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　　摘要：以实验室前期获得的 １株对亚碲酸盐有还原能力的光合细菌———沼泽红假单胞菌（Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｐａｌｕｓｔｒｉｓ）为研究对象，采用响应面法对其还原亚碲酸盐的条件进行优化。在单因素试验基础上，以碲的还原率为响应
值，采用Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ（ＢＢ）设计，利用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ软件对响应值进行４因素３水平下的多元二次回归拟合分析，
确定最佳还原条件为：菌种接种量８％（体积分数，下同），初始碲浓度６３ｍｇ／Ｌ，初始ｐＨ值６．２，接种后培养９ｄ，则亚
碲酸盐的还原率可达９９．７６％。反应过程中还原条件的优化，对后期利用微生物治理环境的碲污染具有参考价值。
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　　碲（Ｔｅ）是一种非金属稀散元素，于１７８２年在金矿中发
现［１］。碲及其化合物广泛应用于冶金、化工、电子、医药等行

业，被誉为“现代工业、国防与尖端技术的维生素”“当代高技

术新材料的支撑材料”［２］。随着碲的广泛应用，对环境造成

的污染也日益增加。

碲的化合物在很低的浓度水平都具有毒性，其中以亚碲

酸盐（ＴｅＯ３
２－）的毒性最强，是污染环境的主要物质之一。亚

碲酸盐具有很好的水溶性且易于进入生物体内，其毒性远比

单质碲的毒性强，主要是其具有氧化性［３］，而单质碲不溶于

水，常被认为无生物利用性。将污染物中易溶有毒的亚碲酸

盐还原成碲单质，从而可以达到去除这种元素的目的。微生

物的这种作用在环境碲污染的治理方面具有应用前景。

响应面分析法（ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅａｎａｌｙｓｉｓｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ，
ＲＳＭ）是目前广泛应用的一种综合试验设计和数学建模的优
化方法，通过多元二次回归方程拟合多因子与响应值间的关

系进行模型预测，并可得到最佳优化条件［４］。成都理工大学

测试楼微生物实验室前期获得１株对亚碲酸盐有还原能力的
光合细菌———沼泽红假单胞菌（Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐａｌｕｓｔｒｉｓ），
本研究对其还原亚碲酸盐的影响条件进行系统研究，用响应

面法分析确定了最佳还原条件，对后期利用微生物治理环境

中的碲污染问题具有指导意义。

１　材料与方法

１．１　菌种
试验菌种为实验室前期储藏的１株对亚碲酸盐有还原能

力的沼泽红假单胞菌。

１．２　供试培养基
培养基采用ＲＣＶＢＮ液体培养基，其配方如下：ＤＬ－苹果

酸４．００ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４１．００ｇ，ＫＨ２ＰＯ４１．３６ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４·
３Ｈ２Ｏ１．２４ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１２０ｍｇ，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ７５ｍｇ，ＥＤ
ＴＡ２０ｍｇ，维生素Ｂ１１ｍｇ，烟酸 １ｍｇ，生物素 １５μｇ，微量元
素１ｍＬ，双蒸水１Ｌ。微量元素包括Ｈ３ＢＯ３２．８ｍｇ、ＺｎＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ２４０μｇ、ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ１．６ｍｇ、Ｃｕ（ＮＯ３）２·３Ｈ２Ｏ４０μｇ、
Ｎａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ７５０μｇ，双蒸水１Ｌ。
１．３　试验方法
１．３．１　单因素试验优化亚碲酸盐还原条件
１．３．１．１　菌种接种量的考察　将初始碲浓度为６０ｍｇ／Ｌ的
１００ｍＬ液体培养基用氢氧化钠溶液调 ｐＨ值为７．０，分别按
体积分数为１％、３％、５％、７％、９％、１１％的接种量将在３０℃
下培养了５ｄ的沼泽红假单胞菌接种至培养基中，置于３０℃
光照培养箱中。

１．３．１．２　初始碲浓度的考察　将接种了５％沼泽红假单胞
菌的液体培养液置于３０℃光照培养箱中，培养５ｄ后将不同
浓度的亚碲酸钠溶液加入培养基中，使其初始碲浓度分别为

