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Abstract：To better understand the mechanism of reducing Cr（Ⅵ）, A Cr tolerant strain Bacillus sp. T124 from a heavy metal polluted soil
around a mining area was screened; the efficiency of removing Cr（Ⅵ）, and the reducing products of the strain were studied. Results showed
that Bacillus sp. T124 could effectively remove Cr（Ⅵ）, and the reduction rate was 43.2% in LB medium with an initial concentration of 100
mg·L-1 of Cr（Ⅵ）for 48 h. In addition, among the bacterial electron donor for Cr（Ⅵ）reduction, fructose was the most effective of the six
carbon sources（glucose, fructose, sucrose, lactose, sodium acetate, and mannitol）Cr（Ⅵ）, and the addition of HCO-3 had the most obvious
inhibitory effect on the biological reduction of Cr（Ⅵ）. Scanning electron microscope（SEM）results showed no significant changes in the
morphology of the cells treated with Cr（Ⅵ）. Diffraction of X-rays（XRD）and Raman spectra revealed that the reduction product of Cr（Ⅵ）

was Cr2O3. Fourier transform infrared spectrometer（FT-IR） results showed that alkyl and carboxyl groups and polysaccharides were
involved in the reduction process, and X-ray photoelectron spectroscopy（XPS）analysis suggested that the way to remove Cr（Ⅵ）was
bioreduction rather than biosorption. These results showed that bioreduction was the main process that Bacillus sp. T124 use in removing
Cr（Ⅵ）, and carbon source and coexisting ions were the key factors involved in the process of Cr（Ⅵ）removal by Bacillus sp. T124.
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摘 要：为进一步了解菌株还原Cr（Ⅵ）的机理，从矿区周边重金属污染土壤中筛选出一株对Cr耐受的菌株Bacillus sp. T124，对该

菌株去除Cr（Ⅵ）的效率和Cr（Ⅵ）的还原产物进行了研究。结果表明：Bacillus sp. T124可以有效去除Cr（Ⅵ），在Cr（Ⅵ）初始浓度

为 100 mg·L-1的LB培养基中 48 h还原率达到 43.2%。此外，在作为菌体电子供体的 6种碳源（葡萄糖、果糖、蔗糖、乳糖、乙酸钠和

甘露醇）中，果糖对Cr（Ⅵ）的还原效果最好，在不同共存离子存在条件下，HCO-3的添加对Cr（Ⅵ）的生物还原抑制作用最明显。扫

描电镜（SEM）的结果显示，经Cr（Ⅵ）处理后的细胞形态未发生明显变化；X射线衍射（XRD）和拉曼图谱的分析表明菌株对Cr（Ⅵ）

的还原产物为 Cr2O3；傅里叶红外光谱（FT-IR）的结果表明还原过程有烷基和羧基以及多糖的参与，并且通过X射线电子能谱

（XPS）的分析确定了去除Cr（Ⅵ）的途径为生物还原而非生物吸附。研究表明，生物还原是Bacillus sp. T124去除Cr（Ⅵ）的主要途

径，碳源和共存离子是Bacillus sp. T124对Cr（Ⅵ）还原过程中的关键因素。
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由于在工业中的广泛使用和排放，铬（Cr）成为了

