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扇贝内脏团中耐镉菌株的分离及其吸附镉机理
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摘要：为探讨扇贝内脏团中微生态系统与扇贝高能力富集镉(Cd)的关系，从自然环境中
采集的栉孔扇贝内脏团中分离、纯化了2株耐Cd细菌 (编号为菌株A和B)，运用16S
rDNA基因序列进行分子鉴定，通过金属吸附实验研究了耐Cd菌株对Cd的吸附能力及其
对Cd的吸附特性，并利用扫描电镜、透射电镜相结合的方法研究了Cd胁迫条件下耐镉
菌株细胞形态与结构变化，探讨了其对Cd的吸附机理。结果显示，2株菌株(A和B)在固
体培养基上能耐受Cd的浓度分别为100和80 mg/L。经16S rDNA测序鉴定菌株A与Ni-
tratireductor sp.亲源关系最近，菌株B与Ruegeria sp.亲源关系最近。2株菌株对Cd的吸附
率远高于铜(Cu)、锰(Mn)、锌(Zn)和铅(Pb)等重金属。在50 mg/L Cd浓度的液体培养基
中，菌株A、B对Cd富集量分别为48.57和 42.14 mg/g，富集系数分别为971.4和842.8。电
镜观察结果显示，经过Cd处理后，2菌株数量均有所减少，细胞中出现空泡，菌株A细
胞外沉淀增多，菌株B表面变得粗糙且出现凹陷，表明胞外沉积作用可能是耐Cd菌株对
Cd富集作用的重要途径。

关键词: 扇贝；镉；耐镉菌株；吸附机理
中图分类号: S 917.4 文献标志码: A

 

镉(cadmium, Cd)是一种易在生物体内蓄积且

难代谢的有害元素，被美国毒物管理委员会

(ATSDR)列为第6位危及人类健康的有毒物质。

镉广泛存在于自然环境中，也可通过食物链传

递，对消费者的身体健康造成威胁。重金属

Cd污染成为土壤和海洋所面临的一大环境难

题，在长期的污染、监测和治理研究过程中发

现了一些对Cd具有强吸附能力、高耐受性的微

生物。有关这些耐Cd微生物的研究不仅为微生

物Cd污染的修复与治理提供了可能，也对探究

生物体对Cd的耐性机理具有重要意义。目前，

对于耐Cd微生物的研究大多集中在土壤Cd污染

方面[1-2]。

贝类作为滤食性底栖动物，无论其周围环

境还是机体消化系统内都存在着多种微生物。

细菌是对海洋贝类影响最大的微生物，在贝类

生长过程中发挥着有益或有害的作用。研究表

明，贝类内脏组织中存在多种细菌，它们与机

体细胞密切接触，进行物质与能量的交换，同

贝类自身形成了一个复杂而又互相协调的微生

态系统，与贝类的生长、繁殖、免疫等功能紧

密相关 [3]。目前有关贝类消化系统内细菌的研究

主要集中在病害、免疫、营养的消化吸收等方

面。双壳贝类(扇贝、贻贝、牡蛎等)对重金属具

有较强的富集能力 [4-5]，尤其是扇贝，在无Cd污

染的正常环境中能够在体内积累高浓度的Cd，
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但是对其他元素如锌(Zn)、铜(Cu)等具有很好的

