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　　摘要：：随着经济的发展，重金属污染越来越严重。微生物修复技术作为一种新型的修复方法，越来越受到世界各
国的重视，因此寻找可降解重金属的微生物至关重要。从四川省攀枝花尾矿堆淤泥浸提液和水样中筛选获得２株耐
钒菌株，分别命名为ＰＦＷＴ０１和ＰＦＹＮ０１。通过菌落形态观察以及１６ＳｒＤＮＡ分子鉴定表明，菌株 ＰＦＷＴ０１为微杆菌

Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．；菌株ＰＦＹＮ０１为芽孢杆菌Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．。在Ｖ５＋浓度为０．１ｍｇ／Ｌ条件下，高耐钒微生物ＰＦＷＴ０１和
ＰＦＹＮ０１对钒的去除率分别为８４．５％和７６．９％。试验结果表明，２株菌株在钒污染土壤的处理中具有良好的应用前景。
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　　随着经济的发展，人类活动的日益增强，不可
避免地加剧了环境污染［１］。钒钛磁铁矿是含有铁、

钒、钛、铬等多种重金属的共生矿，有很高的综合利

用价值。我国 ６７．５６％的钒资源来自钒钛磁铁
矿［２］。钒的冶炼是环境中金属钒污染的重要来源，

它作为人体必需的微量元素，具有多方面的生理作

用，然而钒同时具有多方面的毒性和危害性［３］。据

报道，钒的毒性作用与金属钒的价态、溶解度、摄取

的途径等有关，价态越高，毒性越大［４］。除明显的

急性中毒外，它还对人体有生殖毒性、胚胎毒性，可

能还有致突变、致畸、致癌等毒性［５－６］。

由于微生物对重金属具有积累和解毒作用，近

年来以净化有毒金属污染为目的的生物修复技术

兴起［７］。微生物修复技术因其处理费用低、效率

高、对环境影响小等优点，受到广泛的关注［８－１１］。

在过去的几十年里，国内外一些研究机构在金属钒

的生物效应及其环境地球化学行为等方面开展了

大量研究工作，并取得了一系列的成果［１２－１３］。这些

研究成果是确定钒的环境行为以及客观评价钒的

生物可利用性和毒理性不可或缺的基础数据，为人

们有效地控制钒污染提供了科学依据。但有关钒

污染生物修复方面的报道并不多见。

四川省攀枝花市巴关河矿区堆矿渣区位于攀

枝花市西部，该矿区在开采期间，产生大量粉尘、废

水和废渣，这些废弃物中含有大量的钒，可通过扬

尘、雨水冲刷等途径扩散到周围环境中，致使毗邻

的水资源、农田土壤受到严重的重金属污染。为

此，本试验从四川省攀枝花市巴关河尾矿堆淤泥浸

提液和水样中筛选高耐钒细菌，并结合形态学特

征、生理生化以及分子鉴定等方法，对所筛选到的

菌株进行初步鉴定，通过钒去除能力试验来研究它

们对钒的去除效果，以期为矿区钒污染的生态修复

提供菌种储备，为耐钒细菌在金属钒污水处理中的

应用提供一定技术支撑。

１　材料与方法

１．１　样品采集、主要试剂和培养基
以采自攀枝花市巴关河西渣场堆渣区旁的池

塘水样和淤泥本试验样品。水样和淤泥样品采集

完后立即密封保存，储存于实验室４℃冰箱中。ＬＢ
液体（固体）培养基：蛋白胨１０ｇ、酵母提取物５ｇ、
氯化钠１０ｇ，加蒸馏水至１０００ｍＬ，用 ＮａＯＨ调节
ｐＨ值至７．０（配置 ＬＢ固体培养基时再加一定量的
琼脂粉），于 １２１℃ 下高压灭菌２０ｍｉｎ。在无菌条
件下向 ＬＢ培养基中加入一定体积偏钒酸铵
（ＮＨ４ＶＯ３）母液，配置成含有一定浓度 Ｖ

