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两株抗铜细菌的筛选、鉴定及对碳酸铜的溶解作用
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(南京农业大学生命科学学院，南京  210095) 

摘  要：本研究从长期受铜污染的铜矿废弃地土壤中分离得到两株对重金属铜具有较强抗性的菌株 F16a 和

Fw17a。对菌株形态、生理生化特性及其 16S rDNA系统进化进行分析，将 F16a鉴定为肠杆菌属(Enterobacter)，Fw17a

鉴定为假单胞菌属(Pseudomona)。F16a和 Fw17a对氨苄青霉素、头孢他啶均有抗性；此外，Fw17a还对氯霉素、四环

素及低浓度的卡那霉素具有抗性。在有氮培养基(含 500 mg/L CuCO3)液体培养 48 h后，F16a使培养基上清液中铜浓

度增加了 300% 左右；相反，Fw17a使培养基上清液中铜浓度降低了 60% 左右。 
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近几年来，无论在中国还是在世界范围内，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。如何控制和减轻重金属对

环境的污染和危害已成为一个日益突出的问题。植物

修复技术因其成本低廉、环境友好和原位修复的优点

而备受关注[1]。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。因此，

研究者提出了多种强化植物修复的措施，如添加植物

激素等提高植物生物量[2]；通过添加化学螯合剂[3-4]、

活化重金属的微生物[5]等提高重金属的生物有效性。

大量研究结果表明，植物体内、体表及根际存在大量

对植物生长有促进作用的有益菌群，它们在增强植株

株高、干重、植株长势和抗性等方面均有明显的促进

作用[5]。微生物主要是通过其代谢作用及代谢产物，

促进土壤重金属的溶解，提高重金属在土壤中的生物

有效性，促进植物根系对重金属的吸收[6]。根际微生

物从土壤和根系分泌物获得营养并通过代谢产物活

化根际土壤重金属[7–8]。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，从

而减少重金属对水域环境危害的可能。Chen 等[9]研

究发现接种从海州香薷根际分离得到的细菌菌株可

提高土壤中 Cu的活性并提高海州香薷对 Cu的积累。  
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]，但从长期受 Cu 污
染的铜矿废弃地土壤中分离筛选 Cu 抗性菌株，并同
时成功获得溶解难溶性 Cu 和钝化可溶性 Cu 的细菌
菌株还不多见。为此，本研究开展 Cu抗性菌株的分
离筛选，并对其生物学特性及对液体培养基中难溶性

碳酸铜的溶解效果进行研究，以期为提高植物-微生
物联合修复 Cu 污染土壤提供理想的细菌材料。 

1  材料与方法 

1.1  土壤样品来源 
土壤样品分别采自安徽铜陵凤凰山铜尾矿区

(30°45′N，117°42′E，位于铜陵中东部，该地区季风
气候明显，全年温和湿润)和南京市汤山镇九华山废
弃铜尾矿(32°03′N，118°47′E，该地区属北亚热带湿
润性气候，属于低山丘陵地貌)，采用常规方法采集
土壤样品，样品保存于无菌自封袋中备用。 
1.2  培养基与试剂 

无机盐培养基(g/L)：NaCl 0.5 g，(NH4)2SO4 1.0 g，
K2HPO4·3H2O 2.0 g，KH2PO4 1.5 g，MgSO4·7H2O 0.4 g，
去离子水 1 000 ml，pH 7.0。分离培养基：在无机盐
培养基中添加葡萄糖作为唯一碳源。LB培养基(g/L)：
胰蛋白胨 10.0 g，NaCl 10.0 g，酵母粉 5.0 g，去离子
水 1 000 ml，pH 7.2。有氮培养基(g/L)：蔗糖 10.0 g，
(NH4)2SO4 1.0 g，K2HPO4 2.0 g，MgSO4·7H2O 0.5 g，
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NaCl 0.1 g，酵母膏 0.5 g，去离子水 1 000 ml，pH 7.2。 
庆大霉素、四环素、链霉素、卡那霉素、氨苄青

