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摘 要：从安徽铜陵杨山冲尾矿库采集表层尾矿样品，通过砷富集培养，从8份样品中筛选得到8株具有较强’:
（"）抗性的细菌 ;<=!&、;<=8&和 ;<=8!，用不同2>’:-!浓度的.?培养基对菌株进行砷抗性检测，结果这8株

菌分别能耐受8!、7#和7$@@45／.的’:（"），具有较高的耐砷性。对这8株菌进行不同梯度浓度’:（"）环境中的

生长规律研究，结果表明砷在低浓度时对细菌生长有轻微促进作用或者几乎没影响，但随着砷浓度增大，抑制作用

明显增强。根据对这8株菌进行形态观察、生理生化鉴定以及&#ABC2’序列比对分析，鉴定出这8株菌分别属于

!"#$"%&’(#)":D6、*$%+%(%((,-).,/和0’)1/&’(/22,-:D6菌属。由于这些菌株分离于尾矿库的尾矿堆中，因此，本文研

究结果为进一步研究尾矿库金属污染的微生物修复及微生物抗金属机制提供了材料。
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砷元素在元素周期表中位于第88位，是一种类金属，广

泛存在于岩石圈、水圈和生物圈（(S55QL>LX,QK@QB，&%"%）。

砷是一种无色无味的有毒元素，超过一定剂量时会对人体健

康产生毒害，造成皮肤角质化，甚至诱发皮肤癌、肺癌和肝癌，
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因而引起世界范围内社会各界的广泛关注（!"#$%&，’((’；

)*+,-，’((.）。’((/年，世界卫生组织建议将饮用水中砷

的最高限度由原来的0(!#／1降为/(!#／1（2!3，’((/）。

砷化物对细菌也同样有害，主要由于作为磷酸盐类似物的砷

酸盐，可 被 细 菌 的 磷 酸 盐 转 移 系 统 所 转 移（2455&6789
:757;6，/<=/），从而干扰细胞内磷酸化中间体的形成，使细

菌表现出“磷酸盐饥饿”症状（>7"?789@A&%8，/<<’），亚砷酸

盐毒性更大，它可与蛋白的巯基作用，使酶失活（>8AB5%&789
C%8&A8，/<=.）。因此，某些具有抗砷能力，可在一定浓度的

砷污染环境下正常生长的细菌，引起了人们的极大兴趣。近

年来的研究表明，自然界中砷代谢微生物广泛参与了砷的地

球化学循环，在砷的迁移与转化过程中起到关键作用（*78D484
!"#$E，’(((；*75D4FAG!"#$E，’((.；3?%;5789!"#$E，’((H，

’((0；*45G%?789,$"8#，’((0），微生物在砷的生物地球化学循

环中的作用得到了越来越多的地球化学家、微生物学家和环境

科学家等的广泛关注，已逐渐成为国内外学者关注的焦点。

目前已发现了高砷环境中有一些菌种能够影响砷的迁

移转化，如砷酸盐异化还原菌（I-@,）、亚砷酸盐氧化菌［包

括自 养 亚 砷 酸 盐 氧 化 菌（J-3）和 异 养 亚 砷 酸 盐 氧 化 菌

（!-3）］（唐小惠等，’((=）。越来越多的与砷代谢有关的微

生物被不断从环境中分离出来。目前报道的砷抗性菌主要有

%#&’$$()#*)!+,-./#+)（K?%%8，/</=），0)!/(,1,+#)#*)!+,-./#+)，

2#+"3,1,+#) #*)!+,-./#+)， 4&3*,1,5#&"!* #*)!+,-./#+))
（L"?8%?，/<H<，/<0H；1%##%789 L"?8%?，/<0H；1%##%，

/<0H），4$&#$’6!+)7#!&#$’)（,$454M&789L765A?，/<NO），8,,6$,!#
&ME)1,-&/（2%%#%?!"#$E，/<<<），46*,5#&"!*’(1&MEPLQ
’0、PLQ’O（*78D484!"#$E，’(((），9./*,6!+,:3#6#&MER+IOQ
H、R+IOQ’/和R+I/Q/=（*75;7&&4!"#$E，’((O）。这些菌对三

