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　　摘要：铁、锰氧化物可以富集、钝化重金属，在一定程度上阻止其进入水稻根系，对于土壤污染修复，降低水稻污染
风险有重要的生态意义。采用改良纤毛菌培养基，单菌落稀释转接法分离纯化铁锰氧化菌，分析相关菌株的形态特

征，对菌株的１６ＳｒＲＮＡ基因序列进行测定分析，对其及产物进行电镜扫描与能谱分析，并分析产物对重金属镉的吸附
效率。结果分离得到具有铁锰氧化功能的菌株５株，形状为椭球至短杆状，均为不动杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ）。能谱分
析表明，除ＭＯＢ４之外菌株样品均有明显Ｆｅ和Ｍｎ波峰，以及Ｏ波峰，推断有大量铁锰氧化物存在。液体培养表明，
接种菌株可使培养液中的镉含量下降３５．２５％，下降率远高于对照。综上所述，通过筛选获得菌株为不动杆菌属，具
有氧化铁、锰的功能，并可能促进介质中氧化铁的生成，进而提高对介质中溶解态重金属镉的吸附。
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　　铁（ｉｒｏｎ，Ｆｅ）和锰（ｍａｎｇａｎｅｓｅ，Ｍｎ）是地壳中占
比较大的２种过渡金属元素。两者生物、化学性质
均比较活跃，在自然环境中极易生成活性表面积较

大的氧化物。铁锰氧化物以及铁锰氢氧化物，具有

较大的比表面和大量的—ＯＨ基团，参与土壤中多
种离子的吸附与解吸过程，并表现出一定的氧化还

原作用。除了对钙、磷等离子具有较强的吸附作用

外，对镉、铅、砷等重金属（或类重金属）元素以及有

机物也具有一定的吸附作用［１－２］。含铁矿物在酸碱

度和氧化还原条件发生改变时易发生氧化或还原

作用以及沉淀或溶解作用，决定着含铁矿物中铁和

其他有关金属元素在土壤中的存在形态、转化特征

和生物活性［３］，充当土壤重金属元素的固定钝化剂

或改良剂，成为一种重金属生物污染的地球化学

屏障。

铁是高等生物必需的微量营养元素，同时在特

定条件下成为细菌的潜在能源物质［４］。微生物参

与铁氧化过程有主动与被动作用。前者通过酶反

应将Ｆｅ（Ⅱ）氧化成Ｆｅ（Ⅲ），从而获得能量；后者则
作为结合和成核表面而促进氧化铁在细胞壁和胞

外聚合物上的沉淀。此外，由微生物代谢引起的ｐＨ
值变化和某些细菌渗出物的产生也可能有利于铁

氧化物形成［５］。在对二十余种湿地植物进行调查

时发现，根际有铁细菌的存在概率达到９２％［６］，其

中，由微生物活动形成的铁氧化物占到铁氧化物总

量的５０％～９０％ ［７－８］。微生物介导产生的铁氧化

物可以进一步催化铁氧化过程。

锰的价态同样较多，经常参与土壤中一系列的

生物和地球化学过程，尤其是与铁等其他金属的氧

化过程有着密切的联系。锰氧化菌在海洋和陆地

均有分布，它可以通过酶直接将锰氧化，也可以通

过生理活动改变环境的 ｐＨ值和氧化还原电位
（Ｅｈ），促进锰的化学氧化［９］。微生物在锰的氧化过

程中的作用要远大于非生物氧化作用［１０］，甚至常被

认为是推动自然界中锰氧化物形成的主要贡献

者［１１］。据报道，典型的锰氧化细菌为异养微生物，

并不从锰氧化过程中获取能量，介导锰氧化过程可

能是为了减轻重金属及紫外线胁迫等危害因子。

铁锰氧化菌是指可以同时氧化铁锰并从过程

中获得能量的微生物，这一过程伴随着能量代谢及

呼吸电子传递等。近些年来，由于对水体金属污染

处理的关注，不少学者对铁锰氧化菌进行了相关研
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究［１２－１３］。蛋白胨酵母膏完全培养基（ＰＹＣＭ）因对
锰氧化菌具有较强选择性而常被用来筛选锰细

