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氧化还原介体催化强化Shewanellaoneidensis
MR-1还原亚硒酸盐的研究
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摘 要:针对微生物还原亚硒酸盐过程普遍存在的时间较长的问题,考察了4种水溶性醌类介体

(α-AQS,AQS,1,5-AQDS和AQDS)对奥奈达希瓦氏菌(ShewanellaoneidensisMR-1)还原亚硒

酸盐过程的加速作用,通过单因素试验优化了培养条件,对硒纳米颗粒的Zeta电位和粒径进行了

表征。结果表明,4种醌类介体都加速了亚硒酸盐的还原,其中,AQDS的加速效果最显著;在pH
值为8.0,温度为30℃,AQDS浓度为0.2mmol/L条件下,48h时亚硒酸盐的转化率达到100%;
加入AQDS后会生成更大尺寸的硒纳米颗粒,并可能使硒纳米颗粒表面包裹的有机物质成分及含

量发生改变。研究结果为ShewanellaoneidensisMR-1修复亚硒酸盐污染的实际应用提供了理论

依据。
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Abstract:Acceleratingtheselenitereductionrateisimportantinselenitebioreductionbymicroorganismprocess.Thisstudy
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investigatestheimpactofredoxmediators(α-AQS,AQS,1,5-AQDSandAQDS)onbioreductionofselenitebyShewanella
oneidensis MR-1andoptimizesthebioreductionconditionswithShewanellaoneidensis MR-1andAQDS.Theselenium

particlesobtainedfromculturesareanalyzedusingZetapotentialanalyzer.Theresultssuggestthatallfourtestedredoxmedia-
torsareabletoacceleratethereductionofselenitebyShewanellaoneidensisMR-1,andAQDSisthebest.Theoptimumcondi-
tonsareAQDSconcentrationof0.2mmol/LpHof8.0andtemperatureof30℃.Seleniteiscompletelyremovedafter48h
bioreductionbyShewanellaoneidensis MR-1withoptimumconditons.Biggersizeseleniumnanoparticles(SeNPS)canbe
obtainedwithAQDS.AQDSmayinfluencethecompositionandcontentoftheorganiclayercoveringaroundseleniumnanopar-
ticles(SeNPs).Thisstudycouldprovideafoundationforparticleapplicationinselenitebiodegradation.

Keywords:waterpollutioncontrolengineering;Shewanellaoneidensis MR-1;selenite;seleniumnanoparticles;optimizing
cultureconditions;redoxmediators

  硒是一种人体必需的微量元素[1],具有抗癌、抗氧化、抗衰老、增强机体免疫力等多种生物学功能[2],缺
硒可导致人体出现克山病、大骨节病、白内障病及某些癌症[3]。而硒摄入过量则会引起中毒[2,4]。在自然环

境中,硒存在4种价态:+6,+4,0,-2,其中亚硒酸盐(+4)和硒酸盐(+6)对生物的毒性最大[5]。在水体

中,硒污染的来源有2个方面:1)个别水体流经含硒量高的地层,从而造成地下水或泉水硒的含量超标;2)炼
油、精炼铜、硫酸制造、颜料染料及特种玻璃制造等工业生产过程产生的大量含硒废水[6]。硒超标的水体中,
硒主要是以硒酸根离子和亚硒酸根离子形式存在,通常以亚硒酸根离子形式更普遍[7]。

近些年来,发现有多种微生物能够将毒性较大的四价硒转化成低毒的单质硒。地衣芽孢杆菌(Bacillus
licheniforni)[8]、沼 泽 红 假 单 胞 菌(RhodopseudomonaspalustrisstrainN)[9]、假 单 胞 菌(Pseudomonas
alcaliphila MBR)[10]、巨大芽孢杆菌(Bacillusmegaterium)[11]、奥奈达希瓦氏菌(Shewanellaoneidensis
MR-1)[12]等,都能够将亚硒酸盐还原为单质硒。单质硒还可以有很多方面的应用,可以应用在纳米医学、纳
米传感器和环境修复等方面[13]。但是,这些微生物还原过程普遍存在着还原时间较长的缺点。Shewanella
oneidensisMR-1是一种广泛分布的革兰氏阴性γ-变形菌,是一种有着独特呼吸模式的异化金属还原微生

物[12],在细胞周质内以及细胞膜上有多种还原酶[14],是一种兼性厌氧微生物,和严格厌氧微生物相比,对生

长环境的要求不是很严格,在生物技术应用方面更有优势[15]。
在受污染的沉积物、土壤和水体等环境中,腐殖质可以作为氧化还原介体加速难降解有机物的厌氧生物

转化,这一过程起主要作用的活性基团是腐殖质上的醌类结构。由于天然腐殖质结构复杂,其氧化还原特性

明显受到来源的限制[16]。与之比较,结构简单的醌类化合物如蒽醌-2-磺酸钠(AQS)、蒽醌-2,6-二磺酸钠

(AQDS)等催化作用明显,而且用量不多。有报道称,蒽醌类化合物能加速高氯酸盐[17]、偶氮染料[16,18]、硝
基芳香胺[19]和Cr(Ⅵ)、U(Ⅵ)[20]、Se(Ⅳ)、Te(Ⅳ)[21]等污染物的生物降解/转化过程。但氧化还原介体加

速亚硒酸盐还原过程仍待深入地系统研究。
针对上述问题,本研究考察了4种水溶性醌类介体对于ShewanellaoneidensisMR-1还原亚硒酸盐的

加速作用,并通过单因素试验对介体加速ShewanellaoneidensisMR-1还原亚硒酸盐的培养条件进行了优

化,以期为微生物还原亚硒酸盐过程普遍存在的时间较长的问题,提供有效的解决方法;为Shewanella
oneidensisMR-1修复亚硒酸盐污染的实际应用提供理论依据。

