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摘 要

我国土壤重金属污染相当严重。目前全国受Cd、Cr、Pb等重金属污染的耕地面

积近2000万hm2，约占全国耕地的1／5。全国每年因重金属污染而减产粮食，直接经

济损失超过200亿元。由土壤重金属污染引发的农产品安全和人体健康事件也时有发

生，成为影响人类健康和社会稳定的重要因素。土壤重金属污染问题已经引起了全世

界的关注。世界各国都非常重视污染土壤修复技术的研究，有关微生物修复技术的研

究更是备受关注。利用微生物作为治理重金属污染的吸附剂，需要筛选和获得高吸附

能力，并且兼具吸附选择性的菌株。对菌株吸附性能和机理的研究，为化学和遗传学

方法改造生物吸附剂提供了理论依据，也为工程菌的构建提供了宝贵的原料。

本研究主要是从西昌矿区土壤中分离出对Cd2+有高耐受和高富集作用的8株菌株，

通过生理、生化实验，16S rDNA分子生物学技术对其进行菌种的分类鉴定。对菌株吸

附重金属Cd2+吸附能力做定量测定，同时测定菌株对其他金属的耐受能力。最后对筛

选所得的细菌进行质粒提取、酶切鉴定和质粒消除实验，目的对其耐受和1及附重金属

的机理有所研究。

主要研究结果：

◆从四川西昌某矿区土壤中筛选得到8株能够在液体培养基中耐Cd2+浓度在

400mg／L以上，琼脂平板上耐Cd7+浓度为800--一1500mg／L的细菌。

◆对8株菌株进行生理、生化实验和16S rDNA鉴定，菌株确定均为恶臭假单胞

菌(Pseudomonas putida．)。

◆菌株在含有少量Cd!+条件下长势好于不含Cd!+的条件下生长。在Cd2+浓度为

25mg／L的培养基中培养，10h丌始进入稳定期，在而不含Cd2+的培养基中培

养，14h丌始进入稳定期。

◆8株菌对Cd2+吸附能力不同，CD5对Cd2+的吸附率最高，为90．04％。吸附总

量2．70mg(30m1)。对照菌的吸附重量、吸附量和吸附率均为最低。

◆菌株除了对Cd2+有耐受性外，对Pb“、Zn“、Cu“、 Ni“、Mn2+也有一定的

耐受能力，但普遍不高。低于对Cd7+的耐受性。

◆在8株菌株中均提取到质粒，仍需进行进一步的研究。

关键词：Cd’+，恶臭假单胞菌，生物吸附，16SrDNA，重金属
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Abstract

Heavy metal pollution is a serious problem in China．At present，the area of cultivated

land polluted by Cd，Cr,Pb and other heavy metal is nearly 20 million hm2，about 1／5

arable land．Decreased harvest of crops by heavy metal pollution happens each year,the

direct economic loss is more than 20 billion yuan．Agricultural safety and health events

caused by the heavy metal pollution often occur,it has become the most important factor of

human health and the social stability．Heavy metal pollution has been the worldwide concern．

Every country attach great importance to study contaminated soil remediation and microbial

remediation has been taken more notice．There is great need to screen and find microbial

strains with high adsorption capacity and selective adsorption for microbial adsorbent

development for controlling heavy metal pollution The study on ability and mechanism of

adsorption provides important theory evidence for the chemical and genetic manipulations of

biological adsorbent，as well materials for the construction of engineered microbes．

8 high tolerance and high accumulation bacterial strains was screened and isolated

from the soils of mines in Xichang,Sichuan province，In addition to using physiological and

biochemical methods，1 6S rDNA molecular biology techniques had been used to identify the

classification and strains of bacteria．Quantitative analysis of adsorption of the strains for

heavy metals Cd“had been done，as well the determination of the tolerance to other heavy

metals．Finally,plasmid preparation，restriction enzyme digestion and plasmid elimination

experiments Was used to study the tolerance and adsorption mechanism of heavy metals by

these Cd“resistant strains．

Main results：

1．The 8 screened strains was able to grow at Cd2+concentration of above 400mg／L in

liquid nutrient medium and 800～1200mg／L on agar plate．

2．The 8 strains had all been identified to be Pseudomonasputida．

3．The strains could grow well at low concentration of Cd“．Stationary phase starts on

10h on 25mg／L of Cd2+and 14h on 0rng／L of Cd“．

4．The 8 strains had different adsorption abilities on Cd“．CD5 was the highest with

adsorption rate of 90．04％and adsorbance of 2．70mg(30m1)．the contol strains was the
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lowest．

5．The Strains was also tolerant for Pb2+、Zn2+、Cu2+、Ni2+、Mn2+．however lower than

Cd“．

6．Plasmid could be extracted from all the 8 strains，the further study was needed．

Key words：Cd2+；Pseudomonas putida；biosorption；16SrDNA；heavy metal
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第1章绪论

1．1课题的研究背景和目的

1．1．1课题研究背景

金属Cd在自然界中与Zn大量共存在各种天然矿藏中，其污染主要是由于矿业开

采和磷酸盐的化肥开发与使用造成的。目前农业中采用的Cd磷酸盐施肥以及工业中

Cd的开采和使用，将Cd从自然环境中纯化出来，并通过农业和工业的废水进入人类

的生存环境中。重金属由于在土壤中移动性差，而且很难被自然降解，造成土壤质量

下降，水环境恶化。长期滞留在土壤中的后果就是被植物吸收，通过食物链的积累损

害人类健康I¨。Cd是公认的三大有毒会属之一，Cd在自然界中以化合物形式存在，其

中有毒的化合物种类繁多，例如CdS，CdCl2，Cd(OH)2，(CH3COO)2Cd·3H20，

3CDS04·8H20，Cd(N03)2·4H20，C2CdN2，CdBr2，Cdl2，CdSe等。而大多数的Cd化

合物都溶于水，这使得金属Cd可以非常容易混入人的吸收途径从而对人体造成危害12J。

由于Cd并不是人体需要的元素，而摄入定量或者过量的Cd金属对身体损害很大：低

剂量的Cd可以引起。肾衰竭、骨矿密度降低、钙排泄增加及生殖等毒性，高剂量的Cd

可引起肾、肺、肝、骨、生殖效应及癌症等严重疾病13J。首次的临床Cd中毒报道见1858

年一接触碳酸Cd粉末的工人出现急性的肠胃和呼吸症状I训，Alsberg和Schwartze通过

对动物的药代动力学实验确定了多种cd中毒的临床特征，并报道了不同脊椎动物如鸟

类和狗的Cd中毒后形态变化，Prodan将猫暴露在Cd毒性气体中24小时后发现猫的

肝、肺和肾中均出现严重的损伤。类似的症状在后面的研究中不被发现。1940年报道

食物和饮水中的Cd中毒，导致中毒者出现急性的肠胃症状，Friberg于1948年详细的

报道了Cd重污染环境中工人出现的中毒症状，报告中详细的描述了尿蛋白和肺气肿症

状特征，其在后期的研究中将兔子暴露在Cd毒性化合物气体和金属粉尘中发现了动物

体内出现严重的肺气肿和尿道炎，通过每天注射放射性的Cd硫酸盐发现，在2个月的

时间中仅有微量的Cd被自然排泄出体外，同时蛋白尿症状在此期I'日J增长了50倍。R

本典型的痛痛病就是由于Cd金属中毒引起的一种骨疼病，X光扫描发现患者的长骨具

有明显的骨软化特征而其他部位的骨头如脊柱等也有问题，生物化学方法检测出骨软

化会导致血清中碱性磷酸酶和Cd磷酸盐浓度增加。如此可见金属Cd对人体具有非常

严重的危害，必须对Cd污染进行治理。

重会属污染的危害越来越得到世界各国的重视，目前治理主要可分为三类：工程治

理、物耻化学治理和尘物治王里l51。工程处理本质足将重金属集中起来，或将其从一个介

质转移到另一介质，稀释或者固化。通过客土、换土和深耕翻上与污土混合，可以降
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低土壤中重金属的浓度，减少重金属对动植物产生的毒害峄l。工程处理重金属可以缓解

污染并在短时问内降低重金属污染的危害，但是并没有减少在土壤中重金属的总量，

属于治标不治本，即使经过治理但仍然具有潜在的危害，而且工程处理工程量非常大、

处理费用也很昂贵171。另外处理后的土壤土质和肥力容易下降，并且很容易受pH值等

环境因素的影响导致残留的重金属活性增大。所以并不是一种经济，高效，永久性的

处理方法【81。

美国是最早进行化学物理治理重金属污染并成功产业化的国家，早期的方法都要

用到螫合剂，通过添加合成的螯合剂如EDTA可以增加重金属的溶解度和生物利用度。

螫合剂的分子结构能与特定的重金属形成多种配位键提高重金属在土壤中液相浓度从

而增强其流动性19J。由于有些金属离子能与土壤形成很强的键，因此必须使用如EDTA

钠盐这样的强力螫合剂，然而这样的处理方法不仅需要大量昂贵的化学螯合剂以及设

备，而且对技术的要求很高。经物理化学治理后也很容易产生化学污染，从而问接的

影响地下水和土壤的质量。例如土壤中铁和钙元素在喷洒EDTA后由于其在土壤中的浓

度要远远高于目标重金属，使之很容易与EDTA结合从而越弱螫合剂结合重会属的作用

⋯。据报道EDTA使用后螯合剂对土壤中Cu、Pb和Zn的结合量要远远大于植物在土壤

中的吸收量，这使螫合剂的使用得不偿失。因此采用对环境有毒，选择性不高而且昂

贵的物理化学处理方法不如考虑更为环保经济措施，这样可以避免采用的螯合剂对人

体造成新的损害111J。

由于化学和物理在重会属的实际处理中存在种种的缺点，绿色的生物治理也越来

越多的被人们采用。动物治理方面主要是利川蚯蚓，蚯蚓是重要的土壤有机生物之一，

在提高土壤质量方面具有不可替代的地位。它们通过进食、挖洞、排泄以及新陈代谢

等作用使得土质和营养成分都得到提高。带有COOH和CO等官能团化学物质的产生

和析出有利于酸化土壤并激活种重金属，几种胶状物质能软化土壤并与重金属离子发

生螫合作用。然而相对微生物来说由于其针对性较弱作用面较小，其处理金属离子的

效果既不显著也不稳定。根据Baker等人的研究，经过蚯蚓在土壤中的活动后pH值降

低了O．7．0．9，如果土壤是酸性的红土pH值仅降低0．03．0．18，而砂土经过处理后其pH

的降低幅度很大112l。这样来说蚯蚓对土壤中金属的效果过于依赖土壤的条件，而不能

对其中的重会属进行迅速而彻底的清除。

植物修复是通过植物吸收累积某种重金属，利用植物以及相关的微生物共存体系

作用来清理土壤中重金属的方法。根据其作用机理可以将植物修复分三类：植物吸收、

植物挥发和植物稳定。植物的吸收是通过特定的植物吸收对应的重会属减少土壤的重

金属含量从币j达到重金属的去除和回收；植物的稳定利用特殊植物将重金属钝化一般

是络合螫合等作用，降低其生物利用性及流动性，使其不能为其他的植物所利用。可通

过植物的根内部的吸收和富集、根表嘶的吸附、根附近土壤中钝化沉淀三种方式进行，
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无论何种方法都是通过激活或者降低土壤中重会属来实现。植物对重金属的作用有以

