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摘 要院利用绿色荧光蛋白基因渊g fp冤标记研究了土壤中 Cd2+胁迫对饭豆渊Vigna umbellate L.冤根瘤菌 JMC1402G腐生存活的影响袁
同时也探讨了 Cd2+胁迫对其共生固氮能力的影响遥 结果表明袁YMA培养基平板培养时袁Cd2+对 JMC1402G的 LC50为 8.15 滋g窑mL-1遥
不管土壤灭菌与否袁当土壤中 Cd2+添加量为 3 mg窑kg-1时袁向土壤接种的 37 d内对 JMC1402G的腐生存活无影响袁当 Cd2+添加量为
20 mg窑kg-1时袁土壤中 JMC1402G的数量明显低于对照袁随着 Cd2+添加量的进一步增大袁土壤中 JMC1402G的数量迅速落于 104 cfu窑
g-1以下遥 饭豆盆栽试验结果表明袁Cd2+添加量在 0~20 mg窑kg-1范围内对 JMC1402G共生固氮能力的影响不大袁当土壤中 Cd2+添加量
达到 50 mg窑kg-1时袁对 JMC1402G 产生较明显的生理毒性袁当 Cd2+添加量达到 100 mg窑kg-1袁饭豆根瘤菌-饭豆体系失去结瘤能
力遥 JMC1402G质粒快检结果表明袁JMC1402G在 Cd2+添加量为 0尧3尧20尧50尧100 mg窑kg-1的土壤中营腐生生活 37 d袁 未出现质粒
丢失情况遥
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土壤中 Cd2+胁迫对 gfp 基因标记的饭豆
(Vigna umbellate L.)根瘤菌生物毒性的研究
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Bio-toxicity of Cd2+ Stress on a gfp Gene Marked Rice Bean (Vigna umbellate L.) Rhizobium Strain JMC1402G
in Soil
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(1. National Key Laboratory of Agricultural Microbiology, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, China; 2. Resources and Envi原
ronmental College, Hunan Agricultural University, Changsha 410128, China)
Abstract: The effects of Cd2+ on the saprophytic survival and the symbiotic nitrogen fixation ability of a gfp gene-marked rice bean (Vigna
umbellate L.) rhizobium strain JMC1402G in soils were studied. The results showed that the LC50 of Cd2+ to JMC1402G was 8.15 滋g窑mL-1 in
the YMA plates. No inhibition effect was observed on the numbers of JMC1402G in 37 d after it was inoculated into the sterile soil when the
amendment amount of Cd2+ was 3 mg窑kg-1. The number of JMC1402G was one hundred times less than the control from 23 d to 37 d when the
amendment amount of Cd2+ reached 20 mg窑kg-1. The number of JMC1402G decreased from 108 cfu窑g-1 to 105 cfu窑g-1 in 9 d after inoculated
when the amendment concentration of Cd2+ was 100 mg窑kg-1. In the non-sterile soil, there was also no obvious inhibition effect on the sapro原
phytic survival of GMC1402G, but the inhibition effect appeared when Cd2+ amendment was 20 mg窑kg-1. And the numbers of JMC1402G de原
creased from 108 cfu窑g-1 to 104~105 cfu窑g-1 respectively in 23 d after inoculation when the concentration of Cd2+ amendment were 0~20 mg窑
kg-1. The numbers of JMC1402G declined to less than 104 cfu窑g-1 with the increment of amended Cd2+. The results of pot experiment showed
that there was no serious inhibition effect of external amendment of Cd2+ on symbiotic nitrogen fixation ability in soils when the external Cd2+

amendment was less than 20 mg窑kg-1, but obvious bio-toxicity was found when the concentration of amended Cd2+ was 50 mg窑kg-1, and no
nodule was observed when the concentration reached to 100 mg窑kg-1. The plasmid profile of the strains JMC1402G recovered respectively
from soils amended different levels of Cd2+ indicated that there were no plasmid elimination effect appeared in 37 d after inoculation at the
concentration of Cd2+ amendment less than 100 mg窑kg-1.
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近年来袁随着工农业的发展袁重金属的污染也越

来越严重遥 Cd为生物非必需的有毒元素袁土壤中 Cd
的含量一般较低袁其本底值在 0.1 mg窑kg-1左右袁但近
年来袁 由于矿产资源的非合理开采及工业三废的排
放袁造成了大面积的 Cd污染袁据报道我国 Cd污染土
地面积已达 1.3万 hm2 [1]遥 Cd积累能引起植物光合能
力下降尧代谢途径中一些关键酶活性的丧失袁从而导
致植株出现生长矮小袁枯萎死亡[2]袁这对于矿山生态恢
复是一个严重的障碍遥
饭豆是一种耐高温尧耐贫瘠尧较抗旱袁多种植于热

