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地衣芽孢杆菌对亚硒酸盐的还原 
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摘 要：利用高硒碳质泥岩中筛选出的地衣芽孢杆菌(Bacillus licheniformi)，研究了该菌对亚硒酸盐硒的耐受与还原行为。 

结果表明，液体培养基(YEG)中，它能耐受 320 mM 亚硒酸盐硒的浓度，耐受硒酸盐硒的浓度可高达 1000 mM。然而，高浓度 

的亚硒酸盐硒对它的生长有明显的抑制作用。在有氧表厌氧的环境中，地衣芽孢杆菌均能还原亚硒酸盐中的硒：将四价硒还 

原为纳米球状的元素硒颗粒，使其分布在菌体的周边和细胞内。在含 5 mM 亚硒酸钠的液体培养基 中，还原亚硒酸钠硒成为 

元素硒的平均效率约为42％。地衣芽孢杆菌在生存环境无严格要求的条件下，其还原亚硒酸盐硒形成纳米元素硒颗粒的现 

象，是研究生物合成低毒的纳米活性元素硒和生物修复硒污染技术的基础，也为硒的微生物矿化过程提供了契机。 
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Abstract：Bacillus Licheniformi，which can reduce the toxic selenite anion to red elemental selenium (Se。)，was iso— 

lated from a carbonaceous mudstone with high content of Se．The results showed that this strain can stand in 320 

mM SeOi—and in more than 1000 mM Se0 一．However，the high concentration of Se 2一can inhibit the growth of 

the strain in 1iquid medium (YEG)．No matter in aerobic culture or anaerobic culture that the strain was inocula— 

ted，it can reduce selenite anion to nanospheric elemental selenium granules，distributed around or within the cells． 

In the liquid YEG medium contains 5mM of selenite，the transformed efficiency of Se t0 Se。by Bacillus licheni— 

formi was 42％ approximately．Since n0 rigorous requirement for Bacillus licheniforrni to live，it is suitable to be 

selected in microbial remediation techniques as the strains that cope with selenium pollutions，and to produce the 

nano-Se granules with bioavailabiIity．At the same time，the phenomena of selenite anions reduced to elemental Se 

by the bacterial provides a chance to further understand the mierobial mineralization of selenium in the environ— 

m ent． 
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硒是人体和动物必需的一种微量元素。硒在 自 

然界中主要以 4种价态存在，即Se2一、Se。、Se (本 

文 中以亚硒酸钠代表亚硒酸盐硒)和 Se (以硒酸 

钠代表硒酸盐硒)[ 引。其中，硒酸盐容易发生迁 
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移，易被生物利用；亚硒酸盐较其他价态硒有更强的 

