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摘  要：溶解性有机质和微生物影响稻田湿地厌氧条件下汞的形态转化，然而，目前还不清楚在这种条件下，特定有机质如

何影响汞形态转化。为探明几种溶解性有机质（DOM）介导下微生物共培养对汞形态转化的影响，通过模拟厌氧环境，选

择 3 种 DOM（含巯基的半胱氨酸、谷胱甘肽与黄腐酸）和 2 种微生物（快速营造还原环境的希瓦氏菌（Shewanella putrefaciens 

CN32）与汞甲基化功能微生物地杆菌（Geobacter sulfurreducens PCA）），进行批处理试验，研究 DOM 介导和微生物共培养

对汞形态转化的作用机理。结果表明，G. sulfurreducens PCA 对 Hg（Ⅱ）的单位细胞吸附/吸收容量仅为 S. putrefaciens CN32

的 69.0%，半胱氨酸和谷胱甘肽未提高 G. sulfurreducens PCA 胞内总汞比例，而降低了 S. putrefaciens CN32 胞内总汞比例。

对于 G. sulfurreducens PCA 培养体系，半胱氨酸促进了汞还原和甲基化，谷胱甘肽促进了汞还原，而黄腐酸抑制了汞还原和

甲基化。在 S. putrefaciens CN32 与 G. sulfurreducens PCA 共培养体系，其半胱氨酸络合态汞甲基化比例高达 18.7%，这主要

归因于微生物共培养增强了 G. sulfurreducens PCA 汞甲基化。本研究进一步认识了厌氧条件下 DOM 介导和微生物共培养对

汞形态转化的影响机制，为稻田湿地中汞污染修复提供了理论依据。 
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Abstract: 【Objective】A variety of dissolved organic matter (DOM) and microorganisms affect mercury transformation under 

anaerobic conditions by mediating biogeochemical cycles. However, it is still unclear how specific organic matter would affect 

mercury transformation under this condition.【Method】Using batch experiments, the effect of DOM and the co-culture of 

microorganisms on mercury transformation were investigated. Under simulated the anaerobic environment, three kinds of DOM 

(cysteine and glutathione containing sulfhydryl and fulvic acid) and two kinds of bacteria (Shewanella putrefaciens CN32 and 

Geobacter sulfurreducens PCA) were selected to create a reduction environment and methylated mercury, respectively. Batch 

experiments were carried out to investigate the effect of DOM and the co-culture of microorganisms on mercury transformation.

【Result】The results showed that the unit cell adsorption/uptake capacity of G. sulfurreducens PCA for Hg( )Ⅱ  was 69.0% of that 

of S. putrefaciens CN32. Cysteine and glutathione did not alter the proportion of intracellular mercury in G. sulfurreducens PCA, 

but the proportion of intracellular mercury in S. putrefaciens CN32 was decreased. In the culture of G. sulfurreducens PCA, 

cysteine promoted mercury reduction and methylation, glutathione promoted mercury reduction, and fulvic acid inhibited mercury 

reduction and methylation. In the co-culture system of S. putrefaciens CN32 and G. sulfurreducens PCA, the mercury methylation 

ratio was as high as 18.7%±3.1% after the addition of cysteine complexed mercury, which was mainly attributed to the 

enhancement of Hg methylation of G. sulfurreducens PCA by microbial co-culture.【Conclusion】The results of this study 

elucidate the mechanism of DOM and co-culture of microorganisms on mercury species transformation in anaerobic condition, 

and provide a theoretical basis for the remediation of mercury pollution in flooded paddy field wetland. 
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汞是一种无处不在的有毒元素，主要以单质汞、

二价汞和甲基汞等多种形态存在于环境中。汞具有

持久性、迁移性、高毒性和生物累积性，尤其是甲

基汞具有神经毒性，可通过食物链和食物网进行生

物积累。汞污染稻田中水稻富集甲基汞正成为一个

严重的环境问题，摄食大米为汞矿区内陆居民甲基

汞暴露的主要途径，严重危害人类健康，而稻田湿

地生态系统淹水过程通过改变土壤的氧化还原电

位，为汞甲基化提供厌氧环境，影响汞的生物地球

化学循环[1-2]。一般认为，溶解性有机质（DOM）由

于含有大量羟基、羧基及巯基等官能团，通过络合

作用与汞形成有机-金属配合物（DOM-Hg），从而

影响了汞的活性，可通过被动扩散或者主动运输等

途径进入微生物体内参与氧化还原及甲基化反应，

在淹水湿地等厌氧环境中多种厌氧微生物会使无机

汞转化为零价汞或甲基汞，表明微生物和有机质是

参与厌氧条件中汞形态转化的两个主要因素[3-5]。 

环境中多种微生物参与汞的吸附/吸收、氧化/

还原和甲基化等反应，在决定环境中汞形态转化方

面发挥着关键作用[3]。硫酸盐还原菌、铁还原菌和

产甲烷菌是常见的汞甲基化微生物[6]，这归因于其

具有 hgcA 和 hgcB 双基因簇，双基因簇可介导产生

类咕啉蛋白和 2[4Fe-4S]铁氧化还原蛋白，这两种蛋

白质可在汞甲基化过程中分别作为甲基载体和类咕

啉辅助因子还原的电子供体。汞甲基化功能微生物

地杆菌（Geobacter sulfurreducens PCA，缩写 G. 

