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厌氧环境下Cr (Î ) 的微生物还原能力
Ξ

李　松, 曲　东
(西北农林科技大学 资源环境学院, 陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　通过接种土壤微生物的混合培养及土壤泥浆培养试验, 测定了厌氧培养过程中C r (Î )和Fe (Ê )浓

度的变化, 研究了不同浓度铬酸盐的微生物还原能力及不同浓度铬酸盐对水稻土中氧化铁还原的影响。结果表明,

由水稻土中提取的微生物虽然能够直接还原C r (Î ) , 但其还原速率和还原程度有限, 且C r (Î )浓度越高, 微生物的

还原能力越差; 不同来源的土壤微生物对C r (Î ) 的还原能力有所差异, 其中四川水稻土中微生物对C r (Î ) 的还原

能力均大于江西水稻土; 在厌氧培养的水稻土中, 添加的C r (Î )可以较迅速地还原, 其中土壤氧化铁的微生物还原

过程对C r (Î )还原具有明显的促进作用; C r (Î )的存在导致Fe (Ê ) 生成的时间出现滞后, 且C r (Î ) 浓度越大生成

Fe (Ê )的滞后时间越长; Fe (Ê )产生滞后的时间与C r (Î )还原结束的时间具有一致性。
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　　将C r (Î )还原为低毒、微溶的C r (Ë ) 是对铬污

染环境修复的一个有效过程[122 ]。土壤中存在某些兼

性和严格厌氧的细菌可以将C r (Î ) 作为直接电子

受 体[3 ] , 或 通 过 特 定 的 细 胞 色 素 或 酶 还 原

C r (Î ) [425 ]。从重铬酸盐污染土壤中分离出的耐铬微

生物对C r (Î ) 有较高的抗性, 其中一些菌株可以高

效还原C r (Î ) , 其微生物生长和还原C r (Î ) 的最适

温度为30 ℃, 最佳pH 值为7. 0, 且土壤中的有机质

含量越高, C r (Î ) 还原速率越快, 对铬的还原强度

也越大[629 ]。目前, 对铬微生物还原的研究大多是通

过纯培养试验进行, 一般并未考虑土壤中其他共存

组分的影响。然而, 在厌氧水稻土体系中同时存在着

诸如硝酸盐还原、硫酸盐还原及Fe (Ë ) 还原等氧化

还原过程, 其与铬还原过程是否存在电子受体之间

的竞争或产物之间的相互反应, 已成为土壤污染修

复中的热点问题[10 ]。已有研究[11212 ]表明, C r (Î ) 可

被异化铁还原中产生的Fe (Ê ) 还原为C r (Ë ) , 同时

Fe (Ê )被重新氧化成Fe (Ë ) , 从而使系统中存在C r

(Ë ) 2Fe (Ë ) 混合物, 铁还原菌能循环利用Fe (Ë ) ,

通过连续的生物2非生物还原反应, 加速对C r (Î )

的还原, 铁在C r (Î ) 微生物的还原中起到“催化”作

用。由此可知, 在厌氧土壤中, 异化铁还原可以作为

铬污染的一种重要的解毒方式[13214 ]。因此, 深入探讨

Fe (Ë ) 2C r (Î ) 体系的竞争还原机理无疑具有重要

的理论和实际意义。本研究拟通过Fe (Ë ) 2C r (Î )体

系的混合培养试验, 探讨不同来源的微生物和 Fe

(Ë ) 对C r (Î ) 还原的影响, 以期为进一步明确 Fe

(Ë ) 2C r (Î )体系的竞争还原机理提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　供试土壤

　　供试水稻土分别采自四川省邛崃市迥龙镇 (用

“SC”表示) 和江西省安福县竹江乡店上村 (用“JX”