代谢调节作用 [6]，但目前的研究尚不能完全解释

扇贝对Cd的特异性富集与高耐受能力 [7]。潘风山

等 [8]从我国原生的Cd超积累植物东南景天根部筛

选到4株对Cd具有耐性的内生菌株，并发现接种

上述菌株能显著提高植物对Cd的积累量。贝类

对Cd的富集主要集中在内脏团中，但有关内脏

团中微生态系统对贝类富集Cd的作用，以及在

其体内是否存在具有高Cd富集能力的耐Cd细菌

等尚未见报道。

栉孔扇贝(Chlamys farreri)是中国北方沿海主

要的养殖贝类，具有重要的经济价值。本实验

尝试从自然环境中采集的栉孔扇贝内脏团中分

离、纯化具有一定Cd耐受性的细菌菌株进行鉴

定并研究其对Cd的吸附特性，同时利用电子显

微镜观察Cd胁迫条件下细菌的生长情况，探讨

耐Cd菌株对Cd的吸附机理。

1    材料与方法

1.1    实验材料

2016年4月采集山东省青岛市黄岛区某贝类

养殖海区健康栉孔扇贝约20 kg，随机选取10
只，清洗附着物，在无菌工作室解剖，取出内

脏团，用无菌水清洗3次后，组织匀浆备用。

1.2    细菌的培养、筛选与分离

取内脏团匀浆液用无菌水梯度稀释，将不

同稀释倍数的匀浆液涂布于含Cd2+浓度为30 mg/L
的2216 E平板培养基中，于20 °C培养箱中倒置培

养48 h。培养结束后，观察菌落生长情况，挑取

形态、颜色各异的菌落，分别接种到更高Cd2+浓

度梯度(50，80，100 mg/L)的培养基平板上，置

于20 °C继续培养48 h，挑取单菌落，经多次划

线、分离纯化，获得2株纯菌株。

1.3    菌株的鉴定

将固体培养基上纯化培养的2株细菌分别接

种到液体培养基，20 °C 150 r/min振荡培养24 h，
采用柱式细菌基因组DNA抽提试剂盒 (上海生

工 )提取DNA，经电泳检测后进行PCR扩增。

PCR扩增采用16S引物序列为27f：AGAGTTTG-
ATCMTGGCTCAG；1492R：TACGGYTACCT-
TGTTACGACTT；反应体系(30 μL)：Buffer 3 μL，