下几个方面：与重会属发生螫合作用，形成重金属螯合物分子；植物根部通过专性原

生质膜结合重金属，使之发生还原反应；根部释放质子来酸化土壤激活重金属。现在

使用最为广泛的植物超富集吸附就是植物能通过土壤的中的根系对重金属产生富集

作，几种特殊的质子从根部放出使得土壤酸化，激活重金属并提高其生物吸收的活性

【13l。整个作用过程最关键有三个因素：a．传递蛋白，带有特殊结合位点的蛋白质能将金

属离子从胞外转移到包内，Lasat发现一种植物中的Zn转移蛋白能特异吸附Zn离子将其

转移到细胞内【14】。b．生物螯合剂，作用机理同螯合剂EDTA，有些植物能排放出物质与

重金属产生螯合作用。c．有机酸，同生物螫合剂几种植物产生的有机酸能加速根部对重

金属的吸收作用。

微生物虽然不能直接的降解和破坏重金属，但微生物种类繁多具有多种特异的生

物活性和生物功能：如细胞代谢、表面生物大分子吸收转运、生物吸附、空泡吞饮、

沉淀和氧化还原反应等，这些功能能针对不同的重金属化学或物理特性与重金属发生

反应，影响重会属形态改变其在环境中的迁移与转化方式达到除去蕈金属的作用【I副。

真菌如曲霉、毛霉、青霉、根霉等对重金属都具有良好的吸附作用Il引。一些藻类如动·

胶菌、蓝细菌、硫酸还原菌等，能够在胞外产生聚合物与重金属离子形成络合物，使

重金属失去活性117J。细菌如氧化硫硫杆菌、硫酸盐还原菌、恶臭假单胞菌、铜绿假单

胞莴等对重金属都有很好的吸附作用，表1．1列出了一些细菌对不同金属的吸附能力。

微生物在修复被重金属污染的土壤方面具有独特作用例如微生物可以改变根部周围的

微环境，根据不同的机理提高植物对重金属的吸收，挥发或固定效率Il引。不同微生物活性

及机理不同使得微生物治理重金属手段灵活多变，工程菌的改造更为此类方法提供了

产业化的前景。

化学物理治理和动植物治理在除去重金属上均有着各自的不足，化学物理治理成

本过高且容易形成二次污染、动植物治理受制与环境的条件而且周期长治理也不彻底。

相比较而占微生物治理不但能达到较好的效果而且克服了化学物理治理和动植物治理

的不足，具有很好的前景。

表1-1对金属有吸附作川的细菌

Tablel．1 Bacterial biomass used for metal removal

微生物 金属 吸附能力(mg／g) 参考文献

Pseudomonas fluorescens Th，U 15，6 Tsezos and Volesky(1981)119I

Pseudomonas sp． U NA Pons and Fuste(1 993)120I

Ochrobactrum anthropi Cr,Cd．Cu NA Ozdemir el a1．(2003)121l

Thiobacillus ferrooxidans Zn 82 Baillet et a1．(1998)1221

Cr NA CelaYa et ai．(2000)f∞1
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微生物 金属‘

Rhodococcus erythropolis Cd，Zn

Ocimum basilicium Cr

Sphingomonas paucimobilis Cd

Bacillus firmus Pb，Cu，Zn

B．coagulans Cr(V1)

B．megaterium Cr(VI)

Zoogloea ramigera Cr(V1)

Cu
，

Streptomyces noursei Cd，Cu，Ni

Pb，Zn，Ag，

Cr．Pb

吸附能力(rag／g)

NA

NA

NA

467，381，418

39．9

30．7

2

29

3．4，9，0．8

36，1．6，38

1．8，55

参考文献

Plette et a1．(1996)[24I

Melo and D’Souza(2004)1251

Tangaromsuk et a1．(2002)1261

Salehizadeh et a1．(2003)[271

Srinath et a1．(2002)128I

Srinath et a1．(2002)

Nourbakhsh et a1．(1994)1剀

AKsu et a1．(1992)[30I

Mattuschka and Straube[311

Mattuschka and Straube(1 993)

Mattuschka and Straube(1993)

S．10ngwoodensis Pb，U 100，440 Friis and Myers．Keithl32l

S．rimosus Zn 30 Mameri et a1．(1 999)1331

1．1．2课题研究目的

从西昌矿区周边土壤中采集土样，筛选高耐Cdl+细菌，利用原子吸收分光光度法

测定耐Cd2+菌株的Cd2+吸附能力，对筛选得到的细茼通过生理生化实验以及16SrDNA

的方法鉴定菌种种属分类地位。通过对筛选出的耐受菌进行质粒提取，以及质粒消除

实验，目的明确其耐Cd2+机理。期望得到若干株Cdn高耐受、高富集细菌，以用于环

境重会属污染治理以及工程菌的构建等，并为进一步的基凶工程改造提供理论依据。

1．2课题的研究内容和意义

1．2．1课题研究内容

本研究通过Cd2+浓度梯度培养基，从西昌矿区土壤中筛选得到对Cd2+高耐受的菌

株。利用生理、生化试验检验和16SrDNA分子生物学方法鉴定菌株的种属。并利用原

子I吸收分光光度计测定其对Cd2+的吸附能力。检测微生物是否还有耐Cd2+质粒，并通

过质粒消除实验确定质粒对该微生物耐Cd2+性的影响。本研究为构建基因工程菌提供

宿主菌，生物吸附剂工业化发展提供了材料和理论依据。主要研究内容包括：高耐Cd2+

细菌的筛选，生理生化鉴定，16SrDNA鉴定，对Cd2+吸附性的定量测定，质粒提取、

酶切、消除，初步确定耐Cd2+机理等。
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1．2．2课题研究意义

随着世界各国城市发展以及对各种工业化产品的需求增加导致矿产开发、污染类工

业快速扩张以及农业生产中采用的化肥等化学品种类和数量的增加，重金属污染R益

严峻，特别是通过各种渠道进入土壤后，为人类社会造成了巨大的危害和隐患。本研

究从西昌矿区周边的土壤中筛选出了具有对Cd2+高耐受、高富集的菌株，能为今后构

建特定和高效的基因工程微生物奠定良好基础，为利用微生物进行Cd2+污染的修复奠

定基础。

1．3论文主要内容和组织

本文分为三章，按如下的结构组织

第一章为绪论，介绍了论文的研究背景、研究目的和论文的主要内容以及重金属

污染治理的国内外研究现状。

第二、三章分别为重金属Cd2+高耐受细菌的分离和筛选、生理生化鉴定和16SrDNA

鉴定，以及重金属吸附能力的定量和定性检测。对菌株质粒的提取、消除实验以及酶

切鉴定。并对结果进行分析与讨论，得出初步结论。
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第2章土壤耐Cd2+细菌分离、鉴定及吸附研究

2．1实验材料

2．1．1主要仪器

◆超低温(．70℃)冰箱：基因公司

◆普通冰箱：海尔公司

◆WP700(21)型微波炉：GALANZ公司

◆D．3520中型低温离心机：Kendro公司

◆大型低温离心机：Himac CR 22G High-speed Refrigerated centrifuge，日本

东芝株式会社出品

◆DNP．9082型恒温培养箱：上海精宏实验设备有限公司

◆ZDP．150型恒温摇床：上海精宏实验设备有限公司

◆SIM．F124型制冰机：SANYO公司

◆HH—S4型数显恒温水浴锅：江苏金坛金城田胜实验仪器厂

◆DSX．280A不锈钢手提式灭菌锅：上海申安医疗器械厂

◆Eppendorf移液器：Finnpipette公司

◆DYC．31A型琼脂糖凝胶电泳仪：北京市六一仪器厂

◆凝胶成像系统(Bio imaging system)：基因公司

◆SW-CJ．2F型洁净工作台：苏州安泰空气技术有限公司

◆0．2mlPCR管、1．5mlEP管、lml蓝色枪头、200／d黄色枪头、1吮l白色枪

头，均无RNA酶：购自Axygen

◆电子天平：成都倍赛克仪器仪表研究所

◆PCR仪：BIO—RAD

◆分光广度仪：型号731型，上海精密

2．1．2主要试剂

◆蜡状芽孢杆菌：购自微生物菌种保藏中心

◆PCR引物均由上海生工生物工程技术服务有限公司合成

◆测序由上海生物工程技术服务有限公司完成

◆酵母提取物(Yeast extract)、胰蛋白胨(Trytone)：购自Oxiod公司

◆Tris Base：购自Sigma公司

◆限制性内切晦：购自TaKaRa公司
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◆Taq酶、dNTP：购自TaKaRa公司