表示)。土壤样品自然风干, 磨细。四川和江西水稻

土的基本理化性状如下: 有机质含量分别为48. 9 和

23. 9 gökg, 全铁含量分别为34. 2 和19. 5 gökg, 无定

型铁含量分别为 3. 08 和 1. 94 gökg, 游离铁含量分

别为11. 7 和6. 48 gökg, pH 分别为7. 34 和4. 84。

1. 2　土壤接种液

分别将风干后过 1 mm 土壤筛的 2 种土样按m

(土)∶V (去离子水) = 1∶9 的比例于30 ℃下淹水7

d 后, 700 röm in 离心 10 m in, 取上清液用作微生物

接种液。

1. 3　试验设计与测定方法

1. 3. 1　液体混合培养试验中C r (Î ) 的微生物还原

能力　分别在10 mL 血清瓶加入除菌后的5 göL 氯
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化铵溶液、25 mmo löL 磷酸缓冲液、5 göL 葡萄糖溶

液、铬酸钾溶液和接种液各 1 mL , 使混合液中

C r (Î )的终浓度分别为 0 (对照) , 0. 05, 0. 10, 0. 20

和0. 40 mmo löL。每处理平行11 份。盖紧橡胶塞, 充

氮气5 m in 除氧后密封, 置30 ℃恒温培养箱中厌氧

培养, 分别于培养的 0, 1, 3, 5, 9, 13, 17, 22, 29, 36 和

46 d 采样。每次采样取出各处理1 瓶, 充分摇匀后吸

取1. 0 mL 培养液, 加到盛有 4. 0 mL 蒸馏水的具塞

离心管中, 30 ℃下静置浸提1 h [14 ] , 重复3 份。提取液

用 0. 45 Λm 滤膜过滤, 采用二苯碳酰二肼分光光度

法[15 ] (D PC 比色法)测定滤液中的C r (Î )浓度。

1. 3. 2　水稻土泥浆培养试验中C r (Î ) 的微生物还

原能力　分别称取水稻土样品 3. 000 g 置于 10 mL

的血清瓶中, 各添加铬酸钾溶液 1 mL 及蒸馏水 2

mL 制得m (土)∶V (液) = 1∶1 的土壤泥浆。使土壤

泥浆中添加的C r (Î ) 终浓度分别为 0 (对照) , 100,

150, 200 和250 m gökg。每处理平行9 份。盖紧橡胶

塞, 充氮气5 m in 除氧后密封, 置于30 ℃恒温培养箱

中厌氧培养30～ 33 d, 定期采样。每次采样取出各处

理1 瓶, 摇匀, 用加样器吸取泥浆0. 4 mL 于4. 6 mL

蒸馏水中, 30 ℃下静置浸提1 h, 重复3 份。提取液用

0. 45 Λm 滤膜过滤, 用D PC 比色法测定C r (Î ) 浓

度。

1. 3. 3　添加不同浓度C r (Î ) 对水稻土泥浆培养试

验中 Fe (Ë ) 还原的影响　试验设计和培养方法同

1. 3. 2, 厌氧培养时间为48～ 58 d。试验目的在于比

较不同浓度 C r (Î ) 对水稻土泥浆培养试验中

Fe (Ë )还原的影响, 并探讨 Fe (Ë ) 2C r (Î ) 体系间

的竞争还原关系。每次采样取出各处理 1 瓶, 摇匀,

用加样器吸取泥浆 0. 4 mL 置于 4. 6 mL 浓度为0. 5

mo löL 的盐酸溶液中, 重复3 次, 在30 ℃下静置浸提

24 h [16 ]。提取液过0. 22 Λm 滤膜, 滤液中的Fe (Ê )浓

度采用邻菲口　罗啉分光光度法测定[17 ]。

2　结果与分析

2. 1　液体混合培养试验中C r (Î )的微生物还原

能力

　　在以C r (Î ) 为唯一电子受体的混合培养试验

中, 2 种来源的土壤微生物对不同浓度铬酸盐的还

原能力见图1。由图1 可知, 在相同的培养时间, 接种

四川水稻土微生物对0. 10, 0. 20 和0. 40 mmo löL C r

(Î )的还原速率较接种江西水稻土微生物的高。在

接种四川水稻土微生物的处理中, 0. 05, 0. 10 和

0. 20 mmo löL 的C r (Î )分别在9, 22 和46 d 全部被

还原, 0. 40 mmo löL C r (Î ) 处理的还原效果也很明

显, 还原率为36. 54 % ; 在接种江西水稻土微生物的