带和亚热带的低海拔地区的一种豆科植物袁对矿山环
境有较强的适应性,有希望应用于矿区污染土壤的生
态修复遥根瘤菌在土壤中有营腐生生活和共生生活两
种生活形式袁目前关于重金属对根瘤菌毒性的研究一
般只集中在共生固氮阶段[3~5]袁而将根瘤菌腐生生活与
共生固氮联系起来的研究却鲜见报道袁本文以绿色荧
光蛋白基因(gfp)标记的饭豆根瘤菌为材料袁研究了在
黄棕壤中添加 Cd2+对饭豆根瘤菌腐生存活尧共生固氮
能力及质粒稳定性的影响袁旨在能为 Cd污染矿区的
生态修复提供理论依据遥
1 材料与方法

1.1 实验材料
带绿色荧光蛋白基因渊gfp冤标记的饭豆根瘤菌

JMC1402G,抗卡拉霉素渊Kmr冤袁在 360 nm的紫外灯下
其菌落发出绿色荧光袁华中农业大学农业微生物国家
重点实验室提供遥Cd2+为 CdCl2窑2.5H2O渊分析纯冤遥饭豆
种子来自于湖北长阳遥 供试土壤为黄棕壤袁取自华中
农业大学实验农场袁 其基本理化性质如下院 碱解氮
38.06 mg窑kg-1袁有效磷 18.32 mg窑kg-1袁有效钾 42.90
mg窑kg-1袁有机质 1.85%袁pH 6.43袁总 Cd 0.13 mg窑kg-1遥
1.2 培养基

YMA培养基配方见参考文献[6]袁SM培养基配方
见参考文献[7]遥
1.3 供试土壤处理
土壤风干过筛渊2 mm冤袁装入棉布袋中袁装入量分

别为 600 g窑袋-1渊分灭菌组和不灭菌组袁用于腐生存活
实验冤和 1 650 g窑袋-1渊灭菌袁用于盆栽实验冤两种袁将
灭菌组土壤以 121 益 1 h湿热间歇灭菌 2次遥 灭菌后
装入经表面灭菌的 2.5 L的塑料小桶中袁 于超净工作
台上加入 CdCl2 溶液袁加入量分别为 3尧20尧50尧100
mg窑kg-1 (以 Cd2+量为准)袁对照处理则加入等量的无菌
水袁混合均匀袁盖上桶盖袁28 益温育 10 d袁使添加的

Cd2+与土壤充分作用遥
1.4 Cd2+对饭豆根瘤菌生长抑制程度的测定
按参考文献[5]方法向 YMA固体培养基中加入

Cd2 +袁 使其浓度分别为 0尧1.78尧3.16尧5.62尧10尧17.78
滋g窑mL-1 渊等对数距冤袁各处理按标准平板稀释测数方
法加入 10倍系列稀释的 JMC1402G菌液袁于 28 益培
养 10 d袁数出各处理的菌落数遥
1.5 土壤中不同浓度 Cd2+对饭豆根瘤菌腐生存活的
影响

1.5.1 菌株的活化尧收集及接种于土壤
见参考文献[8]遥

1.5.2 活菌检测
分别在接种后第 2尧5尧9尧16尧23尧30尧37 d 于超净

工作台上按无菌操作规程取样作稀释平板测数袁所用
培养基为 SM培养基袁 纳入记数的菌落以在 360 nm
的紫外灯下发绿色荧光者为准遥
1.6 土壤中不同浓度 Cd2+对饭豆根瘤菌结瘤尧共生固
氮能力的影响

按照参考文献[9]进行种子催芽袁选取芽长一致
的种子种于经上述处理的含土量为 1 650 g窑桶-1的塑
料小桶中袁 同时在种子表面接入 1 mL 活化好了的
JMC1402G 菌悬液(含菌数约 108窑mL-1)袁保持 30%的
含水量袁自然光照培养袁60 d后取样分析遥
1.7 饭豆根瘤菌共生固氮酶活性的测定
利用日立 163型气相色谱仪进行固氮酶活测定袁

氢火焰检测袁担体为 GDX-502袁柱温 55 益袁检测室温
度 90 益袁N2 流速为 50 mL窑min-1袁H2 流速为 30 mL窑
min-1袁空气流速为 400 mL窑min-1遥 固氮酶活的测定及
计算见参考文献[9]遥
1.8 土壤中 Cd2+胁迫对根瘤菌质粒稳定性的影响
将实验 1.5第 37 d灭菌土壤各处理组中分离的