２０、４０、６０、８０、１００、１２０、１４０ｍｇ／Ｌ，初始ｐＨ值均为７．０。
１．３．１．３　初始 ｐＨ值的考察　将初始碲浓度为６０ｍｇ／Ｌ的
１００ｍＬ液体培养基用氢氧化钠溶液调 ｐＨ值分别为 ５．０、
５５、６．０、６．５、７．０、７．５、８．０、８．５、９．０，并将在３０℃培养了５ｄ
的沼泽红假单胞菌按５％接入培养基中混合，置于３０℃光照
培养箱中。

以上几组培养基均培养８ｄ后，用灭菌的针筒分别抽取
上述菌液１０ｍＬ于洁净离心管中，置于高速离心机中离心分
离（５０００ｒ／ｍｉｎ，ｔ＝１０ｍｉｎ），取上清液用一次性的０．２２μｍ
滤膜过滤，并测定滤液中剩余碲的浓度。

１．３．１．４　接种后培养时间的考察　将初始碲浓度为
６０ｍｇ／Ｌ的５００ｍＬ液体培养基用氢氧化钠溶液调 ｐＨ值为
７．０，并将在３０℃培养了５ｄ的沼泽红假单胞菌菌株按５％接
入培养基中混合，置于３０℃光照培养箱中。培养至２、３、４、
５、６、７、８、９、１０、１１ｄ时，分别用灭菌的针筒分别抽取菌液
１０ｍＬ于洁净离心管中，置于高速离心机中高速离心分离
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（５０００ｒ／ｍｉｎ，ｔ＝１０ｍｉｎ），取上清液用一次性的０．２２μｍ滤
膜过滤，并测定滤液中剩余碲的浓度。

１．３．２　响应面法优化试验设计　对沼泽红假单胞菌的接种
量、初始碲浓度、初始ｐＨ值及接种后培养时间（分别记为 Ａ、
Ｂ、Ｃ、Ｄ），每个因素取３个水平；以 Ｔｅ４＋的还原率作为响应
值，记为Ｒ，进行 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ（ＢＢ）试验设计，建立数学模
型，通过ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件对试验数据进行回归分析，预测最
优还原条件，并按照预测最优还原条件重复试验，与模型的预

