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摘　要　为了筛选出高抗性的锑（Antimony, Sb）氧化菌株，并阐释该细菌对土壤中 Sb迁移转化的机制，从

Sb污染土壤中富集培养并分离出 Sb高抗性和高氧化效率的菌株，结合细菌形态、生理生化检测、16S rDNA基

因序列分析等方法，确定了菌株的分类地位；通过该细菌与 Sb污染土壤共孵育实验，研究了细菌对土壤中

Sb迁移转化的影响。结果表明，筛选得到的菌株为假单胞菌属 Pseμdomonas，命名为 Pseμdomonas sp. ZLX16；菌

株 ZLX16能够耐受 2 mol·m−3 的 Sb(III)以及 10 mol·m−3 的 Sb(V)，并且在 3 d内可以将 100 mmol·m−3 的 Sb(Ⅲ)完全

氧化。土壤孵育实验表明，该菌株能够显著减少 Sb从固相土壤到液相中的释放量达 63.5%，对土壤颗粒表面的

Sb(III)有氧化作用，并且能够促进 Sb(V)以强吸附态的形式固定在土壤中；该菌株对 Sb的氧化速率较快，并且

可以显著降低土壤中 Sb的流动性，对修复 Sb矿区污染土壤具有潜在的应用价值。本研究结果可为了解微生物

影响土壤中污染物的迁移转化机制提供参考。
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锑 (Sb)是自然界中存在的一种有毒重金属。长期接触 Sb可导致严重的健康问题，如引起人体

肝脏、皮肤、呼吸系统和心血管系统疾病。因此，Sb被美国和欧盟列为优先控制污染物 [1]。我国

是世界上最大的 Sb生产国，全球超过 80%的 Sb供应量来自中国西南部的矿山 [2]。环境中 Sb既可

以通过自然过程，如岩石风化、热液喷发等产生，也可以通过人为活动，如矿山开采、化石燃料

燃烧、地下水抽取等过程产生 [3]。在 Sb高污染地区，Sb负荷超过土壤的自然衰减能力，故导致

Sb在谷物和蔬菜中积累，进而沿食物链富集，对人类健康构成巨大的威胁。有研究者发现，Sb矿

区附近居民膳食中 Sb摄入量是健康标准 (360 μg·d−1)的 1.5倍 [4]。严峻的 Sb污染形势，促使全球开

始关注 Sb的生物地球化学过程[5]。

Sb的化学形态决定了它的毒性、生物利用度和环境迁移性 [6]。在自然环境中，Sb主要有 2种

无机形态，在含氧环境中以五价锑酸盐 [Sb(Ⅴ)]为主要形态，而在缺氧条件下主要以毒性较大的三

价亚锑酸盐 [Sb(Ⅲ)]形式存在 [7]。在使用 O2 作为电子受体的自然环境条件下，Sb的氧化是极其缓

慢的，而微生物介导的酶促反应在 Sb的形态转化中起着重要的作用 [8]。Sb氧化细菌 (SbOB)编码的

锑氧化酶能够催化 Sb(Ⅲ)向 Sb(Ⅴ)的转化，以降低 Sb的毒性，从而为 Sb污染环境的生物修复提
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供了基础[9]。

近年来，微生物参与的 Sb的生物地球化学循化及其介导 Sb在固液界面之间的迁移转化引起

了较多关注。生物吸附是 Sb与微生物复杂的相互作用过程的第一步。大多数微生物表面含有多种

带负电荷的基团，如羧基、氨基、羟基，这些基团通过络合、静电吸引和离子交换等作用方式吸

附和固定包括 Sb在内的多种重金属 [10]。菌体表面的吸附作用能显著影响土壤中溶解离子的迁移和

转化。另一方面，大多数土壤微生物会附着在含铁、锰、铝氧化物的天然黏土矿物上，形成的微

生物—矿物复合物成为土壤中 Sb的重要吸附剂 [11]。目前，较多研究集中在锑氧化菌的筛选鉴定和

分子机理的探究。虽然已经分离出了一些 SbOB，但受到 Sb耐受性或氧化效率的限制，关于 SbOB
在 Sb污染土壤中对 Sb迁移转化的影响机制有待阐明 [12]。因此,本研究的目的是：1)从 Sb污染土壤