1 试验材料与方法

1.1 试验材料

1.1.1 菌种来源

ShewanellaoneidensisMR-1由中国海洋微生物菌种保藏管理中心(MCCC)代购(菌种保藏编号为

ATCC700550)。

1.1.2 培养基成分

1)扩大培养基:酵母粉(5g/L),胰蛋白胨(10g/L),NaCl(10g/L)。用1mol/L的NaOH或 HCl调节

pH值至7.0,121℃灭菌20min。

2)重金属还原培养基:NaCl(5.85g/L),HEPES钠盐(11.91g/L),NH4Cl(1.498g/L),KCl(0.097g/L),

NaH2PO4·2H2O(0.67g/L),C3H5O3Na(2.2412g/L),微量元素(1mL/L)。用1mol/L的 NaOH 或
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HCl调节pH值,121℃灭菌20min。

3)微量元素组成:氨三乙酸(1.5g/L),MgSO4·7H2O(30g/L),MnSO4·H2O(5g/L),NaCl(10g/L),

FeSO4·7H2O(1g/L),CaCl2·2H2O(1g/L),CoCl2·6H2O(1g/L),ZnCl2(1.3g/L),CuSO4·5H2O
(0.1g/L),AlK(SO4)2·12H2O(0.1g/L),H3BO3(0.1g/L),Na2MoO4·2H2O(0.25g/L),NiCl2·6H2O
(0.25g/L),Na2WO4·2H2O(0.25g/L)。

4)试验所选醌类氧化还原介体:蒽醌-1-磺酸钠(α-AQS),蒽醌-2-磺酸钠(AQS),蒽醌-1,5-二磺酸钠(1,

5-AQDS),蒽醌-2,6-二磺酸钠(AQDS)。具体的物化性质如表1所示。

表1 氧化还原介体的理化性质

Tab.1 Physicochemicalpropertiesoftheredoxmediators

名称 简称 性状 溶解性 化学式 相对分子质量 结构式

蒽醌-1-磺酸钠 α-AQS 黄色叶片状结晶 溶于水 C14H7NaO5S 310.26

SO3NaO

O

蒽醌-2-磺酸钠 AQS
白色或黄色有光泽的

片状结晶
溶于水 C14H7NaO5S 310.26

SO3Na

O

O

蒽醌-1,5-二磺酸钠 1,5-AQDS 黄色粉末 溶于水 C14H6O8Na2S2 412.30

SO3Na O

SO3NaO

蒽醌-2,6-二磺酸钠 AQDS 黄色针状结晶或粉末 溶于水 C14H6O8Na2S2 412.30
SO3Na

NaO3S

O

O

1.2 试验方法

1.2.1 ShewanellaoneidensisMR-1的培养

在无菌条件下,将保存的ShewanellaoneidensisMR-1菌液按5%(体积分数)的接种量接到盛有250
mL扩大培养基的250mL锥形瓶中,置于摇床中(35℃,140r/min)培养至对数后期。培养好的菌液经过

离心(10000r/min,10min)转接到重金属还原培养基中,控制最终菌液OD600为0.5,待用。

1.2.2 ShewanellaoneidensisMR-1还原亚硒酸盐

在3个体系(只有重金属还原培养基、加入了灭活的ShewanellaoneidensisMR-1的重金属还原培养基、加
入了ShewanellaoneidensisMR-1的重金属还原培养基)中分别加入0.5mmol/L亚硒酸钠(体系最终浓度),在
重金属还原培养基初始pH值为7.0,温度为35℃条件下培养,每隔12h取样测量亚硒酸钠剩余浓度。

1.2.3 醌类氧化还原介体对ShewanellaoneidensisMR-1还原亚硒酸盐转化率的影响

在分别加入α-AQS,AQS,1,5-AQDS和AQDS的4个体系(介体最终浓度为0.2mmol/L)中,加入0.5
mmol/L的亚硒酸钠(体系最终浓度),在重金属还原培养基初始pH值为7.0,温度为35℃条件下培养,每
隔12h取样测量亚硒酸钠剩余浓度,筛选出加速效果最好的一种氧化还原介体。

1.2.4 AQDS浓度对ShewanellaoneidensisMR-1还原亚硒酸盐转化率的影响

确定了最佳的氧化还原介体种类后,分别在300mL血清瓶中加入不同浓度的该种介体,最终体系的介

体浓度分别为0.1,0.2,0.3,0.4mmol/L,加入0.5mmol/L的亚硒酸钠(体系最终浓度),在重金属还原培养

基初始pH值为7.0,温度为35℃条件下培养,每隔12h取样测量亚硒酸钠剩余浓度,确定氧化还原介体的
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最佳投加浓度。

1.2.5 pH值对AQDS加速ShewanellaoneidensisMR-1还原亚硒酸盐转化率的影响

分别配置初始pH值为6.0,7.0,8.0,9.0的重金属还原培养基,分别在300mL血清瓶中加入最佳浓度

的最佳介体,加入0.5mmol/L亚硒酸钠(体系最终浓度),在温度为35℃条件下培养,每隔12h取样测定体

系中剩余亚硒酸钠的浓度,确定重金属还原培养基的最佳初始pH值。

1.2.6 温度对AQDS加速ShewanellaoneidensisMR-1还原亚硒酸盐转化率的影响

分别在300mL血清瓶中,加入最佳浓度的最佳介体,分别设置30,35,40,45℃等4个不同温度,加入

0.5mmol/L亚硒酸钠(体系最终浓度),重金属还原培养基初始pH值调至最佳pH值,每隔12h取样测定

体系中剩余亚硒酸钠的浓度,确定最佳的培养温度。

1.2.7 亚硒酸钠含量测定

亚硒酸钠的质量浓度采用ICP-MS进行测定。具体步骤如下:

