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摘要:从堆积时间分别有 10、20a和 80a以上的 3个矿渣堆 5～10cm层面、25～30cm层面采集了 6个样品,经测试分析发现它

们有极高的 Pb,Zn和 Cd等重金属含量。在这些样品中分离纯化出 48株细菌,经过分析它们的部分 16SrRNA基因序列(分析

片段长度在 474bp～708bp之间变化),发现这些菌株属于节杆菌属的成员,同 Arthrobacterkeyseri和 A.ureafaciens两个种的

系统发育地位最为接近,大约 600bp碱基片段的序列同源性在 99.1%～100%。接下来利用 RAPD(RandomlyAmplified

PolymorphicDNA)技术探讨了该种群在遗传结构上的分化。结果表明来自矿渣 A(堆积时间为 10a)和矿渣堆 C(堆积时间大于

80a)的亚群之间遗传分化最大。此外,不论是来自同一个矿渣堆 5～10cm层面和 25～30cm层面之间的亚群还是来自不同矿渣

堆相同深度的亚群,它们之间的遗传距离都随矿渣堆积时间延长而增加。有趣的是各亚群的 Nei基因多样性减少同矿渣可溶性

Pb含量呈现明显负相关,表明可溶性 Pb可能是导致该节杆菌类群遗传多样性减少的主导环境因子。
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Abstract:SixsamplescontainedextremelyhighconcentrationofPb,ZnandCdwereobtainedfromthelayersof5～10cmand

25～30cmofthreetailingpiles,withageofabout10,20andmorethan80years,respectively.Thenforty-eightbacterial

strainswereobtainedfromthesesamples,andsubsequentlytheirphylogeneticpositionsweredeterminedbyanalysisofthe

partialsequenceof16SrRNAgene(fragmentlengthrangedfrom474to708bp).TheseisolatesweremembersofArthrobacter

genus,phylogeneticallyclosetoA.keyseriandA.ureafaciens,withsequencesimilarityrangedfrom 99.1to100%.

Furthermore,geneticvariationbetweensubpopulationsfrom differentsampleswasrevealedbyanalysisoftheirRAPD

profiles.NeigeneticdistanceshowedthatthegreatestdifferentiationoccurredbetweensubpopulationA andC.Notably,

eithergeneticdistancebetweensubpopulationsfromthelayerof5～10cmand25～30cmofeachtailingpileorbetweensame

layersofdifferenttailingpilewasincreasedwiththehistoryoftailings.Moreover,correlationanalysisshowedthatsolublePb

wassignificantlynegativerelationshipwithNei'genediversityofsubpopulation.ItwasassumedthatsolublePbmaybe

responsibleforthereducedgeneticdiversityofArthrobacterpopulation.Ourdataprovidedevidencethatgeneticdifferentiation

ofmicrobialpopulationswasconsistentwiththechangesofenvironmentalfactors,particularlyheavymetals.
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近年来,人们越来越重视长期的化学污染物对自然生物群体的遗传多样性影响[1]。在众多化学污染物中,
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物降解,一旦排放,将在环境中留存并长期作用于生物群体。因此研究重金属对生物群体的毒害作用应重点考察后者在遗传结

构上的变化。目前有研究者利用等位酶技术调查了重金属污染区植物群体的遗传结构变化[2～3],但对土壤微生物的毒性效应,
多数工作仍集中在研究重金属对微生物群体的生物量、代谢功能变化,以及群落结构变化等方面[4～12],没有关于这些受胁迫群

体的遗传多样性变化的研究,主要原因可能是由于微生物分离鉴定有一定困难。
在前期报道中曾描述了云南会泽县境内 3个堆积时间大约在 10a、20a和 80a以上的铅锌矿渣的化学性质以及其中的细菌

