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龙葵对镉污染土壤的响应及其修复效应研究
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　　摘要：以矿区不同范围内（对照组、市内、矿区周边农田、矿区边缘、矿区和尾矿）土壤为培养基质盆栽重金属超富
集植物龙葵（Ｓｏｌａｎｕｍｎｉｇｒｕｍ），研究其对镉污染土壤修复效应。结果发现：不同样地土壤含镉量不同，土壤中镉含量
（Ｃｄ＞２０ｍｇ／ｋｇ）递增对龙葵生长和光合作用产生明显负面影响，如生物量递减、光合效率降低。其次，龙葵在镉污染
土壤的胁迫下，超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）含量增加。此外，土壤中镉含量的增加龙
葵中与镉转运有关的基因表达水平也显著增加。以上结果表明，过量的镉对龙葵的生长发育有负面影响，促进植物体

有害物质（过氧化物和ＭＤＡ）的积累，同时龙葵自身也通过合成相关的酶清除体内有害物质，减轻损害，如通过快速合
成相关镉转运蛋白，增强龙葵对土壤中镉的吸收和积累，从而减少土壤中镉的含量。
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　　近十几年来，我国金属矿山开采高速发展，矿山周边土壤
受到重金属污染日益严重［１－２］。造成土壤污染的重金属主要

包括Ａｓ、Ｃｄ、Ｈｇ、Ｐｂ、Ｃｕ、Ｚｎ、Ｃｏ、Ｍｎ、Ｎｉ、Ｃｒ等，其中镉污染是
最常见的重金属污染之一，在土壤中具有较强的化学活性，与

其他重金属相比，更易被植物吸收，具有很强的从土壤向植物

迁移的能力［３－６］。土壤中镉含量过多将会使植物受到严重毒

害，植物表现为生长缓慢、植株矮小、褪绿等中毒症状，其细胞

的膜透性、光合代谢、呼吸代谢、酶代谢、遗传效应等也发生改

变，生物量下降［７－９］。如何消除土壤环境中的重金属污染物

已经成为国际性难题。因此，２０世纪８０年代初期发展起来
的利用植物修复（ｐｈｙｔｏｒｅｍｅｄｉａｔｉｏｎ）技术修复镉污染土壤的研
究逐渐成为研究热门，相对于传统的重金属污染土壤治理方

法，如换土法、淋洗法、化学氧化法等，植物修复技术具有经

济、环保绿色的优势，因而具有极大的潜力［１０－１２］。重金属污

染土壤的植物修复主要是指利用超富集植物（ｈｙｐｅｒａｃｃｕ－
ｍｕｌａｔｏｒ）的提取作用将土壤中超量的重金属去除，从而达到
清洁污染土壤的目的［１３］。目前，香根草、续断菊、蜈蚣草、鳞

苔草、印度芥菜、龙葵等都是重金属超富集型植物。龙葵作为

新型重金属超富集植物对镉具有较强的耐受性，主要通过螯

合作用，限制镉的吸收和在植物体内的运输，区域化以及相应

酶的解毒作用，也通过形成对镉高度亲和的高分子量络合物

或是调节相关重金属转运蛋白来实现对镉的聚集和解毒。本

试验以新型镉超富集植物龙葵为材料，研究了不同浓度镉污

染土壤对龙葵植株生理生长、抗氧化系统、光合作用等生理特

性和镉吸收积累特性的影响，探讨了镉胁迫下超富集植物龙

葵的生理响应机制以及龙葵对镉污染土壤的修复基质。

１　材料与方法

１．１　样地概况
铜山口矿区地处长江中下游铜铁成矿带西端，位于湖北

省大冶市境内，属于我国典型的露天开采的中型铜矿，该矿床

为矽卡岩斑岩复合型矿床。矿区坐标是 １４１°５０′２１７″Ｅ、
３０°０′３５″Ｎ。该矿床主要出产有色金属矿 Ｃｕ，经调查发现夹
含少量各类重金属，如Ａｓ、Ｃｄ、Ｈｇ、Ｐｂ、Ｚｎ、Ｃｏ、Ｍｎ、Ｎｉ、Ｃｒ等。
１．２　试验设计与方法
１．２．１　采集样地及样品理化性质测定　２０１３年６月分别采
集尾矿、矿区、矿区边缘、矿区周边农田、大冶市内以及对照土

