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研究报告 

一株龙葵内生细菌 SDE06 去除 Cd2+的实验 
曹  喆  罗胜联*  曾光明  肖  潇  万  勇  苏  峰 

(湖南大学环境科学与工程学院  湖南 长沙  410082) 

 
 

摘  要: 植物内生菌广泛存在于各种植物中, 对宿主的生命活动产生了各种影响。本研究通过对

重金属镉(Cd)超累积植物龙葵(Solanum nigrum L.)内生菌优势种进行分离纯化, 并用含 Cd2+培养

基初步筛选, 得到 7 株有抗性的菌株, 分别命名为 SDE01-07,其中 SDE06 在 Cd2+浓度为 80 mg/L
的条件下仍能生长。经鉴定此株菌属芽孢杆菌属(Bacillus sp.)。对 SDE06 在不同条件下去除 Cd2+

的情况进行研究, 结果表明：正交实验得最佳实验条件为培养时间 36 h, pH 6.0, 温度 37°C, 初始

Cd2+浓度为 20 mg/L, 此条件下 Cd2+ 的去除率达 80.2%。 
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Removal of Cd2+ by an Endophytic Bacteria SDE06  
Obtained from Solanum Nigrum L. 

CAO Zhe  LUO Sheng-Lian*  ZENG Guang-Ming  XIAO Xiao  WAN Yong  SU Feng 
(College of Environmental Science and Engineering Hunan University, Changsha, Hunan 410082, China) 

Abstract: The endophytic microorganisms found widely in many kinds of plants mediate various effects 
to theirs hosts. In this study, seven different dominant endophytes (SDE01 to 07) isolated from a Hy-
peraccumulator-Solanum nigrum L. were resistant to Cd2+, and the strain SDE06 survived even in the 
medium containing 80 mg/L of Cd2+. Bacteria strain SDE06 was identified as Bacillus sp.. The removal 
of Cd2+ of SDE06 in different conditions were studied. Under the optimal conditions, the incubating 
time was 36 h, the solution pH 6.0, the temperature was 37°C and the Cd2+ concentration of medium 
was 20 mg/L, the highest removal rate was up to 80.2% at this condition. 

Keywords: Hyperaccumulator, Solanum nigrum L., Endophytes, Removal rate, Cd2+

重金属污染是最严重、最难治理的环境问题之

一, 其中, 镉(Cd)与铅、汞、DDT 和多氯联苯并称

为对环境污染最危险的 5种物质。含 Cd废水的处理

方法有化学沉淀法、离子交换树脂法、吸附法、电

解法和生物法等。利用微生物处理含 Cd废水具有吸

附快速、处理效率高、可以对金属进行选择性去除

和在运行过程中微生物能不断增殖等特点[1]。但是, 

能高效去除 Cd 离子的微生物在环境中种类较少 , 

同时它在种间竞争中处于劣势, 因此传统的生物处

理技术面临极大挑战[2]。如果能筛选出去除重金属

的特效菌, 并投加到传统的生物处理体系中, 则可

增强体系对重金属废水的处理能力, 改善整个体系
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的处理效果。 

龙葵(Solanum nigrum L.)为报道的重金属 Cd超
累积植物。它生长周期短, 生物量大, 具有较强的抗
逆境能力, 较强的争光、争水和争肥的能力, 营养生
长迅速、繁殖能力强以及在环境条件适宜情况下生

物量能够急剧提高等特点, 可以弥补现有修复植物
生长周期长以及生物量较小等缺点, 是较理想的植
物修复资源[3]。 

植物内生菌是指在植物体内完成其生活史的部

分或全部, 但又不引起任何病症, 并与宿主建立互
惠共生关系的一类微生物, 包括细菌和真菌等。内
生菌普遍存在于目前已研究过的各种高等植物中 , 
它们在植物体内进行生命活动时, 能产生丰富多样
的次生代谢物, 具有多种生物活性[4]。研究发现, 内
生菌能促进宿主生长, 提高宿主抗逆性, 增强宿主
竞争力[5]。内生菌作为生物防治资源、外源基因的

