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摘   要：【背景】道路重金属污染问题日益严峻，寻找高效的微生物资源用于环境修复已迫在眉睫。

【目的】从乌鲁木齐市道路林带土壤中筛选抗重金属菌株，并对其重金属去除能力进行探究。【方

法】使用含 5 种重金属离子(铅、镉、锌、铜、镍)的 4 种培养基进行抗性菌株筛选，通过形态学特

征和 16S rRNA 基因序列进行鉴定，采用电感耦合等离子体发射光谱仪(inductively coupled plasma 

optical emission spectrometer, ICP-OES)检测分离株对重金属离子的去除情况。【结果】4 种分离培

养基中，TSA 是抗重金属菌株筛选的最适培养基，共筛选出 16 株抗重金属菌，其中 4 株抗 Pb 菌、

4 株抗 Cd 菌、4 株抗 Zn 菌、3 株抗 Cu 菌和 1 株抗 Ni 菌，其抗性分别高达 3 000、800、600、300

和 400 mg/L，16 株菌中以芽孢杆菌属(Bacillus)数量最多。在初始浓度为 700 mg/L Pb2+下，菌株

Pb6 的去除率高达 92.48%，菌株 Pb11、Pb3 和 Pb9 的去除率分别为 27.70%、40.37%和 58.88%；

在 200 mg/L Cd2+下，菌株 Cd4 的去除率最高，为 63.84%，其余抗 Cd 菌株去除率在 30%−40%；

在 200 mg/L Zn2+下，菌株 Zn1 和 Zn4 的去除率较高，分别为 65.34%和 60.87%，而菌株 Zn5 和 Zn6

的去除率为 15.78%和 12.60%；在 300 mg/L Cu2+下，3 株抗 Cu 菌的去除率均较低，未超过 3%；

在 200 mg/L Ni2+下，菌株 Ni2 的去除率为 4.31%。对菌株 Pb6、Cd4、Zn1 紫外照射 30 s 并连续传

代培养后得到 3 株去除率较稳定菌株，去除率分别为 91.11%、65.10%和 66.48%。【结论】获得 3 株

对重金属有较高耐受性和去除率的优势菌株，分别为 Bacillus sp. Pb6、Pseudomonas sp. Cd4 和

Bacillus sp. Zn1，这将为重金属污染土壤或水体修复和治理提供优良菌种资源。 

关键词：河滩快速路；土壤细菌；抗重金属菌株；去除能力；电感耦合等离子体发射光谱仪 
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Abstract: [Background] Heavy metal pollution of roads becomes more and more serious, and 
it is urgent to find efficient microbial resources for environmental remediation. [Objective] To 
screen heavy metal-resistant strains from the soil of road forest belt in Urumqi of China and test 
the heavy metal-removing ability. [Methods] Four media containing five heavy metal ions (Pb, 
Cd, Zn, Cu, and Ni) were used to screen the resistance strains which were then identified based 
on morphological characteristics and 16S rRNA gene. The removal of heavy metal ions by the 
strains was tested by inductively coupled plasma optical emission spectrometer (ICP-OES). 
[Results] Among the four media, TSA was the optimal one for the screening of strains. A total 
of 16 resistance strains were screened out: 4 Pb-resistant strains (tolerant concentration: 
3 000 mg/L), 4 Cd-resistant strains (tolerant concentration: 800 mg/L), 4 Zn-resistant strains 
(tolerant concentration: 600 mg/L), 3 Cu-resistant strains (tolerant concentration: 300 mg/L), 
and 1 Ni-resistant strain (tolerant concentration: 400 mg/L). Among the 16 strains, the majority 
were Bacillus. The removal rate of 700 mg/L Pb2+ by strain Pb6 stood at 92.48%, and the 
removal rates by strains Pb11, 3 and 9 hit 27.70%, 40.37%, and 58.88%, separately. The 
removal rate of 200 mg/L Cd2+ by strain Cd4 was the highest (63.84%), and the removal rates 
by other Cd-resistant strains were about 30%−40%. The removal rates of 200 mg/L Zn2+ by 
strains Zn1 and Zn4 were 65.34% and 60.87%, respectively, while those by strains Zn5 and Zn6 
registered 15.78% and 12.60%, separately. The removal rates of 300 mg/L Cu2+ by the three 
Cu-resistant strains were low (<3%). The removal rate of 200 mg/L Ni2+ by strain Ni2 was 
4.31%. The strains (except for Cu1 and Cu3) mainly removed the heavy metals by adsorption, 
supplemented by absorption. After UV irradiation of strains Pb6, Cd4, and Zn1 for 30 s and 
continuous subculture, the removal rates of the corresponding heavy metals by three stable 
strains were 91.11%, 65.10%, and 66.48%, respectively. [Conclusion] Three strains with high 
tolerance to and removal rate of heavy metals were screened out: Bacillus sp. Pb6, 
Pseudomonas sp. Cd4, Bacillus sp. Zn1, which can be used as candidate strains for the 
remediation and treatment of soil or water polluted by heavy metals. 
Keywords: Hetan expressway; soil bacteria; heavy metal-resistant strains; removal ability; 
inductively coupled plasma optical emission spectrometer 
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随着我国交通运输业的快速发展，车辆尾

