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摘　要：微生物还原亚硒酸盐的动力学研究具有重要的现实意义，可以为Ｓｅ（ＩＶ）污染场地的微生物修复设计提供理论依据。

本文研究了兼性厌氧菌Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ．ＳｅＲＢ－２对亚硒酸钠的还原动力学。通过指数方程模型、对数方程模型和米氏方程模型

的分析可知，Ｓｅ（ＩＶ）的细菌还原符合一级反应动力学，还原反应主要集中在对数期和稳定生长前期，米氏方程模型能更好的

反映细菌对亚硒酸盐的还原过程。通过对不同Ｓｅ（ＩＶ）浓度下的米氏常数（Ｋｍ）和最大反应速率（Ｖｍａｘ）的分析发现，当Ｓｅ（ＩＶ）

浓度较低时，Ｋｍ 值较小，Ｖｍａｘ值较大，这表明Ｓｅ（ＩＶ）浓度越低，还原亚硒酸盐的酶与Ｓｅ（ＩＶ）的结合能力越强，此时细菌对亚硒

酸盐的还原速率越大、还原效率也越高。在本研究中，当Ｓｅ（ＩＶ）浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ时，其还原效率最高可达９０％，能够有效去

除或降低Ｓｅ（ＩＶ）污染，说明该菌在Ｓｅ（ＩＶ）污染场地的生物修复上具有应用潜力。
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　　硒是人体和动物必需的微量元素，但硒摄入量
高时又是有害的［１］。环境中含硒岩石的风化、化石
燃料燃烧、石油冶炼、工农业排水及矿业开采都会
造成局部地区硒浓度的升高，导致硒污染［２，３］，从
而影响生态系统的正常运行及危害人体健康。硒
的毒性与生物可利用性与硒的价态与浓度有关［４］。
环境中的硒，一般以－ＩＩ、０、＋ＩＶ、＋ＶＩ四种价态存
在，其中Ｓｅ（ＩＶ）易溶于水、易于迁移、毒性最强，对
环境与生态的危害较大，是硒污染重点关注对象
之一［５］。
环境中微生物在硒的地球化学循环和形态转

化中发挥着重要作用［６，７］，包括细菌在内的多种微
生物能将可溶的亚硒酸盐、硒酸盐转化为不可溶的
元素硒、并沉淀下来［３，５，８－１０］。细菌还原硒氧离子
为元素硒的行为对硒的地球化学循环有重要意义。
元素硒不溶于水且毒性低可以作为硒污染地区生

物修复的一种有效方法［９，１１］，国外已经开展了该方
法的实际应用，如美国加利福尼亚州圣华金河谷硒
污染水体、土壤的微生物（细菌）修复，在初始浓度
不超过１ｍｍｏｌ／Ｌ时，平均约７０％以上的硒被还原，

实践表明处理效果比较理想［１２，１３］。近年来，国内也
开展了硒氧离子细菌还原的研究［１４，１５］，然而，目前
有关微生物还原的亚硒酸盐动力学研究还比较少。
本文重点研究了兼性厌氧菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ．

ＳｅＲＢ－２对亚硒酸钠的还原动力学。通过动力学模
型研究，确定了细菌还原亚硒酸盐的动力学参数，
得到了动力学方程。从而量化表达了细菌还原亚
硒酸盐的过程。

１　材料与方法

１．１　实验材料和试剂
实验菌株（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ．ＳｅＲＢ－２，简称 ＳｅＲＢ－

２）：分离自湖北恩施渔塘坝高硒碳质泥岩，根据《伯
杰氏细菌鉴定手册》［１６］，可知该芽孢杆菌属以好氧
或兼性厌氧菌为主，又该菌在有氧、无氧条件下都
能生长，故该菌为兼性厌氧菌，酶的最适温度
为３７℃。
亚硒 酸 钠 （Ｎａ２ＳｅＯ３ ·２Ｈ２Ｏ）储 备 液 （１００

