
! 引言
镉主要来源于采矿!冶金!电镀!化工等行业的生产废

水"是对生态环境危害很大的重金属污染物"因此其治理问
题受到国内外的广泛关注# 微生物在治理重金属污染中有着
很大的应用前景"尤其是利用耐重金属的微生物处理污水或
土壤中的重金属"比传统的物理化学处理方法更具优势 !"#$

生物对重金属的吸附作用取决于吸附剂本身的特性和

金属自身对生物体的亲合性"包括络合%配位!离子交换!无机
微沉淀!氧化还原!静电吸附等物理化学过程 !$%&#$ 从细胞的离
子代谢看主要包括简单扩散!载体跨膜运输!离子泵运输!离
子通道等$ 从细胞结构看主要有细胞外积累沉淀!细胞表面
吸附沉淀和细胞内积累!’%(#$ 目前对吸附机制的研究多侧重于
吸附位点和细胞形态变化 !)%*+#"对吸附过程中的离子代谢!物
质代谢及其与细胞形貌变化关系的研究较少"对于微生物作

从沈阳张士开发区附近的受镉污染土壤中筛选出 $ 株高耐镉性菌株 "#!经形态学观察和生理生化鉴定及 $%"&’() 序列分
析!鉴定 "# 为蜡状芽孢杆菌"!"#$%%&’ #()(&’#$ "# 在吸附镉的过程中!伴随着 *+%,-.+%(-+%/0.+等阳离子的大量释放!同时解吸

率也随 12 值的改变而改变$ 利用扫描电镜%能谱及红外光谱分析 "#吸附镉前后的细胞微观形貌%元素含量变化和官能团的改变!
结果表明!吸附后 "# 的表面基团本身没有改变!只是基团的特征吸收带位置%强度和宽度都发生了一定的变化$ 静电吸附%离子交
换作用%表面配合作用是 "#对镉的吸附过程中最主要的途径$对吸附机制的研究为生物吸附法处理重金属并在实际生产中加以利
用提供了理论基础$
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为生命体!其细胞内外生理生化反应在生物吸附中的作用机
制还不甚了解"
本研究所用菌株是从沈阳张士开发区附近的受镉污染

区中筛选出的 ! 株高耐镉性蜡状芽孢杆菌 "#"通过吸附与解
吸实验!利用扫描电镜#能谱#红外光谱等多种分析手段!对
重金属镉的吸附机制进行了较为深入的讨论"

! 材料与方法
!"! 仪器与主要试剂
仪器$台式离心机%上海安宁科学仪器厂&!$%"&’’( 原子

吸收分光光度计%北京普析通用仪器责任有限公司&!)*+,-.
精密 )*计%上海精密科学仪器有限公司&!/"0,1-1(23扫描
电子显微镜 %日本电子公司&!45( 型傅里叶变换红外光谱仪
%美国 6789:;<仪器公司&!=>?"$ .!((!@ 型能谱仪%美国热电
公司&!ABC,1(@! 型真空干燥箱 %上海精宏实验设备有限公
司&"
主要试剂$ 镉粉 %’’D’’’E! 中国医药上海化学试剂公

司&!氯化钠%光谱纯!北京化工厂&!牛肉膏%北京奥博星生物
技术责任有限公司&!蛋白胨%北京奥博星生物技术责任有限
公司&!氯化钾%光谱纯!天津市化学试剂三厂&!碳酸钙%工作
基准试剂!天津市化学试剂研究所&!氧化镁%光谱纯!国药集
团化学试剂有限公司&!戊二醛%FGE!天津市科密欧化学试剂
开发中心&!溴化钾 %优级纯!北京化学试剂公司&!无水乙醇
%分析纯!国药集团化学试剂有限公司&"

!"# 菌株的鉴定
分别用牛肉膏!蛋白胨培养基!0HIH培养基!3HJH培养基!

吲哚培养基!明胶水解培养基!休和利夫森二氏培养基!肉汁
胨培养基培养!对菌体进行生化特性测定 K!-L!观察实验结果"

!1"MA6% 的序列测定由中国工业微生物菌种保藏管理中心
完成!将 "# 测序结果中的 !1"MA6%序列进行同源性比较"
!"$ 吸附与解吸
用蒸馏水洗涤离心分离后的菌体!直到上清液与蒸馏水

的电导率基本相同!称量!加入已知浓度的重金属离子溶液!

