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摇 摇 摘要:摇 为研究植物内生细菌在缓解寄主植物镉污染中的作用,通过离体条件下耐镉活性鉴定,筛选了 5 株根

围细菌和内生细菌,其中内生细菌菌株 1JN2 在以辣椒和黄瓜作为寄主进行的盆栽试验中能够增强寄主植物对镉

的耐受性,与空白对照(不接种菌株、硫酸镉溶液培养)相比,黄瓜和辣椒叶绿素含量分别增加 10郾 85% 、20郾 14% ,根
系活力分别增加 363郾 32% 、525郾 51% ,组织中镉离子浓度分别降低 23郾 34% 、40郾 39% ,在 5 株细菌中对镉胁迫植物

综合保护效果最佳。 该菌株经形态学和分子学鉴定为枯草芽孢杆菌。 扫描电镜检查发现,1JN2 在镉离子处理后

24 h 开始进行菌体自我复原,在 48 h 出现胞外多糖固化现象。
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Selection of a Bacillus subtilis strain alleviating Cd2+ stress in host plants
and the mechanism
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摇 摇 Abstract:摇 Experiments on in vitro Cd tolerance were conducted on 183 bacteria strains, five of which were selected
for their strong performance. Strain 1JN2 outplayed other four strains in improving host plants Cd鄄tolerance. Compared to
blank control(bacterium free and Cd free), pot鄄cultured cucumber and pepper treated with strain 1JN2 under Cd stress
showed greater chlorophyll contents by 10郾 85% and 20郾 14% , and stronger root vigor by 363郾 32% and 525郾 51% . The Cd
concentrations in 1JN2鄄treated cucumber and pepper were decreased by 23郾 34% and 40郾 39% . Morphological and molecu鄄
lar identification revealed that 1JN2 was a strain of Bacillus subtilis. Scanning electron microscopy showed that strain 1JN2
started to heal itself 24 h post Cd stress and solidify extracellular polysaccharide 48 h post Cd stress.
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摇 摇 农用土壤是受人类活动强烈影响的一类特殊土

壤,其质量与人类健康密切相关[1]。 土壤污染源主

要来自工业“三废冶和农药、化肥,污染物可通过灌

溉水进入土壤,也可通过空中的颗粒物(含重金属

和致癌物质等)干湿沉降造成土壤污染,随着时间

的推移,农田表层土壤镉、铅、铜、锌等重金属含量有
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增加的趋势[2]。 由于农作物的吸收作用,重金属元

