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一株李氏禾内生细菌去除 Ｃｒ(ＶＩ)的特性
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２. 广 西壮族自治区
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广西植物研究所 广西植物功能物质研究与利用重点实验室ꎬ 广西 桂林 ５４１００６ )

摘　 要: 李氏禾(Ｌｅｅｒｓｉａ ｈｅｘａｎｄｒａ)是中国境内发现的第一种铬超积累植物ꎬ该文对李氏禾内生菌及其除铬

性能进行了研究ꎮ 采用添加 Ｃｒ(ＶＩ) 的牛肉膏蛋白胨固体平板培养方法ꎬ从李氏禾根部分离筛选获得一株

具有较强 Ｃｒ(ＶＩ)抗性的内生细菌 Ｇ０４ꎬ分子生物学鉴定结果表明该菌株属于阴沟肠杆菌(Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｃｌｏａ￣
ｃａｅ)ꎮ 采用摇瓶培养方法ꎬ以 Ｃｒ(ＶＩ)去除率、总 Ｃｒ(铬)的去除率以及菌体生物量为指标ꎬ考察了 ｐＨ、温度、
底物浓度、装液量、接种量、摇床转速以及反应时间等因素对 Ｃｒ(ＶＩ)去除率、总铬去除率和菌株生长的影

响ꎮ 结果表明:在牛肉膏蛋白胨液体培养基中ꎬ菌株 Ｅ. ｃｌｏａｃａｅ Ｇ０４ 去除 Ｃｒ(ＶＩ)的较优反应条件为初始

ｐＨ５.０、温度 ３７ ℃、Ｃｒ(ＶＩ)浓度为 １００ ｍｇＬ￣１、装液量 ８０ ｍＬ(２５０ ｍＬ 三角瓶)、接种量 １５％、摇床转速为 １２０
ｒｍｉｎ￣１、反应时间 ４８ ｈꎮ 在此条件下ꎬ菌株 Ｅ. ｃｌｏａｃａｅ Ｇ０４ 对 Ｃｒ(ＶＩ)和总铬的去除率分别为 ８４％和 ８％ꎮ 根

据 Ｃｒ(ＶＩ)去除率和总铬去除率的结果推测该菌株去除 Ｃｒ(ＶＩ)的机制可能是以还原为主、吸附为辅ꎮ 这表

明李氏禾内生细菌 Ｅ. ｃｌｏａｃａｅ Ｇ０４ 菌株具有较好的应用潜力ꎬ既有可能直接用于土壤、水环境铬污染的修

复ꎬ也有可能作为促植物修复铬污染的后备菌株ꎬ另外可为深入研究李氏禾的铬积累作用机制提供参考ꎮ
关键词: 李氏禾ꎬ 内生细菌ꎬ 阴沟肠杆菌ꎬ Ｃｒ(ＶＩ)ꎬ 还原
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　 　 随着现代化技术的发展ꎬ重金属铬在制药、电
镀等多领域中得到了广泛的应用ꎮ 但与此同时ꎬ
环境中的铬及其化合物的污染问题也越来越严

重ꎮ 长期接触铬及铬化合物容易对胃肠道系统、
免疫系统、肝脏和肾脏产生影响甚至诱发呼吸系

统癌症(Ｃｏｓｔａꎬ１９９７)ꎮ 各种铬形态中ꎬ主要以铬酸

根和重铬酸根形式存在的 Ｃｒ(ＶＩ)被认为是毒性最

强的( Ｓｈａｎｋｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００５ꎻ王新建和刘健ꎬ２０１０)ꎮ
国际上对铬污染的水体、土壤都提倡采用生物修

复法ꎬ即借助微生物或植物的絮凝、吸收累积、富
集等作用去除重金属离子 ( Ｃｈｉｂｕｉｋｅ ＆ Ｏｂｉｏｒａꎬ
２０１４ꎻＭａｌｉｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０)ꎮ 从铬重金属污染的环境

中分离的白色杆菌属( Ｌｅｕｃｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ.) ( Ｇｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１３)、假单胞菌属(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄ) ( Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１６)、链 霉 菌 属 ( Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｇｒｉｓｅｕｓ) ( Ｃｈｅｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１４ꎻ Ｐｏｏｐａｌ ＆ Ｌａｘｍａｎꎬ ２００８)、芽孢杆菌属

