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2株具有亚硒酸盐还原能力细菌的筛选和鉴定 
王明义’，梁小兵 ，朱建明’，郑娅萍 ，魏中青’，赵由之 

【论 著 】 

摘要：目的 探讨具有还原亚硒酸盐能力的菌株在硒的生物地球化学转化过程中的作用。方法 在湖北省恩施市双 

河乡渔塘坝采集富硒碳质泥岩样品，通过富基、分离和纯化培养，选择具有还原亚硒酸盐能力的菌株进行细菌鉴定和转硒 

效率的检测。结果 从富硒碳质泥岩中筛选出2株具有还原亚硒酸盐能力的优势细菌，均鉴定为棒状杆菌属，亚硒酸钠转 

化率分别为3．9％，96．8％。结论 棒状菌属在渔塘坝环境单质硒富集和硒的生物地球化学转化过程中起着重要的作用。 
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Isolation and Identification of Two Strains W ith the Ability to Reduce Selenite WANG Ming-yi, LIA NG Xiao—bing, zHU 

帆．ming, et aL State Key Laboratory ofEnvironmental Geochemistry, Institute of Geochemistry Chinese Academy of 

Science,Guizou,Guiyang 55O(=)o2．China 

Abstract： Ohiective To screen out and isolate the strains that can reduce selenite in the high-Se environment of Yutangba． 

Methods The strains with the ability to reduce selenite were screened out by enrichment，isolation and purification culture．The 

strains were identified，the effieiency of transferring Se of the strains was measured．Results Two strains with the ability to reduce 

selenite were screened out from the soil and were preliminarily identified as Corynebacterittm spp．Th e efficiency of transferring Se 

of one strain iS 96．8％． Conclusion Corynebacterium spp． play an important role in the enrichment of Se and the process of Se 

biogeochemistry transformation in the environment of Yutangba． 
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硒是人体和动物不可缺少的微量元素，具有有益 

和有害的双重生物学功能“1。硒在表生环境中分布的 

不均一性已导致了不同区域的生物、生态效应 。硒 

是一种多变价的元素，可以在自然界中以一2价、0价、 

+4价、+5价的无机和有机形式(二甲基硒 ，对二甲基 

二硒等)存在【l'4】。不同形态的硒具有不同的地球化学特 

性，影响着地质环境中硒的迁移、循环、生物可利用性 

和毒性【l'4I，而地质环境中微生物因素则明显影响着不 

同形态硒的转化，或将se“、s 还原为元素硒或甲基 

化硒，或与此相反 。大量研究表明，富硒环境中微生 

物对高硒的耐受主要表现在微生物对硒形态的转化， 

即微生物对硒的氧化．还原、同化-矿化和甲基化 。渔 

塘坝是中国典型的高硒地区之一，富硒碳质岩附近的 

土壤硒含量通常在数十mg／kg以上，有的甚至达到几 

百mg／kgt~。这样富硒的土壤环境中必然存在特异的微 

生物区系与群落结构。然而，国内研究人员对富硒土 

壤中微生物分布状况的调查却鲜有报道。因此，筛选 

富硒土壤或富硒碳质岩石中的微生物，对硒的生物地 

球化学循环及硒污染环境的生物修复技术等认识具 

有重要的理论和现实意义。我们从湖北省恩施渔塘坝 

富硒碳质泥岩中分离出2株具有亚硒酸盐还原能力 
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的棒状杆菌，并对其进行了初步的鉴定和亚硒酸盐一硒 

的转化效率检测，目的在于鉴定该环境中具有无机硒 

还原能力的微生物的种属，以便进一步分析该环境中 

的微生物群落结构；研究富硒环境中微生物对无机硒 

转化，筛选对无机硒具有较强还原能力的菌株，以便进 
一 步开展微生物无机硒还原的生物化学机制研究。 

l 材料与方法 

l-l 富硒碳质泥岩样品的采集 

富硒碳质泥岩样品采自湖北省恩施市双河乡渔塘 

坝，样品采集后，无菌保鲜袋封装，贮存于一20 cc，立即 

带回实验室。 

1．2 培养基 

3．8 g／L亚硒酸钠液体高氏l号培养基：可溶性淀 

粉 20 g，KNO3 1．0 g，K2HPO4 0．5 g，MgSO4·7H20 0,5 g， 

FeSO4 0．01 g，NaC1 0．5 g，亚硒酸钠3．8 g；牛肉膏蛋白 

胨：蛋白栋 l0 g，牛肉膏3 g，NaCI 5 g，固体培养基中加 

入2嘲翱旨；3．8 g／L亚硒酸钠牛肉膏蛋白胨：蛋白栋 10 g， 

牛肉膏 3 g，NaC1 5 g，亚硒酸钠 3．8 g，固体培养基中加 

入 2％琼脂。 

1．3 样品中耐受硒微生物的富集、分离和纯化培养 

1 g富硒碳质泥岩样品接入 3．8 g／L亚硒酸钠高氏 

1号液体培养基中，35 cc，105 r／min振荡培养5 d。取 

富集培养液于 3．8 g／L亚硒酸钠牛肉膏蛋白胨固体培 

养基中分离培养，35 cc培养5 d。取分离培养的单个菌 

落分别接种于牛肉膏蛋白胨固体和3．8 g／L亚硒酸钠 
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牛肉膏蛋白胨固体培养基，分别于35℃培养2和5 d， 