壤，样品袋保存，于实验室分拣粗砂、枯枝烂叶等杂质，自然风

干。ｐＨ值采用电极电位法测定（１∶２．５土水比）；土壤全氮
（ｇ／ｋｇ）用凯氏定氮法测定；土壤全磷（ｇ／ｋｇ）用 ＮａＯＨ熔融－
钼锑抗比色法测定；根茎叶果实中镉含量用 ＨＮＯ３－Ｈ２Ｏ２微
波消解（ＣＥＭＭＡＲＳ－５）－原子吸收法（ＴＡＳ－９９０普析通用
原子吸收分光光度计）测定，用植物样本（ＧＢＷ０８５１０）进行质
量分析；土壤中镉含量用盐酸 －硝酸 －氢氟酸 －高氯酸消
解－原子吸收法测定，用土壤标样（ＧＢＷ０８３０３）进行质量
分析［１４－１６］。

１．２．２　龙葵光合及生理生长指标测定　２０１３年８月，用直
尺测量并记录龙葵株高；分别收获龙葵根、茎、叶和果实，测量

鲜质量，并于１２０℃烘箱杀青２ｈ，再调至８０℃烘烤４８ｈ，分
别称量干质量。在龙葵培养期间，每隔１个月，用便携式调制
叶绿素荧光仪ＰＡＭ－２５００（Ｗａｌｚ，德国）进行叶绿素荧光参
数的测定。每个处理重复选取至少３张活体全叶叶片进行暗
适应３０ｍｉｎ，检测时先用测量光（０．５μｍｏｌ／ｍ２·ｓ）测定初始
荧光Ｆｏ，饱和光脉冲２７００μｍｏｌ／（ｍ

２·ｓ）（脉冲时间０．８ｓ）
诱导Ｆｍ，光化光强度为１８６μｍｏｌ／（ｍ

２·ｓ），主要测量能够反
映光合系统Ⅱ（ＰＳⅡ）活性的初始荧光强度（Ｆｏ）、最大原初始
光能转换效率（Ｆｖ／Ｆｍ）、最大电子传递速率（ＥＴＲ），以及反映
植物热耗散能力的ＰＳⅡ非光化学淬灭系数（ｑＮ）。
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１．２．３　龙葵抗氧化系统酶活测定　参照李合生的方法［１７］测

定丙二醛（ＭＤＡ）含量。超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性的测定
采用ＮＢＴ光还原法，利用 ＳＯＤ对氮蓝四唑（ＮＢＴ）的光抑制
作用，在５６０ｎｍ处测定吸光度［１８］。计算公式如下：

ＳＯＤ活性（Ｕ／ｇ）＝样品液体积×（对照管Ｄ－样品管Ｄ）／对照管Ｄ
加入酶液的量×５０％样品鲜质量 。

１．２．４　镉转运相关基因的表达变化　ＲＮＡ提取：分别剪取

新鲜的龙葵叶片，参考 Ｑ－Ｂｉｏｇｅｎｅ公司的 ＲＮＡ提取试剂盒
（ＦａｓｔＲＮＡＰｒｏＧｒｅｅｎＫｉｔ）提取ＲＮＡ。

ｃＤＮＡ合成：参考 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司反转录试剂盒（Ｓｕｐｅｒ
ｓｃｒｉｐｔⅡ）合成ｃＤＮＡ。

ＲｅａｌＴｉｍｅ－ＰＣＲ：参考 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司的 Ｐｏｗｅｒ
Ｓｙｂｒ ＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（１０μＬ）说明，构建反应体系。
ＰＣＲ引物如表１。

表１　目的基因的ＰＣＲ引物

目的基因 上游引物（５′→３′）　　 下游引物（５′→３′）　　
Ｐ－ｔｙｐｅ－ＡＴＰａｓｅ ＣＡＧＧＣＧＧＴＴＧＣＧＴＧＧＡＴＴＣ ＧＧＴＴＧＣＴＣＧＧＣＴＣＴＴＴＧＴＧＧ

