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摘要 

随着工农业的发展，大量重金属污染水体产生，给环境和人体健康带来了极

大的危害。其中，水体重金属镉(Cadium，Cd)污染己成为当今世界上最严重的生

态环境问题之一。如何采用科学有效的生态修复方法，解决重金属 Cd 污染问题

也逐渐引起环境科学和生态学研究工作者的关注。植物修复技术以其安全、廉价

等众多优点已成为治理重金属污染的有效手段，而高等植物对重金属的耐性与富

集性，也成为污染生态学研究的热点。但以往研究多集中于超富集陆生植物对土

壤 Cd 的吸收、转运与解毒机制，有关 Cd 在水生植物体内存储过程的主控因子

仍不清楚。本研究采用战略性能源植物浮萍为实验材料，综合运用金属组分与形

态分析、高通量测序、基因工程等实验技术，重点研究浮萍调控重金属 Cd 超富

集的分子机制。主要得到以下研究结果： 

1. 利用高通量筛选方法获得了 Cd 富集含量近 2 835 mg/kg 的植物材料，远

高于 Cd 超富集植物的标准。在极低 Cd 浓度条件下进行验证，也发现该材料依

然具有非常高的生物富集系数，证明该材料是主动富集而非被动吸收。测定该材

料在 Cd 超富集过程中的生理指标，发现 Cd 对植物的生长有不良影响主要表现

为根系缩短。随着 Cd 随胁迫时间的增加，Cd 从根系向叶片转移，并且在细胞器

中的比例也逐渐增加。通过植物体内 Cd 形态的测定，证实植物体内 Cd 会以低

毒复合物的形式与蛋白质结合。测定该植物在 Cd 胁迫条件下抗氧化系统以及根

际微生物群落结构，初步从生理生化层面解释该材料富集 Cd 的原因。 

2. 通过对两个 Cd 富集表型上呈现极端现象的植物材料响应 Cd 胁迫的规律

研究，确定植物材料响应 Cd 胁迫的关键时间点。以此为基础进行了转录组测序，

结合基础生理生化数据，发现超富集材料的谷胱甘肽代谢途径差异表达明显，其

中 GST 基因家族作为谷胱甘肽巯基转移酶基因表达明显上调。通过数据库比对

确定该材料共有 17 条 GST 基因序列，其中 4 个 GST 基因在 Cd 胁迫后表达显著

上调。实时荧光定量 PCR 确定其中 3 个 GST 基因的表达受到 Cd 胁迫的强烈诱

导，GST 酶活力测定结果的也证实了 Cd 胁迫下 GST 基因的上调和酶活性增强。 

3. 以转录组数据为参考，设计引物成功克隆出一个 GST 基因，并构建原核

表达载体进行原核表达分析。转基因微生物在 Cd 胁迫平板上形成菌落更多，生

长得更好。并在转基因微生物体内检测到 GST 蛋白的表达，且在 Cd 胁迫下蛋白

表达量进一步提高。对 Cd 的去除率也显著高于对照菌，说明 GST 基因可能与增
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强 Cd 耐受性有关，从而提升去除率。同时，通过构建 GST-GFP 载体，瞬时转化

烟草，检测到融合蛋白主要表达于细胞质、细胞核周围。 

4. 针对 Cd 超富集植物材料，成功实现材料的组织培养，并且建立了愈伤组

遗传转化体系，GUS 染色证明转化成功。将克隆的 GST 基因构建到单子叶植物

表达载体，通过侵染愈伤组织，筛选，叶状体再生，PCR 验证等实验，确认 GST

基因成功转入了植物体内，初步发现转基因植物的生长在 Cd 胁迫条件下受到的

影响更小。 

5. 对 Cd 处理前后浮萍内生微生物群落结构进行了分析，发现 Cd 胁迫确实

影响植物内生微生物结构，并且通过相关分析得出 Cd 胁迫条件下植物的优势微

生物类群。通过微生物优化培养和富集培养，成功分离出 22 株内生微生物，并

通过生理生化指标的测定，获得了一株耐高浓度 Cd，且促进植物生长的内生菌，

为内生菌-植物联合修复环境 Cd 污染提供菌种资源 

6. 为探究 Cd 超富集植物后续资源化利用研究，测定了 Cd 胁迫后浮萍的淀

粉含量，发现淀粉作为一种储能物质，在胁迫含量明显增加。并且，通过生物质

发酵获得生物乙醇，初步证实浮萍在富集 Cd 后可作为能源原料，为基因工程改

造获得 Cd 富集能力和淀粉产量都高的修复材料提供可能。 

综上，本研究结果为深入揭示水生植物超积累 Cd 的生理生化与分子机制，

为利用浮萍进行水体重金属污染修复提供依据，对生物技术手段修复污染水体的

应用具有重要意义。 

关键词：植物修复技术；Cd 污染；GST 基因；植物内生菌；淀粉 
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ABSTRACT 

With the development of industry and agriculture, a large number of heavy metals 

have polluted water bodies, which has brought great harm to the environment and 

human health. Among them, water heavy metal Cd pollution has become one of the 

most serious ecological and environmental problems in the world. How to adopt 

scientific and effective ecological restoration methods to solve the problem of heavy 

metal Cd pollution has gradually attracted the attention of environmental science and 

ecology researchers. Phytoremediation technology has become an effective means to 

control heavy metal pollution due to its many advantages such as safety and low cost, 

and the tolerance and enrichment of higher plants to heavy metals have also become a 

hot spot in pollution ecology research. However, previous studies focused on the 

absorption, transport and detoxification mechanisms of soil Cd in hyperenriched 

terrestrial plants, and the controlling factors of Cd storage process in aquatic plants 

remained unclear. In this study, duckweed, a strategic energy plant, was used as the 

experimental material, and the molecular mechanism of duckweed regulation of heavy 

metal Cd superenrichment was studied by comprehensive application of metal 

composition and morphology analysis, high-throughput sequencing, genetic 

engineering and other experimental techniques. The main results are as follows: 

1. A plant material with a Cd enrichment content of 2 835 mg/kg, was obtained 

by high-throughput screening method, which was much higher than the standard of Cd 

hyperenrichment plants. It is also found that the material still has a very high 

bioenrichment coefficient under very low Cd concentration conditions, which proves 

that the material is actively enriched rather than passively absorbed. The physiological 

indexes of the material in the process of Cd super-enrichment were determined. It was 

found that Cd had adverse effects on plant growth, mainly manifested as shortening of 

root system. With the increase of stress time, Cd was transferred from roots to leaves, 

and the proportion of Cd in organelles also increased gradually. Through the 

determination of Cd form in plants, it was confirmed that Cd in plants binds to proteins 

in the form of low toxic complex. The antioxidant system and rhizosphere microbial 
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community structure of the plant under Cd stress were determined, and the reason of 

Cd enrichment was explained from the physiological and biochemical level. 

2. The key time points of plant materials' response to Cd stress were determined 

by studying the regularity of response to Cd stress of two plant materials with extreme 

Cd enrichment phenotypes. Then, transcriptome sequencing was conducted, and 

combined with basic physiological and biochemical data, it was found that the 

glutathione metabolic pathways of the hyperenriched materials were significantly 

differentially expressed, and the GST gene family as glutathione mercaptotransferase 

genes were significantly up-regulated. A total of 17 GST gene sequences were 

determined by database comparison, among which 4 GST genes were significantly up-

regulated after Cd stress. Real-time fluorescence quantitative PCR confirmed that the 

expression of three GST genes was strongly induced by Cd stress. The results of GST 

enzyme activity determination also confirmed the up-regulation of GST gene and the 

enhancement of enzyme activity under Cd stress. 

3. Based on transcriptome data, a GST gene was successfully cloned by designing 

primers, and a prokaryotic expression vector was constructed for prokaryotic 

expression analysis. Transgenic microorganisms formed more colonies and grew better 

on Cd stressed plates. The expression of GST protein was detected in transgenic 

microorganisms, and the expression of GST protein was further increased under Cd 

stress. The removal rate of Cd was also significantly higher than that of the control 

bacteria, indicating that GST gene may be related to enhancing Cd tolerance, thereby 

increasing the removal rate. At the same time, by constructing GST-GFP vector, tobacco 

was transformed instantaneously, and it was detected that the fusion protein was mainly 

expressed in cytoplasm and around the nucleus. 

4. For Cd hyper-enriched plant materials, tissue culture of the materials was 

successfully realized, and the genetic transformation system of callus group was 

established, and GUS staining proved that the transformation was successful. Cloned 

GST gene was constructed into monocotyledonous plant expression vector, and the 

successful transfer of GST gene into plants was confirmed through callus infection, 

screening, thalloid regeneration and PCR verification. It was initially found that the 
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growth of transgenic plants was less affected under Cd stress. 

5. The endophytic microbial community structure of plant was analyzed before 

and after Cd treatment, and it was found that the Cd did affect the endophytic microbial 

structure, and the dominant microbial groups of plants under Cd stress were obtained 

through correlation analysis. Through microbial optimization and enrichment culture, 

22 strains of endophytic microorganisms were successfully isolated, and an endophytic 

bacterium that was resistant to high concentration Cd and promoted the growth of 

duckweed was obtained through the determination of physiological and biochemical 

indexes, which provided a strain resource for the endophyt-plant joint remediation of 

environmental Cd pollution 

6. In order to explore the subsequent resource utilization of Cd hyperenriched 

plants, the starch content of duckweed was measured after Cd stress, and it was found 

that starch, as an energy storage substance, significantly increased the stress content. In 

addition, bioethanol was obtained by biomass fermentation, and it was preliminarily 

confirmed that duckweed can be used as energy raw material after Cd enrichment, 

which provides a possibility for genetic engineering to obtain repair materials with high 

Cd enrichment ability and high starch yield. 

In summary, the results of this study provide a basis for the remediation of heavy 

metal pollution in water by duckweed, and are of great significance for the application 

of biotechnology to remediation of polluted water. 

Key words: Phytoremediation, cadmium pollution, GST gene, endophyte 
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第一章 前言 

1.1 选题背景 

1.1.1 重金属 Cd 污染的严重危害和修复手段 

Cd(Cadmium, Cd)是一种剧毒的重金属，严重影响植物和动物的健康(Huff et 

al., 2007)。随着全球经济的快速发展，Cd 被广泛应用在电镀工业、化工业、电子

业、核工业等领域，相当数量的 Cd 通过废气、废水、废渣进入自然环境中，导

致了水生系统中重金属 Cd 的扩散污染(Dong et al., 2013)。进人 21 世纪以来，我

国也相继发生了几次重大突发水体 Cd 污染事件，给当地人们的生产生活和身体

健康带来了非常不利的影响(Wang et al., 2011)。水系统中的 Cd，可以通过饮用受

Cd 污染的水或摄入由 Cd 污染水体灌溉的大米或蔬菜(Song et al., 2023)，由消化

道进入人和动物体内，对人和动物的肾脏、肝脏、骨骼、生殖系统或免疫系统等

产生严重的损害(Godt et al., 2006)。因此，高效、经济地修复 Cd 污染水体，是保

障水资源安全的必行之举。针对传统重金属水体修复技术存在费用高等问题，一

种新的环保技术，即利用植物来处理污染物的植物修复技术逐渐受到广泛关注

(Ali et al., 2013; Yang et al., 2023)。 

浮萍，被称为“最简单最小的开花植物”，具有广泛的气候适应性。与其它

植物相比，利用浮萍进行污水生物修复的优势在于：①浮萍主要采用无性繁殖的

方式产生子代，生长速度快，周期短，大约 2 至 3 天繁殖一代(Oron, 1994; Ma et 

al., 2023)；①整体结构简单，大部分浮萍仅由叶状体和根组成，并且叶状体和根

能够吸收水体中的各种元素，避免了离子的长距离运输，从而提高了离子的转运

效率(Olah, et al., 2015; Wang et al., 2023)；①浮萍分布广泛，对自然环境的适应能

力较强(Zhao et al., 2012)；①建立了完善的浮萍遗传转化转基因体系(Yang et al., 

2018)，浮萍基因组测序也已经完成(Van Hoeck et al., 2015; Wang et al., 2014)，这为

浮萍品种的定向改良提供了坚实的技术支持；①其生长方式和无性繁殖的增殖方

式，对污水治理过程中前期的育种扩繁、中期的污染物富集以及后期的收集处理

带来了极大的便利，降低了运行成本，还可以有效地防止由物种种子扩散所引发

的生态安全问题(Ekperusi et al., 2019)；⑥浮萍作为新一代新型能源植物，在净化

污水的同时还能够积累大量淀粉，且浮萍纤维和木质素含量低，这使浮萍生物质

可以更有效地向乙醇转化(Su et al., 2014)，成为生产生物乙醇的理想原料(Cheng 

and Stomp., 2009)，有效提高污水净化产生的经济效益。因此，浮萍有望打造成

为能源和环境修复兼备的复合型资源植物，具有重要的理论价值和现实意义。 
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1.1.2 浮萍植物超富集重金属 Cd 的研究现状 

浮萍科包括 5 个属，共有 36 个种(图 1.1)，分别为绿萍属(Lemna)、多根紫萍

属(Spirodela)、少根紫萍属(Landoltia)、芜萍属(Wolffia)和扁平无根萍属(Wolffiella)，

其中我国分布有 4 个属 8 个种(杨晶晶 et al., 2021)。浮萍通常采用无性繁殖的方

式进行生长，在母体的分生区长出子叶。浮萍的生长速度极快，在营养充足的情

况下呈现指数级增长，仅 1~2 d 即可实现生物量翻倍，年产量可达 17.6 t·hm-2 

(Yang et al., 2021)。浮萍是世界上最小的开花植物，整个植株只有几毫米到几十

毫米。整个植株的形态退化严重，只有叶状体和根两部分组成，所以重金属离子

的转运效率高，吸收重金属后无需经过长距离转运即可储存在叶状体中。浮萍具

有很强的环境适应能力，在温度 2~35 ℃、pH4.5~7.2 的条件下都能生存(冯丹 et 

al., 2022)。近年来，浮萍已逐渐作为毒性指示剂和生物质原料进行开发应用，也

被应用于重金属污染修复、有机物污染修复等领域(Yang et al., 2021)。其中，已

有研究证明浮萍能大量富集水中的 Cu、Cd 和 Pb 等重金属，具有极大应用潜力

(Ekperusi et al., 2023; Lee et al., 2023)。 

 

图 1.1 浮萍科植物家族 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Lee+H&cauthor_id=37755798
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根据 Cd 超富集植物的定义，凡是能够吸收并富集超过 100 mg·kg-1 (干重) Cd

且生物富集系数(Bioconcentration factor, BCF)超过 1 的植物都可称为 Cd 超富集

植物(Liu et al., 2019)。已有证据表明浮萍的 Cd 富集量超过 1200 mg·kg-1 ，BCF

大于 120，是一种理想的 Cd 超富集植物(郑萌盟 et al., 2022)，在修复水体 Cd 污

染方面具有极大应用前景。然而，目前有关浮萍在重金属耐受和富集方面的研究

主要集中在少数品种上，研究的结论也差异很大，缺乏高通量系统的研究(Khan 

et al., 2020; Wang et al., 2021)。多根紫萍对 Cd 胁迫非常敏感，在 1 μmol/L CdCl2

胁迫 7 d 后相对生长速率和光合色素含量显著降低，被认为是一种具有开发应用

价值的重金属指示剂(Chen et al., 2020)。少根紫萍在 3 mg/L CdCl2 下处理 10 d，

对 Cd 的吸收率、去除率以及富集系数可分别达到为 66.74%、72.43%和 770，具

有明显的高富集优势(唐利萍 et al., 2015)。绿萍对废水中的 Cd、Cu、Pb 和 Ni 具

有修复潜力，计算了去除率、金属吸收率，结果显示绿萍对所有金属的去除率均

大于 80% (Huma et al., 2016)。此外，现已有大量研究证明不同种属的浮萍在 Cd

污染水体中的应用前景(王兴利 et al., 2020; Chen et al., 2023; Ekta et al., 2019; Rai, 

2019; Smain et al., 2009; Yang et al., 2023)。由此可见，不同种属的浮萍对 Cd 的富

集能力由于其多样性不同、Cd 浓度不同和处理时长不同存在较大的差异。因此，

研究不同种属浮萍对 Cd 的吸收富集能力差异并筛选出最优品种对将浮萍应用于

植物修复技术具有现实意义。 

1.1.3 植物超富集重金属 Cd 的机制研究现状 

超富集植物具有复杂的 Cd 耐受、解毒和富集机制。Cd 进入植物的主要途径

是通过植物的根系从土壤或水中吸收，也可以通过植物的叶片从大气中吸收

(Cutler et al., 1974)。根系对 Cd 的吸收主要分为两个步骤。首先，Cd 与植物根分泌

物和根细胞壁上带负电荷的羧基发生静电相互作用，从而吸附在植物根上

(Meychik et al., 2006)。这一步是自发而迅速的。然后，被根吸附的 Cd 通过天然抗

性相关巨噬细胞蛋白等质膜转运体穿过植物皮质，最终被植物根细胞吸收。这一

步是通过 Cd 的高流动性和水溶性来实现的。研究表明，随着环境中 Cd 浓度的

增加，植物中 Cd 的含量也会增加，但 Cd 从植物根到茎的运输速率会降低(Palusi

´nska, et al., 2020)。在 Cd 胁迫下，植物会表现出一系列生理反应，以实现重金属

的解毒和富集。目前的研究表明，植物在 Cd 胁迫下的主要响应机制是根的保留
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效应、区隔化、螯合、抗氧化、胁迫和渗透调节(Zhu et al., 2021)。其中，植物的

