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多样性
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摘要：【目的】重金属耐性植物海州香薷根际铜抗性细菌的筛选及生物多样性研究将有助于了解微生物 ’ 超
富集植物相互关系和植物修复机理、开发微生物 ’ 香薷重金属修复新技术。【方法】采用稀释平板涂布法从
海州香薷根际筛选铜抗性菌株，测定菌株溶磷和产生吲哚乙酸、铁载体、#I氨基环丙烷I#I羧酸（D33）脱氨酶
的特性，采用 #&1 .P2D限制性酶切多态性分析（<A8=@M@-Q .P2D .->*.@)*@+; <;<=R>@>，DSPSD）研究铜抗性细菌的
遗传多样性，根据 #&1 .P2D 相似性对产 D33 脱氨酶的菌株进行了鉴定。【结果】分离纯化到 /B 株抗 3:/ H

/$ AN5T 的细菌，所有菌株均能产生吲哚乙酸或其衍生物，!! U!V的分离菌株能够分泌高量的铁载体。分离
菌株在 &$V相似性水平上可聚类分为 B 个群。4 株细菌具 D33 脱氨酶活性，菌株 /LF1#/、/LF1#%、/LF1#4、

%LF1##属于不动杆菌属（ !"&-.#()$"#.’），菌株 /LF1#! 属于产碱菌属（ !*"$*&+.-./）。【结论】海州香薷根际铜抗
性细菌具有丰富多样的生物学特性和遗传多样性，不动杆菌属和产碱杆菌属细菌具 D33脱氨酶活性。
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大量铜矿山的开采给生态环境带来了严重的问

