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摘  要： 从铜矿废弃地重金属耐性优势植物根际土壤中分离筛选到两株抗高浓度 Cu 的细菌菌株 HQN2 和 JYC17。对菌株

HQN2 和 JYC17 溶解难溶性 Cu 的作用进行了研究。结果表明：菌株 HQN2 和 JYC17 具有明显的溶解碳酸铜的能力，与接灭活菌

对照相比，菌株 HQN2 和 JYC17 分别使培养液中水溶性 Cu 含量增加 306%和 136%，培养液的 pH 由初始的 7.00 分别降低到 4.08

和 4.46，另外，Cu 能促进供试菌株有机酸（葡萄糖酸、苹果酸和乙酸等）的合成。菌株 HQN2 和 JYC17 对土壤中难溶性 Cu 亦有

明显的促溶作用。与接灭活菌对照相比，菌株 JYC17 和 HQN2 分别使土壤中交换态 Cu 含量增加 110%和 270%。经生理生化特征

分析及 16S rDNA 序列分析，菌株 HQN2 和 JYC17 分别被鉴定为节杆菌属(Arthrobacter sp.)和微杆菌属(Microbacterium sp.)。 
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矿区的开采和冶炼在带来经济效益的同时也带来

了环境污染，尤其是重金属污染。土壤重金属污染具

有长期性、隐蔽性、不可逆性以及不能完全被分解或

消逝的特点，它直接影响土壤质量、水质状况、作物

生长、农业产量及品质等并通过食物链对人体健康造

成危害。因此，开展土壤污染的治理方法和技术研究，

显得更为必要和迫切。重金属污染土壤植物修复技术

以其安全、廉价、绿色的特点日益成为环境生物技术

研究和开发的热点和重点。但土壤中重金属低的生物

有效性是限制植物修复效率进一步发挥的重要影响因

素之一[1-2]。铜（Cu）是一种必需的元素，但过量 Cu

的存在则对环境造成污染，由于 Cu 被土壤的各个组

分吸附或结合，生物有效性很低，较难被植物吸收富

集[3-4]。有报道表明，螯合剂 EDTA 等可以提高土壤

中重金属 Cu 的生物有效性，促进印度芥菜对 Cu 的

吸收[5]。虽然螯合剂用于植物修复可以提高植物修复

的效率，但螯合剂的使用会增加重金属在土壤中的移

动性，可能会导致重金属对地表水和地下水的污染[6]；

另外，螯合剂在活化重金属的同时也活化了土壤中的

其他微量元素，如 Fe、Mn、Ca、Mg 等，使这些元

素的淋失量增加，有可能导致植物营养缺乏。 

研究表明，土壤微生物通过产生的质子、有机酸、

氨基酸以及酶等提高植物根际重金属的生物有效性
[7-8]。Chen 等[9] 的研究发现，Cu耐性根际细菌可以提 

 

 

 

高土壤中Cu的活性并提高海州香薷对Cu的积累，江春

玉等[10]从重金属污染土壤中分离到Cu抗性菌株，分离

菌株能明显提高可溶性重金属Cu的浓度。另外，微生

物不仅可以活化土壤中的重金属，而且也可以吸附与

富集重金属[11]，从而减少了重金属对水域环境危害的

可能。虽然重金属Cu抗性菌株的筛选及Cu的细菌活化

作用等研究已有一些报道[9-10]，但从铜矿废弃地中Cu

耐性优势植物根际土壤中分离筛选Cu抗性菌株，并对

分离菌株的生物学特性、溶解难溶性Cu的效应及其机

制等研究至今未见报道，为此，本研究开展Cu抗性菌

株的分离筛选和溶解重金属Cu的作用研究，以期为提

高植物修复Cu污染土壤提供理论依据和技术途径。 

1  材料与方法 

1.1  培养基 

以有N改良培养基（蔗糖 10 g，(NH4)2SO4 1 g，

K2H

金属耐性优势植物，

取根

）

PO4 0.5 g，MgSO4·7H2O 0.5 g，NaCl 0.1 g，酵母

膏 0.5 g，琼脂 20 g，蒸馏水 1000 ml，pH 7.2）为基础

培养基，121℃湿热灭菌 25 min，加入单独灭菌的

CuSO4溶液，使Cu终浓度为 50 ~ 200 mg/L。 

1.2  铜抗性菌株的分离筛选  

采集南京汤山铜矿废弃地重

际土壤保存于无菌纸袋中带回实验室进行 Cu 抗性 

 

 

 

