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摘   要：【目的】本文对污染土壤中的耐重金属菌株进行分离鉴定，研究菌株在不同条件下对吸

附铅镉的影响因素。【方法】通过生理生化特征及 ITS 序列分析确定菌株种属，采用平板划线法

确定最大耐铅镉浓度并探究菌株吸附的最佳条件；通过准二级动力学、Langmuir 和 Freundlich 等

温吸附的模型及红外光谱探究吸附过程。【结果】菌落形态和 ITS 序列分析鉴定表明，筛选分离

的 JB16 为出芽短梗霉菌(Aureobasidium pullulans)，最大耐铅浓度达 1 500 mg/L，最大耐镉浓度达

750 mg/L，最大耐铅镉混合浓度达 1 500 mg/L 和 300 mg/L。通过单因素实验(温度、时间、菌龄、

pH、湿菌体浓度和初始重金属浓度)得出结论，在温度 30 ℃、时间 2 h、菌龄 72 h、pH 6、湿菌

体浓度 5 g/L 和初始铅浓度 150 mg/L 的最佳条件下，菌体对铅的吸附率为 88.5%；在温度 30 ℃、

时间 1 h、菌龄 96 h、pH 6、湿菌体浓度 5 g/L 和初始镉浓度 20 mg/L 的最佳条件下，菌体对镉的

吸附率为 59.4%。菌株吸附铅镉过程符合 Langmuir 吸附模型和准二级动力学模型，为表面单分子

层吸附。扫描电镜和红外光谱分析表明，重金属离子对菌体造成影响，吸附前后形态发生变化，

细胞表面的羟基、羧基、饱和 C−H 键和酰胺基等基团参与了吸附过程。【结论】菌株 JB16 具有

一定的铅镉吸附效果，为修复重金属铅镉污染的水体和土壤提供宝贵的菌种资源和数据支持。 
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Abstract: [Objective] To isolate and identify a heavy metal-resistant strain in the polluted soil 
and explore the factors influencing the adsorption of the strain for lead and cadmium under 
different conditions. [Methods] The strain was identified based on physiological and 
biochemical characteristics and ITS sequence. The streak plate method was employed to 
determine the maximum lead and cadmium tolerance of the strain and to explore the optimal 
conditions for the adsorption of lead and cadmium. The adsorption process was studied by 
pseudo-second-order kinetics, Langmuir and Freundlich models, and infrared spectroscopy. 
[Results] Strain JB16 was isolated and identified as Aureobasidium pullulans, which can tolerate 
the maximum lead concentration of 1 500 mg/L, the maximum cadmium concentration of 750 mg/L, 
and the maximum lead-cadmium mixture concentration of 1 500 mg/L and 300 mg/L, 
respectively. The single factor experiments (temperature, time, cell age, pH, wet mycelial 
concentration, and initial heavy metal concentration) optimized the lead adsorption conditions as 
follows: 30 ℃, 2 h, cell age of 72 h, pH 6, wet mycelial concentration of 5 g/L, and initial lead 
concentration of 150 mg/L, under which the adsorption rate of lead was 88.5%. The optimum 
conditions for cadmium adsorption: 30 ℃, 1 h, cell age of 96 h, pH 6, wet mycelial concentration 
of 5 g/L, and initial cadmium concentration of 20 mg/L, under which the adsorption rate of 
cadmium was 59.4%. The adsorption process of lead and cadmium by the strain conformed to the 
Langmuir model and the pseudo-second-order kinetic model, which indicated surface monolayer 
adsorption. The results of scanning electron microscopy and infrared spectroscopy demonstrated 
that the heavy metal ions changed the morphology of the strain, and the hydroxyl, carboxyl, 
saturated CH bonds, and amide groups on the cell surface participated in the adsorption. 
[Conclusion] Strain JB16 can adsorb lead and cadmium, which enriches the strain resources and 
provides data support for the remediation of water and soil contaminated by lead and cadmium. 
Keywords: lead and cadmium tolerant strain; adsorption properties; scanning electron microscopy; 
infrared spectroscopy 
 
 