sulfurreducens PCA）具有 hgcA 和 hgcB 双基因簇，

是一种严格厌氧汞甲基化模式微生物，它在厌氧条

件下能产生甲基汞，同时也拥有汞还原的能力[5，7-8]。

G. sulfurreducens PCA 将汞甲基化受多种环境因素

（Hg（Ⅱ）浓度、有机质、温度、pH 和盐度等）影

响，例如一些硫醇分子（如半胱氨酸）因其巯基官

能团强烈络合 Hg（Ⅱ）离子，形成的半胱氨酸络合

态汞（Cysteine-Hg（Ⅱ））配体可通过主动转运方式

进入细胞，提高了 G. sulfurreducens PCA 微生物汞

甲 基 化 效 率 [8-9] 。 快 速 营 造 还 原 环 境 的 希 瓦 氏 菌

（Shewanella putrefaciens CN32，缩写 S. putrefaciens 

CN32）是一种兼性厌氧金属还原模式微生物，可参

与汞在内的多种金属的微生物还原，S. putrefaciens 

CN32 可分泌黄素等物质调节细胞外电子转移，具有
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强还原能力，可与有机质共同作用于汞的还原[10]。

环境中微生物之间通过竞争、合作、共生等方式相

互作用，联合培养微生物相互接触、近距离交换信

号分子化学物质和代谢产物。Yu 等[11]在研究微生物

互养的汞甲基化途径时发现，两种汞甲基化微生物

相互作用，可通过建立种间氢和乙酸盐转移的互养

条件刺激和增强汞甲基化。在稻田湿地中，淹水使

得微生物群落结构和多样性发生改变[12]，兼性微生

物和厌氧微生物大量共存，兼性微生物 S. putrefaciens 

CN32 快速营造缺氧环境，共培养微生物间的相互作

用可能是甲基汞的主要来源，这两种微生物共培养

条件下如何影响汞形态转化[13-14]，其生物地球化学

循环过程尚不明确，这制约了对汞污染稻田湿地中

汞形态转化过程的认识，因此探究兼性微生物和厌

氧微生物共培养状态下对汞形态转化的影响很有

必要。 

汞迁移转化受天然有机质的影响，这通常被认

为是限制了汞的流动性和生物利用率 [15-16]。DOM

（包括低分子量硫醇配体）是稻田湿地中常见的竞争

络合剂，通过影响环境中汞的赋存形态，进而影响微生

物对汞的吸附/吸收、氧化/还原和甲基化过程[8，17-19]。

已有研究表明半胱氨酸、谷胱甘肽和黄腐酸等 DOM

在汞形态转化中起重要作用[7-9，20-21]。Schaefer 等[8]

在研究汞甲基化过程中发现，某些硫醇络合态汞如

Cysteine-Hg（Ⅱ）配体可能通过主动摄取机制优先

被细胞摄取和甲基化，Hg（Ⅱ）与硫醇的络合作用

是 控 制 汞 甲 基 化 的 重 要 因 素 ， 中 等 浓 度 （ 10～

500 µmol·L–1 ） 的 半 胱 氨 酸 可 促 进 硫 铁 还 原 菌 G. 

sulfurreducens PCA 生成甲基汞，而其他硫醇如 2，

3-二巯基丙磺酸（DMPS）则可去甲基化；谷胱甘肽

则表现为促进 D. desulfuricans ND132 汞甲基化，却

对 G. sulfurreducens PCA 无影响。DOM 相关的硫醇

官能团（DOM-RSH）的不同浓度决定了汞的形态和

微生物的可利用度。环境中 DOM 对汞的络合和还

原的双重作用将显著影响汞的化学和生物转化。S. 

putrefaciens CN32 可利用 DOM 作为电子供体，将氧

化态 DOM 转变为还原态 DOM[22]，DOM 的性质在

此过程中发生了显著变化。在淹水的稻田湿地中，

DOM 长期处于还原状态，还原态腐殖酸（包括胡敏

酸和黄腐酸）含有丰富的供电子基团，能够介导汞

的还原。而 DOM 介导下 S. putrefaciens CN32 和 G. 

sulfurreducens PCA 共培养如何影响汞的形态转化

有待进一步研究。 

本研究旨在探究 DOM 介导下兼性微生物（S. 

putrefaciens CN32 ） 与 汞 甲 基 化 微 生 物 （ G. 

sulfurreducens PCA）共培养对汞形态转化过程的影

响。通过兼性微生物和厌氧微生物培养批处理试验，

阐明 DOM 与微生物共培养对汞形态转化的影响，

尤其是对汞在胞内胞外分配、还原和甲基化过程的

影响，为稻田湿地厌氧环境中汞污染治理提供理论

指导。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

试验选用的 Geobacter sulfurreducens PCA 菌株

由中国地质大学（北京）地质微生物实验室提供，

Shewanella putrefaciens CN32 菌株购于美国菌种保

藏 中 心 （ ATCC ）。 实 验 选 用 的 L- 半 胱 氨 酸

（L-Cysteine，99%）购于 Aladdin 试剂公司，还原型

谷胱甘肽（Glutathione，99%）购于 Macklin 试剂公

司，黄腐酸（Fulvic acid，90%）购于源叶试剂公司。

氯化甲基汞标准液（100 mg·L–1，溶于甲醇）购于德

国 标 准 品 公 司 Dr. Ehrenstorfer ， 硝 酸 汞 标 准 液

（1 000 mg·L–1，3% HNO3）购于国家有色金属与电

子材料分析检测中心（GSB 04-1729-2004），标准品

均在 4℃避光保存。其他主要化学试剂均为分析纯

级别。实验用水均为超纯水（18 ΩM）。实验所用高

纯气体纯度不小于 99.99%（体积分数）。所用仪器

包括：恒温水浴摇床（SHZ-28A，江苏太仓），生化

培养箱（SHP-750，上海精宏），紫外–可见分光光

度计（UV 8100 B，LabTech，北京莱伯泰科），厌氧

手套箱（Plas-Labs controlled atmosphere chamber，

美国，气体氛围为 N2︰CO2︰H2= 8︰1︰1（v/v）），

测汞仪（MERX-M，Brooks Rand Model Ⅲ，美国），

原子荧光光度计（BSA-100A 型，北京宝德仪器）。 

1.2  微生物培养与还原态 DOM（Reduced DOM）

的制备 

地杆菌培养基 ATCC 1957 Geobacter 用混合气 

N2︰CO2 = 8︰2（v/v）曝气除氧 2 h，然后胶塞密封；

肉汤培养基 LB（Luria-Bertani）培养基，透气膜封

口 ； 将 两 种 培 养 基 在 高 温 高 压 条 件 下 （ 121℃ ，

20 min）灭菌处理。G. sulfurreducens PCA 接种于
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ATCC 1957 Geobacter 培养基，在生化培养箱恒温