根功能、区隔化和螯合作用是 Cd 富集过程中的主导因素。其他植物的反应机制

在植物体内富集 Cd、调节生理、维持生命活动等方面发挥重要作用(Yang et al., 

2021)。 

研究表明，少根紫萍在 Cd 胁迫初始阶段，部分参与植物 DNA 修复的差异

表达基因表达上调，与 DNA 复制相关的复制蛋白 A 表达上调，表明在 Cd 胁迫

下 DNA 修复系统可能发挥维持基因组稳定的作用。此外，部分参与硫酸盐同化

和谷胱甘肽生物合成的酶在 Cd 胁迫下表达上调。定位于液泡膜的二价阳离子转

运蛋白(如金属耐受蛋白)在 Cd 胁迫下表达上调，有利于将 Cd 转运至液泡中储

存，发挥区隔化作用，从而降低 Cd 的迁移性和毒性(Xu et al., 2018)，这与绿萍

中 Cd 的亚细胞分布和化学形态研究结果一致(Zheng et al., 2023)。 

（1）Cd 在植物体内分布情况及储存形态 

重金属通常从环境中吸收到植物根部，然后被运送到茎部，在茎部它们被分

配到植物的各个组织。Cd 在植物中的分布随植物种类和品种的不同而不同。在

不同类型的日常蔬菜中，Cd 积累能力的顺序为叶菜>茄类水果>豆类(2.1%)>瓜类>

块茎(陈玉成 et al., 2003)。Cd 在植物不同组织中的分布通常表明，Cd 在植物根

系的积累量最大，而在茎部的积累量小于根系，这与植物根系对 Cd 的保留有关

(Cun et al., 2014)。在茶树研究中，Cd 的积累表现为茎>叶片>新芽。植物细胞壁

由纤维素、半纤维素和果胶组成，可以固定 Cd 离子，从而增强植物对 Cd 的耐

受，具有防御重金属胁迫的作用(Wang et al., 2022)。当 Cd 离子进入细胞壁会运

输至细胞膜，通过膜上的金属离子转运蛋白进入细胞质。与细胞质中的氨基酸、

植物螯合肽(PC)和金属硫蛋白(MT)等结合，形成稳定的金属螯合物，降低重金属

对植物的毒害作用(Deng et al., 2018)。整体而言 Cd 主要分布在可溶性组分和细

胞壁中，在低 Cd 浓度时细胞壁的保护作用最为重要，而高 Cd 浓度时可溶性组

分则在减轻 Cd 毒性时更为重要(Yang et al., 2021)。重金属在进入到植物组织后，

会转变为各种不同的化学形态。这些不同化学形态的重金属在不同极性提取剂中

溶解度不同，且随着提取剂极性的增加其毒性和活性不断下降(Ismael et al., 2019)。

因此，研究 Cd 在植物体内的亚细胞分布和化学形态，对阐明植物对 Cd 的耐受

和解毒机制具有重要意义。 
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（2）Cd 胁迫过程中植物和微生物的互作 

Cd 胁迫过程中植物和微生物的相互作用主要体现在两方面，植物根际微生

物和植物内生微生物与植物间互作。研究表明植物根部在受到重金属胁迫时，会

后分泌大量有机质和一些质子，降低植物根际的 pH 值，提高重金属的生物利用

度(Vives et al., 2020)。重金属胁迫也会改变植物根际的理化性质和微生物群落结

构，改善根际微生物的生存环境，帮助其降低毒害作用，并提高植物吸收重金属

的能力(Feng et al., 2021)。根际微生物虽然很小，但却在植物的生长过程中起到

非常重要的作用，它们可以释放具螯合能力或者酸化的物质，促进重金属的固定

或迁移。这种机制也能够促进宿主植物的生长，并增强宿主植物对当下逆境胁迫

的适应能力(曾加会 et al.，2017)。因此，探究污染水体中重金属 Cd 对浮萍根际

微生物群落组成和结构的影响，客观评价水体重金属污染造成的生态风险，不仅

能解析浮萍超富集重金属的机制，也能为污染水体修复提供新的见解。 

内生微生物与宿主植物长期协同进化的过程中，二者形成了互利共生的关系。

植物为内生菌提供碳源和生存空间，内生微生物可促进植物生长发育，增强植物

抗逆性，提高植物抗胁迫、抗病害性能。在重金属胁迫下，内生微生物与超富集

植物相互作用表现出更强的耐受性：内生微生物通过产生金属螯合物质，激活抗

氧化酶、降低脂质过氧化作用从而提高植物对重金属的耐受性；内生微生物能增

强宿主植物的光合作用和吸收营养物质的能力，同时，分泌 ACC 脱氨酶减弱乙

烯抑制作用及分泌 IAA 等植物生长激素促进宿主植物生长，从而降低植物组织

中的重金属浓度，减弱重金属的毒性作用；内生菌分泌有机配体并使其与环境中

的重金属离子结合，提高重金属的生物利用度，促进重金属从植物根部向地上部

的运输(图 1.2)。例如，丛枝菌根真菌是一种能与 80%～90%的植物根系建立互惠

共生关系的内生菌，在重金属污染下，接种 AMF 可显著改善宿主植物对矿物质

养分的吸收，从而直接影响植物体内重金属的吸收与积累(何红君，2020)。AMF 与

植物的共生关系通过提高宿主植物体内抗氧化酶活性、调节渗透物质和产生植物

激素等途径降低重金属毒性，增强植物对重金属的耐受性。AMF 还可以通过改

变植物中重金属的亚细胞分布和化学形态来增强植物对重金属的抗性。 
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图 1.2 重金属胁迫下植物内生菌作用机理 

1.1.4 浮萍植物积累能源原料淀粉的研究 

近年来，传统能源日益短缺并伴随严重的环境问题，以生物质能为基础的生

物能源被认为是最有前途的替代品，逐渐成为工业界和科学界的关注焦点和研发

热点。已经大规模生产和广泛利用的传统能源，比如煤炭、石油、天然气等都属

一次性非再生的常规能源，它们的原料是在地壳中经过很长时间形成的，所以在

短期内不可能再生。然而，随着人们对能源需求的不断增长，传统能源日趋匮乏，

生态环境问题也日益增多。在这样的情况下，可再生或可持续性清洁能源的开发

与利用越来越受到研究者的关注(Dincer, 2011)。其中，生物质能作为仅次于煤炭、

石油、天然气的第四大能源，直接或间接来源于绿色植物的光合作用，是一种将

太阳能以化学能形式贮存在生物质中的能量形式(Field et al., 2008)。生物质能中

的碳来自于大气中的 CO2，其生产和消耗过程不会增加大气中的碳总量，是一种

清洁可再生的能源形式，也是唯一可替代传统能源的碳资源(Moreira, 2006)。因

此，生物质能被认为是应对全球气候变化、能源短缺和环境污染最有潜力的资源，

越来越多的国家和地区通过立法鼓励甚至强制推广生物质能的使用(雪晶 et al., 

2020)。 

在生物质能生产过程中，原料的成本占到整个生产成本的 70%～80%，且目

前主要以玉米、小麦、薯类等粮食作物为主(薛慧玲 et al., 2013)。尽管目前以玉

米等淀粉资源为核心的能源生产技术体系已日趋完善，并且生产工艺也最为简单

(Oladosu et al., 2021)。但由于该能源生产技术体系的原料是粮食作物，如果大规
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模推广将导致“与人争粮、与粮争地”的困境，对全球的粮食安全构成威胁

(Tenenbaum, 2008)，因而在产业化上面临着难以解决的原料来源问题。所以，生

物质能产业的发展迫切地需要从“以粮食为主要原料”向“以非粮能源植物为主

要原料”进行转型，促进了以非粮生物质资源为核心的“新一代生物燃料”的发

展(Arefin et al., 2021)。因此，寻找适合新能源产业化和规模化发展的非粮能源植

物资源，是解决生物质能进一步发展的关键。 

浮萍，和其他高等植物一样，可以通过光合作用合成淀粉。合成的淀粉一部

分进行物质代谢和能量代谢，剩余部分以淀粉颗粒的形式储存在叶绿体中。通常

情况下，浮萍在光照条件下合成淀粉，在黑暗条件下将部分叶绿体中储存的淀粉

分解，进行异养代谢。淀粉是浮萍的主要贮藏化合物之一，通常在逆境条件下积

累。这是浮萍在漫长的进化过程中获得的适应策略，使其能够在恶劣的环境中生

存(Yang et al., 2021)。根据浮萍种类和生长条件的不同，浮萍的淀粉含量由 2.14%

至 78%不等。淀粉是浮萍生物质的核心资源，通过环境调控进一步提高浮萍淀粉

含量，也是近年来浮萍研究的热点之一。然而，有关 Cd 胁迫对浮萍淀粉含量影

响的研究还鲜见报道，因此揭示 Cd 胁迫下浮萍淀粉积累的机制，可为同步实现

环境修复和能源原料生产提供理论依据，也为其它植物淀粉积累机理研究提供有

益参考。 

1.2. 研究目的及意义 

水体重金属 Cd 污染己成为当今世界上最严重的生态环境问题之一，如何采

用科学有效的生态修复方法，解决重金属 Cd 污染问题也逐渐引起环境科学和生

态学研究工作者的关注。植物修复技术以其安全、廉价等众多优点已成为治理重

金属污染的有效手段，而高等植物对重金属的耐性与富集性，也成为污染生态学

研究的热点。因此，本研究的目的是获得 Cd 污染水体修复的植物材料，并解析

该植物材料超富集 Cd 的内在机制，研究结果可为植物修复技术提供新材料和新

思路。具体包括以下目的： 

（1）对不同地区采集的大量浮萍进行高通量筛选，获得高富集 Cd 的浮萍植

株，检测浮萍在 Cd 胁迫下的生理响应及富集情况，浮萍对水体中 Cd 的富集率

和去除率。为利用浮萍在修复 Cd 污染水体方面的应用提供理论依据。 

（2）检测 Cd 胁迫对浮萍根系微生物的影响，探究 Cd 在浮萍不同组织、亚

细胞中分布情况以及浮萍体内的储存形态，验证浮萍富集机制。 
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（3）结合转录组学分析从分子水平揭示浮萍超富集 Cd 的分子原因，并结合

Cd 胁迫下基因表达情况，挖掘 Cd 超富集过程中的关键基因并克隆该关键基因。 

（4）通过原核表达分析、生物信息学分析以及亚细胞定位分析，初步揭示

关键基因的生物学特性，并探究其在 Cd 富集过程中的重要作用。 

（5）建立 Cd 超富集浮萍材料的遗传转化体系，通过基因工程手段创制浮萍

新种质，Cd 胁迫下的生理生化响应情况和 GST 及相关途径基因表达水平，验证

关键基因的生物学功能，并创制过表达株系探究修复效果。 

（6）分离并鉴定超富集植物浮萍内生菌，筛选出高 Cd 耐性的功能菌株，探

究其对浮萍生物量和耐 Cd 能力的影响，探究功能菌株的最佳生长条件，揭示浮

萍和内生菌响应 Cd 的机制，为内生菌-植物联合修复重金属污染提供理论依据。 

（7）初步探究富集 Cd 后浮萍材料发酵乙醇的产率，为富集 Cd 后的浮萍开

发利用提供理论依据。 

1.3. 技术路线 

 

图 1.3 技术路线图 
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第二章 材料与方法 

2.1 实验材料 

本研究所用研究材料为贵州大学生命科学学院浮萍种质资源库所保存的无

菌浮萍植株。在 

2.1.1 植株消毒 

将野外采集的浮萍材料编号，采用 5%次氯酸钠和 75%乙醇消毒处理，接种

于 MS 固体培养基，保存于种质资源库。实验材料使用前，从保存培养皿上接种

约 10 片浮萍植株至 Hoagland 培养液进行扩大培养，培养条件为光照强度 5000 

lx，温度 25 ℃，光照周期 16 h/8 h (L/D)，湿度 75%，培养时间两周左右。 

2.1.2 材料鉴定 

采用体视显微镜对浮萍进行形态学鉴定，通过根的数量、叶片的大小、颜色

等形态，鉴定浮萍样品在属水平的分类。使用 CTAB 法提取浮萍 DNA，PCR 扩

增浮萍的叶绿体 atpF-atpH 间隔序列 (ACTCGCACACACTCCCTTTCC 和

GCTTTTATGGAAGCTTAAACAAT)。在 NCBI 数据库中下载已知的浮萍物种的

代表性序列，先用 BioDeit 软件进行测序序列比对和剪切，再分别采用 atpF-atpH

间隔序列在 Mega 6.0 软件中构建 NJ(Neighbor-joining Tree)型系统发育树，确定

浮萍样品的种属分类。 

2.1.3 模式材料 

亚细胞定位实验所用材料为模式物种本氏烟草。 

2.1.4 菌种材料 

E. coli BL21、EHA105、GV3101、C58C1、LBA4404 等。 

2.2 实验试剂 

2.2.1 实验试剂 

NaClO (富宇；天津)、75%乙醇(贵鑫；贵州)、MS 培养基(Hopebio；青岛)、

头孢霉素(Ameresco；USA)、巯基乙醇(Aladdin；上海)、CTAB(Coolaber；北京)、

核酸提取液(Acmec；上海)、异丙醇(Aladdin；上海)、Taq 酶(Trans Taq DNA 

Polymerase High Fidelity；北京)、琼脂糖(Sigma-Aldrich；USA)、Cd 标准溶液(伟

业计量；北京)、三氯乙酸(Aladdin；上海)、2~硫代巴比妥酸(Aladdin；上海)、超

氧化物歧化酶试剂盒(Solarbio；北京)、过氧化物酶试剂盒(Solarbio；北京)、过氧
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化氢酶试剂盒(Solarbio；北京)、戊二醛(Solarbio；北京)、10×磷酸缓冲液(Solarbio；

北京)、氮蓝四唑 NBT(Solarbio；北京)、98%硫酸(川东化工；重庆)、浓硝酸(川

东化工；重庆)、重铬酸钾(富宇；天津)、Ca(NO3)2(大茂；天津)、二硫赤藓糖醇

DTE (Solarbio；北京)、Tris-HCl (Solarbio；北京)、醋酸(富宇；天津)、盐酸(川东

化工；重庆)、Fast SYBR Mixture(康为世纪；江苏)、Eastep Super 总 RNA 提取试

剂盒(Promega；上海)、TransScript First-Strand cDNA Synthesis SuperMix(全式金；

北京)、TransTaq DNA Polymerase High Fidelity (HiFi)(全式金；北京)、Mighty TA-

cloning Kit (TaKaRa；北京)、X-Gal (Solarbio；北京)、IPTG (Solarbio；北京)、氨

苄霉素(Solarbio；北京)、E. coli JM109 感受态细胞(TaKaRa；北京)、琼脂粉(Solarbio；

北京)、酵母提取物(OXOID; Britain)、胰蛋白胨(Biosharp；安徽)、噻苯隆(Solarbio；

北京)、2,4-二氯苯氧乙酸(Solarbio；北京)、乙酰丁香酮(Solarbio；北京)、头孢噻

肟(Solarbio；北京)、卡那霉素(Solarbio；北京)、6-苄氨基嘌呤(Solarbio；北京)、

吲哚-3-乙酸(Solarbio；北京)、X-gluc (Solarbio；北京)、GUS Buffer (Leagene；北

京)、利福平(Solarbio；北京)、链霉素(Solarbio；北京)、庆大霉素(Solarbio；北京)、

20 mM CaCl2 溶液(PERFEMIKER；上海)、蔗糖(金山化学试剂；成都)、NaCl (AR；

国药集团；上海)、E. coli DH5α 感受态细胞(TaKaRa；北京)、E. coli BL21 (DE3)

感受态细胞(TaKaRa；北京)、pET-30a+质粒(Solarbio；北京)、谷胱甘肽 S-转移酶

活性检测试剂盒(Solarbio；北京)、琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒(增强型)(天根；

北京)、QuickCut BamHⅠ (TaKaRa；北京)、QuickCut SacⅠ (TaKaRa；北京)、质粒

小提试剂盒(天根；北京)、BsaⅠ (Solarbio；北京)、pBWA(V)HS-Glosgfp 质粒(伯

远；武汉)、T4 DNA Ligase (Vazyme；南京)、0.01N I2~KI(尚宝生物；上海)、可

溶性淀粉分析纯(诚泰化工；山东)、100 μg/mL 淀粉标准液(河南标准物质研发中

心；河南)、还原型谷胱甘肽含量检测试剂盒(Solarbio；北京)、ClonExpress II One 

Step Cloning Kit (Vazyme；南京)、HindⅢ (TaKaRa；北京)、KpnⅠ (TaKaRa；北京)、

Taq DNA 聚合酶(天根；北京)、潮霉素 B(麦克林；上海)、农杆菌 EHA105(华越

洋；北京)、CdCl2 固体(Aladin；上海)、CdCl2 标准溶液(北京北方伟业；北京)、

无水乙醇(广宇化工；山东)、细菌 DNA 提取试剂盒(艾普蒂；湖北)、核酸染料(尚

宝生物；上海)等。 

2.2.2 培养基质 
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LB 培养基、Hoagland 培养基、MS 培养基、B5 培养基、PDA 培养基、查氏

