
摘 要：通过盆栽实验，研究Cd胁迫下铜绿假单胞菌对龙葵中Cd的亚细胞分布和化学形态的影响。盆栽实验中Cd浓度设为 0、
25、50、100 mg·kg-1，采用差速离心法、化学试剂逐步提取法对龙葵中的Cd进行亚细胞分布和化学形态研究。研究结果表明，接种

铜绿假单胞菌处理中龙葵叶的Cd含量为未接种的 1.14~1.60倍，促进植株中的Cd由根部向茎叶的转移。接种处理可提高根中细

胞壁组分的Cd比例，及叶中可溶组分的Cd含量，降低植株根和叶中细胞器组分的Cd比例高达 45.74%。此外，接种铜绿假单胞菌

可提高龙葵叶中低活性形态Cd的比例。因此，接种铜绿假单胞菌可通过促进龙葵中Cd向地上部分的转移，改变植株中Cd的分布

和形态比例，加强龙葵对Cd的耐受性。这些结果有助于重金属污染土壤中植物-微生物共生关系的进一步研究。
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Effects of Pseudomonas aeruginosa on subcellular distribution and chemical speciation of Cd in Solanum
nigrum
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Abstract：The effects of Pseudomonas aeruginosa on the distribution and chemical forms of Cd in Solanum nigrum were studied via a pot⁃
ting experiment. The concentration of Cd in the pot experiment was set at 0, 25, 50, and 100 mg·kg-1. The subcellular distribution and
chemical forms of Cd in Solanum nigrum were studied using differential centrifugation and stepwise extraction of chemical reagent. The re⁃
sults showed that the Cd content of Solanum nigrum leaves inoculated with Pseudomonas aeruginosa was 1.14~1.46 times higher than that
of the non-inoculated leaves. Pseudomonas aeruginosa also promoted the transfer of Cd from roots to stems and leaves in the plants. Com⁃
pared with the non-inoculation treatment, inoculation increased the Cd proportion in the cell wall of the roots and the Cd content in the solu⁃
ble components of the leaves. In addition, inoculation decreased Cd uptake by up to 45.87% in the organelles of roots and leaves. Moreover,
inoculation with Pseudomonas aeruginosa increased the proportion of low-activity Cd in the leaves of Solanum nigrum. Therefore, inocula⁃
tion with Pseudomonas aeruginosa can promote the tolerance to Cd of Solanum nigrum by promoting the transfer of Cd to aboveground parts
of the plant and changing the distribution and form ratio of Cd in the plant. These results will be beneficial for further studies on plant-mi⁃
crobe symbiosis in heavy-metal-contaminated soils.
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Cd污染主要来自于人类的农业和工业活动，如

废水灌溉、金属矿石的开采和冶炼等[1]。由于Cd具有

生物毒性强、分布范围广、不能被生物降解且迁移性

强等特点，使其易被植物吸收并积累，从而通过食物

链富集，危害人类健康[2]。因此，Cd污染及其修复技

术得到全球越来越多的关注[3]。

植物修复是一种成本低、环保的污染土壤修复技

术，主要应用超积累植物修复受污染土壤。现已发现

大量植物物种可超量积累重金属[4-5]，但植物修复在

实践过程中仍存在局限性，其修复效率受多种因素的

影响，如植物生长缓慢、生物量小、对重金属的耐受性

有限等[6]，而使用植物-微生物联合修复重金属污染

土壤，是提高植物修复效率的有效方法[7-8]。

铜绿假单胞菌是一种具有金属抗性的菌种，

Zhang等[9]从煤矿区的污染土壤中分离出两株铜绿假

单胞菌菌株 ZGKD5和 ZGKD2，均对 Cd、Cu、Zn、Ni和
Pb表现出高耐受性。且大量研究表明，在植物修复

盆栽实验中，铜绿假单胞菌可促进植物生长，提高Cd
积累量。例如，Liang等[10]的研究中，接种从重金属污

染的污泥中分离的铜绿假单胞菌显著增强紫堇的Cd
积累；Xie 等[11]研究表明，接种铜绿假单胞菌 ATCC
9027可缓解 Cd的毒性，促进苎麻生长，并提高 Cd积