(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ.) (Ａｌｓａｌａｍａｈꎬ２０１１ꎻＤｈａｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０)
和 栖 热 菌 属 ( Ｔｈｅｒｍｕｓｓｃｏｔｏｄｕｃｔｕｓ ) ( Ｏｐｐｅｒｍａｎ ＆
Ｖａｎꎬ２００７)都具有较好的 Ｃｒ(ＶＩ)去除能力ꎮ

超富集植物具有生物量大、对重金属吸附量

是常规植物的 １０ ~ ５００ 倍、可在重金属污染土壤中

生长良好等优势(石润等ꎬ２０１５)ꎬ在环境污染修复

中的应用日益广泛( Ｂｒｏｏｋｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９８)ꎮ 与此同

时ꎬ超富集植物内生菌的研究也开始受到研究者

的重视ꎬ如 Ａｓ(砷)超富集植物蜈蚣草(董睿智ꎬ
２０１２)、Ｚｎ(锌)超富集植物东南景天(龙新宪等ꎬ
２０１３)、Ｃｄ(镉)超累积植物龙葵(曹喆等ꎬ２００９)、
Ｍｎ(锰)超积累植物商陆(卢文显ꎬ２０１５)等均有研

究报道ꎮ 李氏禾 ( Ｌｅｅｒｓｉａ ｈｅｘａｎｄｒａ) 是张学洪等

(２００７)在广西桂林发现的铬超积累植物ꎬ也是第

一种在中国境内被发现的铬超积累植物ꎬ研究表

明其对 Ｃｒ(Ⅲ)和 Ｃｒ(ＶＩ)都有较强的富集能力(胡
澄ꎬ２００８ꎻ陈俊等ꎬ２００８ꎻ卢媛媛等ꎬ２０１３)ꎮ 但目前

利用李氏禾内生细菌对重金属 Ｃｒ(ＶＩ)进行还原的

研究尚未见报道ꎮ 本研究对铬超富集植物李氏禾

中的内生细菌进行分离、筛选、鉴定及除 Ｃｒ(ＶＩ)特
性进行研究ꎬ为李氏禾内生菌在铬污染修复中的

应用奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

１.１.１ 原料　 Ｃｒ(铬)超富集植物李氏禾ꎬ采自桂林

理工大学环境科学与工程学院实验室ꎮ
１.１.２ 培养基　 固体培养基:牛肉膏 ３ ｇＬ￣１ꎬ蛋白

胨 １０ ｇＬ￣１ꎬ氯化钠 ５ ｇＬ￣１ꎬ琼脂 ２０ ｇＬ￣１ꎬ其余

为蒸馏水ꎬｐＨ 为 ７.０ꎮ
液体培养基:牛肉膏 ３ ｇＬ￣１ꎬ蛋白胨 １０ ｇ
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Ｌ￣１ꎬ氯化钠 ５ ｇＬ￣１ꎬ其余为蒸馏水ꎬｐＨ 为 ７.０ꎮ
含 Ｃｒ(ＶＩ)培养基:在牛肉膏蛋白胨固 /液体培

