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摘  要: 【目的】从 Cd2+污染土壤中分离获取强耐 Cd2+微生物, 研究其生物学特性。【方

法】采用选择性培养基 TSA 对广东省大宝山重金属污染土壤中耐镉(Cd2+)细菌进行分离

筛选, 结合细菌形态观察、生理生化检测、16S rRNA 基因序列分析等方法确定了它们的

分类地位, 并开展了细胞形态、Cd2+耐受性、Cd2+吸附性、对不同 pH 和盐度适应性、以

及对抗生素的抗性等生物学特性的研究。【结果】从土壤中分离到 8 株具有强耐 Cd2+能力

的细菌(YN-6、YN-7、YN-8、YN-9、YN-16、YN-17、YN-18、YN-19), 初步鉴定其分别

属于 Rhizobium、Roseateles、Cupriavidus、Methylobacterium、Variovorax、Rhizobium、

Achromobacter 和 Leifsonia 属。细菌生物学特性研究表明, 8 株耐 Cd2+细菌的形态存在一

定的差异, 其中 YN-6、YN-8、YN-9、YN-16、YN-17 和 YN-18 菌体为短杆状, 而 YN-7

和 YN-19 菌体为长杆状。它们对 Cd2+的最低抑制浓度均在 3 mmol/L 以上, 且每克细胞吸

附 1 mg 以上的 Cd2+。其中, 菌株 YN-8 对 Cd2+的耐受性最强(9 mmol/L), 菌株 YN-9 对

Cd2+的吸附能力最强(316.7 mg Cd2+/g cells)。不同 pH、盐度和抗生素对 8 株细菌生长的影

响存在较大差异。【结论】菌株 YN-8 和 YN-9 对环境的适应性较强, 可以作为较好的试

验材料应用于生物修复重金属 Cd2+污染土壤的研究。 
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Abstract: [Objective] To isolate and obtain cadmium-tolerant bacteria from polluted soil by 
cadmium and to study their biological characteristics. [Methods] The cadmium-tolerant bacte-
ria were isolated from the heavy metals contaminated soil around the Dabao Mine, Guangdong 
Province by the selective TSA medium, and identified based on morphological observation, 
physiological-biochemical test and 16S rRNA gene sequence analysis. Their biological char-
acteristics including morphology, Cd2+ tolerance and absorption, the growth range of pH and 
salinity as well as antibiotic resistance were investigated. [Results] Eight cadmium-tolerant 
isolates (YN-6, YN-7, YN-8, YN-9, YN-16, YN-17, YN-18 and YN-19) belonged to the genus 
of Rhizobium, Roseateles, Cupriavidus, Methylobacterium, Variovorax, Rhizobium, Achro-
mobacter and Leifsonia. They were different in the morphology, with YN-6, YN-8, YN-9, 
YN-16, YN-17 and YN-18 being short rod sharp, while YN-7 and YN-19 being long rod sharp. 
Their minimum inhibitory concentrations (MIC) of Cd2+ were 3 mmol/L or above, and 1 g cells 
could at least adsorb 1 mg Cd2+. Among these strains, YN-8 was the most tolerant to Cd2+ 
(9 mmol/L) while YN-9 showed the highest adsorbing capacity of Cd2+ (316.7 mg Cd2+/cells). 
The eight bacteria differed in the response to pH, salinity and antibiotic. [Conclusion] YN-8 
and YN-9 were much more adaptive to the environment, which could be used for further stud-
ies on soil bioremediation polluted by cadmium.  

Keywords: Mine, Cadmium-tolerant bacteria, Isolation and identification, Biological characteristics 

作为一种具有较强毒性的重金属元素 , 镉

(Cd2+)会对生物体的生长发育产生一系列不良影

响, 包括导致生物体细胞氧化损伤, 造成 DNA 断

裂破坏, 影响细胞内含物合成代谢, 降低系统酶

类活性等, 最终可能引起生物体生长缓慢甚至死

亡[1]。此外, Cd2+存在于土壤或水体等环境中, 由

于其具有较强的生物活性, 可以被植物吸收进入

植物体内, 通过在食物链的传递转移、富集浓缩, 

能够进入到处于食物链顶端的人体内, 对人体内

脏器官、血液循环系统和生殖系统等产生损伤, 

产生“三致性”危害[2]。我国土壤环境质量标准规

定维护人体健康的土壤 Cd 限制值为 0.3 mg/kg[3]。

近几十年来, 随着工业的发展, 尤其是采矿、冶

炼、电镀活动的大肆进行, 大量的 Cd2+向环境排

放, 使得土壤和水体的 Cd2+污染日益加重[4]。因

此, 如何有效治理 Cd2+污染问题, 成为科技工作
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者目前异常紧迫的任务。 

