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Abstract：This paper aims to report the authors’research results on 

the influence ofdifferent methods ofdirect DNA extraction an d purifi- 

cation from the activated sludge on the microbial diversity analysis by 

po lymerasing the chain reaction to dena turing the gradient gel elec- 

trophoresis(PCR—DGGE)．In doing 8o，we have adopted six differ- 

ent procedures to physically disrupt the ceHs so as to obtain the total 

sum of DNA： sonication．Then，two other methods were used for 

DNA extraction by using the microwave—based method an d the nd- 

ing-freezing-thawing + the bead be ats and lysozyme + SDS method ． 

Afterwards，the PCR amplification of the extracted microbial 16S 

rRNA gene fragments(V3 region)was conducted by using the uni· 

versal primers GC·341f an d 518r．And． next． an analysis of se· 

quence diversity in all extracts was made by using the polymerase 

chain reaction denaturing gradient gel electrophoresis (PCR — 

DGGE)．DGGE on a DGGE analyzer with 8％ (m／ )acrylam ide 

(37．5：1 acrylamide-bisacrylamide)gel loaded under a 30％ to 6o％ 

linear gradient of denaturant．Th e results show that the community 

patternsrevealed by DGGEwere noticeablyinfluencedby the different 

DNA extraction methods． However． no much infl uence has been 

found by the purification(solution purification and agarose gel purifi· 

cation)and PCR ampfification(direct PER and nested．PC R)，thus 

demonstrating the importance ofthe DNA extraction protocol on the e- 

valuating activated sludge microbial diversity．Th e above results 

gained from oar experiments prove that the method ofSDS-based DNA 

extraction(Zhou method)is the most efficient one，which may have 

resulted in the largest number of DNA bands，that is，the highest 

number of bacterial species．As to the quan tities ofDNA gained from 

SDS-based DNA extraction。there were only(14．85±2．5) ‘g 

(wet wt)of activated sludge with 0D26o／0D280 purity ratios of 1．8 4- 

0．23．Th erefore ．it can  be suggested that the DNA extractions from 

the activated sludge should be ~ghly appreciated not onlyinterms of 

quantity and purity，but also in terms of the sequ ence diversity pre· 

sent．Furtherm ore，it can be concluded that the SDS-based DNA ex- 

traction protocol from activated sludge(Zhou method)is expected to 

be adopted as a rapid and reliable means for ful~er microbial molec· 

ular ecological study． 
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微生物吸附处理低浓度 

含铀废水的效能 

胡 恋 ，谢水波 ，-，张晓健 ，李仕友 

(1南华大学城市建设学院，湖南衡阳 421001； 

2清华大学环境科学与工程系，北京 100084) 

