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摘　要：文中研究了高硒碳质泥岩中的３株细菌Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ　ＳｅＲＢ－１、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ．ＳｅＲＢ－２和

Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐ．ＳｅＲＢ－３耐受亚硒酸盐的能力。研究表明，低浓度的Ｓｅ（ＩＶ）（＜２５ｍＭ）对细菌生长有促进作

用，高浓度的Ｓｅ（ＩＶ）（＞１００ｍＭ）起抑制作用。随着Ｓｅ（ＩＶ）浓度的增加，细菌生长的倍增时间延长、增长速率

变小、抑制率增大。但细菌耐受Ｓｅ（ＩＶ）的能力可通过不断驯化来有限度的提高。实验得出了其还原耐受亚

硒酸盐的浓度高达８００ｍＭ，抑制细菌生长的半数有效浓度ＥＣ５０也达到了１０２．４８～１５０．２４ｍＭ，可以认为细

菌ＳｅＲＢ－１、ＳｅＲＢ－２、ＳｅＲＢ－３为高耐受亚硒酸盐菌。通过透射电镜对细菌的形貌观测发现，在Ｓｅ（ＩＶ）胁迫下，

在靠近细菌壁、膜附近位置生成大量的元素硒，这些元素硒的生成可能是细菌为减少Ｓｅ（ＩＶ）毒害而产生的解

毒机制；实验中还发现疑似甲基化气体生成，视为其解毒或脱毒的另一机制。因此，本研究成果对于高硒污染

区域的微生物修复具有重要的指导意义。
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硒是一种广泛分布于地表环境的微量元素，其
在表生环境中分布的不均一性形成了局域或区域上

的低硒与高硒地区［１－５］。湖北恩施渔塘坝是中国典
型的高硒地区之一［６－７］，曾发生过人畜摄入过量硒而
引起的中毒事件［８］。近年的研究依然表明渔塘坝土
壤含有较高的硒［９－１０］，该地仍然存在硒中毒发生的
潜在风险。硒中毒的发生与硒的形态和生物可利用
性紧密相关。大量研究表明，微生物在硒的生物地
球化学循环和形态转化中发挥着重要作用［１１－１２］，可
以通过异化还原作用将硒氧离子转化为不溶的元素

硒，和／或通过甲基化作用将其转化为挥发性的气体
等 ［１３－１５］。因此，可以利用微生物对硒的上述转化作
用开展硒污染场地的生物修复。目前已从高硒或硒
污染环境（２．２５～３．５０ｍＭ）发现了耐受Ｓｅ（ＩＶ）的
浓度高达５０～６００ｍＭ 细菌［１６－２０］，在高硒污染场地
修复中取得了比较好的治理效果，但对于恩施这一
高硒环境中高硒耐受性细菌的报道还比较少见。
本研究团队在恩施渔塘坝的高硒碳质泥岩中分

离出了几种具有还原亚硒酸盐能力的细菌，包括地
衣芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ　ＳｅＲＢ－１）、芽孢
杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ．ＳｅＲＢ－２）和节杆菌（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ
ｓｐ．ＳｅＲＢ－３）等。高硒碳质泥岩呈酸性且富含有机
质，水溶Ｓｅ（ＩＶ）浓度很高（最高可达９２．９ｍｇ／Ｌ）），
高浓度的Ｓｅ（ＩＶ）必然会对微生物产生毒害作用，影
响细菌的活性，进而导致细菌还原亚硒酸盐效率的
降低，甚至死亡。细菌对硒耐受和解毒能力的大小，
是研究微生物修复硒污染土壤、水体效率的重要指
标［２１］。因此，了解特高硒环境下细菌对Ｓｅ（ＩＶ）的
还原耐受性，对于处理高浓度的硒污染具有极大的
应用价值。本文开展了３种细菌对不同Ｓｅ（ＩＶ）浓
度胁迫下的生长研究，通过倍增时间、生长速率、细
胞生长抑制率和半数有效浓度等耐受性指标判断其

耐受Ｓｅ（ＩＶ）的能力，结合实验现象及电镜观察对可
能存在的耐受性原因作出解释。

１　材料与方法

１．１　菌株与试剂
实验菌株从湖北恩施渔塘坝富硒碳质泥岩中分

离、纯化、选育出来：（１）用稀释（１０－６倍）接种法从碳
质泥岩样品中分离出菌株；（２）用添加与不添加Ｓｅ（ＩＶ）
的平板对照法（１％ ｙｅａｓｔ　ｅｘｔｒａｃｔ＋１％ ｇｌｕｃｏｓｅ＋
１．５％琼脂）筛选出３株具有还原亚硒酸盐的能力的

细菌（有红色菌团出现）；（３）用重新接种法对筛选出
的菌株进一步富集纯化；（４）通过细菌ＤＮＡ提取和

ＰＣＲ扩增、Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ　Ｃｙｃｌｅ　Ｐｕｒｅ试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ）
纯化获得１６ＳｒＲＮＡ序列；（５）然后将１６ＳｒＲＮＡ序
列提交Ｇｅｎｂａｎｋ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／