一种常见的环境污染物[1]。Cr在环境中以多种价态存

在，其中最常见和最稳定的是Cr（Ⅵ）和Cr（Ⅲ）[2]。据报

道，Cr（Ⅵ）较Cr（Ⅲ）毒性更高，因为Cr（Ⅵ）具有很高

的稳定性和细胞通透性[3]。因此，Cr（Ⅵ）已被许多国

家指定为首要环境污染物之一[4]。而 Cr（Ⅲ）是维持

人体新陈代谢和体内稳态所必需的，并且 Cr（Ⅲ）具

有较低的毒性、迁移率和生物可利用度，这是因为其

容易在环境中形成不溶的氢氧化物或氧化物[5]。因

此，Cr（Ⅵ）污染的修复策略主要集中在将Cr（Ⅵ）还原

为Cr（Ⅲ）[6]。

近些年，已研究出多种将 Cr（Ⅵ）转化为 Cr（Ⅲ）

的方法，包括物理化学修复以及生物修复[7]。与生物

修复相比，物理化学法快速有效，但存在操作复杂、设

备昂贵和二次污染等缺点[8]。而生物修复由于成本

低、环境友好等突出优势而备受关注[9]。

现已经鉴定并分离出多种具有 Cr（Ⅵ）去除能

力的 微 生 物 ，如 Oceanobacillus oncorhynchi W4[9]、

Bacillus sp. M6[10]、Pseudochrobactrum saccharolyticum

LY10[11]、Desulfovibrio vulgaris [12]、Rhodobacter sp.
GSKRLMBKU–03[13]等。细菌还原Cr（Ⅵ）的机理主要

