80 + D- 山梨糖醇 + 乳酸 + L- 脯氨酸 +

N- 乙酰- D- 半乳糖胺 - 蔗糖 � 丙二酸 - L- 焦谷氨酸 -

N- 乙酰- D- 葡糖胺 - D- 海藻糖 � 丙酸 � D- 丝氨酸 -

核糖醇 - 松二糖 � 奎尼酸 - L- 丝氨酸 +

L- 阿拉伯糖 � 木糖醇 - D- 葡糖二酸 - L- 苏氨酸 +

D- 阿拉伯糖醇 - 丙酮酸甲酯 - 癸二酸 - D, L- 肉毒碱 -

纤维二糖 - 琥珀酸甲酯 + 琥珀酸 � �- 氨基- 丁酸 +

i- 赤藓糖醇 - 乙酸 � 溴琥珀酸 � 尿刊酸 -

D- 果糖 � 顺乌头酸 � 琥珀酰胺酸 + 肌苷 -

L- 岩藻糖 + 柠檬酸 - 葡糖醛酰胺 + 尿苷 -

D- 半乳糖 + 甲酸 - 丙氨酰胺 - 胸腺嘧啶 -

龙胆二糖 � D- 半乳糖酸内酯 � D- 丙胺酸 + 苯基乙胺 -

�- D- 葡萄糖 + D- 半乳糖醛酸 - L- 丙胺酸 + 丁二胺 -

m- 肌醇 � D- 葡糖酸 - L- 丙氨酰甘氨酸 + 2- 乙烯醇 -

�- D- 乳糖 - D- 氨基葡糖酸 - L- 天冬酰胺 + 2, 3- 丁二醇 -

半乳糖苷果糖 - D- 葡糖醛酸 + L- 天冬氨酸 + 甘油 -

麦芽糖 - �- 羟基丁酸 + L- 谷氨酸 + D, L- �- 磷酸甘油 -

D- 甘露糖醇 - �- 羟基丁酸 + 甘氨酰- L- 天冬氨酸 - 葡萄糖- 1- 磷酸 -

D- 甘露糖 + �- 羟基丁酸 - 甘氨酰- L- 谷氨酸 � 葡萄糖- 6- 磷酸 -

� � 注: + 表示可利用, - 表示不能利用, � 表示可微弱利用.

3�6�序列分析结果
将所测得的序列通过互联网输入 EMBL 数据库, 以 FASTA3程序进行比较分析, 根据序

列同源性比较所得的结果表明:该菌株与 Psychr obacter pacif i censis 种的 NIBH P2K17菌株的

16S rRNA序列同源性最高, 达 98�935%, 与另外3株 Psychrobacter pacif icensis 种菌株同源性

也在 98%以上.

4 �讨论

( 1) 微生物对环境中重金属的去除有生物吸附、螯合作用及酶促的氧化还原反应等多种

机制,对于可溶性较高的铬( � ) ,其方式则主要是后者. 因铬( � )和铬( � )是铬在自然界的主

要存在形式,结合文中表 2, 可以认为:

菌体对铬( � )的吸附作用不显著(接种 1 d后培养液中铬( � )和总铬含量均未有明显变

化) ; Y1菌株培养过程中对铬( � )发生了还原作用[培养60 d后未离心的培养液中铬( � )含量

减少了 96% ,但其中总铬含量并未降低] , 产生的铬( � )大部分成为沉淀形式, 小部分还在培
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养液中[离心后上清液中铬( � )含量减少了 99%,其中的总铬也变为离心前的 25% ] .

Y1菌株对六价铬的去除作用主要发生在该菌株的稳定生长期,当初始铬( � )浓度小于

200 mg/ dm3时,稳定期的菌体浓度维持在 3�0� 109 个/ cm 3以上,与Wang[ 15]指出的所有六价

铬还原系统都需要较高的细胞浓度相一致,这也说明铬( � )的去除发生在一定的代谢阶段,与

细胞的物质和能量代谢有关. Y1菌株还原铬( � )的具体机理还有待进一步研究.

( 2) Malakul等[ 16]研究了恶臭假单胞菌在不同镉浓度的液体矿物培养基上的生长状况,

并指出镉对它的毒性可分为 3个阶段: 1) 无抑制作用; 2) 部分抑制; 3) 完全抑制. 本试验筛

选到的 Y1菌株也较清晰的显示出了这 3个阶段.

( 3) 文中提到抗铬( � )能力较高的抗性菌不一定能还原高浓度的铬( � ) , 铬( � )还原菌

又往往不能抵抗较高浓度的铬( � ) , Y1菌株的价值在于在抗高浓度铬( � )的基础上还能够将

其较彻底的还原. Y1菌株分离自太平洋5 291 m水深的浅褐色硅藻泥,显示出海洋这个巨大

的微生物资源库的开发应用潜力, 海洋金属转化菌的发现对于评价海洋生态环境,了解微生物

在海洋的生物地球化学循环中的作用,揭示海洋环境的成因都有着重要的意义. 抗重金属菌

株在微生物治理重金属污染中有巨大的应用潜力, Y1菌株的分离鉴定将为进一步克隆与还原

六价铬有关的基因和构建治理多种重金属污水的环保工程菌株奠定了基础.

