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摘要：【目的】对所筛选的 1 株耐镉甲基营养芽胞杆菌 NTGB29 进行了环境抗逆性的研究，及影响菌株

吸附镉离子效率的条件优化。【方法】以发酵液活菌数为指标，研究其对不同 NaCl 浓度、酸碱度、镉

离子浓度的耐受情况；进一步通过单因素实验和响应面法优化影响菌株镉离子吸附效率的发酵条件；以

有效镉离子含量为指标，验证菌株在镉污染土壤中的吸附效果。【结果】结果表明，菌株 NTGB29 对

NaCl 浓度、酸碱度、Cd2+浓度的最大耐受值分别为 10%、pH 11.0、50 mg/L；菌株在发酵液初始 Cd2+

浓度 10 mg/L、起始 pH 6.4、培养温度 37 °C、NaCl 浓度 4.2%、装液量 50 mL/250 mL、培养时间 24 h

时，对 Cd2+的吸附率达到 79.70%；菌株能有效降低镉污染土壤中的有效镉离子含量，吸附率为 29.65%。

【结论】菌株 NTGB29 在较高浓度 Cd2+浓度、NaCl 浓度及强碱环境条件下仍然能够生长，具有良好的

环境抗逆性及 Cd2+吸附能力，在镉污染土壤调理剂及微生物功能菌剂的研制方面能够提供有价值的菌

种资源。 
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随着我国工业化及农业的快速发展，导致土

壤污染情况日趋严重[1]。目前，土壤污染类型大致

分为无机型、有机型及复合型污染，调查数据显

示，其中无机污染物 (重金属 )超标点位数高达

82.8%[2]。镉作为生活环境中常见的有害污染物，

由于其不良影响，如导致氧化应激、多种酶活性

的变化、与 DNA 和 RNA 等生物分子的相互作用

等，由此产生的潜在风险而成为人类健康的一个

重要风险[3–6]。目前，针对重金属污染土壤的修复

方法，主要利用物理、化学、生物修复等方法原

理，具体包括电动修复、电化学修复、微生物修

复、植物-微生物联合修复、农艺调控等技术措  
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施[7–10]，其中生物修复因其安全、环保、低耗的优

势，已成为各种修复方法中的研究热点之一。 

甲基营养芽胞杆菌(Bacillus methylotrophicus)，

为产芽胞的革兰氏阳性菌。相关研究表明甲基营

养芽胞杆菌对重金属具有还原或吸附的作用。如，

Mala 等[11]从制革污泥中分离出一株新型甲基营养

芽胞杆菌，经酶和代谢物介导能将铬酸盐还原，

即将有毒的 6 价铬还原成无毒或低毒的 3 价铬。

陈佳亮等[12]从电子废弃物拆解区污染土壤中分离

鉴定出了 1 株甲基营养芽胞杆菌 JY-04，该细菌对

Cd2+具有生物吸附效果。总体而言，甲基营养芽

胞杆菌在土壤重金属镉污染治理中的研究较少，

大多集中在菌体生长及代谢产物的培养基或发酵

条件优化[13–14]，以及生防效果等[15–16]方面。 

基于以上背景，本文以 1 株耐镉离子甲基营

养芽胞杆菌 NTGB29 为研究对象，通过研究不同

浓度范围的 NaCl、酸碱度、镉离子条件下菌株的

生长情况，探讨其生长环境抗逆性能力。利用响

应面优化法研究了菌株的镉离子吸附条件，并验

证了菌株 NTGB29 优化前后的菌悬液在镉污染土

壤中的吸附效果，为土壤重金属污染微生物修复

技术提供了有价值的菌种资源。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株：甲基营养芽胞杆菌 NTGB29，保藏