题，矿区废弃地重金属污染的修复日益成为国内外

研究的热点之一。矿区土壤中的铜绝大部分被土壤

的各个组分吸附或结合，其形态较为复杂，以残留

态、有机结合态和铁锰氧化物结合态为主，而可交换

态（包括水溶态）、碳酸盐结合态、铁锰氧化物结合

态、有机结合态的铜均可作为或转化为生物有效态

铜［#］。土壤中铜的生物有效性决定了铜的生物毒

性。可交换态铜主要为 3:/ H 和 3:（(W）H 两种形态，
是对生物产生污染毒害的最重要有效态，同时也是

影响重金属污染土壤修复效率的因素之一［/］。重金

属污染土壤的植物修复技术因其成本低廉、环境友

好而成为国际上关注的热点［% ’ 4］，但植物在重金属

等逆境条件下生长缓慢、生物量小，严重影响了土壤

修复的效率。微生物具有分布广泛、适应性强、容易

变异等特点，长期受重金属污染的环境中植物根际

微生物对污染环境存在适应性分化。一些植物根际

细菌通过产生 #I氨基环丙烷I#I羧酸（D33）脱氨
酶［& ’ C］、铁载体［C ’ "］、吲哚乙酸［"］以及溶解难溶性的

磷酸盐［C］能够直接或间接地促进植物生长，增大植

物的生物量。因此利用抗性促生细菌提高植物修复

效率的方法为生物修复创造了新途径，已经成为该

领域的研究重点［#$ ’ #%］。

海州香薷（0*/1(*#2&$ /3*.-4.-/），是铜矿区分布最
普遍的优势植物及指示植物［#!］，不仅能在土壤裸

露、生境贫瘠的铜矿区及废弃地茂盛生长，还能在水



培条件下耐受! ""#$%&的高浓度 ’() *［!+］，从而为铜

矿区生态重建和铜污染土壤修复提供了物种资源。

目前采用海州香薷开展铜污染土壤植物修复机理和

修复技术的研究，已从实验室水培、土培盆栽试验的

生长反应特性、耐铜及解铜毒的酶学活性、代谢产物

等一系列生理生化、细胞水平的反应进展到室外大

田的修复研究［!+ , !-］。为加快香薷属植物修复土壤

铜污 染 的 效率，研究者们 采 取 了 多 种 方 法 措

施［!. , !/］：如添加化学强化剂乙二胺四乙酸（0123）、

乙二胺二琥珀酸（0114）等，生物强化剂菌根真菌
等。但这些措施存在可能改变土壤原有的生态结

构、造成二次污染、菌根真菌难于离体纯培养等缺

陷。根际铜抗性细菌可能通过代谢产生小分子物质

如有机酸、铁载体、氨基酸等增强植物对铜的耐受

性，强化植物对铜的吸收。’567 等从海州香薷根际

筛选到多株铜抗性细菌，并能活化土壤铜［)8］，但是

对植物根际细菌的其他生物学特性研究开展很少，

从而限制了生态修复的应用。

本研究从铜矿废弃地采集海州香薷并分离根际

铜抗性细菌，分析其 !94 :1;3限制性酶切多态性和
生物学特性，筛选 3’’ 脱氨酶产生菌，以期为进一
步开发利用微生物资源、开展细菌强化海州香薷修

复铜污染土壤的研究提供理论依据和试验材料。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 样品来源：于 )88. 年 !8 月采集生长于江苏

南京 汤 山 铜 矿 废 弃 地 的 海 州 香 薷（ !"#$%"&’()
#*"+,-+,#）。将植物连根带土装入灭菌袋中，每种植
物采三株，带回实验室，立即分离。

! "! "# 培养基：!细菌分离培养基：!%+ &<；"有氮

培养基参照文献［.］配制；# 4= 培养基参照文献［9］

配制并作适当改进，4=;培养基：在 4= 培养基中添

加（;>?）) 4@? ) A %&，4=3培养基：在 4= 培养基中添

加过滤除菌的 3’’，使终浓度为 B ""#$%&；$磷酸

钙培养基［)!］。以上培养基于 ! C8B? D !8+ EF 高压下，

!!+G灭菌 !+ "H7。

! "! "$ 主要试剂和仪器：引物由上海英骏生物技术
有限公司合成；.)/ 酶和限制性内切酶 0)+%和

1#*&购自 2FIFJF公司；’(4@?·+>)@（分析纯）购自

上海振欣试剂厂；3’’ 购自 4HA"F 公司；E2’)88 E’J
仪购自 <H#KJFL公司。

! "# 铜抗性菌株的分离筛选
轻轻抖动海州香薷根部，以去除根部周围松散

的土壤，将根系紧密附着的 ) "" 左右的土壤取下
作为根际土壤。称取根际土壤 !8 A，制备土壤悬液，
稀释涂布于含 ’() * 浓度为 )8 "A%& 的 !%+ &< 平板，

B8G恒温培养 B L 后，随机挑取不同表型特征单菌
落，在上述培养基上多次纯化后，转接于斜面，?G保
藏备用。

! "$ 菌株的生物学特性
菌株对铜的抗性测定：将菌株用无菌牙签分别

点接于含 ’() * B) "A%&和 9? "A%&的固体平板上，每
一菌株设 B 个重复，).G培养 -) 5，观察其能否生长
及生长情况。菌株发酵液中吲哚乙酸（ H7L#$6FM6NHM
FMHL，O33）的测定参考文献［))］的 4F$P#QRPH 方法；铁载
体（RHL6:#S5#:6）测定参照文献［)B］的相对定量检测法；
菌株解磷活性采用磷酸钙固体培养基，培养 -) 5
后，观察菌落周围有无透明圈，将有透明圈的菌株视