◆质粒提取试剂盒、琼脂糖凝胶回收试剂盒：购自omega

◆Goldview、Greenview核酸染料：购自赛百盛基因技术有限公司

◆其他所用化学试剂为国产分析纯

2．1．3主要试剂配制

◆LB液体培养基(1L)：

蛋白胨10．09、酵母提取物5．09、NaCI 10．09，溶于800ml超纯水中，定

容至1000ml，用NaoH调pH至7．0，高压蒸汽灭菌，4"C保存。

◆LB固体培养基(1L)-

蛋白胨10．Og、酵母提取物5．Og、NaCI 10．Og，溶于800ml超纯水中，定

容至1000ml，用NaoH调pH至7．0，分装成100ml，每100ml添加1．59

琼脂粉，高压蒸汽灭菌，4。C保存。

◆牛肉膏．蛋白胨培养基

蛋白胨10．0、牛肉膏3．09、NaCI 5．09，溶于800ml超纯水中，定容至

1000ml，用NaoH调pH至7．0，高压蒸气灭菌，4。C保存。

◆硝酸盐还原培养基

蛋白胨10．09、NaCl 5．Og、KN03 1-29、溶于800ml超纯水中，定容至1000ml，

用NaoH调pH至7．4，高压蒸气灭菌，4。C保存。

◆Ni2+储存液(109／L)：

称敢NiS04．6H：O 4．4799，溶于80ml超t,ETgee，定容至100ml，过滤除菌，

室温保存。

◆Cu2+储存液(rag／L)-

称取CuS04．5H：O 3．9299，溶于80ml超纯水中，定容至100ml，过滤除菌，

室温保存。

◆zn2+储存"液009／L)：

称取ZnS04．6H20 4．3989，溶于80ml超纯水中，定容至100ml，过滤除菌，

室温保存。

◆Mn’+储存液(10∥L)：

称取MnCl2"4H20 3．6029，溶于80ml超纯水中，定容至100ml，过滤除菌，

室温保存。

◆Cd7+储存液(409／L)：

称取3CdS04．8H!O 9．1299，溶f 80ml超纯水中，定容至100ml，过滤除菌，

室温f泉存。
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◆LB／Cd2+平板：

蛋白胨109、酵母提取物59、NaCI 109，溶于800ml超纯水中，定容至

1000mi，用NaoH调pH至7．O，分装成100ml，每100ml添加1．59琼脂粉，

高压蒸汽灭菌，当温度降至70℃每100ml加入适当体积的Cd2+储存液

(509／L)，使其终浓度达到目的浓度，倒平板，4"C保存。

◆5xTBE储存液：

445mM Tris碱(pH7．5)、445mM硼酸和10mM EDTA，超纯水定容，室

温保存。

◆加样缓冲液(6x)：

甘油30％，溴酚蓝0．12％，二甲苯青蓝0．12％，室温保存。

◆10％SDS：

在90mi超纯水总溶解109电泳级SDS，加热至68。C助溶，加入几滴浓盐

酸调节pH至7．2，定容至100ml，分装备用。

◆NaCl溶液(5mol／L)：

称取NaCI 29．229，溶于80mL超纯水中，定容至100mL，高压蒸汽灭菌，

室温保存。

◆溶菌酶(50mg／fmL)：

称取50mg溶菌酶粉剂溶于lml 10mM Tris—Cl(pH8．0)，得到50mg／mL溶菌

酶溶液。

◆1 M Tris碱(pH8．0)：

12．119Tris碱溶于80ml超存水，HCI调pH至8．O，超纯水定容至100ml，

高压蒸汽灭菌，室温保存。

◆0．5M EDTA(pH8．0)：

18．619 EDTA溶于80ml超纯水，NaOH调pH至8．0(约需lg NaoH颗粒)，

超纯水定容至100ml，高压蒸汽灭菌，室温保存。

◆TE(pH8．0)：

10mM Tris碱(pH8．0)，lmM EDTA(pH8．0)，超纯水定容，高压蒸汽灭菌，

室温保存。
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2．2实验方法

2．2．1 Cd2+高耐受菌株的筛选

2．2．1．1耐Cd2+菌株的分离

1、从四川省西昌市某矿区采取土壤样品，称取lOg加入到100mL的LB培养基中，剧

烈震荡以打散土壤。

2、吸取上述土壤混悬液lOOpl，在不同重金属Cd2+浓度的培养基平板上涂布，倒置

平板于30℃培养箱中培养，至单菌落长出。

3、挑选在高浓度Cd“平板上长势较好的单菌落，在lOOmg／L Cd2+的LB平板上划

线纯化，将纯化的菌种放入4℃冰箱中保存备用。

2．2．1．2耐Cd!+菌株的筛选

1、从分离得到的菌种平板上挑取单克隆于3ml 30mg／L Cd“的LB液体培养基中，

30℃，200rpm震荡过夜培养。

2、依次按2％的接种量，接种到Cd2+浓度递增的LB液体培养基中30。C，200rpm

震荡培养。

3、选取能够在400mg／L以上Cd2+浓度的LB培养基中生长的菌株，在100mg／L Cd2+

的LB平板上划线纯化，将纯化的菌种放入4"C冰箱中保存备用。

2．2．1．3耐Cd2+菌株的保存

1、在30mg／L Cd2+的LB平板上挑取单克隆于3mL lOOmg／L Cd2+的LB液体培养基

中，30℃，200rpm震荡培养。

2、当OD600达到O．4加．6时，吸取50(01菌液加入到1．5ml EP管中。

3、加入等体积的30％甘油，混匀。

4、在液氮中速冻2-3min，．70℃保存。

2．2．2高耐受菌株生理生化鉴定

2．2．2．1革兰氏染色

1、染色剂：

a结品紫液：甲液，结品紫2．09、乙醇(95％)20ml：乙液：草酸按0．89，蒸馏水

80ml。将}卡l、乙两液混合，静置于不透气棕色瓶中，48h后使J}j。
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b碘：碘1．0小碘化钾(KI)2．09，蒸馏水300ml。先将碘化钾(KI)溶于少量蒸

馏水(3．5m1)中，再放入碘，溶时可稍加热，待碘全溶后加水至300ml。此溶液稳定，

在不透气的棕色瓶中保存。

c脱色液：95％的乙醇。d复染液：即0．5％番红(safranin)水溶液。取2．5％番红(又

称沙黄)的酒精溶液20ml，蒸馏水混溶。

2、用具：显微镜、酒精灯、载玻片、接种环、蒸馏水、吸水纸。

3、染色观察：a涂片：取一张干净载玻片于其中央滴一滴蒸馏水，按无菌操作用接

种环挑取已培养好的菌株少许于水滴中，调匀并涂成lcm2的薄层；

b干燥：涂片最好在室温中干燥。也可手持载玻片一端，小心地在酒精灯上放微微

加热，让水分蒸发，但切勿直接将玻片在火焰上加热，以防标本烤枯变形；

C初染：在涂片上加结晶紫一滴，约lmin后，水洗；

d媒染：滴加碘液并保存lmin，水沈：

e脱色：将载玻片上的水甩干净，用95％酒精滴沈片至滴出的酒精刚刚出现紫色为

止，约20s，立即用水冲洗；

f复染：用番红染色lmin，水洗，吸干；

g镜检：油镜下观察，被染成紫色者即为革兰氏阳性菌(G+)，被染成红色者为革

兰氏阴性菌(G一)。

2．2．2．2氧化酶试验

1、挑取耐Cd2+菌株单菌落于LB斜面固体培养基中，30。C过夜培养。

2、配制成1．0％的二甲基对苯撑二胺水溶液，保存在棕色瓶中，将二甲基对苯撑二

胺水溶液滴在一张放在结晶的培养皿巾的滤纸上，使滤纸刚好湿润。

3、用接种环取少量菌苔涂抹于滴有二甲基对苯撑二胺水溶液的滤纸上。

4、在10秒内菌苔或边缘呈现红色者为阳性，在30秒内出现红色者为迟缓阳性；

不呈现红色或30秒以后才呈现红色则为阴性。

2．2．2．3过氧化氢酶试验

1、挑取耐Cd2+菌株单菌落接种于牛肉膏蛋白胨斜面培养基上，30。C过夜培养。

2、挑取一小环菌苔涂抹在滴有5％H!O!的玻璃片上，如有气泡产生则为过氧化氢

酶阳性，无气泡则为阴性。

2．2．2．4明胶液化实验

1、从分离得到的菌种平板上挑墩单克隆于LB液体培养基中，30。C，200rpm震荡
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过夜培养。

2、用穿刺接种法接种高耐Cd2+细菌于明胶液化培养基中，30。C培养48h。

3、观察培养基有无液化及液化后的性状(因明胶在高于25*(7时自行液化，观察时

应放在冰浴中观察)。

2．2．2．5淀粉水解试验

1、从分离得到的菌种平板上挑取单克隆于LB液体培养基中，30。C，200rpm震荡

过夜培养。

2、制备淀粉固体培养基平板，用接种环接环取少量高耐Cd2+细菌点接在培养基表

面，30℃培养24h。

3、取出平板，打开培养皿，滴加少量的碘液于平板上，轻轻转动平板使碘液均匀

铺满整个平板。

4、观察菌落，菌落周围若出现无色透明圈则说明淀粉已经被水解，该细菌具有分

解淀粉的能力，还可以根据透明圈的大小说明菌株水解淀粉能力的强弱。

2．2．3高耐菌株的16SrDNA鉴定

2．2．3．1细菌基因组DNA的提取

1、挑取耐Cd2+菌株单克隆于5mL LB液体培养基中，30。C，200rpm震荡过夜培养。

2、细菌培养液12000rpm离心30s，弃上清，所得菌体用TE沈涤2次。

3、加1mL TE溶解菌体，再加入100／d 50mg／mL溶菌酶，混合均匀后于37℃水浴

40min。

4、加入1／10体积的10％SDS，颠倒混匀，65℃水浴10min。

5、加入5mol／L NaCl，使其终浓度为lmol／L。

6、加入等体积的苯酚／氯仿／异戊醇(25：24：1)溶液，抽提2次。

7、两次所得上层溶液并入同一个离心管中，加入2倍体积的无水乙醇，颠倒混匀，

．20℃静置2h沉淀DNA。

8、12000rpm，4。C离心30min，弃上清。

9、加入lmL70％无水乙醇沈涤，12000rpm，4℃离心20min，弃上清。

10、自然风干残留的液体，加入500／tl去离子水溶解沉淀，得到纯化的总DNA溶

液，电泳检测，．20℃保存备用。
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2．2．3．2 16SrDNA鉴定

1、依照细菌16SrDNA中最保守的序列设计并合成引物：

正向引物：5’．GAGAGTrrGATCCTGGCTCAG．3’

反向引物：5’．AAGGAGGTGArCCAGCCGCA．3’。

2、PCR反应：

0．2ml PCR管中加入：

成分 用量

10xPCR Buffer 和l

dNTP(2．5mM) 舡l

Mg什(2．5mM) 靴l

『F向引物(2毗M) 1∥l

反晦J'31物(2咄M) 1∥l

模板 10--100ng

Taq(5u似1)0．舡l

灭菌超纯水 Up to 5吮I

酶置于冰盒上最后加入，整个操作在冰盒上进行。混匀，4。C快速离心，加入矿物

油，进行下列循环：94℃3min，35cycle(94℃lmin，56℃lmin，72℃lmin)，72℃10min。

电泳检测并回收目的片段，．20℃保存。

3、回收的目的片段送至上海生工进行测序．

4、将测序得到的序列提交GeneBank数据库，利用BLAST软件与数据库中已有的

16SrDNA序列进行『一J源性比较分析。

2．2．4菌株的生长曲线测定

2．2．4．1菌株在无Cd2+条件下的生长曲线

1、挑取耐Cd2+菌株单菌落于5mLLB液体培养基中，30。C，200rpm振荡过夜培养。

2、取盛有5mlLB培养液的试管15个，分别编号为不同的时问点。

3、按2％的接种量分别接种于15个试管内，于30。C，200rpm振荡培养。然后分别

按对应时间将试管取出，立即放4。C冰箱中，待培养结束时一同测定OD值。

4、将未接种的LB液体培养基倒入比色皿中，选600nm波长分光光度计上调节零

点，作为空白对照。

5、对不同时M培养液从0h起依次进行测定，对浓度大的菌悬液用未接种的LB培

养基做适当稀释后测定，使测定的OD值在0．100"---0．650以内，经稀释后测得的OD
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值要乘以稀释倍数，获得培养液的实际OD值。

2．2．4．2菌株在有Cd2+条件下的生长曲线

1、挑取耐Cd2+菌株单菌落于5mL LB液体培养基中，30。C，200rpm振荡过夜培养。

2、取盛有25mg／LCd2+5mlLB培养液的试管15个，分别编号为不同的时问点。

3、按2％的接种量分别接种于15个试管内，于30℃，200rpm振荡培养。然后分别

按对应时问将试管取出，立即放4℃冰箱中，待培养结束时一同测定OD值。

4、将未接种的LB液体培养基倒入比色皿中，选600nm波长分光光度计上调节零

点，作为空白对照。

5、对不同时间培养液从Oh起依次进行测定，对浓度大的菌悬液用未接种的LB培

养基做适当稀释后测定，使测定的OD值在0．100"---0．650以内，经稀释后测得的OD

值要乘以稀释倍数，获得培养液的实际OD值。

2．2．5高耐受菌株对Cd2+的吸附能力的测定

2．2．5．1耐Cd：+菌株对Cd2+的吸附能力的测定

1、挑取耐Cd2+菌株单菌落于5mL 10mg／LCd2+的LB液体培养基中，30。C，200rpm

震荡过夜培养。每个菌株分别挑两个单克隆，摇两瓶做平行实验。

2、以2％的接种量接种于30mL 10mg／LCd2+的LB液体培养基中，30。C，200rpm震

荡培养。

3、当OD600达到1．2～2．0时，加入Cd2+，使培养基中Cd!+终浓度达到100mg／L，继

续培养2h。

4、耿少量菌液适当稀释后，100,ul涂布于LB平板上，计算活菌数。

5、剩余菌液，12000rpm离心10min，取上清液做原子吸收测定Cd2+浓度，计算吸

附量、吸附率。

6、离心所得菌体60℃烘至恒重，称量细菌干重。

2．5．5．2对照菌株对Cd2+的吸附能力的测定

1、分别挑取对照菌株蜡状芽孢杆菌11109，单克隆于5mL LB液体培养基中，37。C，

200rpm震荡过夜培养。

2、以2％的接种量接种于30mL LB液体培养基中，37。C，200rpm震荡培养。

3、当OD“m达到1．2～2．0时，加入Cd2+，使培养基中Cd2+终浓度达到100mg／L，继

续培养2h。
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4、取少量菌液适当稀释后，10吮l涂布于LB平板上，计算活菌数。

