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土著微生物原位修复铬渣堆场污染土壤的条件优化 
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摘 要：通过对培养基的优化，提出并研究直接添加培养基激活土著微生物的活性来进行铬渣堆场污染土壤的原 

位微生物修复新方法，并探讨土壤环境对土著微生物修复 Cr(Ⅵ)效果的影响。研究表明：在每千克土壤中碳源葡 

萄糖投加量为 5 g、氮源化合物 A投加量为 5 g、温度为 30 ℃、土与液质量比为 1:1的情况下，土著微生物可被 

迅速激活，在第 4 天时能基本去除土壤的中水溶性 Cr(Ⅵ)；培养基初始 pH 值和不添加无机盐氯化钠不影响其修 

复效果。 
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Optimum condition of in­situ remediation of Cr(Ⅵ) polluted soil from 
chromium­containing slag heap by indigenous microorganism 
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Abstract:  Based  on  the  optimization  of  culture  medium  composition,  the  growth  conditions  and  ability  of  Cr(Ⅵ) 
reduction, the in­situ remediation of Cr­contaminated soil can be achieved by adding culture medium in soils to stimulate 
the  activity  of  indigenous  microorganism.  The  results  show  that  the  optimal  conditions  for  the  Cr(Ⅵ)  reduction  by 
indigenous microorganism are 5 g glucose  and 5 g nitrogenous  compounds A per kilogram soil at  30 ℃ and  the mass 
ratio  of  soil  to  water  is  1:1.  Under  the  optimal  condition,  the  water  soluble  Cr(Ⅵ)  in  the  soil  contaminated  by 
chromium­containing slag heap is completely removed in the fourth day. The initial pH value of culture medium do not 
affect  Cr(Ⅵ)  reduction.  The  inorganic  salt  does  not  need  to  be  added  into  the  culture  medium  when  the  in­situ 
remediation of Cr(Ⅵ) is carried out by the indigenous microorganism. 
Key words: chromium­containing slag heap; Cr­contamination; indigenous microorganism; in­situ remediation 

土壤中铬污染的修复面临着严峻的挑战。去除土 

壤中毒性 Cr(Ⅵ)的传统方法有化学固定法、化学还原 

法、土壤淋洗法和电动修复法等。然而，这些传统方 

法大多数需要高能耗或者需要大量的化学试剂， 因而， 

这些方法成本高且易造成二次污染 [1−3] 。近年来，微生 

物修复法由于具有环境友好性及其成本较低等独特的 

优点而受到许多学者的关注。微生物修复土壤铬污染 

主要是利用土壤中的土著微生物或加入经驯化的高效 

微生物，通过微生物还原反应，将有毒的、可移动的 
Cr(Ⅵ)还原为低毒的、不易移动的  Cr(Ⅲ)，达到治理 

土壤铬污染的目的 [4−6] 。 而应用土著微生物进行有毒废 

物解毒与污染土壤修复在环境安全性、环境适应性与 

种群协调性以及应用成本方面具有其他异地菌种不可 

比拟的优越性 [7] 。 

环境中存在着大量土著微生物，某些微生物对污 

染物具有一定净化作用，但其自然净化的速度一般较 

慢，其原因是由于其生存环境中营养物质的缺乏 [8−10] ， 

而另一个限制因子是有效微生物常常生长较为缓慢。 

为了快速去除污染物，常常采取许多强化措施，例如 

提供电子受体，添加  N 和  P 等营养物质来刺激微生 
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物的生长 [11−14] 。 

