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碳酸盐矿化菌固结重金属离子Cu2+的研究 

赵兴青,成 艳,孙秀云,王莲莲

(常州大学 环境与安全工程学院,江苏 常州213164)

摘要:选取一株从南京栖霞山矿山周边土壤中筛选出来的耐Cu菌株Cu11,对其进行了酶化实验和菌种鉴定,

并利用其生长代谢过程中产生的酶化作用来分解底物尿素,产生CO2-3 ,与溶液中的Cu2+结合产生沉淀,利用

EDS、XRD、SEM 等 分 析 手 段 对 其 进 行 了 分 析。结 果 表 明:菌 株 Cu11 是 碳 酸 盐 矿 化 菌,并 鉴 定 其 为

Cupriavidusnecator;矿化产物主要为碳酸盐CuCO3和Cu2(OH)2CO3。对影响Cu2+固结率的不同因素的分

析表明,随着pH的升高,Cu2+固结率也随之上升,当pH为13时,Cu2+固结率可达到97%;接种量对Cu2+固

结率的影响差异很小,维持在85%~90%;当Cu2+浓度较低(0.005mol/L和0.01mol/L)时,Cu2+固结率可达

到97.7%,而当Cu2+浓度较高(0.03~0.09mol/L)时,Cu2+ 固结率稳定在80%左右;随着底物浓度的增加,

Cu2+固结率先上升后下降,在25g/L时可达到最高值96%。
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Abstract:ACu-tolerantstrain,isolatedfromthesoilofMountainQixiainNanjing,wasselectedand

usedforenzymedigestionandidentification.Thewasdecompositedureabyenzymaticprocessduring
itsgrowthandmetabolismtoproduceCO2-3 ,andcombinedwithCu2+insolutiontoturnedtoprecipi-

tation,whichwereanalyzedusingEDS,XRD,SEMandotheranalyticalmethods.Theresultsshowed

thatthestrainCu11isacarbonatemineralizationmicrobeandidentifiedasCupriavidusnecator,the

mainproductsareCuCO3andCu2(OH)2CO3.Theanalysisofdifferentinfluenceontherateofconsol-

idationofCu2+showedthattheCu2+consolidationrateincreasedwiththeincreaseofpH,andit

reached97%whenpHwas13,thedifferenceofinoculationamountofCu2+onCu2+consolidationrate

wassmall,whichwasmaintainedat85%-90%,theCu2+consolidationratecouldreach97.7%when
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theCu2+ concentrationbeinglower(0.005,0.01mol/L),whiletheCu2+ concentrationwashigh
(0.03-0.09mol/L),theCu2+concentrationratewasonlystableatabout80%,Withtheincreaseof

substrateconcentration,theCu2+ consolidationrateincreasedfirstandthendecreased,reachinga

maximumof96%at25g/L.

Keywords:carbonatemineralizationmicrobe;enzymaticprocess;microbialremediation;consolid-

ationrate

随着工农业和经济的迅速发展,重金属污染对生态、环境和人体健康造成的危害越来越大,也受到

了人们越来越多的关注,特别是水体中的游离态重金属离子和土壤中的可交换态重金属[1-3]。近年来,

重金属污染的修复技术逐渐兴起,与传统的物理化学修复技术相比,微生物修复技术因其成本低、效率

高、操作简单和对环境影响小等优势而被广泛研究[4-5]。

目前国内外对微生物修复重金属的主要研究方向是利用微生物对重金属的吸附作用[6-7]。另外,也

有利用微生物使重金属产生沉淀,BARTON等[8]从含有Cr(Ⅵ)、Zn2+和Pb2+的土壤中分离出来的菌

种Pseudomonasmesophilica 和P.maltophilia,能将硒酸盐、亚硒酸盐以及二价铅转化为不具毒性且

结构稳定的胶态硒和胶态铅。CHEN等[9]从Pb-Zn尾矿中分离出Bacilluscereus12-2,可以诱导Pb2+

阶段性地生物矿化成棒状Ca2.5Pb7.5(OH)2(PO4)6纳米晶体。

前人研究成果[10-12]证实,碳酸盐矿化菌能够在生长过程中产生特定酶,并通过酶化作用产生

CO2-3 ,从而固结污染体系中的重金属离子。所以,选取了一株耐Cu的菌株Cu11,经酶化实验证实为碳

酸盐矿化菌,并鉴定为Cupriavidusnecator。利用菌株Cu11在底物诱导下的酶化作用,矿化固结Cu2+,

探索了不同因素对Cu2+固结率的影响,旨在寻找微生物矿化固结Cu2+的最佳条件,为微生物矿化修复

重金属污染提供理论依据。

1 材料及方法

1.1 菌液培养

液体培养基的成分为牛肉膏3g/L,蛋白胨5g/L,NaCl10g/L,并用1mol/LNaOH 调节初始pH
为7.2左右,然后将配制好的液体培养基分装100mL于250mL锥形瓶中,在121℃,0.1MPa下灭菌