dNTP 2 μL，Primer1 3 μL，Primer 2 3 μL，酶

0.2 μL，DNA模板 1 μL，H2O 17.8 μL。反应条件

为95 °C 5 min，95 °C 30 s、55 °C 30 s、72 °C 60 s、
35个循环，72 °C 10 min，12 °C延伸。PCR产物

测序工作及菌株鉴定工作均由北京六合华大基

因科技有限公司完成。

1.4    耐Cd菌株的金属吸附实验

将培养的2株菌株以2%的接种量分别接种到

终浓度为10 mg/L的5种不同重金属离子 (Cd2+、

Cu2+、Mn2+、Zn2+、Pb2+)的液体培养基中，实验

设3个平行组，20 °C 150 r/min振荡培养24 h后，

4 °C 11 000 r/min离心10 min，取1 mL上清液，采

用密闭微波消解，电感耦合等离子体质谱法

(ICP-MS)[7-8]分别测定上清液中5种金属离子的初

始浓度(C1)和吸附后浓度(C2)，离心后的菌体沉

淀在70 °C下烘干至恒重后称重。

金属吸附率计算公式：吸附率(%)=(C1–C2)/
C1×100

1.5    耐Cd菌株的Cd吸收特性测定

将固体培养基中培养的2株菌株分别接种到

Cd浓度为50 mg/L的2216E液体培养基中，20 °C
150 r/min振荡培养24 h，实验设3个平行。培养结

束后，每组取5 mL培养液，4 °C下，11 000 r/min
离心10 min，获得的菌体沉淀经无菌双蒸水漂

洗，烘干，称重后测定菌体Cd含量，结果以菌

体干重表示。

菌体内Cd的含量分析采用密闭微波消解，

电感耦合等离子体质谱法(ICP-MS)测定。

菌株Cd富集系数公式：Cd富集系数=菌体

Cd含量/培养液Cd含量。

1.6    耐Cd菌株的电镜观察

将固体培养基培养的2株菌株在无菌条件

下分别接种到未加Cd处理 (空白对照组 )和含Cd
50 mg/L的2216E液体培养基中，每组设2个平

行，20 °C 150 r/min振荡培养48 h。培养结束后，

取1 mL菌液，4 °C下，5 000 r/min离心10 min，将

沉淀菌体洗涤3次，用2.5%的戊二醛固定1 h。一

组平行样经洗涤、梯度乙醇脱水、干燥以及喷

金等操作后用扫描电镜观察菌体表面特征拍

照；另一组平行样经脱水、包埋、切片和染色

等步骤制备超薄切片，在透射电镜下进行观察

和拍照。
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2    结果

2.1    扇贝内脏团中获得的耐Cd菌株

从扇贝内脏团中经培养、筛选、分离和纯

化后获得2株耐Cd菌株，标记为菌株A和菌株B。菌株

A在固体培养基上能耐受的Cd浓度为100 mg/L，

菌株B在固体培养基上能耐受的Cd浓度为80 mg/L。
固体培养基上2种菌落均不透明，菌株A呈乳白

色、圆形、边缘锯齿状、表面较粘稠；菌株B呈

深棕色、圆形、表面隆起、边缘平滑。

2.2    菌株鉴定结果

2株菌株A和B经16S rDNA测序后所得片段

分别为1 357和1 341 bp，通过NCBI数据库中的

BLAST软件将测序所得的序列与GenBank中已发

表的16S rDNA序列进行同源性比对，结果显

示，菌株A与Nitratireductor sp.亲源关系最近，菌

株B与Ruegeria sp.亲源关系最近(图1)。

2.3    耐Cd菌株的金属吸附情况

2株菌株对Cd2+，Pb2+，Mn2+，Zn2+和Cu2+等5
种金属离子均有一定的吸附能力，且菌株A对

5种金属离子的吸附能力要强于菌株B。2株菌株

对不同金属离子的吸附率不同，菌株A对5种金

属离子的吸附率依次为Cd2 +>Pb2 +>Cu2 +>Mn2 +>

Zn 2 +；菌株B对 5种金属离子的吸附率依次为

Cd2+>Pb2+>Mn2+>Zn2+>Cu2+(表1)。

2.4    耐Cd菌株的Cd吸附特性

在50 mg/L Cd浓度的液体培养基中，菌株A和

B均吸附较高的Cd含量，固定量分别为48.57和
42.14 mg/g(表 2)。菌株A对Cd的富集系数为

971.4，菌株B对Cd的富集系数为842.8，因此，

菌株A对Cd的富集能力比菌株B高。

2.5    耐Cd菌株电镜观察

对于菌株A，对照组的菌体细长，表面光

滑，聚集在一起且细胞周围有沉淀(图2-a)；而经

表 1    2株菌株金属吸附结果

Tab. 1    Accumulation of metal by two Cd-resistant strains

菌株

strain

吸附率/%　adsorption rate

Cd2+ Cu2+ Mn2+ Zn2+ Pb2+

菌株A              17.43±2.11         7.14±1.25         3.40±0.78         2.27±0.26         10.89±1.32

菌株B              9.13±1.08         1.10±0.33         2.35±0.19         1.89±0.48         8.80±1.53

Nitratireductor aquimarinus HQ176466.1

Pseudaminobacter sp. DQ659452.1

Nitratireductor sp. LC099520.1

Nitratireductor indicus NR 117518.1

Thalassocella subtropicalis AB681664.1

Mesorhizobium sp. DQ659444.1

Acd

Phyllobacteriaceae bacterium AM403163.1

Alpha proteobacterium AB026492.1

Ruegeria pelagia NR 114024.1

Bcd

Roseobacter sp. EF061449.1

Ruegeria mobilis HQ338127.1

Ruegeria sp. JF828051.1
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图 1    基于16S rDNA序列构建的菌株A和B的系统发育树

Fig. 1    Phylogenetic tree of strains A and B based on 16S rDNA sequences
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过50 mg/L Cd2+处理后，菌体数量变少，形态变

