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摘要：从北京市远郊东三岔地区一处废弃的铅锌尾矿中筛选到一株对铅、锌、铜、钴、银、镉等重金属均有很好抗性

的蜡状芽胞杆菌 !"#$%%&’ #()(&’ ’()!。特别是对镉的抗性高达 !"## *+ , -，具有很高的应用价值。比较研究了 ’()!
菌株吸附重金属银和镉的情况与机理，发现该菌株对两种重金属离子都有较强的吸附能力。对镉的吸附行为符合

-./+*012 模型，对银的吸附行为符合 3240/56178 模型。通过红外光谱和 9 射线能谱对其吸附机理做了初步推断。并

通过质粒消除试验证明该菌株的重金属抗性与抗性质粒存在有关。
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随着冶金、采矿、电子以及化工等行业的快速发

展，重金属成为广泛存在的环境污染物。其中，尤以

镉的危害较重。重金属镉具有很强的生物毒性，可

造成细胞氧化损伤，引起 @D< 断裂，使细胞凋亡。

同时，镉在土壤中具有较强的代谢活性，极易被作物

吸收而进入食物链，因而容易对人体健康造成威

胁［!］。银作为一种贵金属元素，被广泛应用于医药、

电子、电镀、摄影、感光材料、化工工业和科研等领

域，在应用过程中会产生大量的含银废液和废渣，若

直接排放到环境中，不仅会污染环境，还将造成资源

浪费［"］。

传统的镉与银回收方法（沉淀法、电解法、还原

取代法、离子交换法、膜分离法和吸附法等）或者要

求反应条件苛刻（如高温，严格的 O’ 值），或者需要

昂贵的试剂及仪器设备，并且要求被处理的重金属

离子浓度高，处理周期长，已不能满足当前环境污染

及资源再利用的形势。因此，迫切需要简单快捷、成

本低廉并能够回收环境中微量镉、银离子的技术。

生物吸附法与传统的金属回收方法相比，具有

吸附容量大、速度快、选择性好、成本低、易再生等优
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点［!］。因此，应用生物吸附技术来回收、治理、修复

