
书书书

第
!"

卷 第
!

期 地球科学!!!中国地质大学学报
#$%&!"

!

'$&!

()**

年
+

月
,-./01234524

!

6$7.5-%$89035-:53;4.<3/

=

$8>4$<234524< ?-

=!

()**

@$3

"

*)&!ABB

#

@

C

DE&()**&)"*

基金项目!国家杰出青年科学基金项目$

'$&F)F(+))*

%&国家自然科学基金重点项目$

'$&F)G!)AFG

%

&

作者简介!杨会$

*BG(H

%'女'硕士研究生'研究方向为环境地球化学
&,IJ-3%

"

0

=

+!)((

!

*"!&2$J

土著微生物参与下河套平原地下水中砷的还原作用

杨
!

会*

!

(

!王焰新(

!谢先军(

!段萌语(

*&

中国地质科学院岩溶地质研究所!广西桂林
+F*))F

(&

中国地质大学环境学院!教育部生物地质与环境地质重点实验室!湖北武汉
F!))AF

摘要!为查明土著微生物活动对高砷地下水形成的影响'利用河套平原高砷地下水中分离出的土著微生物$

KL))(

%进行了微

宇宙实验研究
&

实验结果表明"高砷地下水中加入的葡萄糖提供了微生物生长所需要的碳源'微生物大量繁殖'分泌的有机酸

使溶液的
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'占总砷质量浓度的
**&(T

'在加入微生物和葡萄糖后'

在缺氧和有氧条件下'
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%的质量浓度分别为
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'占总砷质量浓度的
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微宇宙实验说明地下

水中的土著微生物能将
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砷是一种致癌物质'长期饮用高砷地下水会导

致各种与砷有关的疾病出现$
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地

下水砷污染在世界范围内广泛存在'已成为人们关

注的重点
&

近年来'由于过度开采地下水'在印度和

孟加拉发生了严重的污染事件'威胁着
!"))

万人

的生命与健康
&

水中砷的存在形式有很多种'包括

无机砷化物和有机胂化物
&

其中无机砷化物主要以

P<

$

QQQ

%和
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%的形式存在&有机砷化物包括"甲

基胂酸盐(二甲基胂酸盐等$
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越来越多的研究表明'微生物在砷的迁移(转

化过程中起了关键作用$
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杨会等"土著微生物参与下河套平原地下水中砷的还原作用

了天然水体中砷的不同形式之间的转化过程'主要

是
P<

$
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%和
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QQQ

%之间的氧化还原作用$
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异化还原菌$

OP\U

%在砷的地球化学循

环中起着重要作用$
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%通过模拟实验'证明了微生物的活动能

够加快砷的释放
&Q<%-J(%,/&

$
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%对印度孟加拉

地区被砷污染的含水层中的沉积物的研究表明'金

属还原细菌与有机碳的利用与沉积物中固相的
_4

$

QQQ

%和
P<

$

#

%的还原和迁移是相关的'证明厌氧微

生物在孟加拉三角洲的沉积物中砷的释放过程中起

关键作用
&

本文对河套平原高砷地下水中的土著耐砷细菌

进行了筛选和鉴定'并利用分离的土著细菌进行模

拟实验'研究了在缺氧和有氧两种环境中'微生物对

水体中砷的形态的影响
&
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材料与方法
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培养基与试剂

采用普通培养基对高砷含水层系统中的土著微

生物进行分离'普通培养基配方如下"每升蒸馏水中

添加
*)

R

蛋白胨'

!
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牛肉膏'

+

R

'-9%
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R

琼脂
&

质量百分数为
*+T

的
'-NL

溶液调节
M

L

至
A&(

#

A&F&

在培养基中加入不同浓度梯度的亚砷酸钠溶液

$

P<

的浓度在
)

#

*)))J
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S

%'以获取耐砷细菌
&

=>?

!

土著耐砷菌的培养与纯化

河套平原是一个长期下沉(盐分高度富集的封

闭湖积环境'地下水的形成(含水层的结构(分布及

富水性都受到以湖相为主的古地理环境和黄河泛滥

改道的影响
&

用于土著耐砷菌培养的水样采自河套

平原西部的杭锦后旗沙海乡五星村二社有癌症患者

家旁的手压井$图
*

%'总砷含量为
G)"&!

