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腐殖质 AQS 存在条件下腐败希瓦氏菌还原 U( ) Ⅵ 的特性 
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摘 要：在厌氧条件下，研究腐败希瓦氏菌还原 U(Ⅵ)的特性，考察腐殖质模式物蒽醌−2−磺酸钠(AQS)浓度、金 

属离子(Cu 2+ 、Ca 2+ 、Cr 6+ 等)与有毒有机物等对 U(Ⅵ)还原的影响。结果表明：腐败希瓦氏菌可以利用一些有机酸 

盐作为电子供体，以 AQS作为电子穿梭载体，进行醌呼吸，高效还原 U(Ⅵ)。当 AQS的浓度为 0~2 mmol/L时， 

能显著加速 U(Ⅵ)的还原过程； 当 AQS的浓度高于 2 mmol/L时， 随着 AQS浓度从 2 mol/L增加到 10 mol/L， AQS 

与 U(Ⅵ)竞争电子，明显抑制 U(Ⅵ)的还原。同时，Ca 2+ 和 Cu 2+ 对 U(Ⅵ)的还原均表现出较强的抑制作用，Cu 2+ 的 

抑制作用通过抑制呼吸链上脱氢酶的活性实现；但Mn 2+ 和 Cr 6+ 对腐殖质还原 U(Ⅵ)的影响较小，在 60  h内，未 

观测到溶液中  Cr 6+ 浓度的明显变化。金属离子对还原 U(Ⅵ)抑制作用的强度与其浓度正相关。环境中甲苯、三氯 

乙酸和对硝基苯酚等有毒有机物可以作为电子供体被腐败希瓦氏菌利用而降解，得到氧化降解，同时实现  U(Ⅵ) 

的高效还原。 
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Abstract:  In  the  presence  of  anthraquinone2sulfonate(AQS),  the  reduction  of  U(Ⅵ)  by  Shewanella  putrefaciens 

(S.putrefaciens) was investigated under anaerobic environment. The influences of different concentrations of AQS, heavy 

metal ions (e.g., Cu 2+ , Ca 2+ , Cr 6+ ) and toxic organic compounds on the reduction of U(Ⅵ) were studied. The experimental 

results show S.putrefaciens is capable of utilizing various organic acids as electron donors and AQS as a electron shuttle 

vector  to  reduce U(Ⅵ)  efficiently under  anaerobic  condition. At  low  concentration of  0−2 mol/L AQS  is  an  effective 

accelerator  for bioreduction of U(Ⅵ). However, when the  concentration of AQS  is more  than 2 mmol/L,  the  effect of 

acceleration  is  gradually  decreased  with  increasing  concentration  of  AQS  (2−10  mmol/L).  AQS  not  only  acts  as  an 

electron  shuttle  vector  during  the  reduction  process,  but  also  as  the  competitor  for  electron  from  respiration  chain. 

Meanwhile, Cu 2+ has a strongly negative effect on the bioreduction of U(Ⅵ), as a typical inhibitor of dehydrogenases in 

respiration chain. A  strong  inhibition of bioreduction of U(Ⅵ) by Ca 2+ is  also observed. But,  the  reduction of U(Ⅵ) is 

only weakly affected by Cr 6 +  and Mn 2+ , and in 60 h the significant change of the concentration of Cr 6+ in the solution is 
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not observed. The effect of metal ions on U(Ⅵ) reduction has a positive correlation with their concentrations. Some toxic 
organic  compounds,  such  as  toluenes,  trichloroacetic  acid  and  pnitrophenol,  are  capable of being utilized  as  electron 
donors to reduce U(Ⅵ) efficiently by S.putrefaciens and be degraded at the same time. 
Key words: U(VI); anthraquinone2sulfonate(AQS); Shewanella putrefaciens; heavy metal; toxic organic compounds 

