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一株耐铀镉真菌菌株的筛选及其耐铀镉特性的研究
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摘　 要:从生长在铀尾矿库区的博落回的根系中,分离出了一株耐铀镉真菌菌株

A-2。 在固体培养基上,铀和镉对该菌株的最低抑菌浓度(MIC)为 160 mg / L 和 160
mg / L,而在液体培养基中,铀和镉对该菌株的 MIC 为 80 mg / L 和 80 mg / L。 经形态学

观察和分子鉴定,该菌株属于镰刀菌属,其 GenBank 登录号为 MH978624,可命名为

Fusarium sp. A-2。 进一步的试验研究结果表明,该菌株在铀镉胁迫下会分泌大量草

酸、苹果酸和丁二酸,与铀镉络合,降低了铀镉对菌株的毒性,这可能是该菌株具有高

耐铀镉性及能减轻铀镉毒害的机理之一。 该菌株在土壤铀镉复合污染治理中具有潜

在应用前景。
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Abstract:A uranium-cadmium tolerant fungal strain A-2 was isolated from the roots of Ma-
cleaya cordata growing in the uranium tailings repository. In solid medium,the minimum
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inhibitory concentration (MIC) of uranium and cadmium for this strain is 160 mg / L and
160 mg / L. In liquid medium,the MIC of uranium and cadmium for this strain is 80 mg / L
and 80 mg / L,respectively. The morphological observation and molecular identification con-
firmed that the strain belongs to the Fusarium,its GenBank accession number is
MH978624,and it can be named Fusarium sp. A-2. In addition,the results from further ex-
periments show that under uranium-cadmium co-stress,the strain can secret large amounts
of organic acids including oxalic, malic and succinic acids, which can complex with
uranium and cadmium to reduce the toxicity of uranium and cadmium to the strain. This
may be the mechanism by which the strain can resist high concentrations of uranium and
cadmium and reduce uranium and cadmium toxicities. Fusarium sp. A-2 may have potential
application prospects in the remediation of the uranium-cadmium contaminated soils.
key words:uranium-cadmium contaminated soil;uranium-cadmium tolerant fungal;Fusarium
sp. A-2;uranium-cadmium tolerance

0　 引　 言

铀矿开采、铀水冶以及磷肥施用等人类活动

会导致土壤铀镉复合污染[1-2]。 有研究报道,在某

些铀矿开采区附近及某些铀污染场地,每千克土

壤的铀含量可高达几十至几百毫克,同时每千克

土壤的镉含量也可达几十毫克[3]。
如何高效治理土壤铀镉复合污染,是人类面

临的一大难题。 与传统的物理化学修复技术相

比,微生物修复技术具有环境友好、不破坏土壤生

态环境、成本低廉等优势[4]。 因此,治理土壤铀

镉复合污染的微生物修复技术受到了农业以及环

境领域研究者的青睐[5]。 其中,耐重金属真菌对

重金属污染土壤具有更强的适应性,在铀镉复合

污染土壤的治理中具有得天独厚的优势[6]。 而

耐铀镉真菌可通过络合铀镉降低它们对自身的毒

害,还可通过与铀镉生成沉淀减少其向环境的迁

移和扩散[6]。 近年来,越来越多的耐铀及耐镉真

菌从铀及镉污染场地的超富集植物中分离出来。
其中,耐铀真菌有 Candida sorbophila、Serratia marc-
escen、Microbacterium oxydans 等[7-9],耐镉真菌有

Phomopsis fukushii PDL-10、Glomerella truncata PDL-
1、Streptomyces sp. strain CdTB01 等[10-12]。 但是,既
耐铀又耐镉的真菌目前尚未见报道。 因此,有必要

开展耐铀镉真菌的筛选及其耐铀镉特性的研究。
本研究从生长在 272 铀尾矿库区的博落回的

根系中筛选出了一株耐铀镉真菌菌株,采用形态

学和分子鉴定技术对该菌株进行了鉴定,并进一

步研究了铀镉胁迫对其分泌有机酸的影响,探讨

了其耐铀镉的机理,为采用耐铀镉菌株强化修复

铀镉复合污染土壤提供了试验材料和理论依据。

1　 材料和方法

1. 1　 材料采集与处理

本实验采集的材料为长期生长在湖南省 272
退役 铀 尾 矿 库 区 的 博 落 回 ( Macleaya cordata
(Willd. ) R. Br),其对铀镉均具一定耐受和富集