（30℃）静置避光厌氧培养；S. putrefaciens CN32 接

种于 LB 肉汤培养基，在水浴摇床恒温避光有氧培

养（30℃，180 r·min–1）。培养至指数生长阶段，将

G. sulfurreducens PCA 和 S. putrefaciens CN32 菌液

在厌氧手套室中离心 20 min（4 000 r·min–1，25℃）。

离心后倒出培养液，将细胞重悬于 pH 约 7.4 的无

氧磷酸盐培养基中。磷酸盐培养基由 0.14 mol·L–1 

NaCl、3 mmol·L–1 KCl、10 mmol·L–1 Na2HPO4 和 2 

mmol·L–1 KH2PO4 组成，将磷酸盐培养基分装于 200 

mL 厌氧瓶（或血清瓶）中，用混合气 N2︰CO2 = 8︰2

（v/v）曝气除氧 2 h 后胶塞密封，高温高压灭菌

（121 ℃）20 min，使用前在手套箱中平衡过夜[18，23]。

重复清洗离心操作 3 次，用磷酸盐培养基重悬菌体

沉淀，即为浓缩菌悬液，最终的细胞密度通过在 600 

nm 处测量光密度（OD）来确定，使实验体系中 G. 

sulfurreducens PCA 和 S. putrefaciens CN32 细胞浓度

分别为约 5.0 × 107 cells·mL–1 和约 1.0 × 108 cells·mL–1 。 

在手套箱中，用无氧水溶解 3 种 DOM，并用

0.22 μm 聚醚砜滤膜过滤去除杂菌，将其分别加入

S. putrefaciens CN32 浓缩菌悬液，厌氧培养 48 h[20]。

培养后用 0.22 μm 聚醚砜滤膜过滤去除微生物，滤

液即为还原态 DOM，将滤液在厌氧培养瓶中 4℃避

光保存。此步骤 S. putrefaciens CN32 处理得到还原

态 DOM，包括还原态胞外聚合物（Re-EPS）、还原

态半胱氨酸（Re-CYS）、还原态谷胱甘肽（Re-GSH）

和还原态黄腐酸（Re-FA）溶液。半胱氨酸（CYS）、

谷胱甘肽（GSH）浓度为 50 μmol·L–1 [8]，黄腐酸（FA）

浓度为 0.4 mmol·L–1（以 C 计）。 

1.3  汞形态转化实验方法 

在 50 mL 棕色厌氧瓶中，将 G. sulfurreducens 

PCA 浓缩菌悬液接种至磷酸盐培养基中，得到 PCA

处理组；将 S. putrefaciens CN32 浓缩菌悬液接种至

磷 酸 盐 培 养 基 中 ， 得 到 CN32 处 理 组 ； 将 S. 

putrefaciens CN32 和 G. sulfurreducens PCA 浓缩菌

悬液接种至同一磷酸盐培养基中，得到 CN32-PCA

处理组；将 G. sulfurreducens PCA 浓缩菌悬液接种

至磷酸盐培养基中，并将半胱氨酸（CYS）、谷胱甘

肽（GSH）和黄腐酸（FA）三种 DOM 溶液和 Hg

（Ⅱ）溶液预先混合 48 h，得到 DOM-Hg（Ⅱ）溶液，

将其加入菌悬液中分别得到 CYS-PCA、GSH-PCA

和 FA-PCA 处理组；将 S. putrefaciens CN32 和 G. 

sulfurreducens PCA 浓缩菌悬液接种至磷酸盐培养

基中，并加入预先混合的 DOM-Hg（Ⅱ）溶液，分

别 得 到 CYS-CN32-PCA 、 GSH-CN32-PCA 和

FA-CN32-PCA 处理组；将 G. sulfurreducens PCA 浓

缩菌悬液接种至还原态 DOM 溶液中，分别得到

Re-EPS-PCA 、 Re-CYS-PCA 、 Re-GSH-PCA 和

Re-FA-PCA 处理组。使所有实验体系总体积为 20 

mL，Hg（Ⅱ）初始浓度为 50 nmol·L–1，半胱氨酸

（CYS）、谷胱甘肽（GSH）初始浓度均为 50 μmol·L–1，

黄腐酸（FA）初始浓度（以 C 计）为 0.4 mmol·L–1。

实验以无细胞、无 DOM 的磷酸盐培养基作为对照

组[5]。 

在本文描述的所有实验中，每组处理分别制备

3 个重复样品。在所有图中，误差条表示实验重复

样品的测量不确定度（标准差）。 

将对照组和实验处理组置于生化培养箱中恒温

（30℃）避光培养；培养 4 h 后，取样测定可吹扫零

价汞（Hg（0））、甲基汞（MeHg）、消解总汞（THg）

和胞外总汞（Hgsol）。 

1.4  样品处理与分析 

细菌密度的测定：取摇匀菌液，用紫外-可见分

光光度计测定波长 600 nm 时的透光度，计算细胞密

度。之后使用磷酸盐培养基将菌液浓缩/稀释至实验

所需浓度。 

总 有 机 碳 （ TOC） 分 析 ： 严 格 按 照 标 准 HJ 

615-2011[24]测定黄腐酸中总有机碳 TOC。 

零价汞、甲基汞的测定：零价汞（Hg（0））和

甲基汞（MeHg）使用冷原子荧光光度计（CVAFS，

Brooks Rand Model Ⅲ，美国）测定。根据 EPA 1631[25]

测定方法，零价汞待测样品从厌氧瓶中直接经高纯

氮气吹扫至金砂管上富集检测。根据 EPA 1630[26]

