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摘　要：为探明贵州喀斯特重金属污染区域土壤放线菌多样性特征以及为其污染修复应用奠定基础，从贵州铜

仁地区的２５份土壤样品中，采用梯度稀释涂布法，利用３种处理方式、７种培养基分离放线菌；通过形态特征、

１６ＳｒＤＮＡ基因序列分析结合生理生化特征鉴定放线菌；同时筛选重金属汞抗性菌株。结果从土样中共分离出

５６株典型放线菌菌株，经初步鉴定，分属于链霉菌属、孢囊链霉菌属、高温单孢菌属、线杆菌属、间孢囊菌属、

诺卡氏菌属、小单孢菌属；其中链霉菌属放线菌占６８％。筛选出了１株对汞有较高抗性 （７５ｍｇ·Ｌ
－１）的放线

菌菌株，优良耐受菌株的最大抗性约８５ｍｇ·Ｌ
－１，菌株经鉴定为枝链霉菌犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊狉犪犿犲狌狊。共分离出５６

株，分属于７个属的放线菌菌株；筛选出１株重金属汞高抗菌株，经鉴定为枝链霉菌。
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　　中国是世界上喀斯特地貌分布最广的国家，其中

以贵州高原为中心连带成片的我国西南喀斯特地区

是世界三大岩溶区之一，当地水土流失严重、土壤贫

瘠、生态系统脆弱［１］。土壤微生物是陆地生态系统中

最活跃的部分，对土壤的地球化学循环、土壤结构起

着重要的作用，对土壤生态系统的变化也较敏感［２］。

放线菌是土壤微生物的重要组成部分，具有丰富

的代谢产物和特殊形态结构，在自然界中广泛分
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布［３］。放线菌以其丰富的次级代谢产物而著称，产生

