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摘  要：【背景】黄河下游支流——蟒河因长期受重金属废水排放的影响，其沉积物存在以铬污染

为主的重金属复合污染，污染区形成独特的微生物群落。【目的】从该污染区的沉积物中筛选耐受

和转化高浓度 Cr(Ⅵ)污染的真菌，并对其 Cr(Ⅵ)转化能力和机理进行探究。【方法】采用梯度培养

法进行耐受和转化高浓度 Cr(Ⅵ)污染真菌的筛选；采用形态学观察和 ITS 序列分析的方法进行菌

种鉴定；通过菌株不同组分对 Cr(Ⅵ)的还原能力、扫描电镜(scanning electron microscope, SEM)、
傅里叶变换红外光谱(Fourier transform infrared spectroscopy, FTIR)、X 射线光电子能谱(X-ray 
photoelectron spectroscopy, XPS)及 X 射线衍射(X-ray diffraction, XRD)对菌株转化 Cr(Ⅵ)的机理进

行探究。【结果】筛选得到 2 株真菌 p18 和 p20 耐受 1 000 mg/L Cr(Ⅵ)，经鉴定分别为云南木霉

(Trichoderma yunnanense)和环形镰刀菌(Fusarium annulatum)。2 株菌在 100 mg/L Cr(Ⅵ)培养 120 h
的 Cr(Ⅵ)去除率分别达到 79.40%和 63.48%，Cr(Ⅵ)还原率分别为 73.55%和 50.94%；对积累铬能力

的测定发现，500 mg/L Cr(Ⅵ)条件下 p18 和 p20 每克菌体干重积累铬含量达到最大，分别为 10.84 mg
和 6.98 mg。通过 SEM 菌体表征分析发现铬处理后的菌株 p18 和 p20 菌体表面附着铬颗粒；FTIR
测定表明氨基、羟基、羰基、C–H 和酰胺基参与了铬的吸附；通过 XPS 和 XRD 分析证实了菌体

转化 Cr(Ⅵ)生成 Cr(OH)3，处于无定形和晶体之间。进一步测定菌体不同组分对 Cr(Ⅵ)的还原能力，

结果表明 Cr(Ⅵ)还原物质主要位于胞外分泌物(extracellular secretion)。【结论】筛选得到的 2 株高耐
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Cr(Ⅵ)真菌 T. yunnanense、F. annulatum 对 Cr(Ⅵ)具有高效的转化能力，为河流长期污染下重金属

转化过程和污染修复提供依据。 

关键词：铬污染；云南木霉；环形镰刀菌；微生物修复；吸附；Cr(Ⅵ)转化 
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Abstract: [Background] The Manghe River, a downstream tributary of the Yellow River, 
suffers from heavy metal-containing wastewater discharge over a long period of time, and its 
sediments are characterized by the presence of heavy metal composite pollution dominated by 
chromium contamination, with the formation of a unique microbial community in the 
contaminated area. [Objective] To screen the fungi capable of tolerating and transforming high 
concentrations of Cr(VI) in the sediments of the contaminated area and explore the Cr(VI) 
transformation ability and mechanism. [Methods] The fungi capable of tolerating and 
transforming high concentrations of Cr(VI) were screened by the gradient culture method and 
identified by morphological observation and ITS sequencing. The mechanism of Cr(VI) 
transformation by the strains was investigated based on the reduction ability of different 
components of the strains, scanning electron microscopy (SEM), Fourier transformed infrared 
spectroscopy (FTIR), X-ray photoelectron spectroscopy (XPS), and X-ray diffraction (XRD). 
[Results] Two fungal strains p18 and p20 tolerant to 1 000 mg/L Cr(VI) were isolated and 
identified as Trichoderma yunnanense and Fusarium annulatum, respectively. The two strains 
showed the Cr(VI) removal rates of 79.40% and 63.48% and the Cr(VI) reduction rates of 
73.55% and 50.94%, respectively, after being cultured with 100 mg/L Cr(VI) for 120 h. In the 
medium with 500 mg/L Cr(VI), p18 and p20 accumulated the highest amounts of Cr per gram of 
dry mycelia, which reached 10.84 mg and 6.98 mg, respectively. SEM revealed that the surfaces 
of p18 and p20 cells were adorned with Cr particles after exposure to Cr treatment. FTIR 
indicated that -NH, -OH, C=O, C–H, and -CONH2 were involved in the adsorption of Cr. XPS 
and XRD confirmed that the strains transformed Cr(VI) into Cr(OH)3, which existed in an 
intermediate state between amorphous and crystalline forms. The predominant substances 
responsible for Cr(VI) reduction were the extracellular secretion of the two strains. 
[Conclusion] The two highly Cr(VI)-tolerant fungal strains, T. yunnanense and F. annulatum, 
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demonstrate efficient transformation of Cr(VI), which provide a basis for the heavy metal 
transformation and remediation of the river suffering from long-term contamination. 
Keywords: Cr contamination; Trichoderma yunnanense; Fusarium annulatum; microbial 
remediation; absorption; Cr(VI) transformation 
 

 