累；Biswas等[12]研究表明，从废水中筛选出的铜绿假

单胞菌KUJM具有多重重金属抗性潜力，并促进扁豆

种子生长，具有用于污染土壤植物修复的潜能。关于

铜绿假单胞菌的研究均处于对植物生长和积累总量

的水平，而铜绿假单胞菌如何影响植物重金属积累和

分布的其他方面仍不确定。

Cd超积累植物龙葵生长周期短、生物量大，且已

被证明其耐受并吸收土壤中Cd[13]，具有良好的应用前

景[14-16]。研究表明，植物的金属耐受性和解毒机制可

通过亚细胞分布限制毒素或改变其化学结构实现[17-19]。

然而，铜绿假单胞菌对龙葵中Cd积累和分布的影响

尚无报道。本研究以龙葵和从Cd污染土壤筛选出的

铜绿假单胞菌为研究材料，采用差速离心法和化学试

剂逐步提取法，通过研究龙葵各部位中Cd的积累、亚

细胞分布和化学形态，来分析铜绿假单胞菌对其的影

响，探讨铜绿假单胞菌作用下龙葵对Cd的耐受机制，

期望为龙葵在植物修复中的应用提供理论参考。

1 材料与方法

1.1 供试材料

盆栽实验用土取自江苏省江阴市农田土，风干后

过 2 mm 筛。土壤理化性质：pH 5.59，总氮 1 g·kg-1，

有机质 27.35 g·kg-1，速效磷 18.81 mg·kg-1，速效钾

75.46 mg·kg-1，Cd 2.64 mg·kg-1。

供试菌株为课题组从Cd污染土壤中已筛选出的

Cd耐受性细菌，利用BLAST软件将测得Cd耐受细菌

基因序列与GenBank上相关的 16S rDNA序列进行同

源性比较，得出此菌与Pseudomonas aeruginosa铜绿假

单胞菌同源性为99%。

1.2 实验设置与处理

盆栽实验土壤的 Cd 含量设 4 个水平分别为 0、
25、50、100 mg·kg-1，不同 Cd浓度的土壤分为接种和

不接种铜绿假单胞菌两种情况，共 8个处理，每个处

理 3次重复。Cd以CdCl2溶液的形式加入已过筛的土

壤中充分搅拌，稳定 2周后进行高温灭菌（121 ℃，30
min）处理。将灭菌后的土壤装入塑料盆（直径18 cm，

高 11.5 cm）中，每盆均装土 2 kg。挑选优良的龙葵种

子于 70% 的乙醇中浸泡 30 min，无菌蒸馏水清洗 3
次，再于 2%的NaClO2溶液中浸泡 10 min后用蒸馏水

洗净，表面灭菌后种植盆中。接种组每周以细菌悬浮

液的形式接种铜绿假单胞菌。将培养于LB固体培养

基中的铜绿假单胞菌转移至盛有 50 mL的 LB液体培

养基的锥形瓶中，于恒温振荡器（150 r·min-1，37 ℃）

中振荡 48 h，富集后离心（6000 r·min-1，4 ℃）10 min
收集细菌细胞，再用生理盐水洗涤两次获得OD600值

近似为 0.6 的接种物（约 108 CFU·mL-1），每盆接种 5
mL做接种处理[11，20]。所有实验均在自然光照的温室

中进行，60 d后收获植物，自来水冲洗后，去离子水洗

净，吸干表面水分。

1.3 植物亚细胞组分的分离

植物亚细胞组分的分离采用差速离心法，参考

Weigel等[21]的方法，并略加改动。称取根、叶鲜样各

0.2 g，加入 20 mL 预冷提取液 [Tris-HCl（pH 7.5）50
mmol·L-1，蔗糖 250 mmol·L-1，DTT 1 mmol·L-1]，研磨

匀浆后 3000×g下离心 15 min，沉淀为细胞壁组分

（F1）；取上清液在 12 000×g下离心 30 min，沉淀为细

胞器组分（F2）；上清液即为细胞可溶组分（F3）。全

部操作在4 ℃下进行。

1.4 植物Cd化学形态提取

植株Cd的化学形态分析采用化学试剂逐步提取

法。准确称取根、叶鲜样 0.2 g，加入 20 mL提取液研

磨匀浆后转入 50 mL 锥形瓶中，25 ℃恒温振荡 22 h
后，在 5000×g下离心 10 min，倒出上清液，再加入 20
mL 提取液，25 ℃恒温振荡 2 h，在 5000×g下离心 10
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表1 龙葵根、茎、叶中的Cd含量