本文作者利用铬渣堆场土壤中生活的有还原 
Cr(Ⅵ)功能的土著微生物，通过直接添加营养物质， 

激发铬还原菌的活性， 进行铬渣堆场铬污染土壤修复。 

为了提高其修复效果，对不同碳源、pH、温度和土壤 

湿度等条件下 Cr(Ⅵ)的还原特性进行了研究，并优化 
Cr(Ⅵ)的生物还原条件。 

1  实验 

1.1  实验原料 
1.1.1 培养基 

称取葡萄糖 5.0 g， 氮源化合物 A5.0 g， 溶于 1 000 
mL蒸馏水中，用 NaOH和 HCl调节 pH至 9.8左右， 

于 121 ℃灭菌 30 min，冷却后备用。 
1.1.2 土著微生物 

土著微生物为本课题组从中国五矿(  湖南)铁合 

金集团铬渣堆场土壤中自行分离的 Cr(Ⅵ)还原菌，鉴 

定为 Pannonibacter phragmitetus，命名为 BB [15−17] 。 
1.1.3 土壤样品 

土壤样品采自于某铬渣堆场表层土壤(0~20 cm)。 

用塑料铲子采集 10  kg 土壤，于室温下自然风干，剔 

除草根、石块及其他杂质，充分混匀，用研钵磨细， 

过孔径 0.25 mm的筛。根据我国土壤分类标准，实验 

用土壤属于第四纪红土发育的红壤。 

土壤基本理化性质按常规分析方法测定，其结果 

如表 1所列。 

1.2  碳源对土著微生物修复铬污染土壤的影响 
1.2.1 不同碳源的影响 

分别称取葡萄糖和乳酸钠各 5  g，溶于 1 000 mL 
蒸馏水中，每瓶中加入氮源化合物 A 5 g，氯化钠 2 g， 

用NaOH和HCl调节 pH至 9.8， 于 121℃灭菌 30 min， 

冷却，制成液体培养基。以不加碳源作为对照。 

称取 10 g铬渣堆场土壤于灭菌的锥形瓶中，加入 
10  mL  上述液体培养基(土壤中碳源投加浓度为 

5×10 −3 )，用透气封口膜封口，称取质量，置于 30 ℃ 

恒温培养箱中培养一段时间，每隔 2  d用灭菌水补充 

蒸发损失的水分，于 0、1、2、3、4 和 5  d 取样分析 

土壤中水溶性 Cr(Ⅵ)含量的变化情况。 
1.2.2 碳源量的影响 

筛选出较好碳源，按上述操作配制液体培养基， 

使碳源浓度分别为 3、5、8、11和 13  g/L。每千克土 

壤中碳源投加浓度分别为 3、5、8、11和 13 g(即浓度 

分别为  0、3×10 −3 、5×10 −3 、8×10 −3 、11×10 −3 和 

13×10 −3 )，其余操作同上。 

1.3  氮源化合物  A 对土著微生物修复铬污染土壤的 

影响 

在筛选出最优碳源和最佳碳源量的基础上，配制 

液体培养基，改变氮源化合物 A的含量，使其浓度分 

别为 0、3、5、7、9和 11  g/L。考察不同数量的氮源 

化合物 A对土著微生物 P.  phragmitetus  BB修复铬渣 

堆场污染土壤的效果，每千克土壤中氮源投加量分别 

为 0、3、5、7、9和 11 g(即浓度分别为 0、3×10 −3 、 

5×10 −3 、7×10 −3 、9×10 −3 和  11×10 −3 )，其余操作 

同上。 

1.4  无机盐的影响 

以最佳碳源及氮源化合物 A配制液体培养基，一 

份培养基不加无机盐，另一份培养基加入 2  g/L 氯化 

钠。 分别加入两种不同处理的液体培养基 10 mL于 10 

g 污染土壤中，使每千克土壤中氯化钠含量分别为  0 

和 2 g，考察不同盐含量对土著微生物 P. phragmitetus 
BB修复铬渣堆场污染土壤的影响，其余操作同上。 

1.5  培养基 pH的影响 

改变培养基 pH值， 使液体培养基分别为 6、 7、 8、 
9、10  和  11，考察培养基  pH  值对土著微生物  P. 
phragmitetus BB修复铬渣堆场污染土壤的影响，其余 

操作同上。 

表 1  铬渣堆场土壤的基本理化性质 

Table 1  Some physical and chemical properties of soil under chromium­containing slag heap 

Soil type  pH 
Organic matter 
mass ratio to 
soil/10 −3 

Cation exchange 
capacity/ 
(cmol∙kg −1 ) 

Particle size 
distribution/% 

Total Cr 
mass/kg 

Total Cr(Ⅵ) 
mass ratio to 
soil/10 −6 

Water soluble Cr(Ⅵ) 
mass ratio to soil/ 

10 −6 

Suaternary 
red soil 

9.8  8.1  13.2  59.2 1)  21.6 2)  19.2 3)  1 325.6  462.8  381.3 

Grain size of soil: 1): ＞0.01 mm; 2): 0.01−0.001 mm; 3): ＜0.001 mm.
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1.6  温度的影响 

