
 
湖南农业大学学报(自然科学版)  2014年 4月 第 40卷 第 2期 
Journal of Hunan Agricultural University (Natural Sciences), Apr. 2014, 40(2):207–210 

DOI:10.13331/j.cnki.jhau.2014.02.020 
投稿网址：http://www.hunau.net/qks 

1 株高耐镉菌株的分离与鉴定及 16S rDNA 序列分析 
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摘 要：采用梯度浓度驯化方法，从重金属镉污染土壤中分离、纯化 1株具有较强镉抗性的菌株(编号为 6–5)。
经形态观察和生理生化分析、16S rDNA 序列同源性比较以及系统发育分析，鉴定该菌株为贪铜菌属细菌，能耐
受镉离子的最高浓度为 20 mmol/L，在 0.54 mmol/L镉离子 LB培养基中，该菌株对镉离子的吸附量达 72.18%。
最低抑制浓度试验结果表明，该菌株对铅、铜、铬、锰、锌也表现出了一定的抗性。 
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Isolation, identification and 16S rDNA sequences analysis of 
a high Cd-resistance bacterial strain 
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Abstract: A high Cd-resistance strain (No.6–5) was screened from cadmium contaminated soil by acclimation of 
concentration gradient approach. The strain was identified as Cupriavidus from morphological examination, 
physiological and biochemical characteristics as well as 16S rDNA sequence and phylogenetic analysis. The strain could 
endure 20 mmol/L maximum concentration of cadmium (Cd2+), and the maximum adsorption capacity could reach to 
72.18% in LB medium with 0.54 mmol/L Cd2+. The strain was also proved to have the ability to resist Pb2+, Cu2+, Cr2+, 
Mn2+, Zn2+ through experiment of minimum inhibitory concentration (MIC). 
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随着工业化进程的推进，重金属对环境的污染

及其对人类健康的危害已成为影响社会发展的重大

问题之一。采矿、冶炼、电镀等重工业发展导致镉、

铅、汞等重金属大量进入农田土壤[1–2]。镉在土壤中

的活性较强，容易被作物吸收，是目前危害农田最

严重的重金属，长期摄入会导致骨软化症，甚至引

起肺、前列腺和睾丸等的恶性肿瘤[3–5]。近年来，利

用微生物修复重金属污染已成为研究热点，其研究

原理是将镉吸附性微生物添加到污染土壤中，利用

这些微生物对重金属的胞外络合、胞内积累、沉淀

和氧化还原反应等作用，降低土壤中重金属的生物

可利用率，进而降低农作物和农产品中镉的含量[6]。

笔者对长期镉污染土壤进行分离、纯化，获得 1株
对镉离子耐性高的细菌，并通过形态观察、生理生

化分析、16S rDNA 序列同源性比较以及系统发育
分析，研究该菌株对镉和其他重金属的抗性，旨在

为该菌株的实际应用提供参考。 

1 材料与方法 

1.1 材 料 

于湖南省某化工厂厂区内用常规方法采集样品 6
份(表 1)，用无菌纸袋带回实验室分离和筛选。 
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表 1 供试样品 
Table 1 Outline of samples collection  

样品编号 样  品 
1 化工厂排污口附近黄土 
2 化工厂厂区内的黑色渣土 
3 化工厂内工作池 1周边的污泥 
4 化工厂内工作池 2周边的污泥 
5 化工厂内工作池 1中的污水 
6 化工厂内工作池 2中的污水 

 

1.2 仪器与试剂 

主要仪器：原子吸收光谱仪(AA–670型，日本
岛津制作所生产)；紫外分光光度计(751GW，惠普
上海分析仪器有限公司生产)；pH计(8904型，江苏
江环分析仪器有限公司生产)。 

主要试剂 CdCl2、Pb(NO3)2、ZnSO4、CoCl2、

CuSO4、AgNO3等均为分析纯，购自上海生工生物

工程技术服务有限公司。 
LB培养基中含胰蛋白胨 10 g/L，酵母提取物 5 

g/L，氯化钠 10 g/L。用 5 mol/L的氢氧化钠溶液调
培养基 pH至 7.0。LB固体培养基另加 2%的琼脂粉，
于 121 ℃高压灭菌 25 min。 