1)取3.0mL的样品于10mL的离心管中,在10000r/min的条件下离心10min;

2)取质量为m1 的离心上清液置于100mL塑料瓶内,用1% (质量分数)HNO3 稀释至m2,记录m1 和

m2 的质量(ICP-MS对硒的测量范围为0~100μg/L,体系中亚硒酸钠最大质量浓度为39.48mg/L,样品需

要适当稀释后再进行测量);

3)按照设定好的测量方法,用ICP-MS测量出稀释后的样品中亚硒酸钠的质量浓度c2;
4)根据稀释倍数,计算上清液中亚硒酸钠的质量浓度c1,从而得出体系中剩余亚硒酸钠的质量浓度。
体系中剩余亚硒酸钠质量浓度计算公式为

c1=
c2×m2

m1
, (1)

式中:m1 和m2 的单位为g;c1 和c2 的单位为μg/L。

1.2.8 硒纳米颗粒的提取与表征

取适量菌液,用细胞破碎仪(JY96-IIN,宁波新芝生物科技股份有限公司提供)破碎(4min,功率为

32%),经过离心(9740r/min(10000×g),30min)后,弃去沉淀;把上清液离心(12700r/min(18700×g),

30min),收集沉淀,再用超纯水将沉淀重新悬浮并离心(12700r/min(18700×g),30min)3次;最后用超纯

水将沉淀重新悬浮,用Zeta电位分析仪(NanoZS,英国马尔文公司提供)测量硒纳米颗粒表面电位及粒径分

布情况。

1.3 数据处理与分析

亚硒酸钠转化率的计算公式为

转化率=
c0-c1

c0 ×100% , (2)

式中,c0 表示体系中亚硒酸钠的初始质量浓度,mg/L;c1 表示体系中亚硒酸钠的剩余质量浓度,mg/L;亚硒

酸钠的转化率均为质量分数。
数据采用 MicrosoftExcel2010统计分析,文中图由Origin8.0软件绘制。

2 结果与讨论

2.1 ShewanellaoneidensisMR-1还原亚硒酸盐

在pH值为7.0、温度为35℃的条件下,考察了重金属还原培养基中化学成分对亚硒酸盐浓度的影响以

及ShewanellaoneidensisMR-1菌体对亚硒酸盐的吸附作用。
由图1可知,亚硒酸盐的浓度在重金属还原培养基体系和灭活ShewanellaoneidensisMR-1体系中几

乎没有变化,而在接种了ShewanellaoneidensisMR-1的体系中,随着培养时间的延长,亚硒酸盐的浓度逐

渐降低,还原过程进行到84h时转化率为50%;说明亚硒酸盐浓度的降低不是由于菌体的吸附作用以及重

金属还原培养基中的化学物质和亚硒酸盐发生化学反应导致的,而是一个需要Shewanellaoneidensis
MR-1参与的生物还原过程。

本试验中,ShewanellaoneidensisMR-1展现出还原亚硒酸盐为单质硒的能力,经过一段时间的还原

后,重金属还原培养基的颜色由乳白色变成红色,红色是单质硒的特征颜色,表明有单质硒生成,并且随着培
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养时间的延长颜色逐渐加深。

2.2 醌类氧化还原介体对ShewanellaoneidensisMR-1还原亚硒酸盐转化率的影响

在pH值为7.0、温度为35℃的条件下,考察4种醌类氧化还原介体α-AQS,AQS,1,5-AQDS和AQDS
对ShewanellaoneidensisMR-1还原亚硒酸盐过程的影响,结果如图2所示。
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  由图2可知,当ShewanellaoneidensisMR-1还原亚硒酸盐过程进行到84h时,4种醌类介体α-AQS,

AQS,1,5-AQDS和AQDS对ShewanellaoneidensisMR-1还原亚硒酸盐转化率的加速效果不同,转化率

分别为25%,45%,40%和99%,与对照体系相比,亚硒酸盐的转化率分别提高了4%,24%,19%和78%;加
速快慢顺序依次为AQDS> AQS>1,5-AQDS>α-AQS。类似的现象在其他研究中也有报道,ZHANG
等[22]的研究也表明加入0.6mmol/L的 AQDS能够加速Enterobactertaylorae 对亚硒酸盐的还原。HE
等[23]的研究也表明加入0.15mmol/L的AQDS可以加速Anaeromyxobacterdehalogenans对亚硒酸盐的

降解,转化率提高了59%。PEARCE等[24]的研究也表明加入0.1mmol/L的AQDS可以将亚硒酸盐的还

原速率提高2倍~5倍。但是,AQDS并不是对所有的微生物都能起到显著的加速作用,WANG等[21]的研

究表明,在大肠杆菌还原亚硒酸盐的过程中加入AQDS和AQS,加速效果并不明显,反而是指甲花醌很大

程度上加速了还原过程。这种结果可能是由于微生物种类的不同,其亚硒酸盐还原机理也存在差异,导致

AQDS对某些微生物起的加速效果并不明显。郭延凯等[25]的研究表明,5种结构相似醌介体对酸性红B生

物脱色的催化效果依次为AQS>2,7-AQDS>AQDS>1,5-AQDS>α-AQS>空白组。

2.3 AQDS浓度对ShewanellaoneidensisMR-1还原亚硒酸盐转化率的影响
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图3 AQDS浓度对ShewanellaoneidensisMR-1
还原亚硒酸盐转化率的影响(84h)

