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溶液培养条件下腐殖酸对 Cr(Ⅵ)微生物还原的影响
① 
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摘  要：探明铬(Cr)的氧化还原作用机制对于深入认识其污染过程特征进而制订科学的防控措施有重要意义。本

研究采用从山西大同风化煤、河南巩县褐煤和云南昆明滇池底泥中提取的腐殖酸(分别记为 HAs、HAh、HAk)，通过

分别添加，以及共同添加葡萄糖和不同制备来源或不同浓度的腐殖酸，并接种水稻土悬液，研究了溶液培养条件下腐

殖酸对 Cr(Ⅵ)的微生物还原过程的影响。结果表明：在有充足碳源存在条件下腐殖酸能够发挥其电子传递作用促进

Cr(Ⅵ) 的微生物还原过程。腐殖酸促进 Cr(Ⅵ) 还原的作用随其添加浓度的升高而增强，腐殖酸浓度为 0.02 g/L时其

促进作用较微弱，而 2.00 g/L时培养期间 Cr(Ⅵ) 的还原率达到 95% 以上。腐殖酸的结构组成差异对其作用于 Cr(Ⅵ) 

的微生物还原过程有重要的影响，腐殖化程度相对较高的 HAk和 HAs对 Cr(Ⅵ) 的微生物还原的促进作用明显，HAk

更因含有一定量的多糖或类多糖物质而加快了 Cr(Ⅵ) 微生物还原过程的发生时间，而 HAh 则对 Cr(Ⅵ) 的微生物还

原的影响较小。 
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近年来，由于工业发展所导致的铬(Cr)对水体和

土壤的污染问题受到社会广泛关注，探明 Cr 的氧化

还原作用机制对于深入认识其污染过程特征进而制

订科学的防控措施有重要意义。Cr 在环境中主要以

Cr(Ⅲ) 和 Cr(Ⅵ) 的形态存在，尽管 Cr 是人体的必

需元素，但是 Cr(Ⅵ) 在环境中具有高可溶性、移动

性和高毒性等特点，其致癌致畸的作用对人类和动

植物的生长造成严重的危害[1–2]；而 Cr(Ⅲ) 在环境

中主要以氢氧化物的形式与有机物形成络合物并沉

淀，因此其移动性小，在环境中稳定、无危害。传统

的 Cr(Ⅵ) 污染修复方法主要通过化学沉淀、离子交

换和活性炭吸附等化学方式，但是其修复过程花费

昂贵且易造成二次污染。通过微生物作用将 Cr(Ⅵ)

还原为 Cr(Ⅲ) 的生物修复方式更为经济、安全和持

久，且未污染和已污染环境中普遍存在大量的具有

Cr(Ⅵ) 还原能力的微生物群落，使 Cr(Ⅵ)污染的微

生物修复方法成为可能[3–5]。十几年来，Cr 污染的

微生物修复方式得到了普遍的研究，微生物细胞的

生存能力和代谢活性是微生物修复 Cr(Ⅵ) 污染环境

效率的主要限制因素[6]。提高微生物修复效率的改

良研究主要有生物膜技术和基因工程菌等方法，每

种方法各有其优缺点[1,7–9]。许多文献报道[10–12]，普

遍存在于水体和土壤环境中的高分子多聚有机物 

—— 腐殖酸在厌氧条件下能够发挥电子传递作用促

进微生物对一些高价重金属，如 Cr(Ⅵ)、U(Ⅵ)、Fe(Ⅲ) 

等的还原。但是，由于腐殖酸本身的复杂性，其参

与微生物金属还原或电子传递的反应机理及其作用

官能团还尚不清楚。本研究通过人工制备不同来源

的腐殖酸，模拟厌氧条件下溶液中 Cr(Ⅵ) 的微生物

还原过程，探讨腐殖酸的结构组成与微生物还原

Cr(Ⅵ) 的反应效率之间的关系，结果可为深刻理解

环境中 Cr 的污染过程机制以及改良微生物修复方

式提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  微生物接种液的制备 

采用新鲜高肥力红壤水稻土制备土壤悬液。该土

壤采自中国科学院红壤生态实验站周围典型稻田的 

0 ~ 15 cm 土层。土样经自然风干，挑去石块和少量

植物根系，磨细过 1 mm 筛备用。土壤的有机质含

量为 39.7 g/kg，pH 5.2，碱解氮 149.9 mg/kg，速效

磷 12.8 mg/kg。按水土比1︰9的比例添加去离子水，
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30℃下淹水 7 天后，700 r/min 离心10 min，取上清

