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摘要: 从湖南省冷水江锡矿山尾渣土壤中筛选分离出 3 株具有较高锑耐性的细菌，通过宏观吸附结合 X 射线光电子能谱( XPS) ，阐明 3 株细菌

对Sb( Ⅲ) 和Sb( Ⅴ) 的吸附机制．根据生理生化指标和 16S rDNA 序列同源性对比，鉴定出 1 株革兰氏阴性菌和 2 株革兰氏阳性菌，分别为人苍

白杆菌( Ochrobactrum anthropi) 、芽孢杆菌( Bacillus sp．) 及蜡状芽孢杆菌( Bacillus cereus) ．3 株细菌都呈杆状，且都能在高锑含量营养液中良好生

长．3 株细菌对锑的等温吸附符合 Langmuir 模型，对锑的最大吸附量约为 11．0～14．3 mg·g－1，其中，蜡状芽孢杆菌对锑的吸附能力高于其它两株

细菌，3 株细菌对Sb( Ⅲ) 的吸附量略高于Sb( Ⅴ) ．XPS 结果表明，细菌表面的羧基和氨基在锑吸附过程中发挥主导作用．本研究结果对于理解

土壤微生物吸附固定锑机制及其在土壤修复中的应用有重要意义．
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Abstract: In this study，three high Sb-tolerance bacteria were screened from the tailing soils in LengshuiJiang City，Hunan Province． Batch adsorption

experiments and X-ray photoelectron spectroscopy ( XPS) analyses were carried out to investigate the binding mechanisms of Sb( III) /Sb( V) to bacterial

cell surfaces． Based on physiological and biochemical property analyses and 16S rDNA sequence homology comparison，a Gram-negative bacterium and two

Gram-positive bacteria were identified，namely Ochrobactrum anthropi，Bacillus sp． and Bacillus cereus，respectively; All three bacteria are rod-shaped

and can grow stably in nutrient solution containing high concentration of Sb． The isotherm adsorption of Sb( III) /Sb( V) by the three bacteria conforms to

the Langmuir model，and the maximum adsorption capacities for Sb( III) /Sb( V) are between ～11．0 mg·g－1 to 14．3 mg·g－1 ． Specifically，the adsorption

capacity of Bacillus cereus is larger than that of the other two bacterial strains． Moreover，Sb( III) adsorption is slightly larger than Sb( V) for the three

bacteria; XPS analyses reveal that the surface carboxyl and amino functional groups play a dominant role in the binding of Sb( III) /Sb( V) ． The results of

this study have important implications for understanding the adsorption mechanisms of Sb by soil microbes and their applications in soil remediation．
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1 引言( Introduction)

锑( Sb) 是一种广泛存在于土壤中的微量元素，

在采矿和冶炼过程中，大量的含锑物质不合理排

放，从而对周围土壤、河流和含水层造成了严重的

锑污染．锑在环境中以无机和有机形态存在，其中，

锑的无机形态主要为Sb( Ⅲ) 和Sb( Ⅴ) ，其三价化合

物毒性比五价化合物高 10 倍，因此，锑已被美国环

境保护署和欧盟列为优先污染物，其引起的毒性和

致癌性也日趋严重，对人类和动植物健康安全构成
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了严重威胁( 季海冰等，2003; 何孟常等，2004; 席建