 Fig.3 EffectofAQDSconcentrationonselenitereduction
byShewanellaoneidensisMR-1(84h)

在pH值为7.0、温度为35℃的条件下,考
察AQDS浓度对ShewanellaoneidensisMR-1
还原亚硒酸盐过程的影响。结果如图3所示。

由 图 3 可 知,当 Shewanellaoneidensis
MR-1还原亚硒酸盐过程进行到84h时,在

AQDS浓度分别为0.1,0.2,0.3和0.4mmol/L
条件下,AQDS对Shewanellaoneidensis MR-1
还原亚硒酸盐的加速效果不同,转化率分别为

55%,99%,57%和53%。在培养到84h时,随
着AQDS浓度的增加,亚硒酸盐的转化率先增

加后减少,其中当 AQDS浓度为0.2mmol/L
时,亚硒酸盐的转化率最高。虽然AQDS能够

显著加快亚硒酸盐的去除,但是当AQDS的浓
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度超出一定范围时,加速效果明显减弱。李海波等[26]的研究表明,当n(AQDS)≤0.32mmol/L时,硝酸盐

氮的去除速率随着AQDS浓度的增加而增加。WANG等[19]的研究表明,当指甲花醌的浓度从0.1mmol/L
增加到0.6mmol/L时,亚硒酸盐的转化率随着指甲花醌浓度的增加而增加,但是增加的程度逐渐减小;当
指甲花醌浓度为0.4mmol/L和0.6mmol/L时,亚硒酸盐转化率基本相同。黄丹等[27]的研究表明,加入

0.01mmol/LAQDS时,苯酚降解速率为不加介体时的1.77倍,且随着介体浓度的增加,对Shewanellasp.
XB苯酚降解过程会产生一定的抑制。

2.4 pH值对AQDS加速ShewanellaoneidensisMR-1还原亚硒酸盐转化率的影响
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图4 pH值对AQDS加速Shewanellaoneidensis
MR-1还原亚硒酸盐转化率的影响(84h)

 Fig.4 EffectofpHonselenitereductionbyShewanella
oneidensisMR-1withAQDS(84h)

在AQDS浓度为0.2mmol/L、温度为35℃的

条件 下,考 察 pH 值 对 AQDS加 速 Shewanella
oneidensisMR-1还原亚硒酸盐过程的影响。在受

到亚硒酸盐污染的环境中,微生物会面临比模拟条

件更复杂的外界环境,外界条件的改变会对亚硒酸

盐还原过程产生影响。研究pH 值对 AQDS加速

ShewanellaoneidensisMR-1还原亚硒酸盐过程的

影响具有实际指导意义。结果如图4所示。
由图4可知,pH 值对Shewanellaoneidensis

MR-1还原亚硒酸盐转化率有很大的影响,当She-
wanellaoneidensisMR-1还原亚硒酸盐过程进行

到84h时,在pH值分别为6.0,7.0,8.0和9.0条件

下,AQDS对ShewanellaoneidensisMR-1还原亚

硒酸盐的加速效果不同,转化率分别为38%,67%,

97%和7%。当pH值在6.0~9.0范围内时,随着pH值的增加,亚硒酸盐的转化率先增加后减少;当pH值

在7.0~8.0范围内时,ShewanellaoneidensisMR-1还原亚硒酸盐的转化率较高,说明弱碱性条件更适合

ShewanellaoneidensisMR-1对亚硒酸盐的还原。李丹等[9]的研究也表明,过高或过低的pH值都会降低光

合细菌N菌株对于亚硒酸盐的转化率,中性条件更有利于N菌株还原亚硒酸盐,这与N菌株的最适生长

pH值一致。研究发现,当pH值在6~11之间时,Pseudomonasalcaliphila MBR均能进行生长和对亚硒

酸盐的还原,而pH值低于5或高于12时,菌体无法生长同时也失去对亚硒酸盐的还原能力,该菌株适合在

碱性环境下对亚硒酸盐进行还原,这与该菌自身嗜碱的生理特性相一致[10]。

2.5 温度对AQDS加速ShewanellaoneidensisMR-1还原亚硒酸盐转化率的影响
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图5 温度对AQDS加速Shewanellaoneidensis
MR-1还原亚硒酸盐转化率的影响(48h)

Fig.5 EffectoftemperatureonselenitereductionbyShe-
wanellaoneidensisMR-1withAQDS(48h)

在AQDS浓度为0.2mmol/L,pH 值为8.0的条

件下,考察温度对 AQDS加速Shewanellaoneidensis
MR-1还原亚硒酸盐过程的影响。在自然环境中,温度

会随着季节和地区的不同而发生变化,研究温度对

AQDS加速ShewanellaoneidensisMR-1还原亚硒酸

盐的影响具有实际指导意义。结果如图5所示。
由图5可知,当ShewanellaoneidensisMR-1还原

亚硒酸盐过程进行到48h时,在温度分别为30,35,40
和45 ℃的 条 件 下,AQDS对 Shewanellaoneidesis
MR-1还原亚硒酸盐的加速效果不同,转化率分别为

100%,77%,32%和28%,在30~35℃范围内时,亚硒

酸盐都有较高的转化率,转化率在77%以上,30℃时

转化率最高,温度是微生物的重要生存因子,在适宜的

温度范围内,温度的升高会提高酶促反应速率,微生物

的代谢速率也会相应提高[28];刘金香等[29]的研究表明,与25℃条件下相比,在30℃条件下,由于环境温度

高,ShewanellaoneidensisMR-1细菌活性较强,新陈代谢活动也较旺盛。当温度超过35℃时,亚硒酸盐的

转化率有较大的降低,这可能是由于高温环境影响了ShewanellaoneidensisMR-1还原亚硒酸盐相关酶的
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活性,从而使亚硒酸盐的转化率降低。结果表明,AQDS加速ShewanellaoneidensisMR-1还原亚硒酸盐的