价砷的抗性一般在/(S/(T.;A5／1以下，而报道的最高抗性

可达到/((S/(T.;A5／1。它们主要来源于砷污染水（2%%#%?
!"#$E，/<<<）、牛 羊 圈（K?%%8，/</=；L"?8%?，/<H<，/<0H；

1%##%789L"?8%?，/<0H；1%##%，/<0H）、各种矿场（*78D484!"
#$E，’(((）、海洋沉积物（陈双喜等，/<<0）和热泉（*75;7&&4!"
#$E，’((O）。

很多天然矿床，特别是硫铁矿、金矿等，常常含有一定量

的砷。酸性尾矿是常见的砷污染源（*;4D$!"#$E，/<<=）。本

研究运用富集筛选，从安徽铜陵杨山冲尾矿库高砷污染环境

中筛选出.株抗砷菌，并进行了形态学检验、生理生化鉴定及

/O*?IP-序列比对，对它们的砷抗性范围及生长特性进行

了初步分析，以期为后来的微生物参与的砷生物地球化学循

环机制研究以及采用微生物治理砷污染问题提供宝贵的基

础研究资料和试验材料。

/ 实验材料和方法

!E! 主要试剂和仪器

P7-&3’，分析纯；,J@相关试剂由L7>7@7提供；立式双

层恒温摇床（江苏太仓市实验仪器厂）；生化培养箱（上海新苗

医疗器械制造有限公司）；超净工作台（上海智诚分析仪器制

造有限公司）；,J@扩增仪（,LJQ’((，美国C4AQ@79）；紫外可

见分光光度计（)UQ/=((，上海美诺达仪器有限公司），扫描

电镜（V*:QOH<(，日本）。

!E" 样品采集

于’((<年0月在位于安徽省铜陵市狮子山鸡冠山铁矿

附近的杨山冲尾矿库采集样品，采集后的样品立即于无菌的

自封袋中带回实验室，于HW冰箱冷藏保存。.个样品依次标

记为：/"（尾矿堆，P.(X0HY.’Z、+//NX0.YH(Z，砷含量/N/O[’
;#／F#）、’"（矽卡岩风化后的矿山堆，P.(X0HY/NZ、+//NX0.Y
0(Z，砷含量/NH[0;#／F#）、."（浅灰色沙质尾矿，P.(X0HY
.’Z、+//NX0.YH(Z，砷含量/0=[/;#／F#）（图/）。

!E# 砷抗性菌的富集和分离

抗砷富集培养基：每升双蒸水水中含’[(#P!HP3.、’[(
#无水乙酸钠、([0#酵母提取物、/[(#胰蛋白胨和([’#葡

萄糖，M!值N[0。灭 菌 后 加 入 无 菌 P7-&3’ 至 终 浓 度’S

/(T.;A5／1。制备固体培养基时加入/0[(#琼脂。

取尾矿样 品/[(#于 抗 砷 富 集 培 养 基 中（含’S/(T.

;A5／1P7-&3’），.(W、/0(?／;48摇床培养.天，取/;1富

集 液转接到新的抗砷富集培养基中，转接两次，同时将第.次

图/ 安徽铜陵狮子山尾矿样品

\4#E/ *7;M5%&A]*$4̂4&$78;48%D74548#&48LA8#548#，-8$"4,?AG48_%
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转接的富集物梯度稀释后涂布于含!"#$%&’()／*+,-./!
的富集培养基平板上，&$0 温箱培养&天后划线分离至纯培