25min,冷却到50℃ 后加入底物尿素2.5g,并接种菌液5mL,于摇床中振荡培养(30℃,130r/min),24h
后取出待用。

本研究选用的菌种为课题组前期从南京栖霞山的矿山土壤中分离出来的一株耐Cu的菌株,编号

为Cu11。对活化的菌株Cu11的16SrDNA进行扩增和测序。菌种测序工作由上海生工生物工程有限公

司完成。

1.2 酶化实验

检测所选用菌株是否具有碳酸盐矿化菌所需的特定酶化特性。配制液体培养基,调pH为7.2左

右,高温灭菌25min后加入底物尿素2.5g和菌液5mL,最后加入酚红指示剂,在37℃ 的震荡培养箱中

震荡培养,24h后取出观察培养基的颜色变化。

1.3 矿化实验

按上述试验方法,向液体培养基中缓慢加入0.2mol/L的CuSO4溶液,分别改变体系的pH、培养时

·61·



第1期 赵兴青,等:碳酸盐矿化菌固结重金属离子Cu2+的研究  

间、细菌接种量、离子浓度和尿素浓度。30℃ 下静置培养24h后取出,取样离心后获得沉淀物,60℃ 下

烘干研碎制得矿化产物。

Cu2+的固结率p 计算方法为

p=(c0-c)/c0×100%
式中:p 为固结率,% ,表示被矿化为固相的Cu2+的质量分数;c0为矿化前的Cu2+浓度,mol/L;c为矿

化后的Cu2+浓度,mol/L。

1.4 样品分析

利用JSM-6360LA型扫描电子显微镜 & 能谱仪(SEM &EDS,日本电子株式会社)观察生成矿物

沉淀的结构形态。制样过程:将离心(8000r/min,5min)收集到的沉淀物先用2.5% 戊二醛固定液固定

1.5h,再用乙醇按30%,50%,70%,90%,100% 的梯度分别脱水15~20min,然后在60℃ 下烘干24h,

喷金后即可上机[13]。

利用D-MAX2500型X-射线衍射仪(XRD,日本理学株式会社)对沉淀物成分进行测定。制样方法

同上,样品充分干燥后研磨至48μm,即可上机测定[14]。试验条件:额定功率为18kW,扫描角度(2θ)为

0.7°~138°,误差<0.02。所得结果用 MDIJade6.5和Origin8.0分析软件进行编辑处理。

利用原子吸收分光光度计(novAA300,analytikjena)测试矿化前后的Cu2+浓度。测试对象为取样

离心后得到的上清液。

2 结果分析

2.1 菌种测定结果

2.1.1 酶化特征

碳酸盐矿化菌是指其能在生长繁殖过程中产生某一特定酶,分解底物,将周围环境中的金属离子以

碳酸盐的形式沉积矿化出来的一类菌种。因此,是否具有矿化所需要的酶化特性是此类菌种的

关键[15]。

配制该酶检测液体培养基,灭菌后调pH 至6.8~6.9时培养基呈橘黄色为宜,培养基中含有底物

尿素,碳酸盐矿化菌能够在生长繁殖过程中产生特定酶来分解底物,所产生的某一分解产物呈碱性,致

使培养基的pH上升,从而培养基中加入的酚红指示剂使培养基呈桃红色,为阳性,如果培养基颜色不

变则为阴性[16]。

实验结果表明(文中未显示相关结果),菌株Cu11接种入培养基中37℃ 培养24h后,培养基颜色明

显变为桃红色,证明菌株Cu11的酶化反应为阳性,符合碳酸盐矿化菌的关键酶化特性要求。

2.1.2 菌种鉴定结果

对获得的Cu11株菌的16SrDNA进行了扩增和测序。菌株的序列长度为1436bp,将该菌株的序列

输入生物技术信息库(www.ncbi1nlm1gov/blast),获得登录号为LC137681,将序列与Genbank中的核

酸序列进行比对,发现其与数据库中已经序列相似性可达到99% 以上。将Cu11的16SrDNA与已知相

关序列比对后构建了系统发育树(图1),菌株Cu11与CupriavidusnecatorKT1(AB015605.1)的16S

rDNA序列相似性可达99%,所以可以认为Cu11是Cupriavidusnecator 属。

2.2 Cu2+矿化产物分析

生物矿化是最重要的矿物质和微生物的相互作用之一。采用扫描电子显微镜对所得矿化产物形貌
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  说明:标尺,0.001表示进化距离。

