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还原亚硒酸盐产生红色单质硒光合细菌菌株的筛选与鉴定

王东亮，肖 敏"，钱 卫，韩 波
（山东大学微生物技术国家重点实验室 济南 $3%#%%）

摘 要：从实验室保藏的光合细菌中筛选出一株对亚硒酸钠还原效率较高的菌株 D4，其亚硒酸钠还原产物通过透

射电子显微镜及 6EF（6/(?G*:92E8<H(*<8I( F2*,-）分析确定为红色单质硒。菌株 D4 的形态学特征、生理生化特征及光

合色素扫 描 结 果 与 固 氮 红 细 菌（ !"#$#%&’()* &+#(#,#*-&./）的 特 征 基 本 一 致；#1D *EJK 序 列（L(9M,9N 登 录 号 为

EO!%$%3#）在系统发育树中与固氮红细菌同属一个类群，序列同源性为 @@P。根据上述结果将菌株 D4 鉴定为固氮

红细菌。初步研究了该菌株还原亚硒酸钠的特性，首次报道固氮红细菌具有还原亚硒酸盐产生红色单质硒的能

力，为今后利用微生物方法治理环境中硒污染、利用微生物方法获得活性红色单质硒以及对微生物还原亚硒酸盐

产生红色单质硒的机理研究奠定了良好的基础。
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硒位于第六主族，是一种生命必需的微量元素，

但高浓度的硒毒性较强且会造成环境污染。自然界

中的硒主要以 ! 种价态存在：还原态的硒化物［D($ A

（ A $）］、零价的单质硒［D(:（%）］和氧化态的亚硒酸

盐［D(Q$ A
4 （ R !）］及硒酸盐［D(Q$ A

! （ R 1）］。其中，亚

硒酸盐易溶于水，较其它形式具有更强的毒性。某

些微生物如光合细菌对亚硒酸盐具有极强的耐受

性，能将溶液中的亚硒酸盐还原［#，$］，产生的红色单

质硒溶解度较小且毒性降低，可用于某些硒环境污

染的生物治理。近年来的研究发现，当粒径在 3 &
$%%97时，这种红色单质硒在生物补硒方面可能有

很高的应用价值。此外，微生物还原亚硒酸盐产生

红色单质硒的机制也是近年来研究的热点问题。

本研究从实验室保藏光合细菌中筛选出了 # 株

对亚硒酸钠有较强耐受性和还原能力的菌株，证实

具有产生红色单质硒的能力。通过形态学和生理生

化特征、光合色素种类及 #1D *EJK 的系统发育分析

进行了菌种鉴定，并对其还原亚硒酸盐的情况进行

了初步研究，为今后光合细菌还原亚硒酸钠产生红

色单质硒的研究奠定了基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 主要试剂和仪器：细菌基因组 EJK 抽提试

