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摘要:【目的】揭示个旧锡矿区尾矿库和矿坑土壤中可培养细菌的多样性;发掘一批锡矿区土壤细菌菌株并
对其 Pb2 +、Cd2 +耐受性进行评价。【方法】采用纯培养法和基于 16S rRNA 基因序列的系统发育分析对样品
中可培养细菌多样性进行研究，平板法评价代表菌株对 Pb2 +、Cd2 +的耐受性。【结果】使用 2 种培养基从尾
矿库和矿坑土壤中分离到 214 株细菌，对其中 107 株代表菌株的 16S rRNA 基因序列系统发育分析结果显
示，菌株分属细菌域的 5 个门、12 个目、25 个科、42 个属;其中变形菌门(Proteobacteria)是优势类群，占总菌
株数的 69. 2% ;假单胞菌属(Pseudomonas)菌株是优势物种，占 24. 8% ;2 株菌代表了 2 个潜在新类群。对
105 株代表性菌株的重金属耐受性研究表明，耐受浓度 1000 mg /LPb2 + 或 Cd2 + 的菌株分别占 73. 3% 和
8. 6%，菌株对 Pb2 +的耐受性明显好于 Cd2 + ;分离自锡尾矿库的菌株耐受不同浓度 Pb2 +和 Cd2 +菌株比例明
显高于矿坑来源的菌株;分离自锡尾矿区的 2 株菌(DT47-2A 和 DT50-1)对 1000 mg /L 浓度 Pb2 +和 Cd2 +均
具耐受性。【结论】个旧锡矿区土壤可培养细菌具有丰富的多样性，而且蕴含着不少潜在新类群;该环境中
含有大量 Pb2 +、Cd2 +耐受菌株，并对 Pb2 +、Cd2 +具有较强的抗性或适应性。
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重金属因具有不能被生物分解，可通过食物链
富集，且可转化为毒性更强的金属有机化合物而倍
受人们的关注。土壤重金属污染造成土壤环境质量
日趋下降，成为当前环境污染治理中的热点问题。
而由于重金属污染的特殊性，土壤重金属污染的治
理也有着特殊的困难。植物修复和微生物修复是新
兴的高效修复技术，具有良好的社会和生态效益，并
且易被公众接受，因而具有广阔的应用前景，也逐渐
成为国内外在土壤修复方面研究的重点［1］。因此，

了解重金属污染土壤中的微生物多样性，并寻找具
有高效重金属污染修复能力的菌株，具有重要的理
论意义和应用价值。

金属矿区土壤是一类特殊的土壤，金属矿山开
发的采、选、冶都会向环境中排放重金属元素［2 － 4］，
矿区周边的生态环境特别是土壤中重金属的污染已
成为严重的环境污染问题［5］。云南个旧是世界闻
名的“锡都”，锡储量和 20 世纪后 50 年代以来的锡
产量均居世界前列［6］。作为我国重要的锡工业基
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地，当地发达的矿业活动为我国特别是云南省经济
社会发展作出了重大贡献，但同时也使矿区背负了
沉重的环境污染的包袱。砂锡矿中多共生和伴生
铅、铜、砷等多种元素，由于选矿回收有限，大量重金
属进入尾矿中，造成尾矿库周围土壤和地下水的重
金属污染［7］。目前，国内外对铅锌矿尾矿场环境微
生物的研究较多［8 － 10］，但对锡尾矿中微生物的种类
及其功能的研究还很少［11 － 13］。目前，对其它重金属
污染区微生物的研究发现，微生物可以通过对重金
属进行吸附、溶解、转化等过程来降低重金属的毒性
和浓度［14］。个旧地区现有不同规模尾矿库 30 余
座，大屯尾矿库是目前正在使用的尾矿库之一，使用
时间超过 50 年［7，11］。本文采集大屯锡尾矿库和附
近松矿矿坑土壤，使用 2 种培养基分离其中的细菌
并对部分代表性菌株的 Pb2 +、Cd2 + 耐受性进行评
价。结果显示，个旧锡矿区存在丰富而多样的可培
养细菌和潜在新物种( potential novel species)，大部
分菌株对重金属具有良好的耐受性。本研究获得了
一批可用于治理土壤污染的微生物菌种资源，并为
进一步开展用于环境修复的微生物-植物人工群落
的构建、重金属吸附特征和抗性基因的研究与发掘
奠定了基础。