测定方法，取 1 mL 菌液加入浓 HCl（0.4%，v/v）

于 4℃保存，用于测定甲基汞（MeHg），甲基汞待

测样品需经过蒸馏和乙基化处理，再将产生的乙基

汞吹扫至 Tenax 管上富集检测。 

总汞的测定：胞外总汞（Hgsol）和消解总汞

（THg）使用原子荧光光度计（BSA-100A 原子荧光

光谱联用仪）测定。取 1 mL 菌液于消解管中，加入

2 mL 浓硝酸后于 95℃水浴中消解至溶液澄清（6～

8 h）；冷却后，取 1 mL 消解液于 4℃保存，用于测

定 THg。取 2 mL 菌液用 0.22 μm 聚醚砜滤膜过滤后，

加入浓 HCl（0.4%，v/v）于 4℃保存，用于测定 Hgsol。
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根据 EPA1631[25]测定方法，向待测溶液中加入 BrCl

以实现完全氧化；反应 24 h 后，加入 NH2OH·HCl

（300 g·L–1）去除过量 BrCl 至溶液黄绿色褪去，获

得 THg 和 Hgsol 上机待测液。 

胞内总汞（Hgcell）通过消解总汞（THg）减去

胞外总汞（Hgsol）得出，如下式（1）。 

 Hgcell=THg–Hgsol         （1） 

1.5  数据处理 

采用 Excel 2010 软件进行数据处理；为总体比

较数据差异性，使用统计分析软件 SPSS 22 进行单

因素方差分析（ANOVA，α=0.05），组间差异选用

最小显著差异法（LSD）多重比较检验。 

2  结果与讨论 

2.1  DOM 介导下汞在微生物的胞内胞外分配 

由图 1a、图 1b 可知，G. sulfurreducens PCA

细菌对 Hg（Ⅱ）的单位细胞吸附 /吸收容量为 2.9 × 

10–12 μg·cell–1，仅为 S. putrefaciens CN32 细菌的

69.0%，这可能是由于 S. putrefaciens CN32 细菌中

的细胞蛋白或含硫醇的细胞成分参与了 Hg（Ⅱ）

的竞争络合或配体交换，细胞膜特性和水溶液化

学条件也可能影响微生物对 Hg（Ⅱ）的吸附/吸收[18]。

其结果表明，细胞对 Hg（Ⅱ）的吸附和吸收是一

个复杂的过程，S. putrefaciens CN32（非甲基化细

菌 ） 对 Hg （ Ⅱ ） 的 吸 收 吸 附 能 力 强 于 G. 

sulfurreducens PCA（甲基化细菌），该结果可能暗

示了非甲基化细菌在吸附 /吸收 Hg（Ⅱ）时强于汞

甲基化细菌的类似共性 [18]。将两种细胞菌悬液混

合培养对 Hg（Ⅱ）的单位细胞吸附 /吸收容量为

2.8 × 10–12 μg·cell–1，与单一细胞培养相比，两种

细胞共培养同时对 Hg（Ⅱ）的竞争吸附 /吸收可能

不利于 Hg（Ⅱ）离子进入细胞，这说明两种细胞

同时对 Hg（Ⅱ）的吸附 /吸收不是简单意义上的相

加，而是在胞内胞外 Hg（Ⅱ）离子渗透压平衡的

前提下进行的。  

 

注：Hgcell 为胞内总汞，Hgsol 为胞外总汞。PCA 为 G. sulfurreducens PCA 菌悬液+50 nmol·L–1 Hg（Ⅱ）新鲜输入汞溶液处理组，

CYS-PCA、GSH-PCA 和 FA-PCA 分别为 G. sulfurreducens PCA 菌悬液+预先混合 48 h 的 CYS-Hg（Ⅱ）、GSH-Hg（Ⅱ）和 FA-Hg（Ⅱ）

有机络合态汞溶液处理组；CN32 为 S. putrefaciens CN32 菌悬液+50 nmol·L–1 Hg（Ⅱ）新鲜输入汞溶液处理组，CYS-CN32、GSH-CN32

和 FA-CN32 分别为 S. putrefaciens CN32 菌悬液+预先混合 48 h 的 CYS-Hg（Ⅱ）、GSH-Hg（Ⅱ）和 FA-Hg（Ⅱ）有机络合态汞溶液

处理组。图上不同小写字母表示相同汞形态不同处理间差异显著（P<0.05）。下同。Note：Hgcell is total intracellular mercury，Hgsol is total 

extracellular mercury.  PCA treatment was G. sulfurreducens PCA bacterial suspension followed by the addition of 50 nmol·L–1 Hg（Ⅱ）

solution. CYS-PCA，GSH-PCA and FA-PCA were treated with cysteine，glutathione and fulvic acid with 50 nmol·L–1 Hg（Ⅱ）organic complex 

solution pre-mixed for 48 h followed by the addition of G. sulfurreducens PCA bacterial suspension，respectively. CN32 treatment was S. 

putrefaciens CN32 bacterial suspension followed by the addition of 50 nmol·L–1 Hg（Ⅱ）solution. CYS-CN32，GSH-CN32 and FA-CN32 were 

treated with cysteine，glutathione and fulvic acid with 50 nmol·L–1 Hg（Ⅱ）organic complex solution pre-mixed for 48 h followed by the 

addition of S. putrefaciens CN32 bacterial suspension，respectively. Different lowercase letters mean significant difference between different 

treatments of the same Hg species（P<0.05）. The same below. 
 

