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摘要：为探讨豆科植物－根瘤菌共生体系对多氯联苯（ＰＣＢｓ）污染土壤的生物修复机制，以紫花苜蓿
作为供试植物，研究了ＰＣＢ２８（２，４，４′－三氯联苯）胁迫下接种根瘤菌（野生型、突变株）对紫花苜蓿
吸收转运ＰＣＢ２８及抗ＰＣＢ２８污染能力的影响。结果表明，ＰＣＢ２８胁迫下，接种根瘤菌可提高紫花
苜蓿各部位对ＰＣＢ２８的吸收富集能力，其中４ｍｇ／Ｌ　ＰＣＢ２８处理条件下，与不接种根瘤菌处理（Ｐ）

相比，接种野生型根瘤菌处理（Ｐ＋Ｒ）和接种根瘤菌突变株处理（Ｐ＋ＳＭＹ）紫花苜蓿各部位ＰＣＢ２８
含量显著增加，其中茎叶ＰＣＢ２８含量分别增加１４０．９％和９１．６％；根ＰＣＢ２８含量分别增加６４．０％
和４４．４％；根瘤对ＰＣＢ２８富集能力最高，分别达１　３６２．１０μｇ／ｋｇ和１　１１１．３４μｇ／ｋｇ。ＰＣＢ２８胁迫
下，接种根瘤菌可增强紫花苜蓿的固氮能力，促进其生长，提高其各部位生物量，不同处理条件下紫
花苜蓿根、茎叶全氮含量均表现为Ｐ＋Ｒ＞Ｐ＋ＳＭＹ＞Ｐ，生物量表现出相同的变化趋势。在

ＰＣＢ２８胁迫下接种根瘤菌尤其是野生型根瘤菌，可显著增加紫花苜蓿体内过氧化物酶（ＰＯＤ）、超
氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性，从而提高紫花苜蓿对ＰＣＢｓ的抗逆性，促进ＰＣＢｓ在紫花苜蓿体内的代
谢转化。
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　　多氯联苯（ＰＣＢｓ）是环境中存在的一类持久性

有机污染物，是各国优先控制的１２种持久性有机污

染物之一，具有难降解性和致畸、致癌、致突变的“三

致”效应。豆科植物接种根瘤菌对有机污染土壤具

有良好的修复作用［１］，其中接种根瘤菌可明显促进

紫花苜蓿的生长及其对ＰＣＢｓ的吸收和转运，提高

紫花苜蓿对ＰＣＢｓ污染土壤的修复效率［２］。然而，

目前有关豆科植物－根瘤菌共生体系对有机污染物

的吸收代谢机制仍不十分清楚。为此，本研究以

２，４，４′－三氯联苯（ＰＣＢ２８）作为疏水性有机污染物

ＰＣＢｓ的代表，研究了ＰＣＢ２８胁迫下接种不同根瘤

菌对紫花苜蓿吸收转运ＰＣＢ２８及抗ＰＣＢ２８污染的

影响，旨在探讨紫花苜蓿－根瘤菌共生体系对ＰＣＢｓ
污染土壤的生物修复机制，为发展ＰＣＢｓ污染土壤

的生物修复技术体系提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　试验材料

紫花苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏ　ｓａｔｉｖａ　Ｌ．）种子购于江苏
省农业科学院。

ＰＣＢ２８购自百灵威公司，用丙酮作助溶剂（控

制丙酮浓度＜１‰）溶解ＰＣＢ２８，配置一定浓度的储

备液。正己烷为色谱纯；丙酮为分析纯，重蒸后使

用；其他试剂均为分析纯。

供试菌种：野生型根瘤菌（Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ　ｍｅ－
ｌｉｌｏｔｉ　１０２１）和根瘤菌突变株（Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ　ｍｅ－
ｌｉｌｏｔｉ　ＳｍＹ）。先将菌种接种于 ＹＭＡ 固体平板上

