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摘 要：利用主成分分析法，研究了不同年代铅锌矿渣堆化学性质的改变同细菌群体重金属和抗生素抗性特性的关

系。结果表明，随堆积年代的延长，矿渣堆５～１０ｃｍ和２５～３０ｃｍ层面的化学性质差异增加。与这种空间上的环境因子
分化相对应，３１２株随机分离的细菌菌株和 ９７株节杆菌菌株在 ５种重金属和 ４种抗生素的抗性比例上也发生了变
化。堆积时间在８０ａ左右的 Ｃ矿渣抗性菌株比例同较年轻的矿渣 Ａ（约１０ａ）、Ｂ（约２０ａ）有较大差别，但有趣的是矿渣

Ａ和矿渣Ｃ在层面上的差异都较矿渣 Ｂ大。
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大量的研究报道表明，重金属污染土壤中往往产

生许多抗性微生物群体 犤１～３犦，作为适应这类胁迫环境

的重要特征，污染土壤中微生物的重金属抗性特性在

某种程度上将反映微生物对选择环境的适应策略，但

较少见到这方面的报道。铅锌尾矿是一种特殊的重金

属污染环境，具有污染强度大、重金属离子种类多等

特点，个别种类的重金属离子生物有效态含量可达

１０００ｍｇ·ｋｇ－１水平犤４～７犦。经过长期堆积，在雨水淋溶

等自然力作用下，矿渣堆不同层面的理化性质特别是

重金属的总量、有效态含量、ｐＨ值和有机物质等都发
生有规律的变化犤８犦。生活于其间的微生物群体的生物

特征，特别是重金属的抗性特征如何随选择环境的改

变而改变，这方面的数据可能为我们理解生物群体如

何适应这类极端环境提供一些参考。

１ 材料与方法

１．１样地调查与样品采集
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总体上比一般土壤的含量要高。推测原因有２个，１
是由于矿渣中含有的还原性物质使得利用重铬酸钾

氧化法测定的结果偏高；２是矿渣中确实有如此高的
有机物质含量，原因是这些环境中存在大量的重金

属，其毒性抑制了微生物对有机物质的分解活性，从

而导致植物残渣的积累。具体原因需要今后进一步证

实。

２．２随机分离的细菌菌株重金属和抗生素抗性研究
经过多年的堆积后，矿渣堆在空间上的差异是否

导致生活其间的细菌抗性水平发生相应变化？从不加

重金属的平板上随机挑选３１２个细菌菌株，制备成菌
悬液后，点种在五种重金属和四种抗生素选择平板

上，计算的抗性比例见表２。
将这些数据进行主成分分析，提取的ＰＣ１、ＰＣ２

研究的 ３个矿渣堆位于云南省会泽县者海镇李
家箐村，矿渣堆Ａ位于２６°３５′７８″Ｎ牞１０３°３９′２２″Ｅ，海
拔２１８０ｍ；矿渣堆Ｂ位于２６°３５′７９″Ｎ牞１０３°３９′２８″Ｅ，
海拔２２００ｍ；矿渣堆Ｃ位于２６°３５′７５″Ｎ牞１０３°３９′３７″
Ｅ，海拔２２５０ｍ。经调查，这些矿渣堆积的时间大约在
１０牞２０和８０ａ。样品的采集、理化分析见文献犤８犦。
１．２选择培养基制备

基础培养基为改良牛肉膏蛋白胨培养基（牛肉膏

３ｇ，蛋白胨５ｇ，Ｔｒｙｐｔｏｎｅ３ｇ，琼脂１５ｇ，蒸馏水１０００
ｍＬ，ｐＨ７．０～７．２），灭菌冷却到５０℃添加０．１ｍｏｌ·
Ｌ－１ＺｎＳＯ４牞Ｐｂ（ＮＯ３）２牞ＣｕＳＯ４牞ＣｄＣｌ２牞ＣｏＣｌ２等重金属溶
液和１ｍｇ·ｍＬ－１的链霉素、利福平、卡那霉素、氨苄
青霉素等抗生素溶液，分别制成含４ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＺｎＳＯ４牞
４ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｐｂ（ＮＯ３）２牞１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＣｄＣｌ２牞４ｍｍｏｌ·
Ｌ－１ＣｕＳＯ４和２ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＣｏＣｌ２的重金属选择平板以
及４μｇ·ｍＬ－１链霉素牞８μｇ·ｍＬ－１利福平牞８μｇ·
ｍＬ－１卡那霉素牞２μｇ·ｍＬ－１氨苄青霉素选择平板，备
用。

