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摘 要：对分离自陕西、甘肃金属尾矿废弃地寄主为刺槐、鸡眼草、草木樨等 23种豆科植物的 188株根瘤菌进行了 7种重金属的抗
性分析、最大抗性水平（MRL）的确定和抗性菌株的系统发育研究。结果表明，菌株之间对重金属的耐受性存在较大差异，大部分菌
株表现出对 Hg2+、Cd2+、Cr6+（<0.5 mmol·L-1）敏感，而对 Pb2+（<2.5 mmol·L-1）不敏感。在液体培养基中，CCNWSX0403和 CCNWSX0360
可耐受 4.0 mmol·L-1 Zn2+，分别可耐受 2.4 mmol·L-1和 2.8 mmol·L-1 Cu2+，CCNWGS0139可耐受 0.4 mmol·L-1 Hg2+，CCNWSX0003可耐
受 2.4 mmol·L-1 Ni2+，CCNWGS0284 和 CCNWGS0142 可耐受 4.8 mmol·L-1 Pb2+。9 株抗性菌株的 16S rDNA 全序列分析表明：
CCNWGS0122和 CCNWSX0003分别属于中慢生根瘤菌属（Mesorhizobium）和中华根瘤菌属（Sinorhizobium）；4株对 Pb2+、Hg2+耐受性
较强的菌株 CCNWSX0386、CCNWGS0139、CCNWGS0284和 CCNWGS0142均属于土壤杆菌属（Agrobacterium）；而属于慢生根瘤菌
属（Bradyrhizobium）的 3株菌 CCNWGS0309、CCNWSX0403和 CCNWSX0360对 Cu2+、Zn2+耐受性较好。总体上 Agrobacterium对 Hg2+

和 Pb2+的耐受性较好，Bradyrhizobium比 Rhizobium、Sinorhizobium、Mesorhizobium有较强的重金属耐受性。
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Abstract：188 rhizobium strains, which isolated from 23 species of leguminous plants growing in metal mining tailings in Shaanxi and Gansu
Province were used to analyse resistance and the maximum resistance level（MRL） to seven heavy metals. The result showed that there
were great differences in the resistance of tested strains to heavy metals. Strains CCNWSX0386, CCNWGS0138 and CCNWGS0310 were tol－
erant to six heavy metals tested. All of the strains were sensitive to low concentration of Hg2+, Cd2+ and Cr6+（<0.5 mmol·L-1）, but most of
strains were less sensitive to Pb2+（<2.5 mmol·L-1）. The resistant strains had higher tolerance in liquid media（TY） than in solid media
（YMA）. In liquid media, strains CCNWSX0403 and CCNWSX0360 could tolerate to Zn2+ 4.0 mmol·L-1 and tolerate to Cu2+ concentration up
to 2.4 mmol·L-1 and 2.8 mmol·L-1 in liquid media, respectively. Strain CCNWGS0139 could tolerate to 0.4 mmol·L-1 Hg2+, CCNWSX0003
could tolerate to 2.4 mmol·L-1 Ni2+. Both CCNWGS0284 and CCNWGS0142 could tolerate to 4.8 mmol·L-1 Pb2+. 16S rDNA sequences of nine
resistant strains screened were analyzed. Strains CCNWGS0122 and CCNWSX0003 were identified as Mesorhizobium and Sinorhizobium, re－
spectively. Four strains, specifically CCNWSX0386, CCNWGS0139, CCNWGS0284 and CCNWGS0142, which had better resistance to Pb2+

and Hg2+ belonged to the genus of Agrobacterium. But three strains, specifically CCNWGS0309, CCNWSX0403 and CCNWSX0360, which
belonged to the genus of Bradyrhizobium had better resistance to Cu2+ and Zn2+. In general, Agrobacterium were highly resistant to Hg2+ and
Pb2+, Bradyrhizobium had higher resistance to heavy metals than Rhizobium, Sinorhizobium and Mesorhizobium.
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重金属毒害和 N素缺乏是金属尾矿废弃地植被
重建和生态恢复过程中的主要限制因子之一[1]，将具

