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Abstract：Microbial remediation of hexavalent chromium Cr（Ⅵ）contamination in soil and water has been extensively studied to date in

收稿日期：2023-11-23 录用日期：2024-01-18
作者简介：张亚珍（1999—），女，甘肃临夏人，硕士研究生，主要研究方向为水体重金属污染生态修复。E-mail：2845828761@qq.com
*通信作者：韩颖 E-mail：595749991@qq.com
基金项目：国家科技重大专项（2019YFC1805900）；四川省自然科学基金项目（2022NSFSC1223）
Project supported：National Science and Technology Major Project of the Ministry of Science and Technology of China（2019YFC1805900）; Natural

Science Foundation of Sichuan Province，China（2022NSFSC1223）

摘 要：目前，利用微生物修复六价铬[Cr（Ⅵ）]污染的土壤和水体已经在实验室及场地大量应用，但由于土著微生物的竞争及场

地的寡营养条件，导致外源铬（Cr）高效还原微生物定殖困难。鉴于此，本研究从成本低廉且无二次污染的氮源型/碳源型/矿物型/
离子型的微生物刺激剂筛选出发，探讨了不同刺激剂添加方式（非包埋型和包埋型）对抗铬芽孢杆菌（Bacillus sp.）高效还原

Cr（Ⅵ）的影响，并采用扫描电子显微镜-能谱（SEM-EDS）对芽孢杆菌表面进行表征。结果表明，甘蔗粉（碳源型）、豆粕粉（氮源

型）、钙离子[Ca（Ⅱ），离子型]、蒙脱石（矿物型）这四种刺激剂的添加显著增加了芽孢杆菌对Cr（Ⅵ）的还原效率，进一步利用单因

素多水平试验确定了它们的最佳投加量分别为 10 g∙L-1、10 g∙L-1、10 mmol∙L-1、8 g∙L-1，在第 8天时与裸菌相比，分别添加这 4种刺

激剂的芽孢杆菌对Cr（Ⅵ）的还原率分别提高了 17.48、15.56、11.70、18.84个百分点。在单因素试验的基础上，挑选 2个效果最佳

的刺激剂甘蔗粉和蒙脱石，利用响应曲面法建立了混合型刺激剂（甘蔗粉+蒙脱石）与菌的最佳投加量，结果显示甘蔗粉投加量为

8 g∙L-1、蒙脱石投加量为 6 g∙L-1、菌剂投加量为 0.3%（V/V）时，培养 8 d后，与裸菌相比，添加混合刺激剂的芽孢杆菌对Cr（Ⅵ）还原

率增加了 32.53个百分点，显著高于单一非混合刺激组。考虑到刺激剂直接加入环境亦会被土著微生物利用，导致对外源铬还原

微生物刺激作用的长效性差，本研究还探究了包埋型缓释刺激剂对芽孢杆菌还原Cr（Ⅵ）的长效刺激作用，结果发现，在包埋型刺

激剂的辅助下，芽孢杆菌对Cr（Ⅵ）的还原能力随着时间延长而不断增加，其Cr（Ⅵ）还原率分别从 86.08%（第 2天）增加到 97.09%
（第 28天），添加了非包埋型混合刺激剂的菌从 86.92%（第 2天）下降到 75.93%（第 28天）。SEM观察修复 28 d的菌，发现未加任何

刺激剂的裸菌出现严重皱缩，部分断裂，形态结构不完整；添加非包埋混合刺激剂的菌出现轻微皱缩，点状断裂，形态结构较为完

整；而添加包埋型刺激剂的菌光滑，形态结构完整，表面有绒毛状产物，EDS显示绒毛状产物O和Cr含量相对于其他元素较多，包

埋型刺激剂提升了菌细胞表面参与的铬固定，降低了铬对细菌细胞的毒性。研究表明，混合刺激剂还原效果优于单一非混合刺

激组，确定最佳投加量分别为甘蔗粉（8 g∙L-1）、蒙脱石（6 g∙L-1）和菌剂（0.3%）。利用非包埋型刺激剂有利于短期内快速提升菌对

Cr（Ⅵ）还原，而包埋型刺激剂使菌还原Cr（Ⅵ）具有长效性并有效地降低了Cr（Ⅵ）毒性。
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铬（Cr）在电镀、冶金、制革等行业中的广泛应用