5、剩余菌液，12000rpm离心10min，取上清液做原子吸收测定Cd2+浓度，计算吸

附量、吸附率。

6、离心所得菌体60℃烘至恒重，称量细菌干重。

2．5．5．3原子吸收分光光度法测定Cd2+浓度

1、Cd2+标准液的配制：

吸取一定量的Cd2+储存液LB液体培养基中，然后一定量分别用超纯水稀释20倍，

配成含Cd2+O、O．50、1．oo、3．00、5．00mg／L的标准溶液，空白对照用超纯水稀释20倍

的LB液体培养基，测其吸光度，绘制标准曲线。

2、样品测定：

将试样上清液用超纯水稀释20倍，以相同超纯水稀释倍数的LB液体培养基为空白

对照，按绘制标准曲线条件测定试样上清液的吸光度，从标准曲线上查得Cd2+含量。

2．2．6菌株对其他金属的最大耐受浓度(MTC)测定

最大耐受浓度(Maximal tolerant concertration，MTC)是指细菌对某一重金属离子

的最高耐受浓度，在这一浓度下，细菌培养4天后，生长任然能够被观察到。因此MTC

越高，细菌对这种金属的耐受能力也就越强。

1、在LB平板上挑取单克隆，接种于2．0ml LB液体培养基中，30"C、200rpm振荡

过夜培养

2、将培养至对数生长期的菌体，划线接种于一系列包含不同浓度，不同金属离子

的LB平板上，30℃培养4天。

3、观察生长情况，如果观察到细微生长，并且在这个浓度基础上略微提升便观察

不到生长，便把这一浓度定义为该菌株对此种金属的最大耐受浓度。

4、金属盐使用如下：NiS04"6H：O、ZnS04’7H20、CuS04"5H20、Pb(C2H30D。6H20

2．2．7高耐受菌株的质粒DNA提取和初步的酶切鉴定

2．2．7．1细菌质粒DNA的试剂盒小量制备

1、在LB板上挑取单克隆到5ml LB液体培养基中，30。C，200rpm振荡过夜培养

2、培养液倒入EP管中，室温100009离心lmin

3、去上清，待管壁液体流尽，用25吮l溶液l(含RNaseA)重恳沉淀，上下颠倒

混匀

4、加25吮l溶液II，缓慢颠倒数次，得澄清裂解液
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5、加35陬l溶液III，立即颠倒EP管数次，待白色沉淀出现，室温130009离心10min

6、上清转到HinBind@DNA柱中，室温10000 g离心lmin，弃滤液，反复过柱，直

到上清液全通过HinBind@DNA柱

7、加50(01 HB Buffer到柱上，室温10000 g离心lmin

8、弃滤液，加入700／％1 DNA Wash Buffer洗涤柱子，室温10000 g离心lmin

9．弃滤液，再次用70吮l DNA Wash Buffer洗涤柱子

10．弃滤液，空柱子，130009离心2min，干燥柱子

11．添加～定量沈脱液到柱上，离心洗脱，取少量洗脱液稀释待电泳检测，其他．20。C

保存待用

2．2．7．2细菌质粒DNA的酶切鉴定

对所提取到的质粒进行酶切，电泳观察结果。

1．BamH I酶切

在0．5ml EP管加入：

成分 用量

10xK Buffer 2“l

质粒DNA ≤lug

BamH I(8U／,u1) 1∥l

灭菌超纯水 Up to 20ul

酶置于冰盒上最后加入。混匀，短暂离心，30。C水浴2"---3h。65。C水浴25min，灭

活酶，电泳检测。

2．EcorR I酶切

在0．5ml EP管加入：

成分 用量

10xH Buffer 劾l

质粒DNA 、<l／tg

EcorR I(8U／．u1) 1／d

灭菌超纯水 Up to 20ul

酶置于冰盒上最后加入。混匀，短暂离心，30。C水浴2"-'3h。65。C水浴25min，

3．HindllI酶切

在0．5ml EP管加入：

成分 用韪

10xM Buffer 2“l

里塾旦塑垒 至!丝曼
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EcorR I(8U／∥0 1／,tl

灭菌超纯水 Up to 2毗l

酶置于冰盒上最后加入。混匀，短暂离心，30。C水浴2"--3h。65。C水浴25min，

4．Xho I酶切

在0．5ml EP管加入：

成分 用量

10xH Buffer 犁l

质粒DNA 弋<lpg

EcorR I(8U／ui) 1／A

灭菌超纯水 Up to 20／％1

酶置于冰盒上最后加入。混匀，短暂离心，30℃水浴2"---3h。65℃水浴25min，

5．Bgl II酶切

在0．5ml EP管加入：

成分 用量

10xM Buffer 弘l

质粒DNA ≤1∥g

EcorRI(8U／u1)lpl

灭菌超纯水 Up to 2叽l

酶置于冰盒上最后加入。混匀，短暂离心，30。C水浴2"--3h。65"12水浴25min，

6．Mob I酶切

在0．5ml EP管加入：

成分 用量

10xK Buffer 珈l

质粒DNA ≤1∥g

EcorR I(8u／∥1)lpl

灭菌超纯水 Up to 20ul

酶置于冰盒上最后加入。混匀，短暂离心，30。C水浴2"-"3h。65℃水浴25min，

2．2．8耐Cd2+菌株的质粒消除实验

1．挑墩LB固体培养基上生长的单菌落，接种于2．0ml LB液体培养基中，30。C、

200转振荡培养过夜(约12．14h)。

2．以0．1％的接种量接种分别到含有SDS的LB液体培养基中，SDS的浓度分别为

0、0．1％、0．5％、1．O％、1．5％、2．O％，30。C、200rpm振荡培养过夜。

3．将最大咐受SDS的LB液体培养基中的菌液，用LB液培稀释适当浓度后，铡在
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不含有cd2+的圃培上．30℃过夜培养。

4待氏出苗落后，挑墩合适苗落，影印接种于200mg／t．Ca“LB平扳上．30'c过夜

培养观察生长状况。

第3章实验结果及讨论

3．1实验结果

3．1．1 Cd2+高耐受菌株的筛选

3．1．1．1耐Od“菌株的分离

将士壤溶液涂前I在CA2+浓度不断递增的LB板上．发现在800、1000、1500mg／L的

CA2+浓度下依然钉茼株生存，产生竹单克隆。故从ca!+浓度为800、1()【)0、1500mg／L

的LB平扳上挑取单克隆进行分离、筛选。

3．1．1．2耐cd!+菌株的筛选

将分离得到的苗株通过Cd2+浓度梯度培养筛选，韭得到8株酎Cd浓度在400mg／L

以上的菌株，对其巾陡势较好的8个菌株CDl、CD2、CD3、CD4、CD5、CD6、CD7、

CD8测定其对Cd“的吸附能力并进行菌种鉴定，在800mg／LCd2+的LB板r的1_|三长情

况见图3-1。

雪必
耀
运
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酗3-1酎CA菌株在800mg／LCd：+的LB扳L的生K悄况

Fi93-1Growth ofdiffercnl baclerla on 800mg／LCd：+

3．1．2生理生化实验

对菌株CDI．CD2．CD3，CD4，CD5，CD6．CD7．CD8进行r革兰氏染色实验

和常规的生理生化鉴定．8株菌株的，卜理‘}：化特征栩刚，结粜如袁3一l所示。



西南交通大学硕士研究生学位论文 第18页

圈3-1耐cd菌株在S00mg／LCd2+的LB板上的生长情况

F％3-1 Growth ofdifferentbacteriaon$00mg／LCd2+

31 2生理生化实验

对菌株CDI，CD2，CD3，CIM．CD5，CD6．CD7，CDg进行了革兰氏染色实验

和常规的生理生化鐾定，8株菌株的生理生化特征相同，结果如表3-1所示。
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bp

I／,}7。。——

M CDlCm CmC口jC辨C埘CD?Cm

藤蕊
圜3-2基田纽DNA提取结果

Fj窖3-2GenomeDNAofbaae．da

M cDl c珧c∞cⅣcD5cmcD'c∞

斟3016S rDNA的PCR反戊

Fig 3-3 PCR of】6S rDNA

3．1 4菌株的生长曲线测定

3 1 4 1菌株在无cd“条件下的生长曲线

将30℃．200『pm F振荡培养的细菌，分别在0、2、4、6、8、10、12、14、16、

18、20、23、25、27、35h后取出。以来接种的LB液体培养基为空白对照．选600rim

波长分光光度计上调零。比色法测定各样品的OD600值。为保证测定结粜的准确性，

使测定的OD值在0100～0 650以内，需要对部分样品做稀释后测定的处理，2、4h的

样品是将原液稀释2倍后测定，6h的样品是将原液进行5倍稀释，8～35h的样品是将

原澉稀释10倍后测定。徘个样品做二次平行实验．结果见表3．2。对于稀释后进行测

也的样品数据，讨搏吱"OD600恤时．监将测定位乘以稀释倍数，结果见表3-3。
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时间 光密度值(OD600)

(h) 第一次测量值 第-二次测量值 第三次测培值 平均测量值

表3．3无Cd2+条件‘t-CD5的OD600值

旦垒!呈三：三Q旦鱼塑旦!兰!!i里垦望三!坚!!i!璺!!望g i望生旦!!!!旦坚!竺兰：：

时间(h)0 2 4 6 8 10 12 14

光密度值(OD600)0．160 0．892 1．244 2．610 3．220 3．960 4．220 4．890

3．4。

根据表3．3的数据，以时间为横坐标，OD600值为纵坐标。绘制生长曲线，见图



西南交通大学硕士研究生学位论文 第22页

图3．4无cd2+条件下CD5的生K曲线

Fi93-4 The growth curves of strain CD5 cultivating in LB without Cadmium

3．1．4．2菌株在有Cd2+条件下的生长曲线

将30℃，200rpm下振荡培养的细菌，分别在0、2、4、6、8、10、12、14、16、

18、20、23、25、27、35h后取出。以未接种的LB液体培养基为空白对照，选600nm

波长分光光度计上调零。比色法测定各样品的OD600值。为保证测定结果的准确性，

使测定的OD值在0．100一---0．650以内，需要对部分样品做稀释后测定的处理，2h的样

品是将原液稀释2倍后测定，4h的样品是将原液稀释3倍后测定，6h的样品足将原液

进行5倍稀释，8---一35h的样品是将原液稀释10倍后测定。每个样品做三次平行实验，

结果见表3．4。对于稀释后进行测定的样品数据，计算实际OD600值时，要将测定值

乘以稀释倍数，结果见表3．5。

表3．4样品的OD600值

旦婴望兰墅!QQ垒塑Q!!璺堡趟箜

时间 光密度值(OD600)

(H) 第一次测鹫值 第二次测昔值 第三次测龉值 平均测量值

6

5

4

3

2

1

O

—009)口o
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表3-5有Cd2+条件下CD5的OD600值

旦垒!竺三王!垒呈Q堡垒QQ旦!堑垒i翌堡旦三!竺!!i!垫!i璺g!旦兰璺!!!垒旦坚!g璺兰

时间(h)0 2 4 6 8 10 12 14

光密度值(OD600)0．167 0．792 1．564 3．118 3．883 4．833 5．355 5．580

根据表3．5的数据，以时问为横坐标，OD600值为纵坐标。绘制生长曲线，见图

3—5。并对两组图最对比，见图3-6。

从图上可以看出，在无Cd2+条件下，培养14h后进入稳定期，18h时OD600值达

到了最大5．16。菌体的在有Cd2+的条件下，培养lOh后进入稳定期，14h时OD600达

到最大5．58。在存在一定量重金属Cd的条件下，对细菌的生长是有一定的促进作用的。

图3-5有Cd2+条件’卜．CD5的生K曲线

Fi93．5 The growth curves of strain CD5 cultivating in LB with Ca2+
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f+无cd条件下生长曲线’
!一有Cd条件下生长曲线

