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摘   要：【背景】随着工业化的发展，重金属污染逐渐成为主要的环境污染之一。微生物修复去

除重金属污染成为近些年来新兴的修复方法，筛选开发具有良好修复功能的微生物菌株具有重要

的现实意义。【目的】筛选具有促进植物生长作用的重金属修复菌株，为生物修复和植物促生等综

合开发利用提供微生物资源。【方法】利用选择性培养基从淤泥中筛选重金属铅的抗性菌株，根据

形态学观察、生理生化鉴定和 16S rRNA 基因序列分析对菌株进行分离鉴定，通过单因素分析不同

培养条件对菌株生长的影响；采用原子吸收光谱法、比色法及平板对峙法等对菌株的重金属铅吸

附率、无机磷溶解能力、吲哚乙酸(indole-3-acetic acid，IAA)分泌及拮抗镰刀菌效果等进行分析。

【结果】从污染严重的塘泥中筛选到一株对重金属铅有较好吸附率的菌株，在 150 mg/L Pb2+浓度

下，对 Pb2+的吸附率达 90%以上；初步鉴定该菌株为蜡样芽孢杆菌，命名为 SEM-15；菌株还具有

较好的溶解无机磷、分泌 IAA 及拮抗镰刀菌的能力；菌株生长适应性强，可以在 pH 10.0 的强碱

性环境下生长，该菌株具有很好的重金属铅污染修复及促生防病的应用潜力。【结论】菌株 SEM-15
是一株具有植物促生作用的重金属铅吸附菌株，在重金属污染土壤联合植物修复的应用中可能具

有较好的开发价值。 

关键词：植物促生；重金属铅；菌株鉴定；微生物修复  
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Abstract: [Background] With the industrialization, heavy metals have been under the major 
environmental pollutant category. Microbial remediation has become a popular method for heavy metal 
removal in recent years. Thus, screening and developing related efficient microbial strains is of 
important practical significance. [Objective] To screen the strain with heavy metal-absorbing function 
and plant growth-promoting (PGP) activity, so as to provide microbial resources for both bioremediation 
and plant growth promotion. [Methods] The selective medium was used to screen the lead-tolerant 
strain from sludge. The strain was identified based on morphological observation, physiological and 
biochemical determination, and 16S rRNA gene sequence analysis. Through single-factor experiment, 
the effects of different culture conditions on the growth of the strain were analyzed. Atomic absorption 
spectrometry, colorimetry, and plate confrontation assay were employed to analyze the lead-absorbing 
efficiency, inorganic phosphorus-solubilizing ability, secretion of indole-3-acetic acid (IAA), and the 
ability of antagonizing Fusarium. [Results] A strain with high lead-adsorbing efficiency (over 90% for 
150 mg/L Pb2+), which was identified as Bacillus cereus and named SEM-15, was screened out. It can 
solubilize inorganic phosphorus, secrete IAA, and antagonize Fusarium. Moreover, it had strong 
adaptability, as it survived at pH 10.0. Therefore, the strain has great potential in removing lead, 
promoting plant growth, and preventing diseases. [Conclusion] SEM-15, with lead-adsorbing function 
and PGP activity, is of great value in remediation of heavy metal-contaminated soil and plant growth. 

Keywords: plant growth promotion; heavy metal lead; identification; microbial remediation 

随着城市化和工业化的发展，城市土壤[1]、

农田土壤[2]、水域[3-4]甚至大气中[5]的重金属污

染逐渐成为主要的环境污染之一，引起了社会

的日益关注。重金属铅在自然环境中滞留时间

较长、毒性大且很难被降解，可以通过食物链

富集，对人体健康造成长期严重危害，如何高

效治理重金属铅污染成为国内外学者们研究的

热点之一 [6]。重金属污染的修复方法主要包括

物理化学法及生物修复法等，其中物理化学修

复成本高、能耗大、操作困难且易产生二次污

染，而生物技术修复尤其是微生物修复去除重

金属污染则是利用微生物对重金属进行吸附、

转化和代谢，具有经济、高效、环保、安全的优

点，逐渐成为近些年来新兴的修复方法[7-9]，筛

选开发具有良好修复功能的微生物菌株具有重

要的现实意义。 
目前，国内外有关重金属耐受性微生物的

分离及修复应用越来越受到关注。例如：Chung[10]

