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　　摘要：为了获得高效镉吸附微生物，从重金属污染土壤中分离筛选到４株耐镉能力较强的细菌菌株２－１、２－２、
４－１、７－１，并对这４株菌株的镉吸附能力进行研究。结果表明，菌株４－１的吸附效果最好，达到９０．０％，根据形态学
观察、生理生化特征鉴定及１６ＳｒＤＮＡ序列分析结果，将其鉴定为金黄杆菌。同时，本研究还分析了通气量及其他常见
重金属离子对菌株４－１生长的影响，结果显示，５００ｍＬ锥形瓶中装液量为１００～１５０ｍＬ时，有利于菌株的生长，培养
液中加入Ｚｎ２＋、Ｃｕ２＋对菌株生长无明显影响，但加入１００ｍｇ／ＬＰｂ２＋会抑制其生长。
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　　湖南省株洲市清水塘工业区是全国主要的重化工基地之
一，自２０世纪５０年代以来，工业区的工业企业大多超标排放
“三废”（废水、废气、废渣），“三废”中的重金属对周围土壤、

地表水和地下水等环境造成了严重污染。２００６年１月６日
湘江镉污染，造成湖南株洲、湘潭和长沙段湘江水质镉超标，

严重威胁人们的身体健康［１］。镉是一种毒性很强的重金属

元素，镉离子对生态环境和人类的毒害引起了世界各国的高

度重视，１９７４年联合国环境规划署和国际劳动卫生重金属委
员会就将其定为重点污染物，美国毒物管理委员会（ＡＴＳＤＲ）
也将其列为第６位危及人类健康的毒害物质［２］，被国际癌症

研究机构确定为人类和试验动物的肺癌和前列腺癌的确认致

癌物［３］。随着重金属污染日趋严重，污染治理已成为备受关

注的焦点。传统重金属污染土壤的治理方法主要是物理和化

学法，如工程修复法（换土法）、活性炭吸附法、离子交换法、

化学沉淀法、氧化还原法等。这些方法虽各有特点，但也有一

定的局限性，或是不同程度地存在成本高、选择性低、能耗高，

并可能产生二次污染等问题［４－５］，现正逐渐被生物吸附法所

代替。微生物特别是细菌数量多、比表面积大、代谢活性旺

盛，可通过多种方式对重金属进行生物吸附［６－８］。生物修复

是颇具潜力的治理方法，从污染土壤中分离筛选的本土微生

物能有效提高生物修复效率。因此，研究本土抗重金属微生

物对修复重金属污染具有重要意义。本试验从株洲市清水塘

工业污染区采集土壤样品，并从中筛选到１株镉吸附能力强
的细菌，对其进行了种属鉴定，以期获得修复重金属镉污染的

高效菌株，为工业化生产应用提供重要的菌种。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　样品来源　从株洲清水塘工业区采集土壤样品。
１．１．２　培养基　 牛肉膏蛋白胨培养基：牛肉膏３ｇ，蛋白胨
１０ｇ，ＮａＣｌ５ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０～７．２，１２１℃高温
灭菌２０ｍｉｎ。

ＰＤＡ培养基：２０％马铃薯煮汁１００ｍＬ，葡萄糖２ｇ，琼脂
１．５～２．０ｇ，ｐＨ值自然，１２１℃高温灭菌２０ｍｉｎ。
１．２　试验方法
１．２．１　耐镉微生物的分离及纯化　取１０ｇ采集的土样加入
到盛有９０ｍＬ无菌水的三角瓶中，振荡混匀１０ｍｉｎ，采用１０
倍系列梯度稀释法进行稀释，然后取０．１ｍＬ１０－６稀释液加入
到含１００、２００、４００、６００、８００ｍｇ／Ｌ镉的牛肉膏蛋白胨平板（或
ＰＤＡ平板）中，涂布均匀，倒置于３０℃培养箱中。以不加镉
的培养基为对照，将各培养基上获得的单菌落利用平板划线