短变粗，细胞胞外沉淀明显增加(图2-b)。对于菌

株B，对照组的菌体较短小，菌体表面光滑，呈

单个或聚集成团排列(图2-c)；而Cd处理组细菌数

量明显减少、菌体变长，菌体表面变得粗糙且

出现凹陷(图2-d)。

Cd处理对2株菌株细胞内部结构产生了严重

影响(图3)。对照组的菌株A(图3-a)和菌株B(图3-c)

细胞内充实，而经过Cd处理后，菌株A细胞中出

现空泡(图3-b)，部分菌株B的细胞中也出现大小

不一的空泡(图3-d)。并且从透射电镜图中可以观

察到，菌株A和菌株B经过Cd处理后，部分菌体

出现凋亡特征，这与扫描电镜观察到的Cd处理

后细菌数量变少的现象一致。

3    讨论

水产动物消化系统内的细菌主要来自于摄

食的饵料和周围的养殖水环境。杨彩霞等 [9]分析

了沙子口养殖海区栉孔扇贝消化盲囊细菌群落

结构的周年变化，发现12个月份的扇贝消化盲囊

内的细菌群落结构非常稳定，共有谱带占总谱

带数的81.82%。目前针对扇贝消化盲囊中的微生

物研究主要集中在细菌的免疫、消化及致病性

方面 [3]，而针对这些细菌对环境中重金属的富集

作用研究较少。由于扇贝等贝类属于滤食性动

物，水体中的悬浮颗粒如各种粒径大小的浮游

生物、水底再悬浮的有机质、碎屑、粪便颗粒

以及微生物等都可以被贝类摄食，导致水体中

以离子状态存在或吸附在有机体和有机颗粒表

面的重金属在贝类滤食过程中摄入，形成重金

属在贝类体内的富集[10]。本研究成功从扇贝内脏

表 2    2株菌株对Cd吸附能力测定

Tab. 2    Capacity of cadmium adsorption of the two strains

菌株

strain
培养液Cd浓度/(mg/L)

Cd concentration
菌体Cd固定量/(mg/g)
Cd content of strains

Cd富集系数

enrichment coefficient

A                     50 48.57±2.25 971.40

B                    50 42.14±3.06 842.80

0026   15KV   ×15000      1μm   WD14
(a)

0029   15KV   ×15000      1μm   WD14
(b)

0018   15KV   ×20000      1μm   WD14
(c)

0009   15KV   ×20000    1μm   WD14
(d)

 
图 2    Cd处理前后菌株A、B的扫描电镜图

(a)(b)分别为菌株A未经Cd处理和50 mg/L Cd2+处理的电镜照片；(c)(d)分别为菌株B未经Cd处理和50 mg/L Cd2+处理的电镜照片

Fig. 2    Scanning electron microscopy (SEM) images of strains A and B
(a) strain A untreated with Cd2+; (b) strain A treated with 50 mg/L Cd2+; (c) strain B untreated with Cd2+; (d) strain B treated with 50 mg/L Cd2+
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团中筛选出2株具有Cd耐受性和较高富集特性的

菌株(分别属于Nitratireductor属和Ruegeria属)，查

阅有限的研究文献发现Nitratireductor属和Rueger-
ia属分别在牡蛎和扇贝内脏团中被分离鉴定，研

究表明Ruegeria属菌株对栉孔扇贝无致病性 [3]，

且Nitratireductor属菌具有一定的抗菌活性 [11]，该

2属菌可以稳定存活于扇贝体内。

有研究提出扇贝能富集高浓度Cd，其原因

可能是由于其对Cd的吸收率和膳食同化率极高[12]。

如欧洲扇贝(Chlamys varia 和Pecten maximus)对
Cd的同化率分别>86%和>80%[13]，扇贝Chlamys
nobilis对Cd的膳食同化率高达100%[12]。扇贝对摄

食中Cd的吸收率和同化率远远高于其他双壳贝

类，如菲律宾蛤仔 (Ruditapes philippinarum) 对
Cd的膳食同化率为22%~55%，翡翠贻贝(Perna
viridis)对Cd的膳食同化率为11%~25%[14]。而扇贝

