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一株高效还原亚硒酸盐的粘质沙雷氏菌的分离鉴定及特性
① 

王明释，蒋代华*，黄雪娇，李圣会，张  宇，黄金兰，邓华为，铁文周 

(广西大学农学院，南宁  530004) 

摘  要：从广西钦州市钦北区的富硒土壤中筛选出一株可高效还原亚硒酸盐的细菌 QZB-1。16S rDNA 基因序列分析确定菌株为粘

质沙雷氏菌(Serratia marcescens)。研究发现菌株 QZB-1 可耐高达 180 mmol/L 的亚硒酸盐。进一步研究发现菌株 QZB-1 在 36 h 之

内对 1 mmol/L 亚硒酸盐的还原率为 95%，随着硒浓度升高还原率有所下降。正交实验表明，对菌株还原亚硒酸盐的影响程度依次

是初始亚硒酸盐浓度>培养时间>接种量，最佳还原条件是初始亚硒酸盐浓度为 1 mmol/L，接种量为 10%，培养时间为 36 h，此时

菌株 QZB-1 对亚硒酸盐的还原率大于 98.55%。研究结果表明新型亚硒酸盐还原菌粘质沙雷氏菌 QZB-1 可高效还原亚硒酸盐为单

质纳米硒，可高效应用于亚硒酸盐污染水体和土壤的治理。 
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Isolation, Identification and Characterization of A Serratia marcescens with High Selenite 
Reduction Efficiency 
WANG Mingshi, JIANG Daihua*, HUANG Xuejiao, LI Shenghui, ZHANG Yu, HUANG Jinlan, DENG Huawei, TIE Wenzhou 
(College of Agriculture, Guangxi University, Nanning  530004, China) 

Abstract: A bacterium strain QZB-1 with high selenite reduction efficiency was isolated from Se-rich soil in Qinbei District of 

Qinzhou City, Guangxi Province. The strain was identified as Serratia marcescens through 16S rDNA gene sequence analysis. 

The results revealed that the strain could tolerate selenite concentration as high as 180 mmol/L. Further study suggested that the 

strain QZB-1 could reduce 95% of 1 mmol/L selenite within 36 hours, and selenite reduction rate decreased with the increase of 

selenite concentration. The orthogonal experiment indicated that the rank of influence degree by selenite reduction was initial 

selenite concentration > incubation time > inoculum. The optimal conditions for selenite reduced were as following: initial 

selenite concentration 1 mmol/L, inoculation volume 10%, and incubation time 36 hours. Under these conditions, selenite 

reduction rate was more than 98.55%. The findings suggested that the novel selenite reducing strain Serratia marcescens QZB-1 

can efficiently reduce selenite to elemental selenium nanoparticles, and can be effectively applied in the bioremediation of 

selenite polluted soil and water. 
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硒(Se)是人体必需的微量元素之一，通过硒蛋白

在体内发挥重要作用[1]。在全球大气、海洋和陆地生

态系统中，硒的循环通常以 4 种价态存在：Se(-II)、

Se(0)、Se(IV) 和 Se(VI)，其中 Se(IV) 流动性大，毒

性最强[2]。人体对硒的摄入阈值较窄[3]，如果摄入过

量的硒将会导致人的认知能力下降[4]、胆固醇升高[5]、

Ⅱ 形糖尿病及前列腺癌、肌肉硬化等疾病的发生[6]。

硒污染主要包括矿石、沉积岩、化石燃料和火山山脉

土壤中的自然来源，以及工农业生产、采矿、燃煤、

杀虫剂生产、金属提取、炼油、玻璃制造和光电管等

的人为污染[7-9]。目前环境中硒污染控制技术包括：膜

分离技术、共沉淀技术、吸附处理技术、化学还原法、

生物还原法等，前 4 个技术存在着运营和维护成本高、

产物处理难、反应条件苛刻、二次污染风险等问题，

反之生物还原法是一种较为环保、高效的方法[10]。 

微生物通过还原、甲基化和同化硒，影响硒在环
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境中的运输和积累[11]。研究发现，从富硒环境中分

离筛选的微生物具有较高的亚硒酸盐还原成纳米硒

的能力，这些微生物可应用于硒污染环境的修复工

作 [12-15]。生物提取硒纳米颗粒因其具有比亚硒酸钠

更高的抗氧化活性，可作为抗菌药物来开发[16-17]。近

年来，Wang 等[18]发现硒纳米颗粒修饰的侧流试剂盒

能方便、快速、灵敏地检测人体血清和血液中的抗体，

适用于 COVID-19 的流行病学调查。此外，Hu 等[19]