菌株分离。将土壤悬液  mg/L稀释后涂布于含 Cu（50

① 基金项目：国家自然科学基金项目（40371070）、国家 863 专题项目（2006AA10Z404）、“111”项目（B07030）资助。 

* 通讯作者（xfsheng604@sohu.com） 

作者简介：马海艳（1982—），女，辽宁本溪人，硕士研究生，主要从事土壤重金属污染生物修复研究。E-mail: 2005116055@njau.edu.cn 

mailto:xfsheng604@sohu.com


  第 6 期             马海艳等：铜耐性优势植物根际土壤铜抗性菌株的筛选及其对铜的促溶作用               887 

的筛选平板上，28℃培养 2 d，挑取细菌单菌落，转入

逐步提高 Cu 浓度的平板上，选取能够在含 Cu 200 

mg/L 的平板上生长的细菌，4℃保藏备用。 

1.3  铜抗性菌株对难溶性铜的溶解作用 

1.3.1  摇瓶条件下菌株对Cu的促溶效果    菌株 对

土壤中Cu的溶解作用    试验用

Cu的溶解试验采用上述有N改良液体培养基，每 100 

ml培养基中加入 0.100 g碱式碳酸铜，接种量为 5%。

设接菌和接灭活菌（121℃灭菌 40 min）两种处理，每

种处理 3 个重复，28℃下摇床振荡培养（150 r/min）

72 h。每间隔 18 h取培养液，培养液离心（10000 r/min，

3 min）使菌体和未溶解的重金属盐沉淀，取上清液，

原子吸收法测上清液中Cu2+的浓度；用 722 分光光度

计比色法测定细菌悬浮液的OD600值，确定其生长势；

用pH计测定培养液中pH值，观察菌株的代谢产酸能

力；用高效液相色谱法检测培养液中有机酸（草酸、

葡萄糖酸、酒石酸、苹果酸、乙酸、柠檬酸、丁二酸

和丙酸）含量，采用的色谱柱为Hedera  ODS C18 （250 

mm × 4.6 mm，5 μm），流动相为 0.2 mol/L KH2PO4

（pH2.40），流速为 0.7 ml/min，柱温 30℃，检测波长

214 nm。 

1.3.2  菌株对污染

土壤采自南京汤山铜矿废弃地表层（0 ~ 10 cm）土壤，

其基本理化性质见表 1。供试土壤风干后过 20 目筛，

直接分装在 50 ml离心管中，每管 10 g土。将菌株接种

于有N改良液体培养基中培养 18 h，离心收集菌体，菌

体用无菌去离子水制备成 1×109 CFU/ml的菌悬液。将

制备好的菌悬液接入上述离心管中，每管加入 1 ml菌

悬液和 4 ml无菌去离子水，28℃静置培养 10 d。试验

设接菌和接灭活菌两种处理，每种处理 3 个重复。土

壤Cu全量分析采用氢氟酸一硝酸一高氯酸消煮，土壤

交换态Cu的提取采用 1 mol/L乙酸铵（1:5 土液比）浸

提，土壤水溶态Cu的提取采用去离子水（1:1 土水比）

浸提。重金属Cu的测定采用原子吸收分光光度法。 

 

表 1  供试土壤的理化性质 

Table 1  Physicochemical properties of soil used in the experiment 

土壤 

类型 

有机质 

(g/kg) 

CEC 

(cmol/kg) 

pH 全 N 

(g/kg) 

速效 P 

(mg/kg) 

速效 K 

(mg/kg) 

有效 Cu 

(mg/kg) 

总 Cu 

(mg/kg) 

铁质湿润淋溶土 30.4 7.22 6.68 1.41 13.4 85.7 1.57 256 

 