素从土壤迁移转化到农作物根、茎、叶及果实中去,
从而连带造成农作物的重金属污染。 全球每年释放

到环境中的镉高达 3. 9伊104 t[3],而在环洪泽湖地区

几种重金属污染当中,镉要高于其他几种[4]。 如何

修复受到镉污染的土地和水体是我们急需面对的问

题。
目前,工程修复、电动修复、电热修复、土壤淋洗

以及化学修复等方法虽然在一定程度上能够缓解重

金属污染,但是却存在着一些弊端,如实施工程量

大、投资费用高,破坏土体结构造成土壤肥力下降,
并且还要对换出的污土进行堆放或处理,其中化学

修复只是改变重金属的存在形态,并不能彻底根除

重金属,重金属还有再度活化污染的可能。 另外,一
些特定植物也可以通过对金属离子的吸收、挥发以

及稳定对重金属污染进行修复。 这种修复方式虽然

效果好、易操作,但是却只能用于非耕作土壤或水

体,对于农田重金属污染依然无能无力[5]。
利用从自然环境中分离得到的有益微生物来修

复农田及水体的重金属污染就可以克服这一缺

点[6]。 受到重金属污染的土壤,往往富集多种耐重

金属的真菌和细菌,其通过多种作用方式影响土壤

重金属的毒性[7鄄8]。 如魏本杰等人报道,产铁载体细

菌可以活化土壤中的镉[9]。 周小梅等人也发现了

一株具有较强产酸能力的芽孢杆菌,该菌株除对镉

有耐性之外,对铅、铜等均具有一定耐受性[10]。 除

此之外,植物内生菌作为与植物关系紧密的重要微

生物资源,也在修复重金属污染中发挥着作用。 如

曹喆等人从重金属镉(Cd)超累积植物龙葵中分离

到一株能够去除镉离子的芽孢杆菌[11]。 另外,姜敏

等人报道从重金属富集植物(大叶相思)与非富集

植物(水禾、水稻)中分离到的重金属抗性真菌均高

于根际真菌[12],也说明了内生菌在重金属修复中的

巨大潜力。 寻找一种能够有效降低环境中镉离子浓

度从而减少农作物吸收积累的修复方式,对于日益

严重的耕地重金属污染来说意义重大。
本研究拟在离体条件下选择能够耐受并且降低

环境中镉离子浓度的菌株,并进行盆栽条件下耐隔

菌株的活性评价,初步探讨其降低镉离子浓度的可

能机制,旨在寻找一条降低农业生产中镉污染危害

的途径。

1摇 材料与方法

1. 1摇 离体条件下菌株耐镉活性检测

从本实验室菌株资源库中选择了 183 株细菌,
将活化后的菌株接种到含有终浓度为 15 mg / L硫酸

镉的 LB 培养液中,28 益,180 r / min摇床培养 24 h,
对照组不加硫酸镉溶液。 分别从培养后的培养液中

吸取 2郾 0 ml 溶液在 600 nm 下检测其吸光值,判断

菌株生长情况。 另取 1郾 0 ml 培养液离心后取上清

液,在上清液中分别加入 9郾 0 ml 去离子水,转移至

50郾 0 ml 小烧杯中,加入浓硝酸 1郾 0 ml,80 益水浴,
蒸发至 1郾 0 ml 左右再加入浓硝酸 1郾 0 ml、高氯酸

0郾 5 ml。 混匀后继续水浴蒸发至 1郾 0 ml,冷却,加入

4郾 0 ml 去离子水,混匀后利用原子发射光谱法

(ICP)测定其中镉离子浓度。
1. 2摇 盆栽条件下耐镉菌株的活性评价

试验共进行 2 批次,所用寄主分别为黄瓜品种

新津优 1 号和辣椒品种大禹牛角王,穴盘育苗,待苗

长出 3 ~ 4 片真叶后移栽到温室盆钵中,每盆 1 株。
盆钵高 10 cm,口径 12 cm,每盆装基质400 ~ 500 g。
温室条件设定为 30 益,光照时间 16 h,黑暗时间 8
h。

根据菌株离体条件下耐镉活性筛选结果,选择

培养液中镉离子浓度下降率最高的 5 株菌株进行 2
批次温室试验。 其中根围细菌 4 株,编号分别为

H2鄄1L、H2鄄22K、H3鄄11L 和 L5鄄2L;内生菌 1 株,编号

为 1JN2。 每批温室试验分别设 5 个处理组,处理方

式如下:移栽时用 1伊109 CFU / ml 的菌悬液灌根处

理,每盆 20 ml,移栽 7 d 后用 30 mg / L硫酸镉灌根处

理,每盆 20 ml。 另设 2 个对照,对照 1 不接种菌株,
移栽 7 d 后用 30 mg / L硫酸镉灌根处理,每盆 20 ml;
对照 2 不接种菌株,正常培养。 每组重复 3 次,每个

重复 24 株植株。
1. 3摇 植株生理指标检测

植株移栽后第 21 d 分别检测各处理组根长、鲜
质量、叶绿素含量、根系活力以及叶片相对电导势。
检测方法参照《植物生理学实验指导》 [13]。

每个处理组随机选取植株 3 株,准确称取 1 g
茎,600 益灰化 4 h(干法灰化),1% 盐酸洗脱灰分,
去离子水定容至 5 ml,利用原子发射光谱法测定镉

离子浓度。
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1. 4摇 耐镉菌株的鉴定

对菌株进行革兰氏染色反应,并观察其形态。
采用树脂型基因组试剂盒(赛百盛有限公司生产)
提取菌株基因组 DNA,以提取的基因组 DNA 为模

板,利用 16S 通用引物扩增其 16S rDNA 片段并送南

京金斯瑞有限公司测序,结果提交 NCBI 数据库进

行比对。 结合比对结果和菌株形态对其进行鉴定。
1. 5摇 耐镉菌株镉离子耐受机制

选择温室试验中协助寄主植物缓解镉胁迫效果

最好的菌株进行耐镉机制研究。 将浓度为 1伊107

CFU / ml的该菌株菌悬液按照 1%接种量接入含有 3
g / L硫酸镉的 LB 培养液中,28 益、180 r / min摇床培

养,分别在 12 h、24 h、36 h 和 48 h 吸取培养液,离心

收集菌体,超纯水洗脱后用 2郾 5% 戊二醛固定,通过

扫描电镜观察菌株的群体以及单细胞形态。 以不加

镉离子的处理组作为对照。

2摇 结果与分析

2. 1摇 离体条件下菌株耐镉活性检测

183 株细菌中 58 株在含有 15 mg / L Cd2+的 LB

培养液中培养 24 h 后 OD600大于 0郾 5,说明在外源镉

离子存在的情况下菌株依然能够正常生长。 其中

22 株菌株培养后溶液中 Cd2+浓度下降大于 10% ,下
降最高达 51% 。 选择其中 5 株菌株 (H2鄄1L、H2鄄
22K、H3鄄11L、1JN2、L5鄄2L)进行盆栽试验评价其协

