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摘 要：采集四川省汉源县富泉乡万顺铅锌矿区 5个不同重金属浓度的土壤样品，进行了微生物数量及放线菌多样性的研究。经分
离、纯化得到 43株不同的放线菌，然后对其进行 BOXAIR-PCR和 16S rDNA PCR-RFLP分析。结果表明，铅锌矿区重金属复合污染
对土壤微生物数量有较大的影响，随着铅锌矿区重金属污染程度的加剧，土壤微生物的总数下降。相关性分析表明，重金属含量与
细菌数量呈极显著负相关（P<0.01），与放线菌数量、真菌数量呈显著负相关（P<0.05）。供试菌株的 16S rDNA用 HaeⅢ、HinfⅠ和 Taq
Ⅰ酶切后具有 32种遗传图谱类型。BOXAIR-PCR的聚类结果表明在 86%的水平上，所有菌株分为 10个遗传类型，结果基本与
16S rDNA PCR-RFLP聚类差异不大。来源于高重金属的含量样品的菌株基本聚在一起，可能是重金属含量影响了放线菌的分布。
同时，16S rDNA序列聚类分析结合系统发育树分析表明链霉菌属是汉源铅锌矿区主要的放线菌属并且具有遗传多样性。
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Abstract：To understand the influence of the heavy metal pollution on actinomycetes, the microbe quantity of soils, diversity and dominant
microbial groups of actinomycetes were tested. Forty-three strains of actinomycetes in the lead-zinc mine soils were isolated from Fuquan
town, Hanyuan country, Sichuan Province. The genetic diversity was evaluated by BOXAIR and 16S rDNA PCR-RFLP. The results indicated
that heavy metals pollution had a significant impact on the number of soil microbes in lead-zinc district. With the intensification of heavy
metal pollution levels, the total number of soil microorganisms declined. There was a very significant negative correlation between the number
of bacteria and heavy metal content（P<0.01）, whereas significant negative correlation for the number of fungi and actinomycetes（P<0.05）.
The strains used in numerical taxonomy were analyzed by 16S rDNA PCR-RFLP with three kinds of restriction endonucleases（HaeⅢ, Hinf
Ⅰand TaqⅠ）and had 32 genotypes. Based on the dendrograms generated by BOXAIR-PCR, the strains were divided into 10 groups at the
similarity of 86%. In addition, BOXAIR-PCR and 16S rDNA PCR-RFLP clustering analysis showed that the strains isolated from soil sam－
ples with the high content of heavy metal clustered together. It could be concluded that Streptomyces was the dominant genus of actino－
mycetes at the lead-zinc mine in Hanyuan country and had high genetic diversity.
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四川省是我国铅锌生产重要基地之一，铅锌矿矿
产资源十分丰富。然而近年来随着该区域矿产资源的

大量开发和无序开采，使矿区周边大量土壤遭重金属
污染而退化，随之产生一系列环境问题[1]。由于微生物
群落在土壤中的敏感性，常常将微生物参数用做土壤
质量评价的指标[2-5]和环境变化监测指标[6]。
有研究报道指出，重金属污染能明显影响微生物

的生物量、活性及结构[7]。Hiroki[8]报道，在含 Cd很少
的对照土壤中加 Cd会使土壤中细菌数目锐减，由每



第 30卷第 3期 农 业 环 境 科 学 学 报

克土壤 4.8×107个减少 2.0×103个，在长期受重金属
污染的土壤中加 Cd可使细菌数目减少 50倍。Ku－
perman 等 [9]研究表明，在 As、Cd、Cr、Cu、Pb、Ni、Zn 复
合污染的土壤中，重金属总量达到 658.0 mg·kg-1时，
细菌和真菌数量分别是对照（120.0 mg·kg-1）的 29%
和 45%，而当重金属总量为 346.6 mg·kg-1时，其分别
下降达到 81%和 85%。腾应等[10]在研究铅锌银尾矿污
染区土壤微生物时发现，细菌、放线菌及真菌的数量
均出现了显著降低，且放线菌对重金属污染的敏感性
最大，细菌次之，真菌最小。张汉波[11]研究表明，铅锌
矿渣堆积区的土壤微生物数量依然是细菌最多，放线
菌次之，真菌最少。同时，细菌和放线菌数量与可溶性
锌含量呈明显负相关。
相比于铅锌矿区污染对植物的影响，对微生物多