培养基、胺盐淀粉培养基、马丁培养基、牛肉膏蛋白胨培养基、放线菌培养基、

酪胨琼脂培养基等。 

2.3 实验仪器 

体视显微镜(SMZ-171；Motic；厦门)、人工气候培养箱(GXZ-80；Thermo；

美国)、超净台(SW-CJ-1D；孚夏；浙江)、灭菌锅(DR60DA；ZEALWAY；USA)、

pH 仪(pHS-3C；雷磁；上海)、通风橱(TH-TFG-15;天弘；东台)、离心机(TGL-205；

蜀科；四川)、PCR 仪(T100；Thermo；USA)、水平电泳仪(JY1600C；JUNYI；北

京)、凝胶电泳成像仪(biorad ChemiDoc MP；Bio-Rad；USA)、透射电子显微镜

(JEM-1400FLASH；JEOL；日本)、Multiskan FC 型全波长酶标仪(MULTISKAN；

Thermo；美国)、紫外分光光度计(7600SE；上海)、超声波清洗机(RQ22-480J；荣

威；上海)、循环水式真空泵(SHB-III；长城科工贸；郑州)、火焰原子分光光度计

(NovaAA 400P；Analytik Jena AG；Germany)、控温式远红外消煮炉(LWY84B；

四平；吉林)、移液枪(Research® plus；Eppendorf；Germany)、实时荧光定量 PCR

仪(CFX Connect；Bio-Rad；USA)、超微量紫外分光光度计(NanoDrop one；Thermo；

USA)、电热恒温培养箱(HP-9065A；亚泰科隆；北京)、微型恒温金属浴(GL-120B；

其林贝尔；海门)、水浴锅(600；澳华；常州)、制冰机(IMS-40；雪科；常熟)、恒

温恒湿智能摇床(ZWY-C2112D；HUAPUDA；常州)、激光共聚焦显微镜(C2 Plus；

Nikon；Japan)、显微镜(SW380T；Motic；厦门)、酸度计(PHBJ-260；精密仪器；

上海)、电子天平(JA5003N；菁海；上海)等。 

2.4 实验方法 

2.4.1 Cd 超富集植物的筛选和富集效应 

2.4.1.1 超富集植物的筛选 

将资源库保存浮萍植物材料用 30 mg/L Cd 处理 7 d，以植物叶片颜色变化为

指标进行初筛，叶片颜色变化较小的植物为 Cd 耐受浮萍株系。再以 0.5 mg/L 和

10 mg/L Cd 处理 7 d 测定 Cd 富集相关指标，分析筛选出优势超富集植物材料。 

2.4.1.2 Cd 富集效应的研究 

在 pH 5.0 的 1/5 Hoagland 培养基中，设置不同 Cd 浓度梯度处理，接种相同

质量植物，培养一周，按时间梯度记录生长状况及富集情况，观察植物在不同 Cd



重金属镉污染水体生物修复及机制研究 

 16 

浓度处理下生长状况。 

2.4.2 Cd 在植物体内的分布及储存形态 

2.4.2.1 Cd 在植物不同组织中分布情况研究 

将处理后的植物收集后分离成根、叶两部分，测定各个组织中 Cd 的含量。

探索 Cd 处理下，植物根、叶积累的 Cd 的分布规律和转移情况。 

2.4.2.2 Cd 在植物不同亚细胞分布情况研究 

采用差速离心法分离植物叶状体的不同亚细胞组分，分别得到细胞壁、细胞

器及细胞质等亚细胞组分，测定各个亚细胞组分的 Cd 含量。 

2.4.2.3 Cd 在植物体内的赋存形态 

按极性升高顺序依次用 5 种提取剂(80%乙醇、去离子水、1 mol/L 氯化钠、

2%醋酸、0.6 mol/L 盐酸)对植物材料进行浸提。取 2 g 植物于烧杯中，加入 37.5 

mL 提取剂浸泡，30 ℃恒温过夜，5000×g 离心 10 min，回收上清液，加入等量

的新鲜的提取剂浸泡 2 h，重复 3 次后合提取剂待测。 

2.4.3 转录组测序与基因克隆 

2.4.3.1 植物转录组测序 

采集处理前和 0.5 mg/L Cd 处理 12 h 后的新鲜植物样品，液氮速冻 30 s，保

存于-80 ℃送至上海生工公司进行转录组测序。采用 Illumina 平台进行测序，对

原始数据进行质量评估和过滤，得到 Clean 数据，与 Lemna minor 参考基因组

(Genome ID: 27408)进行比对分析。 

2.4.3.2 植物 RNA 的提取 

取生长状态良好的 0.1 g 新鲜植物样品至研钵中，加入液氮研磨成粉末，将

粉末转移至离心管中，采用 Eastep Super 总 RNA 提取试剂盒进行 RNA 的提取。

提取的 RNA 保存于-80 ℃。利用超微量紫外分光光度计测定 RNA 浓度和纯度，

A260/A280 和 A260/A230 超过 1.8 方可用作后续研究。 

2.4.3.3 cDNA 的合成 

使用 TransScript First-Strand cDNA Synthesis SuperMix 将 RNA 反转录为

cDNA，合成的 cDNA 保存于-20 ℃。 

2.4.3.4 扩增引物设计 

根据浮萍转录组筛选得到的 GST 基因序列，采用 Primer Premier 5.0 和 Oligo 
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7 进行扩增引物的设计(表 2.1)。同时，设计了在编码区内的特异性引物用于实时

荧光定量 PCR(Quantitative Real-time PCR, qRT-PCR)，采用 2-ΔΔCt 法进行相对定量

的计算。 

表 2.1 扩增和定量引物信息  

Primer name Sequence(5’-3’) Usage 

LmGSTF-F ATGGCTCCGATGAAGCTGTACGG LmGSTF amplification 

LmGSTF-R CTAGGCATCCAACACAGATGCGT LmGSTF amplification 

M13-F AGGGTTTTCCCAGTCACG TA clone universal primer 

M13-R CAGGAAACAGCTATGAC TA clone universal primer 

18S-F CGCTCCTACCGATTGAATGG Reference gene 

18S-R TGTTACGACTTCTCCTTCCTCTAA Reference gene 

GSTF-rt-F ACTGGCGAGCACAAGAGC qRT-PCR 

GSTF-rt-R CGTGGGTAAGGTCAGCAAG qRT-PCR 

 

2.4.3.4 目的基因克隆 

（1）目的基因 PCR 扩增 

以 cDNA 为模板进行 PCR 扩增，以 LmGSTF-F 和 LmGSTF-R 为引物扩增

LmGSTF 编码区。参照 TransTaq DNA Polymerase High Fidelity (HiFi)(全式金；北

京)使用说明配制反应体系并进行 PCR 反应。PCR 产物用 1%琼脂糖凝胶电泳检

测是否扩增出正确条带。 

（2）目的基因 TA 克隆 

取 1 μL PCR 产物、1 μL pMD20-T vector、5 μL Ligation Mighty Mix 和 3 μL 

ddH2O 混匀，16 ℃连接反应 30 min。将连接产物通过热激法转入 100 μL E. coli 

JM109 感受态细胞，涂布于含 0.04 mg/L X-Gal、100 mg/L IPTG 和 100 mg/L 氨

苄霉素的 LB 培养皿，37 ℃倒置过夜培养。挑选白色菌落于 LB 液体培养基中以

220 rpm、37 ℃进行振荡培养，PCR 检测有目的基因条带菌落送北京擎科公司进

行测序。 

2.4.3.5 实时荧光定量 PCR 

提取新鲜植物样品 RNA 后，反转录得到浓度一致的 cDNA。进行 qRT-PCR，

以 18S 作为内参基因，以 LmGSTF-rt-F 和 LmGSTF-rt-R 为引物进行 LmGSTF 的

相对定量检测。qRT-PCR 体系配制和反应条件设置参考 Fast SYBR Mixture(康为
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世纪；江苏)说明书。 

2.4.4 基因原核表达实验 

2.4.4.1 原核表达引物设计 

原核表达载体选择，双酶切位点选择 BamHⅠ和 SacⅠ。根据重组试剂盒说明

书，设计合成重组引物(表 2.2)。通过 PCR 扩增出带重组臂和酶切位点的 LmGSTF

基因。 

表 2.2 原核表达引物信息 

Primer name Sequence(5’-3’) Usage 

CZ-pet30-GSTF-F 
GCCATGGCTGATATC GGATCC 

ATGGCTCCGATGAAGCTGTAC 
LmGSTF3 prokaryotic expression 

CZ-pet30-GSTF-R 
GCAAGCTTGTCGACG GAGCTC 

CTAGGCATCCAACACAGATGC 
LmGSTF3 prokaryotic expression 

T7-F TAATACGACTCACTATAGG 
Prokaryotic expression Universal 

primers 

 

2.4.4.2 原核表达载体的构建 

利用 BamHⅠ和 SacⅠ双酶切原核表达载体 pET30a 后，通过 1%琼脂糖凝胶电

泳检测是否酶切成功，并将酶切后载体片段进行胶回收。回收产物按照重组试剂

盒说明书，与 PCR 产物进行重组。重组载体通过热激法转化 E. coli DH5α 感受

态细胞，取 100 μL 菌液涂布含有 50 mg/L 卡那霉素 LB 平板，37 ℃过夜培养。

挑选单克隆菌落，37 ℃过夜振荡培养后进行菌落 PCR，用 1%琼脂糖凝胶电泳检

测是否扩增出正确条带。 

将验证正确的菌液振荡培养，提取质粒后用 BamHⅠ和 SacⅠ双酶切验证重组

质粒构建是否正确，正确的质粒送至上海生工公司进行测序。将测序正确后将质

粒通过热激法转入 E. coli BL21，再通过菌落 PCR 和 1%琼脂糖凝胶电泳验证。 

2.4.4.3 生长曲线的测定 

在 0、200、400、600 和 800 mg/L Cd 胁迫条件下，37 ℃、220 rpm 振荡培养

重组菌和对照菌，每小时测定一次 OD600，绘制重组菌和对照菌的生长曲线。 

2.4.4.4 滴板试验检测 

取稀释 10-1 倍、10-2 倍和 10-3 倍的对照菌和重组菌分别滴在含 0、200、400、

600 和 800 mg/L Cd 的 LB 培养基上。37 ℃倒置过夜培养 4 d，观察不同处理下菌
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落的数量和形态。 

2.4.4.5 GST 酶活的测定 

离心收集 0、200、400、600 和 800 mg/L Cd 胁迫处理的菌体，加入 1 mL 提

取液，冰浴条件下超声提取后离心收集上清液，使用 GST 酶活性试剂盒测定上

清液 GST 的酶活性。 

2.4.4.6 Cd 去除率测定 

离心收集 0、200、400、600 和 800 mg/L CdCl2Cd 胁迫处理后的上清液，测

定培养液中的 Cd 含量，按照下式计算培养液中 Cd 去除率： 

R=
C0-Ct

C0

×100% 

式中，R 为 Cd 去除率(%)；C0 为培养液中的初始 Cd 含量(mg/L)；Ct 为培养

液中残留的 Cd 含量(mg/L)。 

2.4.4.7 亚细胞定位 

亚细胞定位载体选用 pBWA(V)HS-Glosgfp，该载体含 GFP 荧光蛋白和 35S

强启动子。构建好的载体转化农杆菌 GV3101，瞬时转化本氏烟草，通过激光共

聚焦显微镜观察亚细胞定位结果。 

2.4.5 浮萍植物的稳定遗传转化 

2.4.5.1 浮萍愈伤组织的诱导 

将无菌浮萍接种至含 5 μM TDZ 和 45 μM 2,4-D 的愈伤组织诱导培养基进行

愈伤组织诱导，7 d 继代一次，培养条件为光照强度 5 000 lx，温度 25 ℃，光周

期 24 h/0 h (L/D)，湿度 75%。 

2.4.5.2 愈伤组织的遗传转化 

将目的基因表达载体通过冻融法转入 EHA105、GV3101、C58C1 和 LBA4404

农杆菌，于 200 rpm、28 ℃培养至 OD600=0.5，转至无菌离心管离心去上清，将

菌体用 50 mL 含 100 μM As 的 B5 液体培养液重悬；用重悬液浸没愈伤组织，

28 ℃黑暗条件下 80 rpm 侵染 20 min；弃去菌液后用滤纸吸干愈伤组织表面水分，

接种至共培养培养基，黑暗条件下 28 ℃共培养 3 d；共培养结束后，用无菌水清

洗。转移至筛选培养基，光照培养 7 d，将存活的愈伤组织移至再生培养基。 

2.4.5.3 浮萍叶状体的再生 

通过在再生培养基诱导浮萍叶状体再生，培养条件为光照强度 5000 lx，温
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度 25 ℃，光周期 16 h/8 h(L/D)，湿度 75%。每 7 d 继代一次，直至长出新的叶状

体。 

2.4.5.4 再生叶状体的筛选 

将再生叶状体接种至含 cef 和 kan 的筛选培养基中，培养条件为光照强度

5000 lx，温度 25 ℃，光周期 16 h/8 h(L/D)，湿度 75%，筛选时间为 7 d。 

2.4.5.6 再生叶状体 GUS 染色 

将带 GUS 基因的 pCambia2301 载体转入农杆菌，制备菌悬液对愈伤组织进

行侵染和共培养，共培养后可将愈伤组织进行染色，诱导再生叶状体后可对再生

的叶状体进行 GUS 染色。将愈伤组织或叶状体放入装有 GUS 染液的离心管中，

37 ℃暗置过夜即可染色。 

2.4.6 过表达目的基因验证和检测 

2.4.6.1 载体信息和引物设计 

植物表达载体选择实验室保存的 pCAMBIA-Ubi-1300，该载体携带 kan 和潮

霉素 B 双标记，启动子为 Ubi 强启动子。根据载体多克隆位点序列，选择 HindⅢ

和 KpnⅠ双酶切位点。根据重组试剂盒说明书，设计 CZ-UBI-LmGSTF-F 

(TGTTTGGTGTTACTTAAGCTTATGGCTCCGATGAAG)和 CZ-UBI-LmGSTF-R 

(GTCTTTGTAGTCCATGGTACCCTAGGCATCCAACAC)引物扩增带重组臂和酶

切位点的 LmGSTF 基因，再通过 PCR 进行扩增。 

2.4.6.2 植物表达载体的构建 

对 pCAMBIA-Ubi-1300 载体进行双酶切，通过 1%琼脂糖凝胶电泳检测成功

后胶回收载体片段。通过重组的方法构建重组表达载体，重组后转化 E. coli DH5α。

挑选单克隆菌落，培养菌液进行菌落 PCR，用 1%琼脂糖凝胶电泳检测扩增正确

条带。提取条带位置正确的菌液质粒，用 HindⅢ和 KpnⅠ双酶切验证，验证正确

的质粒或菌液送至上海生工公司进行测序。将测序正确的重组质粒转入农杆菌

EHA105，进行菌落 PCR 和 1%琼脂糖凝胶电泳。 

2.4.6.3 农杆菌介导的遗传转化 

农杆菌介导的遗传转化方法同 2.4.5.2。 

2.4.6.4 阳性转基因植株的验证 

使用 CTAB 法提取转基因浮萍和野生型浮萍的基因组 DNA，通过 PCR 验证
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LmGST 基因是否成功转入。 

2.4.6.5 实时荧光定量 PCR 检测 

提取浮萍总 RNA，反转录为 cDNA，然后进行 qRT-PCR。设计特异性引物

(表 2.3)以 18S 作为内参基因，测定 LmGSTF、编码谷胱甘肽还原酶(Gluathione 

reductase, GR)、谷胱甘肽过氧化物酶(Glutathione peroxidase, GPX)、γ-谷氨酰转移

酶(Gamma-glutamyl transferase, GGT)、亮氨酰氨肽酶 A (Aminopeptidase A, pepA)

和氨肽酶 N(Aminopeptidase N, pepN)的基因相对表达水平。 

表 2.3 相关基因引物信息  

Primer name Sequence(5’-3’) Usage 

GR-F GAAACCCAAGAAATACTTAGAC GR qRT-PCR 

GR-R CCCATTCCACGCCATA GR qRT-PCR 

GPX-F GACATCAACCTCGGCATTT GPX qRT-PCR 

GPX-R TCCACGACTTTCCCTTC GPX qRT-PCR 

GGT-F TCGTCCTGTTCGTGCTT GGT qRT-PCR 

GGT-R AGAGTGGTGCCGTTGG GGT qRT-PCR 

pepA-F GTGTCTGCGTGCTCTACTT pepA qRT-PCR 

pepA-R CGTCTGTGCCCTTTGTC pepA qRT-PCR 

pepN-F AAATCCCTCTACCCTGTT pepN qRT-PCR 

pepN-R CTCTTCATCCCACTTCAT pepN qRT-PCR 

 