Ｇｅｎｂａｎｋ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）和 ＤＤＢＪ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｄｄｂｊ．
ｎｉｇ．ａｃ．ｊｐ／ｓｕｂｍｉｓｓｉｏｎ＿ｇｅｎｅｒａｌ－ｅ．ｈｔｍｌ）数据库进行
比对，通过比对可知这３种细菌分别为在地衣芽孢
杆 菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ　ＳｅＲＢ－１（登 录 号

ＪＸ５１２４１７）、芽孢杆菌Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ．ＳｅＲＢ－２（登录号

ＪＸ５１２４１８）和 节杆菌Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ．ＳｅＲＢ－３（登录
号ＡＢ７４６２００）。
实验试剂主要包括亚硒酸钠（Ｎａ２ＳｅＯ３·２Ｈ２Ｏ）、

ＮａＯＨ、ＨＣｌ、戊二醛、锇酸、葡萄糖和酵母提取物等。
亚硒酸钠储备液制备是称取１７．８２９ｇ的

Ｎａ２ＳｅＯ３·２Ｈ２Ｏ，溶于１００ｍＬ去离子水中，配制成
浓度为１Ｍ的储备液，逐级稀释成１００ｍＭ和１０ｍＭ
的储备液，使用无菌滤头（０．２２μｍ）过滤后备用。

１．２　培养基和培养条件
酵母膏葡萄糖培养基（简称 ＹＥＧ 培养基）

（１０ｇ／Ｌ）：酵母提取物１０ｇ、葡萄糖１０ｇ，去离子
水１　０００ｍＬ，ｐＨ约为７．０。所有培养基均在１２１℃
高压蒸汽灭菌３０ｍｉｎ。菌株在恒温（３７ ℃）振荡
（２００ｒ／ｍｉｎ）培养箱中培养。

１．３　菌株对亚硒酸盐的耐受性实验

１．３．１　菌株扩大培养
在超净台内用已灭菌的接种环分别挑取冷藏的

斜面菌体ＳｅＲＢ－１、ＳｅＲＢ－２、ＳｅＲＢ－３，将其接种到已
灭菌的含３０ｍＬ　ＹＥＧ液体培养基的血清瓶中，然
后将血清瓶放置在恒温振荡培养箱中活化约２４ｈ，
以保证菌体进入稳定的对数生长期［２２］，以便后续实
验中保持菌株稳定的活性。分别提取菌液，用于耐
受性实验。

１．３．２　细菌对亚硒酸盐耐受性梯度试验
细菌ＳｅＲＢ－１、ＳｅＲＢ－２、ＳｅＲＢ－３是从富硒碳质泥

岩的特高硒环境中筛选出来的，生物对环境具有先
天适应的本能，细菌ＳｅＲＢ－１、ＳｅＲＢ－２、ＳｅＲＢ－３也应
当能耐受很高浓度的Ｓｅ（ＩＶ），据此，尝试将对数生
长期的纯培养菌体直接在不同Ｓｅ（ＩＶ）浓度梯度下
培养。根据野外碳质泥岩样品中水溶性Ｓｅ（ＩＶ）浓
度，并考虑到其他结合态中Ｓｅ（ＩＶ）的缓慢释放，以
及突发性硒污染造成Ｓｅ（ＩＶ）浓度瞬时升高等因素，
设置了耐受性试验中Ｓｅ（ＩＶ）的浓度梯度。即向装



袁永强，朱建明，刘丛强，等／地学前缘 （Ｅａｒｔｈ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ）２０１４，２１（２） 　　３３３　　

ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅａｒｔｈｓｃｉｅｎｃｅｆｒｏｎｔｉｅｒｓ．ｎｅｔ．ｃｎ　地学前缘，２０１４，２１（２）

有ＹＥＧ培养基的血清瓶中按逐浓度递增的方法加
入已灭菌的亚硒酸钠储备液，均匀混合，设置成Ｓｅ
（ＩＶ）浓度分别为５～２５ｍＭ（以５ｍＭ 浓度递增）、

１００～５００ｍＭ（以２００ｍＭ 浓度递增）、８００ｍＭ、

９００ｍＭ 、１Ｍ的基础培养液，然后按１０％ 的接种
量接入对数生长期的细菌菌液，同时做无菌对照实
验。之后将已接种细菌的血清瓶放置在恒温振荡培
养箱中培养。每组实验做３个平行样。如果纯培养
菌体不能直接耐受高浓度的Ｓｅ（ＩＶ），再用逐浓度尝
试法，从低到高Ｓｅ（ＩＶ）浓度递增的培养中提取菌
体，不断接种、驯化，即从含Ｓｅ（ＩＶ）浓度为５ｍＭ 的
培养中提取菌体，扩大培养至对数生长期，接种至含

Ｓｅ（ＩＶ）浓度为１０ｍＭ 的培养基中；再从含Ｓｅ（ＩＶ）

１０ｍＭ的培养基中提取菌体，扩大培养接种至含含

Ｓｅ（ＩＶ）浓度为２５ｍＭ 的培养基，以此类推。直至
细菌不再明显生长或受到抑制。

１．４　分析方法

１．４．１　生长曲线
由于 细 菌 悬 液 的 浓 度 与 光 密 度 （Ｏｐｔｉｃａｌ

Ｄｅｎｓｉｔｙ或ＯＤ）成正比，可利用分光光度计（７２１型，
上海）测定细菌悬液的ＯＤ（波长λ＝６００ｎｍ）值来推
知菌液的浓度，然后，以时间为横坐标，不同取样时
间的ＯＤ６００值为纵坐标绘制出细菌生长曲线，用此
法来（比浊法）描述细菌生长曲线是比较快捷、简
便的。当培养液原液的 ＯＤ值大于０．８０时，需适
当稀释。