最适温度为30℃。
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图6 Zeta电位随pH值的变化

Fig.6 ZetapotentialofSeNPsatdifferentpHvalues

2.6 硒纳米颗粒表面Zeta电位及粒径分布

在AQDS浓度为0.2mmol/L,pH 值为8.0,温度为

30℃的条 件 下,考 察 AQDS对 Shewanellaoneidensis
MR-1还原亚硒酸盐过程中产生的硒纳米颗粒表面Zeta
电位的影响,测量了生成的硒纳米颗粒在不同的pH值条

件下,Zeta电位的变化情况,结果如图6所示。
如图6所示,不加 AQDS的体系中生成的硒纳米颗

粒,当pH值在3.0~4.5之间时,Zeta电位是正值,当pH
值为4.5时,Zeta电位是0,当pH值为4.5~7.0之间时,

Zeta电位是负值。加入AQDS的体系中生成的硒纳米颗

粒,当pH值在3.0~4.3之间时,Zeta电位是正值,当pH
值为4.3时,Zeta电位是0,当pH值在4.3~7.0之间时,

Zeta电位是负值。KHOEI等[30]的研究表明,生物合成的

硒纳米颗粒的Zeta电位值随着pH值的变化而发生改变,当pH值为2.0~6.0之间时,Zeta电位是正的,
当pH值为6.0时,Zeta电位是0,当pH值为6.0~10.0之间时,Zeta电位是负的。JAIN等[31]的研究表

明,生物合成的硒纳米颗粒表面包裹着一层胞外聚合物,它的成分包括糖类、蛋白质、腐殖质类似物等,控制

着硒纳米颗粒表面的电荷;从而通过静电斥力的作用使硒纳米颗粒保持稳定[30]。本研究也得到了相似的结

果,说明ShewanellaoneidensisMR-1生成的硒纳米颗粒表面同样包裹着一层成分相似的物质;但是,加入

AQDS的体系中生成的硒纳米颗粒表面的Zeta电位值和不加 AQDS的体系中生成的硒纳米颗粒表面的

Zeta电位值存在差异,这可能是由于AQDS的加入,使硒纳米颗粒表面包裹的有机物质成分及含量发生变

化导致的。LAMPIS等[5]的研究表明,生物合成的硒纳米颗粒表面检测到糖类、脂质、蛋白质等成分。这些

生物分子或许在亚硒酸盐的还原以及硒纳米颗粒的生成过程中起到了重要作用[32]。
在AQDS浓度为0.2mmol/L,pH值为8.0,温度为30℃的条件下,考察AQDS对Shewanellaonei-

densisMR-1还原亚硒酸盐过程中产生的硒纳米颗粒粒径的影响,结果如图7和表2所示。
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图7 对照体系和加AQDS体系中24,48h时产生的硒纳米颗粒粒径分布情况

Fig.7 SeNPsfrombothB.controlsystemculturesandAQDSsystemculturesafter24hand48hbioreduction
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表2 不同培养时间下对照(不加AQDS)体系和加AQDS
体系生成的硒纳米颗粒平均粒径的对比

Tab.2 ComparisonofSeNPsaveragediameteratdifferentcultivationtime

体系 时间/h d/nm

对照(不加AQDS)
24 205.7

48 227.4

加AQDS
24 276.6

48 312.1

  由图7和表2可知,不加AQDS的体系中生成的硒纳米颗粒,当ShewanellaoneidensisMR-1还原亚硒

酸钠过程进行到24h时的粒径分布范围为80~920nm,平均粒径是205.7nm,当Shewanellaoneidensis
MR-1还原亚硒酸钠过程进行到48h时的粒径分布范围为80~3800nm,平均粒径是227.4nm;加AQDS
的体系中生成的硒纳米颗粒,当ShewanellaoneidensisMR-1还原亚硒酸钠过程进行到24h时的粒径分布

范围为96~1300nm,平均粒径是276.6nm,当ShewanellaoneidensisMR-1还原亚硒酸钠过程进行到48
h时的粒径分布范围为92~3800nm,平均粒径是312.1nm,随着培养时间的延长,平均粒径增大。

LAMPIS等[5]的研究,检测了培养到24h和48h时嗜麦芽寡养单胞菌(Stenotrophomonasmaltophilia
SeITE02)生成的硒纳米颗粒的平均粒径是160.6±62.2nm和251.9±64.5nm。

亚硒酸盐在水中以离子形态存在,很容易进入到细胞内。有研究表明,ShewanellaoneidensisMR-1还

原亚硒酸盐主要是发生在细胞周质内[12]。LAMPIS等[5]的研究表明S.maltophiliaSeITE02存在一种释

放机制可以将早期在胞内生成的小尺寸的硒纳米颗粒转移到胞外环境中。在相同的时刻,加入AQDS的体

系,生成的硒纳米颗粒粒径更大一些,可能是由于AQDS的加速作用,在早期生成了更多小尺寸的硒单质,
再通过一种类似奥斯特瓦尔德成熟的过程[5,33]生长成为更大尺寸的硒纳米颗粒。