ｍｍｏｌ／Ｌ）：称取１．７８２９ｇ的，溶于１００ｍＬ去离子水
中，使用无菌滤头（０．２２μｍ）过滤、备用。
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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）（１０

ｇ／Ｌ）：酵母提取物１０ｇ、葡萄糖１０ｇ，去离子水１０００
ｍＬ，ｐＨ约为７．０。所有培养基均在１２１℃、高压蒸
汽灭菌３０ｍｉｎ。

１．３　细菌还原亚硒酸盐的动力学实验

１．３．１　菌种活化、培养
将保存的细菌３７℃活化，然后用接种环挑取细

菌接种到已灭菌含 ＹＥＧ培养基的培养瓶中，之后
将培养瓶放入恒温振荡培养箱中培养（３７℃，２００
ｒｐｍ）约２４ｈ，以保证菌体进入稳定的对数生长期，

以便后续实验中保持菌株稳定的活性。

１．３．２　实验方法
根据碳质泥岩样品中水溶性Ｓｅ（ＩＶ）的浓度（最

高可达９３ｍｇ／ｋｇ，未发表数据），设置亚硒酸盐的浓
度梯度。向装有ＹＥＧ培养基的培养瓶中加入已灭
菌的亚硒酸钠溶液，均匀混合，使其初始浓度分别
约为１ｍｍｏｌ／Ｌ、３ｍｍｏｌ／Ｌ、５ｍｍｏｌ／Ｌ、８ｍｍｏｌ／Ｌ、

１０ｍｍｏｌ／Ｌ。然后按１０％ 的接种量接入对数生长
期（约２４ｈ）的细菌菌液，同时做无菌（含Ｓｅ（ＩＶ））空
白对照实验和细菌纯培养（无Ｓｅ（ＩＶ））实验，之后将
培养瓶置３７℃，２００ｒｐｍ培养，３次重复。

１．４　取样及样品分析方法
对培养液根据细菌生长状况，用无菌注射器取

细菌悬液：０～６ｈ每隔３ｈ取一次样；６～１２ｈ，每
隔６ｈ取一次样；１２～２４ｈ，每隔１２ｈ取一次样；从

２４ｈ起每隔２４ｈ取一次样。由于细菌悬液的浓度
与光密度（ＯＤ值）成正比，因此，以不同取样时间

ＯＤ值（本研究用７２２型分光光度计（上海），波长λ
＝６００ｎｍ）为纵坐标绘制成的生长曲线可以反映细
菌生长规律，当细菌悬液的 ＯＤ６００＞０．８时，需适当
稀释。另约１ｍＬ样品用高速离心机（ＴＧＬ－１８Ｃ－Ｃ）
在转速为１１，０００ｇ下离心１０ｍｉｎ，该转速能将大部
分细胞吸附的四价硒分离［１７，１８］，分别得到上清液和
管底沉淀（包括菌粒和还原产物）。一方面，取上清
液，用０．７５ｍｏｌ／Ｌ的稀盐酸稀释１×１０４ 倍，然后用
氢化物发生原子荧光仪（ＨＧ－ＡＦＳ）（最低检测限

０．２μｇ／Ｌ）测定不同取样时间培养基中的四价
硒［１５］。另一方面，对管中沉淀分别进行固定（２．５％
的戊二醛、１％的锇酸）、洗涤（０．１ｍｏｌ／Ｌ的磷酸缓
冲液）、脱水（浓度分别为５０％、７０％、８０％、９０％、

