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摘要 选用紫外线和亚硝酸对产朊假丝酵母 ≤ 2进行单因子和多因子诱变处理 通过复合诱变得到了 株具有高重金属

抗性的高效重金属去除菌 经过传代后 ≤  ≤2和 ≤  ≤2的抑菌圈直径减至 1和 1 对 ≤ 的去除率分别从

1 和 1 提高到了 1 和 1  1 其余 株突变株的抗性和除铬性能均可保持稳定 1 此外 利用扫描电镜 !透射电

镜和原子力显微镜等仪器对吸附铬前后细胞内外的变化情况进行分析 探讨了突变菌株除铬性能改善的机理 1
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  自然界中某些微生物对重金属具有一定的积累

作用 但由于不同吸附菌株在生理生化特性上 如对

生长 !处理条件的耐受性 对重金属的抗性和解毒能

力等均具有一些不足 这就限制了生物法在重金属

废水处理中的应用 通过诱导育种构建具有良好的

生长性能和重金属处理性能 并且对环境无害的工

程菌是实现该工艺实际应用的关键因素之一 通过

紫外线与其它化学诱变剂共同诱变的手段已被广泛

应用于选育各类高产菌株 但以此类方法选育重金

属去除菌的研究目前国内尚未见报道 铬是中国环

境优先控制污染物 对人体及其它生物具有很强的

毒性 对铬的生物吸附的研究在重金属生物吸附研

究中具有很好的代表性 本文通过紫外线 亚硝酸等

诱变剂对产朊假丝酵母 Χανδιδα υτιλισ进行选育 

获得具有高抗性的突变体 并通过扫描电镜 透射电

镜和原子力显微镜等仪器对该菌株在吸附铬前后细

胞内外的变化情况进行分析 探讨突变菌株除铬性

能改善的机理 为进一步通过原生质体诱变选育重

金属去除菌奠定基础 

1  材料与方法

111  菌种

产朊假丝酵母 Χανδιδα υτιλισ≤ 2 由暨南

大学环境工程系实验室筛选鉴定保存 并证实具有

较好的吸附去除重金属的性能≈ 

112  菌株诱变

11211  原生质体悬液的制备

取活化后的 ≤ 2接种于 ≠ ∞°⁄培养基葡

萄糖 蛋白胨 酵母粉 琼脂

蒸馏水    1 1  °灭菌

中  ε 培养 离心收集菌体 

用 °液1磷酸缓冲液 1山梨醇 

1洗涤  次 加入浓度为 ∏的 

酶  1  ε 振荡处理 离心 用 1高渗
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缓冲液洗涤 次 除酶 制成原生质体悬液 

11212  诱变剂量的确定

紫外线诱变剂量的确定≈ 制备细胞浓度为

 ∗ 个的原生质体悬液 取 置于无

菌培养皿中 将培养皿置于磁力搅拌器上 调整距离

为  用  • 紫外灯分别照射  !1 ! ! ! ! !