有天然共生关系的豆科植物———根瘤菌固氮体系应
用到重金属污染土壤中不仅能促进土壤营养元素特

别是 N元素的循环和积累，而且可能吸附重金属或
转化其形态，降低毒性，从而将微生物修复和植物修

复结合起来。但在矿业废弃地上种植豆科植物的技术
问题是寄主植物、根瘤菌和它们的共生体系对矿区废
地特别是重金属毒性的耐受能力，因此筛选并获得能

高效固氮、具有优良抗性的根瘤菌和豆科植物成为该
领域研究的关键。黄名洪等[2]在安徽铜陵铜矿废弃地、
甘肃白银铜矿废弃地发现有不少自然生长的豆科植

物，如紫穗槐、鸡眼草、美丽胡枝子、天蓝苜蓿、国槐
等。国外研究人员在美国加洲北部的铜矿废弃地上发
现了生长良好的豆科百脉根属、羽扇豆属和车轴草属
植物，从其根瘤中分离的根瘤菌对 Cu亦具有较强的
耐性[3]。但目前尚未有人对金属尾矿废弃地的根瘤菌
进行较为系统的重金属抗性分析和相关研究。本实验
以分离自陕西、甘肃金属尾矿废弃地的 188株根瘤菌
为材料对 7种重金属进行抗性分析，筛选出抗性菌株
并通过 16S rDNA全序列分析方法确定其系统发育地
位，以便建立重金属抗性优良的根瘤菌———豆科植物
共生体系，发挥其在生态环境治理中的重要作用。

1 材料与方法

1.1 供试菌株
分离自陕西、甘肃金属尾矿废弃地寄主为刺槐、

鸡眼草、草木樨等 23种豆科植物根瘤的 188株菌。
根瘤经无菌水充分浸泡后，95%酒精浸泡 3~5 min，
0.1%的 HgCl2表面消毒 3~5 min，随后用无菌水漂洗
5~7 次，用无菌镊子压破根瘤，在 YMA 平板培养基
上画线接种，28 ℃培养约 7 d。根据单菌落的形态、镜
检结果，初步鉴定为根瘤菌。然后接种到 YMA斜面
上，28℃培养约 7 d后于 4℃低温保藏。
1.2 主要试剂

Tap酶，100bp DNA标样购自东盛生物科技有限
公司，Proteinase K购自德国 Merck KgaA生物公司。

CuSO4·5H2O、PbNO3、ZnSO4·7H2O、HgCl2、CdCl2、
K2Cr2O7、NiCl2·6H2O、C10H14N2O8Na2·2H2O均为分析纯。
1.3 主要培养基

YMA培养基：甘露醇 10 g，酵母粉 3 g，MgSO4·
7H2O 0.2 g，K2HPO4 0.5 g，NaCl 0.1 g，琼脂粉 18 g，蒸
馏水 1 000 mL，pH 7.0。

TY液体培养基：胰蛋白胨 5 g，酵母酶解粉 3 g，
无水 CaCl2 0.46 g，pH 6.8～7.2。
1.4 抗性菌株筛选
筛选采用多点接种法。吸取 100 μL供试菌菌悬
液到多点接种器槽内，然后接种到含不同浓度的重金

属离子的 YMA平板培养基上，对抗 Pb2+菌株的筛选

采用 TY固体培养基加 0.5 mmol·L-1 EDTA，28℃培养
5～10 d，以不加重金属的培养基为对照，观察并比较
菌株生长情况。每个处理设 3个重复。重金属离子浓
度（单位 mmol·L-1）设置如下：Cu2+：0.4、0.8、1.2、1.6、
2.0；Zn2+：0.5、1.0、1.5、2.0、2.5；Pb2+：1.5、2.0、2.5、3.0、3.5；
Cd2 +：0.2、0.4、0.6、0.8、1.0；Cr6 +：0.1、0.2、0.3、0.4、0.5；
Ni2 +：0.2、0.4、0.6、0.8、1.0；Hg2+：0.1、0.2、0.3、0.4、0.5。
通过筛选分析根瘤菌对重金属的抗性。
1.5 最大抗性水平（MRL）的确定
采用最大抗性水平（MRL）[4]来评价根瘤菌对
重金属的耐受性，MRL 的确定采用梯度培养法，即
TY液体培养基加一系列重金属浓度（含 Pb2+培养基加