1.4  菌株鉴定 

根据分离菌株Cu溶解试验结果，选择两株溶解Cu

效果最好的菌株HQN2 和JYC17 进行鉴定。采用 16S 

rDNA序列分析并结合菌株生理生化试验鉴定供试菌

株。以供试菌株的总DNA为模板，利用细菌 16S rDNA

通用引物[12] 进行PCR扩增，序列由上海英骏生物技术

有限公司进行测定。按东秀珠等[13]的方法测定菌株生

理生化特征。 

2  结果与讨论 

2.1  铜抗性菌株的分离与鉴定 

虽然重金属可以通过各种机制对微生物产生毒害

作用，但重金属耐性细菌能够在重金属环境中存活，

可以从重金属污染环境中分离并筛选出重金属耐性细

菌用于污染环境的生物修复[14-15]。本研究表明，11 种

Cu耐性优势植物（稗草、水竹叶、华荠宁、野菊、马

唐、酸模、鸡眼草、山莴苣、鬼针草、野艾蒿和茅叶

荩草）根际土壤和非根际土壤中的总细菌数分别为

（1.4 ~ 17）×107 CFU/g干土和（0.1 ~ 3.2）×107 CFU/g

干土，Cu抗性细菌数分别为（0.7 ~ 9.4）×106 CFU/g

干土和（1.9 ~ 8.7）×105 CFU/g干土，根际土壤和非根

际土壤中Cu抗性细菌数分别占总细菌数的 0.7％ ~ 

21% 和 2.5%％ ~ 40%；在含Cu 50 mg/L的平板上分离

到 89 株Cu抗性菌株，逐步提高Cu浓度，筛选到可以

在含Cu 200 mg/L的平板上生长的细菌菌株 28 株。 

将筛选到的 28 株Cu抗性菌株做摇瓶条件下Cu促

溶试

溶解作用    

的

可溶

验，结果表明菌株HQN2 和JYC17 对碱式碳酸铜

的促溶效果最好，因此选取这两株菌为供试菌株进行

后续研究。经生理生化特征分析 （表 2）及 16S rDNA

序列分析（图 1 和图 2），菌株HQN2 和JYC17 分别被

鉴定为节杆菌属（Arthrobacter sp.）和微杆菌属

（Microbacterium sp.），它们的GenBank登录号分别为

EU036696 和EU036699。 

2.2  摇瓶条件下铜抗性菌株对铜的

由图 3 和图 4 可以看出，对照处理的培养液中

性 Cu 含量、pH 值在整个培养时间内没有显著差

异，而菌株 HQN2 和 JYC17 对碱式碳酸铜有明显的溶

解作用。随着培养时间的延长，溶液中可溶性 Cu 含量

逐渐增加，pH 值不断下降，菌体数量不断增加。在菌 

表 2  供试菌株的生理生化特性 
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Table 2  izations  

 

Physiological and biological character

of the strains HQN2 and JYC17 

菌株项目 

HQN2 JYC17 

甲基红(M.R.)试验 - + 

乙  

柠檬酸盐试验 + 

酰甲基醇(V.P.)试验 - - 

过氧化氢酶试验 + + 

淀粉水解 - + 

明胶液化 + - 

- 

硫化氢试验 - - 

注： -表示阴性。 

体生 溶性 Cu 浓度随菌

+表示阳性，

长初期（0 ~ 18 h），培养液中可

体数量的增加而降低，18 h 后逐渐升高，并在 72 h 达

到最大值，与接灭活菌对照相比，菌株 HQN2 和 JYC17

处理的培养液中可溶性 Cu 含量分别增加了 306% 和

136%，菌株 HQN2 溶解碱式碳酸铜的能力比菌株

JYC17 强。培养液的 pH 随菌体密度的增加呈下降趋

势，当培养到 72 h 时，菌株 HQN2 和 JYC17 培养液中

的 pH 由原来的 7.00 分别降到 4.08 和 4.46。培养基中

的 Cu 对菌株 HQN2 和 JYC17 合成有机酸的影响见表

3。由表 3 可以看出，Cu 对菌株有机酸的合成有明显

的影响。Cu 能促进菌株 HQN2 产草酸、葡萄糖酸、酒

石酸、苹果酸和乙酸，但对其合成柠檬酸、丁二酸和

丙酸有抑制作用；Cu 对菌株 JYC17 产草酸、葡萄糖酸、 

Arthrobacter chlorophenolicus A-6 (AF102267)

HQN2

Arthrobacter oxydans DSM 20119 (X83408)

Arthrobacter polychromogenes DSM 20136 (X80741)

Arthrobacter psychrolactophilus ATCC 700733 (AF134181)

Arthrobacter methylotrophus ATCC BAA-111T (AF235090)

Arthrobacter sulfureus DSM 20167 (X83409)

Arthrobacter protophormiae DSM 20168 (X80745)

Arthrobacter bergerei CIP 108036 (AJ609630)

Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 (X80738)

Arthrobacter citreus DSM 20138T (X80737)

Escherichia coli ATCC 11775T (X80725)

95

99

100

87

55

95

52

0.02

Arthrobacter chlorophenolicus A-6 (AF102267)

HQN2

Arthrobacter oxydans DSM 20119 (X83408)

Arthrobacter polychromogenes DSM 20136 (X80741)

