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研究报告 

Cr(VI)还原菌的筛选、鉴定及其还原物质分析 

韩剑宏  宋玉艳  张铁军*  姜庆宏  张连科  王维大 
内蒙古科技大学能源与环境学院  内蒙古 包头  014010 

摘  要：【背景】铬污染土壤是我国土壤污染修复的重点治理对象，在众多修复技术中，微生物法因

具有简单、经济、无二次污染等特性已成为研究热点，而微生物法中筛选出既能适应污染场地环境

又能高效还原 Cr(VI)的菌株尤为重要。【目的】筛选适应西北寒旱区高效还原 Cr(VI)的菌株，丰富铬

还原菌资源库，为铬污染土壤修复奠定基础。【方法】采用富集驯化、分离纯化法进行筛菌；通过

形态学和分子生物学相结合的方法对目的菌株进行鉴定；采用傅里叶变换红外光谱法对还原机理

进行研究。【结果】菌株 G-13 有较强的 Cr(VI)还原能力，pH 9.0、温度为 30 °C 条件下，60 h 对 Cr(VI)    

(100 mg/L)的还原率达到 82.8%。经形态学和分子生物学鉴定，菌株 G-13 为 Micrococcus luteus。反

应中 Cr(VI)的降低伴随着 Cr(III)的增加，说明以还原反应为主，并且还原能力与细菌生长呈依赖型

关系。对细胞各组分及变性研究表明，胞外酶在还原反应中占主要作用。除 Pd2+、Cd2+外，其余金

属离子对酶活性无明显抑制作用。通过傅里叶变换红外光谱分析，发现 G-13 与 Cr(VI)结合位点主要

为羟基、羰基、羧基、–CH、酰胺基等。【结论】菌株 G-13 有较强的 Cr(VI)还原能力，能为西北寒

旱区铬污染土壤修复丰富菌种资源。 

关键词：铬还原菌，藤黄微球菌，还原特性，傅里叶变换红外光谱 

Screening and identification of Cr(VI) reducing bacteria 
HAN Jian-Hong  SONG Yu-Yan  ZHANG Tie-Jun*  JIANG Qing-Hong   
ZHANG Lian-Ke  WANG Wei-Da 

School of Energy and Environment, Inner Mongolia University of Science and Technology, Baotou,  
Inner Mongolia 014010, China 

Abstract: [Background] Chromium-contaminated soil is a key target for soil pollution remediation in 
China. In many remediation technologies, microbial method has become a research hotspot because of its 
simple, economical, and no secondary pollution. It is particularly important to screen strains that can adapt 
to the polluted site environment and efficiently reduce Cr(VI) in the microbial method. [Objective] 
Screening strains adapted to the efficient reduction of Cr(VI) in cold and arid regions of Northwest China, 
enrich the resource pool of chromium reducing bacteria, and lay the foundation for remediation of 
chromium-contaminated soil. [Methods] Screening bacteria by enrichment, domestication, isolation and 
purification; the target strain was identified by a combination of morphology and molecular biology; and 
the reduction mechanism was studied by fourier transform infrared spectroscopy. [Results] G-13 has 
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strong Cr(VI) reducing ability. At pH 9.0 and temperature 30 °C, the reduction rate reached 82.8% in a   
100 mg/L Cr(VI) solution within 60 hours. Morphological and molecular biological identification showed 
that the strain G-13 was Micrococcus luteus. The decrease of Cr(VI) in the reaction was accompanied by 
the increase of Cr(III), which indicated that the reduction reaction was the main factor, and the reducing 
ability was dependent on the growth of bacteria. Studies on cell components and denaturation showed that 
extracellular enzymes play a major role in the reduction reaction. Except for Pd2+ and Cd2+, the other metal 
ions had no significant inhibitory effect on enzyme activity. Through fourier transform infrared 
spectroscopy analysis, it was found that the binding sites of G-13 and Cr(VI) were mainly –OH, C=     
O, −COOH, −CH, –CONH2 and so on. [Conclusion] G-13 has strong Cr(VI) reducing ability, and can be 
used to rich bacterial resources for repairing chromium-contaminated soil in northwestern cold and arid 
regions. 