研究结果表明硒纳米颗粒能被小麦幼苗吸收，其吸收

过程与能量无关，被吸收后的硒纳米颗粒迅速氧化为

Se(IV) 并转化为有机形式。同时程丹等[20]研究也发

现纳米硒可作为有效硒源被杭白菊所吸收利用。当前

已分离筛选出了诸多的亚硒酸盐还原微生物，但是大

部分微生物存在着硒耐性不高或还原效率低等问题，

同时兼有亚硒酸盐耐性和高还原率的微生物相对较

少[21-23]。因此，本试验以分离自富硒区的土壤微生物

为研究对象，通过加硒培养筛选出具有较高硒耐性的

菌株，并测定其对亚硒酸盐的还原率和还原条件优

化，以充分发掘利用还原亚硒酸盐的微生物资源，也

可为今后生物合成纳米硒颗粒的制备、硒污染环境的

治理及生物富集硒提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  土壤样本采集 

土壤采自广西壮族自治区钦州市大垌镇大片村

(108°32′53″ E，22°05′31″ N)的天然富硒土壤。大垌

镇位于北回归线以南，属海洋性的亚热带季风气候，

年平均气温为 22 ℃，热量资源丰富，年均降雨量为

2 104.2 mm。山地居多，主要土壤类型以强酸性铁铝

土为主。采用 5 点取样法，剔除土壤表层的枯枝落

叶，采样深度为 0 ~ 20 cm，每个点采集约 200 g 土壤，

将 5 个点的土壤混合均匀，挑去植物残根及入侵体，

最后将土壤放进冷藏箱运回实验室作进一步分析。土壤

的基本理化性质为 pH 5.47，有机质 20.80 g/kg，全氮

0.99 g/kg，总硒 0.81 mg/kg，有效硒 71.56 μg/kg。 

1.2  培养基 

LB 液体培养基：胰蛋白胨 10 g/L、酵母提取物

5 g/L、氯化钠 10 g/L，pH 7.3 ± 0.03；LB 固体培养

基：在 LB 液体培养基的基础上添加琼脂 15 g/L。 

1.3  菌株的分离、纯化 

参照魏志敏等[24]的方法，取 10 g 新鲜土样加入

预先装有少量玻璃珠的 90 ml 无菌 PBS(phosphate 

buffer saline)中，30 ℃、180 r/min 振荡 30 min，静

置 5 min，收集土壤悬液，悬液于 5 000 r/min 离心

15 min，去掉上清液，沉淀用 10 ml PBS 悬浮。取 2 ml 

悬液添加到 100 ml 含亚硒酸盐浓度为 1 mmol/L 的

LB 液体培养基中进行筛选培养。30 ℃、180 r/min 震

荡培养两天，5% 接种量继代培养 5 次后，用梯度稀

释法制备 10–2 ~ 10–6 系列稀释液，分别取 100 μl 涂布

到 LB 固体培养基中，30 ℃ 下培养至菌落长好，挑

取单个菌落，采用平板划线法获得菌株纯培养物。 

1.4  细菌耐硒能力及生长的测定 

挑取分离纯化后的单菌落接种到 LB 液体培养

基中培养，取 100 μl 培养了 24 ~ 48 h 的培养液接种

于含有不同亚硒酸盐浓度的 LB 固体培养基中。含硒

固体培养基中硒的浓度递增梯度为 1、2、5、10、20、

30、40、50、60 和 70 mmol/L，经过加硒培养基淘

汰后，筛选出能存活的菌株再进行更高的耐硒浓度试

验。将分离筛选出的耐硒菌株分别接种到含有 0、5、

25、75 和 160 mmol/L 亚硒酸盐的 LB 液体培养基

中，测定其生长曲线。菌株在 30  ℃ 下以 180 r/min 的

转速振荡培养。每隔 3 h 取样一次，以根据活细胞数

(菌落形成单位，cfu)测定细菌生长量。通过将样品稀

释 10–6 后取 100 μl 的相应稀释样品涂布到 LB 固体

培养基上，并在 30  ℃ 下培养 72 h 来测定 cfu 数。 

1.5  菌株鉴定 

菌株形态观察及生理生化特征测定参考《常见细

菌系统鉴定手册》[25]和《微生物学实验指导》[26]。

菌株 16S rRNA 基因片段采用 16S rRNA 基因通用

引 物 27F(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) 和

1492R(5′-TACGGCTACCTTGTACGACTT-3′) 进 行

PCR 扩增。PCR 反应体系(50 μl)：引物 27F 和引物