法获得纯培养。

１．２．２　耐镉微生物对镉的吸附能力　将所获得的４株耐镉
菌株菌悬液１ｍＬ（浓度约为１亿 ＣＦＵ／ｍＬ）分别培养于含镉
［ＣｄＣｌ２·２．５Ｈ２Ｏ］浓度为１００ｍｇ／Ｌ的牛肉膏蛋白胨液体培
养基中，３０℃下振荡培养７２ｈ，设３个重复，以接种等量无菌
水的处理为对照。培养后，各菌株菌悬液 ５０００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ，取上清液备用，对照采用同样方法进行处理。利用电
感耦合等离子体发射光谱法测定各处理上清液中镉的浓度。

各菌株对培养液中镉的吸附率 ＝（Ｃ０－Ｃｔ）／Ｃ０×１００％。其
中，Ｃ０为对照上清液中镉的浓度（ｍｇ／Ｌ）；Ｃｔ为吸附后的上清
液中镉的浓度（ｍｇ／Ｌ）。
１．２．３　高效镉吸附菌株４－１的菌种鉴定
１．２．３．１　菌株４－１的形态特征和生理生化试验　观察菌株
４－１的菌落形态特征，并取对数生长期的细菌进行简单染
色、革兰氏染色，在显微镜下观察细菌的形态特征。参照文献

［９］，对菌株进行生理生化试验。
１．２．３．２　细菌１６ＳｒＤＮＡ序列鉴定　将细菌培养至对数期，
用ＤＮＡ提取试剂盒提取细菌的基因组 ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增采用
１６ＳｒＤＮＡ通用引物：２７Ｆ，５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－
３′；１４９２Ｒ，５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′。ＰＣＲ反应条
件：９５℃３ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，５６℃１ｍｉｎ，７２℃２ｍｉｎ，３０个循
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环；７２℃１０ｍｉｎ，４℃终止。将 ＰＣＲ产物利用回收试剂盒纯
化后交由上海生物工程有限公司测序。测得的序列通过美国

国立生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）比对分析，利用 ＣｌｕｓｔａｌＸ和
Ｐｈｙｌｉｐ软件构建１６ＳｒＤＮＡ系统发育树。
１．２．４　通气量对菌株４－１生长的影响　在５００ｍＬ的摇瓶
中分别装入５０、１００、１５０、２００、２５０ｍＬ的牛肉膏蛋白胨培养
基，按体积比为１％的接种量接入对数生长期的４－１菌液。
３０℃恒温振荡培养２４ｈ后，测定菌液在６００ｎｍ处的吸光度。
１．２．５　其他重金属离子对菌株４－１生长的影响　在牛肉膏
蛋白胨培养基中分别加入 Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋、Ｐｂ２＋，使这些离子的终
浓度为１００ｍｇ／Ｌ，按体积比为１％的接种量接入对数生长期
的４－１菌液。于３０℃下恒温振荡培养２４ｈ，再测定菌液在
６００ｎｍ处的吸光度。

２　结果与分析

２．１　耐镉微生物的分离纯化
在３０℃恒温条件下培养２、７ｄ，在不含镉的平板上共分

离纯化得到２２株优势菌株，其中细菌菌株２１株，霉菌菌株１
株。在含镉浓度为１００ｍｇ／Ｌ的平板上有１４株菌株生长较
好；当镉浓度提高到８００ｍｇ／Ｌ时，仍有４株菌株可以生长，结
果如表１所示。

表１　高耐镉微生物在不同浓度含镉培养基中生长情况

菌株
微生物在不同镉浓度下的生长情况

１００ｍｇ／Ｌ ２００ｍｇ／Ｌ ４００ｍｇ／Ｌ ６００ｍｇ／Ｌ ８００ｍｇ／Ｌ
２－１ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋
２－２ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋
４－１ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋
７－１ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋

