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策略上，可采取播前深耕晒土，覆膜高温闷土等方法。由于土

壤环境的复杂性，运用单一措施去消除连作障碍很难达到防治

效果，因此须要采用多种防治手段，这将是下一步研究重点。
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　　摘要：从湖北恩施渔塘坝高硒土壤中分离筛选出１株能够还原 Ｎａ２ＳｅＯ３的细菌 ＥＧＳ１２，１６ＳｒＤＮＡ测序鉴定为嗜

麦芽寡养单胞菌。开展Ｎａ２ＳｅＯ３对细菌菌株生长影响的试验研究，结果表明，该菌株在２ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＳｅＯ３的ＬＢ培养

基中 ３７℃ 摇床培养８７ｈ，对Ｎａ２ＳｅＯ３的还原率为９７．３１％。

　　关键词：亚硒酸钠；亚硒酸盐；还原；寡养单胞菌
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作者简介：王　健（１９８９—），男，湖南衡阳人，硕士，从事生物资源综
合利用研究。Ｅ－ｍａｉｌ：２６０５９８９８４＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：吴永尧，教授。Ｅ－ｍａｉｌ：ｙｙｗｕ３５７＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ。

　　硒是一种生命必需微量元素，但高浓度的硒毒性较强，容
易造成环境污染。湖北恩施渔塘坝是中国典型高硒地区之

一，也是世界上发生过人群硒中毒的暴发性流行病区。在硒

４种价态中（分别为 －２、０、＋４、＋６），亚硒酸盐的毒性最大，
是污染环境的主要物质之一［１－２］。亚硒酸盐还原菌可以将亚

硒酸盐还原为红色的单质硒，可用于某些硒环境污染的生物

治理，其产物单质硒在生物补硒方面也有应用价值。另外，单

质纳米硒有很活跃的光学电子特性，是未来“纳米技术”的良

好研究材料［３］。嗜麦芽寡养单胞菌是一种在自然界广泛分

布的非发酵型革兰氏阴性杆菌，是人类一种重要条件致病

菌［４］，学者们大多集中在医学如耐药性、致病机制等方面开

展研究，尚未有寡养单胞菌具有还原 Ｎａ２ＳｅＯ３能力的研究
报道。

１　材料与方法

１．１　主要仪器和试剂
１６ＳｒＤＮＡ细菌通用引物２７－Ｆ：５′－ＧＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣ

ＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′，１３９２－Ｒ：５′－ＡＣＧＧＧＣＧＧＴＧＴＧＴＲＣ－
３′，由北京六合华大基因股份有限公司合成；单质硒粉，纯度

为９９．９％；亚硒酸钠（Ｎａ２ＳｅＯ３）及其他化学试剂，均为分析
纯；ＴＵ－１８１０紫外可见分光光度计，由北京普析通用有限公
司生产。

１．２　土样采集及处理
１．２．１　样品采集　土样２０１３年９月采自湖北省恩施市新塘
乡渔塘坝，以东经１０９°４６′１９″～１０９°４７′２４″、北纬３０°１０′２４″～
３０°１１′０２″的硒矿洞为起点，向北每间隔 ５００ｍ采集 １个土
样，深度为５～２５ｃｍ。记录上层植被情况，多点采样混合。
１．２．２　样品处理及保存　压碎，去除石块、植物、根茎、落叶
等，混匀，装入聚乙烯自封袋中，于冰盒中运输及保存。

１．３　培养条件及分离方法
１．３．１　筛选分离培养基　富集和生长培养基（ｇ／Ｌ）：ＮＨ４Ｃｌ
０．０３、ＮａＣｌ０．０１、ＭｇＳＯ４０．０１、酵母提取物 ０．１５、胰蛋白胨
０．５、琼脂 １５，ｐＨ值为 ７．５，高压灭菌后加入过滤除菌的
Ｎａ２ＳｅＯ３０．２ｍｍｏｌ／Ｌ；矿物盐培养基（ｇ／Ｌ）：ＭｇＣｌ２ ０．５、
ＫＨ２ＰＯ４０．４５、Ｋ２ＨＰＯ４０．９、ＮＨ４Ｃｌ０．３、ＫＣｌ０．３、琼脂 １５，
０１％酵母提取物，高压灭菌后加入过滤除菌的 Ｎａ２ＳｅＯ３
０．２ｍｍｏｌ／Ｌ。２５℃恒温培养箱中培养５～１５ｄ。
１．３．２　纯化及后续研究培养基　ＬＢ肉汤培养基，３７℃恒温
培养。

１．３．３　分离纯化方法　称取处理好的土样１０ｇ，加入９０ｍＬ
灭菌去离子水，常温振荡１５ｍｉｎ；静置１５ｍｉｎ，取上层悬浮液
１ｍＬ，加入 ９ｍＬ无菌去离子水稀释至 １０－２，依次稀释至
１０－６；取２００μＬ稀释的悬浮液，加入制备好的分离平板中涂
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布均匀，待水分干后，置于２５℃培养箱中倒置培养。以划线
法挑选红色且形态不同的单菌落进行纯化培养。