助寄主植物耐受镉胁迫的能力。
2. 2摇 耐镉菌株的温室评价

与对照 1 相比(表 1),耐镉菌株处理组能够在

镉胁迫下增加黄瓜植株的根长、鲜质量、叶绿素含量

以及根系活力,其中菌株 1JN2 和 L5鄄2L 增加效果比

较明显,特别是植株鲜质量、叶绿素含量以及根系活

力 3 项指标。 菌株 1JN2 处理组显著降低黄瓜植株

叶片的相对电导率。
为了更直接反应耐镉菌株协助寄主植物缓解镉

胁迫能力,我们检测了镉胁迫环境下寄主植物对于

土壤中镉离子的吸收和积累情况。 如表 1 所示,在
缺少耐镉菌株保护情况下(对照 1),1 g 黄瓜茎组织

中镉离子浓度达到 0郾 1 mg / L,5 株耐镉菌株接种均

能在一定程度上减少植物对于基质中镉离子的吸

收,降低幅度从 13郾 53%到 23郾 43% 。

表 1摇 耐镉菌株处理对黄瓜生长指标及体内镉积累的影响

Table 1摇 Growth and Cd accumulation in cucumber inoculated with Cd鄄tolerant bacterial strains

摇 处理
根长
(cm)

鲜质量
(g)

叶绿素含量
(mg / L)

根系活力
[mg / (g·h)]

相对电导率
(S / m)

植株中 Cd2+浓度
(mg / L)

菌株 H2鄄1L 14. 17依1. 26a 4. 54依0. 44a 20. 41依1. 36d 2. 64依0. 48b 1. 60依0. 02a 0. 082依0. 002bc

菌株 H2鄄22K 13. 83依4. 37a 4. 83依1. 38a 22. 49依0. 23b 0. 67依0. 14d 1. 36依0. 03abc 0. 085依0. 004b

菌株 H3鄄11L 16. 17依1. 04a 4. 58依1. 17a 22. 00依0. 13bc 1. 41依0. 01c 1. 30依0. 09abc 0. 084依0. 005bc

菌株 1JN2 16. 50依0. 87a 5. 26依0. 32a 23. 75依0. 27a 3. 54依0. 14a 1. 11依0. 11c 0. 077依0. 003c

菌株 L5鄄2L 14. 00依1. 73a 6. 24依1. 02a 23. 60依0. 14a 3. 52依0. 12a 1. 23依0. 45bc 0. 087依0. 002b

CK1 13. 67依0. 76a 4. 42依1. 05a 21. 42依0. 35c 0. 77依0. 03d 1. 47依0. 08ab 0. 101依0. 006a

CK2 15. 33依0. 76a 5. 31依1. 54a 24. 42依0. 14a 3. 51依0. 56a 1. 13依0. 04bc 0. 004依0. 004d
CK1:不接种菌株,硫酸镉溶液培养;CK2:不接种菌株,正常培养。 同列数字后不同小写字母表示差异达 0. 05 显著水平(P<0. 05)。

摇 摇 与对照 1 相比,菌株 1JN2、L5鄄2L 和 H2鄄22K
处理增加了辣椒植株的根长、鲜质量、叶绿素含量

以及根系活力,特别是菌株 1JN2 处理,辣椒植株

的根长、鲜质量、叶绿素含量与正常培养的对照 2
相当,而对根系活力的增加效果则显著高于对照

2。 菌株 H3鄄11L、1JN2 和 L5鄄2L 处理与对照 1 相

比均能够明显降低寄主植物叶片的相对电导率,
表现出在镉胁迫条件下对于寄主植物的保护作

用。 相比于黄瓜而言,5 株耐镉菌株降低辣椒植株

吸收镉离子的效果更明显,降低幅度从 29郾 64% 到

40郾 39% (表 2)。
综合 2 批次温室盆栽试验结果,菌株 1JN2 在

镉胁迫条件下对于寄主植物的综合保护效应更

佳。
2. 3摇 耐镉菌株鉴定

菌株 1JN2 呈革兰氏染色反应阳性,通过形态学
与 16S rDNA 序列比对鉴定为枯草芽孢杆菌(Bacil鄄
lus subtilis)。

808 江 苏 农 业 学 报 摇 2015 年 第 31 卷 第 4 期



表 2摇 温室条件下耐镉菌株处理对于辣椒生长指标及体内镉积累的影响

Table 2摇 Growth and Cd accumulation in pepper inoculated with Cd鄄tolerant bacterial strains