为具有解磷活性。菌株 3’’ 脱氨酶活性测定：采用

4=;液体培养菌株，离心收集菌体，并用无菌水清
洗两次后，制备成菌悬液，按 !T接种量分别接入

4=、4=3、4=; 液体培养基，B8G 培养 B L 后，以

9887"的吸光值判断菌株的生长状况，4=3 上生长
后的 23988%4=3明显高于 4= 培养基上的 23988%4=视为

具 3’’脱氨酶活性。对筛选出的具 3’’ 脱氨酶活
性的菌株革兰氏染色制片，并在光学显微镜下观察。

! "% !&’ ()*+片段的限制性酶切多态性分析
分离菌株的基因组 1;3 提取参照文献［.］的方

法；采用细菌通用引物 )-U：+VK3W3W222W32’’2WWK
’2’3WKBV 和 !?/):：+VK23’WW’23’’22W223’W3K
’22KBV扩增细菌 !94 :1;3。E’J反应条件为 /?G预
变性 + "H7，/+G变性 ! "H7，++G退火 ! "H7，-)G延
伸 /8 R，B8 个循环，最后 -)G延伸 !8 "H7。E’J 产
物用经 0<染色的 8 C.T琼脂糖凝胶电泳检测。E’J
产物用 0)+ OOO 和 1#* O ) 种限制性内切酶进行酶
切。酶切体系为 !8’&：8 C+’& 限制性内切酶，!’&
!8 D X(UU6:，B’& E’J 产物，+ C+’& 无菌超纯水。酶
切反应混合物于 B-G 水浴 B 5 后，加 ! ’& !8 D
&#FLH7A X(UU6: 终止反应。酶切产物用 BT琼脂糖凝
胶电泳（!88Y，! 5）分离，0< 染色，再用凝胶成像系
统成像。所得 1;3 带型图谱在同一位置有带的记
为“!”，没有的记为“8”。采用 =Y4EB C! 聚类分析软
件的平均连锁法（Z7Q6HA5N6L EFH: W:#(S =FN56"FNHMF$
3[6:FA6，ZEW=3）进行聚类分析并构建树状图谱。

!9B!孙乐妮等：海州香薷（!"#$%"&’() #*"+,-+,#）根际铜抗性细菌的筛选及生物多样性 \ %微生物学报（)88/）?/（!8）



! "# 具 $%% 脱氨酶活性的铜抗性菌株 !&’ ()*$
序列分析

将筛选到的具 !"" 脱氨酶活性的铜抗性菌株
成功扩增的 #"$ 产物直接由上海英骏生物技术有
限公司完成 %&’ ()*! 的序列测定。将测定的序列
用 +,!’- 与 ./0+102 数据库中的序列进行比对分
析，选取若干相似性较高的典型菌株 %&’ ()*! 序
列，经 "345613 7% 89: 进行自动排序比对后，用 ;<.!
= 8> 软件包中 */?@ABC(DEC?0?0@法构建系统发育树。

+ 结果和分析

+ "! 铜抗性细菌的分离
采用含 "4F G F> H@I, 的 %IJ ,+ 培养基，根据菌

落大小、形态、颜色等特征，最终从海州香薷根际土

壤中分离到 FK 株铜抗性细菌，在筛选培养基上菌落
为圆形、边缘整齐，多数菌落为白色或乳白色，少数

为浅黄色。F<+’%F、F<+’%:、F<+’%J 和 :<+’%% 的菌
落呈圆形、乳白色，表面光滑、湿润、隆起，边缘整齐；

F<+’%=的菌落呈圆形、淡黄色，表面光滑、湿润、隆

起，边缘整齐。

+ "+ 菌株的生物学特性
由表 % 可看出，分离菌株中分别有 F: 株和 %%

株菌能在含 "4F G :F H@I,和 &= H@I,的平板上生长，
占分离菌株的 9J 8FL和 => 8KL。分离菌株均产生
吲哚乙酸或其衍生物，其中 &:L能产生较多的吲哚
乙酸。分离菌株中有 %9 株菌（&& 8KL）能分泌铁载
体（即 !I!( M %，!和 !(分别为接菌和未接种上清反
应液在 &:> 0H波长处的吸光值，!I!( 比值越小表明
产铁载体的量越多），其中 %F 株菌株能够分泌较高
量的铁载体（即 !I!( M > 8=），占总分离菌株的
== 8=L。分离菌株中有 %> 株能够在磷酸钙平板上
产生明显透明的溶磷圈，说明菌株具有溶磷能力。