载体和新药的来源, 在农业、医药、卫生领域有着
巨大的应用潜力[6]。有研究表明, 对污染物有抗性的
内生菌不仅可以促进污染物在植物体内的累积而且

还可以减轻植物受污染物的胁迫[7]。 
目前国内外对植物内生菌的研究, 多集中于内

生菌的分离和纯化技术或者有特殊代谢产物的植物

内生菌, 如产能紫杉醇、抑菌活性物质的植物内生
菌等。而重金属超累积植物内生菌研究, 也多局限
于镍超累积植物内生菌的分离、鉴定和内生菌在植

物体内的分布情况, 很少探究内生菌与宿主植物富
集重金属之间的关系[8,9]。本研究对重金属镉超累积

植物龙葵内生菌的优势种进行分离, 纯化, 并筛选
出其中对重金属镉抗性最强的菌种, 初步研究其在
不同条件下对 Cd2＋去除率的变化, 为超累积植物内
生菌处理重金属污染的后续研究奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
于 2007 年 9 月在湖南农业大学采集到的龙 

葵(S. nigrum L.), 用其根、茎、叶的健康组织分离内
生菌。 

1.2  培养基 
液体、固体(平板、斜面)培养基：牛肉膏蛋白

胨培养基。  
含 Cd2+培养基：在配置各种培养基时, 加入相

应质量的 3CdSO4·8H2O固体。 

1.3  菌株的分离与纯化 
1.3.1  材料的表面消毒：采集龙葵时保留根部土壤, 
用塑料布包裹根部, 保持其鲜活状态, 对采回的材
料及时分离内生菌。取采集的龙葵根、茎、叶的健

康组织, 流水冲洗干净后用 70%的酒精浸泡(根 40 s, 
茎、叶 20 s), 再用 2.5%次氯酸钠浸泡(根 20 min, 茎、
叶 10 min), 最后用无菌水冲洗 6次, 用以去除附着
在材料表面的消毒剂[9]。无菌条件下用最后一遍冲

洗的无菌水涂布牛肉膏蛋白胨平板, 经培养后若无
微生物长出, 表明表面消毒彻底。 
1.3.2  优势种抗 Cd2+内生菌的分离与纯化：无菌条

件下分别取适量的根、茎、叶组织, 加 1 mL 0.9%的
氯化钠溶液充分研磨[9], 取 1 mL组织研磨液分别稀
释到 10−1、10−2、10−3、10−4倍接种于 150 mL 牛肉
膏蛋白胨液体培养基中, 37°C、120 r/min条件下振
荡培养 3 d, 将振荡培养后的培养液分别稀释到
10−2、10−3、10−4倍用平板涂布器涂布在含 Cd2+浓度

为 40 mg/L 的牛肉膏蛋白胨平板培养基上, 分离纯
化后, 将所得菌株接种于牛肉膏蛋白胨斜面培养基
上, 37°C恒温培养 72 h后, 置 4°C冰箱保存。 

1.4  Cd2+抗性最强菌株的筛选 
于 500 mL 的三角瓶中加入 150 mL 液体培养

基。无菌条件下用接种环挑取适量的菌种接种于三

角瓶的培养液中 ,  置于 37°C 的恒温水平摇床上 
120 r/min振荡培养 72 h。分别将振荡培养液按 10%
的接种量接种于 Cd2+浓度为 50.0 mg/L、60.0 mg/L、
70.0 mg/L、80.0 mg/L的培养液中, 振荡培养, 观察
菌株是否生长, 确定出 Cd2+抗性最强的一株进行初

