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摘  要: 对分离自铅锌矿渣中一种具有奶油色不扩散菌落形态的优势细菌进行了系统发育和部分

生理特征研究。在可培养的细菌类型中, 该种菌落的出现频率在 50%左右。利用 60 个菌株 16S rRNA

基因约 500 bp的序列和其相关种构建的系统树表明, 这些菌落属于节杆菌属内多个系统发育地位有

差异的类群。各类群代表菌株 BS11、BS20 和 AS19 约 1440 bp 左右的 16S rRNA 基因序列分析的结

果表明, BS11 菌株同 Arthrobacter histidinolovorans 和 Arthrobacter nicotinovorans 关系密切, BS20 菌

株同 Arthrobacter chlorophenolicus 关系密切, 而 AS19 同 Arthrobacter aurescens 和 Arthrobacter ilicis

关系密切。在考察的 39 个碳源中, 3 个代表菌株都能利用其中的 15 个, 不能利用其中的 12 个, 而对

另外 12 个的利用存在差异。此外, 它们对 Zn2+、Pb2+、Cd2+、Cu2+和 Co2+等 5 种重金属的抗性水平

都较高, 但对链霉素、氨苄青霉素、卡那霉素和利福平 4 种抗生素较敏感。它们是潜在的新物种。 
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Abstract: Some numerically dominant colonies, with creamy and nondiffusionable morphology, were 
isolated from lead-zinc tailings and their phylogenetic and physiological characteristics were determined. 
This type of colony represented approximate 50% of cultivable bacteria of tailings. Phylogenetic tree con-
structed from about 500 bp of 16S rRNA gene of 60 isolates and their relatives indicated that, these strains 
belonged to the member of Arthrobacter genus and were divided into several phylogenetically distinct 
groups. Three representatives from each group, BS11, BS20 and AS19, respectively, were sequenced ap-
proximate 1440 bp of 16S rRNA gene and their phylogeneic positions were further determined. Strain 
BS11 was phylogenetically close to A. histidinolovorans and A. nicotinovorans, BS20 close to A. chloro-
phenolicus, and AS19, to A. aurescens and A. ilicis. Among 39 carbon sources tested, three strains could 
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strongly utilize 15 and weakly utilize 12 carbon sources. All of three strains showed high resistance to 
Pb(NO3)2, ZnSO4, CdCl2, CuSO4 and CoCl2, but relatively sensitive to ampicilin, streptomycin, kanamy-
cin and rifimpicin. Our data suggested these strains may be potential novel species. 

Keywords: Lead-zinc tailings, Arthrobacter, Physiological characteristics, Phylogenetic analysis 

重金属作为一种蛋白质变性剂, 对生物有极大

的毒性 [1], 因此 , 重金属污染土壤被认为是一种人

为因素形成的极端环境[2]。矿渣因有极高含量的重

金属[3], 可以被看作一种极端的重金属污染环境。在

以前的报道中我们描述了云南省会泽县境内 3 个堆

积时间在 10 年、20 年和 80 年以上的铅锌矿渣的化

学性质以及其中的微生物数量[4−5]。尽管这些矿渣中

可溶性 Pb 的含量高达 300 μg/g, 但其中的可培养

化能异养菌(Chemoorganotrophs, COT)数量仍然近

1 × 106 个/g 矿渣。在这些细菌中, 有一种奶油色不

扩 散 类 型 的 菌 落 (Creamy and nondiffusionable, 
CND)占了绝对优势 , 推测它们可能具有某些特殊

生理特性, 从而对矿渣环境比较适应。因此进一步

对它们进行了分离、纯化和保存, 并通过 16S rRNA
基因序列测定和其他特征研究来初步确定了它们的

系统发育地位。 

1  材料与方法 

1.1  实验菌株 
分离自铅锌矿渣堆[4], 保存在改良的 TY 固体斜

面培养基上(牛肉膏 3 g, 蛋白胨 5 g, 胰蛋白胨 3 g, 
琼脂 15 g, 去离子水 1000 mL。pH 7.2–7.4)[5]。 

1.2  16S rRNA 基因扩增和序列测定 
斜面保藏菌种经 TY 平板划线获得单菌落, 然

后在液体 TY 培养基中 30°C 摇瓶 16−18 h。取 1 mL
菌 液 用 试 剂 盒 (WATSON Bacteria Genomic DNA 
Isolation Mini Kit)提取基因组 DNA。16S rRNA 基因

用 两个引 物 (前 引物为 : 5′-AGAGTTTGATCCTGG 
CTCAG-3′; 后 引 物 为 : 5′-AAGGAGGTGATCCAG 
CCGCA-3′)来扩增[6]。扩增体系含有 1 μL DNA 模板