毒性[】 ]。微生物在硒的生物地球化学循环及其形 

态转化中发挥了重要作用[3 ]。微生物可将毒性较 

高的亚硒酸盐、硒酸盐还原为毒性较低的元素态硒， 

或同化还原合成硒蛋白、含硒蛋白，甲基化为具高挥 

发性的二甲基硒(DMSe)等 ]。一些细菌也能在 

还原硒酸盐、亚硒酸盐的过程中获取能量，同时把氧 

化态的高价硒转化为低价态的Se。和 Se卜，降低硒 

的毒性，以便能在高硒环境中生长【3 ]。 

以往的研究发现，可以进行硒异化还原作用的 

微生物遍及整个微生物界，而不仅仅是原核生物中 

的特定类群[3“]。代表的微生物有嗜热细菌(ther- 

mophilic bacteria)、高和低G+C(1ow and high G+ 

C)含量细菌、革兰氏阳性菌(Gram～positive bacteri— 

a)、变形菌(Pr0￡ 0妇c￡ a)以及光合型的微生物一 

紫细菌(purple bacteria)等[3“]。这些微生 物在生 

理学特性上具有较大差异 ，呈现多样性。 目前已从 

土壤中分离出1l9种放线菌和 6O种细菌能与硒酸 

根或亚硒酸根作用形成元素硒 。比较典型有 

大肠 杆 菌 (Escherichia coli)[83、荚 膜 红 细 菌 

(Rhodobacter capsulatus)Lg]、罗 斯 通 氏 菌 CH34 

(Ralstonia ￡口 r伽5 CH34)l1 、枯草芽孢杆菌 

(Bacillus subtilis)等u 。鉴 于以往 的研究 多是从 

富硒的环境中筛选与分离细菌I3 ，且特异的环 

境中必生长有特定的微生物群落，在我们前期调查 

湖北恩施渔塘坝特高硒碳质泥岩 (硒含量大于 500 

mg／kg)中微生物多样性 的基础上 ，选定兼性厌氧细 

菌——地衣芽孢杆菌(B．1icheniformis)为研究对 

象，调查其对硒酸盐、亚硒酸盐耐受性的同时，也研 

究其产物中元素硒的特征。该研究对硒的微生物地 

球化学过程及其矿化认识有一定的指导意义，同时 

为纳米活性元素硒颗粒的制备和硒污染的生物修复 

技术提供依据。 

1 材料与方法 

1、．1 样品采集 

本研究中的高硒碳质泥岩于 2007年和 2008年 

8月采自湖北省恩施市双河乡渔塘坝北部二叠系茅 

口组顶部的碳质硅质岩层，有关该研究区的地理与 

地质特征可参阅文献[-13，14]。采样时使用一次性 

无菌采样器，刮去表层泥岩，垂直采取泥岩芯体，并 

在同一位点重复取样。采集的样品低温保存并在 

24 h内运回实验室置于超低温冰箱内冷冻保存。 

1．2 地衣芽孢杆菌的筛选、分离与鉴定 

泥岩样品在无菌条件下分装，取约 I g样品于 

100 mL无菌 MilliQ(MQ)水中分散，在培养箱中震 

荡混合均匀后分取 1 mL混合清液均匀涂抹在几个 

含 10～100 mg／kg四价硒 (本文中以亚硒酸钠硒代 

表可溶的亚硒酸盐硒)的平板固体(主成份是酵母膏 

+葡萄糖，本文中简称 YEG培养基)培养基上，在 

超净台静置 3 d，观察到出现周边红色或发红的菌 

落，使用灭菌牙签挑取后转移置含不同 4价硒浓度 

的平板固体培养基上，反复纯化确保单一的菌落后 

转移置含 4价硒(i00 mg／kg)的液体 YEG培养基 

中，在生长 3 h后开始在不同时间段取样，并在显微 

镜和透射电镜下观察细菌的形貌特征。 

除观察细菌的显微形貌外，采用分子生物学的 

方法进行鉴定。基本流程是：先进行菌体 DNA的 

提取和纯化，使用上海生工生物工程技术服务有限 

公司合成 的两对 16S rDNA部分 片段 Eubac27F： 

(5’一 AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG一 3’)、 

Eubac1492R：(5’一 GGT TAC CTTGTT ACG 

ACT T一3’)作为通用引物，进行 PCR扩增。PCR 

条件为 95℃变性 1 min，60℃复性 40 S，72℃延伸 

100 S，共 35个循环，最后在 72℃再延伸 10 min。 

PCR扩增产物纯化后克隆到 pMD-18T质粒中，然 

后导入 E．coli DH5a，由上海英骏生物技术有限公 

司完成测序。将所测的16S rDNA序列提交EMBL 

和 GenBANK 数 据 库 (登 录号 EF656455)，采 用 

FASTA和 Blast程序，进行序列相似性对比分析 

(相似性大于 99 )，确定该菌株是地衣芽孢杆菌。 

1．3 地衣芽孢杆菌的计数与电镜观察 

细菌的计数主要使用细胞计数板测量培养液中 

的菌体数量，同时进行吸光度的测定。透射电镜观 

察时先进行培养液中菌体的离心分离，使用无菌 

MQ水洗涤和不 同浓度 (75 9／6、50％、25％、10 )的 

戊二醇脱水后进行样品的包埋 、固化和切片，测试时 

样品载在 400目铜网。同时对脱水后 的样品在元水 

酒精中分散，用铜网捞取后在灯下烘干。透射电镜 

为国家海洋局第三海洋研究所的 JEM—lOOCXII和 

中国科 学 院地 球 化 学 研 究 所 的 JEM一2000FXII 

(EDX：元素 B～U)。 

1．4 硒浓度的测定 

所有样品中硒的测定使用氢化物一原子荧光法 

(HG—AFS)。岩石样品研磨至 160目以上的 0．1 g 

干燥粉末样 ，放人特富龙密闭消解罐 中，加入 3．2 

mL HNO。+HF的混合消解液，拧紧后放入 150～ 

155℃烘箱恒温加热 16 h。冷却后谨慎打开消解 

罐 ，补加 1～2 mL H2O ，在 9O℃下盖盖加 热 45 

rain后取下冷却，转移至15 mE PFA杯中，于7O℃ 
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的电热板上蒸至近于补加 0．5 mL HNO。二次驱氟 