JMC1402G接至 YMA液体培养基中渊每个 Cd2+梯度
挑取 50个菌落袁分 50批分别进行质粒检测冤袁待培养
到对数期时袁取 1 mL菌悬液于 1.5 mL离心管内离心
收集菌体遥 置冰上预冷 30 min后袁加入新配制的溶菌
酶裂解液约 50 滋L(视菌体多少而定)袁小心搅拌均匀
以避免泡沫产生袁于冰上放置 10 min后点样遥 该电泳
凝胶为适宜于质粒快检所用的特制凝胶袁即点样孔后
的胶内加有 SDS以进一步促进菌体的裂解遥 点样后
于 4 益冰箱中低温电泳袁 电泳电压为先用 20 V低电
压电泳 0.5 h袁然后升高至 100 V电泳 7~8 h袁EB染色
后观察结果遥
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图 3 未灭菌土中 Cd2+添加量对饭豆根瘤菌 JMC1402G
腐生存活的影响

Figure 3 Effect of external Cd2+ amendment on the survival
of rhizobium strain JMC1402G in the non-sterile soils

2 结果与讨论

2.1 Cd2+对饭豆根瘤菌 JMC1402G生长抑制程度的测
定

采用平板培养法得到的结果如图 1所示遥由图 1
可知 Cd2 +对饭豆根瘤菌 JMC1402G 的 LC50 为 8.15
滋g窑mL-1遥

2.2 土壤中不同浓度 Cd2+对饭豆根瘤菌 JMC1402G腐
生存活的影响

在灭菌土壤中添加不同浓度的 Cd2+后对饭豆根
瘤菌 JMC1402G腐生存活的影响见图 2遥 从图 2中可
以看出 Cd2+添加量为 3 mg窑kg-1时袁 对 JMC1402G在
灭菌土壤中腐生存活无影响袁Cd2+添加量为 0 mg窑kg-1

及 3 mg窑kg-1两组在取样的整个过程中袁JMC1402G的
数量在前 9 d略呈下降趋势袁 第 9 d后其数量开始回
升曰当 Cd2+添加量为 20 mg窑kg-1时袁JMC1402G的数量

在接种后的第 23~37 d与对照组相比下降了近 2个
数量级曰Cd2+添加量为 100 mg窑kg-1时袁 在接种后的第
9 d其活菌数已降至 105 cfu窑g-1以下袁接种后第 16~37
d袁其数量略有上升袁在接种后的第 37 d其活菌数为
2.08伊104 cfu窑g-1遥
在未灭菌土壤中添加不同浓度的 Cd2+后对饭豆

根瘤菌 JMC1402G腐生存活的影响见图 3遥 从图 3可
以看出 Cd2+添加量为 0 mg窑kg-1 及 3 mg窑kg-1 两组处
理中袁 在接种后第 23 d袁JMC1402G 的数量已由 108

cfu窑g-1降至 105 cfu窑g-1曰Cd2+添加量为 20 mg窑kg-1处理
组中 JMC1402G在数量上均比对照组低曰Cd2+添加量
为 50 mg窑kg-1和 100 mg窑kg-1时袁JMC1402G的数量急
剧降低袁 且分别于第 37 d和第 16 d降至 104 cfu窑g-1

以下遥 因为 JMC1402G只有一个抗性标记(Kmr)袁当其
数量落入 104 cfu窑g-1以下时袁通过稀释平板测数方法
测定其数量会受到土壤中土著微生物的干扰而使计

数失败袁 所以在未灭菌土壤中本文只能测定 104 cfu窑
g-1以上的 JMC1402G的数量遥
灭菌土壤中袁对照组的 JMC1402G在取样的整个

过程中其数量均保持在 108 cfu窑g-1土左右袁而在未灭
菌土壤中袁 对照组的 JMC1402G数量在接种后 23 d
已由 108 cfu窑g-1土降至 105 cfu窑g-1土遥 比较两者结果
发现灭菌土壤更有利于 JMC1402G的腐生存活袁分析
其原因可能是土壤灭菌后消除了其他微生物的竞争

与干扰袁更有利于 JMC1402G的生长繁殖遥
2.3 土壤中添加 Cd2+对饭豆根瘤菌 JMC1402G结瘤尧
共生固氮能力的影响

土壤中不同 Cd2+添加量对 JMC1402G 的结瘤及

图 1 平板中 Cd2+对 JMC1402G存活的影响
Figure 1 Effect of Cd2+ on the survival of JMC1402G in

the YMA plates
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Figure 2 Effect of external Cd2+amendment on the survival of
rhizobium strain JMC1402G in the sterile soils
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图 4 不同 Cd2+添加量的土壤中分离的饭豆根瘤菌
JMC1402G质粒快检图谱