(大约 20−100 ng DNA); 5 μL 10 × PCR 缓冲溶液

(100 mmol/L Tris-HCl, pH 8.3; 500 mmol/L KCl; 
15 mmol/L MgCl2), 4 μL dNTPs 混合物(每个 dNTPs
浓 度 为 2.5 mmol/L) (TaKaRa), 1.25 U Taq 酶

(TaKaRa), 两个引物各 1 μL (终浓度为 0.4 μmol/L), 
补足无菌去离子水 50 μL。PCR 扩增仪器为 GeneAmp 
PCR system, 扩增程序为: 95°C 4 min; 94°C 1 min, 
60°C 1 min, 72°C 1 min, 32 个循环; 72°C 10 min。

PCR 产物用 1%琼脂糖凝胶电泳进行检测, 然后用

手术刀切出 1500 bp 大小的片段, 用胶回收试剂盒

(WATSON Gel Extraction Mini Kit)回收并纯化目的

片段。纯化的目的片段进行商业测序。 

1.3  系统发育树构建 
测得的 DNA 序列经 NCBI (National Center for 

Biotechnology Information) BLAST 引擎搜索后获取

相关种属的 16S rRNA 基因序列, 用 Clustal X 1.8 软

件进行排列。系统发育分析时排除碱基缺失位点 , 

用邻接法 (Neighbor-joining analysis)构建系统发育

树。距离矩阵按照 Kimura’s 双参数模型进行计算[7], 

Bootstrap 检验进行 1000 次取样。  

1.4  细胞形态和生理学鉴定 
每个系统发育关系密切的类群取一个菌株进行

细胞形态和生理学分析。常规革兰氏染色、抗酸染

色、鞭毛染色和接触酶检测, 需氧性用穿刺培养法

测 定 [8] 。 测 定 碳 源 利 用 情 况 的 基 本 盐 培 养 基 为 : 
(NH4)2SO4 2.0 g, NaH2PO4·H2O 0.5 g, K2HPO4 0.5 g, 
MgSO4·7H2O 0.2 g, CaCl2 0.1 g, 1000 mL 蒸馏水, 
测试碳源的含量为 0.5%。测试时取 1 mL 培养了

24 h 的细胞悬液离心, 细胞用 0.85% (W/V) NaCl 洗

涤 2 次, 再用 1 mL 悬浮。取 0.01 mL 该细胞悬液转

接入 10 mL 上述添加有碳源物质的基本培养基, 以

不加碳源的基本培养基接种后作为对照。30°C 摇瓶

培养 72 h 后在波长 600 nm 测量光密度值, 同对照比

较光密度值有明显增加, 表明可利用该碳源。细胞

形态的球杆循环参照文献[9]进行。 
菌株对重金属和抗生素的抗性按以下方法测

定。先配制 1 mol/L ZnSO4, Pb(NO3)2, CdCl2, CuSO4

和 CoCl2 4 种重金属以及浓度为 1 g/L 的链霉素

(Streptomycin), 利 福 平 (Rifampicin), 卡 那 霉 素

(Kanamycin)和氨苄青霉素(Ampicillin)储液。重金属

储液用高压蒸汽灭菌, 抗生素储液经过滤除菌且现

配现用。然后, 加一定量的重金属或抗生素进入 TY
液体培养基, 制成重金属浓度变化在 0.125、0.25、

0.5、1.0、2.0、4.0、6.0、8.0、16.0、32.0 mmol/L
的一系列试管, 抗生素浓度变化为 0.5、1.0、2.0、

4.0、6.0、8.0、16.0、32.0、64.0、128.0 mg/L 的一
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序列试管。这些试管接种上述菌悬液后, 30°C 摇瓶

培养 3 d (检查抗生素抗性)或 15 d (检查重金属抗

性), 确定最低抑菌浓度(Minimal inhibitory concen-
tration, MIC)。由于添加一定浓度的重金属后可见

明显沉淀 , 在测量光密度值时都以同浓度但不接

种试管作为对照。 

1.5  G + C mol%分析 
参考有关方法大量提取菌株 DNA[10], 采用熔

点法(Tm 值法)测定菌株 G + C mol%[8]。大肠杆菌

(E. coli JM105)作为参照菌株, 实验仪器为日本岛津

Uv-1601 分光光度计。根据公式 G + C mol% = 
2.08Tm − 106.4 计算 G + C mol%。 

2  结果 

2.1  优势菌株的分离频率 
3 个矿渣总体来看, 可培养细菌中奶油色不扩

散菌落类型(CND)占了绝对优势。在观察的 1450 个

矿渣菌落数中, 这类菌落有 798 个, 出现频率约为

55.0%。但 3 个矿渣之间的出现频率并没有显著差异

(表 1)。 
 

表 1  奶油色不扩散菌落的出现频率 
Table 1  Isolation frequencies of creamy and  

nondiffusionable (CND) colonies 

样品 
Samples 

观察的菌落数

Observed 
colonies 

奶油色 
不扩散菌落 

CND colonies 

百分比(%)
Percent (%)

