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LPY6 缓解镉对小麦毒害效应的研究

夏影影，于燕燕，陶　均
（海南大学 海南省热带生物资源可持续利用重点实验室/热带作物学院，海口 570228）

摘    要： 为了分析从阴沟肠杆菌 Cu6 驯化获得的高镉抗性菌株 LPY6 在镉（Cd）修复中的潜力和机制，为镉污

染修复工程菌的开发提供依据，以小麦（Triticum aestivum ）为材料，进行了种子萌发和盆栽实验，结果显示，

LPY6 可缓解镉对小麦生长的抑制作用。Cd2+吸附特征实验表明，LPY6 可以降低培养液中游离镉的浓度。此

外，LPY6 还可以降低土壤有效镉浓度和小麦幼苗中镉的积累。研究结果表明，LPY6 可能通过吸附或内吸镉

作用，降低土壤中有效镉的浓度，进而降低镉离子进入植物的可能性，提高植物在高镉环境中的生存能力。
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调查结果表明，我国农业土壤的镉（Cd）含量

在过去一段时间内呈急剧增加态势[1 − 2]。由于镉

的不可降解性，土壤镉污染已成为严重的农业污

染问题，并威胁着人们的身体健康，急需高效的修

复措施[3]。在土壤重金属污染修复策略中，生物修

复被广泛关注。其中，微生物修复通过土壤中重

金属的吸附富集，溶解沉淀以及氧化还原等机理，

降低或去除土壤中过量的重金属[4]。不同的微生

物可以通过不同的机制来修复土壤镉污染，如吸

收和螯合[5]、胞内积累[6] 以及矿化[7] 等。能修复镉

污染的微生物主要包括细菌、真菌与藻类。土壤

细菌也可以通过改变土壤环境条件，产生促进植

物生长物质等多种方式以提高土壤重金属迁移率

和生物利用度[8]。在高镉的环境中，通过加入可高

抗镉并具有镉吸附能力的细菌可修复土壤的镉污

染[9]。因此，获得高抗镉菌是利用细菌修复镉污染

土壤的前提。但大多已报道的抗性菌株并没有表

现出特别高的镉抵抗能力[10 − 11]。此外，多数菌株

只对少数重金属具有抗性[10]，而土壤重金属污染多

为多金属污染[12]，这导致细菌在重金属环境中难以

生存或繁殖，因此很难达到理想的修复效果。笔

者所在实验室前期也从海南昌江矿区分离获得抗

镉、铜、锌、锰、钴等多种重金属的阴沟肠杆菌

Cu6[13]，并通过驯化获得了其他重金属抗性未发生

显著变化而抗镉能力显著增强的菌株 LPY6[14]。

本研究以粮食作物小麦（Triticum aestivum ）为植物

材料，拟分析 LPY6能否缓解镉对小麦生长的抑制

作用以及可能的机制，旨在为进一步开发镉污染

修复工程菌提供依据。

 1    材料和方法

 1.1    菌株    供试菌株为笔者所在实验室前期从

海南昌江石碌矿区分离出的阴沟肠杆菌 Cu6 [13] 以

及驯化后得到的高抗镉菌株 LPY6[14]。

 1.2    试剂    盐酸（HCl，优级纯）、硝酸（HNO3，优

级 纯 ）、 水 合 氯 化 镉 （CdCl2·2.5H2O）、 硫 酸 铜

（CuSO4）、硫酸铅（PbSO4）和氯化锰（MnCl2）、过氧

化氢（H2O2）、二乙三胺五乙酸（DTPA）、三乙醇胺

（TEA）和氯化钙（CaCl2）。所使用试剂均购自广州

化学试剂公司。 
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 1.3    培养基     Luria-Bertani （LB）培养基（液体）：