气排放、机械摩擦和车体腐蚀等加速了道路土

壤重金属元素积累，造成了严重的环境污染问

题，并进一步威胁着人们的身体健康[1]。乌鲁

木齐市位于天山山脉之北，深居内陆，远离海

洋，是连接我国至中亚地区和欧洲陆路的交通

枢纽。近年来经济和城市的快速发展导致机动

车量快速增加，使得城市交通量增大，加之植

被覆盖率低、城市生活垃圾大量填埋，工业“三

废”进入土壤，造成土壤重金属含量增高，严重

危害城市生态环境质量[2-4]。据报道，乌鲁木齐

市土壤镉(Cd)、铅(Pb)、锌(Zn)、铜(Cu)和镍(Ni)

的平均含量分别是背景值的 4.5、3.6、2.3、1.9

和 1.0 倍，并且在交通密集区活性态重金属含

量很高[5]；李吉玫等[6]研究表明乌鲁木齐市区道

路林带土壤重金属质量分数普遍超过背景值，

且主要污染重金属为 Pb、Zn 等。综上可知，道

路林带土壤受重金属污染日益严重，是乌鲁木

齐市亟须解决的重大环境问题之一。 

目前，利用生物修复土壤重金属污染是最

为理想的可持续发展途径。据报道芽孢杆菌属

(Bacillus)、假单胞菌属(Pseudomonas)、节杆菌

属(Arthrobacter)、肠杆菌属(Enterobacter)和微

球菌属(Micrococcus)等细菌[7-11]，因具有很高的

重金属吸附和吸收等能力用于重金属污染场地

的修复。其中，巨大芽孢杆菌(Bacillus megaterium)

和枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)[12]用于去除 Pb

和 Cd；丁香假单胞菌(Pseudomonas syringae)[13]

用于 Cu 修复；一种固定化脱硫弧菌剂用于去除

Cr、Cu 和 Ni[14]；基于细菌及其代谢产物的纳

米材料也被用于重金属修复[15]。由此可见，微

生物的多样性为污染土壤的修复创造了机会，

筛选具有耐受性的土著菌株用于修复当地重金

属污染的研究十分必要。 

乌鲁木齐河滩快速路是贯通城市南北区的

主干道，承载着全市 47%的交通量，每天有

30 万辆各类车辆通行，是该市车流量最大的交

通路段，汽车尾气排放严重导致其林带土壤重

金属大量积累[16]。但有关河滩快速路林带土壤

重金属污染的防治和修复方面的研究鲜见报

道。因此，本试验以乌鲁木齐市河滩快速路林

带土壤为研究材料，采用 4 种培养基(TSA、

R2A、高氏一号、牛肉膏蛋白胨培养基)在 5 种

重金属(Pb、Cd、Zn、Cu、Ni)离子胁迫下进行抗

性菌株筛选及其重金属去除能力的研究，以期为

重金属污染水体或土壤修复提供菌种资源[17]，

也为生态环境的修复提供新的途径。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  样品 

于 2020 年 4 月选择乌鲁木齐市河滩快速路

重要路段进行土壤样品采集，采样点距离道路

边缘 2.0 m，剔除土壤表面覆盖的枯枝落叶、石

块及动植物残体，采用五点法采集表层 0−20 cm

土样，将各点土样等量混匀后，用四分法选取

一定量土样作为代表样品，用无菌袋装好密闭，

带回实验室，4 °C 保存，用于土壤细菌的分离。 

1.1.2  培养基 

TSA 培养基参照文献[18]配制；R2A 培养基

参照文献[19]配制；牛肉膏蛋白胨(nutrient agar, 

NA)培养基参照文献[20]配制；高氏一号(Gauze’s 

No.1 agar, GA)培养基参照文献[21]配制。 

1.1.3  主要试剂和仪器 

化 学 试 剂 均 为 国 产 分 析 纯 ； PbCl2 、

CdCl2·2H2O 、 NiCl2·6H2O 、 CuSO4·5H2O 和

ZnSO4·H2O，北京鼎国昌盛生物技术有限责任

公司，制成溶液后经 0.22 μm 无菌滤膜过滤备

用；DNA 提取试剂和 PCR 试剂，生工生物工

程(上海)股份有限公司。 

恒温培养箱，上海齐欣科学仪器有限公司；

恒温振荡培养箱，上海天呈仪器制造有限公司；
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电泳仪，北京六一生物科技有限公司；PCR 仪，