于农业部植物营养与生物肥料重点实验室生防菌

种资源库，系 2016 年由长沙县辣椒田采集的健康

辣椒植株根际土壤中筛选、鉴定的 1 株对辣椒疫

霉菌具有拮抗作用的菌株，经验证其具有耐镉及

镉吸附能力。 

1.1.2  培养基：种子培养基：酵母浸出粉胨葡萄

糖培养基(YPD)，发酵培养基：LB 培养基。 

1.1.3  主 要 仪 器 设 备 ： 原 子 吸 收 分 光 光 度 计 

WYS2200 (安徽皖仪科技股份有限公司)；实验室

纯水系统 Basic-Q15 (上海和泰仪器有限公司)；自

动平衡离心机 KC-60X (湖南迈克尔实验仪器有限

公司)；冷冻大容量恒温振荡器 DHZ-D (苏州市培

英实验设备有限公司)。 

1.2  菌株培养方法 

种子液制备：将活化的甲基营养芽胞杆菌斜

面菌种在无菌条件下挑取 1 环接种于已灭菌的种

子培养基中，置于恒温摇床 30 °C、160 r/min 条件

下振荡培养 12–16 h。 

液体发酵培养：将甲基营养芽孢杆菌种子液

接种于无菌液体基础发酵培养基中振荡培养。初

始发酵条件为：培养温度 30 °C，初始 pH 7.0，NaCl

浓 度 0.5% ， 初 始 镉 浓 度 10 mg/L ( 由 氯 化 镉

CdCl2·2.5H2O 配制而成)，接种量(V/V) 2%，装液

量 50 mL/250 mL 三角瓶，培养时间 24–48 h。 

1.3  菌株抗逆性研究 

1.3.1  耐盐能力：分别配制 NaCl 浓度为 0.5%、

5%、10%、15%、20%的 LB 液体发酵培养基，其

他培养方法及培养条件同 1.2，每个处理设置 3 个

重复，比较不同盐浓度条件下菌株的生长情况。 

1.3.2  耐酸碱能力：用 1 mol/L NaOH 或 1 mol/L 

HCl 分别调节 LB 发酵液 pH 为 5.0、6.0、7.0、8.0、

9.0、10.0、11.0，其他培养方法及培养条件同 1.2，

每个处理设置 3 个重复，以 pH 7.0 的基础培养基

为对照，比较不同酸碱度条件下菌株的生长情况。 

1.3.3  耐重金属 Cd2+能力：用浓度为 20 mg/mL

的 Cd2+母液添加于 LB 发酵培养基，使发酵培养

基中 Cd2+浓度分别为 0、10、20、30 和 50 mg/L。

其他培养方法及培养条件同 1.2，每个处理设 3 个
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重复，以 Cd2+浓度为 0 mg/L 的基础培养基为对照，

比较不同 Cd2+浓度条件下菌株的生长情况。 

1.4  单因素试验 

1.4.1  培养液初始 pH：分别调节发酵培养基的初

始 pH 至 5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0，在初始条

件下培养，以接种等量无菌水作为对照。发酵结

束后，采用比色皿法测定菌株悬浮液的 OD600 值；

同时取适量发酵液离心，测定上清液中的 Cd2+含

量，计算 Cd2+去除率。 

1.4.2  培养温度(°C)：将接种后的培养基分别置

于 30、32、35、37、40 °C 恒温振荡培养箱中，其

他方法同 1.4.1。 

1.4.3  NaCl 浓度(%)：分别将发酵培养基 NaCl

浓度调节为 0%、2%、5%、7%、10%，其它方法

同 1.4.1。 

1.4.4  装液量(V/V)：250 mL 三角瓶中分别装入培

养基 30、50、70、90 mL。其他方法同 1.4.1。 

1.4.5  培养时间(h)：在上述单因素实验所得适宜

条件下，将空白对照与发酵培养基分别培养 8、16、

24、32、40、48、52 h 后，随机取样，其他方法

同 1.4.1。 

1.5  响应面法优化 

在单因素试验基础上，利用 Design-expert 7.0

软件，采用 Box-Behnken 设计原理，选取对甲基

营养芽胞杆菌镉离子吸附率影响较大的 3 个因素，

即初始 pH、培养温度、NaCl 浓度，建立镉离子

吸附率与三因素之间的数学模型，并对主效因素

进行分析，得到二阶响应面模型，确定最佳镉离

子吸附条件并验证[17]。 

1.6  镉离子含量测定及计算方法 

镉元素的测定按 GB/T 5009.15-2003《食品中

镉的测定》中火焰原子吸收分光光谱法测定。菌

株 NTGB29 培养中镉离子吸附率的计算方法，参

照王小波等[18]的方法稍作修改。将种子液按 2%的

接种量接种至 50 mL/250 mL 含 Cd2+ LB 发酵培养

基中，30 °C、160 r/min 摇瓶培养，发酵结束后，

取样，5000 r/min (离心力：3666.7×g)，离心 10 min，

取适量上清液，过 0.22 μm 水系滤膜，用原子吸收

分光光度计测定上清液中 Cd2+浓度(公式 1)。 

发酵液中菌株 Cd2+吸附率=(Cd2+初浓度–Cd2+

终浓度)/Cd2+初浓度×100%             公式(1) 

