
摘 要：为了筛选可用于 Pb污染土壤生物修复的优良菌种，研究了一株氧化木糖无色杆菌 LAX2利用含尿素培养基生长的发酵液
对 Pb的生物矿化作用，及其对土壤中 Pb的固定效果，结果表明当培养基中 Pb的浓度低于 105 mg·L-1时，菌株 LAX2的生长不受
明显影响，扫描电子显微镜、X射线衍射分析、傅里叶红外光谱分析和能谱分析结果表明，菌株 LAX2在含有尿素的培养体系中生
长产生的发酵液可通过生物矿化作用形成一种球形的 PbCO3晶体，其最大直径可达 2 滋m。生物矿化、菌体细胞吸附和化学沉淀对
Pb2+的去除率分别为 86.3%、91.6%和 67.4%，表明三者存在不同的作用机制。菌株 LAX2发酵液添加到土壤中培养，2 d后有效态 Pb
的浓度开始迅速下降，第 5 d开始变缓，但在 30 d的培养周期内有效态 Pb的浓度一直呈现下降的趋势，培养 5、10、30 d后，土壤中
有效态 Pb的含量分别下降了 56.1%、76.5%和 86.8%。向 Pb污染土壤中加入发酵液、无菌发酵液、菌体细胞后进行小白菜盆栽试
验，与对照相比，小白菜的株高分别增加了 49.4%、21.6%和 9.6%；土壤中有效态 Pb含量分别降低 78.1%、64.2%和 52.4%，小白菜中
Pb的含量分别下降了 56.5%、27.4%和 14.5%。以上研究结果表明菌株 LAX2可通过生物矿化作用形成晶体结构的 PbCO3，进而固
定土壤中的有效态 Pb，降低 Pb对植物的毒害及其在植物体内的积累，因此在 Pb污染土壤的生物修复当中具有重要的应用价值。
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Biomineralization of Pb by a strain of Achromobacter xylosoxidans and its practical application in bioremedia原
tion
LI Zhe, CHEN Tong-yue, LENG Su, WU Di, ZHANG Xiu-fang, ZHOU Ye, CHE Chi, LI Ming-tang*

（College of Resource and Environmental Science, Key Laboratory of Soil Resource Sustainable Utilization for Jilin Province Commodity Grain
Bases, Jilin Agricultural University, Changchun 130118, China）
Abstract：The biomineralization of Pb by a fermentation broth of bacterial strain Achromobacter xylosoxidans LAX2 growing in a urea-con原
taining medium, and the effect of Pb immobilization effect in soil, were studied. The results showed that the growth of LAX2 was not signifi原
cantly affected when the concentration of Pb in the medium was less than 105 mg·L -1. Scanning electron microscopy, X -ray diffraction
analysis, Fourier transform infrared spectroscopy, and energy spectrum analysis showed that the fermentation broth produced by the LAX2
growing in a urea-containing culture system formed a spherical PbCO3 crystal, with a maximum diameter of 2 滋m, by biomineralization. The
Pb2+ removal rates via biomineralization, bacterial cell adsorption, and chemical precipitation were 86.3%, 91.6%, and 67.4% respectively, in原
dicating that there were different mechanisms in the three processes. Two days after incubation with the LAX2 fermentation broth, the amount
of available Pb in the soil decreased rapidly; but after 5 d, the tendency slowed down. Overall, the amount of available Pb in the soil showed
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a declining trend during 30 d of incubation. The content of available Pb in the soil decreased 56.1%,76.5%, and 86.8% after 5, 10, and 30
d of incubation, respectively. Compared with the control groups, the addition of fermentation broth, sterile fermentation broth, and bacterial
cells to Pb-contaminated soil increased the heights of Chinese cabbage plants by 49.4%, 21.6%, and 9.6% , respectively;the content of
available Pb in the soil decreased by 78.1%, 64.2%, and 52.4%, respectively; and the content of Pb in the Chinese cabbage decreased by
56.5%, 27.4%, and 14.5%, respectively. These results indicate that the strain LAX2 has important value in bioremediation of Pb-contami原
nated soil, due to its ability to form crystalline PbCO3 with via biomineralization, leading to Pb immobilization and a reduction of Pb toxicity
to, and accumulation in plants.
Keywords：Achromobacter xylosoxidans strain LAX2; biomineralization; available lead; bioremediation

