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摘要:【目的】探索采用希瓦氏菌合成硒(Se)纳米棒，并阐明合成底物 Se( IV)的浓度与细菌培养时间对生物
合成的影响。【方法】将希瓦氏菌 Shewallena oneidensis MＲ-1 接种至 Luria-Bertani( LB)液体培养基，分别以
Se( IV)浓度 0. 1、1、10 和 100 mmol /L 的 Na2 SO3 作为电子受体，厌氧培养并绘制生长曲线。再将希瓦氏菌接
种到含最适 Se( IV)浓度的 LB 培养基中，在厌氧培养后第 24 和 72 h 离心获取沉淀。采用扫描电镜、X 射线
能谱和 X 射线衍射对沉淀进行分析。【结果】在 Se( IV)浓度 1 mmol /L 的培养基中培养 24 h 形成的纳米棒
沉淀截面直径约 80 nm，长度 2 － 3 μm。而培养 72 h 形成的沉淀较大，超出纳米物质范畴。采用 X 射线能谱
和 X 射线衍射确定纳米棒组成为单质 Se。【结论】本研究为生物合成 Se 纳米棒提供了一种可行的方法。希
瓦氏菌最适宜在 1 mmol /L Se( IV)浓度下以及在对数生长期大量合成 Se 纳米棒，具有潜在应用价值。
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生物合成纳米材料由于具有能耗低、污染小以
及生物相容性良好等特点，因而备受关注［1 － 4］。微
生物可以合成多种纳米物质。耐银的酵母菌可在胞
外 生 成 2 － 5 nm 的 Ag 粒 子［5］; Lee 等 利 用
Shewanella oneidensis HN-41 在厌氧条件下还原 As
(V) 和 S2O3

2 －，合成 As-S 纳米管［6］;Jiang 等发现利
用 S． oneidensis MＲ-1 能促进 U(VI)形成纳米线和
纳米颗粒［7］;Bao 等用酵母细胞获得 CdTe 量子点并
用于修饰电极［8］。探索并优化微生物合成纳米物
质的条件，是微生物合成技术实现应用的前提。

硒(Se)是重要的半导体，并具有良好的光电性
能，同时还是工业催化剂。因此硒具有广泛的用途。

包括用于太阳能、电子、化工等行业。动物实验发
现，纳米 Se 能够提高血中谷胱甘肽酶的活性，并且
在免疫调节和抑制肿瘤方面有效果［9］。多种微生
物能够将硒酸盐和亚硒酸盐还原为球状的单质 Se。
Eszenyi 等采用微生物 ( Lactobacillus acidophillus，
Streptococcus thermophilus 和 Lactobacillus casei)呼吸
Se( IV)获得纳米级别的球状单质 Se，但所得纳米球
的粒径较大，达到 100 － 500 nm［10］。另外，对于影响
微生物大量合成纳米 Se 的因素鲜有报道。

本研究采用希瓦氏菌 Shewallena oneidensis MＲ-
1 在厌氧条件下，以亚硒酸盐为电子受体，合成 Se
纳米棒。本研究探索适合希瓦氏菌生长的 Se( IV)
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浓度，以及细菌培养时间对 Se 纳米棒的影响。通过
扫描电镜观察纳米棒外观，并采用 X 射线能谱分析
和 X 射线衍射了解纳米棒的化学组成和晶体结构。
本研究为生物合成 Se 纳米棒提供一种可行的方法。

1 材料和方法

1. 1 细菌培养
配制 Luria-Bertani ( LB )细菌液体培养基，配

方:酵母提取物 5 g;蛋白胨 10 g;NaCl 10 g;水 1 L，
pH7. 2。121 ℃ 灭菌 20 min。取部分 LB 培养基接
种 Shewanella oneidensis MＲ-1，30 ℃恒温培养 24 h。
剩余的 LB 液体培养基用于配制含硒的培养基。用
注射器吸取不同浓度 Na2 SeO3 溶液，通过 0. 22 μm
滤膜过滤灭菌，再以无菌操作方式分别注射到培养
基中，配制成 Se( IV)浓度 0. 1、1. 0、10. 0 和 100. 0
mmol /L 的 LB 液体培养基。每个 Se( IV)浓度的 LB
培养基分装到 3 根指形管中作为 3 个重复。以无菌
操作方式吸取 1 mL 上述培养后的 Shewanella
oneidensis MＲ-1 菌液，注入到 100 mL 含 Se( IV) 的
LB 液体培养基中(OD600 = 0. 1)，置于厌氧培养箱中
30 ℃厌氧培养。在培养开始后第 6、12、24、36、48、60、
72 和84 h以无菌操作方式获取 2 mL 菌液，采用可见
光分光光度计检测 OD600消光度，观察 Shewanella
oneidensis MＲ-1 的 生 长 情 况，确 定 Shewanella
oneidensis MＲ-1 生长的最适 Se( IV)浓度。
1. 2 Se 纳米棒制备