样性的影响研究报道目前仍然较少。本研究直接采取
四川省汉源县富泉乡万顺铅锌矿区自然土样为研究
对象，没有人为添加重金属，因此能比较真实地反映
自然状态下微生物的情况。同时利用传统培养技术
分析了不同重金属浓度对三大微生物数量的影响，并
用 BOXAIR-PCR 和 16S rDNA PCR-RFLP 技术对放
线菌群落结构及多样性进行了研究。探讨了铅锌矿区
重金属污染与土壤微生物之间的内在关系，为同类
污染矿区土壤环境质量评价提供科学依据，为重金
属污染环境的生物修复提供有益的抗重金属微生物
资源，进而在一定程度上指导矿区重金属污染土壤的
改良及修复。

1 材料与方法

1.1 土样采集
选取四川省汉源县富泉乡万顺铅锌矿区，该矿区

位于四川省流沙河下游左岸，地理位置 N 29°23′17″~
29°23′58″，E 102°38′02″~102°38′14″。根据矿区污染情
况，距离尾矿堆积区不同距离进行采样。每个采样区
取 10个采样点，按 S形布点，采取 0～15 cm土层混合
土样，四分法去掉多余土壤，装入无菌袋中，贴上标
签，并用冰袋保存，立即带回实验室。将一部分新鲜土
样于室内风干、研磨、过筛供土壤理化性质、重金属含
量测定；一部分新鲜土样研磨过 2 mm尼龙网筛，装
入无菌塑料袋，置于 4 ℃冰箱保存[12]，供微生物分离
与计数分析。
1.2 土壤理化性质及重金属测定
土壤基本理化性质采用常规分析方法进行测定[13]。

pH采用电位法；有机碳含量采用重铬酸钾法；含水率

采用烘干法；全氮测定采用凯氏定氮法。
土壤 Pb、Zn有效态含量采用 DTPA提取剂提取

（液∶土=5∶1），原子吸收分光光度法测定[14-15]。
1.3 细菌、放线菌及真菌数量测定
细菌、放线菌和真菌的数量测定采用稀释平板

法[16]。
1.4 放线菌遗传多样性分析
1.4.1 供试菌株 DNA的提取
放线菌 DNA的提取参考 Lee等的简单提取细菌

DNA法[17]。
1.4.2 BOXAIR-PCR指纹分析

BOX-PCR是 rep-PCR的一种，本试验中 BOX-
PCR的引物序列 [18]：BOXAIR 5′-CTACGGCAAGGC－
GACGCTGACG-3′。反应体系（20 μL）：2×PCR Mix（购
自北京天根生物科技）10 μL；引物（30 pmol）0.32 μL；
模板 DNA（30 ng·mL-1）1.0 μL；双蒸水补足至 20 μL，
少量矿物油覆盖。

PCR反应条件为：95 ℃预变性 2 min，94 ℃变性 1
min，52 ℃退火 1 min，65 ℃延伸 8 min，30个循环，65
℃最终延伸 18 min。扩增产物经 2%的琼脂糖凝胶电
泳（60 V，4 h）检测，用 EB染色，使用 UV凝胶成像系
统记录成像，图像保存为 TIF形式。
1.4.3 RFLP指纹图谱分析

16S rDNA PCR 扩增用引物（PA，8-27f：5′-A－
GAGTTTGATCCTGGCTCAG -3′；PB，1523 -1504r：5′ -
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3′）由上海生工合成[19]。
反应体系（50 μL）：2×PCR Mix（购自北京天根生

物科技）25 μL；引物 A（25 pmol）0.5 μL，引物 B（25
pmol）0.5 μL ；模板 DNA（30 ng·mL-1）1.0 μL；双蒸水
补足至 50 μL。