使其在环境中大量累积[1]，这些行业产生的废水、废

渣中的铬主要以Cr（Ⅵ）和Cr（Ⅲ）这两种较稳定的形

式存在，据报道，含铬工业废水中通常含有 50~250
mg·L−1的Cr（Ⅵ），尽管处理和稀释可以降低其浓度，

但仍然对环境和人类健康造成危害[2]。研究者们已

经探索了多种将 Cr（Ⅵ）转化为 Cr（Ⅲ）的方法，以最

大程度地减少 Cr（Ⅵ）污染，其中化学还原和离子交

换法应用最多[3]，但这两种方法普遍存在成本高和二

次污染问题[4]。以微生物为主的生物修复法因其环

境友好及运行成本低而成为研究和应用的热点[5]，然

而，当功能微生物单独在场地施用时，容易受到土著

微生物的竞争和外界不利环境的影响，导致其存活率

低、定殖效率差，从而降低其对污染物的处理效果[6]。

因此，如何利用廉价的外源刺激剂增强微生物活性，

促使Cr（Ⅵ）得以高效还原，是亟待解决的技术问题。

生物刺激剂通过提供微生物生长所需的营养元

素或改善其生长环境来强化微生物活性[7]，常见的生

物刺激剂包括表面活性剂、营养底物和电子供体

等[8]。它们通过激活和增强现有微生物群落的代谢

活性和降解能力，加速有害物质的降解。许仲轩[9]研

究发现表面活性剂通过提供离子和电子等方式，促进

微生物的生长、新陈代谢进而增强对环境中重金属等

有害物质的去除效率。营养底物是微生物机体生长、

繁殖和完成各种生理活动所需的物质，外源添加氮源

和碳源可以刺激微生物的生长和代谢[10]。其中氮源

是构成菌体细胞物质和维持胞内氮化合物的主要物

质，同时可以提供大量无机盐及生长因子，传统的氮

源有氨基酸和硝酸盐等[11]。碳源是构成细胞的物质，

为微生物提供生长发育所需能量，传统的碳源有蔗糖

both laboratory and field settings. Challenges arise due to competition among indigenous microorganisms and the nutrient-deficient
conditions of the sites, adversely affecting the colonization of exogenous chromium（Cr）- reducing microbes. To address this issue, this
study embarked on screening low-cost and non-secondary pollution nitrogen / carbon / mineral / ion-based microbial stimulants. We
investigated the impact of various stimulant application methods（non-embedded and embedded）on the efficacy of reduction of Cr（Ⅵ）by
Bacillus sp. and we characterized the Bacillus sp. surface using scanning electron microscopy-energy dispersive spectroscopy（SEM-EDS）.
The results indicate that separate addition of sugarcane powder（carbon source）, soybean meal（nitrogen source）, calcium ion Ca（Ⅱ）（ion
type）, and montmorillonite（mineral type）significantly increased the efficiency of Bacillus sp. to reduce Cr（Ⅵ）. Further single-factor
multi-level experiments determined their optimal dosages as 10 g∙L-1, 10 g∙L-1, 10 mmol∙L-1, and 8 g∙L-1, respectively. On the 8th day,
compared to the bare bacteria, the addition of these four stimulants increased the reduction of Cr（Ⅵ）by 17.48, 15.56, 11.70, and 18.84
percent points, respectively. Building on the single-factor experiments, sugarcane powder and montmorillonite, the two most effective
stimulants, were chosen for a response surface methodology to establish the optimal dosage of a combined stimulant（sugarcane powder +
montmorillonite）with the bacteria. The results revealed an optimal dosage of 8 g∙L-1 for sugarcane powder, 6 g∙L-1 for montmorillonite, and
0.3%（V /V）for the bacterial agent. After 8 days of cultivation, compared to the bare bacteria, the addition of the combined stimulant
increased the reduction of Cr（Ⅵ）by 32.53 percent points, which was significantly more than the reduction by the single stimulant groups.
Considering that direct addition of stimulants into the environment can be utilized by indigenous microorganisms, resulting in poor long-
term effectiveness for stimulating exogenous microbial chromium reduction, this study further explored the long-term stimulatory effect of
embedded slow-release stimulants on the reduction of Cr（Ⅵ）by Bacillus sp. We found that with the assistance of embedded stimulants,
the ability of Bacillus sp. to reduce Cr（Ⅵ）increased continuously over time, with Cr（Ⅵ）reduction levels rising from 86.08%（two days）
to 97.09%（28 days）. In contrast, for bacteria treated with non-embedded combined stimulants, the reduction levels decreased from 86.92%
（two days）to 75.93%（28 days）. SEM observations of bacteria after 28 days of remediation showed significant shrinkage, partial rupture,
and incomplete morphological structure in bare bacteria without any stimulant. Bacteria treated with non-embedded combined stimulants
exhibited slight shrinkage, punctate ruptures, and relatively complete morphological structures. In contrast, bacteria treated with embedded
stimulants appeared smooth, with intact morphological structures and a fuzzy surface. EDS analysis revealed a higher content of O and Cr in
the fuzzy structures compared with other elements, indicating that the embedded stimulants enhanced the fixation of Cr on bacterial cell
surfaces, thus reducing the toxicity of Cr toward bacterial cells. In summary, this study shows that the reduction effect of mixed stimulant is
better than that of single unmixed stimulant groups, and the optimal dosages are 8 g∙L-1 for sugarcane powder, 6 g∙L-1 for montmorillonite,
and 0.3% for bactericide. The use of non-embedded stimulants is conducive to rapid improvement of the reduction of Cr（Ⅵ）by
bacteria in the short term, while embedded stimulants provide bacteria with a more long-term capacity to reduce Cr（Ⅵ）and thus
effectively reduce the toxicity of Cr（Ⅵ）.
Keywords：Cr（Ⅵ）pollution; non-embedded stimulant; embedded stimulant; Bacillus sp.; Cr（Ⅵ）reduction efficiency
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和葡萄糖等。但传统碳源和氮源等生物刺激剂成本

