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摘要:采用 16S rDNA PCR-DGGE 技术，对大宝山重金属污染土壤中的微生物群落多样性进行了分析，并对其中的

优势种群进行了比较研究.结果表明，重金属污染土壤中的微生物还保持着高的多样'性;克隆测序结果表明重金属

污染土壤中的优势菌大多为未培养菌( U ncultured bacterica) ，其主要优势菌群为未培养的 α-变形菌纲 alpha Pro­

teobacterium、劳尔氏菌属 Ralsωnm、酸杆菌门 Acidobacteria 和放线菌属 Actinobαcurium，以及产吟琳菌属 Porphy­

robacter 、Pseudochrobactrum元色杆菌属 Achromobacter 和链霉菌属 Streptomyces 等.
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Abstract: The microhial diversity of the dominant mirohes in heavy metals contaminated soil from Dahaos­

han area was studied hy 16S rDNA PCR and denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE). The heavy 

metals contaminated soil showed microhial diversity. The result of sequence showed that most of the domi­

nant microorganisms in heavy metal contaminated soil were uncultured hacterium , including Uncultured 

alpha Proteohacterium , Uncultured Rαlstonia ， Uncultured Acidohacteria , Uncultured Actinobαcterium , Por­

phyrobacter , Pseudochrobαctrum , Achromobαcter and Streptomyces etc. 

Key words: heavy metal contaminated soil; DGGE; dominant species 

重金属对土壤、水体和大气的污染已经具有广

泛性，并严重危害到社会的可持续发展.位于粤北的

大宝山矿是→座大型多金属伴生矿床，该矿区长期

粗放采矿，且缺少有效防污措施，使得大量重金属物

质汇入横石河和翁江，己对矿区周边及河流下游生

态环境造成严重破坏.据调查，受采矿废水污染的河

流内，鱼虾绝迹;用污染河水灌溉或受洪泛影响的农

田，土质已被破坏，农作物产量剧降甚至绝收.重金

属的污染会导致土壤中生物种群数量严重下降，多

样性显著减少[l]. 土壤微生物对于维持土壤肥力、促

进植物健康生长，特别是在重金属污染土壤的生物

修复等方面具有极为重要的作用{叫.目前，关于大

宝山重金属污染区的土壤微生物种群多样性以及长

期暴露在重金属环境中的主要优势种群还缺少研究

报道，而明确这些问题对于分离筛选重金属耐受微

生物资源，促进重金属抗性微生物资源的保护和重

金属抗性机制研究等均具有重要意义.

本研究选用广东地区重金属污染严重的大宝山

矿区土壤，采用分子生态学技术分析了大宝山重金

属污染土壤的微生物多样性，并进→步分析了其优
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势种群的信息，为筛选生物修复重金属污染土壤的

微生物菌种提供了依据，也为该区域重金属耐受微

生物资源的保护和开发应用提供基础信息.

区(表 1).2∞8 年 3 月在各取样点取距地表 5 -10 

cm 的土壤，编号并记录采样点植被情况，立即带回

实验室，土壤样品经风干后于 4 "C保存.采用原子吸

收光谱法[4] 测定出土壤中重金属 Cd 、 Pb 、 Zn 、 Cu 的

总质量比(表 1 ) .从测定的样品中，选取 Cd 、 Pb 、 Zn 、

Cu 复合污染最重的土样以及上坝癌症村重金属污

染土样进行 DGGE 分析.

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 土壤样品 重金属污染土壤样品及未污染

土壤样品采集于广东大宝山重金属污染区与非污染

表 1 大宝山重金属污染土壤样品特性及重金属含量测定1 ) 

Tab. 1 The characteristics and concentration of heavy metals in contaminated soil from Dabaoshan 

土样编号 取样位置 地表植物
w/ (mg . kg - I ) 