吸取菌液加入 ≠ ∞°⁄培养基中 使培养

基与菌液混合均匀  ε 振荡培养 涂布计数 计

算存活率并确定剂量 1

亚硝酸诱变剂量的确定≈ 制备细胞浓度为

 ∗ 个的原生质体悬液 取 置于无

菌培养皿中 加入 1亚硝酸 分别处理

 ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !吸

取菌液加入  ≠ ∞°⁄培养基中  ε 恒温培养

涂布计数 计算存活率并确定剂量 

11213  诱变处理

制备 ≤ 2 的原生质体悬液 对其进行  ∂

诱变 亚硝酸诱变 以及  ∂ 和亚硝酸复合诱变 

11214  原生质体的再生

采用双层平板法避光培养 

113  筛选方法

11311  初筛

采用浓度梯度法和摇瓶发酵法相结合的方法进

行筛选≈1

11312  复筛

提取一定培养时间的菌体细胞 湿重 

投加于   的 铬吸附液中  ε 

振荡处理 取吸附液离心 测定上清液总铬

和六价铬的含量 筛选对铬具有较好吸附性能的菌

株 

114  突变株除铬性能的考察

11411  吸附铬前后胞内外变化情况的分析≈

利用扫描电镜≥∞ 和原子力显微镜ƒ  

观察在蒸馏水和浓度为 的铬液

中处理 的 ≤  ≤2菌体的表面特征 通过透

射电镜×∞ 和 ƒ  观察菌体内的变化 

11412  突变株的稳定性考察

将筛选所得的 株高抗性菌株在筛选培养基中

连续接种 次 每次记录抑菌圈的直径大小 并提

取 湿重的菌体考察其处理 铬液能

力的稳定性 

2  结果与讨论

211  高抗性重金属去除菌突变株的诱变

≤ 2的原生质体悬液经紫外线和亚硝酸诱

变处理后 菌体存活率均随诱变剂剂量的增加而降

低 由于菌体在诱变剂剂量偏低时多出现正突变 剂

量偏高时多出现负突变 因此选择致死率为   ∗

 的剂量 即紫外线处理时间为 亚硝酸处

理时间为  ∗ 

在进行诱变时 选择了 种诱变剂 ) ) ) 紫外线

和 对 ≤ 2进行单因子和复合因子交替诱

变 经过几轮交替处理后 筛选获得 株高抗性的菌

株 分 别 为 ≤  2  ≤  ≤2  ≤  ≤2 

≤  ≤2 ≤  ≤2和 ≤  ≠2 

212  突变株与产朊假丝酵母特征比较

在实验中发现 高抗性菌株在菌落的颜色 直

径 形状 表面形态 生长速度和抑菌圈的平均直径

等 项指标中 均有一项到几项与 ≤ 2有所差

别 其中 形态指标发生明显变化的菌株 虽然对铬

的抗性有一定的提高 但其除铬性能呈现下降趋势 

这是因为菌落形态突变是由菌体的多个基因决定

的 如控制表观形态的基因 !新陈代谢途径上的结构

基因 !调节基因 以及渗透基因 !辅助基因等 这些基

因如果在一次诱变中大规模改变 那么菌体 ⁄

由于一次性改变太大 细胞代谢严重失调 菌体除铬

能力相应会受到抑制 甚至失去生存的能力 高抗性

菌株除铬性能的提高 是通过多代诱发突变逐渐积

累的结果 只有在每次诱变后仅有  ∗ 个基因发生

突变 使抗性逐渐增加 又能维持其最起码代谢平衡

的菌株才能存活并被筛选出来≈ 如上面提到的 

株高抗性突变株 另外 诱变刺激了菌株的抗性机

制 菌体表面结构发生变化 使细胞表面的金属结合

位点和壁膜金属通道很容易被吸附在菌体表面的铬

屏蔽 从而一定程度上抑制环境中的铬继续向细胞

内运输≈ 

选取 ≤ 2作为对照 通过 ≥∞ 和 ƒ  观

察 ≤  ≤2细胞表面特征的变化 结果如图  !图

 由图 可以看到 在扫描电镜下 ≤ 2的表面

比较光滑 没有明显的凹凸感 而 ≤  ≤2的表

面能看到一些波纹 ƒ  结果则显示 ≤ 2的表

面比较平坦见图  但 ≤  ≤2的表面出现许

多 ≠ 形小颗粒 见图  这就是扫描电镜下看到

波纹的原因 

为了考察 ≤  ≤2表面出现的颗粒是否有

助于提高其除铬性能 以 ≤ 2和 ≤  ≤2分

别处理 的铬液 然后通过 ≥∞ 和 ƒ  考

察 种细胞表面特征的变化 结果见图  !图  从
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图 1  无铬的 ΧΡ2001(α)与 ΧΡΧ281121(β)表面的 ΣΕ Μ图

ƒ  ≥∞  ∏ ≤ 2 

≤  ≤2 ∏≤ ≅  

 