1 材料和方法

1. 1 样品采集
2009 年 12 月 17 日分别采集位于云南省个旧

市大屯尾矿库和松矿矿坑的土壤样品。松矿在采样
时仍在开采，样品为矿坑中新鲜挖掘出的矿石，呈灰
白色至粉红色，粉末状土壤中夹杂大量石块。大屯
尾矿场中少有植被，样品为距地表 5 － 10 cm 的土
壤，呈浅红色。所有样品用灭菌小铲收集于无菌采
样袋中，常温下带回实验室，次日进行微生物的分
离。
1. 2 材料
1. 2. 1 培养基:(1)R2A 培养基:酵母膏、蛋白胨、可
溶性淀粉、酸水解酪素和葡萄糖各 0. 5g /L，K2HPO4

0. 3 g /L，MgSO4 0. 024 g /L，丙酮酸钠 0. 3 g /L。(2)
改良 LB(M-LB):胰蛋白胨 1 g /L，酵母膏 0. 5 g /L，
NaCl 0. 5 g /L，丙酮酸钠 2 g /L。
1. 2. 2 主要试剂和仪器:PCR 仪为 Bio-Rad 公司产
品; Taq DNA 聚合酶等扩增所用试剂为宝生物工程

(大连)有限公司产品。Pb(NO3 ) 2 和 CdSO4 为国产
分析纯。
1. 3 菌株分离

以 R2A 和 M-LB 为分离培养基，在各培养基中
加入制霉菌素至 16 mg /L。称取土样各 10 g 置于盛
有 90 mL 无菌 0. 85% (W /V) NaCl 溶液和玻璃珠的
250 mL 三角瓶中，在摇床上 120 r /min 室温振荡 2
h，制得土样悬液，然后用 0. 85% (W /V)无菌盐水
进行 10 倍梯度稀释。取 0. 2 mL 10 － 7 － 10 － 9稀释度
的土壤悬液涂布平板，于 28℃培养。7 － 30 d 后挑
取单菌落用相应的培养基进行四分体划线纯化。所
得纯培养物制成冻干牛奶管，同时接种于相应的斜
面培养基，4℃保存备用。
1. 4 菌株的重金属耐受性评价

将菌株点接到 Pb2 + 或者 Cd2 + 终浓度为 100
mg /L、500 mg /L、1000 mg /L 和 2000 mg /L 的相应培
养基上，观察它们生长与否及生长程度，实验重复 3
次。
1. 5 基于 16S rRNA 基因序列的系统发育分析

参照文献［15］的方法提取菌株基因组 DNA 并
扩增其 16S rRNA 基因片段。扩增产物送上海生工
生物工程有限公司测序。使用 EzBioCloud ( http: / /
eztaxon-e． ezbiocloud． net)在线比对序列，确定各菌
株近 缘 种 及 相 似 性。结 合 RDP Classifier ( The
Ribosomal Database Project，http: / / rdp． cme． msu．
edu /)和 LPSN ( http: / /www． bacterio． cict． fr /)在线
分析各菌株的属及以上分类单位。从 GenBank 中
调取与分离菌株最相似的菌株序列构建系统发育
树。测序所得序列及其相似序列通过 Clustal X 2. 0
程序进行多重比对，用 Mega4. 0 软件以 Kimura two-
parameter model 为参数，采 用邻 接法 ( Neighbor-
joining)自举 1000 次构建系统进化树［16］。