自古以来，“黄河宁，天下平”，黄河流域作

为我国北方重要的生态屏障，其生态安危事关国

家盛衰与民族复兴[1]。黄河流域的生态保护和高

质量发展是重大国家战略，而掌握流域的生态质

量状况和变化特征是战略实施的首要工作[2]。研

究表明，黄河流域水环境污染空间差异较大，黄

河中下游地区和部分支流污染严重，沉积物因在

水体中停留期较长，常被用来评估河流水环境的

污染状况[3-4]。位于黄河下游的支流蟒河，因长

期受周边毛皮加工产业废水的排放，其沉积物中

铬含量可达 226.2−2 966.9 mg/kg，超出河南省

土壤背景值 19 倍；地质累积指数评价表明，铬

污染较严重，最高污染等级达极强污染[5]。铬在

生态环境中主要以 Cr(Ⅲ)和 Cr(Ⅵ)两种稳定价

态存在[6]，Cr(Ⅵ)因其强毒性、难降解性等特点

被许多国家列为优先处理的污染物[7-8]。因此，

修复 Cr(Ⅵ)污染的关键在于将高毒性的 Cr(Ⅵ)
转化为低毒性的 Cr(Ⅲ)，使铬以沉淀的状态稳定

存在。目前微生物修复技术因其修复效果好、成

本低、不产生二次污染的优点，日益受到人们

的广泛关注，成为修复重金属污染场地的研究

热点[9]。然而，微生物在高浓度 Cr(Ⅵ)污染环境

中其生物活性会显著降低[10-11]。因此，分离筛选

出同时具备耐受、转化高浓度 Cr(Ⅵ)能力的微生

物是非常必要的。 
研究发现一些微生物在自身防御机制、生

长代谢过程中具备耐受、转化 Cr(Ⅵ)的能力[12]，

如芽孢杆菌(Bacillus sp.) CRB-B1[13]、解糖假

苍白杆菌 (Pseudochrobactrum saccharolyticum) 
W1[14]、Bacillus strain TCL[15]、布氏假单胞菌

(Pseudomonas brenneri)[16] 和 芬 克 纤 维 微 菌

(Cellulosimicrobium funkei) strain AR6[17]等细菌

类 微 生 物 ， 以 及 黄 曲 霉 (Aspergillus flavus) 
CR500[18] 和 草 酸 青 霉 (Penicillium oxalicum) 
SL2[19]等真菌类微生物。同时关于微生物耐受

Cr(Ⅵ)的机制也逐渐被发现，包括吸附作用、转

化作用等去除机制，以及生物累积、外排作用、

抗氧化应激反应等抗性机制[20-21]。相较于细菌，

真菌因具有较大的生物量、特殊的细胞壁组成而

在去除 Cr(Ⅵ)方面具有很大的优势[22]。然而，

已报道的具备耐受高浓度 Cr(Ⅵ)、转化 Cr(Ⅵ)
能力强的菌种资源非常有限，转化 Cr(Ⅵ)的相关

机制尚有待研究。 
本研究从黄河下游因长期受铬污染的支

流——蟒河沉积物中筛选同时具备耐受、转化

高浓度 Cr(Ⅵ)能力的真菌，并对其进行菌种鉴定、

生长及转化机制研究，以期为应用于铬污染场

地修复提供菌种资源和实践指导。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

供试沉积物采自河南省焦作市温县的黄河

下游支流——蟒河浅层沉积物(0−20 cm)。采集

后带回实验室进行真菌的分离纯化。 
1.1.2  培养基 

马铃薯葡萄糖琼脂 (potato dextrose agar, 

PDA)培养基参考文献[19]配制。 

液体沙氏培养基(g/L)：蛋白胨 10.0、葡萄

糖 40.0，pH 7.0。 
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筛选培养基：以 K2Cr2O7 为 Cr(Ⅵ)源，配制

Cr(Ⅵ)浓度为 25 g/L 的标准贮备液，使用 0.22 μm
无菌过滤器过滤后保存，与 PDA 培养基按比例

混合配制成含 Cr(Ⅵ)为 500、1 000和 3 000 mg/L
的筛选培养基。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