中Cd的排出速率较低，远低于其他双壳贝类，

也远低于对锌的代谢速率 [15-16]。针对扇贝的这一

特点，目前尚没有明确的解释。本实验成功从

扇贝内脏团中分离出2株对Cd具有较高耐受和富

集能力的菌株，由于扇贝中大部分Cd(>80%)储
存在内脏团中[12]，因此，实验可以推测扇贝通过

摄食吸收的Cd在内脏团中被耐Cd细菌吸收、富

集和固定，因此使得扇贝对Cd的吸收率和膳食

同化率极高，而代谢率很低。因此，本实验对

扇贝内脏团中耐Cd菌株的筛选、分离及其吸收

特性的研究对于解释扇贝特异性富集Cd的特性

提供新的思路具有重要意义。

重金属Cd与细菌的相互作用主要有胞外络

合、胞外沉淀、表面吸附和细菌积累。长期生

存在高浓度Cd污染中使得一些细菌具备了较强

的耐受性，它们可以通过与Cd的相互作用来降

(a) (b)

(c) (d)

 
图 3    Cd处理前后菌株A、B的透射电镜图

(a)(b)分别为菌株A未经Cd处理和50 mg/L Cd2+处理的电镜照片；(c)(d)分别为菌株B未Cd经处理和50 mg/L Cd2+处理的电镜照片

Fig. 3    Transmission electron microscopy (TEM) images of strains A and B
Note: (a) strain A untreated with Cd2+; (b) strain A treated with 50 mg/L Cd2+; (c) strain B untreated with Cd2+; (d) strain B treated with 50 mg/L Cd2+
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低重金属毒性作用。细菌对Cd的耐受性与累积