应用生物系统公司；电感耦合等离子发射光谱

仪(inductively coupled plasma optical emission 

spectrometer, ICP-OES)，南京佰壹科生物技术

有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  土壤抗重金属菌株的分离与纯化 

称取新鲜土样 10 g，加入装有 90 mL 无

菌水的锥形瓶中，摇匀后静置 3 min，取上清

用无菌水进行 10−2、10−3、10−4 系列稀释。配

制 300 mg/L Pb2+、20 mg/L Cd2+、200 mg/L Zn2+、

200 mg/L Cu2+、200 mg/L Ni2+共 5 种溶液，并

将这 5 种溶液分别添加到 4 种固体培养基中，

所以含重金属离子的培养基共形成 20 种，以未

添加重金属的 4 种培养基作为对照，共 24 种培

养基，吸取 10−2 稀释度菌悬液 100 μL 分别涂布

到上述培养基中，28 °C 恒温培养 3−7 d。观察

记录菌落数，以每克土壤的 CFU 表示。根据菌

落形态特征进行划线至获得纯培养物。 

1.2.2  分离株对重金属的耐受性 
吸取 2 μL 菌液(OD600为 1.0)分别在 TSA 固体

培养基中接入 600、900、1 500、3 000、6 000 mg/L 

Pb2+；200、400、600、800、1 000 mg/L Cd2+；

250、300、350、400、450 mg/L Cu2+；300、400、

500、600、700 mg/L Zn2+；250、300、350、400、

450 mg/L Ni2+，28 °C 恒温培养 3−5 d 观察生长

状况以表征菌株对重金属的耐受性。 

1.2.3  分离株鉴定 

将筛选获得的耐重金属菌株划线于 TSA 固

体培养基上，28 °C 培养了 3–5 d 形成单个菌落，

观察菌落大小、颜色、形状、表面及边缘情况

等，并对其进行革兰氏染色，记录菌体形态及

染色结果。将分离株接种至液体培养基，于

28 °C、120 r/min 振荡培养过夜，采用 CTAB-

冻融法 [22]提取菌液 DNA，采用通用引物 27F 

(5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′)和 1492R 

(5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)对已提取的

DNA 进行 PCR 扩增。PCR 反应体系：10×buffer 

(含 2.5 mg Mg2+) 2.5 μL，正、反向引物(10 μmol/L)

各 0.5 μL，DNA 模板 1 μL，dNTPs (5 mmol/L) 

0.5 μL，DNA 聚合酶(5 U/μL) 0.5 μL，加 ddH2O

补足 25 μL。PCR 反应条件：94 °C 5 min；94 °C 

30 s，55.5 °C 30 s，72 °C 1 min，循环 30 次；

72 °C 10 min。将 PCR 扩增产物送至生工生物工

程(上海)股份有限公司进行 16S rRNA 基因测序。 

1.2.4  分离株对重金属的去除试验 
挑取已平板活化的抗重金属分离株单菌落

于 TSA 液体培养基中，28 °C、120 r/min 培养

17 h 后，按 1%接种量接种于含 700 mg/L Pb2+、

200 mg/L Cd2+、200 mg/L Zn2+、300 mg/L Cu2+、

200 mg/L Ni2+的 TSA 液体培养基中，以未接种

的作为对照，每处理重复 3 次，28 °C、120 r/min

振荡培养 72 h 后 6 000 r/min 离心 15 min，按

文献[23]方法分别收集上清液(10 mL)、洗涤液

(10 mL)及菌体沉淀。菌体沉淀中加入 1 mL 浓

硝酸经 2 h 沸水浴至完全消解，定容至 10 mL，

此为消解液。采用 ICP-OES 分别测定上清液、

洗涤液及消解液中的重金属含量，并按公式

(1)–(3)分别计算菌株对重金属离子的去除率、

吸附率和吸收率。 

(mg /L)

(mg/L)
(%) 100

(mg/L)



 

初始离子 度

上清液离子 度
去除率

初始离子 度

浓

浓

浓
 (1) 

(mg/ L)

(mL)
(%) 100

(mg/ L)

(mL)



 


洗 液离子 度

洗 液体
吸附率

初始离子 度

初始溶液体

涤 浓

涤 积

浓

积

 (2) 

(mg/ L)

(mL)
(%) 100

(mg/ L)

(mL)



 


消解液离子 度

消解液体
吸收率

初始离子 度

初始溶液体

浓

积

浓

积

  (3) 

1.2.5  分离株的紫外照射试验 
将−20 °C 甘油管保存的菌株进行活化，吸
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取 5 mL 对数期菌液(OD600 为 1.0)于灭菌的培养