蛋白胨，北京索莱宝科技有限公司；葡萄

糖、K2Cr2O7、HNO3 和 H2O2，天津市德恩化学

试剂有限公司；HClO4，天津市永大化学试剂有

限公司；M5 Fungal Genomic DNA Kit，北京聚

合美生物科技有限公司；KBr，麦克林试剂(上
海)有限公司；蜗牛酶，上海源叶生物科技有限

公司。 
普通光学显微镜，奥林巴斯株式会社；紫

外可见分光光度计，岛津公司；原子吸收光谱

仪，耶拿分析仪器(北京)有限公司；扫描电镜

(scanning electron microscope, SEM)，捷欧路

(北京)科贸有限公司；傅里叶变换红外光谱仪，

布鲁克(北京)科技有限公司；X 射线光电子能谱

仪，赛默飞世尔科技有限公司；X 射线粉末衍

射仪，帕纳科公司。 

1.2  污染区真菌的分离和耐 Cr(Ⅵ)真菌的

筛选 
取 10 g 沉积物样品按照武芳等[23]的方法制

备梯度土壤悬浮液，并将其均匀涂布至 PDA 培

养基，28 ℃培养。待长出单菌落后根据菌落的

形态、大小、颜色等特征进行反复平板划线直

至获得单一菌株，保存于低温冰箱中。 
将保存的 69 株真菌划线至含 Cr(Ⅵ)浓度为

500、1 000 和 3 000 mg/L 的筛选培养基上，28 ℃
培养 14 d，观察菌株生长情况，初步筛选出耐

受 Cr(Ⅵ)能力最强的真菌 p18 和 p20。 

1.3  菌株 p18 和 p20 的鉴定 
1.3.1  形态学鉴定 

按照薛德星等 [24]的方法接种单一菌株于

PDA 培养基上，28 ℃恒温培养，于每天观察菌

落生长变化情况并拍照记录。利用普通光学显

微镜观察菌体产孢结构，利用 SEM 观察孢子

特征。 
1.3.2  分子生物学鉴定 

从固体培养基上收集新鲜菌丝，使用 M5 
Fungal Genomic DNA Kit 提取基因组 DNA。采

用真菌 ITS 序列通用引物 ITS1 (5′-TCCGTAGGT 
GAACCTGCGG-3′)和 ITS4 (5′-TCCTCCGCTTAT 
TGATATGC-3′)[25]进行 PCR 扩增[26]。PCR 反应体

系(25 μL)：2×PCR Mix 12.5 μL，无菌双蒸水

9.9 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 0.8 μL，DNA
模板 1 μL，其中菌株 p18 和 p20 的 DNA 模板

浓度分别为 134.1 ng/μL 和 214.0 ng/μL。PCR
反应条件：94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，54 ℃ 30 s，
72 ℃ 1 min，共 35 个循环；72 ℃ 10 min。扩增

的 ITS 序列经纯化后委托生工生物工程(上海)
股份有限公司测序，测序结果利用 NCBI 数据库

进行 ITS 序列比对，用 MEGA 11 软件的 NJ 法构

建系统发育树以确定菌株的分类水平。 

1.4  真菌耐 Cr(Ⅵ)能力的测定 
将菌株 p18 和 p20 的菌丝悬浮液以 2%接种

量接种于含 Cr(Ⅵ)浓度为 0、100、200 和 500 mg/L
的液体沙氏培养基中，28 ℃、180 r/min 条件下

培养，于 12、24、48、72、96 和 120 h 取样。

使用 0.22 μm 的微孔滤膜过滤菌丝体，烘干至

恒重以获得生物量，测定在不同 Cr(Ⅵ)浓度的

液体培养基培养条件下真菌的生长能力。过滤

后的溶液于 4 ℃保存。 

1.5  耐 Cr(Ⅵ)真菌对铬的积累作用 
采用菌丝块接种法[27]将直径为 0.5 cm 的耐

Cr(Ⅵ)真菌菌丝块分别接种至含 Cr(Ⅵ)浓度为

100、200 和 500 mg/L 的 PDA 培养基上。待长

满菌丝后收集培养基表面的菌丝，60 ℃烘箱烘干

至恒重并记录菌体干重。按照刘奎艳等[28]的方法
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中配制 10 mL 含有浓 HNO3、H2O2 和 HClO4 的

菌体消解液对烘干的菌体进行消解，菌体呈黏

稠状时温度由 90 ℃调节加热至 150 ℃，溶液变

为澄清，随后进行赶酸、冷却、定容。采取火

焰原子吸收分光光度法对定容后的溶液进行总

铬含量的测定[29]。 

1.6  耐 Cr(Ⅵ)真菌对 Cr(Ⅵ)的去除、还原

作用 
将 1.4 中过滤后的溶液用于总铬、Cr(Ⅵ)

浓度的测定。采用火焰原子吸收分光光度法测

定总铬浓度，采用二苯碳酰二肼分光光度法于

540 nm 处测定 Cr(Ⅵ)浓度[29]。Cr(Ⅲ)浓度为总

铬与 Cr(Ⅵ)浓度的差值[30]。 
Cr(Ⅵ)去除率(R)[31]、Cr(Ⅵ)还原率(Y)的计

算公式如下： 
R(%)=(Ci‒Cf)/Ci×100                    (1) 
Y(%)=(Cb‒Cf)/Cb×100                    (2) 
式中：Ci 为初始 Cr(Ⅵ)浓度(mg/L)；Cb 为不同

培养时间上清液的总铬浓度(mg/L)；Cf 为不同

培养时间上清液 Cr(Ⅵ)浓度(mg/L)。 

1.7  Cr(Ⅵ)处理下菌体表面结构观察及吸

附官能团表征 
表面结构观察：分别取浓度为 0 和 500 mg/L 

Cr(Ⅵ)培养 5 d 的细胞，经 8 000 r/min 离心 15 min
后用 pH 7.2−7.4、浓度为 2.5%的戊二醛溶液悬

浮并置于 4 ℃静置过夜固定；固定后用浓度为

30%、50%、70%、90%、95%和 100%的无水乙

醇梯度脱水；丙酮将无水乙醇置换 2 次后进行

冷冻干燥、喷金，上机进行 SEM 分析[32-33]。 
吸附官能团表征：收集 0、500 mg/L Cr(Ⅵ)