发现细菌可以固定土壤中的铅；Chen 等[11]研究

发现用肠杆菌(Enterobacter sp.)强化生物炭固
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定溶液中 Pb2+去除率较生物炭单独处理可提升

60.85%。同时，从铅污染水中分离的耐受性菌

株还可有效修复污染水体[12]。生物技术处理重

金属污染具有广阔前景[13-14]。尽管目前已经报

道了许多细菌菌株具有较好的重金属耐受性及

钝化修复功能，但是对可以改善污染土壤中植

物生长和产量的微生物资源的需求越来越迫

切。因此，具有重金属耐受性的植物促生菌株

(plant growth promoting bacteria，PGPB)的研究

也越来越受到关注[15-19]。Efe[20]从铅锌矿区土壤

中分离得到了 9 株具有不同植物促生特性的细

菌菌株，例如吲哚乙酸、铁载体的产生及固氮

和溶磷等，并评估了这 9 个菌株对铅、锌及铜

等重金属的抗性。Mesa-Marín 等[21]研究了植物

促生细菌辅助分枝链霉菌进行重金属修复的效

果，认为抗重金属的植物促生菌可以改善分枝

链霉菌的能力，增加重金属修复的潜力。研究

表明：一方面，PGPB 具有溶磷、解钾、产生

植物生长素和铁载体等功能，有助于抗重金属

植物在贫瘠土壤中生存和生长[22-23]；另一方面，

PGPB 通过增强酶促和非酶促抗氧化剂的合成

来对抗植物氧化应激，帮助植物承受外部环境

压力和增加植物对重金属的抗性[24-25]。此外，

还有部分抗重金属 PGPB 直接作用于土壤重金

属，通过还原重金属或者产生代谢物而形成重

金属复合物以降低重金属毒性[26]。抗重金属的

植物促生菌在微生物-植物联合修复中具有极

其重要的地位。 
水产养殖在我国的经济发展中占有重要的

地位，但由于过去对经济效益的过度追求，高

密度、低成本养殖模式成为水产尤其是名贵鱼

种的主要养殖模式，养殖水体环境遭到严重破

坏，农残污染、重金属污染严重。本文以污染

严重的塘泥为材料，以微生物重金属铅吸附钝

化筛选为着手点，分离具有良好重金属铅吸附

效率的微生物菌株，并对菌株进行生理生化及

分子生物学鉴定，分析其生长及促生功能特性，

选择能够促进植物生长和重金属污染土壤植物

修复的菌株，以期为生物修复和植物促生防病

等综合开发利用提供微生物资源。 

1  材料与方法  
1.1  材料 
1.1.1  样品 

供 试 病 原 菌 层 出 镰 刀 菌 (Fusarium 
proliferatum)和木贼镰刀菌 (Fusarium equiseti)
为广东省农业科学院蚕业与农产品加工研究所

蚕桑与南药资源利用研究室保存菌种。 
1.1.2  培养基 

无机磷筛选培养基(g/L)：葡萄糖 10.0，酵母

提取物 0.5，磷酸钙 5.0，硫酸铵 0.5，氯化钾 0.2，
硫酸镁 0.1，硫酸锰 0.000 1，硫酸亚铁 0.000 1。 

IAA 培养基(g/L)：牛肉膏 3.0，蛋白胨 5.0，
NaCl 5.0，色氨酸 1.0。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

酵母提取物、牛肉浸膏、盐酸金霉素、四

环素、恩诺沙星、磺胺和氟苯尼考，麦克林公

司；庆大霉素、青霉素、硫酸链霉素、卡那霉

素、氯霉素、吲哚乙酸(indole-3-acetic acid，IAA)
标准品和 1-氨基环丙烷羧酸标准品，Sigma 公

司；细菌基因组 DNA 提取试剂盒，湖南艾科瑞

生物工程有限公司。 
梯度 PCR 仪，Thermo Fisher Scientific 公

司；高速冷冻离心机，Sigma 公司；火焰原子

吸收光谱仪，耶拿公司；紫外分光光度计，岛

津公司。 

1.2  重金属铅耐受性菌株分离  
取用 2 g 塘泥土样于研钵研磨混匀后，取上

清液经梯度稀释后，接种于添加 150−1 000 mg/L
铅浓度的营养琼脂(nutrient agar，NA）培养基
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上，37 ℃培养 48 h，挑取单菌落划线纯化，获