能力[13-14]。 采集方式为随机连根带土挖起健康

博落回植株,并抖落多余的土壤,将博落回根系装

入黑色塑料袋后立刻带回实验室,用于真菌的

分离。
1. 2　 培养基

分离培养基为孟加拉红培养基( rose Bengal
medium,RBM),铀镉耐性筛选培养基为液体和固

体查氏培养基(CDM(Czapek-dox medium)和 CDA
(Czapek-dox medium agar)),其他培养基为马铃

薯葡萄糖琼脂培养基(potato dextrose agar,PDA)。
1. 3　 真菌的分离

将采集回的健康博落回植株的根系,用自来

水和去离子水洗净表层土壤,晾干。 将根切割成

长 5 cm 的根段,分别于体积分数为 75% 酒精和

体积分数为 0. 2% 升汞溶液中浸泡 5 min 和

2 min,取出根段,用无菌水冲洗 3 次,随即用无菌

纱布蘸干根段表面水分。 挑取根段,切割成长为

1 cm 的斜段,用镊子挑起接至孟加拉红培养基

(RBM)上并将其置于生化培养箱 25 ℃培养。 取

最后一次清洗根段的无菌水 0. 2 mL 涂布于 PDA
上,置于生化培养箱 25 ℃培养,检测根段表面是

否消毒彻底[12]。 每日观察,待组织切块面长出菌

后及时采用尖端菌丝挑取法,将不同形态的菌落

分别在 RBM 上连续转接 2 ~ 3 次,最后将分离纯

化得到的博落回真菌转入装有 RBM 三角瓶中,放
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入 4 ℃冰箱中保存,备用。
1. 4　 真菌铀镉耐受性测定

用分析天平准确称取 1. 792 8 g 六水硝酸铀

酰( UO2 ( NO3 ) 2 ·6H2O) 和 1. 630 8 g 氯化镉

(CdCl2),配制质量浓度为 1 g / L 铀和镉母液,并
用 0. 22 μm 滤膜对其过滤除菌。 向灭菌液体

CDM 和固体 CDA 培养基中同时加入适量的铀、
镉母液,使 CDM 和 CDA 培养基中铀和镉的质量

浓度如表 1 所示。 用打孔器(D = 4 mm)从培养

5 d 的菌落边缘打取菌饼,接种至上述不同浓度的

CDM 和 CDA 培养基中,并将其分别置于摇床中

(28 ℃,160 r / min,7 d) 和生化培养箱(28 ℃,
15 d)培养。 在处理结束后,收集 CDM 菌丝于烘

箱 80 ℃烘干,测其质量(烘干后),培养基用于测

定有机酸质量浓度。 而在 CDA 培养基上的菌落

则采用十字交叉法[15] 测量其直径。 每个处理 3
个重复。 采用最小抑菌浓度(MIC)来衡量菌株耐

铀镉性能[12]。

表 1　 不同培养基中铀和镉的质量浓度

Table 1　 Mass concentrations of uranium and cadmium
in different media (mg·L-1)