微生物修复在治理 Cd2+污染上显示出广阔的

应用前景, 已逐渐引起人们的重视, 成为了目前

Cd2+环境污染治理的研究热点。土壤中的细菌种

类繁多、数量巨大、代谢活动旺盛, 是土壤生态

系统的重要生命体。它们可以通过吸附、络合、

氧化还原等作用影响 Cd2+在土壤中的移动性和

生物有效性, 从而降低 Cd2+的环境危害毒性[5−6]。

因此, 从 Cd2+污染土壤中分离筛选耐受 Cd2+的细

菌是开展微生物修复治理 Cd2+污染研究的首要

工作。近年来, 有学者在受重金属污染严重的土

壤或水体中分离到一些耐重金属细菌, 并对其

生物学特征和应用效果进行了初步的研究, 如

从废水中分离的大肠杆菌(E. coli) ASU 7 能耐

4.4 mmol/L 的 Cd2+[7]; Filali 等[8]在研究废水中细

菌对重金属和抗生素的抗性时发现 Klebsiella 

pneumoniae 菌株能够耐 4 mmol/L 的 Cd2+; 刘红

娟等[9]在广东南海 Cd2+污染蔬菜土壤中分离到一

株耐受 2 mmol/L Cd2+的 Bacillus cereus, 并探讨了

其富集 Cd2+的机理, 通过红外光谱发现菌株细胞

壁上的化学官能团−OH、−NH、−CO 和−CO−NH−

等主要参与了 Cd 的富集。然而, 由于 Cd2+环境

污染的严重性、细菌种类的多样性、细菌生物特

性的差异性以及重金属与细菌间相互作用的复杂

性, 目前仍需要进一步深入开展对土壤细菌分离

筛选及其生物学特性方面的研究工作。 

广东省大宝山矿是大型铁多金属伴生矿床, 

长期粗放的开采方式, 采矿废水的直接排放, 采

矿废石的大量堆积和淋滤, 对当地的土壤环境造

成了严重的破坏[10]。我们曾对大宝山矿区土壤重

金属污染状况及土壤微生物群落优势种群进行

分析研究[11], 结果表明大宝山矿区土壤中的 Cd2+

浓度普遍超标(超出国家土壤环境质量标准 2−28

倍)。尽管如此, 受污染土壤中的微生物资源依然

保持了较高的多样性。长期生存在高浓度重金属

环境中使得这些微生物具备了较强的耐受性, 因

此, 值得我们对其中的耐受菌资源开展深入的发

掘。本文对大宝山矿周围污染土壤中强耐 Cd2+的

细菌进行分离鉴定, 并对分离鉴定的细菌株系的

生物学特性开展初步研究, 以期为土壤 Cd2+污染

的微生物修复工作提供基础理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  取样点及土壤特性 
广东省大宝山矿区位于广东省韶关市曲江县

和翁源县的交界处(东经 113°40′−113°43′, 北纬

24°30′−24°36′), 地处亚热带季风气候区, 土壤表

层岩石风化强烈。大宝山矿山为铁多金属伴生矿

床, 是一处由大型铁、铜、锌、硫铁矿床和中型铅

钼矿床组成的大型矿产资源地。于 2008 年 3 月在

广东省大宝矿山的水池和上坝横石河边分别取土

壤样品, 并对取样土壤的基本特性进行测定分析, 

结果见表 1。从表 1 中结果可知, 取样土壤的质量

超出了国家土壤环境质量标准(GB15618-1995)的

二级土壤规定值: Cu (100 mg/kg), Zn (250 mg/kg), 
Pb (300 mg/kg), Cd (0.3 mg/kg)[3]。 

 
表 1  取样土壤的基本特性 

Table 1  Characteristics of soil samples 

土壤样品 
Soil samples 

取样位置 
Sampling 
position 

地表植物 
Ground surface 

vegetation 

Cu 总含量 
Total copper 

content (mg/kg)

Zn 总含量  
Total zinc con-

tent (mg/kg) 

Pb 总含量 
Total lead con-

tent (mg/kg) 

Cd 总含量  
Total cadmium 
content (mg/kg) 

6 矿山水池 香根草 772.7 1 525 2 544 4.283 

14 
上坝横石

河边 
芦苇草 649.9 496.4 2 057 0.742 
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1.2  大宝山矿区耐 Cd2+细菌的分离鉴定 
1.2.1  细菌分离培养基及试剂: 用于细菌分离的