"
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#

S&

采用

*)

倍稀释法获得
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H*

(
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(

*)

H+
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H"

的水样稀释溶液
&

细菌的培养选取
*)

HF

(
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H+

(

*)
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!

种体积分数的稀释液进行接种
&

在
(A`

下培养'

直到平板上长出细菌
&

对培养出的耐砷菌再次稀释(

涂布(培养得到单个菌种
&

=>@

!

细菌总
AB+

提取

将纯化好的细菌接种到液体培养基中'于
(A`

不振荡培养
(F

#

FG0

'以获得适量的菌体
&

取

*&+JS

培养物离心
+J35

'在沉淀物中加入
*&+JS

1[,

缓冲液$缓冲液含
*)JJ$%

#

S[.3<I9%

'
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*JJ$%
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图
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采样点位置
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R

&* 13/4$8<-J

M
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R

'-9%

%'于涡旋混合仪上重悬洗涤一次'离心弃上清

液'再加入
)&"JS[,

缓冲液$缓冲液含
*)JJ$%
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'

M

LG&)

&

*JJ$%

#

S,O[PI'-

(

'

M

LG&

)

%

&

每管中加入体积百分数为
*)T

的
1O1"+

"

S

'剧

烈震荡后于
"+`

水浴加热
+

#

GJ35

'至溶液变清
&

向溶液中加入等体积的酚氯仿抽提
!

次'每次充分

混匀后'

*))))

转#
J35

离心
(+J35

'取上清液
&

在上

清液中加入
*)T

体积的
!?

的
'-P2

溶液'再加入

等体积的无水乙醇'

*!)))

转#
J35

离心
*)J35&

用

体积百分数为
A)T

的乙醇
F))

"

S

洗涤一次'自然

晾干
&

将
O'P

溶于
*))

"

S[,

溶液中'加入终浓度

为
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"

R

#

JS

的
\'-<4*&+
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S

于
!A`

水浴加热

!)J35

'去除
\'P

'于
H()`

保存备用
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聚合酶链式反应"

3D!

#和
=EF,AB+

的扩增

用上述提取到的基因组
O'P

作为
U9\

模板'

扩增近全长的
*"1.O'P

'正向引物
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%'反 向 引 物
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扩增条件"

BF`

预变性
+J35
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BF`

变性
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退火
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延伸
*J35
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个循环后

延伸
*)J35&

扩增产物采用质量百分数为
*T

的琼

脂糖凝胶电泳检测是否扩增到目的基因片段
*"1

.O'P&

将剩余的
U9\

扩增产物由上海英骏生物技

术有限公司直接测序
&

并将测序结果用
bSP1[

软

+B+
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中的
*"1.O'P

序列进行同源性比

较'通过邻接法构建进化树
&
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微生物对水中砷形态转化实验

将前面从地下水中分离的一株细菌
KL))(

用

于本实验中
&

其步骤如下"用接种环取一定量的细菌

KL))(

到
F

瓶装有
!)JS

的液体培养基中培养'在

摇床上以
*+)

转的速度振荡培养
!@

'以获得较大的

生物量
&

将从野外采回的高砷地下水过滤后取

F))JS

分装到
(

个
+))JS

的三角瓶中'一半加入

占水样体积
"T

的葡萄糖
(F

R

作为碳源'灭菌后备

用
&

取
*)JS

菌悬液加入灭过菌的部分水样中'一

半的水样每天通氮气
!)J35

'另一半水样不通氮气'

分别模拟缺氧和有氧两种情况
&

按照设计的时间培

养
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F
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取样
&

取样后立即测水样的
M

L

和

NO

值'将剩余的水样冷冻离心后用阴离子交换柱

分离
P<

$

QQQ

%和
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$

#

%$

S4(%,/&
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%'并用原子

荧光光度计测总砷和
P<

$

QQQ

%的浓度
&
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结果与分析
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进化树分析

笔者从高砷地下水中分离了一株细菌
KL))(

'

并进行了测序'根据测序结果进行了进化树分析
&

与

KL))(

作进化树分析的细菌如下"
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根据
?455-(%,/&
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%提

出的方法'进化树是使用
?4

R

-F&)

软件中的
'43

R
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Y$.I6$3535

R

方法绘制的'重复次数为
*)))

次'其结

果如图
(&

从图
(

中可以看到'

KL))(

与
,_!AA!)!