2.4.7 Cd 超富集植物内生菌分离和互作 

2.4.7.1 Cd 超富集植物微生物多样性的分析 

将消毒保存于无菌固体培养基的 Cd 超富集植物接种到无菌的 pH 5.5 

Hoagland 全营养培养液中进行复苏扩培，放置在 25℃光照培养箱中培养一周。

以 0 mg/L Cd 和 0.1 mg/L Cd 分别处理浮萍 15 d，生物学重复 3 次。取浮萍样品

1~3 g，液氮速冻，储存于-80 ℃冰箱中备用，送美吉生物公司进行微生物多样性

分析。 

2.4.7.2 Cd 超富集植物抗 Cd 促生内生菌的分离 

将经过无菌处理的浮萍样本使用研磨棒充分研磨，静置一定时间，取上清液

于无菌水中进行 10-2、10-3、10-4、10-5 的梯度稀释。取 200 μL 稀释液与 LB 培养

基或牛肉膏蛋白胨培养基进行涂布，生物学重复 3 次。静置 30 min 后，28℃倒

置于恒温培养箱中暗培养 72 h。根据菌落形态、颜色等特征初步判断处理分离出

内生菌的种类，并按常规方法挑取菌落纯化，并加甘油于-80 ℃冰箱中保存备用。 
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2.4.7.3 Cd 超富集植物内生菌的种属鉴定 

使用 16S rDNA 序列分析法对浮萍内生菌进行种属鉴定，内生菌 DNA 提取

的采用天根细菌基因组提取试剂盒。通过细菌通用引物 27F 和 1492R 对目的菌

株保守序列进行 PCR 扩增。PCR 扩增产物进行测序。测序结果在 NCBI 数据库

中进行 BLAST 搜索，下载相似度 99%以上的菌株序列，与本实验所测序列共同

进行系统发育树的构建，分析内生菌之间的亲缘关系，确定内生菌的种属。 

2.4.7.4 响应面法优化内生菌的生长条件与定植条件 

通过单因素实验确定内生菌的最佳培养温度、pH、接种量、装样量、胰蛋白

胨含量；通过 Plackett-Burman 实验设计确定对菌种生物量有显著影响的主要因

素；Central Composite Design 中心组合试验设计优化培养条件，并进行模型验证，

以确定内生菌的最佳生长条件。 

2.4.7.5 Cd 胁迫下植物接种内生菌的生理响应及富集情况 

将内生菌接种到浮萍上，生物学重复 4 次，培养液中添加 0 或 1 mg/L Cd、

收集处理 24 h，3 d，7 d 后的浮萍样本。收集生物质和水样，测定接种内生菌后

浮萍的生理响应指标及富集情况。 

2.4.8 生理生化指标的测定和分析 

2.4.8.1 植物生理生化指标的测定 

（1）植物的生长速率 

用小漏勺将植物材料打捞起来，用蒸馏水冲洗两遍，甩干水分，用电子天

平称取鲜重，按照下式计算植物的生长速率： 

GR=
mt-m0

t
 

式中，GR 为 t 时的生长速率(g/d)；mt 为 t 时的植物样品鲜重(g)；m0 为植物

样品的初始鲜重(g)。 

（2）植物的根脱落率 

测量植物的根长，按照下式计算根脱落率： 

RA=
Rt

R0
× 100% 

式中，RA 为 t 时植物的根脱落率(%)；Rt 为 t 时植物脱落根的数量；R0 为 t

时植物根的总数量。 

（3）植物的叶绿素含量 
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取 0.3 g 新鲜植物样品置于 10 mL 离心管，于-20 ℃冷冻 1 h。加入 6 mL 95%

乙醇(50 ℃预热)，振摇混匀，黑暗环境下静置 3 h。离心收集上清液，用酶标仪

测定上清液 663 nm 和 645 nm 波长下的吸光度。按照下式分别计算浮萍的各类

型叶绿素含量： 

Chla=
12.7 A663-2.69 A645

𝑚
× 0.006 

Chlb=
22.9 A645-4.68 A663

𝑚
× 0.006 

Chl=
20.21 A645+8.02 A663

𝑚
× 0.006 

式中，Chla 为植物样品叶绿素 a 的含量(mg/g)；Chlb 为植物样品叶绿素 bDE

含量(mg/g)；Chl 为植物样品总叶绿素含量(mg/g)；A663 和 A645 分别为 663 nm

和 645 nm 波长下的吸光度；m 为植物样品的鲜重(g)。 

（4）植物酶活的测定 

取 0.1 g 植物样品组织，液氮冷冻后加入 1 mL 提取液进行冰浴匀浆。8000 

×g，4 ℃离心 10 min，提取上清液，置于冰上待测。使用试剂盒检测 1 mL 上清

液的 SOD、POD 和 CAT 活性。丙二醛(MDA)含量采用硫代巴比妥酸法测定。取

植物叶片 1 片浸泡于 0.1 mg/mL 的 NBT(pH 7.6)中，暗处理 25 ℃温育 2 h，再加

入 90%沸乙醇脱色 6 h，最后置于体式显微镜进行观察并分析。 

（5）植物淀粉含量的测定 

Starch content (mg/g)=
DC

BA



 1.21000
 

式中：A 为淀粉标准曲线上查的浓度(μg/mL)；B 为样品的总体积(mL)，本

实验为 7.5 mL；C 为称取的待测样品的质量(g)；D 为比色皿中加入的待测样品

的体积，本实验中为 1 mL；2.1 为每支比色皿中的总体积；1000 为将微克转化为

毫克的数量级。 

2.4.8.2 植物组织 Cd 含量的测定 

将浮萍置于 60 ℃烘箱中烘干至恒重，用研钵进行研磨，将浮萍粗粉进行过

筛，称量干重。采用 lwy848 型控温式远红外消煮炉煮浮萍样品，准确称取样品

0.1 g 于消煮管中，加入 6 mL HNO3，260 ℃消煮 2 h，每次消煮均做一个空白对

照以消除消煮时所带来的误差。消煮好的样品应为无色透明液体，用去离子水将
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消解液定容至 50 mL。使用火焰原子吸收分光光度法测定溶液和培养液中的 Cd

含量。按照下式计算植物样品中的 Cd 富集量： 

Cp=
50C

𝑚𝑑
 

式中，Cp 为植物样品中的 Cd 含量(mg/kg)；C 为待测液 Cd 含量(mg/L)；md

为植物样品干重(g)。 

按照下式计算植物样品的 BCF 值： 

BCF=
Cp

Ct

 

式中，Cp为植物样品中的Cd含量(mg/kg)；Ct为培养液残留的Cd含量(mg/L)。 

2.4.8.3 水体 Cd 去除率的测定 

按照下式计算培养液中 Cd 去除率： 

R=
C0-Ct

C0

×100% 

式中，C0 为培养液中的初始 Cd 含量；Ct 为培养液中残留的 Cd 含量(mg/L)。 

2.5 数据分析 

本实验采用 Excel 和 GraphPad Prism 6.0 软件进行整理分析，采用 Multiple t 

tests 法进行分析比较。图片数据以平均值±SD 表示，重复三次，与对照组进行比

较，显著性差异水平*P<0.05，极显著差异水平**P<0.01。 
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第三章 Cd 超富集植物材料筛选和生理响应分析 

本研究为筛选最适用于治理水体 Cd 污染的浮萍株系，通过高通量筛选方法，

以 30 mg/L Cd 处理 7 d 后叶片颜色变化为判断标准，筛选出 Cd 耐受植物材料。

再以 0.5 mg/L 和 10 mg/L Cd 浓度下处理 7 d，比较耐受植物材料的生长速率、

叶绿素含量、对 Cd 的富集能力和去除率，复筛出对 Cd 富集效果最佳的 Cd 超富

集植物材料。再以最优 Cd 超富集植物材料品种为实验材料进行 Cd 浓度梯度和

Cd 胁迫时间梯度下的生理响应及富集情况，测定该植物在 Cd 胁迫条件下抗氧

化系统以及根际微生物群落结构，初步从生理生化层面解释该植物材料富集 Cd

的原因，为今后利用最佳 Cd 超富集植物材料治理重金属污染水体提供理论依据。 

3.1 超富集植物筛选结果 

对保存于资源库的 100 余个浮萍植物材料经过 30 mg/L Cd 处理 7 d 后，有

12个植物材料叶片颜色变化较小，仍然保持绿色，生长状况受Cd胁迫影响较小。

因此，初步确定 12 个浮萍植物材料为 Cd 耐受优势植物材料(图 3.1)。 

 

图 3.1 耐 Cd 植物材料筛选结果 

注：(a)为 Cd 胁迫处理前植物样品的生长观察；(b) Cd 胁迫处理 7 d 后植物样品的生长观察。红色箭头标

注材料为 Cd 耐受植物材料。 

随后，对 Cd 耐受植物材料进行进一步生长和富集效果研究，0.5 mg/L Cd 浓

度处理，所有植物材料都正常生长，0009、0014、0046 和 0107 植物材料的生长

速率高于对照组，其中 0014、0107、0112 叶绿素总含量高于对照组。在 10 mg/L 

Cd浓度条件下，所有植物材料的生长均受到严重抑制，其中 0014生长速率最高，

所有植物材料的叶绿素 a、b 及总含量均受到抑制，其中 0014、0031 含量较高。

在 Cd 胁迫处理下 0010、0014、0107 体内 Cd 含量较高，Cd 富集量均大于 100 

mg/kg，10mg/L Cd 胁迫 7d，0014 的富集量达到 2834.30 mg/kg，对水体中 Cd 的



重金属镉污染水体生物修复及机制研究 

 26 

去除率达到 82.50% (图 3.2)。因此，Lemna minor 0014 浮萍植物是本实验筛选出

的用于修复水体 Cd 污染的最优植物材料。 

 

图 3.2 不同 Cd 浓度处理下对 Cd 耐受植物的影响 

注：(a)为为生长速率(FW)；(b)为为叶绿素含量；(c)为为 Cd 富集量；(d)为去除率。用 t 检验进行分析。

重复三次，与对照组进行比较，*表示差异显著(P<0.05)；**表示差异极显著(P<0.01)。 

3.2 超富集植物 Cd 胁迫生理响应及富集情况 

3.2.1Cd 胁迫下超富集植物的生长情况 

随着 Cd 浓度的增加，浮萍的生长速率减少；而在 0～5.0 mg/L Cd 胁迫下，

浮萍可以正常生长。0.1 ~ 0.3 mg/L Cd 对浮萍生长无显著抑制作用，0.5～5.0 mg/L 

Cd 对浮萍生长有显著抑制作用。0～0.3 mg/L Cd 处理 1 d 生长最快。0.5～5.0 

mg/L 处理 1 d，浮萍生长速率约为 0.5 g/d, 0～0.3 mg/L 处理 3～7 d，浮萍生长速

率约为 0.5 g/d, 0.5～5.0 mg/L 处理 3 d，浮萍生长速率接近 0.2 g/d (表 3.1)。 

表 3.1 不同 Cd 浓度和时间下超富集植物的生长速率 

Cd (mg/L) 
Growth rate (g/d) 

1 d 3 d 5 d 7 d 

0 0.91±0.11 0.52±0.02 0.39±0.06 0.67±0.26 

0.1 1.22±0.07 0.47±0.02 0.47±0.03 0.46±0.22 

0.3 0.86±0.23 0.40±0.08 0.38±0.05 0.37±0.07* 

0.5 0.30±0.43** 0.18±0.15** 0.26±0.08** 0.26±0.03** 
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0.7 0.67±0.05 0.30±0.11* 0.30±0.06* 0.30±0.03** 

1 0.52±0.11* 0.16±0.13** 0.37±0.02 0.39±1.03* 

2 0.51±0.11* 0.15±0.05** 0.15±0.04** 0.24±2.11** 

3 0.42±0.07** 0.17±0.08** 0.05±0.01** 0.25±3.12** 

4 0.64±0.06 0.21±0.01** 0.10±0.01** 0.22±4.02** 

5 0.28±0.09** 0.12±0.04** 0.07±0.05** 0.13±5.05** 

注：用 t 检验进行分析。重复三次，与对照组进行比较，*表示差异显著(P<0.05)；**表示差异极显著

(P<0.01)。 

随着 Cd 浓度的增加，叶绿素含量增加；随着 Cd 胁迫持续时间的增加，浮

萍叶绿素含量呈现先降低后升高的趋势，在 0.1～0.3 mg/L Cd 胁迫 7 d 时，浮萍

叶绿素含量最高(表 3.2)。 

表 3.2 不同 Cd 浓度和时间下超富集植物的叶绿素含量 

Cd (mg/L) 
Chlorophyll content (mg/g) 

1 d 3 d 5 d 7 d 

0 1.47±0.12 0.94±0.16 2.96±0.05 2.93±0.18 

0.1 1.19±0.01 0.84±0.21 2.33±0.74 2.72±0.15 

0.3 1.34±0.18 0.72±0.17 2.69±0.70 2.86±0.91 

0.5 1.16±0.22* 0.92±0.19 2.50±0.70 2.39±0.29 

0.7 0.82±0.39** 0.74±0.08 2.58±0.86 2.72±0.20 

1 0.84±0.09** 1.00±0.18 2.31±0.53 2.82±0.30 

2 0.89±0.05** 0.72±0.18 2.07±0.46 2.64±0.61 

3 1.27±0.08 0.49±0.10** 2.46±0.33 2.76±0.06 

4 0.90±0.12** 0.34±0.03** 2.21±0.61 2.26±0.12* 

5 0.80±0.19** 0.29±0.06** 2.09±0.64 2.20±0.17* 

注：用 t 检验进行分析。重复三次，与对照组进行比较，*表示差异显著(P<0.05)；**表示差异极显著

(P<0.01)。 

3.2.2 Cd 胁迫下超富集植物抗氧化酶活性 

在 Cd 胁迫时会引起浮萍氧化应激，产生和积累 ROS。抗氧化防御系统被激

活，包括 SOD、POD 和 CAT 在内的抗氧化酶在清除 ROS 中发挥作用。图 3.3 

a～c 显示了浮萍的抗氧化酶活性。浮萍的 POD 活性随着胁迫时间的延长而逐渐

降低。在处理 1 d 和 7 d 时，POD 活性随 Cd 浓度的增加呈先升高后降低的趋势，

在 0.7～1.0 mg/L 时达到峰值。在处理第 3 d 和第 5 d，POD 活性随 Cd 浓度的增

加而增加。胁迫第 3 d 时，POD 活性最低，为 0.3 mg/L Cd, 163.3 U/g。在胁迫第

5 天，POD 活性在 0.1 mg/L Cd (130.7 U/g)时最低(图 3.3 a)。浮萍的 SOD 活性随
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胁迫时间的增加呈先升后降的趋势，在胁迫第 3 天 SOD 活性最高(446.6 U/g)，

在 0.1 mg/L Cd 胁迫第 5 天 SOD 活性最低，为 8.7 U/g (图 3.3 b)。随着胁迫时间

的延长，浮萍的 CAT 活性逐渐降低。胁迫 1～5 d，CAT 活性随 Cd 浓度的增加

先升高后降低，在 1.0 mg/ L 时达到峰值(图 3.3 c)。植物产生的 ROS 可引起脂质

过氧化，产生醛类物质，包括 MDA，醛类物质可与 DNA 和膜蛋白交联，增加细

胞膜通透性，造成细胞损伤。MDA 含量反映了植物脂质过氧化程度。浮萍中 MDA

含量随着 Cd 胁迫的增加而增加，如图 3.3 d 在胁迫 5～7 d 时所示。胁迫第 3 d，

Cd 浓度为 0.3 mg/L 时 MDA 含量最低，为 0.27 μmol/g；Cd 浓度为 2.0 mg/L 时

MDA 含量最高，为 0.82 μmol/g (图 3.3 d)。超氧阴离子(O2−)是一种 ROS，可以将

NBT还原为不溶于水的蓝色物质。通过NBT染色叶片组织，观察浮萍产生的O2−，

以确定损害程度。如图 3.4 所示，叶片中出现的蓝色部分随着 Cd 浓度的增加而

增加，表明浮萍产生的 O2−随着 Cd 浓度的增加而增加，损害程度也随之增加。 

 

图 3.3 超富集植物在不同浓度、不同时间的抗氧化活性及氧化损伤 

注：(b) POD 活性；(b) SOD 活性；(c) CAT 活性；(d) MDA 含量用；t 检验进行分析。重复三次，与对照

组进行比较，*表示差异显著(P<0.05)；**表示差异极显著(P<0.01)。 
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图 3.4 超富集植物在不同 Cd 浓度处理下的 O2
-组织染色 

3.2.3 Cd 胁迫下超富集植物的 Cd 富集情况 

浮萍中 Cd 的含量可以直接反映浮萍对其富集程度。浮萍 Cd 富集量增加随

Cd 胁迫时间和浓度的增加而显著增加。1.0～5.0 mg/L Cd 胁迫 7 d 后，浮萍的 Cd

富集量超过 100 mg/kg，达到超富集植物标准，最大值为 264.6 mg/kg(图 3.5 a)。

BCF 是评价植物富集能力的重要指标，用植物体内重金属浓度除以环境中重金

属浓度计算得到。随着 Cd 浓度的增加，BCF 呈现先升高(0.1～0.5 mg/L)后降低

(0.5～5.0 mg/L)的趋势。在 1.0 mg/L Cd 胁迫 7 d后，浮萍的 BCF最高达到 115.97，

表明其在处理 Cd 污染水体方面具有很大的应用潜力(图 3.5 b)。水中 Cd 的去除

效果可以直接用去除率来表示。如图 3.5 c 所示，随着处理时间的延长，Cd 去除

率普遍增加。胁迫 1 d 后，除 0.1 mg/L 的 Cd 去除率为 40%外，其余 0.3～5.0 mg/L

的 Cd 去除率均达到 62%～76%，说明浮萍能在短时间内达到满意的 Cd 去除率。

0.1～1.0 mg/L Cd 处理 3 d 后，浮萍对 Cd 的去除率为 60%～68%，7 d 后去除率

提高到 70%以上，说明其在低浓度下也有良好的去除率。0.1～5.0 mg/L Cd 处理

5～7 d 后，浮萍的 Cd 去除率可达 70%～90%，表明该水生植物可用于去除水中

重金属污染，去除效果较好。 
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图 3.5 不同 Cd 浓度和时间下超富集植物对 Cd 的富集和去除率 