１．３微生物菌种分离和鉴定
称取１０ｇ矿渣样品，加入含９０ｍＬ细胞洗涤液

（ＮａＣｌ４．２５ｇ，明胶０．１ｇ溶于１０００ｍＬ蒸馏水）和适
量玻珠的三角瓶中，１８０ｒ·ｍｉｎ－１，室温摇瓶２０ｍｉｎ，
静置１０ｍｉｎ后，吸取上清液进行１０倍稀释，然后取稀
释液０．２ｍＬ涂布在基础培养基上，３０℃培养观察。在
平板上随机挑取３００多个细菌单菌落保存，其中９７
株按照文献犤９犦初步鉴定为节杆菌属一个种。

１．４菌株抗性特性研究
将上述菌株在液体培养基中摇瓶增殖，菌悬液离

心，菌体用生理盐水洗涤２次。用灭菌毛细管吸取菌
悬液，依次点种在上述９种选择平板上，以不加任何
重金属和抗生素的平板为对照。抗生素平板培养２～
３ｄ，重金属平板培养９ｄ后观察记录。
１．５统计分析

采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行主成分分析。

２ 结果讨论

２．１矿渣堆的理化性质
矿渣堆理化性质见表１。为了清楚显示矿渣堆理

化性质随堆积时间发生的变化，将这些数值进行主成

分分析。提取的 ２个主成分 ＰＣ１、ＰＣ２分别解释
７１．３％和１５．１％的方差，累计解释８６．４％的方差。在
载荷图上（未显示图形），可溶性Ｃｄ在ＰＣ１上有最大
的特征值（０．９７５），分布在最右边，而有机物质在ＰＣ２
上有最大特征值（０．８３４），分布在图最上边。结合各观
测量在２个因子上的得分图（图１ａ），可以直观地看到
不同年代矿渣堆沿 ＰＣ２分离，因此它们的差异主要
由有机物质的含量导致。同年代矿渣堆的不同层面主

要沿ＰＣ１分离，表明空间上的差异主要是可溶性Ｃｄ
含量导致，且年代越久上下层差异越大。聚类分析显

示Ａ１和Ａ２聚成一类，Ｃ２同Ｂ１、Ｂ２聚成一类，而Ｃ１
分得很远，单独为一类。

表１中，有机物质的含量在４％～９．９％间变化，

矿渣 ｂ 总 Ｐｂ 总 Ｚｎ 总 Ｃｄ 可溶性 Ｐｂ 可溶性 Ｚｎ 可溶性 Ｃｄ 有机物质 ｐＨ
Ａ１ ３５００．８３ ３７８２．００ ８３．２７ ３５．１１ ２７．８０ １７．７８ ９．９０ ７．２０
Ａ２ ３２５２．７５ ３７１９．５５ ６８．３５ ３４．９５ ２７．９９ １７．２４ ７．９９ ７．１８
Ｂ１ ４３４２．２３ ３５１７．２９ ５１．５９ １９７．１０ ２７．７０ １７．２６ ４．０１ ６．７９
Ｂ２ ７５２０．１８ ３８０４．８０ ７５．４１ １０６．０３ ２７．８２ １８．６９ ６．０３ ６．８０
Ｃ１ ５７５．５１ ２７３８．１９ ２０．０３ ２６１．３３ ２５．８３ １．５０ ６．２１ ５．１８
Ｃ２ ４９２０．２７ ３５４９．９４ ４４．３６ ３２９．７０ ２７．７６ １０．１８ ８．８５ ６．１１

注：数据为两次实验平均值，该表仅显示了平均值，重金属的含量为 ｍｇ·ｋｇ－１，有机物质含量为％。更详细的数据分析和讨论参见文献犤８犦；Ａ，

Ｂ和 Ｃ分别代表矿渣堆 Ａ，Ｂ和 Ｃ牷１，２分别代表５～１０ｃｍ和２５～３０ｃｍ层面。

表１ 矿渣堆的理化性质

Ｔａｂｌｅ１Ｐｈｙｓｉｃａｌｃｈｅｍｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｓｏｆｍｉｎｅｔａｉｌｉｎｇｓ
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表２ 随机分离的细菌菌株重金属和抗生素抗性比例

Ｔａｂｌｅ２Ｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｈｅａｖｙｍｅｔａｌ－ａｎｄａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔｂａｃｔｅｒｉａｉｓｏｌａｔｅｄｒａｎｄｏｍｌｙｆｒｏｍｍｉｎｅｔａｉｌｉｎｇｓ