图 2  无铬的 ΧΡ2001(α)与 ΧΡΧ281121(β)表面的 ΑΦΜ图

ƒ  ƒ   ∏ ≤ 2 

≤  ≤2 ∏≤Λ

图  可以看到 处理 的铬液后 大量

≤ 2细胞出现了表面破裂 !细胞变形等情况 说

明细胞受到了严重的破坏 而 ≤  ≤2的细胞只

有个别出现破裂 有部分细胞表面出现裂痕 但细胞

仍保持完整 有部分细胞正在出芽生殖 说明

的铬液对细胞的破坏有限 并未完全抑制

其生长 通过 ƒ  观察可见 吸附铬后的 ≤ 2

表面出现了皱褶见图  原因有以下 个 ≠细胞

在不良环境中生长时 细胞膜和细胞壁的周质空间

变大 脱水后导致细胞变皱  铬对细胞的毒害作

用 使细胞质生物大分子遭破坏 细胞内产生空壳结

构 因而导致脱水时细胞壁内陷 而 ≤  ≤2细

胞表面则出现了许多球形的小颗粒 与其吸附前细

胞表面的 ≠ 形小颗粒对应 推测经过诱导后 

≤  ≤2的壁 !膜成分改变 在细胞表面产生能与

铬形成晶体的大分子物质 即为 ≠ 形的小颗粒 吸

附铬时 这些大分子物质与铬螯合 形成许多有机铬

晶体 使细胞表面颗粒的空间构型发生变化 ≠ 形小

颗粒转变为球形小颗粒见图  

213  突变株除铬性能的考察

21311  不同初始浓度下 ≤ 2和 ≤  ≤2的

生长情况≈

图  图 分别是 ≤ 2和 ≤  ≤2在初始

浓度为     和 的铬液中生

长 的生长曲线 由图 可见 浓度为 以

下的铬对 ≤ 2的菌体生长影响不大 浓度超过

 的 铬 对 其 影 响 较 大 由 图  可 见 

≤  ≤2正常生长的浓度上限为 只有在

浓度超过 时 才会对 ≤  ≤2 的生长

产生明显的抑制 但不能完全抑制其生长 证明

≤  ≤2对铬的抗性更为显著 

 

图 3  高铬的 ΧΡ2001(α)和 ΧΡΧ281121(β)表面的 ΣΕ Μ图

ƒ  ≥∞  ∏ ≤ 2 

≤  ≤2  #  ≤ ≅  

 

