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红树林土壤中假单胞菌群的重金属耐受活性*
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摘要:本研究从广西钦州茅尾海红树林保护区土壤中分离出的假单胞菌群着手,对其进行重金属耐受性能筛

选,旨在获得可对重金属污染环境进行高效修复的菌株。选用传统稀释涂布法和16S
 

rRNA基因序列的系统

发育分析红树林土壤中的可培养假单胞菌;通过肉汤稀释法对菌株展开6种重金属耐受特性研究,对其进行耐

受基因检测,并进一步测试重金属耐受活性显著菌株的重金属吸附性能。结果表明,从红树林土壤中共获得

23株假单胞菌,18株菌对至少一种重金属表现出耐受活性,总阳性率为78.26%;10株菌的基因组DNA中检

测出重金属耐受基因。其中,对铅和/或锌耐受活性显著的11株菌中,Y234、Y123、Y264、Y225和Y346具有

显著的吸附性能,铅和/或锌的吸附率均大于50%。广西钦州茅尾海红树林保护区土壤中可培养假单胞菌群

丰富,其重金属耐受活性显著,具有较大的挖掘潜力。
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0 引言

  目前,我国耕地土壤重金属污染形势严峻,污染

面积大,且污染重金属种类多、含量高,全国重金属污

染耕 地 约 2
 

000
 

hm2,约 占 全 国 总 耕 地 面 积 的

16.7%,部分污染严重的耕地,重金属含量可高达安

全限值的100倍[1]。重金属污染物的生物毒性大,易

与化肥、农药以及抗生素等有机物结合,生成更具毒

性的有机金属化合物,极大影响并危害生物体正常生

长。再者,重金属污染物吸附在土壤颗粒上,既降低

土壤微生物活性、抑制植物根系对营养元素吸收,也
极易被农作物吸收富集[2,3]。基于重金属污染物的

迁移、富集特性,生物体中的重金属浓度可能倍增至

生境中的上万倍,而重金属沿食物链逐级进入人体内
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并长期富集积累后,会对人体产生巨大危害,如铅污

染会对人体的造血、神经和消化系统有较明显伤

害[4],会导致人体四肢酸痛、贫血、神经系统器质性疾

病、肝/肾损伤、心血管器质性疾病、智力下降(特别是

儿童)及中枢神经和造血系统的损伤等[5];镉污染可

能会导致人体的消化系统遭受破坏,肾、肝功能失调,
骨质疏松,人体器官致癌致畸[6];六价铬污染会损伤

人体呼吸系统,破坏人体细胞中 DNA 致使细胞畸

变[7];铜污染会使人体出现恶心、呕吐、胃烧灼感等症

状,重者会出现腹痛、吐血、溶血性黄疸、贫血、肝大、
血红蛋白尿、急性肾功能衰竭和尿毒症[7];人类食用

钴污 染 的 食 品,轻 者 脱 发,重 者 会 引 起 血 液 系 统

疾病[8]。

  修复重金属污染的耕地土壤,能有效地将污染源

遏制在食物链最底端,其主要途径有去除化和固定

(或稳定)化。去除化是将土壤中的重金属污染物提

取出去;固定(或稳定)化是改变土壤中重金属的存在

形态,以消除生物毒性[9]。其中,微生物修复作为固

定(或稳定)化技术中的研究热点,主要是利用微生物

对重金属的亲合、吸附、转化效应,降低土壤中重金属

的有效浓度。微生物治理法具有成本低、效率高,一
般不需要停耕,可进行原位修复,能改善土壤环境、提
升土壤肥力等优势;但该方法同时具有对重金属固定

性有限、代谢能力不佳、微生物流失或被吞噬等缺

点[1,10,11]。因此,寻找耐受力强、适用范围广的微生

物类型,可对微生物在实际应用中的强化和联合修复

工作提供更好的帮助。

  假单胞菌群是一类活跃在植物根际的革兰氏阴

性菌,能产生多种抗生素,改善植物营养,促进植物生

长,降解土壤中有毒物质及起防病杀虫作用等[12]。

Wang等[13]研究发现,荧光铜绿假单胞菌 Pseudo-
monas

 