环境重金属污染已成为目前环境微生物学研究的热

点之一。在国内，潘建华等在 "##$ 年研究了蜡状芽

胞杆菌对铅的吸附，并通过原子力显微镜（%&’）深

入分析了菌株在吸附铅的过程中形态学的变化规

律［$，(］。国际上，)*+,*- 等在 "##. 年研究了包括蜡

状芽胞杆菌在内的 ( 种革兰氏阳性菌吸附镉的热动

力学［/］；01*-2 等在 "##! 年将蜡状芽胞杆菌的 !"#3
基因转入大肠杆菌 45". 中，将该菌对镉的吸附能力

提高了 6$7［8］；49::9; 等在 "##$ 年特别研究了不同

酸度对蜡状芽胞杆菌表面吸附重金属的影响［6］。

本实验利用从铅锌尾矿中分离获得的一株重金

属抗性蜡状芽胞杆菌 $%&’(()* &"#")* 0<=.，研究其对

铅、锌、铜、钴、银、镉等多种重金属的抗性。发现其

对上述重金属都有较高抗性，特别是对镉的抗性高

达 ."## >2 ? 5。而银与镉都属于 @A 区过渡金属元

素，在物理化学性质上有一定的相关性。因此本文

重点探讨了 $%&’(()* &"#")* 0<=. 对镉和银的吸附性

质，通过红外光谱和 B 射线能谱就该菌株对两种重

金属的吸附机理作了比较研究分析，并通过质粒消

除试验初步确定该菌株抗性基因位置。本研究为进

一步阐明细菌的抗性吸附机理，综合利用菌株 0<=.
治理环境重金属污染，吸附回收再利用镉和银等珍

惜资源奠定了理论基础。

! 材料与方法

!"! 所用细菌菌株的培养

研究所用的菌株 0<=. 为本实验室从北京市远

郊东三岔地区一处废弃的铅锌尾矿中筛选得到，经

过形态学、生理生化、./C :D)% 序列分析、4EF5FG
等分析将该菌鉴定为蜡状芽胞杆菌［H］。菌株接入牛

肉蛋白胨培养基中（I08J"），在恒温摇床上（!#K，

./# :L>M-）培养 8" ,，一部分培养液与灭菌甘油混合

为 .#7甘油管冻存，一部分培养液在 $###2 下离心

( >M-，去除上清液，用生理盐水洗涤菌体 $ N / 次备

用。

!"# 菌株对重金属抗性检测

重金属抗性用最小抑制浓度（’M-M>*O M-,MPM+9:Q
R9-RS-+:*+M9-，’ET）来评价。蜡状芽胞杆菌 0<=. 对

重金属的抗性用浓度从 # >2L5 N "### >2L5 的重金

属离子平板来衡量。菌株 0<=. 对所有重金属的抗

性检测实验都重复 " 次，并且每次做 ! 个平行重复，

与对照板相比菌株不能生长的最低重金属浓度即为

该菌株的最小抑制浓度。所有的重金属盐在培养基

灭菌后加入，用于本实验的金属盐有 T9（T0!TFF）"

·$0"F，3P（)F! ）"，T@TO"·"J(0"F，U-TO"，T1CF$·

(0"F 和 %2)F!。

!"$ 菌株生活细胞对 %&#’ 和 ()’ 的吸附试验

本实验包括吸附平衡时间试验，菌体浓度和溶

液 I0 的影响，以及吸附等温线测定。所有器皿均

用 "#7的硝酸浸泡过夜，以避免器壁对 T@" V 和 %2V

的吸附。

取一定体积上述菌体悬液置于 (#>5 塑料离心

管中，分别加入一定量的 T@" V 和 %2V 溶液，使最终

溶液体积为 "#>5，菌体浓度为 .2L5 N (2L5，T@" V 和

%2V 溶液浓度均为 (#>2L5 N .##>2L5，用稀 )*F0 或

0TO 溶液调节体系 I0 值为 .J# N 6J#，在 !#K、./#:L
>M- 下振荡 ",，其间定时取样，离心分离，适当消化

后，用火焰原子吸收分光光度计测定上清液中离子

的浓度。

!"* 菌体吸附 %&# 和 ()’ 前后的红外光谱（+,）分

析

高速离心收集菌体，用 #JH7 生理盐水清洗 !
次，烘干至恒重，取少量菌体与预先烘干的 W4: 粉末

混匀，在玛瑙研钵中充分研磨，压片制样后测定红外

光谱图。

!"- 菌 体 吸 附 %&# 和 ()’ 前 后 的 . 射 线 能 谱

（/01）分析

取 "#!5 菌液涂布于特制的致密导电铜胶带上，

戊二醛固定，乙醇梯度脱水，TF" 临界点干燥，喷金

后进行 B 射线能谱分析。

!"2 质粒消除试验

将 0<=. 菌 株 接 种 于 含 有 CDC 至 终 浓 度 为

#J!7的缓冲蛋白胨水液体培养基 "( >5 中，$"K振

荡培养 $6,。将菌液浓度依次稀释至 #、.#X .、.#X "

后分别涂布于镉浓度为 #>2 ? 5、"(#>2 ? 5 的固体培

养基 平 板 上，每 个 镉 浓 度 梯 度 做 ! 个 平 行 平 板。

!#K恒温培养 !@ 后，观察菌落生长情况。

# 结果与讨论

#"! 重金属抗性结果

菌株 0<=. 对重金属的抗性用最小抑制浓度来

衡量（’ET），即抑制菌株生长的最低金属浓度。重
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金属的 !"# 结果见表 $。

表 ! 菌株 "#$! 对重金属的最小抑制浓度（%&’）

!%&’(（)*+,） #’-)./) #01’(& #022%3 ,%’- 4.56 7.(8%3

! 9 "#$#%& $:;; <;; =;; >;; ?@; @;;