具有最大的相似性'达到
BAT&

根据
1/-2D4Y.-5@/

-5@ >$4Y4%

提出的 $

1/-2D4Y.-5@/-5@ >$4Y4%

'

*BBF

%相似性达到
BAT

'就可以认为这两种不同的

菌种可能属于同一种'而
,_!AA!)!

只鉴定到属'未

鉴定到种'所以笔者只能认为
KL))(

属于杆菌
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%对湖底水域中的微生物进

行了原位多样性表征时'指出
b-23%%7<

是主要的菌

种'与本研究的结果一致
&

图
(

!

KL))(

与
*"1.\'P

构建的进化树
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HA

值变化

NO

值的变化可以反应出溶液中生物量的变

化
&

从图
!

中可以看到'灭菌后菌液的最初
NO

值为

)&)+

左右'加入微生物后生物量增加'并且在加入

碳源后'微生物的生物量增加的更多'并在培养
A

天

后达到最大值
&

在氮气和有氧环境下'最大
NO

值分

别为
)&*BG

和
)&(B*

'这说明菌株
KL))(

在有氧环

境中比在缺氧环境中生长的更快
&

在氮气环境下'生

物量在培养
(F0

后就达到
)&*A"

'随时间变化的幅

度不是很明显
&

在有氧环境下'微生物在第
*

天到第

(

天变化不是很明显'从培养
(

天到培养
F

天生长

的比较迅速'

NO

值从
)&(*!

增加到
)&(A"

'在培养

F

天后微生物生长变得较缓慢
&
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值变化

微生物新陈代谢会分泌大量的有机酸'从而导

致溶液的
M

L

值下降
&

从图
F

中可以看出'在不加微

生物和葡萄糖时'溶液的
M

L

值均为
B&(

左右
&

当微

生物和葡萄糖分别加入时'

M

L

均有所降低
&

当微生

物和葡萄糖同时加入时'溶液的
M

L

值变化更明显'

特别是在有氧环境下'

M

L

值最低降到
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?>C

!

砷形态变化

笔者研究了杆菌
KL))(

对地下水中砷形态的改

变
&

水样经高温灭菌后主要是
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为
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'占总砷浓度的
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'如图
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'在氮气环

境下'
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QQQ

%浓度从培养
(
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天增加的较

快
&

当加入微生物后'在氮气环境下'

P<

$

QQQ

%浓度从第
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A

天增加的较快'从
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的培养后'

P<

$

QQQ
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的浓度就达到了
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#

S&

葡萄糖作为碳源被加入

时'微生物将
P<

$

#

%还原成
P<

$

QQQ

%的现象更明显
&

在

氮气环境中'溶液中
P<

$

QQQ

%的最高浓度为
(AG
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'

占总砷的
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在有氧环境中'溶液中
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对地下水中砷形态影响的
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值增
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在氮气环境

中'溶液中
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实验说明地下水中砷

的形态受微生物活动的影响'微生物能将地下水中

的
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%还原成毒性更强的
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>30.35

R

'

[&?&

'

O.7<204%

'

>&]&

'

?22%4<D4

=

'

\&b&

'

4/-%&

'

())*&\-

M

3@-.<453/4$E3@-/3$5Y

=

/04.J7<-

C

7-/327<-5@

/04.J7</04.J$

M

03%7<

"

834%@-5@%-Y$.-/$.

=

35;4</3

R

-I

/3$5<&9#:&-)#7(#%,/85&(#5(,#6F(53#)/)

01

'

!+

"

!G+A

H!G"(&

L4.Y4%

'

?&

'

_45@$.8

'

1&

'

())"&b3$

R

4$204J32-%

M

.$24<<4<

2$5/.$%%35

R

/04<

M

423-/3$5-5@/.-5<

M

$./$8-.<4532Z3/0I

353.$52$-/4@<-5@<&23(7&5,/.()/)

01

'

((G

$

*H!