1.7  菌株对重金属 Cd 污染土中的 Cd2+吸附效果

试验 

1.7.1  Cd 污染土来源及处理：供试土壤取于湖南

省长沙县水稻田，为重金属镉污染土壤，全镉(总

镉量)：(2.26±0.07) mg/kg；土壤 pH 6.51，将土壤

自然风干，去除植物根茎等杂物，碾碎，过 80 目

筛备用。 

1.7.2  Cd 污染土吸附实验方法：具体实验方法

为：(1) 发酵液制备，将菌株分别在初始条件、优

化条件下进行发酵培养，制得发酵液；(2) 菌悬液

制备，将发酵液在 5000 r/min (离心力：3666.7×g)，

离心 10 min，弃去上清液，菌体沉淀使用去离子

水清洗、离心，重复 3 次，收集菌体备用，称取 5 g

湿菌体溶于 50 mL 去离子水中得到菌悬液；(3) 土

壤培育，分别称取 50 g 镉污染土于 200 mL 于干

净烧杯中，初始条件菌悬液(CJX)、优化条件菌悬

液(YJX) 50 mL 于污染土中，以添加 50 mL 去离子

作为对照组(CK)，不同处理土壤常温下培育 7 d，

期间每天用玻璃棒均匀搅拌，自然风干后研磨过筛

备用；(4) 有效镉提取，参照刘铭等[19]的方法略作

修改。准确称取 5 g 对照组及处理组土壤于 25 mL 三

角瓶中，加入 25 mL DTPA 提取剂，25 °C、180 r/min

振荡处理 2 h，5000 r/min (离心力：3666.7×g)，离 
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心 10 min，取适量上清液，过 0.22 μm 水系滤膜，

用原子吸收分光光度计测定各处理镉污染土中的

有效镉(可被作物吸收的离子态镉)含量(mg/kg)。

计算吸附率(公式 2)。实验中共 3 个处理，每个处

理设置 3 个平行试验。 

菌株镉吸附率=(对照组有效镉含量–处理组

有效镉含量)/对照组有效镉含量×100%   公式(2) 

2  结果和分析 

2.1  菌株抗逆性结果 

2.1.1  盐耐受性分析：供试菌株在不同 NaCl 浓度

下的存活情况见表 1。菌株在 0.5% (微生物正常生

长所需 NaCl 浓度)和 2%时，生长良好，活菌数相

差不多，随着浓度的不断增加，活菌数也随之下降，

在高于 12%时，菌落数显著减少，即在高盐度的情

况下，菌株生长受限，但仍有部分菌株存活。 

2.1.2  酸碱耐受性分析：由表 2 可看出，菌株在

偏酸性条件下生长良好，在 pH 4.0–10.0 范围内菌

落数单位达到 108 级别，在 pH 3.0 及 pH 11.0 时，

菌落数急剧减少，生长受抑制，总体来看，该菌

的 pH 适应范围较大。 

 
表 1.  甲基营养芽胞杆菌菌株在不同浓度NaCl培养基

中的生长 

Table 1.  The growth of Bacillus methylotrophicus 
strain at different concentrations of NaCl 

c(NaCl)/% Colony forming units/(CFU/mL) 

0.5 (8.6±0.10)×108 a 

2.0 (8.5±0.10)×108 ae 

5.0 (1.6±0.11)×108 b 

10.0 (2.6±0.20)×107 c 

12.0 (5.0±0.50)×104 d 

15.0 (1.5±0.11)×104 b 

20.0 (9.5±1.15)×103 e 

Data with different lowercase letters indicated significant 
difference at the 0.05 level.  

表 2.  甲基营养芽胞杆菌菌株对酸碱度的耐受性 

Table 2.  The tolerance of Bacillus methylotrophicus 
strain to pH 

pH Colony forming units/(CFU/mL) 

3.0 (1.4±0.29)×104 g 

4.0 (1.5±0.65)×108 e 

5.0 (5.5±1.12)×108 b 

6.0 (11.3±0.25)×108 a 

7.0 (8.6±0.10)×108 c 

8.0 (7.3±0.06)×108 d 

9.0 (5.4±0.06)×108 e 

10.0 (3.4±0.06)×108 f 

11.0 (1.4±0.10)×104 g 

Data with different lowercase letters indicated significant 
difference at the 0.05 level.  