0.5mmol·L-1的 EDTA），重金属离子浓度（单位mmol·L-1）

设置 Cu2+，Zn2+，Pb2+和 Ni2+：0.4、0.8、1.2、1.6、2.0、2.4、
2.8、3.2、3.6、4.0、4.8、5.6；Hg2+：0.1、0.2、0.3、0.4、0.5。选
取耐受性较好的菌株液体培养至对数期，吸取 50 μL
菌悬液接种到加有不同浓度重金属的 5 mL TY液体
培养基，于 28 ℃，120 r·min-1摇床培养 3～5 d，观察菌
体是否生长，以加重金属不接菌的管为对照，每个处

理设 3个重复，菌株所能耐受的最大金属浓度定为该
菌株的最大抗性水平。
1.6 抗重金属菌株的 16S rDNA序列分析
总 DNA提取参照 Terefework[5]的提取方法，提取

的总 DNA用琼脂糖凝胶电泳检测后作为 PCR扩增
的模板。
以总 DNA为模板，正向引物 P1：5'- AGA GTT

TGA TCC TGG CTC AGA ACG AAC GCT- 3'，（E. coli
对应位置为 8-37）[4]；反向引物 P6：5'- TAC GGC TAC
CTT GTT ACG ACT TCA CCC C-3'，（E. coli对应位置
为 1479-1506）。PCR反应体系为 50 μL，模板 DNA
（约 20~30 ng）2.0 μL，Reaction Buffer（10×）5.0 μL，
dNTPs（20 mmol·L-1）1.0 μL，正向引物 P1（50 μmol·L-1）

1.0 μL，反向引物 P6（50 μmol·L-1）1.0 μL，Taq聚合酶
（5 U·μL-1）0.5 μL，MgCl2 3.0 μL。PCR反应条件为：
95℃预变性 3 min，94 ℃变性 1 min，56 ℃复性 1 min，
72 ℃延伸 2 min，72 ℃再延伸 6 min，39个循环，1.0%
琼脂糖凝胶电泳，2.5 μL PCR扩增产物与 2 μL溴酚
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兰混合点样，100 V、30 min，溴化乙锭（EB）染色 20 min，
UV照相，检测无特异性扩增后 4℃保存。

PCR产物的纯化和测序由北京奥科测序公司完
成。序列结果与 GeneBank 上的参比菌株序列用
CLUSTAL X进行多重序列比对分析后，利用 Treecon
W软件构建系统发育树。各个菌株之间的遗传距离
计算用 DNAMAN软件。各参比菌株在 GeneBank上
的索取号见图 3。

2 结果与讨论

2.1 重金属对根瘤菌生长的影响
通过实验观察，在加有重金属的培养基上菌体生

长速度明显减慢，菌落表面粗糙，较干。光学显微镜下
重金属胁迫下的根瘤菌细胞变小，皱缩。随着重金属
浓度的提高菌株的存活率（存活率=某金属浓度下生
长的菌株数/供试菌株总数×100%）不断下降，且不同
重金属胁迫的下降速率不同。结果见图 1。

由图 1可以看出，Pb2+胁迫下菌株存活率下降最

为缓慢，在 Pb2+浓度 1.5、2.0、2.5 mmol·L-1时分别有

90%、82.9%、32.4%的菌株能够生长，高达 3.0 mmol·L-1

时仍有 20.2%的菌株能够生长，而在此浓度其他金属
已完全抑制菌株生长，说明低浓度的 Pb2+对菌株产生

毒性很小，可能是由于 Pb2+与培养基的成分产生沉底

后毒性减小。Zn2+、Cu2+胁迫下菌株存活率下降较 Pb2+

快，Hg2+、Ni2+、Cr6+、Cd2+比较接近，最快的为 Hg2+，依次
为 Cd2+、Ni2+、Cr6+。从重金属对供试菌株的抑制曲线可
以看出，不同重金属对供试菌株的半抑制浓度 EC50

（50%供试菌株不能生长时的金属离子浓度）大小依
次为：Pb2+>Zn2+>Cu2+>Cr6+>Ni2+>Cd2+>Hg2+。因此，实验

得出重金属对供试根瘤菌毒性顺序依次为：Cd2+>
Hg2+>Ni2+>Cr6+>Cu2+>Zn2+>Pb2+，这可能与重金属的生物

可利用性有关，微量的 Cu、Zn、Cr、Ni元素为大多数生
物体所必需，如生物体中的某些酶是以 Cu和 Zn作
为辅基，Ni、Cr与细胞膜稳定性、核酸结构以及生物
体的正常代谢有很大关系 [7]，而元素 Hg、Cd、Pb对生
物是否必需未见报道。关于重金属毒性，由于供试菌
株、培养基成分等因素，所报道的重金属对微生物的
毒性顺序不尽相同，本实验从群体效应上得出各种重