有两种：一是间接还原，即通过细菌的代谢产物还原

Cr（Ⅵ）[14]；二是直接还原，即通过细菌铬酸盐还原酶

的酶促反应将Cr（Ⅵ）还原为Cr（Ⅲ）[15]。ACKERLEY
等 [16] 研究发现大肠埃希氏菌可产生一种氧不敏

感性的酶——NfsA，这种酶可将 Cr（Ⅵ）直接还原

为 Cr（Ⅲ）。还 有 研 究 发 现 Shewanella oneidensis

MR-1[17] 和 Ochrobactrum sp. [18] 能 将 Cr（Ⅵ）还 原

为 Cr（Ⅲ）。然而，Cr（Ⅵ）生物修复过程的有效性

主要取决于还原的最终产物 [19]，先前的研究很大

程度上忽略了 Cr（Ⅲ）产物的形成过程及对最终产

物的表征分析。

还原产物的表征至关重要，我们不仅需要了解还

原机理，还需要探究还原产物的形态和种类。耐Cr菌
株Bacillus sp. T124分离自长期受铬污染的土壤，本研

究对该菌株还原Cr（Ⅵ）的效率和机理进行探究，并在

最佳条件下评估了该菌株对Cr（Ⅵ）的还原能力。通过

扫描电镜-能谱仪（SEM-EDS）分析菌株和还原产物的

形态，利用X射线衍射（XRD）和拉曼光谱分析还原产物

的构成，利用傅里叶红外光谱（FT-IR）和X射线电子能

谱（XPS）分析还原产物的官能团变化和元素构成，以探

索菌株的性质和还原产物的特征，从而了解Cr（Ⅵ）的

还原机理。

1 材料与方法

1.1 Cr（Ⅵ）还原菌株

从江苏某电镀工厂周边收集的Cr（Ⅵ）污染土壤

中分离出耐受Cr（Ⅵ）且表现出最高Cr（Ⅵ）还原能力

的菌株 T124，16S rDNA基因序列分析将其鉴定为芽

孢杆菌，命名为Bacillus sp. T124。将菌株序列提交至

GenBank 登记获得登录号为 MN511807。LB 液体培

养基组成为：鱼粉蛋白胨 10 g·L-1，酵母浸膏 5 g·L-1，

NaCl 5 g·L-1[20]。将K2Cr2O7溶解于去离子水中以制备

Cr（Ⅵ）的储备溶液（10 g·L-1）[21]。完全抑制细菌生长

的最低金属浓度被认为是最低抑制浓度（MIC），菌株

T124的MIC值被确定为300 mg·L-1。

1.2 Cr（Ⅵ）浓度的测定

向含 100 mg·L-1 Cr（Ⅵ）的 95 mL LB液体培养基

中加入 5 mL活化 12 h后的菌液（OD600=1），将其置于

37 ℃的恒温振荡箱中以 180 r·min-1的转速培养 48 h。
设置无细胞的培养基作为对照，以排除生物作用。所

有实验均设置 3 个平行。分别在第 0、2、4、6、8、10、
12、24 h和 48 h时取出 2 mL样品置于比色管中。样

品中的 Cr（Ⅵ）浓度通过 1，5-二苯碳酰二肼法测

定[22]：将 0.2 g 1，5-二苯碳酰二肼溶解在 50 mL 丙酮

中，随后加入 12.5 mL 85%的磷酸、12.5 mL 95%的浓

硫酸以及 50 mL 的去离子水以获得显色剂；将 2 mL
显色剂添加至取出的 2 mL待测样品中并用无菌水稀

释至 50 mL，在分光光度计上 540 nm处测定混合溶液

中的Cr（Ⅵ）浓度。

1.3 菌株T124还原Cr（Ⅵ）的影响因素

为了对菌株T124还原Cr（Ⅵ）的环境条件进行优

化，在不同碳源和不同共存离子的条件下测定其对

Cr（Ⅵ）的还原率。不同碳源（葡萄糖、果糖、蔗糖、

乳糖、乙酸钠和甘露醇，15 mg·L-1，pH 7.0）下菌株对

Cr（Ⅵ）的还原实验在Minimal salt medium（MSM）培养

基（Na2HPO4 6.0 g·L-1，KH2PO4 3.0 g·L-1，NaCl 0.5 g·
L-1，MgSO4·7H2O 0.246 g·L-1，CaCl2 0.5 g·L-1）中进行，

在含有不同碳源的培养基中分别加入 100 mg·L-1的

Cr（Ⅵ）和 5 mL活化后的菌液，将培养基置于恒温振

荡箱（37 ℃、170 r·min-1）培养 2 d后取出测定Cr（Ⅵ）

浓度。

不同共存离子（NO-3、SO2-4 、HCO-3、Fe3+、Cd2+、Zn2+、

Pb2+）下菌株对 Cr（Ⅵ）的还原在 LB液体培养基中进

行，向各培养基中分别加入共存离子 5 mg·L-1和 15
mg·L-1，不同浓度的共存离子分为两组。随后加入
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100 mg·L-1的Cr（Ⅵ）和 5 mL活化后的菌液，将培养基

置于恒温振荡箱（37 ℃、170 r·min-1）培养 2 d后取出

测定Cr（Ⅵ）浓度。共存离子与LB液体培养基分别于

121 ℃高温灭菌30 min。
1.4 SEM-EDS和XRD分析

通过离心（8 000 r·min-1、20 min）收集反应完全

后的细胞和沉淀物，然后用磷酸盐缓冲液洗涤 3次。

冷冻干燥后的样品研磨后喷金即可上机。利用扫描

电子显微镜&能谱仪（SEM & EDS，日本电子株式会

社 JSM-6360 LA型）对菌株的细胞形态和矿物沉淀的

结构形态进行观察，并且利用能谱仪（EDS）对细胞表

面成分和矿物沉淀成分进行详细的元素分析。

将离心后的沉淀物冷冻干燥并研磨成粉末，然后

与光谱纯KBr以 1 mg样品与 100 mg KBr的比例混合

压片。利用D-MAX2500 型X-射线衍射仪（XRD，日

本理学）对沉淀物中的矿物成分进行测定。测试参

数为电压 40 kV、电流 40 mA，2θ角度范围为 10°~90°，
扫描速率为 0.5°·min-1。使用MDI Jade软件（版本 6，
Materials，Data，Inc，美国）对XRD数据进行分析[23]。

1.5 拉曼光谱分析

利用 LabRAM HR 型拉曼光谱仪（Horiba-Jobin，
日本）分析与细菌细胞相关联的还原产物。制样方法

同1.4，将2 mg样品粉末直接粘在双面碳导电胶上，测

试参数为激发波长 532 nm，分辨率为（2±1）cm-1，测量

范围为 250~3 000 cm-1，使用最大倍数（50倍）重复收

集[24]。

1.6 FT-IR和XPS分析

将反应完全后的样品以 10 000 r·min-1 离心 20
min，得到的细胞重悬于100 mL 0.05 mol·L-1的磷酸盐

缓冲液中（PBS，pH 7.0），充分搅拌，形成均匀的细胞

悬液，然后再以 10 000 r·min-1离心 15 min。重复上述

步骤 3次。将离心后的沉淀冷冻干燥并研磨成粉末，

然后与光谱纯KBr以 1 mg沉淀粉末与 100 mg KBr的
比例混合压片，在 10 t·cm-2下静压 2 min。采用 Per⁃
kin-Elmer-Spectrum One 型傅里叶变换红外光谱仪