红等，2010) ．
土壤锑污染修复的方法主要包括: 物理法、化

学法、植物修复法、微生物法和农业生态修复技术

等( 张菊梅等，2019) ，其中，微生物法具有去除速度

快、资金投入少、操作简单和再生能力强等优点，因

而受到人们的广泛关注．近几十年来，科研人员开展

了大量的土壤耐重金属微生物筛选工作，并研究微

生物对重金属的吸附，但目前针对 Cd、Cu、Zn、Pb、
As 的研究较多，有关耐锑细菌的报道还不多．罗国

升( 2011) 在锑污染区筛选了 12 株 Sb 抗性细菌，发

现 细 菌 种 类 多 集 中 在 Bacillus、Comamonas 和

Pseudomonas 菌属．此外，国内外其他学者也相继筛

选出几种高耐锑细菌( Giri et al．，2013; Li et al．，
2013; 2018; 聂孝红等，2017) ．由于 Sb( III) 的毒性

远远高于 Sb ( V) ，因此，现有的研究多关注锑氧化

细菌的分离鉴定及氧化过程和机理( Nguyen et al．，
2014; Terry et al．，2015) ，很少有研究关注锑在细

菌表面的初始吸附过程．胞外( 细胞壁) 吸附是细菌

与锑作用的第一步，细菌表面的大分子物质和官能

团已被广泛证实能吸附络合重金属阳离子 ( Fein
et al．，1997) ，而何种组分和官能团在锑吸附过程中

发挥作用目前还未见报道．
基于此，本研究从锑尾渣土壤中筛选分离出几

株耐锑细菌，研究其生物学特性，借助宏观吸附获

得其吸附 Sb 的参数，并利用 X 射线光电子能谱

( XPS) 研究与 Sb 络合的表面官能团，以深入探讨锑

在土壤耐性微生物表面的吸附机制，为锑污染土壤

修复提供理论基础．

2 材料与方法( Materials and methods)

2．1 材料

土壤样品: 锑矿尾渣土壤采自有“世界锑都”之

称的湖南省冷水江市锡矿山( 27°44'46″N，111°27'
39″E，海拔为 205 m) 表层土壤( 0 ～ 10 cm) ，样品风

干后过筛．经测定，土壤 pH 为 6．5 ( 电极法，水土比

2．5∶1) ，锑含量为 34．5 mg·kg－1 ．
牛肉膏蛋白胨培养基: 10 g·L－1蛋白胨、3 g·L－1

牛肉膏、5 g·L－1氯化钠、pH ～7．0．固体培养基则加入

1．5%～2．0%的琼脂粉．
Sb( Ⅲ) 、Sb( Ⅴ) 母 液 分 别 由 三 氧 化 二 锑

( Sb2O3 ) 和焦锑酸钾( K2H2Sb2O2·4H2O) 配置．
2．2 耐锑菌株的分离鉴定与形貌特征

称取 10 g 土壤样品，加入到装有无菌水的三角

瓶中振荡 15 min，使土壤与无菌水充分混合．静置后

取上 清 液，分 别 以 2% 的 接 种 量 逐 步 接 种 到 含

Sb( Ⅲ) 和 Sb( Ⅴ) 的 液 体 培 养 基 中 ( 200 ～ 800
mg·L－1 ) ．在锑浓度为 800 mg·L－1 的培养基中取 1
mL 菌液，用无菌水以 10 倍比稀释后，取 0．1 mL 涂

布在相同锑浓度的固体培养基上．肉眼观察菌落生

长情况，分别挑选不同形态和生长良好的菌株，通

过平板划线进行纯化，再将分离纯化的菌株逐步转

接到含更高锑浓度的固体培养基中．在转接中，不断

选择适宜生长的菌株进行多次筛选、分离和纯化，

最终得到 3 株锑耐性最高( 2000 mg·L－1 ) 的菌株，简

单标记为 TJ1、TJ2 和 TJ3．
3 株耐锑菌的形态及生理生化鉴定: 观察菌株

的形态特征并根据菌株的形态特征，按照《常见细

菌系统鉴定手册》进行生理生化试验，对分离纯化

的细菌进行鉴定．
将细菌基因组 DNA 抽提后，取 5 μL 提取液加

入到 2 μL Loading Buffer 进行电泳检测．采用细菌

16S rDNA 的一对保守引物( 正向引物 27F: 5'-AGA
GTT TGA TCC TGG CTC AG-3'和反向引物 1492Ｒ:

5'-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3') 进行 PCＲ 扩

增．回收的扩增 DNA 片段由广州吉美公司测定序

列，测序结果在 GenBank 中进行同源比对，构建系

统发育树．
将菌体用 2．5%的戊二醛溶液固定，并用梯度浓

度为 30%、50%、70%、90%和 100%的乙醇溶液依次

进行脱水处理，冷冻干燥．样品喷金后在透射电镜

FEI-TEM( Technai G2 20，US) 上记录形貌．
2．3 耐锑细菌生长特性研究

准备不含锑和含锑( 800 mg·L－1 ) 的牛肉膏蛋白

胨培养基，高温灭菌后添加至生长曲线测定仪的接

种盘，每个孔 450 μL．分别接种筛选出的 3 种耐锑菌

( 已活化 7 ～ 8 h) 至接种盘，测定不同时间点的悬浮

液 OD600值，绘制菌株生长曲线．
2．4 锑吸附试验设计

将菌株接种在液体培养基中进行扩大培养，离

心收集，并用 0．1 mol·L－1 KCl 溶液清洗菌株 3 次后

重新悬浮．在 50 mL 离心管中加入一定体积的菌悬

液和锑溶液，用 0．1 mol·L－1 KCl 溶液定容到 30 mL．
控制最终吸附剂浓度为 0．1 g·L－1，锑浓度为 1、3、5、
10、20、30、50、60 mg·L－1，pH 调节为 6．5，此 pH 为锑