图1 Cu11的系统发育树

进行观测,由图2可知,微生物矿化后的产物过滤

干燥后的矿物态沉淀以颗粒状球形团聚,矿化粒径

大小混杂、表面凹凸不平。颗粒间紧密结合,团聚

状态好。推测这可能是由于该碳酸盐矿化菌在不

同时间内的生长速率不同,酶活性不同,诱导结晶

速率不同[17]。这与徐凤琴等[18]对Sr2+矿化的研究

现象类似。游离态的离子在微生物作用下成为团

聚态产物,初步 实 现 从 环 境 介 质 中 去 除 其 的 可

行性。

图2 矿化产物的SEM图像

生物矿物可以是碳酸盐、磷酸盐、硅酸盐、硫酸盐、硫化物、氧化物或氢氧化物,并涉及到多样化的阳离

子[19-20]。由矿化产物的X射线能谱结果(图3)可知,矿化产物主要含有Cu,C,O3种元素。同时对矿

化产物进行更准确的XRD分析,定性分析的实验图谱如图4所示。样品主要为CuCO3和Cu2(OH)2
CO3,Cu2(OH)2CO3俗称孔雀石,由于Cu2(OH)2CO3是一种铜的矿物态,可以稳定存在于自然界中,所

以相对于CuCO3而言,生成Cu2(OH)2CO3能让矿化产物更加稳定[21]。因而本实验模拟的微生物矿化

体系中的CuCO3不能稳定存在,而Cu2(OH)2CO3能保持稳定的矿化状态。

图3 矿化产物的X射线能谱图

  

图4 矿化产物的XRD谱图
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2.3 Cu2+矿化影响因素分析