液用作微生物接种液。 

1.2  基础无机盐培养液的配置 

按 (NH4)2SO4 9.0 mmol/L、K2HPO43H2O 5.7 mmol/L、

KH2PO4 3.3 mmol/L、NaHCO3 2.0 mmol/L的组成溶

解无机盐于去离子水中[13]，用 HCl 或 NaOH 将 pH

调至 7.0，高压灭菌，备用。 

1.3  供试腐殖酸的提取和配制 

收集山西大同风化煤、河南巩县褐煤、云南昆明

滇池底泥，采用 NaOH 提取和酸沉淀并经电渗析分

离纯化的方法获得腐殖酸样品[14]。3种不同来源的腐

殖酸分别表示为 HAs、HAh、HAk。使用时，将腐殖

酸样品溶解于 30 mmol/L的 NaHCO3溶液中，高压灭

菌。供试腐殖酸样品的基本化学性状见表 1。 

表 1  供试腐殖酸的基本化学性状 
Table 1  Basic chemical properties of humic acids tested 

腐殖酸来源 C(g/kg) N(g/kg) E4 E4/E6 

山西大同风化煤(HAs) 506.7 52.4 2.62 2.91 

河南巩县褐煤(HAh) 508.2 39.4 2.44 4.44 

云南昆明滇池底泥(HAk) 451.2 40.3 1.38 2.97 

 
1.4  培养试验 

无菌操作条件下，吸取 K2CrO4作为 Cr(Ⅵ) 来源，

添加无机盐培养液提供微生物所需的矿质元素，设置

对照(CK，空白溶液)、添加山西大同风化煤腐殖酸和/

或葡萄糖(HAs、G、HAs+G、1/2(HAs+G))、葡萄糖

加不同浓度腐殖酸(G+2.00HAs、G+0.20HAs、G+0.02HAs)、

分别都添加葡萄糖和大同风化煤、巩县褐煤、昆明滇

池底泥腐殖酸(G+HAs、G+HAh、G+HAk)等处理，

每处理视取样次数设若干重复。K2CrO4 的培养浓度

为 0.4 mmol/L，HAh和 HAk的培养浓度为 2.00 g/L，

HAs的培养浓度分别为 2.00、0.20、0.02 g/L，葡萄糖

的培养浓度为 G 2.891 6 g/L(其含碳量与 2.00 g/L HAs

的含碳量相等)。葡萄糖和 K2CrO4溶液采用细菌滤器

(<0.22 µm)过滤除菌。以严格的厌氧操作技术接入 1 ml

微生物接种液，然后充氮气 5 min除去瓶内氧气，迅速

盖上胶塞，28℃恒温培养。定期采样测定 Cr(Ⅵ)浓度。 

1.5  测定方法和数据统计 

在确定的取样期每处理取出 3 个重复，充分摇

匀，用移液枪吸取 1 ml 溶液于 5 ml 浸提液蒸馏水

中，摇匀，恒温 28℃ 条件下提取 1 h 后，用注射器

吸取浸提液过孔径为 0.45 µm 的滤膜，收集滤液，

采用二苯碳酰二肼分光光度法(DPC 比色法)测定滤

液中的 Cr(Ⅵ) 浓度[15]。 

腐殖酸碳(C)测定采用费尔恩法[16]，腐殖酸氮(N)