改变土壤体系温度，考察  4 个温度  10、20、30 
和 40 ℃对土著微生物 P. phragmitetus BB修复铬渣堆 

场污染土壤的影响，其后操作同上。 

1.7  土壤湿度的影响 

选择田间持水量为  60%和淹水状态下(土与液质 

量比  1:1)两种土壤，考察土壤湿度对土著微生物 
P. phragmitetus BB修复铬渣堆场污染土壤的影响，其 

余操作同上。 

1.8  土壤中不同形态 Cr的提取及测定 

土壤中总 Cr。称取土壤样品 0.3  g 置于聚四氟乙 

烯坩埚中，加入 10 mL浓硝酸，5 mL 体积比为 1:l的 

硫酸和 5  mL 氢氟酸，在沙浴上消化，控制温度不超 

过 240 ℃。消解液中的铬含量用 ICP­AES测定。 

土壤中总 Cr(Ⅵ)。称取 2.5 g土样于 250 mL三角 

瓶中，加入  50  mL  0.28  mol/L  Na2CO3+0.50  mol/L 
NaOH，加入 0.4 g MgCl2，加入 0.5 mol/L 0.5 mL磷酸 

盐缓冲液(0.5 mol/L K2HPO4/KH2PO4)，搅拌 5 min。样 

品在 90~95℃下持续加热 60 min，并不断搅拌。慢慢 

冷却至室温，过滤，滤液采用二苯碳酰二肼分光光度 

法测定 [18] 。 

土壤中水溶性 Cr(Ⅵ)。将每次取的样品，加入  50 
mL去离子水，于振荡器中振荡 1 h，离心，上清液采 

用二苯碳酰二肼分光光度法测定 [19] 。 

1.9  数据统计分析 

所有的试验重复进行  3 次。数据采用  Microsoft 
Excel 2003和 SPSS 14.0 统计软件处理， 采用  LSD 法 

对数据进行差异显著性检验。 

2  结果与分析 

2.1  碳源的影响 

碳源是影响微生物还原 Cr(Ⅵ)的一个极为重要的 

因素，它不仅可以为微生物提供必要的营养物质，还 

可为微生物还原 Cr(Ⅵ)提供电子供体。 

由图 1可知，在第 4 天时，添加了葡萄糖和乳酸 

钠处理后，土壤中水溶性  Cr(Ⅵ )浓度从初始的 
381.3×10 −6 分别降至 5.5×10 −6 和 43.3×10 −6 ，Cr(Ⅵ) 
的去除率分别达到了 99%和 89%。比不添加碳源处理 

的去除率分别高出 64％和 54％。这表明，在有氮源提 

供的前提下，土著微生物能充分利用土壤组分中现有 

的一些有机物作为自己的碳源，进行土壤 Cr(Ⅵ)的还 

原，当土壤中有限的能利用的有机物消耗殆尽时，还 

原反应也就停止。添加了碳源的两组处理，其还原效 

果明显提高，这说明两种碳源葡萄糖和乳酸钠都能促 

进菌体对 Cr(Ⅵ)的还原。其中，添加葡萄糖的处理效 

果有于乳酸钠的。 

本研究还考察葡萄糖添加量对污染土壤中 Cr(Ⅵ) 
还原效果的影响，其结果如图 2所示。随着葡萄糖添 

加量的增加，还原反应的速率明显加快。 但在第 4天， 

土壤中葡萄糖的含量为 5×10 −3 、7×10 −3 、9×10 −3 和 
11×10 −3 时，土壤中水溶性 Cr(Ⅵ)去除率均达到 98% 
以上。 因此， 从经济上考虑， 用土著微生物修复 Cr(Ⅵ) 
污染土壤时，葡萄糖的浓度以 5×10 −3 为宜。 

图 1  碳源对土壤 Cr(Ⅵ)还原效果的影响 

Fig.1  Effect of carbon source on Cr(Ⅵ) reduction 

图 2  葡萄糖浓度对 Cr(Ⅵ)还原效果的影响 

Fig.2  Effect of glucose concentration on Cr(Ⅵ) reduction 

2.2  氮源添加量的影响 

土壤中氮源可能比较缺乏，所以，必须另外添加 

氮源或者辅助营养源，有助于土著微生物修复铬污染 

土壤。添加不同浓度氮源化合物 A对土著微生物去除 

土壤中水溶性 Cr(Ⅵ)的影响如图 3 所示。加入了一定
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数量的氮源化合物 A后，土壤中水溶性 Cr(Ⅵ)的浓度 