培养 5 d 的细胞，于 60 ℃烘箱干燥后研磨成粉

末。菌体粉末、KBr 按 1:100 的比例进行充分

混匀研磨、压片[18]，上机进行傅里叶变换红外

光谱 (Fourier transform infrared spectroscopy, 
FTIR)分析。 

1.8  耐 Cr(Ⅵ)菌株还原 Cr(Ⅵ)的产物价态、

物相确定 
采用 X 射线光电子能谱(X-ray photoelectron 

spectroscopy, XPS)分析耐 Cr(Ⅵ)菌株作用 Cr(Ⅵ)
后铬的价态变化，采用 X 射线衍射 (X-ray 
diffraction, XRD)分析 Cr(Ⅵ)还原产物的物相。

将 1.7 中 500 mg/L Cr(Ⅵ)处理下的菌体粉末，上

机进行 XPS 和 XRD 分析[34]。 

1.9  菌体不同组分对 Cr(Ⅵ)的还原能力 
将 耐 Cr(Ⅵ) 菌 体 分 离 为 胞 外 分 泌 物

(extracellular secretion)、胞内分泌物(intracellular 
secretion)和细胞碎片(cell debris)这 3 个细胞组

分。各组分分离方法如下 [31,35-36]：接种菌体至

液体沙氏培养基中 28 ℃、180 r/min 培养 2 d。
8 000 r/min 离心 15 min 后用 0.22 μm 无菌过滤

器过滤上清液，得到胞外分泌物；菌体沉淀用

磷酸缓冲液洗涤 3 次后定体积悬浮，置于冰浴

中使用超声波破碎菌体 30 min (功率 400 W，工

作 2 s，间歇 4 s)，37 ℃加入蜗牛酶破壁至澄清，

10 000 r/min 离心 15 min 后同样用 0.22 μm 无菌

过滤器过滤上清液，得到胞内分泌物；沉淀用

相同体积的磷酸缓冲液悬浮后得到细胞碎片。

将含 Cr(Ⅵ)浓度为 20 mg/L 的菌体不同组分放

入 37 ℃水浴锅孵育，于 6 h 和 24 h 测定上清液

Cr(Ⅵ)浓度。 

2  结果与分析 
2.1  耐Cr(Ⅵ)真菌的筛选鉴定及对Cr(Ⅵ)的
去除能力 

在含 Cr(Ⅵ)浓度为 500、1 000 和 3 000 mg/L
的筛选培养基上通过梯度培养法从保存的 69 株

真菌中初步筛选得到 2 株耐受 Cr(Ⅵ)能力最强

的真菌，最高可耐受 1 000 mg/L Cr(Ⅵ)，分别

为菌株 p18 和菌株 p20 (图 1)。 
 



 
王青青 等 | 黄河下游支流铬污染沉积物中耐 Cr(Ⅵ)真菌的分离及转化机制 3915 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
图 1  菌株 p18 和 p20 在不同 Cr(Ⅵ)浓度的筛选培养基上的菌落形态    
Figure 1  Colony morphology of strains p18 and p20 on screening media with different Cr(VI) 
concentrations. 
 

在 PDA 培养基上培养 7 d 后，菌株 p18 气

生菌丝呈绒毛状，前期菌丝呈白色，后期中心

菌丝首先产孢呈绿色并向外围扩展(图 2A)；孢

子梗对生生长且中部膨大，产孢丰富，分生孢

子多生于菌丝短枝终末端，薄壁光滑，孢子大

小为(2−5) μm×(3−5) μm，为近球形或椭圆形

(图 2B 和图 2C)。菌株 p20 前期气生菌丝为白

色，后期菌落中心为淡粉色，随着菌落直径变

大，外围气生菌丝由淡粉色变为淡黄色，边缘

为白色(图 2D)；产孢较少，菌丝顶端中部膨大，

分生孢子呈镰刀形，顶端变尖稍弯曲，孢子大

小为(5−6) μm×(1−2) μm (图 2E 和图 2F)。经 ITS
测序，在 NCBI 中进行比对并构建系统发育树，

菌株 p18 与云南木霉(Trichoderma yunnanense) 
CBS 121219 具有最大相似性为 99.83%；菌株 p20
与环形镰刀菌(Fusarium annulatum) CBS 258.54
具有最大相似性为 99.46% (图 3A 和图 3B)。结

合形态学和分子生物学鉴定结果表明，菌株 p18
为 Trichoderma yunnanense[37]，菌株 p20 为

Fusarium annulatum[38]。 
进一步于液体培养条件下对 2 株真菌进行

耐 Cr(Ⅵ)能力的测定，菌株 p18 和 p20 的生物量

随着 Cr(Ⅵ)浓度上升而显著降低(图 4A和图 4B)。
菌株 p18 在小于 500 mg/L Cr(Ⅵ)条件下均能生长

(图 4A)，而菌株 p20 在 Cr(Ⅵ)浓度为 500 mg/L
时生长已受到明显的抑制作用(图 4B)。测定不同

Cr(Ⅵ)浓度胁迫时 2 株菌去除 Cr(Ⅵ)的能力，随

着 Cr(Ⅵ)浓度的增加，菌株 p18 和 p20 的 Cr(Ⅵ)
去除率呈下降趋势；随着培养时间的延长，2 株

菌的 Cr(Ⅵ)去除率均呈上升趋势(图 4C和图 4D)。
2 株菌在 100 mg/L Cr(Ⅵ)培养 120 h，Cr(Ⅵ)
去除率达到最大，分别为 79.40%和 63.48%。