Arthrobacter psychrolactophilus ATCC 700733 (AF134181)

Arthrobacter methylotrophus ATCC BAA-111T (AF235090)

Arthrobacter sulfureus DSM 20167 (X83409)

Arthrobacter protophormiae DSM 20168 (X80745)

Arthrobacter bergerei CIP 108036 (AJ609630)

Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 (X80738)

Arthrobacter citreus DSM 20138T (X80737)

Escherichia coli ATCC 11775T (X80725)

95

99

100

87

55

95

52

0.02

 
图 1  基于 16S rDNA 序列的菌株 HQN2 的系统进化树 

Fig. 1  Phylogenetic tree based on the 16S rDNA sequence of strain HQN2

JYC17

Microbacterium oxydans AC94 (AJ717356)

Microbacterium oxydans DSM 20578 (Y17227)

Microbacterium luteolum IFO 15074T (AB004718)

Microbacterium foliorum DSM 12966 (AJ249780)

Microbacterium esteraromaticum DSM 8609 (Y17231)

Microbacterium laevaniformans IFO 15234T (AB004726)

Microbacterium flavescens IFO 15039T (AB004716)

Escherichia coli ATCC 11775T (X80725)

96

52

84

86

86

100

0.02

JYC17

Microbacterium oxydans AC94 (AJ717356)

Microbacterium oxydans DSM 20578 (Y17227)

Microbacterium luteolum IFO 15074T (AB004718)

Microbacterium foliorum DSM 12966 (AJ249780)

Microbacterium esteraromaticum DSM 8609 (Y17231)

Microbacterium laevaniformans IFO 15234T (AB004726)

Microbacterium flavescens IFO 15039T (AB004716)

Escherichia coli ATCC 11775T (X80725)

96

52

84

86

86

100

0.02

 

图 2  基于 16S rDNA 序列的菌株 JYC17 的系统进化树 

Fig. 2  Phylogenetic tree based on the 16S rDNA sequence of strain JYC17    
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酒石酸、苹果酸、乙酸和丁二酸能力有促进作用，但

干扰其合成柠檬酸和丙酸。重金属 Cu 的存在促进了供

试菌株有机酸的合成。 

菌株HQN2 和JYC17 在生长过程中逐渐溶解了碱

式碳酸铜（图 3 和图 4），表明供试菌株不仅能够耐受

重金属Cu而且能够溶解难溶性的碱式碳酸铜。与对照

相比，接菌处理的培养液中水溶性Cu含量有显著的增

加。培养初期（0 ~ 18 h），随着细胞数量增加，溶液

中水溶性Cu含量逐渐减少，可能是细胞对Cu的吸附作

用从而减少了溶液中水溶性Cu含量，培养 18 h后，菌

株的代谢活动增强，溶液中的pH降低，对碱式碳酸铜

的溶解能力增强。另外，细菌可以通过代谢产生的有

机酸来溶解难溶性重金属[4，6]，本实验表明，菌株HQN2

和JYC17 可能主要通过代谢产生的葡萄糖酸、苹果酸

和乙酸来溶解难溶性碱式碳酸铜，提高溶液中水溶性

Cu含量（图 3 和图 4，表 3）。 
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图 3  菌株 HQN2 对碱式碳酸铜的促溶作用 

Fig. 3  Solubilization of Cu2(OH)2CO3 by strain HQN2 
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图 4  菌株 JYC17 对碱式碳酸铜的促溶作用 

Fig. 4  Solubilization of Cu2(OH)2CO3 by strain JYC17 

 
表 3  重金属 Cu 对菌株 HQN2 和 JYC17 产生有机酸的影响 (mg/L) 

Table 3  Effects of copper on the production of organic acids in solution by strains HQN2 and JYC17  

有机酸 菌株 处理 

草酸 葡萄糖酸 酒石酸 苹果酸 乙酸 柠檬酸 丁二酸 丙酸 

A 21.8 86.9 6.0 99.2 116.5 - 7.6 - HQN2 

B 16.4 52.1 2.1 37.0 86.4 5.4 10.9 65.6 

A 7.4 57.6 3.2 43.4 127.3 - 137.5 16.4 JYC17 

B 6.8 23.7 2.1 - 46.2 12.5 - 33.1 

注：A：添加碱式碳酸铜；B：未添加碱式碳酸铜；-表示未检测到该种有机酸；以上数据均为菌株培养 72 h 时测定的平均值。 

 