养，获得单菌株，将纯化的菌种放入10冰箱中保存备用。

!2" 砷抗性菌的筛选

在固体培养基中加入一定量的+,-./!标准液，使固体

平板中-.（!）含量为3"#$%&’()／*，并将所筛选出的单菌

株接种到该浓度平板上，培养!"&4后，挑选出长势较好的

菌株再接种到-.（!）含量为#$"#$%&’()／*的培养基中再

次培养筛选，将筛选出的菌株依次接种到浓度为!$、&$、1$、

3$、5$’’()／*的培养基中，观察其生长情况，逐步淘汰耐砷

能力差的菌株，并记录不同细菌的最高耐受浓度，筛选出耐受

力最高的菌株。

!2# 分离菌株的鉴定

分离菌株的鉴定参照《伯杰氏细菌鉴定手册》（6,7789:!"
#$2，!$$1），采用革兰氏染色法在光学显微镜下观察菌体形

态，并采用戊二醇固定，乙醇逐级脱水，冷冻干燥，扫描电镜下

放大观察细菌形态。生理生化测定采用微量生理生化测定管

（杭州天和微生物试剂厂产品），每管穿刺接种，每一测试指标

重复&管，于&$0培养，定期观察结果。

!$% !%&’()*的+,-扩增和序列分析

取对数期的菌液，离心后收集菌体，抽提基因组;+-。

依照细菌#5<7;+-中最保守的序列设计并合成引物，正向

引 物!=>：3?@-6-6AAA6-ABBA66BAB-6@&?，反 向 引 物

#1C!D：3?@A-BBAA6AA-B6-BAA@&?（由上海英骏生物技术

有限公司合成）（EFGHI!"#$2，!$$C）。

JBD反应体系（3$#*）为：!$HI的模板、!$K’()正反向

引物、!$$#’()／*4+AJ、3#*的#$"JBDLMNNG7（不含OIP
B)!）、#23’’()／*的OIB)!、!Q的RSA,T;+-聚合酶和适量

的双蒸水补足3$#*。

JBD扩增反应程序，即：预变性条件为C103’8H，&$个循

环为C10#’8H、330#’8H和=!0&’8H，最后在=!0下延伸U
’8H，10 保存。JBD反应的产物用!V琼脂糖凝胶电泳检测。

JBD扩增产物送上海英骏生物技术有限公司测序，最后

将所得的序列提交到6GHGW,HX登记，在6GHGW,HX数据库中

用W*-<A分析，利用B)M.9,)Y#2U进行比对，通过 OR6-1
软件选用Z8’M7,@K,7,’G9G7距离模型进行HG8IFL(M7@[(8H8HI
分析生成系统发育树，发育树用W((9.97,K法（#$$$次重复）