1.3 方 法 

1.3.1 梯度稀释法分离菌株 

称取土壤 5 g或水样 5 mL，放入装有 45 mL无
菌水的三角瓶中，磁力搅拌 10 min，即为 10–1的土

壤悬液。另取装有 4.5 mL无菌水的试管 5支，用记
号笔编 10–2，10–3，10–4，10–5，10–6。取已稀释成

10–1的土壤悬液或水样悬液，振荡后静置 0.5 min，
用无菌吸管吸取 0.5 mL土壤悬液或水样悬液，加入
到 10–2的无菌水试管中，充分振荡使之混匀，即成

10–2土壤稀释液或水样悬液。同法，分别获得 10–4、

10–5、10–6土壤稀释液或水样悬液。 
用无菌操作法分别吸取 10–4、10–5、10–6土壤稀

释液或水样稀释液 0.1 mL，加在已制备的含有重金
属镉的 LB 固体培养基上。用涂布棒将稀释液反复
涂布，充分混匀，铺平后于培养箱中倒置培养。待

长出菌落后挑取细菌单菌落，划线，纯培养。镜检，

转至斜面 4 ℃保存。在筛选过程中，将同一样品分
别涂布于常规LB平板和含有 2 mmol/L CdCl2的LB
平板，过夜培养后对菌落进行计数，计算样品中能

够耐受 2 mmol/L CdCl2细菌的比率。 

1.3.2 梯度浓度驯化筛选菌株 

在固体培养基中加入一定量的氯化镉标准液，

分别配制成 Cd2+含量 2、4、6、8、10 mmol/L的 LB

固体培养基，将各梯度土壤稀释液或水样稀释液分

别涂布到不同浓度平板上，培养 3～5 d后，挑选出
长势较好的菌株，接种到 Cd2+含量比筛选平板大 2 
mmol/L的培养基中再次培养、筛选，观察其生长情
况。以相同的方法逐步淘汰抗镉能力差的菌株，并

记录不同细菌的最高耐受浓度，筛选出耐受力最高

的菌株。 

1.3.3 菌株吸附镉离子的性能测定 

配制镉离子浓度 0.54 mmol/L的 LB液体培养
基，并接种菌株(对照不接种菌)，摇床培养 24 h。
高速离心去除菌体，收集上清液，利用石墨炉原子

吸收仪测定样品的镉含量。每份样品设 3个重复，
结果取其平均值。 

1.3.4 菌株形态的观察 

在 LB 培养基上观察菌落形态，在光学显微镜
下观察菌体形态。 

1.3.5 菌株的生理生化试验 

氯化钠生长试验、V–P试验、甲基红试验、吲
哚试验、淀粉水解试验、糖醇类的氧化发酵试验(包
括葡萄糖、木糖、蔗糖、麦芽糖、甘露醇等)、硫化
氢试验、明胶液化试验、柠檬酸盐利用试验、吐温

80试验、七叶灵水解试验、卵磷脂酶试验、苯丙氨
酸脱氨酶试验、精氨酸脱羧基酶试验、赖氨酸脱羧

基酶试验的具体方法均参照《伯杰氏细菌鉴定手

册》(第 9版)和文献[7]。 

1.3.6 菌株 16S rDNA 的 PCR 扩增和序列测定 

取生长至对数期的菌液，离心收集菌体，利用

试剂盒抽提基因组 DNA。依照细菌 16S rDNA中的
最保守区设计并合成引物。引物 (方向均为 5'–3') [8] 
序列如下。 

27–F，GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG； 
1492–R，AAGGAGGTGATCCARCCGCA。  
PCR 扩增反应参照文献[9]，并对其加以改进