1492R(20 μmol/L)各 1.0 µl；模板 DNA 1.0 µl；混合酶

包括 dNTPs(2.5 mmol/L) 10.0 μl，10 × Buffer 15.0 μl，

Taq 酶(5.0 U/μl) 1 μl，H2O 21 μl。PCR 反应程序如

下：96 ℃ 3 min；93 ℃ 30 s，58  30 s℃ ，72  60 s℃ ，

35 个循环；72  1℃ 0 min，PCR 反应结束后，1% 的

琼脂糖鉴定并使用 Axygen 凝胶回收试剂盒回收所

需 PCR 产物片段。菌株的 PCR 扩增产物由通用生

物系统(安徽)有限公司完成测序，将所得到测序目的

序列添加到 NCBI 进行 Blast 比对，挑选与菌株同源

性最为接近的种属，使用 MEGA7.0 进行序列分析，

以 NJ 法构建该菌株的系统发育树。 

1.6  菌株对亚硒酸盐的还原测定 

菌株对亚硒酸盐还原率的测定是在廖青等[27]的

方法下进行优化。挑取 LB 固体培养基上的单菌落接

种于 50 ml LB 液体培养基中，30 ℃，150 r/min 摇

床过夜培养至对数生长期，按 5% 的比例取活细菌
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悬液(600 nm 波长下的吸光度值为 0.5)分别接种于

初始浓度为 1、5、25、75、160 mmol/L 的亚硒酸盐

LB 液体培养基中，每个处理设置 3 个重复。35 ℃、

150 r/min 振荡培养 36 h。每隔 12 h 取样一次，培养

液在 10 000 r/min 离心 10 min 后，用 HG-AFS 法测

定上清液中 Se(IV) 的浓度。 

亚硒酸盐还原率(%)=(初始总硒–上清液硒含量)/ 

初始总硒× 100 

1.7  菌株还原亚硒酸盐的正交试验 

为了确定不同条件对细菌还原亚硒酸盐的影响，

选取初始亚硒酸盐浓度、培养时间、接种量 3 个因

素 3 个水平，利用 L9(3
3) 正交试验表进行正交试验

分析(表 1)。试验共设计 9 个不同的处理，菌株在每

个处理培养之后，取培养液 10 000 r/min 离心 10 min，

利用 HG-AFS 法测定上清液中 Se(IV) 的浓度后计

算每个处理的亚硒酸盐还原率。 

表 1  正交试验因素及水平 
Table 1  Factors and levels of orthogonal experiment 

因素 水平 

初始亚硒酸盐浓

度(mmol/L) 

培养时间(h) 接种量(%) 

1 1 12 2.5 

2 5 24 5 

3 10 36 10 

 

1.8  数据分析 

所有试验数据采用 Microsoft Office Excel 2019 

进行处理，利用 SPSS 26.0 对数据进行方差分析，采

用 Origin 2021 和 MEGA 7.0 对数据进行作图。 

2  结果与分析 

2.1  耐硒细菌的分离筛选 

将土壤悬液稀释后添加到含有亚硒酸盐的固体

培养基上，细菌菌落变为红色，用灭菌的接种环挑取

不同形态的菌落分离提纯，分离出 16 株可以还原亚

硒酸盐的细菌。将它们作进一步耐硒分析，最终筛选

出 1 株具有较高硒耐性的细菌 QZB-1，此细菌在亚

硒酸盐浓度为 180 mmol/L 的 LB 固体培养基上仍能

生长。观察 LB 固体培养基上生长的 QZB-1 菌株(图

1A)，细菌菌落为乳白色，中间隆起，边缘整齐，表

面光滑不透明，菌落直径介于 0.2 ~ 0.3 mm，革兰氏

染色后呈阴性。在含亚硒酸盐浓度为 1 mmol/L 的固

体培养基上，如图 1B 所示，QZB-1 菌株因将亚硒

酸盐还原成红色单质硒，表现为外圈由乳白色包围的

红色菌落。 

 

(图 A 表示菌株 QZB-1 在无硒 LB 固体培养基上的菌落形态特

征；图 B 为菌株 QZB-1 在含硒 LB 固体培养基上的菌落形态特

征，红色菌落表示亚硒酸盐还原成红色单质硒) 

图 1  固体培养基上细菌的形态特征 
Fig. 1  Morphological characteristics of bacteria on solid medium  

 