PCR反应条件为：92 ℃预变性 3 min，94 ℃变性 1
min，58 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 2 min，30个循环，72
℃最终延伸 8 min。用 0.8%的琼脂糖凝胶电泳检测产
物[20]。

16S rDNAPCR-RFLP选用了 3种限制性内切酶[21]，
分别为 HaeⅢ（5′-GG/CC-3′）、HinfⅠ（5′-G/ANTC-3′）、
TaqⅠ（5′- T/CGA -3′）。酶切反应体系：6 μL PCR扩
增产物，5 U内切酶，10×酶切缓冲掖 1 μL，双蒸水补
足至 10 μL，少量矿物油覆盖；37 ℃过夜（Taq酶 65 ℃
过夜）。酶切产物经 3%的琼脂糖凝胶电泳（80 V，3.5
h）检测，用 EB染色，使用 UV 凝胶成像系统记录成
像，图像保存为 TIF形式。
将相同电泳谱带合并后，将在同一位置上扩增带

469



2011年 3月

的编码为“1”，无扩增带的编码为“0”。再通过简单匹配
系数法计算各菌株间的相似性，采用软件NTSYS2.1中
的平均连锁聚类法将结果转化为树状图。
1.4.4 16S rDNA序列测定
根据形态特征观察以及 BOX-PCR、16S rDNA

PCR-RFLP聚类分析结果，选择有代表性的中心菌
株。将选取菌株进行 16S rDNA扩增，以 PA、PB为测
序引物，送上海生工测序。
1.4.5 序列系统发育树的构建
将所测的序列拼接后，通过 BLAST获取与所测

序列相似度最高的序列，采用 Clustral X进行多序列
匹配比对排列，用聚类分析软件 MEGA4.0邻位相连
法获得系统发育树。
1.5 数据处理
试验数据采用 SPSS（17.0）和 Excel（2003）进行统

计分析，样品与样品之间采用 ANOVA方法进行相关
性分析。

2 结果与分析

2.1 供试土样理化性质及重金属含量
各采样区土壤的基本理化性质如表 1。5个采样

区的 pH 值范围为 7.71～7.83；有机碳含量为 3.85～
7.16 g·kg-1，全 N变化范围为 0.09~0.14 g·kg-1；含水率
为 3.32%～8.19%，矿区保水性较差。总体而言，5个样
地的土壤基本理化性质相似。
在矿区，一般均由几种金属共同存在，重金属污

染呈复合状况。由表 1可看出，供试土壤中 Zn、Pb
及 Cd有效量的变化范围分别为 16～790 mg·kg-1、8～
883 mg·kg-1和 1～8 mg·kg-1。同时矿区（Hanyuan 1~
Hanyuan 4 Zn、Pb、Cd 含量远远高于非矿区土壤
Hanyuan5）。以上分析说明该矿区重金属复合污染非
常严重，而且不同区域污染程度有所不同，这与该
铅锌矿的长年开采、冶炼以及尾矿的堆积有关，由
此导致土壤重金属元素 Zn、Pb的含量较高，而伴生
元素 Cd也较多残留于土壤中。

2.2 土壤重金属对微生物数量的影响
2.2.1 不同污染程度的微生物数量变化
表 2结果显示，在不同污染程度土样中，土壤微

生物的数量组成变化明显。供试土壤的细菌菌落的范
围是 0.27×105~21.75×105 cfu·g-1，放线菌的菌落范围
是 0.17×105~18.36×105 cfu·g-1，真菌的菌落范围是
0.42×104~5.37×104 cfu·g-1，微生物总数的变化范围是
0.48×105~40.59×105 cfu·g-1。通过对细菌、放线菌和真
菌的分离计数，纯化培养，发现不同采样点放线菌的
表型较丰富。

2.2.2 土壤重金属与微生物数量相关性分析
通过对土壤有效锌、铅、镉与土壤微生物数量进

行相关性分析（表 3），结果表明，土壤有效锌、铅、镉
与微生物数量呈负相关，但其显著水平不尽相同。有
效铅、锌、镉与细菌数量的相关性达到了极显著水平
（P<0.01），有效铅、镉与放线菌的相关性达到了显著
水平（P<0.05）和极显著水平（P<0.01），有效镉与真菌