Cu Zn Pb Cd 

1 曲江凡洞 藏类 1 798.00 83 1. 50 1 172.00 1. 36 

2 矿区沉淀区 藏类 396.30 801. 60 3648.00 1. 34 

3 矿区排水沟上游 族类 455.30 819.40 4 180. ∞ 1. 27 

4 矿区沉淀区 族类 666.10 1 998.00 5 715.00 2.02 

5 尾矿区 族类 1 298.00 1 449.00 1 323.00 4.17 

6 矿山水池 香根草 772.70 1 525.00 2544.00 4.28 

7 尾矿区 未知植物 1 258.00 1 282.00 1 273.00 8.37 

8 非污染区 族类 136. 10 68.80 153.50 O. 19 

9 上坝横石河床污染区 空心莲子草 607.70 462.40 1 868.00 O. 76 

10 上坝横石河床污染区 禾本科植物 670.80 586.20 1 762. ∞ 1. 60 

11 非污染区 草竹 91. 50 89.90 140.00 0.12 

12 上坝横石河床清水区 含羞草 628.60 436.40 1 693.00 0.54 

13 上坝横石河床清水区 乌柏 632.40 485.60 1 839. ∞ 0.68 

14 上坝横石河边 芦苇草 649.90 496.40 2057.00 0.74 

15 上坝横石河边 空心莲子草 653.50 547.60 2 116.00 1. 27 

16 上坝横石河边 含羞草 67 1. 30 503. 70 2084.00 0.95 

1 )土壤质量二级标准( GB1 5618一1995)[4] :Cu < 50 mgl屿， Zn <2∞ mgl屿， Pb < 250 mglkg , Cd < O. 3 mglkg. 

1. 1. 2 主要仪器设备与试剂 DNA 纯化试剂盒

Wizard DNA Clean up system 购于美国 Promega 公司;

引物由赛百盛公司合成 ;T，αq DNA 聚合酶及其他试

剂购于威佳公司 ;PCR 扩增仪 GeneAmp PCR system 

2400 ，德国 PE 公司生产;变性梯度凝胶电泳仪 The

DcodeTM Universal Mutation system ，美国 Bio-Rad 公司

生产; UVI 紫外成像系统，英国 UVI 公司生产.

1. 1. 3 引物引物( GC-357F: 5' - CGC CCG CCG 

CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG 

GCC TAC GGG AGG CAG CAG - 3' ;518R:5' - ATI 

ACC GCG GCT GCT GG - 3') [5] 由上海英骏生物技

术有限公司合成.

1. 2 土壤总 DNA 的提取与纯化

采用修改后的 Bead-Beating 法[6]-

1. 3 16S rDNA 的 PCR 扩增

土壤 DNA 适当稀释后作模板，进行 PCR 扩增

(GeneAmp PCR system 2400 , PE 公司) .使用特异性
引物 GC-357F 和 518R 对细菌 16S rDNA V3 区进行

扩增，片段长度约为 220 - 230 bp( 包括 GC 夹子) , 

PCR 反应体系 (50μL)组成是 10 x Buffer( 含 Mg2 + ) 

5μL，引物 GC-357F 和 518R(10μmoVL) 各 1μL ，

dNTP( 10 mmoVL) 1μL ， Taq 酶 (5 U/μL)0.25μL ， 

模板 DNA 2μL，加去离子水补齐 50μL 采用降落

PCR[7] 策略，程序为:预变'性 94 "c 5 min ，前 20 个循

环为 94 "c 30 s ,65 -55 "c 30 s( 其中每个循环降低

O. 5 "C)和 72 "c 40 s ，后 10 个循环为 94 "c 30 s , 55 

"c 30 s 和 72 "c 40 s ，最后 72 "C延伸 20 min , 1.0% 

的琼脂糖凝胶电泳检测.

1. 4 变性梯度凝胶电泳分析

使用美国 Bio-Rad 公司的 The Dcode Universal 

Mutation Detection System 电泳系统进行变性梯度

凝胶电泳 (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis , 

DGGE) .所用 w =8% 的聚丙烯眈胶凝胶的变性梯度

为 350毛 -650毛(100% 的变性剂中含有 7 moVL 尿素

和伊 =40% 的甲酷胶) ，上样量为 50μL PCR 浓缩产

物.运行条件: 1 x TAE [40 mmoVL Tris ,40 mmoνL 

冰乙酸， 1. 0 mmoVL EDTA ( pH8. 0) ]电泳缓冲液

中，恒温 60 "c ,30 V 电泳 30 min 后， 180 V 电泳 6 h. 
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电泳完毕，用 ddH2 0 漂洗凝胶，再用 Gold View 染料

染色列 min ， UVI 成像系统拍照.使用 Quantity one 

V4.6(美国 Bio-Rad 公司)软件对 DGGE 电泳图谱进

行分析，同时进行 UPGMA 聚类分析不同样品间细菌

群落结构的相似性.