10 g Tryptone ，10 g NaCl ，5 g Yeast Extract，蒸馏

水 1 L。LB 固体培养基： 液体 LB+1.5% 琼脂。含

金属离子的 LB 培养基加相应浓度的各种金属。

MS 培养基为实验室购买的粉末状成品，使用时可

以直接溶于超纯水中，本实验使用 1/4 含量的

MS 液体培养基。

 1.4    植株    供试植株为小麦（T. aestivum ），品种

为‘铜麦 6 号’，购于陕西大唐种业股份有限公司。

 1.5    菌株 LPY6 对金属抗性的测定    细菌镉最低

抑制浓度（抑制细菌生长的最低镉浓度）和最大耐

受浓度（仍有部分细菌生长的最大镉浓度）的测

定。Cd2+、Pb2+、Cu2+和 Mn2+的质量浓度均设置为

0、300、500、1 000、2 000、3 000、5 000 mg·L−1，然

后将 LPY6 菌株分别接种到含各浓度不同金属的

LB 液体（30 ℃， 180  r·min−1）和 LB 固体培养基

（30 ℃）中，每组处理设置 3 个重复，观察并记录菌

株生长情况。

 1.6    小麦种子萌发实验    将滤纸放置在培养皿

中，添加 20  mL 含不同浓度（0、 50、 100、 200、
300、500 mg·L−1）CdCl2·2.5H2O 溶液到培养皿中，

待滤纸完全浸湿后，选取较为饱满且大小较一致

的小麦种子放置于滤纸上（每皿放 12 粒）。盖上盖

子，在光照培养箱里静置 3～5 d （28 ℃，16 h 光

照、8 h 黑暗，80% 湿度），以伸出种皮的胚根等于

或长于种子长度为标准，确定计算种子发芽率。

然后，以显著抑制种子萌发的镉浓度来处理种子，

分析 LPY6 是否有缓解镉对种子萌发的影响，设

置 4 个处理（每处理 3 个重复）：CK（对照：1/4 MS
培养基）、Cd、Cd+Cu6、Cd+LPY6（CdCl2·2.5H2O：

500 mg·L−1，菌液浓度：OD600=0.1），进行萌发率统

计（种子发芽率=种子发芽数/种子总数×100%）。

 1.7    小麦盆栽实验    首先检测小麦种子在土壤

中的耐镉能力。采用营养土与红土混合土壤

（V营养土︰V红土= 1︰2），干燥一段时间（室温、通风、

30 d）待土壤平衡稳定后，分装至聚乙烯塑料盆

（7 cm×7 cm×8 cm），每盆约 110 g，设置土壤镉含

量为 0、 360、 720、 1  000、 1  500、 1  800、 2  200、
2 500 mg·kg−1 ，每处理 3 个重复。挑取颗粒饱满小

麦种子进行育苗，4 d 后移栽长势一致的小麦幼苗

于处理后的土壤中，每盆 6 棵（14 h 光照、8 h 黑

暗，26 ℃）。每 4 天观察记录植物苗的生长状况，

直至 16 d。小麦生长在含有不同镉含量的土壤

中。然后以此镉含量（1 000、1 500 mg·kg−1）来分

析 LPY6 是否有缓解镉对小麦的毒害作用，设置

9 个处理（每处理 3 个重复）：镉和细菌 2 个因素，

每个因素 3 个水平（镉浓度： 0、 1  000、 1  500
mg·kg−1；细菌：不加菌、加 Cu6、加 LPY6），完全随

机设计。菌液终浓度 OD600=0.1。观察并统计小

麦生长状况。

 1.8    测定指标与方法    
 1.8.1    小麦生物量、生长指标测定　  按步骤

1.7 处理，待小麦生长至 14 d 后，小心分别取出各

处理的小麦苗，将其根部冲洗干净，然后擦拭干

净，进行称重、记录鲜质量。测量株高，根长以及

根毛数并记录。然后将小麦苗整株放入 65 ℃ 烘

箱，3 d 后取出（此时已完全烘干），记录其干质量。

 1.8.2   小麦苗镉含量测定　 采用原子吸收光谱法

测定[15]。将上述烘干的小麦苗充分研磨粉碎，每个

处理称取 0.1 g 置于试管中，分别加入 1  mL
HNO3 和 0.5 mL 的 H2O2，设空白对照。用安东帕

Multiwave 7 000 超级微波消解系统消解（海南大学

分析测试中心）。消解样品转入 15 mL 离心管，分

别加超纯水定容至 10 mL，使用原子吸收光谱仪

（海南大学分析测试中心）测定镉含量。

