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　　摘要：从电池厂废水处理反应池的活性污泥中筛选分离出１株能富集液体中钴元素的菌株 ＣＷＴ１，从２６ＳｒＤＮＡ
基因序列比对和墨汁染色显微鉴定两方面对菌株进行鉴定，确定菌株 ＣＷＴ１为隐球菌属，研究菌株对 Ｃｏ２＋的富集条
件，确定最终较佳条件为：温度３０℃，初始ｐＨ值６．０，盐浓度２ｇ／Ｌ。当钴元素浓度为１ｍｇ／Ｌ时，菌株 ＣＷＴ１的富集
率可以达到７．２６％±０．６３％。最终得到的菌株在实验室规模下富集钴元素的条件，可作为应用于实地处理放射性
６０Ｃｏ污染土壤修复的理论依据，对今后进一步研究用生物方法处理放射性元素污染土壤修复起积极作用。
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　　伴随着经济发展的快速增长，我国核工业与核技术在工
业、农业、能源、军事、交通、医疗卫生等领域内也得到了广泛

的应用，同时放射性核素污染成为当今难以治理的重要环境

问题之一。放射性核素泄漏污染环境后，不仅能够通过食物

链对人类自身的健康产生严重的危害，也给人们清除这些核

素造成困难［１－３］，放射性污染及其治理已成为世界科学研究

的一个热点。经过对现有的多种放射性污染修复方法进行研

究和比较发现［４－５］，微生物修复方法以其投资少、占用空间

小、不易出现化学治理所导致的环境中土壤和水体 ｐＨ值变
化和土壤板结的二次污染等优点成为重点研究的方向［６－７］。

微生物细胞壁主要由多糖、几丁质、类脂等组成，上面结合许

多表面蛋白质等大分子物质，这些大分子物质与细胞膜结合

蛋白含有多种活性基团，其中的羧基、羟基、氨基等是结合重

金属离子的重要结合位点，可以与重金属发生共价结合、络合

等反应。同时，微生物在代谢过程中也会通过氧化还原反应

改变变价金属的化合价，将金属变为自身代谢过程中可以利

用的元素，最终影响金属在环境中的迁移与转化［８］。６０Ｃｏ是
核技术在农产品辐照加工和医疗器械辐照灭菌应用中最典型

的放射性核素，其半衰期为５．２７年，对生态环境的危害较大。
微生物修复放射性核素 １３７Ｃｓ［９］和 ２３５Ｕ［１０］污染的应用常见报
道，但关于微生物修复 ６０Ｃｏ放射性污染环境的研究并不多，
因此本试验采用微生物修复的办法从环境中筛选出能够对钴

元素有特异富集的菌株，并研究菌株在不同培养条件下对钴

元素的富集情况。

１　材料与方法

１．１　试验材料
电池厂废水处理反应池活性污泥。

１．２　方法
１．２．１　主要试剂的配制　以超纯水作为溶剂，分别配制硫酸
（浓硫酸与水的体积之比为１∶３，下同）、２０％无水乙酸钠溶
液、１０％柠檬酸铵溶液，氨水（氯气与水的体积之比为１∶４，
下同）。０．０５％４－［（５－氯－吡啶）偶氮］－１，３－二氨基苯
（５－ＣＬ－ＰＡＤＡＢ）溶 液，即 用 ９５％ 乙 醇 溶 液 溶 解
ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ。　
１．２．２　培养基的配制
１．２．２．１　驯化培养基　主要包括牛肉膏 ４ｇ／Ｌ、蛋白胨
５ｇ／Ｌ、Ｋ２ＨＰＯ４ ２ｇ／Ｌ、ＮａＨ２ＰＯ４ ５００ｍｇ／Ｌ、ＭｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
２０ｍｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ２００ｍｇ／Ｌ、ＦｅＣｌ３·７Ｈ２Ｏ１０ｍｇ／Ｌ、
ＣａＣｌ２２０ｍｇ／Ｌ，ｐＨ值７．０。
１．２．２．２　Ｃｏ２＋培养基　主要包括牛肉膏 ３ｇ／Ｌ、蛋白胨
１０ｇ／Ｌ、ＮａＣｌ２．５ｇ／Ｌ、ＣｏＣｌ２·７Ｈ２Ｏ（根据所需的Ｃｏ