Cr(Ⅵ)浓度的升高对菌体去除 Cr(Ⅵ)的能力有

显著影响。 
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图 2  菌株 p18 和 p20 的形态学特征   A：菌株 p18 在 PDA 培养基上的菌落形态特征. B、C：菌株

p18 的菌丝和孢子特征. D：菌株 p20 在 PDA 培养基上的菌落形态特征. E、F：菌株 p20 的菌丝和孢子

特征 
Figure 2  The morphological characteristics of strains p18 and p20. A: Colony morphology of strain p18 on 
PDA culture medium. B and C: Characteristics of mycelium and spores of strain p18. D: Colony morphology 
of strain p20 on PDA culture medium. E and F: Characteristics of mycelium and spores of strain p20. 

 
2.2  Cr(Ⅵ)处理下菌体表面特征及吸附官能

团分析 
在 0 和 500 mg/L Cr(Ⅵ)液体培养条件下对

菌株 p18 和 p20 的形貌进行 SEM 观察，如图 5
所示，相较于 0 mg/L Cr(Ⅵ)组(图 5A 和图 5B)，
暴露于 500 mg/L Cr(Ⅵ)组(图 5C 和图 5D)的菌

体表面粗糙，有铬颗粒附着。此现象是由于暴

露于 Cr(Ⅵ)环境下的菌体利用表面的多糖、脂

类及蛋白质等生物大分子与铬螯合形成复合

物，或通过羟基、羧基等官能团将铬吸附于菌

体表面。 

在相同的液体培养条件下测定菌体的

FTIR 以探究菌体表面吸附铬的具体官能团。相

较于对照，Cr(Ⅵ)处理下菌体的各种功能基团峰

发生移位，菌株 p18 各种功能基团峰移位范围

为 0.46−8.08 cm−1 (图 5E)，菌株 p20 各种功能基

团峰移位范围为 3.95−35.92 cm−1 (图 5F)。菌株

p18 和 p20 较宽的 3 426.83 cm−1、3 405.58 cm−1

谱带(蛋白质或几丁质的 NH2、O-H)发生明显

的振动带改变。然而，菌株 p18 和 p20 的      
2 832.06 cm−1 和 2 852.63 cm−1 谱带(羰基化合物

C–H、C=O)、1 595.18 cm−1和 1 595.22 cm−1 (酰胺 
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图 3  基于 ITS 序列构建的菌株 p18 和 p20 系统发育树   A：菌株 p18 基于 ITS 序列的系统发育树. B：

菌株 p20 基于 ITS 序列的系统发育树. 括号内序号为 GenBank 登录号；分支点数值代表 bootstrap 支持

率；刻度标尺 0.01 和 0.02 表示每个核苷酸位点 0.01 和 0.02 的置换率 
Figure 3  Phylogenetic tree of strains p18 and p20 constructed based on the ITS sequence. A: Phylogenetic 
tree based on the ITS sequence of strain p18. B: Phylogenetic tree based on the ITS sequence of strain p20. 
The number in parentheses is GenBank accession number; Number on the branch points represent the support 
percentages of bootstrap; Bar 0.01 and 0.02 indicate 0.01 and 0.02 substitution per nucleotide position. 
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图 4  不同 Cr(Ⅵ)浓度对菌株 p18、p20 生物量和 Cr(Ⅵ)去除率的影响   A、B：菌株 p18、p20 的生

物量. C、D：菌株 p18、p20 的 Cr(Ⅵ)去除率 
Figure 4  Effects of different Cr(Ⅵ) concentrations on the biomass and removal rate of Cr(Ⅵ) of strains p18 
and p20. A and B: The biomass of strains p18 and p20. C and D: Removal rate of Cr(Ⅵ) of strains p18 and 
p20. 
 