(PCR反应缓冲液改用 2×GC缓冲液)。PCR 产物的
纯化和测序由上海生工生物工程技术服务有限公

司完成。 

1.4 序列比对及系统发育分析 

通过 Blast 程序，将待测定的序列与 GenBank 
数据中已有的 16S rDNA 序列进行相似性分析[10]，

利用 DNAstar 构建系统进化树。于重金属抗性菌株
中选取一些亲缘关系相近的代表菌株构建系统发

育树。 
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1.5 重金属最小抑制浓度的测定 

挑取菌株的单菌落于新鲜 LB 液体培养基中进
行活化培养，并按 1%的接种量接种至 LB液体培养
基中(根据所测定的重金属样品数以及设置的浓度
梯度数来决定培养多少瓶菌液)，30 ℃继续振荡培
养，待 A600 nm达 0.2左右，在其中分别加入相应浓
度的 9 种重金属(Mn2+、Cd2+、Zn2+、Co2+、Pb2+、

Cr2+、Cu2+、Hg2+、Ag+)，约 24 h后取出，用比色
法[11]测定各重金属菌液的 A600 nm。 

2 结果与分析 

2.1 供试土样的镉含量 

经测定，1、2、3、4 号土样的镉含量分别为
(63±1)、(129±1)、(1 608±2)、(219±1) mg/kg，5、6
号水样的镉含量分别为(6.00±0.2)、(24.36±0.5) mg/L。

比照国家标准(土壤一级镉含量< 0.20 mg/kg)，厂区
外排污口附近黄土和厂区内黑色渣土的镉含量都

严重超标，分别超标 315倍和 645倍；厂区内工作
池 1和工作池 2土样超标更严重，分别超标 8 040
倍和 1 095倍。比照饮用水镉含量国家标准(饮用水
镉含量<0.01 mg/L)，厂区内工作池 1和工作池 2中污
水的镉含量也严重超标，分别超标 600倍和 2 436倍。 

2.2 镉抗性细菌的梯度分离和驯化结果 

利用梯度稀释分离筛选法，从 6种镉污染样品
中筛选到一批镉抗性细菌，其中 3号土壤样品中筛
选到的抗镉细菌占细菌总数的 13.38%(表 2)。通过
浓度梯度驯化，最终得到 1 株镉高抗性菌株(下称
“细菌 6–5”)，其最高耐镉浓度达 20 mmol /L。 

表 2 镉抗性细菌初步梯度筛选结果 
Table 2 Preliminary statistical results of cadmium resistance bacteria by gradient screen  
常规 LB平板菌落数/个 含 2 mmol/L CdCl2的 LB平板菌落数/个 样品 

编号 10–5 10–6 10–7 10–4 10–5 10–6 
抗镉细菌占细菌 
总数的比率/% 

1 △ 31 1 △ 10 0 3.23 
2  29  2 0 165  2 0 6.90 
3 157 24 1 214  6 0 13.38 
4  34  6 2  33  3 0 8.82 
5  98  0 0  27  3 0 3.06 
6  17  1 1   3  0 0 1.76 
“△”指 LB平板生长菌落太多，连成一片，无法计数。  

2.3 细菌 6–5 吸附镉离子的性能 

测定结果表明，经细菌 6–5吸附后，培养基上
清中镉含量为 41.85 ng/mL；对照培养基上清中镉含
量为 150 ng/mL，因此，该菌株具有较好的镉离子
吸附去除能力，吸附去除率达 72.18%。 