摘 要：生物吸附是 目前处理低浓度含铀废水最有前途的方法之一。 

本文探讨了不同种类微生物的来源及其对铀的吸附效能，分析了生物 

吸附过程的影响因素 和吸附机理 。细 菌、放线菌 、真菌和藻类 对铀的 

吸附能力依次递减，pH值、菌种预处理、共存离子和金属初始浓度是 

生物吸附的主要影响因素；微生物的细胞结构在生物吸附过程中发挥 

了重要的作用，静电吸附、酶促反应、无机微沉淀和氧化还原等是生物 

吸附的主要机理。最后预测了生物吸附处理低浓度含铀废水的研究 

方向。 

关键词：废水处理；生物吸附；铀；微生物；机理；再生 

中图分类号 ：X703．1 文献标识码 ：A 

0 引 言 

随着核工业的发展与核设施 的退役，产生了大量放射性 

废弃物，对人类健康和环境构成了潜在威胁。含铀等放射性 

核素废水的处理已经成为研究热点。国内外处理含铀废水的 

传统方法有离子交换、混凝沉淀、萃取、反渗透_l 等。由于存 

在运行费用和原材料成本相对较高、泥量较大、有的还需进行 

二次废物处理的不足，多年来人们一直致力于寻求更高效经 

济的含铀废水处理方法。 

1991年，自然杂志公布了美国学者 Lovley等_2 J有关微生 

物还原 u(Ⅵ)的实验研究结果 ，首次揭示出某些细菌能还原 

u(Ⅵ)为 u(Ⅳ)，并从中获得生存能，这开创了研究铀 一微生 

物作用的新时代 ，低浓度含铀废水的生物处理受到了广泛的 

重视。生物吸附主要指经过静电吸附、酶促反应、无机微沉淀 

等生化作用，使重金属离子和放射性核素被微生物细胞所吸 

附。它具有处理效率高、运行费用低、能有效回收金属、吸附 

剂易再生等优点，可以将质量浓度为 0．25 ms／L的铀废水降 

到0．5 L以下_3 J，而离子交换等传统方法对 10 ms／L以下 

的含铀废水处理效果较差。 

1 生物吸附剂来源及效能 

在铀矿冶领域，由于微生物浸出技术具有投资低、环境效 

益好等特点而引起了广泛重视。国外的微生物提取铀技术已 

经实现了工业化。常用的厌氧型微生物主要有氧化亚铁硫杆 

菌、氧化硫硫杆菌、嗜酸硫杆菌以及氧化亚铁钩端螺杆菌等。 

在微生物吸附方面，13本东和大学 Takashi Shakaguchi教授发 

现了能有效积聚铀、钚的细菌。1 g这种细菌能吸收0．6 g铀或 

0．3 g钚_4J。目前，发现与铀的富集作用有密切关系的微生物 
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已达数十种，包括细菌、放线菌、真菌和藻类等。表 1列出了 