重金属是土壤[1]、大气[2]和水域[3]等环境中主

要的污染因素。土壤中的重金属不但导致农作物

产量降低，还可以通过食物链危害人类健康[4-5]。

重金属铅和镉具有毒性大、不易降解和环境中滞

留时间长等特点[6]。因此，如何有效治理重金属

铅镉污染成为国内外学者的研究热点[7-8]。土壤重

金属铅镉污染的修复方法包括物理修复、化学修

复和生物修复等[9]。物理化学修复方法易造成二

次污染、效率低下和破坏土壤结构等问题[10-11]。

因此，生物修复技术中的微生物吸附法因其成本

效益和生态友好的解决方式而备受关注[12-13]。 

早期 Ruchhoft 提出了使用微生物吸附废



 

 

 

刘博等 | 微生物学报, 2023, 63(1) 183 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

水中的 Pu239 (钋 239)，从此生物吸附在处理低浓

度重金属废水的方面中受到了广泛的研究[14]。

IlyaS 等 [15] 分 离 筛 选 出 了 热 带 假 丝 酵 母

(Candida tropicalis)，可以去除介质中 78%的

镉和 87%的铅。李丽杰等 [16]从重金属污染区

的土壤中分离筛选出耐铅菌株异常威客汉姆

酵母(Wickerhamomyces anomalus)，耐受浓度可

达 6 000 mg/L，铅去除率可达 91.67%。徐韶足

等 [17]研究拉乌尔菌(Raoultella sp.)对镉的吸附

特性，发现生物吸附过程受溶液 pH、初始重金

属浓度和接触时间的影响。Wang 等[18]筛选出具

有较高耐铅能力的平菇(Pleurotus ostreatus)，红

外光谱分析表明，羟基、酰胺、羧基和巯基为

铅提供了结合位点。丁翰林[19]的研究发现黑曲

霉 (Aspergillus niger)细胞表面上有许多的活

性羟基、氨基等官能团，可以发生络合反应，

从而达到吸附富集铀(U)的效果。此外，一些

研究人员发现霉菌和酵母均能够有效地吸附

重金属离子 [20]，包括以代谢为目的的主动金

属离子吸附和细胞引起的被动吸附和结合[21]。

张旭辉等[22]初步探究发现，耐镉细菌无色杆菌

属(Achromobacter sp.)生物量的增加和可溶性

多糖的分泌是吸附镉的主要机理，而假单胞菌

属(Pseudomonas sp.)吸附镉的主要机理可能是

表面吸附以及分泌不可溶性多糖。 

本研究从湿地污染土壤中分离鉴定耐铅镉

菌株 JB16，确定了 JB16 的铅镉吸附最佳条件。

通过扫描电镜和红外光谱分析探明菌株对铅镉

的吸附特性，为修复重金属铅镉污染提供实验

基础和微生物资源。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 
本实验菌株从扎龙湿地重金属污染土壤中