处理中, 0. 05 和0. 10 mmo löL C r (Î )还原结束的时

间分别为9 和36 d, 0. 20 和0. 40 mmo löL C r (Î )处

理至培养的 46 d 均未被全部还原, 且0. 40 mmo löL
C r (Î ) 处理的还原量明显较低, 还原率仅为 14. 44

%。由此可知, 在相同培养时间、温度和体系养分组

成的条件下, 添加相同浓度的C r (Î ) , 四川水稻土

中的微生物对C r (Î ) 的还原能力较江西水稻土强,

表明不同来源水稻土中的微生物对C r (Î ) 的还原

有不同的影响。

图 1　不同来源水稻土中的微生物对C r (Î )的还原能力

A. 四川水稻土; B. 江西水稻土

- □- . CK; - ●- . 0. 05 mmo löL ; - ▲- . 0. 10 mmo löL ; - ∀ - . 0. 20 mmo löL ; - ◇- . 0. 40 mmo löL

F ig. 1　Effect of differen t m icrobes on C r (Î ) reduction

A. Sichuan paddy so il; B. J iangx i paddy so il

- □- . CK; - ●- . 0. 05 mmo löL ; - ▲- . 0. 10 mmo löL ; - ∀ - . 0. 20 mmo löL ; - ◇- . 0. 40 mmo löL
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　　由表1 可知, 当C r (Î )浓度为0. 05 mmo löL 时,

两种土壤微生物对C r (Î ) 的还原速率差异较小, 但

均高于0. 10, 0. 20 和0. 40 mmo löL 的C r (Î ) 处理。

当C r (Î ) 浓度分别为 0. 10, 0. 20 和 0. 40 mmo löL
时, 四川水稻土的微生物还原速率分别较江西水稻

土高0. 105, 0. 104 和0. 155 m gö(L ·d)。在试验设置

的C r (Î )浓度范围内, 四川水稻土微生物的C r (Î )

还原速率变幅较小, 而江西水稻土微生物的C r (Î )

还原速率在0. 40 mmo löL C r (Î )处理中显著减小。

表 1　不同浓度C r (Î )对微生物还原能力的影响

T able 1　Effects of C r (Î )of differen t concen tra t ions on the reduction of m icroo rgan ism s

C r (Î ) ö(mmo l·L - 1)

C r (Î )还原反应结束时间öd
T erm inating tim e of C r (Î ) reduction

平均还原速率ö(m g·L - 1·d- 1)
A verage reduction rate

SC JX SC JX

0. 05 9 9 0. 285 0. 314

0. 10 22 36 0. 231 0. 126

0. 20 46 — 0. 247 0. 143

0. 40 — — 0. 224 0. 069

　　注:“—”表示C r (Î )还原反应没有结束。

N o te:“- ”deno ting the C r (Î ) reduction has no t fin ished.

2. 2　水稻土泥浆培养试验中C r (Î ) 的微生物还原

能力

　　不同浓度C r (Î ) 在四川水稻土中的还原效果

见图 2。从图 2 可以看出, 在四川水稻土中添加的

100, 150, 200 和250 m gökg 的C r (Î )均可被完全还

原, 且完全还原所需时间也相对较短。说明水稻土中

C r(Î ) 的生物还原过程较混合培养试验有明显增

强。

图3 为不同浓度C r (Î )在江西水稻土中的还原

效果。由图3 可知, 不同浓度的C r (Î )在江西水稻土

中也可以被完全还原, 并且还原效果较混合培养更

加显著, 其结果与四川水稻土相似。

水稻土中的微生物种类及数量繁多, 同时还含

有丰富的有机质作为电子供体, 必然会导致C r (Î )