注：(a) Cd 含量；(b) BCF；(c) Cd 去除率。t 检验进行分析。重复三次，不同小写字母表示两者间具有显

著性差异(P<0.05)。 

3.3 Cd 在植物不同组织中的分布情况研究 

如图 3.6 所示，随着处理时间的延长和 Cd 浓度的增加，浮萍根部和叶片中

Cd 含量也有所增加，说明 Cd 在浮萍体内随时间积累。Cd 胁迫 12～24 h 后，Cd

主要在根内积累。0.1 和 0.5 mg/L Cd 处理 12 h 后，根 Cd 含量高于叶 Cd 含量。

随着处理时间延长至 7 d，根、叶 Cd 含量无显著性差异(图 3.6 a、b)。0.5、1.0 

mg/L Cd 处理 3 d 后，叶片中 Cd 含量超过根中 Cd 含量(图 3.6 b、c)，说明随着

处理时间的延长，Cd 逐渐从根转运到叶中。环境中的 Cd 可以与植物根系分泌物

形成络合物或沉淀。根细胞壁由纤维素、半纤维素和果胶组成，含有丰富的羟基、

巯基和羧基官能团，还可以与 Cd 结合(Yang et al., 2021)。因此，Cd 主要是固定

在植物的根部。然而，随着胁迫时间的延长或胁迫浓度的增加，根系的屏障作用



重金属镉污染水体生物修复及机制研究 

 31 

可能减弱，更多的 Cd 通过转运体转运到叶片中，这在众多研究中得到了证实(Yu 

et al., 2021)。 
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图 3.6 超富集植物不同组织中 Cd 含量 

注：用 t 检验进行分析。重复三次，Root 与 Leaf 组进行比较，*表示差异显著(P<0.05)；**表示差异极显著

(P<0.01)。 

3.4. Cd 在植物不同亚细胞分布情况研究 

如图 3.7 所示，在 0.5～1.0 mg/L Cd 胁迫 12 h 后，Cd 在细胞壁组分中的含

量为 4.36～6.06 mg/kg，百分比为 39.59%～91.56%，说明 Cd 在胁迫开始(12～24 

h)主要集中在细胞壁组分(2.05%～95.52%)和细胞器组分(5.03%～97.80%)中，最

后集中在可溶性组分(0.14%～16.98%)中。Cd 浓度为 0.5～1.0 mg/L 时，细胞壁

组分的比例为 6.79%～21.34%，显著低于浓度为 12 h 时的 39.59%～91.56%。细

胞器组分由 5.03% ~ 55.03%增加到 63.68%～92.83%。胁迫 3～7 d 后，Cd 主要存

在于细胞器部分(46.64%～92.83%)，其次是细胞壁部分(6.79%～51.42%)，最后是

可溶性部分(0.22%～12.76%)，表明 Cd 随胁迫时间的增加从细胞壁转移到细胞

器。 
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图 3.7 超富集植物各亚细胞组分 Cd 含量 

注：F1 为细胞壁及破碎残渣；F2 为细胞器；F3 为细胞质。重复三次，各提取态间进行比较。 

3.5 Cd 在植物体内的赋存形态研究 

Cd 的化学形态与其毒性直接相关。极性越小，迁移能力越强，毒性越大。

例如，80%乙醇以硝酸盐/亚硝酸盐、氯化物和氨基酚的形式提取 Cd，这些物质

极性较小，毒性更大。Cd 毒性的五种化学形式，由高到低依次为 FE、FW、FNaCl、

FHAc 和 FHCl。图 3.8 a～b 和图 3.8 b～c 分别为化学形态分布中 Cd 的比例和含

量。在浮萍根和叶中，Cd 以 FNaCl 提取态为主(30.15%～88.66%)，其次为 FHAc 

(1.44%～32.25%)和 FHCl (2.06%～35.69%)。FW (1.34%～18.68%)和 FW (1.66%～

7.43%) (图 4 a-b)萃取状态的比例最低。NaCl 萃取主要由果胶和蛋白整合 Cd 组

成，这部分 Cd 可能与根细胞壁上的有机基团形成配合物，毒性较小(Huang et al., 

2018)。研究表明，Cd 对富含羟基和羧基的蛋白质或含有巯基的侧链基团具有很

强的亲和力，容易结合成配合物(Huang et al., 2022)。植物中较大比例的 Cd 处于

NaCl 萃取状态可能会减轻 Cd 毒性(Li et al., 2019)。 
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图 3.8 Cd 在植物不同组织中的化学形式。 

注：浮萍(a)根和(b)叶中 Cd 化学形态的比例。浮萍(c)根和(d)叶中不同化学形态的 Cd 含量。FE：乙醇萃取

状态；FW：去离子水萃取状态；FNaCl：氯化钠萃取状态；FHAc：醋酸萃取状态；FHCl：盐酸萃取状

态。 

3.6 Cd 对植物叶片超微结构的影响 

Cd 对浮萍细胞水平的影响可以通过观察其超微结构来探讨，如图 3.9 所示。

正常浮萍叶绿体呈卵形，基质类囊体排列整齐致密，细胞膜、细胞壁、叶绿体膜

清晰。线粒体清晰，说明线粒体和叶绿体能够很好地配合，持续为光合物质的运

输和积累提供能量(图 3.9 a、c、e)。10 μg/L Cd 处理 15 d 后，叶绿体呈带状，基

质类囊体结构疏松，部分基质类囊体消失，说明叶绿体在 Cd 胁迫下受到损伤。

细胞膜与细胞壁之间的边界略模糊，叶绿体膜模糊。线粒体膜部分受损，出现空

洞，表明线粒体在 Cd 胁迫下受损(图 3.9 b、d、f)。植物受到重金属胁迫时，细

胞内部结构发生变化，细胞的生理生化功能也受到影响。当重金属进入植物体内

时，细胞膜首先受到影响。细胞膜是植物细胞与外界环境进行物质交换和信息传

递的介质和屏障，主要由磷脂分子和蛋白质组成。植物在受到胁迫时，会产生大

量的活性氧，这些活性氧可以攻击细胞膜，破坏细胞膜中的不饱和脂肪酸和蛋白
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质，导致细胞膜结构松散，膜通透性增加，细胞外物质更容易进入细胞，细胞内

可溶性成分更容易外渗(Haider et al., 2021)。当重金属进入细胞内部时，对叶绿体、

线粒体和其他细胞器的损伤加剧，表现为叶绿体膜和类囊体的消失，而叶绿体膜

和类囊体是光反应的场所。因此，叶绿体光合作用中维持光能转换的重要结构完

整性和秩序以及重金属对类囊体的损害会影响植物的光合作用(Wang et al., 2022)。

此外，由于膜通透性增加，细胞色素 C 从线粒体膜间隙释放到细胞质中，激活

caspase-8 通路，引起细胞凋亡，影响植物生长和生理功能(Genchi et al., 2020)。 

 

图 3.9 浮萍叶片的超微结构 

注：(a、c、e)对照组和(b、d、f) Cd 处理组浮萍叶片超微结构。CW：细胞壁；CM：细胞膜；P：质体；S:

淀粉粒；M：线粒体；ST：基质类囊体；C：叶绿体；MC：叶绿体膜。 

3.7 Cd 对植物根际微生物群落的影响 
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研究表明浮萍根际微生物群落的组成随着环境的变化而变化，浮萍根际微生

物群落可能参与去除环境中的污染物和浮萍的解毒(O'Brien et al., 2022)。α-多样

性是指特定区域生态系统内的多样性。微生物群落多样性指数越高，表明微生物

群落的丰度和多样性越高；常用的指数有 Chao、Shannon、ACE 和 Simpson。

Shannon 指数越高，群落物种丰富度越高，分布均匀；Chao 指数和 ACE 指数越

高，群落丰富度越高，Simpson 指数响应群落均匀性，覆盖度指数响应可信度;覆

盖度指数越高，表明测序结果能更准确地反映样品的真实情况和物种丰富度。结

果如表 3.3 所示。Cd 处理后，Shannon 指数从 5.57 下降到 5.34，Chao 和 ACE 指

数下降，Simpson 指数上升，覆盖指数为 0.98，表明结果具有较高的可靠性。应

力暴露后，OTU 数量从 1982 年下降到 1901 年。Cd 胁迫后，浮萍根际微生物群

落多样性下降，表明 Cd 可以影响浮萍根际微生物。 

表 3.3 微生物多样性指数 

 

图 3.10 a 为对照组和 Cd 处理组浮萍根际微生物群落在科水平上的组成。对

照处理组优势菌群相似，但比例不同。在对照组中，微生物群落丰度最高的前 3

个科是 Comamonadaceae、Rhodobacteraceae 和 Saprospiraceae。Cd 胁迫下，植物

微生物群落丰度最高的 3 个科依次为 Commonadaceae、Rhodobacteraceae 和

norank_o_Chloroplast。Cd 处理后，Comamonadaceae 和 norank_o_chloroplastaceae

的比例增加。Comamonas sp. XL8 是 Comamonadaceae 的一员，具有耐 Cd 和 Cd

积累能力。XL8 注入水稻可降低 Cd 毒性(Shi et al., 2021)。耐 Cd 微生物群落比

例的增加可能有利于浮萍提高 Cd 耐受性，这也可能是浮萍耐 Cd 的潜在机制。

图 3.10 b 是对照和 Cd 处理的根际微生物群落在门水平的热图，直观地显示了微

生物的种类和丰度。在浮萍热际微生物样品中共检出 30 个门。Cd 胁迫后，黏菌

群和脱球菌群增加，放线菌群、疣菌群和酸性菌群丰度减少。Cd 处理组的变形

菌门、拟杆菌门和蓝藻门丰度较高，Cd 胁迫后蓝藻门丰度增加，说明 Cd 对浮萍

根际微生物有影响。 

Groups shannon simpson ace chao coverage OTUs  

CK 5.57 0.013 1854.50 1901.23 0.98 1982 

Cd 5.34 0.021 1690.84 1703.99 0.98 1901 
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图 3.10 微生物群落组成 

注：微生物群落组成。(a)浮萍根际微生物群落的科级组成(百分比)。(b)门水平微生物群落组成热图。 

3.8 总结 

本研究通过高通量筛选获得富集量达到 2834.30 mg/kg 的 Cd 超富集浮萍植

株，对水体中 Cd 的去除率达到 82.50%。因此，0014 材料是本实验筛选出的用

于修复水体 Cd 污染的最优植物材料。随着 Cd 浓度的增加和处理时间的延长，

浮萍的 Cd 积累量增加。在 0.5～1.0mg·L−1 Cd 胁迫的 12～24 h 内，根 Cd 含量

(4.69～16.67 mg/kg)明显高于叶 Cd 含量(3.03～10.09 mg/kg)。根中 Cd 含量为

10.84～66.67 mg/kg，随着时间的推移转移到叶片中(20.69 ~ 66.67 mg/kg)。在 12～

24 h 的胁迫下，Cd 主要存在于细胞壁部分 (2.05%～95.52%)和细胞器部分

(5.03%～97.80%)。随着时间的推移，Cd 从细胞壁部分转移到细胞器部分。浮萍

中Cd的主要形态为NaCl萃取态(30.15%～88.66%)，为果酸态和蛋白整合态Cd。

随着胁迫时间和浓度的延长，低毒性 Cd 的草酸态和磷酸态 Cd 的比例增加。浮

萍可能依靠根细胞壁的保留和囊泡内的螯合作用来动态调节和转运 Cd。浮萍在

活性较弱的区域以毒性较小的化学形式分布 Cd，从而降低了 Cd 的移动性和毒

性。在 Cd 胁迫下，浮萍叶绿体呈带状，叶绿体膜模糊，类囊体疏松或消失，线

粒体呈空洞状。变形菌门、拟杆菌门、蓝藻门等耐重金属菌群的丰度增加，可能

是浮萍耐 Cd 的机制之一。本研究从亚细胞、化学形态和根际微生物水平为浮萍

耐 Cd 和脱毒机制提供了证据。 
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第四章 Cd 超富集植物转录分析和关键基因挖掘 

Cd 是环境中毒性最大的金属之一，对植物的生长和生产产生有害影响。浮

萍是一种很有前途的 Cd 修复植物。本研究对浮萍的生长、Cd 富集和抗氧化酶活

性进行了研究。本研究选择对 Cd 耐受性表型极端差异的同一品种的高 Cd 耐受

性浮萍(HCD)和低 Cd 耐受性浮萍(LCD)植株，进行了全基因组转录组分析，探索

其潜在的分子机制，研究人员结果表明 Cd 胁迫对浮萍生长速率、叶绿素含量和

抗氧化酶活性均有显著影响，且两品系间存在差异。在全基因组转录组分析中，

RNA-seq 文库产生了 544, 347, 670 个 clean reads，HCD 和 LCD 之间分别鉴定出

1608 和 2045 个差异表达基因。抗氧化系统在 HCD 的核糖体生物合成过程中显

著表达，而在 LCD 中没有。脂肪酸代谢和乙醇产量显著增加。α-亚麻酸代谢可

能在浮萍的 Cd 解毒中起重要作用。这些发现有助于了解高积累植物的 Cd 耐受

机制，并为未来植物修复研究奠定基础。 

4.1 Cd 胁迫 HCD 和 LCD 植物的生理响应比较 

4.1.1 Cd 对 HCD 和 LCD 植物生长的影响 

为了比较 HCD 和 LCD 在 Cd 胁迫下的明显差异，我们在 Cd 处理开始后 12 

h、24 h、3 d 和 7 d 观察了两个品种的生长情况。HCD 和 LCD 的生物量均有所

下降，以第 3 天和第 7 天的生物量下降最为明显，生长速度明显下降(图 4.1 a, b)。

Cd 胁迫 12 h 和 24 h 后，对照和 Cd 处理组浮萍的生长速率差异不显著，说明 Cd

毒性对浮萍的影响需要一定的响应时间才能显现表型。Cd 胁迫下 LCD 的生长速

率比 HCD 的生长速率明显高 3 d(图 4.1 c)。说明浮萍对 Cd 的耐受性存在较大的

种内差异，且品系间差异较大。处理后，cd 处理组浮萍叶绿素含量与对照组相比

有一定程度的下降。随着 Cd 处理时间的增加，叶片逐渐变黄(图 4.1 g, h)。HCD

处理 7 d 后，叶绿素含量显著下降 52.87% (0.20 mg/g) (图 4.1 d)。在 LCD 中，叶

绿素含量在 3d 后显著下降(图 4.1 e)。结果表明，随着 Cd 处理时间的延长，叶绿

素含量逐渐降低。在 Cd 胁迫的不同时间，HCD 材料的叶绿素含量总体上高于

LCD 材料，且在第 3 d 时显著高于 LCD 材料，最高可达 0.24 mg/g (图 4.1 f)。 



重金属镉污染水体生物修复及机制研究 

 38 

 

图 4.1 不同时间点 Cd 胁迫下植物的生长指标 

注：(a)低耐 Cd 材料(HCD)生长速率；(b)高耐 Cd 材料(LCD)生长速率；(c) HCD 与 LCD 生长速率比较；(d) 

HCD 叶绿素含量变化；(e) LCD 叶绿素含量变化；(f) HCD 与 LCD 叶绿素含量比较；(g) HCD 生长情况；

(h) Cd 胁迫下 HCD 生长情况。条形图表示平均值±SE (n = 3)。星号表示 Cd 处理样本与对照样本在每个时

间点的显著差异(*P<0.05，**P<0.01)。 

4.1.2 Cd 对 HCD 和 LCD Cd 含量及去除率的影响 

为了进一步研究 HCD 和 LCD 的 Cd 耐受特性，我们测定了 HCD 的 Cd 浓

度、BCF 和 Cd 去除效率(图 4.2)。HCD 的 Cd 浓度随着 Cd 处理时间的增加逐渐

降低，在 24 h 达到峰值(238.06 mg/kg (DW))。而 LCD 的 Cd 浓度随着 Cd 处理时

间的增加逐渐增加，在 7 d 达到峰值(127.63 mg/kg (DW))(图 4.2 a)。BCF 是衡量

植物富集污染物能力的重要指标。HCD 的 BCF 在 24 h 达到峰值(640.45)，随着

Cd 处理时间的延长逐渐降低。LCD 的 BCF 从 12 h 开始随着 Cd 处理时间的增加

逐渐增加，并在 7 d 达到峰值(329.78) (图 4.2 b)。结果表明，Cd 处理后 HCD 和

LCD 的 BCF 发生了变化。不同浮萍品系的去除率存在差异。HCD 材料表现出去

除效率显著高于 LCD 应变。两种浮萍材料的 Cd 去除效率都随着处理时间的增

加而增加(图 4.2 c)。结果表明，HCD 的去除率大于 LCD，并且在环境修复中，

可以通过延长 Cd 浓度的时间来提高 Cd 浓度的效果。 
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图 4.2 Cd 胁迫不同时期浮萍 Cd 相关指标的变化 