pH会影响化合物和矿物的形成与分解,对重金属元素的迁移与富集有一定的影响[22]。实验中,将

体系的pH 分别调整至3,5,7,9,11,13,在实验中的第2,6,18,24,30,42,48,72h取样并测试其上清液

中的离子浓度变化,即Cu2+固结率的变化趋势(以下几组实验的取样时间同上)。图5为不同pH 下

Cu2+固结率的情况。由图5可知,pH为3~11时的Cu2+固结率差异不显著,且随时间的变化趋势几乎

是一致的上升,由开始反应2h的65% 左右增加到48h的83% 左右并趋于稳定,而当pH为13时,固

结率远远高于其它组,由开始反应2h的90%上升到48h的97%并趋于平衡。这可能是由于强碱性条

件下产生的CO2-3 较多,与重金属离子反应迅速,有利于矿化产物的形成[23]。

实验中,将体系的细菌接种量值分别调整至2,4,6,8,10,12mL。细菌接种量对Cu2+固结率的影响

见图6,不同细菌接种量差异不大显著,且随着时间的推移保持着相对稳定的固结率85%~90%,这可

能是由于所选菌株Cu11的生长代谢速度比较快,接种量的多少对Cu2+固结率的影响都不大。事实上,

如果接种量过大,随菌液加入的代谢产物也增多,代谢产物对细菌的生长产生了抑制作用,不但不经济,

而且不能提高细菌的繁殖速度。在许朝阳等[24]对铁细菌A修复铅铜污染的研究中,采用了二次修复,

即等第一次修复完成后再加入菌液进行二次修复,结果表明二次修复成效比一次修复更好,所以后期实

验可以考虑用多次加菌液修复来代替一次性多加菌液修复污染。

图5 不同pH 对Cu2+ 固结率的影响

  
图6 不同接种量对Cu2+ 固结率的影响

图7 不同Cu2+ 浓度对Cu2+ 固结率的影响

不同离子浓度对体系的反应有不同的影响。

实验中,将体系的离子浓度分别调整为0.005,

0.01,0.03,0.05,0.07,0.09mol/L。由图7可知,

不同Cu2+浓度对Cu2+固结率的影响较大,大致分

为两种趋势:当 Cu2+ 浓度较低(0.005mol/L和

0.01mol/L)时,Cu2+固结率总体处于缓慢上升的

趋势,最高可达到97.7%,值得深入研究的是,48h
左右出现的Cu2+固结率下降可能是由于期间某种

原因出现了离子解吸的现象;当Cu2+浓度(0.03~

0.09mol/L)较高时,Cu2+ 固结率上下波动,但总

体处于平衡期,固结率为80% 左右。出现这一现

象的原因可能是浓度较高的重金属溶液会对细菌有毒害作用,从而抑制了菌体的生长,不利于微生物矿

化的进行。在竹文坤等[25]对Sr2+的矿化研究中也得到了类似的结论。

·91·



常州大学学报(自然科学版) 2018年

图8 不同尿素浓度对Cu2+ 固结率的影响

不同底物尿素浓度对Cu2+固结率的影响如图

8所示。实验中,将底物质量浓度分别调整为5,

10,15,20,25,30g/L。由图8可见,随着底物尿素

浓度的增加,Cu2+ 固结率处于先上升后趋于相对

稳定的趋势。这是因为在实验前期,培养液中的

微生物数量富足且酶活性较强,所以适当的添加

底物会快速被分解得到更多的CO2-3 ,与Cu2+ 结

合产生更多的沉淀,固结率随之升高,但是当底物

浓度过度增加时则会超过细菌的分解能力,固结

率也不会持续升高,而且Cu2+浓度也是有限的,所

以此时固结率会相对稳定。值得注意地是,当底

物尿素质量浓度为25g/L时,24h前Cu2+固结率相对平衡,但从24h到72h,Cu2+固结率有一个很大跃

升,远高于其他组,Cu2+固结率由85%升至96%。在LIL[26]等对微生物诱导CdCO3矿化研究的分析

中也提及到适当的尿素补充对Cd2+处理有更好的效果。

2.4 矿化机理分析

生物矿化作用是很普遍的一种自然现象,几乎每一种生物都能合成矿物。生物体在其细胞和特定

组织位置,经过生物有机质的影响控制,从而可以将溶液中的离子固结为沉积矿物。

将菌种接种到液体培养基中,在细菌的生长代谢过程中会产生酶化作用,不断分解底物尿素,使得

CO2-3 浓度不断增加,此时再引入Cu2+,菌体细胞膜界面处带负电荷的可溶有机质会立即螯合Cu2+,导

致局部晶体阴离子CO2-3 的浓度进一步上升,从而吸引更多的Cu2+。晶体前驱物的浓度不断增大达到

过饱和,进而沉积出碳酸盐CuCO3,但由于其自身的不稳定性,会部分地向Cu2(OH)2CO3转变,反应过

程如下:

底物尿素 →CO2-3 +NH+
4

菌体细胞+Cu2+ →菌体细胞-Cu2+

菌体细胞-Cu2++CO2-3 →菌体细胞-CuCO3
CuCO3+H2O →Cu2(OH)2CO3+CO2

3 结 论

1)16SrDNA测序结果表明,该研究选取的菌株Cu11鉴定为Cupriavidusnecator 属;酶化实验结

果证实菌株Cu11是碳酸盐矿化菌,可利用其生长繁殖过程中产生的酶化作用来诱导分解底物产生

CO2-3 ,使游离态的重金属离子矿化固结为颗粒状球形团聚态的碳酸盐沉淀。

2)采用尿素作为底物,在酶化作用下分解产生CO2-3 ,与重金属离子Cu2+结合产生沉淀,其主要为

结晶态的碳酸铜(CuCO3),同时由于碳酸铜自身不稳定,会向碱式碳酸铜(Cu2(OH)2CO3)转变。

3)对影响Cu2+固结率的不同因素进行分析的结果显示,Cu2+固结率随着pH的上升而升高,且当

pH为13时,固结率远高于其他值,可达97%;当Cu2+浓度较低(0.005mol/L和0.01mol/L)时,Cu2+

固结率缓慢上升,最高可达到97.7%;而当Cu2+浓度较高(0.03~0.09mol/L)时,Cu2+ 固结率上下波

动,相对稳定在80% 左右。

4)接种量对Cu2+固结率的影响差异很小,维持在85%~90%;随着底物浓度的增加,Cu2+固结率

先升后降,在25g/L时可达到最高值96%。
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