皿中，均匀混合后使用紫外灯进行紫外照射试

验，调节紫外灯功率为 30 W，使其距离菌液

30 cm，控制照射时间为 30、60、90 s。在黑暗

条件下，吸取 200 μL 紫外辐射后的菌液涂布于

含重金属离子的 TSA 固体培养基上，28 °C 恒

温培养 3 d，连续传代培养 3 次。培养完成后挑

取平板生长良好的菌落至 TSA 液体培养基中进

行活化，活化菌液按 1%接种量转接于新的液体

培养基(含重金属离子)中，28 °C、120 r/min 振

荡培养 72 h 后 6 000 r/min 离心 15 min，测定菌

株对重金属的去除情况，以未辐射菌为对照。 

1.3  数据处理与分析 
以上实验处理均重复 3 次，结果以平均值

±SD 表示，采用 SPSS 20.0 软件对数据进行显

著性分析；分离株 16S rRNA 基因通过 NCBI

中 BLAST 方法进行比对，选取相似性最高的菌

株序列作为参考序列，用 MEGA 5.0 软件的相

邻法构建系统发育树，同时将其 16S rRNA 基

因递交至 NCBI 申请 GenBank 登录号。 

2  结果与分析 

2.1  土壤不同重金属抗性分离株数量分布

情况 
对 4 种培养基之间的菌落数量进行显著性

分析，结果见表 1，4 种对照组(CK)中 R2A 培

养基菌落数最高(1.62×107 CFU/g)，与其他 3 种

有显著性差异；GA 和 NA 培养基菌次之；TSA

培养基菌落数量最低(7.67×106 CFU/g)。 

当 4 种培养基中添加重金属离子后，菌落

数量与对照相比均显著减少。添加 Cd、Zn、Cu、

Ni 离子后，TSA 培养基中菌落数量显著高于其

他 3 种培养基，而添加 Pb 离子后 GA 培养基菌

落数量(7.33×106 CFU/g)最高。另外，在含 Pb、

Zn、Cu 的 NA 培养基、含 Zn、Cu、Ni 的 GA

培养基和 R2A 上无菌落生长。因此，TSA 培养

基可作为重金属离子胁迫下抗性细菌筛选的培

养基类型。 

2.2  土壤抗重金属分离株的耐受性 
从 TSA 培养基中筛选出 16 株具有较高耐

受性的菌株(表 2)。其中，菌株 Pb6、Pb9、Pb11

对 Pb2+的抗性达 1 500 mg/L，而菌株 Pb3 对 Pb2+

耐受性最高，其抗性达 3 000 mg/L；菌株 Cd4、

Cd6 和 Cd8 对 Cd2+的抗性均为 400 mg/L，而

Cd5 的抗性高达 800 mg/L；菌株 Zn1、Zn4、Zn5

和 Zn6 对 Zn2+具有较好的耐受性，其抗性均达

600 mg/L；菌株 Cu1、Cu3 和 Cu13 对 Cu2+的抗性

达 300 mg/L；菌株 Ni2 对 Ni2+的抗性达 400 mg/L。 

2.3  土壤抗重金属菌株鉴定 
抗重金属菌株菌落大小不一，以圆形为主， 

 
表 1  土壤抗重金属细菌数量分布统计 
Table 1  Statistics of quantity distribution of the heavy metal-resistant bacteria from soil (×105 CFU/g) 
Type of medium CK Pb Cd Zn Cu Ni 

TSA 76.67±7.36Ca 38.00±13.06Bb 3.06±0.05Ac 9.60±0.91Ac 1.51±0.18Ac 5.40±1.42Ac 

GA 116.00±7.79Ba 73.33±17.15Ab 0.11±0.04Cc 0.00±0.00Bc 0.00±0.00Bc 0.00±0.00Bc 

NA 119.67±16.36Ba 0.00±0.00Bb 1.22±0.20Bb 0.00±0.00Bb 0.00±0.00Bb 0.9±0.14Bb 

R2A 162.00±9.20Aa 13.67±5.73Bb 0.11±0.01Cb 0.00±0.00Bb 0.00±0.00Bb 0.00±0.00Bb 

不同大写字母表示 4 种培养基间 CFU 差异显著(P<0.05)；不同小写字母表示未添加(CK)或添加 5 种重金属离子后同一培

养基间 CFU 差异显著(P<0.05) 

Different capital letters indicates significant differences in the number of CFUs among the 4 mediums (P<0.05); Different 

lowercase letters indicates significant differences in CFUs between the same medium without (CK) or with the addition 

of 5 heavy metal ions (P<0.05). 
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表 2  土壤分离株对重金属的耐受情况 
Table 2  Tolerance of the soil isolates against 
heavy metal 
Strains No. Tolerant concentration (mg/L) 