步鉴定[10,11]并进行后续研究。 

1.5  菌株去除 Cd2+影响因素的研究 
无菌条件下, 用接种针环挑取适量的菌种接种

于 150 mL 的培养液中, 于 37°C 恒温水平摇床上 
120 r/min培养 72 h后, 取活化菌液进行去除实验。
初始实验条件设定为：恒温水平摇床转速为 
120 r/min, 接种量为 10%, pH 7.0, 培养温度为 37°C, 
培养液初始 Cd2+浓度为 40 mg/L, 分别进行以下的
处理, 测定生长量和去除率的变化：(1)每隔 6 h 测
定培养时间对生物量和去除率的变化; (2)分别改变
pH为 4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0或 10.0测定 36 h
后生物量和去除率的变化; (3)分别改变培养温度为
25°C、30°C、35°C、37°C或 40°C, 测定 36 h后生
物量和去除率的变化 ;  ( 4 )分别改变培养基中 
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Cd2+浓度为 20 mg/L、40 mg/L、60 mg/L、70 mg/L
或 80 mg/L, 测定 36 h后生物量和去除率的变化; (5)
根据单因素实验结果, 设置正交实验, 测定最优化
条件下菌株对 Cd2+的去除率。菌的生长量以菌悬液

OD600间接反映。 
Cd2+浓度用原子吸收分光光度法测定。将培养

液 4000 r/min离心 20 min除去菌体, 得到的上清液
用原子吸收分光光度法测定残留的 Cd2+浓度, 以未
接种的含 Cd2+培养液为参比。 

去除率% ＝[(C0−C )/C0]×100% 
其中, C0为 Cd2+初始浓度(mg/L ); C为 Cd2+残留浓度

(mg/L)。 
以上实验均做 3 个平行样, 控制实验数据标准

偏差±5%以内。 

2  结果与分析 

2.1  抗 Cd2+菌株的初筛与鉴定 
选取龙葵内生菌中的优势种进行初步筛选, 得

到能在 Cd2+浓度为 40 mg/L条件下生长的 SDE01-07,  

将 SDE01-07 分别接种到含更高浓度 Cd2+的培养基

时, 发现 SDE06在 Cd2+浓度为 80 mg/L的培养基上

仍能生长, 故确定为 Cd2+抗性最强的菌株, 进一步

对其进行研究。SDE06 在牛肉膏蛋白胨琼脂固体培

养基上的菌落特征为：菌落成淡黄色规则圆形, 边

缘整齐, 表面光滑, 直径 3 mm~5 mm。SDE06的形

态特征与生理生化特性试验结果见表 1, 初步鉴定

SDE06属于芽孢杆菌属(Bacillus)细菌。 

2.2  SDE06 去除 Cd2+影响因素的研究 
2.2.1  培养时间对生长量和去除率的影响：在恒温

水平摇床转速为 120 r/min, 接种量为 10%, pH 7.0, 

培养温度为 37°C, 培养液初始 Cd2+浓度为 40 mg/L

的条件下, SDE06 的生长量和对 Cd2+的去除率存在

明显的相关性(图 1)。培养 12 h后, 菌株的生长量迅

速增加, 对 Cd2+的去除率也迅速增加; 在 36 h 时, 

SDE06 的生长量和对 Cd2+的去除率都达到最高峰; 

36 h 后, SDE06 的生长量和去除率同时开始出现缓

慢下降。因此最佳实验时间为 36 h。 

 
表 1  菌株形态和生理生化特征 

Table 1  The morphology, physiological and biochemical characteristics of the strains 

试验项目 Test 结果 Result 试验项目 Test 结果 Result 

Shape of strain body Long shaft Width of rod 0.25 μm~0.5 μm 

Length of rod 4 μm~4.5 μm Spore + 

Gram staining + Oxidase test − 

Catalase + Indole test + 

Casein hydrolysis + Gelatin hydrolysis + 

Nitrate reduction + M. R test + 

Starch hydrolysis + Glucose utilization + 

V. P test +   

Note: +: Positive; −: Negative. 
 