我国铀矿冶普遍采用溶浸采矿工艺，产生了大量 

的尾矿砂和尾矿水。 铀矿冶废水中常存在大量的 235 U、 
238 Pu 等放射性核素，Cr、Mn、Fe 以及取代苯、氯化 

烃类天然有机物等 [1−3] ，同时存在大量细菌等微生物。 

环境中的铀以难溶性的 U(Ⅳ)和水溶性的 U(Ⅵ)为主， 
U(Ⅵ)多以铀酰离子(UO2 

2+ )的形式在环境中迁移。在 

尾矿库微环境中，残余的  U(Ⅵ)、有机物、尾矿微生 

物等通过溶解、 转化水动力作用等迁移，构成持久性、 

潜在的放射性污染和重金属毒害 [4] 。溶浸采矿理论的 

发展使铀的化学释放原理比较清晰，但微生物对铀的 

直接或间接影响比较复杂，许多问题尚不清楚。 

在自然界中， 腐败希瓦氏菌(Shewanella putrefaciens, 
S.putrefaciens)广泛分布，常见于铀尾矿地区有机质含 

量丰富的沉积底泥环境与地下厌氧环境中。LOVLEY 
等 [5] 发现了微生物呼吸的新模式—腐殖质呼吸，即呼 

吸链上的电子传递过程：在厌氧条件下，腐殖质还原 

菌通过氧化电子供体，偶联腐殖质或腐殖质模型物还 

原，从电子传递过程中贮存生命活动需要的能量。在 

厌氧环境中，腐败希瓦氏菌利用腐殖质作为电子穿梭 

体，使可还原态物质还原，如 Fe(Ⅲ) [6−10] 、Mn(Ⅳ) [9] 、 
Cr(Ⅵ) [11] 等重金属、硝酸盐 [8] 、有机污染物 [8,  10,  12−15] 

等，且能促进 U(Ⅵ)的生物还原 [11−12,16] 。上述发现对进 

一步研究铀矿冶中微生物对铀浸出的阻滞机理及含铀 

废水的生物处理具有重要意义。现有报道中，关于腐 

败希瓦氏菌降解偶氮类 [10, 14−16] 有机物的较多，对其与 
U(Ⅵ)等放射性金属的作用机理报道较少。 

本文作者以腐败希瓦氏菌为研究对象，探讨重金 

属及有毒有机物对其还原  U(VI)的影响，以及还原 
U(VI)的因素与机理， 为揭示微生物对铀浸出的阻滞机 

理及铀矿冶废水的生物处理提供技术支持。 

1  实验 

1.1  材料 

腐败希瓦氏菌：购自中国工业微生物菌种保藏管 

理中心，CICC编号为 22940。 

培养基：NH4Cl 0.3 g/L，NaHCO3 2.5 g/L，MgSO4 

0.025  g/L，MgCl2∙6H2O  0.4  g/L，KH2PO4∙  7H2O 0.02 

g/L， 酵母抽提物 0.01 g/L(提供少量维生素和微量无机 

盐)。 

主要试剂：腐殖质模式物蒽醌 −2−磺酸钠 
(Anthraquinone2sulfonate， AQS)， 分析纯， 购自 Sigma 
公司；U3O8(分析纯)，标准铀溶液采用  GBW04201方 

法配制；其他试剂均为分析纯。 

仪器设备：T6 紫外可见分光光度计(北京普析通 

用仪器有限责任公司生产)。 

1.2  菌株的厌氧培养 

实验装置如图 1 所示。在厌氧培养反应器中，用 

丁基橡胶塞密封培养瓶口，高纯氮气和二氧化碳混合 

气(V(N)2:V(CO)2=4:1)经过装有细菌过滤器的进气橡 

胶管充入到培养瓶中，此时出气管打开，充气时间 

≥15  min。充气完毕后，用夹子封住所有橡胶管，使 

瓶口的剩余空间充满混合气体。水封， 快速将其密封， 

于  30 ℃在生化培养箱中静置培养。每次取样后，重 

新通气，以确保厌氧环境。 

图 1  厌氧培养装置 

Fig. 1  Anaerobic culture device 

1.3  U( ) Ⅵ 的测定 

样液预处理：用注射器从取样管抽取适量体积菌 

体样液，用细菌过滤器过滤，去除样液中悬浮菌体。 
U(Ⅵ)的测定：采用国家标准 GB6768−86 分光光 

度法测定微量铀。
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1.4  腐败希瓦氏菌还原 U( ) Ⅵ 实验 

向  500  mL 锥形瓶中分别加入上述培养液  400 
mL、5 mmol/L乙酸钠和 1 mmol/LAQS；用 NaOH和 
HCI 调节 pH值，控制悬浮菌液 OD600≈0.700  (约 2.3 
g/L， OD600 指细菌悬浮液在 600 nm波长处的吸光值)， 