Pb3 3 000 

Pb6 1 500 

Pb9 1 500 

Pb11 1 500 

Cd4 400 

Cd5 800 

Cd6 400 

Cd8 400 

Zn1 600 

Zn4 600 

Zn5 600 

Zn6 600 

Cu1 300 

Cu3 300 

Cu13 300 

Ni2 400 
 

颜色以黄色和白色居多，边缘多数整齐，表面

光滑、质地湿润者主要集中在抗 Pb、Cd 菌株，

抗 Zn、Cu、Ni 菌株菌落表面大多数粗糙、质

地较干燥；除 Zn5 外菌株菌体形态均为杆状且

以短杆居多，革兰氏染色结果表明只有菌株

Cd4 和 Cd6 为阴性菌，其余均为阳性菌(表 3)。 

将分离菌株的 16S rRNA 基因(登录号见

表 4)与 GenBank 中序列进行同源性分析(表 4)，

并结合菌株系统发育树(图 1)发现分离筛选的 

16 株菌中 10 株为芽孢杆菌属，其中 4 株与短小

芽孢杆菌(Bacillus pumilus)菌株相近，相似性

为 99%−100%；其余 6 株分别与惠州芽孢杆菌

(Bacillus huizhouensis)、简单芽孢杆菌(Bacillus 

simplex)、运动芽孢杆菌(Bacillus mobilis)、蜡样

芽孢杆菌(Bacillus cereus)、枯草芽孢杆菌和阿

氏芽孢杆菌(Bacillus aryabhattai)相近，相似性

均为 99%；该属菌株为抗 Pb、Cd、Zn 和 Cu 细

菌。2 株属于假单胞菌属，分别与荧光假单胞

菌 (Pseudomonas fluorescens) 和 Pseudomonas 

seleniipraecipitans 相近，相似性均为 99%，该

属菌株为抗 Cd 细菌。其余 4 株分别属于节杆菌

属、土地芽孢杆菌属(Terribacillus)、红球菌属

(Rhodococcus)和乳杆菌属 (Lactobacillus)，与

相近菌株的相似性为 98%−99%，这 4 株分别为

2 株抗 Pb 菌、1 株抗 Zn 菌和 1 株抗 Ni 菌。 

 
表 3  土壤抗重金属菌株的形态学特征 
Table 3  Morphological characteristics of the heavy metal-resistant isolates from soil 
Strains No. Colony characteristics Bacterial shape Staining results 

Pb3 Larger, round, dark yellow, smooth and moist, neat Short rod G+ 

Pb6 Large, round, dark white, raised, smooth and moist, neat Long rod G+ 

Pb9 Small, round, white, smooth and moist, neat Short rod G+ 

Pb11 Small dots, round, translucent, smooth and moist, neat Long rod G+ 

Cd4 Small, round, yellow, raised, smooth and moist, neat Short rod G− 

Cd5 Larger, irregularly textured, white, rough and drier, wavy Short rod G+ 

Cd6 Medium, round, gray translucent, raised, smooth and wetter, neat Short rod G− 

Cd8 Medium, round textured, milky white, rough and drier, wavy Long rod G+ 

Zn1 Medium, round, gray, rough and drier, irregular Short rod G+ 

Zn4 Medium, flat, light yellow, rough and drier, wavy Short rod G+ 

Zn5 Small dots, round, yellowish, raised, smooth and moist, neat Globular G+ 

Zn6 Medium, round, off-white, rough and drier, wavy Short rod G+ 

Cu1 Small, round, off-white, raised, rough and drier, irregular Short rod G+ 

Cu3 Large, round, white, raised, rough and drier, neat Short rod G+ 

Cu13 Small, round, white, rough and drier, neat Short rod G+ 

Ni2 Smaller, round, dark brown, rough and dry, neat, firmly bonded Long rod G+ 
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表 4  土壤抗重金属菌株 16S rRNA 基因序列同源性分析 
Table 4  Sequence homology analysis of 16S rRNA gene of the heavy metal-resistant isolates from soil 
Strains No. Most similar strains (accession No.) Alignment length Similarity (%) Accession number