１００％的乙醇）、渗透（丙酮∶Ｅｐｏｎ８１２包埋剂＝１∶
１）、包埋（Ｅｐｏｎ８１２包埋剂）、修块与切片（厚度８０～

１０ｎｍ）、染色（２％的醋酸铀和枸橼酸铅）；最后用透
射电镜（ＪＥＭ－２０００ＦＸⅡ，日本）对负染切片进行形
貌观察，以表征产物特征。

１．５　动力学方程模型
首先对方程模型的建立作以下假设：
（１）细胞对Ｓｅ（ＩＶ）还原是简单的单一反应；该

过程细菌处于平衡生长状态；
（２）硒只是细菌所需的一种微量元素，参与细

菌生命活动的 Ｓｅ（ＩＶ）只占很少一部分，且细菌

ＳｅＲＢ－２对亚硒酸盐主要是异化还原，可将培养液中
亚硒酸盐的减少视为亚硒酸盐的还原。
因培养液中剩余的Ｓｅ（ＩＶ）浓度为时间的函数，

根据实验结果建立细菌还原亚硒酸盐动力学方程

模型如下：

Ａ）指数方程模型
根据不同时间培养液中剩余的亚硒酸盐浓度，

建立细菌还原亚硒酸盐的动力学方程（公式１），用

ｏｒｉｇｉｎ软件通过最小二乘法，对曲线进行非线性拟
合，即直接用还原时间与培养液中亚硒酸盐浓度建
立动力学方程。

Ｃｉ＝Ａ×ｅ－ｋｔ＋Ｂ０ （１）
式中Ａ为特征常数（ｍｍｏｌ／Ｌ）；ｋ为还原速率常

数（ｈ－１）；Ｂ０ 为还原达到平衡时的浓度（ｍｍｏｌ／Ｌ）。

Ｂ）对数方程模型
同样将培养液中亚硒酸盐的浓度视为时间的

函数，则浓度随时间的变化可通过公式（２）来表示，
对其求解可得细菌还原亚硒酸盐动力学过程。

ｄＣ
ｄｔ＝－ｋｔ

（２）

对公式（２）两边积分得到公式（３）。

ｌｎＣｉ＝－ｋｔ＋ｌｎＣ０ （３）
式中，Ｃ０ 为亚硒酸盐的初始浓度，Ｃｉ为反应ｉ

时刻培养液中剩余的亚硒酸盐浓度；ｋ为还原速率
常数，可以求出细菌还原亚硒酸盐的半寿期（ｈａｌｆ
ｌｉｆｅ或 ＨＬ），ＨＬ指的是细菌还原亚硒酸盐过程中
培养液中残留Ｓｅ（ＩＶ）浓度为初始浓度１／２时所用
的时间，即ｔ１／２＝（ｌｎ２）／ｋ。

Ｃ）米氏方程模型
细菌对硒氧离子的还原是需要一种诸如含钼

的膜结合酶参与的过程［１９，２０］，描述酶催化反应动力
学最经典的模型是米氏方程（Ｍｉｃｈａｅｌｉｓ－Ｍｅｎｔｅｎ　ｅ－
ｑｕａｔｉｏｎ）［２１］：

Ｖ＝ Ｖｍａｘ

Ｋｍ＋Ｃｉ×Ｃｉ
（４）
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Ａ１－接种０ｈ；Ａ２－接种２４ｈ

图１　细菌菌体与元素硒的透射电镜（ＴＥＭ）照片

Ｆｉｇ．１　ＴＥＭ　ｇｒａｐｈｉｃｓ　ｏｆ　ｂａｃｔｅｒｉａ　ａｎｄ　ｅｌｅｍｅｎｔ　Ｓｅ

　　式中，Ｃｉ为ｉ时刻时培养液中亚硒酸钠的浓度，
当Ｔ＝０时，Ｃ０ 为培养基中亚硒酸钠的初始浓度；Ｖ
＝ －ｄＣｉ／ｄＴ为还原速率；Ｖｍａｘ为催化反应的最大
速率；Ｋｍ 为酶的特征常数，是酶催化反应速率达到
最大速率的一半时的底物（亚硒酸钠）浓度。
该公式又因反应速率Ｖ＝（Ｃｉ－Ｃ０）／ｔ＝－ｄＣｉ／