了约２／３的自然抗生素，还产生了多种非抗生素活性

物质［４］。对放线菌的研究多集中在抗菌性及其次级

代谢产物研究上［３－４］。放线菌在污染环境修复领域

也表现出巨大的潜力，但关于放线菌在重金属污染土

壤的修复相关研究报道很少。姚斌等［５］对柴河铅锌

尾矿区复垦土壤的微生物区系调查研究结果表明，放

线菌对重金属的耐受性高于细菌。李慧芬等［６］从铅

锌尾矿区与污水灌溉区土壤中筛选了１株Ｚｎ抗性放

线菌，最高吸附量可达５１．０５ｍｇ·ｇ
－１。Ｈａｍｅｄｉ等

［７］

从伊朗重金属重度污染土壤中分离出１３株对Ｚｎ、

Ｃｕ、Ｃｄ、Ｎｉ有很强耐受性的放线菌菌株，最强菌株能

去除溶液中９６．５％的Ｃｄ。Ｐｏｌｔｉ等
［８］筛选出５株既能

去除杀虫剂又能吸附重金属的放线菌菌株。

贵州铜仁地区矿产资源十分丰富，仅万山区的汞

资源储量就一度位列亚洲第１和世界第３，被称为“中

国汞都”［９］。由于矿产资源开发的历史遗留问题，该

地区土壤重金属污染严重。本研究以贵州铜仁地区

土壤为研究对象，利用传统微生物培养法分离放线

菌，通过形态及培养特征、１６ＳｒＤＮＡ序列分析，分析

贵州喀斯特重金属污染区土壤放线菌多样性；同时筛

选重金属汞抗性菌株，以期为探明贵州喀斯特重金属

污染土壤放线菌群落结构特征和为微生物的环境修

复应用奠定基础。

１　材料与方法

１１　土样的采集与处理

在贵州省铜仁万山地区 （１０９°１１′Ｅ～１０９°２５′

Ｅ，２７°３１′Ｎ～２７°５４′Ｎ）采集距表层５～２０ｃｍ土壤

２５份，装入自封袋中，带回实验室并做好标记。

将新鲜土样研磨过 １０目标准筛，一部分土样

１００℃干热２０ｍｉｎ后室温风干保存；另一部分新鲜

土样直接存放于４℃冰箱。

１２　重铬酸钾对放线菌分离影响

选用高氏１号培养基、ＬＮＭＳ培养基作为分

离培养基，分别添加５０ｍｇ·Ｌ
－１重铬酸钾作为抑

制剂，以不添加任何抑制剂作为对照组。用平板稀

释法分离风干土样，２８℃培养７～１０ｄ后，观察和

鉴定各类微生物出现情况。

１３　土样处理方式对放线菌分离影响

将土样进行３种处理：①土样１００℃干热２０

ｍｉｎ后，称取１０ｇ用无菌生理盐水梯度稀释；②

直接存放４℃冰箱的土样，称取１０ｇ用无菌生理盐

水梯度稀释；③直接存放４℃冰箱的土样，称取１０

ｇ放入９０ｍＬＬＮＭＳ液体培养基中，２８℃预培养２

ｈ后，再接着用无菌生理盐水梯度稀释。处理后的

稀释液取适宜倍数涂布于含５０ｍｇ·Ｌ
－１重铬酸钾

的高氏１号培养基中。

１４　不同培养基对放线菌分离影响

采用平板梯度稀释法、用不同分离培养基分离

４℃冰箱保存土样，２８℃培养７～１０ｄ后，挑选单菌

落于高氏１号培养基划线纯化。纯化菌株分别接入

试管斜面和２５％甘油管中冷冻保藏。选用的分离培

养基为：（１）高氏１号培养基；（２）寡营养培养基

（ＬＮＭＳ）：ＮａＣｌ０．２ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５ｇ，

ＣａＣＯ３０．０２ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０１ｇ，可溶淀粉０．１

ｇ，酵母浸膏０．１ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４２．０ｇ，水１０００ｍＬ，

ｐＨ７．２；（３）海藻糖脯氨酸培养基
［１０］；（４）改良脯

氨酸培养基［１０］；（５）改良高氏二号培养基
［１０］；（６）

ＺＳＳＥ培养基
［１１］；（７）ＮＡ浸出液培养基

［１１］。

１５　放线菌的鉴定

参照 《放线菌分类基础》［１２］、 《链霉菌鉴定手

册》［１３］将菌株鉴定到属或链霉菌的类群。在高氏１

号平板上观察放线菌菌落培养特征 （生长状况、基

内菌丝颜色、气丝颜色等）。用插片法培养菌株，

在电子显微镜下观察菌丝形态特征。同时也对菌株

进行生理生化鉴定。

１６ＳｒＤＮＡ序列分析：采用细菌基因组ＤＮＡ抽

提试剂盒 （生工）提取放线菌的ＤＮＡ，采用通用引

物７Ｆ （５′ＣＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣ ＣＴＧＧＣＴ３′）和

１５４０Ｒ （５′ＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＡＧＣＣＧＣＡ３′）

对放线菌１６ＳｒＤＮＡ片段扩增，ＰＣＲ反应体系 （２５

μＬ）为：Ｔｅｍｐｌａｔｅ０．５μＬ；１０×Ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ；

ｄＮＴＰ１μＬ；酶０．２μＬ；引物各０．５μＬ；加双蒸水

补足至２５μＬ。ＰＣＲ 循环条件为：９４℃预变性４

ｍｉｎ，９４℃变性４５ｓ，５５℃退火４５ｓ，７２℃延伸１

ｍｉｎ，３０循环后，７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃ ∞。产物经

１％琼脂糖电泳检测后，交生工生物工程 （上海）股

份有限公司测序，序列结果与ＮＣＢＩ数据库做Ｂｌａｓｔ

分析。采用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件将序列与标准菌株片段进

行比对，运用 ＭＥＧＡ５．２软件采用ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ

方法构建系统发育树，分析其亲缘关系。

１６　重金属抗性放线菌筛选

按１％ 接 种 量 接 种 放 线 菌 菌 液 于 含 有 ７５

ｍｇ·Ｌ
－１Ｈｇ

２＋ 的 高 氏 １ 号 液 体 培 养 基 中，１５０

ｒ·ｍｉｎ－１、２８℃条件下摇床培养７～１０ｄ。用ＨｇＣｌ２模

拟环境中的重金属离子条件，每个处理设置３个重

复；以未加Ｈｇ
２＋的液体培养基做对照组，对比观察菌

株的生长情况。在抗性菌株筛选基础上，确定优良耐

受菌株的最大抗性水平（ｍａｘｉｍｕｍｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｌｅｖｅｌ，
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ＭＲＬ）
［１４］。将 Ｈｇ