两组曲线的比较

Fi93—6 Comparison of the two curves

3．1．5 Cd2+高耐受菌株对Cd2+的吸附能力的测定

图3石

对选取的8个菌株进行了Cd2+吸附能力的测定，每个菌株做二个平行，同时对照

菌株也做二个平行。其中，Cd2+吸附能力测定参照了国家标准一“水质铜、锌、铅、镉

的测定”(GB 7475．87)中的原子吸收分光光度法。

3．1．5．1标准曲线的绘制

考虑到国家标准、原子吸收分光光度计的检出限以及实验所用试剂的纯度等因素，

选取标准曲线的Cd2+浓度为0．00～5．00mg／L。标准曲线的原子吸收值和标准曲线图见表

3-6、图3．7。

表3-6标准溶液的原子吸收值

Table 3—6 AAS of standard solution

Cd2+浓度(mg／L) 0．00 0．50 1．00 3．00 5．00

原子吸收值 0．0081 0．1193 0．1990 0．4516 0．6272
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3．1．5．2样品测定

图3—7 Cd2+的原子吸收标准曲线

’Fig 3．7 Standard curve ofAAS of Cd2+

Cd斗吸附量q和吸附率A的计算方法：

q=(CoxV-CexV)／W

A=(CoxV-CexV)／(CoxV)x100％

式中Co、Ce分别为Cd7+离子起始和平衡浓度(m∥L)；V为溶液体积(L)；W为细胞

干重(g)。

将各样品溶液稀释20倍，使其Cd2+浓度处于标准曲线内，以通过标准曲线计算其

Cd2+浓度。各菌株的原子吸收测定、干重及吸附量、吸附率结果见表3．7到表3．10。各

菌株之间的吸附量、吸附率以及活菌数的对比结果见图3．8、图3-9、图3．10。

CDI、CD3、CD4以及CD5这四个菌株对Cd2+的吸附率比较高，分别为87．69％、

85．95％、85．73％、90．04％明显高于对照菌，对照菌的吸附率最低为77．38％。但CD8

的吸附率与对照菌很接近仅为78．13％。CD7的活菌数最高为5．01x1014。

表3．7耐Cd2+菌株原子吸收测定结果

Tab 3-7 AAS of different Cd：+resistant bacteria

凶株 CDl．1 CDl．2 CD2．1 CD2．2 CD3．1 CD3．2

I原子吸收值 0．1216 O．1299 0．1587 0．1597 0．1437 0．1469
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菌株 CD4．1 CD4．2 CD5．1 CD5．2 CD6．1 CD昏2

原子吸收值 0．1380 0．1366 O．1102 0．1129 0．1402 0．1449

菌株 CD7—1 CD7—2 CD8．1 CD8．2 对照一1 对照．2

原子吸收值 0．1554 0．1642 0．1905 0．1815 0．1856 0．1850

表3．8耐Cd2+菌株菌体干重测定结果

垦垒三：璺堡翌!曼ig坠旦!垒i堡!皇璺!竺垒：：堡璺!兰!垒翌!垒垒竺堕旦垒

菌株
菌体干重(g)

空白 1d 3d 6d 9d 12d 终干重
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表3-9耐Cd菌株吸附结果

————iT¨ab 3．2+’-9。Ad。sorption

of Cd2．for different—C—d2+resistant～bacleria
菌株

上清cd“浓度 菌体总吸附餐 吸附量 吸附率 菌磊鬲磊■=■—她盟—j幽尘止—上灿丝2 1堕兰!全!
CD卜1 11．63 2．56 55．23 88．37 一：i
cDl—2 13加 2．61 60．69 87朋 7．43x1013
CD2·1 17～ 2．47 56．06 82．23 6．34x10n
CD2-2 17·93 2．46 辑76 82．07 7．01x10u
cD3-1 15·29 2．54 51．86 84．71 1．58x1014
CD3-2 15·81 2．53 钙．57 87．19 2．10X1014
cD4—1 14·34 2．57 37．79 85．56 6．60x1012

cD4·2 14·1l 2．58 58．56 85．89 1．92x1013
CD5-1 9·744 2．70 57．61 90．26 4．78x1014
cD5-2 10·19 2．69 61．23 89．81 2．55×1014
cD岳1 14·71 2．56 77．53· 85．29 2．21x1013

cD6—2 15．48 2．53 43．72 84．52 ’3．07X1013

CD7-1 17·22 2～ 75．25 82．78 5．65X1014

cD7—2 18．68 2～ 58．08 81．32 437×1 014

CD8·l 22·12 2．34 48．62 77．79 6．81x10'3
cD8-2 2l·53 2．35 58．85 78．47 5．27x1013

对照·l 22·22 2．33 47．62 77．78 6．30x1012

—塑—I鼍——睾L—』生塑z 堑趔贮

CD2 2．47-+0·007 50．4l±7．990 82．15_-±o．113 6．68x1012
cD3

2·54±0·007 50．22_+2．326 85．95±1．754 1．84x1014
cD4 2·58±o·007 48．18_+14．68 85．73_+0．233 1．29x1013

CD5 2·70-+0·007 59．42_+2．560 90．04±0．3 1 8 3。67×1 014

CD6 2·55如·212 60．63_+23．91 84．91-+0．544 2．64x10|3
cD 7 2·46±o·0’8

66．67_+12．“80．29_+1．032 5．01×1014
——CD8 2．35_+0．007 53．73_+7．234 78．13—_+0．—48 1———6—．04—x 1 0—13—
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．．
平均吸附总鼙 平均吸附量

菌株 平均吸附率(％) 平均活菌数(个)
三Q堡生!翌曼! f堡型垃

对照凶 2．32±0．014 43．05±6．463 77．38±0．573 5．96x1012

耐Cd2+凶株的吸附总量

Fig 3-8 Total adsorption of Cd：+for different Cd2+resistant bacteria

图3-9耐Cd2+荫株的吸附带

Fig 3-9 Adsorption of Cd2+for different Cd2+resistant bacteria

图3-8
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图3．10耐Cd2+荫株的吸附率

Fig 3．10 Adsorption rate of different Cd2+resistant bacterium

3．1．6菌株对其他金属的最大耐受浓度(MTC)测定

对于一个细菌重金属耐受能力的测定，目前有两种方法：一种是测定细菌的最小

抑制生长浓度(Minimal inhibitory concentration，MIC)，金属离予超过了MIC值，细菌

的生长将被抑制。另外一种方法是测定细菌的最大耐受浓度(Maximal tolerant

concentration，MTC)指细菌在这个浓度下培养4天后仍然能观察到生长。本实验采用

MTC值来评价细菌细胞的重金属抗性能力。

筛选fij的耐Cd2+细菌除了对Cd2+有高耐受性外，对其他的几种二价的重金属离子

也表现出了较大的耐受性，结果见表3．11。

表3．11菌株的MTC值

里坠堡三：!!卫星塑!g竺型坐21 g垡三二堡!尘垒璺!垒垒!堡垒璺

旦垒三二!堡型兰! 圣翌!：!翌型生! 笠坚：：!坐曼坐! 型!：：!婴型生! 塑旦：：!里型兰!
CDl 150 200 200 100 150

CD2 200 150 200 150 200

CD3 100 200 300 150 200

CD4 200 150 250 100 200

CD5 200 150 200 150 250

CD6 150 200 200 150 150

CD7 200 200 250 150 200

CD8 150 200 300 150 250



西南交通大学硕士研究生学位论文 第30页

3 1．7耐cd2+菌株的质粒提取和初步酶切鉴定

31 71耐cd2+菌株的质粒提取

用质粒DNA小量制备试剂盒对CDl、CD2、CD3、CD4、CD5、CD6、CD7、CD8

进行质粒提取。提IDc结果凝胶咆泳检测如图(3-12)所示，通过与Marker比对，大小

在23Kb左右。初步判定在8株菌株中均提取到了质粒。

瞎l 3．13质札的酶研咎定

Fi93·13 Restriction ofplasmid

典r{|l山术胁切的埙托，2-8为Mob【嘣圳后的质柱
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瞄3．14质粒酶功鉴定

Fi驴’14 R。“cIi0““p1一i”
菸中1-7为BamHI、EcorRI，Hiadlll、Xh01、Bglll嘶叫j亓的质托．9山^酶切的质粒

3．1．8耐cd2+菌株的质粒消除

经过夜培养，在晟高SDS浓度2．0％的LB液体培养基中菌株仍生长，此时由于高

浓度SDS的作用荫液已经呈种稠状。取苗液做适当稀释，涂卸在200mg／L Cd斗LB平

扳．J：过夜培养，仇钉菌落长出。H{蜕此种观臻产_：的可能性赴山干硷验藏株是行进具

有的耐cd：+能力的cdo浓度选择不合理；或是山rlIIl荫的牡凼组上也存在耐cd。的抗

性越凼：或者是质植并没有消除成功，$DS方法消除也存在⋯定的失败率。具体原因

的确定，尚需要进一步的实验。

3．2讨论

绘$U7两条生长曲线，分别LB液体培养基中术加入cd“的生长曲线和加入25mg／L

的cd2+的生长曲线。虽然是同一种菌株，但是上Ⅱ表现了不同的生长状态，在无cd“条

件下，培养14h后进入稳定期，18h时OD600值逃到了最人5 16。菌体的在有少品cd“

的作用下，培养10h后进入稳定期，14h时OD600达到箍大5 58。实验表明在存在一

定量重金属cd2+的条什F，对细菌的7L长赴=f；『定的促进作用的。花平时的曩验过靴

叶1也发现，菌株祖无cd“LB陶体平扳I：们乍n：川姓世】。n：龠柑Cd’．100mg／L的LB附

体jp板l瑚生K。
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Cd2+耐受菌株对Cd2+的吸附测定只进行了一次测定，结果存在很大的偶然性，误

差比较大，需要对菌株的Cd2+吸附能力多次重复测定，尤其是吸附量高于对照菌的

CDl、CD3、CD4、CD5。此外在测量菌体干重的试验中，由于干重质量相当小，而且

转移茵体的时候由于操作繁琐，反复测量干重时的操作等，也会造成不可忽视的操作

误差。

从对Cd2+的耐受角度看，CD8的Cd7+耐受浓度很高，达到1500mg／L，但CD8对

Cd2+吸附率却只有78％仅高对照菌一个百分点。远远低于CD5对Cd2+90％的吸附率。

由此可以看出，细菌对Cd7+的耐受与吸附是通过不同的途径来实现的，高耐受的细菌

不一定高吸附。因此，在今后的筛选工作中，不能轻易放弃耐受浓度不是特别突出的

菌株。有可能会遗漏到具有良好吸附性能的菌株。在吸附能力测定里的对照菌也具有

良好的吸附能力，对Cd2+的吸附率为77％，此对照菌购自微生物菌种保藏中心，是来

源于土壤巾的蜡状芽孢杆菌。曾有文献表明蜡状芽孢杆菌对重金属有一定的耐受和吸

附能力，而且土壤中广泛存在着重金属离子，因此可以在后续工作中，可以做对照菌

的耐受能力的测定，看是否也能对晕盒属有一定的耐受能力。

在对其他金属的最大耐受浓度(MTC)的测定结果中发现，菌株对Pbh、Zn’+、

Cu’+、 Ni2+、Mn2+都有一定的耐受能力，但是普遍不高。最高的是CD3和CD8对铜

的最大耐受浓度为300mg／L。我们知道Cdn是比Cuh毒性强很多的重金属离子，但菌

株对Cd2+的耐受能力却能够达到800"-"1500mg／L。这可能是由于某些菌株对会属离子

的耐受和富集是有特异性的，也曾见文献上有过类似的报道。但是准确的原因还需要

后续工作的鉴定。后续工作中可以对不同金属的吸附能力做测定，看菌株是否对Cd2+

有吸附的特异性。

在对耐Cd2+质粒的提取和初步的酶切鉴定实验中，通过质粒DNA试剂盒提取到了

质粒，电泳条带在23Kb左右。试通过酶切来确定其大小和酶切位点，但是6种酶切结

果都不理想，酶切后电泳结果均为弥散状。分析原因，可能是由于所提质粒比较大，

酶切位点多，而造成此种现象。但是原因并不十分明确，后续工作的重点需要放在质

粒的鉴定上。希望能通过更多查阅文献，借鉴其他工作者的研究工作，来解决这个问

题。

在质粒的消除实验中，所选用的SDS浓度达到2％，培养的菌液已经呈现粘稠状。

但是菌株在Cd2+浓度为200mg／L的LB固体培养基上仍然生长。质粒消除结果并不理

想，但是也不排除细菌的基冈组DNA中也具有抗性基因。接下来的工作中，可以提高

重金属平板的浓度看是否是由于重会属浓度低而没有达到抑制作用。同时可以采用其

他方法来消除质粒，如选用吖啶黄、吖啶橙、澳化乙锭等作为质粒消除剂。
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结论：口J，L