还原能力的增加, 并且土壤自身还含有一定量的易

还原氧化铁, 而氧化铁作为厌氧体系中的优势电子

受体易发生微生物还原反应, 产生的Fe (Ê ) 作为还

原剂, 其对C r (Î )的还原有一定促进作用。

　　对比图2 和图3 可以看出, 在四川和江西水稻土

中分别添加 100, 150, 200 和 250 m gökg C r (Î ) , C r

(Î )还原结束时间分别为6, 11, 19 和30 d (图2)及8,

15, 23 和33 d (图3)。这可能是由于四川水稻土的微

生物活性、有机质和铁含量均高于江西水稻土, 因而

C r (Î )完全被还原所需时间也少于江西水稻土。在

四川水稻土中, C r (Î ) 的还原趋势曲线比较平缓,

始终保持着一个比较稳定的还原速率; 而在江西水

稻土中, 反应初期C r (Î ) 的还原速率较大, 5 d 后速

率减小, 曲线趋于平缓。其原因可能是四川水稻土中

有机质和易还原氧化铁比较丰富, 可以不断提供并

满足C r (Î ) 还原过程的需要, 而这两者是影响C r
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(Î )还原的重要因素。江西水稻土中的有机质和游

离氧化铁含量仅为四川水稻土的 48. 9% 和55. 4% ,

因此其在反应初期无法满足C r (Î ) 还原的需要, 导

致反应初期的还原速率较低。

2. 3　添加不同浓度C r (Î ) 对水稻土中Fe (Ë ) 还原

的影响

　　水稻土中添加不同浓度C r (Î ) 后, Fe (Ê ) 生成

量的变化如图4 和图5 所示。由图4 和图5 可知, 厌

氧培养结束时不同土壤中Fe (Ê ) 的生成量有一定

差异, 其中四川水稻土中的 Fe (Ê ) 累积含量可达

7 m gög, 而江西水稻土中的Fe (Ê ) 累积含量大约为

4 m gög, 这一差异主要是由于土壤中的氧化铁矿物

类型和数量不同所致。水稻土中添加C r (Î ) 后, 可

使Fe (Ê )生成时间滞后, 且添加的C r (Î ) 浓度越大

其生成Fe (Ê )的滞后时间越长。当C r (Î )浓度分别

为 100, 150, 200 和 250 m gökg 时, 四川水稻土中

Fe (Ê )开始大量累积的时间分别为 6, 11, 19 和 25

d, 江西水稻土中 Fe (Ê ) 开始大量累积的时间分别

为 8, 15, 23 和 28 d, 这与土壤中相应的C r (Î ) 还原

结束时间基本一致。

　　由图4 和图5 还可看出, 当C r (Î )浓度较低时,

除Fe (Ê )累积时间出现滞后以外, 其Fe (Ê ) 的产生

速率与不添加C r (Î ) 的对照基本一致, 且Fe (Ê ) 的

累积量与对照相同。高浓度的C r (Î )可导致Fe (Ê )

产生速率的显著降低。

影响Fe (Ê ) 累积的原因可能有两个方面, 一方

面是具有毒性的C r (Î ) 可能会对土壤中的微生物

产生毒害作用, 从而影响铁还原微生物对土壤氧化

铁的还原过程, 导致Fe (Ê ) 产生速率降低和数量减

少; 另一方面, 土壤体系中的 Fe (Ê ) 稳定性可能受

到共存物质制约, 具有氧化性的物质可使Fe (Ê ) 发

生化学氧化作用。当土壤中添加一定量的C r (Î )