 
 

图 1  培养时间对生长量和去除率的影响 
Fig. 1  Effects of incubating time on the strain growth and 
the removal rate of Cd2+ 

2.2.2  pH 对生长量和去除率的影响：在恒温水平摇

床转速为 120 r/min, 接种量为 10%, 培养温度为

37°C, 培养液初始 Cd2+浓度为 40 mg/L的条件下培

养 36 h, pH小于 6.0时, SDE06的生长量和对 Cd2+

的去除率都随 pH 的增加而缓慢增加; 当 pH 为 6.0

时 , 菌株的生长量和 Cd2+的去除率都达到最高峰 , 

此时的 pH是最适合菌株生长的; 当 pH大于 6.0时, 

菌株的生长量都开始下降, 尤其当 pH 大于 7.0 时, 

下降迅速, 生长量的下降比 Cd2+的去除率要更迅速

(图 2)。 
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图 2  pH 对生长量和去除率的影响 
Fig. 2  Effects of pH on the strain growth and the removal 
rate of Cd2+ 
 
2.2.3  温度对生长量和去除率的影响：在恒温水平

摇床转速为 120 r/min, 接种量为 10%, pH 7.0, 培养
液初始 Cd2+浓度为 40 mg/L的条件下培养 36 h, 在
25°C~37°C之间, 随着温度的升高, SDE06的生长量
和 Cd2+的去除率都有所增加; 当培养温度为 37°C时, 
菌株的生长量和 Cd2+的去除率都达到最大; 当培养温
度超过 37°C 后, 菌株的生长受到明显的抑制, Cd2+

的去除率也随之下降(图 3)。因此确定最佳实验温度
应为 37°C。 
 

 
 
图 3  温度对生长量和去除率的影响 
Fig. 3  Effects of temperature on the strain growth and the 
removal rate of Cd2+ 

 
2.2.4  Cd2+浓度对生长量和去除率的影响：在恒温

水平摇床转速为 120 r/min, 接种量为 10%, pH 7.0, 
培养温度为 37°C的条件下培养 36 h, 随着 Cd2+浓度

的增加, SDE06 的生长量和对 Cd2+的去除率都出现

下降, 表明 Cd2+对菌株的生长有抑制作用, Cd2+的浓

度越高, 抑制越明显, Cd2+的去除率越低。在 Cd2+浓

度小于 60 mg/L 时, 菌株的生长量下降缓慢, 表明
菌株对 Cd2+有一定的抗性; 当 Cd2+浓度为 60 mg/L

时, 菌株生长开始受到十分明显的抑制。综上所述, 
Cd2+浓度越低, 去除效果越好(图 4)。 
 

 
 
图 4  Cd2+浓度对生长量和去除率的影响 
Fig. 4  Effects of Cd2+

 concentration on the strain growth 
and the removal rate of Cd2+ 

 
2.2.5  最佳实验条件正交实验：根据单因素实验结

果, 确定了实验时间、pH、实验温度和 Cd2+浓度为

正交实验的影响因素 , 设定了 3 个因素水平 , 以
Cd2+去除率为指标进行考察。最优化实验条件为培

养时间 36 h, pH 6.0, 培养温度 37°C, 培养液初始
Cd2+浓度 20 mg/L(恒温水平摇床转速为 120 r/min, 
接种量为 10%), 在此条件下 SDE06 对 Cd2+ 的去除

率最高为 80.2%。 

3  讨论与结论 

龙葵是一种重金属镉超累积植物, 能在植物生
长未受明显抑制的情况下对重金属镉进行富集。本

实验通过对健康的重金属镉超累积植物龙葵的根、

茎、叶进行组织分离, 证明了在龙葵体内存在内生
菌。但本实验所使用的分离方法是很局限的, 仅以
龙葵体内各种各样内生菌的优势种为研究对象, 并
且内生菌的分离还与培养基组成、培养条件等多种

因素有关。因此, 内生菌的分离应综合考虑多种影
响因素, 建立内生菌分离的最佳技术和方法。 

用含 Cd2+40 mg/L 的培养基初步筛选得到 7 株
菌, 命名为 SDE01-07, 说明重金属镉超累积植物龙
葵的内生菌中, 某些对 Cd2+有一定抗性, 当培养基
中 Cd2+浓度达 80 mg/L时, SDE06仍能生长, 确定为
筛选出来的抗性最强的菌株, 经鉴定属芽孢杆菌属
细菌(Bacillus sp.)。改变实验条件, 菌株生长量和对
Cd2+的去除率发生变化：(1) 在培养时间对生长量和
Cd2 +去除率的影响实验中 ,  培养 12 h 后 ,  生长 
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量和去除率都迅速增加(图 1), 可能是菌株在经历了