ｄＴ，将其代入公式（４）两边积分，用积分法得到公式
（５）

ｌｎＣ０Ｃｉ
Ｃ０－Ｃｉ＝

Ｖｍａｘ

Ｋｍ
× ｔ
Ｃ０－Ｃｉ－

１
Ｋｍ

（５）

２　结果与讨论

２．１　细菌对亚硒酸盐的还原
在含亚硒酸钠的液体培养基中接种细菌后，大

约４ｈ后逐渐出现红色沉淀，而无菌空白对照并未
出现，说明发生了四价硒的细菌还原，还原产物以
出现红色元素硒颗粒为特征。透射电镜照片验证
了亚硒酸钠还原（生成元素硒）前后芽孢杆菌ＳｅＲＢ－
２形貌的变化，以Ｓｅ（ＩＶ）＝５ｍｍｏｌ／Ｌ为例，接种２４
ｈ时，在菌体表面有元素硒颗粒（１００～３００ｎｍ）（图

１．Ａ２），而刚接种时（０ｈ），菌体表面则没有（图

１．Ａ１）。

　　在菌株生长曲线与培养基中硒含量变化的对
照图中（图２），可得知菌株需要经过一定延滞期（４
～６ｈ）后才开始繁殖，说明四价硒会对细菌的生长
产生一定的抑制作用。而随着Ｓｅ（ＩＶ）浓度升高，细

菌ＳｅＲＢ－２需要经过更长的延滞期，之后才能进入
对数生长期，这使得四价硒浓度快速降低的时间向
后推迟。在整个反应时间内，Ｓｅ（ＩＶ）的浓度呈持续
下降趋势，说明该菌一直处于比较活跃的还原状
态。根据亚硒酸盐的还原速率大小，细菌ＳｅＲＢ－２
对亚硒酸盐的还原一般分为２个阶段，阶段Ｉ：接种
起到对数生长前期（０～１２ｈ）；阶段ＩＩ：对数生长后
期到取样结束（１２～１２０ｈ）。而不同的Ｓｅ（ＩＶ）浓
度，在这２个阶段，细菌对亚硒酸盐的还原速率也不
尽相同，如当Ｓｅ（ＩＶ）浓度≤５ｍｍｏｌ／（Ｌ·ｈ），在１２
～２４ｈ的时间段内，亚硒酸盐的还原速率高达０．０２
～０．０７ｍｍｏｌ／（Ｌ·ｈ），该时段也是细菌增殖最快的
阶段。Ｓｅ（ＩＶ）浓度为８ｍｍｏｌ／Ｌ时，１２～３６ｈ的还
原速率最快约０．０５ｍｍｏｌ／（Ｌ·ｈ）；而当Ｓｅ（ＩＶ）浓
度升高至１０ｍｍｏｌ／Ｌ时，则在前１２ｈ还原速率最
大，达到０．０８ｍｍｏｌ／（Ｌ·ｈ）。

　　将Ｓｅ（ＩＶ）初始浓度与终止浓度的差值与初始
浓度的比值作为四价硒的还原去除率（ＲＥ），实验时
间段内，ＲＥ也是随着四价硒浓度的递增而降低的，
不同Ｓｅ（ＩＶ）浓度下，细菌ＳｅＲＢ－２的ＲＥ分别约为

９０％（１ｍｍｏｌ／Ｌ）、５０％（３ｍｍｏｌ／Ｌ）、４４％（５ｍｍｏｌ／

Ｌ）、３５％（８ｍｍｏｌ／Ｌ）和２２％（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）。说明四
价硒的还原随着Ｓｅ（ＩＶ）浓度的增加而递减。与本
研究类似，在细菌Ｂ．ｓｅｌｅｎｉｔｉｒｅｄｕｃｅｎｓ　ｓｔｒａｉｎ　ＭＬＳ１０
（简称ＭＬＳ１０）还原亚硒酸钠实验中（初始浓度约５
ｍｍｏｌ／Ｌ），也只有约２９％的四价硒被还原［２２］，说明
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图２　Ｓｅ（ＩＶ）浓度变化与细菌Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ．ＳｅＲＢ－２还原亚硒酸盐的生长曲线