培养基包括 TSA[12] (胰胨 1.5%, 植物蛋白胨

0.5%, NaCl 3%, 琼脂 2.0%, ddH2O 1 L, pH 7.2)和

SLP[13] [蔗糖 1%, (NH4)2SO4 0.1%, K2HPO4 0.05%, 

MgSO4 0.05%, NaCl 0.01%, 酵母膏 0.05%, 琼脂

2.0%, ddH2O 1 L, pH 7.2]。培养基经过 1×105 Pa

灭菌 30 min 后, 加入单独灭菌的 CdCl2 溶液, 使

Cd2+的终浓度为 1 mmol/L; 与培养基混合倒平

板, 分离耐 Cd2+细菌。采用 NA 培养基(牛肉膏

0.3%, 蛋白胨 1%, 氯化钠 0.5%, 琼脂 2%, ddH2O 

1 L, pH 7.2)进行耐 Cd2+细菌的活化及其生物学特

性的研究。 

培养基所用的试剂、革兰氏染色试剂、芽孢

染色剂以及各类碳源均购自广东环凯生物科技

有限公司; PCR 扩增试剂盒和小量细菌总 DNA 抽

提试剂盒购自上海生工生物工程技术服务有限

公司; 所用抗生素及 CdCl2·2.5H2O 购自广州化学

试剂公司。 

1.2.2  耐Cd2+菌株的分离筛选: 在无菌操作下将

10 g 土样倒入装有适量玻璃珠和 90 mL 无菌水的

三角瓶中, 旋转式摇床上 30 °C、150 r/min 振荡

30 min, 分别稀释到 10−3、10−4、10−5 和 10−6, 各

吸取 0.1 mL 涂布于含有 1 mmol/L Cd2+的 TSA 和

SLP 分离培养基上, 30 °C 恒温箱中倒置培养。待

长出菌落后, 挑取菌落划线分离, 获得其纯培养; 

进一步转接到含有 2 mmol/L Cd2+培养基中, 选

用长势较好的菌为斜面保存以及冻干种, 于 4 °C

保存。 

1.2.3  耐 Cd2+细菌的常规生理生化鉴定: 参照

《常见细菌系统鉴定手册》[14]对分离筛选到的耐

Cd2+菌株进行生理生化鉴定。 
1.2.4  耐 Cd2+细菌的 16S rRNA 基因序列分析: 
将筛选到的耐 Cd2+细菌接种到培养基平板上, 培

养过夜。取单菌落到液体培养基中摇床培养过夜, 

CTAB 法[15]提取菌株的总 DNA 为模板, 进行 16S 
rRNA 基因的 PCR 扩增。采用的通用引物为 F27 

(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) 和 R1522 

(5′-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3′)[16] 。 PCR

反应体系(25 μL): 10×Buffer (含 Mg2+) 2.5 μL, F27 

(10 μmol/L) 0.5 μL, R1522 (10 μmol/L) 0.5 μL, 模

板 DNA (10–20 mg/L) 1 μL, dNTPs (10 mmol/L) 

0.5 μL, Taq DNA 聚合酶(5 U/μL) 0.1 μL, 加去离

子水补齐到 25 μL。反应程序为: 94 °C 5 min; 

94 °C 1 min, 56 °C 1 min, 72 °C 2 min, 共 35 个循

环; 72 °C 7 min (Eppendorf 5331, Germany)。采用

1%琼脂糖分析检验扩增产物, 由上海英骏公司

测序。将测序结果与 NCBI 上的已知序列进行比

对(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi), 将

测 序 结 果 登 录 至 GenBank, 获 取 登 录 号 : 

JQ901424−JQ901431。采用软件 MEGA 5.0 以

Neighbor-Joining 法构建耐 Cd2+菌株的系统发育

树, Bootstrap 值设为 1 000。 
1.3  大宝山矿区耐 Cd2+细菌生物学特性 
1.3.1  耐 Cd2+细菌的透射电镜观察: 参照文献

[17]对样品进行处理。 

1.3.2  耐 Cd2+细菌对 Cd2+的耐受性: 向 NA 培养

基添加 Cd2+储备液, 使培养液中的 Cd2+终浓度分

别为 2、3、4、6、8 和 10 mmol/L; 将斜面保存

的耐 Cd2+菌株在 NA 培养液中活化 24 h, 以 2%接

种量接入培养液中, 30 °C、150 r/min 振荡培养

24 h, 观察菌株生长情况, 能够抑制菌株生长的

最低浓度为该菌株的最低抑菌浓度 (Minimum 

inhibitory concentration, MIC)。 

1.3.3  耐 Cd2+细菌对 Cd2+的吸附性: 将斜面保

存菌种接种于未添加 Cd2+的 NA 培养基中活化

24 h 后, 整个斜面菌体全部洗下后, 活化菌体接

入添加 Cd2+终浓度为 2 mmol/L 的 500 mL 液体培

养基中, 30 °C、150 r/min 振荡培养 24 h, 取样离

心收集菌体[18]。将上清液与收集烘干的菌体用原
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子吸收仪测定其重金属含量, 重复 3 次, 求平均

值, 以不接种但含有重金属的培养基作为对照。

菌株对 Cd2+的吸附能力以及吸附率按照下列公

式计算[19]: 

吸附能力(RC)=溶液体积×(溶液初始浓度−溶

液终浓度)/细胞干重, 单位为 mg Cd2+/g 细胞;  