2 结果和分析

2. 1 菌株的分离
使用 R2A，M-LB 培养基对采自大屯锡尾矿库

(DT)和松矿矿坑 ( SQ)土样中的微生物进行分离。
根据菌落形态、大小和颜色等特征最终从不同土样
中共挑取菌株 214 株，其中松矿 129 株，大屯 85 株。
M-LB 培养基是 1 /10 LB 中加入 0. 2% 丙酮酸钠配
制而成，M-LB 分离平板上生长的菌落数明显多于
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R2A，菌落特征也显多样，最终从 M-LB 平板上共挑
取菌株 157 株，R2A 挑取 57 株。
2. 2 分离菌株的 16S rRNA 基因多样性

对挑取的菌株进行多次平板划线纯化，根据纯
菌株菌落形态和菌株在 R2A、M-LB 培养基上的生
长状况选取其中 107 株代表性菌株进行 16S rRNA
基因序列测序分析(大屯 35 株，松矿 72 株，已尽可
能去除冗余菌株)。GenBank 登录号为 KC686386-
KC686399，KC920925-KC921017。16S rRNA 基因同
源性分析表明，107 个菌株属于细菌域的 5 个门、12
个目、25 个科、42 个属。各门和目所占比例见图 1。
假单胞菌属(Pseudomonas)菌株是最优势物种，该属
菌株占所有菌株的 24. 8%。

图 1． 个旧锡矿区土壤可培养细菌群落组成
Figure 1． Culturable bacterial community composition of soils

collected from Gejiu tin mining area． A: Phylum-level phylogenetic

diversity． The following abbreviations are used: Proteo:

Proteobacteria; Actino:Actinobacteria; Firmic:Firmicutes; Bacter:

Bacteroidetes; Dei-Ther: Deinococcus-Thermus． B: Order-level

phylogenetic diversity ( 12 orders ) : 1． Pseudomonadales; 2．

Burkholderiales; 3． Actinomycetales; 4． Caulobacterales; 5．

Bacillales; 6． Flavobacteriales; 7． Sphingomonadales; 8．

Enterobacteriales; 9． Deinococcales; 10． Xanthomonadales; 11．

Rhizobiales; 12． Chromatiales．

值得注意的是，测序的 107 株菌中，有 2 株菌
［DT52 (KC686386)和 SQ48-1 (KC686395)］的 16S
rRNA 基因序列相似性与正式发表的模式菌株的相
似性均低于 97%，表明这 2 个菌株为潜在新类群，
说明个旧锡矿区蕴藏着较丰富的新类群，值得我们
进行进一步的探索(图 2)。

2. 3 菌株的重金属耐受性
根据菌株的生长速率和菌落形态选出 105 个代

表性菌株进行重金属耐受试验。结果表明，68. 6%
的菌株至少能够耐受 100 mg /L 的 Cd2 +，31. 4% 的
菌株至少能够耐受 500 mg /L 的 Cd2 +，8. 6%的菌株
至少能够耐受 1000 mg /L 的 Cd2 +。这些菌株能够
耐受 100 mg /L、500 mg /L 和 1000 mg /L 浓度 Pb2 +

的菌株分别占 84. 8%，81. 9%和 73. 3%，对 Pb2 + 的
耐受性明显好于 Cd2 +。当 Pb2 + 或者 Cd2 + 浓度为
2000 mg /L 时，所有的筛选菌株都无法生长。其中，
菌株 DT47-2A(KC686388)和 DT50-1(KC686389)能
同时耐受 1000 mg /L 的 Pb2 +和 Cd2 +。这 2 个菌株
与 Brevundimonas diminuta 的相似性分别为 99% 和
98%。 菌 株 DT45 ( KC686390 ) 虽 然 也 与
Brevundimonas diminuta 具有较高的相似性 (99% )
(图 2)，但不能耐受 1000 mg /L 的 Cd2 +，说明重金
属耐受性具有菌株特异性。另外，有 10 个菌株(占
被筛选菌株的 9. 5% )对 Pb2 + 或者 Cd2 + 都较敏感，
不能耐受 100 mg /LPb2 +或者 Cd2 +。这 10 个菌株均
分离自松矿矿坑，表明菌株对重金属的耐受性与其
生活的小生境具有密切关联。
2. 4 锡尾矿库和矿坑中细菌多样性和重金属耐受
性比较