养基的基础上ꎬ加入相应质量的重铬酸钾配制

而成ꎮ
１.２ Ｃｒ(ＶＩ)抗性内生细菌的分离、筛选

取健康的李氏禾根根部组织ꎬ用水冲洗干净

后ꎬ无菌条件下用 ７０％的酒精浸泡 ４０ ｓꎬ然后用

２.５％次氯酸钠浸泡 ２ ｍｉｎꎬ最后用无菌水冲洗 ６
次ꎬ去除附着在材料表面的消毒剂ꎮ 无菌条件下

用最后一遍冲洗的无菌水涂布于固体平板培养

基ꎬ培养后无微生物长出ꎬ表明表面消毒彻底ꎮ 无

菌条件下取适量经表面消毒的根部组织ꎬ加 １ ｍＬ
０.９％的氯化钠溶液充分研磨ꎬ取 １ ｍＬ 研磨液接种

于 １００ ｍＬ 牛肉膏蛋白胨液体培养基中(５００ ｍＬ 三

角瓶)ꎬ３７ ℃ꎬ１２０ ｒｍｉｎ￣１条件下振荡培养 ２ ｄꎬ将
培养液按 １０ ￣２、１０ ￣３、１０ ￣４、１０ ￣５、１０ ￣６进行稀释ꎬ分别

取 ２０ μＬ 用平板涂布器涂布在含 Ｃｒ(ＶＩ)浓度分别

为 １００ ~ １ ０００ ｍｇＬ￣１的牛肉膏蛋白胨平板培养基

上ꎬ３７ ℃恒温培养 ２４ ~ ４８ ｈ 后ꎬ根据菌落的生长情

况ꎬ挑选长势较好、耐铬性能强的菌落ꎬ接入含铬

平板中ꎬ采用划线法进行多次的分离纯化ꎬ获得了

Ｃｒ(ＶＩ)抗性内生菌纯培养物ꎬ并将菌株接种于试

管斜面培养基上ꎬ３７ ℃恒温培养 ２４ ｈ 后ꎬ４ ℃冰箱

保存ꎮ
１.３ Ｃｒ(ＶＩ)抗性细菌的鉴定

采用细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒(生工生物

工程(上海)有限公司)对 Ｃｒ(ＶＩ)抗性内生细菌

Ｇ０４ 基因组进行提取ꎮ
ＰＣＲ 扩增反应体系: ２×Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合 ２ μＬꎬ

酶 ２５ μＬꎬ模板 ２ μＬꎬ引物 １４９２Ｒ 和 ２７Ｆ 各 ２ μＬꎬ
ｄｄＨ２Ｏ １９ μＬꎬ混匀后置于 ＰＣＲ 扩增仪ꎮ 其程序:
９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎬ９４ ℃ 变性 ３０ ｓꎬ５５ ℃ 退火 ３０
ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ７２ ℃后延伸 ５ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎮ

用 １％的琼脂糖凝胶、０. ５ × ＴＢＥ 为电泳缓冲

液、８０ Ｖ 电压进行 ＰＣＲ 产物的琼脂糖凝胶电泳ꎮ
将 Ｇ０４ 菌株 ＤＮＡ 的 ＰＣＲ 产物经琼脂糖凝胶电泳

检测后ꎬ送往生工生物工程(上海)有限公司进行

检测ꎮ 检测的结果登录美国的 ＮＣＢＩ 网( ｈｔｔｐ: / /
ｂｌａｓｔ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / )进行 ＤＮＡ 的 Ｂｌａｓｔ 比对ꎬ确
定菌株归属ꎮ

１.４ 内生细菌 Ｇ０４ 去除 Ｃｒ(ＶＩ)实验

试管斜面保存的菌株 Ｇ０４ 经牛肉膏蛋白胨固

体培养基平板活化ꎬ于 ３７ ℃恒温培养箱中培养 ２４
ｈ 后ꎬ挑取 ２ 环接种于含 １００ ｍＬ 牛肉膏蛋白胨液

体培养基的 ２５０ ｍＬ 三角瓶中ꎬ３７ ℃、１２０ ｒｍｉｎ￣１

振荡培养 ２４ ｈ 后作为种子液ꎮ 以不接种的牛肉膏

蛋白胨液体培养基同法处理ꎬ作为后续除 Ｃｒ(ＶＩ)
试验中接种培养的空白对照ꎮ

将种子液按 １０％接种量接种于含 Ｃｒ(ＶＩ)浓度

为 １００ ｍｇＬ￣１、ｐＨ 为 ７(用 ２ ｍｏｌＬ￣１的氢氧化钠

和盐酸溶液调节)的牛肉膏蛋白胨液体培养基(装
液量 １００ ｍＬ / ２５０ ｍＬ 三角瓶)中ꎬ八层纱布封口ꎬ
置于 ３７ ℃的恒温水平摇床上 １２０ ｒｍｉｎ￣１振荡培