吸附率(RE)=(溶液初始浓度−溶液终浓度)/初

始浓度×100%。 

1.3.4  耐Cd2+细菌的生长: 将筛选所得的菌株接

种于 NA 培养基中活化 24 h, 取 2 mL 转入装有

100 mL NA 液体培养基的 250 mL 三角瓶中, 

30 °C、150 r/min 振荡培养; 以未接种的 NA 液体

培养基为对照, 选择 600 nm 的波长, 用分光光度

计测定不同培养时间细菌悬浮液的光密度值

(OD600)。以培养时间为横坐标, OD600 为纵坐标, 

绘制细菌的生长曲线。 

1.3.5  pH 和盐度对耐 Cd2+细菌生长的影响: 利

用 1 mol/L 的 HCl 和 NaOH 溶液将 NA 培养液的

pH 分别调节为 4.0、6.0、7.2、8.0 和 9.0, 以 2%

的接种量将活化的细菌接入培养液中, 30 °C、

150 r/min 振荡培养 24 h, 用分光光度计测定不

同 pH 下细菌悬浮液的 OD600; 以相同方法接种至

NaCl 浓度分别为 1%、2%、3%、5%和 7%的 NA

培养液中, 30 °C、150 r/min 振荡培养 24 h, 用分

光光度计测定不同盐度下细菌悬浮液的 OD600。 

1.3.6  耐  Cd2+细菌对抗生素的抗性 : 分别向

NA 培养基中加入不同浓度氨苄青霉素(100、

200 mg/L)、卡那霉素(10、20 mg/L)、氯霉素(10、

20 mg/L)、链霉素(10、20 mg/L) 4 种抗生素, 斜

面活化耐 Cd2+细菌 24 h, 采用划线法接种, 30 °C

倒置培养 24 h。取在低浓度抗生素平板上生长的

菌株, 接种于 2 倍浓度的抗生素平板中, 72 h 后观

察其生长情况。 

2  结果与分析 

2.1  8 株耐 Cd2+细菌的生理生化测试 
对采自广东省大宝山矿区土壤中的细菌进行

分离筛选, 从 Cd2+浓度为 1 mmol/L 的培养基中筛

选得到 20 株抗性菌株, 逐步提高 Cd2+浓度, 发现

当中有 8 株在 2 mmol/L Cd2+培养基中依然能够正

常生长, 具有较强的耐 Cd2+能力。8 株耐 Cd2+细

菌的常规生理生化鉴定结果如表 2 所示, 它们的

生理生化特征存在明显的差异。其中, YN-6 对过

氧化氢酶、氧化酶、吲哚、葡萄糖、木糖、果糖

和乳糖反应为阳性; YN-7 对过氧化氢酶、氧化酶、

明胶液化、葡萄糖和果糖反应为阳性; YN-8 对过

氧化氢酶、氧化酶、吲哚、尿素、赖氨酸脱羧酶、

柠檬酸盐和果糖反应为阳性; YN-9 对过氧化氢

酶、氧化酶、甲基红、D-核糖、葡萄糖和木糖反

应为阳性; YN-16 对过氧化氢酶、氧化酶、吲哚、

葡萄糖和木糖反应为阳性; YN-17 对吲哚、葡萄

糖和乳糖反应为阳性; YN-18 对过氧化氢酶、尿

素、柠檬酸盐和蔗糖反应为阳性; YN-19 对氧化

酶、V-P、吲哚、蔗糖、木糖、果糖和革兰氏染

色反应为阳性。 

2.2  8 株耐 Cd2+细菌的 16S rRNA 基因测序及

系统发育分析 
8 株耐 Cd2+细菌的 16S rRNA 基因序列经

BLAST 比对结果如表 3 所示, 8 株细菌与已知发

表的模式菌株最大相似度为 99.19%−100%。其中, 

菌株 YN-6 的 16S rRNA 基因序列与已发表的模

式种 Rhizobium vignae CCBAU05176T 相似度为

100%, YN-17 与 Rhizobium tibeticum CCBAU 

85039T 相 似 度 为 99.19%, 两 者 可 能 均 为

Rhizobium 属的菌株。YN-7、YN-8、YN-9、YN-16、

YN-18 和 YN-19 分别与 Mitsuaria、Cupriavidus、

Methylobacterium、Variovorax、 Achromobacter、

Leifsonia 属内的菌株具有最大的相似度。 
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表 2  8 株耐 Cd2+细菌的生理生化测试结果 

Table 2  Results of physiological and biochemical identification of eight cadmium-tolerant bacteria 

菌株 Strains 生化指标 
Physiological and biochemical index YN-6 YN-7 YN-8 YN-9 YN-16 YN-17 YN-18 YN-19

过氧化氢酶 Catalase + + + + + −  + −  

氧化酶 Oxidase + + + + + − + + 

福格斯-普里斯考尔 Voges-proskauer − −  − − − − − + 

甲基红 Methyl red − −  − − − − − − 

吲哚 Benzpyrole + −  + − + + − + 

尿素 Urea − − + + ND ND − − 

D-核糖 D-ribose ND ND − + ND ND − − 

赖氨酸脱羧酶 Lysine decarboxylase ND ND + − ND ND − ND 

柠檬酸盐 Citrate − − + − − − + − 

明胶液化 Gelatin liquefaction − + − − − − − − 

淀粉水解 Amylolysis − − − − − − − − 

葡萄糖 Glucose + + − + + + − − 

蔗糖 Sugar − − − − − − + + 

木糖 Xylose + ND ND − + − − + 

果糖 Fructose + + + − ND ND − + 

乳糖 Lactose + − − − − + − − 

革兰氏染色 Gram stain − − − − − − − + 

菌体形态 Thallus morphology 短杆 长杆 短杆 短杆 短杆 短杆 短杆 长杆 

注: +: 阳性; −: 阴性; ND: 未检测到.  

