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摘要  从铅污染较严重的石家庄市华北蓄电池有限公司的车间土壤中初步分离了多株细菌和真菌 ,经过进一步筛选 ,发现有些菌株具
有较好的耐铅能力和富铅性能 ,其中一株斑点霉菌 ,可在含铅达1 000 mg/ L 的培养基中生长 ,具备较好的开发价值。
关键词 铅污染 ;富集 ;斑点霉菌
中图分类号  Q939 .96   文献标识码  A  文章编号  0517 - 6611( 2007)03 - 00839 - 03

Screening of Lead- accumulation Strain
ZHAO Shi-hao et al  ( Biology Sciense and Engineering Academy ,Hebei University of Economics and Business , Shijiazhuang , Hebei 050061)
Abstract  Many bacteriumand fungi were separated fromsoil contami nated withlead inthe workshop of Huabei Storage Battery co . , Ltd in Shijiazhuang
city and we discovered the strains withlead tolerance and accumulation.And a phoma can growin mediumwith 1 000 mg/ L of lead and the strai n had a
good exploiture value .
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  随着经济的飞速发展,铅污染在我国乃至全世界越来越

严重。众所周知, 冶金、采矿、蓄电池、印刷、涂料、化工等行

业大量排放铅; 油漆、颜料、陶瓷、搪瓷等也含有一定量的铅。

另外, 随着汽车工业的发展,汽车尾气的铅污染也不容忽视。

以上所有的铅污染, 都会通过各种途径污染土地和水, 再通

过生物链进入人体, 从而威胁着人类, 尤其是儿童的身心发

育和健康[ 1] 。由于铅是积蓄性毒物,在体内的代谢半衰期很

长, 约4 年之久,危害十分严重, 因此必需加以重视。

治理铅污染的传统方法包括化学沉淀、化学氧化还原、

离子交换、过滤、电化学处理等 ,但这些方法都有一些较大的

缺点, 比如去除不完全、能量要求较高、会产生需要进一步处

理的毒性淤泥及废弃物,而且成本较高。近十年来发展起了

一些替代方法, 其中生物修复法就是较好的方法之一, 它造

成二次污染的机会少, 对生态环境的破坏较小 ,成本低且专

一性较高 ,引起了广泛关注。其中尤其以植物富集修复土壤

污染和微生物吸附处理水体铅污染倍受青睐。利用微生物

修复铅污染的研究在20 世纪末已经展开, 研究重点包括: 微

生物吸附体的筛选及吸附特性研究, 对重金属的富集与抗性

机制, 以及对重金属的固定或活化作用, 这些研究具有相当

大的经济应用价值。

该研究拟从目前受铅污染较严重的地区( 石家庄市华北

蓄电池有限公司) 采取土样, 利用富含铅的培养基进行分离

培养, 以期获得一些能够富铅的真菌和细菌菌株, 并进行初

步鉴定和研究。

1  材料与方法

1 .1 土样  采自河北省石家庄市华北蓄电池有限公司, 共

18 份土样, 分别采自浇铸( 1、2、3 号) 、整片( 4、5、6 号) 、涂片

( 7、8、9 号) 、化成( 10、11、12 号) 、烘房( 13、14、15 号) 和总成车

间( 16、17、18 号) , 每份土样重500 g。

1 .2 培养基配方

1 .2 .1 牛肉膏蛋白胨培养基。牛肉膏5 .0 g , 蛋白胨10 .0 g ,
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NaCl 5 g ,pH 值7 .0 左右。