分离菌株中有 J 株细菌（F<+’%F、F<+’%:、F<+’%=、
F<+’%J和 :<+’%%）能在 ’;! 培养基生长良好，且
N)&>>I’;!显著高于 N)&>>I’;（对照），说明这 J 株细菌能

以 !""为唯一氮源进行良好生长，具有 !""脱氨酶
活性。菌 株 F<+’%F、F<+’%:、F<+’%=、F<+’%J 和
:<+’%% 菌体均为杆状，革兰氏阴性。

表 ! 分离自海州香薷根际土壤的铜抗性菌株的生物学特性
-1B3/ % "A1(1O6/(?56?O5 CP "4D(/5?56106 B1O6/(?13 56(1?05 ?5C316/Q P(CH (A?RC5SA/(/ 5C?3 CP !"#$%"&’() #*"+,-+,#

’6(1?0 "4 6C3/(10O/1 T!!B ’?Q/(CSAC(/O !"" Q/1H?015/ 1O6?U?6V #AC5SA16/D5C34B?3?R?0@
F<!’% G G G G G — — —

F<+’F G G G G G G G G G G — —

F<+’: G G G G — — —

F<+’J G G G G G G G G G — G
F<+’9 G G G G G G G G G — —

F<+’W G G G G G G G G G G G — G
F<!’W G G G G G G G — — —

F<+’%% G G G G G G G — G
F<+’%F G G G G G — G G
F<+’%: G G G — G G
F<+’%= G G G G — G —

F<+’%J G G G G G — G G
F<+’%K G G G G G G G G — —

:<+’% — G G G G G — —

:<!’F G G G G G G G G — —

:<!’: G G G G G G G G G G G — —

:<!’= G G G G G G G G G G G G — —

:<+’= G G G G G — — —

:<+’J G G G G G G G G G — G
:<+’& — G G G — —

:<!’K G G G G G G G G G — —

:<+’K% — G G G G G G G — G
:<+’KF — G G G G G — —

:<!’9 G G G G G G G G — —

:<!’99 G G G G — —

:<+’9 G G G G G — — G
:<+’%% G G G G G G G G

1：G G ，6C3/(106 :F H@I, "4F G ；G G G G ，6C3/(106 &= H@I, "4F G X B：T!! S(CQ4O6?C0：G G G ，Y F>H@I,；G G ，%>DF>H@I,；G ，M %> H@I, X O：G G
G G G ，>D> 8F；G G G G ，> 8FD> 8=；G G G ，> 8=D> 8&；G G ，> 8&D> 89；G ，> 89D%；Z ，*/@16?U/

F&:% ,/0? ’40 /6 13 X I ./&) 0(/1%2(%"%3(/) 4(,(/)（F>>W）=W（%>）



! "# 铜抗性菌株的 $%& ’()*限制性酶切多态性分
析

本研究采用 !"# !!! 和 $%& ! 两种限制性内切
酶对扩增的 "#$ %&’(（约 " )*+,）进行了 (-&-( 分
析。!"# !!!酶切后分离菌株在 "*. ,/ 0 #.. ,/之间
产生 1 0 * 条带，且多数分离菌株在 12. ,/和 32. ,/
处有一条共同的条带，分别占总分离菌株的 44 )56
和 #1 ).6，因此可以认定这两条带可作为海州香薷
根际铜抗性细菌 !"# !!! 酶切的特征带；而用 $%& !
进行酶切后，分离菌株在 "#. ,/ 0 5.. ,/ 之间会产

生 3 0 2 条带，多数分离菌株会产生 2** ,/ 和 4.. ,/
的两条带，分别占总分离菌株的 72 )"6和 ** )#6，
可以认定 2** ,/ 和 4.. ,/ 为 $%& ! 酶切的特征带。
对这两种限制性内切酶酶切条带综合分析并构建