从表 $ 可以看出，该蜡状芽胞杆菌 ABC$ 对镉、

钴、铜、铅、锌和银都有较高抗性，特别是对镉的抗性

最高达到 $:;; )*+,。据报道，一些重金属如镍、铜

和锌等是微生物的痕量营养物质，但所有的重金属

在一定浓度下都会对微生物造成毒害。因此，一些

微生物长期进化出对重金属的抗性。菌株 ABC$ 能

在如此高的重金属镉环境下生长，可能已经形成了

自身独特的抗性机制。

()( 菌株对镉和银的吸附平衡时间测定

蜡状芽胞杆菌 ABC$ 对镉和银的吸附平衡时间

结果，见图 $。

图 $ 吸附时间对蜡状芽胞杆菌 ABC$ 吸附

#-: D（’）和 E*D（1）的影响

从图 $’ 可看出，在吸附过程的最初 $:;).5 内，

溶液中 #-: D 的浓度下降的很快，吸附量接近总 #-: D

含量的 @;F，在 $:;).5 之后，吸附基本维持达到饱

和。蜡状芽胞杆菌 ABC$ 在吸附镉起初很快达到最

大量，这个过程可能发生的是细胞壁表面上的吸附

（被动吸附），以及金属镉离子通过主动运输进入细

胞内部，而随着时间的延长，进入细胞内部的镉离子

与细胞内酶发生反应，产生了对镉离子的外排机制，

所以吸附量稍有降低，之后表面吸附与主动运输及

外排机制三者达到平衡，关于镉的外排机制已有相

关报道［<］。

由图 $1 可看出，蜡状芽胞杆菌 ABC$ 对 E*D 的

吸附在 =;).5 就已经达到了 G;F，趋向于吸附饱和

状态。在 $G;).5 达到 H;F，即在后 $:;).5 内吸附

效率只提高了 $;F，随后基本达到吸附平衡状态，

其对银的吸附过程是一个逐渐增加而达平衡的过

程。此实验说明蜡状芽胞杆菌 ABC$ 对镉的吸附过

程不同于对银的吸附过程。

()* 菌体对 ’+(, 和 -., 的吸附等温线

菌体对 #-: D 和 E*D 的吸附量和吸附平衡浓度

之间的关系见图 :：

图 : 蜡状芽胞杆菌 ABC$ 吸附 #-: D（’）和 E*D（1）时

吸附平衡浓度与吸附量的关系

根据 ,’5*)/.3 公式及 I3%/5-(.6J 公式对蜡状芽

胞杆菌 ABC$ 对 #-: D 和 E*D 的吸附等温线进行线性

拟合，结果见表 :。
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图 ! 吸附 "#$ % 和 &’% ()*’+,-. 线性拟合 图 / 吸附 "#$ % 和 &’% 0.1,*#2-34 线性拟合