2.2 菌种鉴定 

经过PCR 产物序列测定，菌株QZB-1 基因PCR 

产物序列长度为 1 397 bp。将所获得的菌株 16S rDNA 

基因序列通过 GenBank 中的序列进行基因序列对

比，选取与菌株 QZB-1 同源性高，已定名的模式菌

的序列信息。通过 MEGA7.0 软件构建系统发育数，

如图 2 所示，菌株 QZB-1 序列与 Serratia marcescens 

PZ11 菌株相似性最高，高达 99.93%。根据系统发育

树分析，鉴定菌株 QZB-1 为粘质沙雷氏菌(Serratia 

marcescens)。 

2.3 细菌在不同亚硒酸盐浓度胁迫下的生长曲线 

为了探究细菌 QZB-1 对亚硒酸盐(Se2O3
2–)毒性

的反应，通过在培养基中添加不同浓度的亚硒酸钠，

研究细菌的生长情况。从图 3 可以看出，不加硒时

细菌 QZB-1 没有明显的生长停滞期，0 ~ 3 h 为生长

对数期，3 ~ 24 h 细菌浓度上升变缓，24 ~ 36 h 进

入稳定期并开始衰亡，细菌浓度逐渐减少。与不加硒

相比，添加亚硒酸钠的培养基在培养了 3 h 之后均出

现了深浅不同的红色，表明细菌具有将有毒的亚硒酸

盐转化为无毒的红色单质硒的能力[28]。由于红色单

质硒的干扰，很难用光谱法对培养基的细菌数进行定

量，所以本试验采用稀释平板法来测定培养基中的活

细胞数量。 

细菌 QZB-1 在添加了不同浓度的亚硒酸盐之后

仍然保持良好的生长趋势，表明剧毒的亚硒酸盐对细

菌 QZB-1 生长的影响不显著。在细菌的初始生长阶

段(0 ~ 3 h)，各处理之间的生长情况差异不明显，但

是在经过 3 h 的培养之后，不同硒浓度处理下的细菌

生长曲线开始显现出差别。在 5 mmol/L 浓度下，细

菌的生物量比不加硒提升明显，在 21 h 处，细菌生物

量比对照的生物量多了 2.63×108 cfu/ml；在 25 mmol/L 

亚硒酸盐浓度下，其生物量在培养了 9 h 之 后也比 
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图 2  基于细菌的 16S rDNA 序列以邻接法构建的系统发育树 
Fig. 2  Phylogenetic tree constructed by neighbor-joining method based on 16S rDNA sequence of bacteria 

 

 

图 3  细菌在不同亚硒酸盐浓度下的生长曲线 
Fig. 3  Growth curves of bacteria under different selenite 

concentrations 

 
对照有不同程度的增加，上述研究表明低亚硒酸盐

浓度不仅不会对细菌 QZB-1 产生毒害，反而促进了

细菌的生长。Li 等[29]的研究也证明适量的硒浓度有

利于细胞的存活和生长，然而在 Zhang 等[30]研究的

不同硒浓度对微生物的生长影响中，硒的存在抑制

了细菌的生长，这可能是本研究筛选的菌株具有更

高 硒 耐 性的原 因 。 反之， 在 亚 硒酸盐 浓 度为

75 mmol/L 和 160 mmol/L 之下，培养基中的生物

量有了不同程度的减少，其中 160 mmol/L 浓度下

生物量比不加硒减少了 27.2% 左右。试验结果表明

在 75 mmol/L 之后，随着培养基亚硒酸盐浓度的增

加，其毒性会相应地增大，导致微生物量逐渐减少。

本试验中菌株 QZB-1 在 160 mmol/L 浓度之下还能

保持一定的生长，进一步证明了此菌株对毒性亚硒

酸盐具有较高的耐性。 

2.4  不同亚硒酸盐浓度对菌株还原率的影响 

由图 4 可知，在亚硒酸盐浓度小于 25 mmol/L 

的低硒浓度和相同培养时间下，随着亚硒酸盐浓度的

增加，显著降低了菌株对亚硒酸盐的还原率，表明硒

浓度升高对菌株还原亚硒酸盐具有较强的抑制作用。

在亚硒酸盐浓度大于 25 mmol/L 的高硒浓度下，相

同的培养时间对菌株还原率的影响不显著，与

1 mmol/L 硒浓度下的还原率相比，75 mmol/L 和

160 mmol/L 的还原率显著降低，但后两者之间差异

不显著，说明菌株对高硒浓度具有稳定的适应性。同

时，在同一浓度下，硒还原率随着培养时间的增加而

增加，并可能在某一时间点完全还原硒。目前国内外 

 

