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随着工农业的发展及城市化进程的推进，土壤重金属

污染问题日趋严重. 据统计，我国约有2 000万hm2的耕地遭受

不同程度的重金属污染，约占耕地总面积的1/5，而每年被污

染的粮食多达1 200万t [1-2]. 去除污染土壤中重金属，提高土壤

健康质量，对于保障农产品品质、维护人群健康意义重大. 

自上世纪90年代起，利用极端嗜酸性微生物的催化氧

化（氧化还原电位Eh ≈ 500 mV）、产酸作用（pH ≈ 3.0），即

微生物沥浸技术（Bioleaching），进行重金属污染介质（污

水厂污泥、河道 底泥、土壤等）的 治 理引起了国内外 微 生

物学家、环境学家的广泛关注. 研究表明，该技术具有工艺

简便、重金属去除彻底等优势，应用空间较大 . 以往的诸多

研 究中采用的 微 生物 沥浸菌 种 普 遍为化能自养 型的氧化

亚铁硫杆菌（Acidithiobacillus ferrooxidans）、氧化硫硫杆菌

（Acidithiobacillus thiooxidans）、钩端螺旋菌（Leptospirillum 
spp.）等 [3-7]. 当采用这些自养型的菌种处理重金属污染土壤
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摘  要   某些真菌可产生小分子有机酸，既具有酸化环境介质的功能，又具有络合重金属能力，因此可有效浸出环境

介质（如土壤、底泥等）中的重金属. 本研究从土壤中分离得到一株产酸能力较高的真菌，经形态学及ITS rDNA基因

序列分析鉴定为黑曲霉，命名为Aspergillus niger Y9. 测定了其生长特性，并采用摇瓶培养法探究其同步、分步培养法

去除污染土壤中重金属的效果. 结果显示，该菌适宜生长pH范围较广（3.0-8.0），对Zn2+、Cd2+、Pb2+的80%抑制浓度分

别为250、130、2 700 mg/L. 培养20 d后pH降至2.1，柠檬酸、葡萄糖酸、草酸和苹果酸的产量分别为54.8、20.1、15.9、6.3 
mmol/L. 分步培养法污染土壤中重金属的浸出率最高为Zn 75%，Cd 100%，Pb 43%，略优于同步培养法（Zn 64%，Cd 
86%，Pb 19%）. 上述结果表明，Aspergillus niger Y9具有较强的重金属耐受性，能有效浸出土壤中的Zn、Cd、Pb，为后

期采用该菌处理重金属污染土壤提供了技术参考. 图6 表1 参25
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Abstract   Fungus is reported to have the capability of producing organic acids that can serve as leaching agents for removing 
heavy metals from the environment. In this study, an acid-producing heterotrophic fungus named Y9 was isolated from soil 
and identified as Apergillus niger through morphological and molecular identification. Furthermore, its growth and acid 
production characteristics, as well as its application in leaching heavy metals from contaminated soil by the one-step and two-
step bioleaching processes were investigated and evaluated in shake flask culture. The results showed that A. niger Y9 had not 
only a wide range of optimal pH value from 3.0 to 8.0, but also a strong tolerance to Zn2+, Cd2+ and Pb2+ and the 80% inhibitory 
concentration was 250 mg/L, 130 mg/L, 2 700 mg/L, respectively. After incubating for 20 days, this fungus excreted 54.8 
mmol/L citric acid, 20.1 mmol/L gluconic acid, 15.9 mmol/L oxalic acid and 6.3 mmol/L malic acid. As a result, pH value 
of the pure culture system declined to 2.1. Besides, in the bioleaching experiment, the two-step process exhibited a relatively 
higher leaching efficiency of heavy metals with a maximum solubilization of 75% Zn, 100% Cd and 43% Pb, as compared to 
the one-step bioleaching process with removal efficiencies of 64% Zn, 86% Cd, and 19% Pb. It implied that Aspergillus niger 
Y9 has a good resistance of heavy metals and could be used to remove heavy metals from contaminated soils. 
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时，通常会出现：（1）土壤溶解性有机质含量高，抑制自养菌

