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　　生态系统服务价值的评估虽然能为花江示范区生态系统
恢复和建设提供一定参考，但估算过程中有可能存在一些偏

差或不足：（１）Ｃｏｓｔａｎｚａ、谢高地等人计算的中国不同陆地生
态系统单位面积生态服务价值固然不能体现出喀斯特地区的

特殊性，但刘宇等人计算出的与贵州省土地利用类型相对应

的生态系统类型及其生态价值系数是否考虑了全部的生态系

统服务，对这些生态系统的估价是否准确需要进一步研究；

（２）花江示范区是贵州典型的喀斯特区域，生态环境较差，采
用整个贵州范围内的生态系统服务价值系数来对其进行估算，

花江示范区的空间异质性也可能出现被低估的情况；（３）计算
中将裸岩石砾地与未利用土地对应，园林系数取林地和草地的

平均值可能会造成计算结果与实际情况有一定的偏离。
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　　摘要：从污染土壤中，分离出１株能高度抗镉和吸附镉的菌株Ｓ－１，经初步鉴定为蜡状芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ）。
对其生物学特性进行研究，结果表明，该菌株在液体细菌培养基中耐镉（Ｃｄ）浓度高达６００ｍｇ／Ｌ；菌株Ｓ－１对Ｃｄ２＋有
较好的吸附效果，吸附率高达７５．４％。
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　　镉（Ｃｄ）是严重危害人类健康的重金属元素，极微量就会
对人体造成危害，镉进入人体后，可对肾脏、骨骼、肺部、心血

管等器官造成危害。许多农村、城市的土壤和水资源受到不

同程度的镉污染，用受污染的水灌溉时，可使灌区和下游地区

的农作物受镉污染，并富集于农作物中，从而进一步危害人体

健康。另外，自然环境一旦被镉污染，消除其影响是很困难

的。生物修复技术是重金属污染土壤治理的重要手段之一，具

有处理费用低、对环境影响小、效率高等优点，目前，利用微生

物进行重金属污染土壤的修复是近几年国内外研究的热点。

微生物是通过代谢活动及其产物来促进重金属的溶解，从而提

高重金属在土壤中的生物有效性［１］，微生物还能促进植物旺盛

生长，增大植物生物量，通过强化植物来修复重金属污染土壤。

本研究从镉污染土壤中分离耐镉细菌，对其进行初步研究，以

期为该细菌在镉污染治理中的应用提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　土壤样品　采自广东某铅锌矿区周围土壤。
１．１．２　培养基和试剂　牛肉膏蛋白胨培养基：牛肉膏３ｇ、蛋
白胨６ｇ、ＮａＣｌ３ｇ、琼脂粉１２．０ｇ、水６００ｍＬ，ｐＨ值为７．０～
７．２；液体培养基：不加琼脂的牛肉膏蛋白胨培养基；筛选培养
基：在固体牛肉膏蛋白胨培养基中，加人不同浓度的 Ｃｄ２＋溶
液。硝酸镉、牛肉膏、蛋白胨、琼脂等试剂，化学纯，均为国产；

细菌基因组ＤＮＡ小量提取试剂盒、凝胶回收试剂盒等，均购
于大连宝生物工程有限公司；Ｇｏｌｄｖｉｅｗ，购于广州瑞真公司。
１．１．３　主要仪器　手提式压力蒸汽灭菌器，上海博迅实业有
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限公司医疗设备厂生产；ＭＡＫＥＫＡ－１０００型低速离心机，海
安亭科学仪器厂生产；恒温振荡培养箱，金坛市晶玻实验仪器

厂生产；ＳＷ－ＣＪ－２ＦＤ型双人单面净化工作台，苏州净化设
备有限公司生产。

１．２　试验方法
１．２．１　菌种的培养及分离纯化　试验选用稀释平板法［２］，

在无菌条件下，将一定量的土样放入一定体积的无菌水中，用

移液管反复吹洗，直至颗粒状样品打散，摇匀，分别配制

１０－２、１０－３、１０－４、１０－５菌悬液；分别吸取０．１ｍＬ菌液，置于含
有４０ｍｇ／ＬＣｄ２＋的牛肉膏蛋白胨培养基内，涂布均匀，倒置于
３７℃培养箱中培养２４ｈ；待长出菌落后，挑取光滑透明、湿润
的单菌落划线分离，在３７℃下倒置培养２４ｈ，获得其纯培养；
进一步转接到含有１００ｍｇ／ＬＣｄ２＋的牛肉膏蛋白胨培养基中，
选用长势较好的菌作斜面，４℃冰箱内保存。
１．２．２　菌株常规生理生化鉴定　参照《常见细菌系统鉴定
手册》［３］，对菌株进行系列生理生化特性试验，主要包括甲基