恒温振荡 !GN7O!离心分离!利用原子吸收分光光度法测定上
清液中的 .P@Q#RQ#.S@Q#6SQ#0T@Q离子浓度"
将离心后的沉淀加入到蒸馏水中 ! 调节 )* 值分别为

FHG#1HG#5HG#UHG#’HG!定容到与吸附实验时相同的体积 !同样
温度振荡 @V!取上清液测定溶液中 .P@Q的浓度"

解析率W!P XY!G&!Z %!&
式中 !!(是 .P@Q的初始浓度 !! 是吸附后上清液中 .P@Q的浓

度!!P是解吸附后 .P@Q的浓度"

!"% 红外光谱分析
将离心分离后的菌体用蒸馏水洗涤 - 遍!F(!真空干燥

后与光谱纯溴化钾一起在玛瑙研体中研磨!然后取适量的粉
末进行压片 K!!L" 用红外光谱仪对样品进行测定"

!"& 扫描电镜与能谱分析
将离心分离后的菌体用蒸馏水洗涤 - 遍!经过戊二醛固

定!乙醇梯度脱水!干燥以及喷金后 K!@L!利用扫描电子显微镜
%"?0&观察菌体表面特征并进行能谱测定"

# 结果与讨论
#"! 菌种鉴定
在光学显微镜下观察 "#菌体形态为杆状!芽孢中生!呈

椭圆形%图 !&"该菌株在固体培养基上的菌落不透明!呈乳白
色!圆形!表面光滑湿润#边缘不整齐!较黏稠!易挑起"革兰氏
染色后!颜色为红色!为阳性菌"其生理生化特性如表 ! 所示!
与蜡状芽孢杆菌 %"#$%&&’( $)*)’(&最为相似 K!-[!4L!同时在采用

!1"MA6% 序列分析法进行同源性比较中发现!"# 的 !1"MA6%
与 "#$%&&’( $)*)’( 的同源性达到 ’UH-E以上"

#"# 菌体在去除镉过程中离子交换情况
R#6S#.S#0T 是细胞内大量存在的元素K!FL"R以离子状态

存在!是许多酶的活化剂!参与物质运输和能量代谢!且电荷
密度低!具有扩散通过细胞膜的能力" 6S 是细胞内交换很快
的阳离子!主要调节渗透压!保持细胞内合适的水活度及酸
碱平衡"0T 在整个细胞的新陈代谢过程中起着各种重要的催
化作用" .S 是形成细胞壁的必要结构成分!可作为细胞外酶
的辅因子" 菌体吸附 .P@Q前后上清液中 RQ#6SQ#.S@Q#0T@Q离子

表 ! 菌株生理生化鉴定结果
’()*+ ! ,-+./0102(/03. 31 456703*3802(* (.- )0325+902(*

25(:(2/+:07/027 31 )(2/+:0(* 7/:(0.

图 ! 菌株 ;< 在光学显微镜下的照片
=08" ! >02:37234+ 453/38:(45 31 )(2/+:0(* 7/:(0. ;<

鉴定项目 鉴定结果

菌体颜色

淀粉酶活性

明胶水解

氧化酶活性

吲哚反应

过氧化氢酶

甲基红试验

乙酰甲基甲醇试验

厌氧硝酸盐产气

葡萄糖发酵氧化

乳白

Q%阳性&
Q

,%阴性&
,
Q
Q
Q
Q
发酵产酸
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含量分别增加 !"#$%"& !’%(& ’!%)& $!(%*!+",-./! 浓度均高于
吸附前溶液中的浓度!说明当重金属离子溶液加入到细菌悬
浮液中时!重金属被微生物吸附到菌体表面!而微生物体内
的 01!231!4-+1!53+1被置换下来!发生离子交换作用" 细菌中
释放出来的 01!231!4-+1!53+1量的大小!反映了吸附过程中发
生离子交换的程度"

!"# 对吸附 $%!&的菌体的解吸附

菌体吸附 56+1达到平衡后! 调整 78 值为 "%9! ’%9! #%9!
)%9! (%9 时分别进行解吸实验!测定解吸率#图 +$% 可见!78
值升高或降低都能使吸附在菌体表面的 56+1一部分解析下

来!78 值的改变能够影响到细菌表面所带电荷!说明静电吸
附在吸附过程中起到了一定的作用"

!"’ () 细胞表面的能量分析谱
图 ! 为吸附了 56+1的菌体 :; 细胞表面的能量分析谱!