用 Sorenson 配对比较相似'性系数(Pairwise simi­

larity coefficient , C J ，比较不同样品 DGGE 指纹图谱

的相似性问 :C， =2j/( α+ b). 其中 α 、b 分别表示2 个

比较对象中的 DNA 条带的数目 J 表示 α 和 b 中相同

的条带数量.

多样性指数(H) ，物种丰度( S) 指标被用来比较

各个样品的细菌多样性.公式如下[9]:

H = L p)npi = - L (风/N) ln(N川) , 

其中品是某个样品中某-条带的强度在该样品中

所有条带总强度中所占的比率 ， S 是某个样品中所有

条带数目的总和，NE 为某一泳道所有条带的强度总

和 ，N为某一泳道里某一条带的强度.

1.5 基因克隆和序列分析

从 DGGE 图谱中切胶回收优势亮带，元菌水漂

洗 2 -3 次，装于灭菌的1. 5 mL 离心管中.加 20μL

元菌水浸泡条带，4 't:过夜，离心后取上清作为 PCR

的模板进行扩增，反应程序和体系同1. 3 ，所用引物

为 357F( 不带 GC 夹子)和 518R. 扩增产物切胶回收

后，采用 TaKaRa 凝胶回收纯化试剂盒进行纯化.将

PCR 纯化物用 TaKaRa pMDI8-T Vector 进行克隆进

行蓝白斑筛选后，挑取克隆子进行 PCR 扩增， DGGE

验证，迁移位置与原始切胶位置一致的克隆送去上

海英骏生物技术有限公司测序.测序结果经 NCBI

Blast ( http://www.ncbi . nlm. nih. gov)进行比对分析.

2 结果与分析

2.1 土壤总 DNA 提取及 16S rDNA v3区 PCR 扩增

将土壤总 DNA 抽提物纯化后，所得的总 DNA

片段大小介于 18 - 23 kb，纯度较高.以纯化后的基

因组 DNA 为模板进行 V3 区片段扩增， PCR 扩增出

V3 区片段约为 230 bp ，适用于 DGGE 分析.

2.2 不同重金属污染土壤样晶的细菌种群多样性

及优势条带分析

对提取纯化的土壤总 DNA 进行 16S rDNA V3 

区扩增，扩增产物进行 DGGE 分析.从 DGGE 指纹图

谱(图 1 )中可以看出，不同的样品分离出的条带不

→样，但是 a 、b 、c 、d 、 e ， f 为重金属污染土样所共有的

优势条带，而 i 、g 、h 分别为土样 1 、4 、 14 所特有.这些

优势条带可能是重金属污染土壤中的优势耐受重金

属种群. DGGE 图谱分析表明，在重金属复合污染的

土样中都有明显的优势条带，而未污染土壤 8 和 11

中没有明显的优势条带.
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l~7:复合重金属污染最重土样 ;9 、 10 、 12~16:相同生境的上坝癌症

衬重金属污染土样;8 、11:未污染土样

图 1 提取土壤 DNA 的 165 rDNA V3 片段 PCR 产物的

DGGE 分析

Fig.l DGGE analysis of 165 rDNA V3 fragments of PCR prod­
ucts amplified from soil-DNA extracts 

图 2 可以看出，土样 6 ， 8 、 11 的生物多样性指数

和物种丰度均较高，而土样 3 、 7 、 14 的数值相对较

低.6 号土样为 Cd 污染最重的土样，其多样性指数为

2.36 ，从该土壤的 DGGE 图谱(图 1 )上看其有优势

条带较其他土样多，且总条带数为 16 条，其物种丰

度较高.该土样的地表植物为香根草 Vetiveria zi­

zαn切ides ， 而香根草为重金属积累植物.这表明，土壤

根际植物以及土壤特性对微生物多样性具有一定的

影响.未污染土样 8 和 11 的生物多样性指数分别为

2.39 和 2.56，总条带数都是 16 条，但其优势条带较少.
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图 2 大宝山重金属污染土壤微生物多样性及物种丰度分析