89:;(树状聚类图，所有分离菌株在 #.6相似性水
平上可聚类为 7 个群（图 "）。77 )46的菌株聚集在
:、<、& 三大群中，其中 : 群包含的菌株最多，占
*" )#6；<群次之，占 "2 )46。= 和 > 两群分别仅包
含一株菌。从分离菌株的酶切树状聚类图来看，分

离菌株存在丰富的遗传多样性。

图 $ 分离菌株基于 $%& ’()*的 !"# +++和 $%& +酶切综合聚类树状图
>?@ A " &BCD%E@%FG EH @BCBI?J D?KB%@BCJBL FGEC@ LI%F?CL ,FLBD EC IMB JEG,?CBD DFIF HE% IMB !"#!N FCD $%&ND?@BLIBD "#$ %&’( A

! ", 产生 *--脱氨酶的铜抗性细菌的系统发育关
系分析

具 (==脱氨酶活性的细菌能够促进植物生长，
增强植物的抗逆性。本研究对分离筛选到的 * 株产

(==脱氨酶的铜抗性菌株进行了 "#$ %&’( 序列分
析，其 :BC<FC+ 登录号为 >O542#"7N>O542#3"。从

:BC<FC+数据库下载相似性较高的典型菌株序列，
构建系统发育树（图 3）。菌株 3P<$"3、3P<$"1、

3P<$"* 和 1P<$"" 的 序 列 长 度 分 别 为 "2*# ,/、

"2*# ,/、"2** ,/和 "2*1 ,/，与醋酸钙不动杆菌
（’()*#+,-"(+#. ("/(,"(#+)(0% (Q== 31.**）相似性高达

546以上，即可认为这四株菌在系统发育关系上属
于不 动 杆 菌 属（ ’()*#+,-"(+#.），位 于 变 形 菌 门
（9%EIBE,FJIB%?F），"N变形菌纲（:FGGF/%EIBE,FJIB%?F），

假 单 胞 菌 目（ 9LBRDEGECFDFSBL），莫 拉 氏 菌 科
（;E%FTBSSFJBFB）。菌株 3P<$"2 序列长度为 "2"1,/，
与 ’/("/)1#*#% 2"#("/)% 的 亚 种 LR,L/ A 2"#("/)%Q 和

LR,L/ A &3#*,/)(0% 相似性分别达 546和 576，并聚为
一个分支，因此将菌株 3P<$"2 鉴定为产碱菌属
（ ’/("/)1#*#%）的一个种。该分支在细菌系统分类上
属 于 变 形 菌 门（ 9%EIBE,FJIB%?F），#N变 形 菌 纲
（ <BIF/%EIBE,FJIB%?F ）， 伯 克 霍 尔 德 氏 菌 目
（<R%+MESDB%?FSBL），产碱菌科（(SJFS?@BCFJBFB）。

# 讨论

尽管严重的重金属造成废弃地内植被稀少，重

金属胁迫对土壤微生物种群结构会产生一定程度的

影响［""，32］，但根际以植物根系为中心聚集了大量的
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图 ! 具 "##脱氨酶活性的铜抗性菌株 $%& ’()"系统发育树
!"# $% &’"#()*+,-*".".# /+’’ 0(*10 /(’ 2(34*#’.’/"5 +’46/"*.0("20 67*.# 89: +;&< 0’=>’.5’0 *? @>,+’0"0/6./ 0/+6".0 5*./6".".# <@@ A’67".60’ 65/"B"/3 6.A
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生命物质及其分泌物，构成了极为独特的“生态修复