剂盒（M8:<H89）、EJK S,*N(* 和 TUV 扩 增 试 剂 盒

（.,W,V,）；#1D *EJK 细菌通用引物（上海生工生物

工程有限公司合成）；X’YZ[2$%%% 型 分 光 光 度 计

（上海尤尼柯仪器有限公司）、\(!8:< 紫外可见分光

光度计（美国）、.6UJK] 型透射电子显微镜（荷兰）。

!"!"# 培养基：VU[MJ 培养基按文献［4］配制，加

入 %^0P琼脂即为 VU[MJ 半固体培养基。

!"# 培养液中菌体数量的测定

利用血球计数板计数测培养液中的菌体数量。

!"$ 亚硒酸钠含量的测定

参照文献［!］方法测定培养液亚硒酸钠含量。

!"% 透射电子显微镜及 &’(（&)*+,-./0’123*-214*
(0-56）分析样品制备

光合细菌菌株 D4，以 #%P & $%P的接种量接入

一定亚硒酸钠浓度的 VU[MJ 培养基，4%_光照培养

3 & #%=，发酵液 #%%%%*‘789 离心 #%789 收集菌体，所

得菌体再用无菌生理盐水洗涤两次，用毛细管吸取

菌悬液滴在铜网上，室温干燥后进行透射电子显微

镜观察，并对其中的红色单质硒颗粒进行 6EF 分

析，检测其组成成分。

!"7 菌种鉴定

!"7"! 菌体形态和生理生化特征研究：参照文献

［3，1］中相应属、种鉴定的有关内容选择生理生化实

验性状。主要进行了粘液产生、4PJ,U/ 中生长、硫

酸盐同化、硝酸盐同化及唯一碳源实验。

!"7"# 细胞吸光光谱测定［"］：培养菌液经离心洗涤



后，悬浮于 !"#的蔗糖溶液中，在 $%" & %""’( 波长

连续扫描，记录特征吸收峰处波长。

!"#"$ 菌株 $!) *+,- 序列测定：菌体 +,- 的提取

按 ./012/’ 细菌基因组 +,- 抽提试剂盒操作说明进

行；以 $!) *+,- 通 用 引 物 345（ 678-9-9::
:9-:;<:99;:;-)8=7）和 $636*（ 678--99-99:9
-:;;-9;;8=7）>;? 扩增获得菌株 $!) *+,-。>;?
反应 条 件：%6@ 6(/’；%A@ $(/’，!"@ $(/’，43@
=(/’，=" 个循环；43@ $"(/’。扩增产物纯化后由上

海英骏生物技术有限公司完成测序。

!"#"% 系统发育分析：将 )= 菌株 $!) *+,- 序列在

9B’.C’D 中进行 .EC1F 比对，选出相似性大于 %!#的

部分 序 列 和 一 株 荚 膜 红 假 单 胞 菌（ !"#$#%&’()*
’&+,-.&(-,）的序列共 $4 个 $!) *+,- 序列，首先用

;EG1FCEH 进行多序列联配，再利用 >I/E/2（=J!6）构建

系统发育树，产生的数据套数选 $"""。

& 结果

&"! 亚硒酸钠还原菌株的筛选

活化的光合细菌，以 $"# & 3"#的接种量接入

不同亚硒酸钠浓度的 ?;K., 培养基中，="@光照培

养 6 & $"L，通过对不同光合细菌菌体浓度及还原亚

硒酸钠效率的比较（结果未显示），从 3" 株光合细菌

中筛选出 $ 株对亚硒酸钠还原量较高的菌株，编号

)=。研究表明，其在 $3J6((0EMN 亚硒酸钠浓度下，

细菌数仍能达到 3J3 O $"P 个细胞M(N，此时亚硒酸

钠的还原量为 !JP!((0EMN，还原效率 6AJ%#。

图 ! 加硒培养后 ’$ 菌体的透射电镜照片（%(((( ) ）

Q/RS$ :*C’1(/11/0’ BEBTF*0’ (/T*0R*C2I 05 1F*C/’ )= TBEE R*0U’ /’ FIB

2*B1B’TB 05 1BEB’/FB 1I0U/’R FIB BEBTF*0’8LB’1B 2C*F/TEB1 50*(BL VW 1F*C/’

)=（A"""" O ）S

&"& 菌体产生红色单质硒的确定

透射电子显微镜观察，菌体表面及周质空间中

存在高电子密度的颗粒（图 $），粒径 6 & 3""’(，X+H
分析 显 示，这 些 颗 粒 只 在 $J=4DBK（ 2BCD )BN!）、

$$J33DBK（2BCD )BY!）和 $3JA%DBK（2BCD )BY"）出现元

素硒的特异吸收峰（图 3），表明颗粒的主要成分为

元素硒，与文献报道一致［$，P］，确定其为红色单质硒。

图 & 菌株 ’$ 形成的高电子密度颗粒的 *+, 分析

Q/RS 3 X+H C’CEW1/1 05 BEBTF*0’8LB’1B 2C*F/TEB1 50*(BL VW 1F*C/’

)=JX’B*RW EBZBE1（/’ D/E0BEBTF*0’ Z0EF1）C*B /’L/TCFBL 0’ FIB / C[/1S :IB

B(/11/0’ E/’B1 50* 1BEB’/G( C*B CF $J=4 DBK（2BCD )BN!），$$J33 DBK
（2BCD )BY!），C’L $3JA% DBK（2BCD )BY"）S

&"$ 菌种鉴定

&"$"! 菌株形态观察和生理生化特性：菌株 )= 革

兰氏染色阴性，细胞杆状，菌体大小 "J!#( & $J"#(
O $J"#( & =J"#(。在光照厌氧和黑暗好氧条件下

均可生长，光照下，培养物为红色。适宜生长温度为

36@ & =3@，2\ 为 !J6 & 4J6。生理生化特征实验结

果如表 $ 所示。

表 ! 菌株 ’$ 的生理生化特征

!
!
!
!
!
!
!
!
!
!