霉素等抗生素购自上海捷倍思基因技术有限公司，其

他试剂均为分析纯。 
PCR引物由上海英骏生物技术有限公司合成， 

DNA凝胶回收试剂盒购自上海捷倍思公司。 
1.3  铜抗性菌株的分离、纯化 

称土壤样品 2.0 g，土样采用稀释平板涂布法[11]

和平板划线法进行菌株分离、纯化。将筛选所得到的菌

株依次转接到CuSO4浓度分别为20、30、50和100 mg/L
的分离培养基中，每组设置 3个重复。将分离得到的
Cu抗性约为 100 mg/L的菌株转接到分离培养基斜面
中，培养 24 h后，4℃保存，用于后续试验。 
1.4  铜抗性菌株的形态特征及生理生化分析 

Cu 抗性菌株的鉴定参照东秀珠和蔡妙英[12]与

Buchanan和 Gibbons[13]的方法进行。 
1.5  菌株对抗生素敏感性试验 
在 LB 液体培养基中分别添加如下抗生素：庆大

霉素、四环素、链霉素、卡那霉素、氨苄青霉素、氯霉

素、红霉素和头孢他啶，设置每种抗生素的浓度分别为：

10、100 mg/L两个浓度梯度，设置 3个重复，取对数
期的供试菌株分别按 2% 的接种量接种在 LB 培养基
中培养至对数期的菌株，30℃，200 r/min摇床培养，
24 h后观察。以不加抗生素的作为对照，根据菌株是否
能够生长来判断菌株对某种抗生素是否具有抗性。 

1.6  抗铜菌株的分子鉴定 
菌体总 DNA的提取参考高盐法和 CTAB法并做

部分改进[14–15]。以 F16a 和 Fw17a的总 DNA作模板，
利用 16S rDNA的通用引物：正向引物 5'-AGAGTT- 
TGATCCTGGCTCAG-3'和反向引物 5'-TACCTTGT- 
TACGACTT-3'。将成功扩增的 16S rDNA 采用琼脂
糖凝胶回收试剂盒 (TianGen 公司 )，纯化后连接 
pMD19-T载体(TaKaRa公司，日本)，连接产物转化大
肠杆菌 DH5α感受态细胞，在含有 X-gal(40 µg/mL)、
IPTG(40 µg/mL)、Amp(100 µg/mL)的 LB平板上筛选
并快速检测含有重组子的白色菌落。阳性克隆再经酶

切鉴定后，送南京金思特生物技术有限公司测序。测

序结果登录 GenBank(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)，
与相关序列进行同源性比对。采用 Bioedit、Mega3.0
等软件进行系统进化分析， Kimura2-Parameter 
Distance 模型计算进化距离，用 Neighbor-Joining 法
构建系统发育树。 

1.7  铜抗性菌株对培养基中碳酸铜的活化 
将供试细菌转接到含难溶性 CuCO3的液体有氮

培养基(500 mg/L CuCO3)中，30°C，振荡培养 60 h后，
10 000 r/min离心 5 min，测定上清液中的 Cu含量及
溶液 pH。 

2  结果与分析  

2.1  铜抗性菌株分离筛选  
采用稀释平板涂布法和平板划线法从采集于安

徽铜陵、南京市汤山镇 Cu污染土壤样品分离得到形
态不同的细菌 48 株，在将上述各菌株接种到含
Cu(CuSO4)固体培养基上生长。其中 40株细菌能在含
CuSO4为 100 mg/L的固体培养基上良好生长，对过
量 Cu 有较强抗性。然后将以上 40 株菌株接入复筛
培养基(含 500 mg/L CuCO3)中，对 CuCO3具有促溶

作用的菌株有 13 株，对可溶性 Cu 具有钝化作用的
菌株有 6株。综合考虑，分别选择活化 Cu能力强的
F16a 和钝化 Cu 能力强的 Fw17a 作为后续试验的供
试菌株，二者均分离自安徽铜陵凤凰山土壤样品。 