能力会因种类和生长条件而存在差异。梁淑君

等 [17]从近海海域筛选的强Cd抗性和富集能力的

一株蓝杆菌在液体培养基中的最大耐受浓度为

1 000 mg/L，且在200 mg/L Cd浓度下，吸附率高

达93.4%。许钦坤等 [18]从污染土壤中分离的能高

度抗Cd和吸附Cd的蜡状芽孢杆菌在液体培养基

中耐Cd浓度为600 mg/L，对Cd的吸附率为75.4%。沈

秋悦等[19]从重金属污染工业地区分离的一株芽孢

杆菌在固体培养基中的最大耐Cd浓度为50 mg/L。

周丽英等 [20]从水稻根际土壤中分离的耐Cd细菌

富集系数为90.4~285.8。本研究中从扇贝内脏团

中分离纯化的2株细菌对Cd均具有一定的耐受

性，菌株A、B在固体培养基上能耐受的Cd浓度

分别为100和80 mg/L。在50 mg/LCd浓度液体培

养条件下，菌株A的Cd富集浓度为48.57 mg/g，
富集系数为971.4；菌株B对Cd的富集浓度为

42.14 mg/g，富集系数为842.8，2菌株对Cd的富

集能力均很高。有研究表明耐Cd菌株的细胞壁

在吸附Cd的过程中起重要作用，菌体细胞累积

的Cd大部分吸附在细胞壁 [21]。从对其他金属离

子的吸附能力来看，菌株A、B对铜、锰、锌和

铅的吸附能力要弱于Cd，且菌株A对5种金属离

子的吸附能力均强于菌株B。有关耐Cd细菌的红

外光谱研究显示，由于菌株本身性质不同，细

胞壁上参与重金属吸附的基团不尽相同，这也

是导致菌株对不同金属离子的选择性吸附的直

接原因[2]。

另外，本研究还对Cd处理下2菌株在电子显

微镜下形态结构的变化情况进行了观察。结果

显示与对照组相比，在50 mg/L Cd浓度液体培养

基中生长的2种菌株数量均有所减少，菌株B经

Cd处理后菌体变长，菌体表面变得粗糙且出现

凹陷，而菌株A变短粗，周围沉淀也有所增多。

细菌细胞的生理生化活动可以产生一些细胞物

质，这些物质能与金属离子结合在菌体细胞的

周围从而形成一个新凝结相，这就是细菌的胞

外沉淀作用。胞外沉淀被认为是细菌吸附Cd的
一个重要机理，Cd与菌体分泌的物质形成较大

的颗粒附着在菌体上并聚集在一起，进而减轻

了重金属Cd对菌体本身的毒性危害。由此看

来，正是由于这种胞外沉淀机制，菌株A比菌株

B具有更强的Cd富集能力和耐受性。吴海江等 [22]

从工厂排污口污泥中分离的CD2Y耐Cd菌株在电

镜下观察到菌体膨大，胞浆出现大小不一的空

泡。本实验中Cd处理后的菌株B细胞以及部分菌

株A的细胞中也出现了大小不一的空泡，相关研

究表明，细菌对重金属的吸附除了直接结合在

细胞表面的物理吸附过程外，还会依靠细胞代

谢向细胞内转移运送 [23]。由此推测，Cd与细菌

相互作用在细胞内可能发生了变性反应，这也

表明一定浓度的Cd会给细菌的细胞带来损伤，

甚至个别菌体细胞发生了凋亡现象，因为可以

在电镜下观察到菌株A和菌株B细胞的降解残

留体。
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Isolation and cadmium adsorption mechanisms of cadmium-resistant bacteria
strains in digestive gland of scallops

ZHAO Yanfang 1,2,     ZHAI Mingli 1,2,     NING Jinsong 1,2,     ZHAI Yuxiu 1,2,    
SHANG Derong 1,2*,     SHENG Xiaofeng 1,2,     DING Haiyan 1,2

(1. Key Laboratory of Testing and Evaluation for Aquatic Product Safety and Quality, Ministry of Agriculture;
Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao    266071, China;

2. Laboratory of Quality &Safety Risk Assessment for Aquatic Products, Ministry of Agriculture,
Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao    266071, China)

Abstract: In order to explore the relationship between the role of bacteria community and the high capacity for ac-
cumulation of Cd in the digestive tissues in scallops, two cadmium (Cd)-resistant bacterial strains (named A and B)
were isolated from the digestive gland of scallop which were collected from the natural marine environment. Two
bacterial strains were classified using 16S rDNA sequence analysis. And the ability of two bacterial strains for the
accumulation of Cd and their adsorption characteristics of Cd were researched by the metal adsorption experi-
ments. In addition, the combined technique of scanning electron microscopy (SEM) observation and transmission
electron microscopy (TEM) observation was used to observe the cell morphology and inside structure of the bac-
terial strains under Cd exposure, and the cadmium precipitation and distribution outside and inside the cell were
studied to explore the adsorption mechanism of Cd for two bacterial strains. Results showed that the two bacterial
strains (A and B) could tolerate Cd2+ up to 100 mg/L and 80 mg/L in solid medium respectively. Based on 16S
rDNA homology analysis, bacterial A sequences shared high similarities with Nitratireductor sp. and bacterial B
was classified as Ruegeria sp. Their adsorption ability of 5 kinds of heavy metal ions (Cd2+, Cu2+, Mn2+, Zn2+ and
Pb2+) were examined and both of them had higher adsorption of Cd than that of other four kinds of metals. In addi-
tion, bacterial strain A and B could accumulate Cd to 48.57 mg/g and 42.14 mg/g respectively in 50 mg/L liquid
mediums and the accumulation factor for Cd was 971.4 and 842.8 respectively. Scanning electron microscopy
(SEM) indicated that the amount of two strains both decreased and empty cavity occurred in some cells after Cd
exposure. Obvious Cd precipitates appeared on A strain and more rough surface and irregular convex also ap-
peared on B strain; therefore, extracellular precipitation might be an important way for two bacterial strains to res-
ist and accumulate Cd.
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