Keywords: Chromium reduction strains, Micrococcus luteus, Reduction characteristics, Fourier transform 
infrared spectroscopy 
 

铬及其化合物的应用随着工业化的发展越来

越多，如铬酸盐电镀、皮革制革、纺织染色、金属

清洗等，在这些行业的生产和使用过程中铬随之被

排放到环境中，导致水体、土壤遭到不同程度的污

染[1]。环境中铬的价态通常在 II−VI 之间，而三价

和六价两种价态相对稳定，其中 Cr(VI)的毒性比

Cr(III)高约 10−100 倍，具有致突变性、致癌性及

致畸性，被归为“A”类人类致癌物；Cr(VI)长期暴

露可能会导致呕吐、腹泻、皮肤病变、癌症和过早

死亡等问题[2-4]。因此，能够对铬污染进行有效治

理具有一定的研究意义。 

铬污染土壤修复的常用方法包括化学氧化/还

原、电化学、客土/换土等，然而这些方法都存在

一些问题[5]。近年来，微生物修复作为一种“绿色”

方法，在降低 Cr(VI)毒性方面得到应用。微生物来

源生态，成本低，而且无毒[6-7]。目前，真菌、酵

母菌、细菌已被应用于生物吸附、铬酸盐还原、生

物积累等方面[8]。其中细菌主要是通过铬还原酶在

好氧或厌氧的条件下将 Cr(VI)还原为 Cr(III)，已经

报道的铬还原酶包括醛氧化酶、细胞色素 P450、

DT-硫辛酰胺脱氢酶[9]。还有一些具有不同代谢功

能的还原酶如硝基还原酶[10]、铁还原酶[11]和依靠

NADH/NADPH 的还原酶[12]。然而不同的微生物具

有不同的还原特性，许多铬还原菌的还原机制以及

还原酶性质尚不清楚。 

本研究拟对从包头市韩庆坝原铬渣堆场土壤

中筛选出的菌株进行 Cr(VI)还原能力测试，对还原

能力较强的菌株进行形态学和分子生物学鉴定，并

对菌株还原机理以及还原酶性质进行研究，旨在丰

富修复铬污染土壤微生物菌种资源，揭示微生物在

还原 Cr(VI)过程中的生物学过程，为利用微生物修

复铬污染土壤提供帮助。 

1  材料与方法  

1.1  材料 

1.1.1  菌种来源 

土 壤 样 品 采 集 于 包 头 市 韩 庆 坝 原 铬 渣 场

0−10 cm 的表层土壤，Cr(VI)为 300 mg/kg，装于

无菌袋中带回实验室用于菌株的分离和筛选。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

铬标准贮备液的配制：称取于 110 °C 干燥 2 h

的重铬酸钾(K2Cr2O7) 0.282 9 g，用去离子水溶解

后，移至 1 L 的容量瓶中，稀释至标线，摇匀。此

时，Cr(VI)溶液浓度为 100 mg/L。 

实验所用试剂均为国产分析纯。紫外-可见分

光光度计，上海美谱达仪器有限公司；傅里叶红外

光谱仪，Bruker 科技有限公司；火焰原子分光光

度计，赛默飞世尔有限公司；扫描电子显微镜，卡

尔·蔡司股份公司。 

1.1.3  培养基 

LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母浸粉 5.0，
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氯化钠 10.0，琼脂 15 (固体培养基)。调节 pH 7.0，

1×105 Pa 灭菌 20 min，冷却后备用。 

含铬培养基：取一定体积的 Cr(VI)标准贮备

液，1×105 Pa 灭菌 20 min，冷却后，在无菌条件下

根据所需浓度的含铬培养基添加相应梯级的 Cr(VI)