的生长，进而导致土壤重金属微生物浸出难以启动或虽能启

动但浸出周期长达40 d [8]；（2）大多数的硫杆菌最适宜的生

长pH为2.0-5.0，将其接种至土壤泥浆（pH 7.0左右）需要较长

的pH适应期，进一步降低了土壤重金属的浸出效率 [9]. 
近些年，有研 究者指出，利用自然 界中某 些产酸真菌

（如黑曲霉、产黄青霉、简青霉等）亦可去除污染介质中重

金属，且其处理的效果、稳定性比自养型的微生物沥浸菌种

更好. 因为这些真菌可以大量产生柠檬酸、草酸等低分子量

有机酸，促使Zn、Cd、Cu等重金属活化、解析. 此外，多数的

真菌适宜生长pH范围较广，相比极端嗜酸性的硫杆菌更适于处

理pH > 6.0的中、碱性污染介质. 目前，利用产酸真菌处理低品

位磷矿、垃圾焚烧飞灰、废弃工业催化剂的研究较多[9-14]，而关

于黑曲霉浸出土壤重金属的报道还比较有限 [15-16]. 为此，本

研究从 土壤中分离出一株产柠 檬酸的黑曲霉，对其进行鉴

定，分析该菌株适宜的生长条件（温度、pH、对重金属的耐

受性等），并比较了黑曲霉与土壤泥浆同步培养和分步培养

不同处理条件下土壤重金属的浸出动态，旨在为黑曲霉处理

重金属污染土壤技术的建立提供技术参考. 

1  材料与方法

1.1  供试土壤
样品采自湖南株洲石峰区污染土壤，风干磨细后过20目

筛待用. 土壤基本性质见表1. 供试土样采用HNO3 + HClO4 + 
HF法消解 [15]，利用ICP-OES测定土壤重金属含量. 参照土壤

环境质量标准（GB15618-1995），本研究主要选取Zn、Cd、Pb
为研究对象. 
1.2  黑曲霉的分离、鉴定 

采集5-10 cm的重金属污染土壤，称取1.5 g倒入装有无菌

水的三角瓶中，制成1%土壤菌悬液，30 ℃、120 r/min摇瓶富

集培养1 d后，吸取三角瓶中的菌液作梯度稀释，再分别涂布

查氏固体培养基（蔗糖 30，NaNO3 3，K2HPO4 1，MgSO4·7H2O 
0.5，KCl 0.5，FeSO4 0.01，琼脂 20，单位g/L），培养3-4 d观察

菌落形态，挑取黑曲霉疑似菌划线于含3%溴甲酚绿的查氏

筛选平板上，根据溴甲酚绿的变色范围（pH < 3.8显黄色，pH 
> 5.4显蓝绿色），观测并选取周边黄色透明圈较大的菌落连

续划线纯化. 将纯化所得数株菌的孢子液稀释至相同浓度，

分别接入灭菌的蔗糖发酵培养基 [11]（蔗糖100，酵母浸膏1.6，
NaNO3 1.5，KH2PO4 0.5，MgSO4·7H2O 0.025，KCl 0.025，单位
g/L），30 ℃、120 r/min摇瓶培养12 d后采用NaOH滴定法测定

发酵液总酸度[17]，由此筛选得到一株产酸量最大的菌株进行

进一步的鉴定. 