１．４．２　耐受性指标
细菌生长速率（Ｇｒｏｗｔｈ　Ｒａｔｅ或ＧＲ）、倍增时间

（Ｄｏｕｂｌｉｎｇ　Ｔｉｍｅ或ＤＴ）和生长抑制率（Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ
ｏｆ　Ｇｒｏｗｔｈ　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ或ＧＩ）和抑制细菌生长的半数
有效浓度（ＥＣ５０）来表征细菌生长耐受性。其公式表
达如下［２３－２５］：

ＧＲ＝ｄ
［ｌｇ（ＯＤ）］
ｄＴ

（１）

ＤＴ＝ｌｇ２ＧＲ
（２）

ＧＩ＝Δｌｇ
（ＯＤｃｏｎｔｒｏｌ－Δｌｇ（ＯＤｔｅｓｔ）
Δｌｇ（ＯＤｃｏｎｔｒｏｌ）

×１００％ （３）

其中ＤＴ单位为ｈ；ＧＲ单位为ｈ－１；ＥＣ５０值是ＧＩ＝
５０％ 时的Ｓｅ（ＩＶ）浓度（ｍＭ），通过概率分析计算得
到（ＳＰＳＳ　１６．０）［２６］。

１．４．３　透射电镜观察
按下面步骤进行制样：（１）使用高速离心机对不同

时间采集的培养液离心１０ｍｉｎ（转速１０　０００ｒ／ｍｉｎ），收

集管底沉淀（菌粒和产物），向管中沉淀加２．５％的
戊二醛前固定约２４ｈ；（２）吸去戊二醛，用０．１Ｍ 的
磷酸缓冲液（ＰＢＳ）洗涤３次，每次１５ｍｉｎ；吸去

ＰＢＳ，再用１％的锇酸后固定；（３）吸出锇酸至废液
瓶，用ＰＢＳ洗涤样品洗涤３次，每次１５ｍｉｎ；（４）吸
去ＰＢＳ，依次加入浓度分别为５０％、７０％、８０％、

９０％、９５％的乙醇脱水１０～１５ｍｉｎ，最后用１００％的
乙醇脱水１０ｍｉｎ；（５）吸去乙醇，向样品中加入渗透
液（丙酮：Ｅｐｏｎ８１２包埋剂＝１∶１）过夜（３７℃），吸
去渗透液再添加 Ｅｐｏｎ８１２包埋剂，渗透１～２ｄ
（３７℃）；（６）渗透之后用Ｅｐｏｎ８１２包埋剂包埋，置于

６０℃烘箱中烘４８ｈ；（７）对包埋块进行修块（梯形）、
超薄切片机上切片（厚度８０～１０ｎｍ），载（铜、镍）网
捞片；（８）将捞片的载网先后放入２％的醋酸铀和枸
橼酸铅中染色１５ｍｉｎ，晾干。对未染色的超薄切片
用能谱仪（Ｏｘｆｏｒｄ　Ｌｉｎｋ　ＩＳＩＳ）进行Ｘ射线能谱分析
（ＥＤＳ），染色的超薄切片用透射电镜（ＴＥＭ）（ＪＥＭ－
２０００ＦＸⅡ，日本）观察形貌，以表征产物特征。

２　结果

２．１　细菌在不同浓度亚硒酸盐胁迫下的耐受性
生长曲线

图１表示不同 Ｓｅ（ＩＶ）浓度下细菌 ＳｅＲＢ－１、

ＳｅＲＢ－２、ＳｅＲＢ－３的生长曲线。在Ｓｅ（ＩＶ）＜２５ｍＭ
的低浓度培养中，３种细菌均呈现出了良好的生长
曲线，并且能保持较长时间的稳定期（图１Ａ１、Ａ３、

Ａ５）。在该浓度以下，细菌不需经过反复驯化尝试，
可以直接接种到含Ｓｅ（ＩＶ）的培养基中，并且硒的存
在，对细菌的生长是起到促进作用的，而且硒浓度越
高，促生长作用越明显。可能与这３种细菌长期生
长在高硒环境、自身产生某种适应机制有关。
在此浓度以下，细菌ＳｅＲＢ－１的延滞期（适应

期）相对较短（大约只有３ｈ），细胞增殖得比较快。
在前１２ｈ，含Ｓｅ（ＩＶ）实验组的生长曲线与对照组的
无明显差别（相平行），而进入对数生长后期，随着

Ｓｅ（ＩＶ）浓度的升高，１５ｍＭ 和２５ｍＭ（Ｓｅ（ＩＶ））组
的ＯＤ６００值要明显高于对照组和５ｍＭ 组。一方
面，这可能与细菌将Ｓｅ（ＩＶ）还原为红色的元素硒有
关，元素硒不溶于培养液，呈悬浮状态存在于振荡的
培养液中，增大了ＯＤ值；另一方面可能与硒对细胞
生长的促进作用有关，根据细胞荧光显微计数，在稳
定期，２５ｍＭ组的细胞浓度（１．５４×１０９ 个／ｍＬ）要
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图１　细菌在不同Ｓｅ（ＩＶ）浓度梯度下的生长曲线
Ｆｉｇ．１　Ｇｒｏｗｔｈ　ｃｕｒｖｅｓ　ｏｆ　ｂａｃｔｅｒｉａ　ｇｒｏｗｉｎｇ　ｉｎ　ＹＥＧ　ｍｅｄｉｕｍ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　Ｓｅ（ＩＶ）ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