金属对根瘤菌的毒性顺序较为合理。
2.2 根瘤菌对重金属的抗性分析
重金属浓度增加对菌体的毒害作用加深，这和高

浓度重金属对细胞的正常生理产生抑制作用是密切

相关的，但是仍有部分菌株对重金属具有一定的耐

性。通过对供试的 188株根瘤菌进行筛选，获得 22株
具有较好耐受性的菌株，见表 1。
从表 1可以看出，在供试的 188株根瘤菌中能
耐 1.2 mmol·L-1 Cu2+的有 7株、耐 1.6 mmol·L-1 Cu2+的

有 3 株、耐 2.0 mmol·L-1 Cu2+的有 2 株，分别占供试
菌株的 3.7%、1.6%、1.1%，其寄主分别为豇豆、多
花胡枝子、刺槐、鸡眼草，说明 Cu2+在较低浓度下

仍对根瘤菌产生较强的抑制作用。但仍有个别菌
株如：CCNWSX0403、CCNWSX0360 可以耐受高达
2.0 mmol·L-1 Cu2+，为聂湘平等[8]发现的大叶相思根瘤

菌能耐受<0.80 mmol·L-1 Cu2+的结果的 2.5倍，比陈雯
莉等[9]从大豆根瘤菌中筛选到抗 0.4 mmol·L-1Cu2+的

菌株高出 4倍。表明这 2株菌对 Cu2+有较高的耐受水

平，其可能有着特殊的抗 Cu机制。供试菌株对 Zn2+的

耐受能力较差，有 21.3%的菌株能够在含 1.0 mmol·L-1

Zn2+的培养基上生长、而耐受 1.5 mmol·L-1 Zn2+的菌株

只有 3株，寄主分别为豇豆、大豆和野豌豆，没有能耐
受 2.0 mmol·L-1 Zn2+的菌株，与朱毓华等 [10]对太白尾

矿根瘤菌的筛选结果（3 株菌能够耐受1.6 mmol·L-1

Zn2+）接近，但与聂湘平等[11]发现的大叶相思根瘤菌能

够耐受<10.0 mmol·L-1 Zn2+的结果相差较大。实验还筛
选到耐受 0.3 mmol·L-1 Hg2+的 3 株菌，其中 CCN－
WGS0139 和 CCNWSX0386 可达到 0.4 mmol·L -1

Hg2+，寄主分别为截叶铁扫帚和野豌豆，其抗性水平
为抗 Hg 菌株Alcaligenes eutrophus（真氧产碱杆菌）
CH34的 4倍，Alcaligenes eutrophus CH34已研究得出
含有merr转座子[12]。大多数菌株对 Pb2+（<2.0 mmol·L-1）

不敏感，采用 TY培养基+EDTA，并且提高金属浓度筛
选得到耐 3.0 mmol·L-1 Pb2+的菌株 38株，3.5 mmol·L-1

图 1 重金属浓度对根瘤菌存活率的影响
Figure 1 Effect of heavy metal concentration

on the survival rate of rhizobia

4.03.53.02.52.01.51.00.5
重金属浓度/mmol·L-1

100

80

60

40

20

0

存
活
率
/%

Cu
Zn
Pb
Cr
Ni
Cd
Hg

梁建强等：西北地区金属尾矿地根瘤菌的重金属抗性及其系统发育研究1122



第 28卷第 6期 农 业 环 境 科 学 学 报

表 1 重金属抗性根瘤菌筛选结果
Table 1 The results of screening for heavy metal-resistant rhizobia