高，难以大规模应用。研究人员开发了一些低成本的

碳源和氮源，包括农业废物[12]、天然纤维素[13]、生物降

解的聚合物[14]。其中甘蔗粉是一种安全性高、成本低

的可代替传统碳源的新型碳源[15]，它既能提供廉价的

碳源又可以作为电子供体和穿梭体，加速微生物生

长[16]。此外，矿物材料由于其表面积大和化学性质稳

定等特点被广泛应用于重金属污染的防治，蒙脱石是

常用的矿物材料，具有离子交换微观结构，能够在其

表面形成生物膜，为重金属还原微生物提供保护场

所[17]。尽管这些生物刺激剂能够有效促进微生物生

长，但通常存在稳定性差、存活期短和持效性差等问

题，这些因素限制了它们的广泛应用。

包埋法是将微生物菌体包埋在半透性的聚合物

凝胶或膜内，小分子的底物和产物可以自由出入，而

微生物却不会漏出的方法。包埋物通常由维持微生

物生命周期的氮源、碳源、无机盐以及生长因子等与

黏合剂结合形成的固定化材料组成[18]，这使得微生物

具有更高的结构稳定性和更好的抗性，从而减少外部

环境的影响。海藻酸钠通常用作包埋材料的壁材，因

为其是由β-d-甘露糖醛酸M和α-l-古洛糖醛酸G嵌

段组成的亲水多糖，这些糖链段的排列和比例为海藻

酸钠提供了独特的化学物理性能，通过交联和表面接

枝，对重金属具有较大的吸收和去除能力[19-20]。例如

孙爽[21]使用海藻酸钠作为载体，以甘蔗粉生物炭为

添加剂制备凝胶球，并成功用于Cr（Ⅵ）的还原，扫描

电镜观察到凝胶球内部存在三维纤维网状结构，且

对 Cr（Ⅵ）的最大还原量达到了 388.92 mg∙kg-1，此试

验以单一刺激剂包埋，其局限性较大，难以满足实际处

理过程中复杂环境条件的需求。因此，以多种有机或

无机载体组成的复合载体成为研究热点，实现各种载

体材料的相互补充[22]，从而得到更有效的修复手段。

本研究以前期实验室从青海铬渣遗留场地分离

的芽孢杆菌铬还原菌为研究对象，实验室前期研究发

现该菌具有生长快、表面积大、对环境要求低等优势，

且在铬胁迫下可以产生丰富的胞外分泌物，为Cr（Ⅲ）

的络合和沉淀提供大量阴离子基团，从而降低铬的毒

性，但该菌属于异养微生物，在恶劣的环境条件下很

难形成菌群，因此需要外源刺激剂的引入，以提供额

外的营养物质，满足其生长和代谢需求[23]。鉴于此，

本实验通过室内模拟 Cr（Ⅵ）污染水环境，研究了成

本低廉且无二次污染的氮源型/碳源型/矿物型/离子

型微生物刺激剂，在非包埋与包埋条件下对芽孢杆菌

还原 Cr（Ⅵ）的影响，为外源刺激剂增强微生物修复

Cr（Ⅵ）污染水体的应用提供理论支撑。

1 材料与方法

1.1 供试材料

供试菌剂：研究选取的抗铬芽孢杆菌（Bacillus

sp.，保藏号：CCTCCAB2022416）是本实验室前期从青

海省海西海北化工厂（36°55′42″N，101°18′18″E，海
拔 2 900 m）含铬废渣的土壤中筛选而来，现保存于武

汉大学的中国典型培养物保藏中心。

供试刺激剂：本试验所用到的乳酸钠（纯度

99%）、尿素（纯度 100%）、豆粕粉、硫酸铜（纯度

99%）、碳酸钙（纯度 99%）、钙基蒙脱石（纯度 95%）和

海泡石（纯度 99%）均购于绵阳垚鑫商贸有限公司，甘

蔗残渣购于四川省绵阳市农贸市场。

1.2 试验方法

1.2.1 试验设计

本研究比较了单一型刺激剂、非包埋型混合刺激

剂以及包埋型混合刺激剂对芽孢杆菌还原Cr（Ⅵ）的

影响，以添加 600 mg∙L-1 Cr（Ⅵ）的LB培养基（酵母提

取物 5 g∙L-1、胰蛋白胨 10 g∙L-1和氯化钠 10 g∙L-1）为

纯对照，以只添加刺激剂的 600 mg∙L-1Cr（Ⅵ）LB培

养基为材料对照，以只添加芽孢杆菌的 600 mg∙L-1

Cr（Ⅵ）LB培养基为生物对照组。其中，单一型刺激

剂的最佳添加量筛选试验采用了单因素多水平实验

设计，采用单因素多水平试验和响应曲面法研究非包

埋型混合刺激剂的最佳浓度配比，包埋型混合刺激剂

采用凝胶包埋方法对最佳的非包埋型混合刺激剂进

行了包埋处理，分别考察了不同类型刺激剂对芽孢杆

菌Cr（Ⅵ）还原率影响的时间变化规律。

1.2.2 菌悬浮液的制备

配制 500 mL的 LB培养基（酵母提取物 2.5 g、胰
蛋白胨 5 g和氯化钠 5 g），加入蒸馏水充分溶解后定

容至 500 mL，放入温度 121 ℃的高压灭菌锅灭菌 20
min，灭菌后分装至锥形瓶中，待温度降至室温后接入

0.3%（V/V）的处于对数生长期的菌液，培养至 OD值

为 1.2，菌液在 4 ℃、5 000 r·min-1下离心 30 min使其

分离沉淀，弃上清，加入等量超纯水制备成菌悬液

（8.0×10-8 个·mL-1），放入恒温振荡器（温度：28 ℃，恒

温振荡器转数：160 r·min-1）中培养 24 h后成为菌剂

（F），取出放在4 ℃的冰箱冷藏备用。

1.2.3 刺激剂制备方法

碳源型：甘蔗粉和乳酸钠作为外加碳源型，将购
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买的甘蔗渣用去离子水反复清洗干净后，放在 70 ℃
烘箱烘干水分，使用高速多功能粉碎机打碎后过 100
目筛，装入密封袋中备用。将乳酸钠透明糖浆状液

体，放置于5 ℃冰箱备用。

氮源型：尿素和豆粕粉作为外加氮源型，将豆粕

粉和尿素过100目筛，装入密封袋中备用。

离子型：硫酸铜和碳酸钙作为外加离子型，称取

硫酸铜 7.981 g 溶于 100 mL 的蒸馏水中定容为 500
mmol∙L-1Cu（Ⅱ）母液；称取碳酸钙 5.004 g 溶于 100
mL的水中定容为 500 mmol∙L-1 Ca（Ⅱ）母液。分别放