(图中小写字母不同表示同一培养时间下不同亚硒酸盐浓度处理

间差异显著(P<0.05)) 

图 4  细菌在不同亚硒酸盐浓度、不同时间下对亚硒酸盐

的还原率 
Fig. 4  Reduction rates of selenite by bacteria at different 

concentrations and time 
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报道的亚硒酸盐还原菌试验中，还原率普遍偏低，在亚

硒酸盐浓度同为 1 mmol/L 的情况下，沈娥等[31]报道的

亚硒酸盐还原菌在 36 h 对亚硒酸盐的还原率仅为 60% 

左右；Kora[14]试验表明还原菌在48 h 内对1 mmol/L 的

亚硒酸盐还原率为 82.73% 左右，说明本研究分离筛选

的亚硒酸盐还原菌具有比前人试验更高的还原效率。当

前文献报道的亚硒酸盐还原菌有：地衣芽孢杆菌

(Bacillus licheniformis)[32] 、 贪 铜 杆 菌 (Cupriavidu 

smetallidurans)[31] 、 固 氮 红 细 菌 (Rhodobacter 

azotoformans)[33]、大肠杆菌(Escherichia coli)[3]等 60 多

种还原细菌[23]。其中粘质沙雷氏菌(Serratia marcescens)

也有少量的报道，但是对亚硒酸盐的耐性偏低或还原率

较低[21-22]，同时拥有较高的硒耐性和还原率的粘质沙雷

氏菌(Serratia marcescens)鲜有报道。 

2.5  菌株还原亚硒酸盐的正交试验 

由表 2、表 3 可知，3 个因素对菌株还原亚硒酸

盐的效率均有一定的影响，但每个因素影响的显著性

水平不同。根据极差分析 R 值可知：初始亚硒酸盐

浓度对细菌还原亚硒酸盐的影响最大，其次是培养时

间和接种量，李丹等[34]的研究也证明了亚硒酸钠添

加量对硒的转化率影响最大。由水平之间的差异性表

明本次试验条件下最优组合为初始亚硒酸盐浓度为

1 mmol/L、培养时间 36 h、接种量 10%，在此条件下

可提高细菌对亚硒酸盐的还原效率。 

表 2  菌株 QZB-1 亚硒酸盐还原条件正交试验结果 
Table 2  Results of orthogonal experiment on selenite reduction 

conditions of strain QZB-1 

因素 序号 

初始亚硒酸盐

浓度(mmol/L) 
培养时间 

(h) 
接种量 

(%) 
亚硒酸盐还原率

(%) 

1 1 1 1 45.73 

2 1 2 3 96.92 

3 1 3 2 98.44 

4 2 1 3 25.07 

5 2 2 2 29.59 

6 2 3 1 44.14 

7 3 1 2 12.35 

8 3 2 1 19.42 

9 3 3 3 30.64 

k1 80.36 27.72 36.43  

k2 32.93 48.65 46.79  

k3 20.80 57.74 50.88  

R 59.56 30.02 14.45  

影响程度 初始亚硒酸盐浓度>培养时间>接种量 

最优水平 1 3 3  

注：k1、k2、k3 分别表示 1、2、3 水平的平均值；R 表示同一

个因素下 k1、k2、k3 的极差。 

表 3  正交试验的方差分析 
Table 3  Analysis in variance of orthogonal experiment 

因素 III 类平方和 自由度 均方 F 值 显著性

初始亚硒酸盐浓度 1.783 2 0.892 125.486*** 0.000

培养时间 0.427 2 0.213 30.023*** 0.000

接种量 0.100 2 0.050 7.026** 0.005

误差 0.142 20 0.007   

注：***、**分别表示方差分析达 P<0.001 和 P<0.01 显著水平。 

3  结论 

从富硒区土壤分离筛选出一株具有硒耐性的菌

株 QZB-1，经 16S rDNA 基因序列分析，将其鉴定为

粘质沙雷氏菌(Serratia marcescens)。菌株对亚硒酸盐

的耐性高达 180 mmol/L，同时 QZB-1 具有较高的硒

还原效率，在 36 h 内对 1 mmol/L 亚硒酸盐的还原

率为 95% 左右。正交试验结果表明三因素条件对菌

株还原亚硒酸盐的影响顺序是初始亚硒酸盐浓度>培

养时间>接种量。最佳的培养条件是初始亚硒酸盐浓

度为 1 mmol/L、接种量为 10%、培养时间为 36 h，

该条件下菌株对亚硒酸盐的去除率高达 98.55%。 
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