后, Fe (Ê ) 可与 C r (Î ) 发生化学氧化还原反应,

C r (Î ) 被还原为C r (Ë ) 的同时 Fe (Ê ) 被重新氧化

成 Fe (Ë )。所以, 当体系中存在C r (Î ) 时将会“抑

制”Fe (Ê ) 的累积, 直至体系中的C r (Î ) 被完全还

原。由此也可以说明, 水稻土中微生物还原产生的

Fe (Ê ) , 在C r (Î ) 还原过程中充当着“化学还原剂”

的重要角色, 土壤中氧化铁的氧化还原过程对

C r (Î )的还原解毒具有重要的意义。

3　讨　论

关于微生物对C r (Î ) 的解毒机理研究一直都

颇具争议, 但都是围绕微生物的直接作用和间接作

用展开的。直接作用是指通过驯化、筛选、诱变、基因

重组等技术得到可以直接还原C r (Î ) 的微生物, 通

过生物还原反应, 将C r (Î )还原为C r (Ë ) [18 ]。其中,

一种形式是将C r (Î ) 作为直接的电子受体, 通过利

用有机质或添加的培养基质进行代谢活动, 将电子

转移给C r (Î )使其还原为C r (Ë ) [19 ]; 另一种是利用

具有某些特定酶的微生物, 如腐臭假单胞菌的还原

酶和阴沟肠杆菌的细胞色素C [20 ] , 直接通过酶促还

原反应将C r (Î )转化为C r (Ë ) , 这种还原方式在C r

(Î )的微生物还原过程中占有主要地位[2 ]。从本研

究的液体混合培养试验可知, 从水稻土中提取的微

生物虽然能够直接还原C r (Î ) , 但其还原速率和还

原程度有限, 且C r (Î ) 浓度越高, 微生物的还原能

力越差。其原因是否是具有毒性的C r (Î ) 部分抑制

了微生物活性、阻碍了其生物代谢过程所致, 还有待

进一步探讨。同样, 能否从水稻土中分离获得高效还

原C r (Î ) 的微生物, 以及在自然环境中如何调控和
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强化其对C r (Î ) 的还原功能, 亦为目前铬污染生物

修复研究的热点。

C r (Î ) 的间接生物还原是指环境中的某些物

质通过微生物代谢生成还原性产物, 如厌氧沉积物

及渍水土壤中的氧化铁被铁还原微生物还原为

Fe (Ê )、硫酸盐被硫酸盐还原微生物还原为硫化

物, 这些还原性的代谢产物能够与C r (Î ) 发生化学

氧化还原[20223 ] , 形成了一种生物还原和非生物还原

相结合的过程。由本研究的土壤泥浆试验可以看出,

土壤中C r (Î )的还原比较迅速且还原比较彻底。对

液体混合培养和土壤泥浆试验中添加的C r (Î ) 数

量和还原率进行比较, 液体混合培养时在反应瓶中

的C r (Î ) 含量为 13～ 104 Λg, 其最大浓度下的

C r (Î )还原率在 46 d 时为 36. 54% (SC) 和14. 44%

(JX ) ; 土壤泥浆试验时反应瓶中的C r (Î ) 含量为

300～ 750 Λg, 其最大浓度下的C r (Î )还原率分别在

30 d (SC)和33 d (JX)达到100%。土壤泥浆试验中添

加的C r (Î ) 含量为液体混合培养试验的 23～ 7. 2

倍, 表明土壤中添加的C r (Î ) 能够较好地被还原。

这是因为土壤中包含大量的易还原Fe (Ë ) , 可作为

优势电子受体进行微生物铁还原反应, 产生的 Fe

(Ê ) 强化了C r (Î )的还原过程。但在Fe (Ë ) 和C r

(Î ) 同时作为电子受体而存在竞争还原时, 土壤微

生物对氧化铁的生物还原过程将占据主导地位。因

此, 由Fe (Ê )促进的C r (Î ) 还原可能是厌氧水稻土

中C r (Î ) 还原解毒的重要方式。同时也表明, 利用

铁还原的生物修复过程将存在巨大的研究潜力。
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R educt ion capab ilit ies of m icrob ia l C r (Î ) in anaerob ic environm en t
L I Song, QU D ong