２＋ 的质量浓度设置为２５、５０、７５

ｍｇ·Ｌ
－１，同时以不含Ｈｇ

２＋的液体培养基为对照，分

析Ｈｇ
２＋胁迫下抗性菌株的生长情况。

２　结果与分析

２１　重铬酸钾对放线菌分离的影响

重铬酸钾对放线菌分离的影响结果如表１所

示，培养基中添加５０ｍｇ·Ｌ
－１重铬酸钾能有效抑

制杂菌，特别是真菌的生长，从而提高放线菌的出菌

率；加入重铬酸钾后平板中的杂菌率从２７．５％～

６５．０％降至６．８％～８．５％，放线菌菌落数提高了

２．４１～２．５４倍。从表１中可以看到，ＬＮＭＳ培养

基上对照组的菌落总数虽要稍高，但放线菌菌落数

明显低于重铬酸钾处理组；高氏１号培养基中加入

重铬酸钾后，其菌落总数反而有提升，这可能是未

加抑制剂使真菌菌丝干扰了放线菌的正常生长［１５］。

２２　不同处理方式对放线菌分离影响

３种方式处理土样后分离放线菌，从分离结果

（图１）中可以看到：将冷冻土样在培养基中预培

养２ｈ后 （处理③），再稀释涂布分离获得的放线

菌数量明显增多，这可能是预培养过程中放线菌在

进行复苏和增殖，有利于提高难培养微生物的出菌

率。处理②获得的放线菌数量要稍多于处理①，说

明在土壤干热过程中也杀灭了少量放线菌。本研究

处理②③中，土壤在４℃冰箱存放时间约为１５ｄ，

因此建议：待分离土样最好直接保存于４℃冰箱。

表１　重铬酸钾对放线菌分离的影响

犜犪犫犾犲１　犈犳犳犲犮狋狅犳狆狅狋犪狊狊犻狌犿犱犻犮犺狉狅犿犪狋犲狅狀狊犲狆犪狉犪狋犻狀犵狊狋狉犪犻狀狊狅犳犃犮狋犻狀狅犿狔犮犲狋犲狊

培养基
重铬酸钾 对照组

总菌落数／×１０５ 放线菌数／×１０５ 杂菌率／％ 总菌落数／×１０５ 放线菌数／×１０５ 杂菌率／％

高氏１号 １．２ １．１２ ６．８ ０．７ ０．５１ ２７．５

ＬＮＭＳ ３．１ ２．８４ ８．５ ３．５ １．２３ ６５

图１　不同处理方式对放线菌数量影响

犉犻犵．１ 　 犈犳犳犲犮狋 狅犳 狋狉犲犪狋犿犲狀狋狊 狅狀 犫犪犮狋犲狉犻犪犾 犮狅狌狀狋 狅犳

犃犮狋犻狀狅犿狔犮犲狋犲狊

２３　培养基对放线菌分离影响

各分离培养基对土壤放线菌分离的影响 （放线

菌种类、数量）结果见表２。从表２中可以看到，

不同培养基获得放线菌的数量有很大的差异。

ＬＮＭＳ培养基分离出的放线菌数量为每克土５．２×

１０５株，ＮＡ浸出液培养基放线菌数量仅为每克土

０．７６×１０５株。这可能是在营养缺乏条件下 （寡营

养培养基），更有利于放线菌的生长繁殖；而营养

丰盛 （ＮＡ浸出液培养基）时，放线菌的出菌率被

抑制［１０］。各分离培养基获得的放线菌种类也有较

大差异。高氏１号培养基获得的放线菌主要为链霉

菌；改良高氏二号、改良脯氨酸和ＺＳＳＥ培养基获

得的稀有放线菌较多，而链霉菌较少。ＮＡ浸出液

培养基获得的放线菌种类最多，主要原因可能是采

用的土壤提取液与土壤放线菌天然的生存环境近似

有利于其生长，从而提高了出菌率。

２４　对重金属耐受性研究

本研究共筛选出１７４株放线菌菌株，除去重复

菌株，选择了５６株典型菌株来筛选重金属抗性菌

株。经筛选发现只有１株菌株 （ＷＳ１６０５）能耐受

７５ｍｇ·Ｌ
－１Ｈｇ

２＋；其ＭＲＬ约为８５ｍｇ·Ｌ
－１。从

图２中可以看到，与不添加 Ｈｇ
２＋的对照组相比，

不同质量浓度 Ｈｇ
２＋胁迫下，菌株 ＷＳ１６０５的生长