菌［１４］。在自然界中，铁、锰氧化菌往往伴生存在，因

此另加入柠檬酸铁铵，可同时检测细菌对铁的氧化

能力。

水稻是我国最重要的粮食作物，水稻产量占我

国粮食总产量的４０％以上。水稻长期生长在淹水
环境，根系通气组织发达，可以向根际土壤泌氧，造

成土壤微域氧化还原电位差和铁氧浓度梯度，从而

为铁氧化菌提供良好生境［１５］，微生物介导形成的氧

化铁可吸附于植物根际周围，形成铁膜［２］。铁膜的

成分除了铁氧化物外，还含有一定比例的锰氧化

物，铁膜对多种重金属具有吸附作用［１６］。如常见于

稻田的周丛生物即为铁锰氧化物、微生物以及微生

物分泌的有机物和其他有机物所组成，在稻田重金

属固定方面具有积极意义［１７］。铁膜的存在不仅影

响到水稻对污染元素的吸收与累积，也在一定程度

上影响着营养元素的吸收与累积［１８－２０］，进而影响粮

食的营养和安全问题，因此关于铁膜的研究被广泛

关注［２１］。

研究发现，细菌可能在调控水稻田铁膜产生过

程中起着关键作用，但目前对于水稻土铁锰氧化菌

的研究还有待深入。本试验采用改良的纤毛菌培

养基对富铁水稻田土壤铁锰氧化菌进行富集、纯

化，从系统分类学上对菌种进行鉴定，并对其形态

学及氧化产物以及其对重金属的吸附进行进一步

分析，明确了其氧化铁锰的效果，结果可为研究稻

田重金属污染治理提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　样品采集
供试稻田土壤样品采自江苏省镇江市丹徒区

荣炳镇南庄村。土壤有机质含量范围２５％ ～３５％，
土壤 ｐＨ值 ６．０左右，耕作层生物可利用还原态铁
含量为２．０ｍｇ／ｇ（干土）。采集水稻分蘖期根际土
壤用于培养铁锰氧化细菌。

１．２　培养基准备
改良纤毛菌培养基（ｍｏｄｉｆｉｅｄＬｅｐｔｏｔｈｒｉｘｍｅｄｉｕｍ，

简称培养基 Ａ）：２ｇ／ＬＭｎＣＯ３·Ｈ２Ｏ２、０．３ｇ／Ｌ
ＮＨ４Ｃｌ、１ｇ／Ｌ酵母提取物、１ｍＬ／Ｌ微量元素（ＴＥＳ）
溶液、１ｍＬ／Ｌ维生素（Ｖｉｔ）溶液（ＡＴＣＣ配方）、
２ｍＬ／Ｌ柠檬酸铁溶液（将２．８３ｇ硫酸亚铁和３ｇ柠
檬酸三钠分别溶解后混匀，定容至 ２０ｍＬ，以

０．２２μｍ无菌滤膜过滤后冷冻保存）、２０ｇ／Ｌ琼脂。
缺铁的改良纤毛菌培养基（以下简称培养基

Ｂ）的配方为 Ａ培养基去掉柠檬酸铁溶液。缺锰的
改良纤毛菌培养基（以下简称培养基 Ｃ）的配方为
培养基Ａ去掉ＭｎＣＯ３·Ｈ２Ｏ。
１．３　菌种分离与筛选

将土壤样品以等同于生理盐水的矿物营养液

在１０－８～１０－１进行梯度稀释，并各取１００μＬ均匀涂
布在Ａ培养基上。在２５℃条件下培养３ｄ后挑取
单菌落转接至新的平板上，经４～５次转接，可得到
单菌落。将分离得到的细菌接种到事先准备好的

培养基Ａ、Ｂ、Ｃ上，在２５℃条件下培养１周，对其生
长状况进行观察记载。采用亮柏兰（ＬＢＢ）染料对可
能生成的锰氧化物进行检测。

１．４菌种系统分类鉴定
挑选生长较好的菌落，采用Ｅｚｕｐ柱式细菌基因

组ＤＮＡ抽提试剂盒（生工，ＳＫ８２５５），按供应商步骤
提取细菌ＤＮＡ。采用通用细菌引物扩增１６ｓｒＤＮＡ，
所用试剂盒为 ＢｉｇＤｙｅＴｅｒｍｉｎａｔｏｒｖ１．１试剂盒。引
物为２７Ｆ（５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′）与
１４９２Ｒ（５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′）。通
过１％琼脂糖凝胶电泳观察 ＰＣＲ产物生成情况，并
进行纯化回收（ＳａｎＰｒｅｐ柱式 ＤＮＡＪ胶回收试剂盒
ＳＫ８１３１）。纯化的ＰＣＲ产物用于 Ｓａｎｇｅｒ测序，测序
平台为 ＡＢＩ测序仪（３７３０ｘｌＤＮＡＡｎａｌｙｚｅｒ）。采用
ＤＮＡＭＡＮ将测定序列拼接后，使用 ＮＣＢＩ在线 Ｂｌａｓｔ
数据库进行比对（Ｂｌａｓｔｎ），比较所获序列与已知核
酸序列的同源性。下载近缘序列，并采用软件系统