重金属 Pb可通过施用有机肥、灌溉含铅废水、大
气沉降和农膜使用等途径进入到土壤中，由于其在土

壤中的移动性差，容易富集在表层土壤，且不能被微

生物分解，往往会造成土壤中 Pb含量的逐渐积累，不
仅影响植物的生长，还可通过食物链对人及其他生物

的健康造成威胁，所以土壤的 Pb污染已经成为现今
迫切需要解决的土壤环境问题之一[1]。土壤中 Pb的修
复方法一般包括物理法、化学法、生物法及联合法。物

理法和化学法具有成本高、易造成二次污染和对土壤

扰动大、降低土壤使用功能等缺点，在中轻度 Pb污染
农田土壤修复方面的应用受到限制[2-3]。以植物、微生
物以及二者联合作用为主的生物修复法，由于具备成

本低、无二次污染、可改善农田生态和实现边生产变

修复等优点[4-5]，在 Pb污染土壤修复中的应用越来越
广泛。其中以微生物生长和代谢为核心的修复法的机

理主要包括微生物细胞对 Pb的吸附和吸收、代谢物
对重金属的固定、微生物对重金属的氧化还原作用[6-7]。
微生物吸附重金属主要有微生物本身的吸附[8-9]及微
生物代谢过程产生的胞外分泌物吸附[10-11]，但随着微
生物死亡或者环境因素的改变，被固定的重金属会重

新释放到环境中。生物矿化是指在生物的特定部位，

在有机物质的控制或影响下，离子态重金属转变为固

相矿物，因其产物性质稳定、不易活化，与微生物吸附

作用相比，具有非常大的应用潜力。

目前，人们主要研究了磷酸盐矿化菌和碳酸盐矿

化菌对环境中重金属的矿化固结作用，如柠檬酸细菌

属的一株菌可通过磷酸酶产生大量的磷酸氢根离子，

在细菌表面与重金属形成矿物[12-13]。碳酸盐矿化菌矿
化固结重金属主要是通过分泌尿素酶，从而分解尿素

产生碳酸根，使溶液中重金属离子矿化固结为不可溶

的碳酸盐晶体物质。王瑞兴等[14]的研究发现碳酸盐矿
化菌可通过底物诱导产生酶化作用，释放的碳酸根离

子可以使土壤中的有效态 Cd矿化固结成稳定的矿
物结构，从而使得有效态 Cd 含量降低 50%以上，

Podda等[15]发现水体中存在一种光合微生物，可通过
代谢作用促进水锌矿 Zn5（CO3）2（OH）6生成。成亮等[16]

发现碳酸盐矿化菌可通过生物矿化作用形成 CdCO3
晶体沉淀，从而有效修复 Cd污染土壤；钱春香等[17]研
究了一株碳酸盐矿化菌对 Cu的生物矿化作用，以及
伴随阴离子 Cl-和 SO2-4对矿化产物的影响，表明该菌

株可基于生物矿化作用来固定土壤中的重金属。

Bains等[18]发现一株巨大芽孢杆菌 SS3可通过产生的
胞外分泌物、尿酶和碳酸酐酶形成碳酸钙矿物晶体

结构。鉴于生物矿化固结重金属的研究较少，而可利

用的菌种资源更少，尤其是有些研究没有标明是何菌

种[19]，本文研究了从蔬菜根际土壤分离获得的一株可
产尿酶分解尿素，进而释放碳酸根离子固结重金属

的氧化木糖无色杆菌对 Pb的生物矿化作用及对 Pb
污染土壤的修复效果，以期为 Pb污染土壤的生物修
复提供优良的菌种资源、理论依据和技术支持。

1 材料与方法

1.1 材料
供试菌株：采用本课题组从长期使用有机肥的蔬

菜根际土壤中分离获得的一株氧化木糖无色杆菌菌

株 LAX2，菌株 LAX2 与 Achromobacter xylosoxidans
strain SR50-12的同源性为 100%。在含尿素的培养基
中生长时可产生碳酸根离子，培养液的 pH可达到
9.06，尿酶的最高活性可达到 140 U·mL-1。