从图 ! 可看出!尽管菌体细胞经过多次淋洗处理!细胞表面
成分中还是含有镉!说明该菌体已经有效地吸附了镉"

!"* 菌体吸附前后红外光谱图及结果分析
将吸附前后的菌体样品进行红外检测!光谱图如图 * 和

图 " 所示" !*+9<,=$ 附近的吸收带是&>8 的伸缩振动吸收
带!&>8 的伸缩振动吸收带频率不随分子的结构发生变化!
具有强烈的特征性% $’"$<,=$附近的吸收带是羧酸的羰基吸

收谱带!5 >’&5>>8$的伸缩振动吸收出现在 $’99<,=$和

$*99<,=$附近!这是分别来自 5 >’&5>>8$基的反对称和
对称的伸缩振动!除羰基吸收带外!羧酸还有 ! 个特征吸收
带! 即位于 !*+9<,=$ 附近的&>8 吸收带 ($+#"<,=$ 附近的

5&> 伸缩振动吸收带及 $!)!<,=$附近的&>8 变形振动吸

收带% $+#"<,=$附近的吸收带还有 5&2 伸缩振动吸收带%
!*+9<,=$附近的吸收带还是各种氨基酸&281

!的伸缩振动吸

收带!!*+9<,=$附近的吸收带也是 2&8?28+@基的伸缩振动
吸收带%+(’9<,=$附近的小双峰吸收带是&:8基的伸缩振动
吸收带%

红外光谱分析表明 ! 蜡状芽孢杆菌 :; 细胞成分中含
有&>8(5 >(&5>>8(&:8(&28+等大量基团% 在细菌
表面遇到重金属离子时! 这些基团都含有大量孤电子对!可
以成为电子供体!为表面配合吸附提供了基础% 吸附前后!光
谱图形状相似!但菌体有机基团的特征吸收带位置(强度和
宽度都发生了一定的变化%

!"+ 扫描电镜的观察
图 ’(图 #是吸附前后菌体扫描电镜图片%自然状态的菌

体是游离的(未变形的(完整的细胞体!菌体呈杆状% 吸附了

56+1的细菌细胞有变形!并相互键合成一体% 从 :; 的显微形
态图可以证实!带有正电荷的(有空轨道的重金属离子与表
面带负电的(能提供孤电子对的大量菌体表面有机基团键合
成片!有可能存在表面配合作用%

图 ! 不同 ,- 值对菌体 ()吸附 $%!&的解吸影响

./0" ! 12345,6/47 523896 4: () ;299 </6= 523,2;6 64
$%!& >0>/736 ,- ?>982

图 # 吸附了 $%!&的菌体 ()细胞表面的能量分析谱
./0" # @7250A 3,2;658B 4: () ;299 >:625 >%345,6/47 4: $%!&

图 * () 吸附 $%!&后的红外光谱图

./0" * (,2;65405>B3 4: () >:625 >%345,6/47 4: $%!&

图 ’ () 吸附 $%!&前的红外光谱图

./0" ’ CD 3,2;65405>B3 4: () E2:452 >%345,6/47 4: $%!&
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! 结论
通过生理生化实验与 !"#$%&’ 序列分析法进行同源性

比较 ! 鉴定高耐镉性细菌 #( 为蜡状芽孢杆菌 "!"#$%%&’
#()(&’#! 其细胞成分中含有$)*%+ )%$+))*%$#*%$
&*,等大量基团& 吸附前后!菌体表面所带基团没有改变!而
菌体有机基团的特征吸收带位置%强度和宽度都发生了一定
的变化& 蜡状芽孢杆菌 #( 能够对 +-,.有效地吸附! 静电吸
附%离子交换作用%表面配合作用是主要吸附机制&
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