Pb3 Bacillus huizhouensis WJB41 (KU877639) 1 446/1 447 99 OM341399 

Pb6 Bacillus simplex EGI89 (MN704415) 1 444/1 446 99 OM341400 

Pb9 Arthrobacter scleromae KNUC9004 (JF505938) 1 409/1 433 98 OM341401 

Pb11 Terribacillus goriensis km2 (JF411250) 1 454/1 457 99 OM341618 

Cd4 Pseudomonas seleniipraecipitans PA100 (KT710798) 1 432/1 439 99 OM341620 

Cd5 Bacillus pumilus CTSP16 (EU855197) 1 476/1 483 99 OM341621 

Cd6 Pseudomonas fluorescens LBUM770 (MG461480) 1 433/1 436 99 OM341622 

Cd8 Bacillus pumilus ZLynn800-22 (KY316438) 1 464/1 464 100 OM341623 

Zn1 Bacillus mobilis YBG10 (MW405816) 1 431/1 438 99 OM421645 

Zn4 Bacillus cereus LXJ76 (MN746191) 1 444/1 446 99 OM346710 

Zn5 Rhodococcus agglutinans CFH S0262 (NR136860) 1 428/1 448 98 OM346708 

Zn6 Bacillus pumilus SR67 ( KY203657) 1 478/1 483 99 OM346704 

Cu1 Bacillus subtilis H184 (JX515570) 1 445/1 446 99 OM346693 

Cu3 Bacillus aryabhattai B8W22 (MK182805) 1 443/1 446 99 OM346694 

Cu13 Bacillus pumilus EE106-P1 (MN581175) 1 479/1 483 99 OM346695 

Ni2 Lactobacillus paracasei 8779 (MT464404) 1 471/1 474 99 OM346696 

 
从分离株的系统发育树得知，16 株分离株

大致处于 3 个进化分支，可分为 3 大类群，    

第 1 类群为厚壁菌门(Firmicutes)，包括芽孢杆

菌属、土地芽孢杆菌属和乳杆菌属，共 12 株，

占总分离株的 75%；第 2 类群为放线菌门

(Actinobacteria)，包括节杆菌属和红球菌属，共

2 株；第 3 类群为变形菌门(Proteobacteria)，仅

假单胞杆菌属，共 2 株(图 1)。由此可见，抗重

金属细菌类群覆盖细菌域的 3 个门，但种类不

是很多，主要集中在厚壁菌门中的芽孢杆菌属，

说明该属细菌在道路林带土壤抗重金属微生物

中占有一定优势。 

2.4  土壤抗重金属菌株对重金属的去除能力 
使用 ICP-OES 测定了分离株对液体培养基

中特定浓度重金属离子的去除情况。如表 5 所

示，抗 Pb、Cd、Zn 菌株对重金属有 60%以上

的去除效率，其中 Bacillus sp. Pb6 对 700 mg/L 

Pb2+的去除率高达 92.48%，与其他抗 Pb 菌株

Pb3、Pb9、Pb11 (40.37%、58.88%、27.70%)相比

有显著差异；Pseudomonas sp. Cd4 对 200 mg/L 

Cd2+的去除率为 63.84%，显著高于菌株 Cd5、

Cd6、Cd8 的去除率(40.78%、36.03%、33.28%)；

Bacillus sp. Zn1 和 Bacillus sp. Zn4 对 200 mg/L 

Zn2+的去除率分别为 65.34%和 60.87%，显著高

于菌株 Zn5 (15.78%)和 Zn6 (12.60%)。抗 Cu 和

抗 Ni 菌株的去除效果不明显，菌株 Cu1、Cu3、

Cu13 对 300 mg/L Cu2+的去除率均在 3%以下

(1.62%、2.19%、0.56%)；菌株 Ni2 对 200 mg/L 

Ni2+的去除率为 4.31%。供试菌株中，抗 Pb、

Cd、Zn 菌株(Zn5、Zn6 除外)有较高的吸附率和

吸收率，说明这些菌株对重金属具有较强的耐

受能力和去除能力。另外，从菌株对重金属的

吸附和吸收情况看，大多数菌株(Cu1、Cu3 除

外)对重金属的吸附率明显高于吸收率。 

2.5  紫外照射下抗重金属菌株对重金属的

去除能力 
对已获得的 4 株具有较高去除率的抗 Pb、

Cd、Zn 菌株进行紫外照射试验，发现在照射时

间为 30 s 时各培养基中菌落生长良好，在该时

间下菌株 Pb6、Cd4 和 Zn1 对 700 mg/L Pb2+、
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200 mg/L Cd2+ 和 200 mg/L Zn2+ 的 去 除 率

(91.11%、65.10%、66.48%)、吸附率(76.99%、

60.01%、65.48%)和吸收率 (18.62%、5.09%、

1.00%)与对照相比无显著差异(图 2A–2C)菌株

Zn4 对 200 mg/L Zn2+的去除率(15.27%)和吸附

率(15.10%)与对照相比极显著降低(图 2D)，说

明菌株 Pb6、Cd4、Zn1 在去除重金属离子方面

具有较高的稳定性。 

 

 
 

图 1  土壤抗重金属菌株的系统发育分析   使用邻接法构建的系统发育树bootstrap检验次数设置为1 000

次；分支点上的数字代表自举值(显示>70%的数值)；进化标尺表示 0.05 次核苷酸替换；括号中的序号

表示对应菌 16S rRNA 基因序列的 GenBank 登录号 

Figure 1  Phylogenetic analysis of the heavy metal-resistant isolates from soil. The phylogenetic tree was 
constructed by using the neighbor-joining method; The number of bootstrap tests was set to 1 000, and 
bootstrap values are shown in branching points (display values>70%); Bar, 0.05 nucleotide substitution; 
GenBank accession number of 16S rRNA gene sequences are given in parentheses. 
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表 5  土壤分离株对不同重金属的去除能力 
Table 5  Removal ability of different heavy metals by the isolates from soil 
Strains Removal rate  

(%) 

Adsorption rate  

(%) 

Absorptivity  

(%) 