 

2.1.3  菌株对 Cd2+的耐受性分析：菌株对 Cd2+

浓度的耐受性见表 3。菌落数随着 Cd2+浓度的

升高而显著减少，在 10 mg/L 时，相对于 0 mg/L，

菌株的存活率为 20.93%，20–50 mg/L 菌株生长

受到抑制，但仍有菌体细胞存活，可认为该菌

株对 Cd2+的最高耐受浓度为 50 mg/L。因此，后

续实验中将发酵培养基的初始 Cd2+浓度设置为 

10 mg/L。  

2.2  单因素试验结果 

2.2.1  初始 pH 对菌株生长及镉离子吸附率的影

响：培养基初始 pH 对菌株生长及镉离子吸附性能

的影响如图 1 所示。在培养基初始 pH 小于 6.5 

 
表 3.  甲基营养型芽胞杆菌菌株对 Cd2+的耐受性 

Table 3.  The tolerance of Bacillus methylotrophicus 
strain to Cd2+ 

c(Cd2+)/(mg/L) Colony forming units/(CFU/mL) 

0 (8.6±0.11)×108 a 

10 (1.8±0.03)×108 b 

20 (7.4±0.12)×105 c 

30 (3.4±0.48)×104 d 

50 (1.5±0.06)×104 bd 

Data with different lowercase letters indicated significant 
difference at the 0.05 level.  
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图 1.  初始 pH 对菌株生物量及吸附 Cd2+的影响 

Figure 1.  Effects of initial pH on growth and cadmium 
ions adsorption rate of Bacillus methylotrophicus strain. 
P<0.05. 

 

时，菌株的 OD600 值及 Cd2+的吸附率随 pH 值的增

加而增加；在初始 pH 6.5 时，菌株的 OD600 值和

Cd2+吸附率达到最大值，分别为 2.047 和 68.51%；

初始 pH 继续增大，2 个指标均有所下降。 

2.2.2  培养温度对菌株生长及镉离子吸附率的影

响：培养温度对菌株生长及镉离子吸附性能的影

响如图 2 所示。菌株的生长及 Cd2+的吸附率受温

度的影响较大，在 30–37 °C 范围内呈上升趋势，

并在 37 °C 达到最大值 1.970 和 78.31%，温度继

续升高，吸附率及生物量急剧下降。 

 

 
 

图 2.  培养温度对菌株生物量及吸附 Cd2+的影响 

Figure 2.  Effects of culture temperature on growth 
and cadmium ions adsorption rate of Bacillus 
methylotrophicus strain. P<0.05. 

2.2.3  培养基 NaCl 浓度对菌株生长及镉离子吸

附率的影响：如图 3 所示，NaCl 浓度为 0.5%–5.0%

时，菌株 Cd2+吸附率逐渐增加，在浓度为 5%时，

吸附率达到最大值 68.51%；菌株 OD600 值随着

NaCl 浓 度 的 升 高 而 逐 渐 降 低 ， 但 当 浓 度 为

0.5%–5.0%时，变化不大；超过 5.0%的 NaCl 浓度

明显抑制菌株的生长及对 Cd2+的吸附效率。因此，

本实验中确定菌株的适宜 NaCl 浓度为 5.0%。 

2.2.4  装液量对菌株生长及镉离子吸附率的影

响：如图 4 所示，菌株生物量 OD600 随装液量增加 

 

 
 

图 3.  NaCl 浓度对菌株生物量及吸附 Cd2+的影响 

Figure 3.  Effects of concentration of NaCl on growth 
and cadmium ions adsorption rate of Bacillus 
methylotrophicus strain. 