矿碴 Ａ１牗ｎ＝４０牘 Ａ２牗ｎ＝５１牘 Ｂ１牗ｎ＝５４牘 Ｂ２牗ｎ＝４９牘 Ｃ１牗ｎ＝６５牘 Ｃ２牗ｎ＝５３牘 平均 ±ＳＤ
Ｚｎ ０．５８ ０．６３ ０．７４ ０．６７ ０．１５ ０．３４ ０．５２±０．２３
Ｐｂ ０．１５ ０．５３ ０．５４ ０．３７ ０．５６ ０．４３ ０．４３±０．１６
Ｃｄ ０．７３ ０．６１ ０．５０ ０．６３ ０．２５ ０．４９ ０．５３±０．１７
Ｃｕ ０．９３ ０．９８ ０．９８ ０．９６ ０．９４ ０．９４ ０．９６±０．０２
Ｃｏ ０．０６ ０．７８ ０．７４ ０．８６ ０．６２ ０．７８ ０．７３±０．１０
Ｓｔｒ ０．１０ ０．２４ ０．３２ ０．２７ ０．０２ ０．０２ ０．１６±０．１３
Ｒｉｆ ０．５０ ０．５１ ０．４４ ０．３９ ０．０８ ０．１７ ０．３５±０．１８
Ｋａｎ ０．９０ ０．６３ ０．７４ ０．８４ ０．２９ ０．４５ ０．６５±０．２３
Ａｍｐ ０．３２ ０．３９ ０．４３ ０．４５ ０．０５ ０．４７ ０．３５±０．１６

注：ｎ为菌株数量。

表３ 节杆菌菌株的重金属和抗生素抗性比例

Ｔａｂｌｅ３Ｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｈｅａｖｙｍｅｔａｌ－ａｎｄａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｔｒａｉｎｓｏｆＡｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ．ｆｒｏｍｍｉｎｅｔａｉｌｉｎｇｓ

矿碴 Ａ１牗ｎ＝１８牘 Ａ２牗ｎ＝１９牘 Ｂ１牗ｎ＝１７牘 Ｂ２牗ｎ＝１４牘 Ｃ１牗ｎ＝１４牘 Ｃ２牗ｎ＝１５牘 平均值 ±ＳＤ
Ｚｎ １．００ １．００ １．００ ０．９３ ０．４７ ０．９３ ０．８９±０．２０
Ｐｎ ０．１１ ０．６８ ０．４２ ０．３６ ０．６６ ０．５７ ０．４７±０．２１
Ｃｄ ０．９５ ０．７９ ０．４７ ０．５０ ０．６７ ０．７９ ０．７０±０．１９
Ｃｕ １．００ １．００ １．００ １．００ ０．９３ １．００ ０．９９±０．０３
Ｃｏ ０．７８ ０．９５ ０．９４ １．００ ０．６７ ０．８５ ０．８７±０．１２
Ｓｔｒ ０．０６ ０．１１ ０．１２ ０．１４ ０．００ ０．００ ０．０７±０．０６
Ｒｉｆ ０．７１ ０．８４ ０．４１ ０．７２ ０．３３ ０．５７ ０．６０±０．２０
Ｋａｎ １．００ ０．９５ ０．７１ ０．９３ ０．５３ ０．７９ ０．８２±０．１８
Ａｍｐ ０．４０ ０．２１ ０．４６ ０．２１ ０．２０ ０．５０ ０．３３±０．１４

注：ｎ为菌株数量。

分别解释了 ５８．３％和 ２７．１％的方差，累计解释
８５．４％的方差。在载荷图上，抗Ｃｄ细菌比例观测量在
ＰＣ１上分布靠最右边（０．９６８），而抗Ｃｕ细菌比例观测
量在ＰＣ２上有最大特征值（０．９６４）（未显示图）。从各
观测量得分图看（图１ｂ），沿ＰＣ２，Ｂ１、Ｂ２和Ａ２聚成
一组，与Ｃ１、Ｃ２和Ａ１分离，差异主要是抗Ｃｕ菌株的
比例差异。而Ａ１同Ｃ１、Ｃ２沿ＰＣ１上分离，它们的抗
Ｃｄ菌株比例有差异。