表 ! 吸附等温线的线性拟合

56#12 ()*’+,-. +6#12 0.1,*#2-34 +6#12

7).)+181. !+)9 " #$ !1 : !+)9 $1 ";（< % "$1） % & #$ !1 : &$（<; %）
1

3)#+-,+ //=/ >=>? >=@AB! !1 : //=/ C $1 C >=>?;（< % >=>?$1） <=D@/ !=B! >=@>@A !1 : !=B!$（<;<=D@/）
1

E-2F1. //=< >=>? >=@? !1 : //=< C $1 C >=>?;（< % >=>?$1） $=>! A=!@ >=@@ !1 : A=!@$（<;$=>!）
1

从表 $ 可知，蜡状芽胞杆菌 GHI< 对 "#$ % 的吸

附等温线进行线性拟合后，()*’+,-. 模型的相似性

系数 #$ : >=@AB!，0.1,*#2-34 模 型 的 相 似 性 系 数

#$ : >=@>@A。可见蜡状芽胞杆菌 GHI< 对 "#$ % 的吸

附更加符合 ()*’+,-. 模型，即单分子层吸附模型。

通过计算，蜡状芽胞杆菌 GHI< 对 "#$ % 的理论最大

吸附量为 !+)9 : //=/+’;’。
蜡状芽胞杆菌 GHI< 对 &’% 的吸附等温线进行

线性拟合后，()*’+,-. 模型的相似性系数 #$ : >=@?，

0.1,*#2-34 模型的相似性系数 #$ : >=@@。可见蜡状

芽胞杆菌 GHI< 对 &’% 的吸附更加符合 0.1,*#2-34 模

型，这与蜡状芽胞杆菌 GHI< 对 "#$ % 的吸附是不同

的，可见蜡状芽胞杆菌 GHI< 对 &’% 的吸附并不是简

单的单分子层吸附。通过计算，<;% : >=/@，一般认

为 <;% : >=< J >=? 时，容易吸附，因此，以蜡状芽胞

杆菌 GHI< 作为生物吸附剂处理含 &’% 的废水在理

论上是可行的。

!"# 菌体吸附 $%!& 前后的红外光谱（’(）结果

!"#") 吸附 "#$ % 前后的蜡状芽胞杆菌 GHI< 的红

外光谱（KL）分析结果：由吸附镉前后的蜡状芽胞杆

菌 GHI< 细胞的 0MKL 谱图（图 ?）可知，细胞中的组

成成分相当复杂，因此很难确定该细胞中的所有成

分。但生物吸附主要发生在肽聚糖层，利用红外光

谱法能较好的表征金属离子与该菌体细胞壁上主要

基团间的相互作用情况 N因此根据基团判别区中的

几个强吸收峰，可以确定蜡状芽胞杆菌 GHI< 细胞

壁中的几个主要基团。由 !$@B 3+O < 说明IPG 在分

子间缔合，形成以氢键相连的多聚体；由 <A/>3+O <，

<B?!3+O <（ !!" P 伸缩振动）；</>$3+O <（"—P 伸缩

振动）和 <$/> 3+O <（P—G 面内变形振动）的吸收峰，

说明细胞壁中存在—"PPG 基团。<?/< 3+O <（"P$

反对称伸缩振动）的有机酸盐的特征吸收峰，说明可

能存在—"PPO 基团。此外，<B?! 3+O <（ !!" P 伸缩

振动 ）存 在 吸 收 峰 也 说 明 细 胞 壁 中 可 能 含 有

·>><<· 微 生 物 学 通 报 $>>A 年 !/（B）



!!! "—# 基团存在。$%&’ ()* $，为—"!!* 的对称

伸缩振动，证明存在—"!!* 基团。吸附后细胞的红

外谱图与吸附前细胞的红外谱图相比较，$+,, ()* $

的峰消失，与此相对应的是， !!" !伸缩振动的特征

频率由 $-%$ ()* $移至 $-,% ()* $；!—. 伸缩振动的

特征频 率 也 由,,$/ ()* $ 移 至 ,’0/ ()* $。由 此 可

见，— !!" !和—!. 基团参与了与 "1’ 2 的络合反应

过程。

图 - 蜡状芽胞杆菌 .34$ 吸附 "1’ 前后的红外光谱（56）分析：（$）吸附前，（’）吸附后。

!"#"! 吸附 782 前后的蜡状芽胞杆菌 .34$ 的红外

光谱（56）分析结果：由吸附 782 前后的蜡状芽胞杆

菌 .34$ 细胞的 9:56 谱图（图 /）可知，由 ,’0/ ()* $

说明—!. 或—#. 在分子间缔合，形成以氢键相连

图 / 蜡状芽胞杆菌 .34$ 吸附 782 前后的红外光谱（56）分析：（$）吸附前，（’）吸附后
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的多聚体，在与 !"# 接触后，该特征峰位移至 $$%&
’() &；由 &%*+’() &，&$%,’() & 可 知 有—-（./ ）—0.
的存 在，在 与 !"# 接 触 后，&%*+’() & 位 移 至 &%**
’() &，特征峰 &$%,’() &消失；&1%/’() &（-—0 伸缩振

动）和&/1% ’() &（0—. 面内变形振动）的吸收峰，说

明细胞壁中存在—-00. 基团，在与 !"# 接触后，

&1%/’() &位移至 &$2%’() &，特征峰 &/1%’() & 位移至

&//,’() &。&*1& ’() &（-0/ 反对称伸缩振动）的有机

酸盐的特征吸收峰，说明可能存在—-00) 基团，在

与 !"# 接触后，该特征峰位移至 &*/, ’() &。由此可

见，蜡状芽胞杆菌 .34& 细胞的含氧官能团与含氮

官能团参与了与 !"# 的络合反应过程。通过菌体吸

附 -5/ # 和 !"# 前后的红外光谱发现，蜡状芽胞杆菌

.34& 细胞在吸附这两种重金属时，都有含氧官能团

与含氮官能团参与。

!"# 菌 体 吸 附 $%!& 和 ’(& 前 后 的 ) 射 线 能 谱

（*+,）分析

!"#"- 蜡状芽胞杆菌 .34& 菌体吸附 -5/ # 前后的 6
射线能谱（789）分析：由图 + 吸附 -5/ # 前（:）后（;）

对比分析知，蜡状芽胞杆菌 .34& 吸附 -5/ # 前，其细

胞壁上没有 -5/ # 的吸收峰；蜡状芽胞杆菌 .34& 吸

附 -5/ # 后，其细胞壁上出现微弱的 -5/ # 的吸收峰，

说明蜡状芽胞杆菌 .34& 的细胞壁对 -5/ # 确实有吸

收，但是吸收非常微弱，这可能是由于在制作 6 射

线能谱样品时的操作对细胞壁上的部分 -5/ # 进行

了解吸附造成的，但也可能表面吸附并不是细胞对

镉的主要抗性机制，而是其自身的独特抗性基因控

制着其抗性机制［&%，&&］。

!"#"! 蜡状芽胞杆菌 .34& 菌体吸附 !"# 前后的 6
射线能谱（789）分析：由图2吸附!"# 前后对比分

图 + 蜡状芽胞杆菌 .34& 吸附 -5/ # 前后的 6 射线能谱图

图 2 蜡状芽胞杆菌 .34& 菌体吸附 !"# 前后的 6 射线能谱（789）分析图
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析可知，蜡状芽胞杆菌 !"#$ 吸附 %&’ 前，其细胞壁