标准贮备液。 

1.2  方法 

1.2.1  Cr(VI)还原菌的筛选 

取 10 g 土样加入到装有 90 mL 无菌水的锥形

瓶中，在磁力搅拌器上搅拌 20 min，静置 20 min。

以 10 倍比梯级稀释，分别涂布在 LB 固体培养基

上，倒置于恒温培养箱中，35 °C 培养 48 h，挑取

不同形态单菌落进行纯化。 

将分离纯化的菌株划线接种于 Cr(VI)浓度为

50、100、150、200、250、300、350 mg/L 的 LB

固体培养基上，35 °C 培养 2−3 d，观察菌株生长

情况，确定最低抑菌浓度。 

将筛选出对 Cr(VI)有耐受性的菌株接种于含

Cr(VI)的 LB 液体培养基中，Cr(VI)的初始浓度为

100 mg/L，35 °C、150 r/min 振荡培养 3 d，5 000 r/min

离心 10 min，取其上清液测定剩余 Cr(VI)的浓度，

即可筛选出 Cr(VI)还原菌株。 

1.2.2  菌株鉴定 

菌株的形态特征及生理生化特性参照《微生物

学实验教程》第 2 版[13]进行操作分析。 

采用 CTAB 法提取菌株基因组 DNA，PCR 扩

增其 16S rRNA 基因序列，引物为 27F (5′-AGAGTT 

TGATCCTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-GGTTACCT 

TGTTACGACTT-3′)。PCR 反应体系(20 μL)：10×Ex 

Taq Buffer 2.0 μL，dNTP Mix (2.5 mmol/L) 1.6 μL，

Primer 1 和 Primer 2 各 5 pmol，模板 DNA 0.5 μL，

ExTaq (5 U/μL) 0.2 μL，ddH2O 14.1 μL。PCR 反应

条件：95 °C 5 min；95 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 

1 min 30 s，24 个循环；72 °C 10 min，10 °C 保存。

16S rRNA 基因序列的测定由上海美吉生物医药科

技有限公司完成，将测定的序列在 GenBank 数据

库中进行 BLAST 分析，采用 MEGA-X 构建系统

发育树。 

1.3  还原实验 

在 Cr(VI)浓度为 100 mg/L 的培养基中进行还

原实验，分别调节 pH 为 5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、

10.0，调节温度为 20、30、35、40，45，50 °C，

对 pH 和温度进行优化。 

在最佳 pH 和温度条件下，调节 Cr(VI)初始浓

度为 50、100、150、200 mg/L，研究不同初始 Cr(VI)

浓度对还原反应的影响。 

在最佳 pH 和温度条件下，将菌株同时接入不

含铬和含铬(100 mg/L)的培养基中，150 r/min 振荡

培养，每隔 6 h 测定细菌的生长量和剩余 Cr(VI)

浓度，研究二者关系。  

在最佳 pH 和温度条件下，研究 Cr(VI)、Cr(III)、

总铬之间的关系。实验均设置 3 个平行。 

1.4  细菌各组分对 Cr(VI)的还原效果 

收集培养 30 h 的对数期菌液，4 °C、6 000 r/min

离心 10 min，细胞沉淀用 10 mmol/L Tris-HCl 缓冲

液洗涤 2 次后，用同样的缓冲溶液悬浮，在冰浴中

超声 20 min (200 W，工作 5 s，间歇 15 s)破碎细菌，

4 °C、6 000 r/min 离心 10 min 取上清液，即为细

胞内分泌物。收集培养 30 h 的对数期菌液，4 °C、

6 000 r/min 离心 10 min，取上清液即为细胞外分泌

物；将细胞沉淀用 10 mmol/L Tris-HCl 缓冲液洗涤

2 次后，用同样的缓冲溶液悬浮，即为静息细胞样

品，再加入 1 mL 的 1%甲苯和 0.2% Triton X-100

旋涡振荡，即为渗透性细胞样品。将上述细胞组分

加入至初始 Cr(VI)浓度为 50 mg/L 的缓冲溶液中，

150 r/min 振荡培养 24 h，取上清液测定剩余 Cr(VI)

含量。 

1.5  还原物质的初步鉴定 

制取胞内分泌物、胞外分泌物和细胞碎片，进

行 121 °C 和 10% SDS 变性处理[14]，将处理后的组

分加入至初始 Cr(VI)浓度为 50 mg/L 的缓冲溶液

中，150 r/min 振荡培养 24 h，取上清液测定剩余

Cr(VI)含量。 
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1.6  金属离子对胞外分泌物活性的影响 

铬还原酶活性单位的定义为：在特定的条件

下，30 min 能转化 1 μmol 底物 Cr(VI)的酶量，即

1 U=1 μmol/30 min。酶活性的检测通过酶-缓冲液

反应体系进行。该体系总体积为 2 mL，包括     

50 mg/L 的 Cr(VI)、0.4 mol/L Tris-HCl 缓冲溶液和

1 mL 的胞外分泌物。反应从加入胞外分泌物开始，

30 °C 反应 30 min，在 100 °C 加热 10 min 终止反

应。向体系中加入 1.0 mmol/L 的 Zn2+、Mn2+、Na+、

Ca2+、Cu2+、Pd2+、Cd2+，反应结束通过测定 Cr(VI)