Ⅱ带 N–H、C–N)、1 362.42 cm−1 和 1 356.6 cm−1

谱带(C–H)、1 079.59 cm−1 和 1 074.29 cm−1 谱带

(C–N)发生较小的振动带变化。FTIR 光谱分析

说明了菌株 p18 和 p20 菌体表面的氨基、羟基、

羰基、C-H 和酰胺基参与了铬的吸附。 

2.3  耐 Cr(Ⅵ)真菌细胞对铬的积累能力 
收集在含不同 Cr(Ⅵ)浓度的 PDA 培养基上

生长的菌丝以测定菌丝内积累的铬含量。结果

如图 6 所示，随着 Cr(Ⅵ)浓度增加，菌株 p18

和p20胞内积累铬含量随之上升，并且在500 mg/L 
Cr(Ⅵ)浓度下积累铬含量达到最大，每克菌体

(干重)分别可积累 10.84 mg 和 6.98 mg 的铬。

在 100 mg/L 和 200 mg/L 的 Cr(Ⅵ)浓度下，菌

株 p20 胞内积累铬含量显著大于菌株 p18 的胞

内积累铬含量，而在 500 mg/L 的 Cr(Ⅵ)浓度下，

菌株 p18 的胞内积累铬含量较多，表明在不同

Cr(Ⅵ)浓度下因菌株对其去除方式发生变化，因

而积累铬能力发生转变。 
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图 5  0、500 mg/L Cr(Ⅵ)浓度下菌株 p18、p20 的表征分析   A、B：0 mg/L Cr(Ⅵ)浓度下菌株 p18
和 p20 的 SEM 显微图. C、D：500 mg/L Cr(Ⅵ)浓度下菌株 p18 和 p20 的 SEM 显微图. E、F：菌株 p18
和 p20 的 FTIR 图谱 
Figure 5  Characterization of strain p18 and p20 under 0 mg/L and 500 mg/L concentrations of Cr(VI). A 
and B: SEM micrographs of strains p18 and p20 under 0 mg/L concentrations of Cr(Ⅵ). C and D: SEM 
micrographs of strains p18 and p20 under 500 mg/L concentrations of Cr(Ⅵ). E and F: FTIR spectrum of 
strains p18 and p20. 
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图 6  不同 Cr(Ⅵ)浓度对菌株 p18、p20 每克菌体

干重积累铬含量的影响   
Figure 6  Effects of different Cr(Ⅵ) concentrations 
on the accumulation of Cr per gram of dry 
mycelium of strains p18 and p20. ***: P<0.001. 
 
2.4  耐 Cr(Ⅵ)真菌对 Cr(Ⅵ)的还原作用及

Cr(Ⅵ)还原产物价态、物相分析 
液体培养条件下测定不同 Cr(Ⅵ)浓度胁迫

时 2 株菌的还原 Cr(Ⅵ)能力，菌株 p18 在不同

Cr(Ⅵ)浓度处理下，Cr(Ⅵ)还原率在 120 h 达到

最大，分别为 73.55%、37.7%和 27.08% (图 7A)；
菌株 p20 在 120 h、100 mg/L Cr(Ⅵ)浓度时 Cr(Ⅵ)
还原率达最大值，为 50.94% (图 7B)。随着 Cr(Ⅵ)
浓度增加，Cr(Ⅵ)还原率减小，这表明 Cr(Ⅵ)
通过抑制菌体生长，进而减小菌体对 Cr(Ⅵ)的
转化。随着培养时间的增加，Cr(Ⅵ)还原率增大，

这表明菌体因适应 Cr(Ⅵ)胁迫环境，活性增强，

使之对 Cr(Ⅵ)转化能力增强。 
为验证菌体具有将 Cr(Ⅵ)还原为 Cr(Ⅲ)的能

力，在 500 mg/L Cr(Ⅵ)浓度液体培养条件下利用

XPS、XRD技术对菌体还原Cr(Ⅵ)产物进行价态、

物相分析。图 8A 和图 8B 分别为菌株 p18 和 p20
的 Cr2p 轨道能谱图。Cr2p 轨道峰显示结合能为

576−579 eV 和结合能为 581−587 eV 处可见 2 处 

 
 
图 7  不同 Cr(Ⅵ)浓度对菌株 p18 (A)、p20 (B) 
Cr(Ⅵ)还原率的影响 
Figure 7  Effects of different Cr(Ⅵ) concentrations 
on reduction rate of Cr(Ⅵ) of strains p18 (A) and 
p20 (B). 

 
明显的出峰，分别为 Cr2p3/2 轨道和 Cr2p1/2 轨

道。菌株 p18 和 p20 的 Cr2p3/2 轨道峰结合能均

为 577.2 eV，对应氢氧化物形式的 Cr(Ⅲ)，表明

菌株 p18 和 p20 具有转化 Cr(Ⅵ)的能力。图 8C
为菌株 p18 和 p20 在 500 mg/L Cr(Ⅵ)处理下菌

体粉末的衍射图，未见明显的衍射峰，表明形成

的 Cr(Ⅲ)物质结晶度不高，为非晶态性质[39]。 

2.5  耐 Cr(Ⅵ)真菌不同组分对 Cr(Ⅵ)的还

原能力 
在 20 mg/L 的 Cr(Ⅵ)浓度下测定菌体不同

组分胞外分泌物(extracellular secretion)、胞内分 
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图 8  500 mg/L Cr(Ⅵ)浓度下菌株 p18、p20 的

Cr(Ⅵ)还原产物分析   A、B：菌株 p18 和 p20
的 XPS 图谱. a 线代表原始数据，b 线代表整体拟

合线，c 线代表 Cr2p 拟合线，d 线代表背底线. C：

菌株 p18 和 p20 的 XRD 图谱 
Figure 8  Analysis of Cr(VI) reduction products in 
strains p18 and p20 under 500 mg/L concentration of 
Cr(VI). A and B: XPS spectrum of strains p18 and p20. 
Line a represents the raw data, line b represents 
overall fitting line, line c represents the Cr2p fitting 
line, and line d represents background line. C: XRD 
spectrum of strains p18 and p20. 