污染土壤 pH，以模拟实际土壤环境．样品摇匀后置

于 25 ℃ 恒 温 振 荡 箱 中 反 应 4 h 后 取 出，于
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4500 r·min－1下离心 10 min，上清液过 0．2 μm 滤膜，

利用 ICP-OES 测定 Sb 浓度，底部胶状物进行 XPS
测定．

引入 Langmuir 方程拟合等温吸附数据，公式

如下:

Qe = ( Qmax×b×Ce ) / ( 1+b×Ce ) ( 1)

式中，Qe为在平衡浓度( Ce ) 下细菌吸附锑量( mg·g－1) ;

Qmax为理论最大吸附容量( mg·g－1) ; b 为与吸附相关的

结合常数，可代表吸附亲和力( L·g－1) ．
2．5 XPS 表征

将细菌吸附 Sb 前后的样品在 X 射线光电子能

谱仪( Thermo Fisher Scientific，US) 上进行测定，该仪

器为单色化 Al Kα X 射线源( 1486．6 eV) ，能量范围

为 0～5000 eV，束斑面积从 900 μm 到 200 μm 连续

可调．在扫描 C 1s 和 N 1s 的高分辨率图谱时，步长

设为 0． 05 eV．利用 XPSPEAK41 软件拟合 XPS 光

谱，C 1s 峰( ～284．8 eV) 校准结合能．

3 结果与分析( Ｒesults and discussion)

3．1 菌株鉴定与表征

3 株菌的生理生化指标: 革兰氏染色、运动型、
葡萄糖发酵试验、淀粉水解试验、明胶水解试验、吲
哚试验 V-P 试验，均参照《伯杰氏细菌鉴定手册》，

研究发现，TJ1、TJ2、TJ3 菌的生理生化特征分别与

人苍白杆菌、芽孢杆菌和蜡状芽孢杆菌吻合．3 株耐

锑细菌系统发育进化树如图 1 所示．由图可知，TJ1
菌序 列 与 人 苍 白 杆 菌 ( Ochrobactrum anthropi )

16S rDNA序列的相似性达 95%，TJ2 菌序列与芽孢

杆菌属( Bacillus sp．) 序列的相似性达 98%，TJ3 菌

序列与数据库中的蜡状芽孢杆菌 ( Bacillus cereus )
16S rＲNA 序列相似性达 96%．因此，TJ1、TJ2 和 TJ3
菌分别为人苍白杆菌、芽孢杆菌和蜡状芽孢杆菌．将
菌株序列提交 GenBank 数据库，其登录号分别为

MH345840、MH345839 和 MH345838．

图 1 筛选的耐锑菌株( TJ1、TJ2、TJ3) 16S rＲNA 序列系统发育树

Fig．1 Phylogenetic tree of 16S rＲNA sequences of the selected antimony-resistant bacteria ( TJ1，TJ2，TJ3)

3 种菌株的 TEM 图像如图 2 所示．由图可知，3
种菌均为杆状，但尺寸有差异，其中，蜡状芽孢杆菌

尺寸最大，长约 2．5 μm，宽约 1 μm; 人苍白杆菌次

之，长约 1．5 μm，宽约 0．5 μm; 芽孢杆菌尺寸最小，

长约 1 μm，宽
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图 2 人苍白杆菌( a、b) 、芽孢杆菌( c、d) 和蜡状芽孢杆菌( e、f) 的透射电镜( TEM) 图谱

Fig．2 TEM images of Ochrobactrum anthropi ( a，b) ，Bacillus sp． ( c，d) and Bacillus cereus ( e，f)