注：(a) Cd 浓度变化，(b) BCF 变化，(c) HCD 和 LCD 在 Cd 胁迫下去除效率的变化。条形图表示平均值±

SE (n = 3)。星号表示 cd 处理样本与对照样本在每个时间点的显著差异(*P<0.05，**P<0.01)。 

4.1.3 Cd 对 HCD 和 LCD 抗氧化酶和谷胱甘肽巯基转移酶的影响 

 

图 4.3 Cd 胁迫不同时期浮萍抗氧化酶和谷胱甘肽硫转移酶的变化 
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注：(a) HCD 的 CAT 活性，(b) LCD 的 CAT 活性，(c) HCD 和 LCD 的 CAT 活性比较，(d) HCD 的 POD 活

性，(e) LCD 的 POD 活性，(f) HCD 和 LCD 的 POD 活性比较，(g) HCD 的 SOD 活性，(h) LCD 的 SOD 活

性，(i) HCD 和 LCD 的 SOD 活性比较，(j) HCD 的 GST 活性，(k) LCD 的 GST 活性，(l) Cd 处理下 HCD

和 LCD 的 GST 活性比较。条形图表示平均值±SE (n = 3)。U/g 是一个酶活性单位，表示在最佳温度下，

1g 组织在 1min 内转化 1µmol 底物的能力。星号表示 Cd 处理样品与对照样品在每个时间点的显著差异

(*P<0.05，**P<0.01)。 

图 4.3 a～i 显示了两种浮萍材料的抗氧化酶活性。随着 Cd 胁迫时间的延长，

两种浮萍品系的 POD、CAT 和 SOD 活性逐渐升高。处理 7 d 后，POD、CAT 和

SOD 活性显著高于对照组(图 4.3 a、b、d、e、g、h)。LCD 材料的 POD 活性高

于 HCD 株系(图 4.3 f)。这可能表明 LCD 需要产生更多的 POD 来响应 Cd 应力。

谷胱甘肽 s -转移酶(GST)是植物外源解毒和细胞抗损伤的主要系统，与对照相比

添加 0.5 mg/L Cd 处理后，两种浮萍的 GST 活性总体上有所增加(图 4.3 j,k)。在

Cd 胁迫 24 h 时，HCD 材料的 GST 活性峰值为 0.2528 U/g (图 4.3 j)。LCD 在 Cd

胁迫下 7 d 达到最高活性(0.0786 U/g)，仅为 HCD 材料最高活性的四分之一。HCD

材料在不同时间点的 GST 活性均高于 LCD 材料(图 4.3 k)。 

4.2 浮萍转录组测序和分析 

4.2.1 Cd 胁迫下的转录组测序结果 

为了进一步了解浮萍耐 Cd 的分子机制，我们对两个浮萍品系暴露于 0.5 

mg/L Cd 浓度下 12 h 的样本进行了转录组分析。经过原始数据过滤后，总共生成

了 544, 347, 670 个 clean reads。每个样品的 clean reads 约为 41, 233, 077～54, 521, 

819，平均 GC 含量为 54.18～55.00%。HCD 和 LCD 的 Q20 和 Q30 值分别超过

97.26%和 89.59%。参考基因组的 clean read 定位率为 52.13%～59.18%，唯一定

位率为 46.64%～53.03%(表 4.1)。所有生物重复均表现出很强的相关性(图 4.4 a)。

r 值为 0.91，组间差异大于组内差异(图 4.4 b)。大多数 unigenes (45.89～64.79%)

的差异表达水平在 0 和 5 之间(图 4.4 c)。 

表 4.1 浮萍 HCD 和 LCD 基因型转录组数据的质量 

Group CK_HCD Cd_HCD CK_LCD Cd_LCD 

Raw Reads Count 43835874 43830797 46377103 57237400 
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Clean Reads Count 41233077 41778800 43915528 54521819 

Q20 Bases Ratio 97.28% 97.58% 97.26% 98.06% 

Q30 Bases Ratio 89.87% 90.36% 89.59% 92.60% 

GC Bases Ratio 55.00% 54.71% 54.18% 54.41% 

Total mapped 
20812521 

(52.13%) 

22147187 

(54.56%) 

24396197 

(56.99%) 

31782882 

(59.18%) 

Uniquely mapped 
18634487 

(46.64%) 

19784897 

(48.76%) 

21864070 

(51.08%) 

28483426 

(53.03%) 

 

 

图 4.4 Cd 胁迫下浮萍的转录组学分析 

注：(a)主成分分析图，不同颜色或形状的点代表不同环境或条件下的样本组；(b)组间相似性分析箱形图。

r 值越接近 1 组间差异越大，r 值越接近 0 组间和组内差异越不显著；(c)基因表达箱形图图。每个区域的箱

形图从上到下分别有 5 个统计量(最大值、上四分位数、中位数、下四分位数和最小值)；(d) 差异表达基因

维恩图。 
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4.2.2 Cd 胁迫下差异表达基因的鉴定 

 

图 4.5 Cd 处理下浮萍转录组差异表达基因 

注：(a) HCD 和(b) LCD 表达差异火山图。横轴为基因在不同样本组间的表达差倍数变化。纵轴表示基因表

达变化的统计显著性 p 值。图中每个点代表一个基因，红色表示上调基因，绿色表示下调基因，黑色表示

无差异基因。(c) Cd_HCD 对 CK_HCD 和 Cd_LCD 对 CK_LCD 的 KEGG 富集前 10 个 DEGs。 

为了进一步研究不同植物材料对 Cd 耐受的分子机制，我们在整个 Cd 处理

过程中鉴定了差异表达基因(DEGs)。如图 4.5 a 所示，Cd 处理后的 HCD 与对照

(Cd_HCD vs. CK_HCD)相比，共发现 1608 个 DEGs，其中 761 个 DEGs 显著上

调，847 个 DEGs 显著下调。对于 LCD 株系，Cd 处理后与对照(Cd_LCD vs. 
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CK_LCD)相比，共鉴定出 2045 个 DEGs，其中 1347 个 DEGs 显著上调，698 个

DEGs 显著下调(图 4.5 b)。最明显的是，HCD 和 LCD 在上调和下调基因数量上

存在较大差异(约 2 倍差异)。Cd 处理后 HCD 和 LCD 产生 632 个 DEGs(图 4.4 

d)。KEGG 富集分析显示，HCD 和 LCD 样品中分别有 16 条和 23 条代谢途径对

Cd 胁迫有显著响应。α-亚麻酸(ALA)代谢、苯丙素生物合成、植物激素信号转导

和药物代谢-p450 途径在两个浮萍品系中都有显著的注释。例如，在植物激素信

号转导中，Cd_HCD 和 CK_HCD 分别显著标注了 36 个 DEGs (6 个上调，30 个

下调)，Cd_LCD 和 CK_LCD 分别显著标注了 33 个 DEGs (15 个上调，18 个下

调)(图 4.5 c)。因此，信号转导可能在浮萍对 Cd 胁迫的响应中起重要作用。这些

研究结果进一步表明，单基因的功能注释有助于探索浮萍 Cd 吸收基因型差异的

潜在机制。 

4.2.3 Unigenes 和 DEGs 的功能注释 

为阐明 DEGs 的潜在生物学功能，进行了 GO 富集分析。GO 富集分析显示，

54 个 GO 在 HCD 中显著富集，40 个 GO 在 LCD 中显著富集。为了了解这些

DEGs 的功能，我们使用 GO 注释对 Cd 胁迫下浮萍中预测的 DEGs 的功能进行

了分类，包括分子功能(MF)、细胞成分(CC)和生物过程(BP) (图 4.6)。此外，研

究发现对刺激的响应、液泡和单加氧酶活性等可能在非生物胁迫中起关键作用的

GO 在两个材料之间存在差异(图 4.6)。 
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图 4.6 (a) HCD 和(b) LCD 的 GO 功能分类 

注：较浅的颜色代表不同的基因；深色代表所有的基因。 

4.2.4 Cd 胁迫下功能富集基因分析 

检测到功能富集的基因(图 4.7)，耐 Cd 材料主要富集在信号转运机制、次生

金属生物合成转运代谢、碳水化合物转运代谢、氨基酸转运代谢等方面。Cd 敏

感的 LCD 株系主要富集于次生金属的合成、转运和分解代谢(图 4.7)。这些结果

表明信号转运机制、次生金属的生物合成转运和代谢、碳水化合物转运和代谢、

氨基酸转运和代谢途径在 HCD 的 Cd 耐受中起重要作用。 

 

图 4.7 (a) HCD 和(b) LCD 浮萍转录组差异表达基因 KOG 富集 

4.2.5 Cd 胁迫下淀粉和细胞壁代谢途径响应 

研究分析了参与淀粉和蔗糖代谢、细胞壁合成和其他聚糖降解途径的基因谱。

Cd 胁迫下苯丙氨酸氨基水解酶(PAL)、4-香豆酸辅酶 A 连接酶(4CL)和肉桂酰辅

酶 A 还原酶(CCR)下调。此外，两种浮萍材料在 Cd 处理下，纤维素降解途径的

酶表达均下调(图 4.8)。 

4.2.6 Cd 胁迫下的硫和谷胱甘肽代谢影响 

Cd 影响了两个浮萍品系硫和谷胱甘肽代谢相关基因的表达。在 Cd 胁迫下，

3酰-磷酸腺苷-5酰-硫酸磷酸合成酶和硫酸腺苷酸还原酶(谷胱甘肽)(APR)的表达

均上调。此外，Cd 胁迫下，半胱氨酸合成酶(cysK)和谷胱甘肽过氧化物酶(GPX)

表达上调(图 4.8)。 

4.2.7 Cd 胁迫下活性氧代谢响应 

在 HCD 中，编码 CAT 和过氧化物酶(PRDX)的基因表达增强。抗氧化酶编
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码基因的表达在 LCD 材料中没有变化。此外，编码 2-羟基酰基辅酶 A 分解酶

(HACL1)、酰基辅酶 A 氧化酶(ACOX)、2,4-二烯基辅酶 A 还原酶(PDCR)和长链

酰基辅酶 A 合成酶(ACSL)的基因在脂肪酸氧化过程中表达增强(图 4.8)。这些结

果表明，不同浮萍品系在 Cd 胁迫下的基因表达可能存在差异。 

 

图 4.8 浮萍对 Cd 的解毒机制 

注：(a) HCD 和(b) LCD 的代谢途径。红色箭头表示上调，绿色箭头表示下调，黄色箭头表示混合调节。虚

线表示在该途径中表达未改变或在本研究中未涉及的基因被省略。本研究未涉及黑色箭头表示的代谢通量。 
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4.2.8 其他关键基因参与 Cd 的耐受 

每个材料 Cd 耐受相关基因在 Cd 处理反应中有差异表达(图 4.7 和图 4.8)。

碳酸酐酶(CA)和溶质载体 SLC26、ABCB1、ABCC2 以及 WRKY 转录因子在 Cd

胁迫下显著上调。在 LCD 中，SLC4、SLC26、ABCA3、ABCC1 和 ABCG2 表达

上调。此外，在 LCD 中，WRKY 表达下调。此外，许多伴侣蛋白在 LCD 和 HCD

中都有注释，表明这些伴侣蛋白在 Cd 胁迫响应中很重要。 

4.2.9 DNA 修复对 Cd 胁迫的响应 

为了探究浮萍对 Cd 耐受的可能分子机制，我们研究了参与复制、转录和翻

译的基因的表达(图 4.9)。增殖细胞核抗原(PCNA)在浮萍中表达上调，而在浮萍

中表达不变。皮瓣内切酶-1 (Fen1)在 LCD 中表达下调。此外，参与 DNA 复制的

DNA 连接酶 1 的表达在 LCD 中上调。 

4.2.10 RNA 和蛋白质相关生物学过程响应 

 

图 4.9 Cd 胁迫下浮萍基础生物过程的响应 

注：几个生物过程以及相关的蛋白质复合物响应 Cd 在图中提出。在图中，上面是细胞核，下面是细胞质。

Cd_HCD 与 CK_HCD、Cd_LCD 与 CK_LCD 分别代表 0.5 mg/L Cd 处理 12 h 时 HCD 和 LCD 的基因表达
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量。 

如图 4.9 所示，Cd 胁迫下只有 HCD 的 Pol I 亚基 A2 表达上调。其他基因在

LCD 中的表达保持不变。在 LCD 中，与核糖体加工相关的 H/ACA 核糖核蛋白

复合物亚基 2 (NPH2)转录物的表达下调。在 HCD 中，外泌体复合物组分 CSL4 

(CSL4)和 Rrp43 的表达上调。在 LCD 中，阻止 mRNA 降解的聚腺苷酸结合蛋白

(PABP1)在 LCD 中下调。在 HCD 中，48S 起始复合物和核糖体生物合成被上调，

而在 LCD 中 48S 起始复合物和核糖体生物合成被下调或几乎不变(图 4.9)。 

4.3 浮萍转录组 GST基因的筛选 

谷胱甘肽是参与植物解毒机制的重要物质，具有抗氧化作用。通过 KEGG 通

路分析发现，谷胱甘肽代谢途径中 GST 作为谷胱甘肽的转移酶基因(2.5.1.18)，

其基因表达量在 Cd 胁迫后明显上调，表明 GST 的上调表达对于浮萍解毒 Cd 有

重要作用(图 4.10)。通过转录组数据挖掘，共筛选到 18 条 GST 待定序列，经过

NCBI blast 比对，确定 17 条为 GST 基因序列，其中 4 个 GST 基因在 Cd 胁迫后

表达显著性上调，分别为 Lminor_002877 (LmGSTF)、Lminor_005963 (LmGSTL)、

Lminor_014643 (LmGSTU1)和 Lminor_017249 (LmGSTU2) (表 4.2)。 

 

图 4.10 浮萍转录组谷胱甘肽代谢途径 

注：红色表示上调基因，绿色表示下调基因，黄色表示非差异基因。 

 

表 4.2 浮萍转录组 GST基因 

Gene id Name  
MeanTPM

(A) 

MeanTPM

(ACd) 
pValue result KOG 

Lminor_002877 LmGSTF 63.50 330.66 1.09E-09 up↑ KOG0867 

Lminor_005963 LmGSTL 81.25 318.12 6.67E-18 up↑ KOG0406 
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Lminor_014643 LmGSTU1 96.58 248.37 2.26E-07 up↑ KOG0406 

Lminor_017249 LmGSTU2 813.16 2319.93 6.29E-05 up↑ KOG0406 

 

4.3.1 浮萍转录组 LmGST生物信息学分析 

通过转录组筛选得到的 LmGST 基因序列，结合系统该基因家族的系统发育

树(图 4.11)和基因家族基序分析结果(图 4.12)，对 17 个 LmGST 基因进行了命名

和分类。分析结果表明在 17 个 LmGST 基因中，共有 5 种 GST 基因类型，包括

8 个 U 型 GST，4 个 F 型 GST，3 个 L 型 GST，1 个 T 型 GST 和 1 个 Z 型 GST。

LmGST 基因序列的开放阅读框长度为 468~2043 bp，主要长度集中在 648~699 bp。

编码蛋白的氨基酸数量为 156~681 个，主要数量在 216~233 个。结果表明，在浮

萍的转录组中，GST 基因家族的类型大部分为 U 型 GST，其次为 F 型 GST 和 L

型 GST，T 型 GST 和 Z 型 GST 较少，ORF 长度约为 640~700 bp。 

 

图 4.11 浮萍 LmGST基因家族系统发育树 

注：红色标出的为筛选得到的 LmGST 基因 
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图 4.12 浮萍 LmGST基因家族基序 

4.3.2 浮萍转录组上调的 LmGST表达分析 

通过 qPCR 测定结果表明 LmGSTF、LmGSTL、LmGSTU 基因随着 Cd 胁迫

时间的增加表明量逐渐增加，GST 酶活性的检测结果也与基因表达结果一致(图

4.13)，表明 LmGST 基因在响应 Cd 胁迫过程着发挥重要作用。 

 

图 4.13 Cd 胁迫对浮萍 LmGST基因表达和 GST 酶活的影响 

4.4 总结 

本研究对两个浮萍品系的生理和转录组研究表明，Cd 胁迫对浮萍生长速率

和叶绿素含量的影响存在显著差异。不同种间对 Cd 的耐受性和 Cd 去除效率存

在显著差异。具体来说，HCD 的去除率明显高于 LCD。Cd 胁迫对两种浮萍抗氧

化酶系统的影响也不同，Cd 诱导的 LCD 氧化损伤更大。在所有时间点上，HCD

材料的 GST 活性都高于 LCD 材料。此外，基于转录组学分析，HCD 和 LCD 浮

a b 
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萍品系在 Cd 胁迫下分别有 1608 和 2045 个 DEG，基因型差异显著。淀粉代谢、

