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摘 要：植物 -微生物联合修复是一种颇具潜力的治理重金属污染土壤的方法，筛选合适的微生物提高

植物对重金属的吸收是该修复方法的重要内容。采集株洲市清水塘工业区株洲冶炼厂附近土壤作为研究对

象（采样深度为 0~20 cm），采用稀释培养法和CAS检测平板分离筛选产铁载体的抗镉微生物；通过对目的
菌种镉离子最低抑菌浓度的测定和显微镜及扫描电镜（SEM）对其形态的观察，实验结果表明细菌X19，X22
和真菌 Z1能分泌铁载体，且对镉产生较强的抗耐性，根据CAS变色程度初步断定其分泌铁载体的能力为 Z1>
X19>X22；菌株X19 ，X22和 Z1的镉离子最低抑菌质量浓度（MIC）分别为450, 220, 800 mg/L。
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Abstract：The Plant-Microbial Remediation is a potential method for the disposal of heavy metal polluted soils, and
the selection of appropriate microorganisms to improve the plant absorbability of heavy metal is important for the mainte-
nance method. With the soil of Zhuzhou Qingshuitang industrial zone as the study object (sampling depth is 0 to 20 cm), the
strains which can secrete siderophore and resist cadmium in the samples were screened by the dilution culture method and
the CAS method. Minimum inhibitory concentration of cadmium ion in the objective strain was determined and its morphol-
ogy was observed through the microscope and scanning electron microscope (SEM). The result showed that the strains of
X19(bacteria), X22（bacteria）and Z1（fungi）can secrete siderophore and has strong resistance to cadmium, MICs of
strains X19, X22 and Z1 to cadmium are 450mg/L,220 mg/L and 800mg/L respectively, and the ability of secreting siderophore
was Z1 > X19> X22, judged by CAS color variation.
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0 引言

随着工业的迅速发展，株洲市的工业“三废”对

环境的污染也日趋严重，具有代表性的清水塘工业

区污染达到高峰程度，成为全国环境污染严重的地

区之一[1]。在各类污染物中，重金属镉的污染较为严
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重。镉是有毒的重金属，不仅影响植物和动物生长，

并且通过食物链对人类身体健康造成危害。清水塘

地区的镉污染不仅会影响附近居民的生活，而且成

为下游湘潭、长沙 2市饮用水源安全的重大隐患，因
此，清水塘地区的镉污染治理已刻不容缓[2]。

目前植物 -微生物联合修复是环境友好、经济有

效的原位修复技术，是重金属污染治理的重要手段

之一。但是用于污染土壤修复的植物通常生长缓慢、

生长周期长且生物量低，对生物有效性低的重金属

不易吸收，极大地影响了修复效率[ 3 ]。微生物不能

直接降解重金属，并且会受到重金属的毒害作用，

但是微生物能吸附和转化某些重金属，使重金属的

生物有效性增加，促进植物对重金属的富集作用。R.
A.Abou-Shanab等[4]报道根际细菌（microbacterium
arabinogalactanolyticum）的促进土壤稳定态Ni的释
放，显著增加了超富集植物Alyssummurale根际生物
有效态Ni的浓度，Alyssummurale地上部Ni的浓度增
加 32%。产铁载体微生物对植物生长和重金属吸收
有进一步的促进作用[ 5 ]。微生物分泌的铁载体富集

的铁元素，提高了土壤难溶铁的溶解性，从而提高

铁的有效性，植物可以直接吸收利用，大大增加对

植物的有效性，促进植物的生物量增加，此外，铁

载体也能活化 Cd等重金属，所以植物 -产铁载体微
生物联合体的筛选与培育是目前联合修复技术研究

的重点[6-8]。

本实验以清水塘地区的土壤为研究对象，首先

进行土壤中耐镉微生物的筛选，再从抗镉微生物中

筛选产铁载体菌，获得可用于污染土壤生物治理的

高效耐受产铁载体菌种。对筛选出来的细菌和真菌

分别通过染色、插片法和扫描电镜观察其形态特征，

为植物微生物联合修复重金属污染土壤的研究及广

泛应用提供菌种资源。

1 材料和方法

1.1 样品采集

土壤样品采自株洲市清水塘工业区株洲冶炼厂附

近土壤（采样深度为 0~20 cm），该地区属中亚热带季
风湿润气候区，年均气温 17.5 ℃，年均降雨量 1 391.9
mm，年均风速为 2.2 m/s，常年主导风向为西北偏北
风，夏季为偏南风。

1.2 培养基及药品配制

牛肉膏蛋白胨培养基：蛋白胨的质量浓度为 10
g/L，氯化钠的质量浓度为 5 g/L，牛肉膏的质量浓度
为 5 g/L，琼脂的质量浓度为 20 g/L，pH 7.2。