置于5 ℃冰箱备用。

矿物型：钙基蒙脱石（以下简称蒙脱石）和海泡石

作为矿物型，将蒙脱石和海泡石过 100目筛，装入密

封袋中备用。

1.2.4 单因素多水平试验筛选不同类型刺激剂及最佳

投加量

本试验的刺激剂均使用紫外灭菌法灭菌 15 min。
投加刺激剂和接种 0.3%（V/V）菌液到 600 mg∙L-1

Cr（Ⅵ）培养基中，设置 3个重复，在 28 ℃，160 r·min-1

的气浴恒温振荡器中培养，每隔 2 d取样 2 mL测定溶

液中的Cr（Ⅵ）含量，到第16天为止（表1）。

1.2.5 非包埋型混合刺激剂还原 Cr（Ⅵ）的响应曲面

试验设计

由单因素多水平试验可知，蒙脱石与甘蔗粉对芽

孢杆菌还原 Cr（Ⅵ）的影响最大，所以将甘蔗粉与蒙

脱石作为混合型刺激剂的材料。采用单因素多水平

试验优化混合型刺激剂和菌剂投加量的最佳配比。

（1）最佳配比单因素多水平试验

不同投加量的甘蔗粉+蒙脱石+菌：以优化得到

混合刺激剂开展单因素试验，分别以0、4、6、8 g∙L-1和

10 g∙L-1 的投加量将甘蔗粉投放于含有 600 mg∙L-1

Cr（Ⅵ）培养基中，蒙脱石投加量为 6 g∙L-1，菌剂投加

量在0.3%（V/V）。在28 ℃，160 r·min-1的气浴恒温振荡

器中培养，每隔 2 d取样 2 mL并测定溶液中的Cr（Ⅵ）

含量，共测到第14天，设置3组重复。

不同投加量的蒙脱石+甘蔗粉+菌：以优化得到

混合刺激剂开展单因素试验，分别以0、4、6、8 g∙L-1和

10 g∙L-1 的投加量将蒙脱石投放于含有 600 mg∙L-1

Cr（Ⅵ）的培养基中，甘蔗粉投加量在 8 g∙L-1，菌剂投

加量在0.3%（V/V），其余步骤同上。

不同菌剂投加量+混合刺激剂：以优化得到混合

刺激剂开展单因素试验，分别以 0、0.1%、0.3% 和

0.5%（V/V）的投加量将菌剂投放于含有 600 mg∙L-1

Cr（Ⅵ）的培养基中，甘蔗粉投加量为 8 g∙L-1，蒙脱石

投加量为6 g∙L-1，其余步骤同上。

（2）响应面法优化非包埋型混合型刺激剂协同菌

剂（HF）的最佳投加量

基于单因素筛选的甘蔗粉含量（A）、蒙脱石含量

刺激剂类型
Type of stimulants

碳源型

氮源型

离子型

矿物型

碳源型

氮源型

离子型

矿物型

刺激剂
Stimulate

甘蔗粉（G）
乳酸钠（SL）
豆粕粉（D）
尿素（U）
Cu（Ⅱ）

Ca（Ⅱ）

蒙脱石（M）

海泡石（P）
甘蔗粉（G）
乳酸钠（SL）
豆粕粉（D）
尿素（U）
Cu（Ⅱ）

Ca（Ⅱ）

蒙脱石（M）

海泡石（P）

是否投加芽孢杆菌
Whether or not to add F

是

是

是

是

是

是

是

是

否

否

否

否

否

否

否

否

投加量
Dosage

4、6、8、10 g∙L-1

4、6、8、10 g∙L-1

4、6、8、10 g∙L-1

4、6、8、10 g∙L-1

4、6、8、10 mmol∙L-1

4、6、8、10 mmol∙L-1

4、6、8、10 g∙L-1

4、6、8、10 g∙L-1

4、6、8、10 g∙L-1

4、6、8、10 g∙L-1

4、6、8、10 g∙L-1

4、6、8、10 g∙L-1

4、6、8、10 mmol∙L-1

4、6、8、10 mmol∙L-1

4、6、8、10 g∙L-1

4、6、8、10 g∙L-1

简称
Abbreviation

GF1、GF2、GF3、GF4

SLF1、SLF2、SLF3、SLF4

DF1、DF2、DF3、DF4

UF1、UF2、UF3、UF4

Cu（Ⅱ）F1、Cu（Ⅱ）F2、Cu（Ⅱ）F3、Cu（Ⅱ）F4

Ca（Ⅱ）F1、Ca（Ⅱ）F2、Ca（Ⅱ）F3、Ca（Ⅱ）F4

MF1、MF2、MF3、MF4

PF1、PF2、PF3、PF4

G1、G2、G3、G4

SL1、SL2、SL3、SL4

D1、D2、D3、D4

U1、U2、U3、U4

Cu（Ⅱ）1、Cu（Ⅱ）2、Cu（Ⅱ）3、Cu（Ⅱ）4

Ca（Ⅱ）1、Ca（Ⅱ）2、Ca（Ⅱ）3、Ca（Ⅱ）4

M1、M2、M3、M4

P1、P2、P3、P4

表1 不同类型刺激剂及投加量对芽孢杆菌还原Cr（Ⅵ）的筛选

Table 1 Screening of Cr（Ⅵ）reduction by Bacillus sp. with different types of stimulants and dosage
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（B）、菌剂投加量（C）实验结果，本文利用回归方程优

化试验条件（甘蔗粉、蒙脱石、菌剂），确定芽孢杆菌对

Cr（Ⅵ）还原率最高时的条件组合（表 2）。本试验将

其放入初始含量为 600 mg∙L-1 Cr（Ⅵ）培养基中，在

28 ℃，160 r·min-1的恒温培养箱中培养，于第 8天测

定Cr（Ⅵ）含量。

1.2.6 包埋型刺激剂协同菌剂的制备方法

称取质量分数为 4%（m/V）的海藻酸钠放入 200
mL超纯水中 70 ℃下加热充分溶解海藻酸钠，再称取

1.202 g 蒙脱石和 1.601 g 甘蔗粉（等量缩小最优配

比），放入含有海藻酸钠的溶液中搅拌均匀，在 120 ℃
灭菌 20 min，冷却至室温得到混合液，用 10 mL注射

器分别缓慢滴入已经灭菌的 4%（m/V）CaCl2溶液中交

联 24 h，形成固定化小球，用 0.3%（m/V）的生理盐水

冲洗，再用无菌水冲洗 3次得到海藻酸钠＋混合刺激

剂（SH）。同 SH制备方法相同，先制混合液，后将培

养 24 h的菌在 3 000 r·min-1离心 5 min得到菌剂，按

照菌液比 3∶7放入灭菌好的混合液中用涡旋仪振荡，

用 10 mL注射器将混合液缓慢滴入 4%（m/V）CaCl2溶
液中交联 24 h，用灭菌的 0.3 %（m/V）的生理盐水冲洗

再用无菌水清洗 3次最后得到海藻酸钠＋混合刺激

剂+菌（SHF）。

1.2.7 包埋型刺激剂对芽孢杆菌还原Cr（Ⅵ）的试验

将 600 mg∙L-1 Cr（Ⅵ）溶液用 1 mol∙L-1的 NaOH
和HCl调节 pH至中性（pH7.0），120 ℃灭菌 20 min，冷
却至室温。在 100 mL 锥形瓶中装入 60 mL 含量为

600 mg∙L-1 Cr（Ⅵ）溶液，称取 6.001 g包埋型刺激剂放

入锥形瓶中用封口膜密封，在 28 ℃，160 r·min-1的恒

温振荡器中培养，试验设置 3组重复，每隔 2 d取样 2
mL测定溶液中的Cr（Ⅵ）含量，共测28 d，见表3。
1.2.8 表征方法

参考许银等[24]的制样方法，将暴露于 600 mg∙L-1

Cr（Ⅵ）条件下第 28 天的 F、HF 和 SHF，用 0.1 mmol∙
L-1磷酸缓冲液（PBS，pH7.0）洗涤 3 次，每次 5 000 r·
min-1离心 15 min，弃上清液后收集到 F、HF和 SHF样

品，分别加入 2.5%（m/V）戊二醛溶液在 4 ℃冰箱固定

12 h，然后用 0.1 mmol∙L-1 PBS洗涤 3次，每次 10 min，
最后用无水乙醇（25%、55%、75%、95%和 100%）进行

梯度脱水，放入-80 ℃冰箱冷冻 8 h，取出后用冷冻干

燥 机 干 燥 8 h；将 处 理 好 的 样 品 置 于 SEM-EDS
（SU1510，日本日立集团）中观察微观结构。

1.3 分析方法

非包埋型和包埋型刺激剂对芽孢杆菌还原Cr（Ⅵ）

的含量采用国家标准方法《水质 六价铬的测定二苯

碳酰二肼分光光度法》（GB 7467—1987）进行测定，在

波长为 540 nm测定吸光度，由标准曲线（y=0.540 9x+
0.002 1，R2=1）查得样品Cr（Ⅵ）含量，再计算出Cr（Ⅵ）

的还原率（η）为：

η = é
ë
ê

ù
û
ú

C−C1
C

× 100%
式中：C为初始Cr（Ⅵ）含量，mg∙L-1；C1为处理后溶液

中Cr（Ⅵ）含量，mg∙L-1。

1.4 数据处理

利用 Excel 2021和 SPSS 21.0对数据进行统计分

析。在数据分析之前，对数据进行方差同质性检验

（Levene检验，P<0.05）。使用Origin Pro 2018c（Origin
Lab.，美国）绘图。

2 结果与讨论

2.1 不同刺激剂及其投加量对芽孢杆菌还原 Cr（Ⅵ）

的影响

不同菌株对营养成分和最佳投加条件需求各不

相同，因此需要对其刺激剂和最佳条件进行筛选[25]。

研究发现除CK外，随着时间的延长，不同类型刺激剂

单施对 Cr（Ⅵ）的还原率表现出不同的影响；当添加

刺激剂+菌剂后，在 2~4 d对 Cr（Ⅵ）还原率呈缓慢增

长趋势，6~8 d对Cr（Ⅵ）的还原率显著提高，10 d之后

对 Cr（Ⅵ）的还原率显著下降，并且不同投加量所表

现出来的还原效果具有差异性（图1~图4）。

投加了碳源型刺激剂培养到 8 d后（图 1），与菌

剂相比，G3、G4对 Cr（Ⅵ）的还原率分别显著提高了

6.11、7.33个百分点，SL3、SL4对Cr（Ⅵ）的还原率分别

显著提高了 2.21、2.31个百分点（P<0.05），刺激剂+菌
剂组 GF3、GF4 对 Cr（Ⅵ）的还原率分别显著提高了

15.92、17.48 个百分点，GF4 最高还原率为 87.34%，

SLF3、SLF4对 Cr（Ⅵ）的还原率分别显著提高了 11.31、
14.87个百分点（P<0.05），SLF4最高还原率为 83.34%，

培养 10 d后，发现只添加了碳源型刺激剂对 Cr（Ⅵ）

自变量
Argument

甘蔗粉/（g∙L-1）

蒙脱石/（g∙L-1）

菌剂投加量（V/V）/%

编码
Encode

A
B
C

水平Level
-1
6
4

0.1

0
8
6

0.3

1
10
8

0.5

表2 芽孢杆菌还原Cr（Ⅵ）条件的响应曲面试验

Table 2 Response surface experiments on F reducing Cr（Ⅵ）
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的还原率保持稳态下降，而添加了刺激剂+菌剂的还