形态学 鉴定：对分离到的菌株 采用PDA平板、显微镜

（乳 酸石炭 酸 棉兰 染 色）及 扫描电镜 对菌 落、菌丝、孢子

等结构进行观察，并参照《真菌鉴定手册》[18]和《中国真菌

志》[19]进行鉴定. 
分 子生物学 鉴 定：采用OMG公司生 产的真 菌 DNA试

剂盒快 速 提 取该 菌的DNA，并进 行PCR扩增  18S rDNA-
ITS序列，引物采用真菌ITS序列扩增通用引物ITS1-Forward
（5’-TCCGTAGGTGA ACCTGCGG-3’）和 ITS4-Reverse
（5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’）. PCR反应体系为：10 × 
Taq Buffer 2.5 µL，MgCl2（25 mmol/L）2 µL，dNTP（10 mmol/
L）0.4 µL，引物（20 μmol/L）各0.5 µL，Taq 酶（2U/μL）1.3 
μL，DNA模板1 μL，加无菌水补至25 µL. PCR反应条件为：94 
℃预变性5 min，94 ℃变性45 s，54 ℃退火45 s，72 ℃延伸75 
s，共35个循环，72 ℃延伸10 min. PCR产物委托上海美吉有限

公司进行双向测序. 将18S rDNA测序结果提交到NCBI数据库

并进行BLAST比对，找到典型的菌株系列用Clustal X2.0软件

进行同源性比较，并采用Meta 4.0软件构建系统发育树. 
1.3  分离菌株的生长特性研究
1.3.1  最适生长温度    取恒温培养箱中生长了6 d的黑曲霉
PDA斜面，用无菌水洗下孢子制成黑曲霉孢子悬浮液. 吸取
1%孢子液于50 mL无菌蔗糖培养基中，设置不同的培养温度

（20、25、30、35、40 ℃），每个样品做3个平行试验，120 r/
min摇床振荡培养48 h，过滤得到的菌丝球用无菌水冲洗数

次以去除残留的培养基，于80 ℃烘箱中烘24 h至恒重，称量

菌体干重. 
1.3.2  最适生长pH    将蔗糖发酵培养基调节为1.0-8.0 的8个不

同pH，分别向50 mL不同pH的培养基中加入1%的孢子悬浮

液（孢子数约为3.0 × 106个/mL），每个样品3个平行试验，30 
℃、120 r/min摇床振荡培养48 h，称量菌体干重. 
1.3.3  产酸特性    采用高效液相色谱（HPLC）法测定供试

菌株不同生长阶段的小分 子有机酸含量，参数设定如下：
Waters液相色谱，UV检测器，色谱柱为Zorbax-Aq C18 250 × 
4.6 mm，流动相为(NH4)2HPO4-H3PO4（pH 1.1），流速0.5 mL/
min，进样量10 μL，波长215 nm，柱温35 ℃. 
1.3.4  重金属的耐受度    分别用ZnSO4·7H2O、CdSO4·8H2O
和Pb(NO)3配制一定浓度的重金属母液、过滤除菌，吸取一定

量的母液与灭菌PDA培养基混合均匀后倒平板，设置Zn2+浓

度为0、50、100、200、300、400 mg/L，Cd2+浓度为0、20、50、
100、200、300 mg/L，Pb2+浓度为0、600、800、1000、2000、
5000 mg/L，每 个处理 重复3次 . 黑曲霉经PDA平板活化3 d
后在菌落边缘用直径5 mm打孔器打孔，再接种于重金属平

板中央，置于30 ℃恒温箱中培养. 待对照平板（无重金属的
PDA培养基）上的黑曲霉长满培养基时（约5 d），采用十字交

表1  供试土壤的基本理化性质

Table1  Basic physicochemical properties of the tested soils

pH
含水率

Moisture
(w/%)

有机质
Organic matters

 (w/g kg-1)

砂粒
Sand
(w/%)

粘粒
Clay
(w/%)

粉粒
Silt

(w/%)
锌Zn 

(w/g kg-1)
铅Pb 

(w/g kg-1)
镉Cd 

(w/g kg-1)
铜Cu 

(w/g kg-1)
锰Mn 

(w/g kg-1)
铬Cr 

(w/g kg-1)

6.3 2.5 33.9 37.4 26.7 35.9 1276.3 525.9 15.8 119.1 1237.8 62.1
pH按照水土比2.5:1（V/V）测定. 
pH was tested at water/soils (V/V) of 2.5/1.
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叉法 [20-21]测量各重金属平板上黑曲霉的直径，并用抑制率衡

量该菌对重金属的耐受性：抑制率＝（空白平板直径-重金

属平板直径）/（空白平板直径-5 mm）. 