受到一定程度的抑制，且生长对数期也相应推迟；

随着胁迫的Ｈｇ
２＋质量浓度增高，菌株的生长受抑

制越明显；在７５ｍｇ·Ｌ
－１Ｈｇ

２＋胁迫下，菌体的最

大生物量约为对照组 （ＣＫ）的７５％。

２５　菌株 ＷＳ１６０５的鉴定

菌株 ＷＳ１６０５气生菌丝丰茂，有基丝，孢子丝不

完全螺旋，为圈状或钩状。菌株在高氏一号培养基

上，气丝白色，基丝黄褐色。菌株 ＷＳ１６０５生理生化

试验结果见表３。综合形态及生理生化特征，该菌株

与枝链霉菌犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊狉犪犿犲狌狊基本相符
［１３］。
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表２　不同分离培养基对放线菌影响

犜犪犫犾犲２　犈犳犳犲犮狋狅犳犮狌犾狋狌狉犲犿犲犱犻犪狅狀狊犲狆犪狉犪狋犻狀犵狊狋狉犪犻狀狊狅犳犃犮狋犻狀狅犿狔犮犲狋犲狊

培养基种类 放线菌数量／×１０５ 放线菌种类 种类数

高氏１号培养基 １．３５ 孢囊链霉菌属；灰红紫类群；灰褐类群；粉红孢类群；黄色类群；烬灰类群 ６

ＬＮＭＳ培养基 ５．２ 高温单孢菌属；烬灰类群；粉红孢类群；金色类群 ４

海藻糖脯氨酸培养基 ０．９５ 线杆菌属；粉红孢类群；金色类群；烬灰类群 ４

改良高氏二号培养基 １．１ 线杆菌属；间孢囊菌属；灰褐类群；粉红孢类群 ４

改良脯氨酸培养基 ２．７ 粉红孢类群；小单孢菌属；金色类群 ３

ＺＳＳＥ培养基 ２．１ 诺卡氏菌属；小单孢菌属；金色类群 ３

ＮＡ浸出液培养基 ０．７６ 黄色类群；灰红紫类群；灰褐类群；金色类群；烬灰类群；小单孢菌属 ６

图２　汞胁迫下菌株 ＷＳ１６０５生长曲线

犉犻犵．２　犌狉狅狑狋犺狅犳犠犛１６０５狌狀犱犲狉犿犲狉犮狌狉狔狊狋狉犲狊狊

表３　菌株 ＷＳ１６０５生理生化特征

犜犪犫犾犲３　犘犺狔狊犻狅犾狅犵犻犮犪犾犪狀犱犫犻狅犮犺犲犿犻犮犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊狅犳犠犛１６０５

项目 结果 项目 结果

柠檬酸盐试验 － 肌醇 ＋

硝酸盐还原 － 鼠李糖 ＋

淀粉水解 ＋ 山梨醇 －

牛奶分解 ＋ 柠檬酸钠 －

明胶液化 － 酪氨酸酶 ＋

蔗糖 ＋ Ｌ阿拉伯糖 －

果糖 ＋ 半乳糖 ＋

注：“＋”表示阳性；“－”表示阴性。

　　菌株 ＷＳ１６０５的１６ＳｒＤＮＡ经１％琼脂糖凝胶

电泳检测的结果如图３所示。从电泳检测结果看

出：菌株的特异性片段的大小约为１．４ｋｂ；ＤＮＡ

提取效果较好，可以用于１６ＳｒＤＮＡ序列测定及分

析。１６ＳｒＲＮＡ 测序结果显示该基因片段长度为

１４６３ｂｐ。运用 ＭＥＧＡ５．２软件Ｂｌａｓｔ分析结果显

示，该菌株序列与枝链霉菌犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊狉犪犿犲狌狊

相似度为９９％。从构建的系统发育树 （图４）中可

图３　菌株 ＷＳ１６０５的ＰＣＲ产物电泳

犉犻犵．３　犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狅犳犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犠犛１６０５