aeruginosa
 

CW961在有氧培养过程中,可以

通过沉淀硫化镉去除溶液中99%以上的Cd2+。Pra-
manik等[14] 发 现 一 株 Pseudomonas

 

sp.K32 对

Cd2+、Pb2+ 和As3+ 高度耐受,在Cd2+ 胁迫下表现出

固氮和溶磷能力且能产生生长素IAA,促进水稻

(Oryza
 

sativa)幼苗生长,同时,对多种植物病原真

菌有显著抑制作用及产生大量的功能酶。Liu等[15]

研究发现,内生Pseudomonas
 

putida
 

RE02可定植

在白三叶(Trifolium
 

repens)根际和根内,对镉、铬
和铅金属高度耐受,且能促进植物发芽,提高土壤肥

力。Mokrani等[16]研究发现,两株固 氮 假 单 胞 菌

Pseudomonas
 

azotoformans 对Cd2+ 和Pb2+ 有很强

耐受性,且能拮抗多种植物病原菌。此外,鉴于红树

林处于海水与淡水交互的特殊地带,其沉积物中富含

有机质,且具有一定的厌氧性和还原性,进而可以结

合更多的重金属,使其成为重金属污染物的“汇”[17]。
故本研究从红树林土壤中分离假单胞菌群,并对其开

展重金属耐受活性研究,旨在获得对多种重金属都有

高耐受活性的菌株,并检测菌株的修复能力,为微生

物修复技术研究提供数据参考。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 红树林土壤样本

  2021年8月初从广西钦州茅尾海红树林保护区

(108°36'14″
 

E,21°44'53″
 

N)中采集3处土壤样本,待
潮水退至最低潮时,从最靠近海端的红树林往回随机

采集(每处间隔5
 

m),样品采集深度为0.5
 

m,将样

品均装于密封袋,于4℃低温保藏备用。

1.1.2 培养基

  (1)分离/纯化培养基:2216E固体培养基(青岛

高科技工业园海博生物有限公司);改良ISP2固体培

养基(麦芽提取粉2.0
 

g,酵母提取粉2.0
 

g,葡萄糖

2.0
 

g,去 离 子 水 1
 

000
 

mL,海 盐 25.0
 

g,琼

脂14.0
 

g)。

  (2)重金属耐受实验培养基:改良ISP2培养基,

BE培养基(胰蛋白胨10.0
 

g,去离子水1
 

000
 

mL)。
分别 用 去 离 子 水 配 制 6

 

400
 

μg/mL 的 CoCl2、

ZnSO4、CdSO4、CuSO4、Pb(NO3)2 和 K2Cr2O7 溶

液,无菌过滤后即为重金属离子标准储备液。

1.2 方法

1.2.1 菌株分离纯化

  称取2.0
 

g混合样品装于20
 

mL无菌海水(添加

1%的吐温20),180
 

r/min摇床处理30
 

min后,稀释

成10-2 和10-3 浓度的样液备用。取200
 

μL稀释的

样液涂布至2216E固体培养基中,28℃培养7
 

d,挑
取肉眼可见菌落进行纯化培养,记录其形态特征和菌

落数,以30%
 

(V/V)甘油ISP2混合液作为保护剂,
将纯化好的菌株制成冻存管保藏于-70℃冰箱。

1.2.2 16S
 

rRNA基因测序和系统发育分析

  采用chelex100树脂[18]快速提取细菌的DNA
作为PCR模板,并根据 Walsh等[19]的方法对其进行

PCR扩增。扩增和测序引物均为细菌通用引物27F
和1492R,PCR反应条件参照李菲等[20]的方法设定。
扩增产物经1%琼脂糖凝胶电泳检测合格后,委托北
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京擎科新业生物技术有限公司进行测序分析。序列