ＨｖＭＴ１ ＴＧＴＧＴＡＴＧＴＡＴＧＴＧＣＴＴＧＴＧＴＣＴＣＧ ＣＧＴＡＧＴＧＧＡＧＡＣＡＡＴＧＧＡＧＣＡＡＴ
ＨｖＭＴ３ ＴＧＣＧＡＡＡＡＣＣＴＧＡＡＧＧＡＴＡＧＣ ＧＣＣＧＡＴＣＣＧＡＴＡＴＣＣＴＡＴＧＣ
ＨｖＭＴ４ ＧＣＧＴＧＴＧＴＧＧＡＡＡＧＴＧＴＴＧＴＧＴＡＴＡ ＣＡＣＴＧＡＴＧＣＧＡＧＴＡＧＧＴＧＧＴＡＧＧ

　　通过 Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ试验，得出所有基因的 ＣＴ值。以
ＧＡＰＤＨ和 ＴＵＢＵＬＩＮ基因为内参基因，计算出ΔＣＴ。在市内、
矿区周边农田、矿区边缘、矿区及尾矿龙葵基因表达的分析

中，以 ＭＴ２Ａ基因的表达为定标。在对照组龙葵基因表达的
分析中，以ＰＣＳ基因为定标。计算出ΔΔＣＴ并作记录，通过下
列公式计算ＲＱ：

ＲＱ＝２－ΔΔＣＴ。
１．３　数据分析

采用ＳＰＳＳ１６．０数据分析软件进行数据处理，运用最小
显著差数法（ＬＳＤ）进行显著性分析。用 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ７．５软件
作图。

２　结果与分析

２．１　样地土壤理化性质
矿区不同区域内土壤ｐＨ值差异显著，总体上呈现越靠近

矿区土壤ｐＨ值越小，酸度越大的趋势（表２）。农田中因农作
物生长需要，认为施肥较多，土壤中氮磷含量较其他地区差异

显著，对照组和市内土壤之间，矿区外缘、矿区以及尾矿土壤之

间氮磷含量差异都不显著。不同区域土壤中重金属镉含量差

异极显著，其中矿区周边农田、矿区外缘、矿区及尾矿显著超出

国家土壤镉含量最低三级标准（≤１．０ｍｇ／ｋｇ）标准值，尾矿中
的矿物经处理后的残渣中镉含量更是高于标准值２００倍，其
矿区周边的农田土壤中镉含量也超标，受到污染。

２．２　龙葵生理生长及光合特性
随着供试土壤中镉含量的增加，龙葵受到胁迫程度也在

增加，主要表现为生长缓慢、高度变低、各部分生物量减小，尤

其是矿区和尾矿土壤所栽培的龙葵株高及生物量较其他区域

土壤栽培龙葵差异明显 （表３）。同时，镉含量的增加引起ＰＳ
Ⅱ反应系统中初始荧光水平（Ｆｏ）的增加，而最大原初光能转
化效率（Ｆｖ／Ｆｍ）、最大电子传递速率（ＥＴＲ）明显降低（图１），
说明ＰＳⅡ反应系统遭受破坏或可逆失活。此外，植物捕光色
素吸收光能后以热的形式耗散过剩激发能的能力（ｑＮ）也明
显上升，说明它们启动热耗散来消耗过量的激发能，以减轻重

金属镉胁迫对其光合系统的损伤。

表２　样地土壤理化性质

采样地 ｐＨ值 总氮（ｇ／ｋｇ） 总磷（ｇ／ｋｇ） 镉含量（ｍｇ／ｋｇ）
对照组 ７．４２±０．１２ａ １．５３±０．０９ｃ ０．７３±０．０２ｃ ０．６２±０．０３ｆ
市内 ７．０１±０．２３ａ １．６２±０．１１ｃ ０．８２±０．０７ｃ １．２１±０．０５ｅ
矿区周边农田 ６．５２±０．１７ｂ ３．２２±０．１３ａ ２．７４±０．１２ａ ８．８６±０．０７ｄ
矿区外缘 ６．０１±０．１３ｂ ２．１４±０．１５ｂ １．２３±０．０３ｂ ２５．３４±０．１２ｃ
矿区正中 ５．２１±０．１１ｃ ２．３３±０．２１ｂ １．３７±０．０７ｂ ８９．１３±１．２３ｂ
尾矿 ４．２５±０．２４ｄ ２．１７±０．１９ｂ １．２７±０．１１ｂ ２００．１３±２．０１ａ