 

 
 

图 4.  装液量对菌株生物量及吸附 Cd2+的影响 

Figure 4.  Effects of liquid volume on growth and 
cadmium ions adsorption rate of Bacillus 
methylotrophicus strain. 
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而逐渐上升；菌株对镉离子的吸附率呈先升后降

趋势，在装液量为 50 mL/250 mL 达到最大值，装

液量为(50–90) mL/250 mL 时，OD600 值相差不大，

故选择 50 mL/250 mL 为最适宜装液量。 

2.2.5  培养时间对菌株生长及镉离子吸附率的影

响：如图 5 所示，菌体对 Cd2+的吸附率及 OD600

值在 0–16 h 阶段显著上升，在此阶段菌体繁殖处

于对数期，菌株生物量增加较快，提供了更多的

Cd2+的吸附位点；在 24 h 时吸附率和生物量 OD600

达到最大值，分别为 68.23%、1.999；随着培养时

间的延长，菌体对 Cd2+的吸附率及生物量逐渐下

降，说明 Cd2+出现了脱附现象。本实验中，菌株

在培养至 24 h 左右时处于对数期或稳定期，此时

菌株具有较强的代谢及繁殖能力，对 Cd2+的吸附

量越多，吸附率越高。因此，确定较适宜的培养

时间为 24 h。 

2.3  响应面设计试验结果 

2.3.1  Box-Behnken 试验设计：上述单因素试验

结果表明，初始 pH、培养温度及 NaCl 浓度对甲

基营养芽胞杆菌的镉离子吸附率影响较为显著，

因此对此三因素进一步分析，即采用 Box-Behnken  

 

 
 

图 5.  培养时间对菌株生物量及吸附 Cd2+的影响 

Figure 5.  Effects of culture time on growth and 
cadmium ions adsorption rate of Bacillus methylotrophicus 
strain. 

试验设计，以菌株的镉离子吸附率为响应值，采取

三因素三水平试验设计，以优化得到各参数的最佳

值。各因素及水平见表 4。采用试验设计软件 Design- 

Expert.V8.0.6 对实验数据结果进行二次多项式拟

合及方差分析，结果如表 5。 

由上述回归拟合及检验分析得到多元回归方

程(公式 3)。 

Y=79.07–0.75A–0.64B–4.76C–0.43AB+0.15AC+

0.087BC–5.47A2–10.00B2–9.07C2             公式(3) 

如表 5，P(Pr>F)<0.0001，表明模型效应极显

著，拟合度良好。本试验所建立的模型中一次项

起始 pH (A)、培养温度(B)和 NaCl 浓度(C)分别达

到显著、显著、极显著水平；交互项 AB、AC、

BC 不显著；平方项 A2、B2、C2 均达到极显著水

平；模型 R2=99.77%，说明该模型可解释绝大部分

实验数据。此外，失拟项 F 值相对于绝对误差不

显著，综合考虑该回归模型是合理的，可用此方

程预测不同发酵培养条件下的甲基营养芽胞杆菌

对镉的吸附率。 

2.3.2  响应面模型拟合：A、B、C 三因素之间的

交互作用对甲基营养芽胞杆菌镉吸附率影响的三

维响应面图及等高线图见图 6–8。其分别表示起始

pH、培养温度、NaCl 浓度为优化值时，另外 2 个

因素与响应值之间关系的三维坐标图，反映了各

因素对响应值大小影响的关系。等高线的形状可

以反映各因素间交互作用的强弱，越接近圆形表

示交互作用越不显著，椭圆则表示交互作用显著。 
 

表 4.  Box-Benhnken 因素水平设计 

Table 4.  Factors and levels design in BBD 
Coded levels A: Initial pH B: Culture 

temperature/°C 
C: Concentration 
of NaCl/% 

–1 5.5 34 2 

0 6.5 37 5 

1 7.5 40 8 
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表 5.  方差分析表 

Table 5.  Analysis of variance for quadric regression model 
Source Degree of freedom Sum of square Mean of square F-Value Pr>P 

Model 9 1177.19 130.80 331.32 <0.0001**

A 1 4.52 4.52 11.44 0.0117*

B 1 3.26 3.26 8.27 0.0238*

C 1 178.61 178.61 452.41 <0.0001**

AB 1 0.72 0.72 1.83 0.2182 

AC 1 0.093 0.093 0.24 0.6422 

BC 1 0.031 0.031 0.078 0.7887 

A2 1 125.84 125.84 318.77 <0.0001**

B2 1 420.80 420.80 1065.90 <0.0001**

C2 1 346.34 346.34 877.29 <0.0001**

Residual 7 2.76 0.39   

Lack of fit 3 0.84 0.28 0.58 0.6577 

Pure error 4 1.92 0.48   

Cor total 16 1179.95    

R2  99.77%    

AdjR2  99.46%    

PredR2  98.61%    

Coefficient of  50.514    

variation/%      

* P<0.05, significant; ** P<0.01, very significant. 