Note: +: Positive; −: Negative; ND: Not detected.  
 

表 3  8 株耐 Cd2+细菌 16S rDNA 基因序列分析 
Table 3  Sequence analysis of 16S rRNA gene of eight cadmium-tolerant bacteria strains 

菌株(登录号) 
Strains (Accession number) 

最大相似菌株(登录号) 
Maximum similar strain (Accession number) 

相似度 
Similarity (%) 

YN-6 (JQ901424) Rhizobium vignae CCBAU05176T (GU128881) 100 

YN-7 (JQ901425) Mitsuaria chitosanitabida 3001T (AB006851)  99.23 

YN-8 (JQ901426) Cupriavidus necator N-1T (CP002878)  99.21 

YN-9 (JQ901427) Methylobacterium fujisawaense DSM 5686T (AB175634)  99.93 

YN-16 (JQ901428) Variovorax paradoxus IAM12373T (D88006)  99.58 

YN-17 (JQ901429) Rhizobium tibeticum CCBAU 85039T (EU256404)  99.19 

YN-18 (JQ901430) Achromobacter insolitus LMG 6003T (AY170847)  99.93 

YN-19 (JQ901431) Leifsonia soli TG-S248T (EU912483)  99.40 
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基于 16S rRNA 基因序列构建的 8 株菌的系

统发育树如图 1 所示, YN-6 与 Rhizobium vignae
和 Rhizobium alkalisoli 聚成一簇, 与 R. vignae 表

现出更近的亲缘关系, 自举值高达 91%。在筛选

的菌株中, YN-17 在进化树上与 YN-6 距离最近, 

YN-17 与 Rhizobium tibeticum 和 Rhizobium 

mesoamericanum 聚成一簇, 与前者表现出更近的

亲缘关系, 自举值为 64%。系统发育树的分析表

明菌株 YN-6 和 YN-17 均为 Rhizobium 属的菌株, 

但两者又不属于同一个种内, 它们在 16S rRNA
基因序列和系统发育上均具有一定的差异。菌株

YN-7 尽管在相似度上与 Mitsuaria chitosanitabida

最高, 但在系统发育树中它与 Roseateles terrae、

Roseateles depolymerans 和 Roseateles aquatilis 聚成

一簇, 自举值为 52%, 与 Mitsuaria chitosanitabida 

表现出较远的进化距离。因此, YN-7 可能是 
 

 

 
图 1  基于 16S rRNA 基因序列 Neighbor-Joining 法构建的系统发育树 

Fig. 1  Neighbor-Joining phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences of eight cadmium-tolerant bacteria 
注: 节点处数值为自举值(>50%); 括号内为 GenBank 登录号; 每一刻度为 2%的序列差异.  
Note: Numbers at nodes indicate the bootstrap values (>50%). GenBank accession numbers are given in parentheses. Bar: 2% se-
quence divergence. 
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Roseateles 属的菌株。菌株 YN-8 与 Cupriavidus 