养ꎮ 培养适当时间后ꎬ无菌条件下取样适量培养

液ꎬ１０ ０００ ｒｍｉｎ￣１离心 １０ ｍｉｎꎬ去除菌体和其他

悬浮杂质ꎮ 沉淀用蒸馏水溶液混匀ꎬ测定 ＯＤ６００
下吸光度值ꎬ上清液用于测定 Ｃｒ(Ⅵ)的浓度和总

Ｃｒ(铬)的浓度ꎮ 上述步骤中ꎬ以不接种微生物的

牛肉膏蛋白胨液体培养基代替种子液同法操作ꎬ
作为空白对照ꎮ
１.５ Ｃｒ(ＶＩ)和总 Ｃｒ(铬)的测定

Ｃｒ(ＶＩ)标准曲线的绘制: 分别取 ５ ｍｇＬ￣１的

Ｃｒ(ＶＩ)标准溶液 ０、０.２、０.４、０.８、１.２、１.６、２.０ ｍＬ
于 １０ ｍＬ 刻度比色管中ꎬ用蒸馏水至刻度后ꎬ分别

加入(１＋１)的硫酸和磷酸各 ０.１ ｍＬ 后ꎬ加入 ０.４
ｍＬ 二苯碳酰二肼溶液ꎬ摇匀ꎮ 待充分反应 ５ ~ １０
ｍｉｎ 后ꎬ测定样品在 ５４０ ｎｍ 波长处的吸光度值ꎮ
以Ｃｒ(ＶＩ)浓度为横坐标ꎬ对应 ５４０ ｎｍ 处的吸光度

值为纵坐标ꎬ绘制 Ｃｒ(ＶＩ)标准曲线ꎮ
Ｃｒ(ＶＩ)的测定:取 １. ０ ｍＬ 待测含 Ｃｒ( ＶＩ)试

样ꎬ加水稀释至 １０ ｍＬꎮ 取 １ ｍＬ 含铬稀释液ꎬ加入

到 １０ ｍＬ 比色管中ꎬ用蒸馏水稀释至刻度ꎬ加入

(１＋１)硫酸 ０.１ ｍＬ 和(１＋１)磷酸 ０.１ ｍＬꎬ摇匀ꎮ
加入 ０.４ ｍＬ 二苯碳酰二肼溶液ꎬ摇匀ꎮ ５ ~ １０ ｍｉｎ
后ꎬ于 ５４０ ｎｍ 波长处比色测定ꎮ 在标准曲线上查

得 Ｃｒ(ＶＩ)浓度ꎬ求得质量后按式(１)计算 Ｃｒ(ＶＩ)
去除率ꎮ

Ｃｒ(ＶＩ)去除率 ＝Ｃｒ(ＶＩ)初始质量－Ｃｒ(ＶＩ)残余质量
Ｃｒ(ＶＩ)初始质量

×１００％

(１)
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总 Ｃｒ(铬)的测定:取 １.０ ｍＬ 待测含 Ｃｒ(ＶＩ)
试样ꎬ加水稀释至 １０ ｍＬꎮ 取 １ ｍＬ 含铬稀释液ꎬ和
(１＋１)磷酸 ０.１ ｍＬꎬ摇匀ꎮ 加入 ４％高锰酸钾溶液

滴ꎬ如紫红色消退ꎬ则继续滴加高锰酸钾溶液至保

持紫红色ꎮ 加热煮沸至溶液约剩 ４ ｍＬꎮ 冷却后ꎬ
加入 ０.２ ｍＬ ２０％的尿素溶液ꎬ摇匀ꎮ 用滴管加 ２％
亚硝酸钠溶液ꎬ每加一滴充分摇匀ꎬ至紫红色刚好

消失ꎮ 稍停片刻ꎬ待溶液内气泡逸尽ꎬ转移 １０ ｍＬ
比色管中ꎬ稀释至标线ꎬ按 Ｃｒ(ＶＩ)的测定方法比色

测定ꎮ 按式(２)计算总铬去除率ꎮ

总铬去除率 ＝理论总铬质量－残余总铬质量
理论总铬质量

×１００％

(２)

Ｃｒ(ＶＩ)和总铬去除率最终结果均扣除空白对

照ꎬ以排除培养基成分对反应的影响ꎮ
１.６ 统计分析

采用 Ｍｉｃｒｓｏｆｔ Ｏｆｆｉｃｅ Ｅｘｃｅｌ ２００７ 软件对结果进

行差异显著性分析( ｔ 检验ꎬ置信水平 ０.０５)ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 菌株鉴定结果