注：表中所列为至少对一种重金属有较好抗性的菌株，“—”表示在所设金属的最低浓度不能生长。

菌株
Strain

寄主
Host plant

重金属浓度/mmol·L-1 Heavy metal concentration

Cu2+ Zn2+ Pb2+ Cd2+ Cr6+ Ni2+

CCNWGS0122 刺槐 1.2 0.5 2.5 — 0.3 —

CCNWGS0278 刺槐 — — 3.0 — 0.3 —

CCNWGS0123 刺槐 1.2 — 3.0 0.2 0.5 —

CCNWGS0284 刺槐 — 1.0 3.5 — 0.3 0.2

CCNWGS0124 刺槐 0.4 — 2.0 0.2 0.3 —

CCNWGS0136 多花胡枝子 — 1.0 3.0 — 0.1 —

CCNWSX0360 多花胡枝子 2.0 1.0 2.0 — 0.2 —

CCNWSX0366 多花胡枝子 1.2 0.5 3.0 0.2 0.2 —

CCNWSX0365 多花胡枝子 — — 3.0 0.2 0.3 —

CCNWGS0139 截叶铁扫帚 0.4 1.0 3.0 — 0.2 0.2

CCNWGS0142 截叶铁扫帚 — 1.0 3.5 — 0.2 —

CCNWGS0138 截叶铁扫帚 0.4 1.0 3.0 — 0.2 0.4

CCNWGS0309 鸡眼草 1.6 1.0 2.5 0.2 0.1 —

CCNWGS0310 鸡眼草 1.2 1.0 3.0 0.2 0.1 0.4

CCNWGS0007 白香草木樨 — — 2.0 — 0.2 0.4

CCNWSX0003 草木樨 0.4 — 2.0 — 0.2 0.4

CCNWSX0386 野豌豆 — 1.5 3.0 0.2 0.2 0.2

CCNWSX0403 豇豆 2.0 1.5 1.5 — 0.3 —

CCNWSX0374 野大豆 — 1.0 3.0 — 0.5 —

CCNWGS0153 狼牙刺 — 1.0 3.0 — 0.5 0.2

CCNWSX0332 大豆 — 1.5 1.5 0.2 0.2 —

CCNWSX0399 菜豆 0.4 0.5 3.0 — 0.5 —

生境
HabitatHg2+

0.1 铅锌矿

— 铅锌矿

0.1 铅锌矿

0.3 铅锌矿

— 铅锌矿

0.2 铅锌矿

— 铁尾矿

— 铜锌矿

— 铜锌矿

0.4 镍矿

0.1 铅锌矿

0.1 铁矿

— 铅锌矿

— 铅锌矿

— 铅锌矿

0.1 金矿

0.4 金矿

— 铜锌矿

0.1 铁矿

0.1 铅锌矿

— 铁尾矿

0.1 铅锌矿

的 2株，寄主分别为刺槐和截叶铁扫帚，同时筛选得
到8株菌耐受 0.2 mmol·L-1 Cd2+，4株菌耐受 0.5 mmol·
L-1 Cr6+和 4株耐受 0.4 mmol·L-1 Ni2+的菌株，分别占供
试菌株的 4.2%、2.2%、和 2.2%。菌株之间对重金属耐
受性存在较大差异，寄主分别为野豌豆的 CCN－
WSX0386、截叶铁扫帚的 CCNWGS0138和鸡眼草的
CCNWGS0310，可以耐受 6种浓度较高的重金属，表
现出对多种重金属同时具有较好耐受性的特点，而部

分菌株对所有重金属都敏感（表中未列出）。能够同时
耐受多种重金属的菌株可能是通过分泌质子、氨基酸
以及各种有机酸，提高体系的酸度，溶解重金属，或者

利用代谢产物与重金属配合改变形态[13]。有研究表明，
快生型大豆根瘤菌在代谢过程中能分泌有机酸和各

种氨基酸等代谢产物[14]。实验还发现能耐受 Cu2+>1.2
mmol·L-1的菌株中只有 12.3%分离自铜锌矿，而分离
自铜锌矿的菌株对 Pb2+、Cd2+、Cr6+却有较好的耐受性。
同时，耐受 Pb2+>3.0 mmol·L-1、Zn2+>1.0 mmol·L-1的菌

株也分别有 28.6%、46.1%的菌株不是分离自铅锌矿，

而分离自铁矿、镍矿、金矿的根瘤菌对 Hg2+、Pb2+、Zn2+

却具有较好的耐受性。Gadd等[15]认为微生物能够获

得特定的抗性机制来适应不良生长环境，但本实验未

发现根瘤菌的抗重金属特性与环境的直接关系，需要

进一步对土壤理化性质、重金属含量进行分析。在筛
选得到的具有较好耐受性的 22株菌中，寄主为胡枝
子和刺槐的菌株最多，各占 31.8%和 22.7%，说明这 2
种豆科植物与根瘤菌的共生体系可能具有较强的抗