本文是在寻求更有效的生物吸附剂来治理环境中的重会属污染的大背景下，从西昌

某矿区土壤中分离出耐Cd2+菌株，经梯度浓度平板分离、划线分离纯化，浓度梯度筛

选，获得了能够在Cd2+浓度为800---1500mg／L的固体LB培养基上生在，同时能在

400mg／L以上的液体LB培养基上生长的8株菌株。利用生理生化实验和16SrDNA鉴

定其种属。利用比浊法测定在含Cd2+和不含Cd2+条件下的生长曲线。测定了菌株对不

同金属离子Pb“、Ni“、Cu2+、Zn“、Mn2+的最大耐受浓度(MTC)。提取8株耐Cd2+

细菌的质粒DNA并对质粒DNA进行BamH I酶、EcorR I酶、HindIII酶、Xho I酶、

Bgl II酶、Mob I酶切鉴定。结论如下：

1．从西昌矿区的土壤中筛选得到8株高耐Cd2+的菌株，在固体LB培养集中耐

Cd2+浓度为800"一1500mg／L，液体培养基中耐Cd2+浓度在400mg／L以上。

2．进行生理生化实验，16SrDNA鉴定，菌株初确定为恶臭假单胞菌(Pseudomonas

putida．)。

3．细菌在无Cd2+条件下培养14h进入稳定期。有Ccl2+条件下培养10h进入稳定期。

一定浓度的Cd2+会促进细菌的生长。

4．9株菌株对Cd2+的吸附率由高到底分别是CD5、CDl、CD3、CD4、CD6、CD2、

CD7、CD8、对照。吸附重量最高的是CD5，有2．70mg。吸附量最高的是CD7，

66．67mg／g。对照菌的吸附重量，吸附量和吸附率均为最低。

5．菌株对Pb2+、Ni’+、Cu2+、Zn，+、Mn!+都有一定的耐受性，但都低于对Cd!+的

耐受性。

6．用小量质粒DNA试剂盒提取到了质粒，电泳条带在23KB左右。
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综述三不比C

生物吸附剂在环境重金属生物修复中的研究进展

研究生：黄晓蕊

指导老师：茆灿泉

摘要生物修复是一项用于治理重金属污染的有效技术。目前发现的能结合重

金属的生物材料有细菌、真菌、藻类和工农业废弃物等。本篇文章从生物吸附剂的种

类、吸附能力、生物吸附剂的改良等方面进行综述，并评价了生物修复技术存在的问

题以及未来的发展方向。

关键词生物修复；生物I吸附剂；重金属

Abstract Bioremediation is a technique that can be used for the removal of heavy

metals from environment．At present，a variety of biomaterials are known to bind heavy

metals，ihcluding those raw materials from bacteria,fungi，。algae，and industrial and

agricultural wastes．In this review,the types and modification of biosorbents，as well as the

biosorption abilities towards heavy metals are emphasized．In the end，the article reviews the

present problems of biosorption and hopes to provide insights into this research frontier．

Keywords biosorption；biosorbent；heavy metal

前言：

重金属元素污染足一个世界普遍存在的环境问题。作为环境主要有毒污染物，随着

采矿、冶金、电子、化工等行业的快速发展，问题n趋严重。与可降解有机物不同，

重会属不能被降解，只能通过转移(迁移)来实现修复。有效降低或减少有害重金属的

含量，改善环境质量，对于保护生态，增强人类健康，实现可持续资源利用和发展都具

有重要的意义。

环境重金属污染的修复按方法可以分为物理、化学方法和生物修复(bioremediation)

两大类：前者作为传统的方法，主要包括沉淀、凝聚、离子交换、电化学、吸附，膜

分离等⋯，它们各有特点，其中活性炭吸附是比较经典的方法，对特定金属离子的吸附

可以达到99％。但是该方法存在消耗很高、一般不能循环使用而容易造成二次污染、

费用高、效率低、吸附的重会属不能同收再利用等不足；后者包括植物、微生物等生

物资源为基础的方法，生物修复相对于传统技术的突出优点是环境友好(不产生二次

污染)、高效、低成本，可以商接在被污染场所原位处理。生物技术和相关领域的飞速

发展为环境重金属的，l三物修复提供了大量新的思路和途径，正越来越被大家关注和重
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视。

1．生物修复及特点

1．1生物修复方法：

按生物资源的不同，生物修复可分为植物(Phytoremediation)、微生物

(microbioremediation)和植物．微生物联合修复等：按重金属的主动吸收和被动吸附作

用，又可分为生物累积(bioaccumulation)和生物 5f{(biosorption)等方法。生物累积是活

细胞的现象，而生物吸附则是利用死细胞。前者伴随着细胞的新陈代谢，将有毒物质

通过细胞膜，运送到细胞内积累f21。而生物吸附则是死亡细胞或不具活性的生物质对有

毒物质的被动吸收。吸附过程是独立于细胞的新陈代谢进行的，不同的生物种类吸附

机理也有所差异。

1．2特点与比较：

生物吸附与生物积累的比较见表1。总的来说，活细胞吸附在处理毒性过大的污染

或需要连续处理上是具有局限性的。一旦毒物浓度过高或生物吸附处理时I、HJ过长，细

胞对有毒物质的积累将达到饱和。除此之外，在治理过程中也可能造成细胞的新陈代

谢中断，导致细胞死亡。·而利用死细胞的生物I吸附则会避免以上情况的发生，而且治

理过程对环境条件和污染程度的选择也是很灵活的。鉴于生物吸附的众多优点，本文

重点对生物吸附中的关键要素一生物11及附剂(bioadsorbent)在环境重会属污染生物修复

中的应用展开综述。

表1：表生物吸附和生物积累的特性比较

!璺垒：!垦旦婴仑璺旦!旦旦Q!!!里!竺!!坚堡!旦!坠iQ§Q虫!i竺旦垒璺堡垒!Q垒!竺竺翌垡!!!iQ翌

冈素 生物吸附 生物彩{累

费川 低，材料来源丁．．1：业、农业等生物废 高，维持细胞活性的费．}}3较高。

弃物，费川主要是返输费．手ll简单的处

理费川。

pH

温度

维护／fitl存

选择性

吸收率

吸收迷度

影响吸附能力，但生物吸附适川的pH

范围较广。

对吸附荆少有影响，反而，温度越高，

吸附能力越强。

储存、使川方便。

选择性著，但可以通过改造，获得选

择性。

高，一些生物材料吸附的有毒物质接

近其1二巫。

通常很快。

影响吸附率，活细胞在极端pH卜很

难存活。

温度严重影响这一过程。

需要培养墓维持细胞的新陈代谢。

比生物吸附要好。

活细胞对毒性物质比较敏感，吸附

率通常不高。

较生物吸附慢。
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耐受性 在合适的条件下很高。

循环利川 人多可以循环利刚。

金属获得 可望委新利用。

取决丁污染物的毒性。

毒物一般积累在细胞内，蒋利川较

凼难。

很难重新获得。

2．生物吸附剂的定义及分类

用于环境污染物处理的生物吸附剂是指某些具有吸附包含重金属污染在内的无

机、有机等各种污染物的生物体及其人工制备的衍生物。其材料主要来源于细菌、真

菌、藻类、工农业废料等物质。总的来说，各种生物材料对重金属离子均具有一定的

吸附作用，其中表现出极强的金属吸附能力的细菌有芽孢杆菌、假单胞菌和链霉菌，

主要的真菌类吸附剂有曲霉、根霉和青霉I等。这些微生物原料广泛应用在食品和药品

生产过程中，可在工业废料中较低的价格获得。海藻在生物修复方面的应用也越来越

受到大家的关注，其中褐色海藻是极好的生物吸附剂。海藻对重金属的高吸附能力是

由于其细胞壁上有以胶态形式存在的海藻酸盐，海藻酸豁对重金属有很强的吸附能力，

并且，其宏观的结构也为吸附剂颗粒的制备提供了便利基础I引。对海藻的研究很多，其

中有代表性的是Davish和Volesky的工作，其研究发现马尾海藻是极好的吸附剂材料，

并对吸附机制进行了研究。

近年来，随着研究和应用的不断深入，人们在工农业废弃物中寻求到了更多低廉

的新型吸附剂。如蟹壳、活性淤泥、稻壳、鸡蛋壳、泥炭苔、咖啡壳、橘子皮、豆渣

(详见表2)等对重金属都有一定的吸附能力。最新研究表明蟹壳具有很强的As、Cr、

Cu、Co、Ni、Zn的吸附能力I引。目前已经发现的生物吸附剂有数百种之多。但目6仃国

内外的研究重点依IFt集中在微生物和藻类上。

表2：表文献中报道的吸附刺的吸附能力

!垒垒三：垒垡塑虫!i旦旦塑巳垄i!Y(婴型勘旦!!Q婴皇垒生!旦!堕坠堡堡2Q!堕鱼i璺!!!呈!璺!坚丝

生物吸附剂 重金属离子 吸附率(％)吸附能力(m魄)参考文献

螃蟹壳 Zn“ 141．3 Shuguang and Stuart(2007)

小麦秸轩 Cr2+ 21．0 Chojnacka(2006)

小麦麸皮 Cd2+ 54．58 Nouri and Hamdaoui(2007)

术瓜术纤维Cd“ 94．6 Asma Saeed(2005)

柑橘果皮Pb“ 112．1 Flavio A．Pavan(2008)

山核桃粜壳Mn2+ 1．78 fmmol／g) Julio C．P．et a1．(2009)t5I

豆渣 Cd’+ 96．0 19．61 李莲，等(2008)

3．生物吸附剂的吸附机理
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3．1生物吸附剂发展

早在1980年人们就发现有一些微生物可以积累金属离子。最初人们都认为金属的

累积与微生物细胞代谢活动以及食物链积累的结果相关。但是，随着进一步的研究表

明，非活性物质或死细胞也可以通过各种理化机制被动的结合会属离子。根据这项新

的发现，对生物吸收的研究越来越活跃，有更多的生物材料被用于去除重金属。研究

表明生物吸附不但取决于生物类型及化学成分，也与外部的物化因素和溶液的化学性

质相关。不少学者对生物积累金属的机理行了研究，如离子交换，表面络合，吸附，

静电吸附，螯合作用，微量沉淀等。

表3总结了一些利用微生物作为生物材料进行金属吸附的研究成果【刚。由于不同系

统采用的实验条件不同(pH值，温度，平衡时I’BJ和生物量)，因此实验数据不可以做

直接比较。但是，从表4提供的基本资料可以看出，使用细菌生物量来吸收金属离子是

可行的。此外，应该指出，表3中生物吸附研究是针对非活性或死细菌生物量的生物吸

附来进行的。

表3：表不同细菌对金属的吸附情况

!璺鱼三：!旦!巳Q壁垒望!!曼墨竺!!!!!!里!垒呈!!!!!垒!竺堡旦璺婴曼!垒!垒!竺!Q!巳!尘翌垒Y!垒旦Q坚兰鱼垒兰!璺塑璺!墨P竺!!竺!