摇 处理
根长
(cm)

鲜质量
(g)

叶绿素含量
(mg / L)

根系活力
[mg / (g·h)]

相对电导率
(S / m)

Cd2+浓度
(mg / L)

菌株 H2鄄1L 13. 57依4. 75a 2. 42依0. 67a 21. 23依0. 64a 0. 86依0. 04b 12. 88依0. 77a 0. 072依0. 004b

菌株 H2鄄22K 15. 43依4. 85a 2. 37依0. 29a 19. 15依0. 29bc 0. 55依0. 07d 12. 45依0. 6a 0. 070依0. 004b

菌株 H3鄄11L 12. 63依2. 10a 2. 76依0. 30a 18. 84依0. 35cd 0. 51依0. 02d 9. 56依0. 77b 0. 071依0. 006b

菌株 1JN2 17. 57依3. 00a 2. 98依0. 08a 19. 79依0. 74b 2. 39依0. 09a 11. 38依0. 56ab 0. 061依0. 002c

菌株 L5鄄2L 14. 03依2. 40a 2. 54依0. 92a 18. 29依0. 27d 0. 60依0. 03d 11. 58依0. 97ab 0. 069依0. 005b

CK1 13. 70依2. 39a 2. 26依0. 99a 16. 47依0. 22e 0. 38依0. 03e 13. 07依2. 94a 0. 102依0. 004a

CK2 18. 13依1. 17a 3. 26依0. 76a 20. 81依0. 19a 0. 75依0. 05c 11. 95依1. 51ab 0. 003依0. 002d
CK1:不接种菌株,硫酸镉溶液培养;CK2:不接种菌株,正常培养。 同列数字后不同小写字母表示差异达 0. 05 显著水平(P<0. 05)。

2. 4摇 耐镉菌株的扫描电镜观察

根据扫描电镜结果,与对照组相比,在培养液中

加入镉离子之后,菌株 1JN2 的胞外多糖黏度增强,
且洗脱后胞外多糖残留较多。 镉离子处理组在 12 h
时菌体受到明显损伤,出现外壁内陷。 但是这种现

象从 24 h 开始有一定程度缓解,菌体开始自我复

原,至 48 h,菌体已经基本恢复到原有状态(图 1A ~
1D)。 说明此时菌株已适应镉离子的存在,并且能

够进行正常生长代谢。 第 48 h 时,处理组的胞外多

糖开始发生形态上的变化,由最初的絮状开始固化,
形成片层状固态(图 1E)。

A:处理后 12 h;B:处理后24 h;C:处理后36 h;D:处理后48 h;E:处理48 h 胞外多糖。 玉:正常群体;域:正常单细胞;芋:镉胁迫群体;郁:镉
胁迫单细胞。

图 1摇 菌株 1JN2 在镉离子处理后群体和单细胞的形态

Fig. 1摇 The morphology of population and single cell of Cd鄄treated strain 1JN2
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植物内生菌[14]和号称植物“第二基因组冶 [15] 的

植物根围细菌在寄主植物生长过程中发挥重要作

用。 这些微生物不仅能够协助寄主植物阻止病原菌

的入侵[16],为植物生长提供必要的营养[17],还能协

助寄主抗逆,包括抗旱、耐盐碱以及耐重金属污染

等[18鄄21]。
与以往的报道中发现内生菌在重金属抗性方面

的优势[12,22]类似,本研究筛选出的一株植物内生菌

1JN2,在离体条件和温室盆栽试验中均表现出显著

耐镉活性,并降低植物体内镉离子的吸收累积,且活

性显著高于植物根围细菌。 该菌株能够逐渐适应镉

胁迫压力,在处理 24 h 后开始进行菌体的自我复

原。 从胞外多糖的形态来看,推测该菌株可能利用

胞外多糖固定环境中的镉离子,从而减少寄主植物

对于镉离子的吸收。 在前期的研究中我们还发现菌

株 1JN2 同时具有产 IAA 以及多种胞外酶的活性,
能够协助寄主植物防控土传病害的侵染[23]。 在农

业生产环境不断恶化的大背景下,该菌株表现出一

定的开发潜力。 在今后的研究中,我们将重点研究

其耐镉机制、发酵条件优化以及剂型开发等,为农业

安全生产提供保障。
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