不同微生物吸附铀的能力。 

从表 1可看出，一般情况下 ，微生物对铀的吸附能力为细 

菌(400～9 000 mg／g)>放线菌(440 mg／g)>真菌(170—215 

mg／g)>藻类(几 一560 mg／g)，且表中细菌基本上是好氧型细 

菌，这与生物浸出技术的优势菌种为厌氧型细菌不同。铀在 

藻类中络合能力的变化取决于不同科、属藻类不同的细胞壁 

成分，在细胞壁上产生不同的铀吸附位点，因而藻类对铀的吸 

附能力相差很大。 

本文作者 曾用 自行制备的生物活性 材料羟基磷灰石 

(HAP)吸附处理重金属废水[ J，后又用来处理低浓度含铀废 

水。结果表明，当 HAP投加量达到 0．12 g，搅拌时间 60 rain， 

pH：3左右 ，去除率达到95％以上，吸附容量仅为30 mg／g。可 

初步判断 HAP相对生物吸附而言，去除率较高，但吸附容量 

小，其吸附模式符合 Langmuir和 Freundlich型吸附等温式，各 

参数见表2。 

2 生物吸附的影响因素 

影响铀生物吸附的主要因素是 pH值、菌种预处理、共存 

离子和金属初始浓度等。表3给出了生物吸附铀的各种影响 

因素。 

如啤酒酵母菌对铀吸附的最佳 pH为 4．0—5．0，当 pH在 

1．0—5．0时，啤酒酵母菌对铀的吸附量随 pH值加大增加较 

快 ，有利于铀酰离子的吸附；当pH>5．0时，吸附量 的增加因 

沉淀的产生而减缓。其吸附反应式为【̈]：R—H +M =R—M 

+H (M表示 U不同的存在状态)。不同 pH值下，溶液中铀 

酰离子 的存在形态 不同。当 pH=4．0，铀 以 uo2(OH) 、 

(U02) (0H)5 、(uo2)2(OH)2 等形式存在，吸附量最大；pH 

= 2．6时，只存在 U02 。Smmdberg等【2 使用氯化汞、甲醛和 

谷氨酸及天冬氨酸等对啤酒酵母细胞预处理 510 min，结果显 

示 ，其富集铀 的能力显著提高；溶液中共存 的 、pb2 、 

cu2 、z．2 、c， 等阳离子抑制了微生物对铀的吸附，使吸附 

能力降低了25％一85％，但 S04 一对铀的吸附影响较小。 

铀的生物吸附是一个复杂的过程，吸附剂不同，各因素影 

响的主次顺序也不同。温度、吸附粒径也是生物吸附铀的影 

响因素，如王翠苹等 】认为，啤酒酵母菌吸附铀的最佳粒径 

为 0．13 0．15 mm。 

3 生物吸附机理 

3．1 微生物细胞结构与吸附特性 

某些微生物细胞外存在胞外多糖，这些胞外多糖因含有 

糖醛酸、磷酸盐等而可以络合金属离子，且由于胞外多糖成分 

的差异，不同类的微生物络合金属的性质也不同。研究u纠表 

明，吸附与细胞壁结构有关。细菌、放线菌、真菌和藻类等微 

生物的细胞壁带负电荷，在与金属离子接触中显得尤为重要。 
一 方面，细胞壁上存在 PO4 、一c00H、一SH等基团；另一方 

面，细胞壁的多孔结构使活性化学配位体在细胞表面合理排 

列 ，更易于与金属离子结合。如真菌类微生物，细胞壁的主要 

组成成分是几丁质，即由数百个 N一乙酰葡萄糖胺分子 1— 

4一葡萄糖苷键连结而成的多聚糖。Tsezos和 Volesky【】 研究 

了少根根霉菌吸附 u02 和 ，发现其红外光谱图上出现 
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表 1 不同微生物吸附铀的能力 

Table 1 Biosorption capacity of uranillm by various microbe 

注：1)吸附量为在最优条件下，不同微生物对铀的最大吸附量，即单 

位质量的干菌体吸附 U的质量；2)含铀废水的浓度均为低浓度，如文 

献[17]：co<3．5 mg／L，文献[18]：co=5 mg／L，文献[8]：c0=0—71．4 

mg／L，文献[6，9，16]：c0<100 rag／L；3)某些重金属及放射性核素的生 

物吸附不受新陈代谢作用的调节_3]，死菌体的吸附量与活菌体相当甚 

至更多，因此一般实验中采用死菌体，方法为表3所述预处理灭活。 

表 2 羟基磷灰石吸附铀的 Langmuir and Freundlich常数 

Table 2 Langmuir and Freundlich constants for uranillm 

sorption by hydroxyapatite 

908 cm_。、372 cmI1两个吸收带，推测分别是 u02 和 u—N键 

的振动带 ，表明铀被细胞壁吸附，且与细胞壁的几丁质单体 N 

一 乙酰化 一D一葡糖胺(NAG)组分中的 N有关。Tsezos 在 

进一步研究中发现，u02 、Cu2 、Fe2 与纯几丁质中 N一原子 

结合 ，以此为晶核进一步吸附水解产物。实验 表明，几丁 

质分子中存在 自由基，即酰胺基(NHCOCH2)和羟基(一0H)， 

其中羟基参与了络合过程。吸附过程是：几丁胺中的 N与 u 

(Ⅵ)络合一u(VI)逐渐被吸附进入几丁质一络合体水解，且 

细胞壁表面出现铀酰氢氧化物晶体沉淀。 

微生物细胞膜上某些酶的存在也会导致铀等核素和重金 

属的沉积，如表 4中的酶促作用。进一步【2 研究揭示 ，细胞 

内部对金属也有螯合作用，金属可以和细胞器结合或在原生 

质中形成结晶，如铜绿假单孢菌在细胞内富集 u()2 ，链霉菌 

对 u02 的富集部分在胞内出现等。其机理尚不清楚，可认 

为是某些微生物对这些毒素有抵抗力，似乎是由连接质粒的 

基因所控制。 

一 般来说，前一种情况属于被动吸附过程，其特点是快 

速、可逆，不依赖于能量代谢；后一种属于主动吸收，需要细胞 

壁某些酶的作用转至胞内，其特点是速度慢、不可逆，与细胞 

的代谢有关。而被动吸附是微生物处理含铀废水的主要形 

式。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


2oo7年4月 胡恋 ，等：微生物吸附处理低浓度含铀废水的效能 Apr，2007 

表3 生物吸附铀的各种影响因素 

Tahle 3 Factors affecting the biosorption of unmiunl 

非代谢性富集 静电吸附 菌体表面所带的负电荷与溶液中的金属阳离子间(如 UO2 )的静电作用，使铀富集在微生物表面 [4] 

． 

酶促作用 活性生物细胞对金属的吸收可能与细胞上某种酶(如磷酸酶、细胞色素 c、氢化酶等)的活性有关 

’ 无机微沉淀 铀能在细胞壁或细胞内以磷酸盐、硫酸盐、氢氧化物等形式通过晶核作用形成无机微沉淀 

⋯  氧化还原 具有还原能力的菌体吸附铀，可能发生氧化还原反应：u(Ⅵ)一u(Ⅳ) 

[27] 

[23] 