数量[13～15]。尽管矿渣中可溶性 Pb含量有的高达 300mg/kg,但生活的可培养化能异养细菌(chemoorganotrophs,COT)数量仍

达到近 1×106个/g矿渣。在这些可培养细菌中,有一种奶油色不扩散类型的菌落(creamyandnondiffusionable,CND)占的比

例平均达到约 55%,有的样品接近 90%,占了绝对优势。它们可能属于系统发育地位很近的种类,具有某些特殊生理特性而比

较适应矿渣这种特殊环境。因此,有必要对它们的系统发育地位进行确定,以便今后探讨这些特殊种类对极端重金属污染环境

的适应机理。此外,由于 3个矿渣堆的堆积时间不同,重金属的含量也有差异[13],推测这些细菌群体为了适应不同的污染强度,
应当在遗传结构上发生分化。本文测定了这些菌株的 16SrRNA基因部分序列来确定它们的系统发育地位,并结合 RAPD技

术探讨了属于同一个系统发育类群的细菌群体在遗传结构上的分化同环境分异之间的关系。

1 材料与方法

1.1 实验样地

在堆积时间大约有 10、20a和 80a以上的 3个矿渣堆 A、B和 C的 5～10cm、25～30cm层面共采集了 6个样品,分别命名为

A1、A2、B1、B2、C1和 C2。样地的详细信息、样品的采集方法和理化分析指标见参考文献[13,14]。

1.2 菌株系统发育研究

实验菌株用常规平板稀释涂布法分离自上述 6个样品,保存在改良的 TY固体斜面培养基上[15]。

1.2.1 细菌的 16SrRNA基因扩增和序列测定 斜面保藏菌种经 TY平板划线获得单菌落,然后在液体 TY培养基中 30℃摇

瓶 16～18h。取 1ml菌液用 WATSON小量细菌基因组提取试剂盒(BacteriaGenomicDNAIsolationMiniKit)提取基因组

DNA。1500bp的 16SrRNA基因片段用两个引物(前引物为:5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3';后引物为:5'-AAG

GAGGTGATCCAGCCGCA-3')来扩增[16]。扩增体系为 50µl,含有:1µlDNA模板(大约 20到 100ng);5µl10×PCR缓冲溶

液(100mmol/LTris-HCl,pH8.3;500mmol/LKCl;15mmol/LMgCl2),4µldNTP混合物(每个 dNTP浓度为 2.5mmol/L)

(TaKaRa),1.25UTaq酶(TaKaRa),两个引物各 1µl(终浓度为 0.4µmol/L),去离子水补足体积。PCR扩增仪器为 GeneAmp

PCRsystem,扩增程序为:95℃ 4min;94℃ 1min,60℃ 1min,72℃ 1min,共 32个循环;72℃ 10min,4℃∞。PCR产物用 1%琼脂

糖凝胶电泳进行检测,然后用手术刀切出 1500bp大小的片段,用 WATSON胶回收试剂盒(GelExtractionMiniKit)回收并纯

化目的片段。
纯化的目的片段用 ABIPRISM 377-96sequencer进行序列测序,BigDye(Perkin-Elmer)作为终止剂,测序引物为:5'-AGA

GTTTGATCCTGGCTCAG-3'。测序反应体系:纯化后的扩增产物约 1µl(约 30ng),BigDye2.5µl,引物 1µl(约 3.2pmol/

L),用水补足 10µl。扩增程序为:95℃ 1min,56℃ 1min,72℃ 1min,35循环;72℃,5min,4℃保存。

1.2.2 系统发育树构建 测得的 DNA序列经NCBI(NationalCenterforBiotechnologyInformation)BLAST引擎搜索后,用