５＋的培

养基。
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１．２　方法
１．２．１　耐钒菌株的筛选　将培养基的含钒浓度分
别设置为５、１０、２０、３０ｍｍｏｌ／Ｌ，分别吸取２ｍＬ水样
和淤泥上清液，加入到５０ｍＬ上述培养基中，对耐受
性菌种进行驯化。将分别混有水样和淤泥的液体

培养基置于３０℃、１２０ｒ／ｍｉｎ恒温摇床上培养４ｄ
后，吸取０．５～２．０ｍＬ培养物在新配制的液体培养
基中接种，于３０℃、１２０ｒ／ｍｉｎ恒温摇床上继续培养
４ｄ。在培养箱中培养一段时间后，观察 ＬＢ固体培
养基上菌落出现的形态特征并做好记录，用接种环

挑取单菌落，以平板划线法接种到新的培养平板

中，置于３０℃恒温培养箱中培养。多次重复上述步
骤直到获得纯培养物为止。

１．２．２　菌株的理化性质测定　取对数生长期的所
筛选到的菌种做革兰氏染色试验，在生物显微镜下

观察细菌形态学特征。理化性质测定的试验方法

借鉴《常见细菌系统鉴定手册》［１４］。

１．２．３　耐钒菌株的鉴定　以十六烷基三甲基溴化
铵（ＣＴＡＢ）法提取的细菌基因组 ＤＮＡ片段为模板，
选用细菌通用引物进行ＰＣＲ扩增，其中正向引物为
２７Ｆ，反向引物为１４９２Ｒ，它们的序列分别为２７Ｆ：ＡＧ
ＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ；１４９２Ｒ：ＣＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧ
ＴＴＡＣＧＡＣＴＴＣ。反应体系：２５μＬ２ＸＭｉｘ（ＰＣＲ预混
液）；１μＬ２７Ｆ（正向引物，１０μｍｏｌ／Ｌ）；１μＬ１４９２Ｒ
（反向引物，１０μｍｏｌ／Ｌ）；２μＬＤＮＡ模板；加双蒸水
（ｄｄＨ２Ｏ）至５０μＬ。反应步骤：９４℃预变性５ｍｉｎ；
９４℃变性３０ｓ，５４℃退火 ３０ｓ，７２℃延伸９０ｓ，３５
次循环；７２℃延伸 １０ｍｉｎ。将清洁纯化回收后的
ＰＣＲ产物送往北京鼎国昌盛生物技术有限责任公
司进行测序。将测得的１６ＳｒＤＮＡ序列结果提交到
ＧｅｎＢａｎｋ数据库，并利用基本局域联配搜寻工具
（Ｂｌａｓｔｎ）将菌种的１６ＳｒＤＮＡ序列与 ＧｅｎＢａｎｋ数据
库中已登录的序列进行同源性比对，对菌株进行分

子鉴定。采用软件ＭＥＧＡ７．０构建１６ＳｒＤＮＡ系统
发育树。

１．３　耐钒菌株在不同钒浓度下的生长情况
从－７０℃冰箱中取出保藏好的菌株将其活化，

将菌株接种于已配置好的灭菌的培养基，于３０℃、
１２０ｒ／ｍｉｎ恒温摇床上振荡培养２４ｈ，作为种子液备
用。取一定量的种子液转入盛有１００ｍＬＬＢ液体培
养基的２５０ｍＬ三角锥形瓶中，加入一定量的钒溶
液，使培养基中最终钒浓度为２０ｍｇ／Ｌ，每个处理３
个重复，于３０℃恒温摇床上振荡培养（每隔４ｈ取