进行菌落的拍照和纪录。 

1．4 细菌鉴定 

取对数生长期的菌株分别进行革兰染色、抗酸染 

色、鞭毛染色和芽孢染色。根据菌体的形态学特征对菌 

株进行常规生化鉴定。 

1．5 转硒效率的测定 

挑取牛肉膏蛋白胨固体培养基上活化的单菌落接 

种到2o rn1牛肉膏蛋白胨液体培养基中，35℃105 r／rain 

摇床过夜培养至对数生长期，按2％的比例取活细菌悬 

液(60o nm波长下的吸光度值为0．5)接种于 50 ml的 

3．8 g／L亚硒酸钠牛肉膏蛋白胨液体培养基中，设为转 

化组；同时按 2％的比例取灭菌的死细菌悬液(6OO 13111 

波长下的吸光度值为0．5)接种于50 ml的3．8 g／L亚 

硒酸钠牛肉膏蛋白胨液体培养基中作为初始浓度组， 

35℃，105 r／min振荡培养。根据细菌的生长曲线，取对 

数期末的转化组和初始浓度组细菌悬液，10 000 r／min 

离心30 min，以原子荧光分光光度法测定上清液中亚 

硒酸钠的浓度，按公式(1)计算转硒效率191： 

转硒效率=(co- 1)／coxlO0％ (1) 

式中：c 广初始浓度组上清液亚硒酸钠浓度 ，mol／L)c．一转化组上清液 

中亚硒酸钠浓度．mol几。 

2 结果 

样品中微生物经富集后，液体培养基由无色转为 

红色。3．8 g／L亚硒酸钠牛肉膏蛋白胨培养基中分离培 

养，出现5种不同形态的红色菌落和3种灰白色细小 

菌落。其中2株菌落为红色的优势菌，分别占平板菌落 

的44％和32％，将其分别编号为Se一1和se-2，并进一 

步进行纯化鉴定。其他3种形态的红色菌落分别占4％， 

6％和6％。Se-l和Se一2经牛肉膏蛋白胨固体培养基纯 

化培养后，Se一1为淡黄色、半圆形、湿润、边缘整齐的 

较大菌落，se-2为无色、混浊、半圆形、湿润、中央有突 

起的中等大小菌落。3．8 g／L亚硒酸钠牛肉膏蛋白胨培 

养基中，Se-l为红色、扁平、湿润、边缘有无色区的小菌 

落，Se．2为红色、半圆形、湿润小菌落。se．1和se．2经革 

兰染色后均为阳性棒状杆菌，菌体着色不均匀，可见x 

和Y形的菌体交叉。抗酸染色阴性，无鞭毛和芽胞。s 1 

和Se-2常规生化反应结果相同(表 1)。根据菌体形态 

特征和生化反应。Se-1和Se．2均鉴定为棒状杆菌属。 

Se-1和Se-2的亚硒酸钠转化率分别为3．9％，96．8％。 

3 讨论 

环境中硒酸盐和亚硒酸盐经微生物还原后生成元 

素硒，并可以在菌体内甲基化后生成毒性很低且具有 

菌株 麦芽糖 蔗糖 术糖 甘露醇 气体 溶血 37℃生长 

Se．1 一 一 一 一 + 一 + 

Se 2 一 一 一 一 + 一 + 

挥发性的二甲基硒，该过程在硒元素的迁徙、毒性和生 

物可利用性中起着重要的作用。 

从湖北省恩施市双河乡渔塘坝富硒碳质泥岩样品 

中分离出具有还原亚硒酸钠能力的2株菌，编号为 

Se一1和se-2。在分离培养的3．8 g／L亚硒酸钠牛肉膏 

蛋白胨培养基上，Se一1和se．2分别占平板菌落的44％ 

和32％，为优势菌株。在牛肉膏蛋白胨固体培养基上， 

Se一1为淡黄色，se-2为无色，但在含有亚硒酸钠的培 

养基上均形成红色菌落，是由于在亚硒酸盐还原过程 

中生成红色单体硒(Seo)。根据形态学和生理学特性， 

将2株菌鉴定为棒状杆菌属。2株棒状杆菌对亚硒酸 

钠的转化率差别很大，Se一1转化率为3．9％，Se．2转化 

率为96．8％，后者的转化率明显高于前者，提示 se一2 

菌属在渔塘坝硒的生物地球化学转化过程中起着重要 

的作用，进一步丰富了对渔塘坝环境中单质硒富集的 

微生物作用机制的研究。se一2菌株具有运用于生物工 

程的潜在价值，可用于生物工程中降低硒含量的生物 

反应器中；也可通过对其菌株体内硒的生物化学机制 

研究，选择编码亚硒酸钠还原相关酶的基因转移到植 

物中，使植物具有转化硒的能力。 
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