　　注：“＋＋”表示生长较好，“＋”表示可以生长。

２．２　高耐镉菌株对镉的吸附作用
经过３ｄ振荡培养后，各菌株对镉的吸附率如图１所示。

由图１可知，４个菌株对液体中的Ｃｄ２＋均有吸附作用，但吸附
能力具有显著差异，其中菌株 ４－１对镉的吸附率达到
９００％。说明耐镉能力相对较弱的菌株却表现出较强的镉吸
附能力。

２．３　菌株４－１的菌种鉴定
２．３．１　形态学及生理生化鉴定结果　在牛肉膏蛋白胨平板
上培养３ｄ，菌株４－１菌落及菌体的显微形态如图２所示。
菌落为圆形边缘规则整齐，表面光滑湿润，不产生色素；菌体

为杆状，不产生芽孢，革兰氏染色阴性。菌株的生理生化鉴定

结果如表２所示。

表２　菌株４－１的生理生化特征

试验名称 试验结果

淀粉水解试验 －
过氧化氢酶试验 ＋
明胶水解试验 ＋
ＭＲ试验 －
ＶＰ试验 －

木糖发酵试验 －
蔗糖发酵试验 －
乳糖发酵试验 －

　　注：“＋”表示反应呈阳性；“－”表示反应呈阴性。

２．３．２　菌株４－１系统发育分析　利用１６ＳｒＤＮＡ通用引物
扩增菌株４－１的１６ＳｒＤＮＡ，琼脂糖凝胶电泳结果显示片段
大小约为１５００ｂｐ（图３）。将 ＰＣＲ产物纯化回收，测序结果
显示，片段长为 １４２４ｂｐ，将获得的序列在 ＮＣＢＩ上进行
ＢＬＡＳＴ比对，结果表明该菌与金黄杆菌属（Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｓｐ．）同源性最高，达９８％。将获得的序列与 Ｇｅｎｂａｎｋ中已报
道的１６ＳｒＤＮＡ序列用 ＣｌｕｓｔａｌＸ和 Ｐｈｙｌｉｐ软件进行比对分析
并构建系统发育树，结合形态和生理生化特征将该菌鉴定为

金黄杆菌，其系统发育树如图４所示。

２．４　通气量对菌株４－１生长的影响
好氧微生物生长时需要适量的溶解氧来维持其正常的生

长代谢。在摇瓶培养中，用装液量来代表培养液中的溶氧通气

量。从表３可知，摇瓶中装液量不同，菌液的Ｄ６００ｎｍ有区别，说
明溶解氧能够影响菌株的生长。在装液量为１００ｍＬ时，菌液
中生物量达到最大值；装液量增大到１５０ｍＬ时，生物量没有显
著变化；继续提高装液量后，生物量显著下降。因此，摇瓶发酵

时，５００ｍＬ摇瓶中适宜的装液量是１００～１５０ｍＬ。
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表３　通气量对菌株４－１生长的影响

装液量（ｍＬ） Ｄ６００ｎｍ
５０ ２．１０５±０．０２４ａ
１００ ２．２５８±０．０３０ｂ
１５０ ２．２３４±０．０１７ｂ
２００ １．８９２±０．０２９ａ
２５０ １．７９６±０．０１２ａ

　　注：同列数据后标有不同小写字母者表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．５　重金属离子对菌株４－１生长的影响
在重金属污染环境中，往往含有其他的重金属离子，了解

其他重金属离子对菌株４－１的影响，有助于掌握菌株的生物
特性。从图５可知，在培养液中加入１００ｍｇ／ＬＺｎ２＋、Ｃｕ２＋对
菌株生长没有明显影响，但加入１００ｍｇ／ＬＰｂ２＋，菌液的吸光
度明显下降，说明Ｐｂ２＋能抑制菌株的生长。