按 １.２ 方法对李氏禾 Ｃｒ(ＶＩ)抗性内生细菌进

行分离纯化ꎬ结果从李氏禾根部获得一株具有较

强 Ｃｒ(ＶＩ)抗性的菌株 Ｇ０４ꎬ按 １.３ 方法对该菌株

进行 ＤＮＡ 序列分析ꎬ其系统发育树如图 １ 所示ꎮ
结果表明李氏禾 Ｃｒ(ＶＩ)抗性内生细菌 Ｇ０４ 与阴

沟 肠 杆 菌 ( Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｃｌｏａｃａｅ ｓｔｒａｉｎ Ｒ２￣５Ａ )
( ＨＱ１５４５５２. １ )、 ( Ｅ. ｃｌｏａｃａｅ ｓｔｒａｉｎ Ｒ６￣３５４ )
(ＪＱ６５９８１３.１)等菌株的序列同源性达 ９９％ꎬ归属

于 Ｅ. ｃｌｏａｃａｅꎬ将其命名为 Ｅ. ｃｌｏａｃａｅ Ｇ０４ꎮ 阴沟肠

杆菌(Ｅ. ｃｌｏａｃａｅ)是一类应用较广泛的微生物ꎬ具
有植物促生作用(徐幼平等ꎬ２００１)、固氮作用(杨
海莲等ꎬ２００１)、降解柴油(Ｒａｍａｓａｍｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７)
和农药(林抗美等ꎬ２００８)、吸附 /固定 Ｃｄ２＋(Ｘｕ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１７)等作用ꎮ 阴沟肠杆菌(Ｅ. ｃｌｏａｃａｅ)除 Ｃｒ(ＶＩ)

图 １　 李氏禾 Ｃｒ(ＶＩ)抗性内生细菌 Ｇ０４ 系统发育树
Ｆｉｇ. １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｃｒ(ＶＩ) ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｓｔｒａｉｎ Ｇ０４ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｌｅｅｒｓｉａ ｈｅｘａｎｄｒａ

作用也已有报道(Ｒａｈｍａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６ꎻ张剑ꎬ２０１１ꎻ
Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９８９)ꎮ
２.２ Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｃｌｏａｃａｅ Ｇ０４ 去除 Ｃｒ(ＶＩ)的特性

２.２.１ 初始 ｐＨ 的影响　 按 １.４ 方法ꎬ固定其他条件

不变ꎬ改变液体培养基的 ｐＨꎬ考察 ｐＨ 对 Ｇ０４ 菌株

除 Ｃｒ(ＶＩ)的影响ꎬ结果如图 ２ 所示ꎮ
图 ２ 结果表明ꎬＥ. ｃｌｏａｃａｅ Ｇ０４ 具有较宽的 ｐＨ

生长和 Ｃｒ(ＶＩ)还原范围ꎬ在 ｐＨ ５ ~ ８ 均能较好地

生长和进行 Ｃｒ(ＶＩ)还原ꎮ 从菌株生长情况上看ꎬ
在 ｐＨ 为 ４ 时ꎬ细菌生长受到了明显的抑制ꎻ当 ｐＨ
大于 ８.０ꎬ细菌生长减缓ꎮ 统计分析结果表明ꎬｐＨ

对 Ｃｒ( ＶＩ) 去除率和菌株生长的影响显著 ( Ｐ <
０.０５)ꎬ而对总铬去除率不显著ꎮ 当 ｐＨ 为 ５ 时ꎬ
Ｃｒ(ＶＩ)去除率最佳ꎬ约为 ８４％ꎮ 故选择 ｐＨ５ 为

Ｅ. ｃｌｏａｃａｅ Ｇ０４ 去除 Ｃｒ(ＶＩ)最佳反应条件ꎮ
２.２.２ 温度的影响 　 按 １.４ 方法ꎬ固定其他条件不

变ꎬ考察温度对 Ｇ０４ 菌株除 Ｃｒ(ＶＩ)的影响ꎬ结果

如图 ３ 所示ꎮ
Ｅ. ｃｌｏａｃａｅ Ｇ０４ 在 ２５ ℃至 ４０ ℃下均能较好地

生长和进行 Ｃｒ(ＶＩ)还原ꎮ 统计分析结果表明ꎬ温
度对 Ｃｒ(ＶＩ)去除率和菌株生长的影响显著(Ｐ<
０.０５)ꎬ而对总铬去除率不显著ꎮ 当温度高于 ４０
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注: 不同字母表示不同水平间的差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ (Ｐ<０.０５). Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ２　 ｐＨ 对 Ｃｒ(铬)去除率和菌株生长的影响
Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ｒｅｍｏｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ

ｃｈｒｏｍｉｕｍ ａｎｄ ｓｔｒａｉｎ ｇｒｏｗｔｈ

图 ３　 温度对 Ｃｒ(铬)去除率和菌株生长的影响
Ｆｉｇ. ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｒｅｍｏｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ

ｃｈｒｏｍｉｕｍ ａｎｄ ｓｔｒａｉｎ ｇｒｏｗｔｈ

℃后ꎬＣｒ(ＶＩ)去除率显著降低ꎬ降低的原因可能是

细胞内的还原酶随着反应温度的逐渐升高而逐渐

受到抑制而失活ꎮ 在 ３７ ℃时ꎬＥ. ｃｌｏａｃａｅ Ｇ０４ 生长

状况良好ꎬ且 Ｃｒ(ＶＩ)去除率最高ꎬ因此确定反应最

适温度为 ３７ ℃ꎮ
２.２.３ Ｃｒ(ＶＩ)初始浓度的影响　 按 １.４ 方法ꎬ固定其

他条件不变ꎬ改变 Ｃｒ(ＶＩ)底物浓度ꎬ考察底物浓度

对 Ｇ０４ 菌株除 Ｃｒ(ＶＩ)的影响ꎬ结果如图 ４ 所示ꎮ
由图 ４ 可知ꎬ随着 Ｃｒ(ＶＩ)初始浓度的增加ꎬ对

Ｃｒ(ＶＩ)的去除率明显的减少ꎬ而且菌株的生物量

图 ４　 Ｃｒ (ＶＩ)初始浓度对 Ｃｒ(铬)去除率
和菌株生长的影响

Ｆｉｇ. ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｉｔｉａｌ Ｃｒ (ＶＩ) ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ
ｒｅｍｏｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｃｈｒｏｍｉｕｍ ａｎｄ ｓｔｒａｉｎ ｇｒｏｗｔｈ

也有明显的下降趋势ꎬ这可能是由于随着 Ｃｒ(ＶＩ)
浓度的增加对菌株的生长产生了毒害作用抑制了

其生长ꎮ 相反ꎬ在 Ｃｒ(ＶＩ)浓度为 １００ ｍｇＬ￣１后ꎬ
总铬的去除率有上升的趋势ꎬ说明菌株 Ｅ. ｃｌｏａｃａｅ
Ｇ０４ 对 Ｃｒ(ＶＩ)吸附性有所增加ꎮ 统计分析结果表

明ꎬＣｒ(ＶＩ)初始浓度对 Ｃｒ(ＶＩ)去除率、总铬去除

率和菌株生长的影响均显著(Ｐ< ０. ０５)ꎮ 从去除

Ｃｒ(ＶＩ)的浓度来看ꎬＣｒ(ＶＩ)底物浓度为 １００ ｍｇ
Ｌ￣１时去除浓度最大ꎮ 综合考虑ꎬ选择底物 Ｃｒ(ＶＩ)
的初始浓度为 １００ ｍｇＬ￣１ꎮ
２.２.４ 装液量的影响 　 按 １.４ 方法ꎬ固定其他条件