Strains Removal rate  

(%) 

Adsorption rate  

(%) 

Absorptivity 

(%) 

Pb3 40.37±1.13Ac 40.26±1.34Ab 0.11±0.01Bb Zn1 65.34±0.63Aa 64.02±0.79Aa 1.32±0.16Ba 

Pb6 92.48±0.50Aa 65.41±9.90Ba 27.07±10.40Ca Zn4 60.87±5.17Aa 59.63±4.75Aa 1.24±0.45Ba 

Pb9 58.88±4.06Ab 56.46±3.18Aa 2.42±0.87Bb Zn5 15.78±4.76Ab 15.53±4.73Ab 0.25±0.07Bb 

Pb11 27.70±0.05Ad 27.47±4.92Ab 0.23±0.10Bb Zn6 12.60±1.67Ab 12.12±1.71Ab 0.48±0.04Bb 

Cd4 63.84±4.93Aa 58.22±5.06Aa 5.62±2.25Ba Cu1 1.62±2.06Aa 1.61±2.05Aa 0.01±0.00Aa 

Cd5 40.78±2.95Ab 36.53±1.96Aa 4.25±3.10Ba Cu3 2.19±1.56Aa 2.17±1.55Aa 0.02±0.00Aa 

Cd6 36.03±3.89Ab 34.17±3.73Aa 1.86±0.40Ba Cu13 0.56±0.05Aa 0.56±0.00Aa 0.00±0.00Ba 

Cd8 33.28±3.63Ab 31.27±4.60Ab 2.01±1.16Ca Ni2 4.31±1.43A 4.30±1.43A 0.01±0.00B 

不同大写字母表示每株菌去除率、吸附率和吸收率间差异显著(P<0.05)；不同小写字母表示相同重金属下不同菌株间去

除率(吸附率或吸收率)差异显著(P<0.05) 

Different capital letters indicate significant difference between the removal rate, adsorption rate and absorptivity of each strain 

(P<0.05); Different lowercase letters indicates significant difference in removal rate (adsorption rate or absorptivity) among 

different strains under the same heavy metal (P<0.05). 

 

 
 

图 2  紫外照射下分离株对重金属的去除能力    
Figure 2  Removal ability of heavy metals by isolates under ultraviolet irradiation. A: Strain Pb3. B: Strain 
Cd4. C: Strain Zn1. D: Strain Zn4. *: P<0.05; **: P<0.01. 
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3  讨论 
微生物修复技术中对抗重金属细菌的筛选

及去除能力研究一直是热点问题。其中使用较

多的筛选培养基是 NA、LB[24]和 R2A 培养基，

也有较少的土豆葡萄糖[25]、低磷蔗糖[26]、有氮[27]

和乳酸细菌[28]等培养基。本研究采用 4 种培养

基进行抗重金属菌株筛选，发现 R2A、NA、

GA 培养基在加入重金属离子(Cd、Zn、Cu、Ni)

后菌落数量相对较少，而以 TSA 为基础培养基

进行抗重金属菌株筛选时生长的菌落数量和种

类较多。这可能与 TSA 中胰酪蛋白胨和大豆蛋

白胨有关，这些成分有利于对营养条件较为苛

刻细菌的培养[29]，因此 TSA 培养基可作为重金

属胁迫下筛选抗性菌株的优良培养基。 

目前，对抗重金属细菌的研究中以芽孢杆

菌属数量最多，它们对多种重金属具有较高耐受

性[30-31]。本研究分离出 16 株耐受性菌以芽孢杆

菌属数量最多，且对 Pb、Cd、Zn、Cu 最高耐

受性分别达 3 000、800、600 和 300 mg/L 的菌

株主要集中在芽孢杆菌属，包括 Bacillus sp. 