重金属离生物类型 操作环境 吸收(mg／g)参考文献

子

pH温 度生物量

(℃) (酣)

Cr“ Aeromonas caviae 2．5 20 0．5 284．4(L)

Cu2+

Cd2+

Pb2+

H92+

Ni2+

Bacillus licheniformis 2．5 50

Enterobacter sp．J 1 5．0 25

Pseudomonas putida 5．5 30

l

NA

1

Pseudomonas sp． 7．0 NA 1

Enterobacter sp．J 1 6．0 25 NA

Pseudomonas putida 5．5 25 1

69．4(L)

32．5(L)

96．9(L)

278．0(L)

46．2(L)

270．4(L)

Enterobacter sp．J1 5．0 25 NA 50．9(L)

Bacillus sp． 6 25 2 7．9(L)

Bacillus thuringiensis 6 35 1 45．9(L)

Streptomyces rimosus 6．5 NA 3 32．6(L)

Loukidou et a1．，

2004

Zhou et a1．，2007

Lu et ai．．2006

Uslu and Tanyol，

2006

Ziagova et a1．，2007

IJJ et al。2006

Uslu and Tanyol，

2006

Lu et al。2006

Green—Ruiz，2006

Ozt／irk，2007

Selatnia et a1．，2004

圣望：： ￡塑望垡旦婴旦璺璺!巳坚!i堡垒三：Q三Q ! !Z：Z!垦! 堡垒!里曼!垒!：!型型
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NA=不详

3．2生物吸附剂的修复机理

生物吸附是指固定相(生物吸附剂)与液相(溶剂，水)之间发生的传质过程。

对于吸附过程不需要消耗能量的被动吸附模式，主要是通过官能团和重金属离子之间

的范德华力、静电作用、毛细力等进行吸附。而主动的吸附过程则需要消耗能量，往

往伴随着活细胞的新陈代谢过程。不同生物吸附材料，吸附的机理不同。

对于微生物类的生物吸附剂，重金属离子结合到细胞表面足快速的不可逆过程。

由于重金属离子的种类不同及环境差异，与细胞表面结合的物理化学机制也有不同。

但总的来说是通过静电作用、范德华力、共价键、氧化还原反应、无机微沉淀等方式

与细胞表面结合。有研究表明，海洋细菌SG．1从含有混合重会属离子的废水中吸附

Cu7+，就是通过被动吸附的方式实现17J。除不可逆的重金属表面吸附外'一些细菌细胞

可以将重金属积累到细胞内。这一过程是通过特殊的转运系统，伴随细胞代谢过程进

行。重金属的细胞内积累过程相对于吸附过程要缓慢。在一些种类的微生物中，表面

吸附和胞内积累会同时发生。例如在对假单胞菌的研究当中发现，Cu2+最初与细菌发

生细胞外吸附反应，然后通过细胞壁与Ca7+，M97+进行离子交换，最后在细胞内积累。

3．3影响因素

生物吸附重金属受到许多因素的影响， 包括生物材料的种类、物理化学和一些环

境因素等。如PH、Na7+，Ca2+，Mgn浓度、温度、溶解氧、表面活性剂、共存离子等

18J。作为螯合剂的有机和无机配位体对吸附过程也会造成影响，后者可与生物竞争与重

金属结合，一旦重金属与螫合剂结合，将难以被生物吸附剂有效1吸I；付。

在多离子吸附过程中除了以上影响因素外， 多组分金属的组成， 离子浓度也影

响重金属的生物吸附，特别是多组分金属的组成在很大程度上决定了多组分金属离子

共存对吸附的影响。由于各组分金属离子半径不同，导致电负性存在着差异，从而使

得不同组合的重金属有着不同的吸附结果。用酵母菌吸附重金属离子时，Zn2+对于Cd2+

吸附无影响， 而用真菌吸附重金属离子时，Co“、H92+、Ca“、Cu2+对Cd2+吸附则起

遏制作用。Liu等实验表明，当Am与Au3+、Ag+其存时，啤洒酵母S．cerevisiae对Am吸附

能力并不受Aun、Ag+的干扰。

4生物吸附剂的制备

近年来，大家把研究的目光都集中在提高生物材料的吸附能力上。一些!}i物材料，

来源于某些环节的工业废物，生物吸附能力并不足很高。由于吸附作用多是发生在生



西南交通大学硕士研究生学位论文 第39页

物质的细胞表面，因此增加或活化细胞表面的结合位点将是提高吸附能力的有效途径。

4．1化学改性的生物吸附剂

化学修饰一般有预处理、结合位点的增强、修饰和聚合。常用的化学预处理方法

包括酸、碱、乙醇、丙酮处理等。化学预处理的成功很大程度上取决于生物细胞表面

的组成成分。研究表明，酸处理已在某些生物吸附剂上取得成功。Sar等用NaOH、

NH40H或甲苯对冻干的假单胞菌细胞进行预处理，可提高其对Cu’+、Nj2+的吸附能力，

但高温、高压、酸、丙酮及去污剂却会抑制该菌的吸附作用。尽管这些化学预处理对

生物吸附剂，尤其是工业废料是必不可少的，但对吸附剂的吸附能力的改进方面还是

有局限性的。

对生物材料中的结合位点进行扩增和修饰能通过结构上的多倍折叠来提高吸附能

力。．COOH、NH2一、P04》、S03厶、．OH等是金属离子的重要结合位点，但由于细胞表

面上这些基团密度低，使得大多数的尘物吸附剂吸附效率不高。有很多方法可以增加

细胞表面的功能团。可以通过化学处理方法使非功能基团或低活性基叫转化为活性结

合基团。Jeon和IHoll用氯乙酸在羟基的位点引入羧基代替，然后羧基化的牛物材料用乙

二胺和碳二亚胺处理后形成胺基生物，胺基团的增加使该生物材料对H酽+的吸收增加·

了47％。Li等利用柠檬酸去修饰碱性皂化的生物材料，在用0．6mol／L的柠檬酸，80。C

条件下处理生物材料2h后，其对Cd的吸收率提高两倍|9J。 但是许多研究都集中于提高

活性结合位点方而，较少注意如何抑制某些抑制位点。

另一个把官能团引入到细胞表面的有效方法足直接在细胞表面通过接枝或聚合单

体成长链聚合物。这方面的研究相对较少。Deng矛1]Ting将聚乙烯弧胺交联到!卜物材料

表面时，提高了对Cr6+、Cun、、Nin和As3+的I吸附能力；而通过共聚丙烯酸到生物表

面来增加羧基，可使生物材料吸附对Cun和Cd2+的吸附能力提高5．7倍；由均苯四甲酸

二酐和硫脲反应得到的聚酰胺酸，包括大量的羧基和亚氨基，当接枝到生物材料表面

后使其对Cd2+和Pb7+吸附分别提高15．11倍。

4．2基因工程改造生物吸附剂

通过基因工程技术的生物改造，可增强生物体的重金属螫合能力，金属特异性

和环境适应性更好。遗传修饰可以提高金属的特异选择性和生物细胞表面的积累作用。

高等尘物体内存在多种重金属离子高亲和力的多肽或蛋白质，如谷胱甘肽

(GSH)、植物螫合素(PCs)、会属硫蛋白(MTs)等，其可以非生物活性形式来结

合或隔离蕈金属离子。MTs的超表达可提高细菌对重金属离子的积累能力。Sousa等将

MTS插入至lJLamB序列的153位点而在细菌表面展示表达。杂交蛋白在细胞表面的表达，

大大增加了整个细胞对Cd的积累能力。细胞表面蛋白的表达可以取代亲和性吸附剂，

而且价格更便：直。

在Bae的研究中也提出j{J与MTs同样的方式米利j}JPCs。PCs较短，富含半胱氨酸的
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多肽，一般结构为“Glu-Cys)nGly(n=2_11)。PCs由于其具有重复I拘yGlu-Cys的特殊结

构，因此相对与MTs具有很多优势。一个典型的例子是一段具有重复(Glu．Cys)。Gly的金

属结合基序。这些多肽会表达PCs类似结构，不同的是谷氨酸和半胱氨酸肽之间是～个

标准的a肽键。细菌通过表面展示PCs类似物，使其对Cd和Hg的积累能力分别提高了12

和20倍。尽管如此，Pcs在生物体上的高表达还需要对生物体中的合成和肽链的延伸所

涉及的机制深入的研究。

除了以上利于生物体已有的金属亲和多肽及类似物以外，通过高通量的生物文库

的构建和筛选获得高亲和力的重金属结合肽是目前国际该领域的前沿和热点【10J。我们

实验室在国家自然科学基金和国家863等研究项目的支持下，已构建和筛选了多个文

库，并获得了数十条高亲和力或专一性的Cd等重金属的结合肽，相关工程菌的构建和

微生物展示吸附剂的研究仍在进行中IllJ。作为生物吸附剂的重要载体，微生物尤其是

单细胞吸附剂更为人们青睐：这不仅因为单细胞微生物如大肠杆菌、酵母等大大方便

基因工程实验，而且每单位生物量可提供更多的细胞表面积，可以较大地提高环境重

金属的去除率。

4．3复合型生物吸附剂

由于单种生物吸附剂在吸附过程中常常存在一些不足，因此将其与另外的生物吸

附剂或有吸附性的无机材料通过物理化学方式结合起来。可使得在实际应用中更加便

利，价格也更低廉。

甲壳质自然界来源广泛，壳聚糖是甲壳质乙酰化的产物，由氨基一D一葡萄糖和N一

乙酰基．D．葡萄糖胺单体通过B一1，4一糖苷键连接形成。由于分子中游离的氨基和羟基，

可以和许多种金属生成稳定的螫合物，因此被广泛应用在金属离子的去除中，并且具

有无毒可降解等优点。但由于壳聚糖机械强度不高，易酸性水解等限制，常将其与一

些本身具有较好吸附性能的无极物质如粘土、硅酸舷等经过物理或化学作用结合形成

壳聚糖包被(chitosan．coated)的复合型材料，有效解决了上述问题。

Veera M(2007)将壳聚糖用浸涂法包被在陶瓷氧化铝的表面，形成一种新型的生物

吸附齐IJCCB，对As3+和As5+的吸附量分别达到56．50和96．46 mg／gil2J。任月明用交联剂

将壳聚糖和磁粉(Fe304)交联在废丝体的表面，合成了具有磁性的生物吸附剂，对Cu2+

的吸附容量提高2．26倍，去除率提高3．66倍，同时提高了机械强度。由于纳米磁粉

(Fe304)的交联，也可以用磁离法更加方便快速的回收113】。Copello et a1(2008)以硅酸

盐和壳聚糖制成层层自组装的复合物吸附剂，用于Cd、Cr的吸附，研究结果显示：壳

聚糖在硅酸舱层问的固定并不会使壳聚糖吸附能力下降；由于有硅酸盐层作为载体，

壳聚糖I吸附荆在吸附重金属之后可以轻易地取出，回收方法极为方便Il训。

4．4混合型生物吸附剂(Hybrid biosorbent)

微乍物类的牛物吸附剂在实验研究中表现出了很女f的吸附重金属的能力，但是
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在商业应用上却具有一定的局限性。这是由于微生物类的生物材料在物理结构上存在

颗粒小、浓度低、机械力差、刚直性低、固液分离难等问题。相反，一些农业植物废

弃材料，如椰子纤维、黑鹰嘴豆壳、木瓜木的纤维结构、稻壳等虽不存在以上的问题，

但普遍重金属吸附能力较低。为了解决两种吸附剂各自存在的问题，设计出一种新的

方法，即将上述两种吸附剂用一种简单的技术固定起来，取长补短，成为一种混合型

吸附剂。目lj仃对混合型吸附剂的研究有许多报道，Muhammad将黄孢亮毛伏革菌和从

木瓜木上提取的纤维状网络结构结合起来，使得对Cd2+的吸附能力分别是提高了1和7

倍。平衡时间也有所提高，88％的Cd2+吸附在30minl内完成，而且在对Cd2+的回收提供

了更大的便利【15l。

5．0结论

生物修复技术在处理重余属污染方而的优势已经受到广泛的关注，目前发现的可用

于吸附有毒性重金属的生物吸附剂也有几百种，但总体而言仍处于实验室的研究阶段。

要想尽快推动工业化进程的发展，有待于技术的进一步成熟和创新。

在微生物吸附剂方面，微生物的回收和吸附选择性差的问题会阻碍其在环境中的应

用。不仅需要筛选和获得高吸附能力，并且兼具吸附选择性的菌株。通过化学和遗传

学方法提高微生物的吸附选择性、吸附率以及最大吸附条件(PH，温度，离子强度等)