Table 1 The content of Cd in roots，stems and leaves of Solanum nigrum

min，倒出上清液，合并两次上清液得该提取态组分样

品。沉淀加入下一种提取液进行下一轮的提取。5种

提取液依次为：（1）80% 乙醇（FⅠ），提取硝酸盐/亚硝酸

盐，氯化物和氨基苯酚镉等无机 Cd；（2）去离子水（F
Ⅱ），提取水溶性Cd，Cd-有机酸络合物和Cd（H2PO4）2；

（3）1 mol·L-1 NaCl溶液（FⅢ），提取果胶和蛋白质结

合的Cd；（4）2% 醋酸（FⅣ），提取未溶解的镉磷酸盐，

包括CdHPO4和Cd3（PO4）2；（5）0.6 mol·L-1盐酸（FⅤ），

提取草酸镉；最后为残留态（FⅥ）[22]。

1.5 Cd含量测定

将差速离心法和化学试剂逐步提取法分离得到

的沉淀和上清液分别在电热板上70 ℃加热至近干，加

入10 mL HNO3 消煮至澄清，去离子水定容后使用 ICP
测定[23]。所有数据均使用 SPSS 19进行单因素方差分

析，使用 Duncan 新复极差法（SSR）在显著水平小于

0.05时作多重比较分析，使用Origin 8软件绘图。

2 结果与分析

2.1 龙葵对Cd的富集与特征

由表 1可知，在未接种处理中，植株各部Cd含量

均随土壤中Cd浓度的增加而呈上升趋势。植株茎和

叶中富集的 Cd含量随土壤中 Cd浓度的增加呈线性

上升趋势，两者的富集能力并无下降或趋于饱和的现

象。而龙葵根部在中低 Cd浓度处理（0~50 mg·kg-1）

时上升较快，在高 Cd浓度处理（100 mg·kg-1）时趋于

平缓。同时随着土壤中Cd浓度增加，根-茎的转运系

数逐渐增加，而茎-叶的转运系数逐渐降低。

接种铜绿假单胞菌可以促进 Cd 更多地向叶转

移。随着土壤中Cd浓度的增加，接种处理的龙葵叶

中Cd含量为未接种的 1.14~1.60倍。除土壤Cd浓度

为 50 mg·kg-1 外，根的 Cd 含量较未接种处理降低

8.23%~23.82%。在低Cd浓度（0~25 mg·kg-1）中，接种

处理增加茎中 Cd含量，而中高 Cd浓度（50~100 mg·
kg-1）中，接种处理减少茎中的 Cd含量。同时随土壤

Cd浓度增加，接种处理的根-茎转运系数为未接种处

理的 1.13~1.22倍，茎-叶转运系数为未接种的 1.02~
1.68倍。即接种铜绿假单胞菌可以促进植株内Cd向

叶的转移，使得龙葵叶中对Cd的富集能力加强。

2.2 龙葵中Cd的亚细胞分布

由表 2可知，各亚细胞组分的 Cd含量随着土壤

中重金属浓度的增加而增加，且大多数Cd存在于细

胞壁和可溶性组分中。龙葵根部各亚细胞组分Cd的

分配比例为 F1>F3>F2，即根中 Cd主要分布于 F1（细

胞壁）中，且在高浓度（100 mg·kg-1）下，接种处理的根

部 F1组分中 Cd的分配比例为未接种的 1.42倍。同

时随着土壤中Cd浓度的增加，接种处理的根部 F2组

分（细胞器组分）中 Cd 的分配比例较未接种减少

4.37%~27.85%。叶的亚细胞组分中Cd的分配比例为

F3>F1>F2，即叶中 Cd主要分布于 F3（可溶组分）中，

且接种处理可显著增加可溶组分中Cd的含量。同时

与根部类似，接种处理中叶的 F2组分（细胞器组分）

Cd的分配比例较未接种减少12.90%~45.74%。

2.3 龙葵中Cd的化学形态分布

由图 1可知，龙葵根部 Cd的化学形态分布受到

土壤中Cd浓度的影响，且以醋酸、盐酸提取态和残留

态Cd为主导。而醋酸、盐酸提取态和残留态Cd对植

注：-：未接种；+：接种；表中 Cd含量为植株鲜重含量；表中数据为平均值±标准差（n=3）；同一列的不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。

下同。

Note：-：Non-inoculated；+：inoculated；The content of Cd in the table is based on fresh weight of plant；The data in the table are mean ± standard devia⁃
tion（n=3）；Different lowercase letters in the same column indicate significant difference at 0.05 level. The same below.