图 4  高铬 ΧΡ2001(α)和 ΧΡΧ2811 − 1(β)表面的 ΑΦΜ图

ƒ  ƒ   ∏ ≤ 2 

≤  ≤2  #  ≤Λ

图 5  ΧΡ2001 在不同浓度铬液中的生长曲线

ƒ  ∏√ ≤ 2  ≤2∏

21312  铬在 ≤ 2和 ≤  ≤2细胞内部的分

期 环   境   科   学



图 6  ΧΡΧ281121 在不同浓度铬液中的生长曲线

ƒ  ∏√ ≤  ≤2  ≤2∏

布情况

为考察铬在 ≤ 2和 ≤  ≤2内部的分布

情况 对 ≤ 2和 ≤  ≤2的细胞进行超声波

破壁后 用原子力显微镜观察细胞内部的变化情况 

结果如图 和图  比较图 和图 可以看到 

≤ 2在处理高浓度的铬液后 细胞内出现大量直

径为   ∗ 1Λ的白色颗粒 这可能是 ≤ 进入

细胞后 与细胞内的大分子物质发生螯合作用 使这

些物质聚集形成颗粒 也可能是一些 ≤ 的微结晶

体 因此 ≤ 2的吸附机理主要有以下 个方面 

≠ ≤ 与菌体内的大分子物质形成结合态的类金

属分子 在细胞各种代谢机制调节下 部分被运输

进体内的 ≤ 被还原成微结晶体沉积于细胞内 即

重金属离子的无机微沉淀作用≈ 但是当体内铬离

子浓度过高或微生物对该种铬离子的抗性不强时 

过量的大分子被破坏后 会导致细胞解体≈ 另外 

从图 可以看到 吸附铬前 ≤  ≤2的细胞内

含物中出现了大量直径约为 1 ∗ 1Λ 的颗粒

物 这些颗粒物在 ≤  ≤2吸附高浓度的铬后 

体积明显变大 见图  直径约为   ∗ 1Λ 

这可能是诱变后 调动了菌体内的抗性基因 在细胞

内形成能大量容纳铬离子的生物大分子 如金属硫

蛋白 !操纵子 !金属运输酶和透性酶等 这些物质与

铬结合 形成稳定的铬2生物大分子的结合态 从而

降低了铬对菌体内其它生物物质的破坏 增强了突

变株对铬的抗性和吸附能力 从图 中还可以看

到 ≤  ≤2吸附高浓度的铬后菌体内直径 1

∗ 1Λ的颗粒明显增加 说明 ≤  ≤2内部同

样存在铬的无机微沉淀作用及螯合作用 

图  图  分别是吸附重金属后 ≤ 2 和

≤  ≤2的 ×∞ 图 从图中可以看到 ≤ 2

仅在细胞壁及其周围区域出现少量高电子密度的颗

粒 但 ≤  ≤2细胞壁及其内部大量且均匀地存

在这些高电子密度的颗粒 推测这些颗粒即为含铬

的大分子物质 与前面吸附机理的推论相符 从图中

还可以看到 ≤ 2的细胞周围轮廓凹凸不平 而

≤  ≤2细胞外围轮廓比较圆滑 与  的实验

结果相符 

 

图 7  无铬的 ΧΡ2001(α)和 ΧΡΧ281121(β)细胞内部

大分子的 ΑΦΜ图

ƒ  ƒ    ∏≤ 2

Λ  ≤  ≤2 Λ ∏≤

 

图 8  高铬的 ΧΡ2001(α)及 ΧΡΧ281121(β)细胞内部

大分子的 ΑΦΜ图

ƒ  ƒ    ∏≤ 2

Λ ≤  ≤2 Λ #  ≤

图 9  高铬 ΧΡ2001 细胞的 ΤΕ Μ图

ƒ  × ∞   ≤ 2 

# ≤ ≅  

214  突变株的稳定性考察

从表 可以看到 突变株 ≤  ≤2和 ≤  ≤2

经过 次传代后 对 ≤ 的抑菌圈直径分别从

1和 1 减少到 1 和 1 说明
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图 10  高铬 ΧΡΧ281121 细胞的 ΤΕ Μ图

ƒ  × ∞   ≤  ≤2 

# ≤ ≅  

这 个菌株对 ≤ 的抗性逐渐增强 这是因为菌群

中的敏感细胞相继被 ≤ 抑制 而那些具有良好

  

耐受性的细胞通过优胜劣汰存活下来并不断繁殖 

使整个菌群的总体抗性不断增强 在实际废水处理

中 菌体去除重金属的性能能否通过自身调节稳定

遗传 并通过优胜劣汰使整个菌群去除重金属的性

能得到改善 对其实际应用具有重要的现实意义 而

突变株 ≤  2  ≤  ≤2  ≤  ≤2 和

≤  ≠2的抑菌圈直径变化不大 表明这  个突

变株对 ≤ 的抗性在遗传上是相对比较稳定的 而

在除铬性能方面 出现了与此相同的趋势 

≤  ≤2 和 ≤  ≤2的去除率分别从 1  和

1 提高到了 1 和 1  其余 株突变株

的除铬性能变化不大 

表 1  突变株对 Χρ6 +的抗性和除铬性能的稳定性

×  ×  ≤2 ≤2√ ∏

传

代

次

数

≤  2 ≤  ≤2 ≤  ≤2 ≤  ≤2 ≤  ≤2 ≤  ≠2

抑菌圈

直径



去除率

 

抑菌圈

直径



去除率

 

抑菌圈

直径



去除率

 

抑菌圈

直径



去除率

 

抑菌圈

直径



去除率

 

抑菌圈

直径



去除率

 

 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

3  结论

经过紫外线和  种因子交替诱变 筛选

获得 株高抗性的菌株 1 扫描电镜 透射电镜和原

子力显微镜等手段对细胞内外变化情况的分析结果

表明 ≤ 2对铬的吸附作用主要表现为细胞内积

累 ≤  ≤2则是细胞内积累和细胞壁吸附同时

并存 这是突变株除铬性能提高的重要原因之一 1

在传代实验的过程中 突变株 ≤  ≤2和≤  ≤2

的抗性明显提高 抑菌圈直径分别从 1 和

1减少到 1和 1 除铬性能也得到

了较为明显的改善 对 ≤ 的去除率分别从 1 

和 1 提高到了 1 和 1  1 其余 株突

变株对 ≤ 的抗性以及除铬性能均保持稳定 
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