重金属能力。此外，刺槐和胡枝子属于木本植物，具有
耐干旱、耐瘠薄、根系发达、适应性强，因此有望成为
重金属污染、氮素缺乏的矿业废弃地生态恢复的先锋
植物。
2.3 抗性菌株的最大抗性水平（MRL）
选取表 1 中对 Cu2+、Zn2+、Pb2+、Ni2+、Hg2+具有较
好耐受性的 9 株菌：CCNWGS0309、CCNWSX0360、
CCNWSX0403、CCNWSX0386、CCNWGS0142、CCN－
WGS0139、CCNWGS0284、CCNWGS0122 和 CCN－
WSX0003进行最大抗性水平的确定，结果见图 2。
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图 3 抗性菌株与参比菌株的 16S rDNA全序列系统发育树状图
Figure 3 Phylogenetic dendrogram based on the 16S rDNA gene
sequences of resistant species and sequences of relating species

注：树状分支上的数值表示树形的可信值，0.05表示遗传距离，括
号内为 GenBank登录号

The figures on branch stand for the reliabilities. The numbers in the
parenthesis are the GenBank accession number of the sequences

由表 1和图 2可以看出，在液体培养基中菌体
能够耐受更高浓度的重金属离子，CCNWSX0003 的
结果尤为明显，对 Ni2+的 MRL值达到 2.4 mmol·L-1，

为固体培养基上耐受水平的 6 倍。CCNWGS0309、
CCNWSX0360 和 CCNWSX0403 对 Cu2+的 MRL 值分
别为 2.0、2.4和 2.8 mmol·L-1，对 Zn2+的 MRL值分别
为 2.5、4.0和 4.0 mmol·L-1，均比在固体培养基中的

耐受水平高出 20%～300%，这可能与所采用的培养
基有关。CCNWGS0284 和 CCNWGS0142 对 Pb2+的

MRL值高达 4.8 mmol·L-1，也比在固体培养基中的

耐受性提高了 37.1%，对 Hg2+的这种现象不明显，
CCNWGS0139对 Hg2+的 MRL值为 0.4 mmol·L-1，与在

固体培养基中的耐受水平相同，而 CCNWSX0386却
有所下降，说明 Hg2+在液体培养基有较高的毒性，可
能与 Hg2+的活化程度和培养基的化学组成有关。这两
株菌对 Hg2+的耐受水平较高，但对 Cu2+的耐受水平一

般，仅为 CCNWSX0403耐 Cu2+水平的 14.3%和28.6%，
CCNWSX0360的 16.7%和 32.4%，可能对 Hg2+有独特
的抗性机制，需进一步研究。
2.4 抗性菌株的系统发育关系分析
选取上述 9株菌进行 16S rDNA全序列测定。将
所测序列与参比菌株全序列进行比较，得到以 16SrDNA
全序列为基础的系统发育树状图（图 3）。
结果表明，分离自刺槐的菌株 CCNWGS0284、野
豌豆的 CCNWSX0386、截叶铁扫帚的 CCNWGS0139
和 CCNWGS0142 与土壤杆菌的亲缘关系较近，其
16S rRNA 核苷酸序列与 Ag. tumefaciens IAM 13129
相似性均为 100%，鉴定为根癌土壤杆菌（Ag. tumefa－
ciens）。实验表明从刺槐、野豌豆、截叶铁扫帚根瘤中
均分离到土壤杆菌，这与 Mhamdi[16]用 gusA标记法得
出土壤杆菌确实存在于根瘤，并可入侵成熟根瘤的结

论一致。CCNWGS0309、CCNWSX0403和CCNWSX0360
均属于慢生根瘤菌属的分支，其中 CCNWSX0403、
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CCNWSX0360 与 B. liaoningense USDA 3622 的相似
性为 100%，CCNWGS0309与 B. japonicum NA6059 的
相似性为 99.6%。CCNWGS0122 属于中慢生根瘤菌
属（Mesrhizobium），与 M. amorphae ACCC19665 的相
似性为 100%；CCNWSX0003 属于中华根瘤菌属
（Sinorhizobium），与 S. meliloti LMG6133 的相似性为
99.9%。不同属的根瘤菌对重金属的耐受能力不同，
结合图 2和图 3可以看出，慢生根瘤菌比快生根瘤具有
较强的耐重金属特性，在筛选到的耐性菌株中慢生根瘤