Figure 4 Plasmid profile of rhizobium strains JMC1402G screened
out from soils which amended with different amount of Cd2+

1~5: Plasmid profile of strains JMC1402G from soils which
amended 0尧3尧20尧50尧100 mg窑kg-1 Cd2+

共生固氮酶活性的影响的检测结果如表 1所示袁并且
对结果进行了新复极差分析(LSR)遥从表 1可以看出袁
土壤中添加 3 mg窑kg-1的 Cd2+对饭豆根瘤菌的结瘤和
共生固氮能力没有影响遥当土壤中的 Cd2+添加量达到
20 mg窑kg-1 时袁每株饭豆根瘤数尧每株饭豆根瘤重及
饭豆植株地上部分干重与没有添加 Cd2+的对照组相
比袁在 1%水平上表现出了极显著差异袁但此时每克根
瘤的固氮酶活性没有表现出显著差异遥随着 Cd2+添加
量的进一步增大袁 各项检测指标与对照组的相比袁在
1%水平上均表现出了极显著差异遥
2.4 土壤中 Cd2+胁迫对根瘤菌 JMC1402G质粒稳定性
的影响

图 4显示了接种后第 37 d从 Cd2+添加量为 0尧3尧
20尧50尧100 mg窑kg-1 的灭菌土壤中分离的 JMC1402G
的质粒快检情况遥 从图中可以看出袁JMC1402G在所
有添加 Cd2+的各处理土壤中营腐生生活 37 d未出现
质粒丢失情况遥
3 结论

渊1冤 从 JMC1402G 在土壤中的腐生存活情况来
看袁当土壤中 Cd2+添加量达 20 mg窑kg-1 时袁不管土壤
灭菌与否袁 其数量均小于没有添加 Cd2+的对照处理袁
差异最大时可达到 2个数量级袁且经 t值检验此时其
差异已达到极显著水平(P<0.01)袁说明土壤中 Cd2+添
加量达 20 mg窑kg-1时袁已对 JMC1402G产生了生理毒
性遥 但从饭豆盆栽结果来看袁当土壤中 Cd2+添加量达

20 mg窑kg-1时袁 其共生固氮能力与没有添加 Cd2+的对
照处理相比无显著差异袁只有当 Cd2+添加量达 50 mg窑
kg-1时袁与对照处理相比才产生了显著差异遥 分析其
原因可能是盆栽试验过程中袁饭豆本身对饭豆根瘤菌
有一定的保护作用遥

渊2冤快生型根瘤菌的结瘤尧固氮基因一般位于其
共生大质粒上袁Giller(1988)报道土壤中高浓度的重金
属污染可以引起根瘤菌大质粒的丢失[10]袁而本文通过
根瘤菌质粒快检发现袁 在 Cd2+添加量不大于 100 mg窑
kg-1 的土壤中营腐生生活 37 d的 JMC1402G并未出
现质粒丢失情况遥

表 1 土壤中 Cd2+添加量对饭豆根瘤菌 JMC1402G结瘤及共生固氮能力的影响
Table 1 Effects of external Cd2+ amendment on the nodulation and symbiotic nitrogen fixation ability

of rhizobium strain JMC1402G in the soils

注院a袁表中每个数据为 4个重复的平均值曰 b袁不同小写字母表示 5%水平上有显著差异袁不同大写字母表示 1%水平上有极显著差异曰c袁+Rh表
示接种饭豆根瘤菌 JMC1402G处理曰d袁-Rh表示不接种饭豆根瘤菌 JMC1402G处理遥

Cd2+
添加量 根瘤数/个·株-1 根瘤重/g·株-1 固氮酶活/C2H4μmol·g-1

·h-1 植株地上部分干重+Rh/g·株-1c 植株地上部分干重- Rh/g·株-1d 

0 mg·kg-1 51.25a a Ab 0.380 a A 5.03 a A 2.33 a A 1.92 a A 

3 mg·kg-1 50.75 a A 0.381 a A 4.93 a A 1.84 b A 1.65 b A 

20 mg·kg-1 36.50 b B 0.275 b B 4.70 a A 0.70 c B 0.56 c B 

50 mg·kg-1 15.50 c C 0.083 c C 3.75 b B 0.40 cd BC 0.28 cd BC 

100 mg·kg-1    0.10 d C 0.09 d C 
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