 1.8.3   培养基中游离镉浓度测定　 LPY6 单菌落

接种到 LB 液体培养基培养（30 ℃，180 r·min−1），

16 h 后按 1∶1 000（体积比）的比例转接于新鲜预

热的 LB 培养基中，培养至对数生长期（OD600=
0.8），制备 OD600=2.0 的菌悬液。以 2 % 的接种量

将 LPY6 菌液接种到含不同质量浓度镉（0、150、
250、500、1 250、1 500 mg·L−1）的液体培养基中，

30 ℃、180 r·min−1 培养 48 h，以不接菌空白培养基

为对照，每组处理 3 个重复，每隔 12 h 取菌液，菌

液先测 OD600 值，然后进行离心（10 000  r·min−1,
5 min），使用原子吸收光谱仪对上清液中的镉含量

进行测定。计算 LPY6 菌降低游离镉的能力：
q = (C1－C2)/C1100%，

式中：q 为吸附率；C1 为空白对照组上清液中镉的

浓度；C2 菌处理组上清液中镉的浓度；单位：

mg·L−1。

 1.8.4   土壤有效镉含量测定　 采取 DTPA 作提取

剂用原子吸收光谱法测定土壤中有效态镉[15]。设

置 土 壤 镉 含 量 为 0、 360、 720、 1  000、 1  500
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mg·kg−1。设置 4 个处理：CK（对照，不含镉），只有

镉，镉加 Cu6，镉加 LPY6 分别处理土壤。每个处

理设置 3 个重复。17 d 后，将处理的土壤风干后

过筛（2 mm）。1 g 土壤加入 25 mL DTPA 提取剂，

放入培养箱（25 ℃，180 r·min−1）, 2 h 后取样，上清

液过滤（0.22 μm）后，加 1% HCl 定容至 10 mL，火

焰法测得样品的镉含量。以 DTPA 为对照，土壤

中有效态镉含量以质量分数 w 表示：

w = (C−C0)×V2×V/m×V1,

式中：C 为镉校准曲线上查的质量浓度（mg·L−1）；

C0 为空白对照浓度；V2 为定容体积（mL）；V 为样

品所使用的提取液体积；V1 为提取液体积; m：为试

样质量（g）。

 1.9    数据分析    采用 GraphPad Prism 9 进行数据

分析与作图，实验重复 3 次，计算平均值 ±标

准差。

 2    结果与分析

 2.1    菌 株 LPY6 具 有 多 种 重 金 属 抗 性     镉

（CdCl2·2.5H2O）、 铜 （CuSO4）、 铅 （PbSO4）和 锰

（MnCl2）的抗性实验表明，菌株 LPY6 对 4 种金属

均具有较强抗性 (耐性)。LPY6 对 Cd2+的最小抑

制质量浓度为 2  500  mg·L−1，Cu2+为 400  mg·L−1，

Mn2+为 500 mg·L−1。LPY6 对 Cd2+的最大耐受质量

浓度为 3  000  mg·L−1，Cu2+为  450  mg·L−1，Mn2+为

2 000 mg·L−1。实验中发现，质量浓度高于 1 000
mg·L−1 的含铅培养液容易生成白色沉淀，所以无

法确定 Pb2+对 LPY6 的最小抑制浓度以及 LPY6
对 Pb2+的最大耐受浓度，但菌株 LPY6 对铅有较高

抗性（>1 000 mg·L−1）。

 2.2    LPY6 缓解镉对小麦种子萌发的抑制作用

　    为分析 LPY6 是否具有缓解镉污染的潜力，首

先找出抑制小麦种子发芽的临界 CdCl2·2.5H2O
质量浓度为 500 mg·L−1 后，选用此浓度进行种子

萌发实验。如图 1 所示，小麦种子在无镉条件

下，其萌发率约为 80%；单独添加 500  mg·L−1

CdCl2·2.5H2O 时，种子萌发率显著被抑制；加镉同

时添加 Cu6 时，萌发率没有明显提高；但同时添加

LPY6 和镉时，萌发率恢复到 65% 左右，只是萌发

速度比对照要慢，结果说明，LPY6 具有一定的缓

解镉抑制小麦种子萌发的能力。
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图 1    LPY6 缓解镉对小麦种子萌发的抑制作用