筛选获得，马铃薯葡萄糖琼脂(potato dextrose 

agar, PDA)培养基参照文献[23]。 

1.2  试验方法 
1.2.1  菌株筛选 

将样品土壤放入灭菌的蒸馏水中制备土壤

菌悬液，涂布在 Pb2+和 Cd2+的 PDA 培养基中，

在恒温培养箱中 30 ℃培养 3–5 d。挑选长势较

好的单菌落，继续增加培养基中铅、镉浓度，

至菌株不再生长为止。分离纯化后的菌株甘油

保藏后放入–80 ℃冰箱中备用。 

1.2.2  菌株的形态观察 

在 PDA 培养基中观察菌落特征，包括生长

速度、形态、颜色、边缘和表面光滑程度等。 

1.2.3  菌株的生理生化试验 

菌株的甲基红试验、明胶液化试验、麦芽

糖或纤维素利用实验、纤维素水解试验和淀粉

水解试验参照文献[24]。 

1.2.4  菌株的分子生物学鉴定 

将筛选后的菌株送至上海美吉生物医药科

技有限公司进行测序，内源转录间隔区(internally 

transcribed spacer, ITS)基因 PCR 扩增引物为

ITS1 (SEQ ID NO.2)：5′-TCCGTAGGTGAACCT 

GCGG-3′；ITS4 (SEQ ID NO.3)：5′-TCCTCCG 

CTTATTGATATGC-3′。扩增程序为：预变性

95 ℃ 5 min；变性 95 ℃ 30 s，退火 56 ℃ 30 s，延

伸 72 ℃ 90 s，重复 25 次；修复延伸 72 ℃ 10 min，

终止反应 4 ℃。将所得序列与 GenBank 中已有的

ITS 序列进行 BLAST 同源性分析并构建进化树。 

1.2.5  不同条件下耐铅镉菌株对铅镉吸附能力

的研究 

本试验在含有 Pb2+和 Cd2+的 PDA 培养基中

以吸附温度、吸附时间、菌龄、溶液 pH、接菌

量和铅镉初始浓度为单因素，确定菌株的最佳

吸附条件。设置条件：吸附温度为 15、20、25、

30、35 ℃，吸附时间为 10、20、30、60、120、

240、360 min，菌龄为 18、36、48、72、96 h，

溶液 pH 为 3、4、5、6、7，湿菌体浓度为 2.5、
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5、7.5、10、15 g/L，铅初始浓度为 50、100、

150、200、250 mg/L，镉初始浓度为 10、20、

30、40、50 mg/L，180 r/min 振荡培养，吸附后

10 000 r/min 离心 10 min，取上清液。采用原子

吸收分光光度法测定铅镉浓度，确定最佳吸附

条件。吸附率 p 和吸附量 q 的计算方法见参考

文献[25]。 

1.2.6  等温吸附模型 

配制铅浓度为 50、100、150、200、250 mg/L，

镉浓度为 10、20、30、40、50 mg/L，温度为

30 ℃，自然 pH，接菌量为 5.0 g/L，在 150 r/min

下振荡培养至吸附平衡，离心后测上清中铅镉

浓度，将试验数据进行 Langmuir 和 Freundich

模型拟合[26-27]。 

1.2.7  吸附动力学 

配制铅浓度为 100 mg/L、镉浓度为 20 mg/L

的溶液、在温度为 30 ℃、自然 pH、接菌量为

5.0 g/L、150 r/min 的条件下振荡吸附。在时间

为 10、20、30、60、120、240、360 min 时，

离心后测上清液铅镉含量，将实验数据进行吸

附动力学模型拟合[28]。 

1.2.8  扫描电镜分析 

收集吸附铅镉前后的菌体，逐级吸取 10、

20、30、40 μL 涂抹在锡纸上，自然晾干，2.5%

戊二醛固定 12 h，分别用 50%、60%、70%、

80%、90%和 95%酒精脱水，每个浓度浸泡

20 min，晾干后进行扫描电镜观察。 

1.2.9  红外光谱分析 

收集吸附铅镉前后的菌体，用无菌水清洗

3 遍，真空干燥，用红外光谱仪测定并记录数

据，依据光谱中的特征吸收峰的变化程度，判

断样品中的官能团[29]。 

1.2.10  数据统计 

采用 Excel 2021 进行数据处理，GraphPad 

Prism 9.3.0 进行图表处理和 MEGA 5 构建系统

发育树。 

2  结果与讨论 

2.1  菌种的鉴定 
通过平板划线和逐级驯化，得到 1 株能在

铅浓度 1 500 mg/L、镉浓度 750 mg/L，以及铅

镉混合浓度 1 500 mg/L 和 300 mg/L 下生长的菌

株。菌株初期呈白色，表面有小突起，有细小

绒毛，培养 3 d 时，直径为 1–2 cm。在光学显

微镜(40 倍)和扫描电镜(20.0 kV×2.0 K，20 μm)

下呈椭圆形，表面较光滑(图 1)。经 ITS 序列

鉴定，该菌株与出芽短梗霉菌(Aureobasidium 
pullulans)相似性较高，编号为 JB16，GenBank 

 

 
 

图1  耐铅镉真菌的形态特征 
Figure 1  Morphological characteristics of lead and cadmium-tolerant fungi. A: Colony morphology.       
B: Morphology under the light microscope. C: Morphology under scanning electron microscope. 
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登录号 MN209899，可以利用蔗糖、果糖和葡