图 1  溶解性有机质（DOM）对 G. sulfurreducens PCA（a）或 S. putrefaciens CN32（b）细胞培养体系 Hg（Ⅱ）胞内胞外

分配的影响 

Fig. 1  The effects of dissolved organic matter（DOM）on the intracellular and extracellular distribution of Hg（Ⅱ）in G. sulfurreducens PCA

（a）or S. putrefaciens CN32（b） 



3 期 宋  恩等：溶解性有机质介导下 Shewanella putrefaciens CN32 与 Geobacter sulfurreducens PCA… 745 

 

http://pedologica.issas.ac.cn 

DOM 对不同微生物培养体系的作用效果有显

著差别。如图 1a 所示，半胱氨酸和谷胱甘肽对 G. 

sulfurreducens PCA 细菌的影响主要表现在体系胞

外总汞比例下降，而对胞内总汞比例影响不显著，

表明这两种 DOM 可能促进汞进入细胞发生还原转

化，并将零价汞排出细胞逃逸至容器顶空[5]。如图

1b 所示，半胱氨酸和谷胱甘肽对 S. putrefaciens 

CN32 细菌的影响主要表现在胞内总汞比例上，而对

胞外总汞比例无显著影响，其中细胞吸附/吸收 Hg

（Ⅱ）离子显著下降，说明半胱氨酸和谷胱甘肽络合

形态汞 Cysteine-Hg（Ⅱ）配体和 GSH-Hg（Ⅱ）配

体可能不易被 S. putrefaciens CN32 细胞吸附/吸收并

利用，但由于 S. putrefaciens CN32 分泌胞外聚合物

介导体系中电子传递，仍然促进了细胞外汞还原。

而黄腐酸未显著影响两种微生物的胞内总汞和胞外

总汞含量变化，且黄腐酸处理中胞外总汞比例较大，

说明黄腐酸由于其高分子量和复杂结构，对汞以络

合作用为主导，未提高汞的生物可利用性。 

如图 2 所示，两种微生物细胞共培养体系由于

细胞数量增加，对 Hg（Ⅱ）的吸附/吸收能力较单

一细胞培养显著增强，但对 Hg（Ⅱ）的单位细胞吸

附/吸收容量略有降低，这可能是由于兼性微生物和

厌氧微生物共培养后营造的还原环境对汞的还原作

用快速增强，迅速降低了体系内汞的生物有效性，

从而导致细胞对汞的吸附/吸收量显著下降。半胱氨

酸和谷胱甘肽络合态汞对两种微生物细胞共培养体

系的影响主要表现在胞外总汞比例上，对胞内总汞

比例无显著影响，此时胞内总汞比例下降，是由于

两种微生物对汞的吸附/吸收以络合为主，对汞的还

原转化主要发生在胞外溶液中。还原态半胱氨酸和

谷胱甘肽对 G. sulfurreducens PCA 细菌的影响主要

表现在胞内总汞比例上升，其原因可能是还原态半

胱氨酸和谷胱甘肽中的巯基官能团含量高，能够强

烈络合 Hg（Ⅱ）离子，提高汞对 G. sulfurreducens 

PCA 细胞的生物可利用性，促进汞在细胞上吸附/

吸收。实验结果突显了 DOM 的官能团类型和微生

物种类对 Hg（Ⅱ）胞内胞外分配及后续形态转化的

调控机制的差异性。 

 

注：CN32-PCA 为 S. putrefaciens CN32 菌悬液和 G. sulfurreducens PCA 菌悬液混合后+50 nmol·L–1 Hg（Ⅱ）新鲜输入汞溶液处

理组，CYS-CN32-PCA、GSH-CN32-PCA 和 FA-CN32-PCA 分别为 S. putrefaciens CN32 菌悬液和 G. sulfurreducens PCA 菌悬液混合后

+预先混合 48 h 的 CYS-Hg（Ⅱ）、GSH-Hg（Ⅱ）和 FA-Hg（Ⅱ）有机络合态汞溶液处理组；Re-EPS-PCA 为 G. sulfurreducens PCA

菌悬液+还原态胞外聚合物+50 nmol·L–1 Hg（Ⅱ）汞溶液处理组，Re-CYS-PCA、Re-GSH-PCA 和 Re-FA-PCA 分别为 G. sulfurreducens 

PCA 菌悬液+还原态半胱氨酸、谷胱甘肽和黄腐酸溶液+50 nmol·L–1 Hg（Ⅱ）汞溶液处理组。下同。Note：CN32-PCA treatment was the 

mixture of S. putrefaciens CN32 and G. sulfurreducens PCA bacterial suspension，followed by the addition of 50 nmol·L–1 Hg（Ⅱ）solution. 

CYS-CN32-PCA，GSH-CN32-PCA and FA-CN32-PCA treatments were mixed with S. putrefaciens CN32 and G. sulfurreducens PCA 

bacterial suspension，respectively，and cysteine，glutathione，fulvic acid with 50 nmol·L–1 Hg（Ⅱ）organic complex solution pre-mixed 48 

h. Re-EPS-PCA treatment was G. sulfurreducens PCA bacterial suspension followed by the addition of reduced extracellular polymer and 50 
nmol·L–1 Hg（Ⅱ）solution. Re-CYS-PCA，Re-GSH-PCA and Re-FA-PCA were treated with G. sulfurreducens PCA bacteria suspension 

followed by the addition of reduced cysteine，glutathione and fulvic acid solution and 50 nmol·L–1 Hg（Ⅱ）solution，respectively. The same 

below. 
 

