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　　摘要：通过生理鉴定和分子鉴定的方法，对经不同铅溶液处理的小飞蓬根、茎、叶的内生菌进行分离纯化。经分离
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　　小飞蓬（Ｃｏｎｙｚａｃａｎａｄｅｎｓｉｓ）别称加拿大飞蓬，属菊科白酒
草属，为一年生草本植物，广泛分布在福建省各地，具有生命

力强、生长迅速、生物量大的特点，在矿区有很强的生长优势。

杨刚等对四川甘洛铅锌矿废弃矿区和尾矿库区自然生长的

１５种草本植物进行调查发现，不同植物地上部分体内重金属
铅（Ｐｂ）、锌（Ｚｎ）、镉（Ｃｄ）的富集量以小飞蓬最高［１］，小飞蓬

富集土壤中Ｐｂ的方式是利用它们植物稳定化（固定化）的作
用吸收固定土壤中的Ｐｂ［２］，其中叶片吸收囤积的重金属元素
最多，达到１４７．１０５８ｍｇ／ｋｇ，远高于其根、茎部所吸收囤积的
重金属元素量。因此，在治理土壤中的铅污染时，可以通过大

面积收割铅污染区小飞蓬地上部分来治理回收利用重

金属［３］。

对福建省重金属污染现状的调查结果表明，重点防控的

重金属污染物为铬（Ｃｒ）、铅（Ｐｂ），而三明市则以铅为重点防
控的重金属污染。小飞蓬生长缓慢，植株矮小，地上部生物量

小，在实际应用中受到很大的限制。植物内生细菌

（ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｂａｃｔｅｒｉａ）是从植物内部得到的并且可以定殖于健
康植物体内的，或者从表面消毒的植物组织中分离得到的各

类菌，但是不会改变植物的表型特征和功能［４］。学者们通过

研究发现，内生细菌对植物的生长具有促进作用，不仅可以缓

解重金属的毒性，而且会对土壤中的重金属生物有效性产生

影响［５－１１］。目前，在内生细菌与植物相联合对重金属污染的

土壤进行修复方面已经有了一些研究，还取得了很好的治理

效果［１２－１４］，但是对小飞蓬内生菌的研究还未见报道。本研究

以小飞蓬根茎叶为材料，采用常规方法分离内生细菌并对其

进行生理生化和分子进化检测，以了解小飞蓬耐铅内生细菌

种类组成，尝试从内生细菌特性方面对小飞蓬的耐铅胁迫特

性进行探索。

１　材料与方法

１．１　材料与方法
１．１．１　小飞蓬　野生盆栽小飞蓬，等小飞蓬长到高约为
５０ｃｍ时，分别用配制的浓度梯度为 ０（空白对照组）、０．３、
０．６、０．９、１．２ｍｍｏｌ／Ｌ的硝酸铅溶液浇灌盆栽小飞蓬，３ｄ浇
灌１次，１个月后，正常浇自来水２个月，采集长势好、无病害
小飞蓬根、茎、叶３个部分进行内生细菌分离。
１．１．２　培养基　牛肉膏蛋白胨培养基：３ｇ／Ｌ牛肉膏，１０ｇ／Ｌ
蛋白胨，５ｇ／ＬＮａＣｌ，固态培养基另加琼脂２０ｇ／Ｌ，调节 ｐＨ值
至７．４，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。

配制铅浓度分别为０、０．３、０．６、０．９、１．２ｍｏｌ／ｍＬ的牛肉
膏蛋白胨培养基。

１．２　内生细菌的分离和纯化
将小飞蓬根、茎、叶 ３个部分分别用 ５％洗洁精浸泡

５ｍｉｎ，于流水下冲洗干净，在无菌操作台上，用７５％乙醇振荡
冲洗２ｍｉｎ，再用无菌水振荡冲洗５次，以最后１次漂洗液涂
布于培养基上做灭菌效果检测。将灭菌材料置于无菌研钵

中，加入适量无菌磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）和石英砂进行研磨
至浆状。将匀浆液转入离心管中，２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，取
上层澄清液涂布于固态培养基中，每个铅浓度设３次重复。
于３７℃培养至长出单菌落，反复划线至得到纯培养菌株。
１．３　形态及生理生化鉴定