单元”［%I］，重金属超积累或耐性植物与其根际细菌

间的相互作用已备受关注［%9，%J］。海州香薷是中国铜

矿区广泛分布的一种铜耐性富集植物和指示植物，

在铜矿区生态重建和铜污染土壤修复方面有着广阔

的应用前景。植物能够通过根系分泌物为细菌提供

营养物质，促进抗性细菌在根际的大量生长繁殖；根

际细菌能通过产生有机酸、铁载体等小分子物质螯

合、活化重金属或其他营养元素，增强其可移动性和

生物有效性，也可以通过多种方式促进植物生长、强

化植物吸收重金属，从而对污染土壤起到修复作用。

本研究从生长于铜矿废弃地的海州香薷根际分离筛

选到 %J 株铜抗性细菌，<K;K< 分析在 9HL的相似
性水平上可分为 J 种遗传型，它们能够产生 M<<、铁
载体、<@@脱氨酶，溶解难溶性磷，具有较丰富的生
物多样性。菌株的这些生物学功能可能对海州香薷

的生长及根际铜的活化起到一定促进作用，同时从

海州香薷根际分离铜抗性细菌，将有益于菌株在宿

主植物根际的良好定殖，为成功发挥其生物学作用

打下良好的基础。D’4"7*B 等研究者还发现在长期
受重金属污染的矿区废弃地上生长的重金属超积累

或耐性植物如芥菜（ !"#$$%&# ’()&*#）、贝托庭芥
（ +,-$$(. /*"01,1)%% ）、遏 蓝 菜 属 植 物（ 23,#$4%

51*$%)5*)$*）、油菜等根际和植株内部广泛分布重金
属抗性细菌，且植物根际微生物的种群、功能、遗传

特性等丰富多样［%9 N %O］。关于超积累或耐性植物根

际抗性细菌的生物多样性、在土壤 N 植物系统中对
植物修复的影响与机制需要进一步深入研究。

在 <K;K<分析中，分离菌株中 I8 PQL（8R 株）
的菌株聚类于 C 群，I 株具有 <@@ 脱氨酶活性的菌
株（%SD:8%，%SD:8T，%SD:8I，TSD:88，%SD:8R）全部
集中在 C 群，在系统发育关系上属于变形菌门
（U+*/’*)65/’+"6）的 +&%)*01/#&0*" 和 +,&#,%5*)*$，可见变
形杆菌是海州香薷根际的优势菌群。 MA+"0 等［%I］从
超积累植物 23,#$4% 51*$%)5*)$* 根际分离到的细菌也
多 属 于 !,变 形 杆 菌 门 的 6*03-,1/#&0*"%(.、
73181&1&&($ 和 9:%/#&0*"%(.，并能耐受高浓度的重金
属。V’.#*." 等［%J］采用 F,K!WU 方法发现 &" 超积累
植物 + $ /*"01,1)%% 根际土壤中细菌多样性比非根际
土中更丰富，且变形杆菌居多。这种优势菌群的特

征与超积累植物吸收重金属的关系还很不清楚，因

此需要大力开发微生物培养技术，结合 ;CCS、宏基
因组等分子生物学方法，更好地提高微生物可培养

性，挖掘和开发利用超积累植物根际微生物资源，进

一步阐明超积累植物修复重金属污染的机理。

具 <@@脱氨酶活性的细菌通过减少植物体内
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乙烯的积累，可延缓植物的衰老、促进植物生长、增

强植物的抗逆性，接种 !"" 脱氨酶活性的细菌对重
金属污染的修复和治理起到了一定的效果［#$］。目

前已经报道的具 !"" 脱氨酶活性的细菌主要包括
假单胞菌属（ !"#$%&’&()"）、伯克霍尔德氏菌属
（*$+,-&.%#+/)）、贪噬菌属（ 0)+/&1&+)2）、固氮螺菌属
（34&"5/+/..$’）、产碱菌属（ 3.6)./7#(#"）［%，&，#&］。本研究

筛选到 ’ 株具 !"" 脱氨酶活性的铜抗性菌株，经

(%) *+,! 序列分析表明它们中有 - 株菌属于不动
杆菌属（ 36/(#8&9)68#+），这不仅丰富了产 !"" 脱氨酶
新的菌种资源，也为 !""脱氨酶基因工程菌的构建
和转基因操作提供了试验基础，对发展微生物.香薷
属植物联合修复重金属污染土壤具有重要意义。
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