necator 和 Cupriavidus basilensis 聚成一簇, 与前

者表现出更近的亲缘关系(自举值为 84%), YN-8

是 Cupriavidus 属 的 菌 株 。 菌 株 YN-9 与

Methylobacterium oryzae 和 Methylobacterium fu-

jisawaense 聚成一簇, 与其中的 M. oryzae 有着更

近 的 进 化 距 离 , 自 举 值 为 76%, YN-9 为

Methylobacterium 属内的菌株。菌株 YN-16 与

Variovorax paradoxus 和 Variovorax boronicumu- 

lans 聚成一簇, 与其中的 V. paradoxus 表现出更

近的亲缘关系, 自举值为 99%, 因此 YN-16 是

Variovorax 属 内 的 菌 株 。 菌 株 YN-18 与

Achromobacter insolitus 和 Achromobacter denitri- 

ficans 聚成一簇, 与其中的 A. insolitus 表现出更近

的亲缘关系, 自举值为 57%, YN-19 则与 Leifsonia 

soli 和Leifsonia lichenia聚成一簇, 与其中的L. soli

表现出更近的亲缘关系, 自举值为 64%。因此, 

YN-18 和 YN-19 分 别 是 Achromobacter 和

Leifsonia 属内的菌株。YN-16 在生理生化和系统

发育树上均与 Variovorax paradoxus IAM12373T

较 为 相 似 , 因 此 YN-16 在 种 水 平 上 应 为

Variovorax paradoxus。其他菌株与模式菌尽管在

进化树上具有较近的进化距离, 但生理生化结果

仍存在一定的差异, 只能判断到属以内。 

2.3  8 株耐 Cd2+细菌的形态观察 
利用透射电镜对 8 株耐 Cd2+细菌进行观察, 

如图 2 所示, 8 株菌在细胞形态存在一定的差异, 

其中 YN-6、YN-8、YN-9、YN-16、YN-17 和 YN-18

菌体为短杆状(YN-8 短杆状近球形), 而 YN-7 和

YN-19 为菌体长杆状。大多数菌株细胞周围存在

黏液, YN-6 与 YN-16 细胞周围有黏液及透明颗粒

物 质 , 而 YN-18 菌 体 的 表 面 有 沉 淀 状 物 质 , 

YN-7、YN-16、YN-17 和 YN-18 均有鞭毛存在, 其

他 4 株菌则未观察到鞭毛。 

2.4  8 株细菌的 Cd2+耐受性 
对土壤中所分离筛选到的耐 Cd2+细菌经过逐

步驯化, 研究其对 Cd2+的耐受能力。结果如表 4

所示, 8 株细菌对 Cd2+均有较强的耐受性, 最低抑

制浓度(MIC)均在 3 mmol/L 以上。其中 YN-8 的

Cd2+最低抑制浓度最大, 达到了 9 mmol/L, YN-18

的 Cd2+ MIC 次之, 为 6 mmol/L, 其他菌株的 MIC

分别为 4 mmol/L 和 3 mmol/L。 
 

 
图 2  8 株耐 Cd2+细菌的透射电镜照片 

Fig. 2  The transmission electron microscopy graphs of the eight bacteria strains 
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表 4  8 株细菌的 Cd2+最低抑制浓度 
Table 4  Minimum inhibitory concentration of the eight cadmium-tolerant bacteria strains 

菌株 Strains YN-6 YN-7 YN-8 YN-9 YN-16 YN-17 YN-18 YN-19 
Cd2+最低抑制浓度 
Cd2+ minimum inhibition 
concentration (mmol/L) 

3 3 9 4 4 3 6 3 

 
2.5  8 株细菌对 Cd2+的吸附性能 

供试菌株在较高浓度 Cd2+培养液中可以生

长, 可能与菌株对 Cd2+有较强的吸附性有关。不

同菌株对 Cd2+的吸附能力和吸附率如图 3 所示, 

不同的耐 Cd2+菌株对 Cd2+的吸附性能存在明显的

差别。除 YN-19 吸附能力较低外, 其他菌株均能

不同程度地吸附 Cd2+。YN-7、YN-8、YN-9 菌对

Cd2+吸附能力都较强 , 每克细胞分别可以吸附

211.99、123.68、316.7 mg 的 Cd2+; 而 YN-6、

YN-16、YN-17、YN-18 四株细菌每克菌体分别

可以吸附 56.83、44.67、61.39、99.65 mg 的 Cd2+, 

Cd2+吸附能力中等。8 株 Cd2+耐性菌对 Cd2+的吸

附率都在 67%以上 , 对 Cd2+吸附率最大的为

YN-9, 约 90%; 其次为 YN-8 和 YN-7, 对 Cd2+吸

附率分别约为 83%和 80%。 

2.6  耐 Cd2+细菌的生长曲线 
8 株耐 Cd2+的生长曲线如图 4 所示, 8 种细菌

的生长延滞期与稳定期在时间上差别较大, 其中

YN-9 的生长延滞期较长, 约为 9 h, 稳定期的光

密度值 OD600 最大; YN-8 的生长延滞期较短, 为

3 h, 较快进入稳定期, 稳定期 OD600 相对较低, 

仅高于 YN-16 和 YN-18; 其他几株细菌的延滞期

与稳定期差异不明显。8 株菌均能在 24 h 达到稳

定期, 稳定期维持时间长达 40 h 以上, 表明 8 株

菌的生长均较为旺盛。 

2.7  pH 和盐度对细菌生长的影响 
菌株对不同 pH 条件适应性的不同, 能在一

定程度上反映出菌株对环境的适应能力。不同 pH

条件下 8 株菌的生长情况如图 5A 所示, 8 种细菌

均能在 pH 为 4.0−9.0 条件下正常生长, 但在不同

pH 下其生长状况差异较大。其中 YN-7 和 YN-8

最适生长的 pH 为 4.0, 随着 pH 增大, 生长速度逐

渐降低, 在供试 pH 条件下 pH 4.0 最适合 YN-7 和

YN-8 的生长。菌株 YN-9 和 YN-16 随 pH 生长 

 
图 3  耐 Cd2+细菌对 Cd2+的吸附性能 

Fig. 3  Cadmium adsorption capacity of different cadmium-tolerant bacteria strains 