原率持续下降，且还原率依旧比单施刺激剂的还原

率高，有研究表明，由碳源氧化产生的电子原本用于

生物合成，但当有Cr（Ⅵ）存在时，电子会被用于还原

Cr（Ⅵ），从而减慢了生长速度[26]，杜兆林等[27]研究发

现，微生物会借助细胞表面及刺激剂带负电荷的官能

团，通过静电吸引和络合配位等作用来对铬吸附，被

吸附的铬会穿过细胞膜进入细胞内，在微生物体内富

集或被胞内酶（如还原酶等）将铬还原成低毒状态，因

此刺激剂+菌剂的还原效率高于刺激剂单施加。SLF
和GF含量越高对 Cr（Ⅵ）的还原速率越快，可能是含

有较多的小分子有机物，如有机酸、单糖、脂类和蛋白

等，提供容易利用的溶解性有机碳源，能够快速释放

出微生物可利用的碳源和营养物质，促使微生物还原

Cr（Ⅵ）速率提高[28]。从“变废为宝”和还原Cr（Ⅵ）效

果的角度考虑，选择甘蔗粉作为碳源型刺激剂。

投加了氮源型刺激剂培养 8 d后（图 2），与菌剂

相比，U3、U4对Cr（Ⅵ）的还原率分别显著提高了 7.12、
9.42个百分点，D3、D4对Cr（Ⅵ）的还原率分别显著提

高了 4.01、9.42 个百分点（P<0.05），刺激剂+菌剂组

UF3、UF4 对 Cr（Ⅵ）的还原率分别显著提高了 13.07、
14.01个百分点，UF4最高还原率为 82.36%，DF3、DF4对

Cr（Ⅵ）的还原率分别显著提高了 15.12、15.56个百分

点（P<0.05），DF4最高还原率为 84.23%；培养 10 d后发

现UF4和DF4对Cr（Ⅵ）的还原率下降缓慢，其他投加量

下降较迅速，由此可知Cr（Ⅵ）还原率是随着UF和DF
含量的增加而增加，可能是含量越高[29]，释放出的可

利用氮源的数量就越多，使芽孢杆菌对 Cr（Ⅵ）产生

了抗性。但是与豆粕粉相比芽孢杆菌对尿素的利用

率较低，尿素是一种含有两个氨基（NH2）的有机化合

物，它的结构相对简单，微生物可能更倾向于利用更

复杂的氮源，如蛋白质或氨基酸，因为这些化合物中

的氮更容易被微生物利用。豆粕粉本身作为有机氮

源能给微生物提供丰富的氮源、蛋白质、矿物质等，使

菌体生长量大，更有利于对Cr（Ⅵ）的还原[30]，所以选

择豆粕粉为氮源型刺激剂。

与其他处理（4、6、8 mmol·L-1）相比，投加了 10
mmol·L-1离子型刺激剂后Cr（Ⅵ）的还原率呈先慢后

快的增长趋势（图 3）。在反应前 2 d时对Cr（Ⅵ）的还

原率的增长较为缓慢，可能是芽孢杆菌在添加到含
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图1 不同碳源型刺激剂和投加量对芽孢杆菌还原Cr（Ⅵ）的影响

Figure 1 Effects of different carbon source stimulants and dosage on reduction of Cr（Ⅵ）by F.

图2 不同氮源型刺激剂和投加量对芽孢杆菌还原Cr（Ⅵ）的影响

Figure 2 Effects of different nitrogen source stimulants and dosage on reduction of Cr（Ⅵ）by F.
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Cr（Ⅵ）的水体中同时受到了高浓度的离子影响，使芽

孢杆菌不能产生足够的还原酶来还原 Cr（Ⅵ），对芽

孢杆菌的生长产生了抑制作用，在第 4天后对Cr（Ⅵ）

的还原开始缓慢增长。培养至6 d后，与菌剂相比，可

知Ca（Ⅱ）3、Ca（Ⅱ）4对Cr（Ⅵ）的还原率分别显著提高

了 6.79、6.85个百分点，Cu（Ⅱ）3、Cu（Ⅱ）4对Cr（Ⅵ）的

还原率分别显著提高了 6.73、7.37个百分点，刺激剂+
菌剂组合Ca（Ⅱ）F3、Ca（Ⅱ）F4对Cr（Ⅵ）的还原率分别

显著提高了 10.16、11.70个百分点（P<0.05），Ca（Ⅱ）F4
最高还原率为 79.78%，Cu（Ⅱ）F3、Cu（Ⅱ）F4对 Cr（Ⅵ）

的还原率分别显著提高了 11.02、9.72 个百分点（P<
0.05），Cu（Ⅱ）F4最高还原率为 78.68%；培养到 8~10 d
后发现刺激剂+菌剂对 Cr（Ⅵ）的还原率持续下降，