矿渣 Ｂ和 Ｃ的细菌抗性比例基本上反映了生活
环境的差异，即生活环境差异大，抗性比例的差异也

大。矿渣Ａ的化学性质差异最小，但细菌的抗性比例
差异反而最大，原因可能是堆积年代较短，表层和下

层的细菌群体本来就在种类和其他生物学特性上存

在较大差异所致，并非环境不同而选择了不同抗性水

平的结果。

２．３节杆菌的重金属和抗生素抗性研究
正如前述，抗性细菌比例在不同年代矿渣堆空间

上的差异有可能是不同样品中细菌的种类不同导致，

对于同一个种来说情况是否一样？表３是３个矿渣堆
９７个节杆菌（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ）菌株的抗性比例分析。
ＰＣ１、ＰＣ２分别解释了５２．３％和２２．０％的方差，累计
解释７４．４％的方差。在载荷图上，Ｃｕ观测量在ＰＣ１
上有最大特征值 （０．９４５），分布靠最右边，而Ｃｄ在
ＰＣ２上有最大特征值 （０．９００），靠最上部 （未显示图
形）。从各观测量的得分图看（图１ｃ），沿ＰＣ１，Ｂ１、Ｂ２、
Ａ１、Ａ２与Ｃ１、Ｃ２分离，主要是Ｃｕ的抗性菌株比例有
差异。而Ａ１和Ｃ２形成一个组在ＰＣ１同其他分离，它
们的抗Ｃｄ的菌株比例有差异，Ｃ１自成一组。差异情

况基本同前一致。

３ 结论

主成分分析用来统计含有大量变量的数据资料，

并在对这些变量分析的基础上得到另一组称为主成

分的变量 （ＰＣ），每个样品都在每个主成分上得到一

个分值，根据每个样品在头２个或是３个主成分上的
分值作散点图，样品在该散点图上的分离代表了样品

之间的差异犤１０、１１犦。本研究的６个样品都有大量变量来
描述，为了区别这些样品中细菌菌株在重金属和抗生

素抗性比例的差异，尝试利用了主成分分析法。

经过研究发现，矿渣堆在风吹雨淋等自然力作用
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图１ 主成分分析因子得分图
牗Ａ牞Ｂ和 Ｃ分别代表矿渣Ａ牞Ｂ和Ｃ。１牞２分别代表５～１０ｃｍ和２５～３０ｃｍ层面。ＰＣ１牞ＰＣ２分别代表主成分１牞２的得分牘

Ｆｉｇｕｒｅ１Ｓｃａｔｔｅｒｄｉａｇｒａｍｏｆｓｃｏｒｅｓｆｒｏｍｔｈｅｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｃｈｅｍｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｓ牗ａ牘牞
ｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｔｂａｃｔｅｒｉａ牗ｂ牘ａｎｄＡｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ牗ｃ牘．

牗Ａ牞ＢａｎｄＣｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｔａｉｌｉｎｇｓＡ牞ＢａｎｄＣ牞ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ牷１ａｎｄ２ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｌａｙｅｒ５～１０ｃｍａｎｄ２５～３０ｃｍ牞ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ牷
ＰＣ１ａｎｄＰＣ２ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｔｈｅｓｃｏｒｅｓｏｆｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔ１ａｎｄ２牞ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ牘

下，其化学性质在空间上发生明显的分化 （表１，图
１ａ）。相对前期的报道犤８犦，可以很明显看出这种统计分

析方法的好处。矿渣这种化学实质的分化，实际上是

对生物的选择作用发生了改变。面对这种环境上的差

异，生活于其间的细菌在重金属和抗生素抗性比例上

也发生相应的变化（表２牞３；图１ｂ牞ｃ）。值得注意的是，
不管是来自不同种的细菌群体还是来自同一个种的

细菌群体，年代较远的Ｃ矿渣抗性菌株比例都同年代
较近的矿渣Ａ、Ｂ有较大差别，显示了堆积年代不同，
矿渣堆化学性质的改变对细菌群体抗性特性的影

响。另外，一个有趣的现象是年代较近的矿渣Ａ和较
远的矿渣Ｃ，在层面上的差异都较矿渣Ｂ大。我们推
测新进入一个环境中生活的细菌群体，就重金属和抗

生素抗性特征来说，它们先是在不同层面（或空间上）

因生物群体本身的差异大而在上述两个特征上表现

有较大差异（Ａ矿渣），后因环境选择作用而导致群体
差异逐渐减少（Ｂ矿渣）。随堆积时间的延长，环境化
学性质本身发生巨大差异（矿渣Ｃ），又导致生物群体
差异增加。具体的细节需要借助其他生物学特征进行

深入的研究和验证。
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