中分离和鉴定新的高效 SbOB；2)阐释 SbOB对污染土壤中 Sb的存在形态以及迁移转化的影响。 

1    材料与方法
 

1.1    实验原料

筛菌的土壤样品选自锑矿资源丰富的贵州省三都县苗龙村 (26°2'51''N，107°52'33''E)。使用土壤

采集器收集矿厂排水口附近的沉积物，将采回的样品风干后过筛。经测定，土壤锑质量分数为

155.9 mg·kg−1。
用于孵育的土壤选取湖南省冷水江市锡矿

山龙王池末段矿泥 (27°44′39″N，11°27′44″E)，
土壤中金属元素的质量分数如表 1所示。按照

我国《土壤环境质量建筑用地土壤污染风险管

控标准》 (试行 )(GB36600-2018)[13] 规定，工矿

用地中锑的管制值为 360 mg·kg−1，供试污染土壤样品中的 Sb大约是管制值的 4.7倍。

主要试剂：酒石酸锑钾 (C8H4K2O12Sb2·3H2O)、焦锑酸钾 (K2H2Sb2O7·4H2O)。LB培养基 (1 L液体

培养基中含有蛋白胨 10 g、酵母 5 g、氯化钠 5 g，pH约为 7.5)，CDM培养基 (1 L液体培养基中含

有 MgSO4·7H2O， 2  g； NH4Cl， 1  g； Na2SO4， 1  g； K2HPO4， 0.013  g； CaCl2·2H2O， 0.067  g； Na-
lactate，5 g；Fe2SO4·7H2O，0.033 g；NaHCO3，0.798 g)，固体培养基为液体培养基中加入 1.5%的琼

脂制备。 

1.2    实验方法

首先，从锑污染土壤中分离筛选出 Sb氧化率较高 (>90%)的菌株[9, 14]，验证其对 Sb的抗性及氧

化效率；然后，进行锑氧化菌与土壤的孵育实验，所有处理均重复 3次。

Sb抗性实验。接种 1%菌液到 100 mL的 LB培养基中，设置 Sb(Ⅲ)浓度梯度为 0、0.1、1、
2、3 mol·m−3，设置 Sb(Ⅴ)浓度梯度为 0、0.1、1、5、10 mol·m−3，每隔 2 h取样，使用分光光度计

测定细菌的 OD600并绘制生长曲线。

Sb氧化实验。接种 1%菌液于 Sb(Ⅲ)浓度为 100 mmol·m−3 的 100 mL CDM培养液的三角瓶中，

在 30 ℃、180 r·min−1 下震荡培育 6 d，间隔适当的时间取样 1 mL，离心后使用 0.22 μm滤膜过滤，

利用原子荧光光谱仪 (AFS)测定 Sb的形态和浓度。

土壤孵育实验。将 5 g已灭菌的土壤加入到 200 mL已灭菌的 CDM培养基中，将筛选得到的锑

氧化细菌以 1%的接种量加入上述体系中，设为加菌体系，对照体系中不接种细菌。在 30 ℃、

180 r·min−1 下震荡培育，前 10 d每隔 2 d取样 1 mL，之后，间隔 5 d取样 1 mL，样品过 0.22 μm滤

膜，用原子荧光光谱仪 (AFS)测定 Sb(Ⅲ)和 Sb(Ⅴ)的浓度。取样时测定 pH值，并使用稀 HCL或

NaOH调节加菌体系中的 pH，使其与对照体系的 pH保持一致。另外取出 100 μL溶液稀释适当倍

表 1    土壤中金属元素的质量分数
Table 1    Mass fraction of metal elements in soil mg·kg−1

Sb As Fe Mn Ca Mg Al

1 677 409 10 278 98 35 229 1 909 16 688

 