 
 

 
 
 

图 6.  初始 pH 与培养温度的交互作用对甲基营养芽胞杆菌镉离子吸附率影响的响应面图和等高线图 

Figure 6.  Response surface diagram and contour plot of correlative effects of initial pH and culture temperature 
on the cadmium ions adsorption rate of Bacillus methylotrophicus strain. 
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图 7.  初始 pH 与 NaCl 浓度的交互作用对甲基营养芽胞杆菌镉离子吸附率影响的响应面图和等高线图 

Figure 7.  Response surface diagram and contour plot of correlative effects of initial pH and NaCl concentration 
on the cadmium ions adsorption rate of Bacillus methylotrophicus strain. 
 

 
 

图 8.  培养温度与 NaCl 浓度的交互作用对甲基营养芽胞杆菌镉离子吸附率影响的响应面图和等高线图 

Figure 8.  Response surface diagram and contour plot of correlative effects of culture temperature and NaCl 
concentration on the cadmium ions adsorption rate of Bacillus methylotrophicus strain. 
 

由图 6–8 可知，交互因素的三维响应面图存在

最高点，即该模型的稳定点是甲基营养芽胞杆菌镉

离子吸附率极值点，此时，甲基营养芽胞杆菌镉离

子吸附率预测值为 79.73%，根据各因素对应值以

及模型进行最优参数分析，3 个因素的最佳水平为：

初始 pH 6.4，培养温度 37 °C，NaCl 浓度 4.2%。 

2.3.3  模型验证：由模型可得初始 pH 6.4、培养

温度 37 °C、NaCl 浓度 4.2%时，预测的甲基营养

芽胞杆菌镉吸附率的最大响应值为 79.73%。为证

实模型预测结果，分别在初始条件及该优化条件

条件下，进行镉吸附重复实验，试验设计 3 个平

行实验，初始条件下得到的镉离子吸附率分别为
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59.78%、63.26%、61.43%，均值为(61.49±1.74)%；

优化条件下结果分别为 79.55%、79.69%、79.86%，

平均值为(79.70±0.16)%，与预测值相当接近，说

明该模型可很好地反映试验结果。相比于初始条

件，优化后镉吸附提高了 29.61%。 

优化后得到甲基营养芽胞杆菌镉吸附率的吸附

条件为：起始 pH 6.4、培养温度 37 °C、NaCl 浓度

4.2%、装液量 50 mL/250 mL 三角瓶、培养时间 24 h。 

2.4  菌株在 Cd 污染土中的吸附效果 

以添加去离子水的镉污染土壤为对照组(CK)，

以分别添加初始条件菌悬液(CJX)、优化条件菌悬

液(YJX)于污染土中，培育稳定 7 d 后，测定不同

处理土壤中的有效镉含量，比较菌株 NTGB29 优

化前后的菌悬液在镉污染土中的吸附效果。如图 9

所示，CK、CJX、YJX 的土壤有效镉含量分别为

(0.317±0.015) mg/kg、(0.246±0.005) mg/kg、

(0.223±0.007) mg/kg。土壤中添加菌悬液处理与对 

 

 
 

图 9.  甲基营养芽胞杆菌 NTGB29 在镉污染土中的吸

附效果 

Figure 9.  Absorption effects of Bacillus methylotrophicus 
strain NTGB29 in the cadmium contaminated soil CK, 
control check; CJX, bacterial suspension under initial 
condition; YJX, bacterial suspension under 
optimizational condition (P<0.05). 