的剩余含量反映酶的活性。 

1.7  傅里叶变换红外光谱 (fourier transform 

infrared spectroscopy，FT-IR)分析 

为了进一步了解菌体表面官能团与 Cr(VI)的作

用，分别取在 Cr(VI)浓度为 50 mg/L 的液体培养基

中生长 48 h 的菌体细胞和空白对照样品进行 FT-IR

检测，对菌体表面官能团的种类及变化进行分析。 

1.8  Cr(VI)及总铬的测定 

取一定量的含铬培养液，5 000 r/min 离心  

10 min 后取上清液，采用二苯碳酰二肼分光光度

法[15]在 540 nm 波长处测定上清液中剩余 Cr(VI)浓

度。总铬由火焰原子分光光度计测定。Cr(VI)还原

率按照公式(1)计算。 

Cr(VI)还原率(%)=(C0−Ce)/C0×100        (1) 

式中，C0 为未接种菌体的空白对照样品的 Cr(VI)

质量浓度 (mg/L)；Ce 为培养液上清液中残留的

Cr(VI)质量浓度(mg/L)。 

2  结果与分析 

2.1  菌株分离 

从包头市韩庆坝铬渣堆场土壤中分离筛选出

10 株细菌，并在 100 mg/L Cr(VI)培养基中进行还

原 实 验 ， 最 终 筛 选 出 一 株 高 效 还 原 菌 (编 号 为

G-13)，最低抑菌浓度为 300 mg/L。 

2.2  菌株鉴定 

2.2.1  形态学鉴定 

通过对细菌菌落形态(图 1A)、革兰氏染色  

(图 1B)以及扫描电子显微镜(scanning electronic 

microscopy，SEM) (图 1C)观察发现，菌落表面光

滑，呈黄色，革兰氏染色呈阳性，细胞呈球型，成

对，四联或立方堆出现。 

2.2.2  生理生化鉴定 

菌株 G-13 的生理生化反应特性如表 1 所示，

该菌株葡萄糖反应、接触酶反应、淀粉水解反应、

硝酸盐还原反应、明胶水解反应、过氧化氢酶反应

均为阳性，甲基红反应、吲哚反应均为阴性。 

 

 
 
图 1  细菌菌落和微观形态 
Figure 1  Bacterial colonies and microscopic morphology  
注：A：G-13 菌落；B：显微镜下菌株的形态；C：SEM 下菌株的形态. 

Note: A: Colony of strain G-13; B: Strain morphology under microscope; C: Strain morphology under SEM; Scale bar: 200 nm. 
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表 1  菌株 G-13 的生理生化特性 
Table 1  Physiological and biochemical characteristics of 
the strain G-13 
实验项目 

Experiment item 

结果 

Result 

Catalase + 

Methy Red − 

Amylohydrolysis + 

Reduction of nitrate to nitrate + 

Indole production − 

Gelatin hydrolysis + 

CAT + 

D-glucose fermentation + 

Note: +: Positive; −: Negative. 
 

2.2.3  分子生物学鉴定 

将菌株 G-13 的 16S rRNA 基因序列提交到

GenBank 数据库中，用 BLAST 程序进行对比分析，

利用 MEGA-X 软件及邻接(neighbor-joining)法构建

系统发育树，如图 2 所示，并结合形态鉴定(图 1)