接种定量菌液到培养液中。 

按  1.2 节操作后，定时取样分析，测定培养液中 

剩余 U(Ⅵ)浓度。 
U(Ⅵ)初始浓度影响实验：U(Ⅵ)的初始浓度为 

10~80 mg/L，设有浓度梯度。 

菌体投加量影响实验：以悬浮菌液量表示，在 
0.50~10.0 mL的范围内，设置体积梯度。 

AQS用量影响实验： AQS浓度为 0~10 mmol/L， 

设置浓度梯度。 

电子供体影响实验：以 5 mmol/L的甲酸钠、乙酸 

钠、乳酸钠为外加电子供体，以无外加电子供体作空 

白。 

在单因素实验中，研究确定  pH 值对腐败希瓦氏 

菌腐殖质还原  U(Ⅵ)的影响，结果表明，pH 值约为 
7.0 时，U(Ⅵ)还原效率较高。因此，在本研究中，主 

要实验均在初始 pH值约为 7.0条件下完成。 

1.5  有毒物质对腐败希瓦氏菌还原 U( ) Ⅵ 的影响 

有毒有机物对  U(Ⅵ)还原的影响：分别以  5 
mmol/L 甲苯、三氯乙酸和对硝基苯酚  3 种有毒有机 

物作为电子供体，无外加电子供体作为空白，进行实 

验。 

金属离子对  U(Ⅵ)还原的影响：分别加入一定浓 

度的 Mn 2+ 、Cr 6+ 、Cu 2+ 和 Ca 2+ ，以无外加金属离子培 

养液作为对照，进行实验。 

其他实验操作同 1.2节。 

2  结果与分析 

2.1  U( ) Ⅵ 初始浓度对腐败希瓦氏菌还原U( ) Ⅵ 的影响 

在还原实验中，U(Ⅵ)初始浓度为  10~80  mg/L， 

实验结果如图 2所示。从图 2可以看出，在最初的 10 
h  内，腐败希瓦氏菌对  U(Ⅵ)均表现出较强的还原能 

力；24  h 后，在不同 U(Ⅵ)初始浓度下的还原率由高 

到低的顺序为 30 mg/L、20 mg/L、50 mg/L、10 mg/L、 
80 mg/L。 

目标菌株对 U(Ⅵ)耐受性实验结果表明：当 U(Ⅵ) 
的浓度为 20 mg/L时，菌株的耐受性较好；当浓度为 
50 mg/L时，其生长受到较大抑制。当 U(Ⅵ)初始浓度 

为 50 mg/L时，仍具有一定的还原效果，这是因为培 

养基中微量的 H2PO4 
− 与 U(Ⅵ)结合，起缓冲作用，降 

低了  U(Ⅵ)对菌体的生物毒性。当  U(Ⅵ)初始浓度为 
10 mg/L时，24 h 内 U(Ⅵ)的还原效率缓慢增加，推断 

该过程是磷酸铀酰分子缓慢被腐殖质还原的过程。 
LING 和 SZYMANOWSKT [17] 报道，在培养液中加入 

一定量 EDTA后，吸附在菌体表面的 U(Ⅵ)浓度升高， 

促进了 U(Ⅵ)的还原。这也可以用来解释微量 H2PO4 
− 

对 U(Ⅵ)还原的促进作用。 

当 U(Ⅵ)的初始浓度为 30 mg/L时，在 24 h内， 
U(Ⅵ)的还原效率可达 96%，具有较高的还原效率，以 

下实验均在此初始浓度条件下进行。 

图 2  U(Ⅵ)初始浓度对 U(Ⅵ)还原的影响 

Fig.  2  Effect  of  initial  concentration  of  U(Ⅵ)  on  U(Ⅵ) 

reduction by S.putrefaciens 

2.2  菌体投加量对腐败希瓦氏菌还原 U( ) Ⅵ 的影响 

图 3 所示为菌体投加量的实验结果。结果表明， 

在前 10 h， U(Ⅵ)的还原效率随菌体投加量的增加均显 

著增大。当菌体投加量为 2 mL时，U(Ⅵ)的还原效率 

图 3  菌体投加量对 U(Ⅵ)的还原影响 

Fig.  3  Effect  of  bacteria  volume  on  U(Ⅵ)  reduction  by 

S.putrefaciens
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达到最高，超过阈值，U(Ⅵ)还原效率随着菌体浓度的 