检验（ZM’,7!"#$2，!$$1）。

!2. 不同砷浓度条件下细菌的生长曲线的测定

取新鲜培养基，加入无菌的+,-./!标准液，培养液浓度

梯度调整为$、#、3、#$’’()／*，同时接种受试菌（处于对数

期），并保持初始的/;均为$\$&，置于&$0、#3$7／’8H的摇

床之中进行培养，每隔1F用分光光度计测定/;值一次，并

做好记录，共计5$F，绘制细菌在不同-.（!）浓度条件下细

菌的生长曲线。

! 结果与讨论

/2! 砷抗性菌的分离

经过含!"#$%&’()／*+,-./!液体选择性培养基富集、

同样浓度的抗性平板筛选，初步筛选得到#$株菌株，通过复

筛最终获得&株耐受力较强的-.（!）抗性菌。其中#$采样

点未能获得纯培养；!$采样点样品中分离得到#株菌，编号

为]ZP!#，其对-.（!）的最高耐受性为&!’’()／*；&$采样

点样品中分离得到!株菌，编号分别为 ]Z@&#和 ]Z@&!，对

-.（!）的最高耐受性分别为35’’()／*和3$’’()／*。&株

菌均为好氧菌，其菌落特征如表#，其扫描电镜照片见图!。

表! 菌落的形态特征

01234! ,51’1674’897869:;6:3:<849

菌落 菌落形态 菌落大小／’’ 细胞形态 表面

]Z@!# 圆形、隆起、边缘整齐、黄色 ! 长杆状 湿润光滑

]Z@&# 圆形、淡粉色、蜡状、不透明 5 短杆状 湿润光滑

]Z@&! 圆形、淡粉色、边缘整齐、不透明 3 短杆或棒状 湿润光滑

/2/ 生理生化试验结果

分离菌株的具体的生理生化实验结果见表!，从表!可

知，&株菌均属于革兰氏阳性菌，菌株 ]Z@!#与 ]Z@&#的理

化性质较相近，与]Z@&!性质差异明显，不同种属的细菌生

理生化性质不尽相同。

/$= !%&’()*序列分析

对&株菌的#5<7;+-进行了扩增和测序。&株菌的序

列长度为#1$3、#&C3和#1&=LK，将序列输入生物技术信息

（^̂ 2̂H_L8)H)’)I(‘／L),.9）与6GHW,HX中已知序列比对，发现

它们与数据库中的已知序列相似性均大于CCV。从图!可

以看出，菌株 ]Z@!#与%&"’&()#*"!&.K2a&\1#（;b#3=CCC）

最相似，相似性达到#$$V；]Z@&#和+’(,(*(**-.!/-0.97,8H
-ABB5C&C（>a15U&!C）相 似 性 也 达 到#$$V；]Z@&! 和

1#!20)#*0$$-..K251C3’@B!（-a3$C$$1）应为同属，它们的相

似性达到CCV。将这&株菌的#5<7;+-序列与已知相关种

序列比对后构建了系统发育树（图&），发现 ]Z@!#、]Z@&#
和]Z@&!均处于一个独立的分支。

3#3第5期 赵兴青等：安徽铜陵尾矿堆中三价砷抗性菌株的分离、鉴定及#5<7;+-分析

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
 

 



图! 分离得到的"株砷抗性菌的电子扫描照片

#$%&! ’()*+,-./$*,-%,0123-4+2,))$3-(0+)50,3).$*6,)3$3+$.%70*+),$0

表! 分离得到的"株耐砷菌的表型特征

#$%&’! ()’*+,-./01’$,23’4+1,)3’’/4+&$,’5$34’*/063’4/4,/*7!!!

%$0,’3/$
菌株 896!: 896": 896"! 菌株!! 896!: 896": 896"!

革兰氏染色 ; ; ; 葡萄糖发酵（<#!! ） 发酵型 发酵型 发酵型

运动性（半固体琼脂） = = ; 吲哚（蛋白胨水）!! = = =
鞭毛（扫描电镜） >? >? >? 半乳糖 = = ;!!

生
化

@A>0B( ; ; ; 柠檬酸盐枸橼酸盐!! ; ; ;
"A>0B( ; ; ; 阿拉伯糖!! = = ;
CA>0B( = ; ; 葡萄糖酸盐!! = = =

过氧化氢酶 ; ; ; 苹果酸!! = = =
氧化酶 = = = 甘露糖!! = = ;

脲酶 = ; ; 甘露醇!! = = ;
精氨酸双水解酶 = = = 麦芽糖!! = = ;

赖氨酸脱羧酶 ; ; = 松三糖!! = = ;
鸟氨酸脱羧酶 ; ; ; 棉子糖!! = = ;

硝酸盐还原 ; ; ; 核糖!! ; ; ;
硝酸盐产气 = = = 乳糖 = = ;

;：阳性；=：阴性；>?：无数据。
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图! 分离得到的!株耐砷菌的进化树分析