得不同的单菌落。分别进行−80 ℃甘油冻存和

4 ℃斜面保藏。 

1.3  菌株的铅吸附特性测定  
以1%添加量接种于含Pb2+终浓度150 mg/L的

100 mL 液体培养基(NB)中，37 ℃、180 r/min
振荡培养 12−48 h，5 000 r/min 离心 10 min，取

上清液测定 Pb2+的浓度。 

1.4  菌株生理生化鉴定  
菌株在营养琼脂固体平板 37 ℃恒温培养

30 h，记录菌落的大小、颜色、形状、透明度、

湿润程度以及表面边缘隆起程度等。 
根据《伯杰氏细菌鉴定手册》[27]和《微生

物学实验教程》[28]，对菌株进行革兰氏染色和

芽孢染色、吲哚乙酸产生、甲基红、VP、明胶

酶、淀粉酶、苯丙氨酸脱氢酶、氧化氢酶、尿

素酶、蛋白水解酶及 β-半乳糖苷酶等常规生理

生化的特征鉴定。 
采用细菌基因组 DNA 提取试剂盒进行菌

株基因组 DNA 的提取。以提取的 DNA 作为模

板，以细菌的通用引物 27F(5ʹ-AGAGTTTGATC 
CTGGCTCAG-3ʹ)和 1492K(5ʹ-GGTTACCTTGT 
TACGACTT-3ʹ)对菌株的 16S rRNA 基因进行

PCR 扩增。1%的琼脂糖凝胶电泳检测。将 PCR
产物送往华大基因生物科技有限公司进行测

序，测序结果在 NCBI BLAST 进行比对，通过

软件 MEGA-X 进行序列相似性分析，并构建系

统发育树。 

1.5  菌株生长特性  
生长曲线的测定：菌株活化后，按 1%比例

接种到 NB 液体培养基，37 ℃、180 r/min 振荡

培养，采用比浊法，每隔 2 h 利用紫外分光光

度计(UV-5100)测定 OD600 值。以培养时间为横

坐标、OD600 值为纵坐标绘制菌株生长曲线。 
温度、pH、NaCl 浓度及不同重金属对菌株

生长的影响：分别配制培养基 pH 4.0−10.0、NaCl
浓度 1%−5%的 NB 液体培养基，并调整培养温度

(25−55 ℃)后，进行菌株生长曲线的测定。分析

温度、pH 和渗透压(NaCl 浓度)对菌株 SEM-15
生长的影响。通过在 NB 培养基中添加不同浓度

的重金属铅、镉、镍等进行梯度驯化，观察菌株

的生长状态，分析菌株对不同重金属的耐受性。 

1.6  菌株发酵过程中溶解无机磷能力测定 
将待检测菌株活化后，以 1%比例接种于以

磷酸钙作为唯一磷源的液体无机磷筛选培养

基，37 ℃、180 r/min 振荡培养 3 d 后开始取样，

5 000 r/min 离心 10 min，取上清液检测可溶性

磷浓度，直至 14 d。实验中的对照菌株为巨大

芽孢杆菌 GW-1-0201-1305-04，购自广州微元生

物科技有限公司，上清液中的磷浓度采用钼锑

抗比色法[29]检测。 

1.7  菌株发酵过程中 IAA 分泌水平测定 
菌株活化后，以 1%比例接种于含色氨酸 

(100 mg/L)的 NB 培养基中，37 ℃、180 r/min
振荡培养，分别在发酵培养的 2–13 d 取样。发

酵液 8 000 r/min 离心 10 min 后，取上清液     
2 mL，加入 50 μL 83% (体积分数)的正磷酸和   
4 mL Salkowski 试剂[30]，溶液变为粉红色即表