其中Ａ１、Ａ２为ＳｅＲＢ－１；Ａ３、Ａ４为ＳｅＲＢ－２；Ａ５、Ａ６为ＳｅＲＢ－３。

高于对照组的（１．１３×１０９ 个／ｍＬ），说明该菌具有
良好的适应性能。细菌ＳｅＲＢ－２的细胞生长状况与

ＳｅＲＢ－１类似，可能是ＳｅＲＢ－２与ＳｅＲＢ－１同属芽孢
杆菌有关。只是，ＳｅＲＢ－２的适应期比ＳｅＲＢ－１稍微
长些（约４～５ｈ），并且当Ｓｅ（ＩＶ）浓度为２５ｍＭ时，

细胞增长的没有１０ｍＭ和１５ｍＭ实验组的快。而
细菌ＳｅＲＢ－３细胞增长表现出与ＳｅＲＢ－２类似的特
征，但其实验组与对照组的生长曲线更一致，２５ｍＭ
的实验组的细胞增长速率比同浓度下的ＳｅＲＢ－２的
要快。
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在Ｓｅ（ＩＶ）为１００ｍＭ～１Ｍ 高浓度的培养中，
只有当Ｓｅ（ＩＶ）浓度为１００ｍＭ时，细菌生长曲线才
与对照组的相似，在测试时间内，呈现出完整的生长
曲线。实验中也同样发现，无需反复驯化尝试，３种
细菌可以直接在此浓度下正常生长，但是其生长延
滞期相应变长（６～９ｈ）。而从３００ｍＭ 开始，细菌
生长变得越来越缓慢、延滞期越来越长。而且，不经
驯化、直接接种，在与低浓度Ｓｅ（ＩＶ）相同的培养周
期内，培养液中没有明显出现红色（沉淀），细胞荧光
显微计数显示，细胞没有出现明显增长，但也没有大
量的或完全死亡。

图２　细菌在不同Ｓｅ（ＩＶ）浓度梯度下的
耐受性曲线

Ｆｉｇ．２　Ｔｏｌｅｒａｎｃｅ　ｃｕｒｖｅｓ　ｏｆ　ｂａｃｔｅｒｉａ　ｇｒｏｗｉｎｇ　ｉｎ
ＹＥＧ　ｍｅｄｉｕｍ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
Ｓｅ（ＩＶ）ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ａ１为倍增时间；Ａ２为增长速率；
Ａ３为细菌生长抑制率。

从含Ｓｅ（ＩＶ）为１００ｍＭ的培养液中挑取菌体，
在耐受性实验中逐步提高Ｓｅ（ＩＶ）浓度，经过一段时
期驯化（１～２月），再次将这３种细菌分别接种到含

Ｓｅ（ＩＶ）３００～８００ｍＭ 的培养中，细胞生长出现了
如图１Ａ２、Ａ４、Ａ６ 的状态。在该浓度范围，细菌生长
的延滞期增加到１８～２４ｈ，此后的对数生长期，细
胞生长速率比低浓度下要小。在耐受Ｓｅ（ＩＶ）８００ｍＭ
的基础上，同时做了细菌对９００ｍＭ、１Ｍ的Ｓｅ（ＩＶ）

的耐受性能，其中在１Ｍ的培养中，细菌ＳｅＲＢ－１几
乎不再增长、甚至出现大量细胞死亡，而细菌ＳｅＲＢ－２
和ＳｅＲＢ－３则在９００ｍＭ 下就已经出现生长抑制。
此时，将抑制细菌出现明显增长的最低Ｓｅ（ＩＶ）浓
度定为最小抑制浓度 ＭＩＣ（ｍｉｎｉｍｕｍ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ），则细菌ＳｅＲＢ－１、ＳｅＲＢ－２、ＳｅＲＢ－３的

ＭＩＣ分别为１Ｍ、９００ｍＭ、９００ｍＭ，而细菌能够生
长的最高耐受Ｓｅ（ＩＶ）浓度为８００ｍＭ。８００ｍＭ
是目前Ｓｅ（ＩＶ）还原菌中耐受性最高浓度之一。细
菌的这种高耐受性的获得，需要不断添加Ｓｅ（ＩＶ）的
反复驯化，才逐渐适应在高浓度Ｓｅ（ＩＶ）的胁迫下生
长。而且随着耐受性适应不断加强，其耐受浓度在
一定范围内会不断增大。