（Nicolt A vatar 370，美国尼高力仪器公司）收集波长

范围为 4 000~400 cm-1 处的红外光谱数据，扫描准确

度为4 cm-1[25]。

利用 PHI-5000 Versaprobe Ⅲ型X射线光电子能

谱仪（XPS，日本）分析沉淀物中Cr的价态。测试参数

为扫描周期 2周期，扫描次数 5次，范围 200 μm，分析

仪模式为55 eV和280 eV，能量步长为0.05 eV[26]。

1.7 统计分析

采用 SPSS 23进行数据统计分析，采用单因素方

差分析（One-way ANOVA）和最小显著差异检验

（LSD）确定变量之间的差异显著性（P<0.05）。采用

Origin 2020绘图。

2 结果与讨论

2.1 Bacillus sp. T124还原Cr（Ⅵ）

如图 1a所示，在接种细菌后的 12 h内，溶液中的

Cr（Ⅵ）浓度快速降低，接种12 h时的Cr（Ⅵ）去除率达

到了 26.9%；在 12~48 h内去除率仍在升高，但是速率

降低，营养盐被消耗导致的细菌生长量和活性降低可

能是 Cr（Ⅵ）还原速率降低的原因之一。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[27]。另外从图1b中可以明显看出反应48 h
后紫色明显变淡，这表明Cr（Ⅵ）浓度明显降低，菌株

对Cr（Ⅵ）的还原效果显著。XU等[28]在对小球藻去除

Cr（Ⅵ）的研究中发现，在最初的30 min内小球藻快速去

除Cr（Ⅵ），随后去除速率趋于平稳。DAS 等[29]也发

图1 Bacillus sp. T124在48 h内对Cr（Ⅵ）的还原和还原前后溶液颜色的变化

Figure 1 Reduction of Cr（Ⅵ）by Bacillus sp. T124 within 48 h and change of solution color before and after reduction
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现，在 Bacillus amyloliquefaciens存在的 45 h 内，初始