Ｆｉｇ．２　Ｖａｒｉａｔｉｏｎ　ｃｕｒｖｅｓ　ｏｆ　ｓｅｌｅｎｉｔｅ（Ｓｅ（ＩＶ））ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｇｒｏｗｔｈ　ｐｒｏｆｉｌｅｓ

ｄｕｒｉｎｇ　Ｓｅ（ＩＶ）ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ　ｂｙ　Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ．ＳｅＲＢ－２．

四价硒浓度较高时，细菌还原亚硒酸盐的效率较
低，这是由于高浓度四价硒对细菌生长的抑制作用
造成。但是，对于较高浓度四价硒的细菌还原，与
细菌 ＭＬＳ１０相比，本研究中细菌ＳｅＲＢ－２有相对较
高的还原效率。实验表明，亚硒酸盐的还原与细胞
生长相伴而生，主要发生在对数生长期及稳定前
期，说明在对数生长阶段细菌体内可能有某种解毒
机制，使菌株生长不再受到抑制。需要说明的是，
细菌在不同阶段还原速率的差异，是否也表明其存
在拮抗四价硒机制的差异，还有待进一步的研究。

２．２　亚硒酸钠还原动力学分析

１）指数方程模型
由表１可知，细菌ＳｅＲＢ－２对亚硒酸盐的还原

符合一级反应动力学，亚硒酸盐的浓度随时间呈指
数衰减趋势，该模型与实验数据拟合的相关性很
高。其还原速率常数ｋ随着Ｓｅ（ＩＶ）浓度的增加，呈
现出先升高、后降低、再升高的变化趋势，在 ３
ｍｍｏｌ／Ｌ时ｋ值最大，约为０．０５／ｈ。但该模型不能
反映细菌对亚硒酸盐的还原速率和酶的特征常数

等动力学参数。
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表１　细菌ＳｅＲＢ－２还原亚硒酸盐指数动力学方程

Ｔａｂｌｅ　１　Ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ　ｋｉｎｅｔｉｃｓ　ｏｆ　ｓｅｌｅｎｉｔｅ　ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ　ｂｙ　ＳｅＲＢ－２
浓度

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
动力学方程 速率常数ｋ 相关系数Ｒ

１ Ｃｉ＝１．０４×ｅ－０．０３１７ｔ＋０．０７　 ３．１７×１０－２　 ０．９８
３ Ｃｉ＝１．４６×ｅ－０．０５２４ｔ＋１．６７　 ５．２４×１０－２　 ０．９６
５ Ｃｉ＝２．５２×ｅ－０．０２０１ｔ＋２．４５　 ２．０１×１０－２　 ０．９７
８ Ｃｉ＝３．１９×ｅ－０．０２８０ｔ＋４．８８　 ２．８０×１０－２　 ０．９８
１０ Ｃｉ＝１．９８×ｅ－０．０３１４ｔ＋７．９５　 ３．１４×１０－２　 ０．９４

２）对数方程模型
由表２可知，该模型也呈现出一级反应的特征。

其还原速率常数随培养液中Ｓｅ（ＩＶ）浓度的增大而
逐渐减小，而半寿期则是随Ｓｅ（ＩＶ）浓度增大而增
大。由此可推知，Ｓｅ（ＩＶ）浓度较小时，细菌对亚硒
酸盐还原速率较大，半寿期较短；随Ｓｅ（ＩＶ）浓度的
增大，其还原速率变小，半寿期随之增大。ｋ越大

或 ＨＬ越短，说明该菌对Ｓｅ（ＩＶ）的还原能力越强，
这有利于亚硒酸盐的快速去除。除了Ｓｅ（ＩＶ）浓度
为１ｍｍｏｌ／Ｌ外，模型计算值与实测值基本一致，说
明在反映还原过程中Ｓｅ（ＩＶ）浓度随时间变化的趋
势方面，该模型是比较适用的。与指数方程模型相
似，该模型也不能得出反应速率和酶的特征常数等
动力学参数。