２．２　倍增时间、生长速率、生长抑制指数和半数
有效浓度

由图２可知，随着Ｓｅ（ＩＶ）浓度的升高，细菌生
长的ＤＴ变长、ＧＲ变小、ＧＩ变大。当Ｓｅ（ＩＶ）浓度
在２５ｍＭ以下时，ＤＴ比较小，一般在１５ｈ之内，其
中细菌ＳｅＲＢ－１的最短，约为４．５～８．０ｈ（Ｓｅ（ＩＶ）
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５～２５ｍＭ）；细菌ＳｅＲＢ－３的ＤＴ最长，约为８．５～
１３．５ｈ（Ｓｅ（ＩＶ）５～２５ｍＭ）；细菌ＳｅＲＢ－２的ＤＴ介
于ＳｅＲＢ－１与ＳｅＲＢ－３的ＤＴ值之间，但当Ｓｅ（ＩＶ）从

１５ｍＭ升高至２５ｍＭ 时，ＤＴ会有急剧变化，从不
到７．０ｈ增至约１４．０ｈ。

图３　实验组细菌ＳｅＲＢ－１还原Ｓｅ（ＩＶ）产生的颗粒物的ＥＤＳ分析
Ｆｉｇ．３　ＥＤＳ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｐａｒｔｉｃｌｅｓ　ｆｏｒｍｅｄ　ｂｙ　ＳｅＲＢ－１ｇｒｏｗｎ　ｃｕｌｔｕｒｅｓ　ａｍｅｎｄｅｄ　ｗｉｔｈ　５ｍＭ　ｓｅｌｅｎｉｔｅ

当Ｓｅ（ＩＶ）浓度在１００～８００ｍＭ之间时，ＤＴ会
更长，其值一般是低浓度ＤＴ的２．０～５．０倍。其中
细菌ＳｅＲＢ－１的 ＤＴ 值变化幅度最大，尤其是 Ｓｅ
（ＩＶ）浓度由１００ｍＭ 升至３００ｍＭ 时，其ＤＴ值由
约１０．６ｈ突增至２２．６ｈ；而在３００～８００ｍＭ 浓度
递增中，其 ＤＴ 值的增长则比较小，在约２２．５～
３３．４ｈ之间波动。当Ｓｅ（ＩＶ）浓度增至５００ｍＭ 以
上时，ＤＴ增长更小，这与细胞生长曲线数据一致。

在此浓度范围，细菌ＳｅＲＢ－２与ＳｅＲＢ－３的 ＤＴ 与

ＳｅＲＢ－１的相似，但变化幅度没有ＳｅＲＢ－１大。ＧＲ
是ＤＴ倒数的倍数，总体上，这３种细菌的ＧＲ值随
着Ｓｅ（ＩＶ）浓度递增而变小，但在Ｓｅ（ＩＶ）浓度低时，

其ＧＲ值随着四价硒浓度升高递减比较快；而随着

Ｓｅ（ＩＶ）浓度进一步升高，ＧＲ 值递减趋于缓和。

ＧＲ值变化情形与ＤＴ值呈相反的规律，但反映问
题的实质是一样的，即高浓度Ｓｅ（ＩＶ）对细菌生长有
一定的抑制作用。

根据公式（３）计算出了细菌生长抑制率（ＧＩ）

（图２Ａ３），在低浓度Ｓｅ（ＩＶ）胁迫下，细菌ＧＩ值比较

低（＜２０％），随着Ｓｅ（ＩＶ）浓度的升高，ＧＩ值逐渐增

大，且Ｓｅ（ＩＶ）浓度越高，ＧＩ值也越大，但当Ｓｅ（ＩＶ）
达到一定浓度（如＞５００ｍＭ）以后，ＧＩ值就趋于平
稳（约９０％），这表现出了细菌耐受Ｓｅ（ＩＶ）浓度极
限。根据细菌生长抑制率，通过概率分析（ＳＰＳＳ
１６．０）得到了抑制细菌耐受亚硒酸盐生长的半数有
效浓度（ＥＣ５０）（表１）。这３种细菌的ＥＣ５０分布范围
为１０２．４８～１５０．２４ｍＭ（Ｓｅ（ＩＶ））（如表１），其中细
菌ＳｅＲＢ－１的 ＥＣ５０最高，ＳｅＲＢ－２次之，ＳｅＲＢ－３最
低。细菌ＳｅＲＢ－１与ＳｅＲＢ－２的ＥＣ５０比较接近，可能
与其属于同一属、性质相近有关。

表１　根据概率分析得到的抑制细菌生长的半数有

效浓度（ＥＣ５０）

Ｔａｂｌｅ　１　Ｍｅｄｉａｎ　ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ＥＣ５０）ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ

ｆｏｒ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｂｙ　ｐｒｏｂｉｔ　ａｎａｌｙｓｉｓ

细菌 ＥＣ５０（Ｓｅ（ＩＶ）ｍＭ） 置信区间

Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ　ＳｅＲＢ－１　 １５０．２４　 ９５％

Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ．ＳｅＲＢ－２　 １４５．６７　 ９５％

Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐ．ＳｅＲＢ－３　 １０２．４８　 ９５％

２．３　透射电镜分析
在添加Ｓｅ（ＩＶ）的培养中，观察到有红色的沉

淀产生，通过对收集到的红色产物进行Ｘ－射线能谱
分析（ＥＤＳ），ＥＤＳ显示其主要成分为元素硒（图３），
即细菌通过硒的形态转化，将可溶的、有毒的Ｓｅ
（ＩＶ）转化成了不溶的毒性低的元素硒。
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图４　纯培养（Ａ１、Ａ３）与添加Ｓｅ（ＩＶ）培养（Ａ２、Ａ４）的细菌ＳｅＲＢ－１菌体与元素硒的透射电镜（ＴＥＭ）照片
Ｆｉｇ．４　ＴＥＭ　ｏｆ　ｃｅｌｌｓ　ｇｒｏｗｉｎｇ　ｉｎ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｗｉｔｈ　ａｎｄ　ｗｉｔｈｏｕｔ　Ｓｅ（ＩＶ）