红试验、乙酰甲基醇试验、淀粉水解试验、过氧化氢酶试验、明

胶液化试验及吲哚试验等，每组２个平行。
１．２．３　耐镉菌株１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析　将筛选到的菌株
接种到培养基平板上，倒置于３７℃培养箱中培养２４ｈ；取单
菌落到液体培养基中摇床培养过夜；用细菌基因组ＤＮＡ小量
提取试剂盒提取总ＤＮＡ为模板，进行１６ＳｒＲＮＡ基因ＰＣＲ扩
增，所用引物为 ２７Ｆ：５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′
和 Ｒ１４９２：５′－ＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′［４］。ＰＣＲ总反
应体系为：１０×ｂｕｆｆｅｒ２５μＬ，上游引物１μＬ，下游引物１μＬ，
模板ＤＮＡ１μＬ，ｄＮＴＰｓ０．５μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶０．５μＬ，去离
子水补至５０μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ １ｍｉｎ，
５６℃１ｍｉｎ，７２℃ ２ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸 ７ｍｉｎ。取
５μＬＰＣＲ产物进行１％琼脂糖凝胶电泳鉴定，由上海生工公
司测序；将１６ＳｒＤＮＡ的测序结果输入基因库（ＧｅｎＢａｎｋ）进行
序列比对。

１．２．４　菌株对镉的耐受性　配制含Ｃｄ２＋浓度分别为０、１００、
２００、３００、４００、５００、６００、７００、８００ｍｇ／Ｌ的牛肉膏蛋白胨培养液；
将斜面保存的菌株在无镉液体培养基中活化２４ｈ，以２％接种
量接入培养液中，３７℃振荡培养２４ｈ，观察菌株生长情况。
１．２．５　菌株对镉的吸收性能　将斜面保存的菌株转接到牛
肉膏蛋白胨液体培养基中，３７℃振荡培养 ２４ｈ；吸取菌液
０．５ｍＬ接入５０ｍＬ灭菌、含 Ｃｄ２＋１００ｍｇ／Ｌ的牛肉膏蛋白胨
液体培养基，以不加菌株、直接加入０．５ｍＬ无菌水为对照培
养基，于３７℃下振荡培养２４ｈ；细菌悬浮液经１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，取其上清液；用原子吸收仪测定上清液中镉的浓
度，计算菌株对培养液中有效镉的吸附率：吸附率 ＝（Ｃ０－
Ｃ１）／Ｃ０×１００％，式中，Ｃ０为对照的镉浓度（ｍｇ／Ｌ），Ｃ１为吸
附后上清液的镉浓度（ｍｇ／Ｌ）［５］。试验重复３次。

２　结果与分析

２．１　耐镉菌株的筛选
从含Ｃｄ２＋１００ｍｇ／Ｌ的培养基中分离得到１株耐镉细菌，

菌落乳白色，表面粗糙，不透明，经革兰氏染色呈阴性；菌体杆

状，命名为Ｓ－１。经生理生化试验分析，结果表明，菌株Ｓ－１

甲基红、乙酰甲基甲醇、淀粉酶、过氧化氢酶、明胶液化试验检

测均呈阳性，吲哚试验检测呈阴性。

利用细菌１６ＳｒＤＮＡ通用引物进行 ＰＣＲ扩增，得到长度
约为１５００ｂｐ的扩增产物（图１）。Ｂｌａｓｔ比对分析显示，菌株
Ｓ－１与ＢａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓＡＦ２９０５４７的１６ＳｒＤＮＡ序列同源性高
达９７％，结合形态观察和生理生化试验结果，表明 Ｓ－１菌株
为蜡状芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ）。

２．２　菌株对镉的耐受性
菌株Ｓ－１在含Ｃｄ２＋浓度范围０～２００ｍｇ／Ｌ的液体培养

基中生长良好；Ｃｄ２＋浓度超过３００ｍｇ／Ｌ时，菌株Ｓ－１的生长
受到抑制；当 Ｃｄ２＋浓度增加到超过７００ｍｇ／Ｌ时，菌株 Ｓ－１
的生长完全被抑制。这说明菌株Ｓ－１对 Ｃｄ２＋的最大耐受浓
度为６００ｍｇ／Ｌ。
２．３　菌株对镉的吸收性能

菌株Ｓ－１在含Ｃｄ２＋１００ｍｇ／Ｌ的培养基３７℃下振荡培
养２４ｈ，离心，收集上清液，过原子吸收仪测定上清液中Ｃｄ２＋

的浓度，结果表明，菌株Ｓ－１对Ｃｄ２＋的吸附率为７５．４％。

３　结论

试验筛选到１株耐镉菌株 Ｓ－１，经生理生化试验和１６Ｓ
ｒＲＮＡ序列分析，鉴定该菌株为蜡状芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅ
ｕｓ）；菌株Ｓ－１的Ｃｄ２＋最大耐受浓度为６００ｍｇ／Ｌ，对 Ｃｄ２＋的
吸附率为７５．４％。菌株Ｓ－１对镉具有较强的抗性和富集能
力，在镉污染治理中有良好的应用前景。
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