2.7 醌介体加速ShewanellaoneidensisMR-1还原亚硒酸盐机理探究

氧化还原介体能够从ShewanellaoneidensisMR-1的呼吸链中捕获电子,加快电子向电子受体的传

递[35-37],在ShewanellaoneidensisMR-1还原亚硒酸盐的过程中,亚硒酸盐作为电子受体,醌类氧化还原介

体的加入加速电子从ShewanellaoneidensisMR-1呼吸链向亚硒酸盐的传递,并在相关酶的作用下,将亚硒

酸盐还原为单质硒,从而提高了亚硒酸盐的转化率。4种醌类介体对ShewanellaoneidensisMR-1还原亚

硒酸盐都具有加速效果,可能是由于4种介体都具有醌基,而醌基是腐殖质加速微生物降解污染物的活性基

团[38]。但是,4种醌类介体的加速效果不同,这可能是由于其化学结构(取代基数量、位置等)[39]存在差异导

致。AQDS浓度与ShewanellaoneidensisMR-1利用之间存在对应关系,当 AQDS浓度超过Shewanella
oneidensisMR-1能够利用的范围时,对微生物会造成损害[40-41],亚硒酸盐的转化率会降低。pH值、温度的

改变会严重影响AQDS对ShewanellaoneidensisMR-1还原亚硒酸盐的加速效果,这可能是由于超出She-
wanellaoneidensisMR-1的最适pH值、温度范围时,新陈代谢速率降低,从而影响了电子在呼吸链中的传

递。目前的研究表明,醌介体加速污染物生物降解主要存在2种方式,即直接生物还原和间接生物还原2种

方式[42],由此,推测醌介体催化强化希瓦氏菌还原亚硒酸盐的还原机理,如图8所示,具体的还原途径有待

进一步研究。

3 结 语

ShewanellaoneidensisMR-1能将亚硒酸盐还原,并产生硒纳米颗粒。由于醌基的存在,4种醌类介体

(α-AQS,AQS,1,5-AQDS和AQDS)都能够加速ShewanellaoneidensisMR-1对亚硒酸盐的还原;由于化

学结构(取代基数量、位置等)存在差异导致加速效果不同,其中AQDS的加速效果最显著。在不考虑各因

子间交互作用的条件下,AQDS加速ShewanellaoneidensisMR-1还原亚硒酸盐的最适条件:pH值为8.0,
温度为30℃,AQDS浓度为0.2mmol/L。AQDS会影响ShewanellaoneidensisMR-1生成的硒纳米颗粒

的尺寸以及颗粒表面有机物质的成分和含量。综合以上结果及醌介体加速污染物生物降解主要方式,推测

08



第1期 李俊江,等:氧化还原介体催化强化ShewanellaoneidensisMR-1还原亚硒酸盐的研究

单质硒 亚硒酸盐

b） 间接生物还原

a） 直接生物还原

亚硒酸盐单质硒

图8 醌介体催化强化希瓦氏菌还原亚硒酸盐示意图

Fig.8 Schematicrepresentationofthedifferentmechanismsofselenitebioreductionwithquinoneredoxmediator

醌介体催化强化希瓦氏菌还原亚硒酸盐的主要还原机理为直接生物还原和间接生物还原。本研究主要考察

了水溶性醌介体对ShewanellaoneidensisMR-1还原亚硒酸盐过程的强化作用,然而水溶性介体在实际工

程应用中会出现流失,需多次投加,还有二次污染的问题,因此在后续研究中应开展新型固定化氧化还原介

体功能材料的研究,从而进一步拓宽本研究的应用前景。

参考文献/References:

[1] 杜利成,宋开平.试论粮食中的微量元素与人体健康[J].绵阳师范高等专科学校学报,2000,19(2):54-59.

DULicheng,SONGKaiping.Tentatineremarksontraceelementsingrainandthehealthofhumanbody[J].JournalofMianyangTeach-

ers'College,2000,19(2):54-59.
[2] 宁婵娟,吴国良.微量元素硒与人体健康及我国富硒食品的开发状况[J].山西农业科学,2009,37(5):88-90.

NINGChanjuan,WUGuoliang.Traceelementseleniumandhumanhealth,anddevelopmentsituationofSe-enrichedfoodinChina[J].

JournalofShanxiAgriculturalSciences,2009,37(5):88-90.
[3] 王玉标.硒与人体健康[J].安徽教育学院学报,2003,21(3):43-44.

WANGYubiao.Seleniumandhumanhealth[J].JournalofAnhuiInstituteofEducation,2003,21(3):43-44.
[4] 朱建明,梁小兵,凌宏文,等.环境中硒存在形式的研究现状[J].矿物岩石地球化学通报,2003,22(1):75-81.

ZHUJianming,LIANGXiaobing,LINGHongwen,etal.Advancesinstudyingoccurrencemodesofseleniuminenvironment[J].Bulle-

tinofMineralogy,PetrologyandGeochemistry,2003,22(1):75-81.
[5] LAMPISS,ZONARO E,BERTOLINIC,etal.SelenitebiotransformationanddetoxificationbyStenotrophomonas maltophilia

SeITE02:Novelcluesontheroutetobacterialbiogenesisofseleniumnanoparticles[J].JournalofHazardousMaterials,2017,324(Part

A):3-14.
[6] 黄辉.活性炭吸附法去除水中硒的研究[D].昆明:昆明理工大学,2005.

HUANGHui.StudyingonRemovalofSeleniumfromWaterbyActivatedCarbonProcess[D].Kunming:KunmingUniversityofScience

andTechnology,2005.
[7] 王琳,施永生,毛云.离子交换法去除水中硒的研究[J].有色金属设计,2005,32(1):53-57.

WANGLin,SHIYongsheng,MAOYun.Studyonseleniumremovalfromwaterbyion-exchangeprocess[J].NonferrousMetalsDesign,

18



河 北 科 技 大 学 学 报 2018年

2005,32(1):53-57.
[8] 朱建明,雷磊,肖湘,等.地衣芽孢杆菌对亚硒酸盐的还原[J].矿物岩石地球化学通报,2011,30(3):245-250.