纯化菌株采用常规方法进行革兰氏染色、柠檬酸盐反应、

接触酶反应、甲基红试验和ＶＰ试验等检验［１５］。

１．４　分子鉴定
采用３Ｓ柱离心式环境样品 ＤＮＡ回收试剂盒 Ｖ２．２提取

分 离 菌 株 基 因 组 ＤＮＡ，以 通 用 引 物 ８ｆ（５′－
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′）和１４９２ｒ（５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴ
ＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′）（上海华大基因科技有限公司）进行 ＰＣＲ
扩增。５０μＬＰＣＲ扩增体系如下：５μＬ１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ
（２．０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２），４μＬｄＮＴＰｓ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），１μＬ８ｆ
（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），１μＬ１４９２ｒ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），１μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶
（２．５Ｕ／μＬ），１μＬ模板 ＤＮＡ。ＰＣＲ扩增条件：９４℃ ５ｍｉｎ；
９４℃３０ｓ，５６℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃７ｍｉｎ。
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用１．０％琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ产物。回收１７００ｂｐ左右
的ＰＣＲ产物并连接到 ｐＭＤ１９－ＴＶｅｃｔｏｒ，挑取阳性克隆送往
上海华大基因公司测序。

序列经Ｂｌａｓｔ进行最大相似性比对，用 ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８３［１６］

进行同源性分析，用来自 ＭＥＧＡ（２．１）的邻接（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－
ｊｏｉｎｉｎｇ，简称ＮＪ）法［１６］构建系统发育树。

２　结果与分析

２．１　内生菌的分离与纯化
小飞蓬表面灭菌处理后，经涂布检测表明灭菌彻底。通

过小飞蓬不同部位、不同铅浓度培养基平板的分别培养，共分

离到３１株内生细菌，在根的部位分离到１４株，茎的部位分离
到７株，叶的部位分离到１０株（表１）。在不同铅离子浓度的
平板培养基上，０、１．２ｍｏｌ／ｍＬ铅离子浓度培养基中无菌株产
生；０．３ｍｏｌ／ｍＬ铅离子浓度培养基上分离到最多的内生菌，
达到１３株；０．９ｍｏｌ／ｍＬ铅离子浓度培养基上分离到１１株内
生菌；０．６ｍｏｌ／ｍＬ铅浓度培养基上分离到７株内生菌。
２．２　形态学与耐铅生理浓度检测

由表２可以看出，经革兰氏染色、显微镜观察，所有菌株
均为Ｇ＋菌，接触酶反应都为阳性（＋），甲基红试验测定结果
均为阴性（－），２４株菌柠檬酸盐反应结果为阳性（＋），２１株
菌ＶＰ试验结果为阳性（＋）。