Pb污染土壤：采自吉林省某矿区附近，Pb的总量
和有效态含量分别为 205.8、80.6 mg·kg-1。

牛肉膏蛋白胨培养基：牛肉膏 3 g，蛋白胨 5 g，氯
化钠 5 g，pH7.0~7.1，蒸馏水定容至 1000 mL，121 益高
压灭菌 25 min。加入 2%琼脂粉制成固体培养基。

含尿素培养基：牛肉膏 3 g，蛋白胨 5 g，氯化钠 5
g，尿素 30 g，pH7.0~7.1，蒸馏水定容至 1000 mL，除尿
素外成分均经过 121 益高压灭菌 25 min，将尿素溶液
过0.45 滋m滤膜后加入培养基中。
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菌悬液的制备：用接种环挑取单个菌落接种于

LB培养基中，在 25 益、160 r·min-1下活化培养 24 h，
再接种于 LB培养基相同培养条件下富集培养 24 h，
将获得的培养液在 4 益以 4000 r·min-1离心 10 min，
重复清洗 2~3次后，将所获得的菌体细胞重悬浮于无
菌水，制备成 OD600为 0.4的菌悬液，每毫升大约含
2伊108个菌体细胞。

发酵液的制备：将菌悬液按照 2%的比例接种于
含尿素的培养基中，25 益、160 r·min-1培养 18 h，作为
发酵液用于实验研究。

1.2 菌株 LAX2对 Pb的抗性
将菌株 LAX2 接种于 Pb2 +浓度分别为 0、100、

105、110、115、120 mg·L-1的含尿素培养基中，25 益、
160 r·min-1培养 24 h后测定发酵液的 OD600。
1.3 Pb的生物矿化产物特征研究

取 200 mL发酵液，加入 10 mL浓度为 0.1 mol·L-1

的 Pb（NO3）2 溶液，在室温下静置 12 h 后将产物滤
出，50 益烘干，分别进行 X射线衍射（XRD）、扫描电
子显微镜、红外光谱和能谱分析。

1.4 发酵液不同组分对 Pb2+的去除作用
将按照 1.1所述方法获得的发酵液，一部分直接

用于对 Pb2+的去除，另外一部分以 4000 r·min-1离心
10 min取上清液作为无菌发酵液用于 Pb2+的去除，菌
体细胞则重悬浮于与发酵液相同体积的无菌水中，用

于 Pb2+的去除。具体操作如下：分别向 20 mL浓度为
40 mg·L-1的 Pb2+溶液中加入 40 mL发酵液、无菌发酵
液和菌细胞，静置 1 h，过 0.45 滋m滤膜后测定 Pb2+浓
度，计算去除率。去除率=（初始浓度-去除后浓度）/初
始浓度伊100%。
1.5 发酵液对土壤中 Pb的固定作用

在直径 9 cm的培养皿中加入 10 g土样，平铺后
均匀加入 5 mL发酵液，同时以无菌水代替发酵液作
为对照处理，共 44个培养皿（含 11个对照）。在 25 益
恒温培养箱内，分别在培养的第 1、2、3、4、5、6、10、
15、20、25、30 d各取 4个培养皿（含 1个对照），每个
培养皿采样 3次，分别测定土样中有效态 Pb含量。
1.6 菌株 LAX2对土壤修复的效果

筛选形态一致且籽粒饱满的种子进行消毒处理

后用于盆栽试验。采用直径 20 cm、高 15 cm的花盆，
每盆装土 800 g，按 1.1所述方法制备发酵液、无菌发
酵液和菌体细胞，分别将 100 mL发酵液、无菌发酵液
和菌体细胞喷洒到花盆中，搅拌混匀，稳定 2周后播
种，待种子发芽，生长 10 d后进行间苗，使得每盆剩