"#$%! &’()*$+,+-#.-/++*0-’/++#1*)2-+32/1+,#.4/+1#1-#,$52.-+/#2

!%" 不同砷浓度条件下细菌生长规律

图6（2、5、.）分别表示了 7849:、784!:和 784!9在不

同砷浓度条件下细菌的生长情况。

从图62可知，在初期阶段（约;!9;’），7849:细菌在

含砷培养基中比在不含砷培养基中生长更为缓慢，尤其是<
==*)／>和:;==*)／>的迟缓期明显变长，更晚进入对数期，

且对数期的上升斜率不大，说明砷对7849:细菌的生长具有

一定的抑制作用，且浓度越高，抑制作用越大；在9;’菌群数

量进入稳定期后，可观察到?1浓度为:==*)／>的培养液中

细菌数量又有一个缓慢的上升阶段，甚至细菌数量超过空白

培养液，说明在细菌适应了低浓度的?1溶液条件后，?1可能

转变为促进细菌生长的一个有利因素，但反观之含高浓度?1
的培养液，细菌量仍保持较少数量，说明高浓度的?1对 784
9:组细菌生长仍有一定的抑制作用。

图65表示784!:细菌生长情况，可以观察到，整体上:
==*)／>的?1浓度对细菌的影响并不明显，只是在最后进入

到稳定期和衰亡期后细菌总量比空白组稍低，说明784!:组

细菌对低浓度的?1抗性较强；而<、:;==*)／>的浓度则对

细菌生长影响较大，不管处于何种阶段，细菌量一直少于空白

组，说明高浓度的?1会对784!:组细菌生长产生抑制作用；

在迟缓期阶段，可明显观察到?1对细菌的生长抑制作用，在

?1浓度越高的培养液中，细菌的增加量越少，增长速度越慢，

说明细菌对含?1环境的适应更加困难；但当进入到对数期

时，含砷溶液中的细菌增长速度同样很高，说明细菌在适应含

?1环境后，生长能力仍然很强，且进入稳定期的时间也后延，

说明?1对其生长规律影响不是很大，仅是对生物量稍有影

响。

图6.为784!9组实验的结果，可以观察到，在培养初期

阶段（约;!9;’），空白组细菌生长依然较快，低浓度?1（:
==*)／>）对其影响不大，而高浓度则会对其产生明显的抑制作

用，尤其是:;==*)／>的迟缓期大大延长（约;!:<’），说明细

菌需要一定的时间来调整以适应高浓度的含?1环境，进而再

进行增殖；此外，在:9’左右，<==*)／>的细菌量经过高速增

殖后赶上空白组，并在96’左右超过空白组，同时:==*)／>
的细菌量也开始超越空白组和<==*)／>；当在6@’其他组进

入到衰亡期后，:;==*)／>的细菌量开始超越其他组，并有一

个小幅度的增长，最后反而成为细菌量最大的一组；由此可见，

?1在784!9组细菌的生长初期产生抑制作用，但是当其适应

含?1环境后，便会正常增殖，最后与不含砷环境中的生物量相

当或稍高，说明此组菌对?1的抗性较强。

A:<第B期 赵兴青等：安徽铜陵尾矿堆中三价砷抗性菌株的分离、鉴定及:BC/DE?分析

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
 

 



图! 不同砷浓度条件下"株分离菌株的生长曲线

#$%&! ’()%*+,-(+.-(*))$/+01-)2314-)*$1562)*-()
4+62$-$+6+.2$..)*)6-4+64)6-*1-$+6/+.1*/)6$4