1.4  黑曲霉浸出土壤重金属的实验研究
将供试土壤样品制备成含固率为5%的土壤泥浆. 黑曲霉

浸出土壤重金属试验在250 mL的三角瓶中完成. 实验设置2
个处理，3个重复：（1）同步培养处理：在初始阶段，接种1%
黑曲霉孢子悬浮液（孢子数约为3.0 × 106个/mL）至5%的无菌

土壤泥浆中（含蔗糖培养基组分）. （2）分步培养处理：在初

始阶段，接种1%孢子悬浮液（孢子数约为3.0 × 106个/mL）至

蔗糖培养基，纯培养2 d后，加入一定质量的土壤样品（形成

的土壤泥浆的浓度亦为5%）. 两组处理均在30 ℃、120 r/min
摇床中振荡培养，培养期间分别于第2天（d 2）、d 4、d 6、d 
9、d 12、d 15、d 20取样，于8 000 r/min离心10 min过滤，取上

清测pH和重金属浓度. 

2  结果与讨论

2.1  菌株鉴定
菌株Y9在PDA培养基上30 ℃培养72 h，直径40-50 mmol/L，

菌落呈椭圆形，表面突起为毛绒状，边缘粗糙；生长初期菌

丝为黄白色，生长孢子后呈黑褐色；分生孢子穗球形，分生

孢子梗末端有足细胞（图1）. 参照《真菌鉴定手册》[18]及《中

国真菌志》（第五卷 曲霉及相关有性型）[19]对黑曲霉的形态

描述，初步确定所筛菌株为黑曲霉（Aspergillus niger）. 
将所筛 菌株的18S rDNA-ITS 序列登录 GenBank，与

GenBank中的 ITS rDNA基因序 列进 行同源比 较，发现 其

与Aspergillus niger同源性 达 99%. 该 菌的登录 序列号为

KC496025.1. 采用Clustal X2.0和Meta 4.0软件构建该菌的系统

发育进化树（图2）. 结合该菌的形态特征与培养特性，鉴定

分离菌株为黑曲霉（Aspergillus niger）. 
2.2  菌株Y9的生长特性
2.2.1  温度、pH对菌株Y9生长的影响    菌种Y9在不同培养

温度和不同初始pH条件下的生长状况如图3. 结果表明，该

菌在25-35 ℃下生长良好，低于20 ℃或高于40 ℃菌体生长受

到明显的抑制，最适生长温度为30 ℃. 适宜生长pH值范围

（3.0-8.0）较广，低于2.0时菌体生长受到一定抑制. 
2.2.2  菌株Y9在纯培养过程中的产酸特性    菌株Y9在蔗糖

培养基中pH逐渐下降，并产生大量的有机酸，主要包括柠檬

酸、葡萄糖酸、草酸和苹果酸，如图4所示. 培养2 d，pH迅速

图1  菌株Y9在PDA平板（a）、显微镜（b）及扫描电镜（c）下的形态特征. 
Fig. 1  Morphological photographs of strain Y9 on PDA medium (a), microscope (b) and SEM (c).