均随着培养时间的增加而减少，每千克土壤中氮源化 

合物 A 的添加量为 5、7、9 和 11  g(即氮源化合物的 

浓度依次为  5×10 −3 、7×10 −3 、9×10 −3 和  11×10 −3 ) 
时，土壤水溶性 Cr(Ⅵ)在第 4 天基本上去除。未加氮 

源化合物 A的处理，土壤水溶性 Cr(Ⅵ)浓度也有一定 

程度降低，但降幅不大，5 d后，土壤中水溶性 Cr(Ⅵ) 
仅去除 20%。这说明，即使给土壤提供土著微生物足 

够的碳源，土壤中本身的氮源也不足以满足其执行完 

全修复 Cr(Ⅵ)污染的功能，就湖南某厂铬渣堆场污染 

土壤来说， 外加 5 g氮源(氮源化合物 A)就能使土著微 

生物基本去除铬渣堆场污染土壤中水溶性 Cr(Ⅵ)。 

图 3  不同浓度的氮源化合物 A对 Cr(Ⅵ)还原效果的影响 

Fig.3  Effect  of  nitrogenous  compound  A  concentration  on 

Cr(Ⅵ) reduction 

2.3  无机盐的影响 

一定浓度的无机盐是微生物体内生理活动正常进 

行所必需的条件，但是过高浓度的盐会增加溶液的渗 

透压，使细菌发生质壁分离现象，造成细胞脱水，因 

而会抑制微生物的生长。 

本实验以氯化钠为无机盐，不同盐度条件下供试 

土壤水溶性 Cr(Ⅵ)去除率的变化如图 4 所示。土壤水 

溶性 Cr(Ⅵ)的去除率均随培养时间的增加而增加，在 

第 4 天时，Cr(Ⅵ)的去除率均达到 98%以上，两处理 

对 Cr(Ⅵ)去除没有明显差异，这说明，投加的无机盐 

对土壤水溶性 Cr(Ⅵ)的去除率没有影响。这是由于供 

试样土壤取自铬渣堆场，是一种高盐度土壤，土壤自 

身环境中盐度能满足土著微生物生理功能的需要，同 

时，当投加 2  g 氯化钠时，土著微生物对土壤 Cr(Ⅵ) 
还原也没有受到影响，这也说明土著微生物具有一定 

的抗盐性能。其抗盐机理，可能是由于其细胞膜上有 

反向的 H + /Na + 载体，可以将体内过高的 Na + 排出，同 

图 4  不同盐度条件下土壤 Cr(Ⅵ)的去除率 

Fig.4  Cr(Ⅵ) removal rate in soil at different salinities 

时将外界的 H + 吸收以达到降低细胞质 pH的目的；或 

者可通过 Na + /K + 离子泵的主动运输，排出多余的 Na + 

而吸收 K + ，同样可以降低细胞质中的盐浓度。 

2.4  培养基 pH的影响 
pH 是反映微生物在一定环境条件下代谢活动的 

重要指标，pH对微生物还原 Cr(Ⅵ)有重要影响。在用 

微生物还原法原位修复土壤时，调整土壤  pH 比较困 

难的，因此，在比较不同酸碱度对微生物还原土壤 
Cr(Ⅵ)的影响时， 只考察初始培养基的 pH变化对土著 

微生物修复铬渣堆场铬污染土壤的影响(见图 5)。 经 

过一段时间的培养，各初始液体培养基  pH 处理，土 

著微生物对土壤 Cr(Ⅵ)的还原效果没有明显的区别。 

第 4 天时，每个处理中土壤 Cr(Ⅵ)的去除率都在 98% 
左右，这与许多铬还原菌处理废水完全不同，这是由 

图 5  初始培养基不同 pH值条件下土壤 Cr(Ⅵ)的去除率 

Fig.5  Cr(Ⅵ) removal rate of liquid initial medium at different 

pH values
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土壤自身的性质所决定的。 

我国土壤的酸碱反应大多数在 pH 4.5~8.5之间， 

在地理分布上具有“南酸北碱”的地带性分布特点，长 

江以南土壤多为强酸性，湖南土壤以红壤居多，红壤 
pH在 5.5~6.5 之间。而本研究供试土壤来自湖南某厂 

铬渣堆场，是高碱土壤，这是由于高碱性铬渣长期淋 

溶作用，其含有的钠离子逐渐聚积在其下的土层，使 

得本应呈酸性的红壤而演变为碱化土壤。 

同时，土壤是一个包含固、液、气三相组成的多 

组分开放的生物地球化学系统，多组分土壤含有不同 

的缓冲体系，如碳酸盐体系、硅酸盐体系、交换性阳 

离子体系、铝体系和有机酸体系，这些不同体系共同 

作用，使得土壤具有较强抵御酸、碱物质，减缓  pH 
变化的能力，即具有对酸碱的缓冲性。因此，当有外 

加 H + 和 OH − 进入土壤体系时， 土壤 pH变化极为缓慢， 