２＋浓度加

入不同质量），ｐＨ值７．０。
１．２．３　菌株的筛选
１．２．３．１　活性污泥的处理　将从江苏省扬州市润扬电池厂
的废水处理池中采集到的活性污泥去除杂石，用玻璃珠充分

振摇，使活性污泥中的微生物呈游离状态，将污泥和无菌生理

盐水以５０ｍｇ∶１ｍＬ的比例在无菌瓶中充分混合，作为驯化
的种子液。

１．２．３．２　菌株的驯化　吸取５ｍＬ经过预处理的种子液，加
入５０ｍＬ的驯化培养基中，在３７℃恒温培养箱中培养，２ｄ后
更换培养基，吸取 ５ｍＬ第 １代培养基驯化培养液，加入
５０ｍＬ新鲜的驯化培养基中进行第２代驯化，如此驯化５代。
１．２．３．３　定向筛选及分离纯化　将驯化得到的菌液加入浓
度为１００ｍｇ／Ｌ的Ｃｏ２＋培养基中培养４８ｈ，吸取菌液，稀释涂
布于固体Ｃｏ２＋培养基上，将得到的单菌落制成菌悬液，分别
配制成终浓度为１、１０、１００ｍｇ／Ｌ的Ｃｏ２＋培养基，构成第１、第

—１４３—江苏农业科学　２０１５年第４３卷第５期



２、第３代选择培养基；吸取菌悬液以１∶１００的体积比加入到
第１代选择培养基中，重复前面的步骤，经过３代定向培养在
培养基中挑选菌株，测量菌株的 Ｃｏ２＋富集率，挑选出其中有
较高Ｃｏ２＋富集率的菌株。
１．２．４　检测方法　Ｃｏ２＋的检测方法参照 ＧＢ／Ｔ２２３．２１—
１９９４《钢铁及合金化学分析方法：５－Ｃｌ－ＰＡＤＡＢ分光光度法
测定钴量》。

１．２．４．１　Ｃｏ２＋浓度标准曲线的绘制　（１）配制５ｍｇ／ＬＣｏ２＋

溶液，作为Ｃｏ２＋标准液。（２）显色液的配制。取５个５０ｍＬ
的容量瓶，依次加入０．５、１．０、２．０、４．０、６．０ｍＬＣｏ２＋标准液。
每个容量瓶内各加入５ｍＬ１０％柠檬酸铵溶液，以２００μＬ氨
水调节各溶液ｐＨ值至７～８，加入５ｍＬ２０％无水乙酸钠溶
液，再加入２ｍＬ５－Ｃｌ－ＰＡＤＡＢ，各容量瓶于沸水浴中保温
５ｍｉｎ取出，冷却至室温后，各加２０ｍＬ硫酸，再用超纯水稀
释至刻度，混匀。（３）参比液的配制。取１个５０ｍＬ的容量
瓶，不加Ｃｏ２＋标准液，加入 ５ｍＬ１０％柠檬酸铵溶液，加入
２００μＬ氨水，加入５ｍＬ２０％无水乙酸钠溶液，加入２０ｍＬ硫
酸，轻轻混匀，再加入２ｍＬ５－Ｃｌ－ＰＡＤＡＢ，用超纯水稀释至
刻度，混匀。（４）工作曲线的绘制。将部分显色液移入吸收
皿中，以参比液为参比，在分光光度计上于波长５７０ｎｍ处测
量吸光度。以所得各显色液的吸光度为纵坐标，以相应的钴

量为横坐标，绘制工作曲线。

１．２．４．２　Ｃｏ２＋富集率的测定与计算　将菌株接入未加入
Ｃｏ２＋的营养培养基中（ｐＨ值调为６．０），于３０℃、５０ｒ／ｍｉｎ下
培养１２ｈ，取培养液按１∶１００的体积比加入 Ｃｏ２＋培养基中，
再于２５℃、５０ｒ／ｍｉｎ下培养２４ｈ。

吸取５ｍＬ培养液在１１０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１０ｍｉｎ，取
上清液作为样品，配制成显色液，将部分显色液移入吸收皿