萄糖等碳源[30]以及硫酸铵和硝酸铵等氮源[31]。

将获得的序列在 NCBI 上进行 BLAST 同源性

比对并构建系统发育树(图 2)。菌株的淀粉水

解和麦芽糖利用实验结果为阳性，甲基红、明

胶液化、纤维素水解和纤维素利用实验结果为

阴性。 

2.2  不同条件下耐铅镉菌株对铅镉吸附能

力的研究 
2.2.1  温度 

适当的温度有助于金属离子与菌株相互作

用，而过高的温度会破坏菌株的内部结构和表

面吸附位点，导致吸附率下降[32]。如图 3A 所

示，随着温度的升高，菌株 JB16 铅镉吸附率呈

先增大后减少的趋势。在温度为 30 ℃时，吸附

率达到最大，分别为 84.1%和 59.0%。当温度达

到 35 ℃时，吸附率均有不同程度的下降，分别

为 67.0%和 36.2%。故菌株吸附铅镉的最佳温

度为 30 ℃。 

2.2.2  时间 

吸附时间在生物吸附过程中具有重要意

义 [33]。如图 3B 所示，菌株 JB16 吸附铅镉的吸

附率呈先下降后上升，最后趋向平衡的趋势。

在吸附时间 10 min 之内是快速吸附过程，在

10–30 min 内，铅镉吸附率逐渐下降，出现脱附

现象。在 30–120 min 内，铅镉吸附率逐渐上升，

可能是由于前一阶段出现了脱附，菌体暴露了

与镉的结合位点，使镉又重新与位点结合。在

120 min 后，菌株吸附铅的吸附率逐渐达到平

衡，可能出现相对较慢的胞内积累[34]，而镉的

吸附率逐渐增加。综上考虑实际操作，菌株吸

附铅镉的最佳时间分别为 2 h 和 1 h。 

2.2.3  菌龄 

如图 3C 所示，随着菌株 JB16 菌龄的增加，

铅吸附率先增加后减少。培养 72 h 后所得的菌

体吸附铅的效果最好，铅吸附率达到了 84.5%。

而镉吸附率呈逐渐增加的趋势，菌龄为 96 h 的

镉吸附率最大，为 38.8%。说明菌体细胞表面的  

 

 
 

图2  菌株JB16的系统发育树 
Figure 2  The phylogenetic tree of strain JB16. Numbers at each branch point indicated the percentage 
supported by bootstrap values based on 1 000 replications. The numbers of GenBank were shown in 
parentheses. Bar 0.005 at the bottom is the sequence divergence. 



 

 

 

186 LIU Bo et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2023, 63(1) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

 
 

图 3  温度、时间、菌龄和 pH 对菌株吸附铅镉的影响 
Figure 3  Effects of temperature, time, bacterial age and pH on the adsorption of lead and cadmium by 
strains. A: Effect of temperature on the adsorption of lead and cadmium by the strain. B: Effect of time on the 
adsorption of lead and cadmium by the strain. C: Effect of fungi age on the adsorption of lead and cadmium 
by the strain. D: Effect of pH on the adsorption of lead and cadmium by the strain. Shown are arithmetic 
means and standard deviations from three independent experiments conducted in triplicate. 
 