含镉牛肉膏蛋白胨培养基：在已灭菌的三瓶牛肉

膏蛋白胨培养基中分别加入无菌的CdSO4
·8H2O。

检测平板配方：染液含浓度为 l mmol/L镉天青，

0.1 mmol/L FeCl3
，4 mmol/L十六烷基三甲基溴化胺

（hexadecyl trimethyl ammonium bromide, CTAB），0.1 mol/L
磷酸盐缓冲液（每100 mL含Na2HPO4

·12H2O 2.427 g，

NaH2PO4
·2H2O 0.590 5 g，KH2PO4 0.075 g，NH4C1 0.250 g，

NaCl 0.125 g，使用时10倍稀释），pH 6.8。

CAS检测平板：每100 mL含质量分数为20%蔗糖
溶液1 mL，纯牛奶10 mL，浓度为1 mmol/L CaCl2 100 uL，

1 mmol/L MgSO4 2 mL，琼脂1.8 g，在约60 ℃时缓慢
加入盐溶液和染液各 5 mL，即得检测培养基。所有
溶液均用去离子水配制[9-11]。

马铃薯葡萄糖琼脂（potato dextrose agar, PDA）
培养基：马铃薯（去皮）200 g，葡萄糖 20 g，琼脂

15~20 g，水1 000 mL，pH自然。
1.3 试验方法

1.3.1 抗镉菌株的分离及纯化

准确称取采集的土样 10 g，加入 90 mL加有玻璃
珠的无菌水中，制成土壤悬液，于 150 r/min转速下
充分振荡 10 min，待孢子分散后，静置 5 min，取上
清液，采用 10倍连续稀释法将土壤悬液稀释至 10-5，

选择 10-3, 10-4, 10-5这 3个稀释度，分别将土壤悬液涂
布在含有浓度为1.0，1.5，2.0 mmol/L CdSO4

·8H2O的
牛肉膏蛋白胨培养基上，每个稀释度做 3 个平行试
验，且以不添加CdSO4

·8H2O为空白试验，在 30 ℃
恒温培养箱中培养 1~5 d。挑选具有生长优势的单个
菌落重复划线 2~3次，同时镜检其纯度，直至获得纯
培养菌株，保存留用。

1.3.2 产铁载体菌株的筛选

将纯化后的抗镉菌种采用划线法转接到检测平

板上，在 30 ℃恒温培养箱中培养 1~7 d，每 12 h观
察一次结果，挑选发生变粉色反应的菌种进行纯化，

保存留用。

1.3.3 菌株的形态特征

取对数期的目的细菌进行革兰氏染色，在显微

镜下观察并作记录；将纯化的真菌采用划线法转接

到 PDA培养基上，在所划线的部分插入已灭菌的盖
玻片，在 28 ℃恒温培养箱中倒置培养 3~7 d。SEM
（scanning electron microscope）观察真菌的形态学特
征并作记录，分别参照《常见细菌系统鉴定手册》和

《真菌鉴定手册》进行初步鉴定[12]。

1.3.4 菌株Cd2+最低抑菌浓度的测定

菌悬液的配制：从保存 3株菌的试管斜面挑出一
环菌，分别接种到 PDA培养基斜面上，待菌株长出
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后，添加无菌水，配成菌悬浊液，准备接种。

取 1 mL菌悬液，加入 49 mL不同质量浓度的重
金属离子液体培养基中（重金属质量浓度分别为 400,
500, 600, 1 000, 1 200 mg/L），于28 ℃和150 r/min条件下
振荡培养 3 d后，涂平板计数[13-14]，重复 3次。

2 结果

2.1 产铁载体抗镉菌株的筛选

从含镉牛肉膏蛋白胨固体培养基上共选出生长

良好、菌落特征不同的菌株 19株，其中 6株细菌分
别标号为X3, X15, X16, X18, X19, X22，13株真菌分别
标号为Z1,Z2,Z4,Z5,Z6, Z8, Z9, Z10, Z13, Z14, Z20, Z21,
Z23。将以上筛选出的 19株菌种通过CAS固体检测，
其检测结果见图 1。

固体检测培养基上培养 7 d后，待测菌株都长出
了明显的单菌落，但是仅接种菌株X19, X22和 Z1的
固体检测平板发生了明显的颜色变化，X19, X22变为
粉红色，Z1菌丝由白色转变为粉红色，本实验现象
和蒙渊在铁载体阳性菌株筛选实验中的现象一致[15]。

结果说明，菌株X19, X22和 Z1可以分泌铁载体，而
菌株Z5（如图 1a所示）作为对照，在CAS固体检测
平板上没有发生变色反应，说明 Z5不能分泌铁载体。
2.2 X19, X22和Z1的初步鉴定
细菌X19, X22经革兰氏染色后，在显微镜下观

察，结果如图 2~3所示。

由图2和3可看出，X19, X22都为革兰氏阴性菌，
菌体呈直杆状，1.1~1.5 m×2.0~6.0 m，根据《常见
细菌系统鉴定手册》，初步鉴定X19, X22都为肠杆菌
科埃希氏菌属。