Ａ１、Ａ２为负染照片；Ａ２、Ａ４为超薄切片照片。

ＴＥＭ观察也发现，在添加Ｓｅ（ＩＶ）前后，细菌形
貌发生了变化。以细菌ＳｅＲＢ－１为例，添加硒的实
验组细菌（负染）靠近表面的部位出现了大量的元素
硒（图４Ａ２），而对照组细菌（负染）则无此现象（图

４Ａ１）。同时，超薄切片也显示在部分细胞内部及胞

外有少量的元素硒颗粒存在（图４Ａ４），这些颗粒粒
径约为２０～１００ｎｍ。其他２种细菌表面也有类似
纳米元素硒颗粒。

３　讨论

３．１　高耐受亚硒酸盐还原菌
本研究首次从富硒碳质泥岩这一特高硒环境筛

选、驯化出了高耐受性亚硒酸盐还原菌Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ　ＳｅＲＢ－１，Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ．ＳｅＲＢ－２ 和

Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐ．ＳｅＲＢ－３。这３种细菌还原耐受亚
硒酸盐的浓度高达８００ｍＭ，之前报道的还原耐受

亚硒酸盐的最高浓度为２００～６００ｍＭ ［１７－１９，２７］，说明

８００ｍＭ是目前细菌耐受四价硒的最高浓度之一。

已知的最高耐受６００ｍＭ亚硒酸盐的有假单胞
菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐ．）、戴 尔 福 特 菌 （Ｄｅｌｆｔｉａ
ｔｓｕｒｕｈａｔｅｎｓｉｓ）和球形芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐｈａｅｒｉｃｕｓ），
它们分别属于变形菌纲（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和芽孢杆菌
纲（Ｂａｃｉｌｌ）［１８］。变形菌纲（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和芽孢杆
菌纲（Ｂａｃｉｌｌ）的许多细菌有耐受重金属或类金属的
能力［２８－２９］，本研究发现的高耐受亚硒酸盐菌除了属
于芽孢杆菌纲（Ｂａｃｉｌｌ）的 Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ
ＳｅＲＢ－１，Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ．ＳｅＲＢ－２，还发现了一种新的高
耐受亚硒酸盐的节杆菌Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐ．ＳｅＲＢ－３，
而之前研究发现节杆菌Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐ．ＶＷ８最
高只能耐受亚硒酸盐的浓度为５０ｍＭ［１７］。上述几
种细菌大多是从受到硒污染的土壤（水体）分离出来
的，说明高硒环境是高耐受性硒的微生物种群的潜
在来源，而除了常见的高耐受硒氧离子的芽孢杆菌
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（Ｂａｃｉｌｌ）外，还有其他种属的高耐受硒微生物存在，
如本研究中发现的节杆菌Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐ．ＳｅＲＢ－
３，说明耐受性微生物是普遍存在的，高耐受性也不
仅仅局限于某一特定微生物。与前人研究相比，细
菌ＳｅＲＢ－１、ＳｅＲＢ－２、ＳｅＲＢ－３耐受Ｓｅ（ＩＶ）浓度更高，
更具有在高硒污染地区生物修复应用的优势。
细菌ＳｅＲＢ－１、ＳｅＲＢ－２和ＳｅＲＢ－３具有耐受浓度

比较高的亚硒酸盐的能力，但要在较短的时间内获
得更高的耐受浓度，还需要不断驯化。通过逐浓度
梯度尝试法可以对其高耐受性不断驯化，但是这种
试错法得到的耐受浓度是有一定限度的，因为随着

Ｓｅ（ＩＶ）浓度的增大，细菌生长的倍增时间延长、生
长速率变缓、抑制率增大，即细菌耐受亚硒酸盐不会
一直升高，达到某一浓度，细菌生长就会受到限制。
本研究发现在Ｓｅ（ＩＶ）浓度达到５００ｍＭ始，细菌生
长的抑制率就已达到约８５％，在Ｓｅ（ＩＶ）浓度为

８００ｍＭ时，抑制率曲线已接近水平（约９０％），基本
上达到耐受极限，此时仍存在亚硒酸盐被细菌还原
为元素硒的现象，可以说８００ｍＭ 是这３种细菌还
原耐受亚硒酸盐的最高浓度。而在Ｓｅ（ＩＶ）浓度达
到９００～１　０００ｍＭ，细菌生长就会受到更大的抑制，
甚至出现大量的死亡，此时得到的是细胞生长最小
抑制浓度 ＭＩＣ。其中细菌ＳｅＲＢ－１的 ＭＩＣ值要高于

