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摘  要 

六价铬(Cr6+)是工业废水中典型的有毒有害重金属离子，易溶于水，毒性大，氧化性强。厌氧生物还原

Cr6+是以有机物作为电子供体，Cr6+作为电子受体进行异化呼吸，将Cr6+还原成低毒的三价铬(Cr3+)的过

程；但厌氧生物还原Cr6+的方法还存在还原速率低，还原效果不好的问题。本文通过添加腐殖酸(HA)和
AQDS介导强化厌氧生物还原Cr6+的效果，并考察了厌氧还原菌胞内总铬、活性氧簇(ROS)和还原力

(NADH)的含量变化。结果表明：HA及AQDS对厌氧生物还原Cr6+均有明显的促进作用，且AQDS的作用

强于HA；HA及AQDS可以促进电子从NADH转移给胞外的Cr6+降低还原菌胞内NADH的含量，减少了还原

菌胞内总铬的积累，降低还原菌胞内ROS的含量，并且AQDS的降低效果强于HA。 
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Abstract 
Hexavalent chromium (Cr6+) is a typical toxic and harmful heavy metal ion in industrial wastewater. 
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It is easily soluble in water, with high toxicity and strong oxidation. Anaerobic biological reduction 
of Cr6+ is a process in which organic matter is used as an electron donor, Cr6+ is used as an electron 
acceptor for heterogeneous respiration, and Cr6+ is reduced to a low-toxic trivalent chromium (Cr3+). 
However, the method of reducing Cr6+ by anaerobic organisms also has the problems of low reduc-
tion rate and poor reduction effect. In this paper, the effect of anaerobic biological reduction of Cr6+ 
was mediated by the addition of humic acid (HA) and AQDS, and the changes of total chromium, 
reactive oxygen species (ROS) and reducing power (NADH) in anaerobic reducing bacteria were in-
vestigated. The results showed that HA and AQDS could promote the reduction of Cr6+ by anaerobic 
biological activity, and the effect of AQDS was stronger than that of HA. HA and AQDS could promote 
the transfer of electrons from NADH to extracellular Cr6+ to reduce the content of NADH in the re-
ducing bacteria. It reduces the accumulation of total chromium in the cells of the reducing bacteria, 
reduces the content of ROS in the reducing bacteria, and the effect of AQDS is stronger than that of 
HA. 
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1. 引言 

铬广泛应用于化工、制革、电镀等行业，产生了大量含铬废渣和含铬废水，其中，铬渣中含量约为

0.3%~1.5%的六价铬(Cr6+)溶解性强，可随地面径流进入地表水，及深渗入周围土壤与地下水[1]。水体中

铬主要有两种价态：六价铬和三价铬，其中 Cr3+是人体必需的微量元素，微量摄入对人体有益，但 Cr6+

是工业废水中典型的有毒有害重金属，易溶于水，毒性大，氧化性强，在生理 pH 范围内，Cr6+比 Cr3+更

容易穿透细胞膜而进入细胞中，引发生物基因突变，引起肺癌、肠道疾病和贫血等[2]；当饮用水中的 Cr6+

浓度大于 0.1 mg/L 时，就可能导致健康损伤，并可能引发多系统的过敏反应和中枢神经系统的危害等。

控制 Cr6+污染成为环境治理的迫切问题。我国对铬的排放进行了严格的规定，我国重金属排放标准中规

定：水体中 Cr6+最高可出现浓度是 0.5 mg/L，总铬最高可出现浓度是 1.5 mg/L，并且处理时不得使用稀

释法降低铬的浓度[3]。因此将工业废水中 Cr6+转化为毒性相对较低的 Cr3+，并使其稳定化与固定化，进

而阻断 Cr6+在水体中的进一步迁移，具有十分重要的意义。 
铬的处理方式可以分为传统的处理方法和微生物处理方法。含铬废水常见的处理方法包括药剂处理

法、铁粉和铁屑处理法、离子交换法及活性炭吸附法等，传统的含铬废水处理方法在不同程度上存在各

种缺点，如基础投资过大，运行费用高，操作费用和原材料成本相对较高，部分方法存在二次污染严重，

污泥产量大等不足。而微生物处理法处理 Cr6+具有投资小，运行费用低、无二次污染等优点，因此利用

微生物处理含 Cr6+废水的方法成为了处理含 Cr6+废水的研究热点。 
Cr6+的生物还原即利用耐铬微生物将 Cr6+还原成稳定、低毒的 Cr3+，进而去除 Cr6+的一种生物修复方