经BioEdit
 

Sequence
 

Alignment
 

Editor软件整理后,
利用EzBioCloud数据库(https://www.ezbiocloud.
net/)进行在线比对[21];选取同源性最高菌株的序列

作为参比对象,运用 MEGA
 

10.0软件,采用Neigh-
borJoining法构建系统发育树,Boostrap

 

1
 

000次检

测各分支的置信值,对各菌株的系统发育地位进行

分析[22]。

1.2.3 重金属耐受菌的初筛

  以改良ISP2或BE固体培养基为基础培养基,
分别添加6种重金属离子标准储备液使其终浓度为

100
 

μg/mL,将待测菌株划线于该培养基上,28℃培

养5
 

d,观察其生长状况,并记录其结果。

1.2.4 耐受菌的重金属离子最大耐受浓度

  根据肉汤稀释法[23]测定重金属离子抑制待测菌

株的最小抑菌浓度(Minimum
 

Inhibitory
 

Concentra-
tion,MIC),即细菌对重金属最大耐受浓度。各取60

 

μL重金属离子标准储备液分别加入96孔板的第1

列,加入60
 

μL改良ISP2或EB(Pb2+)液体培养基,
混合均匀后,吸取60

 

μL混合液至第2列孔内,再加

入60
 

μL改良ISP2或EB(Pb2+)液体培养基,混合

均匀后,吸取60
 

μL混合液至第3列孔内,以此类推,
稀释至第6列孔内。第1至第6列的重金属离子浓

度依次为3
 

200,1
 

600,800,400,200及100
 

μg/mL,
第7列加60

 

μL改良ISP2或EB(Pb2+)液体培养基

作为阳性对照,以各浓度下的重金属离子溶液(不加

菌)作为阴性对照,每组3个平行。用麦氏比浊管将

待试菌株的菌悬液浓度调至约108
 

CFU/mL,分别加

入第1至第7列96孔板中。28℃培养5
 

d,用酶标仪

测定其OD600 值。

1.2.5 菌株的重金属耐受基因检测

  采用1.2.2节的方法提取细菌中的DNA,对重

金属耐受基因进行扩增,退火温度均设置为58℃,参
数[24,25]详见表1。取5

 

μL扩增产物进行1%琼脂糖

凝胶电泳检测,用凝胶成像仪观察结果并拍照。

表1 假单胞菌的重金属耐受基因检测引物

Table1 Primers
 

for
 

detection
 

of
 

heavy
 

metal
 

tolerance
 

genes
 

in
 

Pseudomonas
 

spp.

耐受基因
Tolerance

 

genes
表型特征

Phenotypic
 

characteristics
引物序列

 

(5'3')
Primer

 

sequences
 

(5'3')
目的片段

Target
 

fragments
 

(bp)

copA Copper
 

translocating
 

ATPase F:CGGTCTCTACGAATACCGCTTCAA
R:GAAATAGCTCATTGCCGAGGCGTT 320

czcA Cobalt/zinc/cadmium
 

efflux
 

protein F:GTTCACCTTGCTCTTCGCCATGTT
R:ACAGGTTGCGGATGAAGGAGATCA 206

chrR Chromium
 

resistance
 

protein F:ATGTCTGATACGTTGAAAGTTGTTA
R:CAGGCCTTCACCCGCTTA 350

copB Copper
 

binding
 

protein F:TTCCTGCTCGACCAGTTGGAATAC
R:GGTTGGTCAACAGGATGTCGTACT 364

1.2.6 菌株对重金属离子的吸附能力

  取活性显著对数生长期菌株分别接种至100
 

mL
改良ISP2培养基中,置于28℃、180

 

r/min摇床培养

2-3
 

d,用紫外分光光度计测定培养物的OD600 值,
待其OD600 值趋于稳定,用无菌离心管收集全部菌

体,8
 

000
 

r/min离心10
 

min,弃上清液,收集菌体沉

淀,用无菌水洗涤3次,用0.9%生理盐水重悬菌体

后置于4℃冰箱中保存14-16
 

h,即可得到休止细胞

溶液。将休止细胞溶液置于50
 

mL离心管(设置3
组平行),5

 