1 .2 .2 查氏培养基。NaNO3 3 g ,K2 HPO4 1 g ,MgSO4·7H2O0 .01

g , 蔗糖30 g ,pH 值6 .0 左右。

1 .2 .3  马铃薯培养基( PDA) 。马铃薯200 g 加水煮沸半小

时, 双层纱布过滤 ,滤液加蔗糖20 g ,补足1 000 ml ,pH 值7 .0。

1 .3 大肠杆菌( E. coli) 。

1 .4 抗铅及富集铅菌株的分离, 纯化

1 .4 .1  梯度平板分离。①制备土样悬浮液。分别取2 g 土

样加入到100 ml 生理盐水中, 振荡10 min ; ②梯度平板的制

备。将铅浓度为1 000 mg/ L 的牛肉膏蛋白胨琼脂培养基熔

化后, 吸取10 ml ,倒入培养皿中并使培养皿倾斜 ,待培养基凝

固后加入10 ml 熔化并冷却至60 ℃左右的无铅牛肉膏蛋白

胨琼脂培养基的表面 ,冷凝后待用。这样 ,由于扩散作用, 平

板上的铅浓度由一侧到另一侧呈0 ～1 000 mg/ L 梯度递增。

同法共制备培养基54 个梯度平板。

1 .4 .2 分离。吸取0 .1 ml 土壤悬浮液分别涂布于铅梯度牛

肉膏蛋白胨培养基平板表面, 观察微生物生长情况, 并从中

挑取形态不同的菌落进行平板划线纯化, 分离抗性约为1 000

mg/ L 的菌株, 接种到相应浓度的牛肉膏蛋白胨斜面培养基

上保存。每组3 次重复。

1 .5 菌株富集铅能力的分析

1 .5 .1 平板熏蒸法( 定性分析) [ 2] 。将所得菌株,在无铅牛肉

膏蛋白胨培养基平板上进行稀释涂布和点接培养 ,菌落长出

后, 上铺一层铅浓度约100 mg/ L 的琼脂凝胶, 菌落与铅作用

后,将培养皿于干燥器内暴露于硫化氢气体( 由 Na2S 和 HCl

产生) 中,使培养基和菌落中的铅以硫化铅的形式形成沉淀 ,

具有铅吸收能力的菌落周围将出现透明圈。菌落与铅作用

时间为1 d 左右。

1 .5 .2 液体培养法( 定量分析) 。将待分析菌株在不同初始

铅浓度的液体牛肉膏蛋白胨培养基中培养1 周, 溶液经细菌

过滤器( Ф0 .22μm) 除去菌体后测定滤液的铅浓度, 同时用大

肠杆菌( E . coli) 进行空白对比实验。

1 .6 铅标准溶液制备及铅含量测定[ 3]

1 .6 .1 铅标准溶液。精密称取0 .159 8 g 硝酸铅, 加10 ml 硝

酸, 全部溶解后, 移入100 ml 容量瓶中,加水稀释至刻度。此
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溶液每毫升相当于1 .0 mg 铅。