中，以参比液为参比，在分光光度计上于波长５７０ｎｍ处测量
吸光度，按公式（１）计算Ｃｏ２＋富集率：

Ｃｏ２＋富集率＝
Ｄ０－Ｄｔ
Ｄ０

×１００％。 （１）

式中：Ｄ０为加入菌株前Ｃｏ
２＋的吸光度；Ｄｔ为加入菌株 ｔ时间

后Ｃｏ２＋的吸光度。

２　结果与分析

２．１　菌株的筛选和鉴定
活性污泥经过预处理后，将菌液驯化，再于 Ｃｏ２＋培养基

中通过３代定向筛选得到１株可以降低 Ｃｏ２＋培养基中 Ｃｏ２＋

浓度的菌株，并命名为 ＣＷＴ１，通过计算得到这株菌株培养
１５ｈ后的Ｃｏ２＋富集率为７．２６％ ±０．６３％。将菌株 ＣＷＴ１送
到宝生物工程（大连）有限公司测定２６ＳｒＤＮＡＩＴＳ区核苷酸
序列，将序列在 ＧｅｎｅＢａｎｋ数据库中进行比对，发现菌株
ＣＷＴ１的近似菌种为Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓｓｐ．ＣＢＳ８３５５，可以看出菌株
ＣＷＴ１属于隐球菌属。

在富集培养基中接种 ＣＷＴ１菌株，并于２５℃、５０ｒ／ｍｉｎ
下培养 １２ｈ后吸取 １ｍＬ菌液，再于 １２０００ｒ／ｍｉｎ下离心
２ｍｉｎ，弃上清液，并用无菌水溶解细菌沉淀，振荡混匀，取１
滴菌液在洁净载玻片上，再滴加１滴墨汁，用吸管混匀，盖上
盖玻片，置于显微镜下观察，结果显示有明显的圆形透明菌

体，内有１个较大的反光颗粒，外部包围１圈透明的荚膜，与

有关研究结果［１１］一致。

２．２　ＣＷＴ１生长的最佳条件筛选
２．２．１　温度对ＣＷＴ１菌株生长的影响　将 ＣＷＴ１菌株加入
到驯化培养基中，在不同温度条件下培养１５ｈ，测定菌体的干
质量。从图１可以看出，ＣＷＴ１在３０℃下生长１５ｈ后的菌体
干质量最大。温度是影响微生物生长最重要的因素之一，随

着温度的升高，隐球菌（ＣＷＴ１）的生长速度也在加快，在
３０℃ 达到最大，温度再升高则会抑制生长，所以隐球菌
ＣＷＴ１的最适宜生长温度是３０℃。

２．２．２　ｐＨ值对ＣＷＴ１菌株生长的影响　为研究 ｐＨ值对菌
株生长状态的影响，在图２中共设置６个 ｐＨ值梯度，将菌株
ＣＷＴ１加入到不同 ｐＨ值的驯化培养基中，在 ３０℃下培养
１５ｈ后，测定各个样品的菌体干质量。从图２可以看出，ｐＨ
值对隐球菌ＣＷＴ１菌株的影响较大，在 ｐＨ值为６．０的条件
下生长１５ｈ后，菌株干质量最大，高于其他ｐＨ值条件下的菌
体干质量。可见，６．０是隐球菌ＣＷＴ１菌株最适宜生长的 ｐＨ
值，ｐＨ值在４～７之间时适宜其生长。

２．３　影响菌株Ｃｏ２＋富集条件筛选
２．３．１　盐浓度　将 ＣＷＴ１菌株加入到 Ｃｏ２＋培养基中，在温
度为３０℃、ｐＨ值为６．０、不同ＮａＣｌ浓度的条件下培养１５ｈ，
测定Ｃｏ２＋富集率，其结果见图３。从图３可以看出，盐浓度对
隐球菌ＣＷＴ１菌株的生长有很大的影响。当盐浓度为２ｇ／Ｌ
时，Ｃｏ２＋富集率达到最高；当盐浓度超过２ｇ／Ｌ时，Ｃｏ２＋富集
率逐渐降低。