不变ꎬ考察装液量对 Ｇ０４ 菌株除 Ｃｒ(ＶＩ)的影响ꎬ
结果如图 ５ 所示ꎮ

从图 ５ 结果可以看出ꎬ随着装液量的逐渐增

加ꎬＣｒ(ＶＩ)去除率略有降低ꎬ但变化并不显著ꎬ但
菌株生长呈减弱趋势ꎬ这可能是装液量逐渐增加ꎬ
瓶内的溶氧量不足以维持细胞的活动ꎬ从而导致

菌体生长受到抑制ꎮ 统计分析的结果表明ꎬ装液

量对Ｃｒ(ＶＩ)去除率、总铬去除率和菌株生长的影

响不显著(Ｐ>０.０５)ꎮ 当装液量为 ８０ ｍＬ(三角瓶

体积 ２５０ ｍＬ)时ꎬ菌株的生长和 Ｃｒ(ＶＩ)去除效果

均较佳ꎬ故确定装液量为 ８０ ｍＬꎮ
２.２.５ 接种量的影响 　 按 １.４ 方法ꎬ固定其他条件

不变ꎬ考察接种量对 Ｇ０４ 菌株除 Ｃｒ(ＶＩ)的影响ꎬ
结果如图 ６ 所示ꎮ 图 ６ 结果表明ꎬ当接种量小于
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图 ５　 装液量对 Ｃｒ(铬)去除率和菌株生长的影响
Ｆｉｇ. ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｉｑｕｉｄ ｖｏｌｕｍｅ ｏｎ ｒｅｍｏｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ

ｃｈｒｏｍｉｕｍ ａｎｄ ｓｔｒａｉｎ ｇｒｏｗｔｈ

１５％时ꎬ菌株的生长情况和除 Ｃｒ(ＶＩ)呈正相关性ꎬ
Ｃｒ(ＶＩ)的去除率随着接种量的增加而增大ꎬ即生

长较好的菌液具有更高的 Ｃｒ(ＶＩ)去除能力ꎮ 统计

分析结果表明ꎬ接种量对 Ｃｒ(ＶＩ)去除率和菌株生

长的影响显著(Ｐ<０.０５)ꎬ而对总铬去除率不显著ꎮ
当接种量为 １５％时ꎬＣｒ(ＶＩ)去除效果最佳ꎬ故选择

Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｃｌｏａｃａｅ Ｇ０４ 接种量为 １５％ꎮ

图 ６　 接种量对 Ｃｒ(铬)去除率和菌株生长的影响
Ｆｉｇ. ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ａｍｏｕｎｔ ｏｎ ｒｅｍｏｖａｌ

ｒａｔｅ ｏｆ ｃｈｒｏｍｉｕｍ ａｎｄ ｓｔｒａｉｎ ｇｒｏｗｔｈ

２.２.６ 摇床转速的影响 　 按 １.４ 方法ꎬ固定其他条

件不变ꎬ考察接种量对 Ｇ０４ 菌株除 Ｃｒ(ＶＩ)的影

响ꎬ结果如图 ７ 所示ꎮ
当摇床转速在 ８０~１２０ ｒｍｉｎ￣１时ꎬ随着转速的

增加ꎬＣｒ(ＶＩ)的去除率和菌体的生长均呈上升的趋

图 ７　 摇床转速对 Ｃｒ(铬)去除率和菌株生长的影响
Ｆｉｇ. ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｈａｋｉｎｇ ｓｐｅｅｄ ｏｎ ｒｅｍｏｖａｌ ｒａｔｅ

ｏｆ ｃｈｒｏｍｉｕｍ ａｎｄ ｓｔｒａｉｎ ｇｒｏｗｔｈ

势ꎬ这可能是因为菌株 Ｅ. ｃｌｏａｃａｅ Ｇ０４ 是兼性好氧型

微生物ꎬ随着转速的增加ꎬ氧气的溶解量也增加ꎮ
统计分析结果表明ꎬ摇床转速对 Ｃｒ(ＶＩ)去除率的显

著(Ｐ<０.０５)ꎬ而对总铬去除率和菌株的生长不显

著ꎮ 综合考虑ꎬ选择摇床转速为 １２０ ｒｍｉｎ￣１ꎮ
２.２.７ 反应时间的影响 　 按 １.４ 方法ꎬ固定其他条

件不变ꎬ考察反应时间对 Ｇ０４ 菌株除 Ｃｒ(ＶＩ)的影

响ꎬ结果如图 ８ 所示ꎮ

图 ８　 反应时间对 Ｃｒ(铬)去除率和菌株生长的影响
Ｆｉｇ. ８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｒｅｍｏｖａｌ ｒａｔｅ