Fig. 2 Analysis of microbial diversity and abundance of heavy 
metal-contaminated soil in Dabaoshan 

DGGE 条带聚类分析(图 3)表明，土样 3 、4 ，5 聚

在一起，相似性为 45 1}毛以上.土样 8 、 11 、 12 聚在一

起，相似性为 589毛.土样 15 ，9 聚在一起，相似性达到

86% ，土样 10 、 13 相似性为 87 1}毛.结果表明，相同生
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境的土壤样品可以聚到一起，复合重金属污染较重

的土样基本聚在一起，相似性为 389毛，而采集于上坝

癌症村的土样也可以聚在气起，相似'性为 43%.

0.45 

0.26 0.38 

0.51 
0.58 

0.43 0.56 

0.50 

。.50

0.53 

0.64 

0.86 

#2 

#1 

#3 
#5 

#4 

#6 
#11 
#12 

#8 
#14 

#7 
#15 
#9 

0.65 
0.87 

#16 

#10 

图 3 大宝山重金属污染土壤微生物 DGGE 条带聚类分析

Fig. 3 Dendrogram showed the microbial community of heavy 

metal-contaminated soil in Dabaoshan by DGGE paUems 

analysis 

2.3 优势种群的分析

对指纹图谱(图 1 )中优势条带(共有条带 a 、b 、

c 、 d 、eJ，差异条带 g ， h 、 i) 进行了克隆测序.测序结

果经 NCBI Blast 比对分析(表 2) ，其中大部分为

未培养细菌的 16S rDNA V3 区片段.主要优势菌群

为未培养的 α-变形菌纲 alpha Pro阳t忧eo呻ba配ct忧ermihmu町1m、劳尔

氏菌属 Raαl归stωtωon川iωα、酸杆菌门 Acid由obac侃t怆er巾i臼a、放线菌

属 Ac础u阳inob归αct印阳t旷ruω阳lm ， 以及产口叶卡琳菌属 POTψphy扩ro呻bα耐cte阳e旷r 、

Pseudochrobαctrum 

菌属 St加tn叩e叩ptωomηlyceS.

优势种群分析表明，复合重金属污染较重的土

壤中，未培养的劳尔氏菌属、Achromobαcter xylosoxi­

dα阳、未培养的 α·变形菌纲、Pseudochrobαctrum 是占

优势的种群.未培养的酸杆菌门为 Cu 污染最重的 1

号土样中的特有优势种群;链霉菌属为 Pb 污染最重

的 4 号土样中的优势种群;未培养的放线菌属为 14

号土样中的优势种群.