000
 

r/min离心5
 

min,收集菌体沉淀,称
量湿菌体重量,再用已配制好的重金属离子溶液重悬

菌体,重金属离子终浓度为400
 

mg/L,28℃、180
 

r/

min摇床中振荡培养24
 

h。以接种前的重金属离子

溶液作为对照组,用原子吸收光谱仪测定重金属离子

浓度,并计算其吸附率和吸附能力,公式:吸附率=
(对照组重金属离子浓度-实验组重金属离子浓度)/
空白组重金属离子浓度×100%;吸附能力=溶液体

积×(对照组重金属离子浓度-实验组重金属离子浓

度)/细胞干重,单位为mg金属/g菌体。

2 结果与分析

2.1 红树林土壤中可培养假单胞菌

  从广西钦州茅尾海红树林保护区土壤中共获得

77株细菌,通过形态、大小、颜色等形态学特征及革

兰氏染色进行初步排重,选取42株革兰氏阴性菌进

行16S
 

rRNA基因测序,结果共获得23株假单胞菌,
并对其构建NeighbourJoining系统发育树(图1)。
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图1 土壤中假单胞菌的16S
 

rRNA基因序列NJ系统发育树

Fig.1 NJ
 

phylogenetic
 

tree
 

of
 

16S
 

rRNA
 

gene
 

sequence
 

of
 

Pseudomonas
  

in
 

soil

2.2 假单胞菌的重金属耐受活性初筛结果

  23株假单胞菌在各重金属培养基上生长情况如

下:能在含100
 

μg/mL
 

Cu2+,Pb2+,Cr6+,Cd2+,Co2+

和Zn2+ 培养基上生长的假单胞菌分别有16,18,14,

10,4和15株;总阳性率分别为69.56%,78.26%,

60.87%,43.48%,17.39%和65.22%。其中,Y390,

Y193和Y122 均不能在各重金属培养基上生长;

Y123,Y225,Y167和Y150均在含Co2+ 培养基上长

出少量菌落;Y286和Y336均在含Pb2+ 和Cr6+ 培养

基上长出少量菌落,在其他重金属培养基上未见菌

苔。此外,重金属培养基上生长的菌落形态发生了变

化,如Cu2+ 培养基上,Y234的菌体颜色由浅棕色变

为浅绿色,Y272的菌体颜色由微橙色变为褐色,且菌

体表面较为干燥;Pb2+ 培养基上,Y234和Y167的菌

体变为橙色,Y272的菌体变为深褐色(图2)。

2.3 菌株的重金属耐受性能

  根据初筛结果,选出至少能在一种含有 100
 

μg/mL重金属培养基上生长的假单胞菌18株,进一

步摸索各菌株在不同重金属离子中最大耐受浓度。
由表2可知,可耐受800

 

μg/mL
 

Pb2+ 的菌株有7株,

4株菌对Pb2+ 的耐受活性可达1
 

600
 

μg/mL;耐受

Zn2+ 的假单胞菌有6株,耐受Zn2+ 浓度在1
 

600
 

μg/

mL以上;其中,有6株菌对Pb2+ 和Zn2+ 均有显著耐

受活性,分别为 Y234、Y123、Y225、Y167、Y346 和

Y264。除此之外,对铅和/或锌耐受活性显著的11
株菌对其他多种重金属,如Cu2+、Cr6+ 和Cd2+,也具
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图2 4株菌在各重金属培养基上的生长情况