CLUSTALX(ver.1.8)软件将这些序列与若干个近缘种以及其他几个系统发育相关种的 16SrRNA基因序列进行排列。在

系统发育分析时排除碱基缺失位点,用邻接法(Neighbor-joininganalysis)构建系统发育树。距离矩阵按照 Kimura's双参数模

型进行计算[17],Bootstrap检验进行 1000次取样。

1.3 RAPD分析

提取的 DNA用 10bp随机引物来扩增。20µl反应体系含 0.5µl基因组 DNA,2µl10×PCR缓冲溶液(100mmol/LTris-

HCl,pH8.3;500mmol/LKCl;15mM MgCl2),1µldNTP混合物(每个 dNTP浓度为 2.5mmol/L)(TaKaRa),0.2UTaq酶

(TaKaRa),2µl引物(终浓度为 0.4µmol/L),去离子水补足体积。使用 GeneAmpPCRsystem扩增,程序为:94℃ 4min,35℃

2min,72℃ 2min,两个循环;94℃ 30s,35℃1min,72℃ 2min,35循环;72℃ 5min。电泳后,用 SynGene分析凝胶电泳图,DNA
带匹配耐受度为 2%。弱带排除分析,主要带型存在记为"1",不存在记为"0",5个引物的扩增结果组合后,得到一个二元数据矩

阵,然后用 Popgene软件(ver.1.32)分析和计算 Nei遗传距离和基因多样性[18]。

1.4 统计分析

统计分析采用 SPSS软件(SPSSInc.USA,Release10.0,1999)。p<0.05为统计显著差异概率。

2 结果

2.1 菌株的系统发育地位分析

为了表明在 6个样品中生活的细菌群体在遗传结构上的变化,需要筛选在系统发育地位上相同的细菌群体。在调查这些样

0752 生 态 学 报 25卷



品中的可培养细菌数量时,发现在 TY平板上高频率出现一类奶油色不扩散菌落(CND),推测它们可能是系统发育关系相似

(可能是一个种)的细菌。本实验随机挑选了 60个菌落,通过分析 16SrRNA基因的部分序列来确定它们的系统发育地位。结果

表明这些菌落都是节杆菌属(Arthrobacter),但包含了 3个系统发育地位有明显差异的群体(未显示数据)。
其中一个类群包含的菌株数达到了 48株,测定的 16SrRNA基因序列长度和 Genbank登记号见表 1,构建的系统发育树

见图 1。分析这些数据表明 48个菌株之间序列的类似性较大,达到 99.1%～100%,同A.keyseri和 A.ureafaciens两个种的系

统发育地位最接近。加上这些个体在细胞形态、以及对 49个碳源的利用特征等方面具有较大相似性,它们应当属于一个种。由

于这些菌株在 6个样品中都有分布,因此可以进一步研究它们的遗传结构差异。

表 1 测定的 48个矿渣节杆菌菌株的 16SrRNA基因序列长度和 GenBank登记号

Table1 GenBankaccessionnumbersandlengthof16SrRNAgenesequenceof48Arthrobacterstrains
菌株号

Strains

获取号

AccessionNo.
长度

Length(bp)
菌株号

Strains

获取号

AccessionNo.
长度

Length(bp)
菌株号

Strains

获取号

AccessionNo.
长度

Length(bp)
菌株号

Strains

获取号

AccessionNo.
长度

Length(bp)