ZHUJianming,LEILei,XIAOXiang,etal.ThereductionofselenitebyBacilluslicheniformis[J].BulletinofMineralogy,Petrology
andGeochemistry,2011,30(3):245-250.

[9] 李丹,李保珍,张龙颜,等.光合细菌还原亚硒酸盐为红色单质硒的条件优化[J].山西农业科学,2015,43(5):543-547.

LIDan,LIBaozhen,ZHANGLongyan,etal.Optimizingexperimentalconditionsforthereductionofselenitetoredelementalselenium

byphotosyntheticbacteriaRhodopseudomonaspalustris[J].JournalofShanxiAgriculturalSciences,2015,43(5):543-547.
[10]蒋华东,何晓红,张礼霞,等.一株假单胞菌(Pseudomonasalcaliphila MBR)好氧还原亚硒酸钠为红色单质硒[J].微生物学报,2010,

50(10):1347-1352.

JIANGHuadong,HEXiaohong,ZHANGLixia,etal.ReductionofselenitetoelementalredseleniumunderaerobicconditionbyPseud-

omonasalcaliphila MBR[J].ActaMicrobiologicaSinica,2010,50(10):1347-1352.
[11]MISHRARR,PRAJAPATIS,DASJ,etal.ReductionofselenitetoredelementalseleniumbymoderatelyhalotolerantBacillusmega-

teriumstrainsisolatedfrom Bhitarkanikamangrovesoilandcharacterizationofreducedproduct[J].Chemosphere,2011,84(9):

1231-1237.
[12]LIDaobo,CHENGYuanyuan,WUChao,etal.SelenitereductionbyShewanellaoneidensisMR-1ismediatedbyfumaratereductasein

periplasm[J].ScientificReports,2014,4(6168):3735.
[13]WADHWANISA,SHEDBALKARUU,SINGHR,etal.Biogenicseleniumnanoparticles:Currentstatusandfutureprospects[J].

AppliedMicrobiologyandBiotechnology,2016,100(6):2555-2566.
[14]ZHOUNanqing,TIANLijiao,WANGYucai,etal.ExtracellularbiosynthesisofcoppersulfidenanoparticlesbyShewanellaoneidensis

MR-1asaphotothermalagent[J].Enzyme& MicrobialTechnology,2016,95:230-235.
[15]XIAZechao,CHENGYuanyuan,KONGWanqin,etal.ElectronshuttlesalterselenitereductionpathwayandredistributeformedSe(0)

nanoparticles[J].ProcessBiochemistry,2016,51(3):408-413.
[16]GUOJianbo,ZHOUJiti,WANGDong,etal.Biocalalysteffectsofimmobilizedanthraquinoneontheanaerobicreductionofazodyesby

thesalt-tolerantbacteria[J].WaterResearch,2007,41(2):426-432.
[17]王倩,郭延凯,牛博贤,等.生物降解高氯酸盐的影响因素研究[J].河北科技大学学报,2015,36(6):652-658.

WANGQian,GUOYankai,NIUBoxian,etal.Studyontheaffectingfactorsofperchloratebiodegradation[J].JournalofHebeiUniver-

sityofScienceandTechnology,2015,36(6):652-658.
[18]陈延明,张华雨,赵丽君,等.氧化还原介体在环境治理中应用研究进展[J].河北工业科技,2013,30(4):266-271.

CHENYanming,ZHANGHuayu,ZHAOLijun,etal.Developmentandapplicationofredoxmediatorsforenvironmentalprotection[J].

HebeiJournalofIndustrialScienceandTechnology,2013,30(4):266-271.
[19]DUNNIVANTFM,SCHWARZENBACHRP,MACALADYDL.Reductionofsubstitutednitrobenzenesinaqueoussolutionscontai-

ningnaturalorganicmatter[J].EnvironmentalScience&Technology,1992,26(11):2133-2141.
[20]GUBaohua,CHENJie.EnhancedmicrobialreductionofCr(Ⅵ)andU(Ⅵ)bydifferentnaturalorganicmatterfractions[J].Geochimicaet

CosmochimicaActa,2003,67(19):3575-3582.
[21]WANGXiujuan,LIUGuangfei,ZHOUJiti,etal.Quinone-mediatedreductionofseleniteandtelluritebyEscherichiacoli[J].Biore-

sourceTechnology,2011,102(3):3268-3271.
[22]ZHANGY,ZAHIRZA,AMRHEINC,etal.Applicationofredoxmediatortoaccelerateselenatereductiontoelementalseleniumby

Enterobactertaylorae[J].JournalofAgriculturalandFoodChemistry,2007,55(14):5714-5717.
[23] HEQiang,YAOKai.Impactofalternativeelectronacceptorsonselenium(Ⅳ)reductionbyAnaeromyxobacterdehalogenans[J].Biore-

sourceTechnology,2011,102(3):3578-3580.
[24] PEARCECI,PATTRICKRA,LAWN,etal.Investigatingdifferentmechanismsforbiogenicselenitetransformations:Geobactersul-

furreducens,ShewanellaoneidensisandVeillonellaatypica[J].EnvironmentalTechnology,2009,30(12):1313-1326.
[25]郭延凯,马志远,郭建博,等.醌介体催化强化酸性红B生物脱色[J].环境工程学报,2013,7(5):1739-1743.