示有 IAA 产生。菌株产生 IAA 的浓度采用比色

法测定，以含色氨酸的无菌 NA 培养基为对照，

测定菌株反应液在 535 nm 下的吸光值(OD535)。 

1.8  菌株对镰刀菌拮抗性能测定 
采用平板对峙法[31]测定菌株对镰刀菌的拮

抗效果。将待检测镰刀菌在 PDA 培养基上划线

后，30 ℃倒置培养 5 d 待用。将供试菌株接种

于 NB 培养基 37 ℃、180 r/min 振荡培养过夜。

利用打孔器将镰刀菌打孔后，取培养菌体放置

PDA 培养板中央，在距离 2 cm 处放置无菌滤纸

片，取 5 μL 活化的供试菌株悬液轻轻滴于滤纸

偏上，待吸收后，30 ℃倒置培养。以未进行对
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峙培养的镰刀菌为对照，观察对峙培养后镰刀

菌的生长情况。 

1.9  药物敏感试验  
采用药敏纸片琼脂扩散法[32]检测菌株对不

同抗生素的敏感性。将菌株悬液浓度调至约 
108 CFU/mL，用灭菌镊子依次将终含量为 25 μg
的青霉素、卡那霉素、氯霉素、链霉素、四环素、

金霉素、硫酸庆大霉素、磺胺、恩诺沙星和苯氟

尼考 10 种药敏纸片均匀放置在培养基上，静置

一段时间至与培养基紧密相贴，每种抗生素更换

镊子避免纸片药品交叉污染。每组设 3 个平行，

接种后 37 ℃培养 24 h，用直尺测量其抑菌圈。 

1.10  数据统计  
用 Excel 2019 和 Origin 2021 对数据、图表

进行处理；采用分子生物学软件 MEGA-X 构建

系统发育树。 

2  结果与分析  
2.1  耐铅菌株的筛选  

将塘泥梯度稀释后，获得了 10 株耐受  
150−300 mg/L Pb2+的菌株，分别编号为 Pb1–10。
利用原子吸收光谱法测定了各菌株在 150 mg/L 

Pb2+的 NB 培养基中培养 12 h 后上清液中残留

的 Pb2+浓度，通过(对照浓度−残留浓度)/对照浓

度×100%计算吸附率，结果如图 1A 所示。    
10 个菌株对可溶性 Pb2+的吸附率差异较大，其

中 Pb10 吸附钝化效果最好，可达 90%以上，将

该菌株命名为 SEM-15 。进一步分析菌株

SEM-15 接种在含有终浓度 150 mg/L Pb2+的 NB
培养基培养不同时间的铅吸附率(图 1B)，发现

培养 12−24 h 达到最高，吸附率达 90%以上。 

2.2  菌株鉴定结果分析 
对菌株 SEM-15 进行了形态学观察、生理

生化鉴定及 16S rRNA 基因分子鉴定，结果见

图 2 和表 1。菌株 SEM-15 的菌落形态呈圆形，

边缘清晰，表面湿润光滑有光泽，有黏稠感，

白色不透明(图 2A)；革兰氏染色呈阳性，短直

杆状，两端钝圆(图 2B)；芽孢呈椭圆形，链状

中生，不膨大(图 2C)。生理生化结果如表 1 所

示，菌株 SEM-15 为好氧菌，能分解淀粉、利

用葡萄糖，甲基红试验、V-P 试验、溶菌酶、

硝酸盐还原和动力试验等测定结果均呈阳性，

苯丙氨酸脱氨酶、尿素酶、β-半乳糖苷酶等试

验结果则为阴性。 
 

 
 

图 1  菌株对重金属铅的吸附率   A：不同菌株对培养基中重金属铅的吸附率；B：SEM-15 (Pb10)在
150 mg/L 的 Pb2+浓度下的培养不同时间的铅吸附率 
Figure 1  Adsorption effect of strains on heavy metal lead. A: Adsorption efficiency of different strains on 
heavy metal lead in culture medium; B: Adsorption efficiency of the strain SEM-15 (Pb10) cultured at    
150 mg/L lead concentration for different times. 
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利 用 细 菌 通 用 16S rRNA 基 因 引 物