小麦种子在 500 mg·L−1 镉和 LPY6（OD600=0.1）处理下的萌发状况（a）和萌发率（b），****: P<0.0001。
 

 2.3    LPY6 对镉毒害小麦幼苗生长的缓解作用

　    用盆栽实验来分析 LPY6 缓解镉毒害小麦的

作用。同萌发实验一样，首先测定盆栽条件下显

著抑制小麦生长（株高、叶长和叶色）的土壤镉含量为

1 000 mg·kg−1，导致小麦枯黄死亡的土壤镉含量为

1 500 mg·kg−1。因此选择 1 000 和 1 500 mg·kg−1

作为后续实验。如图 2 所示，镉处理土壤中小麦

幼苗的生长明显受到抑制，LPY6 缓解了镉对小麦

幼苗生长的抑制作用。当土壤镉含量为1  000

mg·kg−1 时，解毒效果较好，但 Cu6 没有明显降低

镉对小麦幼苗生长抑制的作用（图 2-a）。当土壤

镉含量为 1 000 和 1 500 mg·kg−1 时，LPY6 对小麦

的减毒效果如下：（1） LPY6 增加了小麦株高

（图 2-b），根长（图 2-c）以及根毛数（图 2-d），且当

土壤镉含量为 1 000 mg·kg−1 时，效果比较明显。

（2）LPY6 明显增加了小麦的鲜质量（图 2-e）与干

质量（图 2-f），且在土壤镉含量为 1 000 mg·kg−1 时

效果较好。（3）LPY6 降低了小麦幼苗的镉含量

（图 2-g），当土壤镉含量为 1 000 mg·kg−1 时，对小

麦的减毒效果较好。
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图 2    LPY6 对镉抑制小麦生长的缓解作用

土壤镉含量为 1 000、1 500 mg·kg−1 时，LPY6 对小麦幼苗生长（a）、株高（b）、根长（c）、根毛数（d）、鲜质量（e）、干质量
（f）以及植物体内镉积累（g）的影响。*: P<0.05；**：P<0.01；***：P<0.001。
 

第 4 期 夏影影等: LPY6 缓解镉对小麦毒害效应的研究 367



 2.4    LPY6 对培养基中游离 Cd2+浓度的影响    具
重金属抗性的微生物一般对此金属有吸附能力，

能够通过细胞膜官能团将重金属离子吸附在细胞

表面或通过一系列生命活动将重金属离子富集在

细胞内[16]。如图 3 所示，具有高镉抗性的 LPY6 能

降低培养基中游离镉的浓度。在含 150 mg·L−1 镉
的 LB 培养液中，镉对 LPY6 生长抑制作用弱，

LPY6 生长良好，在 48 h 时，LPY6 生长处于稳定

期，培养液中镉含量降至 100 mg·L−1，降低率为

33%（图 3 -a）。在含 250 mg·L−1 镉的 LB 培养液

中，LPY6 生长依旧没有受到显著抑制，生长良好；

在 48 h 时，LPY6 生长处于稳定期，培养液中镉含

量降至 180 mg·L−1，降低率为 28%（图 3-b）。在含

500 mg·L−1 镉的 LB 培养液中，镉对 LPY6 的生长

表现出抑制作用，在 48 h 时，LPY6 生长处于稳定

期，培养液中镉含量降至 385 mg·L−1，降低率为

23%（图 3-c）。在含 1 250 mg·L−1 镉的 LB 培养液

中，镉对 LPY6 生长有抑制作用，在 36 h 时 OD 值

最大，培养液中镉含量降低至 633 mg·L−1，降低率

为 49%（图 3-d）。在含 1 500 mg·L−1 镉的 LB 培养
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图 3    LPY6 在含不同浓度镉的培养基中的生长情况及对游离镉浓度的影响

设置培养液镉浓度分别为 150 （a）、250 （b）、500 （c）、1250 （d）、1 500 mg·L−1 （e）。细菌培养不同时间后测定 OD600 值
（曲线），离心后上清液中镉含量（柱状图）。
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液中，镉对 LPY6 的生长抑制作用比较明显，在

36 h 时 OD 值最大，培养液中镉含量降低至 930
mg·L−1，降低率为 38%（图 3-e）。这说明 LPY6 可

以减少培养基中游离镉的含量。

 2.5    LPY6 对土壤中有效镉的影响    小麦盆栽实

验测定小麦种子在土壤中的耐镉能力为 1 000
mg·kg−1。因此笔者分析了土壤镉含量为 360 、
720、1 000 和 1 500 mg·kg−1 时 LPY6 对土壤中有