３）米氏方程模型
根据公式（５），以ｔ／（Ｃ０－Ｃｉ）为横坐标，ｌｎ（Ｃ０／

Ｃｉ）／（Ｃ０－Ｃｉ）为纵坐标作图，并进行线性回归，可得
一条直线，直线的截距为１／Ｋｍ，斜率为Ｖｍａｘ／Ｋｍ，据
此可计算出相应的动力学参数和动力学方程（表３）。
由表３可知，米氏方程模型下的细菌对亚硒酸

盐还原也是符合一级反应的。其对亚硒酸盐的还
原分为２个阶段。在这２个阶段，酶的特征常数相

表２　细菌ＳｅＲＢ－２还原亚硒酸盐的对数动力学方程及参数

Ｔａｂｌｅ　２　Ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃ　ｋｉｎｅｔｉｃｓ　ｏｆ　ａｎｄ　ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ　ｆｏｒ　ｓｅｌｅｎｉｔｅ　ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ　ｂｙ　ＳｅＲＢ－２

初始浓度（ｍｍｏｌ／Ｌ） 动力学拟合方程 半寿期ｔ１／２（ｈ） 还原速率常数ｋ 相关系数 Ｒ
１ ｌｎＣｉ＝０．１４－０．０３５６ｔ １９．４７　 ３．５６×１０－２　 ０．９６
３ ｌｎＣｉ＝１．１４－０．０１９４ｔ ３５．７７　 １．９４×１０－２　 ０．９８
５ ｌｎＣｉ＝１．６２－０．０１２９ｔ ５３．６１　 １．２９×１０－２　 ０．９９
８ ｌｎＣｉ＝２．０８－０．００８８ｔ ７８．８６　 ０．８８×１０－２　 ０．９７
１０ ｌｎＣｉ＝２．３０－０．００６３ｔ １１０．３７　 ０．６３×１０－２　 ０．８９

表３　细菌ＳｅＲＢ－２还原亚硒酸盐的米氏动力学方程及参数

Ｔａｂｌｅ　３　Ｍｉｃｈａｅｌｉｓ－Ｍｅｎｔｅｎ　ｋｉｎｅｔｉｃｓ　ｏｆ　ａｎｄ　ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ　ｆｏｒ　ｓｅｌｅｎｉｔｅ　ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ　ｂｙ　ＳｅＲＢ－２

浓度

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
动力学方程

米氏常数Ｋｍ
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

最大反应速率

Ｖｍａｘ（μｍｏｌ／（Ｌ·ｈ））

反应时

间段（ｈ）

相关系数

Ｒ

１

１．０８　 １．２３　 ０～１２　 ０．９９

１．５７　 ２５．１　 １２～１２０　 ０．９０

３

２．５２　 ３．１８　 ０～１２　 ０．９５

２．４７　 １．６０　 １２～１２０　 ０．９９

５ ５．７２　 １．０９　 ０～１２０　 ０．８７

８

７．１３　 ４．４７　 ０～１２　 ０．９７

７．８７　 ６．５１　 １２～１２０　 ０．９０

１０ ９．９９　 ２．３１　 ０～１２０　 ０．９２
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差不大，尤其是 Ｓｅ（ＩＶ）浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ 和１０