27F/1492R 对菌株 SEM-15 的 16S rRNA 基因进

行 PCR 扩增测序，利用 NCBI-BLAST 进行序

列比对，发现菌株 SEM-15 与蜡样芽孢杆菌相

似性达 99%。采用 MEGA-X 构建了 16S rRNA

基因的系统发育树(图 3)，该菌株与蜡样芽孢杆

菌在同一分支。 
基于生理生化鉴定结果和 16S rRNA 基因

序列比对结果综合分析，参照《伯杰氏细菌鉴定

手册》[27]，初步鉴定该菌株为蜡样芽孢杆菌。 
 

 
 

图 2  菌株 SEM-15 的形态鉴定   A：菌落形态；B：革兰氏染色；C：芽孢染色 
Figure 2  Morphological identification of the strain SEM-15. A: Colony morphology; B: Grameen staining; 
C: Spore staining.  
 
表 1  SEM-15 生理生化鉴定结果 
Table 1  Physiological and biochemical identification results of the strain SEM-15 
生理生化反应指标 
Physiological and 
biochemical reactions 

SEM-15 生理生化反应指标 
Physiological and 
biochemical reactions 

SEM-15 生理生化反应指标 
Physiological and 
biochemical reactions 

SEM-15 

甲基红 
Methyl red 

+ 尿素 
Urea 

+ 乙酰葡萄糖胺同化 
Acetylglucosamine 
assimilation 

+ 

淀粉水解 
Starch hydrolysis 

+ α 葡萄糖苷酶 
α-glucosidase 

+ 麦芽糖同化 
Maltose assimilation 

− 

葡萄糖 
Glucose 

+ 蛋白水解酶 
Proteolytic enzyme 

+ 葡萄糖酸钾同化 
Potassium gluconate 
assimilation 

− 

运动能力 
Motility 

+ β-半乳糖苷酶 
β-galactosidase 

− 羊蜡酸同化 
Sheep wax acid assimilation 

− 

硝酸盐还原 
Nitrate reduction 

+ 葡萄糖同化 
Glucose assimilation 

+ 己二酸同化 
Adipic acid assimilation 

− 

溶菌酶 
Lysozyme 

+ 阿拉伯糖同化 
Arabinose assimilation 

− 苹果酸同化 
Malic acid assimilation 

+ 

精氨酸二水解酶 
Arginine dihydrolase 

+ 甘露糖同化 
Mannose assimilation 

− 枸橼酸钠同化 
Sodium citrate assimilation 

+ 

苯丙氨酸脱氨酶 
Phenylalanine deaminase 

− 甘露醇同化 
Mannitol assimilation 

− 苯乙酸同化 
Phenylacetic acid 
assimilation 

− 

V-P test +     
Note: +: Positive; –: Negative. 
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图 3  基于 16S rRNA基因序列构建的菌株 SEM-15系统发育树   图中括号内为菌株 GenBank登录号；

bootstrap 次数设置为 1 000；分支点上的数字表示 bootstrap 值；左下角标尺表示 5%的序列进化差异 
Figure 3  Phylogenetic tree of the stain SEM-15 strain based on 16S rRNA gene sequence. In the figure, the 
number of in brackets was the GenBank accession number for the strain; the number of bootstrap times was 
set to 1000; The number on the branch point represented the bootstrap value; The scale in the lower left 
corner represented 5% sequence evolution difference. 
 
2.3  菌株 SEM-15 的生长特性 

通过检测菌株 SEM-15 不同生长时间的

OD600 值，分析了不同培养温度、pH 及 NaCl
浓度对菌株 SEM-15 生长的影响。结果如图 4
所示，该菌株具有一定的抗逆适应能力。菌株

SEM-15 的耐受 pH 值范围在 6.0−10.0，最适生

长 pH 值范围为 6.0−8.0，最适生长温度范围为

35−45 ℃；在 NaCl 浓度范围内生长情况显示，

1%浓度下菌株的增殖速度最快，随着浓度升

高，菌株增殖速度降低，在 4%浓度时仍可生长

繁殖，但超过该浓度后菌株难以增殖。 
通过在 NA 培养基中添加不同浓度的铅、

镉、镍等重金属离子梯度驯化后，划线培养，

发现菌株 SEM-15 可以分别在 1 000 mg/L 铅、

20 mg/L 镉及 200 mg/L 镍的环境下正常生长，

说明菌株 SEM-15 具有较好的重金属耐受性。 
 

 
 