培养基 处理组 铀的质量浓度 镉的质量浓度

CK 0 0
10+5 10 5
20+10 20 10

CDM 30+20 30 20
40+40 40 40
80+80 80 80

160+160 160 160
CK 0 0

10+5 10 5
20+10 20 10

CDA 30+20 30 20
40+40 40 40
80+80 80 80

160+160 160 160

1. 5　 耐铀镉真菌的鉴定

通过形态学观察和分子鉴定来确定耐铀镉真

菌的分类学地位。 分子鉴定参照 A. R. Khan 等人

的文 献[12], 采 用 核 糖 体 内 转 录 间 隔 区 序 列

(internal transcribed spacer,ITS)方法。 将 ITS 测

序结果利用局部序列比对基本检索工具( basic
local alignment search tool, BLAST)同美国国立生

物技术信息中心(National Center for Biotechnology

Information, NCBI)上已有的数据进行比对,使用

MEGA4. 1 绘制系统发育树。
1. 6　 铀和镉共同胁迫下耐铀镉真菌所分泌有机

酸的测定

液体培养基中有机酸的测定参照陈威等人的

文献[14]。 为了避免色素对有机酸测定的干扰,采
用 C18 固相萃取柱过滤培养基。 本研究测定的

有机酸包括草酸、柠檬酸、酒石酸、苹果酸、丙二酸

和丁二酸六种。
1. 7　 数据分析

本研究所有数据均以平均值±标准差表示,采
用 SPSS20. 0 软件对数据进行方差及显著性分析

(Tukey􀆳s 多重比较分析,P<0. 05 表示差异显著)。

2　 结果与讨论

2. 1　 耐铀镉真菌的筛选

　 　 采用分离纯化的方法从博落回的根部分离出

8 株真菌菌株如图 1。 通过测定在不同质量浓度的

铀和镉胁迫下 8 株菌株的菌落直径和菌丝体质量,
筛选出了一株耐铀镉性最强的菌株 A-2(图 1(b))。

图 1　 博落回根部分离出的真菌菌株

Fig. 1　 Fungal strains isolated from the roots
of M. cordata

2. 1. 1　 铀和镉共同胁迫下菌株 A-2 的菌落直径

真菌的生长状况可直接反映其对铀和镉耐

性[15]。 图 2 为铀和镉共同胁迫下,菌株 A-2 的菌

落直径。 由图 2 可知,铀和镉的质量浓度分别低

于 30 mg / L 和 20 mg / L 时,菌落直径与对照组相
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比没有显著差异;而铀和镉的质量浓度分别高于

30 mg / L 和 20 mg / L 时,菌落直径分别比对照组

下降了 40. 0% 、80. 7%和 91. 6% 。 铀和镉质量浓

度为 160 mg / L 和 160 mg / L 时,A-2 菌落完全停

止生长。 在固体培养基上,铀和镉对菌株 A-2 的

最小抑菌浓度为 160 mg / L 和 160 mg / L。

图 2　 铀和镉共同胁迫下 A-2的菌落直径

Fig. 2　 Colony diameter of A-2 under uranium
and cadmium co-stress

2. 1. 2　 铀和镉共同胁迫下菌株 A-2 的菌丝干质量

菌株 A-2 菌丝质量(烘干后)随铀、镉质量浓

度的增加而降低(图 3)。 其中,铀和镉质量浓度

分别为 10 mg / L 和 5 mg / L 时,菌丝质量(烘干

后) 开始显著下降, 铀和镉质量浓度分别为

80 mg / L 和 80 mg / L 时,菌丝停止生长,菌丝体的

质量(烘干后)较对照组降低了 91. 2% 。 在液体

培养基中,铀和镉对菌株 A-2 的最小抑菌浓度为

80 mg / L 和 80 mg / L。 本研究表明,液体培养时该

菌株耐铀镉性弱于固体培养。 主要原因可能是固

体培养基中铀、镉离子不能自由移动,被菌丝吸收

或固定后局部培养基中铀、镉质量浓度降低,而液

体培养基中铀、镉分布均匀,与菌丝接触充分,故
抑制作用较强[15]。
2. 2　 耐铀镉真菌 A-2 的鉴定

2. 2. 1　 形态学观察

在 CDA 培养基上,菌株 A-2 正面菌落凸起呈

絮状,菌落粉白色;菌落反面淡黄色,随着时间增

加,菌落颜色逐渐加深;菌丝为气生型,质密(图 4
(a)、(b)、(c))。 光学显微镜下观察该菌可见小

型分生孢子,呈椭圆形;厚壁垣孢子,球形,表面光

滑,单个顶生或多个菌丝中间串生;单瓶梗产孢

(图 4(d)、(e)、( f));培养时会产淡黄色可溶性

色素。

图 3　 铀和镉共同胁迫下 A-2的菌丝体质量(烘干后)
Fig. 3　 Mass of mycelium of A-2 under uranium and

cadmium co-stress (after drying)

2. 2. 2　 分子鉴定

为了进一步确定 A-2 的分类地位,扩增 A-2
菌株的核糖体 ITS 序列并测序,得到 1 条 529 bp
的序列。 根据图 5 系统发育树可知,菌株 A-2 和

