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生物 (细菌 )对微量金属元素吸收固定作用的

模拟实验及其机理探讨①

王璞君① 孙利炜② 常 平① 王东坡①

(①长春地质学院
,

②长春市儿童医院 )

摘要 雷氧或兼性厌氧细 菌对 F e 、

C u 、

Z n 、

M 。 四种金属元素的吸收 固定作用实验结果

表明
,

细 菌对全属元素有明显的富集作用
.

其富集途径主要是通过生物化学沉淀
,

其次为菌

休吸收
。

在含有金属元素和细 菌的浓液中
,

影响金属元素沉积富集的 因素依次为
:

生物化学

沉沈》 菌休吸收 ) 元素种类影响 ) 细 菌种类影响
。

关键词 生物作用 元素富集机理 模拟实验

实验方法

细菌在生长繁殖过程中
,

必须从外界环境中取得各种营养物质
,

如水分
、

含碳和 /或氮的

化合物
,

某种气体和生长因子及无机盐类等
。

其中微量元素对大多数细菌的生长繁殖都起着

重要作用
;
本文选用福氏志贺氏菌和沙门氏菌作为实验菌种

。

1
.

1 菌 种

福 氏志贺氏菌
:

为革兰氏阳性杆菌
,

长约 2~ 3 拼m
,

宽 0
.

5一 0
.

7 “ m ; 无芽胞
、

无荚膜
、

无

鞭 毛
;
是需氧或兼性厌氧细菌

; 最适宜的生长温度为 25 一 40 ℃
,

最适宜的 pH 值为 6
.

4 ~

7
.

8 ; 在液体培养基中呈均匀混状生长
,

不形成菌膜
,

亦不产生沉淀
。

沙门氏菌
:

为革兰氏阴性杆菌
; 长约 1~ 3 拼m

,

宽 0
.

4 ~ 0
.

9 拼m ;
无芽胞

、

无荚膜
,

周身鞭

毛
,

能运动
,

无菌毛
。

为需氧或兼性厌氧细菌
; 最适宜的生长温度为 25 一 40 ℃

,

最适宜的 p H

值为 6
.

5一 8 ;
在液体培养基中呈均匀混状生长

。

1
.

2 试 剂

细 菌 培 养 用 胰 蛋 白陈 ( b a C t o 一 t r y p t o : l e ) ; 细 菌培 养 用 酵 母 提取 物 ( b a e t o 一 y
e a s t

e x t r a e t ) ; 优级纯氯化钠 ; 超纯去离子水
; 细菌培养用琼醋 ( b a e t o 一 a g a r )

。

1
.

3 仪器和器皿

90 m m 培养皿
; 巧 m ! 离心管

;
20 m l 培养管

;
20 一 60 ℃精密 自动控温 电热恒温培养箱

;

多功能台式恒温振荡器
; 净化台

。

所有器皿均用超纯去离子一蒸馏水冲洗干净后
,

用高压灭

菌器于 1 5 lb f / in ,
(磅力 /英寸

’ ,

1
.

o 3 4 x l o ,
P a )条件下高压灭菌 2 0一 3 o nr i n

。

微量元素分析
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用 J A R R E L L一 S A H8 00系列 Ma rk 一 I型电感藕合氢等离子体发射光谱仪
,

计算机操纵
,

高盐雾化器
,

蠕动泵送样
。

1
.

4 操作方法

( 1 )培养基的制备
〔, 」

① L B 液体培养基
:

配制 50 0 m l 培养基
。

在盛有 4 50 m ! 超纯去离子一蒸馏水的烧杯 中

加入细菌培养用胰化蛋白脏 5 9
,

细苗培养用酵母提取物 2
.

5 9
,

氯化钠 5 9 ;
轻轻摇动烧杯至

溶质完全溶解
; 加入去离子水至 5 0 0 m l

,

用 5 m o lL
一 ’

的 N a O H 调节 p l l 值至 7
.

0 ;取 1 0 0 m l
,

测溶液中 F e 、

Z n 、

C u 、

M o 的含量 ; 然后再取 1 8 0 m l L B 培养基加入 2 0 nr l含 F e 、

C u 、

M o 、

Z n

离子的标准溶液
。

将 20 0 m l 的培养基溶液一起放在高压灭菌器内
,

于 1 5 lbf / ni
Z

高压下蒸气

灭菌 2 0~ 3 0 m in
。

② L B 固体培养基
:

首先按以上配方配制 L B 液体培养基
,

然后加入细菌培养用琼醋 15

g L
一 ’ ,

水浴 中加热至溶质完全溶解
,

用高压灭 菌器 于 1 5 lb f/ in ,
条件下蒸气灭菌 2。~ 30

m i n
。

从高压灭菌器中取出培养基
,

待其温度降至 50 ℃时铺平板
。

90 m m 直径的培养皿约 30

~ 50 m l 培养丛
。

③M g 培养基
:

制备 1。。 o m l 培养基
。

在 65 0 m ! 无苗高纯去离子水 (冷却至 50 ℃或 50 ℃

以下 ) 中加入 S X M g 盐溶液 2 00 m l
、

小牛血清 100 m l
,

然后用无 菌去离子水稀释至 1 0 0 0

nr l
。

5 义 M g 盐溶液的制备
:

在去离子水中加入下列盐类
,

终体积为 I O O0 ml
:

N a Z
--I IP O

; ·

7H
:
0 6 4 9 ; K H

Z
P O

; 1 59

N a C I 2
.

5 9 ; N l l
;

C I 5
.

0 9

将上述盐溶液分成 2 0 0 m l 一份
,

在 1 5 l b f / in ,

高压下燕
乙 、 互菌 l二

, : `、 in
.