进化数构建软件ＭＥＧＡ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｍｅｇａｓｏｆｔｗａｒｅ．
ｎｅｔ／）对序列进一步分析，并采用Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ方
法建立菌种的系统发育树。

１．５　扫描电镜（ＳＥＭ）与ＥＤＳ能谱分析
将生长３ｄ左右的完好菌落从培养基上切取下

来，参照扫描电镜样品处理常规方法先进行固定

（２．５％ １，５－戊二醛电镜专用固定液），洗涤后脱水
（分别采用３０％、５０％、７０％、８０％、９０％梯度浓度乙
醇）、经过ＣＯ２临界点干燥后，进行喷金处理。最终
所得样品采用环境扫描电子显微镜（ＰＨＩＬＩＰＳ，
ＸＬ３０ＥＳＥＭ）进行分析观察。选取合适区域进行
ＥＤＳ能谱分析（加速电压为０．５～２０．０ｋｅＶ，放大倍
数为３５０００倍）。上述测定于扬州大学理化测试中
心进行。

１．６　菌株对镉的耐性及吸附的影响
选取菌种 ＭＯＢ８，采用不加琼脂的改良纤毛菌
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培养基Ｃ，分别加入终浓度为０、０．２５、０．５０、０．７５、
１．００ｍｇ／Ｌ的 Ｃｄ２＋（ＣｄＣｌ２），接种后于 ２５℃摇床
（１２０ｒ／ｍｉｎ）培养１周，观察记录菌种生长情况。最
后添加最终浓度为５．０ｍｇ／Ｌ的 Ｃｄ２＋，分别于１、３、
５、７、９ｄ取样，离心过滤，用原子吸收法测定溶液中
Ｃｄ２＋浓度，以评估菌株及其产物对镉的吸附能力。

２　结果与分析

２．１　铁锰氧化菌的筛选
在接种土壤稀释浓度平板上选取１２株有铁锈

色的菌落，采用划线稀释法转接进行。在继续培养

时，发现有的菌落颜色加深，推测可能是由于所产

生的色素积累所致，舍弃该类菌，继续其他菌种的

转接与纯化。最终获得４株具有潜在铁锰氧化功能
的菌株，分别编号为ＭＯＢ４、ＭＯＢ８、ＭＯＢ９和 ＭＯＢ１１

（图１）。
几株菌的菌落相对较小，生长速度慢，表面光

滑黏稠，呈赭黄色或棕褐色，菌落中心颜色深且颜

色不随培养时间变化。在菌株生长过程中，发现有

一些菌株的菌落四周产生赭色晕圈，如菌株 ＭＯＢ４
与ＭＯＢ１１在 ３种培养基上均出现红棕色晕圈。
ＬＢＢ染色鉴定也发现有氧化锰产物的生成。

相对而言，菌株 ＭＯＢ８在含铁和锰的培养基
（Ａ）上生长得较快，而在缺锰的培养基（Ｃ）上所形
成的菌落最大。在缺锰的Ｃ培养基上前４ｄ未见生
长，１周后开始出现明显菌落，后期逐渐增加。同
样，菌株ＭＯＢ９在含铁锰的培养基（Ａ）上生长状况
最佳，培养的前４ｄ在 Ｃ上也未见生长，８ｄ后开始
出现菌落（图１）。可见缺锰对这２株菌影响要大于
缺铁。

２．２　菌落扫描电镜（ＳＥＭ）与能谱分析结果
几株菌的扫描电镜结果（图２）表明，其细胞形

态均为球形至短杆形，大小为０．４～０．８μｍ。在细
胞表面包裹着大量的絮状物和颗粒物，这可能是细

胞生长所产生的胞外聚合物，以及一些铁、锰的氧

化产物。随机选择各株菌的电镜样品的一些区域

进行Ｘ射线能谱分析，通过分析测定细胞表面的主
要元素组成。从分析结果可以看出，除菌株 ＭＯＢ４
外，各菌株表面均有一定量的铁锰元素。菌株

ＭＯＢ８与ＭＯＢ１１的能谱图中的 Ｆｅ和 Ｍｎ波峰要高
于ＭＯＢ９，表明所含铁、锰相对较高。各菌株能谱测

定结果中氧（Ｏ）的峰值也较高，结合平板培养与氧
化物染色结果可以推测，这些菌株表面可能含有较

大比例的铁锰氧化物，其产物的具体结构与组成有

待进一步分析。

２．３　菌株的１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析
对菌株的１６ＳｒＲＮＡ基因的测序分析，采用邻