　　注：同列不同字母表示在０．０５水平上差异显著。

表３　龙葵生长指标

采样地 株高（ｃｍ） 根干质量（ｇ） 茎干质量（ｇ） 叶干质量（ｇ） 果干质量（ｇ）
对照组 ５３．１±１．２１３ ７．１１±０．８３２ １４．５２±１．２１３ ９．０１±０．９７１ １７．３２±０．３３２
市内 ５２．６±１．５２２ ６．７２±０．７７４ １３．８１±１．３２７ ８．３４±０．５６５ １６．２９±０．７６１
矿区周边农田 ４９．３±１．４４３ ７．０３±０．９２６ １３．４９±１．０２９ ７．７２±０．７０２ １６．０３±１．０３
矿区外缘 ４５．７±０．９７１ ６．３７±０．８８２ １２．４３±１．１７３ ７．３４±０．３３９ １５．５３±０．９９２
矿区正中 ４１．２±１．３２５ ６．０２±０．４７１ １１．３２±１．０１５ ６．８３±０．４２７ １４．３２±０．４４２
尾矿 ３４．９±１．２３６ ５．７１±０．７６５ ９．２３±１．２３７ ６．０３±０．４８１ １３．１２±０．３７５

２．３　龙葵对镉的富集特性
经过８个月的生长，测定培养基质土壤理化性质，各区域

土壤较采样前土壤ｐＨ值，总氮磷含量变化不明显，生长过程

中喷施霍格兰式营养液，氮磷含量略有变化，而各区域土壤中

镉含量有明显减少，说明这段时间内土壤中镉有转移（表４）。
再对龙葵各部分镉含量进行测定，龙葵中镉含量明显增加，说
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表４　培养基质土壤理化性质

采样地 ｐＨ值 总氮含量

（ｇ／ｋｇ）
总磷含量

（ｇ／ｋｇ）
镉含量

（ｍｇ／ｋｇ）

对照组 ７．１２±０．２３２．２３±０．１９ １．４３±０．１２ ０．２２±０．１３
市内 ６．８２±０．１４１．８７±０．１３ １．５２±０．１２ ０．７３±０．１５
矿区周边农田６．７２±０．１２３．８１±０．１４ ２．９８±０．０３ ４．２３±０．０３
矿区外缘 ６．１２±０．１４２．３４±０．２５ １．４５±０．１３ １６．１２±０．０８
矿区正中 ５．１２±０．１７２．４５±０．１７ １．６２±０．１３ ７５．６３±１．０３
尾矿 ４．３７±０．１４２．２３±０．１３ １．５６±０．１３１７２．４３±２．２４

明其吸收了土壤中的镉并富集在植物的不同组织，根吸收水

分和营养元素，同时也能吸附土壤当中的镉，再通过向上运输

富集在营养器官果实中，因此根和果实中富集镉最多，叶茎次

之，而且检测发现龙葵对镉的吸收多少可能和所生长土壤当

中的镉含量有显著相关，当土壤中镉含量较高时，龙葵容易吸

收富集更多的镉（图２）。

２．４　龙葵ＳＯＤ和ＭＤＡ的积累
土壤中的镉含量达到一定的浓度时会对植物生长产生影

响，诱导植物细胞产生过量的活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，
ＲＯＳ）［１９－２２］，例如超氧化物 Ｏ－２·和过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）等，同时
植物会启动自身防御，产生多种抗氧化酶（如 ＳＯＤ），清除过

氧化物［２３－２６］；还可能引起细胞过氧化反应，产生过多的

ＭＤＡ，毒害植物细胞［２７］。在不同镉含量土壤中生长的龙葵

ＭＤＡ含量不同，呈现土壤中镉含量越高，龙葵吸收镉越多，产
生的ＭＤＡ越多，对植物毒害越大（图３）。在对不同土壤中生
长龙葵细胞内ＳＯＤ活性测定发现，植物细胞中 ＳＯＤ积累与
镉含量大小有关，镉含量大，植物体内过氧化物积累增多，相

应ＳＯＤ活性增强，缓解过氧化物积累对植物细胞产生的损害
（图４）。
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２．５　与镉吸收转运有关基因的表达
Ｐ型ＡＴＰ酶（Ｐｔｙｐｅ－ＡＴＰａｓｅ）中 ＨＭＡ亚族能够转运多