( 2) 细菌的复苏

将一 70 ℃冻存的苗种室温下熔化
,

然后在超净台内用接种环沾取少许苗种
,

以分段划线

法将菌种涂布于事先制备好的 L B 固体培养墓的培养皿上
,

37 ℃恒温箱中培养过夜
。

( 3 )细菌的扩增

在超净台内
,

从培养过夜的福氏志贺氏细菌和沙门氏细菌的培养皿上
.

挑取生长良好的

单菌分别落于装有 10 nll L B 培养荃和含有 Fe
、

21 1 、

C u 、

M 。
等微量元素的 L B 培养基混合液

的试管中
。

每种菌
、

每种培养基为 6 管
。

试管加盖
,

放入已 37 ℃恒温的摇床中
,

以 1 00 转 /m ni

摇动装有菌种的培养基试管
。

( 4) 收集菌体

分别于摇苗后 6 h
、

1 0 h 和 1 6 h 取扩增繁殖的菌液
; 于 2 0 0 0一 4 0 0 0 转 / m i n 离心 5 m i n

,

分离收集菌体
。

然后定量分离沉淀
、

菌休和上浩液
,

H N 0
3

酸化后定容
,

待测
。

2 实验结果

按上述方法对福 氏志贺氏细菌和沙门氏细菌对 F
。 、

C t : 、

Z n 、

M 。
等金属离子的吸收固定

作用进行了试验
。

实验中选用两种菌体 (福氏志贺氏细菌和沙门氏细菌 )
、

两种培养基 ( L B

液体培养墓和 M g 液休培养基 )
、

四 种细菌培养时 i司 ( o h
、

6 h
、

l o h 和 1 6 h )
、

两种金属元素

浓度 ( 2一 5 拼g / n飞1和 5一 1 0 拼g / m l )
。

实验结果列于图 l 和表 1 中
。

一 6 0 一



表 1金属元紊在菌体中的最大含量 (以占总量的百分比表示 )

元紊 福氏志贺氏细菌 沙门氏细菌 原始金属浓度 (” g /m l )培养基类型

L BLL BBL BMgMgMg
1

。

8 ~ 14
。

3 1
.

8 ~ 4
.

5 2 ~5

1
。

1~ 4
。

0 l
。

4 ~ 32 ~5

3 1~ 76

0
。

2 ~ 3
.

2

2 ~ 4
.

2

3 ~ 3
.

4

1 1~ 3 1

1
。

3 ~2
.

2

10 ~2 0 5 ~ 7

0
.

6 ~l
。

32 ~6

4 ~5
.

1

2
。

3 ~ 3
.

1

2 ~6

2 ~6

9 1~6 15 ~2 1

0
。

5 ~l
。

2 2 ~6 M9

F eC uzno l h凡 cuzno M

助

淤
。 00 1卜、 AF c

80

6 0 6 0

40 0 4

次训镇勺

20 20

0 1 16 0 0 1 16 6 0 6 l

100飞 A

MO A乙 1 AO
J oo 1卜 \八 F e

8 0 80

6 0 6 0

q

40 4O

2 0 O 2

6 0相加

6 800拍 20

次喇镇勺

6 0 1 16 06 106 6 0 0 1 1几6 0 16 0 1

一
细菌培养时间 l (、

)元素含童变化曲线
: A=培养荃

, B ~ 苗体
, c 一沉淀

图 1 细菌对 Fc
、

C u 、

Z n 、

M
。
等金属的吸收固定作用实验结果

(上图为福氏志贺氏细苗
; 下 图为沙 门氏细菌 )

从中可得出主要规律如下
:

①液体培养基内金属元素的含量随时问明显降低 ;

②菌体内微量金属元素含量随时问有一定程度增加 ;

③沉淀内微量金属元素的含量随时问明显增加 ;

①细菌生命活动引起微量金属元素发生化学 一生物化学沉积的量
,

大于菌体 自身吸收

6 1



的微量金属元素的量
。

3细菌吸收固定微量金属元素的机理探讨

生物对金属元素的富集机理是生物成矿模拟实验的主要研究 目的之一 藻类可吸收富

集 Zn , +

形成矿源层
,

同时也为硫酸盐还原细菌提供能源并产生 H
Z
S

,

导致 Z n S 沉淀
〔幻 。

有机

质分解形成 的腐殖酸
,

对铅锌等金属元素具有很强的络合能力以及吸附能力和阳离子交 换

能力
〔 3〕 ,

从而导致金属元素富集
。

铁磁性矿物
,

如磁铁矿 ( Fe
3
0

`
)

、

磁黄铁矿 ( Fe
: 一 。

.

,

S) 和复硫

铁矿 ( F e 3
S

`
)等

,

可在细菌的细胞内沉积富集
,

并沿地磁场方向呈定向排列
〔, j[

, 〕 。

从本项实验结果可得出以下有关细菌对金属元素吸收固定作用机理的基本结论
:

( 1) 细菌使金属元素发生富集的方式主要有两种
:

细菌体本身的吸收和细菌的生命活动

改变了介质的物化条件致使金属元素沉积富集
.

( 2) 在本项实验中
,

金属元素的主要富集方式是生物化学沉淀
,

即
,

细菌的生命活动导致

金属元素沉积富集
,

而菌体本身的吸收居次要地位
。

( 3) 不同种类的金属元素沉积固定方式有所不同
。

Z n
较 Fe

、

C u 、

M 。
等元素更趋于在菌

体 中富集 (表 1 )
。

( 4) 细菌种类对金属元素在菌体一沉淀一溶液中的分配关系有一定影响
。

( 5) 在各影响因素中
,

对金属元素沉积富集作用影响由大到小的顺序依次为
:

生物化学

沉淀 》 菌体吸收妻元素种类影响 ) 细菌种类影响
。
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