按照上述方法重新配制 LB 液体培养基，其中
含最适于 Shewanella oneidensis MＲ-1 生长的 Se( IV)
浓度。将培养基分装到指形管中，每管分装 100
mL，置于厌氧培养箱中 30 ℃厌氧培养。在培养后
第 6、12、24、36、48、60、72 和 84 h，分别取一管，小心
从液面下方移出 60 mL 菌液并弃去，避免扰动管底
剩余的 40 mL 菌液。将管底 40 mL 菌液转移至
50 mL离心管中 2000 × g 离心，获取沉淀用于扫描电
镜观察、X 射线能谱分析和 X 射线衍射。
1. 3 扫描电镜观察和 X 射线能谱分析

用蒸馏水洗涤离心沉淀 3 次，加入含 2. 5% 戊
二醛的磷酸缓冲液固定细胞。再次离心并弃掉上
清，依次加入 40%、50%、70%、90%、100%乙醇，让
样品逐步脱水，避免快速脱水造成细胞变形。沉淀
脱水之后进行超临界干燥。部分干燥后的样品进行

喷金处理，在 5 kV 下进行扫描电镜观察，并对单根
棒状物进行 X 射线能谱分析(S-4800 型，日立公司，
日本)。观察样品时，先采用 1300 倍率对样品进行
全面观察，再放大到 3. 5 万倍观察 Se 纳米棒。
1. 4 X 射线衍射

剩余部分干燥后的样品进行研磨粉碎，取少量置
于 X 射线衍射分析用的玻璃样品槽中，用毛玻璃板
将样品刮平压实后，放入 X 射线衍射仪(X’Pert Pro，
帕纳科，荷兰)样品台中。分析参数:采用金属 Cu 靶
Kα 辐射(λ = 1. 5412 )，Ni 片滤波。衍射仪工作电
压为 40 kV，X 光管工作电流为 40 mA。使用闪烁探
测器，连续扫描方式进行测试，扫速为7° min － 1，衍射
角度 2θ 范围 10°至 80°，扫描步长为 0. 0131°。
1. 5 统计分析

不同 Se( IV)浓度、不同培养时间，LB 培养基中
Shewanella oneidensis MＲ-1 菌液吸光值(OD600 )的显
著性差异采用最小显著差法 ( LSD )，显著水平
P ＜ 0. 05。统计采用 SPSS14. 0 软件。

2 结果和讨论

2. 1 生长曲线
不同浓度 Se( IV)条件下，Shewanella oneidensis

MＲ-1 的生长曲线显示(图 1)，Se( IV)浓度为 1 和
10 mmol /L 时最有利于细菌生长，其中 10 mmol /L
处理 24 h 进入对数生长期，36 h 完成对数生长进入
稳定期，但在 72 h 吸光度(OD600 )出现了显著降低。
Se( IV)浓度 1 mmol /L 处理的吸光度值 (OD600 )在
24 － 60 h 显著升高，之后趋于平稳，培养 84 h 的吸
光度显著高于 10 mmol /L 处理。Se( IV)浓度为 0. 1
和 100. 0 mmol /L 的条件下，细菌生长受到明显抑
制。从图 2 可以看出培养 84 h 之后，1 mmol /L Se
( IV)的处理生成的红色单质 Se 最多。表明该浓度
条件下，Shewanella oneidensis MＲ-1 生长代谢最活
跃。由于 Shewanella oneidensis MＲ-1 在厌氧条件下
生长，Se( IV)作为唯一的电子受体，因而低浓度 Se
( IV)导致细菌代谢缓慢，生长受抑制。而高浓度 Se
( IV)则对细菌产生毒性，抑制细菌生长［11］。
2. 2 Se 纳米棒的电镜观察

将 Shewanella oneidensis MＲ-1 加入到 Se( IV)浓
度 1 mmol /L 的 LB 培养基中厌氧培养 24 h 后，纳米
棒大量形成。其截面直径约 80 nm，长度 2 － 3 μm(图
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图 1． 不同 Se( IV)浓度条件下 Shewanella oneidensis

MＲ-1 的生长曲线
Figure 1． The growth curve of Shewanella oneidensis MＲ-1

incubated with a series of selenium concentrations． The length of

error bar represents LSD0. 05 value，differences between any two

data points reach the significant level．

图 2． 培养 84 h 后的 LB 培养基
Figure 2． LB liquid inoculums after 84 hours incubation of

Shewanella oneidensis MＲ-1． Lable A， B， C and D denotes

inoculums with 100. 0、10. 0、1. 0 and 0. 1 mmol / L Se ( IV )，

respectively．

3-A)。X 射线能谱分析结果显示，纳米棒的化学组
成为单质 Se(图 4)。培养 72 h 后，原先的纳米棒明
显变粗，不仅单根直径达到约 200 nm，且 Se 棒之间
形成胶联(图 3-B)。24 － 36 h 处于对数生长期阶
段，此时大量产生 Se 纳米棒。进入稳定期之后，
Shewanella oneidensis MＲ-1 产生的单质 Se 继续生
长，超出纳米物质的规格;另外，Shewanella oneidensis
能够产生大量的胞外多糖［12］，稳定期之后多糖积
累、浓度增加，从而将若干 Se 棒胶联在一起。因此
本研究表明，对数生长期是 Shewanella oneidensis
MＲ-1 合成 Se 纳米棒的最佳时期。