Cr（Ⅵ）浓度越低，其还原速率越高，在 Cr（Ⅵ）浓度

为 10 mg·L-1时的还原速率快于Cr（Ⅵ）浓度为 50 mg·
L-1 和 100 mg·L-1 时的情况。当 Cr（Ⅵ）初始浓度为

100 mg·L-1时，Bacillus sp. T124具有较高的Cr（Ⅵ）去

除能力，在 48 h内对Cr（Ⅵ）的去除率为 43.2%。在对

照组中Cr（Ⅵ）浓度从 101.32 mg·L-1降低至 87.72 mg·
L-1，这可能是 Cr（Ⅵ）在弱碱性条件下被还原和设

备仪器的误差导致的，因此可以忽略非生物因素对

Cr（Ⅵ）去除的影响，说明 Bacillus sp. T124 可以从溶

液中去除Cr（Ⅵ）。

2.2 碳源和共存离子对 Bacillus sp. T124还原 Cr（Ⅵ）

的影响

菌株生长过程中必需的物质之一是碳源，不同碳

源可能会对菌株还原 Cr（Ⅵ）有不同影响，在MSN介

质中研究了 6 种不同碳源（葡萄糖、果糖、蔗糖、乳

糖、乙酸钠和甘露醇）作为电子供体对菌株T124还原

Cr（Ⅵ）的影响，结果如图 2a 所示。在接种 Bacillus

sp. T124的 2 d后，葡萄糖、果糖、蔗糖、乳糖、乙酸钠

和甘露醇作为电子供体对 Cr（Ⅵ）的去除率分别为

53.50%、76.59%、52.24%、10.28%、53.50% 和 19.24%
（P<0.05），表明在这 6种碳源中，果糖是最合适的电

子供体。葡萄糖、蔗糖以及乙酸钠作为电子供体时的

还原效果也较好，乳糖和甘露醇则不适合作为菌株还

原Cr（Ⅵ）的电子供体。TAN等[30]发现果糖作为电子

供体时，Bacillus sp. CRB-B1 对 Cr（Ⅵ）的去除率最

高，葡萄糖和蔗糖次之，其结论与本实验相同。而

DAS等[29]在利用Bacillus amyloliquefaciens还原Cr（Ⅵ）

时则发现葡萄糖是最合适的碳源，其次是果糖。DEY
等[31]发现 Arthrobacter利用甘油作为电子供体的效果

最好，而蔗糖作为电子供体的效果最差。这说明不同

的菌株对碳源的适应程度不同，Bacillus更偏向于选

择果糖或葡萄糖作为电子供体[32]。

共存离子可能造成竞争效应从而影响Cr（Ⅵ）的

还原[33]。本研究中 3种含氧阴离子和 4种重金属离子

（NO-3、SO2-4 、HCO-3、Fe3+、Cd2+、Zn2+和 Pb2+）对菌株 T124
还原Cr（Ⅵ）的影响结果如图 2b所示。共存离子的添

加对Cr（Ⅵ）的生物还原具有抑制作用，具体抑制效果

为HCO-3>Cd2+>Pb2+>Zn2+>SO2-4 >NO-3>Fe3+，其中HCO-3的

抑制效果最为明显。重金属离子可以降低菌株的活

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[34]。Pb2+和Cd2+对Cr（Ⅵ）还原过程的抑制作

用尤为明显，说明菌株T124可能对Pb和Cd的耐受性

较低，Pb2+和Cd2+的存在影响了菌株T124的电子转移

效率，使菌株不能产生足够的还原酶来还原Cr（Ⅵ）。

TAN 等[30]发现，在加入 15 mg·L-1 的 Cd2+后，Bacillus

sp. CRB-B1对Cr（Ⅵ）的去除率降低了25%。

2.3 SEM-EDS和XRD分析

细菌细胞的 SEM-EDS分析结果见图 3。在 5 000
倍放大倍数下，不含Cr（Ⅵ）的细菌细胞为长杆状，表

面平坦且无孔（图3a）。EDS的结果表明，未经Cr（Ⅵ）

处理的细菌样品中不含 Cr（Ⅵ）。如图 3b 所示，经

Cr（Ⅵ）处理后的Bacillus sp. T124的细胞形态无明显

变化，没有破裂和穿孔，这表明浓度为 100 mg·L-1的

Cr（Ⅵ）不会对细菌产生严重的毒害作用，该菌株可以

耐受高达 100 mg·L-1的Cr（Ⅵ）；另外还观察到一些无

定形物质结垢附着在细胞表面，其可能是 Cr（Ⅵ）生

物还原过程中的还原产物。本研究进一步对附着在

细胞表面的无定形物质进行了EDS分析，结果在无定

形物质中检测到了元素Cr。由于EDS检测的X射线

能量很高，并且可以穿透薄细菌细胞样品，所以在消

除其他干扰成分后，细胞表面的无定形颗粒物可以被

不同字母表示处理间差异显著（P<0.05）
Different letters indicate significant differences among treatments（P<0.05）
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图2 不同碳源和不同共存离子对Bacillus sp. T124还原Cr（Ⅵ）的影响
Figure 2 Effects of different carbon sources and co-existing ions on the reduction of Cr（Ⅵ）by Bacillus sp. T124
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视为含Cr物质。SEM-EDS证实了检测到的细胞表面