Cr（Ⅵ）降低菌株的活性和破坏菌株蛋白质的结构，并

且存在离子间竞争吸附的可能[31]，而单施刺激剂的处

理中刺激剂含量高的处理对Cr（Ⅵ）的还原率保持恒

定。Cr（Ⅵ）还原受到共存金属离子的影响，与菌剂相

比在添加刺激剂后，对Cr（Ⅵ）还原效果得到提升，其

中Ca（Ⅱ）可以提高细胞活性，促进Cr（Ⅵ）生物还原，

Cu（Ⅱ）含量超标会严重影响细胞发育。这与王广顺

等[32]研究变化趋势一致，0.2~0.4 mmol∙L-1 Cu（Ⅱ）含

量对菌株 Thp2－23还原Cr（Ⅵ）有明显促进作用，随

着 Cu（Ⅱ）含量的增加到 0.4 mmol∙L-1以上促进作用

呈现先增强后减弱的现象，高含量Cu（Ⅱ）抑制Thp2-
23还原Cr（Ⅵ）。因此，选择Ca（Ⅱ）3作为协同微生物

还原Cr（Ⅵ）的离子型刺激剂[33]。

投加矿物型刺激剂（图 4），培养到 8 d后，与菌剂

相比，得知 M2、M3 对 Cr（Ⅵ）的还原率分别提高了

1.67、8.33个百分点，P2、P3对Cr（Ⅵ）的还原率分别显

著提高了 3.23、4.21个百分点（P<0.05），添加刺激剂+
菌剂组 MF2、MF3对 Cr（Ⅵ）的还原率分别显著提高了

16.52、18.84个百分点，MF3最高还原率为 87.88%，PF2、

PF3对Cr（Ⅵ）的还原率分别显著提高了 10.07、14.94个

百分点（P<0.05），PF3最高还原率为 83.78%。由此可

知在第 8天后，MF比 PF对 Cr（Ⅵ）的还原率高，海泡

石是由 Si O Si键断裂形成的 Si OH、Si O四面

体中的氧原子及与Mg2+配位结合的水分子，而蒙脱石

是由 Si O四面体和Al （O，OH）八面体组成，具有

图3 不同离子型刺激剂和投加量对芽孢杆菌还原Cr（Ⅵ）的影响

Figure 3 Effects of different ionic stimulants and dosage on reduction of Cr（Ⅵ）by F.

图4 不同矿物型刺激剂和投加量对芽孢杆菌还原Cr（Ⅵ）的影响

Figure 4 Effects of different mineral stimulants and dosage on reduction of Cr（Ⅵ）by F.
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更强的亲水性，能够进行离子交换，吸附Cr（Ⅵ）中有

害的阴离子基团（CrO2-4 、CrO2-7 ）[34-35]，它既能为Cr（Ⅵ）

提供电子也能作为微生物的附着材料，供其生长[36]，

减少 Cr（Ⅵ）对芽孢杆菌的胁迫，所以选择蒙脱石作

为协同微生物还原Cr（Ⅵ）的矿物型刺激剂。

综上可知，碳源型的甘蔗粉、氮源型的豆粕粉、离

子型的 Ca（Ⅱ）、矿物型的蒙脱石对芽孢杆菌还原

Cr（Ⅵ）的效率较高于其他刺激剂，它们的最佳投加量

分别为 10 g∙L-1、10 g∙L-1、10 mmol∙L-1、8 g∙L-1。尤其

是甘蔗粉和蒙脱石对芽孢杆菌还原Cr（Ⅵ）的刺激效

果最佳，还原率分别达到了87.34%和87.88%。

2.2 非包埋型混合刺激剂对芽孢杆菌还原Cr（Ⅵ）的

影响

随着时间的延长，不同的投加量对芽孢杆菌还原

Cr（Ⅵ）的影响显著增加，在培养 2 d后对芽孢杆菌还

原 Cr（Ⅵ）不显著，可能是芽孢杆菌对新环境适应的

过程，培养 8 d后对芽孢杆菌还原Cr（Ⅵ）显著，10 d之

后还原率持续性降低（图 5）。甘蔗粉的不同投加量

对芽孢杆菌还原 Cr（Ⅵ）的影响见图 5a，培养 2 d后，

不同投加量的甘蔗粉对芽孢杆菌还原 Cr（Ⅵ）不显

著；培养到 8 d后，甘蔗粉的投加量为 6、8、10 g∙L-1对

芽 孢 杆 菌 还 原 Cr（Ⅵ）增 强 ，分 别 为 94.13%、

94.39%%、95.46%，与菌剂比较，分别显著提高了

23.79、24.53 个和 25.61 个百分点，与单施蒙脱石比

较，分别显著提高了 14.36、17.78个和 18.76个百分点

（P<0.05），因此当甘蔗粉投加量在 10 g∙L-1后，芽孢杆

菌对Cr（Ⅵ）还原情况最佳。蒙脱石的不同投加量对

芽孢杆菌还原 Cr（Ⅵ）的影响见图 5b，培养 2 d后，蒙

脱石投加量为 8 g∙L-1时，对 Cr（Ⅵ）还原率高于其他

投加量，分别显著提高了 15.27、7.59、1.16个和 6.03个

百分点，培养到 4~8 d之后，与菌剂相比，显著提高了

22.65 个百分点，与单施甘蔗粉相比，显著提高了

10.13 个百分点（P<0.05），因此当蒙脱石投加量在 8
g∙L-1后，芽孢杆菌对 Cr（Ⅵ）还原情况最好，高瑞丽

等[17]研究发现单独添加蒙脱石对重金属的钝化效果

好，且质量比为 5%时，钝化效果最显著。不同投加

量的菌剂还原 Cr（Ⅵ）的影响见图 5c，培养 2~8 d后，

在菌剂投加量为 0.3% 时对 Cr（Ⅵ）还原最显著（P<
0.05）。由此可知，混合型刺激剂不仅给菌提供了底

物营养还提供了具有吸附性能的黏土矿物[37]，使芽孢

杆菌对Cr（Ⅵ）的还原效率显著高于单施刺激剂。

由单因素试验结果可以得到不同投加量的蒙脱

石、甘蔗粉、菌剂投加量对芽孢杆菌还原Cr（Ⅵ）有影

响。本试验采用三因素三水平 16个试验点响应面优

化进行试验，最终得到优化还原 Cr（Ⅵ）的回归模型

（表 3）。通过 Design Expert建立二次曲面模型[38]，拟

合响应面回归方程：

图5 非包埋型混合刺激剂最佳投加量

Figure 5 Optimal dosage of non-embedding stimulant of mixture

CK[600 mg∙L-1 Cr（Ⅵ）的培养基]，F（芽孢杆菌），（a）甘蔗粉的不同投加
量（0、4、6、8 g∙L-1和10 g∙L-1）+6 g∙L-1蒙脱石对F还原Cr（Ⅵ）的影响，

（b）蒙脱石的不同投加量（0、4、6、8 g∙L-1和10 g∙L-1）+8 g∙L-1甘蔗粉对F
还原Cr（Ⅵ）的影响，（c）菌剂的不同投加量对F还原Cr（Ⅵ）的影响。

CK[600 mg∙L-1 Cr（Ⅵ）medium]，F（Bacillus sp.），（a）Effects of different
dosages of sugarcane powder（0，4，6，8 and 10 g∙L-1）+6 g∙L-1

montmorillonite on the reduction of Cr（Ⅵ）by F，（b）Effects of different
dosages of montmorillonite（0，4，6，8 and 10 g∙L-1）+8 g∙L-1 sugarcane
powder on the reduction of Cr（Ⅵ）by F，and（c）Effects of different

dosages of bactericide on the reduction of Cr（Ⅵ）by F.
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Y=9.87-0.047 8A-0.010 3B-0.343 4C+0.007 3AB-
0.100 4AC-0.062BC + 0.003 6A2-0.062 9B2-0.360 6C2