ｍｍｏｌ／Ｌ时，其Ｋｍ 值几乎相等，说明还原亚硒酸盐

某种酶与培养液中Ｓｅ（ＩＶ）的亲和能力大小在两阶

段是比较均一的。而不同Ｓｅ（ＩＶ）浓度，其Ｋｍ 值则

不同，说明Ｋｍ 是与包括Ｓｅ（ＩＶ）浓度等反应条件有

关的一个特征常数，Ｓｅ（ＩＶ）浓度越低，Ｋｍ 值越小，

说明还原亚硒酸盐的某种酶与培养液中Ｓｅ（ＩＶ）的

亲和能力更强，亚硒酸盐的还原效率越高。

而细菌对亚硒酸盐的还原速率，则与细菌的生

长状况有关，第一阶段细菌刚进入对数生长期，生

长速率比较小，因此只有少量的亚硒酸盐被还原，

其还原速率也较小；在第二阶段，尤其是１２～２４ｈ，

细菌对数生长后期，细菌大量繁殖，还原亚硒酸盐

的某种酶的活性也较高，更多的亚硒酸盐被还原，

其还原速率也较大，而进入稳定生长期，细菌处于

生长与衰亡平衡，其还原速率又变小。与指数方程

模型与对数方程模型相比，米氏方程模型很好地反

映细菌对亚硒酸盐的还原过程，通过米氏方程，能

够得出不同Ｓｅ（ＩＶ）浓度下最大反应速率Ｖｍａｘ、酶的

特征常数Ｋｍ 等动力学常数。

４）三种公式模型的比较

指数方程模型与对数方程模型，是对培养液中

剩余的Ｓｅ（ＩＶ）浓度随时间变化的直接拟合。这两

种模型，虽然能够反映培养液中剩余Ｓｅ（ＩＶ）浓度随

时间递减（指数或对数）趋势，但是二者都不能反映

细菌对亚硒酸盐的还原过程及相关的动力学参数。

米氏方程模型，不仅能反映Ｓｅ（ＩＶ）浓度随时间

递减的变化趋势，而且还能反映出细菌还原亚硒酸

盐过程或阶段，这与亚硒酸盐的还原过程相符（图

２），根据实验结果，计算出了细菌还原亚硒酸盐的

动力学参数 Ｋｍ 和 Ｖｍａｘ。通过 Ｋｍ 可知，细菌对亚

硒酸盐的还原与Ｓｅ（ＩＶ）的浓度等反应条件有关，即

Ｓｅ（ＩＶ）的浓度越小，亚硒酸盐还原酶与底物中Ｓｅ
（ＩＶ）的结合能力越强，亚硒酸盐的还原速率越大，

还原效率越高，这与Ｓｅ（ＩＶ）的浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ
时，其还原效率最大达到９０％的实验结果一致。同