   第 5 期 李姗颖等：高效锑氧化菌的筛选鉴定及其对土壤中锑迁移转化的影响 1603    
环
境
工
程
学
报
版
权
所
有



数用于平板涂布，计数细菌的生长情况。

细菌对锑的吸附实验。在 CDM培养基中，将细菌培养至对数生长期，加入 50 mmol·m−3

Sb(Ⅲ)和 50 mmol·m−3 Sb(Ⅴ)，设为加菌体系，在 30 ℃ 下，以 180 r·min−1 振荡培养，在 0和 4 h时取

样，以 5 000 r∙min−1 离心 10 min，上清液过 0.22 μm滤膜，用原子荧光光谱仪 (AFS)测定 Sb的浓

度。设置不加菌的对照体系，加菌体系与对照

体系溶液中的 Sb含量之差即为细菌对 Sb的吸

附量[15]。

萃取实验。将土壤孵育实验结束后的土壤

样品进行萃取，表 2显示了土壤萃取的步骤及

每种萃取剂所针对的锑的萃取形态 [16]，将过滤

得到的萃取液用原子荧光光谱仪 (AFS)测定 Sb的形态和浓度。 

1.3    表征方法

菌体样品经过预处理后使用扫描电子显微镜 (Quattro，北京理德东方科技有限公司)观察菌体

的表面形貌 [17]。将土壤样品冷冻干燥，研磨过 200目筛用于土壤样品的表征。采用 X射线粉末衍

射仪 (X’ Pert 3 powder，荷兰帕纳科分析仪器有限公司)分析土壤样品中物质的晶体结构。利用显

微激光共聚焦拉曼光谱仪 (LabRAM HR evolution，东方科学仪器进口集团有限公司)对土壤样品中

存在的官能团进行分析 [18]。利用 X射线光电子能谱 (AXIS SUPRA，岛津公司)分析 Sb的 4d轨道在

土壤颗粒表面的分布。 

2    结果与讨论
 

2.1    锑氧化菌的分离筛选与鉴定

1)形态观察及生理生化特征。如图 1所

示，生长在 CDM平板上的菌落呈淡黄色，不

透明，形状不规则，表面有褶皱并突起。利用

SEM扫描电镜对细菌进行观察，菌体为杆状，

长约 1 μm。对细菌生理生化特性进行鉴定如

表 3所示。

2)系统发育树。如图 2所示， 16S rDNA
基因系统发育树，显示了细菌的亲缘关系。该

菌 株 与 Pseudomonas  stutzeri  CCUG  11  256  (NR
118 798.1)菌株的同源性达 94%，为假单胞菌

属，命名为 Pseudomonas sp. ZLX16。 

2.2    锑氧化菌株的生物学特性分析

1)生长曲线及对锑的耐受性。菌株 ZLX16
对 Sb(Ⅲ)和 Sb(Ⅴ)都具有一定的抗性能力。菌

株 ZLX16的最小生长抑制浓度分别为 2 mol·m−3

Sb(Ⅲ)、至少 10 mol·m−3 Sb(Ⅴ)。好氧 SbOB的

MIC值普遍分布在 Sb(Ⅲ) 0.1~5 mol·m−3 及 Sb(Ⅴ)
10 mol·m−3 以上的范围 [9, 14, 19]。已有研究 [14] 表

明，从 11种不同地区的锑矿土壤中分离出

125株可培养的 Sb(Ⅲ)抗性细菌，其中不动杆

表 2    Sb 土壤中 Sb 的顺序萃取

Table 2    Sequential extraction of antimony from soil

步骤 萃取剂及萃取条件 萃取形态

1 1×103 mol·m-3 MgCl2，pH=8，2 h，25 ℃ 离子结合态

2 1×103 mol·m-3 NaH2PO4，pH=5，24 h，25 ℃ 强吸附态

表 3    细菌的生理生化特征

Table 3    Physiological and biochemical characteristics of strain

生理生化指标 可利用性 生理生化指标 可利用性

葡萄糖 + 甘露醇 −

果糖 + 接触酶 +

木糖 + M.R. −

蔗糖 − V.P. −

麦芽糖 + 淀粉水解 +

阿拉伯糖 + 苯丙氨酸 −

山梨醇 − 马尿酸盐 −

　　注：表中“+”表示阳性或者能够利用；“−”表示阴性或者不能

利用。

 