图2  A菌株Y9的ITS系统发育树. 
Fig. 2  Phylogenetic tree of strain Y9 and related trees based on ITS sequence.
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降至3.0，此时葡萄糖酸产量达到最高（29.6 mmol/L），后期

基本趋稳，略有下降. 有研究指出，反应体系的pH对葡萄糖

酸产量的影响较大. 葡萄糖氧化酶的最适pH为4.5-6.5，而在

pH < 3.0时活性大大降低 [9]，故该结果的产生可能是由于低pH
条件下葡萄糖氧化酶受到抑制，从而导致葡萄糖酸的产量

降低. 培养4 d，草酸和苹果酸产量迅速增加，pH迅速下降至

2.0. 研究发现，相同浓度的葡萄糖酸、草酸、柠檬酸其pH值

高低依次为葡萄糖酸＞苹果酸＞柠檬酸＞草酸，因此草酸的

大量产生使pH迅速下降，在d 6达到最大产量（26.1 mmol/L）

时，体系降至最低pH（1.9）. 而在d 6时苹果酸的含量急剧下

降，可能是由于pH的急剧下降不利于苹果酸的积累，使其被

相关酶分解. 后期草酸的浓度也呈缓慢下降趋势，而柠檬酸

的浓度却不断升高，并在20 d后基本稳定在55 mmol/L左右，

可能是草酸在柠檬酸代谢循环中，作为中间产物被酶解，并

转化成柠檬酸. 总体上看，发酵d 20时柠檬酸产量较高（54.8 
mmol/L），而葡萄糖酸（20.1 mmol/L）、草酸（15.9 mmol/L）

和苹果酸（6.3 mmol/L）处在较稳定水平，pH接近2.1，这一酸

性条件为土壤重金属浸出提供了极为有利的条件. 

图4  菌株Y9纯培养过程中pH及有机酸的变化. 

Fig. 4  Variation of pH and organic acid concentration in pure culture of 

strain Y9.

2.2.3  菌株Y9对重金属Zn2+、Cd2+、Pb2+的耐受性   重金属耐

受性实验结果（图5）显示，当Cd2+浓度低于50 mg/L、Zn2+浓

度低于100 mg/L时，抑制率仅为20%-30%，说明该菌可耐受

较低浓度的Cd2+和Zn2+；当Cd2+浓度升至130 mg/L、Zn2+浓度

升至250 mg/L时，抑制率达到80%左右，强烈抑制了菌体的生

长；而当Cd2+浓度高于200 mg/L、Zn2+浓度高于400 mg/L时，

抑制率超过95%，菌株生长受到完全抑制. 另外，该菌对Pb2+

的耐受度较大，80%抑制浓度接近2 700 mg/L，这可能是由于

该菌生长过程产生了较多的草酸，形成了草酸铅沉淀，从而

降低了游离态的Pb2+对该菌的毒害作用. 冯宏等研究了Cd2+、

Zn2+、Pb2+、Cu2+等重金属离子对溶磷型黑曲霉生长的影响，发

现黑曲霉对Cd2+的最大耐受浓度为100 mg/L，Zn2+为200 mg/L
时抑制率约为80%，Pb2+为200 mg/L时抑制率约为20% [22]，与本

研究结果类似. 

图5  重金属Zn2+、Cd2+ 、Pb2+ 对菌株Y9生长的影响. 

Fig. 5  Impacts of heavy metals Zn2+, Cd2+, Pb2+ on the growth of strain Y9.

2.3  菌株Y9产低分子量有机酸浸出土壤重金属的效果
前述研究表明，菌株Y9具备较强的产小分 子有机酸能

力及较强的重金属耐受性，将其接种到5%的土壤泥浆中，土

壤泥浆pH、重金属的浸出变化动态如图6所示. 同步培养时，

图3  温度和pH对菌株Y9生长的影响. 
Fig. 3  Influence of temperature and pH on the growth of strain Y9.
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培养2 d pH迅速从5.7降至4.1，随后缓慢下降，6 d以后pH基本