约 0．3 μm．人苍白杆菌胞外胶状分泌物显著多于另

外两株菌，而芽孢杆菌属电子透射率较高，胞内物

质较明显，暗示其细胞壁可能比另外两种细菌薄．

图 3 耐锑细菌的生长曲线

Fig．3 Growth curves of antimony-resistant bacteria in the presence

and absence of antimony

3．2 耐锑菌株生长特性研究

3 种菌株的生长曲线如图 3 所示，在无锑存在

时，3 种细菌几乎都没有生长延滞期，代谢旺盛并很

快进入对数生长期; 人苍白杆菌和蜡状芽孢杆菌在

10 h 左右进入稳定期，芽孢杆菌约在 40 h 时进入稳

定期．当营养液中存在锑时，3 株菌的生长延滞期都有

不同程度的增加: 人苍白杆菌增加到 5 h，芽孢杆菌属

增加到 2 h，而蜡状芽孢杆菌最长，约为 20 h．这一结

果表明，Sb 的存在会不同程度地抑制细菌在初期的

生物活性．随着时间增加，3 株菌都能进入指数生长期

并达到稳定，且本研究发现，在有 Sb 存在时，细菌在

稳定期的 OD600值都大于无 Sb 存在时的 OD600值，表

明 3 种细菌都能在锑胁迫下形成可观的生物量．
3．3 耐锑菌对锑的等温吸附

图 4 为 3 种耐锑细 菌 在 pH = 6． 5 条 件 下 对

Sb( Ⅲ) 和 Sb ( V) 的等温吸附结果．由图可知，随着

Sb 平衡浓度的升高，Sb 的吸附量先快速升高，随后

达到平衡．对比 3 种不同细菌发现，蜡状芽孢杆菌对

Sb 的吸 附 能 力 高 于 另 外 两 株 细 菌; 3 株 细 菌 对

Sb( Ⅲ) 的吸 附 量 都 略 高 于 Sb( Ⅴ) ，但 差 异 不 大．
Langmuir 模型可以很好地拟合 Sb 的等温吸附，Ｒ2 ＞
0．95( 表 1) ，故推测 3 种细菌对锑的吸附属于单分子

层吸附( 苏艳蓉等，2011) ．通过拟合得到最大吸附容

量: 蜡状芽孢杆菌对Sb(Ⅲ) 和 Sb( V) 的理论最大吸附

量分别约为 14．3 mg·g－1和 13．8 mg·g－1，芽孢杆菌分

别约为 12．0 mg·g－1和 11．9 mg·g－1，人苍白杆菌分别

约为 11．3 mg·g－1和 11．0 mg·g－1( 表 1) ．Sb 与细菌的亲

和力( b) 介于 0．05 ～ 0．10( 表 1) ．由等温吸附结果可

知，筛选的 3 株细菌理论最大吸附容量约为 1%．
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图 4 3 种耐锑细菌对Sb(Ⅲ) 和 Sb( V) 的等温吸附( 实线为 Langmuir 方程拟合曲线)

Fig．4 Adsorption isotherms of Sb( Ⅲ) and Sb( V) to three antimony-resistant bacteria ( solid lines are the Langmuir model fits)

表 1 3 种耐锑菌对Sb(Ⅲ) 和Sb(Ⅴ) 的等温吸附参数

Table 1 Langmuir parameters for Sb( Ⅲ) and Sb( Ⅴ) adsorption to
three antimony-resistant bacteria

锑形态 菌株

Langmuir model

Qmax /
( mg·g－1 )

b /
( L·g－1 )