%"

*"

H!(&

L7J-

=

$75

'

1&b&

'

b-5$

'

'&

'

L$%%3Y-7

R

0

'

6&[&

'

())!&O4

M

/0

@3</.3Y7/3$5$8J32.$Y3-%@3;4.<3/

=

35 ?$5$ S-D4

'

-

J4.$J32/32<$@-%-D4359-%38$.53-&4

BB

/&(6,#69#:&C

-)#7(#%,/;&5-)>&)/)

01

'

"B

"

*)!)H*)F(&@$3

"

*)&

**(G

#

P,?&"B&(&*)!)H*)F(&())!

Q<%-J

'

_&1&

'

>-7%/

'

P&>&

'

b$$/0J-5

'

9&

'

4/-%&

'

())F&\$%4

$8J4/-%I.4@7235

R

Y-2/4.3-35-.<4532.4%4-<48.$Jb45

R

-%

@4%/-<4@3J45/<&G,%'-(

'

F!)

"

"GHA*&

]-<-5

'

L&9&

'

*BB!&[04.$%4$8Z-</4-2/3;-/4@<%7@

R

4-5@

Y-2/4.3-35J4/-%H3$5.4J$;-%8.$J<$%7/3$5&9#:&-)#C

7(#%,/85&(#5(,#6F(53#)/)

01

'

(!

$

*

%"

ABH**A&

]-/<$

=

3-553<

'

Q&

'

d$7Y$7%3<

'

P&

'

P%/0$88

'

L&

'

4/-%&

'

())(&P<

$

QQQ

%

.4J$;-%8.$J

R

.$75@Z-/4.<7<35

R

83E4@IY4@7

M

I

8%$ZY3$.4-2/$.<&23(7)$

B

3(-(

'

FA

"

!(+H!!(&

S4

'

W&9&

'

K-%235

'

1&

'

?-

'

?&

'

()))&1

M

423-/3$5$8<7YJ32.$I

R

.-J

M

4.%3/4.%4;4%<$8-.<453235Z-/4.

"

$5I<3/4<

M

4234<

<4

M

-.-/3$535/4

R

.-/4@Z3/0<-J

M

%42$%%42/3$5&9#:&-)#C

7(#%,/85&(#5(,#6F(53#)/)

01

'

!F

"

(!F(H*!FA&

?455-

'

U&

'

L75

R

.3-

'

?&

'

b-.24%%$<

'

_&>&

'

4/-%&

'

())"&?$I

%427%-.

M

0

=

%$

R

45

=

Y-<4@$5/04*"1.\'P

R

454$84%3/4

.03̂$Y3-%</.-35<7<4@35b.-̂3%3-52$JJ4.23-%35$27I

%-5/<&8

1

$%(7,%&5,#64

BB

/&(6 ;&5-)>&)/)

01

'

(B

$

F

%"

!*+H!!(&@$3

"

*)&*)*"

#

X

&<

=

-

M

J&())+&*(&))(

'

R

'

6&9&

'

V-5

R

'

6&U&

'

10.-3J

'

P&

'

())!&P

R

%$Y-%04-%/0

M

.$Y%4J2-7<4@Y

=

-.<45328.$J5-/7.-%<$7.24<&23(7)C

$

B

3(-(

'

+(

"

*!+!H*!+B&

N.4J%-5@

'

\&1&

'

1/$%̂

'

6&_&

'

())+&P.<4532

'

J32.$Y4<-5@

2$5/-J35-/4@-

C

7384.<&F-(#6$&#;&5-)>&)/)

01

'

*!

$

(

%"

F+HFB&

1/-2D4Y.-5@/

'

,&

'

>$4Y4%

'

b&?&

'

*BBF&[-E$5$J325$/4

"

-

M

%-248$.O'PIO'P.4-<<$23-/3$5-5@*"1.\'P<4I

C

74524-5-%

=

<3<35/04

M

.4<45/<

M

4234<@48353/3$535Y-2I

/4.3$%$

R=

&"#%(-#,%&)#,/H)'-#,/8

1

$%(7,%&5?,5%(-&)/)C

01

'

FF

$

F

%"

GF"HGFB&

GB+