A 871 483 55.5 

B 438 267 61.0 

C 141 48 34.0 

总数 Total 1450 798  

统计显著分析 
Statistical significance 

  NS 

注: 字母 A、B 和 C 代表 10a、20a 和 80a 的矿渣. 统计分析采

用 One-way ANOVA. NS 代表不显著(P > 0.05). 
Note: Letter A, B and C represent 10-year, 20-year and 100-year 
tailings, respectively. Significance level is determined by One-way 
ANOVA. NS: Not significant, P > 0.05. 
 
2.2  优势菌落的系统发育分析 

随机测定了 60 个菌落约 500 bp 的 16S rRNA 基

因片段, 经 NCBI 的 BLAST 搜索引擎进行序列比对

后, 发现它们同节杆菌属(Arthrobacter)的细菌有较

高序列同源性。将它们同 25 个已经描述过的节杆菌

菌株和其他相关属的 16S rRNA 基因序列进行系统

发育分析, 表明 60 个矿渣菌株可分为 3 个类群。最

大的 G1 类群包括了 48 个菌株, G2 和 G3 两个类群

分别包含了 9 个和 3 个菌株(未显示结果)。因用于

构建系统发育树的 DNA 序列较多, 每个序列的碱基

数又相对较少, 因此构建的系统发育树在很多节的

支持率都低于 50%, 尚不能很好地确定这 3 个类群

在节杆菌属中的系统发育地位。接下来在 G1、G2

和 G3 类群中分别选取一个菌株作为类群代表, 对

其 16S rRNA 基因序列进行近全长测定, 获得的碱

基数在 1440 左右。将它们同系统发育关系密切的节

杆菌种以及关系较近的几个属的 16S rRNA 基因序

列构建的系统发育树见图 1。 

结果显示, G1 类群的代表菌株 BS11 同两个节

杆菌种 A. histidinolovorans 和 A. nicotinovorans 关系

密切, 树节的支持率也较高, 达到 88%; 而 G2 类群

的代表菌株 BS20 同 A. chlorophenolicus 关系较为

密切, 树节的支持率为 60%; G3 类群的代表菌株

AS19 同 A. aurescens 和 A. ilicis 密切相关, 树节支

持率为 51%。 

2.3  菌株的形态学和生理学特征 
同系统发育相近的节杆菌种部分特征比较, 3 个

菌株都为严格好氧、不抗酸、不运动、接触酶阳性、

不需要生物素生长等特征 , 同相关种有一定差异 , 
且 G1 和 G2 类群代表菌株的 G + C mol%都比相关

种高(表 2)。此外, 在 TY 固体培养基上培养 24 h, 所

有菌株都表现为 G+反应不规则球杆菌, 细胞大小为

(0.5−0.6) μm × (1.6−4.0) μm, 72 h 后细胞变为近球

形, 大小为(0.5−0.6) μm × (0.6−0.8) μm, 因此有明

显的球杆周期变化(图 2)。 
考察的 39 个碳源包括了糖醇、有机酸、氨基酸

和碱基等物质。3 个菌株都不能利用其中的 15 个碳

源, 它们分别是 D-阿拉伯糖、糖原、七叶苷、胸腺

嘧啶、尿素、L-亮氨酸、L-丝氨酸、4-OH-L-脯氨酸、

衣康酸、葵二酸、甲酸、乙酸、正丙酸、苯丙氨酸

和土温 80。而 3 个菌株都能利用其中的 12 个碳源, 
它们分别是蔗糖、葡萄糖、糊精、麦芽糖、甘露糖、

棉子糖、D-果糖、菌糖、甘露醇、水杨素、纤维二

糖和丙三醇(未显示数据)。另外 12 个碳源的利用在

3 个菌株间有一定的差异, 相对来说菌株 BS20 显示

了较弱的碳源利用能力(表 3)。 
由于这些菌株分离自矿渣, 因此检查了它们对

几种重金属和抗生素的抗性特征(表 3)。结果显示它

们对 Zn2+、Pb2+、Cd2+、Cu2+和 Co2+几种重金属的抗

性水平都较高, 但对抗生素比较敏感。
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图 1  根据菌株 BS11、BS20 及 AS19 及其近缘种的 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树 
Fig. 1  Phylogenetic tree constructed from the 16S rRNA sequences of Arthrobacter BS11, BS20, AS19 and its closest relatves 

注: Streptomyces ambofaciens 被用作外群, 在树节上的数字代表 1000 取样的百分比, 仅显示大于等于 50%的情况. 括号中为代表菌株

的 GenBank 登录号. 比例尺代表 1%的序列差异. 
Note: Streptomyces ambofacies is used as an outgroup. The numbers at the nodes indicate the percentages of occurrence in 1000 boot-
straped trees, only values that are 50% or greater are shown. The GenBank accession number (in parentheses) is indicated for each pre-
viously described strain, and 3 tailing strains are registered in Genbank as from AY452080 to AY452082. The scale bar represents 1% 
sequence difference. 