次样）０、４、８、１２、１６、…、５６、６０ｈ后取样，使用紫外
分光光度计在波长为６００ｎｍ处测定吸光值 Ｄ６００ｎｍ，
并记录。以不加钒为对照。

１．４　攀枝花巴关河西渣场区采样样品钒含量的
测定

样品的 ｐＨ值测定：配制 ｐＨ值分别为 ４．００、
６８６、９１８的３种不同 ｐＨ值标准缓冲液，使用 ｐＨ
计测量样品的ｐＨ值。

样品消解：取水样 ２ｍＬ，加入 ６ｍＬ浓 ＨＮＯ３
１０ｍｉｎ后加入２ｍＬ的过氧化氢溶液，利用高温高
压消解泵进行消解，将消解后的溶液稀释到一定倍

数。最后用电感耦合等离子体质谱仪（ＩＣＰ－ＭＳ）检
测样品钒含量。

１．５　耐钒菌株在不同钒浓度下对钒的去除能力
将９０ｍＬ液体培养基装入２５０ｍＬ培养瓶中，高

温高压灭菌后冷却至不烫手时，在超净工作台里取

经过液体培养基过夜活化的菌液２００μＬ接入到冷
却的培养瓶中，加入１０ｍＬ已过滤灭菌的偏钒酸铵
溶液母液（钒离子浓度为１、１０、１００ｍｇ／Ｌ），使得培
养基钒离子最终浓度分别为０．１、１．０、１０．０ｍｇ／Ｌ，
这些浓度的设置是根据渣场实地钒含量的大概范

围来设定的。２种菌液各取２μＬ，依次加入到浓度
为０．１、１．０、１０．０ｍｇ／Ｌ的液体培养基中，每个浓度
做３个重复，用等体积液体培养基不接菌的空白样
作对照。培养８ｄ后，吸取５ｍＬ菌液于离心管中，
在高速冷冻离心机上 １００００ｒ／ｍｉｎ条件下离心
１０ｍｉｎ，取上层清液，用ＨＮＯ３和Ｈ２Ｏ２进行消解，用
ＩＣＰ－ＭＳ测定消解液中钒离子含量。按照上述方
法进一步检测菌株在不同钒浓度下的去钒率。菌

体对钒的去除率（Ｒ）按如下公式计算：
Ｒ＝（Ｃ０－Ｃ）／Ｃ０×１００％。

式中：Ｃ０为空白培养液钒浓度，ｍｇ／Ｌ；Ｃ为去钒后培
养液钒浓度，ｍｇ／Ｌ。
１．６　数据处理

采用 Ｅｘｃｅｌ２０１６处理试验数据并进行误差分
析；采用Ｏｒｉｇｉｎ９．０软件对数据进行拟合。

２　结果与分析

２．１　菌落形态观察及生长情况
２．１．１　耐钒菌株的筛选　通过采用含钒 ＬＢ固体
和液体培养基进行驯化培养，从水样和和池塘淤泥

中各筛选出１种对钒具有高耐受性的菌株，分别标
记为ＰＦＷＴ０１和ＰＦＹＮ０１。它们能在含钒固体培养
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基上生长，若继续增加培养基含钒浓度，平板不冷

凝，２种菌株能在较高浓度的钒固体平板上生长，说
明２种菌株具有高耐钒抗钒性能。培养２ｄ后，２种
菌株在固体培养基上的菌落和菌苔出现不同程度

的颜色变化（图１）。在液体培养基中同样出现变色

的现象（图２）。菌株 ＰＦＹＮ０１和 ＰＦＷＴ０１具有降低
钒的价态从而还原钒的能力，在高浓度钒培养基

中，菌株ＰＦＷＴ０１同菌株 ＰＦＹＮ０１所观察到的现象
一致，说明菌株 ＰＦＷＴ０１、ＰＦＹＮ０１均具有还原钒的
能力。

２．１．２　菌株 ＰＦＷＴ０１的形态学特征　在 ＬＢ培养
基上，３０℃下培养２４ｈ后，菌株 ＰＦＷＴ０１形成不规
则圆形，表面光滑湿润，菌落中央稍有凸起，边缘不

整齐，质地软，橙黄色，色素不扩散的菌落（图３－ａ）。
革兰氏染色后，在显微镜下呈紫色，为革兰氏阳性。

在显微镜下观察发现，ＰＦＷＴ０１为短杆菌，两端钝圆
（图３－ｂ）。
２．１．３　菌株ＰＦＹＮ０１的形态学特征　在ＬＢ培养基
上，３０℃下培养２４ｈ后，菌株 ＰＦＹＮ０１形成近似圆
形，表面光滑湿润，边缘不整齐，质地软，乳白色，色