[27] 

注：非代谢性富集是对死菌体而言，代谢性富集则是对活菌体而言。 

3．2 生物吸 附机理 

许多微生物都能与金属结合，但它们与金属离子之间的 

作用却不同。可采用 x射线荧光能量衍射光谱 (EDXRF)、红 

外光谱法(IR 和扫描电镜法(SEM)分别观察菌体表面主要元 

素的构成、起作用的官能团以及离子在菌体中的沉积部位和 

状态 J，弄清是何种基团对吸附起作用及具体的吸附机理。 

现有研究成果可归纳为静电吸附、酶促反应、无机微沉淀和氧 

化还原等机理 ，表4给出了几种常见的生物吸附铀的机理。 

可以看出，对于不同的吸附体系，其吸附机理各有特点 ， 

无严格规律可循，且在一个吸附体系中，可能同时存在一种或 

几种机理。如 Young等 J报道，由微生物细胞产生的磷酸酶 

能从有 机质 中萃取 HPO4 ，后 者 与 u0’ 结 合，可 形成 

(HUO2PO4·4820)沉淀。又如，硫 酸盐还原细菌 Desulfovibrio 

vularis和 Geobacter metallireducens含有具呼吸代谢功能的细胞 

色素C和氢化酶 ，后两者在氧化还原反应中是电子供体，在含 

Fe(Ⅲ)、u(Ⅵ)的硝酸盐溶液中，后两者立即被还原，而前者则 

被氧化。Strandberg等_2“在研究啤酒酵母菌 S．cerevisiae细胞 

对铀的吸附时发现，铀沉积在细胞表面，厚约 0．2 tun，外形呈 

针状纤维层，这种累计程度和速度受环境因素的影响，如 pH、 

温度、其他离子的干扰等；而对于 Pseudomonas aeruginosa，铀 

则沉积在细胞内部，且不受环境条件的影响，也不需要体内代 

谢提供 能量。此外 ，文献中也有关于离子交换_1 、表 面络 

合_1 等机理的报道，但这些机理还有待论证。 

4 生物吸附剂的再生 

生物吸附剂能否再生回用 ，直接关系其应用前景。实验 

表明，用一般的化学方法就可解吸生物吸附剂上吸附的金属 

离子，菌体可以重复利用 ，又避免了二次污染[8,18]。常用的解 

吸剂有盐酸、硝酸、硫酸、碳酸盐、EDTA等，吸附周期 3～5次 

不等，可根据不同吸附体系加以选择。Sar等_9]用铜绿假单胞 

菌吸附铀、钍解吸实验中，吸附周期 4次 ，相比其他吸附剂， 

0．01 mol／L的碳酸钠因其解吸率高(92％)、对菌体无损伤(相 

对而言，无机酸对菌体有损伤，菌体重复利用率低)，成为优势 

吸附剂。Genc等C：zo]用 0．01 mol／L HC1解吸已吸附铀的 Tram— 

etes verswo~r、Phanerochate chrysosporium、Carboxymethy cellulose菌 

体时，经 5次吸附——解吸周期后，解吸率达到98％，表明即 

使固定化或经热处理后 的生物吸附剂也能再生，仅有 2％损 

失。 

5 结 论 

生物吸附法是目前处理低浓度含铀废水最有前途的方法 

之一。由于其独特的优点，近年来在矿物资源回收利用、含铀 

废水处理领域得到了国内外研究者的广泛关注 ]。但我 国 

还停留在对吸附基本规律的研究上。今后可以从以下两方面 

开展工作。 

机理的深人研究 ，热、动力学的进一步探讨和基因工程技 

术的应用 J。即利用 SEM和 EDXRF等技术对机理进行细致 

的研究 ，力争从 细胞分子结构做出阐述 ，在 已有数学模型 

(1_an~nuir，Freundlich模型和一、二级 ，准一 、二级动力学方程) 

上扩展适宜的热、动力学数学模型。提高活体微生物的辐射 

抗性，将耐辐射的外源基因导人能富集铀的受体细胞中，培养 

并构建抗辐射超富集铀的工程菌。 

开发新的吸附剂原料和生产方法 ，降低生产成本及提高 

吸附剂的选择性等，实现生物吸附技术工业化。加强国际合 

作，学习交流先进技术，避免重复研究。 
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