图 2  氧化态 DOM（a）或还原态 DOM（b）介导下 S. putrefaciens CN32 直接或间接对 G. sulfurreducens PCA 细胞培养体

系 Hg（Ⅱ）胞内胞外分配的影响 

Fig. 2  The effects of S. putrefaciens CN32 directly or indirectly on the intracellular and extracellular distribution of Hg（Ⅱ）in G. sulfurreducens 

PCA mediated by oxidized DOM（a）or reduced DOM（b） 
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2.2  DOM 介导下微生物对汞还原的影响 

G. sulfurreducens PCA 和 S. putrefaciens CN32

均为环境中常见的铁还原菌，其活性和数量直接影

响汞的微生物还原。如图 3a、图 3b 所示，在无 DOM

介 导 的 条 件 下 ， S .  p u t re f a c i e n s  C N 3 2 和 G. 

sulfurreducens PCA 分别单独培养，两种微生物对汞

的还原能力相当；在 DOM 介导时，半胱氨酸和谷

胱甘肽均促进了两种微生物 G. sulfurreducens PCA

和 S. putrefaciens CN32 单独培养时对 Hg（Ⅱ）的还

原，且对 S. putrefaciens CN32 汞还原的促进作用强

于 G. sulfurreducens PCA，这与 S. putrefaciens CN32

分泌还原性胞外聚合物介导电子传递，进而促进汞

还 原 有 关 ； 半 胱 氨 酸 和 谷 胱 甘 肽 介 导 G . 

sulfurreducens PCA 汞还原的比例分别为 38.6% ± 

5.3%和 42.2% ± 1.1%，而介导 S. putrefaciens CN32

汞还原的比例分别是 52.1 % ± 7.6%和 58.1% ± 

6.6%。黄腐酸抑制了两种微生物对 Hg（Ⅱ）的还原，

这表明 DOM 官能团的络合固定作用及 DOM：Hg

（Ⅱ）的质量比等是影响 Hg（Ⅱ）还原的重要因素。

含巯基的有机物对汞的亲和能力强，含巯基的半胱

氨酸和谷胱甘肽与汞络合形成的 Cysteine-Hg（Ⅱ）

和 GSH-Hg（Ⅱ）极大地提高了 Hg（Ⅱ）的生物可利

用性，促进了微生物对汞的还原，还原后的 Hg（0）

被排出胞外，并且大部分零价汞通过挥发等形式离

开溶液体系[27]。而黄腐酸与 Hg（Ⅱ）络合形成稳定

的络合物 FA-Hg（Ⅱ），使 Hg（Ⅱ）  Hg（0）

平衡向生成 Hg（Ⅱ）的方向移动，络合作用占主导，

从而抑制了汞的还原作用[28]。 

微生物的细胞种类和密度等因素也会强烈影响

汞还原。如图 3c 所示，S. putrefaciens CN32 和 G. 

sulfurreducens PCA 共培养时，较高的细胞密度直接

提高了细胞对 Hg（Ⅱ）的吸附/吸收量，细胞的吸 

 

注：不同小写字母表示不同处理间差异显著（P<0.05）。Note：Different lowercase letters mean significant difference between different 

treatments（P<0.05）. 

 
图 3  三种 DOM 对 G. sulfurreducens PCA（a）和 S. putrefaciens CN32（b）两种微生物分别单独培养、直接共培养（c）

和间接共培养（d）体系中 Hg（Ⅱ）还原的影响 

Fig. 3  Effect of three kinds of DOM on mercury reduction in G. sulfurreducens PCA（a）and S. putrefaciens CN32（b）cultured alone，directly 

co-culture（c）and indirectly co-culture（d），respectively 
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附固定作用直接抑制了汞还原作用；也有可能是因

为还原产生的 Hg（0）被大量存在的细胞吸附固定，

从而导致零价汞比例有所下降[5]。半胱氨酸和谷胱

甘肽在两种微生物共培养体系中依旧促进了汞的还

原，且与微生物单独培养时促进作用相当。而黄腐

酸的络合作用与两种细胞的吸附/吸收作用叠加后，

显著抑制了汞的还原，基本无零价汞可被检测到。

如图 3d 所示，由于 S. putrefaciens CN32 分泌黄素等

渗出物介导电子传递，故其还原态胞外聚合物促进

了体系内汞的还原；相较于氧化态 DOM，还原态

DOM 均不同程度上促进了体系内汞的还原。这是由

于还原态 DOM 官能团种类、数量和性质等发生改

变，在还原状态下，半胱氨酸形成的双硫键结合能

力下降，进而断开成巯基，巯基含量升高，半胱氨

酸中的巯基络合态汞对 G. sulfurreducens PCA 细胞

有极高的生物可利用性，易通过主动转运进入细胞

中，在电子传递链的作用下，促进细胞内发生汞还

原；而谷胱甘肽由于无特异性转运蛋白的缘故不能

进入 G. sulfurreducens PCA 细胞[8]，仅在细胞外及细

胞表面发生汞还原。这两种还原态 DOM 与还原态

胞外聚合物介导汞还原的效果相似；而还原态黄腐

酸由于其分子量、与汞高质量比和分子性质等因素

对 Hg（Ⅱ）的固定作用使汞变成了不能被细胞利用

的汞，对微生物汞还原呈抑制作用。 

2.3  DOM 对汞还原的影响 

DOM 对汞具有络合和还原双重作用，实际稻田

湿地长期淹水状态下土壤中 DOM 处于还原状态，

淹水条件下还原态 DOM 的性质不同于排水条件下

氧化态 DOM，为查明不同性质 DOM 对 Hg（Ⅱ）

的络合和还原作用，分别进行了氧化态 DOM 和还

原态 DOM 对汞还原的动力学实验。如图 4a 所示，

氧化态 DOM 对 Hg（Ⅱ）具有络合作用；与对照组

（磷酸盐培养基）相比，3 种 DOM（半胱氨酸、谷

胱甘肽和黄腐酸）的还原能力低，其对 Hg（Ⅱ）主

要表现为络合作用，并且抑制了 Hg（Ⅱ）在容器中

的还原挥发。如图 4b 所示，S. putrefaciens CN32 胞

外聚合物为还原态对照组（Re-EPS），还原态胞外

聚合物在实验初期对 Hg（Ⅱ）的还原作用不显著，

但随着时间延长，在 0～24 h 内可持续还原 Hg（Ⅱ）

离子，这是由于 S. putrefaciens CN32 细胞分泌黄素

等外渗出物调节细胞外电子转移，具有强还原能力。

此外，与氧化态 DOM 相比，还原态 DOM 对 Hg（Ⅱ） 

 