素不扩散的菌落（图３－ｃ）。革兰氏染色后，在显微
镜下呈紫色，为革兰氏阳性。在显微镜下观察发

现，细胞呈杆状，两端钝圆（图３－ｄ）。
２．１．４　耐钒菌株的生理生化鉴定　通过对２种菌
株生理生化试验得出，在淀粉水解试验中，菌株

ＰＦＷＴ０１、ＰＦＹＮ０１都能使淀粉水解；在甲基红试验

中，菌株 ＰＦＷＴ０１显阴性，菌株 ＰＦＹＮ０１显阳性；在
Ｈ２Ｓ试验中，菌株 ＰＦＷＴ０１能使培养基产生黑色硫
化铅，而菌株ＰＦＹＮ０１不能；２种菌株都不能水解明
胶和油脂；在糖类发酵试验中，菌株 ＰＦＷＴ０１显阴
性，菌株ＰＦＹＮ０１显阳性（表１）。
２．１．５　耐钒菌株的分子鉴定　经北京鼎国昌盛生
物技术有限责任公司测序，获得２菌株的１６ＳｒＤＮＡ
序列。采用序列局部相似性查询系统（ＢＬＡＳＴ）进
行序列比对分析，利用生物分析软件 ＭＥＧＡ７．０构
建２株菌株的系统发育树，结果（图４、图５）表明，菌
株 ＰＦＷＴ０１与 ＥｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｐｒｏｆｕｎｄｕｍｓｔｒａｉｎＢ０９
的亲缘关系较近，同源性为９９％，在进化树中与微
小杆菌在同一类群中，它们的亲缘关系最近；菌株

ＰＦＹＮ０１与 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．Ｌ２５亲缘关系较近，同源性
为９９％。
　　根据以上形态学观察、１６ＳｒＤＮＡ序列及系统进
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表１　菌株ＰＦＷＴ０１、ＰＦＹＮ０１的生理生化特性

试验 ＰＦＷＴ０１ ＰＦＹＮ０１

淀粉 ＋ ＋

油脂 － －

甲基红 － ＋

Ｈ２Ｓ ＋ －

明胶 － －

葡萄糖 － ＋

蔗糖 － ＋

　　注：“＋”为阳性或产酸，“－”为阴性或不产酸。

化发育树分析结果可得出，从攀枝花巴关河西渣场

堆渣区旁池塘水样中得到的微生物ＰＦＷＴ０１可鉴定
为微小杆菌Ｅｘｉｇｕｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．；从渣场堆渣区旁池
塘淤泥中得到的微生物ＰＦＹＮ０１可鉴定为芽孢杆菌
Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．。
２．２　耐钒菌株在２０ｍｇ／Ｌ钒浓度下的生长情况
２．２．１　菌株 ＰＦＷＴ０１的生长曲线测定　由图６可
知，从对数期一直到生长稳定期前期，菌株 ＰＦＷＴ０１
在有钒条件下Ｄ６００ｎｍ大于无钒条件下。菌株在有钒
条件下培养４４ｈ时Ｄ６００ｎｍ最大。菌株在无钒条件下
培养４８ｈ时Ｄ６００ｎｍ最大。说明一定量的重金属钒对
细菌的生长可能有一定的促进作用的；另外可能是

由于５价钒转化为４价钒，引起了菌液颜色变化，使
得在有钒条件下菌液Ｄ６００ｎｍ偏大。
２．２．２　菌株 ＰＦＹＮ０１的生长曲线测定　从图７可
得出，从对数期一直到生长稳定期开始，菌株