余大小相近的 5棵生长状态良好的幼苗。在室外生长
45 d收获。分别收集植株的地上部、地下部以及根部
土壤，用于测定植株可食部分的生物量和重金属的含

量以及土壤中有效态 Pb的含量。
1.7 分析测定方法
1.7.1 Pb的测定方法

采用硝酸-氢氟酸-高氯酸混合消煮法对土样进
行前处理，过 0.45 滋m滤膜后用于土壤总 Pb的测定；
采用 DTPA浸提法提取土壤中有效态 Pb，过 0.45 滋m
滤膜后用于土壤有效态 Pb 的测定；培养液过 0.45
滋m滤膜后直接进行 Pb2+浓度的测定。均采用石墨炉
原子吸收分光光度法测定[20]。
1.7.2 矿化产物 XRD、红外光谱、扫描电镜与能谱分析

将矿化产物样品用玛瑙研钵研磨，过 300目筛后
放入圆形凹槽内，压平，在 2兹为 3~80毅范围内进行衍
射分析；将矿化产物样品与 KBr按照质量比约为 1颐
200混合，在玛瑙研钵中研磨，然后将适量的混合粉
末放入压片机中进行压片。将制备好的样品，采用傅

里叶红外光谱仪在波数为 4000~500 cm-1范围内对样
品进行分析；夹取一小片 Pb的矿化产物粘于台子上，
进行表面镀金后放入仪器内，放大 8000倍寻找到清
晰晶体形状后拍摄，之后进行能谱分析。

1.8 数据分析
所有实验处理重复三次，实验数据利用 Excel进

行处理，表示为平均值依标准差。用 Jade5分析 XRD
图中矿物晶形。

2 结果与分析

2.1 菌株 LAX2对 Pb的抗性
预实验表明菌株 LAX2在 Pb2+浓度为 100 mg·L-1

时生长迅速，几乎不受影响，但在 120 mg·L-1时菌株
完全受到抑制，几乎不会生长，所以将 Pb2+浓度设为
0、100、105、110、115、120 mg·L-1。由图 1 可以看出，
Pb2+浓度为 105 mg·L-1时没有受到明显抑制作用，其
OD600与不加 Pb2+的对照试验几乎无差别（P>0.05），但
随着 Pb浓度的增加，菌株的生长开始受到影响。总的
说来，菌株 LAX2对 Pb具有较强的抗性，在生物矿化
修复重金属污染土壤方面具有较高的应用潜力。

2.2 Pb的生物矿化产物分析
由 Pb矿化产物的扫描电镜图（图 2a）可以看出，

矿化产生的物质为有规则整齐排布的球状晶体，但球

状晶体的直径分布不均匀，可能与晶体处于不同生长

期有关，从图中还可以看出晶体的最大直径可达 2
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滋m。由矿化产物的红外光谱图（图 2b）可以看出，矿
化产物表面基团存在 C-O基团。将 XRD图（图 2c）中
出峰位置对比 PDF标准卡片（47-1734），确定其分子
式为 PbCO3。通过矿化产物能谱分析可以看出，矿化
产物中含有 Pb、C、O等元素（图 2d）。
2.3 发酵液不同组分对 Pb2+的去除作用

从图 3可以看出，无菌发酵液的沉淀作用、发酵
液的生物矿化作用和菌细胞的吸附作用对重金属的

去除率分别为 67.4%、86.3%和 91.6%（P<0.05），即吸
附作用对 Pb2+的去除能力最强，其次为生物矿化作
用，化学沉淀对 Pb2+的去除能力最差。这说明三种去
除作用可能存在机理上的差异，其中生物矿化作用很