２８℃活化，然后接入ＹＭＡ液体培养基，在２５℃条

件下以２００ｒ／ｍｉｎ黑暗培养２ｄ。

１．２　试验方法

试验于人工气候室（白天温度２８℃，光照１６ｈ；

晚上温度２５℃，黑暗８ｈ）中采用双层玻璃瓶法进

行，双层玻璃瓶如图１所示。紫花苜蓿的种植设３
个处理，分别为：不接种根瘤菌（Ｐ）、接种野生型根

瘤菌（Ｐ＋Ｒ）、接种根瘤菌突变株（Ｐ＋ＳＭＹ）；每个

处理设０、４ｍｇ／Ｌ　２个ＰＣＢ２８污染水平，共计６个

处理，每个处理３个重复。

选取优良的紫花苜蓿种子，对种子进行表面杀

菌，浸种，催芽。待种子发芽后，选取生长一致的发

芽种子，用根瘤菌液或无菌水浸泡３０ｍｉｎ，把浸泡

过的发芽种子均匀播种于装有无菌蛭石的玻璃瓶

内，待２叶时定苗，每瓶８株。向每瓶中加入５０ｍＬ
无氮营养液，作刻度标记，以后每天浇适量的无氮营

养液至标记刻度。植物生长４５ｄ，待其具有成熟根系

和根瘤，将外层瓶中营养液更换为含ＰＣＢ２８的５０ｍＬ
无氮营养液，之后恢复正常管理，于处理后１５ｄ收

获，备测。

ａ．装有灭菌蛭石的玻璃瓶；ｂ．无氮营养液；ｃ．纱布条

图１　双层玻璃瓶栽培紫花苜蓿

１．３　测定项目与方法

１．３．１　ＰＣＢ２８的提取及含量　称取植物样品（根、
茎叶、根瘤）２．０ｇ放入玻璃离心管中，用３０ｍＬ正
己烷－丙酮提取液（体积比为１∶１）浸提过夜，２５℃
超声提取１５ｍｉｎ，１　５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集提取
液。分别用２０ｍＬ同样的提取液超声提取２次，每
次１５ｍｉｎ，合并３次提取液，旋转蒸发至近干，加入

５ｍＬ正己烷进行溶液替换，浓缩至２ｍＬ后转入复
合硅胶柱中，用２５ｍＬ正己烷洗脱，洗脱液旋转蒸
发浓缩，用正己烷定容至５ｍＬ备测。

ＰＣＢ２８含量测定采用带有电子俘获检测器和
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自动进样器的Ｖａｒｉａｎ　３８００型气相色谱仪进行。色
谱柱：ＣＰ－Ｓｉｌ　２４ＣＢ（３０ｍ×０．２５ｍｍ×０．２５ｍｍ），
进样温度为２６０℃，检测器温度为３００℃。程序升
温：初始温度为１２０℃，０．５ｍｉｎ；１０℃／ｍｉｎ梯度升
温至１８０℃，持续１ｍｉｎ；然后１５℃／ｍｉｎ梯度升温
至２５０℃，持续２５ｍｉｎ。无分流进样１μＬ，载气为
高纯氮气，流速为 １．０ ｍＬ／ｍｉｎ，用外标法进行
测定。

１．３．２　生物量　收获植物样品，按根、茎叶、根瘤分
离，用去离子水冲洗干净，吸水纸浸干植物表面水
分。称取植物根、茎叶、根瘤鲜质量，然后冷冻干燥，
称取干质量。

１．３．３　全氮含量　根、茎叶全氮含量测定采用半微
量凯氏定氮法，具体方法参见文献［３］。

１．３．４　酶活性　ＳＯＤ活性的测定采用ＳＯＤ试剂
盒（购自南京建成生物工程研究所），步骤严格按说
明书进行。ＰＯＤ活性测定：１００μＬ酶液加入２．９ｍＬ
反应混合液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ｐＨ 值７．０的 ＰＢＳ、０．１
ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ、１０ｍｍｏｌ／Ｌ愈创木酚、１０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｈ２Ｏ２）中，在分光光度计上测４７０ｎｍ处吸光度，每

１０ｓ记录１次，连续记录６次。以每分钟ＯＤ４７０增加

１为１个酶活单位（Ｕ）。

１．４　数据分析
所有试验数据用Ｅｘｃｅｌ　２００３和ＳＰＳＳ　１４．０进

行统计分析。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＢ２８胁迫下不同处理紫花苜蓿各部位对

ＰＣＢ２８的吸收与转运
由表１可以看出，不同处理间紫花苜蓿各部位

ＰＣＢ２８含量有显著差异，表现为：Ｐ＋Ｒ＞Ｐ＋ＳＭＹ＞Ｐ，
说明接种根瘤菌有利于紫花苜蓿对ＰＣＢ２８的吸收
和转运，其中接种野生型根瘤菌的促进作用明显高
于接种失去固氮活性的根瘤菌突变株。
对于同一处理条件下，紫花苜蓿各部位ＰＣＢ２８

含量有极显著差异（Ｐ＜０．０１），紫花苜蓿根瘤、根对
溶液中ＰＣＢ２８的吸收富集能力显著高于茎叶（Ｐ＜
０．０５）。同时不添加ＰＣＢ２８处理的植株，其茎叶中
有少量ＰＣＢ２８积累，但根和根瘤中则均未检测出