种必需金属以保证植物从土壤中吸取足够的养分，然而这些

金属转运体在转运必需元素的同时，也大多可以参与镉等有

毒重金属离子吸收转运［２８－３０］；ＨＶＭＴ基因家族中 ＨＶＭＴ－１，
ＨＶＭＴ－３，ＨＶＭＴ－４等参与植物金属硫蛋白的表达，而金属

硫蛋白能与有毒重金属离子结合［３１］。Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ实时
监测龙葵中与镉吸收转运有关基因（Ｐｔｙｐｅ－ＡＴＰａｓｅ，ＨＶＭＴ－
１，ＨＶＭＴ－３，ＨＶＭＴ－４）的表达。不同镉含量土壤中龙葵的
四种镉转运基因表达具有相似性，镉含量越高、基因表达增

强，对镉的吸收也增多，尾矿＞矿区＞矿区边缘＞矿区周边农
田＞市内＞对照组（图５）。

３　讨论

过量的非必需重金属镉严重抑制植物生长，对植物产生

毒害作用［３２－３３］，通常镉会降低植物对水分胁迫的耐性，在相

对水分含量和叶片水势较高时使膨压丧失，影响植物对水分

吸收并引起根部的损伤［３４］。镉是光合作用的一种有效抑制

剂，镉进入植物体内，影响光合色素的合成，降低叶绿素含量，

影响并破坏光合系统［３５］。此外，植物吸收过量的镉会诱导植

物产生过氧化氢类物质，对植物细胞产生毒害，导致酶活性丧

失，生物膜破坏或生物氧化胁迫［３６－３７］。同样的植物也会产生

相应的缓解机制，例如产生超氧化物歧化酶等消除植物细胞

中过多的过氧化物，上调或下调相关基因表达或是合成与重

金属结合的金属硫蛋白和螯合蛋白等［３８］。

在本试验中，土壤镉含量越大，龙葵吸收的镉也增多，而

镉也会对龙葵的生理生长和光合特性产生较显著影响，随着

镉龙葵体内镉含量积累，过量的镉可能减弱细胞分裂增长从

而影响龙葵的株高、根长和生物量等生理指标。龙葵叶片收

到镉胁迫，ＰＳⅡ反应系统中初始荧光水平显著增大，最大原
初光能转化效率、最大电子传递速率显著降低，这说明 ＰＳⅡ
反应系统遭受破坏或可逆失活。同样，植物捕光色素吸收光

能后以热的形式耗散过剩激发能的能力也显著上升，它以这

种形式来缓解镉对植物体的损伤。试验中龙葵体内镉含量的

积累还导致植物细胞的氧化胁迫，使植物体内产生过多的活

性氧和 ＭＤＡ，损伤植物 ＤＮＡ、膜脂蛋白等，加速细胞衰老和

凋亡［４，３９－４０］。然而当龙葵受到镉胁迫时，立即合成各种抗氧

化酶，如ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＰＯＤ，这些酶能有效地将植物细胞内的过
氧化物还原成 Ｈ２Ｏ，缓解过氧化物过多引起的损伤。比较８
月份收获的龙葵叶片中各镉转运基因的表达水平差异，与重

金属镉转运有关的基因（Ｐｔｙｐｅ－ＡＴＰａｓｅ）及合成金属硫蛋白
有关基因（ＨＶＭＴ－１，ＨＶＭＴ－３，ＨＶＭＴ－４）都随镉的积累明
显上调，这与重金属镉的诱导有关，龙葵通过上调镉转运基因

的表达，更有效率地吸收土壤的养分及重金属离子，导致龙葵

体内镉的快速积累。另一方面，又通过上调合成金属硫蛋白

相关基因表达，快速合成金属硫蛋白螯合重金属镉离子，缓解

减弱镉对龙葵的损伤。

龙葵通过自身精细的调节，一边有效吸收富集土壤中的

镉，一边又快速合成相关蛋白消除或减弱镉对自身的伤害，虽

然植物抗镉胁迫的机理已取得了阶段性的进展［４１－４２］，但是还

有许多细节的调控不清晰，目前未发现植物体内特异转运重

金属镉的蛋白的相关报道，龙葵对镉吸收及抗逆性精细调控

信号通路也不完善，这都是未来要努力的方向。本研究针对

超富集植物龙葵在对镉污染响应及土壤的修复有良好的效

应，对植物修复土壤中有害重金属有借鉴意义。
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