法。微生物对 Cr6+的还原按微生物的需氧类型，可分为好氧还原和厌氧还原[4]。其中，厌氧生物还原 Cr6+

的微生物在厌氧条件下，主要以有机物作为碳源及电子供体，细胞外部环境中的 Cr6+为最终电子受体，

完成自身在厌氧条件下的呼吸作用和能量代谢。对于 Cr6+厌氧还原过程，主要是在胞外完成，Cr6+对细菌

的毒性大大降低，在保证细菌正常生长代谢的基础上，厌氧生物还原在环境中能够持续完成对 Cr6+的还
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原降解作用[5]。但厌氧生物存在代谢速率慢的问题，且 Cr6+对微生物具有毒害作用，导致厌氧生物还原

Cr6+的方法还存在还原速率低、还原效果差的问题。 
腐殖酸(HA)是一类非均值高分子有机物，其在自然界广泛存在，HA 的碳骨架由烷基和芳香族基团

交联而成，主要官能团有羧基、羟基、醌基等[6] [7]。AQDS 是醌类物质，具有与辅酶 Q 相似的醌类结构

[8]，是 HA 的醌类模式物。HA 及 AQDS 可以充当氧化还原介体，能够被可逆的氧化和还原，并能加速

电子在电子供体与受体之间的传递的作用。现有研究发现 HA 及 AQDS 作为氧化还原介体具有生物催化

及电子传递的功能，能够提高厌氧生物还原过程的反应速率和反应效果[9] [10]，使厌氧生物还原 Cr6+成

为一种具有潜在应用前景的方法。 

2. 实验材料及方法 

2.1. 实验材料 

实验所用腐殖酸购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司，AQDS 购自百灵威科技有限公司；所用污泥

取自上海白龙港污水处理厂厌氧消化池厌氧污泥。Cr6+为重铬酸钾 K2CrO7，培养液成分包含 K2HPO4∙3H2O、

NaH2PO4∙H2O、NH4H2PO4、MgCl2∙6H2O、CaCl2∙2H2O 及微量元素。 

2.2. 实验仪器 

本实验研究所用仪器和设备主要包括分光光度计、电感耦合等离子体–质谱仪，流式细胞仪、厌氧

手套箱、高速冷冻离心机及摇床等。 

2.3. 实验方法 

本研究中，Cr6+的测定采用二苯碳酰二肼分光光度法，其原理是在酸性溶液中，Cr6+与二苯碳酰二肼

反应生成紫红色化合物，可在 540 nm 的波长下进行吸光度检测。总铬的测定选用电感耦合等离子体质谱

仪。NADH 的测定利用紫外分光光度计，其原理是 NADH 的反应液，在 15 min 内，在 570 nm 的波长下

吸光度的变化与时间成正比。细胞内活性氧簇的测定采用文献报道的方法 H2DCF-DA 染色法测定[11] [12]，
其原理是染料 H2DCF-DA 可以自由透过细胞膜，其本身不具有荧光特性，但是进入细胞的 H2DCF-DA 会

被胞内酯水解成 H2DCF。H2DCF 不具有荧光特性且无法透过细胞膜，因而被截留在细胞内，当细胞内有

ROS 类物质存在时，H2DCF 会被氧化成具有荧光特性的 DCF，ROS 含量越高，DCF 的荧光强度越大。 

3. 实验结果与讨论 

3.1. 腐殖酸及 AQDS 对厌氧生物还原 Cr6+效果的影响 

采用批次实验考察 HA 及 AQDS 对厌氧生物还原 Cr6+效果的影响。取十二个 250 mL 血清瓶放在厌

氧箱，分别投加 200 mL 驯化污泥、1 g/L 的乙酸钾及 20 mg/L 的 Cr6+。分别添加 0 mg/L、10 mg/L、20 
mg/L、30 mg/L、40 mg/L、50 mg/L 的 HA 及 0 mg/L、10 mg/L、20 mg/L、30 mg/L、40 mg/L、50 mg/L
的 AQDS，并设置一个空白组。控制 pH 8.5，然后密封，放入恒温震荡摇床中，转速 150 rpm，温度 35℃，

黑暗避光。设置批次反应时间未 72 h，分别在 0 h、12 h、24 h、36 h、48 h、60 h、72 h 时取样，对上清

液中 Cr6+测定。 
实验结果如图 1、图 2 及图 3 所示。 
由图 1 可知，不同浓度 HA 对厌氧生物还原 Cr6+的促进作用依次为：40 mg/L > 50 mg/L > 30 mg/L > 

20 mg/L > 10 mg/L > 0 mg/L。在 36 h~72 h，可发现 HA 浓度从 0 mg/L 到 40 mg/L，Cr6+的还原率从 51.6%
逐渐增加到 100%，当浓度从 40 mg/L 到 50 mg/L 时，Cr6+的还原率从 100%降到 86.7%且高于 30 mg/L 的
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还原率。因此，HA 对厌氧生物还原 Cr6+具有显著的促进作用，且 40 mg/L 的 HA 具有最好的强化还原效