图 4  菌株 SEM-15 的生长特性分析   A：pH；B：温度；C：NaCl 浓度 
Figure 4  Growth characteristics of the strain SEM-15. A: pH; B: Temperature; C: NaCl concentration. 
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2.4  菌株 SEM-15 溶解无机磷能力 
通过钼锑抗比色法对待检测菌株 Pb2、

Pb4、Pb5、Pb6、Pb7、Pb8、Pb9 及 SEM-15
的溶解无机磷能力进行分析。结果发现，在以

磷酸钙为唯一磷源的无机磷发酵培养基中进

行发酵后，Pb2、Pb9 及 SEM-15 这 3 个菌株在

发酵 4 d 的发酵液中可溶性磷的浓度显著高于

对照菌株，而菌株 SEM-15 的溶解磷酸钙能力

最高(图 5A)。进一步测定了菌株 SEM-15 在发

酵 3–14 d 期间发酵液中可溶性磷的浓度变化

趋势。结果发现，在发酵的 3–14 d 内，发酵液中

可溶性磷浓度范围由 75 mg/L上升至110 mg/L左

右(图 5B)，而且随时间增加可溶性磷浓度呈上

升趋势。 
 

 
 

图 5  菌株溶磷、IAA 分泌及拮抗镰刀菌功能分析   A：不同菌株对磷酸钙的溶解能力差异分析，不

同小写字母表示差异显著；B、C：菌株 SEM-15 在不同发酵时间中培养基中的可溶性磷浓度及 IAA 浓

度的变化；D：菌株 SEM-15 在与镰刀菌对峙培养 5−7 d 后对镰刀菌菌丝生长的相对抑制效果 
Figure 5  Function analysis of phosphorus solubilization, IAA secretion and antagonistic against Fusarium 
of the strains. A: Difference of calcium phosphate solubilization ability of different strains, in which CK was 
the control strain of phosphorus solubilizing, and different lowercase letters on the column diagram indicated 
significant differences at the level of 0.05; B, C: Changes of soluble phosphorus concentration and IAA 
concentration in the culture medium of strain SEM-15 at different fermentation days; D: Relative inhibition 
effect of strain SEM-15 on the mycelial growth of Fusarium at the 5th and 7th days after confrontation 
culture with Fusarium. 
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2.5  菌株 SEM-15 分泌 IAA 水平 
为进一步分析菌株 SEM-15 是否具有分泌

吲哚乙酸的能力，采用 Salkowski 试剂定量检测

不同发酵时间菌液中的 IAA 含量。菌株 SEM-15
在不同发酵时间的 IAA 分泌结果见图 5C。结果

表明从第 3 天到第 12 天产生 IAA 的量不断增

加，在第 12 天时达到了 41.83 mg/L，而后趋于

平稳。 

2.6  菌株 SEM-15 对镰刀菌的拮抗功能 
利用平板对峙法分析了菌株 SEM-15 对镰

刀菌的拮抗效果。拮抗结果表明，菌株 SEM-15
对层出镰刀菌和腐皮镰刀菌抑制效果较为显

著。在对峙培养 5、7 d 测量镰刀菌的菌落半径

后计算相对拮抗效率，发现在对峙培养的 5−7 d，
菌株 SEM-15 对层出镰刀菌和腐皮镰刀菌都有

显著的拮抗效果，并且 7 d 的拮抗效果好于 5 d 
(图 5D 和图 6)。 

2.7  药物敏感实验结果 
通过药敏纸片琼脂扩散法检测了菌株

SEM-15 对四环素、金霉素、磺胺、恩诺沙星和

苯氟尼考 5 种常用渔药及青霉素、链霉素、氯

霉素、卡那霉素和硫酸庆大霉素 5 种常见环境

污染抗生素的耐受性。结果如表 2 所示，菌株

SEM-15 对青霉素和磺胺不敏感(耐药)，对四环 
 

 
 

图 6  对峙培养法检测菌株 SEM-15 对镰刀菌的拮抗作用 
Figure 6  The antagonist effect of strain SEM-15 on Fusarium by confrontation culture. 