硫代谢和 ROS 通路被激活，谷胱甘肽合成相关基因表达上调，以消除 cd 诱导的

ROS 的影响。遗传中心教条的基因表达在 Cd 暴露后 12 h 内被触发。在 Cd 胁迫

下，参与 Cd 吸收和转运的基因如 ABC 转运蛋白被积极表达。同时，通过 KEGG

代谢通路分析发现 GSH 代谢通路中 GST 基因表达明显上调。基于转录组数据，

筛选并检测了 3 个基因在 Cd 胁迫下表达明显上调。这些结果提高了我们对浮萍

在转录组水平上对 Cd 耐受的潜在机制的理解，以及未来对 Cd 耐受相关通路和

基因的研究奠定了基础。 
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第五章 植物超富集 Cd 关键基因验证及遗传转化 

本研究在课转录组基础上，对 Cd 胁迫后表达量显著增加的 LmGST 进行基

因克隆，成功克隆得到 1 个 LmGST 基因(LmGSTF3)，蛋白编码区(Coding sequence, 

CDS)为 561bp，编码 186 个氨基酸。并对浮萍 LmGST 基因相对表达量进行检测，

探索在 Cd 胁迫下随着 Cd 胁迫时间的延长，LmGST 基因相对表达水平的变化。

本研究进一步对克隆得到的 LmGST 基因进行功能验证，验证在 Cd 胁迫下在原

核表达系统中表达该基因是否能增强大肠杆菌的 Cd 耐受性。首先，将 LmGST 基

因构建至原核表达载体，转化大肠杆菌，然后在不同浓度 Cd 胁迫下研究转基因

大肠杆菌与对照菌相比，其生长状态、菌落形成情况和对培养液中 Cd 的去除率。

同时，通过亚细胞定位分析 LmGST 基因编码蛋白在细胞发挥功能的的表达位置。

此外，还建立了浮萍稳定遗传转化体系，为后续关键基因的功能验证奠定基础。 

5.1 LmGST基因的克隆和定量分析 

成功克隆得到 LmGSTF3，蛋白编码区(Coding sequence, CDS)为 561bp(图 5.1)，

编码 186 个氨基酸。本研究进一步对相对表达量进行检测，发现在 Cd 胁迫 12 h

时，LmGST 基因表达量显著增加；随后 LmGSTF 基因表达量比对照组降低；但

在 Cd 胁迫 7 d 时，LmGST 基因表达量显著高于对照组。基因定量表达分析结果

表明，LmGST 基因可能在最初响应 Cd 胁迫和最终适应 Cd 胁迫过程中发挥重要

作用。 

 

图 5.1 LmGST扩增和定量表达结果 

注：(a) LmGST 扩增电泳图；(b) LmGST 基因相对表达水平。M：DNA Marker；1：PCR 扩增产物。 
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5.2 LmGST基因的原核表达分析 

通过 BamHⅠ和 SacⅠ双酶切构建 LmGST 基因重组原核表达载体，转化大肠杆

菌，成功获得转入 LmGST 基因的重组菌(图 5.2 a 和 b)。滴板试验结果发现，重

组菌和对照菌在正常平板上的菌落形态一致，而在 200 mg/L Cd 胁迫平板上对照

菌和重组菌的菌落数量明显减少，但转基因 LmGST 大肠杆菌形成菌落更多(图

5.2 c)。生长曲线测定结果显示，在不加 Cd 胁迫情况下，对照菌的生长优于重组

菌。但在不同 Cd 浓度处理下，重组菌优于对照菌，且随着 Cd 浓度的增加，重

组菌的生长优势逐渐显现。在 600 mg/L 高浓度 Cd 胁迫下，微生物的生长趋于平

缓，但重组菌依然略优于对照菌(图 5.2 d)。研究结果表明 LmGST 基因的转入，

能够明显提高大肠杆菌对 Cd 的耐受性。 

 

图 5.2 LmGST基因原核表达结果 

注：(a)菌落 PCR 图；(b)双酶切图(BamHⅠ和 SacⅠ双酶切)；(c) Cd 胁迫平板上菌落形成图；(d)不同 Cd 浓

度下大肠杆菌生长曲线；(e)不同 Cd 浓度下大肠杆菌 GST 酶活性；(f)不同 Cd 浓度下大肠杆菌 Cd 去除率。 

不同 Cd 浓度下测定 GST 酶活性显示，转基因 LmGST 重组菌 GST 酶活性在
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正常生长情况下高于对照菌，表明即使没有 Cd 胁迫，IPTG 也能启动原核表达系

统 GST 的表达。在 Cd 胁迫条件下，重组菌 GST 酶活性依然显著高于对照菌，

在 400 mg/L Cd 胁迫时 GST 酶活性达到最高(图 5.2 e)。此外，检测培养液残留

Cd 含量结果显示，转基因 LmGST 重组菌的 Cd 去除率在所有 Cd 浓度处理条件

下均高于对照菌。转基因 LmGST 重组菌的 Cd 去除率均高于 85%，比对照菌提

高约两倍(图 5.2 f)。以上结果表明，LmGST 基因可能与增强 Cd 的耐受性有关，

使转入 LmGST 基因的重组菌在 Cd 胁迫时维持生长，从而提升培养液中 Cd 的去

除率。 

5.3 LmGST基因的亚细胞定位分析 

构建 LmGST 亚细胞定位植物表达载体，通过 35S 强启动子启动 LmGST 和

GFP 融合基因的的表达。转化农杆菌后瞬时转化本氏烟草叶片，在荧光显微镜下

观察 GFP 荧光蛋白。结果如图 5.3 所示，在细胞质、细胞核周围观察到融合蛋白

的表达，表明 LmGST 基因编码的 LmGST 蛋白定位于细胞质和核膜。 

 

图 5.3 LmGST基因亚细胞定位分析 

注：A：GFP 空载；B：GSTU1-GFP 重组载体。a：荧光通道；b：叶绿体荧光通道；c：明场；d：叠加图。 

5.4 浮萍稳定遗传转化体系的建立 

本研究通过组织培养成功实现了浮萍植物愈伤组织诱导和叶状体再生诱导

(图 5.4)，建立了稳定的遗传转化体系，并通过筛选获得了转基因株系。筛选的愈

伤组织再生成为叶状体后，也能成功染上蓝色，说明愈伤组织遗传转化体系也是

能够稳定表达的(图 5.5)。 
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图 5.4 浮萍的组织培养过程图 

 

 

图 5.5 转基因植物 GUS 染色结果 

注：(a)野生型对照组和(b)阳性转基因叶状体 GUS 染色结果。 

5.5 小结 

本研究克隆得到 1 个 LmGST 基因的 CDS 序列，并构建了 LmGST 基因原核

表达载体成功转化大肠杆菌。通过 LmGST 基因的原核表达发现，在 400~800 mg/L 

CdCl2 胁迫下，转基因 LmGST 肠杆菌比对照菌生长更好，在 Cd 胁迫平板上重组
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菌形成的菌落更多，表明 LmGST 的转入，能够显著提高大肠杆菌对 Cd 的耐受

性。通过测定重组菌和对照菌的 GST 酶活性，发现转 LmGST 基因的重组菌在

IPTG 诱导下可以成功表达具有催化活性的 GST 蛋白，且 Cd 胁迫下 GST 酶活性

显著上调。此外，通过测定培养液中残留的 Cd 含量，发现转 LmGST 基因的重

组菌的 Cd 去除率显著高于对照菌，Cd 去除率高达 85%以上，比对照菌 Cd 去除

率提高 1.8~2.3 倍，表明 LmGST 基因的转入显著促进了重组菌 Cd 的去除。本研

究还对 LmGST 进行了亚细胞的定位研究，通过构建植物表达载体转化农杆菌，

再以农杆菌瞬时转化本氏烟草叶片，发现 LmGST 融合蛋白在烟草叶肉细胞的细

胞质和核膜中表达，验证了 LmGST 主要是通过在细胞质发挥催化转运等功能。

最后，本研究针对所用的浮萍材料，建立了稳定的愈伤组织遗传转化体系，转化

效率达到 75%，GUS 染色结果证实遗传转化体系稳定高效，表明该遗传转化系

统可用于目的基因的转基因验证。 
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第六章 过表达 LmGST对 Cd 胁迫下植物的影响 

本研究将 LmGST 基因构建至植物表达载体中，根据建立的浮萍遗传转化体

系，将 LmGST 基因在浮萍中进行过表达，得到转 LmGST 基因新的浮萍种质资

源。测定在 0、0.5 和 10 mg/L Cd 胁迫下过表达 LmGST 基因浮萍和野生型浮萍

的生理生化指标，包括根长、生长速率、叶绿素含量和抗氧化酶酶活的研究，比

较转基因前后的差异。进一步研究过表达 LmGST 基因浮萍与野生型浮萍在 Cd

富集量和 Cd 去除率上的差异，为验证浮萍中的 GST 解毒功能的机制提供理论

依据，创制的转基因浮萍株系也可为 Cd 污染水体提供新的植物材料。 

6.1 过表达 LmGST对 Cd 胁迫下植物根长的影响 

浮萍根中的 Cd 主要分布在根冠和根伸长区的表皮和管胞中，抑制浮萍根的

伸长，导致浮萍根长变短。在 0.5 mg/L Cd 胁迫后，转入了 LmGST 基因的 OE-1，

OE-2，OE-4 株系的根长明显长于 WT；在 10 mg/L Cd 胁迫 7 d 后，OE-2，OE-

3，OE-4 株系平均根长分别为 3.9、2.6 和 4.1 cm，是 WT 根长的 3.2、2.2 和 3.4

倍，表明转入 LmGST 基因明显减弱了 Cd 对根长的抑制作用(图 6.1)。 

 

图 6.1 Cd 对过表达 LmGST浮萍根长的影响 

注：A：CK 处理组，B：0.5mg/L Cd 处理组，C：10 mg/L Cd 处理组。每个组重复三次，以平均值±SD 表

示。用 t 检验进行分析，与 WT 进行比较，*p＜0.05，**p＜0.01。 

进一步在 10 mg/L Cd 胁迫下测定转基因株系的脱落率，发现第 7 d 时，OE-
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2 和 OE-4 株系根脱落率分别为 43.3 和 43%，低于 WT 的根脱落率(60%)，表明

过表达 LmGST 对缓解根脱落的效果良好(图 6.2)。 

 

图 6.2 Cd 对过表达 LmGST浮萍根长的影响 

6.2 过表达 LmGST对 Cd 胁迫下植物生长速率的影响 

在 10 mg/L Cd 胁迫 24h 后，OE-2，OE-4 株系的生长速率显著高于 WT，表

明 LmGST 能提升浮萍对于高浓度 Cd 的耐受性。 
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图 6.3 Cd 对过表达 LmGST浮萍生长速率的影响 

注：A：CK 处理组，B：0.5mg/L Cd 处理组，C：10 mg/L Cd 处理组。每个组重复三次，以平均值±SD 表

示。用 t 检验进行分析，与 WT 进行比较，*p＜0.05，**p＜0.01。 

6.3 过表达 LmGST对 Cd 胁迫下植物叶绿素含量的影响 

过表达 LmGST 基因对 10 mg/L Cd 胁迫 3 d 后的叶绿素毒害的缓解效果最为

明显，与浮萍生长速率结果一致。 

 

图 6.4 Cd 对过表达 LmGST浮萍总叶绿素含量的影响 

注： A：处理 12 h；B：处理 24 h；C：处理 3 d；D：处理 7 d 

6.4 过表达 LmGST对 Cd 胁迫下植物抗氧化酶活性的影响 

抗氧化酶是植物抗氧化防御系统中的重要成员，主要包括 CAT、SOD 等。

图 6.5 a 和 6.5 b 说明了 Cd 胁迫对过表达株系抗氧化酶活性的影响。在 0.5~10 

mg/L Cd 胁迫下，CAT 和 SOD 等抗氧化酶较正常条件下酶活性增加，随着 Cd 浓

度的增加，CAT 和 SO 酶活性呈现先升高后降低的趋势，而 SOD 酶活性显著高

于对照组。GSH 在植物外源性解毒过程发挥重要作用，因此本研究也对在 Cd 胁
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迫下对照组和转基因才来哦该物质的含量进行检测。研究发现与对照组相比，转

LmGST 基因所有株系的 GSH 含量出现上调，表明过表达 LmGST 基因还能增加

GSH 含量，增强浮萍抗氧化能力(图 6.5 c），在 10 mg/L Cd 胁迫下 OE-4 增强效

果最明显，GSH 含量分别提升 1.76 倍。 

 

图 6.5 Cd 对过表达 LmGST浮萍抗氧化酶活性的影响 

6.5 过表达 LmGST对 Cd 胁迫下植物富集量和去除率的影响 

在 10 mg/·L Cd 处理 7d 后，转基因株系的 Cd 富集量达到了 3 197~3901 

mg/kg，为野生型的 1.2~1.3 倍。按照 1 m2 接种 110 g 浮萍进行理论计算，转基因

株系分别可吸收超过 300 mg Cd，比野生型富集量高。同时转基因株系达到了最

高 1800 的 BCF 值，为野生型的 4.2 倍。且平均 Cd 去除率最高达到 81.72%，远

高于野生型(37.58%)，为野生型的 2.2 倍。经过研究比较后发现，转基因株系对

Cd 耐受性和富集效果较好。 
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图 1 Cd 胁迫对过表达 LmGST浮萍 Cd 相关指标的影响 

注：(a、b)：Cd 对过表达浮萍富集量的影响，(c、d)：Cd 对过表达浮萍 BCF 的影响，(e、f)：Cd 对过表

达浮萍去除率的影响。用 t 检验进行分析，与 WT 进行比较，*p＜0.05，**p＜0.01。 

6.6 小结 

本研究将 LmGST 基因构建至植物表达载体中，根据建立的浮萍遗传转化体

系，将 LmGST 基因在浮萍中进行过表达，得到转 LmGST 基因新的浮萍种质资

源。测定在 0、0.5 和 10 mg/L Cd 胁迫下过表达 LmGST 基因浮萍和野生型浮萍

的生理生化指标，包括根长、生长速率、叶绿素含量和抗氧化酶酶活的研究，比

较转基因前后的差异。进一步研究过表达 LmGST 基因浮萍与野生型浮萍在 Cd

富集量和 Cd 去除率上的差异。经过研究比较后发现，LmGSTF 株系对 Cd 耐受
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性和富集效果较好，Cd 去除率分别达到了 80.50%，为 WT 的 2.0~2.2 倍。说明

LmGST 基因的过量表达加快 Cd 解毒过程，缓解 Cd 对植物的毒害作用，进一步

利用转运蛋白将解毒后的 Cd 转运至液泡等位置进行固定化作用，使浮萍在耐受

高浓度 Cd 胁迫的同时将更多的 Cd 富集在体内。过表达 LmGST 浮萍具有广阔的

应用开发潜力，可应用于治理重金属水体污染，效果比普通野生型浮萍更好，本

研究为 LmGST 转基因浮萍的实际开发应用提供进一步理论支撑。 
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第七章 Cd 超富集植物内生菌分离和互作机制 

本研究以 Cd 超富集植物浮萍为实验材料，以浮萍内生菌群落与水体中典型

重金属 Cd 为研究对象。在浮萍内生菌群落多样性数据的基础上，通过对超富集

植物浮萍内生菌的分离及鉴定，筛选出具有良好促生作用以及高重金属 Cd 耐性

的功能菌株，结合 16S rDNA 序列分析对筛选出的菌株进行鉴定；菌株生长条件

和接种时的生长状态对浮萍生物量和耐 Cd 能力具有一定的影响，探究功能菌株

的最佳生长条件和最佳接种状态；研究最佳接种状态下，功能菌株对浮萍植物生

物量、理化性质、Cd 积累量及 Cd 去除能力的影响。通过对浮萍内生菌的分离结

果，为内生菌-植物联合修复环境 Cd 污染提供菌种资源。 

7.1 Cd 对植物内生细菌的影响 

7.1.1 高通量测序结果 

采用高通量测序分析，不同处理共测序 387, 094 条有效序列，碱基 145, 803, 

731 个，每个样品的序列编号为 59, 081～631, 159，平均序列长度为 376 bp。6 个

类群共检出 22 门，43 纲，101 目，180 科，302 属，405 种，488 个操作分类单

位(OTUs)。所有样品的覆盖率均超过 98%，说明测序结果真实反映了不同处理下

微生物群落的种类和丰度(图 7.1)。 

 

图 7.1 Cd 处理下微生物稀释曲线 

7.1.2 Cd 处理下植物微生物群落多样性分析 
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本研究的高覆盖度指数表明测序结果准确反映了样品的真实情况和物种丰

富度(图 7.1)。测定了不同处理下浮萍体内微生物群落的丰度和多样性，结果表

明，Cd 处理使浮萍体内内生细菌的丰度和多样性下降；Cd 处理组的 chao 和 ace

指数均低于对照组，说明 Cd 处理降低了浮萍内生细菌的丰度。Cd 处理组的

Shannon 指数小于对照组，说明 Cd 处理降低了浮萍内生细菌的多样性。同样，

Cd 处理组的 Simpson 指数高于对照组，进一步说明 Cd 处理降低了浮萍内生细

菌的多样性(表 7.1)。 

表 7.1 微生物多样性指数 

 

7.1.3 Cd 处理下微生物群落 OTUs 分布 

为了探究 Cd 处理对浮萍内生群落的影响，我们利用 16S rRNA 序列对不同

条件下浮萍样品的内生群落进行了研究，不同处理下微生物群落 OTU 组成的变

异性和百分比如图 7.2 所示。在相似度≥97%的基础上，共得到 488 个物种分类

otu，其中 CK 组和 Cd 组微生物群落特异性 otu 分别为 210 和 80(图 7.2 a)。不同

的 OTU 有不同的百分比(图 7.2 b)。结果表明，Cd 处理下浮萍微生物群落组成存

在差异。 

 