注：Ｍ为 Ｍａｒｋｅｒ；１为 ＷＳ１６０５。

以看到，菌株 ＷＳ１６０５ 与枝链霉菌 ＬＭＧ２０３２６

（Ｔ）（菌株登录号：ＡＪ７８１３７９）处于同一分支上，

亲缘关系近，同源性高。结合相关的形态特征、培

养特性及生理生化特征综合比较，可以确定菌株

ＷＳ１６０５为枝链霉菌犛．狉犪犿犲狌狊。

图４　基于 ＷＳ１６０５１６ＳｒＤＮＡ构建的系统发育树

犉犻犵．４　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狊犫犪狊犲犱狅狀１６犛狉犇犖犃狅犳犠犛１６０５

犪狀犱狉犲犾犪狋犲犱狊狋狉犪犻狀狊

３　讨论与结论

根据相关文献报道，重铬酸钾是最理想的放线
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菌分离抑制剂［１０，１５］。因此，本研究直接使用重铬

酸钾作为抑制剂探究其对放线菌分离的影响。结果

显示重铬酸钾能明显抑制真菌菌丝的生长，从而提

高放线菌的出菌率。重铬酸钾的抑制机理可能是：

其强氧化性使真菌和细菌细胞表面的蛋白失活；其

铬离子作为一种重金属离子，对细胞有较强的毒副

作用。一些放线菌分离研究会将所分离的土样预先

进行高温干热处理［３，１６］，因此，本研究比较了３种

土样预处理方式对放线菌分离的影响，结果发现干

热处理后所分离的放线菌数量较直接４℃保存处理

的少约２９％，其原因可能是土样高温干热过程在杀

灭细菌的同时也损失了部分放线菌。为了尽可能地

分离到更多种类的放线菌，本研究运用了７种分离

培养基，共分离出１７４株放线菌菌株，分属于７个

属，这表明重金属污染的喀斯特土壤放线菌也具有

丰富的多样性。本研究从中筛选１株重金属汞抗性

菌株 ＷＳ１６０５，经鉴定该菌株为枝链霉菌犛．狉犪犿犲狌狊，

该菌株能耐受７５ｍｇ·Ｌ
－１Ｈｇ

２＋。曾艳等［１７］从河床

底泥中分离得到１株能在７０ｍｇ·Ｌ
－１ ＨｇＣｌ２的平

板上生长良好的高抗汞菌株 犅犪犮犻犾犾狌狊狊犻犾狏犲狊狋狉犻狊。

Ｘｕ等
［１８］从污染土壤经过驯化筛选获得到１株能抗

５０ｍｇ·Ｌ
－１ Ｈｇ （ＩＩ）的恶臭假单胞菌 犘狊犲狌犱狅

犿狅狀犪狊狆狌狋犻犱犪。综合比较分析，本研究所分离出的

汞抗性菌抗性水平较高，能在７５ｍｇ·Ｌ
－１Ｈｇ

２＋的

培养基上生长良好。本试验没有进行放线菌吸附重

金属汞能力的测定，今后应加强该菌株的吸附条件

优化、吸附机理、吸附动力学等方面的深入研究，

以期为重金属污染土壤的生物修复奠定理论基础。

从贵州铜仁地区的２５份土壤样品中，采用梯

度稀释涂布法，利用３种处理方式、７种培养基共

分离出５６株典型放线菌菌株，经初步鉴定，分属

于链霉菌属、孢囊链霉菌属、高温单孢菌属、线杆

菌属、间孢囊菌属、诺卡氏菌属、小单孢菌属；其

中链霉菌属放线菌占了６８％。筛选出了１株对汞

有较高抗性水平 （７５ｍｇ·Ｌ
－１）的放线菌菌株，

优良耐受菌株的最大抗性约８５ｍｇ·Ｌ
－１，菌株经

形态、生理生化、１６ＳｒＤＮＡ基因序列分析，为枝

链霉菌犛．狉犪犿犲狌狊。
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