土壤酸度变化可稳定保持在一定范围内，这为土壤微 

生物的活动创造了一个良好、稳定的土壤环境条件。 

当不同  pH 初始培养基加入到土壤中时，由于土壤巨 

大的缓冲性能，土壤  pH 没有产生剧烈的变化，基本 

维持在 9.8 左右，且在土壤 Cr(Ⅵ)还原过程中，土壤 
pH也没有明显的变化(见图 6)。 

图 6  不同 pH 值初始培养基土壤中水溶性 Cr(Ⅵ)还原过程 

中 pH值的变化 

Fig.6  Change  of  pH  value  during  Cr(Ⅵ )  reduction  by 

indigenous  microorganism  in  soil  added  initial  medium  with 

different pH values 

因此，在实际应用中，可以不必调节培养基的 pH 
来进行微生物原位修复铬污染土壤，因而大大节省人 

力和物力。 

2.5  温度的影响 

土壤中的生物修复受一年中季节、气温的影响， 

微生物菌落保持迅速生长和良好活性需要一个相对适 

宜的温度范围，在较冷的天气条件下生物修复不易进 

行。 

不同温度条件下供试土壤水溶性 Cr(Ⅵ)去除率的 

变化如图 7 所示。由图 7 可知，Cr(Ⅵ)的还原效率随 

着温度的升高而提高，当温度为 30℃时，Cr(Ⅵ)的还 

原率最高，培养第 4 天时，土壤水溶性 Cr(Ⅵ)去除率 

达到了 97%；40℃条件下，土壤水溶性 Cr(Ⅵ)还原率 

略次于 30℃， 第 4天时， Cr(Ⅵ)的去除也达到了 89%； 
10 ℃时，土壤 Cr(Ⅵ)去除率最低，即使经过 5 d的培 

养，Cr(Ⅵ)的去除率仅 34.6%。且随着温度的升高，微 

生物活性逐渐增强，去除率也逐渐升高。在实际土壤 

生物修复工程中，可以采用塑料薄膜覆盖土壤堆，使 

土壤堆的温度升高，且可以保湿，这样进行原位处理 

的时间可以延长，延长了处理时间，为寒带地区的生 

物修复措施提供了可行的依据。 

图 7  不同温度条件下土壤 Cr(Ⅵ)的去除率 

Fig.7  Cr(Ⅵ) removal rate in soil at different temperatures 

2.6  土壤湿度的影响 

湿度也是限制微生物迅速转化的因素，因为表层 

土壤常常被风干，不利于微生物生长，所以必须添加 

一定量的水分以保持适宜的湿度。 

从图 8可以看出，在 30℃、每千克土壤中氮源化 

合物 A和葡萄糖投加量均为 5 g的条件下，淹水状态 

下(土与液质量比为 1:1)，土壤水溶性 Cr(Ⅵ)含量逐渐 

减少，第 4 天时，水溶性 Cr(Ⅵ)基本去除，而在土壤 

湿度为 60%田间持水量的处理中，土壤水溶性 Cr(Ⅵ) 

在整个培养期间一直都没有明显变化，土著微生物的 

生长与繁殖需要一定的水分，60%田间持水量的土壤 

湿度不利用其生长和繁殖，而且土壤水分太少，也不 

利于微生物的自由游动，这可能是导致 60%田间持水 

量下供试土壤中水溶性 Cr(Ⅵ)在培养期间几乎没有被 

还原的重要原因之一。
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图 8  土壤湿度对微生物还原土壤 Cr(Ⅵ)的影响 

Fig.8  Effects of humidity on reduction of water soluble Cr(Ⅵ) 

in soil by microorganism 

3  结论 

1) 在温度为 30 ℃、每千克土壤中碳源葡萄糖投 

加量为 5  g、氮源化合物 A投加量 5  g、水量充足(土 

与液的质量比 1:1)的条件下， 土著微生物在第 4天时， 

基本可去除铬渣堆场土壤中水溶性 Cr(Ⅵ)。 
2) 培养基的不同初始 pH不影响土著微生物还原 

功能的发挥，且在整个还原过程中，土壤  pH 变化较 

小；外加无机盐 2 g没有促进土著微生物还原 Cr(Ⅵ)， 

在原位修复铬渣污染土壤时，无需投加无机盐；土壤 
60%的田间持水量时，土壤中水溶性  Cr(Ⅵ)在培养期 

间没有被还原。 
3)  湖南某厂铬渣堆场土壤中存在具有铬还原能 

力的土著微生物，直接向土壤中添加营养物质可刺激 

土著微生物活性，进行铬污染土壤的原位修复。 
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