:CVEB $ >IW1/E0R/TCE 5BCFG*B1 05 1F*C/’ )=
;IC*CTFB*/1F/T ?B1GEF1
)E/(B 50*(CF/0’ ]
,C;E *B^G/*B(B’F ]
)GE5CFB C11/(/ECFBL ]
Q/’CE 0[/LCF/0’ >*0LGTF 05 1GE5/LB )_
9*0UFI 5CTF0*1 V，’，F

;IC*CTFB*/1F/T ?B1GEF1
,/F*CFB C11/(/ECFBL ]
‘F/E/aCF/0’ 05：

:C*F*CFB b
<C’’’/F0E ]
+GET/F0E ]

V：./0F/’；’：,/T0F/’C(/LB；F：:I/C(/’S

&"$"& 活细胞吸收光谱测定：菌株活细胞的特征吸

收峰为 =46’(、AP4’(、6$3’(、6%"’(、P"3’(、P!$’(、

PPA’(，叶 绿 素 & 在 =46’(、6%"’(、P"3’(、P!$’(、

PPA’( 处有特征吸收峰，类胡萝卜素在 A6" & 6="’(
处有特征吸收峰，因此菌株 )= 含有菌绿素 & 和类

胡萝卜素。

&"$"$ $!) *+,- 序列分析：菌株 )= 的 $!) *+,- 序

列长度为 $A6%V2，与红细菌属已知菌株 $!) *+,- 片

段大小相符。在 9B’.C’D 中的登录号为 +cA"3"6$，

在系统发育树上与序列号为 +4"PA!、+4"PA4 的固氮

红细菌菌株 $!) *+,- 序列为一簇，同源性 %%#；与

序列 号 为 -QA!PP3$、+$!A3A、-.$%!=6A、-.$%!=66、
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!"#$%& 球形红细菌菌株 "#’ (!)* 序列的同源性为