有含Cr化合物的存在。LI等[35]在用 SEM-EDS分析经

过 Cr（Ⅵ）处理 48 h的 Pseudochrobactrum saccharolyti⁃

cum W1细胞时发现，浓度为 200 mg·L-1的 Cr（Ⅵ）不

会对菌株产生毒害作用，菌株的细胞形态没有变化，

并且还发现细胞表面的无定形颗粒为含Cr物质。而

有些细胞会因为 Cr 的存在而发生形态变化[36]，如

CHEN 等[25]在分析了 Cellulosimicrobium funkei AR8 的

细胞形态后发现，未经 Cr（Ⅵ）处理的细胞具有规则

光滑的表面，而经Cr（Ⅵ）处理后的细胞是不规则、凹

陷、起皱的形态，并且带有一些穿孔。Bacillus sp.
T124在经过高浓度的 Cr（Ⅵ）处理后，细胞形态未有

明显变化，这表明 Bacillus sp. T124具有 Cr（Ⅵ）的高

耐受性。

为了确定 Cr（Ⅵ）还原过程中 Cr（Ⅲ）的形成，通

过XRD扫描了经过 Cr（Ⅵ）处理的细菌细胞，结果如

图 3c 所示。经过 Cr（Ⅵ）处理生成的产物在 2θ为
21.3°、31.66°和 38.44°处显示出 3个明显的Cr2O3沉淀

峰，在使用标准 JCPDS（参考代码 01-084-0312）对比

后证实了Cr2O3的存在，故可认为产物中存在Cr（Ⅲ），

且其是由Cr（Ⅵ）被Bacillus sp. T124部分还原形成的。

CHEN等[25]在利用XRD扫描经 Cr（Ⅵ）处理的细菌细

胞后发现，在 2θ 为 24.54°、33.66°、36.26°、39.83°、
41.55°、44.27°、50.31°和54.95°处也出现了明显的Cr2O3
沉淀峰。DHAL等[37]在研究从铬铁矿土壤中分离出的

Bacillus sp.还原 Cr（Ⅵ）时也发现了相似的 Cr（Ⅲ）沉

淀。MOHITE 等 [38]报道了 Schwanniomyces occidentalis

介导的 Cr（Ⅵ）到 Cr（Ⅲ）纳米颗粒的生物转化，并通

过XRD分析得到了证实。而在KARTHIK等[24]的报道

中发现，Pseudomonas aeruginosa strain G12处理Cr（Ⅵ）

后，Cr的峰主要出现在了 27.4°、31.7°、45.8°和 53.9°，
对应于这些峰的晶体组成与 CrCl3 相似，因此推断

图3 Cr（Ⅵ）处理前（a）后（b）Bacillus sp. T124的SEM-EDS图像（×5 000倍）和Cr（Ⅵ）处理后（c）Bacillus sp. T124的XRD图像
Figure 3 SEM-EDS patterns（×5 000 times）of Bacillus sp. T124 of before（a）Cr（Ⅵ）treated cells and after Cr（Ⅵ）

treated cells（b）XRD pattern of Bacillus sp. T124 of Cr（Ⅵ）treated cells（c）
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Cr（Ⅵ）确实被还原为了Cr（Ⅲ），且Cr（Ⅲ）与Cl-复合