( 4) 培养条件对 Y1菌株生长及铬( � )还原的影响试验表明:

1) Y1菌株原始生长环境的温度为 1~ 5 � ,但其可生长的温度范围很宽, 从 4到 37 �均

能生长,最适生长温度为 20 �左右. 尽管人们研究低温微生物已经有 100多年,但关于低温

微生物还没有一个统一明确的概念. 有些研究者根据微生物的最适生长温度以及生长的上下

限温度来进行定义,如 M orita 将那些最适生长温度等于或低于 15 � , 上限温度等于或低于

20 � ,下限生长温度等于或低于 0 �的微生物称为嗜冷菌( psychrophile) . Eddy 将那些能在

低于或等于5 �的温度条件下生长(无论其最适及上限生长温度是多少)的微生物称为营养型

嗜冷菌( psychrotroph) . 李广武等[ 17]将 M orita定义的嗜冷菌称为专性嗜冷菌, 将除专性嗜冷

菌之外的其他营养型嗜冷菌称为兼性嗜冷菌. 由此, 可断定该菌为一株兼性嗜冷菌.

2) pH 值影响重金属与微生物间相互作用可能通过 3种途径影响细胞的生理状态,改变金

属存在的状态, 影响培养基有机成分与金属的络合[ 18] . Y1菌株可在中性至稍碱的条件生长,

而酸性条件下铬( � )的还原则是由于其氧化还原性所致, 即酸性溶液中铬酸盐和重铬酸盐很

容易被还原到铬( � ) [ 3] .

3)海洋生态环境与陆地生态环境存在很大差异, NaCl浓度即盐度是一个重要特征,盐度

影响的试验结果与 Y1菌株的来源密切相关,该菌株分离自太平洋深海沉积物,它只能在海水

环境中生存,不能在不含 NaCl的淡水环境中生存, 且更适宜在盐度较高 ( 34)的深海环境生

长. 鉴于此,可以确定此菌株是原生的深海微生物而不是由陆生菌流入海洋,也排除了试验过

程中染菌的可能. 3种环境条件对铬( � )还原的影响则主要是通过对菌体生长的影响间接地

起作用.

4)铬( � )还原的最佳条件并不完全与细菌的最佳生长条件相符,从振荡培养对两者影响

的结果可以发现,振荡培养加速菌体的生长, 而对于铬( � )还原则是一个抑制因素, 振荡培养

加大了氧气通量,氧气加速了嗜养菌的生长, 而对于铬( � )还原的抑制作用可能是升高了氧化

还原电势或是氧气直接与铬( � )争夺电子所致,这一结果与Wang[ 15]指示的相符.
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( 5) 16S rRNA序列分析法是近 10 a发展起来的一种分子指纹技术,广泛应用于分子系统

发育分类学研究. rRNA结构既具有保守性,又具有高变性. 保守性能够反映生物物种的亲缘

关系, 为系统发育重建提供线索;高变性则能揭示出生物物种的特征核苷酸序列,是属种鉴定

的分子基础. 国际上已建立了多个微生物 16S rRNA 序列数据库, 成为对微生物鉴定分类非

常有用的参照系统. 通过待鉴定菌与基因库中已知种属的 16S rRNA 序列作同源性比较,可

以鉴定到种的水平[ 19] . Y1 菌株的 16S rRNA 序列分析结果表明, 它与 Psy chrobacter pacif i-

censi s 种的 NIBH P2K17菌株的 16S rRNA 序列同源性达 98�935%.

Biolog自动鉴定系统能够同时提供被测菌对 Biolog 板上 95种碳源底物的利用能力数据,

并根据这些�代谢指纹�与其数据库中的1 500多种细菌鉴定信息进行比较来鉴定细菌,但其数

据库中已知菌种还有待扩充. 由于被测菌种来源和发表较晚等原因,研究中利用 Biolog 技术

没有找到�代谢指纹�相似性较高的菌种,但可以将这些数据运用于其他鉴定方法的结果验证

中. 如 Y1菌株与 Psychrobacter pacif i censis 都能利用组氨酸、乳酸、3- 羟基丁酸, 而不能利用

柠檬酸、葡糖酸等.

Psychrobacter pacif i censi s 是 Maruyama 等[ 20]在 2000年通过系统发育分析方法发现的一

个嗜冷菌新种, 它来自日本海沟 5 000~ 6 000 m 处的深海区, 6株原始菌株的 16S rRNA 序列

同源性小于 98% (小于 Y1 菌株与 P2K17 菌株的 98�935% 同源性 ) . Y1 菌株的特征与

M aruyama的描述相一致,最适宜 NaCl浓度在 3%左右而受限于淡水环境. 由此可以初步认

为 Y1菌株属于 Psychr obacter pacif icensis 种.
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26 卷 1 期 40 页摘要的第 3 行�夏季平均含量为 0�004 �mol/ dm3� ,应为�夏季平均含量为 0�04 �mol/ dm3�.
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