和生理生化鉴定(表 1)结果，表明该菌株与微球菌

属的相似度达到了 100%，为 Micrococcus luteus。 

2.3  还原实验 

2.3.1  pH 对 Cr(VI)还原效果的影响 

由图 3 可以看出，pH 对还原效果具有显著的

影响，pH 为 5.0 时菌株 G-13 还原率仅有 42.6%，

但随着 pH 的升高，还原率逐渐升高，pH 为 9.0 时

还原率达到最高，为 82.1%。这可能是因为过低的

pH 抑制了细菌的生长代谢，细菌生物量较低；也

可能是过低的 pH 使还原酶活性降低，导致还原能

力下降。pH 为 6.0、7.0、8.0、10.0 时，还原率均

在 60%以上，说明该菌株能够适应的 pH 范围较广，

但在碱性条件下更有利于菌株 G-13 的还原作用。 

2.3.2  温度对 Cr(VI)还原效果的影响 

由图 4 可以看出，随着温度的升高，菌株 G-13

的还原能力也随之增加，在温度为 30−40 °C 范围

内还原率均较高，30 °C 时还原率达到最大，为

82.5%；而在 45、50 °C 时还原率低于 20 °C，这可

能是因为高温导致酶的活性位点失活，造成还原能

力降低。因此，菌株 G-13 的最适还原温度为 30 °C。 

2.3.3  细菌生长与 Cr(VI)还原效果的关系  

由图 5 可以看出，菌株 G-13 在 12−36 h 内生

长进入对数期，OD600 在不含铬的培养基中从 0.01

增加到 1.8，在含铬[100 mg/L Cr(VI)]培养基中从

0.005 增加到 1.6，还原率也随之增加，在 60 h 时

细菌总数趋于稳定，还原率也达到最高，为 82.8%。

继续培养没有表现出还原率增加的趋势，此时由于

菌株生长进入了衰亡期，营养物质消耗殆尽，死亡

速率高于生长速率，还原率不再增加。对菌株生长

与还原能力的相关性进行分析发现含铬(100 mg/L 

 
 
图 2  菌株 G-13 基于 16S rRNA 基因序列的系统发育树 
Figure 2  Phylogenetic tree of strain G-13 based on 16S rRNA gene sequence   
注：括号中为参与对比序列的 GenBank 登录号，分支处标注有自展值，标尺长度为 0.005 核苷酸置换率. 

Note: GenBank accession numbers of aligned sequences are shown in the brackets. The bootstrap values are shown at the node. Bar 0.005 
means the nucleotide substitution rate of 0.005. 
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图 3  pH 对菌株 G-13 还原效果的影响 
Figure 3  Effect of pH on the reduction effect of strain 
G-13 
 

 
 

图 4  温度对菌株 G-13 还原效果的影响 
Figure 4  Effect of temperature on the reduction effect of 
strain G-13 
  

 
 

图 5  菌株 G-13 还原能力与生长关系 
Figure 5  Relationship between reducing ability and 
growth of strain G-13 

Cr(VI))条件下的 OD600 与还原率呈极显著相关

(P<0.01)，相关系数为 0.809。说明菌株还原能力

与菌株生长有关，呈依赖型的关系。 

2.3.4  初始 Cr(VI)浓度对还原效果的影响 

初始 Cr(VI)浓度对还原效果的影响如图 6 所

示，当 Cr(VI)的浓度为 50 mg/L 时，还原率为

99.1%，Cr(VI)几乎能够完全还原。随着 Cr(VI)浓度

的增加还原率逐渐下降。当 Cr(VI)浓度为 100 mg/L

时还原率为 82.6%，Cr(VI)浓度为 150 mg/L 时还原

率为 69.8%，Cr(VI)浓度为 200 mg/L 时，还原率仅

为 58%。说明随着 Cr(VI)浓度的提高，对细菌产

生了一定毒性，生长受到抑制，影响了还原效果。 

2.3.5  还原反应中 Cr(VI)、Cr(III)、总铬的关系  

由图 7 可知，随着时间的延长，60 h 内 Cr(VI)

浓度从 100 mg/L 下降到 15.60 mg/L。研究发现，

Cr(VI)浓度的下降伴随着 Cr(III)浓度的增加，60 h

内 Cr(III)逐渐增加到 80.01 mg/L，总铬有轻微的

下降。说明 G-13 主要以还原为主，将 Cr(VI)还原

为 Cr(III)。 

2.4  细菌各组分对 Cr(VI)的还原效果 

研究了胞外分泌物、胞内分泌物、静息细胞、

渗透细胞各组分的还原能力，结果如图 8 所示，细

胞外分泌物的还原率为 43.1%，活性最佳。胞内分

泌物、静息细胞、渗透细胞的还原率分别为 11.5%、 

 

 
 
图 6  初始 Cr(VI)浓度对还原效果的影响 
Figure 6  Effect of initial hexavalent chromium 
concentration on reduction effect 
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图 7  Cr(VI)、Cr(III)、总铬的关系 
Figure 7  Relationship between Cr(VI), Cr(III) and total 
chromium 
 
 

 
 
图 8  各组分对还原效果的的影响 
Figure 8  Effect of each component on the reduction 
reaction 

 
13.8%、6.7%。这表明还原部位主要发生在细胞外，

细胞不吸收 Cr(VI)，也排除了生物蓄积降低 Cr(VI)