测定采用半微量开氏法[17]，腐殖酸 E4/E6 比值的测

定按照 Kononova的方法进行[14]，腐殖酸的红外光谱

测定采用 NEXUS670气相色谱-傅里叶变换红外光谱

联用仪(美国)在湿度<70%、室温 25℃条件下进行。 

本研究实验数据运用 SPSS 12.0 软件进行 One- 

Way ANOVA统计，并使用 Duncan检验进行差异显

著性分析(P < 0.05)。 

2  结果与分析 

2.1  供试腐殖酸的组成特征 

腐殖酸在一定浓度范围和相同测定条件下，其

E4/E6比值是一个特征性常数，可以表征腐殖酸的腐

殖化程度[18]。根据 E4/E6 比值推测，山西褐煤和云

南滇池底泥腐殖酸的腐殖化程度较高，分子结构比河

南褐煤腐殖酸相对复杂，其官能团种类和含量可能相

对较多(表 1)。 

腐殖酸的红外光谱(IR)能够定性反映腐殖酸官能

团组成特征。图 1显示，HAk在 1 078 cm–1处有吸收，

而 HAs和 HAh在 1 100 ~ 1 020 cm–1范围内则没有显

著吸收峰，1 100 ~ 1 020 cm–1范围内的吸收表征腐殖

酸上多糖或类多糖物质的 C–O伸缩[19–20]，说明 3种供

试的腐殖酸中 HAk包含多糖和类多糖结构(图 1)。 

 

图 1  供试腐殖酸的红外光谱图 
Fig. 1  FTIR spectra of humic acids tested 
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2.2  腐殖酸和葡萄糖对 Cr(Ⅵ) 的微生物还原的

影响 

通过添加具有相同碳含量的腐殖酸和葡萄糖，观

察纯溶液培养条件下腐殖酸和葡萄糖对 Cr(Ⅵ) 的微

生物还原过程的影响。结果显示 (图 2)，厌氧培养条

件下，15 天的培养期内未添加外源物质的处理(CK)

其溶液中 Cr(Ⅵ) 的浓度有略微的降低，从原来的

22.86 mg/L降至 20.78 mg/L；而单独添加腐殖酸的处

理(HAs)中 Cr(Ⅵ) 浓度从 19.06 mg/L降至 14.26 mg/L。

一些文献的研究结果表明，在无菌和不添加外源有机

物条件下，培养期内不会发生 Cr(Ⅵ) 浓度的变化[21]。

而接种悬液后，微生物作用导致了 Cr 的还原。本实

验中造成对照处理 Cr(Ⅵ)浓度降低的原因可能是所

制备的水稻土悬液中有微量的有机碳能够作为电子

供体供给微生物还原少许 Cr(Ⅵ)，以及微生物细胞的

同化作用吸收了微量的 Cr(Ⅵ)[22]。而 HAs 处理中除

微生物因素外主要是因为腐殖酸上的还原性官能团

能够将 Cr(Ⅵ) 还原为 Cr(Ⅲ)[12, 23–24]。单独添加葡萄

糖的处理(G)，溶液中 Cr(Ⅵ) 被还原的速率显著高于

CK处理，15天内其浓度由22.18 mg/L降至16.05 mg/L，

还原率为 27.65%，说明葡萄糖作为可利用碳源促进

了微生物对 Cr(Ⅵ) 的还原。葡萄糖存在情况下同时

添加腐殖酸的处理(G+HAs)，因腐殖酸上还原性官能

团的化学还原作用，其溶液中 Cr(Ⅵ) 的初始浓度

(18.63 mg/L)低于未添加腐殖酸的处理，培养过程中

Cr(Ⅵ) 迅速被还原，至 12天时其浓度降至 0.76 mg/L，

仅为 G和 HAs处理中的 4.5% 和 5%，还原率达到了

95% 以上，说明在有充足可利用碳源条件下，腐殖酸

发挥了电子传递作用促进微生物对 Cr(Ⅵ) 的还原。 

2.3  添加不同浓度腐殖酸对 Cr(Ⅵ)的微生物还原

的影响 

在有葡萄糖作为可利用碳源的条件下，添加不同 

 

图 2  添加葡萄糖和腐殖酸对溶液中微生物还原 Cr(Ⅵ)的
影响(腐殖酸添加量：2.00g/L) 