2.4 细菌 6–5 的革兰氏染色、形态观察及生理生

化试验结果 

细菌 6–5菌体细胞为杆状，无荚膜，无鞭毛，
通常单个出现，在 LB 固定平板上的菌落为圆形，
边缘齐整，表面光滑。革兰氏染色阴性。 

生理、生化试验结果：氯化钠生长试验浓度为

2%；V–P试验、甲基红试验、吲哚试验、淀粉水解
试验、葡糖糖发酵试验、麦芽糖发酵试验、蔗糖发

酵试验、甘露醇发酵试验、硫化氢试验、明胶液化

试验、吐温 80 试验、七叶灵水解试验、卵磷脂酶
试验、苯丙氨酸脱氨酶试验、精氨酸脱羧基酶试验

和赖氨酸脱羧基酶试验的结果均为阴性。木糖发酵

产酸试验和柠檬酸盐试验的结果均为阳性。 

2.5 细菌 6–5 的 16S rDNA 序列分析 

细菌 6–5的 16S rDNA序列扩增长度为 1 435 

bp(图 1)。将经测序得到的序列进行 Blast序列分析
和同源性比较，其与其他重金属抗性菌株

Cupriavidus metallidurans strain CH34，Cupriavidus 
necator strain DSM 2839 和 Cupriavidus taiwanensis 
LMG 19424 的 16S rDNA序列具有 98%～99%的同
源性。 

 
a               b 

a、b图中“M”均为 1 kb ladder，a图中“1”为细菌 6–5
的基因组 DNA；b图中“1”细菌 6–5的 16S rDNA扩增产物。 

图 1 细菌 6–5 的 16S rDNA 扩增结果 
Fig.1 Results from cadmium resistance bacteria (No.6–5) PCR 

amplification of 16S rDNA   

 M      1        1     M   
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2.6 细菌 6–5 的系统发育分析 

计算细菌 6–5的 16S rDNA序列和与它同源性
最高的 12株细菌的 16S rDNA全序列遗传距离，并
根据遗传距离得到系统发育树(图 2)。由图 2可见，
细菌 6–5 与 Cupriavidus 菌属的几株细菌具有较近
的同源性。综合前述的形态学和生理生化试验鉴定

结果，可以判定试验分离到的菌株为贪铜菌。 

 
图 2 细菌 6–5 的 16S rDNA 序列系统发育树 

Fig. 2 Phylogenetic tree based on the 16S rDNAsequence of strain 6–5  

2.7 细菌 6–5 的毒性测定结果 

9种重金属对细菌 6–5的毒性结果(图 3)表明，
该菌株对汞和银非常敏感，其浓度为 0.125 mmol/L
时该菌株的生长基本受到抑制；该菌株对其他重金

属也都表现出不同程度的抗性，因此，该菌株具有

较高的抗多种重金属的性能。 
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图 3 细菌 6–5 对 9 种重金属的最低抑菌浓度   
Fig.3 Minimum inhibitory concentration of Cupriavidus 6–5 

on 9 kinds of heavy metals  

3 结论与讨论  

本试验样品中镉离子的含量较高，且具有长期

性，所以从本试验样品中分离抗镉菌株是可行的。

6 个样品中，从镉含量最高的 3 号土样中筛选出的
抗镉细菌比率最高，所以，抗镉细菌对恶性环境具

有较强的适应能力；随着镉浓度的增大，其余土样

或水样中微生物的数量减少，种类逐渐趋于单一，

表明镉对微生物的毒性随着镉浓度的增大而增大，

也证明了梯度平板法[12]能有效分离抗镉细菌。抗性

菌株对极端重金属污染环境的适应性是逐渐提高

的。本研究中从 2 mmol/L 镉离子浓度开始筛选，
通过逐步提高镉离子浓度(提高幅度为 1 mmol/L或
2 mmol/L)来提高菌株对恶性环境的适应能力，成功
将细菌 6–5驯化至抗性浓度 20 mmol/L。细菌 6–5
活菌体在液体培养下对培养基中镉的富集和去除

能力达 72.18%，而且对不同重金属离子的耐性各不
相同，对 Mn2+、Cd2+、Zn2+、Co2+、Pb2+、Cr6+、

Cu2+、Hg2+、Ag+的耐性依次减小，对铜、汞和银的

耐性最差。这可能是因为该菌株表面的某些活性基

团(吸附位点)具有选择性，对锰离子的亲和性最好，
对镉离子的亲和性其次，对于单价阳离子没有选择

性，直接产生毒害作用；也可能是因为该菌株的菌

体表面存在阳离子转运系统，通过培养基重金属离

子的调节作用，重金属离子可以通过菌体表面的转

运蛋白进入细胞内进行螯合(不同重金属离子的耐
性可能与细胞膜表面转运蛋白的种类和数量有关)。 
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