1 .6 .2 铅标准使用液。吸取1 .0 ml 铅标准溶液,置于100 ml 容

量瓶中,加水稀释至刻度,此溶液每毫升相当于10 .0μg 铅。

1 .6 .3 铅含量测定。按照国标GB/ T 5009 .12-1996 食品中铅

的测定方法二硫腙比色法进行。

1 .7 菌种鉴定

1 .7 .1 菌落形态观察。分别在PDA 培养基和查氏培养基平

板中央接种F11a ,28 ℃培养1 周,观察菌落形态。

1 .7 .2 载片培养法观察菌丝形态。以载片培养的方法原位

观察F11a 在薄层PDA 培养基上生长的菌丝形态。

1 .7 .3 分生孢子形态观察。接种马铃薯培养基平板, 原位

镜检观察分生孢子器形态并测量大小。

1 .7 .4 孢子萌发及单孢菌株分离。取分生孢子器, 挤压后

得到分生孢子。用载玻片上萌发法观察其在PDA 培养液中

的萌发情况。并用稀释分离的方法分离单孢菌株。

1 .7 .5 分子生物学方法鉴定菌株。利用16SrDNA 间隔序列

和18Sr DNA 间隔序列的通用引物, 以相应菌株的总 DNA 为

模板, 进行PCR 反应 ,分别克隆相应的序列, 然后进行测序 ,

根据测序的结果, 在NCBI 网站中进行比对鉴定。

2  结果与分析

2 .1  梯度平板法分离抗铅菌株  各号土样梯度平板分离结

果发现, 随环境土样中的铅含量的增长, 微生物数量呈不同

程度的下降趋势, 表明高浓度铅对土样中大多数微生物具有

明显抑制作用。总体上各土样微生物在富营养条件下生长

较好。从中挑选并初步分离得到抗铅1 000 mg/ L 菌株8 株。

其中霉菌1 株, 酵母菌3 株,细菌4 株。

2 .2 菌株的富集铅能力的测定

2 .2 .1 平板熏蒸法定性分析菌株富集铅的能力。将上述筛

选所得菌株以平板熏蒸法筛选, 每个菌种接种5 个菌落作为

重复, 得到产生肉眼可见透明圈的菌落, 其中酵母菌菌落周

围的透明圈较大而明显,而细菌的透明圈小且不明显( 图1) ,

说明酵母菌的富铅能力比细菌较强。由于丝状真菌体积较

大, 菌落不够光滑, 加入的上层含铅培养基难以与其紧密接

触, 所以未用此法分析其富集能力。

 注 :培养皿中点接了细菌及酵母菌 , 中间区域示15 个酵母菌 , 菌

落周围出现了较强的透明圈 , 而细菌周围的透明圈较小。

图1 加铅1d后熏蒸的菌落情况

2 .2 .2 液体培养下富集及去除铅能力的定量分析。将筛选

所得的强抗铅真菌F11a、F11b 进行液体培养后对培养基中铅

的去除及富集能力的比较, 培养基初始浓度分别为铅10、

200、400、800、1 000 mg/ ml 。结果表明( 表1) , 在10 mg/ L 铅浓

度下,F11a 对溶液中铅去除率可达78 .4 % ; 浓度大于200

ml/ L时去除数量相差不大。由此可见, 随铅浓度增大, 去除

率减小 ,可能是因为菌体吸收趋于饱和。

  表1 不同初始铅浓度液体培养下F11a、F11b

和E.coil 对溶液中铅的去除率

初始铅浓度

mg/ L
处理

测定浓度

mg/ L

去除率

%
10 E.coil( CK) 9.03    9 .70

F11a 2.16 78 .40

F11b 2.63 73 .70

200 E.coil( CK) 192 4 .00

F11a 169 16 .50

F11b 175 12 .50

400 E.coil( CK) 388 3 .00

F11a 358 10 .50

F11b 366 8 .50

800 E.coil( CK) 782 2 .25

F11a 753 5 .75

F11b 766 4 .25

1 000 E.coil( CK) 981 0 .90

F11a 950 5 .00

F11b 963 3 .70

图2 不同初始铅浓度液体培养下

F11a、F11b 和E.coil 对溶液中铅的去除率

2 .3  菌种鉴定  选取富集铅能力较好的一株真菌 , 用PDA

平板培养 ,其生长气生菌丝白色,基内菌丝近黑色( 图3a) , 查

氏培养基上生长时气生菌丝不发达, 基内菌丝初期为白色或

浅黄褐色 ,后期为黑褐色。液体查氏培养基摇床培养时形成

菌丝球直径较大, 菌丝间易集结成团。菌丝间有隔, 细胞壁

较厚( 图3b) 。分生孢子单细胞, 形态多样, 卵形、长形、肾形

或近球形 ,大小约( 4～5)μm×( 5～8) μm( 图3c) , 分生孢子器

近球形, 直径约150～200μm, 无菌丝层包裹 ,碳质, 无明显孔

口,器壁厚,含有厚壁透明细胞( 图3d) 。根据真菌鉴定手册

中分类系统和真菌字典及其所列参考文献, 初步将其归入斑

点霉属。

3  结论与讨论

3 .1  抗铅菌株的分离 微生物对铅的抗性是将微生物用于

铅污染治理的前提。铅酸蓄电池是世界上各类电池中产量

最大、用途最广的一种电池, 铅含量较高, 污染严重, 所以从

其各生产车间中取样分离抗铅菌株是可行的。用梯度平板

法和富集法从上述不同土样中分离筛选抗铅菌株的过程中 ,

10、11、12 号图样中分离到的微生物较多 ,与化成车间污染最
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为严重情况相符。其余土样在分离过程中, 随着培养基中铅