（R2=0.994 3）
式中：Y：Cr（Ⅵ）还原率（%）；A，B，C：自变量的因素；

BC：参数B和C之间的交互作用。

对该方程用回归方差分析，F值和 P-value值代

表相关系数的显著性，由表 3可知，F值为 148.79，为
极显著（P<0.000 1），失拟项（P=0.264 5）不显著，决定

系数 R2为 0.994 3，R2值越大，说明模型拟合度越高，

精确度越高。比较三种独立变量的F值可知对Cr（Ⅵ）

还原率的影响顺序为菌剂投加量>甘蔗粉>蒙脱石，

而且 AC（甘蔗粉与菌剂投加量）与BC（蒙脱石与菌剂

投加量）交互项显著。

为了描述各因子之间的交互作用对Cr（Ⅵ）还原

的三维响应曲面见图 6。交互作用的强弱主要通过

响应面曲线图的形状来体现，曲线的坡度越陡，说明

两个变量之间的交互作用越显著；反之，表示交互作

用不显著。在固定菌剂投加量为 3%、甘蔗粉投加量

为 6~10 g∙L-1、蒙脱石投加量为 4~8 g∙L-1的条件下，

Cr（Ⅵ）还原的响应曲面坡度变化较小，表明蒙脱石和

甘蔗粉的交互作用不显著（图 6a）。然而，当蒙脱石

含量为 6 g∙L-1时，甘蔗粉在 6~10 g∙L-1，菌剂投加量在

0.1%~0.5%范围内，Cr（Ⅵ）还原的响应曲面呈现出陡

参数
Parameter

模型

A-甘蔗粉

B-蒙脱石

C-菌剂投加量

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差

失拟项

纯误差

合计

平方和
Sum of
square
571.81
6.20
0.26

338.08
0.082
13.75
5.45
0.01
6.24

196.83
2.99
2.99
0.00

574.80

自由度
Degree of
freedom

9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
7
3
4
16

均方
Mean
square
63.53
6.20
0.26

338.08
0.08
13.75
5.45
0.01
6.24

196.83
0.43
1.00
0.00

F值
F-value
148.79
14.52
0.60

791.75
0.19
32.20
12.76
0.02
14.60
460.96

P值
P-value
<0.000 1
0.006 6
0.463 9
<0.000 1
0.674 4
0.000 8
0.009 1
0.879 8
0.006 5
<0.000 1

0.264 2

显著性
Significant

***
**
*

***

***
**

**
***
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注：***，P<0.001，极显著；**，P<0.01，高显著；*，P<0.05，显著。
Note：***，P<0.001，very significant; **，P<0.01，highly significant;

*，P<0.05，significant.

表3 Cr（Ⅵ）还原率二次回归方程方差分析

Table 3 Analysis of variance of quadratic regression equation for
Cr（Ⅵ）reduction rate

图6 混合刺激剂与菌剂投加量交互作用对Cr（Ⅵ）还原率的影响

Figure 6 Effects of interaction between stimulant of mixture and
bacterial agent dosage on Cr（Ⅵ）reduction rate
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峭的坡度，表明它们之间的交互作用非常显著（图

6b）。Cr（Ⅵ）还原率随着菌剂投加量的增加呈先增后

减的趋势；随着甘蔗粉含量的增加，Cr（Ⅵ）还原率缓

慢降低，这可能是因为芽孢杆菌生长量超过锥形瓶容

量，导致生长停止。同时，甘蔗粉作为芽孢杆菌的碳

源提供丰富的营养，但在营养过剩的情况下，微生物

吸收变得困难[39]。当甘蔗粉含量为 8 g∙L-1，蒙脱石

在 4~8 g∙L-1，菌剂投加量在 0.1%~0.5% 范围内时，

Cr（Ⅵ）还原的响应曲面坡度较陡，表明它们之间的

交互作用显著（图 6c）。因此，得出结论：Cr（Ⅵ）还原

率随着菌剂投加量的增加先增加后减小，而随着蒙

脱石含量的增加，Cr（Ⅵ）还原率降低。采用响应面

分析法可以有效地确定混合刺激剂的最佳投加量，

并在减少工作量的同时实现条件优化，这种统计学

方法已广泛应用于各种筛选试验的优化，并建立三

维立体曲面图，可以更直观地分析不同混合投加量

还原Cr（Ⅵ）的影响趋势[40]。本研究通过响应曲面分

析法验证甘蔗粉、蒙脱石和菌剂投加量三个因素对

还原 Cr（Ⅵ）的影响，优化混合刺激剂最优组合为甘蔗

粉投加量 8 g∙L-1、蒙脱石投加量 6 g∙L-1、菌剂投加量

0.3%。反应8 d后，与菌剂相比增加了32.53个百分点。

2.3 包埋型混合刺激剂对芽孢杆菌 Cr（Ⅵ）还原率的

影响

在Cr（Ⅵ）胁迫下，随着时间的延长，发现 SHF还

原Cr（Ⅵ）的持久性显著高于HF（图 7）。HF在第 2~6
天内 Cr（Ⅵ）的还原率高于包埋型刺激剂，还原率最

高达到 95.95%，其在第 8 天之后还原率开始显著下

降，28 d后下降到 74.93%，说明非包埋型刺激剂对芽

孢杆菌还原 Cr（Ⅵ）在短期内能够达到很好的效果，

但后期由于HF不能提供良好的保护环境，造成芽孢

杆菌死亡且前期已经还原的Cr（Ⅲ）被氧化成有毒的

Cr（Ⅵ），因此缺乏持久性。相比而言，SH在第 2天对

Cr（Ⅵ）影响未表现出差异性，在第 6天 SH对 Cr（Ⅵ）

还原有较显著变化，还原率分别为 78.56%；从第 6天

开始 SH在平缓增长，说明包埋型刺激剂中的材料在

一定程度上影响Cr（Ⅵ）还原。而 SHF在第 2天时还

原率为 85.97%，与菌剂相比，还原率显著提高了

19.74个百分点，第 6天时还原率显著增加 23.35个百

分点（P<0.05），Cr（Ⅵ）还原率随着时间的增加而

增加。2~6 d SHF 还原率高，说明材料保护菌免受

Cr（Ⅵ）毒害，且未加菌剂的 SH对Cr（Ⅵ）有还原作用，

因此材料本身对Cr（Ⅵ）有一定的还原作用。SHF可

以提供一种保护性的环境，降低外界环境对芽孢杆菌

的不利影响，并释放出的材料作为电子供体增强微生

物的还原酶活性，加速还原Cr（Ⅵ）[41-42]。第 8天时，与

未加菌的包埋型刺激剂相比，SHF还原率显著提高了

18.76个百分点，与HF相比，SHF还原率显著增加了

15.43个百分点；第 28天时，与未加菌的包埋型刺激

剂相比，SHF对Cr（Ⅵ）还原率显著提高了 11.15个百

分点，与HF相比，SHF还原率显著提高了21.16个百分

点（P<0.05）。由此可知在Cr（Ⅵ）暴露下，SHF依然能

够长效地保护微生物免受铬离子毒害，包埋型刺激剂

控制甘蔗粉和蒙脱石的释放速率，使其在一段时间内

逐渐释放，这种时效性释放有助于维持刺激剂对芽孢

杆菌的影响，并延长其在环境中的作用时间，Song
等[43]发现将芽孢杆菌KSB7固定在花生生物炭上与地

肤联用，可以显著提高微生物的丰度，铬的可提取量

降低了53.42%。

2.4 芽孢杆菌表面结构的表征

为了直观地显示在 Cr（Ⅵ）胁迫下芽孢杆菌的

变化，使用 SEM 观察试验 28 d 后的材料，发现未加

Cr（Ⅵ）的芽孢杆菌呈直杆状，表面光滑，菌株形态较

图7 包埋型刺激剂协同菌剂对Cr（Ⅵ）的还原率

Figure 7 Reduction rate of Cr（Ⅵ）by embedding stimulant and bactericide
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完整，未出现变形（图 8a）；而在Cr（Ⅵ）胁迫下未添加