上没有 %&’ 的吸收峰；蜡状芽胞杆菌 !"#$ 吸附 %&’

后，其细胞壁上出现明显的 %&’ 的吸收峰，说明蜡状

芽胞杆菌 !"#$ 的细胞壁对 %&’ 确实有吸收，与吸附

()* ’ 的情况相比，蜡状芽胞杆菌 !"#$ 细胞壁对银

的表面吸附作用较为明显，由此也可看出，!"#$ 对

%&’ 和 ()* ’ 的吸附抗性机制并不完全相同。

!"# 质粒消除结果

经过消除质粒处理后，+ 个稀释度的菌液在含

镉浓度为 , -& . / 的固体培养基上均能生长，而在含

镉浓度为 *0, -& . / 的固体培养基上均不生长。说

明蜡状芽胞杆菌 !"#$ 对重金属镉的抗性是由质粒

决定的。在质粒消除后，蜡状芽胞杆菌 !"#$ 对镉

的抗性随之消失。因此，蜡状芽胞杆菌 !"#$ 的抗

镉基因可能是由质粒控制的。

$ 结论

本研究利用从铅锌尾矿中筛选的 $ 株重金属抗

性蜡状芽胞杆菌 !"#$，研究了其对镉与银离子的生

物吸附过程。初步得出以下推论［$* 1 $0］：

通过两种等温吸附模型分析发现蜡状芽胞杆菌

!"#$ 对镉吸附符合单分子层吸附，但对银吸附并不

是简单的单分子层吸附；通过菌体吸附 ()* ’ 和 %&’

前后的红外光谱分析说明，!"#$ 细胞壁的有机官能

团中的含氧官能团与含氮官能团是与镉、银离子发

生络合作用的主要官能团，这与其他报道对生物吸

附活性位点的研究结论相一致，并推测在对银的吸

附中表面吸附较为明显，而对镉的表面吸附次之，这

在文献中也有报道。

2 射线能谱分析表明银离子的细胞壁表面吸附

现象比镉离子明显，有可能是镉的吸附为单分子层

吸附，主要通过镉离子与细胞壁表面上的官能团结

合，这在红外光谱分析中已得到证实，细胞壁表面空

位被充分占满后，再无法吸附镉离子，形成比较薄的

单分子层吸附，所以细胞表面吸附量比较少，由于该

菌株对镉有极强的抗性，可能在吸附过程中镉离子

进入细胞内部，通过酶促反应调节抗性基因表达，促

进对重金属镉的抗性能力，如通过外排作用或细胞

内特定部位沉积来降低对细胞的毒害；而银离子的

吸附为非单分子层吸附，除了银离子与表面官能团

的结合外，在吸附银过程中可能由于银离子穿透细

胞壁进入胞内与 3! 基反应，使蛋白质凝固，破坏细

胞合成酶的活性，细胞丧失分裂增殖能力而导致细

胞死亡，可能使细胞的形态发生变化，使表面结构不

均一，或者是细胞壁表面吸附了银离子后离子间发

生相互作用，使金属银通过沉降或晶体化作用沉积

于细胞表面，使细胞外壁上有大量银的沉积。

由于蜡状芽胞杆菌 !"#$ 对镉的抗性极高，在

吸附、聚集镉的过程中可能有自己的特定酶和离子

通道，通过基因调控，为此我们对抗镉基因通过质粒

消除做了初步定位，发现强抗镉蜡状芽胞杆菌 !"#$
的抗镉基因由质粒控制。

综上所述，微生物吸附金属的机制十分复杂，其

机制主要有静电吸附、离子交换、络合和沉淀等作

用。一种生物吸附剂可以通过上述机制中的一种或

多种吸附某一金属离子。蜡状芽胞杆菌 !"#$ 对重

金属镉离子和银离子的吸附机理也不是单一的，其

具体机理还有待于进一步研究。
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