Cd处理/mg · kg-1

0

25

50

100

-
+
-
+
-
+
-
+

Cd含量/mg · kg-1

根

12.15±0.69e
11.15±0.33e
48.83±0.52d
45.17±2.53d
70.92±3.93c
110.35±4.55a
90.94±1.68b
69.28±1.75c

茎

8.96±0.11f
10.06±0.15f
28.25±0.59e
31.02±0.89e
55.51±1.07c
52.31±0.58d
94.58±1.96a
81.81±6.16b

叶

13.29±0.88f
15.17±0.51f
35.88±4.49e
57.42±2.00d
61.29±1.59cd
69.92±5.22c
101.88±2.16b
148.33±3.08a

转运系数

根-茎
0.742±0.07d
0.864±0.06c
0.579±0.02e
0.692±0.09d
0.788±0.08cd
0.475±0.03e
1.040±0.01b
1.184±0.09a

茎-叶
1.486±0.20b
1.508±0.09b
1.267±0.25bc
1.851±0.07a
1.104±0.06c
1.339±0.19bc
1.078±0.05c
1.815±0.11a
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表2 Cd在龙葵根、叶中的亚细胞分布

Table 2 Subcellular distribution of Cd in roots and leaves of Solanum nigrum

注：F1：细胞壁组分，F2：细胞器组分，F3：可溶组分。

Note：F1：Cell wall fraction；F2：Organelle fraction；F3：Soluble fraction.

物没有或基本没有毒害作用，是不活跃的化学形态。

由图 2 可以看出，土壤中 Cd 浓度为中低浓度（0~50
mg·kg-1）时，接种处理增加各提取态Cd的含量；土壤

Cd为高浓度（100 mg·kg-1）时，接种处理使根中各化

学形态Cd含量急剧降低，并低于未接种处理（FⅢ除

外）。

由图 3、图 4可知，随着土壤中Cd浓度的增加，叶

中各化学形态 Cd 含量呈增加趋势，且以活跃态（乙

醇、去离子水和氯化钠提取态）Cd为主导。通过接种

处理，非活跃态（醋酸、盐酸提取态和残留态）Cd在叶

中分配比例较未接种呈增加趋势。且叶中较活跃的

氯化钠提取态 Cd 分配比例较未接种减少 20.17%~
26.19%，活性较低的醋酸提取态 Cd分配比例较未接

种基本呈增加趋势。即接种处理可促进叶中Cd由活

跃态向非活跃态的转移。

3 讨论

植物吸收何种化学形式的金属以及植物如何将

其分布到各组分中是影响重金属污染土壤植物修复

效果的重要因素之一。因此我们通过盆栽实验，研究

铜绿假单胞菌对超积累植物龙葵中Cd的亚细胞分布

和化学形态的影响。

研究表明，在Cd胁迫下，接种处理增加龙葵叶中

的Cd含量，且龙葵根-茎、茎-叶的转运系数为未接种

的 1.02~1.68倍和 1.13~1.22倍，促进植株中Cd由根部

向地上部分的转移。转运系数是评估超积累植物从

土壤中摄取金属和将其从根部向地上转移能力的重

要参数。可以看出，接种铜绿假单胞菌促进了龙葵

图1 龙葵根系中各提取态Cd含量分配比例

Figure 1 The percentage of each extractable forms of Cd in roots
of Solanum nigrum
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图2 龙葵根部各提取态Cd含量