照组相比，均能降低土壤中的有效镉含量；CJX

组与 YJX 组的镉吸附率分别为 22.40%、29.65%，

相比于初始条件下的菌悬液处理组，优化条件下

菌悬液处理组的镉吸附率提高了 32.37%；相比于

菌株在发酵液中的 Cd2+吸附率(79.70%)，在污染

土中吸附效率有所降低。在发酵液吸附实验中，

菌体细胞生长代谢营养成分充足，在土壤中营养

物质相对不足，进而影响了菌株吸附效率，在培

育土壤 7 d 后能够相对降低镉污染土壤中有效镉

的含量。 

3  讨论和结论 

芽胞杆菌属细菌是国内外研究人员筛选、研

究耐重金属、富集重金属(Cd、Cr 等)的土壤微生

物菌种资源之一[20]。Li 等[21]研究发现，在高浓度

镉污染的土壤条件下，耐重金属巨大芽胞杆菌 H3

菌株能够降低 79%–96%的水溶性镉，并能增加水

稻产量。Manikandan 等[22]在铬超富集植物大叶合

欢根际分离筛选了 4 组内生菌，分别为假单胞菌

属、根瘤菌属、芽胞杆菌属和盐水球菌属，分别

将其应用于大叶合欢植物修复，结果显示芽胞杆

菌属作用效果良好，不仅具有显著的铬积累能力，

同时具有较高铬还原酶活性。可见芽胞杆菌属细

菌在重金属污染微生物修复具有重要作用。夏娟

娟等[23]筛选得到镉耐性菌株 JL-4，经鉴定为芽胞

杆菌属，该菌株能够在 18–38 °C、pH 4–10、1%–5% 

NaCl 条件下生长。本文对 1 株具有镉离子吸附功

能的甲基营养芽胞杆菌的生长环境抗逆性进行了

研究，结果显示，该菌可在 NaCl 浓度 0.5%–12.0%、

pH 4.0–11.0、Cd2+浓度 10–50 mg/L 条件下生长，

抗逆性较好，可作为较好的试验材料之一应用于

重金属镉污染环境的微生物修复研究中。 
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培养条件对菌株的生长繁殖具有重要作用，

从而影响菌株对重金属离子的吸附。溶液 pH 主要

通过影响微生物表面官能团所带电荷及重金属离

子在溶液中的存在形态来干扰吸附过程，且大多

数微生物对重金属的吸附发生在细胞表面，速度

快且依赖于环境[24–25]。燕传明等[26]的研究表明，

菌株 Bacillus sp. H3 对镉离子的吸附主要以胞外

吸附为主，最适生长 pH 在 6–7 范围内。本文的初

始 pH 单因素优化研究表明，在初始 pH 6.5 时，

菌株 NTGB29 生物量及对 Cd2+的吸附率达到最大

值，菌株在偏酸性条件下对 Cd2+仍具有良好的吸

附效果，对镉污染土壤修复具有一定的应用价值。

好氧微生物的培养需要适量的溶氧量来维持其正

常繁殖代谢及次生代谢产物的合成，溶氧不足时，

会造成微生物代谢异常。摇瓶培养时，装液量是

影响发酵培养基中溶氧量的重要因素，装液量越

大，溶氧量越小，反之，装液量过小时，由于营

养成分不足而影响菌体生长，进而影响菌体生长

及对 Cd2+的吸附性能。孙静等[27]研究了通气量及 

培养时间对地衣芽胞杆菌富集 Cd2+效果的影响，

结果表明，菌体对 Cd2+吸附率随装液量增加而降

低，最适的装瓶量为(40–50) mL/100 mL 三角瓶；

溶液中 Cd2+浓度在 6–24 h 范围内逐渐降低，超过

24 h 后，溶液中残留 Cd2+有所增加，出现了脱附

现象。本文中的适宜装液量为 50 mL/250 mL 三角瓶，

培养时间为 24 h，超过 24 h 后，菌株的生物量及

Cd2+吸附率均逐渐降低，这是由于细菌对重金属

的吸附很大程度上依赖于细胞表面吸附，快速且

不需要能量，但缺点是具有可逆性，即在生长后

期，菌体出现自溶现象后，则 Cd2+再次释放出   

来[28]。培养温度与 NaCl 浓度主要影响菌株的生物

量，Na+是维持微生物细胞渗透压平衡的关键离 

子，通常会通过影响微生物的正常生理代谢功能、 

细胞形态等，来影响菌体的生长及菌体对 Cd2+的

吸附情况。相关研究表明[28]，耐镉蜡状芽胞杆菌

随培养温度的升高，吸附量先上升后下降，最优

温度为 40 °C，与其他温度相比，吸附量相差较大；

对渗透压的研究表明，最适的 NaCl 浓度为 0.5%。

本文中温度及 NaCl 浓度单因素实验表明，菌株对

Cd2+的吸附率与菌株的生物量呈现相关性，在一

定范围内，菌株生物量越高，可提供的重金属离

子吸附位点越多，进而吸附率越大，因此对微生

物培养条件的优化具有重要意义。 

微生物的生长代谢与其生长环境因素密切相

关，在一个高度非线性、非结构化的复杂系统中

获 取 最 佳 工 艺 ， 试 验 优 化 技 术 异 常 重 要 [29] 。

Tarangini 等[30]采用响应面法(RSM)研究了不同条

件对铜绿假单胞菌和枯草芽胞杆菌混合培养物去

除六价铬[Cr(VI)]的影响，采用响应面法设计(BBD)