表 2 不同污染程度土壤微生物数量
Table 2 Soil microbes number under different pollution degree

表 1 供试土壤基本情况
Table 1 The characteristics of the tested soil samples

土样编号 采样地点 pH 含水率/% 全 N/g·kg-1 有机碳/g·kg-1 有效态 Zn/mg·kg-1 有效态 Pb/mg·kg-1 有效态 Cd/mg·kg-1

Hanyuan1 尾矿区 7.71 3.88 0.10 4.73 790 883 8

Hanyuan2 选矿区 7.63 6.73 0.11 5.10 81 60 1

Hanyuan3 弃渣场 7.78 7.15 0.09 3.85 133 78 2

Hanyuan4 进山口 7.78 3.32 0.12 5.67 200 324 5

Hanyuan5 对照 7.83 8.19 0.14 7.16 16 8 1

土样编号 细菌/
105cfu·g-1

放线菌/
105cfu·g-1

真菌/
104cfu·g-1

总数/
105cfu·g-1

Hanyuan1 0.27 0.17 0.42 0.48

Hanyuan2 21.75 18.36 4.78 40.59

Hanyuan3 16.95 13.81 2.96 31.06

Hanyuan4 10.17 1.91 0.63 12.14

Hanyuan5 19.35 16.83 5.37 36.72

表 3 土壤有效锌、铅、镉与土壤微生物数量相关系数
Table 3 Correlation coefficient between soil available Zn、Pb、Cd

and soil microbes number

注：*、**分别表示相关系数达 0.05和 0.01的显著水平。
Note:*and**mean significantly different at 0.05 and 0.01 levels，respec－

tively.

重金属 细菌数量 放线菌数量 真菌数量

有效态 Pb -0.97** -0.86* -0.81

有效态 Zn -0.94** -0.78 -0.74

有效态 Cd -0.99** -0.96** -0.92*
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数量达到了显著水平（P<0.05）。
2.3 BOXAIR-PCR分析
2.3.1 BOXAIR-PCR指纹图谱分析

BOXAIR-PCR 结果表明（图 1），该方法可以获
得较多的遗传带谱，图中的绝大多数菌株间遗传差
异极为明显，说明该方法能够分辨出不同菌株的细
微差异；同时也可反映不同的重金属浓度对放线菌
影响不同，导致放线菌向不同的遗传方向进化，如
菌株 A56和菌株 A57分离自同一地方，其带谱完全
相同。

2.3.2 BOXAIR-PCR指纹图谱聚类分析
将 BOXAIR-PCR的电泳图谱转化成“1”和“0”，

通过 NTSYS2.1采用平均锁链聚类法（UPGMA）将结
果转化为树状图，得到 BOXAIR-PCR 聚类树状图
（图 2）。

结果显示，在 72%的相似水平处，所有的菌株都
聚在一起，在 86%的相似水平上，供试菌株可分为 10
个群，其中 A11、A37、A45、A510、A14和 A33单独成
群。在 10个遗传群中，群Ⅰ最大，共有 27株菌株，其
次为群 3，由 10个菌株组成。
2.4 16S rDNA PCR-RFLP酶切图谱分析
2.4.1 16S rDNA扩增
供试菌株以 PA和 PB为引物，特异性地对放线

菌 16S rDNA区段进行扩增，扩增产物条带清晰，所有
扩增片段大小约 1.5 kb。
2.4.2 16S rDNA酶切结果
利用 HinfⅠ、TaqⅠ和 HaeⅢ 3种限制性内切酶

分别对 16S rDNA扩增产物进行酶切，经 3%琼脂糖
凝胶电泳分离后成像，部分酶切结果如图 3所示。
对 3种不同内切酶酶切结果综合分析后得到酶

切图谱类型的组合表（表 4）和酶切图谱聚类分析树
图 1 部分供试菌株的 BOXAIR-PCR指纹图谱

Figure 1 Fingerprints of BOXAIR-PCR electrophoresis

从左到右依次为：Marker、A43、A44、A45、A46、A47、A48、A49、A410、
A51、A52、A53、A54、A55、A56、A57、A58、A59、A510、A511、A512、Marker