图 1    细菌的形态特征

Fig. 1    Morphology of strain
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菌属对 Sb(Ⅲ)的 MIC最高为 3.43 mol·m−3，假单胞菌属为 1.65 mol·m−3。相较于假单胞菌属，菌株

ZLX16对 Sb(Ⅲ)具有较强的抗性。ZLX16对 Sb(Ⅴ)的 MIC高于 10 mol·m−3，这说明 Sb(Ⅴ)的毒性远

低于 Sb(Ⅲ)。值得注意的是，实验中用于菌株筛选的土壤 Sb的质量分数约为 155.9 mg·kg−1。可

见，为了应对高 Sb的毒性环境，菌株进化出了较强的 Sb耐受能力，这也进一步解释了 SbOB的

Sb耐受性较强的原因。

2)氧化实验。如图 3所示，Sb氧化细菌

ZLX16在 3 d内能够将 97.3%的 Sb(Ⅲ)氧化为

Sb(Ⅴ)，氧化速率为 29.5 μmol·d−1。在 LI等 [9] 分

离 得 到 的 Sb氧 化 菌 中 ， 氧 化 效 率 最 高 的

Comamonas  spp.S44和 JL40，其氧化速率分别

为 16.67和 10.00 μmol·d -1。相较于已报道 [19] 的

一系列 Sb氧化菌中，菌株 ZLX16表现为较强

的 Sb氧化速率。 

2.3    细菌对土壤中锑的迁移转化实验

1)菌株 ZLX16对土壤中锑的释放及氧化。

土壤孵育实验过程中，Sb的释放量变化如图

4(a)所示。其中，只有 Sb(Ⅴ)从土壤释放到液

相，Sb(Ⅲ)浓度低于检测限。加菌体系和对照体系在 25 d时，释放到液相的 Sb(Ⅴ) 浓度分别为

15.0和 41.1 mmol·m−3，加菌体系中 Sb的释放量比对照体系中减少约 63.5%。这表明，细菌能够明

显阻碍 Sb由固相到液相中的转移。

实验过程中通过涂平板计数来掌握细菌的生长情况，同时监测了 pH的变化。图 4(b)中细菌的

生长曲线表明，细菌生长状态良好，细菌数在第 10 d左右达到最大量。对照体系中的 pH初始为

8.2，随培养时间的延长有缓慢上升的趋势，在第 6 d稳定在 8.9左右。加菌体系中 pH较对照体系

略有上升，通过调节 pH，使之与实验体系保持一致，以排除 pH变化对 Sb的状态的影响。

 

图 2    基于 16S rDNA 基因序列 Neighbor-Joining 法构建的系统发育树

Fig. 2    Phylogenetic tree constructed by neighbor-Joining method of 16S rDNA gene sequence

 

图 3    菌株 ZLX16 对 Sb(Ⅲ) 的氧化效率曲线

Fig. 3    Sb(Ⅲ) oxidation efficiency curve of strain ZLX16
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为了探究菌株 ZLX16对土壤中 Sb存在形态的影响，对土壤中以离子结合态和强吸附态形式结

合的 Sb分别进行了萃取。如图 5(a)、图 5(b)所示，对比 2个体系土壤中 Sb(Ⅲ)的质量分数，菌株

ZLX16对固相中离子结合态和强吸附态的 Sb(Ⅲ)都有一定的氧化作用，氧化率分别为 46.2%和 41.9%。

而且，2个体系中以离子结合态形式存在的 Sb(Ⅲ)较低，对照体系和加菌体系分别为 1.8和 0.9 mg·kg−1；
以强吸附态形式存在的 Sb(Ⅲ)较高，对照体系和加菌体系分别为 40.2和 23.3 mg·kg−1。由于环境中