果，为本实验条件下最佳的 HA 浓度。 
 

 
Figure 1. Effect of HA on the anaerobic bioreduction of Cr(VI) 
图 1. HA 对厌氧生物还原 Cr6+的影响 

 

 
Figure 2. Effect of AQDS on the anaerobic bioreduction of Cr(VI) 
图 2. AQDS 对厌氧生物还原 Cr6+的影响 

 
由图 2 可知，在 0 h~72 h 内，Cr6+的浓度由 0 h 的 20 mg/L 分别降至 72 h 的 9.68 mg/L、5.96 mg/L、

1.92 mg/L、0 mg/L、0 mg/L 和 7.52 mg/L，还原率分别为 51.6%、70.2%、90.4%、100%、100%和 62.4%。

在 24 h~72 h 时，可以发现添加由 AQDS 的实验组较空白组对 Cr6+的还原效果增强，且随着 AQDS 浓度

的增加，对 Cr6+的还原促进效果呈现出先增加后减少的现象。因此，当 AQDS 较低时对微生物代谢降解

Cr6+有促进作用，但过高浓度的 AQDS 对微生物会有毒害作用，本实验条件下 AQDS 的最佳浓度为 30 
mg/L、40 mg/L。 
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为更明显比较 HA 与 AQDS 对厌氧生物还原 Cr6+的效果，选取 40 mg/L 的 HA、AQDS 的实验组及

空白组，进行对比。结果见图 3。 
 

 
Figure 3. Comparison of the effects of HA and AQDS on the anaerobic 
bioreduction of Cr(VI) 
图 3. HA 及 AQDS 对厌氧生物还原 Cr6+的效果对比 

 
由图 3 可知，添加 HA、AQDS 的实验组与空白组 72 h 后，Cr6+的浓度分别为 7.84 mg/L、0 mg/L 及

0 mg/L，还原率分别为 60.8%、100%和 100%。60 h 后 Cr6+的浓度分别为 11.81 mg/L、5.42 mg/L 及 1.11 
mg/L，还原率分别为 40.95%、72.90%和 94.45%。因此，投加 HA 及 AQDS 浓度均为 40 mg/L 时，HA 及

AQDS 均具有较强的促进效果，且 AQDS 的促进效果较 HA 显著。 
综上可知，HA 添加到厌氧污泥中能够在还原 Cr6+的过程中作为氧化还原介体，加快电子传递，提高

还原效率；而 AQDS 作为 HA 的醌类模式物，具有更高纯度及更多醌基基团，具有更好的促进效果。 

3.2. 腐殖酸及 AQDS 对 Cr6+还原菌胞还原力的影响 

采用批次实验考察 HA 及 AQDS 对厌氧生物还原 Cr6+过程中胞内 NADH 的影响。取 3 个 250 mL 的

血清瓶，添加 200 mL 的驯化污泥、1 g/L 的乙酸钾及 20 mg/L 的 Cr6+。实验条件为摇床转速 150 rpm，温

度 35℃，pH 值 8.5 等。HA 及 AQDS 的投加浓度均为 40 mg/L，将血清瓶编号，分别记为空白组、HA
组、AQDS 组，设置批次反应时间未 72 h，分别在 0 h、12 h、24 h、36 h、48 h、60 h、72 h 时取样，对

铬还原菌胞内 NADH 测定。 
实验结果如图 4 所示。 
由图 4 可知，在 0~72 h 内添加 HA 及 AQDS 的实验组内 NADH 浓度分别为 0.74 mg/L 及 0.60 mg/L，

相比未添加 HA 及 AQDS 的空白组 NADH 浓度 1.40 mg/L 均降低了大约一半；且添加 AQDS 的实验组胞

内 NADH 浓度较添加 HA 的实验组低。 
Honritsu 等对细菌 Pseudomonas ambigua 进行了研究，Cr6+做电子受体，NADH 作为电子供体，在酶

的作用下，Cr6+可在细胞内被还原成 Cr3+ [13]。因此，降低胞内 NADH 在细胞内的积累，会减少胞内 Cr6+

的还原及胞内总铬的积累。HA 结构中富含醌基、酚基等基团，具有电子传递作用，可以从 NADH 中获

得电子，再将电子转移给胞外的其他物质，实现 NADH 的再生。在杨雪的强化污泥厌氧发酵产酸效能的
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研究中指出 AQDS 能够在厌氧过程中主要起到氧化还原介体的作用，即 AQDS 能够掠夺细胞内的辅酶

NADH 所携带的还原力，转化成 NAD+，并将电子给胞外，实现胞内辅酶 NADH 的再生[14]。因此，HA
及 AQDS 促进了 Cr6+的胞外还原及减弱了胞内还原及铬的积累，且由于 AQDS 较 HA 具有更高纯度及更