注：Ctrl 为磷酸盐培养基+50 nmol·L–1 Hg（Ⅱ）新鲜输入汞溶液对照组，CYS、GSH 和 FA 分别为半胱氨酸、谷胱甘肽和黄腐

酸溶液+50 nmol·L–1 Hg（Ⅱ）新鲜输入汞溶液处理组；Re-EPS 为还原态胞外聚合物+50 nmol·L–1 Hg（Ⅱ）新鲜输入汞溶液对照组，

Re-CYS、Re-GSH 和 Re-FA 分别为还原态半胱氨酸、谷胱甘肽和黄腐酸溶液+50 nmol·L–1 Hg（Ⅱ）新鲜输入汞溶液处理组。Note：

Ctrl treatment was phosphate medium with the addition of 50 nmol·L–1 Hg（Ⅱ）solution. CYS，GSH and FA treatments were cysteine，

glutathione and fulvic acid solution with the addition of 50 nmol·L–1 Hg（Ⅱ）solution，respectively. Re-EPS treatment was reduced 

extracellular polymer with the addition of 50 nmol·L–1 Hg（Ⅱ）solution. Re-CYS，Re-GSH and Re-FA treatments were reduced cysteine，

glutathione and fulvic acid solution with the addition of 50 nmol·L–1 Hg（Ⅱ）solution，respectively 

 
图 4  氧化态 DOM（a）和还原态 DOM（b）对 Hg（Ⅱ）还原的动力学 

Fig. 4  Kinetics of reduction of mercury by oxidized DOM（a）and reduced DOM（b） 
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的还原能力显著增强，且还原态半胱氨酸和还原态

谷胱甘肽对 Hg（Ⅱ）的还原作用在前 8 h 显著，在

8 h 后零价汞产量趋于零；而还原态黄腐酸对 Hg

（Ⅱ）的还原作用弱，这与之前的研究[29]有很大区别，

可能是由于不同来源的黄腐酸其化学组成和结构具

有显著差别，含氧官能团含量不同，故表现出不同

性质。此外，还原态黄腐酸与汞的高质量比也是产

生强络合结果的原因，络合作用与还原作用竞争有

效态汞，故还原作用不显著[20]。 

应用假一级动力学拟合还原态 DOM 对 Hg（Ⅱ）

还原反应如下式（2）： 

 [Hg(0)]=[Hg(Ⅱ)]0[1–exp(–kRt)]    （2） 

式中，kR 为速率常数，h–1；[Hg(Ⅱ)]0 为 Hg(Ⅱ)初始

浓度，nmol·L–1；[Hg(0)]为还原的 Hg（0）浓度，

nmol·L–1；t 为反应时间，h。 

本实验以不加任何 DOM 和微生物的磷酸盐培

养基作为空白对照（Ctrl）。 

如图 4b 所示，S. putrefaciens CN32 胞外聚合物

对 汞 的 还 原 符 合 假 一 级 动 力 学 方 程 ， 经 S. 

putrefaciens CN32 还原制备的有机质中，还原态半

胱氨酸对汞的还原基本符合假一级动力学方程，但

还原能力低于 S. putrefaciens CN32 胞外聚合物对汞

的还原，说明有机质的络合作用仍然起到一定作用，

假一级动力学反应常数如下表 1 所示。由于竞争络

合作用占主导以及还原态 DOM 对 Hg（0）的诱导

性氧化络合作用[28]，假一级动力学方程不能描述还

原态谷胱甘肽和还原态黄腐酸对汞的还原。 

表 1  汞还原假一级动力学反应常数 

Table 1  Pseudo-first-order rate constants for Hg reduction 

处理 Treatment R2 反应常数 kR / h
–1 

还原态胞外聚合物 Re-EPS 0.98 0.10 

还原态半胱氨酸 Re-CYS 0.67 2.15 

 

2.4  DOM 介导下微生物对汞甲基化的影响 

G. sulfurreducens PCA 和 S. putrefaciens CN32

不仅影响汞还原，也与汞甲基化息息相关，且不同

D O M 对 微 生 物 汞 甲 基 化 影 响 有 显 著 区 别 。 G. 

sulfurreducens PCA 是一种模式汞甲基化微生物。而

S. putrefaciens CN32 是非汞甲基化细菌，在有氧条

件下有较高丰度，同时具有兼性微生物特性；在厌 

氧条件下快速营造还原环境，可能强烈影响其他微

生物汞甲基化。DOM 的络合和还原作用影响汞的活

性、流动性和挥发性，进而影响汞对甲基化的可用

性。如图 5a 所示，在 G. sulfurreducens PCA 单一培

养处理中，细胞对 Hg（Ⅱ）的净甲基化比例为 9.4% ± 

0.3%， 而 半 胱 氨 酸 、 谷 胱 甘 肽 和 黄 腐 酸 介 导 G. 

sulfurreducens PCA 微生物对 Hg（Ⅱ）的净甲基化

比例分别为 15.9% ± 2.8%、10.8% ± 0.8%、7.8% ± 

2.8%。半胱氨酸介导 G. sulfurreducens PCA 微生物

汞形态转化时，促进了甲基汞的产生，这归因于半

胱氨酸作为小分子含巯基有机配体，形成高生物可

利用性的 Cysteine-Hg（Ⅱ）配体分子，促进了 G. 