ＰＣＢ２８积累，说明根系吸收富集的ＰＣＢ２８可向地上
部茎叶转运，并可能通过植物挥发作用进入大气，被
植物地上部位吸收。

表１　不同处理紫花苜蓿各部位的ＰＣＢ２８含量 μｇ／ｋｇ　

处理
根瘤

０ｍｇ／Ｌ　 ４ｍｇ／Ｌ

根

０ｍｇ／Ｌ　 ４ｍｇ／Ｌ

茎叶

０ｍｇ／Ｌ　 ４ｍｇ／Ｌ

Ｐ － － － ４２７．５７ｃ １５．２９ｃ １２６．９１ｃ

Ｐ＋ＳＭＹ － １　１１１．３４ｂ － ６１７．４１ｂ ３４．１１ｂ ２４３．２４ｂ

Ｐ＋Ｒ － １　３６２．１０ａ － ７０１．１８ａ ５１．９５ａ ３０５．７５ａ

　 注：同列数据后不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），下同。

２．２　ＰＣＢ２８胁迫下不同处理紫花苜蓿各部位生物
量和全氮含量变化

由表２可知，无论是否添加ＰＣＢ２８，接种根瘤
菌总体上均可以显著提高紫花苜蓿各部位生物量，
且接种野生型根瘤菌对植物生物量的促进作用显著

高于突变株，即Ｐ＋Ｒ＞Ｐ＋ＳＭＹ＞Ｐ。ＰＣＢ２８胁迫

可抑制紫花苜蓿生长，降低其各部位生物量，其中

Ｐ＋ＳＭＹ处理其根和茎叶生物量分别较不添加

ＰＣＢ２８处理降低４２．９％和４２．０％，而Ｐ＋Ｒ处理则
分别降低２５．５％和３９．７％。可见，接种野生型根瘤
菌有利于降低 ＰＣＢ２８对植物的毒害作用，缓解

ＰＣＢ２８对植物生长的抑制。

表２　不同处理紫花苜蓿各部位生物量 ｇ　

处理
根瘤

０ｍｇ／Ｌ　 ４ｍｇ／Ｌ

根

０ｍｇ／Ｌ　 ４ｍｇ／Ｌ

茎叶

０ｍｇ／Ｌ　 ４ｍｇ／Ｌ

Ｐ － － ０．３６ｂ ０．１１ｃ ０．４２ｃ ０．２２ｃ

Ｐ＋ＳＭＹ　 ０．０６ａ ０．０５ａ ０．３５ｂ ０．２０ｂ ０．５０ｂ ０．２９ｂ

Ｐ＋Ｒ　 ０．１１ａ ０．０７ａ ０．４７ａ ０．３５ａ ０．６３ａ ０．３８ａ

　注：根、茎叶生物量为干质量，根瘤生物量为鲜质量。

　　由表３可知，不论添加ＰＣＢ２８与否，不同处理
条件下紫花苜蓿根、茎叶全氮含量总体上表现为：

Ｐ＋Ｒ＞Ｐ＋ＳＭＹ＞Ｐ，其中Ｐ＋Ｒ和Ｐ＋ＳＭＹ处理
地上部全氮含量显著高于Ｐ处理，与生物量表现

出相同的变化趋势。可见，接种根瘤菌使紫花苜
蓿具有很强的固氮能力，可有效提高紫花苜蓿对
环境中氮素营养的吸收与利用，从而促进植物
生长。
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表３　不同处理紫花苜蓿根、茎叶全氮含量 ｇ／ｋｇ　