Figure 2 The content of each extractable forms of Cd in roots of Solanum nigrum

Cd的转移过程，有助于减少根中 Cd的积累量，从而

减少重金属对根部的抑制作用，促使土壤中更多 Cd
被龙葵摄取，这与Shi等[24]的报道一致。

龙葵对Cd的耐受性受其在植株中分布情况的影

响。研究表明，Cd胁迫下，龙葵各部的 Cd主要分布

在细胞壁和可溶组分中。本研究中龙葵根部各亚细

胞组分 Cd含量的分配比例为 F1>F3>F2，其中 F1（细

胞壁）组分的 Cd比例最高为 58.31%，同时在高 Cd浓

度（100 mg·kg-1）下，接种处理中根部细胞壁组分的

Cd比例较未接种提高 42.22%。因此，高 Cd胁迫下，

细胞壁的保护作用显著。细胞壁是保护原生质体免

受重金属毒性的第一道屏障，主要由纤维素、半纤维

素、果胶和蛋白质组成，表面倾向于带负电[25]，是重金

属螯合的有效点位。而将Cd隔离于细胞壁中是植物

耐受 Cd的机制之一[26]。据报道，微生物的接种可以

影响植物中Cd的亚细胞分布，如Wang等[27]的研究表

明，与未处理的植物相比，接种 Arbuscular Mycorrhizal

增加了根细胞壁中 37.2%~80.5% 的 Cd，且细胞器中

的Cd水平降低，与我们的研究结果相似。接种处理

促进龙葵根中吸收的Cd更多地滞留在细胞壁上，进
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图4 龙葵叶片中各提取态Cd含量
Figure 4 The content of each extractable forms of Cd in leaves of Solanum nigrum
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入原生质体的Cd又大多被主要由液泡组成的可溶性

组分区隔化，从而细胞器组分的Cd比例较未接种降

低，最高达27.85%。这减少了Cd对细胞的毒害作用，

提高了龙葵对Cd的耐性。因此推测Cd胁迫下，接种

铜绿假单胞菌可强化龙葵根中细胞壁的滞留作用，将

Cd更多地存储在植株生物活性较低的场所，从而达

到对植株的保护。

不同化学形态的Cd具有不同的毒性程度和迁移

能力，以乙醇、去离子水和氯化钠提取的Cd具有较高

的迁移能力并且对植物细胞的毒性高于醋酸、盐酸提

取态和残留态的Cd[27]。本研究中，龙葵根部Cd化学

形态分布以低活性态（醋酸、盐酸提取态和残留态）为

主导，且土壤中Cd处于高浓度（100 mg·kg-1）时，接种

铜绿假单胞菌使根中各化学形态Cd含量急剧降低，
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而叶中Cd含量显著增高。由此可进一步验证接种可

促进Cd由根向叶的转移，提高龙葵对Cd的耐受性。

叶中各亚细胞组分Cd的分配比例为 F3>F1>F2，
其中 F3 组分（可溶组分）的 Cd 比例最高为 73.01%。

接种铜绿假单胞菌可增强叶中可溶组分的Cd含量，

可溶组分主要由液泡组成，液泡已被认为是重金属积

累的主要场所[26]，这种植物将吸收的 Cd隔离于液泡

中的过程称为液泡区室化。因此可以认为液泡区室

化在龙葵叶对Cd的解毒机制中占有重要地位，且接

种处理可促进龙葵叶的液泡区室化作用。Wang等[27]

的研究中，接种AM真菌处理的紫花苜宿在叶的可溶

组分中积累更多的 Cd，同我们的研究结果类似。同

时，接种处理通过将Cd转化为低活性形态，提高龙葵

叶对Cd的耐受性，与 Li等[28] 的研究结果相似。在Cd
胁迫下，接种处理增加植株叶中低活性形态（醋酸、盐

酸提取态和残留态）Cd的比例，并且降低活性较高的

氯化钠提取态的Cd比例。这说明Cd胁迫下，接种铜

绿假单胞菌可以促使进入龙葵叶的Cd由结合态更多

地向活性更低且难溶于水的磷酸盐、草酸镉和残渣态

转化，降低叶中 Cd的毒性和迁移能力，从而减轻 Cd
对植物的毒害。

4 结论

接种铜绿假单胞菌提高了龙葵地上部分的Cd含

量，促进了Cd由根部向地上部分的转移，增加了根中

细胞壁组分和叶中可溶组分的Cd含量，同时降低根

和叶中细胞器组分的Cd比例。此外，接种铜绿假单

胞菌增加了叶中低活性形态Cd的比例。综上所述，

本研究表明，接种铜绿假单胞菌可通过改变Cd在植

株中的分布和形态比例，促进根的细胞壁滞留作用和

叶的液泡区室化作用，促进叶中Cd向活性更低的形

态转变，从而加强龙葵对Cd的耐受性。
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