的可能性。静息细胞的还原能力略高于渗透细胞，

说明细胞膜的通透性在还原过程中十分重要，细胞

膜经甲苯和 Triton X-100 处理后，通透性发生改

变，Cr(VI)进入细胞内产生毒害，使还原能力受到

影响。胞外分泌物是胞外酶与代谢产物的组成体，

也有人认为胞外酶不是还原 Cr(VI)的主要手段[16]，

所以在此基础上将各组分进行变性实验，初步鉴定

还原物质。 

2.5  还原物质变性实验 

为了确定具有还原能力的物质是否为胞外酶，

将胞外分泌物、胞内分泌物、细胞膜进行 121 °C

和 10% SDS 变性处理。10% SDS 的疏水部分和亲

水部分能够破坏蛋白质，引起变性，使酶蛋白质失

活，从而达到普通代谢物还原效果。如图 9 所示，

细胞膜在高温加热后 Cr(VI)剩余 49.94 mg/L，与对

照对比，还原能力几乎为 0，说明高温使细胞膜上

的还原酶失效，无法完成电子供体的传递过程，进

而不能还原 Cr(VI)；但经 10% SDS 处理后，Cr(VI)

剩余 44.90 mg/L，具有一定还原能力，这可能是因

为细胞膜上的还原色素在处理过程中暴露出来；胞

外分泌物经过高温加热后还原能力较低，Cr(VI)

剩余 47.43 mg/L，经过 10% SDS 处理后，胞外分

泌物的还原能力几乎没有，说明胞外酶在还原

Cr(VI)中占主要作用；而胞内分泌物在经过高温和

10% SDS 处理后，均无还原能力，说明胞内分泌

物中具有还原能力的也是还原酶。 

 

 
 
图 9  各组分经变性后对还原效果的影响 
Figure 9  Effect of various components on the reduction 
reaction after denaturation 
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2.6  金属离子对酶活性的影响 

金属离子是酶的组成成分，不同的金属离子可

能对还原反应产生一定的促进或者抑制作用。由 

图 10 可以看出，Cu2+对还原酶具有一定促进作用，

可能是因为 Cu2+能够作为还原酶的辅基；Zn2+、

Mn2+、Na+、Ca2+对酶活性的影响不显著，而 Pd2+、

Cd2+具有较强的抑制作用。这可能是因为还原酶的

不同性质引起的，还需进一步研究。 

2.7  傅里叶变换红外光谱 (fourier transform 

infrared spectroscopy，FT-IR)分析 

比较菌株 G-13 还原 Cr(VI)前后的 FT-IR 图谱，

分析菌株表面官能团与 Cr(VI)的作用。如图 11 所 

 

 
 
图 10  金属离子对酶活性的影响 
Figure 10  Effect of metal ions on enzyme activity 

 

 
 
图 11  细菌 G-13 与 Cr(VI)反应前后的 FT-IR 图谱 
Figure 11  FT-IR spectrum of bacteria G-13 before and 
after Cr(VI) reaction 