泌 物 (intracellular secretion) 和 细 胞 碎 片 (cell 
debris)对 Cr(Ⅵ)的还原能力。如图 9 所示，菌

株 p18 和 p20 的胞外分泌物 24 h 还原 Cr(Ⅵ)
含量分别为 10.20 mg/L 和 8.81 mg/L；胞内分

泌物 24 h 还原 Cr(Ⅵ)含量分别为 3.60 mg/L 和

3.23 mg/L。结果表明，2 株菌的胞外分泌物具

有较强的还原 Cr(Ⅵ)能力，其次为胞内分泌物，

而细胞碎片还原 Cr(Ⅵ)含量在 24 h 内呈先升后

降的趋势，可能是由于物理吸附，为动态吸附

过程。 

3  讨论 
在修复铬污染场地中，微生物修复技术因

具备应用潜力而受到广泛关注。微生物转化

Cr(Ⅵ)的先决条件是对 Cr(Ⅵ)的耐受能力，转化

Cr(Ⅵ)的能力直接影响了在实际应用中的价值。

本研究以长期受铬污染的黄河下游支流——蟒

河为研究区域，其沉积物中的铬含量高达     
2 966.9 mg/kg，超过河南背景值的 19 倍[5]，从

该污染区筛选得到的菌株 p18 和 p20 均可耐受

1 000 mg/L 的 Cr(Ⅵ)。以往文献报道的耐 Cr(Ⅵ)
微生物，如 Aspergillus flavus CR500 可耐受  
800 mg/L 的 Cr(Ⅵ)[18]、钩状木霉(Trichoderma 
hamatum)可耐受 500 mg/L 的 Cr(Ⅵ)[28]、Bacillus 
sp. CRB-B1 可耐受 420 mg/L 的 Cr(Ⅵ)[13]、黑曲

霉 (Aspergillus niger) 和 哈 茨 木 霉 (Trichoderma 
harzianum)可耐受 800 mg/L 的 Cr(Ⅵ)[40]、枯草芽

孢杆菌(Bacillus subtilis)和厦门芽孢杆菌(Bacillus 
xiamenensis)最高可耐受 950 mg/L 的 Cr(Ⅵ)[40]，

由此可见本研究中的菌株 p18 和 p20 的耐 Cr(Ⅵ)
能力高于大多数报道的耐 Cr(Ⅵ)微生物。 

随着 Cr(Ⅵ)浓度的上升，其毒性会抑制菌

株 p18 和 p20 的生长以降低菌株活性，进而影

响菌株的去除能力，这与 Shan 等[31]的报道一

致。在 100 mg/L Cr(Ⅵ)浓度下培养 120 h，菌株 
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图 9  20 mg/L Cr(Ⅵ)浓度下菌株 p18 (A)、p20 (B)
不同组分的 Cr(Ⅵ)还原量 
Figure 9  Cr(Ⅵ) reduction value of different 
components of strains p18 (A) and p20 (B) under  
20 mg/L concentration of Cr(VI).  

 
p18 和 p20 的 Cr(Ⅵ)去除率可达 79.40%和

63.48%。而 Kumar 等[18]报道的菌株 Aspergillus 
flavus CR500 在 Cr(Ⅵ)浓度为 70 mg/L 时去除率

为 73.4%；Yang 等[41]研究中好热黄无氧芽孢菌

(Anoxybacillus flavithermus) ABF1 在 Cr(Ⅵ)浓
度为 70 mg/L 时去除率为 45.67%，因此菌株 p18
和 p20 在去除 Cr(Ⅵ)能力方面优于多数已报道

的菌株，并且菌株对 Cr(Ⅵ)的去除能力很大程

度上受 Cr(Ⅵ)初始浓度的影响，并依赖于菌株

的生长及其活性。 
SEM 发现，暴露于 Cr(Ⅵ)的菌株 p18 和 p20

菌体表面粗糙，均有铬颗粒附着，但颗粒的含

量和分布略有差异。结合 2.1 研究结果，在同

一放大倍数下，所观察到的菌株 p18 菌体表面

的颗粒含量较少，有颗粒成团聚集现象；菌株

p20 菌体表面的颗粒含量较多，颗粒之间分布较

分散。此现象可能是由于在 500 mg/L Cr(Ⅵ)环
境下，菌株 p18 具更高的生物活性，可即时分

泌生物大分子与铬重金属离子螯合，而菌株 p20
生物活性低，甚至不具有生物活性，只通过吸

附作用将铬吸附于菌体表面而导致的。阚洪媛

等[42]发现蜡样芽胞杆菌(Bacillus cereus) MZ-11
分泌的多糖、蛋白质等生物大分子在菌体表面

与 Cr(Ⅵ)螯合形成复合物，从而降低 Cr(Ⅵ)对
菌体的毒性。另有研究表明，真菌细胞壁主要

成分如葡聚糖、几丁质、蛋白质等聚合物中含

C、N 的官能团可与金属离子发生配位或氧化还

原反应[43-44]。进一步经 FTIR 分析发现，Cr(Ⅵ)
可与菌体表面的氨基、羟基、羰基、C-H 和酰

胺基等官能团结合以吸附在菌体表面，相较于

菌株 p18，在 0 和 500 mg/L Cr(Ⅵ)浓度处理下

菌株 p20 结合 Cr(Ⅵ)的各种功能基团峰移位较

明显。本研究中，菌株 p18 和 p20 在应对 Cr(Ⅵ)
胁迫环境时，由于菌株种类差异，其表面结构

会存在差异，因而会导致对 Cr(Ⅵ)解毒方式、

去除能力等的差异[20]。 
为探究菌株 p18 和 p20 细胞对铬的积累能

力，测定生长在含 Cr(Ⅵ)固体培养基上表面菌丝

的铬含量。在 500 mg/L Cr(Ⅵ)浓度下培养 7 d，
菌株 p18 和 p20 每克菌体干重积累铬含量达到

最大，分别为 10.84 mg 和 6.98 mg。由于固体

培养基表面的菌丝为真菌的气生菌丝，与培养

基中的铬并未直接接触，因此初步推断为细胞

内的积累。Flores-Alvarez 等[45]研究的丝状真菌

粗糙脉孢菌(Neurospora crassa)也具有累积铬

能力，其编码的 CHR-1 蛋白作为一种铬酸盐转

运体，可引起该菌株积累 Cr(Ⅵ)。本研究筛选

的 2 株真菌是否具有这种转运蛋白还需要进一
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步研究，但是这 2 株菌可以通过吸附和胞内积