增加而略有降低。分 析认为，在腐败希瓦氏菌还原 
U(Ⅵ)的过程中， 需要一定的营养物质、 电子供体、 AQS 
等，在适当的环境(配比)下，将出现较高还原效率。 

在最初阶段中，随着菌体量的增加，菌株间对营养物 

质的竞争作用增加，使得 U(Ⅵ)的还原效率略有下降。 
24 h 后，菌体投加量对 U(Ⅵ)的还原效率的影响不大。 

2.3  AQS用量对腐败希瓦氏菌还原 U( ) Ⅵ 的影响 
AQS 对腐败希瓦氏菌还原 U(Ⅵ)的实验结果如  4 

和 5所示。结果表明，不同浓度的 AQS对腐败希瓦氏 

菌还原 U(Ⅵ)的影响存在差异。 

图 4  AQS浓度对 U(Ⅵ)还原的影响 

Fig.  4  Effect  of  AQS  concentration  on  U(Ⅵ)  reduction  by 

S.putrefaciens 

图 5  12 h时 AQS浓度对 U(Ⅵ)的还原效率的影响 

Fig. 5  Effect of AQS concentration on reduction of U(Ⅵ) in 

12 h by S.putrefaciens 

当 AQS浓度在 0~2 mmol/L范围时，能显著加速 
U(Ⅵ)的还原；当  AQS浓度为 2  mmol/L时，在 12  h 
内， 可将溶液中 U(Ⅵ)浓度从 30 mg/L降至 1.91 mg/L， 
U(Ⅵ)还原效率达 90%以上；当其浓度高于 2  mmol/L 

时， 随着 AQS浓度的增加， U(Ⅵ)还原效率下降， AQS 
对  U(Ⅵ)还原存在较强的抑制作用。这一结果表明， 

腐殖质的确可作为氧化还原中间体穿梭于电子供体与 
U(Ⅵ)之间，促进 U(Ⅵ)的还原。但当其浓度达到某一 

阈值时，它与 U(Ⅵ)存在电子竞争，使 U(Ⅵ)还原效率 

反而下降。其原因在于其氧化还原电势存在差异，细 

菌呼吸链的电子载体对 AQS和 U(Ⅵ)的亲和力不同， 

使 AQS浓度对 U(Ⅵ)还原产生影响。 

2.4  电子供体对腐败希瓦氏菌还原 U( ) Ⅵ 的影响 

外加电子供体对腐败希瓦氏菌还原U(Ⅵ) 的影响 

如图 6所示。由图 6 可知，外加电子供体是影响腐败 

希瓦氏菌还原 U(Ⅵ)的另一个重要因素。在 12 h 内， 

加入甲酸钠、乙酸钠和乳酸钠等外加电子供体的培养 

液，U(Ⅵ)的还原效率均在 80%以上，与无外加电子供 

体的培养液相比，U(Ⅵ)的还原效率更高。外加电子供 

体不同，U(Ⅵ)的还原效率也略有差异。其原因如下： 

乳酸钠、甲酸钠和乙酸钠的氧化还原电势不同，如 
φ Θ (乙酸钠) = −120 mV，φ Θ (甲酸钠) =−430 mV [10] ，甲 

酸钠的失电子能力较乙酸钠的更强，细菌对甲酸钠的 

利用效率更高，因此，含甲酸钠的培养液中  U(Ⅵ)的 

还原效率也更高。在无外加电子供体培养液中也观测 

到一定的  U(Ⅵ)被还原，可能是溶液中存在的微量酵 

母菌膏充当了电子供体。 

图 6  电子供体对腐败希瓦氏菌还原 U(Ⅵ)的影响 

Fig.  6  Effect  of  electron  donors  on  U(Ⅵ)  reduction  by 

S.putrefaciens 

3  环境有毒物质对腐败希瓦氏菌还 

原 U(Ⅵ)的影响 

3.1  有毒有机物对腐败希瓦氏菌还原 U(Ⅵ)的影响 

在本实验中，分别以甲苯、三氯乙酸和对硝基苯
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酚为电子供体，考察其对腐败希瓦氏菌还原  U(Ⅵ)的 