示，G-13 表面成分复杂多样，在 3 300 cm−1 处的吸

收峰是−OH 和−NH 伸缩振动共同引起，2 945 cm−1

的吸收峰表明存在−CH2，1 650 cm−1 处的吸收峰是

由酰胺 I 带的 C=O 伸缩振动引起，1 527 cm−1 处

的吸收峰是酰胺 II 带，而 1 462 cm−1 处的峰值是   

由−CH2−和−CH3−的弯曲振动引起，1 405 cm−1 处

吸收峰由酰胺 III 带的 N−H 的弯曲振动和 C−N 伸缩

振动引起，1 248 cm−1 处为 C−O 和 O−H 的叠加吸收

峰，也可能是 C=S 和 P=O 的伸缩振动，1 054 cm−1

处的峰值为 C−O−C 和 C−O−P 伸缩振动引起。表

明菌株与 Cr(VI)反应中，结合位点主要为羟基、羰

基、羧基、−CH、酰胺基等。 

3  讨论与结论 

铬是一种重金属污染物，对水体、土壤等造成

污染，甚至通过食物链影响人类健康。微生物修复

法是一种有效治理铬污染的解决方法。本研究中从

包头市韩庆坝原铬渣场中筛选出一株对 Cr(VI)有

较高还原能力的细菌 G-13，经鉴定为 Micrococcus 

luteus。目前已经报道了许多具有还原能力的菌株，

如 Bacillus sp. 、 Microbacterium sp. MP30 、

Pseudomonas synxantha、Rhodobacter sphaeroides、

Achromobacter sp.等，但关于 Micrococcus luteus 还

原 Cr(VI)的报道较少。 

优化菌株的培养条件能够提高还原 Cr(VI)的

能力。Soni 等[16]和 Poopal 等[17]报道了 Streptomyces 

griseus、Bacillus sp.、Microbacterium sp.在 pH 为

7.0 时还原能力最佳。Elangovan 等[18]、Murugavelh

等[19]报道了 Arthobacter rhombi、Bacillus cereus 在

温度为 35、37 °C 条件下能够最大限度地还原

Cr(VI)。Sau 等[20]研究发现 Bacillus firmus KUCr1

的最佳还原温度为 70 °C。说明菌株在不同温度、

pH 条件下还原能力不同。本研究优化了菌株 G-13

在还原反应中的 pH 和温度，得到最佳 pH 为 9.0，

温度为 30 °C，说明该菌在偏碱性土壤中还原效果

较好。这与 Ma 等[21]、朱文杰[22]和李维宏等[23]的

报道相似，可能是因为细菌在碱性土壤中分离所
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得，所以在碱性条件下具有最好的还原性能。同时

本文研究了菌株 G-13 在最佳 pH 和温度条件下还

原能力与生长的关系，表明菌株还原能力依赖于菌

株的生长，这与 Desai 等[24]的报道一致。 

菌株的还原能力还受 Cr(VI)初始浓度的影响，

随着 Cr(VI)浓度的增加而减小，说明 Cr(VI)的毒性

对细胞具有抑制作用，降低了还原能力。但在本研

究中发现菌株 G-13 在 200 mg/L Cr(VI)溶液中还原

率仍然能够达到 58%，其还原效果优于大多数已

报道的菌株，如 Focardi 等[25]报道的 Halomonas sp.

在 Cr(VI)浓度为 54 mg/L 时还原率仅为 33.26%；

Murugavelh 等[19]发现 Bacillus cereus 在 70 mg/L 时

还原率已经开始下降，为 73.98%。本研究还发现在

还原反应中 Cr(VI)的降低伴随着 Cr(III)的增加，总

铬有微量的减少，表明菌株 G-13 以还原反应为主，

有少量的吸附作用，将进一步地研究其还原机理。 

对细胞各组分还原能力的研究发现，胞外分泌

物具有较高的还原能力，表明还原部位发生在细胞

外，并对细胞组分进行变性研究，发现胞外酶在还

原过程中占主导作用，普通代谢物的还原能力不

高。Mala 等[8]对 Bacillus methylotrophicus 进行还

原酶研究，结果表明胞外酶的还原能力与其他各组

相比较高，与本研究结果一致。经傅里叶变换红外

光谱分析发现，细胞膜表面具有与 Cr(VI)结合的官

能团，主要为羟基、羰基、羧基、−CH、酰胺基等。

Raman 等[26]和 Bueno 等[27]的研究也表明，细胞表

面官能团酰胺基、羧基、羰基、羟基等能够与金属

离子结合。Kang 等[28]则认为细胞表面的羰基还能

够吸附还原后的 Cr(III)，并将其固定在细胞表面。

胞外分泌物的还原能力高于胞内分泌物可能是因

为细胞膜能够对分泌物进行加工处理，使通过细胞

膜的分泌物具有较高的还原能力，而未通过细胞膜

的分泌物仅具有较低的还原能力。渗透细胞也是因

为破坏了细胞膜的通透性，从而影响了还原能力。

说明细胞膜不但具有还原能力，还能够保护细胞免

受毒害，并加工合成铬还原酶。这与肖伟等[29]和

邓红艳[14]研究结果类似。但由于实验条件有限，

本研究未能对胞外酶做进一步鉴定。 

金属离子既可以促进酶的活性，也可以破坏酶

的稳定性，本研究中 Cu2+对还原酶具有促进作用，

而 Pd2+、Cd2+具有较强的抑制作用，这与 Murugavelh

等[30]的研究结果一致。这一结果在实际应用中具有

意义，在受铬污染土壤中，除了 Cr(VI)之外，还有

其他重金属离子，因此还原酶活性的增加有利于受

污土壤的生物修复。  

总之，菌株 G-13 在偏碱性环境中具有较高的

Cr(VI)还原能力，为微生物修复西北偏碱性铬污染

土壤提供了候选菌株。 
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