浓度的增大 ,微生物数量减少, 表明铅对微生物的毒性随着

浓度的增大而增大 ,也证实梯度平板法分离抗铅微生物是有

效的。从各土样中分离得到在1 000 mg/ L 铅浓度下可以存活

的强抗铅菌株共8 株 ,包括2 株真菌F11a、F11b ,3 株酵母菌

Y10、Y11和 Y9 及3 株细菌M8、M11和M12。

 注 :a .平板上生长的菌落 ;b . 载片培养上的菌丝 ;c . 压碎后的分

生孢子 ;d . 平板上原位生长的分生孢子器( 10×100) 。

图3 PDA培养基上一株真菌F11a的形态观察

3 .2  从抗铅菌株中筛选富集铅的菌株  对以上分离到的8

株强抗铅菌株用硫化氢熏蒸法定性分析其富集铅的能力, 不

同菌株产生透明圈的情况不同, 由此筛选出一株富集能力较

强的酵母菌Y10。丝状真菌由于体积较大, 菌落不够光滑,加

入的上层含铅培养基难以与其紧密接触,不太适合以此法分

析其富集能力。所以熏蒸法可作为快速筛选具有富集能力

的单细胞菌株的有效方法。

3 .3  富铅真菌的富铅能力测定  Y11a、Y11b 的富铅能力比

较, 前者略强些, 但都随着培养基中铅浓度的增加而降低, 估

计与菌体内铅吸收达到饱和有关 ,至于吸收后的铅是否能转

化成无毒的有机铅, 有待进一步研究。

3 .4  菌种的鉴定 用菌落肉眼观察的形态特征结合显微观

察和生化特性研究结果,查伯杰氏手册是鉴定菌种的传统方

法, 多年来一直沿用。但耗时长,误差大 ,要求观察者具备较

丰富的经验。而近年兴起的分子生物学法越来越受到青睐。

在真核生物中,rDNA 是基因组 DNA 中的中等重复( 103 ～

105) 、并有转录活性的基因序列。一般由转录区和非转录区

构成, 转录区包括编码区5S,5 .8S,18S,28SrDNA 基因, 由2 个

非编码的ITS 分开。在进化速率上, 由于编码区比较保守, 可

在属、科、目水平上用于不同生物种的比较, 而基因间隔区是

rDNA 中基因进化速度最快的区域, 其中 IGS 区是一个高变

区,ITS2 区较ITS1 区保守些。它们常用于属内种间比较或种

内群体比较[ 4] 。因此, 用rDNA 的内转录间隔序列进行菌种

鉴定较方便、准确和经济。

4  结论

从富铅的环境中初步分离了多株细菌和真菌 ,其中有些

菌株具有较好的耐铅能力和富铅性能, 可在含铅量为1 000

mg/ L 的培养基中良好生长 ,富铅率能力低浓度时较强, 最高

可达78 .4 % ,具备进一步研究开发的价值。
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根据岩溶水文地质结构的特点, 加强配套工程建设(“三小”

工程等) ,有效开发利用岩溶水资源 , 防治岩溶洪涝和岩溶

干旱 ,解决岩溶山区农业生活生产用水。此外, 还要因地制

宜地发展节水型农业, 重视节水技术的利用。

3 .6  调整农业经济结构 首先是缩小第一产业的比重, 发

展工商业 , 扩大二、三产业比重。其次是因地制宜地发展大

农业, 协调好农林牧副渔业的关系。再次是种植业要逐步

由以粮食为主的单一种植结构调整为粮食—饲料—经济作

物相结合的新型种植结构: 一是稳定基本农田面积, 提高复

种指数, 增加单位面积土地的粮食产出; 二是积极稳妥地发

展饲料作物, 如大麦、高粱等; 三是依托贵州油菜、烤烟等优

势经济作物 , 采用大分散、小集中的方式 , 建立油菜和优质

烤烟商品基地 ,以形成规模经济优势。

3 .7  缓解人地矛盾和人粮矛盾  一是加快乡镇企业和第

三产业发展, 增加其吸收农村剩余劳动力的能力。二是利

用农户空闲用地 , 发展庭院经济。三是合理开发荒山荒坡

等非耕地资源 ,发展绿色产业。相对于耕地而言, 贵州的非

耕地资源面积辽阔 ,开发潜力巨大, 应因地制宜地开发此类

资源 ,建成茶园、药园、果园、林场等。四是有组织地搞好劳

务输出。

3 .8  发展农业科技  贵州岩溶山区自然资源供给有限, 实

现农业可持续发展的根本途径在于科技进步。根据贵州自

然地理特征及农业发展需要 , 应重点研究开发推广实施下

列技术: ①产量高、品质优、适应性广的优良品种选育技术;

②旱地农业节水技术 ; ③旱涝、冰雹、低温等农业自然灾害

的预测预报及防御技术 ;④畜禽饲养及疫病防治技术 ; ⑤新

鲜蔬菜水果的保鲜及加工技术 ; ⑥高效肥料及生物农药的

开发应用技术等。

此外, 国家要对包括贵州在内的中西部地区实施更优

惠的政策 , 从资金和技术上加大扶持力度, 加快生态重建,

增强造血机能, 促使贵州岩溶山区农村社会经济的持续

发展。
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