AS11 AY371216 553 AL16 AY371207 483 BS15 AY371238 567 BL19 AY371233 474

AS12 AY371217 548 AL17 AY371208 553 BS16 AY371239 478 CS11 AY371253 587

AS13 AY371218 632 AL18 AY371209 534 BS17 AY371240 505 CS12 AY371254 587

AS14 AY371219 492 AL19 AY371210 483 BS18 AY371241 536 CS13 AY371255 535

AS15 AY371220 540 AL20 AY371211 534 BL11 AY371225 531 CS14 AY371256 600

AS16 AY371221 676 AL21 AY371212 599 BL12 AY371226 553 CS15 AY371257 553

AS17 AY371222 543 AL22 AY371213 536 BL13 AY371227 553 CS16 AY371258 615

AL11 AY371202 587 AL23 AY371214 524 BL14 AY371228 529 CL11 AY371246 586

AL12 AY371203 553 BS11 AY371234 483 BL15 AY371229 495 CL12 AY371247 535

AL13 AY371204 538 BS12 AY371235 493 BL16 AY371230 553 CL13 AY371248 520

AL14 AY371205 542 BS13 AY371236 562 BL17 AY371231 582 CL14 AY371249 553

AL15 AY371206 600 BS14 AY371237 561 BL18 AY371232 563 CL15 AY371250 552

2.2 遗传多样性研究

首先选取 100个 10碱基随机引物对 5个节杆菌菌株进行扩增,结果发现有 19个能成功扩增出 PCR产物。在这 19个引物

中选取带型较好,扩增结果稳定的 5个引物(5'-CAGCGACAAG-3',5'-GTGACAGGCT-3',5'-AATCGGGCTG-3',5'-

GAAACGGGTG-3',和 5'-GTGATCGCAG-3'),对 48个菌株进行扩增,最后有 44个菌株的电泳结果较好,5个引物扩增

后平均每个菌株产生约 11条带。仅从这个数量看,3个群体的菌株并没有显著差异(表 2)。
表 2 3个类群的菌株 5个随机引物扩增后平均产生的 RAPD条带

数量

Table2 ThenumberofRAPDbandsproducedbyamplificationof5

primers

种群 Populations A(n=20) B(n=16) C(n=8)

平均条带数 Number
ofbands±SE

12.35±0.57 11.88±0.66 10.88±1.16

卡方检验 x2test x2=1.778,p=0.411

n为菌株数量 Representsthenumberofstrainsdetected

对 44个菌株的带型进行综合分析后,可以确定的基因位

点数有 40个,其中有 39个是多态位点。用 40×44(位点数×
菌株数)的数据矩阵来计算该节杆菌群体的遗传多样性为

0.35,10a和 20a矿渣群体之间的 Nei遗传距离为 0.043,10a
和 80a矿渣群体之间为 0.058,20a和 80a之间的距离为

0.034,差异最大的群体在 10a和 80a矿渣群体之间。
不同层面的群体之间的遗传距离见表 3。从这 6个亚群的

遗传距离可以看到一个有趣的现象,即从矿渣堆 A到 C,同一

矿渣堆上下两个层面之间,以及不同矿渣相同层面的节杆菌

群体之间的遗传距离都是逐渐增加的。比如,在矿渣堆 A中,上下两个层面群体之间的遗传距离是 0.063,在矿渣堆 B中是

0.072,而在矿渣堆 C中,距离达到了 0.085。在不同矿渣堆之间,A1与B1的遗传距离是 0.089,而A1与C1之间达到了 0.121。
同样地,A2与 B2之间为 0.050,而 A2与 C2之间为 0.098。

2.3 相关性分析

是什么原因导致了节杆菌群体之间的遗传分化呢?将矿渣的 Pb、Zn、Cd总量和有效态含量,以及 pH、有机质 8个理化指标

同上述 6个亚群体的 Nei基因多样性指数进行相关分析,结果发现矿渣的可溶性 Pb含量同亚群体的 Nei基因多样性指数具有

显著的负相关(图 2)。因此,在众多的理化因子中,可溶性 Pb可能是导致节杆菌群体遗传多样性减少的主导环境因子。

3 讨论

自然环境中的氧气、水分、营养条件等生态因子在宏观、中观和微观等层次影响微生物的生长[19]。由于不同的地理环境在

这些生态因子配置上具有较大差异,因此倾向生活着在生理和遗传特性等方面极其不同的同种微生物群体。但目前关于具体的

175210期 张汉波 等:重金属污染环境中的节杆菌群体遗传结构分化



图 1 来自矿渣堆 48个节杆菌菌株和其近缘种的 16SrRNA基因序

列构建的系统发育树

Fig.1 Phylogenetictreeconstructedfromthe16SrDNAsequences

of48strainsisolatedfromtailingsanditsclosestrelatives

Streptomycesambofaciens作为外群,节上数字表示 1000次

Bootstraping测试出现的次数,仅显示>50%的值;括号中表示各参

考菌株的GenBank登记号;48个矿渣菌株的GenBank登记号见表 1

Streptomycesambofacienswas used as an outgroup;The

numbersatthenodesindicatethepercentagesofoccurrencein1000

bootstrapedtree;onlyvaluesthatare50% orgreaterareshown;