可能既有菌体细胞的吸附作用，又存在离子之间的化

学反应，而这又符合生物矿化作用的机理[21]，再次说
明菌株 LAX2可通过生物矿化作用固定重金属。
2.4 发酵液对土壤中 Pb的固定作用

图 4表明发酵液对土壤中有效态 Pb的去除呈现
适应-快速-慢速的趋势，即发酵液加入到土壤中后并
没有立即发生生物矿化作用，而是有一个适应过程。

从第 2 d起发酵液开始快速矿化固结土壤中的有效
态 Pb，从而使其含量迅速下降，但从第 5 d起土壤中
有效态 Pb含量缓慢下降。从整个实验周期看，加入发
酵液的处理组与对照组相比，土壤中有效态 Pb含量
呈现持续下降趋势，在培养 5、10、30 d时土壤有效态
Pb含量分别降低 56.1%、76.5%和86.8%。
2.5 菌株 LAX2发酵液对 Pb污染土壤的修复

利用加入发酵液、无菌发酵液和菌体细胞修复过

的 Pb污染土壤进行小白菜盆栽实验，结果如图 5所

图 1 Pb2+对菌株 LAX2生长的影响
Figure 1 Effects of Pb2+ concentration on the growth of strain LAX2

a矿化产物扫描电镜图

c矿化产物 XRD图
图 2 Pb的生物矿化产物特征分析

Figure 2 Analysis of Pb biomineralization product

b矿化产物红外光谱图
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示。与对照相比，发酵液、无菌发酵液和菌体细胞处理

过的土壤中小白菜的株高分别增加了 49.4 %、21.6%
和 9.6%（P<0.05）。土壤中有效态 Pb含量分别下降了
78.1%、64.2%和 52.4%（P<0.05），小白菜可食部分 Pb
含量分别下降了 56.5%、27.4%和 14.5%（P<0.05）。这
表明与其他两种固定作用相比，生物矿化作用对土壤

中有效态 Pb的固定效果最好，能够明显减少 Pb对
植物的毒害作用，从而促进小白菜的生长和降低可食

部分 Pb的含量。

3 讨论

微生物可通过生物矿化作用将土壤中活性态的

重金属离子矿化固结为稳定的矿物态，使其不容易释

放出来，从而达到重金属污染土壤修复的目的。这种

修复技术具有成本低、无二次污染、生态友好和可实

现边生产边修复的优点，在土壤污染修复方面逐渐引

起人们的重视[22]。研究表明自然环境中存在一类能够通
过酶化作用释放碳酸根离子，进而通过生物矿化作用

将重金属离子固定为稳定的碳酸盐晶体矿物的微生

图 3 菌株 LAX2发酵液不同组分对 Pb2+的去除作用
Figure 3 Removal of Pb2+ by components of strain LAX2

fermentation broth

图 4 菌株 LAX2发酵液对土壤有效态 Pb的固定作用
Figure 4 Immobilization of available Pb in soil by strain LAX2

fermentation broth

图 5 发酵液不同组分对小白菜生长、可食部分Pb含量及土壤
中有效态 Pb含量的影响

Figure 5 Effects of components of strain LAX2 fermentation broth
on growth of Chinese cabbage，Pb content in edible part of Chinese

cabbage，and available Pb content in soil

100
80
60
40
20
0

发酵液不同组分
无菌发酵液 菌细胞发酵液

90
80
70
60
50
40
30
20
10
0

培养时间/d
0 5 10 15 20 25 30

CK 发酵液

14
12
10
8
6
4
2
0

处理

无菌发酵液 菌体细胞发酵液CK

35
30
25
20
15
10
5
0

处理

无菌发酵液 菌体细胞发酵液CK

修复前
修复后

0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0
处理

无菌发酵液 菌体细胞发酵液CK

2018



第 32卷第 1期2017年 10月
物，这类微生物被称作为碳酸盐矿化菌。许燕波等[23]利
用碳酸盐矿化菌的生物矿化作用将土壤中可交换态

的 Pb固结为性质稳定的 PbCO3，从而降低土壤中可
交换态 Pb的含量，但在 Pb2+浓度为 10.35 mg·L-1时该
菌的生长及矿化作用受到了明显抑制。由于微生物菌