一段时间的适应期后, 生长进入了对数期; 36 h 后

生长量和去除率都出现缓慢下降, 可能是因为菌株

的生长进入衰退期, 此时部分菌体已死亡, 因此 OD

值开始下降, 而死亡菌体吸附的 Cd2+又重新游离出

来, 从而导致 Cd2+去除率下降; (2) pH被认为是微生

物吸附重金属的重要参数 [12], 它影响微生物的生

长、金属溶液的化学性质、生物质基团的活性和金

属离子的竞争[13]。在 pH 对生长量和 Cd2+去除率的

影响实验中, pH小于 6.0时, 生长量和去除率都较低

(图 2), 这可能是因为 pH 过低时, 溶液中的 H+与金

属离子竞争菌体表面上的有限结合部位, 使菌体表

面质子化, 增加菌体表面的静电斥力, Cd2+吸附量减

少, 相应的去除率也减小; 而当 pH 大于 7.0 时, 虽

然此时 pH 条件给菌株生长量带来负面影响, 但部

分金属离子可能与溶液中的 OH-结合形成氢氧化物

沉淀[14], 因此随着 pH 的增加金属离子的去除率相

对比生长量的下降要稍缓; (3) 当微生物吸附金属

离子需要能量时,温度影响着体系对金属离子吸附, 

当微生物吸附金属离子不需要能量时, 温度对体系

吸附金属离子的影响不显著[15]。在温度对生长量和

去除率影响的实验中, SDE06 的活细胞对 Cd2+的吸

附包括主动运输过程, 需要能量, 所以温度影响活

菌对重金属的吸附过程[16], 而且活菌的代谢速度、

酶活性以及种群组成等生活状况都依赖于环境的温

度, 因此温度对 Cd2+的去除效果影响明显(图 3); (4) 

在对 Cd2+浓度对生长量和去除率影响的实验中, 当

Cd2+浓度为 60 mg/L 时, 菌株的生长并未受到明显

抑制(图 4), 表明菌株对 Cd2+有较强的抗性, 而此时

的去除率却出现了明显的降低, 可能是菌株在较高

浓度的 Cd2+作用下, 发生了将 Cd2+由体内向体外运

输的过程。此过程的机理有可能就是菌株能在高浓

度的 Cd2+条件下生长的原因。 

微生物正常生长过程中仅需微量金属离子即可

满足生长需要, 过量会产生毒害作用[17]。在龙葵体

内分离出来的优势种内生菌, 部分能在含 Cd2+的环

境中生长, 甚至有较强的抗性和去除 Cd2+的能力。

其中, 抗性最强的菌株 SDE06, 在相对适宜的生长

条件下, 对 Cd2+的去除率可达 80.2％。SDE06 对不

同浓度(20 mg/L~80 mg/L)的 Cd2+均有明显的去除效

果, 一些典型工业废水如颜料工业废水(Cd2+浓度为

40 mg/L左右)中 Cd2+浓度即在此范围[18]。综上所述, 

以上研究成果还是具有一定的实践意义：优化所有

实验条件, 再对 SDE06 进行驯化, 可应用到以下方

面：(1) 直接投入废水处理体系; (2) 基因工程技术; 

(3) 固定化微生物技术等。从重金属超累积植物中

筛选有较好去除效果的菌株, 也提供了一个各类工

程菌来源的大方向, 同样可应用到其他植物和重金

属上。本课题仍处于研究初级阶段, 还有许多问题

需要解决, 实验中产生去除效果的原理, 还不甚明

了, 有可能包括活体菌株对 Cd2+的吸附、菌体代谢

产物与重金属离子发生反应产生沉淀而去除等一系

列物理、化学变化。在本课题的后续研究中, 应解

决已存在的疑问, 并将已有成果深化发展应用到上

述多方面的研究中。 
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