效镉的影响。如图 4 所示，在以上镉含量的土壤

中，外施 LPY6 均可以使土壤中有效镉含量减少，

但 Cu6 几乎没有降低土壤有效镉的能力。
 
 

土壤镉含量/(mg·kg−1)

土
壤

有
效

镉
含

量
/(
m
g
·k
g

−1
)

0
0

100

300

400

***
**

**
**

**

*

*
*

CK
Cu6
LPY6

720 1 500360 1 000

200

图 4    LPY6 对土壤中有效镉的影响
土壤镉含量为 360、 720、 1  000、 1  500  mg·kg−1 时，

LPY6 对土壤有效镉含量的影响。*: P<0.05；**：P<0.01；
***： P<0.001。
 

 3    讨　论

本研究分析了 LPY6 在小麦上的作用，发现其

具有缓解镉对小麦萌发和生长抑制作用的能力，

不仅可以增加镉环境中小麦的株高、鲜质量和干

质量，还能增加根长和根的数目。更重要的是，

LPY6 能降低植物体内镉的含量，说明 LPY6 具有

直接或间接抑制镉进入植物体内的作用。产生这

种作用的原因可能是 LPY6 降低了土壤中可利用

的镉含量或降低了植物吸收镉的能力。为此笔者

分析了 LPY6 是否对其生存环境中自由镉（可利用

镉）的含量有影响。在液体培养基中，LPY6 能够

显著降低游离镉的浓度，表明其可能具有高效的

镉吸附、沉淀或吸收转运能力。在土壤中，

LPY6 同样可以显著减少有效镉的含量。这可能

是 LPY6 缓解镉毒害作用的原因。但 LPY6 是通

过吸附、沉淀还是吸收作用来降低环境中有效镉

的浓度还不清楚。在实验过程中，没有发现

LPY6 有促进明显可见的沉淀形成的能力，通过沉

淀作用来降低环境有效镉浓度的可能性不大。在

环境中溶液只有水时，菌株 LPY6 也能缓解镉对小

麦种子萌发的抑制作用。因此，LPY6 也可能通过

改变根际环境来降低植物吸收镉的能力[17]。

综上所述，菌株 LPY6 很有可能通过吸附或内

吸作用降低环境中可利用镉的含量来缓解镉对植

物生长的毒害作用，也可能通过改变植物根际环

境来降低其镉吸收能力，保护植物在高镉环境中

的生长，但具体机制还需要进一步研究。虽然

LPY6 离应用还有很多问题要解决，但是本研究发

现其具有在土壤中缓解镉对植物的毒害作用，表

明其可能具有镉污染修复的潜力，为进一步开发

高效的修复工程菌奠定了基础。
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Effect of Enterobacter Cloacae LPY6 on alleviation of
the toxicity of cadmium to wheat growth

XIA Yingying,   YU Yanyan,   TAO Jun
（Hainan Key Laboratory for Sustainable Utilization of Tropical Bioresources/College of

Tropical Crops, Hainan University, Haikou, Hainan 570228, China）

Abstract： Soil  cadmium  pollution  has  attracted  more  attention  in  China,  and  calls  for  safe  and  effective
remediation.  Previously,  we  obtained  a  high  cadmium-resistant  strain Enterobacter  cloacae LPY6  by
domesticating E. cloacae Cu6. The strain LPY6 was used to treat seeds and plants of wheat (Triticum aestivum
L.) in seed germination and pot experiments to analyze its potential and mechanism in alleviating the toxicity of
cadmium to wheat growth. The seed germination and pot experiments found that LPY6 could reduce the toxic
effects of cadmium on wheat seed germination and seedling growth, and decrease the cadmium levels in plants.
In addition, LPY6 can also reduce the free cadmium contents in liquid media and in soils, suggesting LPY6 can
adsorb  or  uptake  cadmium  from  the  soils  and  reduce  the  adsorption  of  available  cadmium  by  plants.  This
indicates that LPY6 may be a potential strain for bioremediation of cadmium pollution.
Keywords：Enterobacter cloacae；LPY6；soil cadmium pollution；wheat；remediation potential
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