影响，实验结果如图 7 所示。从图 7 可以看出，3 种 

物质均可以作为电子供体支持  U(Ⅵ)的高效还原。在 
12 h内，菌体利用甲苯、三氯乙酸和对硝基苯酚腐殖 

质还原  U(Ⅵ)的效率分别达到  76.80%、94.89%和 
96.59%。与未加电子供体的培养液相比，显著地促进 

了 U(Ⅵ)的还原。 

图 7  有毒有机物对 U(Ⅵ)还原的影响 

Fig. 7  Effect of toxic organic compounds on U(Ⅵ) reduction 

by S.putrefaciens 

图  8 所示为有毒有机物作为电子供体促进 U(Ⅵ) 
还原的原理图。腐败希瓦氏菌通过酶促反应氧化甲苯 

等有机物，AQS作为氧化还原中间体接受来自甲苯等 

提供的电子， 其自身被还原， 生成羟醌。 还原态的 AQS 
再将电子传递给 U(Ⅵ)，完成还原过程。随着 AQS 氧 

化态与还原态形式的循环转换，对  U(Ⅵ)还原起明显 

的促进作用。同时 ,  甲苯失去电子被氧化降解为 
CO2 

[10] 。许志诚等 [15] 在利用希瓦氏菌还原偶氮染料的 

实验中也有类似报道，推测存在更多有毒有机物质可 

以作为电子供体支持腐败希瓦氏菌腐殖质还原U(Ⅵ)， 

但有待进一步的实验证明。这一工作对修复铀尾矿库 

区域的复合型污染具有一定的实用价值，对有毒有机 

物的降解具有重要的环境学意义。 

图 8  有毒有机物作为电子供体促进 U(Ⅵ)还原的原理图 

Fig. 8  Mechanism of AQS mediated reduction of U(Ⅵ) with 

exogenous carbon as electron donors 

3.2  金属离子对腐败希瓦氏菌还原 U( ) Ⅵ 的影响 

考察  Cu 2+ 、Ca 2+ 、Cr 6+ 和 Mn 2+ 对  U(Ⅵ)还原的影 

响，且研究菌株对各种离子的耐受性。结果表明，浓 

度为 2.0 mmol/L的 Cr 6+ 、 Cu 2+ 和Mn 2+ 均在菌株的耐受 

范围内。图 9~11所示为金属离子作用下腐败希瓦氏菌 

还原 U(Ⅵ)的结果。结果表明，在  4 种金属离子中， 
Ca 2+ 和  Cu 2+ 对  U(Ⅵ)的还原影响显著。与无外加金属 

离子相比，60 h 内，2 mmol/L Ca 2+ 使 U(Ⅵ)的还原效 

率由 97%降至 42%。这可能是因为在水溶液中，Ca 2+ 

与 U(Ⅵ)生成钙铀碳酸盐络合物，使 U(Ⅵ)的活性键被 

占用。钙铀碳酸盐络合物稳定性较高，在  U(Ⅵ)接受 

电子时，U(Ⅵ)的活性键不易重新释放，从而降低了 
U(Ⅵ)的氧化还原活性， 影响了U(Ⅵ)的生物还原 [17−18] 。 

从图 9 和 10 可以看出，Mn 2+ 和 Cr 6+ 对腐殖质还 

图 9  重金属离子对 U(Ⅵ)还原的影响 
Fig.  9  Effect  of  heavy  metal  ions  on  U(Ⅵ)  reduction  by 
S.putrefaciens 

图 10  Cr 6+ 浓度对 U(Ⅵ)还原的影响 

Fig.  10  Effect  of  Cr 6+ concentration  on  U(Ⅵ)  reduction  by 

S.putrefaciens
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图 11  Cu 2+ 浓度对 U(Ⅵ)还原的影响 
Fig.  11  Effect  of  Cu 2+ concentration  on  U(Ⅵ)  reduction  by 

S.putrefaciens 

原 U(Ⅵ)的影响较小。在 60 h内，与没有外加重金属 

离子的实验样液对照，添加  1.0  mmol/L  Cr 6+ 、2.0 
mmol/L  Cr 6+ 、2.0 mmol/L Mn 2+ 于培养液中，U(Ⅵ)的 