ＳｅＲＢ－２和ＳｅＲＢ－３的。抑制这３种细菌耐受亚硒酸
盐生长的半数有效浓度为１０２．４８～１５０．２４ｍＭ（Ｓｅ
（ＩＶ））（表 １），约 是 已 报 道 的 荧 光 假 单 胞 菌
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ　Ｋ２７）的ＥＣ５０（３．７０ｍＭ）值的

２８～４０倍，而后者已能耐受高浓度的亚硒酸盐
（５０ｍＭ）［２５］，因此本研究中的３种细菌ＳｅＲＢ－１、

ＳｅＲＢ－２、ＳｅＲＢ－３属于高耐受亚硒酸盐还原菌。耐
受金属（类金属）的细菌在生物修复过程中的应用，
如生物监测（通过生物传感器）、废水处理和污染土
壤的回收利用等更具吸引力［２８，３０］。

３．２　耐受性机理
本研究中的３种细菌能够在Ｓｅ（ＩＶ）浓度不断

升高的环境中存活。这一特性对于这些细菌克服原
生境高浓度的硒至关重要。经过长期进化，土生土
长的微生物种群已经适应了在污染环境生长，微生
物体内已形成某种抵抗污染物的能力或机制［３１］。
微生物对硒耐受性机理主要有营养元素、脱毒机制
和硒氧离子作为电子受体［３２］。硒是一种原核生物
和真核生物必需的微量元素，但是高浓度的硒会对
生物产生毒害作用。微生物通过同化作用将Ｓｅ

（ＩＶ）还原为元素硒而降低毒害。在添加Ｓｅ（ＩＶ）
的培养中，细菌通过硒的形态转化，将可溶的、有毒
的Ｓｅ（ＩＶ）转化成了不溶的毒性低的元素硒。其转
化（还原）效率（ＲＥ）为：当Ｓｅ（ＩＶ）浓度为５ｍＭ 时，
约５０％的ＳｅＯ２－３ 被还原为Ｓｅ０；当Ｓｅ（ＩＶ）浓度升高
到１０ｍＭ时，约３０％的ＳｅＯ２－３ 被还原为Ｓｅ０；当Ｓｅ
（ＩＶ）浓度升高到２５ｍＭ 时，约２０％的ＳｅＯ２－３ 被还
原为Ｓｅ０；而当Ｓｅ（ＩＶ）浓度升高到５００～８００ｍＭ
时，仅约３％的ＳｅＯ２－３ 被还原为Ｓｅ０。由此可知，由
于Ｓｅ（ＩＶ）的毒性作用，细菌对亚硒酸盐的ＲＥ随着

Ｓｅ（ＩＶ）浓度的升高而降低，这与耐受性指标测得的
结果类似。但当Ｓｅ（ＩＶ）浓度为１ｍＭ（≈水溶性Ｓｅ
（ＩＶ）浓度）时，其转化效率平均可达７５％，其中细菌

ＳｅＲＢ－２的ＲＥ最高达９０％，这说明３种细菌能有效
地降低Ｓｅ（ＩＶ）污染。
这些元素硒是怎样形成的呢？ＴＥＭ 观察已揭

示在细菌表面、内部有大量的元素硒生成。说明在

Ｓｅ（ＩＶ）胁迫下，细菌产生了应激反应，在细胞壁膜
位置将有毒的四价硒转化为了元素硒［１４，３３－３４］；而胞
内的元素硒有可能是进入细胞内部的部分四价硒在

细胞质发生了还原 ［３５－３６］，胞外的元素硒可能是细胞
分泌出或细胞表面脱落的结果。不管通过何种途
径，高浓度有害的Ｓｅ（ＩＶ）被细菌转化为了毒性低的
元素硒，元素硒的生成可能是细菌耐受高浓度Ｓｅ
（ＩＶ）胁迫的原因之一。
在稳定生长期的后期，会有蒜臭气体产生，可

能是细菌在还原亚硒酸盐的过程中，发生了甲基
化作用，通过收集液的测定，发现吸收液中有少量
的硒存在（约４ｍｇ／Ｌ），这可能是细菌耐受高浓度
硒或解脱硒毒性的又一机制。细菌在转化硒氧离
子过程中可生成二甲基硒（ＣＨ３ＳｅＣＨ３ 或ＤＭＳｅ）、
二甲基二硒（ＣＨ３ＳｅＳｅＣＨ３ 或 ＤＭＤＳｅ）、二甲基三
硒 （ＣＨ３ＳｅＳｅＳｅＣＨ３ 或 ＤＭＴＳｅ）、二 硫 化 硒 酰
（ＣＨ３ＳｅＳＣＨ３ 或 ＤＭＳｅＳ）、二 甲 基 硒 酰 二 硫
（ＣＨ３ＳｅＳＳＣＨ３ 或ＤＭＳｅＤＳ）等多种气体［３７－３９］，鉴于
本实验条件的限制，未对这些气体进行定性分析。
不管通过哪种形式（还原、是甲基化），细菌耐受

污染物一般离不开某一种或多种酶或基因的参与。
如在产碱杆菌 （Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ　Ｅｕｔｒｏｐｈｕｓ）的质粒