1 000 bp
750 bp

500 bp

250 bp

图 2 供试放线菌 BOXAIR-PCR树状图
Figure 2 The dendrogram of actinomycetes based on the fingerprints of BOXAIR-PCR

A11
A12
A15
A54
A48
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A13
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A21
A25
A31
A32
A42
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A16
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A23
A34
A51
A36
A512
A56
A52
A55
A59
A410
A24
A28
A27
A41
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A35
A47
A26
A49
A44
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A14
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A45
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Ⅰ

Ⅱ
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Ⅴ
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Ⅶ
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0.72 0.79 0.86 0.93 1.00
Coefficient
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表 4供试菌株 16S rDNA PCR-RFLP限制性内切酶图谱类型
Table 4 16S rDNA PCR-RFLP restriction endonuclease mapping

type of the tested strains

状图（图 4）。从表 4可以看出，供试菌株共有 32种
16S rDNA遗传图谱类型。从图 4来看，供试菌株在
64%的相似水平处，所有的菌株都聚在一起，在 92%
的相似水平上，供试菌株可分为 19个遗传群，从聚类
结果看，来自相同土样的菌株大都聚在一起，说明重
金属对放线菌的分布有一定影响。
大量来自矿区的菌株具有相同的遗传类型，比如

遗传类型 2、8、14、17。同时，许多来自非矿区的菌株
却具有同样的遗传类型，如遗传类型 26，27。
2.4.3 16S rDNA基因序列分析
根据 16S rDNA PCR-RFLP的聚类分析结果，选

取了 10株放线菌作为代表菌株，扩增其 16S rDNA片
段，送上海生工测序。代表菌株的 16S rDNA基因序
列在 Genebank 序列登录号分别为 GU479439 ~
GU479448。将所测的序列采用 Blast在 NCBI中搜索
后，从 Genebank数据库中选取了包括 Streptomyces、
Rhodococcus、Oerskovia、Promicromonospora、Microbis －
pora等 37株参比菌株的 16S rDNA序列和供试菌株
序列利用 ClustalX 进行 Alignment 分析，然后通过
Mega4 软件利用 Neighbour-jioning 法生成系统发育
树（图 5）。
由图 5可以看出，所有选出的中心菌株均属于链

霉菌属。链霉菌属为铅锌矿区主要优势菌群，对重金
属的耐受性较高。菌株 A11，A16和 A51亲缘关系较
近，相似性在 96%，聚为一个分支；A24、A25 和 A46
在 99%的相似性上聚在一起，应该属于同一个种；
A410和 A56相似性为 82%，聚在一起；另外，A31和
A512聚为一个分支，但两者相似性较低。
在本研究中，链霉菌属的菌株分布在整个聚类树

中，从采样地看，这些菌株分布在尾矿堆积区、选矿厂

区、弃渣场、运输区以及非矿对照区，涉及到每个采样
区域。由此可初步推断，链霉菌属的菌株应是汉源铅
锌矿土壤中的优势放线菌类群。

3 讨论

人类的生存和发展要依靠水源和可耕地的土壤，
但目前水和土壤的污染已成为影响社会发展的主要
问题之一。特别是重金属的污染对动物和人类的健康
都构成了严重的影响[22]。由于大量的工业活动造成了

图 3 部分供试菌株的 TaqI酶切图谱
Figure 3 Fingerprints of 16S rDNA PCR-RFLP digested by TaqI

从左到右依次为：Marker、A11、A12、A13、A14、A15、A16、A21、
A22、A23、A24、A25、A26、A27、A28、A31、A32、A33、A34、A35、A36、
A37、A41、A42、Marker