１．３．４　Ｎａ２ＳｅＯ３还原菌的确定及耐硒能力测定　将纯化好
的红色单菌落分别接种于含与不含 Ｎａ２ＳｅＯ３的 ＬＢ肉汤培养
基中，如在含Ｎａ２ＳｅＯ３的培养基中呈红色而不含 Ｎａ２ＳｅＯ３的
培养基中不呈红色，则初步判断其为 Ｎａ２ＳｅＯ３还原菌。将筛
选到的菌株点接于 Ｎａ２ＳｅＯ３浓度梯度平板上测定其耐硒
能力。

１．４　硒标准曲线的制作及还原产生单质硒的测定
１．４．１　硒标准曲线制作　单质硒粉溶解于硫化钠溶液中显
现红棕色，含量越高颜色越深，可在 ５００ｎｍ波长处定量测
定［５］。依次称取０．２、０．４、０．６、０．８、１．０ｇ硒粉，置于含４０ｍＬ
０．５ｍｏｌ／ＬＮａ２Ｓ溶液棕色容量瓶中，振荡摇匀，静置２０ｍｉｎ；
用０．５ｍｏｌ／ＬＮａ２Ｓ定容至 ２５０ｍＬ，摇匀，用 １ｃｍ比色皿以
Ｎａ２Ｓ溶液作空白，在５００ｎｍ处测定其吸光度。以硒含量为
横坐标（ｘ）、吸光度值为纵坐标（ｙ），绘制标准工作曲线。
１．４．２　Ｎａ２ＳｅＯ３还原率的测定　将初步判断具有 Ｎａ２ＳｅＯ３
还原能力的菌株接种于加有２ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＳｅＯ３的ＬＢ培养液
中，３７℃、１００ｒ／ｍｉｎ分别培养１２、２４、３６、４８、６０、８７ｈ；培养液
５０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，去上清，１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液洗涤 ２
次；５０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，去上清；３０ｍＬ０．５ｍｏｌ／ＬＮａ２Ｓ
溶解沉淀，混匀，反应１ｈ，其间摇匀数次；０．５ｍｏｌ／ＬＮａ２Ｓ定
容５０ｍＬ，５０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取上清于５００ｎｍ波长处
测定吸光值，根据硒标准曲线计算还原产生单质硒的量，并换

算还原率。

１．５　菌株分子生物学鉴定
１．５．１　菌株１６ＳｒＤＮＡ序列测定　挑取单菌落于１ｍＬ无菌
水中，１００℃沸水浴５～１０ｍｉｎ，５０００ｒ／ｍｉｎ离心，取上清液
２μＬ为ＰＣＲ扩增模板。ＰＣＲ反应条件：９４℃ １ｍｉｎ，５５℃
３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３０个循环。扩增产物交由华大基因股份有
限公司进行测序。

１．５．２　序列分析　获得序列提交 ＧｅｎＢａｎｋ进行 Ｂｌａｓｔ比对，
提取相似度最高的前５条序列用 ＭＥＧＡ５．０５软件进行聚类
分析。

１．６　Ｎａ２ＳｅＯ３对菌体生长的影响
１．６．１　Ｎａ２ＳｅＯ３浓度对菌体菌落数量和菌落直径的影响　

在１００ｍＬＬＢ培养基灭菌后，接种具 Ｎａ２ＳｅＯ３还原能力的菌
株ＥＧＳ１２，３７℃摇床过夜，稀释至１０－７浓度菌液；取１００μＬ
稀释菌液涂布于含０、１、２、３、４ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＳｅＯ３浓度梯度的
培养基平板，３次重复；室温下放至平板表面无水流动，３７℃
倒置培养２４～４８ｈ，数出每个平板上菌落数量，每个平板选９
个菌落测量直径，计算平均值，绘制曲线。

１．６．２　Ｎａ２ＳｅＯ３对代时的影响　将１００μＬ菌悬液分别接种
到不含硒与含２ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＳｅＯ３的液体培养基中，３７℃培养
０～４８ｈ；其间，每隔１ｈ移取５ｍＬ菌液，以培养基为空白对
照，测定６００ｎｍ处吸光度 Ｄ６００ｎｍ，重复３次，绘制曲线，计算
代时。　

２　结果与分析

２．１　菌种筛选
由于 Ｎａ２ＳｅＯ３还原菌能将 Ｎａ２ＳｅＯ３还原成红色单质硒，

从而使菌落呈红色。试验将分离出的红色菌落挑选出来并进

行纯化，共得到１０株菌株，编号分别为 ＥＧＳ４、ＥＧＳ１２、ＫＷＳ１、
ＫＷＳ２、ＫＷＳ３、ＫＷＳ４、ＫＷＳ５Ｋ、ＫＷＳ６、ＥＧＳ１３、ＥＧ７１。
２．２　耐硒测定