Fig.2 Growth
 

of
 

four
 

strains
 

on
 

heavy
 

metal
 

mediums
有一定的耐受性,这可能与其生长的红树林生境有

关。生活在被污染土壤中的微生物往往会通过改变

自身的生化和结构特征、生理特性和遗传基因等来适

应环境,从而产生各种机制应对各种复杂的环境[26],
这一特性暗示这些菌株对多种重金属复合污染的水

体具有修复潜能。

  对23株假单胞菌进行重金属抗性基因检测(表

2和图3),最常见的基因是copB(21.74%)、copA
(26.09%)、czcA(13.04%)和chrR(4.35%),其中

copA 和copB 基因与铜的抗性有关,czcA 基因与

镉、锌和钴的抗性有关,chrR 基因与铬的抗性有关。
综合对假单胞菌在重金属培养基上生长及携带重金

属抗性基因分析可知,在9株显示copA 和/或copB
基因的菌株中,有7 株表现出 MIC

 

(Cu2+)≥200
 

μg/mL。在不含copA 或copB 基因的14株菌中,有

4株菌的 MIC
 

(Cu2+)≥200
 

μg/mL,3株菌的 MIC
(Cu2+)=100

 

μg/mL。23株假单胞菌中有3株检测

出czcA 基因,其 MIC
 

(Zn2+)≥1
 

600
 

μg/mL;其余

未检出czcA 的假单胞菌中,MIC
 

(Zn2+)≥1
 

600
 

μg/mL的有3株,有3株菌的 MIC
 

(Zn2+)=200
 

μg/mL;23株假单胞菌对镉和钴的抗性均不显著,

MIC
 

(Cd2+ )≤400
 

μg/mL,MIC
 

(Co2+ )≤100
 

μg/mL。chrR 基因仅在 Y302 中 检 测 到,其 MIC
 

(Cr6+)=100
 

μg/mL,其余未检测出chrR 基因的菌

株中,有13株菌对 Cr6+ 有一定的耐受性,其 MIC
 

(Cr6+)=100-200
 

μg/mL。
表2 18株假单胞菌的重金属耐受活性

Table
 

2 Heavy
 

metal
 

tolerance
 

activity
 

of
 

18
  

Pseudomonas
 

spp.strains

菌株
Strains

重金属的最小抑菌浓度
Heavy

 

metal
 

MICs
 

(μg/mL)

Cu2+ Pb2+ Cr6+ Cd2+ Zn2+

耐受表征
Tolerance

 

phenotype

耐受基因
Tolerance

 

genes

Y105 200 800 100 - 100 Pb copA
Y302 200 800 100 400 200 Pb copB,chrR
Y118 100 200 - 100 100 copB
Y234 400 800 100 100 3

 

200 Pb,Zn copB,czcA
Y123 400 1

 

600 200 - 1
 

600 Pb,Zn
Y178 200 400 200 100 100
Y225 200 800 200 200 1

 

600 Pb,Zn czcA
Y167 100 800 - - 1

 

600 Pb,Zn
Y307 100 1

 

600 - - - Pb copA
Y297 200 800 100 100 100 Pb copA,copB
Y272 200 400 100 - - copA
Y150 200 1

 

600 200 100 200 Pb copA,copB
Y194 200 400 200 - 100
Y346 - 1

 

600 100 400 3
 

200 Pb,Zn
Y329 100 200 100 - 100
Y176 - 200 100 100 -
Y177 100 200 - - 200
Y264 200 800 100 200 >3

 

200 Pb,Zn copA,czcA

注:“-”根据初筛结果,故未进行测定

Note:"-"
 

was
 

not
 

determined
 

according
 

to
 

the
 

preliminary
 

screening
 

results
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  1-11号孔依次表示 Marker,Y105,Y302,Y118,Y234,Y225,Y307,Y297,Y272,Y150和Y264。7条 Marker指示带从上至

下表示2
 

000,1
 

000,750,500,250和100
 

bp
  Hole

 