2 000 bp

1 500 bp

250 bp

100 bp

750 bp

500 bp 菌株编号 16SrDNA限制性内切酶图谱类型
MspⅠ、HinfⅠ、HaeⅢ

16S rDNA
遗传图谱类型

A11 a a a 1

A12、A42 b b b 2

A13 c b c 3

A14 d c d 4

A15 c d e 5

A16 b e f 6

A21 c b g 7

A22、A23、A25、A26、
A44 b f h 8

A24 b b e 9

A27 b b i 10

A28 b f j 11

A31 b g k 12

A32 b b c 13

A33、A41、A43 b b h 14

A34 a h l 15

A35 b i h 16

A36、A37 b h e 17

A45 e h f 18

A46 b j c 19

A47 b f b 20

A48 c b m 21

A49 c c m 22

A410 b b m 23

A51 b k n 24

A52 b b o 25

A53、A58、A510 b b n 26

A54、A512 b d n 27

A55 f d n 28

A56 c f i 29

A57 c b n 30

A59 c d n 31

A511 g b n 32
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图 4 16S rDNA PCR-RFLP分析树状图
Figure 4 The dendrogram obtained from 16S rDNA PCR-RFLP

许多微量元素如镉、铜、铅、锌和汞等非常有毒的重金
属都频繁出现在人类的环境中，并且不断增加[23]。有
些微生物能比较有效地集中、消除和恢复污染水源、
土壤中的金属元素[24]。不同类型的微生物，如霉菌、酵
母、细菌和放线菌都不同程度地用于检测其对重金属
的吸附能力[22，28]。但到目前为止，有关放线菌吸附重金
属的报道仍然不多见。
本研究所用土壤样品直接采自矿区，没有人为添

加重金属，因此能真实反映自然状态下微生物状况。
而当前许多关于这方面的试验是通过试验室培养试
验或田间试验[25]，这类实验中重金属是直接加入的，
按照试验设计控制有机质、pH值和含水率，一次性或
分几次地加入相应的重金属，这样可以比较清楚地揭
示重金属对土壤微生物的短期污染行为，但是由于大
部分矿区土壤中的重金属是长期积累的结果，使得这
些人为试验结果与自然污染土壤分析结果存在一定
的差异。

放线菌是土壤微生物的重要组成部分，在重金属
的环境中，放线菌对不同重金属具有吸附作用[26]。有
研究表明，链霉菌可通过产生具有絮凝活性的代谢物
分泌到细胞外使水中的胶体悬浮物互相凝聚沉淀，从
而降低重金属的生态毒性[27]。本研究中利用传统的分离
方法对放线菌的遗传多样性进行了研究，发现链霉菌
是该铅锌矿区的优势放线菌类群，这与 Amoroso等[28]

研究结果一致。通过 16S rDNA序列系统发育树来看，
所有选出的中心代表菌株均与链霉菌聚在一个大群，
而具体到单独菌株却与不同的种聚到小群里。这既反
映了汉源铅锌矿区抗重金属链霉菌的多样性又表明
了其独特性。

4 结论

铅锌矿区土壤中 Zn、Pb、Cd 几种重金属含量明
显高于非矿区土壤。铅锌矿区重金属对土壤微生物活
性有明显抑制作用。随着铅锌矿区重金属污染程度的

A11
A12
A15
A54
A48
A53
A13
A511
A21
A25
A31
A32
A42
A22
A16
A43
A57
A58
A23
A34
A51
A36
A512
A56
A52
A55
A59
A410
A24
A28
A27
A41
A46
A35
A47
A26
A49
A44
A33
A14
A510
A45
A37

0.64 0.73 0.82 0.91 1.00
Coefficient
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图 5基于供试菌株 16S rDNA序列信息的系统发育图
Figure 5 Dendrogram of actinomycetes strains by neighbor-joining based on 16S rDNA gene sequences

加剧，土壤微生物的总数下降。矿区可培养放线菌的
BOXAIR-PCR 和 16S rDNA PCR-RFLP 指纹图谱的
聚类结果显示，重金属含量高的土样中分离出来的菌
株聚在一起，说明重金属含量在一定程度上影响了放
线菌的分布，也表明链霉菌属是汉源铅锌矿区主要
的放线菌菌属。同时，本研究分离出来的抗重金属菌
株可为相类似污染区的生物修复提供有益的微生物
资源。
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