表１　小飞蓬分离菌株情况

平板铅离子浓度

（ｍｏｌ／ｍＬ）

不同铅胁迫浓度下的菌株数（株）

根 茎 叶

０
ｍｍｏｌ／Ｌ

０．３
ｍｍｏｌ／Ｌ

０．６
ｍｍｏｌ／Ｌ

０．９
ｍｍｏｌ／Ｌ

１．２
ｍｍｏｌ／Ｌ

０
ｍｍｏｌ／Ｌ

０．３
ｍｍｏｌ／Ｌ

０．６
ｍｍｏｌ／Ｌ

０．９
ｍｍｏｌ／Ｌ

１．２
ｍｍｏｌ／Ｌ

０
ｍｍｏｌ／Ｌ

０．３
ｍｍｏｌ／Ｌ

０．６
ｍｍｏｌ／Ｌ

０．９
ｍｍｏｌ／Ｌ

１．２
ｍｍｏｌ／Ｌ

０ — — — — — — — — — — — — — — —

０．３ — — ２ — ３ — — — — ２ — — １ ２ ３
０．６ — — １ １ ２ — — １ — — — — １ １ —

０．９ — — ２ １ ２ — — １ ２ １ — — １ — １
１．２ — — — — — — — — — — — — — — —

表２　生理生化结果

菌株号
革兰氏

染色

柠檬酸盐

反应

接触酶

反应

甲基红

试验
ＶＰ试验 菌株号

革兰氏

染色

柠檬酸盐

反应

接触酶

反应

甲基红

试验
ＶＰ试验

ＣＣ１ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＣＣ１７ ＋ － ＋ － －
ＣＣ２ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＣＣ１８ ＋ ＋ ＋ － ＋
ＣＣ３ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＣＣ１９ ＋ ＋ ＋ － ＋
ＣＣ４ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＣＣ２０ ＋ ＋ ＋ － －
ＣＣ５ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＣＣ２１ ＋ ＋ ＋ － ＋
ＣＣ６ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＣＣ２２ ＋ ＋ ＋ － －
ＣＣ７ ＋ ＋ ＋ － － ＣＣ２３ ＋ ＋ ＋ － ＋
ＣＣ８ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＣＣ２４ ＋ － ＋ － －
ＣＣ９ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＣＣ２５ ＋ ＋ ＋ － ＋
ＣＣ１０ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＣＣ２６ ＋ － ＋ － －
ＣＣ１１ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＣＣ２７ ＋ ＋ ＋ － ＋
ＣＣ１２ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＣＣ２８ ＋ ＋ ＋ － ＋
ＣＣ１３ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＣＣ２９ ＋ － ＋ － －
ＣＣ１４ ＋ － ＋ － － ＣＣ３０ ＋ ＋ ＋ － ＋
ＣＣ１５ ＋ － ＋ － － ＣＣ３１ ＋ － ＋ － －
ＣＣ１６ ＋ ＋ ＋ － ＋

２．３　内生菌株１６ＳｒＤＮＡ基因序列分析及系统发育树构建
对小飞蓬３１株内生细菌ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增后，扩增产

物长度均为１５００ｂｐ左右。小飞蓬内生细菌的１６ＳｒＤＮＡ测
序结果表明，部分内生菌为同种，经过合并归类后，得到５种
小飞蓬内生菌（ＣＣ２、ＣＣ６、ＣＣ１４、ＣＣ１６和 ＣＣ２３）。经过
ＢＬＡＳＴ检索，找到与之相似性最高的种属。

将上述５个菌株与其同源性较高的菌株１６ＳｒＤＮＡ序列
利用ＭＥＧＡ（２．１）程序包构建发育树（图１）。根据系统发育
树，可以推断 ＣＣ２、ＣＣ６、ＣＣ１６和 ＣＣ２３在遗传距离上较为接
近，聚为一类。同时，从遗传距离上来看，这４个菌株与短芽
孢杆菌属（Ｂｒｅｖｉｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．）较为接近，表明这４个菌株与短
芽孢杆菌属在系统发育上的亲缘关系较近。ＣＣ１４则与节杆

菌属（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ．）在遗传距离上较为接近，表明这二者
在系统发育上的亲缘关系较近。根据１６ＳｒＤＮＡ分类标准，
一般认为，属于同一个种的１６ＳｒＤＮＡ序列同源性大于９９％，
归为一个属的可以认为同源性在９５％ ～９９％之间。据此推
断，所分离的小飞蓬内生细菌 ＣＣ２、ＣＣ６、ＣＣ１６和 ＣＣ２３是短
芽孢杆菌属，ＣＣ１４是节杆菌属。

３　结论与讨论

本研究通过分离纯化铅胁迫下的小飞蓬根茎叶的内生

菌，共得到３１株内生细菌，在根的部位分离到１４株细菌，在
茎的部位分离到７株细菌，在叶的部位分离到１０株细菌。得
到的菌株经过革兰氏染色等生理生化检测和内生菌基因组
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ＤＮＡ提取、１６ＳｒＤＮＡ扩增和系统进化树的构建等分子检测
分析方法，推测所分离到的菌株中 ＣＣ２、ＣＣ６、ＣＣ１６和 ＣＣ２３
是短芽孢杆菌属，ＣＣ１４是节杆菌属。植物内生菌是与植物组
织共生在一起的，长期存在于植物组织内部，内生菌的存在能

促进植物生长，在某些重金属污染地区，可增强植物抗逆能

力，提高生物修复能力［１７］。柯野等从大宝山矿区重金属污染

的土壤中分离到类短短芽孢杆菌（Ｂ．ｐａｒａｂｒｅｖｉｓ），对发酵液中
铅的去除效率高达３０．２７％［１８］，但并未探明该菌株富集铅离

子的机制。节杆菌菌属菌株对沉淀态铅有很强的活化效

能［１９］，以及对铅的高抗性水平［２０］、吸附铅效果较好［２１］等一些

富集铅的功能。对节杆菌富铅的生理生化研究也表明，节杆

菌菌属菌株对铅的吸附主要是通过细胞成分中的磷酸基团、

羰基、羟基、酰胺基团、羧基等活性基团与铅离子发生络合作

用［２１］，吸附铅后可诱导铅离子在细菌表面形成含铅的矿

物［２２］。本研究首次从植物（小飞蓬）中分离到铅富集内生菌

菌株（短芽孢杆菌属和节杆菌属），说明这些菌株是可以与植

物进行共生的，但是由于小飞蓬生长缓慢，所以在植物修复重

金属污染方面的效果不明显，因此下一步的试验将着眼于将

分离的菌株与其他生长快速、生物量大的植物进行共生，将有

助于重金属污染地区的土壤修复研究。
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