将纯化得到的１０株菌株，以点样接种方式接种到浓度分
别为０、１、５、１０、２０、３０、４０、５０、７０、１００ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＳｅＯ３平板中
培养，编号为ａ～ｊ，观察生长情况，结果发现，在ａ号平板上，１０
株菌株均能生长且未有颜色变化；ｂ号平板上有８株菌株能够
生长，不能生长的菌株为 ＥＧ７１，它只能在约 ２５℃、含
０．２ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＳｅＯ３的平板上生长；在ｊ号平板上能生长的菌
株有５个，菌株ＫＷＳ３在液体培养基中不能还原 Ｎａ２ＳｅＯ３产
生红色颗粒，其他４个菌株在菌落形态上高度相似。在划线
及液体培养时，菌株 ＥＧＳ１２仅在６０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＳｅＯ３浓度的
平板上生长，因此，认为 Ｎａ２ＳｅＯ３对菌株 ＥＧＳ１２的最低抑制
浓度（ＭＩＣ）为６０ｍｍｏｌ／Ｌ。
２．３　测序鉴定

将菌株ＥＧＳ１２的ＰＣＲ扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳并
送交华大公司测序，测得 ＥＧＳ１２的 １６ＳｒＤＮＡ序列长度为
１．２ｋｂｐ。用ＭＥＧＡ５．０５软件对菌株 ＥＧＳ１２、ＥＧ７１进行聚类
分析，由图１可见，菌株ＥＧＳ１２、ＥＧ７１与嗜麦芽寡养单胞菌及
另３个未培养的细菌相似度为１００％。嗜麦芽寡养单胞菌是
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一种严格的非发酵型需氧、极生多鞭毛革兰氏阴性杆菌，在营

养琼脂上显示灰黄色素或无色素，菌落呈针状，在氧化发酵试

验中产酸缓慢或不显产酸，但分解麦芽糖产酸明显［６］。

２．４　Ｎａ２ＳｅＯ３对菌体生长的影响
由图２可见，随着 Ｎａ２ＳｅＯ３浓度的提高，菌株 ＥＧＳ１２的

菌落数量和直径均呈下降趋势，这是由 Ｎａ２ＳｅＯ３对细菌的毒
害性所致。

　　由图３可见，在不添加硒与含浓度２ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＳｅＯ３培
养基中，不添加硒的菌体经过短暂的延滞期后迅速进入对数

生长期，２２ｈ左右进入稳定期；含２ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＳｅＯ３的培养
基中，菌体的生长没有一个明显的对数生长期，进入稳定期的

时间也大大延后，最终其吸光值要高于对照组，这是由还原所

产生的红色单质硒干扰所致。根据公式Ｇ＝（ｔ２－ｔ１）／［（ｌｇｗ２－
ｌｇｗ１）／ｌｇ２］计算得出，０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＳｅＯ３培养条件下，菌株
ＥＧＳ１２的代时为 ５５ｍｉｎ；２ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＳｅＯ３培养条件下，
ＥＧＳ１２菌株的代时为１７７ｍｉｎ。

２．５　菌株还原能力初探
由图４可见，在１２～４８ｈ内，菌株 ＥＧＳ１２对 Ｎａ２ＳｅＯ３的

还原率提升并不明显，４８ｈ后还原率大大提升。菌株 ＥＧＳ１２
对Ｎａ２ＳｅＯ３的还原是从生长就开始的，到了稳定期后进行大
量还原，这说明菌株对 Ｎａ２ＳｅＯ３的还原和菌体生长呈正相
关性。

３　结论与讨论

硒是一种营养剂量和毒性剂量范围很窄的微量元素［７］。

利用微生物还原Ｎａ２ＳｅＯ３而产生纳米红色单质硒，比传统无
机硒和有机硒更高效、更具有高安全性。本研究从高硒区土

壤分离筛选到高耐硒和高还原率的嗜麦芽寡养单胞菌，能在

耗氧情况下利用有机碳源，把培养基所含的 Ｎａ２ＳｅＯ３还原成
红色单质硒。当 ＬＢ培养基中添加２ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＳｅＯ３时，仅
用４ｄ不到的时间就几乎把 Ｎａ２ＳｅＯ３全部还原完。虽然
Ｎａ２ＳｅＯ３对微生物都有毒性作用，但菌株 ＥＧＳ１２竟然能生长
在６０ｍｍｏｌ／Ｌ筛选分离平板中，其耐硒能力远高于其他还原
硒菌种，如枯草芽孢杆菌 ＭＩＣ为１ｍｍｏｌ／Ｌ、大肠杆菌 ＭＩＣ为
５．８ｍｍｏｌ／Ｌ、慢生大豆根瘤菌 ＭＩＣ为６～１２ｍｍｏｌ／Ｌ、球型红
细菌ＭＩＣ为２．９～４．６ｍｍｏｌ／Ｌ等［８］。经鉴定，筛选出的菌株

为嗜麦芽寡养单胞菌，其还原 Ｎａ２ＳｅＯ３的能力国内尚未见报
道，对Ｎａ２ＳｅＯ３的还原位点及还原机制还有待进一步研究。
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