对生物吸附工艺进行了优化，并评价了生物质浓

度、pH 值、温度和接触时间等工艺参数对去除

Cr(VI) 的 影 响 和 相 互 作 用 。 本 研 究 采 用

Box-Behnken 设计及响应面分析法获得了甲基营

养芽胞杆菌镉离子吸附率的预测模型，并得到了

菌株吸附镉离子的最适条件为：初始 pH 6.4、培

养温度37 °C、NaCl 浓度4.2%、装液量50 mL/250 mL

三角瓶、培养时间 24 h。经验证试验，在初始 Cd2+

浓度为 10 mg/L 条件下，菌株 NTGB29 的镉离子

吸附率为 79.70%，与预测值(79.73%)非常接近，

表明模型合理、可靠，相比于初始条件镉吸附率

(61.49%)提高了 29.61%。 

重金属污染土壤微生物修复菌种资源的有效

性评价应建立在菌株在土壤中的吸附或活化效果

的基础上。Kim 等[31]发现的链状芽胞杆菌(Bacillus 

catenulatus) JB-022 在镉离子浓度 150 mg/L 时的去
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除率为 66%。Kumar 等[32]分离的兼性厌氧产碱杆

菌在初始 Cd2+浓度 25 mg/L 时，吸附率为 69%。

以上研究均未涉及到菌株在污染土壤中的应用效

果。本文的菌株镉吸附实验研究表明，在初始 Cd2+

浓度为 10 mg/L，优化条件下的菌株 NTGB29 的

镉吸附率为 79.70%，同时对镉污染土中的有效镉

吸附率为 29.65%。由于在不同的培养条件下，不

同菌株对 Cd2+的吸附效果不同，对于重金属污染

土壤微生物修复技术来讲，菌种资源的开发具有重

要意义。本文的实验菌株 NTGB29 具有良好的环

境抗逆性及吸附镉性能，在重金属污染修复方面

具有研究价值，为该领域研究增加了可利用的菌

种资源。 
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Optimization of cadmium adsorption conditions and anti-stress 
characteristics of a cadmium-tolerant Bacillus methylotrophicus 
strain 

Dongxue Zhang1,2,3,4, Yaxiong Wen1,2,3,4, Zhiwei Luo1,2,3,4, Xueling Li1,2,3,4, 
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1 Key Laboratory of Plant Nutrition and Biological Fertilizer, Ministry of Agriculture, Changsha 410205, Hunan Province, 

China 
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410205, Hunan Province, China 
3 Biofertilizer Engineering & Technology Research Center in Hunan Province, Changsha 410205, Hunan Province, China 
4 Taigu Ecological Biotechnology Group Limited Company, Changsha 410205, Hunan Province, China 

Abstract: [Objective] To assess the anti-stress characteristics and to optimize the conditions affecting its cadmium 

ions adsorption efficiency of a cadmium-tolerant Bacillus methylotrophicus strain NTGB29. [Methods] The 

anti-stress characteristics were studied by plate colony-counting method. In addition, we used single factor 

experiment and response surface methodology to optimize the fermentation conditions of cadmium ions adsorption 

of the strain. Moreover, the available cadmium ions contents were used to verify the cadmium ions adsorption 

ability of the strain in the cadmium contaminated soils. [Results] The maximum tolerance of NTGB29 to NaCl, pH 

and concentration of Cd2+ was 10%, 11.0 and 50 mg/L, respectively. The optimum cadmium adsorption conditions 

were as follows: initial pH 6.4, culture temperature 37 °C, NaCl concentration 4.2%, liquid volume 50 mL in the 

250 mL flask, and culture time 24 h. Under the conditions, the cadmium ions adsorption percentage reached to 

79.70%. In addition, the available cadmium ions of the cadmium contaminated soils was decreased significantly by 

adding strain NTGB29, and the adsorption percentage was 29.65%. [Conclusion] Strain NTGB29 has good 

environmental resistance and Cd2+ adsorption capacity, and it could be a kind of valuable strain source to develop 

the heavy metal contaminated soil conditioners and microbial functional agents. 

Keywords: Bacillus methylotrophicus, anti-stress characteristics, cadmium ions adsorption percentage 
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