107 株测序的菌株中，35 株分离自锡尾矿库，72
株分离自矿坑。RDP 分析显示，来自锡尾矿库的菌
株分属 细 菌域 的 4 个门: Proteobacteria ( 26 株，
74. 3% ;Alpha-、Beta-、Gamma-proteobacteria 分别为
10、2、11 株)，Firmicutes，Bacteroidetes，Actinobacteria
分别为 3 株 (8. 6% )。来自矿坑的菌株分属 5 个
门: Proteobacteria ( 48 株，66. 7% ; Alpha-、Beta-、
Gamma- proteobacteria 分 别 为 5、14、29 株 )，
Actinobacteria ( 14 株，19. 4% )，Firmicutes ( 4 株，
5. 6% )，Bacteroidetes ( 3 株，4. 2% )，Deinococcus-
Thermus(3 株，4. 2% )。Actinobacteria 所占比例明
显高于 锡尾矿 库，且 含有 锡尾矿 库 中 没 有 的
Deinococcus-Thermus。显示两种环境中微生物群落
具有较大差别。

同时，我们发现 2 种样品中均有其特有的细菌
属。锡尾矿特有属: Stenotrophomonas，Micrococcus，
Agrococcus， Rheinheimera， Hydrogenophag，
Tessaracoccus，Arenimonas，Yonghaparkia。矿坑特有
属: Arthrobacter， Sphingopyxis， Novosphingobiu，
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图 2．邻接法构建的个旧锡矿区可培养细菌 16S rRNA 序列系统发育树
Figure 2． Phylogenetic neighbour-joining tree based on 16S rRNA gene sequences of culturable bacteria from Gejiu tin mining area． Numbers in the

parentheses indicate the GenBank accession numbers; Numbers at branch points are percentage bootstrap ( values based on 1000 replicates) ． Numbers

in the square brackets indicate the percentage of the phylum or class． Bar 0. 05 corresponds to 5% levels of the sequence divergence．
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图 3．锡尾矿库和矿坑分离到的菌株群落组成
Figure 3． Culturable bacterial community composition of soils collected from tin mine tailings area ( black) and tunnel adit ( gray) ．

Comamonas， Raoultella， Achromobacter， Kluyvera，
Deinococcus，Variovorax，Serratia，Rhodococcus。

用于重金属抗性筛选的 105 个菌株中 33 株来
自锡尾矿库，72 株来自锡矿矿坑，筛选发现来自锡
尾矿库的菌株对重金属的耐受性明显好于来自矿坑
的菌株，这表现在能耐受不同浓度重金属的菌株比
例高于矿坑菌株(表 1)。

表 1．分离自锡尾矿库和矿坑菌株中耐受

不同浓度 Pb2 +、Cd2 +的菌株比例

Table 1． The percentage of Pb2 + 、Cd2 + -tolerance strains

from tin mine tailings area and tunnel adit．

Sampling site
Cd2 + / Pb2 + (mg /L)

100 500 1000
tin mine tailings area 72. 7% /96. 9% 36. 4% /96. 9% 12. 1% /87. 9%
tin mine tunnel adit 66. 7% /79. 2% 29. 2% /75. 0% 6. 9% /66. 7%

3 讨论

对某一环境中微生物的存在、种类和数量的认
识是研究该环境微生物生态功能的基础。虽然目前
大量分子生物学方法不断涌现并被广泛使用，但经
典的纯培养方法仍具有不可替代的地位和重要性。