Pb3、Bacillus sp. Cd5、Bacillus sp. Zn1 和

Bacillus sp. Cu1 等，高于已报道的其他菌属的

最大耐受性，如节杆菌属 [32]、克雷伯氏菌属

(Klebsiella)[33]、拉恩氏菌属(Rahnella)[34]和气单

胞菌属(Aeromonas)[35]。该属菌株也在某些荒漠

极端环境中作为优势属被大量分离到[36]，具有

耐高温、耐酸、耐盐碱等能力，其芽孢的产生

可帮助自身抵御各种环境胁迫，包括重金属胁

迫和恶劣的自然环境[37]，对其同时耐受多种重

金属方面也有相关报道[38]，所以本文筛选的具

有较高耐受性的芽孢杆菌可作为极端环境下重

金属污染修复的供试菌种资源。 

除芽孢杆菌具有较高耐受性外，假单胞菌

属菌株对重金属 Cd 抗性方面的研究报道较多，

本研究筛选出 2株较高耐受性的抗 Cd菌株分别

为 Pseudomonas sp. Cd4 和 Pseudomonas sp. Cd6，

可耐受 400 mg/L Cd2+，与林晓燕等[39]筛选出的铜

绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa) LCd1 和侯

进慧等[40]分离出的 Pseudomonas sp. XZC1 耐受

性相同。据报道假单胞菌在 Cd2+胁迫土壤中占

很大比例且耐 Cd 能力与其耐 Cd 基因有关，并

证明该基因位于质粒上[41]，因此筛选出的 2 株

假单胞菌可为重金属 Cd 污染修复和耐 Cd 机制

研究提供资源。此外，本文还发现一株乳杆菌

属菌株，对重金属 Ni 的耐受性可达 400 mg/L，

而文献报道乳杆菌属主要耐受汞(Hg)、Cd、砷

(As)等重金属[42]，因此本文获得的 Lactobacillus 

sp. Ni2 有望为重金属 Ni 修复提供新的菌种

资源。  

在重金属污染修复方面，除了对分菌株的

耐受性有较高要求外，还需探究菌株对重金属

的去除能力。本研究筛选出一株对 Pb2+有高去

除率的菌株为 Bacillus sp. Pb6，对 700 mg/L Pb2+

去除率高达 92.48%。研究报道从尾矿土壤中分

离出的 Bacillus sp. G-1 对 200 mg/L Pb2+的去除

率 达 91.32%[33] ； 固 定 化 的 地 衣 芽 孢 杆 菌

(Bacillus licheniformis)对 100 mg/L Pb2+的去除

率达 96.49%[43]。相较而言，菌株 Pb6 在高浓度

Pb2+(700 mg/L)下具有很高的去除率，这可能与

其生长速度快、表面积大和抗逆性强等特点有

关[44]。除抗 Pb 菌株外，本文获得的抗 Cd 菌株

Pseudomonas sp. Cd4 对 200 mg/L Cd2+有较高的

去除率(63.84%)。罗洁[45]分离出的类产碱假单

胞 菌 (Pseudomonas pseudoalcaligenes) 对    

100 mg/L Cd2+的去除率为 37.4%，张旭辉等[23]

分离出的 Pseudomonas aeruginosa ZXH23 对 

50 mg/L Cd2+的去除率为 33.7%。菌株 Cd4 在较

高 Cd2+浓度下具有相对较高的去除率，分泌胞

外多糖、类色氨酸等物质可能是其对 Cd2+具有
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较好去除能力的主要原因。此外，Bacillus sp. 

Zn1 和 Bacillus sp. Zn4 对 200 mg/L Zn2+的去除

率(65.34%、60.87%)相对较高。在以上研究结

果的基础上，本文进一步通过紫外照射试验筛

选出 3 株稳定性较好的菌株，分别为 Bacillus sp. 

Pb6、Pseudomonas sp. Cd4 和 Bacillus sp. Zn1，

它们在经过紫外处理并连续传代后仍可保持较

高的重金属去除率(91.11%、65.10%、66.48%)，

可以作为重金属污染土壤和水体修复的优势 

菌株。 

综上所述，本研究利用 TSA 培养基对道路

林带土壤进行重金属抗性菌株的筛选，并结合重

金属去除能力测定和紫外照射实验，获得一株对

Pb 有高去除率的稳定性菌株 Bacillus sp. Pb6，

以及 2 株对 Cd 和 Zn 有较高去除率的稳定性菌

株，分别为 Pseudomonas sp. Cd4 和 Bacillus sp. 

Zn1。这将为重金属污染土壤或水体的生物修复

与治理提供优良菌株资源。为了更好地将高效

优势微生物资源应用于环境污染治理中，本文

提出了土壤和水体污染修复思路。对重金属污

染水体修复而言，以 Pb 污染为例，利用生物强

化技术 [46]将筛选出的一株高效抗 Pb 菌株

Bacillus sp. Pb6 投加至序批式生物反应器

(sequencing batch reactor)中[47]，按照时间顺序

通过进水、曝气、沉淀、排水等步骤强化反应

器中活性污泥(含微生物群体及其代谢物)的去

除效果，进而通过污泥中微生物与重金属 Pb 的

分批次反应使 Pb2+沉淀，最后利用过滤和化学

消毒的方式去除废水中的细菌和重金属；对重

金属污染土壤而言，以 Zn 污染为例，将抗 Zn

菌株 Bacillus sp. Zn1 与其能够形成联合关系且

能富集 Zn 的绿化植物，如山楂、大叶白蜡和丁

香等[21]，构建联合修复体系，通过菌株对植物

的抗逆促生和解毒作用，促使植物生长及其对

重金属的富集，再进一步通过移除植物而达到

重金属去除目的。与物理化学法修复相比，利

用微生物技术修复重金属污染水体或土壤具有

运行成本低、处理效果好、无二次污染等优点，

但也存在如去除时间长、去除效率受环境影响较

大等不足[48]，针对这些问题，采用生物法与其

他方法联合处理将是今后的发展方向。 
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