处理
根

０ｍｇ／Ｌ　 ４ｍｇ／Ｌ

茎叶

０ｍｇ／Ｌ　 ４ｍｇ／Ｌ

Ｐ　 １６．２１ａ １７．７２ａ １４．５１ｂ １６．６９ｂ

Ｐ＋ＳＭＹ　 １６．３２ａ １５．７２ａ １９．００ａ ２０．８２ａ

Ｐ＋Ｒ　 １７．７０ａ １８．８８ａ ２１．５１ａ ２１．８５ａ

２．３　ＰＣＢ２８胁迫下不同处理紫花苜蓿体内保护酶
活性的变化

从图２可以看出，添加 ＰＣＢ２８后，Ｐ＋Ｒ和

Ｐ＋ＳＭＹ处理紫花苜蓿根、叶片内ＳＯＤ活性均显
著提高（Ｐ＜０．０５），而 Ｐ处理则明显下降。在

ＰＣＢ２８胁迫下，紫花苜蓿叶片中ＳＯＤ活性表现
为：Ｐ＋Ｒ＞Ｐ＋ＳＭＹ＞Ｐ，与Ｐ处理相比，Ｐ＋Ｒ和

Ｐ＋ＳＭＹ 处理 ＳＯＤ 活性分别提高 １２．３９％和

１１．０６％，且达到显著水平（Ｐ＜０．０５）。紫花苜
蓿根中ＳＯＤ活性表现为Ｐ＋ＳＭＹ处理显著高于

Ｐ＋Ｒ和Ｐ处理（Ｐ＜０．０５），但Ｐ＋Ｒ和Ｐ处理之
间无显著差异（Ｐ＞０．０５）。

图２　不同处理紫花苜蓿根和叶片中ＳＯＤ活性

　　从图３可以看出，添加 ＰＣＢ２８后，Ｐ＋Ｒ和

Ｐ＋ＳＭＹ处理紫花苜蓿叶片、根中 ＰＯＤ活性增
强，而Ｐ处理则有所下降，与 ＳＯＤ活性呈现相
同的变化趋势。在ＰＣＢ２８胁迫下，Ｐ＋Ｒ和Ｐ＋

ＳＭＹ处理紫花苜蓿根、叶片中ＰＯＤ活性均高于

Ｐ处理，其中Ｐ＋Ｒ处理根、叶片中ＰＯＤ活性分
别增 加 ３４．４０％ 和 ５１．４０％，且 达 显 著 水 平
（Ｐ＜０．０５）。

图３　不同处理紫花苜蓿根和叶片中ＰＯＤ活性

３　结论与讨论

植物对有机污染物的直接吸收作用以及植物分

泌酶类的生物降解作用是植物修复有机污染的２个

重要机制［４－５］。

Ａｋｅｎ等［６］认为，植物能够吸收或吸附环境中的

有机污染物，植物吸收的化合物可以被植物体内的

酶进一步代谢转化或者通过植物表面挥发进入大

气。而植物叶片角质层中脂肪含量非常高，是脂溶

性化合物进入植物的一个主要通道［７］。本研究发

现，植物地下部根和根瘤可以大量吸收富集溶液中

的ＰＣＢ２８，并将其吸收的一部分转移、积累到地上

８６ 河南农业科学 第４３卷　



部分茎叶中，这与 Ａｓａｉ等［８］的研究结果基本一致。

而不添加ＰＣＢ２８处理紫花苜蓿茎叶中的ＰＣＢ２８积
累，一方面可能来源于其对ＰＣＢ２８胁迫处理植物经
挥发作用进入大气中ＰＣＢ２８的吸收，另一方面可能
来源于其对经由试验装置本身挥发进入大气中

ＰＣＢ２８的吸收。Ｓｕｏｍｉｎｅｎ等［１］认为，由于根瘤菌本
身的降解作用以及根瘤菌固氮对植物生长的促进作

用，山羊豆接种根瘤菌后可以提高其对石油污染土
壤的修复效应。本研究选用野生型根瘤菌和可诱导
植物结瘤但无固氮活性的根瘤菌突变株为试验材

料，研究发现，接种根瘤菌有助于缓解ＰＣＢ２８对植
物生长的抑制作用，促进植物对ＰＣＢ２８的吸收转
运，同时，接种野生型根瘤菌可有效增强紫花苜蓿的
固氮能力，提高其对环境中氮素营养的吸收与利用，

促进其生长，提高其各部位生物量和对ＰＣＢ２８的吸
收富集量。

抗逆生理学研究发现，植物在受到有机物污染、营
养元素缺乏等各种逆境胁迫时会产生相应的生理响应

机制，引起一系列保护酶类如ＳＯＤ、ＰＯＤ等活性的变
化［９－１７］，而且植物ＰＯＤ还参与植物对ＰＣＢｓ的生物代谢
作用［１８－２０］。一般认为，植物在遭受逆境胁迫时体内氧
自由基增多，为了抵抗逆境对植物造成的伤害，植物体
内保护酶活性会增加，以便清除氧自由基，减少膜脂过
氧化［２１］。本研究发现，紫花苜蓿受到ＰＣＢ２８胁迫后，

体内ＳＯＤ、ＰＯＤ活性有所降低，研究结果与 Ｍａｃｋｏｖａ
等［２２］和刘亚云等［２３］基本一致，这可能与试验过程中采
用无氮营养液培养，紫花苜蓿同时遭受氮营养元素缺
乏，从而超出紫花苜蓿本身调节范围有关。但接种根
瘤菌尤其是野生型根瘤菌，则可以有效诱导紫花苜蓿
体内ＳＯＤ、ＰＯＤ活性的提高，从而增加其对ＰＣＢｓ的抗
性，促进其对ＰＣＢｓ的吸收代谢能力。
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