这是因为只有获得可供培养的菌株才能深入研究微
生物的生理生化特性、特殊代谢产物和特殊基因。

诚然，目前宏基因组的方法也能为我们提供环境中
微生物的某些特征，但要全面系统地了解某一微生
物，获得其菌株仍然是重要和必须的。因此，目前各
国科学家都在努力寻找“未培养微生物”的可培养
策略［17］。同时，从各类环境中分离获得的菌株，特
别是特殊环境中的特殊微生物，更是成为食品、农
业、生化和制药企业争相购买的资源。本研究所获
得的 214 株细菌虽然还未进行全面细致的活性筛

选，但从已有的结果来看，这些菌株在重金属抗性方
面具有广阔的开发前景。除了重金属抗性，锡尾矿
分离到的菌株还产生大量活性次生代谢产物。例
如:云南大学的文孟良团队从分离自大屯锡尾矿的
诺 卡 氏 菌 ( Nocardiopsis sp． ) YIM DT266 和
Streptomyces diastaticus YIMDT26 中 发 现
naphthospironone A［11］、griseusins F 及 G［13］ 和
phenazinolins A － E［12］等新奇先导化合物。这些化
合物表现出很好的细胞毒性或抗菌活性，极具应用
前景。本研究所获得的菌株也将成为活性次生代谢
产物筛选的候选菌株。

由于目前对锡矿区环境微生物的研究资料很
少，所以无法比较本研究结果与其它锡矿区环境微
生物区系的异同。但与铅锌矿环境比较来看，采用
免培养方法对云南兰坪铅锌矿区的研究也发现矿区
土 壤 中 细 菌 属 于 Proteobacteria， Firmicutes，
Bacteroidetes 和 Actinobacteria， 其 中 也 以
Proteobacteria 为优势［9］。该结果与我们所得结果一
致，表明锡矿区与铅锌矿区在细菌类群上较相似。
我们的研究中分离到大量假单胞菌( Pseudomonas
spp． )，该属菌株广泛分布于各类环境，不同来源的
假单胞菌都具有污染物降解能力，是环境中重要的
污染物降解菌［18 － 21］。我们所分离的多株假单胞菌
都具有良好的重金属耐受能力。

分离自尾矿库的菌株 DT14 ( KC686391 ) 和
DT40 ( KC686392 ) 与 嗜 麦 芽 窄 食 单 胞 菌
(Stenotrophomonas maltophilia)的相似性都高于 99%
(图 2)。嗜麦芽窄食单胞菌在自然界广泛分布，同
时该菌也是人和动物皮肤、胃肠道和呼吸道较为常
见的定植菌，是临床上较常见的条件致病菌［22］，分
离自镉污染土壤的该菌对镉具有吸附能力［23］。我
们从矿坑土壤中分离到 4 株节杆菌 ( Arthrobacter
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sp． )。该属菌广泛分布于铅锌矿区［10 － 11，19］，有的菌

株 能 有 效 降 解 甲 基 对 硫 磷［18］。 菌 株 SQ89

( KC686396 ) 与 鞘 胺 醇 盒 菌 ( Sphingopyxis
macrogoltabida)的相似性达 98% (图 2)。该属菌株
大多与有机污染物的降解有关，具有多种污染物降
解能力，如多环芳烃［24］，毒死蜱［25］，甲基对硫磷［26］，

微囊藻毒素［27］。从锡矿坑中分离到该菌说明这类

细菌不但广泛存在，并且积极参与环境中难降解有
机污染物的降解，是环境中一类重要的降解菌。从
锡矿矿坑中还分离到 3 株贪噬菌属菌株［SQ34-11
( KC686397 )， SQ93-1 ( KC686398 ) 和 SQ26
(KC686399)］，从其它环境分离到的该属菌株具有
Cd2 +耐受性［27］和苯酚降解能力［19］，是良好的污染

物降解候选菌。同时，我们获得的菌株 DT22-3A
(KC686393) 为壤球菌属 ( Agrococcus) 的菌株 (图
2)，该属菌株分布范围较小且不易被分离，是一类
稀有放线菌。另外，菌株 DT22-3A(KC686393)能耐
受 1000 mg /L 的 Pb2 +和 500 mg /L 的 Cd2 +，对重金
属具有较好的耐受性。