ｐＭＯＬ３０的ｃｚｃ基因簇决定了其对 Ｃｄ２＋、Ｃｏ２＋ 和

Ｚｎ２＋的耐受能力［４０］；真养雷氏菌（Ｒａｌｓｔｏｎｉａ　ｅｕｔｒｏｐｈａ
ＣＨ３４）大的质粒（ｐＭＯＬ２８和ｐＭＯＬ３０）携带的耐
重金属的基因使其能抵御多种重金属的毒害［４１］；在
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大肠杆菌和金黄色葡萄球菌中砷酸盐抗性编码质粒

也印证了其耐受砷的能力［１７］。虽然目前对微生物
还原四价硒和六价硒的机理尚未搞清楚，可以肯定
的是细菌对亚硒酸盐和硒酸盐的还原是由相关的酶

系完成的，而编码这些酶系合成的是功能基因。

图５　ＳｅＲＢ－１全蛋白组ＳＤＳ－ＰＡＧＥ［４７］

Ｆｉｇ．５　ＳｅＲＢ－１ｅｎｔｉｒｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｇｒｏｕｐ　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ［４７］

左列为Ｐｒｏｔｉｅｎ　Ｍａｒｋｅｒ；中间Ｏ列为空白对
照菌体；右列ＩＶ为实验组培养菌体。

目前已从Ｔｈａｕｅｒａ　ｓｅｌｅｎａｔｉｓ菌株中得到硒酸
盐的还原酶，也是迄今为止唯一一种分离出的硒还
原酶［４２－４３］，还有研究发现，硒酸盐的还原需要一种膜

结合酶的参与［４４－４５］，目前Ｙｅｅ等人［４６］从阴沟肠杆菌
（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｃｌｏａｃａｅ　ＳＤＬ１ａ－１）菌株中分离出ｔａｔ
基因簇，成功地实现了野生菌与突变菌（插入ｔａｔ基
因簇的工程大肠杆菌）对硒酸盐的还原实验。这一
开创性成果使微生物调控下的硒地球化学过程研究

迈入了基因水平。雷磊［４７］对ＳｅＲＢ－１菌体全蛋白
组进行了聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）分析
（图５）。根据ＳＤＳ－ＰＡＧＥ结果可知，对于同一种细
菌的不同培养其菌体全蛋白组有明显的差别，实验
组菌体蛋白出现了多条特异表达的条带（图中ＩＶ
对应条带），而且表达量明显超过空白对照组的条带
（图中０对应条带），即在实验组中明显存在特异表

达的蛋白质类型，说明菌株为适应高硒生存环境表
达了特异的酶类。这种酶可能是诱导型的，因此泳
道上出现了特异表达的条带，但这种具有还原亚硒
酸盐的酶的位置和种类，以及其在细菌还原亚硒酸
盐为元素硒中发挥的作用都需要进一步研究，这有
助于解开细菌ＳｅＲＢ－１还原耐受高浓度的亚硒酸盐
之谜，同样细菌ＳｅＲＢ－２和ＳｅＲＢ－３也应当具有与之
相匹配的还原亚硒酸盐的酶类，与细菌ＳｅＲＢ－１有
着某种类似的还原耐受高浓度亚硒酸盐的机理。

４　结论

高硒碳质泥岩中的３株细菌Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｌｉｃｈｅｎｉ－
ｆｏｒｍｉｓ　ＳｅＲＢ－１、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ．ＳｅＲＢ－２和 Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ
ｓｐ．ＳｅＲＢ－３具有在高浓度Ｓｅ（ＩＶ）胁迫下生长的能
力，其对Ｓｅ（ＩＶ）的还原耐受生长浓度高达８００ｍＭ，
这是目前细菌耐受四价硒的最高浓度之一。说明细
菌在长期的进化中已经适应这种高硒环境，该环境
具有发现特异微生物的潜力，这种高Ｓｅ（ＩＶ）耐受性
可以通过逐浓度梯度尝试法不断驯化获得。低浓度
（≤２５ｍＭ）的四价硒对细菌的生长起到促进作用，
但随着Ｓｅ（ＩＶ）浓度的升高，细菌生长的倍增时间延
长、生长速率变小，说明Ｓｅ（ＩＶ）在高浓度下对细菌的
正常生长产生抑制作用，浓度越高，抑制作用越明显，
当Ｓｅ（ＩＶ）升高至一定浓度时，细菌生长就完全受到
抑制。由此得出细菌Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ　ＳｅＲＢ－１、

Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ．ＳｅＲＢ－２和Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐ．ＳｅＲＢ－３最小
抑制浓度分别为１Ｍ、９００ｍＭ、９００ｍＭ。但是细菌进
化出了将溶解的、有毒的四价硒转化（还原）为不溶
的、低毒的元素硒沉淀下来、或（和）通过甲基化作用
将四价硒转化为气态的硒化物挥发出去的能力，从而
降低了四价硒的毒性或对其危害，正是这种解毒或脱
毒机制的存在，是这３种细菌耐受高浓度四价硒的原
因。细菌对四价硒的还原是有特异性的酶类参与的，
如何找到、分离出这一特异性酶对于解决细菌还原亚
硒酸盐的机制是至关重要的，这一步还需进一步探
索。这种高耐受性能菌发现，有助于在恩施渔塘坝这
类高硒地区开展Ｓｅ（ＩＶ）污染的生物修复。
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