 

表 2  3 个菌株同相关节杆菌种的部分特征比较 
Table 2  Some characteristics of three phylogenetically distinct groups and closely related Arthrobacter spp. 
特点 

Characteristics 
BS11 A. histidinolovorans A. nicotinovorans BS20 A. chlorophenolicus AS19 A. aurescens A. ilicis

运动性 Mobility − − NR − + − − + 

球-杆细胞循环 
Rod-sphere cycle 

+ NR NR + + + + + 

生物素依赖 Biotin − + NR − − − + + 

过氧化物酶 Catalase + + NR + + + + + 

抗酸染色 Acid-fast − NR NR − − − − − 

G + C mol% 65.4 61.3−62.2 61.7 66.6 65.1 ND 61.5 61.5 

注: 数据来自参考文献 11−13. NR: 未见报道; ND: 未检测.  
Note: Data from references 11-13. NR: Not reported; ND: Not detected. 
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图 2  细胞球杆变化周期 
Fig. 2  Cell sphere-rod cycles of Arthrobacter 

注: 分别显示培养 0、24 和 48 h 的细胞形态变化, 标尺长度为 10 μm. 
Note: The morphology of cells being cultured 0, 24 and 48 hours, respectively. Scale bar represents 10 μm. 
 

表 3  3 个菌株的碳源利用, 重金属和抗生素抗性特征
Table 3  Utilization of carbon sources and resistances 

to heavy metals and antibiotics of three strains 
Strains 菌株 BS11 BS20 AS19 

Melezitose + + W 

Melibiose + − + 

Inulin + W W 

Inosine + − + 

Sorbitol − W + 

Succinic acid + W + 

γ-Aminobutanoic acid + W + 

Citric acid + W + 

Glucosamine hydrochloride + W + 

L-Aspartic acid + W + 

L-Histidine + W + 

L-Tyrosine + W − 

Pb(NO3)2 8 8 4 

ZnSO4 32 16 16 

CdCl2 2 1 2 

CuSO4 8 16 8 

CoCl2 4 4 4 

Ampicillin 2 8 1 

Streptomycin 4 4 4 

Rifampicin 16 2 2 

Kannamycin 16 16 16 

注 : +: 能利用 ; −: 不能利用 ; W: 弱利用 . 使用最低抑菌浓度

MIC (Minimum inhibitory concentration) 来评价菌株对重金属

(mmol/L) 和抗生素(mg/L)的抗性. 

Note: +, − and W represent utilization, non-utilization and weak 
utilization, respectively. The numbers mean the minimum inhibi-
tory concentration (MIC) of heavy metal (mmol/L) and antibiotics 
(mg/L). 

3  讨论 

节杆菌(Arthrobacter)是一种广泛分布于土壤中

的 G+细菌。有研究者对沉积土 172.9 m−217.7 m 深

度的化能异养菌进行研究时发现, 从冲积沙(Fluvial 
sands)到古土壤(Palesol)上部不同深度的样品中, 节

杆菌出现频率分别为 21%、40%和 83%[9,14]。在本研

究中, 这些不同年代产生的矿渣中都含有大量的节

杆菌, 出现频率平均为 50% (表 1), 表明它们在这些

人为的极端环境中仍然是可培养的优势细菌类群。

有趣的是系统发育分析的结果表明不只一个种的节

杆菌出现(图 1), 暗示该属在矿渣中可能具有某种生

存竞争优势, 这可能与它们具有较强的重金属抗性

特征有关(表 3)。一般来说对重金属有较高抗性的微

生物多数是一些 G−细菌 [15−16], 我们的数据表明了

G+细菌也具备抗重金属的潜在能力。但这种高度耐

受重金属毒性的特征在未来的环境修复中有何实际

应用价值还有待研究。 
尽管这些菌株是否可以作为节杆菌属的 3 个新

种发表还需要通过 DNA 杂交实验以及细胞壁成分

分析等工作来确定, 总的结果表明矿渣这样的特殊

环境可能选择或生存着很多至今尚未被描述的种

类, 因此可以作为一类人们寻找新的、具有特殊生

理功能细菌种类的新环境。 
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