 

表 2  菌株 SEM-15 的药物敏感性试验结果(K-B 纸片扩散法) 
Table 2  Drug sensitivity test results for strain SEM-15 (K-B paper diffusion method) 
抗生素 Antibiotic 抑菌圈直径 Diameter of inhibition zone (mm) 敏感性 Sensitivity 
青霉素 Penicillin 0 R 
卡那霉素 Kanamycin 22 S 
氯霉素 Chloramphenicol 16−22 S 
链霉素 Streptomycin 24 S 
四环素 Tetracycline 16−18 S 
金霉素 Aureomycin 12−16 I 
硫酸庆大霉素 Gentamicin sulfate 15 I 
磺胺 Sulphanilamide 0 R 
恩诺沙星 Enrofloxacin 24−28 S 
苯氟尼考 Benflunicol 24−28 S 

注：DIZ=0 mm 则为 R，耐药；0<DIZ≤16 mm 则为 I，中度敏感；DIZ>16 mm 则为 S，高度敏感 
Note: DIZ=0 mm, R, drug resistant; 0<DIZ≤16 mm, I, moderately sensitive; DIZ>16 mm, S, highly sensitive. 
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素、恩诺沙星、苯氟尼考、链霉素、氯霉素及

卡那霉素的抑菌圈直径在 16.00 mm 以上，表现

为敏感；对金霉素和硫酸庆大霉素的抑菌圈直

径在 10.00−16.00 mm 之间，表现为中度敏感(低
耐药)。 

3  讨论与结论 
本研究从污染严重的塘泥中筛选出一株生

长适应性较强的对重金属铅有较好耐受性及吸

附性的菌株 SEM-15，通过形态学、生理生化及

16S rRNA 基因序列综合分析，鉴定其为蜡状芽

孢杆菌。菌株 SEM-15 在 1 000 mg/L 的 Pb2+浓

度 NA 培养基中正常生长，说明菌株 SEM-15
对铅有很好的耐受性，而在 150 mg/L Pb2+浓度

下，菌株对重金属铅的吸附率达到 90%以上。

蜡状芽孢杆菌的重金属修复研究已有报道。阚

洪媛等[33]在煤矸石山周围土壤分离的蜡状芽孢

杆菌对铅、锌、铬等均有良好的耐受效果；邵

云等[34]从铅厂周边麦田筛选到一株对铅有极好

耐受性的蜡状芽孢杆菌。从对重金属铅的耐受

性来看，上述几株已报道菌株均高于本研究筛

选得到的菌株 SEM-15，但是上述报道的蜡状芽

孢杆菌的功能多体现在单一的重金属抗性及修

复功能上，本研究的菌株 SEM-15 的功能特性

还体现为在促进植物生长和病害防治上面具有

较好的应用潜力。 
研究发现，部分植物促生菌株可以通过

IAA 的产生、溶磷、解钾、铁载体的产生、ACC
脱氨酶活性和固氮作用等促生功能间接促进植

物对重金属的修复能力。例如，Efe[20]分离获得

了 9 株对重金属铅有抗性的细菌，其中一株蜡

状芽孢杆菌 DE-1 具有分泌 IAA 的能力，但是

不具有溶磷、固氮及产生铁载体等其他促生功

能；Ortiz-Ojeda 等[35]筛选出的耐铅镉菌株具有

较好的分泌 IAA 的能力，因环境温度差异，IAA

分泌量在 0.4−60.6 mg/L 之间。Ma 等[36]研究发

现重金属耐受菌株芽孢杆菌 SC2b 的最大铅耐

受浓度为 1 400 mg/L，而且具有解磷(56.6 mg/L)、
分泌 IAA (64.8 mg/L)及铁载体的功能。Yu 等[37]