多醌基，因此添加 AQDS 的实验组胞内 NADH 浓度较添加 HA 的实验组低。 
 

 
Figure 4. Effects of HA and AQDS on intracellular NADH in chro-
mium-reducing bacteria 
图 4. HA 及 AQDS 对铬还原菌胞内 NADH 的影响 

3.3. 腐殖酸及 AQDS 对 Cr6+还原菌胞内总铬的影响 

采用批次实验考察 HA 及 AQDS 对厌氧生物还原 Cr6+过程中胞内总铬含量的影响。实验设置、实验

条件同 2.2。 
实验结果如图 5 所示。 
 

 
Figure 5. Effects of HA and AQDS on intracellular total chromium in 
chromium-reducing bacteria 
图 5. HA 及 AQDS 对铬还原菌胞内总铬的影响 
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由图 5 可知，空白组与添加 HA、AQDS 的实验组细胞内总铬浓度均有增加，且在 24 h 时铬还原菌

胞内总铬的浓度与 0 h 时作比较，分别增加了 130%、89%及 65%；在 48 h 时分别增加了 100%、58%及

37%；在 72 h 时分别增加了 47%、18%及 10%。因此，HA 及 AQDS 对铬还原菌胞内总铬的含量具有显

著的影响，可以降低胞内总铬的含量，且 AQDS 的降低效果稍强于 HA。 

3.4. 腐殖酸及 AQDS 对 Cr6+还原菌胞内 ROS 的影响 

采用批次实验考察 HA 及 AQDS 对厌氧生物还原 Cr6+过程中胞内 ROS 相对含量的影响。实验设置、

实验条件同 2.2。 
实验结果如图 6 所示。 
 

 
Figure 6. Effects of HA and AQDS on intracellular ROS in chromium-
reducing bacteria 
图 6. HA 及 AQDS 对铬还原菌胞内 ROS 的影响 

 
由图 6 可知，添加 HA、AQDS 后 0 h 时测得空白组、HA 组、AQDS 组的 ROS 相对含量分别为 3.17%、

1.84%、1.07%，12 h 时分别为 36.09%、20.42%、29.41%，24 h 时分别为 36.5%、27.05%、31.37%，36 h
时分别为 32.73%、21.3%、18.75%，48 h 时分别为 22.32%、13.75%、3.91%，60 h 时分别为 18.24%、

8.38%、2.00%，72 h 时分别为 13.7%、3.02%、0.24%。可以发现在 24 h 到 72 h 之间，添加 HA 及 AQDS
的实验组的 ROS 降低速率均较空白组的速率高，且 AQDS 降低 ROS 的效果也明显强于 HA 的效果。 

Cr6+进入细胞后会产生大量 ROS，进而损伤细胞[15]，HA 类物质中存在一些简单结构，如脂肪族基

团可以起到自由基清除剂的作用，从而缓解活性氧物质所产生的负面作用[16]。AQDS 作为富含醌基基团

的氧化还原介体，还原后不断积累产生的 AH2QDS 能够加速 ROS 的降低。HA 及 AQDS 的存在降低了厌

氧污泥微生物代谢过程中 ROS 含量水平，减少了 ROS 对正常代谢过程的不利影响，从而提高了微生物

对 Cr6+还原的效果。 

4. 主要结论 

HA 及 AQDS 对厌氧生物还原 Cr6+影响显著，在 Cr6+浓度为 20 mg/L 时，HA 的最佳投加浓度为 40 
mg/L，AQDS 的最佳投加浓度为 30 mg/L。当分别投加 40 mg/L 的 HA 及 AQDS 时，厌氧生物还原 Cr6+

均较空白组具有显著的促进作用，且 AQDS 的效果较 HA 明显。 
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反应结束后，添加 HA 及 AQDS 的实验组中胞内 NADH 的含量均较空白组低，且 AQDS 的作用强

于 HA，HA 及 AQDS 可能促进电子从 NADH 转移给胞外的 Cr6+，降低细胞内 NADH 的含量，减少 NADH
对 Cr6+的胞内还原及总铬的积累。添加 HA 及 AQDS 的实验组中胞内总铬的含量均较空白组低，并且

AQDS 组还原菌胞内总铬的含量较 HA 组更低，HA 及 AQDS 降低了还原菌胞内总铬的积累，添加 HA 及

AQDS 的实验组中胞内 ROS 均较空白组低，减少了 Cr6+对还原菌代谢过程的不利影响，并且 AQDS 组的

胞内 ROS 的含量较 HA 组更低。研究结果表明，HA 和 AQDS 的加入与胞内 NADH 含量的降低和胞外

Cr6+还原效率的提高显著相关，这提示它们可能作为电子穿梭体促进了电子从NADH向胞外Cr6+的转移。 
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