测值进行比较，验证其有效性。

１．３．３　碲还原率的测定　采用氢化物 －原子荧光仪（ＨＧ－
ＡＦＳ）测定培养液中Ｔｅ４＋的浓度［５］。

碲还原率＝（Ａ－Ｂ）／Ａ×１００％。
式中：Ａ为初始碲浓度，ｍｇ／Ｌ；Ｂ为还原后培养基中 Ｔｅ４＋浓
度，ｍｇ／Ｌ。

２　结果与分析

２．１　细菌还原亚碲酸盐现象
沼泽红假单胞菌在未添加亚碲酸钠的液体培养基中培养

８ｄ，结果如图１（右）所示，培养液由无色逐渐变成红色，这是
细菌正常培养的颜色。而沼泽红假单胞菌在含亚碲酸钠的液

体培养基中培养８ｄ，结果见图１（左），培养液颜色逐渐变为
黑色，这是由于沼泽红假单胞菌将 Ｎａ２ＴｅＯ３还原成黑色单质
碲的缘故。

２．２　菌种接种量对亚碲酸盐还原率的影响
在不同的菌种接种量条件下，沼泽红假单胞菌对亚碲酸盐

的还原率存在明显的差异，结果如图２所示。随着菌种接种量
的增加，沼泽红假单胞菌对碲的还原率明显提高；当接种量达

到５％时，还原率达到一个高值，为９０．２４％；随后再增加菌种
接种量，碲的还原率变化不大，由此推测，当菌种接种量低于

５％时，菌株在培养基中的生长速度相对缓慢，严重影响了碲的
还原率，当菌种接种量≥５％时，对亚碲酸盐还原效果更好。
２．３　初始碲浓度对亚碲酸盐还原率的影响

沼泽红假单胞菌在不同的初始碲浓度条件下培养，对碲

的还原率如图３所示。随着初始碲浓度的增大，对碲的还原
率呈现上升—下降的趋势。碲的还原效果在亚碲酸钠添加量

低于６０ｍｇ／Ｌ时，碲还原率呈缓慢上升趋势，达到最大值
（９０９８％），说明菌株可忍受一定浓度的亚碲酸盐，而未受到
ＴｅＯ３

２－的抑制且菌株活性良好。当初始碲浓度超过６０ｍｇ／Ｌ

时，随着碲浓度的升高，其较高的毒性抑制了菌的活性，碲还

原率逐渐降低。

２．４　ｐＨ值对亚碲酸盐还原率的影响
在不同的ｐＨ值条件下，菌株还原碲的效果如图４所示。

当ｐＨ值为 ６．５～７．５时，碲还原效果较好，还原率为
９０．０９％～９１．１３％，因此试验中采用的沼泽红假单胞菌适宜
的生长代谢 ｐＨ值范围为６．５～７．５［６］。当 ｐＨ值 ＜６或 ｐＨ
值＞８时，碲还原率相对较低。可见，过高或过低的 ｐＨ值环
境会直接影响菌的酶活性，抑制其生长和代谢能力，不利于菌

株对亚碲酸钠的还原。

２．５　接菌种后培养时间对亚碲酸盐还原率的影响
沼泽红假单胞菌接种后随着培养时间的变化，碲的还原

率也存在明显的变化，结果如图５所示。接种培养的前７ｄ，
随着菌的生长，培养液中的 ＴｅＯ３

２－浓度降低，碲还原率迅速

增长。在培养后８ｄ，对亚碲酸盐的还原率达到一个高值，为
８９．０９％；随后，随着时间的推移，碲还原率达到稳定期。这一
趋势与细菌在亚碲酸盐的胁迫下菌体的生长曲线相符合，说明沼

泽红假单胞菌还原亚碲酸盐可能依赖菌体生物量的生长。

２．６　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ中心组合设计试验与响应面优化还原
条件

２．６．１　模型的建立及显著性检验　将菌种接种量、初始碲浓
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度、初始ｐＨ值及接种后培养时间分别记为Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ，各因素
水平的取值见表１，以 Ｔｅ４＋的还原率作为响应值，记为 Ｒ；试
验方案及结果见表２。

表１　沼泽红假单胞菌还原亚碲酸钠工艺条件的优化设计

水平
Ａ：接种量
（％）

Ｂ：初始碲浓
度（ｍｇ／Ｌ） Ｃ：ｐＨ值 Ｄ：培养

时间（ｄ）

－１ ４ ４０ ６ ７
０ ６ ６０ ７ ８
１ ８ ８０ ８ ９

表２　沼泽红假单胞菌还原亚碲酸钠工艺条件的优化结果

试验编号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｒ（％）
１ ０ ０ －１ １ ９４．３４
２ ０ １ １ ０ ５４．９６
３ －１ ０ ０ －１ ７９．１６
４ １ ０ ０ １ ９８．８７
５ ０ ０ ０ ０ ８７．１２
６ －１ －１ ０ ０ ８４．４３
７ ０ －１ ０ １ ８８．０９
８ －１ ０ ０ １ ８８．６５
９ １ ０ －１ ０ ９２．３６
１０ ０ １ －１ ０ ７５．８５
１１ ０ －１ １ ０ ５７．３９
１２ －１ ０ １ ０ ６０．９８
１３ ０ １ ０ １ ８６．４４
１４ ０ １ ０ －１ ７０．５６
１５ １ ０ １ ０ ５９．７８
１６ ０ －１ －１ ０ ８１．６６
１７ ０ ０ ０ ０ ８７．８８
１８ ０ ０ ０ ０ ８３．７６
１９ ０ ０ １ １ ６１．０６
２０ １ －１ ０ ０ ８５．０５
２１ ０ －１ ０ －１ ７７．０５
２２ ０ ０ －１ －１ ６８．９８
２３ １ ０ ０ －１ ８２．３２
２４ －１ １ ０ ０ ７０．４４
２５ －１ ０ －１ ０ ７４．０７
２６ ０ ０ ０ ０ ８７．８７
２７ ０ ０ ０ ０ ８５．４５
２８ ０ ０ １ １ ６０．０９
２９ １ １ ０ ０ ８５．５６

　　利用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件对表２中的响应值进行二元回归
拟合分析，确定如下回归方程预测模型 Ｒ＝８６．４２＋３．８５Ａ－
２．４９Ｂ－１１．０８Ｃ＋６．４５Ｄ＋３．６２ＡＢ－４．８７ＡＣ＋１．７６ＡＤ＋
０８５ＢＣ＋１．２１ＢＤ－６．５８ＣＤ＋０．４１Ａ２－５．１１Ｂ２－１４．６１Ｃ２－
０３５Ｄ２。对模型进行回归分析得到的结果见表３。