陈美标等: 大宝山矿区耐 Cd2+细菌的分离鉴定及其生物学特性 1729 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
图 4  8 株耐 Cd2+细菌的生长曲线 

Fig. 4  Growth curves of the eight cadmium-tolerant bacteria strains 
 
的变化趋势类似, 它们最适的生长 pH 为 5.5, 随

pH 增大, 生长速度减缓。菌株 YN-6、YN-17、

YN-18 和 YN-19 的最适生长 pH 为 6.0, 其他情况

下生长速度均低于 pH 6.0。这表明不同种属的菌

株对 pH 适应性存在较大的差异。YN-7 和 YN-8

适宜在酸性条件下生长。而其他菌株在中性偏酸

条件下生长情况较好。 

盐浓度与维持细胞渗透压有关, 在培养基设

计时常加入少量的钠盐, 但用量过高会影响微生

物生长, 不同类型微生物对渗透压变化的适应能

力可能有所差异。不同盐浓度对 8 株耐 Cd2+菌生

长的影响如图 5B 所示, 8 株细菌在不同盐浓度下

的生长情况较为相似。多株细菌在低钠离子浓度

下(1%和 2%)能正常生长。高浓度的钠离子明显

抑制了细菌的生长, 1%的盐浓度下各菌株均生长

较好, 除菌株 YN-18 和 YN-19 外, 其余菌株随着

盐浓度增加生长受到明显的抑制。而 YN-18 在盐

度为 3%以下时生长没有受到明显的抑制, YN-19

在盐度 2%以下生长未受到抑制。YN-8、YN-16

和 YN-17 能够在盐度 2%的条件下生长, YN-18

和 YN-19 能够在盐度 3%的条件下生长。不同耐

Cd2+菌株对盐浓度的适应性不同。 
 

 
图 5  不同 pH 和盐度对 8 株耐 Cd2+细菌生长的影响 

Fig. 5  Effect of different pH and salt concentrations on the growth of eight cadmium-tolerant bacteria strains 
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2.8  耐 Cd2+细菌的抗生素抗性 
8 株耐 Cd2+细菌对 4 种不同种类和浓度的抗

生素抗性如表 5 所示, 它们对不同类型的抗生素

抗性存在明显的差异。其中, YN-6 对 4 种不同类

型和浓度抗生素均较为敏感, 不具备抗性, 而菌

株 YN-18 则对 4 种抗生素均表现出较强的抗性; 

菌株 YN-7 和 YN-9 只对氨苄青霉素和低浓度的

卡那霉素具有抗性, 菌株 YN-17 和 YN-19 则仅对

低浓度的卡那霉素具有抗性。 菌株 YN-8 则对不

同浓度的氯霉素和链霉素具有抗性, 但对氨苄青

霉素和卡那霉素没有抗性。菌株 YN-16 对不同浓

度的氨苄青霉素、卡那霉素和链霉素均具有抗性, 

但对氯霉素没有抗性。YN-6 与 YN-17 为同一属, 

但对卡那霉素的抗性上却有所差异。由此可见, 

不同种属的菌株对不同类型的抗生素存在较大

的差异。 
 

表 5  8 株耐 Cd2+细菌对抗生素的抗性 
Table 5  Resistance of the eight cadmium-tolerant bacteria to different antibiotics 

菌株 Strains 抗生素 
Antibiotics 

(mg/L) YN-6 YN-7 YN-8 YN-9 YN-16 YN-17 YN-18 YN-19 

100 − + − − + − + − 氨苄青霉素 
Penbritin 200 − + − + + − + − 

10 − + − + + + + + 卡那霉素 
Kanamycin 20 − − − − + − + − 

10 − − + − − − + − 氯霉素 
Paraxin 20 − − + − − − + − 

10 − − + − + − + − 链霉素 
Streptomycin 20 − − + − + − + − 

 