的优化。此外，生物修复与化学修复的联合应用、新的生物吸附材料丌发等方面也有

很大的发展空间。

虽然目前并没有有效的生物吸附方法可以取代常规治理方法，但是除去价格低廉的

优点外，许多生物吸附剂的使用效果远远好于常规处理方法，相信，随着生命科学的

飞速发展和在生物材料、生物化工等领域的研究深入以及生物吸附全过程及控制器的

系统研究，基于生物吸附剂的环境重金属污染生物修复技术最终将取得重大的进展和

有效利用。
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附录

附录1含不同量琼脂糖的凝胶的分离范围

丝堕生堕!重鳖鱼重【墅(型盟】 垡丛里堕垒坌至丝查塾坌塞整圈(垦堕
O．3 5．60

0．6 1．20

0．7 0．8．10

0．9 0．5．7

1．2 0．4—6

1．5 0．2．3

2．0 ． 0．1．2

附录2耐Cd菌株16S rDNA的克隆序列

菌株CDl 16S rDNA的克隆序列：

CACCTTGGCGGCAGGCTACACArGCAAGTCGAGCGGATGAGAAGAGCTTGC

TCTl’CGA丌CAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGG

GGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCl’A芦d．ACCGC芦d’ACGTCCTACGGGAGAAAGC

AGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCl：ATCAGATGAGCCTAGGTCGGA兀AGCTAGTTG

GTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGt钆气CTGGTCTGAGAGGATGATCA

GTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG

AAL椰GGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAG
GTCTTCGGAllGTAAAGCACTll'AAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTApd．ACCT

TGCTGT下丌GACGTTACCAACAGA觚AAGCACCGG(]巳气ACTCTGTGCCAGCAGCC

GCGGTA芦d’ACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAAll’ACTGGGCGTAAAGCGCGCG

TAGGTGGTTCGTl’AAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGC—AT

CCAAAACTGGCGAGCTAGAGTAGGGCAGAGGGTGGTGGAAllTCCTGTGTAGCG

GTGAAATGCGTAGAL批GGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGGC
TC觚ACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAll’AGATACCCT

GGlAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGArr丌AG

TGGCGCAGCTAACGCAll’AAGTTGACCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTA

AAACTCAA芦汀G AATTGAC

菌株CD2 16S rDNA的克隆序列：
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CCCTGGCGGCTGCTACACATGCAAGTCGAGCGGATGAGAAGAGCTTGCTCTT

CGA丌CAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGG

ACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAAI’ACCGCAllACGTCCTACGGGAGAAAGCAGG

GGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGArGAGCCTAGGTCGGAll'AGCTAGTTGGTG

AGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGA：rGATCAGTC

ACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAp汀'A

TTGGACAA：rGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCArGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCT

TCGGA丌GTAAAGCACTrI’AAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTl’AAI’ACCTrGCT

GT邢GACGT队CCAACAGApI=I’AAGCACCGG(XAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGG
TAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAArCGGAA兀ACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGG

TGGTTCGTlAAGTTGGATGTGAAp汀CCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAA

AACTGGCGAGCTAGAGTAGGGCAGAGGGTGGTGGAAmCCTGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGAL缸AGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGGCTCAT

ACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA兀AGATACCCTGGTA

GTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGArrllAGTGGC

GCAG(]rAACGCAll'AAGTTGACCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGTl’AAAAC

TCAAArGA册GACAGC
菌株CD316S rDNA的克隆序列：

GGCCGCCCAGGGCGGCAGGCl陡ACACA=rGCAAGTCGAGCGGATGAGAAGAG

CTTGCTCTTCGATrrCAGCGGCGGACGGGTGAGTAA丁GCCTAGGAJ盯CTGCCTGGT

AGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAG

AAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCT：ATCAGATGAGCCTAGGTCGGA兀AGCT

AGTTGGTGAGGT．AATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGA

TGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG

TGGGGA AL岍GGACA√凸ITGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAA
GAAGGTC订CGGA耵GTAAAGCACl'TrI'AAGTTGGGAGGAAGGGCAGT久AGTTAAr

ACClTrGCTGTmGACGTrACCAACAGAAT'AAGCACCGGCl’AACTCTGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTA芦汀CGGAAll’ACTGGGCGTAAAGCG

CGCGTAGGTGGTTCGll’A AGTTGGArGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACT

GCATCCAAAACTGGCGAGCTAGAGTAGGGCAGAGGGTGGTGGAArrTCCTGTGT

AGCGGTGAAATGCGTAGAEATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCT

GGGCTCArACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA丌AGAl’A

CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGATT

TTAGTGGCGCAGCTAACGCAll'AAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
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TTAAAAACTCAAAllGAA丌GAC

菌株CD4 16S rDNA的克隆序列：

TTGGGGCAGT(XAACACArGCAAGTCGAGCGGATGAGAAGAGCTTGCTC丌CG

AITCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGAC

AACGTTTCGAAAGGAACGCTA芦Ⅱ’ACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGG

ACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGA兀AGCTAGTTGGTGAG

GTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGArGArCAGTCAC

ACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCl=ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAArf气TT

GGACAArGGGCGAAAGCCTGA：rCCAGCCArGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTC丌C

GGA丌GTAAAGCACrrI’AAGTTGGGAGGAAGGGCAGT久AGTIAATACC丌GCTGT

TTTGACGTTACCAACAGA觚AAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTA

ATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAAl’IACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTG

GTTCG]n’AAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAA

CTGGCGAGCTAGAGTAGGGCAGAGGGTGGTGGAArrTCCTGTGTAGCGGTGAAA

TGCGTAGAL批GGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGGCTCATAC
TGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA兀AGA队CCCTGGTAGT

CCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGArr几’AGTGGCGC

AGCTAACGCA兀AAGTTGACCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTC

AAATGAA丌GAC

菌株CD516S rDNA的克隆序列：

GGAAATGGGCGGCAGGCTAACACATGCAAGTCGAGCGGATGAGAAGAGCTT

GCTCTTCGA丁TCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATCGCCTAGGAATCTGCCTGGTAG

TGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTA觚ACCGCA队CGTCCTACGGGAGAA

AGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGA。几’AGCTAG

TTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGT久ACTGGTCTGAGAGGATGA

TCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGG

GGAAE锕GGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGA
AGGTCTTCGGA丌GTAAAGCACTl’I’AAGTTGGGAGGAAGGGCAGT八AGTl’A觚AC

CTTGCTGTT丌GACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAG

CCGCGGTA觚气CAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA A：兀ACTGGGCGTAAAGCGCG

CGTAGGTGGTTCGTI’AAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGC

ATCCAAAACTGGCGAGCTAGAGTAGGGCAGAGGGTGGTGGAAmCCTGTGTAG
CGGTGAAATGCGTAGAEmGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGG
GCTCATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAll'AGArACC
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CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGArr]门A

GTGGCGCAG(]rAACGCAllAAGTTGACCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT

AAAACTCAAA_rGA肿GACGGGGGCCCGCA
菌株CD6 16S rDNA的克隆序列：

GGAAAAATGGGGGGGCCGGC(XAACACA=rGCAAGTCGAGCGGA：rGAGAAGA

GCTTGCTCTTCGArrCAGCGGCGGACGGGTGAGTAArGCCTAGGAATCTGCCTGG

TAGTGGGGGACAACGTrrCGAAAGGAACG(]rAArACCGCAL～CGTCCTACGGGAG

AAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGAll'AGCT

AGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGT八ACTGGTCTGAGAGGA

TGA=rCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG

TGGGGAALATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAA

GAAGGTCTTCGGA丌GTAAAGCACTll'AAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTA芦汀

ACCTTGCTGTT丌GACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGC

AGCCGCGGTA觚ACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAAll'ACTGGGCGTAAAGCG

CGCGTAGGTGGTTCGll'AAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACT

GCATCCAAAACTGGCGAGCTAGAGTAGGGCAGAGGGTGGTGGAAmCCTGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAL锨GGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCT
GGGCTCATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAll．AGAI’A

CCCTGGlAGTCCACGCCGl=AAACGA=rGTCAACTAGCCGTTGGAA=rCCTTGAGA：IT

TTAGTGGCGCAGC]巳气ACGCAll．AAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG

TTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCG

菌株CD7 16S rDNA的克隆序列：

CACCTTGGCGGCAGGCTACACATGCAAGTCGAGCGGATGAGAAGAGCTTGCT

CTTCGArrCAGCGGCGGACGGGTGAGT．AATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGG

GGACAACGTTTCGAAAGGALACGCTAA队CCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCA

GGGGACC丌CGGGCCrrGCGCl’ATCAGA：rGAGCCTAGGTCGGA丌AGCTAGTTGG

TGAGGT．AArGGCTCACCAAGGCGACGATCCGt气ACGTf～ACTGGTCTGAGAGGATG

ATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCClACGGGAGGCAGCAGTG

GGGAAL岍GGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAG
AAGGTCl'TCGGA盯GTAAAGCACl’rr．AAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTl’A芦J．A
CCTTGCTGTTrrGACGTTACCAACAGAAI’AAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCA

GCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAA．rCGGAAll'ACTGGGCGTAAAGCGC

GCGTAGGTTTCGTl’AAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCA

TCCAAAACTGGCGAGCTAGAGTAGGGCAGAGGGTGGTGGAAr丌CCTGTGTAGC
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GGTGAAATGCGTAGAL锨GGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGG
CTCArACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA兀AGATACCC

TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAArCC丌GAGArrnrA

GTGGCGCAGCTAACGCAI’I’AAGTTGACCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT

AAAACTCAAATGA御GACGGGGGCCCGCA
菌株CD8 16S rDNA的克隆序列：

GGCCGCCCAGGGCGGCAGGClAACACA：rGCAAGTCGAGCGGATGAGAAGAG

CTTGCTCTTCGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAArCTGCCTGGT

AGTGGGGGACAACGT丌CGAAAGGAACG(XApI=rACCGCAI’ACGTCCTACGGGAG

AAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGArGAGCCTAGGTCGGAll'AGCT

AGTTGGTGAGGTAA丁GGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGA

TGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG

TGGGGAALA：兀GGACAATGGGCGAAAGTCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAG

GTCTrCGGATTGTAAAGCACr丌AAGTTGGGAGGAAGGGCAGTl久AGTl’A芦汀．ACCT

TGCTGTTrrGACGTTACCAACAGAAI’AAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCC

GCGGTA芦l”LCAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAAlTT’ACTGGGCGTAAAGCGCGCG

TAGGTGGTTCGl门-气AGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCAT

CC A A AACTGGCGAGCTAGAGTAGGGCAGAGGGTGGTGGAA兀TCCTGTGlAGCG

GTGAAATGCGTAGAL气：rAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGG

ACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAll'AGA丁ACCCTGGTA

GTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAGArr兀AGTGGC

GCAGCTAACGCAll’AAGTTGACCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAAC

TCAAATGAA丌GAC
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攻读硕士学位期间发表的学术论文

【1】黄晓蕊，茆灿泉．生物吸附剂在环境重会属生物修复中的研究进展．西南交通大学

学报(增刊)，已接受。
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