2.3  供试菌株对土壤中铜的促溶作用 

将菌株 HQN2 和 JYC17 接入铜矿区污染土壤中，

经过 10 天的室温培养，土壤中交换态和水溶态 Cu 含

量变化见图 5。接菌处理的土壤中交换态 Cu 含量均高
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于对照，且达到显著差异水平（p＜0.05）。与对照相

比，接菌处理土壤中的交换态 Cu 含量分别增加了 1.1

倍（菌株 JYC17）和 2.7 倍（菌株 HQN2）；与对照相

比，接菌 JYC17 处理的土壤中水溶性 Cu 含量没有明

显增加，而菌株 HQN2 能显著（p＜0.05）提高土壤中

水溶性 Cu 的含量，使土壤中水溶性 Cu 含量增加了

106.6%。 

根际微生物能够通过代谢活动提高土壤重金属的

生物有效性。本试验表明，与对照相比，接菌处理土

壤 pH 下降。对照处理土壤 pH 为 6.95 ± 0.23，而接菌

处理土壤 pH 分别为 6.74 ± 0.31（HQN2）和 6.88 ± 0.49

（JYC17），表明菌株 HQN2 和 JYC17 可以通过其代谢

活动活化土壤中难溶性 Cu，提高土壤中有效性 Cu 含

量。因此，Cu 抗性菌株 HQN2 和 JYC17 在 Cu 污染土

壤中的定殖规律、溶解土壤 Cu 效应及其机制以及菌株

强化 Cu 污染土壤植物修复作用等值得进一步研究。 

 

    

0

1

2

3

4

5

6

7

8

JYC17 HQN2

菌株

 

0

0

交
换
态

铜
浓

度
/
(
m
g
/
k
g
土
)

接活菌 接灭活菌

.5

1

1

2

3

菌

水
溶
态
铜
浓
度
/
(
m
g
/
k
g
土
)

.5

2

.5

3

.5

44.0

3.5

JYC17 HQN2

株

接活菌 接灭活菌■接活菌  □接灭活菌 

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0

交
换
态

 C
u 
浓
度

 (
m

g/
kg

土
) 

8

 

图 5  菌株 HQN2 和 JYC17 对土壤中难溶性 Cu 的促溶作用 

Fig. 5  Solubilization of unavailable copper in soil by strains HQN2 and JYC17 

 

3  小结 

（1）从铜矿废弃地重金属耐性优势植物根际土壤

中分离筛选到两株 Cu 抗性菌株 HQN2 和 JYC17，经

生理生化和 16S rDNA 序列分析分别鉴定为节杆菌属

（Arthrobacter sp.）和微杆菌属（Microbacterium sp.）。 

（2）Cu 抗性菌株 HQN2 和 JYC17 有明显的溶解

难溶性 Cu 的能力，菌株 HQN2 的促溶能力较 JYC17

强，供试菌株溶解难溶性 Cu 的作用与其代谢产生的有

机酸有关，而且分离菌株对矿区 Cu 污染土壤中的 Cu

有明显的活化作用。 
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Isolation of Copper-resistant Bacteria from Rhizosphere Soils of  

Copper-tolerant Dominant Plants and Bacterial Solubilization of Copper 
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(Key Laboratory of Microbiological Engineering of Agricultural Environment, Ministry of Agriculture,  

College of Life Science, Nanjing Agricultural University, Nanjing  210095, China) 

 

Abstract:  In this study two copper-resistant bacterial strains, HQN2 and JYC17, were isolated from rhizospheric soils of heavy metal-tolerant 

dominant plants growing in copper mining wasteland. Copper solubilization of strains HQN2 and JYC17 were investigated in solution culture and 

copper-contaminated soil. Compared to the control treatment (CK), water-soluble Cu concentrations released from Cu2(OH)2CO3 by strains HQN2 

and JYC17 increased by 306% and 136%, respectively. pH values in the bacterial inoculation treatments decreased from 7.00 to 4.08 (strain HQN2) 

and 4.46 (strain JYC17) respectively. Copper could promote the production of organic acids (such as gluconic, malic and acetic acids) by the tested 

strains. The two strains could significantly increase the exchangeable Cu compared to CK. The exchangeable Cu concentrations increased by 110% 

and 270% respectively compared to CK. Based on the physiological and biochemical tests as well as 16S rDNA gene sequence analysis, the bacterial 

strains HQN2 and JYC17 were identified as Arthrobacter sp. and Microbacterium sp. respectively. 

Key words:  Copper mining wasteland, Copper-resistant strains, Copper solubilization, Organic acids, Arthrobacter sp., Microbacterium sp. 

 

 