并蒸至近干后用 6 mol／L HCL定容至 3 mL，然后 

转移到 25 mL的比色管中于 95℃下水浴 45 min， 

稀释至 25 mL待测[2]。本研究中筛选细菌的泥岩 

样品中硒含量均为 200～10000 mg／kg。 

取含菌体 的培 养液快速 离心后 的上清 液 0．1 

mL，加入 0．1 mL硝酸混合并 静置一段 时间，使用 

MQ水逐级稀释(1：100)稀释，待合适浓度直接使用 

0．72 M (6 )的 HCL稀释后上机待测。YEG培 

养基中加入亚硒酸钠硒 的初始量为 5、10、25 mM。 

细菌耐硒实验中加人亚硒酸钠和硒酸钠硒的量均是 

lO0～ i000 mM 。 

2 结果与讨论 

2．1 地衣芽孢杆菌对硒的耐受性实验 

将该菌划线于含有亚硒酸盐 、硒酸盐不同浓度 

梯度的 YEG平 板 固体培养基上 ，恒温培养后 观察 

地衣芽孢杆菌生长的菌落形态，并统计平板上菌落 

的大小。菌落特征一般是表面湿润 ，光滑，边缘有不 

规则状开裂 ；含硒平板均有红色物质析出，与无硒平 

板对照，证实红色物质应是菌株的代谢产物，扫描电 

镜能谱可鉴定为元素硒颗粒(图1)。菌落直径随四 

价硒浓度的升高逐渐变小，菌落数量也减少，当硒浓 

度超过 320 mM 时进人显著降低阶段，硒浓度在 

600 mM 时细菌停止 了生长 。奇怪 的是 ，当六价硒 

浓度由 0 mM逐渐升高到 25 mM 时菌落直径随之 

逐渐增大，但当六价硒浓度高于25 mM 时菌落直径 

随之逐渐减小，硒浓度直至 1000 mM 时仍有菌落的 

生长 ，但菌落大小和数量明显减少 。这一结果表明， 

低浓度的硒酸盐硒对该菌株的生长有促进作用 ，并 

且 当浓度为 25 mM 时菌落直径达到最 

大，高浓度的硒酸盐硒也会抑制菌株的 

生长。这说明地衣芽孢杆菌菌株对亚硒 

酸盐硒和硒酸盐硒耐受程度是存在差异 

的。目前 已发现的菌株能够耐受亚硒酸 

盐硒的浓 度多 在 100 mM 以下，100～ 

200 mM 的只有少量报道n引，如国内王 

东 亮 等 发 现 的 一 种 固 氮 红 细 菌 

(Rhodobacter azotoformans)，其耐受亚 

硒酸盐硒的最高浓度 125 mM[1 。在我 

们研究中发现的地衣芽孢杆菌，其在平 

板培养基中最高耐受亚硒酸硒的浓度约 

为 600 mM，但在含 320 mM 亚硒酸盐硒 

的液体培养基中也能够生长，这足 以证明 

其抵抗亚硒酸盐硒的毒性是非常强的。 
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图 1 地衣芽孢杆菌对亚硒酸盐与硒酸盐硒的耐受性 

Fig．1 The Effects of selenite(SeO~一)and selenate(SeO~一) 

on the growth of Bacillus Licheniform s 

地衣芽孢杆菌是一类能产生内生孢子(芽孢)的 

细菌，常见于土壤中；它也是一种嗜热的革兰氏阳性 

菌，其适生温度大约为 5O℃，酶分泌的最适温度为 

37℃，可以以芽孢形式存在抵抗恶劣环境 ，在适宜环 

境下生长。目前主要通过培养地衣芽孢杆菌获取能 

用于洗衣粉添加剂的蛋白酶 ，或者作为动物饲料添 

加剂或肠道微生物制剂等。从人身安全和硒污染的 

生物修复角度上，我们在高硒碳质泥岩中筛选的地 

衣芽孢杆菌有可能成为硒污染生物修复技术 中的首 

选菌株之一 。 

2．2 地衣芽孢杆菌对亚硒酸盐硒的还原 

在暴露光和氧的条件下 ，地衣芽孢杆菌能在含 

硒酸钠的平板固体培养基代谢形成红色的元素硒颗 

粒，但在兼性厌氧的液体培养基中并不出现硒酸钠 

中硒的还原 。反之，该菌无论在含亚硒酸钠(代表亚 

硒酸盐硒)的平板固体，还是液体培养基中生长时， 

均有四价硒的还原，并以出现红色的元素硒颗粒为 

特征。图 2显示了该菌株接入含 5 mM 亚硒酸钠的 

液体培养基中，于 37℃ 150 rpm摇床培养并定时取 

样得到的菌株生长曲线。从生长曲线可以看出，含 

t／h 

初始浓度为 5 mM硒 

The initial concentration is 5 mM selenite 

图 2 亚硒酸钠硒的还原与细菌细胞数的变化 

Fig．2 The reduction of selenite(SeOg一)and 

the variation of bacterial cell count 
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亚硒酸钠培养基中菌株的生长状况比不含硒的培养 