表３　沼泽红假单胞菌还原亚碲酸盐工艺条件
响应面试验结果方差分析

变异来源 ｄｆ 均方 Ｆ值 Ｐ值
模型 １４ ２９３．７４ １４２．３５ ＜０．０００１
Ａ １ １７７．９５ ８６．２３ ＜０．０００１
Ｂ １ ７４．３０ ３６．０１ ＜０．０００１
Ｃ １ １４７４．０８ ７１４．３６ ＜０．０００１
Ｄ １ ４９８．５９ ２４１．６２ ＜０．０００１
ＡＢ １ ５２．５６ ２５．４７ ０．０００２
ＡＣ １ ９４．９７ ４６．０２ ＜０．０００１
ＡＤ １ １２．４６ ６．０４ ０．０２７６
ＢＣ １ ２．８６ １．３８ ０．２５９０
ＢＤ １ ５．８６ ２．８４ ０．１１４２
ＣＤ １ １７３．３２ ８３．９９ ＜０．０００１
Ａ２ １ １．１０ ０．５３ ０．４７７６
Ｂ２ １ １６９．５２ ８２．１５ ＜０．０００１
Ｃ２ １ １３８４．０２ ６７０．７１ ＜０．０００１
Ｄ２ １ ０．７８ ０．３８ ０．５４９５
残差 １４ ２．０６
失拟值 １０ １．６１ ０．５１ ０．８２５１
误差 ４ ３．１９

　　注：、分别表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）、显著（Ｐ＜０．０５）。

　　由表３可知，模型的Ｐ＜０．０００１，说明回归模型极显著，
失拟Ｐ＝０．８２５１＞０．０５，说明模型失拟不显著，确定系数
Ｒ２＝０．９９３０，说明回归模型拟合度很好，回归方程可以较好地
描述各因素与响应值之间的关系，可以用此模型来确定沼泽

红假单胞菌还原亚碲酸盐的最佳条件。回归方程系数的显著

性分析结果表明，此次在各因素取值范围内，对响应值影响的

大小是Ｃ＞Ｄ＞Ａ＞Ｂ。
２．６．２　亚碲酸盐还原条件的响应面分析　通过以上二次多
项回归方程所作的响应面值见图６至图１１。
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２．６．３　最佳还原条件的预测与检验　根据所建立的数学模
型进行参数的最优化分析，得出沼泽红假单胞菌还原亚碲酸

盐的条件为：菌种接种量８％，初始碲浓度６３．２９ｍｇ／Ｌ，初始
ｐＨ值６．２３，接种后培养９ｄ，在此条件下，亚碲酸盐的还原率
在理论上可达１０７．３８％。考虑到实际可操作性，将还原条件

修正为：菌接种量８％，初始碲浓度６３ｍｇ／Ｌ，初始ｐＨ值６．２，
接种培养９ｄ。为验证试验结果的可靠性，在最优的还原条件
下进行试验，６组平行试验的平均值为９９．７６％，试验结果与
模型复合良好。因此，采用响应面分析法优化得到的沼泽红

假单胞菌还原亚碲酸盐的条件参数准确可靠，具有利用价值。

３　结论与讨论

利用微生物将溶解性强的亚碲酸盐还原成溶解性差、无

毒的碲单质的报道有很多［７－１０］，如 Ｌｌｏｙｄ等利用大肠杆菌
（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）对亚碲酸盐还原，发现碲单质积累在靠近细
胞膜位置［７］；Ｋｌｏｎｏｗｓｋａ等发现，希瓦氏菌（Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｏｎｅｉｄｅｎ
ｓｉｓ）能够在厌氧条件下还原亚碲酸盐［９］。目前，对细菌还原

亚碲酸盐影响条件的系统研究还较少。通过单因素试验和中

心组合设计试验，采用响应面分析方法优化光合细菌还原亚

碲酸盐影响条件，得到优化还原条件为：菌接种量８％，初始
碲浓度６３ｍｇ／Ｌ，初始ｐＨ值 ６．２，接种后培养９ｄ，在此条件
下，亚碲酸盐的还原率可达９９．７６％。在此试验范围内建立
起的二次线性回归模型准确有效，对试验拟合较好。说明本

研究对后期利用微生物治理环境中的碲污染问题具有重要

意义。
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