2.2  铜抗性菌株的形态及生理生化特征  
菌株 F16a和 Fw17a的形态特征见表 1。同时由

表 2可知，两株菌都属于好氧菌，能还原亚硝酸盐和
硝酸盐，都能利用葡萄糖和蔗糖进行发酵，但都不能

利用乳糖；苯丙氨酸脱氢酶呈阴性，接触酶呈阳性。

F16a的 V.P.和 M.R.反应呈阳性，而 Fw17a呈阴性。
明胶和淀粉水解试验中，F16a 呈阴性，Fw17a 呈阳
性。两个菌株均不能产吲哚乙酸。 

2.3  铜抗性菌株的抗生素敏感性试验  
抗生素是某些微生物的次级代谢产物，微生物通

过产生抗生素来抑制其他微生物群体的生长和代谢

活动，因此获得更多的生存空间。抗生素敏感性试验

结果如表 3所示。在供试的 8种抗生素中，菌株 F16a
和 Fw17a 对氨苄青霉素、头孢他啶均有抗性，对庆
大霉素、红霉素和链霉素均敏感。Fw17a对氯霉素、
四环素及低浓度的卡那霉素也有抗性。 

2.4  抗铜菌株的系统发育分析 
以 F16a和 Fw17a的基因组 DNA 为模板，利用

16S rDNA的通用引物进行PCR扩增，测序结果显示，
扩增所得的 F16a 16S rDNA共 1 400 bp，Fw17a16S 
rDNA共 1 399 bp，将它们在 GenBank注册，其登录
号分别为 GQ247734和 GQ247733。将上述 2个菌株
的 16S rDNA序列与 GenBank上的其他 16S rDNA序
列进行 Blast分析，发现与 F16a序列同源性最高的菌
株绝大多数为肠杆菌，与 Fw17a 序列同源性最高的
菌株绝大多数为假单胞菌，选取相关属种 16S rDNA
序列用 NJ法构建系统发育树如图 1和图 2。 
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表 1  菌株 F16a 和 Fw17a 菌体和菌落形态 
Table 1  Colony and morphology characteristics of strains F16a and Fw17a 

菌株代号 
项目 

F16a Fw17a 
形状 圆形 圆形 
颜色 乳白 乳白 
透明度 不透明 不透明 
表面 光滑、湿润、有光泽 表面隆起、湿润光滑 

菌落 

边缘 整齐 略有突起 
形状 短杆状 杆状 

长度(μm) 2.0 ~ 2.8 1.0 ~ 1.7 
宽度(μm) 0.6 ~ 1.0 0.5 ~ 0.9 
能否运动 无鞭毛，不能运动 有鞭毛，能运动 

菌体 

是否产芽孢 产芽孢 不产芽孢 
革兰氏染色 G– G– 

 
表 2  菌株 F16a 和 Fw17a 的生理生化特征 

Table 2  Physiological and biochemical characteristics of 
Cu-resistant strains F16a and Fw17a 

项目 F16a Fw17a 项目 F16a Fw17a
氧气 好氧 好氧 淀粉水解 – ＋ 

亚硝酸盐还原 ＋ ＋ 明胶水解 – ＋ 
接触酶 ＋ ＋ 葡萄糖发酵 ＋ ＋ 

乙酰甲基醇(V.P.)试验 ＋ – 乳糖发酵 – – 
甲基红(M.R.)试验 ＋ – 蔗糖发酵 ＋ ＋ 

硝酸盐还原 ＋ W 
苯丙氨酸脱

氨酶 
– – 

吲哚乙酸 – –    

注：“＋”表结果阳性；“–”表结果阴性；“W”表结果微弱
阳性，下同。 

表 3  铜抗性菌株对不同抗生素的敏感性 
Table 3  Antibiotic tolerance of Cu-resistant strains F16a and Fw17a 

抗生素种类 F16a Fw17a 抗生素种类 F16a Fw17a

庆大霉素 – – 卡那霉素 – W 

氨苄青霉素 ＋ ＋ 红霉素 – – 

氯霉素 – ＋ 链霉素 – – 

头孢他啶 ＋ ＋ 四环素 – ＋ 
 

2.5  铜抗性菌株对碳酸铜的溶解作用 
在含有难溶性 CuCO3 的有氮培养基培养条件

下，铜抗性菌株 F16a对 CuCO3具有一定的活化效应

(图 3B)。与对照处理相比，F16a使培养基溶液中 Cu  

 

图 1  基于菌株 F16a 16S rDNA 序列的聚类分析 
Fig. 1  Phylogenetic analysis based on 16S rDNA sequences of Cu-resistant strain F16a and related species 