+,-（图 .）。

图 ! 以 "#$ %&’( 同源性为基础的系统发育树

/012 . 345671898:0; :(88 <=>8? 79 "$&+<@AB(=1C89: 7B "#’ (!)*

>8DE89;8> 7B >:(=09 ’.FG48 9EC<8(> =: 8=;4 <(=9;4 @709:> 09?0;=:8 :48

@8(;89:=18 >E@@7(:8? <5 <77:>:(=@，=9? 09 @=(89:48>8> =B:8( 8=;4 <=;:8(0=6

9=C8 "#’ (!)* =;;8>>079 9EC<8( 09 H89I=9J =(8 >47K8?2 I=(，"-

>8DE89;8 ?0L8(189;82

图 ) 菌株 $! 对亚硒酸钠的还原情况

/012$ G48 ;7E(>8 7B 1(7K:4 =9? >86890:8 (8?E;:079 <5 >:(=09 ’.F’5C<76>：

!，;866 ;79;89:(=:079；"，>86890:8 ;79;89:(=:0792 M866> 1(7K9 09 :48

@(8>89;8 7B "F%&CC76NO >86890:8，>86890:8 K=> =??8? =: P8(7 :0C82 Q=;4

;E(L8 >47K> C8=9> <=>8? 79 :48 (8>E6:> 7B :K7 7( :4(88 8R@8(0C89:>2

*+) 菌株 $! 对亚硒酸钠还原特性的初步研究

*+)+" 亚硒酸钠还原与 ’. 生长状况的关系：活化

的 ’. 菌株培养液按 "S-的接种量接种于含亚硒酸

钠（"F%&CC76NO）的 TMUI) 培养基中，在 .SV光照条

件下培养，定时取样测定菌体的生长情况和培养基

中亚硒酸钠的浓度。图 $ 表明，菌株 ’. 细胞的生长

和对亚硒酸钠的还原是同步的。此浓度的亚硒酸钠

对菌株 ’. 生长并无明显的延滞作用，到 #S4 基本达

到最大生长量，此时亚硒酸钠的还原达 ++-以上。

*+)+* 耐受亚硒酸盐浓度试验：菌株 ’. 在普通培

养基中培养至对数后期，以 "S- 的接种量接种至

TMUI) 培养基中，分别添加不同浓度亚硒酸钠为硒

源，.SV光照培养，+#4 取样测定菌株生长和对亚硒

酸钠的还原情况。结果表明，当亚硒酸钠浓度低于

"F&CC76NO 时，菌株 ’. 能完全还原亚硒酸钠，而随着

亚硒酸钠浓度的提高，细胞的生长和亚硒酸钠还原

效率均呈下降趋势。菌体对亚硒酸钠的耐受浓度最

高达 "%&CC76NO，而当亚硒酸钠浓度高于 "%&CC76NO
时，’. 基本不能生长，对亚硒酸钠的还原也停止。

! 讨论

本研究筛选出了一株对亚硒酸钠具有高耐受性

且能将亚硒酸钠还原为红色单质硒的光合细菌 ’.。

菌种鉴定表明，菌株 ’. 具有固氮红细菌所特有的表

型特征。又据 "#’ (!)* 序列同源分析可见菌株 ’.
与 H89I=9J 登录号为 !WS,$#、!WS,$W 的固氮红细菌

菌株为一族，最终将菌株 ’. 鉴定为固氮红细菌。

亚硒酸钠是环境特别是水环境中硒污染的主要

形式，近年来发现，许多微生物都能将亚硒酸钠还原

为红色单质硒。目前已报道的亚硒酸盐还原菌主要

有：大 肠 杆 菌（ !"#$%&’#$’( #)*’）［+］、罗 尔 斯 通 氏 菌

MX.$（+(*",)-’( .%,(**’/0&(-" MX.$）［"S］、深红红螺菌

（+$)/)"1’&’**0. &02&0.）［%］、荚膜红细菌（ +$)/)2(#,%&
#(1"0*(,0" ）［%］、 荧 光 假 单 胞 菌 （ 3"%0/).)-("
4*0)&%"#%-"）［""］、枯草芽孢杆菌（5(#’**0" "02,’*’"）［""］等。

但是国内外尚无固氮红细菌还原亚硒酸钠产生红色

单质硒的报道。另外，目前已报道的亚硒酸盐还原

菌对亚硒酸钠的耐受浓度不高，如罗尔斯通氏菌

MX$. 可耐受亚硒酸钠的浓度为 #CC76NO［+］，大肠杆

菌耐受亚硒酸钠的浓度最高为 %SCC76NO［"S］。而本

研究得到的菌株 ’. 对亚硒酸钠的耐受浓度最高可

达 "%&CC76NO，当亚硒酸钠初始浓度 Y "%F&CC76NO
时，’. 的最大生长量可达到 Z "S, 个细胞NCO，远远

高于其它已报道的菌种，为今后环境中亚硒酸盐污

染的治理提供了良好的菌株材料。

亚硒酸钠是一种生物活性高的廉价硒源添加

剂，但是其营养需求量和中毒量之间差距很小，很容

易引起中毒现象。实验证实，生物方法获得的粒径

在 & [ %SS9C 的红色单质硒与亚硒酸钠具有相同的

生物活性［"%，".］，而毒性仅为亚硒酸盐的 "NW［"$，"&］，被

称之为活性红色单质硒。透射电子显微镜观察显示

#$ \*)H !791A60=91 %, (* 2 N6#,( 7’#&)2’)*)8’#( 9’-’#(（%SSW）$W（"）



本研究中菌株 !" 产生的红色单质硒粒径大小在

# $ %&&’(的范围内，可能具有很好的生物活性。众

所周知，光合细菌本身具有较高的营养价值，不仅能

为水产、畜禽和农作物提供营养，而且能增强植物的

抗病能力，因此，如果利用光合细菌获得光合细菌活

性红色单质硒作为硒源添加剂生产富硒食物，可以

结合光合细菌和活性红色单质硒两方面的优势，对

富硒食物的生产具有极高的应用潜力和价值。

关于微生物还原亚硒酸盐产生红色单质硒的机

制，目 前 存 在 多 种 假 说。光 合 细 菌 中，深 红 红 螺

菌［)，%］和荚膜红细菌［%］还原亚硒酸盐产生红色单质

硒的机制都已被研究。亚硒酸钠存在的条件下，深

红红螺菌对亚硒酸盐的还原是在生长进入稳定期后

进行的［)，%］，而菌株 !" 同荚膜红细菌［%］对亚硒酸钠

的还原是与生长是同步进行的，两者可能存在不同

的亚硒酸盐还原途径。研究 !" 还原亚硒酸盐产生

红色单质硒的机制，对微生物还原亚硒酸盐产生红

色单质硒机制的研究具有重要的意义。
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