某些成分与含量随菌株的生长而变化。陈志

英等 [35]发现不同时期恶臭假单胞菌的细胞壁

膜中磷脂和脂多糖的含量随菌龄而变化，从而

影响菌株吸附铜离子的能力。综上得出，菌株

吸附铅的最佳菌龄为 72 h，菌株吸附镉的最佳

菌龄为 96 h。 

2.2.4  pH 
菌株 JB16 在吸附铅镉的过程中，pH 的变

化会影响溶液中重金属离子与吸附剂的结合及

吸附剂表面的电荷和表面官能团[36]。如图 3D

所示，菌体吸附铅镉的吸附率随着 pH 的增加

而增加。在 pH 为 3 时，菌体表面的吸附活性

位点被 H3O
+占据，影响离子交换作用 [37]。当

pH 在 5–7 的范围时，铅镉吸附率逐渐缓慢地增

加。在 pH 为 7 时，虽然铅镉吸附率均达到最

大，但是可能由于反应溶液体系中 OH−过多，

形成 Pb(OH)2 和 Cd(OH)2 沉淀，进而影响吸附

率。综上得出，菌株吸附铅镉的最佳 pH 均为 6。 

2.2.5  湿菌体浓度 

从图 4 可知，随着菌株 JB16 浓度的增加，

铅吸附率变化不明显，铅吸附量逐渐减少。在

湿菌体浓度为 2.5 g/L 时，吸附量为 19.6 mg/g，

吸附率为 81.7%，与其他湿菌体浓度下的吸附

量相比差异显著，但吸附率较低。镉吸附率随

着湿菌体浓度的增加而增加，而镉吸附量逐渐

减少。在湿菌体浓度为 2.5 g/L 和 5.0 g/L 时，

吸附量差异不显著，但吸附率变化幅度达到

1.9 倍。在湿菌体浓度为 15.0 g/L 时，吸附量降 
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图 4  不同湿菌体浓度对菌株吸附铅镉的影响 
Figure 4  Effect of different wet fungi 
concentration on lead and cadmium adsorption of 
strains. Shown are arithmetic means and standard 
deviations from three independent experiments 
conducted in triplicate. Different letters represent 
significant difference, P<0.05. 
 

低到 0.9 mg/g，与其他湿菌体浓度下的吸附量

相比差异显著。当接菌量增加时，菌体表面与

镉离子结合的活性位点增加，吸附率增加，但

当接菌量过大时，菌体易聚集，菌体表面的活

性位点无法充分利用，从而吸附量降低[38]。最

后，综合实际利用考虑，选择 5 g/L 的湿菌体浓

度吸附铅镉。 
2.2.6  铅镉离子浓度 

如图 5 所示，随铅镉浓度的增加，JB16

吸附铅镉的吸附率先增加后减少。铅离子浓度

150 mg/L 时吸附率最高，达到 87.5%。当铅离子

浓度在 150–250 mg/L 时，吸附率逐渐降低，在

镉浓度为 20 mg/L 时镉吸附率最大，为 59.8%。

Rizvi 等[39]发现菌株在某些重金属的高浓度胁迫

下也能持续去除，但随着重金属浓度的增加，

生物吸附重金属能力下降。铅镉浓度较高时，

铅镉离子会破坏菌体的表面活性位点和内部结

构，也可能是菌体表面的结合位点数目不变，

多余的铅镉离子无法与位点结合[40]。故在铅初 

 
 

图 5  不同镉离子浓度对菌株吸附铅镉的影响 
Figure 5  Effect of different Cd2+ concentration on 
lead and cadmium adsorption of strains. Shown are 
arithmetic means and standard deviations from three 
independent experiments conducted in triplicate. 
 

始浓度为 150 mg/L，镉初始浓度为 20 mg/L 时

吸附效果最佳。 

2.3  等温吸附方程分析 
如图 6、7 所示，JB16 吸附铅镉 Langmuir

等温吸附模型拟合的相关系数 R2分别为 0.867 6、

0.979 5，拟合度高；JB16 吸附铅镉 Freundlich

等温吸附模型拟合的相关系数 R2分别为 0.239 4、

0.007 4，拟合度差。因此 JB16 吸附铅镉的过程

均符合 Langmuir 等温吸附模型，说明 JB16 吸

附铅镉是单分子层吸附，与 Tu 等[41]研究真菌

NT-1 的结果一致。 
 

 
 

图 6  Langmuir 吸附模型 
Figure 6  Langmuir adsorption model. 
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图 7  Freundlich 吸附模型 
Figure 7  Freundlich adsorption model. 
 

2.4  吸附动力学分析 
从图 8 观察可知，菌株 JB16 吸附铅镉拟合

方程的相关系数 R2 分别为 0.959 0、0.966 5，拟

合度较高。理论最大吸附量分别为 6.739 mg/g、

0.789 mg/g，与实际值 6.422 mg/g、0.771 mg/g

相接近。因此准二级动力学模型可以较好描述

菌株吸附铅镉的吸附过程，存在差值可能与胞

内吸附方式有关[42]。 

2.5  扫描电镜分析 
图 9 为不同铅镉浓度下菌株 JB16 的扫描电

镜图。A 为无铅镉浓度培养，细胞呈卵圆形，

轮廓较为清晰，细胞表面光滑，无颗粒，细胞

相互没有粘连。B 为 100 mg/L 铅处理后图像，

与 A 相比，部分菌体出现凹陷，发生变形，

有褶皱产生，细胞之间有轻微连接。可能铅浓  

 
 

图 8  JB16 的准二级吸附动力学模型 
Figure 8  Pseudo-second-order fitting plots of 
JB16. 
 