体细胞在生物矿化过程中发挥重要作用，矿化菌对重

金属的抗性直接影响了重金属生物矿化产物的形成

和稳定性。本文所用的菌株 LAX2则对 Pb2+表现出了
较强的抗性，当溶液中 Pb2+的浓度达到 105 mg·L-1

时，菌株 LAX2的生长仍未受到明显的影响。
微生物介导的生物矿化作用往往使微生物首先

吸附重金属，然后与溶液中的阴离子反应，产生不溶

性共沉淀，然后以微生物为晶核，不断生长，晶体的大

小和性质往往受到微生物本身性质和其所分泌的水

溶性有机物的影响[24]，因此不同微生物形成的同一种
矿物晶体，其性质往往存在差异，如菌株 LAX2的发
酵液矿化固结 Pb离子时可形成单一的球形 PbCO3，
其粒径可达到 2 滋m；而成艳等[25]利用碳酸盐矿化菌
株 Bacillus cereus Pb21的生物矿化作用将 Pb固结为
以颗粒状团聚的 PbCO3，多为不规则块状；许燕波等[23]

选用的碳酸盐矿化菌对 Pb的矿化产物呈斜方和立方
混合，因此菌株 LAX2对 Pb的矿化过程可能有别于
其他菌株，具体的矿化过程调控机制有待于进一步研

究。菌株 LAX2发酵液各组分对 Pb2+的去除能力的大
小顺序为菌体细胞的吸附作用>生物矿化作用>无菌
发酵液的化学沉淀作用，再次说明菌株 LAX2可通过
生物矿化作用固定 Pb2+，而这种作用有别于单一的菌
体细胞吸附和化学沉淀作用。目前对重金属碳酸盐矿

化作用的研究主要是理论研究，实际应用研究较少，

许燕波等[26]用碳酸盐矿化菌对土壤进行两周的修复
后，土壤有效态 Pb含量减少了 58.8%，本菌与其相比
具有明显的优势。成亮等[16]研究发现碳酸盐矿化菌能
够通过生物矿化作用在 25 d 内使得土壤中有效态
Cd的含量下降 91%左右，但并没有研究菌株对土壤
中 Pb的生物矿化过程。本文所用的菌株 LAX2对土
壤中有效态 Pb的固定化呈现出适应-快速-缓慢的
过程，前 2 d属于适应阶段，菌株需要一定的时间来
调节自身的生理机能去适应新的环境，因此土壤中有

效态 Pb含量下降很慢，从第 2 d开始快速下降，培养
5 d后土壤中有效态 Pb含量下降 56.1%；之后由于重
金属有效态含量很低，发酵液对重金属的固定作用进

入缓慢阶段，培养 10 d后土壤有效态 Pb的含量下降
了 76.5%；随后土壤中有效态 Pb的含量下降速度明

显减慢，但与对照相比仍在降低，培养 30 d的土壤中
有效态 Pb的含量降低了 86.8%。小白菜盆栽实验发
现菌株 LAX2发酵液对小白菜的生长、吸收 Pb的量
和土壤有效态 Pb含量都有明显的影响。与菌体细胞
吸附和化学沉淀相比，生物矿化作用更能有效降低土

壤中有效态 Pb含量，进而降低 Pb的毒性，促进小白
菜的生长和减少小白菜对 Pb的吸收。以上结果表明，
菌株 LAX2在矿化固结土壤中有效态 Pb，降低其毒
性方面具有较大的应用潜力。

4 结论

（1）一株对 Pb具有较强抗性的氧化木糖无色杆
菌 LAX2可通过生物矿化作用形成直径高达 2 滋m的
PbCO3晶体。生物矿化作用对溶液中 Pb2+的去除率大
于化学沉淀作用，但小于菌体细胞的吸附作用。

（2）菌株 LAX2 发酵液对污染土壤中有效态 Pb
的固定作用呈现适应-快速-缓慢三个阶段，培养 30 d
后土壤中有效态 Pb的含量可下降 86.8%。
（3）与化学沉淀和菌体细胞吸附作用相比，菌株

LAX2发酵液可通过生物矿化作用去除土壤中更多
的有效态 Pb，从而减少 Pb对小白菜的毒性作用及其
在小白菜可食部位的积累量。因此，菌株 LAX2是矿
化固结土壤中有效态 Pb的优良菌种资源，可应用于
Pb污染土壤的生物修复。
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