Foreachpreviouslydescribedstrain,theGenBankaccessionnumber

isindicatedinparenthesesandfor48tailingstrains,aredescribedin

table1

某个微生物种群对这些生态因子的适应效应,即种群遗传结

构的分化仅局限在对少数病原微生物种群的研究[20～23],仍然

没有关于化学污染物对微生物遗传结构影响的研究报道。主

要限制因素是分离和鉴定微生物往往需要花费大量的时间和

精力,不像以动物和植物作为研究对象那样较为容易得到足

够量的样本。本实验选取的几个铅锌矿渣堆有极高含量的

Zn、Pb和Cd等重金属[13],极强的选择压力选择了绝对优势的

细菌群体,可培养的种类相对较少,减少了获得同种类群样本

的难度,使得这些矿渣比较适合作为探讨环境分化对微生物

遗传结构影响的理想样点。

图 2 矿渣可溶性 Pb和 6个节杆菌亚群体的 Nei's基因多样性之间

的相关分析

Fig.2 CorrelationbetweenNei'sgenediversityofArthrobacter

subpopulationandsolublePboftailings
虚线表示 95%的置信区间 Dashlinesrepresent95% ofconfidence

internalformeans

表 3 节杆菌亚群之间的 Nei遗传距离

Table3 Neidistanceofgeographicallydistinctsubpopulationsof

Arthrobacter
亚群

Subpopulation
A1
(n=7)

A2
(n=13)

B1
(n=8)

B2
(n=8)

C1
(n=5)

C2
(n=3)

A1
A2 0.063
B1 0.089 0.075
B2 0.119 0.050 0.072
C1 0.121 0.078 0.056 0.067
C2 0.091 0.098 0.068 0.114 0.085

方框中的数字强调了两个层面的细菌群体之间的遗传距离 Data

inboxemphasizethedifferencebetweenthelayersof5～10cmbelow

surfaceand25～30cmbelowsurfaceineachtailingpile

本研究利用 RAPD技术,对分布在几个矿渣样品中的一个系统发育关系极其密切的节杆菌群体(图 1)的遗传结构进行了

分析。结果显示,同一个矿渣堆 5～10cm层面和 25～30cm层面之间,以及在不同矿渣堆相同层面的节杆菌群体之间的遗传距

离都随堆积时间延长而增加(表 3),表明了节杆菌群体的遗传分化同矿渣堆积时间有某种密切的联系。由于堆积时间不同的矿

渣堆上定植的草本植物有差异(未显示数据),加上雨水长期自上而下的淋溶作用,3个矿渣堆之间,以及同一矿渣堆不同层面

的理化性质都发生了分异,且这种异质性确实随堆积年代逐渐增加[14],因此该实验结果反映了细菌群体的遗传分化特征同环

境因子配置变化的一致性。特别地,此节杆菌群体的基因多样性降低同矿渣的可溶性 Pb显著负相关(图 2),表明可溶性 Pb是

导致节杆菌群体遗传多样性减少的主导环境因子。
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由于野外影响生物适应进化的因素较复杂,加上这些节杆菌群体的初始遗传背景并不清楚,它们在矿渣中适应的时间长短

也无法考证,增加了准确判断这些细菌群体遗传分化同理化性质变化之间的对应关系的难度。但本文利用矿渣这一特殊环境,
首次在种群水平上探讨了污染物对微生物群体遗传多样性的影响,将有助于促使更多的研究者涉足于这一领域开展工作。
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