Fusarium sp. T19 聚在同一分枝上,且序列相似性

为 100% ,从分子生物学的角度上表明两者属于

同种真菌。 因此,依据形态学特征和分子生物学

分析,菌株 A-2 初步鉴定为镰刀菌属真菌,命名为

Fusarium sp. A-2,GenBank 登录号为 MH978624。
2. 3　 铀和镉共同胁迫下对耐铀镉真菌所分泌有

机酸的影响

从 CDM 培养基中只检测到了草酸、苹果酸、
丁二酸和丙二酸,未检测到柠檬酸和琥珀酸。 表

2 为铀、镉共同胁迫下 Fusarium sp. A-2 有机酸的

分泌情况。 由表 2 可知,随着铀、镉质量浓度的增

加,草酸、苹果酸和丁二酸的含量呈现先增加后降

低的趋势,在铀和镉质量浓度分别为 30 mg / L 和

20 mg / L 时,上述 3 种有机酸的质量浓度均达到

最大,比对照组分别增加了 89. 4% 、86. 7% 和

181. 4% 。 丙二酸仅在铀和镉质量浓度分别为

30 mg / L 和 20 mg / L 才开始检测到,并在此时达

到最大(23. 5 mg / L),随后其含量显著降低。 而

铀和镉质量浓度大于或等于 80 mg / L 和 80 mg / L
时,培养基中未检测到有机酸。 此外,本研究还发
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现,在同一处理组中,培养基中有机酸质量浓度

为:草酸>苹果酸>丁二酸>丙二酸。
耐性真菌在重金属胁迫时可通过分泌有机酸

螯合或固定重金属来减轻重金属离子对其的毒害。
Y. Ban 等[16] 研究表明,在铅胁迫,G. cylindrosporus
会通过分泌大量的草酸来改变环境中铅的形态并

阻止其进入细胞,从而缓解铅对其的胁迫。 冷

阳[17]研究表明,在镉处理下,黄孢原毛平革菌也

会产生大量草酸,并与镉形成草酸镉沉淀固定镉,
以抵抗镉对其的胁迫。 本研究发现, Fusarium
sp. A-2 不仅可以通过调节有机酸的质量浓度,还

可以通过调节有机酸的种类来缓解铀、镉对其胁

迫。 在铀和镉质量浓度低于 30 mg / L 和 20 mg / L
时,草酸、苹果酸、丁二酸质量浓度增加,在高质量

浓度铀和镉胁迫下 3 种有机酸质量浓度下降。 究

其原因可能是较低质量浓度的铀和镉会刺激菌丝

新陈代谢,高质量浓度的铀和镉则严重抑制了菌

丝的生长,进而影响其新陈代谢活动[15]。 在铀和

镉共同胁迫下,草酸分泌量最多,而苹果酸、丁二

酸和丙二酸分泌量相对较少,推测草酸可能是该

菌株缓解铀和镉共同胁迫最重要的有机酸,而其

他 3 种有机酸可辅助该菌缓解铀和镉的胁迫。

图 4　 菌株 A-2在 CDA 平板上的形态特征

Fig. 4　 Morphological features of strain A-2 on CDA media

图 5　 基于 A-2的 ITS 序列构建的系统发育树

Fig. 5　 Phylogenetic tree based on the ITS sequence of strain A-2
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表 2　 铀镉共同胁迫下 Fusarium sp. A-2 CDM
培养基中有机酸质量浓度

Table 2　 Organic acid mass concentration in CDM
medium of Fusarium sp. A-2 under uranium

and cadmium co-stress ( mg·L-1)

处理组
草酸

质量浓度
苹果酸

质量浓度
丙二酸

质量浓度
丁二酸

质量浓度

CK 755. 2±12. 9a 38. 5±1. 1a - 20. 4±2. 1a

10+5 826. 3±15. 0b 43. 0±1. 7a - 43. 5±2. 4b

20+10 959. 1±23. 8c 55. 7±2. 4b - 48. 5±2. 3b

30+20 1 430. 4±29. 5d 71. 9±1. 5c 23. 5±1. 7b 57. 4±1. 1c

40+40 834. 8±20. 4b 37. 7±1. 3a 10. 2±0. 8a 21. 4±0. 9a

80+80 - - - -
160+160 - - - -

　 　 注:“-”表示未检测有机酸的分泌;同列中不同小写字母表

示不同处理对指标影响差异显著(P<0. 05)

3　 结　 论

1)本研究从博落回根部分离出了一株耐铀

镉真菌菌株 A-2,在固体培养基上,铀和镉对该菌

株的 最 低 抑 菌 浓 度 ( MIC ) 为 160 mg / L 和

160 mg / L,在液体培养基中,铀和镉对该菌株的

MIC 为 80 mg / L 和 80 mg / L。 经形态学观察和分

子鉴定,该菌株为镰刀菌属真菌,GenBank 登录号

为 MH978624,命名为 Fusarium sp. A-2。
2)在铀和镉共同胁迫下, Fusarium sp. A-2 能

分泌大量草酸、苹果酸和丁二酸,这可能是该菌株

具有高耐铀镉性及能减轻铀镉毒害的机理之一。
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