稳定在3.4左右. 分步培养时，培养2 d后pH迅速从5.3降至2.9，

而随着5%（m/V）土壤的加入，由于其缓冲性使pH在d 4升至

3.3，d 6 pH再度下降至3.0，此后整个体系的pH基本维持稳

定. 而不加土壤的纯培养体系，pH在前2 d迅速下降随后又有

缓慢下降，并从d 6起基本稳定在2.1左右. 综上所述，培养20 
d，纯培养体系的终点pH最低（pH 2.1），分步培养次之（pH 
3.0），同步培养的最高（pH 3.4），这说明重金属污染土壤的

介入对菌株Y9的孢子萌发过程毒害较大，影响了菌体的生长

和后期的产酸速率. 
由图6b可知，菌株Y9的同步和分步培养对Zn的浸出率

相差甚微，只在后期分步培养略高于同步，而对于Cd和Pb，

分步培养的重金属浸出效果始终优于同步培养. 此外，随着

培养时间的延长，同步培养时重金属的浸出率呈现先增加

后维持稳定再略有减少的变化趋势，培养9-12 d浸出率达到

最高（Zn 66%，Cd 86%，Pb 19%）. 相比之下，分步培养时重

金属的浸出率呈现先迅速增加而后维持稳定或略有上升的

变化趋势，培养9 d后各重金属的浸出率基本稳定，最高可达

Zn 75%、Cd 100%、 Pb 43%. 总体上看，Cd的浸出率较高，而

Pb的浸出率较低. 我们推测：一方面，这可能与土壤重金属的

赋存形态有关，通过Tessier分步提取法 [23-24]对本研究所用土

壤中重金属的化学形态进行分级，结果发现，Zn在土壤中的

重金属形态分布为可交换态13%、碳酸盐结合态13%、铁锰氧

化物结合态53%、有机结合态3%、残余态18%；Cd在土壤中

仅以前3种形态存在，分别占68%、12%、20%；Pb的上述形态

分别占2%、16%、62%、3%、17%. 分析可知，Cd在供试土壤中

主要以可交换态形式存在，故在土壤中的迁移性强、生物可

利用性最高，Zn的可交换态和碳酸盐结合态所占比重也达到

25%，而Pb主要是以较稳定的铁锰结合态、有机结合态和残

余态为主，因此其较难从土壤中淋洗出来. 另一方面，这也可

能与黑曲霉的产酸类型有关. 由于该菌生长过程中产生大量

的草酸，而草酸铅为难溶解的沉淀物，因此Pb的浸出率较低. 
李洁等也曾报道，重金属土壤的加入会较大影响黑曲霉的产

酸类型、产酸量 [25]. 此外，任婉侠等利用黑曲霉处理沈阳某

灌区重金属污染土壤，泥浆浓度为5%时，分步培养9 d后浸出

率为Zn 18%、Cd 86%、Pb 8% [16]，说明菌株Y9具有较好的重

金属浸出效果. 

3  结 论

本研究自重金属污染土壤中分离出一株产柠檬酸、葡萄

糖酸、草酸等小分子有机酸的真菌Y9，经形态学及ITS rDNA
序列分析鉴定为黑曲霉（Aspergillus niger）. 该菌最适生长温

度30 ℃，生长pH 3.0-8.0，对Zn2+、Cd2+、Pb2+的80%抑制浓度

分别为250 mg/L、130 mg/L、2 700 mg/L，纯培养20 d可产生

柠檬酸（54.8 mmol/L）、葡萄糖酸（20.1 mmol/L）、草酸（15.9 
mmol/L）和苹果酸（6.3 mmol/L）. 利用该菌株可有效浸出土

壤重金属，接入1%的孢子悬浮液、纯培养2 d后加入灭菌土

壤使泥浆浓度为5%的分步处理条件下，d 15 Zn、Cd、Pb的最

高浸出率分别为75%、100%、43%. 将等浓度的1%孢子液接入

含固率为5%的灭菌土壤泥浆的同步培养条件下，Zn、Cd、Pb
的最高浸出率出现在d 12，分别为64%、86%、19%，不及分步

培养的浸出效果好. 
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