1-11
 

represent
 

Marker,Y105,Y302,Y118,Y234,Y225,Y307,Y297,Y272,Y150
 

and
 

Y264
 

in
 

sequence.Seven
 

Marker
 

bands
 

represent
 

2
 

000,1
 

000,750,500,250
 

and
 

100
 

bp
 

from
 

top
 

to
 

bottom
图3 重金属抗性基因的琼脂糖凝胶电泳图

Fig.3 Agarose
 

gel
 

electrophoresis
 

of
 

heavy
 

metal
 

tolerance
 

genes

2.4 菌株对重金属离子的吸附能力

  选择11株对铅和/或锌有耐受表征的假单胞菌

进行吸附性能测试,在排除明显的仪器导致的测试误

差后,获得5株显著吸附Pb2+ 和/或Zn2+ 的菌株(图

4)。其中,铅的吸附率排序为Y234>Y346>Y123>
Y264>Y225,铅吸附能力排序为 Y346>Y234>
Y123>Y225>Y264;锌的吸附率排序为 Y123>
Y264>Y234>Y225>Y346,锌吸 附 能 力 排 序 为

Y123>Y234>Y264>Y225>Y346。其余6株菌株

对富含Pb2+ 和/或Zn2+ 的溶液基本无去除作用(吸
附率均在10%以下)。吸附能力是指生物体的吸附

量,在相同的菌体质量下,Y346对铅的吸附量最大,
其吸附能力最好;Y123对锌的吸附量最大且吸附率

最高,其吸附能力最强。

3 讨论

  红树林微生物群落经过长时间进化,形成了特殊

的生理代谢系统,在适应生态环境与自我保护的同

时,通过通信、觅食等行为机制来适应特殊环境,如盐

胁迫、高矿物质组成、强还原性、强酸性、强风、强流、
径流、高温、强辐射、频繁的潮汐、缺氧污泥和寡营养

等。独特的生境必然会造成其微生物具有独特的生

物活性[27]。本研究选取广西钦州茅尾海红树林保护

区内土壤作为研究对象,从中共获得23株假单胞菌,
其中有18株菌能在多种重金属培养基上生长,11株

菌对铅和/或锌的耐受性显著,5株菌对铅和/或锌的

吸附能力突出。

图4 5株显著活性菌株的吸附性能

Fig.4 Adsorption
 

properties
 

of
 

five
 

indigenous
 

active
 

strains

  耐受基因检测中,部分菌株检测出重金属耐受基

因,但其在高浓度重金属培养基上却无法生长,如检

测出copA 或copB 基因的菌株Y307和Y118,其对

铜的耐受浓度仅为100
 

μg/mL;部分检测出czcA 基

因的菌株对镉和钴的耐受性差。究其原因,可能是在

发酵条件下,大部分微生物基因簇是沉默的,后续实

验将通过改变培养条件,如培养基成分、温度、盐度、
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pH、混合培养及表观遗传修饰剂等[28],激活微生物

中的沉默基因簇,从而使之表现出较高的重金属耐受

性。然而,部分菌株虽然未检出耐受基因,但是在重

金属培养基上仍表现出很好的耐受活性,如Y123和

Y346,其耐受基因可能存在于细胞质粒中。

  吸附能力实验中,有5株假单胞菌表现出良好的

铅和/或锌吸附性能,铅和/或 锌 的 吸 附 率 分 别 为

44.15%-75.20%和39.55%-82.38%,吸附能力

分别为 12.35-20.76
 

mg金属/g菌体和 9.58-
20.79

 

mg金属/g菌体。其中,铜绿假单胞菌 Y234
具有很强的重金属吸附能力,这与许多报道的结论一

致[23,24,29],但因其是条件致病菌,且感染免疫力低下

人群,易具有多重耐药性及难治疗等因素,因此难以

广泛应用于修复重金属污染的环境。重金属固定细

菌是通过固定钝化土壤/溶液中的重金属,减少重金

属总量或者有效态含量,其作用机制主要有细胞壁吸

附[30,31]、表面络合[32]、细胞内富集[33]和胞外沉淀[34]

等。后续将对4株吸附能力好的假单胞菌开展扫描

电镜能谱观察、傅里叶红外光谱及X衍射分析,以研

究其作用机理,为更好地开展修复重金属污染环境工

作做准备。

4 结论

  广西钦州茅尾海红树林保护区内土壤富含假单

胞菌群资源,且部分菌株的重金属耐受活性显著。其

中,菌株Y234、Y123、Y264、Y225和Y346对重金属

锌和/或铅表现出良好的吸附特性,在降解有毒物质

和改善植物微环境方面具有较大潜力。
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Study
 

on
 

Heavy
 

Metal
 

Tolerance
 

Activity
 

of
 

Pseudomonas
 

Spe-
cies

 