将纯化的真菌插片培养在 PD A 培养基上，在

28℃恒温培养箱中倒置培养 3~7 d后 Z1菌丝呈白色，

SEM观察真菌的形态特征，Z1的扫描电镜结果如图

4~5所示。

a） Z5

图1 菌株铁载体检测结果

     Fig. 1 The detection results for siderophores strains

d） X22

b） Z1

c） X19

图 2 细菌X19(10× 100)
Fig. 2 Bacterium X19(10× 100)

图 3 细菌X22(10× 100)
Fig. 3 Bacterium X22(10× 100)

图 4 Z1菌丝体
Fig. 4 The mycelium of Z1

图 5 Z1孢子丝
Fig. 5 The spore hypha of Z1
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由图 4可看出，Z1具有发达的菌丝体，整个菌
丝体是由基内菌丝、气生菌丝和繁殖菌丝组成的。由

图 5 可看出，子囊壳有发达程度不同的包被，无孔
口，子囊排列不规则，短而宽阔，子囊孢子光滑，子

囊果有大型柄，气生菌丝上产生简单的长而直立的

分生孢子梗，分生孢子梗长 4.7~8.0 m，顶端以特殊
的对称或不对称扫帚状分支，称为帚状枝，分支为多

极的分生孢子梗产生的瓶梗，在瓶梗上有串生分生

孢子，分生孢子为球形至卵形，0.6~2.5 m× 0.4~2.3
m，根据以上形态特征，参照《真菌鉴定手册》，初
步鉴定 Z1为真菌界子囊菌门散囊菌纲散囊菌目曲霉
属。

2.3 镉离子最低抑菌浓度

最低抑菌浓度(minimal inhibitory concentration,
M IC)是指在体外实验中，各种重金属能抑制菌体生

长的最低浓度，MIC值越大，重金属对菌体的毒性
越小；MIC值越大，菌体对重金属的抗性就越大[13]。

随着镉离子浓度的增大，培养基中菌落数呈下降趋

势。Cd2+浓度对菌落数的影响曲线如图 6所示。

图 6表明：随着Cd2+浓度的增大，3株菌存活的
菌落数呈下降趋势。重金属质量浓度在 100~260 mg/L
范围时，对微生物的生长繁殖影响不大；质量浓度

继续升高，当达到一个临界值时，重金属离子对菌

体产生较为严重的毒害作用，菌体的生长繁殖明显

受到抑制，菌落数急剧下降。不同菌株MIC有所不
同：X19的MIC约为450 mg/L，X22约为220 mg/L，Z1
的MIC最大，约为 800 mg/L。

3 讨论

微生物通过吸附和转化某些重金属，使重金属

的生物有效性增加，微生物吸附重金属离子的机理

十分复杂，按是否消耗能量分为活细胞吸附及死细

胞吸附两种。革兰氏阳性细菌的细胞壁中含有较多

的磷壁酸，带有较强的负电荷，能吸附阳离子[16]。微

生物通过氧化 - 还原作用或烷基取代作用等转化重

金属，使重金属从一种形态转化为另一种形态，如

嗜酸铁氧化细菌能够氧化 Fe2+、还原态的 S和金属硫
化物来获得能源，影响重金属的活动性。不同的微

生物活细胞内积累重金属离子的能力存在很大差异，

过量的重金属离子对微生物的生长也会产生毒害作

用[17]。因此，经抗镉试验中筛选出了 19种积累重金
属优势菌株。

铁载体是由生活在开放环境中的好氧和兼性好

氧微生物为适应地球地壳高氧低铁环境下生长代谢

的需要而产生的一种高铁离子鳌合剂。它能够与四

价的锕系元素形成稳定的化合物，铁载体还能影响

其它金属如铜、锌、钙和铅在土壤中的运动性[18]。微

生物分泌的铁载体能富集铁元素，提高土壤难溶铁

的溶解性，从而提高铁的有效性，增加植物的有效

性，促进植物生物量的增加[19]。

CAS平板检测法可以用于大多数细菌和真菌分
泌的铁载体检测，适合于初步筛选产铁载体的菌株，

该检测方法比较简单、方便。本研究从 19种抗镉微
生物中筛选到 2株产铁载体菌株，依据变色程度初步
断定产铁载体能力为X19>X22>Z1。对抗镉和产铁载
体筛选试验获得的X19, X22和Z1进行初步鉴定，X19,
X22都为肠杆菌科埃希氏菌属，Z1为真菌界子囊菌
门散囊菌纲散囊菌目曲霉属。

本研究分离到的菌株X19, X22和 Z1对镉有较强
的耐抗性，在MIC实验中，Z1对镉的耐抗性高达 1
000 mg/L，表明其在以镉污染为主的土壤微生物修复

中具有巨大的潜在价值，但对其作用机理和绝对抗

镉能力和目的菌种的鉴定还有待进一步研究，以期

为植物 - 微生物联合修复提供可能的高效菌种资源。
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