ＰＦＹＮ０１在有钒条件下 Ｄ６００ｎｍ值大于无钒条件下。
菌株在有钒条件下培养３６ｈ时Ｄ６００ｎｍ最大。菌株在
无钒条件下培养４２ｈ时Ｄ６００ｎｍ最大。说明一定量的
重金属钒对细菌的生长可能有一定的促进作用的；

另外可能是由于５价钒转化为４价钒，引起了菌液
颜色变化，使得在有钒条件下菌液Ｄ６００ｎｍ偏大。
２．３　耐钒微生物的钒去除能力
２．３．１　样品钒含量　水样的 ｐＨ值为８．６１，呈碱
性，这说明前述培养的菌株适合在碱性条件下生

长。如 表 ２所 示，渣 场 淤 泥 处 的 钒 浓 度 为
０．４９９ｍｇ／Ｌ，渣场边的池塘水钒浓度为０．１０６ｍｇ／Ｌ。
２．３．２　耐钒菌株在不同钒浓度下对钒的去除能力
　如图８所示，在培养液的钒浓度为 ０．１ｍｇ／Ｌ时，
２种菌株 ＰＦＷＴ０１、ＰＦＹＮ０１对钒去除率的最高，分
别为８４．５％、７６．９％；随着培养液中钒浓度的升高，
菌株对钒去除率逐渐降低；在培养液的钒浓度为

１０ｍｇ／Ｌ时，２菌株对钒的去除率差异不大，分别为
３２．８％、３１．７％；当培养液中钒离子浓度为１０ｍｇ／Ｌ
时，菌株ＰＦＷＴ０１对钒的去除率要比ＰＦＹＮ０１低，菌
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表２　样品中的钒浓度

采样处
钒浓度

（ｍｇ／Ｌ）

渣场淤泥 ０．４９９

池塘水样 ０．１０６

株ＰＦＷＴ０１、ＰＦＹＮ０１对钒的去除率分别为 ９．７％、
１５．０％。

筛选的２种菌株通过间接或直接的氧化作用，
在厌氧条件下与乳酸盐、甲酸盐和丙酮酸盐等共同

作用，将Ｖ５＋还原成 Ｖ４＋，并最终形成含 Ｖ４＋的固体
沉淀，这与Ｃａｒｐｅｎｔｉｅｒ等的研究结果［１５］一致。

３　讨论与结论

本试验从污染水样和淤泥中筛选出对钒具有

较高抗性的菌株 ＰＦＷＴ０１和菌株 ＰＦＹＮ０１，分别对
其进行了形态观察、１６ＳｒＤＮＡ测序及系统进化树分
析，确定了菌株 ＰＦＷＴ０１为微小杆菌，菌株 ＰＦＹＮ０１
为芽孢杆菌。微小杆菌在分解有机污染物，如农

药、石油和偶氮染料等，转化重金属，根际促生，工

业污水处理等领域有很大的应用潜力［１６］。研究发

现，芽孢杆菌通过使 Ｃｕ、Ｃｄ和 Ｐｂ等以硅酸盐或氢
氧化物形式结合在其细胞表面来吸附重金属［１７］。

结合这２种菌在已报道中的研究成果，它们有望用
于对土壤和水体的重金属修复。

２种菌株在培养基钒含量为０．１ｍｇ／Ｌ时对钒
的去除率最高，达到８０％左右，随着培养基钒浓度
的升高，去除率逐渐下降；在钒浓度为１．０ｍｇ／Ｌ时，
２菌株对钒的去除率无明显差异，分别为３２．８％、
３１．７％；在钒离子浓度为 １０．０ｍｇ／Ｌ时，菌株
ＰＦＷＴ０１、ＰＦＹＮ０１对钒的去除率最低，分别为

９７％、１５．０％。试验结果说明，不同菌株对钒的去
除能力有其适应的钒离子浓度范围，筛选的菌株在

钒污染土壤处理中具有良好的应用前景。
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