Ｒ2

人苍白杆菌 11．27 0．05 0．98

Sb( Ⅲ) 芽孢杆菌属 12．05 0．08 0．99

蜡状芽孢杆菌 14．35 0．10 0．98

人苍白杆菌 11．05 0．07 0．95

Sb( V) 芽孢杆菌属 11．86 0．05 0．99

蜡状芽孢杆菌 13．85 0．06 0．97

3．4 XPS 分析

因蜡状芽孢杆菌与芽孢杆菌均属于革兰氏阳

性菌( 汤显春等，1999) ，人苍白杆菌为革兰氏阴性

菌( 刘志国等，2015) ，因此，只选择芽孢杆菌属和人

苍白杆菌作为代表研究锑的吸附机理．图 5 为芽孢

杆菌和人苍白杆菌吸附Sb( Ⅲ) 和 Sb ( V) 前后的

C 1s和 N 1s 的 XPS 光谱．由图可知，C 1s 峰可分为 3
个组分: C—( C，H) ，位于约 285 eV 处，主要代表

脂质或者氨基酸的侧链; C—( O，N) ，位于约 286．2
eV 处，猜测为醇、氨和酰胺; C O /O—C—O，位于

约 288．2 eV 处，主要包括羧基、脂基．芽孢杆菌吸附

Sb 后 C O /O—C—O 组分含量由 16%分别下降到

11%( Sb( Ⅲ) ) 和 13% ( Sb ( V) ) ; 人苍白杆菌吸附

Sb 后 C O /O—C—O 组分含量也有不同程度下

降，这表明羧基可能参与了锑的络合．N 1s 峰分为非

质子化氨基 ( Nnonpr，～ 399． 8 eV ) 和质子化胺基

( Npr，～401．3 eV) ; 芽孢杆菌吸附 Sb 后质子化氨基

含量 由 43% 分 别 下 降 到 33% ( Sb( Ⅲ) ) 和 32%
( Sb( V) ) ，人苍白杆菌吸附锑后质子化氨基含量由

31%分别下降到 14%( Sb( Ⅲ) ) 和 25%( Sb( V) ) ，这

一结果表明氨基也参与了 Sb 的吸附．综上所述，革

兰氏阳性和阴性细菌都主要通过羧基和氨基参与

Sb 的吸附反应: 羧基可能通过形成 Sb—O—C 键吸

附 Sb，而氨基可能通过质子化氨基( Ｒ-NH+
3 ) 与 Sb

离子静电吸附．

4 讨论( Discussion)

微生物修复是当下土壤污染修复的研究热点，

而重金属耐性菌株筛选与吸附研究越来越受到重

视．相对于研究较多的 Cd、Cu、Pb、As，有关锑( Sb)

污染土壤微生物修复的机理研究和实践工作还很

少．本研究筛选分离了 3 株耐锑细菌( 人苍白杆菌、
芽孢杆菌、蜡状芽孢杆菌) ，最高耐锑浓度可达 2000
mg·L－1，且在锑存在下，3 株细菌都能进入对数生长

期，并最终形成可观的生物量，这表明筛选的菌株

在锑污染环境中有极强的适应性，暗示其具有良好

的应用潜力．最近聂孝红等( 2017) 在锑污染土壤中

筛选出了假单胞菌、剑菌属、拉乌尔菌属和寡养单

胞菌，且都具有较高的锑耐性，结合本研究筛选的 3
株菌，可推测土壤中可能存在不同菌属的高耐锑性

细菌，但它们在土壤中的丰度可能千差万别．因此，

后期研究需关注锑污染土壤中丰度较高的优势耐

锑微生物菌群．
等温吸附结果表明，3 种不同细菌对锑的理论

最 大吸附量约为1%，这一吸附能力相较于微生物
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图 5 芽孢杆菌与人苍白杆菌吸附Sb(Ⅲ) 和Sb(Ⅴ) 前后的高分辨率 C 1s 与 N 1s XPS 光谱

Fig．5 High-resolution C 1s and N 1s XPS of Bacillus sp． and Ochrobactrum anthropic before and after adsorbing Sb( Ⅲ) or Sb( Ⅴ)

吸附 Cd、Pb 等离子要小很多( 杜辉辉等，2017) ．这
种差异主要因为锑是以含氧酸根形式存在，与细菌

多存在静电斥力．此外，细菌对 Sb ( III) 的吸附能力

略高 于 Sb ( V ) ，这 可 能 是 由 于 Sb ( III ) 主 要 以

Sb( OH) 3 的 形 式 存 在 于 溶 液 中，而 Sb ( V ) 以

Sb( OH) －
6的形式存在，Sb( V) 与细菌的静电斥力更

强，因而吸附量少．XPS 结果表明，细菌主要通过细

胞壁或胞外 EPS 上的羧基和氨基络合 Sb，相似的结

果也在藻类吸附锑体系中发现( Sun et al．，2014; 孙

福红等，2016) ．虽然革兰氏阳性细菌和革兰氏阴性

细菌在细胞壁结构上存在差异，但这两类细菌对 Sb
的吸附机制相同，因此推测在土壤细菌表面，羧基

和氨基是广谱性的 Sb 结合官能团．为进一步验证这

些基团的作用，未来的研究可采取一些手段，如酯

化反应( 减少质子化羧基数量) ，探究锑吸附量的差

别．本研究从宏观和微观层面阐释了土壤细菌吸附

锑的机理，为更好地发挥其在污染土壤修复中的作

用提供了理论支撑．

5 结论( Conclusions)

1) 经筛选和鉴定得到 3 株对锑耐性较高的菌

株，分别为人苍白杆菌( Ochrobactrum anthropi ) 、芽

孢杆菌属 ( Bacillus sp．) 和 蜡 状 芽 孢 杆 菌 ( Bacillus
cereus) ，且 3 株细菌都能在高浓度锑营养液中保持

活性，并产生可观的生物量．
2) 3 种细菌对锑的吸附符合 Langmuir 模型，对

锑的吸附量约为 11．0～14．3 mg·g－1，且对 Sb( III) 的

吸附量略高于 Sb( V) ．在细菌吸附 Sb 过程中，羧基

和氨基发挥主导作用．
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