(Colleg e of R esou rces and E nv ironm en t,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he changes of C r (Î ) and Fe (Ê ) concen tra t ion w ere m easu red du ring Co2cu ltu re experi2
m en t and slu rry experim en ts. T he m icrob ia l reducing ab ility of d ifferen t ch rom ate concen tra t ion s and the

effect of ch rom ate on dissim ila to ry iron reduct ion in paddy so ilw ere invest iga ted. T he resu lt ind ica ted that,

a lthough m icroo rgan ism from paddy so il cou ld direct ly reduce C r (Î ) , the reduecing ra te and eff iciency

w ere lim ited; the h igher C r (Î ) concen tra t ion w as, the less reducing ab ility the m icrob ia l show ed; the m i2
crobe from differen t paddy so ils had differen t effects on C r (Î ) reducing ab ilit ies; T he reducing ab ility of

the m icrobe from Sichuan paddy so il w as h igher than that from J iangx i paddy so il. C r (Î ) added cou ld be

rap id ly reduced in paddy so il under anaerob ic incubat ion,mo reover, the p rocess of d issim ila to ry iron reduc2
t ion of so il cou ld obviou sly p romo te the C r (Î ) reduct ion. T he ex isten t of C r (Î ) cou ld delay the appear2
ance of Fe (Ê ) ; the h igher C r (Î ) concen tra t ion w as, the la ter Fe (Ê ) appeared. T he delayed t im e of Fe
(Ê ) appearance w as in acco rdance w ith the ending t im e of C r (Î ) reduct ion.

Key words: m icrob ia l C r (Î ) reduct ion; d issim ila to ry iron reduct ion; paddy so il
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Effects of benzene ana logs as so le carbon sou rce

on d issim ila to ry iron reduct ion
L IU Shuo, QU D ong

(Colleg e of R esou rces and E nv ironm en t, N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i, 712100, Ch ina)

Abstract: T he paddy so il ex tract ion w as incubated anaerob ica lly as inocu lum and dissim ila to ry iron re2
duct ion w as invest iga ted du ring anaerob ic co2cu ltu re con ta in ing ferrihydrite as so le electron accep to r, ben2
zene analogs ( to luene, an iline, pheno l, benzo ic acid) as so le carbon sou rce, under su itab le supp lies of ino r2
gan ic N , P and K nu trit ion. T he resu lts ind ica ted that, the m icrobe in the paddy ex tract ion cou ld tran sfer

electron s to Fe (Ë ) , u t ilizing benzene analogs as so le carbon sou rce w hen m icrobe w as degraded; the iron

reduct ion ra tes w ere differen t, the m ax im al reduct ion w as 53. 99% w ith benzo ic acid as carbon sou rce and

the m in im um reduct ion w as 19. 55% w ith to luene as carbon sou rce; the reduct ion level w ith benzene

analogs as carbon sou rce w as less than that w ith gluco se as carbon sou rce (71. 16% ) ; d ifferen t concen tra2
t ion s of benzene analogs had differen t effects on iron reduct ion; under su itab le concen tra t ion range of ben2
zene analogs, d issim ila to ry iron reduct ion depending upon the m icroo rgan ism act ivit ies cou ld be strength2
ened, how ever, there w as a trend that iron reduct ion w as to be supp ressed w hen the concen tra t ion of ben2
zene analogs w as too h igh. T he addit ion of an th raqu ione22, 62disu lfonate du ring co2cu ltu re cou ld obviou sly

increase Fe ( Ê ) level w ith 2. 0 mmo löL of benzene analogs as carbon sou rce. T h is show ed that an2
th raqu ione22, 62disu lfonate cou ld p romo te the tran sference of electron s from the benzene analogs to ferrihy2
drite.

Key words: d issim ila to ry iron reduct ion; benzene analogs; paddy so il; an th raqu ione22, 62disu lfonate
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