Fig. 2  Effects of glucose and humic acid additions on Cr(Ⅵ) 

microbial reduction in solutions 

浓度的腐殖酸对 Cr(Ⅵ) 的微生物还原的影响有明显

差异。结果显示(图 3)，添加 2.00 g/L和 0.20 g/L腐

殖酸的处理(G+2.00HAs、G+0.20HAs)中 Cr(Ⅵ) 初始

浓度比仅添加葡萄糖的处理(G)低了约 3.00 mg/L，而

添加 0.02 g/L腐殖酸的处理(G+0.02HAs)与 G处理相

近，其原因可能主要是腐殖酸上的还原性官能团数量

随其浓度的降低而减少，从而对溶液中 Cr(Ⅵ) 的化

学还原作用也随之减弱。厌氧培养 15天内，G处理

中 Cr(Ⅵ) 浓度从 20.30 mg/L降至 14.44 mg/L，其还

原率为 28% 左右；G+0.02HAs 处理中其浓度从

20.02 mg/L降至 14.10 mg/L，还原率约为 30%；G+ 

0.20HAs处理中则从 16.10 mg/L降至 7.83 mg/L，还

原率达到了 51%；而 G+2.00HAs处理培养至第 10天

时溶液中 Cr(Ⅵ) 浓度接近于 0，还原率达到 95% 以

上。说明在有可利用碳源条件下，腐殖酸促进微生物

还原 Cr(Ⅵ) 的作用随其浓度的升高而增加。其中，

添加浓度为 2.00 g/L时，使溶液中 0.4 mmol/L的 Cr 

(Ⅵ) 的还原率达到了 95% 以上；而 0.02 g/L时，其

促进作用不明显。 

 

 图 3  不同浓度腐殖酸对溶液中微生物还原 Cr(Ⅵ) 
的影响 

Fig. 3  Effect of humic acid concentrations on Cr(Ⅵ) microbial 

reduction in solutions  
 

2.4  不同来源的腐殖酸对Cr(Ⅵ) 的微生物还原的

影响 

腐殖酸是由许多低分子分解产物聚合而成的多

聚化合物[25]，其结构组成复杂，不同来源的腐殖酸

因其性质组成的差异对溶液中微生物还原 Cr(Ⅵ) 的

影响有区别。结果显示(图 4)，厌氧条件下，添加提

取于山西大同风化煤(HAs)、河南巩县褐煤(HAh)及

云南昆明滇池底泥的腐殖酸(HAk)，因各自含有不等

数量的还原性官能团使溶液中 Cr(Ⅵ)的初始浓度均

有相应的降低，其中添加 HAk 的处理中降幅最大，

添加 HAs和 HAh的处理之间较接近，这是因为 HAk

上的多糖或类多糖结构与 Cr(Ⅵ) 发生不可逆氧化还

原反应，而 HAs和 HAh则只能通过羟基醌等官能团
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的可逆氧化还原反应作用[26]。G+HAk处理从培养开

始迅速发生 Cr(Ⅵ) 的还原，培养至第 6 天其浓度从

15.38 mg/L降至接近于 0 mg/L，还原率达到了 95% 

以上。添加 HAs的处理，Cr(Ⅵ) 的微生物还原过程

经历了 3天的延滞期后迅速开始，至第 9天时溶液中

Cr(Ⅵ) 浓度从 17.73 mg/L降至接近 0 mg/L，还原率

也达到 95% 以上。而添加 HAh 的处理中，经过 6

天延滞期后，溶液中 Cr(Ⅵ) 的浓度开始降低，但是

其降低幅度较小，其后微生物还原 Cr(Ⅵ) 的速度缓

慢，培养至第 12天时其浓度降为 14.5 mg/L，与仅

添加葡萄糖(G)的培养液中 Cr(Ⅵ)的浓度 14.4 mg/L

相近。 

 