菌占33.3%，未筛选到根瘤菌属的菌株，与已有的研究结
果 [17]：根瘤菌对重金属的敏感顺序为：Azorhizobium>
Rhizobium=Mesorhizobium=Sinorhizobium>Bradyrhizo－
bium一致。Kinkle等[18]也研究发现，在重金属污染土壤

中 Bradyrhizobium japonnicum的数量、其寄主植物生长
以及固氮酶活性未发生改变。值得研究的是，对Pb2+、Hg2+

耐受性较好的4 株菌CCNWSX0386、CCNWGS0139、
CCNWGS0284 和CCNWGS0142均属于土壤杆菌属，
而这 4株菌对 Cu2+的耐受性不高；属于慢生根瘤菌属

的 CCNWGS0309、CCNWSX0403 和 CCNWSX0360 对
Cu2+的耐受水平较高，对 Pb2+、Hg2+的耐受水平一般；
CCNWGS0122、CCNWSX0003则表现出对 Cu2+、Pb2+、
Zn2+、Hg2+中度耐受。Mohamed等[19]将重金属耐性作为

一部分生理生化指标运用于金合欢根瘤菌的聚类分

析中取得了良好的效果，实验结果也说明了这种方法

具有可行性。

3 结论

（1）获得 6株有较高重金属抗性的菌株，其中分
离自豇豆的菌株 CCNWSX0403 对 Cu2+的 MRL 值为
2.8 mmol·L-1，对 Zn2+的 MRL值为 4.0 mmol·L-1，CCN－
WSX0360也可耐受 4.0 mmol·L-1 Zn2+，这 2株菌均为
慢生根瘤菌。CCNWGS0284和 CCNWCX34-2可以耐
受 4.8 mmol·L-1 Pb2+，寄主分别为刺槐、截叶铁扫帚；
CCNWGS0139可以耐受 0.4 mmol·L-1 Hg2+，寄主为截
叶铁扫帚，这 3株菌均属于土壤杆菌属的分支。CC－
NWSX0003可以耐受 2.4 mmol·L-1 Ni2+，寄主为草木
樨，属于中华根瘤菌属的分支。
（2）从群体效应上确定重金属离子对根瘤菌的毒
性顺序为：Cd2+>Hg2+>Ni2+>Cr6+>Cu2+> Zn2+>Pb2+。土壤杆
菌对 Pb2+和 Hg2+具有的耐受性较强，慢生根瘤菌比快
生根瘤菌、中华根瘤菌、中慢生根瘤菌有较强的重金
属耐受性。根瘤菌在液体培养基比固体培养基中有较
高耐受性。从刺槐、野豌豆、截叶铁扫帚的根瘤中分离

到的土壤杆菌，具有较好的耐重金属能力。
（3）分离自金属尾矿的豆科植物的根瘤菌对重金
属有较强的耐受性，而且部分菌株可同时耐受多种重

金属，如能将这些抗重金属能力较强的根瘤菌接种到

污染的土壤、矿山，或接种到豆科植物使之形成根瘤，
将能起到消除重金属污染，改良土壤和防止水土流失

的作用。
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“气候变化、温室气体减排与土壤固碳固氮”
专题征文通知

农业碳氮循环是全球碳氮循环中的重要组成部分，农业温室气体的减排对应对全球气候变化有重大意义。为了
交流我国在农业碳氮循环领域的最新研究成果，本刊将集中刊登气候变化、温室气体减排与土壤固碳固氮方面的研
究论文，包括：（1）农业温室气体减排的潜力与措施；（2）农业土壤固碳固氮新技术与措施；（3）农业生态系统中（种植
业、养殖业、农业固废堆放等）碳氮循环规律与机理等。专辑征文请从学报网站上注册投稿(学报网址：www.aes.org.cn)，
经专家审阅合格的稿件将于 2009年第 12期（2009年 12月 20日）出版，欢迎各有关单位和专家踊跃投稿，征文截止
时间为 2009年 9月 15日。
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