基中菌株生长状况稍微有些滞后(该数据未在图中 

显示)，前者在生长前的 6 h内对菌株生长有明显的 

抑制作用，而菌株的生长在 6 h之后开始加快。培 

养基中的硒浓度也开始逐渐降低，在菌株生长 24 h 

后硒浓度显著降低。这表明该菌株对硒的还原主要 

发生在生长的稳定期，其体内有可能形成了某种解 

毒的机制，使菌株生长不再受到抑制。按 5 mM亚 

硒酸钠培养基中硒浓度的变化，可以估算出地衣芽 

孢杆菌对亚硒酸钠中四价硒的平均还原效率约为 

42 。 

利用下面公式可分别计算得到该菌株的倍增时 

间(D丁)、生长速率(G尺)和生长抑制指数( ，GI)。 

DT(h)-- ， 

GR(H一 )一 ， 

GI c％)一 

×i00 。 

以添加 20 mM 的亚硒酸钠、硒酸钠为例 。在不 

添加亚硒酸钠的培养基中该菌生长较快，倍增时间 

短 ，为 1．72 h，生长速率是 0．18 h_。；而在添加 了亚 

硒酸钠和硒酸钠的培养基中，倍增时间分别为 2．7O 

h和 1．86 h；生长速率为 0．16 h 和 0．11 h_。；生长 

抑制指数为 92．8 和 80．0 。这表明在添加高浓 

度硒的培养基中，细菌生长受到了不同程度的抑制， 

且在添加亚硒酸钠培养基中的生长明显慢于添加硒 

酸钠培养基内的生长，也证实了亚硒酸盐硒对该菌 

的毒性强于硒酸盐硒 。 

菌株在含有亚硒酸钠的液体培养基中出现了较 

长的延滞期，而在含硒酸钠液体培养基中生长的菌 

株并没有这一现象 ，仅相对于不添加硒的培养基 中 

菌株生长速率较慢 。这说 明菌株对亚硒酸钠 、硒酸 

钠 中四价硒、六价硒 的反应机制或代谢途径是不 同 

的。细菌对高价态硒的耐受机制通常表现为同化还 

原作用合成硒蛋白或含硒蛋白，异化还原(呼吸作 

用)作用(Se汁／Se 一Se。)过程中获取生长的能量 

或者使硒甲基化降低周围环境中的硒；这些生化反 

应过程的完成与细菌基因表达的不同酶系统息息相 

关 ， 。该菌在未加入含亚硒酸钠的液体培养基 

之前，对亚硒酸钠的还原能力较低，很可能菌株在生 

长在不含亚硒酸钠的培养基中时，不表达亚硒酸盐 

还原酶或表达量较低，因此菌株的亚硒酸盐还原酶 

为诱导表达型酶类；而菌株在生长在不含硒酸盐的 

培养基中时，也表达了对硒酸盐有还原能力的酶类， 

硒酸盐对于这种酶原本的底物有竞争性抑制作用。 

基于现有实验室的条件，这部分工作将在后续的工 

作中进一步完成。 

本研究 中获取的菌株能够在高浓度的亚硒酸盐 

培养基中生长(大于或等于 320 mM)，仅经过较短 

时间(24 h)延滞期后就能高效的还原亚硒酸盐 。因 

此这一发现对于高硒污染的土壤及水体都可以起到 

生物修复的作用，高效的将具有毒性和高生物可利 

用性的硒氧化物还原为无毒不可溶于水的红色单质 

硒纳米颗粒，从而降低生物毒害。 

2．3 元素硒在地衣芽孢杆菌中的分布 

在含 5～25 mM亚硒酸盐硒的 YEG液体培养 

基中，该菌生长 3 h以后培养基颜色转红 ，硒浓度越 

高红色越深，表明有元素硒的形成。图 3A 和图 3B 

显示了元素硒在菌液中的分布。图4是以能谱证明 

培养基中沉降的颗粒物为元素硒。该菌还原亚硒酸 

盐硒形成的元素硒初始时主要在分布在菌体的周 

边，包裹着菌体，尔后随菌体的分解进入培养基中。 

细菌体内也有元素硒的形成，但明显不同于其他细 

菌周质空间的元素硒 [16,173，而是分布在菌体内部； 

这表明4价硒在细菌的胞内可被还原。该菌形成元 

素硒的颗粒一般为无定型 、球状 ，大小 2O～100 nm， 

部分颗粒因发生团聚作用而形成不规则的团聚体， 

在低倍显微镜下即可观察。 

细菌形成的元素硒颗粒均可附着积累于细胞 

质、周质空间和细菌表面。硒 的这一异化还原作用 

可能有多个途径 ，但对于细胞外的元素硒是通过细 

胞裂解而逸出，还是通过细胞膜上整合的还原酶及 

膜上的转运通道将其泵出细胞外尚无定论。不过， 

从微生物成矿机制和元素硒在地衣芽孢杆菌 中的分 