3  结论与讨论 

重金属对土壤生态毒性效应是目前污染生态

学和生态毒理学中最活跃的研究领域之一, 而利

用微生物修复重金属污染土壤是其中的研究热

点[20]。研究表明细菌不仅可以指示污染土壤生态

系统的稳定性, 而且能够通过其生物活性对重金

属进行吸附转化, 因此在土壤重金属污染生物修

复上有巨大的应用前景[21]。受重金属污染的土壤

系统中, 可能生存着某些能适应该种污染环境, 
完成自身正常生理代谢的细菌种类。广东省大宝

山矿为 Cd2+污染严重地区, 本研究采集的土壤样

本测定结果显示, 土壤中 Cd2+等含量超出了国家

土壤环境质量二级标准 2−28 倍。在大宝山矿重

金属污染土壤中, 我们分离鉴定出 8 株耐 Cd2+细

菌, 采用形态观察、生理生化检测和 16S rDNA

序列分析等方法, 发现它们分属于 Rhizobium、

Roseateles 、 Cupriavidus 、 Methylobacterium 、

Variovorax 、 Rhizobium 、 Achromobacter 和

Leifsonia。其中 YN-16 为 Variovorax paradoxus。 

对从大宝山重金属污染土壤中分离筛选到的

8 株耐 Cd2+细菌进行透射电镜观察, 发现多数菌

体胞外分泌了较多粘性物质, 这些粘性物质可能

与重金属的吸附与螯合作用相关; 细菌在受 Cd2+

毒害时, 可能产生黏液, 促使 Cd2+在细胞表面形

成沉淀从而达到对 Cd2+的富集与解毒[22], 因此有

必要对这些分泌物质的种类和组成开展进一步

的研究。Cd2+耐受性试验结果表明, 供试菌株对

重金属 Cd2+均有较高的耐受性, 它们均可以在

3 mmol/L 的 Cd2+培养液中生长 , 其中以菌株
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YN-8 的 Cd2+ 最 低 抑 制 浓 度 为 最 高 , 达 到

9 mmol/L, 表明这些细菌对 Cd2+均具有较强的适

应性, 不同种属的菌株对 Cd2+的适应性有所差异, 

YN-8 的适应性更强。与本研究相似, Wang 等[23]

从深海口分离出一种铜绿假单胞菌, 该菌株耐

Cd 浓度超过了 5 mmol/L; 张玉秀等[24]采用梯度

浓度法分离筛选到一株耐 Cd2+细菌 ZGKD2, 其

耐 Cd2+浓度高达 8.89 mmol/L。结合本研究的结

果, 表明了微生物对重金属抗性的多样性, 同时

也暗示了微生物在重金属降解和修复中有着良

好的应用潜力。本研究通过对 8 株耐 Cd2+细菌

Cd2+吸附性能研究发现所分离的耐 Cd2+细菌对重

金属 Cd2+的吸附能力都较强, 如菌株 YN-9、

YN-7、YN-8 每克菌体分别可以吸附 316.7、

211.99、123.68 mg 的 Cd2+; 但 YN-19 对 Cd2+的

吸附能力较低 , 每克干菌体仅可以吸附 1 mg 

Cd2+。相关研究表明, 微生物对重金属的吸附分

为直接结合在细胞表面的物理吸附过程和靠细

胞代谢向细胞内转移运送的生物学过程[25]。推测

耐 Cd2+细菌 YN-19 的生长菌体对 Cd2+的作用不

同, 生长的菌体可能没有胞内运输过程, 环境中

离子的减少主要是细胞的表面积累, 因此相比其

他菌体而言没有更高的重金属离子积累量。 

通过对几株耐 Cd2+细菌的生长进行研究, 发

现它们的生长均经历了延缓期和稳定期, 只是不

同细菌的延缓期有一定的差别, 总的来说, 8 株

细 菌 的生长 比 较旺盛 , 多 数 菌体 的 稳定期 为

15−40 h。同样地, 8 株细菌的生长对 pH 和渗透压

变化的响应也存在明显的差异, 菌株对 pH 和渗

透压条件要求的不同, 能在一定程度上反映出菌

株对环境的适应能力。绝大多数的细菌在较高钠

离子浓度下停止生长, 但 YN-18、YN-19 在 3%

的浓度下仍然能正常生长, 说明其能适应较高的

渗透压环境。 

不同的抗生素作用微生物细胞的机理不同, 

可以影响细胞壁的合成、细胞膜的通透性、蛋白

质和酶的合成、核酸的复制等。氨苄青霉素能抑

制微生物细胞壁的合成, 卡那霉素、链霉素和四

环素能与 35 核糖体结合抑制蛋白质合成[26]。抗

生素抗性试验结果表明, 所分离筛选到的菌株对

4 种抗生素的抗性有较大差异, 而 YN-18 对 4 种

抗生素都表现出了抗性。许多研究认为, 微生物

对重金属和抗生素的抗性具有一定的相关性联

系, 这可能是因为细菌对抗生素和重金属的抗性

基因位置较近, 都存在于相同的细菌质粒中, 所

以可能在同一环境中抗性基因表达。此外, 微生

物对重金属的抗性机制可能归结于微生物对抗

生素抗性的增加, 但是微生物对重金属和抗生素

的抗性, 两者不呈对应关系[27]。在自然环境的土

壤中, 微生物可以通过产生抗生素来抑制其他微

生物群体的生长, 因此具有抗生素抗性的菌株更

有利于在土壤环境中生存。 

总而言之, 本研究从大宝山重金属污染地区

分离鉴定了 8 株耐 Cd2+细菌, 通过综合 8 株耐

Cd2+细菌生物学特性, 结果表明 YN-8 和 YN-9 菌

株对土壤环境有较强的适应性, 因此它们可以作

为较好的试验材料应用于生物修复 Cd2+污染土

壤的研究中, 而今后应该进一步研究这些强耐

Cd2+细菌的相关耐受性机理, 以期更好地为 Cd2+

污染土壤的微生物修复研究提供必要的基础理

论依据。 
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