图 4  不同来源腐殖酸对溶液中微生物还原 Cr(Ⅵ)的影响

(腐殖酸添加量：2.00 g/L) 
Fig. 4  Effect of humic acids originated from different materials on 

microbial Cr(VI) reduction in solutions 
 

从以上结果可知，不同制备来源的腐殖酸对溶液

中 Cr(Ⅵ) 的化学还原和微生物还原作用都有影响，

这与腐殖酸上所含官能团的种类与数量密切相关。其

中，HAk 对溶液中 Cr(Ⅵ) 还原的促进作用最大，

HAs 次之，而 HAh 不明显。其原因可能是腐殖酸

上能够传递电子的官能团非常复杂，其 E4/E6 比值

表明 HAk 和 HAs 的腐殖化程度高于 HAh，它们

的结构组成可能比 HAh 更为复杂，在微生物还原 

Cr(Ⅵ) 的过程中发挥电子传递作用的官能团较多；

且  HAk 还含有多糖或类多糖结构能够与  Cr(Ⅵ) 

发生非可逆氧化还原反应，使 HAk 的化学还原作用

强于HAs，从而也促进了微生物的 Cr(Ⅵ) 还原。 

3  结论 

1) 葡萄糖供给碳源条件下，溶液中发生了微生

物还原 Cr(Ⅵ) 的过程。腐殖酸上的还原性官能团能

够将部分 Cr(Ⅵ) 直接还原，但在有充足可利用碳源

存在条件下，腐殖酸主要通过电子传递作用极大程度

地促进了微生物还原 Cr(Ⅵ) 的过程。 

2) 腐殖酸对微生物还原 Cr(Ⅵ) 的促进作用随

着腐殖酸浓度的增加而增强。在有充足碳源条件下，

浓度为 2.00 g/L的腐殖酸使溶液中 0.4 mmol/L Cr(Ⅵ) 

的还原率达到了 95% 以上，0.20 g/L 的腐殖酸使其

还原率达到了 51%，而浓度为 0.02 g/L时，其对Cr(Ⅵ) 

的微生物还原过程的促进作用微弱。 

3) 腐殖酸对微生物还原 Cr(Ⅵ) 的促进作用与

其结构组成密切相关。在提取于山西大同风化煤

(HAs)、河南巩县褐煤 (HAh)和云南昆明滇池底泥

(HAk)的 3 种腐殖酸中，HAk 对 Cr(Ⅵ) 的微生物还

原过程的促进作用最强，HAs次之，而 HAh最小。

这可能是 HAk和 HAs的腐殖化程度较高，其中能够

发挥电子传递作用促进微生物还原 Cr(Ⅵ)反应的官

能团含量较多的缘故；而且 HAk 中的多糖和类多糖

结构对 Cr(Ⅵ) 的非可逆化学还原反应可能也促进了

Cr(Ⅵ) 的微生物还原。腐殖酸的结构组成非常复杂，

不同来源腐殖酸对微生物还原 Cr(Ⅵ) 的促进作用可

能还受其他因素包括伴生物质的影响，其作用机理如

何，还需要更深入的研究才能得到揭示。 
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Abstract: Better understanding the processes of Cr(Ⅵ) microbial reduction to Cr(Ⅲ) is of great interest in bioremediation 

of contaminated environments. In this study, the paddy soil suspension was used as microbial inoculation and humic acids were 

extracted from materials as weathering coal of Datong in Shanxi Province, lignite of Gongxian in Henan Province and Dianchi 

Lake sediment (abbreviated respectively as HAs, HAh, HAk). The effects of humic acid on microbial Cr(Ⅵ) reduction were 

studied by adding glucose or humic acid (HA) solely/together in anaerobic aqueous condition. The results indicated that the 

microbial Cr(Ⅵ) reduction process was promoted by humic acid which acted as electron shuttles in the presence of the available 

carbon source. The stimulative effect on the microbial Cr(Ⅵ) reduction enhanced with the concentrations of humic acid added, 

the concentration as 0.02 g/L almost had little effect while 2.00 g/L reduced above 95% of the Cr(Ⅵ) in solution. HA extracted 

from different materials had distinct influences on microbial Cr(Ⅵ) reduction. HAk and HAh had greater effects than HAh for 

their higher degree of humification, HAk contained certain polysaccharides or polysaccharide-like which also advanced the 

processes of microbial Cr(Ⅵ) reduction. The effect of HAk on microbial Cr(Ⅵ) was very weak. 

Key words: Anaerobic condition; Cr(Ⅵ) reduction; Microbial reduction; Humic acid 