微生物具有极高的适应性，因而在某种特定环
境中的微生物必然具备适应这一特定环境的能力。

生活在富含重金属的锡尾矿中的微生物也表现出对
于这一环境的适应。我们发现来自大屯锡尾矿的菌
株的重金属耐受性好于来自松矿的菌株，不仅比例
高而且可耐浓度也高。这与卞光凯等对沿海滩涂耐
盐植物内生细菌的重金属耐受情况相似，他们的结
果显示能够耐受 Pb2 +的菌株数明显多于耐受 Cd2 +

的菌株数［29］。这可能与菌株所处环境中 Pb2 + 浓度

较高有关。表明锡尾矿是良好的重金属耐受菌株资
源宝库。当然，微生物生长的环境是相当复杂的，以
一种重金属来衡量其抗性并不全面，很多菌株可能
具有多种重金属交叉抗性，甚至抗生素抗性或其他
特殊能力。因此，作为重金属污染治理所用菌株的
筛选，这只是初步的结果，接下来我们要全面评价这
些菌株的其他特征，包括这些菌株是否具有植物促
生作用，它们对不同重金属的交叉抗性如何? 他们
是否能耐受极端酸性或碱性环境，生长速率如何?

对重金属的吸附转化能力如何，是否能与植物协同
作用提高植物吸收固定重金属的能力等。只有经过
这一系列系统全面地评价才能筛选到能够应用的高
效重金属污染治理菌株。
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Diversity and heavy-metal tolerance of bacteria isolated
from Gejiu tin mining area of Yunnan

Wei Xiao1，Shiying Zhang2，Qin Zhao1，Yongxia Wang1，Yonghong Lai1，Zhiying
Li1，Xiaolong Cui1*
1 Key Laboratory of Microbial Diversity in Southwest China，Ministry of Education，Yunnan Institute of Microbiology，
Yunnan University，Kunming 650091，China
2 College of Resources and Environment Science，Yunnan Agricultural University，Kunming 650201，China

Abstract:［Objective］We assessed the culturable bacterial diversity in tin mine area in Gejiu，Yunnan，China，and
heavy-metal tolerance of the isolated bacteria． ［Methods］ Bacterial strains were isolated from the samples by using the
culture-dependent method and investigated by using phylogenetic analysis based on 16S rRNA gene sequence comparisons．
Representatives of isolates were selected to detect their tolerance against heavy metals of Pb2 + and Cd2 + ． ［Results］We
isolated 214 bacterial strains from soils by using two media． Based on colony characteristics， we selected 107
representatives of strains for phylogenetic analysis based on 16S rRNA gene sequences． Results showed that 107 isolates
belong to 42 genera of 25 families of 12 orders in 5 phyla． The most abundant isolates were within the phylum
Proteobacteria (69. 2% ) and the genus Pseudomonas ( 24. 8% ) ． Among the 107 isolates，at least 2 strains should
represent 2 potential novel species． One hundred and five strains were selected to investigate heavy-metal tolerance and
results showed that 73. 3% and 8. 6% isolates could grow under 1000 mg /L Pb2 + and Cd2 +，respectively． Most strains
were more sensitive to Cd2 + than Pb2 + ． Isolates from tin mine tunnel adit were more sensitive to Cd2 + or Pb2 + than those
from tin tailings area． Moreover，2 strains (DT47-2A and DT50-1) can grow under both 1000 mg /L Cd2 + and Pb2 + ．
［Conclusion］ There is abundant bacteria as well as source of novel taxa in Gejiu tin mining area． Most of them had the
ability of high resistance against heavy-metal Cd2 + or Pb2 + ．
Keywords: tin mining area，culture-dependent method，bacterial diversity，16S rRNA gene homology，heavy-metal
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