GUOYankai,MAZhiyuan,GUOJianbo,etal.EnhancedbiodecolorizationofAcidRedBcatalyzedbyquinonemediators[J].Chinese

JournalofEnvironmentalEngineering,2013,7(5):1739-1743.
[26]李海波,廉静,郭延凯,等.氧化还原介体催化强化 Paracoccusversutus 菌株 GW1反硝化特性研究[J].环境科学,2012,33(7):

2458-2463.

LIHaibo,LIANJing,GUOYankai,etal.BiocatalystofredoxmediatorsonthedenitrificationbyParacoccusversutusstrainGW1[J].

EnvironmentalScience,2012,33(7):2458-2463.
[27]黄丹,王竞,李培良,等.Shewanellasp.XB缺氧反硝化降解苯酚[J].环境工程学报,2014,8(4):1345-1349.

HUANGDan,WANGJing,LIPeiliang,etal.Nitrate-dependentphenoldegradationbyShewanellasp.XBunderanoxicconditions[J].

ChineseJournalofEnvironmentalEngineering,2014,8(4):1345-1349.
[28]周群英,王士芬.环境工程微生物学[M].3版.北京:高等教育出版社,2008.
[29]刘金香.奥奈达希瓦氏菌铀(Ⅵ)还原能力的增强机制及应用基础研究[D].衡阳:南华大学,2015.

LIUJinxiang.StudyonMechanismandFundamentalApplicationofU(Ⅵ)ReductionbyShewanellaoneidensis[D].Hengyang:Univer-

28



第1期 李俊江,等:氧化还原介体催化强化ShewanellaoneidensisMR-1还原亚硒酸盐的研究

sityofSouthChina,2015.
[30]KHOEINS,LAMPISS,ZONAROE,etal.Insightsintoselenitereductionandbiogenesisofelementalseleniumnanoparticlesbytwo

environmentalisolatesofBurkholderiafungorum[J].NewBiotechnology,2017,34:1-11.
[31]JAINR,JORDANN,WEISSS,etal.Extracellularpolymericsubstancesgovernthesurfacechargeofbiogenicelementalseleniumnano-

particles[J].EnvironmentalScience&Technology,2015,49(3):1713-1720.
[32]LENZM,KOLVENBACHB,GYGAXB,etal.Sheddinglightonseleniumbiomineralization:Proteinsassociatedwithbionanominerals

[J].AppliedandEnvironmentalMicrobiology,2011,77(13):4676-4680.
[33]LAMPISS,ZONAROE,BERTOLINIC,etal.Delayedformationofzero-valentseleniumnanoparticlesbyBacillusmycoidesSeITE01

asaconsequenceofselenitereductionunderaerobicconditions[J].MicrobialCellFactories,2014,13(1):35-48.
[34]WANGTingting,YANGLiangbao,ZHANGBuchang,etal.Extracellularbiosynthesisandtransformationofseleniumnanoparticlesand

applicationinH2O2biosensor[J].Colloids&SurfacesBBiointerfaces,2010,80(1):94-102.
[35]张霞,肖莹,周巧红,等.微生物燃料电池中产电微生物的研究进展[J].生物技术通报,2017,33(10):64-73.

ZHANGXia,XIAOYing,ZHOUQiaohong,etal.Researchprogressonelectricigensinmicrobialfuelcell[J].BiotechnologyBulletin,

2017,33(10):64-73.
[36]倪红军,陈祥,汪兴兴,等.微生物燃料电池中产电微生物的研究进展[J].现代化工,2017,37(3):46-49.

NIHongjun,CHENXiang,WANGXingxing,etal.Progressresearchofelectricigensinmicrobialfuelcell[J].ModernChemicalIndus-

try,2017,37(3):46-49.
[37]王慧勇,梁鹏,黄霞,等.微生物燃料电池中产电微生物电子传递研究进展[J].环境保护科学,2009,35(1):17-20.

WANGHuiyong,LIANGPeng,HUANGXia,etal.Researchprogressinmicrobialfuelcellsforelectronstransferofelectricigens[J].

EnvironmentalProtectionScience,2009,35(1):17-20.
[38]许志诚,罗微,洪义国,等.腐殖质在环境污染物生物降解中的作用研究进展[J].微生物学通报,2006,33(6):122-127.

XUZhicheng,LUOWei,HONGYiguo,etal.Recentdevelopmentineffectsofthehumicsubstancesonthebiodegradationofpriority

pollutantsinenvironment[J].Microbiology,2006,33(6):122-127.
[39]康丽,郭建博,廉静,等.介体厌氧催化活性艳红K-2BP脱色及构效特性研究[J].环境科学,2011,32(4):1060-1065.

KANGLi,GUOJianbo,LIANJing,etal.Catalysteffectandthestructure-activitycharacteristicsofredoxmediatorsonthereactivebril-

liantredK-2BPdecolorization[J].EnvironmentalScience,2011,32(4):1060-1065.
[40]O'LOUGHLINEJ.Effectsofelectrontransfermediatorsonthebioreductionoflepidocrocite(γ-FeOOH )byShewanellaputrefaciens

CN32[J].EnvironmentalScience&Technology,2008,42(18):6876-6882.
[41]SHYUJBH,LIESDP,NEWMANDK.ProtectiveroleoftolCineffluxoftheelectronshuttleanthraquinone-2,6-disulfonate[J].Jour-

nalofBacteriology,2002,184(6):1806-1810.
[42]郭建博,周集体,王栋,等.固定化蒽醌对偶氮染料生物降解促进作用研究[J].环境科学,2006,27(10):2071-2075.

GUOJianbo,ZHOUJiti,WANGDong,etal.Acceleratingeffectsofimmobilizedanthanquinoneontheanaerobicbiodegradation[J].

EnvironmentalScience,2006,27(10):2071-2075.

38