包埋型混合刺激剂的芽孢杆菌细胞出现皱缩甚至破

裂的现象，形态结构不完整（图 8b），表明微生物在没

有营养物质条件下，生长代谢缓慢，Cr（Ⅵ）使菌株细

胞表面活性成分受到破环[44]；添加非包埋混合刺激剂

的菌出现轻微皱缩，点状断裂，形态结构较为完整，表

明混合型刺激剂不能长时间对芽孢杆菌提供能量和

生存空间（图 8c）；而 SHF表现出较为完整的形态结

构，未出现皱缩的情况，推测包埋型混合刺激剂可以

作为芽孢杆菌的保护机制（图 8e），包埋型混合刺激

剂具有多孔结构，有利于细菌表面附着，孔状结构即

可以为菌株提供生存空间，也能为营养物质和污染

物提供流通的通道[45-46]。在Cr（Ⅵ）胁迫下，包埋型混

合刺激剂中观察到芽孢杆菌末端出现绒毛状产物

（图 8f），该物质在未经Cr（Ⅵ）处理的芽孢杆菌中未曾

出现，因此猜测该物质可能是芽孢杆菌产生的胞外

分泌物（如胞外蛋白等）通过络合配位等作用来固定

Cr（Ⅲ），或使Cr（Ⅲ）以氢氧化物等形式沉淀[23]。为验

证猜想，对其出现绒毛状产物表面进行EDS分析（图

8g），发现除了 O元素外 Cr元素含量较多，猜测芽孢

杆菌细胞表面存在铬还原产物[47]。Chatterjee等[48]从

SEM中观察铜绿假单胞菌吸附Cr（Ⅵ）前后产物的变

化可知，未经处理的铜绿假单胞菌表面光滑、不曾出

现不定形物质，而经 Cr（Ⅵ）处理后发现 Cr（Ⅲ）沉淀

物以不定形物质聚集在细胞表面。陈旭等[49]对奇异

变形杆菌还原 Cr（Ⅵ）的研究中，用 EDS分析检测结

果与以上结果一致。Das等[50]也进行类似的观察，发

现淀粉样芽孢杆菌还原Cr（Ⅵ）也有相似的特征。

结果表明，外源刺激剂在不同添加方式（非包埋

型和包埋型）中显著提高了芽孢杆菌对 Cr（Ⅵ）的还

原，特别是，非包埋型刺激剂在短期内迅速提升了芽

孢杆菌对 Cr（Ⅵ）的高效还原，而包埋型刺激剂使得

芽孢杆菌对 Cr（Ⅵ）的还原表现出长效性，并显著降

低了 Cr（Ⅵ）的毒性。在一定范围内，增加刺激剂的

含量有助于提高微生物对 Cr（Ⅵ）的高效还原效率，

需要注意的是，过量的营养条件可能产生负面效

图8 包埋型混合刺激剂协同菌的形态结构以及扫描电镜图

Figure 8 Morphological structure and scanning electron microscopy of the synergistic effect of embedding mixed stimulators on F

（g）添加包埋型混合刺激剂条件下，F细胞表面物质EDS元素分析图。（a~e）为10 μm下观察，（f）为5 μm下观察，红色虚线圆圈表示F。
（g）EDS elemental analysis of F cell surface material under the addition of embedding mixed stimulant.（a-e）is 10 μm for observation，（f）is 5 μm for

downward observation，and the red dotted circle indicates F.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
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应[39]。因此，在本研究中甘蔗粉在 10 mg∙L-1时对芽

孢杆菌还原Cr（Ⅵ）最佳，而蒙脱石在 8 mg∙L-1时对芽

孢杆菌还原Cr（Ⅵ）最佳。本研究只关注了芽孢杆菌

对 600 mg∙L-1 Cr（Ⅵ）的还原，未深入探讨低浓度及不

同温度条件下刺激剂对芽孢杆菌的影响，仅使用

SEM-EDS对芽孢杆菌的表面形态变化和元素确定进

行了观察，而并未深入研究在刺激剂的作用下芽孢杆

菌是否通过胞外聚合物参与还原过程，或者是否涉及

细胞内部的特异性功能等问题。因此，要准确揭示芽

孢杆菌还原 Cr（Ⅵ）的机制，还需要进一步研究和深

入探讨。

通过以上研究结果，建议在实际的微生物修复

Cr（Ⅵ）的治理工程中，应急治理项目优先使用非包埋

型混合刺激剂，该类型刺激剂可以在短时间内提升工

程菌的 Cr（Ⅵ）还原能力，非应急项目建议优先使用

包埋型混合刺激剂，其能显著提升工程菌的 Cr（Ⅵ）

长效还原能力。混合型刺激剂中碳源型、氮源型、矿

物型和离子型刺激剂的添加种类和比例应根据场地

的实际情况进行灵活调整。

3 结论

（1）筛选得到Ca（Ⅱ）、蒙脱石、豆粕粉、甘蔗粉这

四种刺激剂为廉价无二次污染的刺激剂，其对芽孢杆

菌还原 Cr（Ⅵ）效率的提升能力排序为甘蔗粉>蒙脱

石>豆粕粉>Ca（Ⅱ）。

（2）由还原效果最佳的蒙脱石和甘蔗粉构建混合

刺激剂，以响应曲面得出对 Cr（Ⅵ）还原率的影响顺

序为菌剂投加量>甘蔗粉>蒙脱石，且甘蔗粉+菌剂和

蒙脱石+菌剂对Cr（Ⅵ）还原影响显著。

（3）与非包埋型刺激剂相比，包埋型刺激剂显著

提升了芽孢杆菌对 Cr（Ⅵ）还原的长效性，随着处理

时间的延长，Cr（Ⅵ）去除率不断增强，在第 28天时对

Cr（Ⅵ）还原率增加到97.09%。

（4）SEM-EDS观察可知包埋型刺激剂有效地保

护了芽孢杆菌，减小了Cr（Ⅵ）对其细胞的毒害作用，

细胞结构完整，未出现皱缩和断裂。
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