ｏｆ ｃｈｒｏｍｉｕｍ ａｎｄ ｓｔｒａｉｎ ｇｒｏｗｔｈ

从 Ｅ. ｃｌｏａｃａｅ Ｇ０４ 对 Ｃｒ(ＶＩ)的去除效果方面

考察ꎬ随着培养时间的加长ꎬＣｒ(ＶＩ)去除率逐步递

增ꎬ至 ４８ ｈ 后基本达平衡ꎮ 从菌株生长状况看ꎬ在
４８ ｈ 时细菌生长状况最佳ꎬ随后开始进入衰亡期ꎮ
统计分析结果表明ꎬ反应时间对 Ｃｒ(ＶＩ)去除率显

４３７ 广　 西　 植　 物 ３９ 卷



著(Ｐ<０.０５)ꎬ而对总铬去除率和菌株的生长不显

著ꎮ 综合考虑ꎬ确定反应时间为 ４８ ｈꎮ

３　 讨论与结论

本研究从铬超积累植物李氏禾根部组织中分

离获得一株 Ｃｒ(ＶＩ)抗性内生细菌 Ｅ. ｃｌｏａｃａｅ Ｇ０４ꎬ
采用单因素试验研究 ｐＨ、温度、底物浓度、装液量、
接种量、摇床培养以及反应时间等因素对该菌株去

除 Ｃｒ(ＶＩ)性能的影响ꎮ 在牛肉膏蛋白胨液体培养

基中ꎬ较优反应条件是 ｐＨ 为 ５.０、温度为 ３７ ℃、Ｃｒ
(ＶＩ)底物浓度为 １００ ｍｇＬ￣１、装液量为 ８０ ｍＬ / ２５０
ｍＬ、接种量为 １５％、摇床转速为 １２０ ｒｍｉｎ￣１、反应

时间 ４８ ｈꎮ 此条件下ꎬ菌株 Ｅ. ｃｌｏａｃａｅ Ｇ０４ 对 Ｃｒ
(ＶＩ)的去除率约为 ８４％ꎬ总铬去除率为 ８％ꎮ 该菌

株对 Ｃｒ(ＶＩ)的去除率远高于总 Ｃｒ(铬)去除率ꎬ表
明该菌株主要是通过改变 Ｃｒ(ＶＩ)价态的形式实现

去除 Ｃｒ(ＶＩ)的作用ꎮ 关于阴沟肠杆菌(Ｅ. ｃｌｏａｃａｅ)
的除 Ｃｒ ( ＶＩ) 作用ꎬ Ｒａｈｍａｎ ｅｔ ａｌ. ( ２０１６)、 张剑

(２０１１)和 Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.(１９８９)等的研究表明其作用

机制主要为还原 Ｃｒ(ＶＩ)ꎮ 本研究的结果与上述报

道一致ꎬ推测李氏禾内生细菌 Ｅ. ｃｌｏａｃａｅ Ｇ０４ 对 Ｃｒ
(ＶＩ)去除机制可能也是以还原为主ꎬ但具体的作用

机制还有待更加深入地研究ꎮ 与已有的除Ｃｒ(ＶＩ)
微生物相比较ꎬ如耐酸脱硫弧菌 Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ ＳＲＢ７
(马小珍等ꎬ２００９)、炭疽芽孢杆菌(徐卫华ꎬ２００７)
等ꎬ李氏禾内生细菌 Ｅ. ｃｌｏａｃａｅ Ｇ０４ 在耐Ｃｒ(ＶＩ)浓

度、除 Ｃｒ(ＶＩ)效率方面具有一定的优势ꎮ
本研究结果表明ꎬ从李氏禾中分离的 Ｃｒ(ＶＩ)抗

性内生细菌 Ｅ. ｃｌｏａｃａｅ Ｇ０４ 菌株具有较强的除

Ｃｒ(ＶＩ)性能ꎬ在土壤、水环境铬污染的修复中具有

较好的应用潜力ꎬ也有可能作为促进植物修复铬污

染的备选菌株ꎬ另外也可为深入研究李氏禾的铬积

累作用机制提供一定参考ꎮ 今后尚需深入研究该

菌株的除 Ｃｒ(ＶＩ)作用机制、除 Ｃｒ(ＶＩ)动力学、实际

应用条件等ꎬ以便在今后的应用中发挥最大效益ꎮ
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