在细菌表面形成了CrCl3。
2.4 拉曼光谱分析

拉曼光谱法是表征涉及分子结构和重金属基络

合物的强大工具，因此为了检测细菌还原后 Cr可能

的价态，通过拉曼光谱分析了经 Cr（Ⅵ）处理后的细

菌细胞[30]。如图 4所示，Cr（Ⅵ）处理后的细胞及其相

关产物在 600 cm-1处显示出清晰的特征峰，该峰与

标准 Cr（Ⅲ）相对应。拉曼光谱分析的结果表明

Bacillus sp. T124 确实还原了 Cr（Ⅵ），并且细胞固定

的 Cr 为 Cr（Ⅲ）。WANG 等 [39]利用共振拉曼光谱法

和表面增强拉曼光谱法在单细胞水平上分析了

Shewanella oneidensis 对 Cr（Ⅵ）到 Cr（Ⅲ）的影响。

RAVINDRANATH 等[40]用表面增强拉曼光谱法证实

了 S. oneidensis MR - 1 细 胞 内 Cr（Ⅵ）的 减 少 。

KARTHIK 等[41] 也 报 道 了 Cellulosimicrobium funkei

AR6在经Cr（Ⅵ）处理后，细胞在拉曼图谱中 600 cm-1

附近区域显示出强烈的特征峰。对Bacillus amyloliq⁃

uefaciens的 Cr（Ⅵ）还原产物（沉淀物）进行拉曼光谱

分析发现，在 600 cm-1附近区域存在Cr（Ⅲ）峰[30]。因

此，拉曼光谱的分析结果进一步证实了 Bacillus sp.
T124将Cr（Ⅵ）还原为Cr（Ⅲ）。

2.5 FT-IR和XPS分析

重金属离子与细菌细胞的相互作用很大程度上

取决于细菌细胞活性位点上的官能团。因此，为了研

究 Cr与微生物相互作用中可能涉及的官能团，在对

照细胞和Cr（Ⅵ）处理后的细胞中进行了FT-IR分析。

FT-IR光谱记录了 4 000~400 cm-1波长范围的图像，

如图 5a所示。将对照细胞与Cr（Ⅵ）处理的细胞对比

发现，Cr（Ⅵ）处理的细胞在不同波长下显示出了几处

不同强度的谱带。例如 C H链烷烃由2 925 cm-1处

变为 2 924 cm-1，2 852 cm-1处是代表 C H伸缩振动

的吸收峰 [27]。酰胺Ⅰ带的 CO NH 和酰胺Ⅱ带的

N H/C H吸收峰分别从1 650 cm-1和1 541 cm-1处移

动至1 653 cm-1和1 542 cm-1处[22，30]。对称振动 COOH
的特征峰由 1 403 cm-1 处移动到了 1 454 cm-1 处[42]。

对应于C OC（醚基基团）和 C H的吸收峰从1 074
cm-1和 699 cm-1处移动到了 1 045 cm-1和 700 cm-1[43]。

Cr（Ⅵ）处理后，从光谱中检测到生物质上官能团的 4
个变化：第 1个变化为 2 925 cm-1处烷烃吸收峰变尖，

金属离子含量增加，代表烷烃参与了 Cr（Ⅵ）的还原

过程[26]；第 2个变化是 2 852 cm-1处吸收峰的增强，这

是C H的拉伸，再次表明还原Cr（Ⅵ）的过程有烷烃

的参与；第 3个变化是 1 403 cm-1处羧基吸收峰的左
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移，这是羧酸盐官能团与金属阳离子配位络合的典

型现象[28]，在本研究中该现象可能是由于 Cr（Ⅲ）与

羧酸酯基团络合而产生的；第 4个变化是 1 074 cm-1

处 C OC的左移且吸收峰减弱，这可能是由于多糖

参与了Cr（Ⅵ）的还原。VILLAESEUSA等[44]在使用葡

萄秸秆吸收铜和镍离子的类似研究中也表明，C OC
可能与金属离子的去除有关。本研究结果表明，烷基

和羧基以及多糖参与了Cr（Ⅵ）的还原并且可以与Cr
配位以减少Cr（Ⅵ）对细菌细胞的毒性[45]。

XPS是研究 Cr（Ⅵ）还原过程中 Bacillus sp. T124
细胞中的官能团和元素 Cr化合价的有效分析方法。

如图 5b所示，从 Bacillus sp. T124的XPS调查光谱中

监测到 3 个主要峰，分别位于 286.31、400.63 eV 和

532.83 eV处，分别代表C 1s、N 1s和O 1s[46]。此外，在

579 eV和48 eV处发现了两个弱峰，分别代表Cr 2p和

Cr 3p。如图 5c所示，在 587.63 eV（Cr 2p1/2）和 577.50
eV（Cr 2p3/2）附近出现了两个不同的峰（从 Cr光谱获

得），表明Cr（Ⅵ）还原产物的化合价主要为Cr（Ⅲ）[47]。

同时也证明Bacillus sp. T124是通过还原而非吸附的

方式去除了环境中的 Cr（Ⅵ）[48-49]。YAO等[21]在利用

XPS分析 Pseudomonas umsongensis CY-1还原 Cr（Ⅵ）

和Hg（Ⅱ）的产物化合价时得出了与本研究相似的结

论。BAI等[50]在利用XPS分析经过Cr（Ⅵ）处理的Caldi⁃

cellulosiruptor saccharolyticus时发现 Cr 2p1/2 和 Cr 2p3/2
存在分裂，形成了不同的还原产物，这证明了使Cr（Ⅵ）