度低，吸附铅后的细胞与对照相比差别不大，

但是部分细胞出现了以上明显特征。C 为     

20 mg/L 镉处理后图像，与 A 和 B 相比，细胞

严重变形，边缘模糊，表面凹凸不平且破裂，

细胞内一些水溶性物质流出，细胞之间出现了

粘连现象，几乎没有完整形状的细胞。可能是

菌株 JB16 向胞外分泌某种有机物并与金属离

子结合形成沉淀的结果[43]。 

2.6  红外光谱分析 
通过红外光谱分析，菌株 JB16 吸附铅镉前

后的红外光谱图在峰型上基本保持一致，没有

出现明显的新峰，表明吸附过程中铅镉并未对

菌体细胞壁造成破坏(图 10)。菌株 JB16 吸附铅

镉主要利用细胞表面的羟基、羧基、饱和 C−H 

 

 
 

图 9  不同铅镉浓度下菌株 JB16 的扫描电镜图 
Figure 9  Scanning electron microscopy of strain JB16 under different lead and cadmium concentrations. A: 
Untreated. B: After lead treatment (100 mg/L). C: After cadmium treatment (20 mg/L). 
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图 10  JB16 吸附铅镉前后的红外光谱图 
Figure 10  Infrared spectra of JB16 before and after lead and cadmium adsorption. CK: Untreated; Pb: After 
lead treatment (100 mg/L); Cd: After cadmium treatment (20 mg/L). 
 

键、酰胺基等基团[44]。这些官能团与铅镉相互作

用，与存在于细胞表面的多糖和蛋白质相关[45]。

Wang 等 [46]研究傅里叶变换红外光谱 (fourier 

transform infrared spectroscopy, FTIR)发现 GQ-9

细胞壁上的羟基、羧基、氨基、腈基和巯基以

及酰胺Ⅰ、酰胺Ⅱ带参与铅离子的络合。通过

对高铅镉耐受性的西地西菌(Cedecea sp.) FTIR

分析表明，生物吸附过程主要发生在细胞上，并

且细胞表面的活性物质可以螯合铅镉离子[47]。

Choinska-Pulit 等 [48]从重金属污染的土壤和水

体中筛选出产氮假单胞(P. azotoformans)，分析

发现细胞-金属离子可能存在相互作用，存在聚

合集团可能是金属离子键合的原因，金属的积

累可能发生在细胞表面。Jin 等[20]研究一株耐铅

镉的真菌 QD10 时发现，该菌株吸附镉归因于

细胞表面形成与镉的螯合物，而铅主要被胞外

聚合物吸附。这也进一步证明，菌株 JB16 对铅

镉的富集过程为表面吸附。 

3  结论 
本研究分离筛选的抗性菌株 JB16，其最大

耐铅性达 1 500 mg/L，最大耐镉性达 750 mg/L，

铅镉混合浓度达 1 500 mg/L 和 300 mg/L。JB16

的最佳铅吸附条件为温度 30 ℃、吸附时间

2 h、菌龄 72 h、pH 6、湿菌体浓度 5 g/L 和初

始铅浓度 150 mg/L，JB16 对铅的吸附率为

88.5%。菌株 JB16 的最佳镉吸附条件为温度

30 ℃、吸附时间 1 h、菌龄 96 h、pH 6、湿菌

体浓度 5 g/L 和初始镉浓度 20 mg/L，JB16 对

镉的吸附率为 59.4%。通过扫描电镜观察，

JB16 吸附铅镉后均出现凹陷变形，有褶皱产

生，铅镉对 JB16 细胞有毒害作用，而吸附镉
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后出现部分水溶性物质流出，镉对 JB16 细胞

的毒害作用比铅对 JB16 的毒害作用强。JB16

吸附铅镉的过程符合 Langmuir 等温吸附模

型，以单层吸附为主，通过红外光谱进一步证

明是表面吸附。 

通过对分离筛选出的耐铅镉菌株进行吸

附特性及吸附机理研究，JB16 对铅镉有较好的

吸附效果，可为微生物修复重金属污染的土壤

和水体提供帮助，但在实际应用中还需进一步

研究。 
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