表 2 测序克隆序列与其 GenBank 最相似序列的比对结果

Tab.2 Alignment of sequenced c10ne to its most-similar GenBank sequence 

16S rDNA V3 区 近缘菌株
克隆条带

片段长度/bp 来源 GenBank 登录号
相似度/%

a 197 Uncultured Ralstonia sp. EU794311 100 

b 172 Porphyro归cter sp. B053 - 33 EU839360 100 

c 193 Uncultured bacterium clone RH.204i-50 -6 DQ458423 100 

d 197 Achrorrwbacter xylosoxid，αns EU833933 99 

e 172 Uncultured alpha proteobacterium clone g51 EU979060 99 

f 172 Pseudochrobactrum sp. KSS 7. 8 FM209496 100 

E 173 Streptomyces sp. FJ025786 100 

h 177 U ncultured Actinobαcterium clone A_24 EU1 38987 98 

1 192 Uncultured Acidobacteria AM749754 97 

3 讨论

目前，国内对于该矿区的细菌多样性及优势种

群的研究鲜见报道，对该地区已有的研究主要是关

于土壤中重金属特性以及生态退化的现状，水体重

金属污染的评价和相关治理途径的探讨等方

面[IM]. 本研究结果表明，重金属严重影响了微生物

群落结构和多样性，重金属污染的胁迫导致了微生

物群落多样性的减少，优势种群数量增多.重金属污

染土壤与未污染土壤相比较，在微生物群落结构、多

样性以及物种丰度、优势种群方面都发生了明显改

变，其 DGGE 指纹图谱中的总条带数目以及优势条

带都有明显差异，微生物多样性也明显减少，出现优

势种群.这说明重金属污染的胁迫会促使某些在没

有污染胁迫的土壤中不占优势的微生物种类成为优

势种群，而这些微生物可能具有某些特殊功能，能够

耐受重金属胁迫.这可能是一定程度的重金属污染

改变了原有群落内部种群之间的竞争关系，导致原

始优势种群失去了优势作用，或者是一部分微生物

产生的重金属抗性保护了其他种群的微生物，从而

使重金属污染土壤的优势种群发生了明显改变.长

期生活在富含重金属环境中的微生物群体对重金属

形成了一定的耐性和抗性，从而成为重金属污染环

境中的优势种群[M]. 因此，污染土壤中的优势种群一

般为重金属耐受菌[巴].

此外，本试验也表明，污染土壤的微生物群落多
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样性又不简单地随重金属污染程度增大而减少，这

与 Smit 等问报道不一致.6 号土样为 Cd 污染较严

重，但是从指纹图谱上可以看出，此样品分离条带较

多.其原因可能是两个方面:一是和土壤的特性有

关.例如土壤 pH 与细菌群体生物量成正相关.并且，

pH 可以影响土壤重金属的生物有效性[肌18]. 不同的

土壤 pH，使土壤生境有较大差异;二是植物的种类

多样性影响土壤微生物的多样性和种群结构.本研

究各个采样点的植被不相同，一些植物为重金属超

积累植物，如空心莲子草 Alternanthera philoxeroides 

根、茎、叶中 Zn 的含量可高达1 699.28 、 1 108.77 和

753. 08 mglkg; 香根草 Vetiveria zizanioides 的茎叶对

Cd 、 Ni 、 Pb 等存在不同程度的富集性，可以承受非常

严重的重金属污染和很强的毒性条件，其承受阀值

远远高于其他植物[W]. →些陆生藏类植物能从环境

中蓄积大量的重金属.这些重金属积累植物，改变了

微生物的生境，使微生物多样性指数及生物丰度高.

同时，本研究结果也显示:同样的植被，微生物区系

和多样性却完全不同，如样品 1 - 5 号，植被都是藏

类植物，但是土壤微生物的优势种群和多样性却有

差异，其原因可能是这些藏类植物生长年限短，对土

壤中微生物种群结构的调节作用还未有显现.再者，

1-6 号是来源于不同地点的土壤样品，土壤样品特

性复杂且影响因素多，对微生物种群的影响就更为

复杂.

本研究通过对土壤微生物群落的分析及对优势

条带克隆测序，发现大宝山重金属污染土壤中的优

势菌大多是未培养菌，其主要菌群为未培养的 α-变

形菌纲、劳尔氏菌属、酸杆菌门和放线菌属，以及产

叶琳菌属、 Pseudochrobactrum、无色杆菌属和链霉菌

属.这些优势种群的种属信息为下一步从重金属污

染土壤中分离筛选耐受重金属胁迫的微生物菌种提

供了一定的科学依据.从而可以更有针对性地设计

分离培养基，更快、更准确地筛选到土壤中占优势的

耐受重金属污染胁迫的微生物菌种资源，用于重金

属污染的修复. Hu Qing 等[却]通过 PCR-DGGE 对 Pb-

Zn 尾矿的微生物群落分析，对主要优势菌群测序，根

据测序结果设计特殊的选择性培养基，分离到 2 个

耐 Cd 的细菌 Bαcillus ce陀削和 Enterobacter cloacα. 但

同时对于未培养菌的分离也是一个难点，未培养微

生物大多是因为培养方法和培养条件的限制，使得

目前还无法培养，设计特殊的培养基、寻找合适的培

养条件来培养采用常规方法无法培养的微生物，是

未来的发展方向和研究热点.
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