Isolated
 

from
 

Mangrove
 

Soil

LI
 

Fei1,LI
 

Zhe2,HUANG
 

Shushi2,SU
 

Xinying1,QIN
 

Xianling1

(1.Guangxi
 

Key
 

Laboratory
 

of
 

Maine
 

Environmental
 

Science,Guangxi
 

Academy
 

of
 

Sciences,Nanning,Guangxi,530007,China;

2.Guangxi
 

Key
 

Laboratory
 

of
 

Marine
 

Natural
 

Products
 

and
 

Combinatorial
 

Biosynethesis
 

Chemistry,Guangxi
 

Academy
 

of
 

Sci-
ences,Nanning,Guangxi,530007,China)

Abstract:The
 

purpose
 

of
 

this
 

study
 

was
 

to
 

investigate
 

Pseudomonas
 

species
 

collected
 

from
 

the
 

Maoweihai
 

natural
 

reserve
 

of
 

mangrove
 

in
 

Qinzhou,Guangxi,and
 

screen
 

the
 

heavy
 

metal
 

tolerance
 

activity
 

from
 

these
 

strains.It
 

was
 

intended
 

to
 

obtain
 

the
 

strains
 

that
 

can
 

effectively
 

repair
 

the
 

environment
 

polluted
 

by
 

heavy
 

metals.The
 

culturable
 

Pseudomonas
 

species
 

in
 

mangrove
 

soil
 

were
 

analyzed
 

by
 

traditional
 

dilution
 

coating
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method
 

and
 

phylogenetic
 

analysis
 

based
 

on
 

16S
 

rRNA
 

gene
 

sequences.The
 

tolerance
 

characteristics
 

of
 

six
 

heavy
 

metals
 

were
 

screened
 

by
 

broth
 

dilution
 

method.Tolerance
 

genes
 

were
 

detected,and
 

the
 

heavy
 

metal
 

ad-
sorption

 

properties
 

of
 

heavy
 

metal
 

tolerant
 

strains
 

were
 

further
 

tested.The
 

results
 

showed
 

that
 

a
 

total
 

of
 

23
 

Pseudomonas
 

strains
 

were
 

obtained
 

from
 

mangrove
 

soil.Among
 

them,18
 

strains
 

showed
 

the
 

tolerance
 

activi-
ty

 

to
 

at
 

least
 

one
 

heavy
 

metal,with
 

the
 

total
 

positive
 

rate
 

of
 

78.26
 

%.The
 

heavy
 

metal
 

tolerance
 

genes
 

were
 

detected
 

in
 

genomic
 

DNAs
 

of
 

10
 

strains.Among
 

the
 

11
 

strains
 

with
 

significant
 

tolerance
 

to
 

lead
 

and
 

/
 

or
 

zinc,Y234,Y123,Y264,Y225
 

and
 

Y346
 

had
 

significant
 

adsorption
 

properties,and
 

the
 

adsorption
 

rates
 

of
 

lead
 

and
 

/
 

or
 

zinc
 

were
 

more
 

than
 

50
 

%.There
 

are
 

abundant
 

culturable
 

Pseudomonas
 

species
 

in
 

the
 

soil
 

of
 

Mao-
weihai

 

Mangrove
 

Reserve
 

in
 

Qinzhou,Guangxi.The
 

heavy
 

metal
 

tolerance
 

activities
 

of
 

these
 

strains
 

are
 

sig-
nificant,which

 

has
 

great
 

potential
 

for
 

exploitation.
Key

 

words:mangroves
 

in
 

Guangxi,soil,Pseudomonas
 

species,heavy
 

metal,tolerant
 

bacteria,resistance
 

genes
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