Sb(Ⅲ)主要以 Sb(OH)3 形式存在，呈电中性，易与土壤产生静电吸附，导致 Sb(Ⅲ)不易从固相中释

放[20]，因此，2个体系中的 Sb(Ⅲ)均以强吸附态形式为主，这与图 4(a)中未检测到 Sb(Ⅲ)的现象相符。

对比 2个体系土壤中 Sb(Ⅴ)的质量分数，如图 5(a)所示，加菌体系中和对照体系中以离子结

合态形式存在的 Sb(Ⅴ)分别为 9.9和 17.1 mg·kg−1，此结果与图 4(a)加菌体系中 Sb(Ⅴ)释放量低的现

象一致。图 5(b)显示，加菌体系和对照体系中以强吸附态形式存在的 Sb(Ⅴ)分别为 13.5和 2.9 mg·kg−1。
这表明 ZLX16可以将一部分游离态 Sb(Ⅴ)转化为强吸附态 Sb(Ⅴ)，从而固定在土壤中。由于环境

中 Sb(Ⅴ)主要以 Sb(OH)6−形式存在，与土壤存在静电斥力，流动性较强，容易释放，因此，2个体

系中的 Sb(Ⅴ)均以离子结合态形式为主。

2)细菌和土壤对锑的吸附。为了探究加菌体系与对照体系相比所减少的 Sb的去向，进行了细

菌吸附实验和土壤消解实验。细菌吸附实验结果表明，细菌对 Sb的吸附量约为 16 mg·g−1。已有研

 

图 4    土壤孵育体系中 Sb 的浓度及细菌生长曲线

Fig. 4    Sb concentration in soil incubation systems and growth curve of strain

 

图 5    土壤孵育体系中 Sb 的质量分数

Fig. 5    Mass fraction of Sb in soil incubation systems
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究证实，细菌表面的大分子物质和官能团可以吸附络合重金属离子 [21]。杜辉辉等 [15] 发现，细菌主

要通过细胞壁或胞外 EPS的羧基、氨基络合 Sb，实验结果表明理论最大吸附容量约为 1%。这主要

是由于锑以含氧酸根的形式存在，与细菌存在静电斥力，导致吸附量较少。土壤消解结果显示，

加菌体系和对照体系的土壤中 Sb分别为 1 114、1 037 mg·kg−1。与对照体系相比，加菌体系液相中

减少的 Sb中有 92.0%被固定在土壤中。这说明，在细菌的作用下，土壤对锑的吸附能力增强。

3)XRD表征。为了探究细菌对土壤中成分的影响，采用 XRD手段对土壤样品中物质的晶体结

构进行了分析。如图 6所示，土壤中含有晶型较好的 SiO2。此外，土壤中的 Fe、Al、Ca含量较

高，可能会存在 Fe、Al、Ca化合物。但从 XRD中未发现 Fe、Al、Ca等元素的衍射峰，这说明土

壤中的铁铝钙大部分是以无定形化合物的形态存在 [22]。无定形的铁氧化物或无定形的铁、铝含水

氧化物是 Sb(Ⅴ)吸附的主要土壤成分，具有更大的比表面积，可与重金属离子发生共沉淀，从而

增加土壤对重金属的吸附能力 [23]。从 XRD图谱中可发现，加菌体系中出现铁锰水合氢氧化物

(MnFe2(PO4)2OH2·4H2O)的衍射峰，铁、锰氧化物是土壤中 Sb吸附和氧化过程的重要物质，这方面

已有较多报道 [24-26]。徐伟等 [26] 推测，Sb(Ⅴ)在铁锰复合氧化物表面形成内层络合物，Sb(Ⅴ)吸附量

随离子强度的增加而增加。然而，在研究环境中 Sb的迁移转化时，必须考虑铁、锰氧化物与有机

物的复合物。细菌在土壤矿物表面粘附并形成生物膜是环境中常见的过程，这个过程可能会改变

这些团聚体的理化性质，从而影响团聚体与金属的结合行为[27]。

4)拉曼表征。进一步采用拉曼手段检测了土壤官能团组成，如图 7所示，加菌体系中出现 δ-
FeOOH(六方纤铁矿)和 γ-FeOOH(纤铁矿)峰 [28-29]。这说明，细菌促进土壤中的铁氧化物生成无定形