布特征来看 ，该菌形成的元素硒颗粒大小相对均一 ， 

球状特征明显 ，应该属 于菌体内部形成后泵 出胞外 

的，可能为细菌诱导型 的产物_1 ，这也是除个别畸 

变菌体外，在正常生长的细菌体内元素硒颗粒在透 

射电镜下较难发现的一个原因。 

0remland等n 利用三种系统发育和生理学上 

不同的细菌合成了胞外元素硒。这些元素硒在胞外 

形成稳定、均一的具单斜 晶系结构 的纳米硒颗粒 。 

收集清洗后获得的纯化胞外纳米颗粒在光学性质上 

有很大的不同，具独特的硒原子排列结构，不能通过 

目前化学合成的方法得到的。我们采集到的元素硒 

颗粒在形貌上与 Oremland[ j使用细菌合成的硒颗 

粒非常相似，但在 TEM 下没有观察到选区衍射的 

花样，说明合成的元素硒颗粒不具晶体结构，但在光 
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透射电镜照片 

TEM photos 

图 3 元素硒颗粒在细菌中的分布 

Fig．3 The distribution of etemental selenium particles formed by Bacillus Licheniform s strains 
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图 4 元素硒颗粒 的能谱 图(keV) 

Fig．4 EDX analysis of elemental selenium particles 

formed by Bacillus Licheniformis strains(keV) 

照下能产 生 移 动，明显 有 别 于细 菌 的运 动 ，并 在 

37℃下能缓慢转化为灰 色的元素硒 ，表明其物理性 

质有一定的不稳定性 。 

生物方法制备的纳米元素硒颗粒大小一般为 5 

～ 2OO rim~1 5,183，具与亚硒酸盐硒的类似生物活性， 

但毒性远小于亚硒酸盐中的四价硒离子。具生物活 

性的纳米硒颗 粒 已在实验 中用于畜禽 的饲料 添加 

剂 ，而地衣芽孢杆菌本身被广泛用于畜禽饲料的添 

加剂。因此，地衣芽孢杆菌在富硒食品和医药的开 

发应用方面极具潜在价值，同时对微生物的矿化机 

制认识方面也有一定的启迪 。 

结 论 
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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 ，现今发现 的许多微生物均能还原 

四价硒、六价硒，它们对其他有毒金属元素也有显著 

的抵抗力，地衣芽孢杆菌也不例外。本研究中使用 

从高硒碳质泥岩中筛选出的地衣芽孢杆菌，重点探 

讨了它对亚硒酸盐硒的还原能力。研究发现，地衣 

芽孢杆菌能在高浓度 的亚硒酸盐环境 中生长 ，对液 

体培养基中亚硒酸钠的耐受至少为 320 mM，对硒 

酸盐钠的耐受则可达 1000 mM。该菌具有较强的 

环境适应性，无论在有氧和厌氧的环境下 ，都会将亚 

硒酸钠中的四价硒还原为 1O～100 rim球状的元素 

硒颗粒，并分布在菌体的周围或细胞内。同时，高浓 

度的亚硒酸钠对细菌的生长也有明显的抑制作用。 

在含 5 mM亚硒酸钠的兼性厌氧液体培养基中，该 

菌把亚硒酸钠中四价硒还原为元素硒的平均效率约 

为 42 ，类似于其他能还原亚硒酸盐硒为元素硒的 

效率。由于地衣芽孢杆菌是一种有益的细菌，且有 

较强的环境适应性，还可以作为畜禽饲料的添加剂， 

这对利用该菌开发低毒性活性元素硒的医药或饲料 

添加剂有一定的潜在价值。同时 ，在硒污染 的生物 

修复技术方面也可以回收细菌合成的元素硒，以做 

到资源的综合利用。此外 ，该菌株把四价硒转化为 

元素硒的过程，从地质微生物学的角度理解，本身就 

是硒的生物矿化过程，对深人理解硒的微生物地球 

化学过程及其矿化机制有着极其重要的意义。 
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