接法所构建的系统进化树（图 ３）。菌株 ＭＯＢ４、
ＭＯＢ８、ＭＯＢ９和ＭＯＢ１１在系统分类上比较接近，可
以确定为同一属。经过ＢＬＡＳＴ比对，其序列与不动
杆菌 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｇｕｉｌｌｏｕｉａｅ相似度为９９％，为近缘
物种。可以将试验筛选所得的４株菌鉴定为不动杆
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菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ）。有关该菌氧化金属铁锰的报
道尚未多见。

２．４　菌株对重金属镉吸附的影响
选取分离得到的铁氧化菌ＭＯＢ８进行液体培养

试验，发现其对镉的耐受临界浓度为０．７５ｍｇ／Ｌ，高
于此浓度生长严重受影响。因此，选择在培养基中

加入最终浓度为５．０ｍｇ／Ｌ的 Ｃｄ２＋，以检测菌株及
其产物对镉的吸附能力。在培养的４～５ｄ，接种组
瓶中变浑浊、开始出现铁锈色的氧化物，空白组无

明显变化。培养９ｄ后，接种组样品中的镉含量下
降了 ３５．２５％，空白组样品中的镉含量则下降了
５９８％。镉浓度的变化趋势和菌株液体培养中
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Ｆｅ２＋的浓度变化趋势大致相同，表明氧化铁的生成
吸附了溶液中游离态的Ｃｄ２＋。

３　讨论与结论

自然界中铁与锰元素的氧化在很大程度上取

决于微生物活动，微生物氧化作用要远高于非生物

氧化过程［２１－２２］。微生物参与形成的铁锰氧化物一

般聚集于细胞表面，与胞外聚合物一起，形成较大

的比表面［２１］。因而，相对于化学氧化产物而言，生

物铁氧化物具有更高的吸附容量，对于环境中有害

的重金属离子及一些有机污染物有较大的吸附能

力［２３］。生物铁锰氧化物对地球化学循环的贡献已

得到相关关注，来自不同环境的铁锰氧化细菌也有

报道［２１］，而来自于水稻田的纯菌种研究较少。水稻

田以淹水条件为主，以微生物驱动铁、锰氧化过程

在水稻土中十分普遍，且常常居于主导地位［２４］。鉴

于当前我国稻田重金属污染现状严峻，铁锰氧化菌

在环境生态效应及生产上应用潜力巨大。

前人研究表明，改良纤毛菌培养基（ｍｏｄｉｆｉｅｄ
Ｌｅｐｔｏｔｈｒｉｘｍｅｄｉｕｍ）是一种选择性培养基，适合用于
铁锰氧化菌的筛选。通过采用该方法所获得的铁

锰氧 化 菌 包 括 弗 氏 柠 檬 酸 杆 菌 （Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ
ｆｒｅｕｎｄｉｉ）、节杆菌属（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ）和芽孢杆菌属
（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．）等［２５－２７］。本试验通过选用改良纤毛

菌培养基，成功培养出４株具有氧化铁、锰功能的细
菌ＭＯＢ４、ＭＯＢ８、ＭＯＢ９、ＭＯＢ１１。根据１６ＳｒＲＮＡ基
因序列测定结果，结合菌种生长形态特征，将其鉴

定为Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｓｐ．。Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ常见于土壤，为
革兰氏阴性菌，严格好氧，属不动细菌属。前人从

活性污泥中分离得到该种菌［２８］，发现其具有降解苯

酚的特性。此外，该种菌被证明耐高盐与耐重金属

离子，具有耐抗生素性［２９］。但该类菌对于金属铁、

锰的氧化能并尚未多见报道。根据铁、锰氧化菌的

生长特征与元素分析结果，可以初步判断本试验分

离出的菌株对铁和锰均具有一定的氧化能力，其产

物的组成与结构特征需进一步研究。本试验初步

表明，该类细菌的生长有利于促进二价铁的氧化，

并提高对溶液中重金属镉的吸附。

综上所述，本研究从富铁的水稻田土壤中分离

筛选得到 ４株具有铁锰氧化功能的菌株，经过形态
学及分子生物学鉴定为不动杆菌（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ
ｓｐ．）。菌株的生长可吸附并降低溶液中镉的含量。
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（４）：４７３－４７８．

［２８］张海涛，刘文斌，杨海君，等．一株耐盐高效苯酚降解菌的筛选、
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