的羟基氧化铁。无定形的羟基氧化铁表面暴露着非常活泼的 (-OH、-OH2)官能团，使其具有巨大比

表面积、表面氧化还原和配位络合能力，因此一直被视为重金属的高效吸附剂。FeOOH的晶型如

α-FeOOH(针铁矿 )和 β-FeOOH(四方纤铁矿 )、 δ-FeOOH(六方纤铁矿 )、 γ-FeOOH(纤铁矿 )被视作

As(Ⅴ)的良好吸附剂，加菌体系中检测出的 δ-FeOOH和 γ-FeOOH在作为污染水中重金属的吸附剂

方面具有相当大的前景 [30-31]。Sb与 As处于同一主族，具有相似的化学性质，故可推测羟基氧化铁

对 Sb也具有较强的吸附能力。这也解释了 Sb被土壤固定的原因。 

3    结论

1)从 Sb污染地区分离鉴定得到 1株 Sb氧化细菌 ZLX16，通过比对 16S rDNA基因序列，鉴定

为假单胞菌属 Pseμdomonas。综合该细菌的生物学特性，发现该细菌对 Sb有较强的抗性和氧化

性。该菌株为进一步研究微生物氧化 Sb的机理和生物修复锑污染土壤提供了菌种资源。

2)土壤中 Sb从固相到液相的迁移以 Sb(Ⅴ)为主。Sb氧化菌 ZLX16能够将土壤颗粒表面的

Sb(Ⅲ)氧化，生成的 Sb(Ⅴ)以强吸附态的形式被固定在土壤中，从而可阻碍 Sb(Ⅴ)从固相释放到

 

图 6    土壤的 XRD 图谱

Fig. 6    XRD pattern of soil samples

 

图 7    土壤的拉曼光谱

Fig. 7    Raman spectroscopy of soil samples
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液相。

3)土壤的 XRD和拉曼光谱显示，菌株 ZLX16促进土壤产生 Fe-Mn氧化物和 FeOOH，以增强

对 Sb的吸附能力，从而可降低土壤中 Sb的流动性。
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Abstract    The purpose of this study was to isolate a highly efficient antimonite oxidizing strain and explore the
mechanism of this strain’s the migration and transformation of antimony in soil. The taxonomic status of strain
was  determined  by  the  morphological,  physiological  and  biochemical  identification,  and  16S  rDNA sequence
analysis.  The  strain  was  incubated  with  Sb-contaminated  soil  to  explore  its  effect  on  Sb  mobility.  The  result
suggested  that  the  strain  belonged  to  genus Pseμdomonas,  named Pseμdomonas  sp.  ZLX16.  It  could  tolerate
2 mol·m−3 Sb(III) and 10 mol·m−3 Sb(V). The oxidation experiment results showed that strain oxidized almost
100 mmol·m−3 Sb(Ⅲ) to Sb(V) for 3 d. Soil incubation experiment suggested that strain ZLX16 decreased the
Sb  release  from  solid  to  liquid  phase  by  63.5%.  Strain  oxidized  adsorbed  Sb(III)  on  the  surface  of  soil  and
promoted the fixation of Sb(V) in soil in the form of strongly adsorbed Sb. Strain ZLX16 had a high oxidation
rate of Sb and could significantly inhibit Sb release from soil to water. The results of this study can provide a
reference for understanding the migration and transformation mechanism of microorganisms affecting pollutants
in soil.
Keywords     Sb(Ⅲ)-oxidizing  bacteria;  isolation  and  identification;  transformation  and  mobilization;
antimony contaminated soil
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