还原效率分别降低了  1.85%、4.38%和  9.31%左右。 
VERRAMANI 等 [19] 发现  Mn 2+ 对微生物还原  U(VI)的 

成矿作用和反应生成的沥青铀矿结构均有一定影响。 

本研究采用二苯碳酰二肼法测定了培养液中 Cr 6+ 的浓 

度，未观察到 Cr 6+ 浓度的明显变化。这是因为在中性 

环境中，φ Θ (Mn(Ⅱ)/Mn(s))=−1  029  mV、φ Θ (Cr(Ⅵ)/ 
Cr(Ⅲ))=−130 mV [11] ，而 φ Θ (U(Ⅵ)/U(Ⅳ))= +273 mV， 
Cr(Ⅵ)和  Mn(Ⅱ)的得电子能力远弱于  U(Ⅵ)的得电子 

能力。因此，在电子传递过程中，Cr 6+ 和Mn 2+ 对 U(Ⅵ) 
还原影响较小。GU  和  CHEN [11] 研究结果表明，在 
pH=3 的酸性环境中，Cr 6+ 被 AQS 化学还原；但在中 

性环境中，Cr 6+ 生物还原作用不明显，还原过程缓 

慢 [20] ，与本研究结果基本一致。当环境变化时，Cr 6+ 、 
Mn 2+ 及  U(Ⅵ)的氧化还原电位也发生变化，可能会得 

到不同的实验结果。 

当 Cu 2+ 存在时，腐败希瓦氏菌对 U(Ⅵ)的还原结 

果如图 11所示。从图 11可以看出，Cu 2+ 对 U(Ⅵ)的还 

原具有强烈的抑制作用。当 Cu 2+ 浓度为 2 mmol/L时， 

在 60 h 内，U(Ⅵ)的还原效率仅为 12.7%。本课题组也 

研究了  Cu 2+ 对硫酸盐还原菌(SRB)还原  U(Ⅵ)的影响 
[18, 21] ， 实验结果证明， Cu 2+ 与呼吸链始端脱氢酶的 FeS 
蛋白的活性中心相结合，破坏了蛋白的活性中心，从 

而使该蛋白质失去氧化电子供体的能力， 降低了U(Ⅵ) 
的生物还原效率 [22] 。本研究更进一步证明了腐败希瓦 

氏菌腐殖质还原U(Ⅵ)的过程与电子传递链密切相关。 

4  结论 

1) 在浓度为 0~2 mmol/L范围内，AQS能显著加 

速菌体对 U(Ⅵ)的还原。 当 AQS浓度为 2 mmol/L 时， 
U(Ⅵ)的还原效率达到最大值，在 12 h 内，U(Ⅵ)还原 

效率可达 90%以上；当 AQS浓度高于 2 mmol/L的浓 

度阈值时，随着 AQS 浓度的增加，U(Ⅵ)的还原效率 

逐步降低。 
2) 在厌氧条件下， 腐败希瓦氏菌能利用多种有机 

酸盐作为电子供体，以 AQS作为电子穿梭载体，高效 

还原 U(Ⅵ)。当分别以 5 mmol/L的甲酸钠、乙酸钠和 

乳酸钠作为腐败希瓦氏菌的外加电子供体时, U(VI)的 

还原效率由高到低的顺序为乳酸钠、 甲酸钠、 乙酸钠。 
3) 甲苯、 三氯乙酸和对硝基苯酚 3种物质均可以 

作为腐败希瓦氏菌还原  U(Ⅵ)的电子供体，且具有较 

高 U(Ⅵ)还原效率。腐败希瓦氏菌还原 U(Ⅵ)的同时， 

可将甲苯、三氯乙酸和对硝基苯酚氧化降解。 
4) 环境有毒物质对腐败希瓦氏还原 U(Ⅵ)的影响 

较大。Cr 6+ 、Mn 2+ 、Cu 2+ 和 Ca 2+ 4种金属离子对腐败希 

瓦氏菌还原  U(Ⅵ)的影响存在较大差异。Cu 2+ 和  Ca 2+ 

对腐败希瓦氏菌还原 U(Ⅵ)存在较强的抑制作用； Cr 6+ 

和  Mn 2+ 对还原  U(Ⅵ)的影响相对较小。金属离子对 
U(Ⅵ)还原的影响强弱与其离子浓度正相关。 
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