" 讨论与结论

（7）从样品中分离出的菌株种类较少，这可能和样品采

集点的污染程度有关。铜陵市狮子山鸡冠山铁矿附近的杨山

冲尾矿库污染严重，尾矿中由于选矿工艺的药剂的添加以及

有机物的缺乏，致使绝大多数种类的细菌没法生存，所以尾矿

库中生物种类偏少。本次试验从样品中筛选出"株抗砷细

菌，分别为!"#$"%&’(#)"/8&节杆菌属、*$%+%(%((,-).,/马玫

瑰球菌、0’)1/&’(/22,-/8&类芽孢杆菌。而在7号样品并未筛

选出抗砷细菌，可能是由于7号样品中含砷量过高而不适宜

细菌生存。

（9）从生理生化特征来看，"株菌均属于革兰氏阳性菌，

这可能与采样点地区的污染特征、分离方法和培养条件相关。

（"）从细菌的生长实验来看，总体上，:/对"种细菌的生

长都有不同程度的抑制作用，而且不同浓度的:/对细菌生长

的抑制程度不同。低浓度:/对细菌生长影响不大，甚至有可

能促进细菌生长，而随着浓度的增加，抑制作用也随之增强。

同时，"种细菌均能在一定:/浓度的环境中成活、生长并繁

殖，说明这"株菌在对:/具有一定的抗性，并且，不同菌种对

:/的耐受性不同，不同菌种对:/的抗性能力的比较发现，

;<="7组菌和;<="9组菌对:/的抗性较强，而 ;<=97稍

弱，主要表现在;<="7菌的生长能力很强，且达到稳定期后

生物量较高，而 ;<=97组较少，此外，;<="7和 ;<="9的最

高砷耐受浓度值也较;<=97高。

（!）本次实验所作的工作还是很有限的，只是分离出了

三价砷抗性菌株，并不清楚这些菌株对砷是否具有氧化还原

能力，能力有多强，在什么条件下氧化还原效果最好，是否能

用于砷污染环境的治理。或者更进一步，其与砷相互作用的

相关机理是什么，是否对含砷矿物（如毒砂等）具有氧化分解

作用等等，这些都需要更深入的工作与研究。

!"#"$"%&"’

>()6?(516%@$162?(1+A+6%B)&7CCD&E6*$4(F)6-1622$G)*/$-H1610H$/

+.1*/)6$-)=*)/$/-16-314-)*$1$62))8/)1/)2$F)6-/1F80)/.*+F

/+5-(,)/-I62$16J4)16*$2%)［K］&:4-1L$4*+3$+0&?$6$41，!M（7N）：

7"D7!7"DD（$6>($6)/),$-(E6%0$/(13/-*14-）&

>500)6;O162O)$F)*<K&7CMC&:*/)6$4/8)4$1-$+6$6-())6G$*+6P

F)6-［K］&>()F&O)G&，MC（!）：Q7"!QR!&

S1**$-HSL，T)00K:162U$035*6’S&9NN!&T)*%)H’/L16510+.?H/P

-)F1-$4T14-)*$+0+%H［L］&V),W+*X：?8*$6%)*&

S*))6YY&7C7M&Z)/4*$8-$+6+.1314-)*$5F-(1-+@$2$B)/1*/)6$-)-+1*P

/)61-)，162+6),($4(*)254)/1*/)61-)-+1*/)6$-)，$/+01-)2.*+F1

41--0)=2$88$6%-16X［K］&?&:.*$416K&?4$&，7!：!RD!!RQ&

Y5%()/L#&9NN9&:*/)6$4-+@$4$-H1628+-)6-$10F)4(16$/F/+.14-$+6
［K］&’+@$4+0+&U)--&，7""：7!7R&

<15*[162O+/)6T[&7CC9&[01/F$2=)64+2)2*)/$/-164)-+1*/)6$4162

16-$F+6H［K］&[01/F$2，9Q（7）：9C!!N&

<6+,0)/#>162T)6/+6::&7CM"&’()3$+4()F$/-*H+.1*/)6$4［K］&

’*)62/T$+4()F?4$&，M：7QM!7MN&

<5F1*?，’1F5*1<162V)$L&9NN!&LES:"：I6-)%*1-)2/+.-,1*)

.+*F+0)4501*)G+05-$+61*H%)6)-$4/1610H/$/162/)\5)64)10$%6F)6-
［K］&T*$).&T$+$6.+*F1-$4/，D：7DN!7R"&

U)%%)K;&7CD!&T14-)*$10+@$21-$+6+.1*/)6$-)&I]&?+F)8*+8)*-$)/
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