时也说明，Ｓｅ（ＩＶ）对细菌具有一定的毒害作用，随

着培养液中Ｓｅ（ＩＶ）浓度升高，其毒性增大，使得微

生物需要较长的时间恢复其正常的生理代谢功能，

因而对亚硒酸盐的还原速率变小，还原效率降低。

因此，米氏方程模型能更好的反映细菌对亚硒酸盐

的还原过程。

２．３　动力学参数分析

表４列出了细菌ＳｅＲＢ－２与部分文献报道的几

种常见还原亚硒酸盐细菌的动力学参数。通过对

比发现该菌还原亚硒酸盐的酶的特征常数Ｋｍ 值比

细菌ＳＴＧ－８３（简称ＳＴＧ－８３）的低，但要比Ｅｎｔｅｒ－
ｏｂａｃｔｅｒ　ｃｌｏａｃａｅ　ＳＬＤ１ａ－１的高。除了细菌培养条件

和培养基组成不同造成的差异之外，更主要是由细

菌体内起还原作用的酶的特性决定。这种差异还

体现在同一培养条件、同一种细菌Ｅ．ＳＬＤ１ａ－１（简

称ＳＬＤ１ａ－１）对不同价态硒的还原上，细菌ＳＬＤ１ａ－１
对硒酸盐还原的Ｋｍ 值为３．１ｍｍｏｌ／Ｌ，则其对亚硒

酸盐还原Ｋｍ 的４．３倍［２３］，进一步说明米氏常数是

酶的特征性常数，只与酶的种类有关而与酶的浓度

无关。Ｋｍ 的大小反映细菌还原亚硒酸盐的酶与底

物结合能力的大小。同样二者的最大反应速率也

不尽相同，其中细菌ＳＬＤ１ａ－１六价硒还原 Ｖｍａｘ为

０．７６ｍｍｏｌ／Ｌ，略高于其对四价硒还原的相应 Ｖｍａｘ
值。对于同一价态硒（Ｓｅ（ＩＶ））还原的不同细菌，最

大反应速率Ｖｍａｘ，细菌ＳＴＧ－８３的要比细菌ＳＬＤ１ａ－
１的大。由于这两种硒还原细菌的最大反应速率

Ｖｍａｘ（单位为μｍｏｌ／ｍｉｎ／ｇ蛋白）计算中涉及到硒氧

离子（亚硒酸盐硒和硒酸盐硒）还原酶或蛋白的提

取与纯化，鉴于本实验研究条件限制，未做这一步

工作。但根据实验数据和模型，本研究也推导出了

相应的最大反应速率Ｖｍａｘ（单位为μｍｏｌ／（Ｌ·ｈ）），

只是在不同的基准（参数单位）下，其Ｖｍａｘ值未与上

述两种还原硒的细菌进行直接对比。由于细菌培

养条件和培养基组成不同，也会造成数值上的差

异，Ｖｍａｘ是与反应（还原）速率有关的一个参数，而研

究发现，在高硒浓度下，最大反应速率 Ｖｍａｘ较大

时，反应速率也会较快，如本研究选用细菌ＳｅＲＢ－２
还原１０ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｓｅ（ＩＶ），在对数生长期其反应

速率达０．１１４ｍｍｏｌ／ｈ，高于ＳＬＤ１ａ－１还原硒酸盐

的反应速率约为１．４７μｍｏｌ／ｈ（据图３Ａ推算）
［２４］，

说明在此条件下细菌ＳｅＲＢ－２还原酶对亚硒酸盐的

还原活性比较高。
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表４　动力学参数比较

Ｔａｂｌｅ　４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｋｉｎｅｔｉｃ　ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

菌种 Ｋｍ（ｍｍｏｌ／Ｌ） Ｖｍａｘ 文献

Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ．ＳｅＲＢ－２　 １．１～１０　 １．１～２５μｍｏｌ／（Ｌ·ｈ）， 本研究

Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｃｌｏａｃａｅ　ＳＬＤ１ａ－１　 ０．７２　 １．３μｍｏｌ／ｍｉｎ／ｇ ［２３］

Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ．ＳＴＧ－８３　 １０．９　 １．６μｍｏｌ／ｍｉｎ／ｇ ［２５］

３　结论

１）细菌ＳｅＲＢ－２对亚硒酸盐的还原分为两个阶
段。阶段Ｉ：从接种起到对数生长前期（０～１２ｈ），该
阶段细菌经历适应期开始生长，亚硒酸盐的还原速
率比较小；阶段ＩＩ：从对数生长后期到取样结束（１２
～１２０ｈ），在稳定生长的后期，细菌快速生长、亚硒
酸盐的还原速率变大，进入稳定生长期后，还原速
率又变小。

２）实验表明细菌还原亚硒酸盐符合一级动力

学特征，米氏方程能更能反映细菌还原亚硒酸盐的
动力学过程。由此得出了不同浓度下的米氏常数

Ｋｍ 和Ｖｍａｘ，Ｋｍ 值是一个与反应条件（包括Ｓｅ（ＩＶ）
浓度）有关的常数，Ｓｅ（ＩＶ）浓度越小，Ｋｍ 值也越小，
还原亚硒酸盐的酶与Ｓｅ（ＩＶ）的亲和能力越强，细菌
还原亚硒酸盐的效率越高；

３）细菌对亚硒酸盐的还原效率随Ｓｅ（ＩＶ）浓度
（１～１０ｍｍｏｌ／Ｌ）升高而递减，在Ｓｅ（ＩＶ）浓度为１
ｍｍｏｌ／Ｌ时，其还原效率最高可达９０％；该菌能有效
降低或去除Ｓｅ（ＩＶ）污染。
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