２．３．２　温度　从图４可知，菌株 ＣＷＴ１在２０℃下培养１５ｈ
后，Ｃｏ２＋的富集率比较低；但是当温度达到３０℃时，Ｃｏ２＋的富
集率达到最高，且明显高于其他温度。此外，菌株 ＣＷＴ１在
２５～３０℃之间时有较高的 Ｃｏ２＋富集率，因此，菌株 ＣＷＴ１富
集Ｃｏ２＋的最佳温度为３０℃。
２．３．３　初始 ｐＨ值　从图５可以看出，当富集培养基的 ｐＨ
值为６时，菌株ＣＷＴ１培养１５ｈ后对Ｃｏ２＋的富集率最高，达
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到６．９６％，高于其他 ｐＨ值条件下的 Ｃｏ２＋富集率，这可能是
因为菌株ＣＷＴ１在这个ｐＨ值下最适宜生长，此外，偏酸环境
下（ｐＨ值为４～７）的Ｃｏ２＋富集率比偏碱环境（ｐＨ值＞７）高。

３　结论与讨论

活性污泥经过处理、菌液经过驯化、再通过３代定向筛选
得到１株Ｃｏ２＋富集率为（７．２６±０．６３）％的菌株，并命名为
ＣＷＴ１。对菌株ＣＷＴ１２６ＳｒＤＮＡＩＴＳ区域测试核苷酸序列，并
在ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行比对，结果发现菌株 ＣＷＴ１为隐球
菌属。对菌株ＣＷＴ１进行墨汁染色显微鉴定，结果显示菌株
ＣＷＴ１呈现隐球菌属特有显微特性（圆形透明菌体，内有１个
较大的反光颗粒，外部包围１圈透明的荚膜）。分子鉴定与
墨汁染色显微鉴定结果均显示，菌株ＣＷＴ１属于隐球菌属。

隐球菌 ＣＷＴ１的干质量随着温度的升高而变大，且在
３０℃ 达到最大，此后温度再升高则会抑制其生长，降低干质
量。隐球菌ＣＷＴ１的干质量在ｐＨ值为６．０的培养条件下最
大，明显高于ｐＨ值小于６和ｐＨ值大于６培养条件下的菌体

干质量，可以看出隐球菌 ＣＷＴ１的较佳生长条件为：温度
３０℃，ｐＨ值６．０。

当盐浓度在１～５ｇ／Ｌ之间时，菌株ＣＷＴ１对Ｃｏ２＋富集率
呈现先升高后降低的趋势，当盐浓度为２ｇ／Ｌ时，Ｃｏ２＋富集率
达到最高。菌株ＣＷＴ１对 Ｃｏ２＋富集率随着温度的升高而变
大，在２５～３０℃之间时有较高的 Ｃｏ２＋富集率，温度达到
３０℃ 时，Ｃｏ２＋富集率达到最高，温度继续升高，则会抑制菌
株ＣＷＴ１对Ｃｏ２＋的富集。当初始 ｐＨ值为６时，菌株 ＣＷＴ１
对Ｃｏ２＋富集率最高，达到６．９６％，高于其他初始 ｐＨ值条件
下的Ｃｏ２＋富集率，菌株在偏酸（初始 ｐＨ值为４～７）环境下的
Ｃｏ２＋富集率比偏碱环境（初始 ｐＨ值 ＞７）更高。综合不同盐
浓度、温度及初始 ｐＨ值培养条件下菌株 ＣＷＴ１对 Ｃｏ２＋富集
率的影响可以看出，菌株 ＣＷＴ１在盐浓度为 ２ｇ／Ｌ、温度为
３０℃、初始 ｐＨ值为 ６的条件下最适合菌株 ＣＷＴ１对 Ｃｏ２＋

富集。

微生物对重金属有多种富集作用，主要包括胞外沉积、胞

内富集、胞外络合和静电吸引等。菌株ＣＷＴ１在对 Ｃｏ２＋进行
富集的过程中可能存在以上１种作用方式，也有可能是几种
作用机理同时作用的结果。试验中得到的菌株对 Ｃｏ２＋富集
的条件可以作为进一步研究菌株 ＣＷＴ１对 Ｃｏ２＋富集机理的
数据参考，也可以对微生物实地处理放射性 ６０Ｃｏ污染土壤修
复提供理论依据。
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