从攀枝花的尾矿土壤中分离获得了 100 多株细

菌，这些菌株对重金属的耐受性不同，具有的

促生能力如 IAA 分泌及铁载体合成等也有较大

差异。Abdollahi 等[38]从重金属污染的土壤中分

离获得了 5 株具有较好抗重金属铅和铬的   
菌株，其中一株为蜡状芽孢杆菌，可以耐受    
3 500 mg/L的铅且对铅的钝化效率在 60%左右，

并具有溶磷(32.23 μg/mL)、解钾(42.67 μg/mL)  
功能，发酵过程中有少量 IAA (3.89 μg/mL)   
分泌。 

在本研究中，菌株 SEM-15 具有较好的溶

解无机磷及分泌吲哚乙酸等功能，因此，可能

具有较好的促进植物生长的潜力。通过钼锑抗

比色法对不同菌株在以磷酸钙为唯一磷源的培养

基中产生的可溶性磷进行检测分析，发现菌株

SEM-15 溶解无机磷的效率最高，能够达到     
110 mg/L，高于白变霞等[39]筛选到的蜡状芽孢杆

菌 CLY07 的可溶性磷含量 85.43 mg/L，也高于

Ma 等[36]及 Abdollahi 等[38]分离的抗重金属铅蜡

状芽孢杆菌溶解无机磷的能力。同时该菌株分

泌 IAA 的量最高可以达到 41.83 mg/L，高于

Abdollahi 等[38]获得的 5 株抗重金属铅和铬的菌

株(3–32 mg/L)及徐婧等 [40]发现的克雷伯氏菌

GMZB-12 (36.88 mg/L)，略低于李培根等[41]报

道的阿耶波多氏芽孢杆菌(Bacillus aryabhattai) 
HL379 最高 IAA 产量 47.8 mg/L 及 Ma 等[36]发

现的芽孢杆菌 SC2b 的 IAA 分泌量(64.8 mg/L)。
然而，本研究中菌株 SEM-15 未检测到铁载体

及 ACC 脱氨酶等活性，这也与文献中报道的不

同菌株之间植物促生功能和重金属抗性也有较

大差异相符。 
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本研究还利用平板对峙法分析了菌株 SEM-15
对木贼镰刀菌和腐皮镰刀菌的拮抗效果，发现

该菌株对检测的 2 个病原菌均具有较强的拮抗

能力，并且随着对峙培养时间的延长，镰刀菌

菌落直接生长抑制率显著增加。对峙培养的  
第 5 天对木贼镰刀菌和腐皮镰刀菌的相对菌落

直径抑制率分别为 39.64%和 62.5%，到第 7 天

抑制率则达到了 46.46%和 69.77%。蜡状芽孢杆

菌具有一定的拮抗植物病原菌的功能，在文献

中也多有报道[42-44]。李进[42]筛选的一株蜡状芽

孢杆菌对多种植物病原菌包括水稻纹枯病及稻

曲病病菌等有较好的抑制效果；周京龙[43]也筛

选获得的一株棉花内生蜡状芽孢杆菌对棉花的

黄萎病具有较好的防治效果；付岗等[44]筛选到

7 株对香蕉炭疽病有显著抑制效果的菌株，其

中蜡状芽孢杆菌 Bc6301 效果最好。 
本研究对菌株 SEM-15 生长特性的实验结

果表明：该菌株最适 pH 值为 6.0−9.0，但是在

pH 10.0 的环境中菌株仍然生长良好，最适生长

温度为 35−45 ℃，在 55 ℃时生长相对迟缓；可

以在 1%−4%的 NaCl 浓度下正常生长，但

1%−2%时生长趋势最好。在最适生长条件下，

尤其是最适 pH 和温度条件下，菌体快速达到

对数生长期后容易发生聚集沉淀，因此 OD600

的数据会发生下降。推测原因可能是在对数生

长期后，菌量增加快速，菌株分泌物骤增，引

发菌体絮集，这种现象在前人的研究中也有报

道[45]。杨洲平等[46]将粗毛栓菌和蜡状芽孢杆菌

组合成共固定菌，发现能够充分发挥蜡状芽孢

杆菌的降解能力，又可以解决蜡状芽孢杆菌的

絮集问题。 
本研究从污染严重的塘泥中筛选到一株不

仅对重金属铅有较好耐受性及吸附效率，而且

还具有较好的溶解无机磷、分泌 IAA 及拮抗镰

刀菌等能力的菌，该菌株生长适应性强，可能

具有较好的重金属铅污染修复及促生防病的应

用潜力，尤其在重金属污染土壤联合植物修复

的应用中具有较好的开发价值，但关于该菌株

在重金属铅修复中的作用方式、应用技术及其

效果评价还需要进一步的研究。 
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