sulfurreducens PCA 以主动吸收的方式吸收溶液中

Cysteine-Hg（Ⅱ）配体络合态汞，进而提高甲基汞

产量[30]，且甲基汞在生成后能较快排出细胞，降低

胞内总汞比例，实现解毒[5]。因此，DOM 介导汞在

G. sulfurreducens PCA 培养体系胞内胞外分配的汞

含量变化主要体现在胞外总汞上，这表明 Hg（Ⅱ）

与某些硫醇的络合作用是控制汞胞内胞外分配、还

原及甲基化的重要因素[8，18]。谷胱甘肽作为一种分

子量较大的含巯基有机配体，对 Hg（Ⅱ）有较强的

络合能力，易形成 GSH-Hg（Ⅱ）配合物，但该配

合物不能以主动转运的方式进入 G. sulfurreducens 

PCA 细胞，故未促进其汞甲基化，但促进了汞还原，

这归因于细胞外表面介导的胞外电子传递诱导汞还

原而不能促使胞内发生汞甲基化。黄腐酸处理降低

了汞甲基化效率，这是由于大分子黄腐酸含有多种

官能团，对汞形成固定包裹，且与 Hg（Ⅱ）络合形

成的 FA-Hg（Ⅱ）配体仅能吸附在细胞表面却不能

被细胞吸收转化，降低了汞的生物可利用性，进而

抑制了微生物汞甲基化。如图 5b 所示，S. putrefaciens 

CN32 在单一培养条件和加入 DOM 促进条件下均未

检出甲基汞，这归因于 S. putrefaciens CN32 细菌可

能缺少汞甲基化代谢途径或仅具备弱甲基化能力[31]。

在半胱氨酸和谷胱甘肽介导下 S. putrefaciens CN32

细菌对 Hg（Ⅱ）的还原作用增强，零价汞逃逸出溶

液体系，导致溶液中汞的生物可利用性下降，而黄

腐酸由于高分子量和与 Hg（Ⅱ）高质量比，降低了

汞的生物可利用性，3 种 DOM 均降低了发生汞甲基

化的可能，故均未表现出对 S. putrefaciens CN32 汞

甲基化的促进作用。 
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注：Hg（0）为零价汞，MeHg 为甲基汞。下同。Note：Hg（0）is zero valent mercury and MeHg is methylmercury. The same below. 

图 5  DOM 对 G. sulfurreducens PCA（a）或 S. putrefaciens CN32（b）单一培养体系中汞的形态分布的影响 

Fig. 5  The effects of DOM on the Hg species distribution in G. sulfurreducens PCA（a）or S. putrefaciens CN32（b） 

如图 6 所示，在 S. putrefaciens CN32 与 G. 

sulfurreducens PCA 共培养体系中（CN32-PCA），细

菌对 Hg（Ⅱ）的吸附/吸收比例为 41.7% ± 4.4%，

还原比例为 7.4% ± 0.7%，净甲基化比例为 0.9% ± 

0.3%。与 G. sulfurreducens PCA 单一培养处理相比，

加入 S. putrefaciens CN32 后细胞数量增加，对 Hg

（Ⅱ）的吸附/吸收量变大，汞还原量略有降低，甲

基汞产量显著降低。由于 S. putrefaciens CN32 的竞

争吸附/吸收作用强于 G. sulfurreducens PCA，Hg

（Ⅱ）对 G. sulfurreducens PCA 的生物可利用性显著

降低。这与之前的研究中发现的 Sulfidogens 和

Methanogens 两种汞甲基化微生物间协同生长促进

低硫酸盐缺氧淡水沉积物中汞甲基化结果[32]不同，

说明了微生物共培养对汞甲基化影响的复杂性。在

S. putrefaciens CN32 与 G. sulfurreducens PCA 共培

养体系中时，半胱氨酸络合态汞介导微生物对 Hg

（Ⅱ）的还原比例为 36.7% ± 0.8%，净甲基化比例为

1 8 . 7 %  ±  2 . 6 % ， 相 较 于 半 胱 氨 酸 介 导 G. 

sulfurreducens PCA 微生物，其汞甲基化比例显著增

加，这种增加不仅是由于细胞膜蛋白主动转运半胱

氨酸 Cysteine-Hg（Ⅱ）进入细胞，将吸收的 Hg（Ⅱ）

转化为甲基汞，还因为两种微生物共培养提高了

Cysteine-Hg（Ⅱ）对 G. sulfurreducens PCA 的生物

可利用性[33]，进而促进了其汞甲基化。而谷胱甘肽

对 S. putrefaciens CN32 与 G. sulfurreducens PCA 共

培养体系的影响，与其对 G. sulfurreducens PCA 单 

一培养体系相比，汞甲基化率显著降低，此时仅表

现为 S. putrefaciens CN32 对 G. sulfurreducens PCA

汞甲基化的抑制作用。在 S. putrefaciens CN32 与 G. 

sulfurreducens PCA 共培养体系中，黄腐酸大分子对

Hg（Ⅱ）的固定作用和 S. putrefaciens CN32 的竞争

吸附/吸收作用均阻抑了汞甲基化发生。 

 

图 6  不同 DOM 介导下 S. putrefaciens CN32 和 G. 

sulfurreducens PCA 共培养体系对汞的形态分布的影响 

Fig. 6  The effects of S. putrefaciens CN32 and G. sulfurreducens 
PCA co-culture on the Hg species distribution under different DOM 

mediations 

3  结  论 

G. sulfurreducens PCA 单位细胞吸附/吸收汞容

量 为 2.9×10–12 μg·cell–1 ， 远 低 于 S. putrefaciens 

CN32，不同微生物的单位细胞吸附/吸收汞容量有
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显著差异，这与细胞蛋白组分和含量等有关。含巯

基的半胱氨酸和谷胱甘肽提高了汞的生物可利用

性，改变了两种微生物胞内和胞外总汞比例，同时

促进了两种微生物单一培养和共培养体系的微生物

汞还原，半胱氨酸促进 G. sulfurreducens PCA 汞还

原比例为 32.5%，谷胱甘肽促进汞还原比例高达

37.7%，但黄腐酸由于形成稳定络合物 FA-Hg（Ⅱ），

抑制了汞还原。半胱氨酸络合态汞通过提高汞对 G. 

sulfurreducens PCA 的生物可利用性，促进了其甲基

化，此时汞甲基化比例为 15.9%；此外，半胱氨酸

络合态汞介导 S. putrefaciens CN32 和 G. sulfurreducens 

PCA 共培养体系进一步增强了汞甲基化，甲基化比

例高达 18.7%。 
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