减少的途径是还原而非吸附。以上结果进一步证

明 Bacillus sp. T124 对 Cr（Ⅵ）的去除是通过生物还原

这一途径实现的，并且Cr的还原产物主要为Cr（Ⅲ）。

2.6 Bacillus sp. T124对Cr（Ⅵ）的去除机制

由本课题组前期研究可知[50]，Cr（Ⅵ）还原的过程

主要在细胞外进行。对于特定的还原位点，菌株的每

个组分均具有还原 Cr（Ⅵ）的能力，但是每个组分的

单独还原能力完全不同。现已知的Cr（Ⅵ）去除机制

有生物吸附、细胞内积累和生物还原[51]，其中由还原

酶在细胞壁膜上介导的生物还原是Bacillus sp. T124
去除 Cr（Ⅵ）的主要途径，Bacillus sp. T124 分泌的还

原酶大多数在细胞外实现对 Cr（Ⅵ）的还原，可能是

Cr（Ⅵ）的毒性限制了细胞内还原的过程[52]。SILVER
等[53]发现在利用硫酸盐的生物细胞中，Cr（Ⅵ）是通过

硫酸盐转运通道的膜被吸收。另外有研究表明，细胞

外还原的Cr主要是水溶性有机Cr（Ⅲ），这些Cr（Ⅲ）

无法渗透进入细胞内[54]，而部分在细胞内被储存于细

胞质中的 Cr（Ⅲ）是由 Cr（Ⅵ）还原而来。AHEMAD

等[55]也发现Cr通过质粒转运至细胞质，慢慢地在细胞

内积累，细胞内的个别成分（有机酸、核酸和氨基酸等）

可作为电子供体，而Cr（Ⅵ）作为电子受体接受电子后

还原为Cr（Ⅲ）。总体来说，细胞表面还原的Cr（Ⅵ）通

常有一部分会被释放到上清液中或者被官能团所吸

附[56]，因此细胞外Cr（Ⅵ）的还原对菌本身起到了间接

的保护作用，并且在Cr（Ⅵ）的转移中不需要消耗额外

的能量[57]。

通常不同细菌对 Cr（Ⅵ）的还原机制有所差别，

影响还原的因素也有所不同。例如，有些细菌会利用

Cr（Ⅵ）作为最终的电子受体，有些细菌则会利用分泌

的可溶性酶将Cr（Ⅵ）还原为Cr（Ⅲ）[58]。此外，CHEN
等[59]指出蜡状芽孢杆菌对Cr（Ⅵ）的还原与细胞壁膜

有关，在本研究中静止细胞较渗透细胞对 Cr（Ⅵ）的

还原量高出 10.5%，也验证了这一结论，说明 Cr（Ⅵ）

的还原受限于细胞壁膜的通透性。肖伟等[60]也发现

细胞壁膜的通透性可以对 Cr（Ⅵ）还原酶的作用

产生影响。XRD和拉曼分析进一步证明了在细胞膜

上Bacillus sp. T124将Cr（Ⅵ）还原为Cr（Ⅲ），且还原产

物为Cr2O3，由 FTIR的结果得出烷基、羧基以及多糖

参与了 Cr（Ⅵ）的还原，减轻了 Cr（Ⅵ）对细菌细胞

的毒性。XPS分析为证明Cr（Ⅵ）的还原产物主要为

Cr（Ⅲ）提供了更多的依据，并且说明Bacillus sp. T124
对 Cr（Ⅵ）的去除途径是生物还原而非吸附，此结果

和YAO等[61]得到的反应机制一致。

3 结论

（1）Bacillus sp. T124能有效去除Cr（Ⅵ），在 48 h
内可去除43.2%的Cr（Ⅵ）。

（2）Bacillus sp. T124对 Cr（Ⅵ）的还原效果主要

受碳源和共存离子的影响。添加共存离子对Cr（Ⅵ）

的还原产生了抑制作用，其中HCO-3的抑制效果最为

明显。

（3）表征分析结果进一步证实了 Bacillus sp.
T124对Cr（Ⅵ）的去除主要是通过生物还原这一途径

实现的，并且Cr的还原产物主要为Cr（Ⅲ）。
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