第 3期 王桂萍等：两株抗铜细菌的筛选、鉴定及对碳酸铜的溶解作用 501 

 

 

 

图 2  基于菌株 Fw17a 16S rDNA 序列的聚类分析 
Fig. 2  Phylogenetic analysis based on 16S rDNA sequences of Cu-resistant strain Fw17a (B) and related species 

 

(柱图上方不同小写字母表示不同菌株处理间差异在 P<0.05水平显著) 
图 3  液体培养条件下菌株 F16a 和 Fw17a 对上清液中 pH(A)及 Cu 含量(B)的影响 

Fig. 3  Effects of F16a and Fw17a on pH value (A) and concentration of water-soluble copper in supernatant (B) of liquid culture  
containing 500 mg/L CuCO3 

 
浓度增加了 300% 左右。相反，Fw17a降低了培养基
溶液中的 Cu 浓度，与对照处理相比降低了 60% 左
右，即 Fw17a具有钝化 Cu的作用。图 3A显示菌株
F16a 降低了培养基溶液的 pH，从对照处理的 7.48
降到了 5.07，说明 F16a的活化作用主要是由于产酸
引起的。而菌株 Fw17a 与对照处理相比，培养基溶
液的 pH没有明显的变化。 

3  讨论 

目前，已有研究人员从伯克霍尔德氏菌属(Burk-

holderia)、假单胞菌属(Pseudomonas)、黄单胞菌属
(Xanthomonas)、肠杆菌属(Enterobacter)等细菌中筛
选到一些重金属抗性菌株[16–20]。笔者从长期受 Cu污
染的土壤中分离出两株 Cu抗性菌株 F16a和 Fw17a，
根据形态观察、生理生化特征及 16S rRNA同源性序
列比较，分别属于肠杆菌属和假单胞菌属。Cu 在植
物和藻类的新陈代谢中参与合成某些蛋白质和酶，但

过量的 Cu会影响机体正常生理生化过程，对细胞产
生毒性。F16a和 Fw17a菌株可在 Cu浓度为 500 mg/L
的培养基中生长，也有其他报道与本文的结果相似：
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Altimira等[21]筛选到 5个 Cu抗性菌株，这 5个菌株
O12、A32、A55、C21和 O4抗 Cu的半抑制浓度范
围为 550 ~ 750 mg/L；Chen等[9]也从湖北铜绿山铜矿

区生长的海州香薷根际土壤筛选到 12株抗 Cu细菌。
根据上述结果可以初步推测，细菌对 Cu2+ 表现出的

高抗性可能与筛选抗 Cu细菌所取的土样有关：F16a
和Fw17a菌株均分离自安徽铜陵凤凰山Cu尾矿土壤，
该尾砂矿库堆积时间已超过 30年；5个抗铜菌株O12、
A32、A55、C21和 O4均分离于 Cu污染的农田土壤，
该土壤 Cu含量的范围为 379 ~ 784 mg/kg[21]；虽然重

金属可以通过各种机制对微生物产生毒害作用，由于

已经适应了上述高 Cu的生存环境，故从受重金属污
染土壤中分离得到的微生物可以表现出一定的金属

抗性。 
不同的菌株对环境中难溶性 Cu的溶解作用可能

存在不同的效应[9]，抗 Cu菌株 M1 ~ M12分离于重
金属污染土壤，除 M2 菌株外，其余 11 个菌株均可
提高土壤中可溶性 Cu 含量[9]。本文也得到了类似的

结果，即菌株 F16a对 CuCO3具有一定的活化效应，

接种该菌株后，培养基上清液的可溶性 Cu含量是对
照处理的 4.4倍。同时 F16a降低了培养基溶液的 pH，
从对照处理的 7.48降到了 5.07，说明 F16a的活化作
用主要是由于产酸引起的。研究表明，土壤微生物通