图 3． 培养 24 h (A)和 72 h (B)形成沉淀的扫描电镜

图(35000 × )
Figure 3． The scanning electron microscopy (35000 × ) of deposits

after 24 h (A) and 72 h (B) incubation．

图 4． 纳米棒的 X 射线能谱
Figure 4． The energy-dispersive X-ray ( EDX) spectroscopy

of nanobars．

2. 3 X-射线衍射(XＲD)
我们对培养 24 h 产生的 Se 纳米棒进行 X-射线

衍射分析。XＲD 谱图 (图 5 ) 与 PDF No． 01-073-
0465 匹配较好，其峰所对应的层面间距 d 值与 PDF
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No． 01-073-0465 的 d 值完全相同(表 1)，可确定为
单质 Se，不含其他副产物，且单质 Se 的结晶度较
好。

图 5． 纳米棒的 X 射线衍射谱图
Figure 5． The X-ray diffraction (XＲD) spectroscopy of nanobars．

表 1． 单质硒纳米棒的 XＲD 衍射峰
Table 1． XＲD peaks of selenium nanobars

Synthetic selenium
nanobars
d-spacing

PDF No． 01-073-0465

Ｒelatively
intensity

d-spacing
Ｒelatively
intensity

3. 87 37. 31 3. 78 23. 51

3. 00 100. 00 3. 01 100. 00

2. 18 7. 53 2. 18 14. 60

2. 06 17. 99 2. 07 24. 30

2. 00 10. 78 2. 00 18. 60

1. 89 1. 08 1. 89 2. 30

1. 77 9. 75 1. 77 15. 50

1. 64 5. 18 1. 64 7. 20

1. 50 4. 54 1. 50 6. 70

1. 43 3. 63 1. 43 9. 40

1. 37 1. 25 1. 37 3. 00

1. 31 1. 33 1. 32 2. 30

3 结论

本研究采用希瓦氏菌 Shewanella oneidensis MＲ-1
在厌氧条件下还原 Na2 SeO3 生成单质 Se 纳米棒。
本研究表明，培养液中 Se( IV)浓度为 1 mmol /L 时，
希瓦氏菌生长和 Se 纳米棒合成数量优于 Se( IV)浓
度为 0. 1、10 和 100 mmol /L 时。对数生长期希瓦氏
菌能够产生大量单质 Se 纳米棒，是生物合成纳米物
质的最佳时期。
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Biosynthesis of selemium nanobars by Shewallena
oneidensis MＲ-1

Huan Deng1，Zhiyong Zheng2，Feng Zhao2*
1 Jiangsu Provincial Key Laboratory of Materials Cycling and Pollution Control，School of Geography Science，Nanjing
Normal University，Nanjing 210023，Jiangsu Province，China
2 Key Laboratory of Urban Pollutant Conversion，Institute of Urban Environment，Chinese Academy of Sciences，Xiamen
361021，Fujian Province，China

Abstract:［Objective］ We used Shewallena oneidensis MＲ-1 to produce selemium ( Se ) nanobars and studied the
influence of Se( IV) concentrations and incubation time on nanobars production． ［Methods］We incubated Shewallena
oneidensis MＲ-1 under anaerobic condition with Luria-Bertani ( LB) liquid medium containing 0. 1，1. 0，10. 0 or 100. 0
mmol / L Se( IV) in Na2 SeO3，to determine the optimal Se( IV) concentration for bacterial growth． Then，we incubated
Shewallena oneidensis MＲ-1 with the optimal Se( IV) concentration and collected deposits 24 and 72 h after anearobic
incubation． We used scanning electron microscopy，energy-dispersive X-ray and X-ray diffraction to analyse the deposits．
［Ｒesults］ The cross sectional diameter and length of deposits that were produced by Shewallena oneidensis MＲ-1 after
24 h incubation with 1 mmol / L Se( IV) was around 80 nm and 2-3 μm，respectively． However，the deposits after 72 h
incubation exceeded the size limit of nano material． Furthermore，the energy-dispersive X-ray and the X-ray diffraction
spectroscopy confirmed that the deposits were elemental Se． ［Conclusion］ This study provides a viable method for the
biosynthesis of Se nanobar． Shewallena oneidensis MＲ-1 can produce a large number of Se nanobars at exponential phase
under 0. 1 mmol / L Se( IV) ．
Keywords: Shewallena，anaerobic incubation，scanning electron microscopy，selemium nanobars，X-ray diffraction
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