３　结论与讨论

本研究从重金属污染环境中分离筛选到４株耐镉微生
物，镉吸附试验结果表明，菌株４－１对镉吸附能力最强，吸附
率达到９０．０％。经过形态学、生理生化及１６ＳｒＤＮＡ序列分
析，将菌株４－１鉴定为金黄杆菌。微生物在生长过程中受多
种环境因素如温度、ｐＨ值、溶氧量、营养物质等的影响。本试
验研究了通气量及金属离子对菌株４－１生长的影响，结果表
明菌株４－１的生长受培养液中溶氧量的影响，且培养液中加
入一定量的Ｐｂ２＋后会明显抑制菌株４－１的生长。
４株耐镉微生物的镉吸附试验结果表明，耐镉性较强的

菌株２－１、２－２对镉的吸附能力一般，而相对耐镉能力弱的

菌株４－１却表现出较强的镉吸附能力，造成这种现象可能与
吸附试验中培养液的ｐＨ值［８，１０］、有效镉浓度［８］、溶质类型［１１］

等因素有关。

利用吸附能力强的微生物修复重金属污染的土壤，可以

克服物理化学方法易造成二次污染的缺点，具有良好的应用

前景。但在实际应用中，获得的微生物要达到最大程度的生

物修复作用，还必须考虑其他因素，如作物类型、土壤理化性

质（有机质含量、碱解氮含量、速效氮含量、速效钾含量、ｐＨ
值）等。因此，菌株４－１对镉的吸附机理及其影响因素等仍
需进一步研究。
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的吸附性能研究［Ｊ］．北京化工大学学报：自然科学版，２００３，３０
（２）：１９－２２．

［６］周志峰，张进忠，魏世强，等．１株芽孢杆菌吸附镉和铜的研究
［Ｊ］．西南农业大学学报：自然科学版，２００６，２８（３）：３９６－４０１．

［７］ＨａｓｓａｎＳＡ，ＫｉｍＳＪ，ＪｕｎｇＡＹ，ｅｔａｌ．ＢｉｏｓｏｒｐｔｉｖｅｃａｐａｃｉｔｙｏｆＣｄ
（Ⅱ）ａｎｄＣｕ（Ⅱ）ｂｙｌｙｏｐｈｉｌｉｚｅｄｃｅｌｌｓｏｆＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｔｕｔｚｅｒｉ［Ｊ］．Ｊ
ＧｅｎＡｐｐｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００９，５５（１）：２７－３４．

［８］刘爱民，黄为一．抗Ｃｄ细菌Ｊ５的筛选和抗 Ｃｄ２＋特性［Ｊ］．农业
环境科学学报，２００５，２４（增刊）：２２３－２２７．

［９］东秀珠，蔡妙英．常见细菌系统鉴定手册［Ｍ］．北京：科学出版
社，２００１：２５－１０５．

［１０］ＬóｐｅｚＡ，ＬáｚａｒｏＮ，ＰｒｉｅｇｏＪＭ，ｅｔａｌ．ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｔｈｅｂｉｏｓｏｒｐｔｉｏｎ
ｏｆｎｉｃｋｅｌａｎｄｏｔｈｅｒｈｅａｖｙｍｅｔａｌｓｂｙＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ４Ｆ３９
［Ｊ］．ＪＩｎｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌａｎｄＢｉｏｔｅｃｈｏｎｌ，２０００，２４（２）：１４６－１５１．

［１１］Ｅｌ－ＨｅｌｏｗＥＲ，ＳａｂｒｙＳＡ，ＡｍｅｒＲＭ．ｃａｄｍｉｕｍｂｉｏｓｏｒｐｔｉｏｎｂｙａ
ｃａｄｍｉｕｍｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｔｒａｉｎｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ：ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎａｎｄｏｐ
ｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｓｕｒｆａｃｅａｆｆｉｎｉｔｙｆｏｒｍｅｔａｌｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｍｅｔａｌｓ，
２０００，１３（４）：２７３－２８０．
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