累 2 种方式达到去除环境介质中铬的目的。 
测定菌株 p18 和 p20 对 Cr(Ⅵ)的还原能力

发现，2 株真菌均具有将 Cr(Ⅵ)还原为 Cr(Ⅲ)
的潜力，从而降低 Cr(Ⅵ)毒性。在 100 mg/L 
Cr(Ⅵ)浓度下培养 120 h，菌株 p18 和 p20 的

Cr(Ⅵ)还原率达 73.55%和 50.94%，其中菌株 p18
的转化 Cr(Ⅵ)能力是 Coreño-Alonso 等[46]报道的

菌株 Aspergillus niger var. tubingensis strain Ed8 转

化 Cr(Ⅵ)能力的 1.31 倍。另有研究报道，沙雷氏

菌(Serratia) sp.在 Cr(Ⅵ)浓度为 20 mg/L 时 Cr(Ⅵ)
还原率为 71.8%[47]，Aspergillus flavus A1120 在

Cr(Ⅵ) 浓度为 50 mg/L 时 Cr(Ⅵ)还原率为

78%[48]，层出镰刀菌(Fusarium proliferatum) S4
在 Cr(Ⅵ)浓度为 50 mg/L 时 Cr(Ⅵ)还原率为

58.24%[31]，因此菌株 p18 和 p20 在转化 Cr(Ⅵ)
能力方面同样优于大多数已报道的菌株。在未

来研究中可通过条件优化试验进一步提高菌株

去除和转化 Cr(Ⅵ)的能力。SEM 和 FTIR 的局限

性在于不能区分吸附在菌体表面铬的价态[48]，因

此通过 XPS 和 XRD 深入分析菌株 p18 和 p20
还原 Cr(Ⅵ)的产物的价态和物相，表明 Cr(Ⅵ)
还原为 Cr(Ⅲ)，以 Cr(OH)3 的形式沉淀在菌体表

面。Vajpai 等[48]报道的 Aspergillus flavus strain 
SFL 和 Aspergillus flavus strain A1120 以及黄顺

红 [49]报道的潘隆尼亚碱湖杆菌 (Pannonibacter 
phragmitetus) BB 均具有将 Cr(Ⅵ)还原为 Cr(Ⅲ)，
生成 Cr(OH)3 的能力，与本研究的结果一致。

而在 500 mg/L Cr(Ⅵ)浓度处理下对菌体粉末进

行 XRD 分析未见明显的衍射峰，分析形成的

Cr(Ⅲ)物质结晶度不高，为非晶态性质，这在

Mushtaq 等[39]研究中有过报道。 
对耐 Cr(Ⅵ)真菌菌株 p18 和 p20 不同组分

进行分离，并测定还原 Cr(Ⅵ)的能力。结果发

现，2 株菌均是胞外分泌物具有较强的转化

Cr(Ⅵ)能力，其次为胞内分泌物，而细胞碎片未

表现出明显的转化效果，表明 2 株真菌可以通

过分泌胞外还原性物质来转化六价铬。对于分

泌的胞外分泌物还需要进一步研究。但该结果

与 Yang 等[41]研究的 Anoxybacillus flavithermus 
ABF1 转化 Cr(Ⅵ)作用类似。 

由此可见，本研究从黄河下游高污染支流

沉积物中分离筛选的 2 株耐铬真菌菌株 p18 和

p20 可以通过吸附、胞内累积、胞外转化等方式

对 Cr(Ⅵ)进行解毒，达到耐受高浓度铬的目的，

其耐受能力大于目前报道的菌株。 

4  结论 
从长期受铬污染的黄河下游支流——蟒河

沉积物中分离筛选得到的耐 Cr(Ⅵ)真菌菌株

p18 和 p20，经形态学和分子生物学鉴定分别为

云南木霉(Trichoderma yunnanense)和环形镰刀

菌(Fusarium annulatum)，均具备耐受、转化高

浓度 Cr(Ⅵ)的能力。菌株 p18 和 p20 可通过菌

体表面的多糖、蛋白质等大分子物质、细胞壁

的氨基、羟基、羰基、C-H 和酰胺基等官能团

将铬吸附于菌体表面，也可通过积累作用将

Cr(Ⅵ)转运至胞内。此外，菌体分泌到胞外的细

胞分泌物更有效地将 Cr(Ⅵ)还原为 Cr(Ⅲ)。这

些结论表明菌株 p18 和 p20 是可通过吸附、转

化和积累作用以解毒 Cr(Ⅵ)的候选菌株，可用

于修复铬污染场地。 
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