过产生的质子、有机酸、氨基酸等提高植物根际重金

属的生物有效性[6]。Cu 对细菌菌株有机酸的合成有
明显的影响，Cu能促进节杆菌属菌株 HQN2产草酸、
葡萄糖酸、酒石酸、苹果酸和乙酸，Cu 对微杆菌属
菌株 JYC17产草酸、葡萄糖酸、酒石酸、苹果酸、乙
酸和丁二酸能力有促进作用，这 2 株 Cu 抗性菌株在
生长过程中逐渐溶解了碱式 CuCO3，菌株不仅能够耐

受重金属 Cu而且能够溶解难溶性的碱式 CuCO3
 [22]。

根据表 2和图 3推测，菌株 F16a也可能通过代谢产
生的葡萄糖酸、苹果酸和乙酸等酸性物质来溶解难溶

性 CuCO3，提高培养基上清液中水溶性 Cu含量。与
菌株 F16a的活化作用相反，接种 Fw17a菌株后，培
养基上清液可溶性 Cu含量仅为对照处理的 40%；但
对培养基上清液 pH影响不大，Fw17a可能是通过菌
体本身对重金属进行吸附与富集，从而降低了培养基

溶液中的 Cu浓度。 
近年来，植物根际-微生物系统的相互促进作用

成为提高污染土壤生物修复能力的新的研究领域。细

菌，作为土壤中数量最丰富、活动最旺盛的微生物，

其作用不容忽视。细菌能产生植物激素、铁载体和酶

类等代谢产物促进植物生长，提高植物富集重金属的

能力。Płociniczak等[23]从污染土壤中分离到的肠杆菌

属菌株 MH8b 可通过分泌 ACC 脱氨酶、3-吲哚乙酸
和氢氰酸促进无机磷的溶解提高植物生长，提高白芥

对 Cu2+、Cd2+ 和 Zn2+ 的吸收，Zhang 等[20]也获得了

类似的结果，筛选到的假单胞菌属菌株 Y1-3-9 具有
较高的 ACC脱氨酶活性和分泌 IAA的能力，接种该
菌株显著提高了油菜的生物量和地上部的 Cu含量；
江春玉[10]筛选到的 1 株假单胞菌可有效提高土壤微
生物对单一碳底物的利用能力，增加利用不同碳底物

的微生物数量，有利于加速复合重金属污染的尾矿区

生境的恢复。本文获得的 Cu抗性菌株 F16a和 Fw17a
均不能合成 IAA(表 2)，但是否通过分泌 ACC脱氨酶
促进植物的生长、从而提高植物抗重金属能力还有待

于进一步研究。 

4  小结 

本研究筛选得到 2 株生长势好、分别能够活
化 Cu和钝化 Cu的抗性菌株 F16a和 Fw17a。经生
理生化和 16S rDNA分子鉴定，它们分属于肠杆菌属
(Enterobacter sp. F16a)和假单胞菌属(Pseudomonas sp. 
Fw17a)。菌株 F16a有明显的溶解难溶性 Cu 的能力，
具有植物-微生物联合修复 Cu污染土壤的潜力。 
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Isolation and Biological Characterization of Two Copper-resistant 
Bacteria and Their Solubilization of Copper Carbonate 

WANG Gui-ping, GUO Ming-zhi, CHEN Ya-hua, SHEN Zhen-guo, XIA Yan* 
(College of Life Sciences, Nanjing Agricultural University, Nanjing  210095, China) 

 

Abstract: In this study, Cu-resistant bacteria strains F16a and Fw17a were isolated from Cu-contaminated soil in copper 

mining wasteland, the strains F16a and Fw17a were identified preliminarily as Enterobacter sp. and Pseudomona sp., respectively, 

based on their morphological, physiological and biochemical characteristics and 16S rDNA sequences. The strains F16a and 

Fw17a exhibited the resistance to ampicillin and ceftazidime, and moreover, Fw17a was also resistant to chloramphenicol, 

tetracyclin and lower concentration kanamycin. F16a significantly increased the concentration of water-soluble copper in 

supernatant of liquid N-containing medium with 500 mg/L CuCO3, the concentration of water-soluble copper in supernatant was 

increased by 300% of water-soluble copper concentration in control. However, Fw17a decreased the concentration of 

water-soluble copper in supernatant by close to 60% compared with the control under the same conditions. 

Key words: Cu-resistant bacteria, Biological characteristics, Solubilization 
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