图 7.2 Cd 处理下微生物群落 OTUs 分布 

Groups ace chao coverage shannon simpson 

CK 211.226645 210.1944443 0.999827667 2.516008333 0.172342333 

Cd 168.817971 165.789855 0.999686 2.043871667 0.267884333 
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注：(a)不同分类群 OUT 分布的维恩图；(b) OTU 水平的微生物群落占用率。CK 为空白对照，Cd 为 Cd 处

理组。 

 

7.1.4 Cd 处理下微生物群落组成结构 

图 7.3 a 显示了在门水平上微生物分布的差异，所有样品都具有相似的优势

菌群，但丰度略有不同。Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria 等优势菌常见，

其中 Proteobacteria 为优势菌群。Cd 处理下变形菌的丰度高于对照组(图 7.3 a)。

在科分类水平上，Cd 处理下的萍属内生细菌存在差异(图 7.3 b)，对照中内生细

菌群落丰度最高的 3 个科分别是 Comamonadaceae 、 Paenibacillaceae 和

Caulobacteraceae。Cd处理组内生细菌群落丰度最高的3个科是Comamonadaceae、

Paenibacillaceae 和 Enterobacteriaceae。Cd 处理组 Enterobacteriaceae 的丰度高于

对照组。这些结果表明，Cd 胁迫影响了浮萍内生细菌群落的丰度。微生物组成

分析显示，浮萍样品中有 22 门，其中包括变形菌门。在对照组和 Cd 处理组中，

Comamonadaceae, Paenibacillaceae 和 Enterobacteriaceae 的丰度都很高(图 7.3 c)。

这进一步证实了浮萍内生细菌在 Cd 胁迫下可以存在，并受到 Cd 胁迫的影响。 

7.1.5 Cd 处理对植物微生物群落结构的影响 

样本组相似性分析结果显示，Cd 处理的浮萍样品与对照组样品的图上的点

有较大的分离(图 7.3 d)，说明未处理的浮萍与不同处理条件下的浮萍根间菌群存

在显著差异，可以区分对照和 Cd 胁迫的浮萍菌群。 

7.1.6 Cd 处理植物中微生物的网络分析 

共现网络分析显示，32 个丰度为 50 的细菌属与 Cd 处理后的 Cd 浓度显著

相关。Delftia 菌不仅与 Cd 胁迫相关，而且丰度最高(34, 225.66)。物种共现网络

分析显示，与 Escherichia-shigella 菌相关的 4 种细菌属呈负相关，而其他所有细

菌属之间均呈正相关(图 7.3 e)。 
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图 7.3 Cd 处理下浮萍内生微生物群落分析 

注：(a)门水平的群落丰度百分比；(b)科水平的群落丰度百分比。(c)门水平不同样品丰度的热图。样品中不

同物种的丰度变化是通过色块的颜色梯度来表现的。颜色梯度所代表的值显示在图的右侧，红色和蓝色分

别代表高丰度门和低丰度门；(d)细菌群落结构差异分析。X 轴和 Y 轴的尺度是相对距离。红色和蓝色分别

表示对照组和 Cd 处理组；(e)物种相关网络图。 

7.2 植物内生细菌的分离与鉴定 

从浮萍植物样品中分离到 22 株内生菌株，编号为 Y1～Y22。表 7.2 总结了

分离出内生菌的表型。 

表 7.2 Cd 处理对内生细菌生长的影响 

Strain number Cd Strain number Cd 

Y1 - Y12 - 

Y2 + Y13 - 

Y3 + Y14 - 

Y4 - Y15 - 

Y5 - Y16 - 
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Y6 - Y17 - 

Y7 + Y18 - 

Y8 - Y19 - 

Y9 - Y20 - 

Y10 - Y21 - 

Y11 + Y22 - 

+表示 Cd 耐受型菌株；-表示 Cd 敏感型菌株。 

7.2.1 内生细菌生长受 Cd 胁迫的影响 

低浓度 Cd (10 mg/L)处理后分离出内生细菌。结果表明，菌株 Y2、Y3、Y7

和 Y11 可以在低浓度 Cd 环境下生长(表 7.2)。此外，用高浓度 Cd 处理内生细菌，

所有四种菌株都在高浓度 Cd 下生长(图 7.4 a)。不同菌株对 Cd 的反应时间不同；

其中，Y3 的生物量在 Cd 处理 72 h 后显著增加，而 Y2 的生物量在 24 h 后显著

增加，Y11 的生物量在 48 h 时显著高于其他菌株。因此，选择 Y11 进行进一步

系统的耐 Cd 试验。菌株 Y11 的生物量随着 Cd 浓度的增加逐渐降低(图 7.4 b)。 

7.2.2 内生细菌对浮萍生长指标的影响 

在不添加 Cd 或添加 1 mg/L Cd 的情况下，将耐 Cd 内生菌移入含有相同浮

萍量的液体培养基中，观察其对浮萍生长指标的影响。结果表明，在不添加 Cd

的情况下，将内生细菌重新添加到浮萍中，菌株 Y7 显著抑制了浮萍的生长。Y11

显著提高了浮萍的鲜重，而其他菌株对浮萍的鲜重没有影响。Y11 也显著增加了

浮萍的根长(图 7.4 c)。当将内生细菌重新添加到添加了 Cd 的浮萍中，Y11 显著

增加了浮萍的鲜重和根长。此外，Y3 显著提高了 Cd 胁迫下浮萍的鲜重。在添加

和不添加 Cd 的情况下，Y3 和 Y11 的叶绿素含量显著降低，其原因可能是叶绿

素含量高与浮萍争夺养分的菌株的生物量(图 7.4 c)。 

7.2.3 内生细菌 16S rDNA 序列分析 

将内生细菌 Y11 的 16S rDNA 序列扩增至 1455 bp(图 7.4 d)。计算内生菌 Y11

的 16S rDNA 序列与同源性最高的 17 株细菌的 16S rDNA 全序列的遗传距离，

并根据遗传距离构建系统发育树(图 7.4 e)。如图 7.4 e 所示，内生细菌与几株芽

孢杆菌具有密切的同源性。这些结果结果表明，分离得到的菌株为芽孢杆菌 Y11。 



重金属镉污染水体生物修复及机制研究 

 67 

 

图 7.4 浮萍相关生长指标及内生种鉴定 

注：(a) Cd 处理下不同菌种的生长情况；(b)不同 Cd 浓度处理下 Y11 的生长情况；(c)浮萍内生细菌的生长

指标；(d)内生菌 Y11 的 16S rDNA 扩增结果；(e)内生菌 Y11 16S rDNA 序列的系统发育树。M 为 2 kb 标

记，Y11 为菌株 Y11 的扩增产物。 

7.2.4 内生细菌培养条件优化 

本研究对内生菌芽孢杆菌 Y11 的培养条件进行优化，首先进行单因素实验，

探索了温度、pH、接种量、装样量、胰蛋白胨含量对内生菌生长的影响，确定各
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因素的最优条件(图 7.5)。根据单因素实验结果，设置了 CCD 响应面法进一步优

化内生菌培养条件，最终显著提高了内生菌的生物量(图 7.6)。 

 
图 7.5 培养条件优化单因素实验 

 

 

图 7.6 CCD 响应面法优化内生菌培养条件 

注：(a)温度和 pH 对菌株生物量 OD600 的响应图和等高线图；(b)温度和接种量对菌株生物量 OD600 的响应

图和等高线图；(c)接种量和 pH 对菌株生物量 OD600 的响应图和等高线图；(d)响应面优化前后菌种生物量

OD600 对比。 

7.3 内生菌定殖对植物的影响 

7.3.1 内生菌定殖对植物生长速率的影响 

为了直观地比较内生菌定殖对不同浓度 Cd 胁迫下浮萍的影响，采用 0.1 

mg/L、0.5 mg/L、1 mg/L、2 mg/L、3 mg/L、4 mg/L 及 5 mg/L Cd 处理 3 d、5 d、
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7 d、14 d，测定其对浮萍生长速率、叶绿素含量、Cd 去除率、Cd 富集量及富集

系数的影响。由图 7.7 看出，内生菌 Y11 定殖后在不同浓度 Cd 胁迫下浮萍的生

长速率呈现整体上升的趋势。在不加入 Cd 胁迫和 4 mg/L Cd 胁迫 3 d，定殖内生

菌 Y11 的浮萍生长速率显著高于未定殖内生菌 Y11 的浮萍(图 7.7 a)。在 Y11 定

殖 5 天时，生长速率同对照一样，表现为，随着 Cd 浓度增加生长速率逐渐下降

(图 7.7 b)。在内生菌定殖 7 天时，接种内生菌生长速率显著高于对照组，在 0.5 

mg/L Cd 胁迫下对照组与处理组达到最大差值(0.22 g/d)。结果表明，内生菌的定

殖将显著促进浮萍的生长。 

 

图 7.7 内生菌定殖不同时间对不同 Cd 胁迫下浮萍生长速率的影响 

注：内生菌定殖(a) 3 d，(b) 5 d，(c) 7 d 及 (d) 14 d 对不同浓度 Cd 胁迫下浮萍生长速率的影响 

 

7.3.2 内生菌定殖对植物叶绿素含量的影响 

在第 3 天时，随着 Cd 浓度增加，叶绿素含量逐渐下降，内生菌定殖与否无

显著差异(图 7.8 a)。在第 5、7 d 时，随着 Cd 浓度增加，叶绿素含量逐渐下降，

在无 Cd 胁迫的条件下，未定殖内生菌浮萍叶绿素含量显著大定殖内生菌的浮萍

叶绿素含量(图 7.8 b, c)。第 14 d 时，随着 Cd 浓度增加，叶绿素含量也呈现逐渐

下降的趋势，未定殖内生菌组叶绿素含量显著高于定殖内生菌组，可能是由于内

生菌的定殖促进了浮萍的生长后，产生了生长竞争，导致浮萍受损，叶绿素含量
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降低(图 7.8 d)）。结果表明，该内生菌的定殖在一定时间对浮萍的叶绿素含量没

有显著的影响，当定殖时间过长时，可能会导致浮萍生长过快、进而受损、叶绿

素含量下降。 

 

图 7.8 内生菌定殖不同时间对不同 Cd 胁迫下浮萍叶绿素含量的影响 

注：内生菌定殖(a) 3 d，(b) 5 d，(c) 7 d 及 (d) 14 d 对不同浓度 Cd 胁迫下浮萍叶绿素含量的影响 

7.3.3 内生菌定殖对植物 Cd 去除率的影响 

不同 Cd 浓度处理不同时间后，内生菌的定殖对 Cd 去除产生了显著影响(图

7.9)。第 5 d 时，在 3、4 及 5 mg/L Cd 下内生菌定殖将显著提高 Cd 在水体中的

的去除率(图 7.9 c)。随着胁迫时间增加，未定殖内生菌组的 Cd 去除率显著高于

定殖内生菌组，可能是由于接种了内生菌的浮萍生长速度过快，产生了生长竞争，

导致浮萍受损，Cd 离子溢出(图 7.9 d)。因此，在实际应用于治理环境污染时，

要及时打捞浮萍，该结果为植物-微生物联合修复环境污染奠定了坚实的基础。 
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图 7.9 内生菌定殖不同时间对不同 Cd 胁迫下浮萍 Cd 去除率的影响 

注：内生菌定殖(a) 3 d，(b) 5 d，(c) 7 d 及 (d) 14 d 对不同浓度 Cd 胁迫下浮萍 Cd 去除率的影响 

7.4 内生菌基因组测序与分析 

7.4.1 内生菌全基因组概况 

为了进一步了解内生菌基因组对内生菌本身以及宿主植物在逆境中的影响，

对该内生菌进行了全基因组测序。结果表明，该菌株全基因组大小为 565, 0245 

bp，包括两条染色体和两个质粒，大小分别为 2.84 Mb、2.07 Mb、0.18 Mb、0.54 

Mb (表 7.3)。不同染色体不同质粒GC含量不同，两条染色体的GC含量(59.37%、

59.28%)高于两个质粒的 GC 含量(56.06%、57.34%)。两个质粒的 A 含量高于两

个染色体的 A 含量，T 含量同样如此。结果表明，不同的基因结构在同一基因组

中数量与含量也不相同。 

表 7.3 全基因组概况 

Tape Size（bp） GC A T G C 

Chromosome Ⅰ 2843782 59.37% 20.17% 20.45% 29.97% 29.40% 

Chromosome Ⅱ 2074521 59.28% 20.38% 20.34% 29.71% 29.57% 

Plasmid 187749 56.06% 21.81% 22.14% 27.67% 28.39% 

Plasmid 544193 57.34% 21.11% 21.55% 28.82% 28.51% 

Total 5650245 59.03% 20.39% 20.57% 29.69% 29.34% 

 

7.4.2 内生菌全基因组信息分析 
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典型的细菌基因组一直被认为包含一个染色体和几个携带非必需基因的小

质粒。然而，越来越多的次生染色体已经在各种细菌中被报道。本研究发现，该

菌含有第二条染色体，且第二条染色体大小远大于两个质粒的大小。该基因组富

含参与无机离子和碳水化合物运输和代谢的基因，特别是富含糖苷水解酶、多糖

裂解酶及糖基转移酶，表明该菌株有利用多糖的优良能力的遗传基础(图 7.10)。

基因岛是基因水平转移的重要载体，可移动的基因岛能够整合到宿主的染色体上，

并在特定的条件下切除，进而通过转化、接合或转导等方式转移到新的宿主中，

具有多种生物学功能，如抗生素抗性、重金属抗性等(郭瑞亮 et al., 2018)。全基

因组数据分析发现，该菌富含基因岛，这可能与改进能够耐受高浓度 Cd 胁迫相

关(表 7.4)。 

 

图 7.10 内生菌全基因组结构分析 

注：(a)CAZy 为碳水化合物酶相关的专业数据库；(b)COG 功能分析。 

 

表 7.4 基因组不同结构概况 

 tRNA rRNA RNA TRF SSR CRISPR Islands Prophage 

Number 55 12 125 65 4 0 8 3 

Total_len(bp) 4378 17597 29314 7522 5650245 0 16958 50727 

 

有研究表明，硫代谢和谷胱甘肽代谢相关的基因表达与植物的镉耐受性相关

(Cui et al., 2020)。酚类化合物(如酚酸和类黄酮)是一类重要的植物次生代谢产物，

具有清除活性氧的潜力(Sharma et al., 2019)。苯丙素生物合成途径在重金属胁迫

条件下被激活，导致各种酚类化合物的积累(Sharma et al., 2019)。有研究表明，

ABC 转运蛋白(ATP-binding cassette transporter)与水稻镉耐受性相关，短暂镉暴露

后水稻根中该蛋白表达显著上调(Fu et al., 2019)。该菌全基因组检测到含有谷胱
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甘肽代谢相关基因、硫代谢相关基因、苯丙素生物合成相关基因、ABC 转运蛋

白家族相关基因等，这些基因基础对该菌耐受 Cd 胁迫至关重要(表 7.5)。 

表 7.5 与 Cd 耐受相关代谢途径注释结果 

KEGG 代谢通路 被注释基因数量 

谷胱甘肽代谢 27 

硫代谢 32 

苯丙素生物合成途径 3 

ABC 转运蛋白家族 32 

过氧化物酶体 4 

植物病原体相互作用 6 

 

7.4 小结 

在本研究中，高 Cd 浓度显著抑制浮萍生长，并伴有叶绿素含量降低。较低

Cd 浓度(0.1～0.5 mg/L)对浮萍的生长抑制作用不大，高浓度(0.7～5.0 mg/L)对浮

萍的生长抑制作用较强。随着 Cd 胁迫持续时间和浓度的增加，浮萍中 Cd 含量

最高可达 264.6 mg/kg，而 Cd 的去除则逐渐累积，且对浮萍的危害越严重去除率

提高到 70～90%。0.1～1.0 mg/L Cd 处理 3 d，浮萍对 Cd 的去除率为 60～68%，

7 天后去除率达到 70%，说明浮萍对低浓度 Cd 也有很好的去除效果。通过对浮

浮草内生细菌的高通量测序，共鉴定出 488 个 OTUs，优势类群为 Proteobacteria、

Firmicutes 和 Actinobacteria。Cd 处理对浮萍微生物群落多样性也有影响。分离得

到 22 株内生细菌，其中 4 株对 Cd 耐受。分离得到的耐 Cd 内生菌株 Paenibacillus 

sp. Y11 显著提高了浮萍生物量。研究结果表明，内生菌的定植可以帮助植物有

效地响应 Cd 胁迫，为未来植物—微生物联合修复重金属污染奠定基础。 
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第八章 Cd 超富集植物的后续资源化利用研究 

随着重金属污染水体问题日益严重，如何修复和安全有效地利用重金属污染

水体成为当今社会亟待解决的现实问题。植物修复因其绿色、经济，原位修复及

边修复边利用等众多优势成为重金属污染水体主要的修复途径之一，但植物修复

技术会产生大量富集重金属的生物质。为探究超富集植物富集重金属之后的利用

价值，本研究设置不同浓度 Cd 胁迫和不同 Cd 胁迫时间处理条件，研究了浮萍

对水体中 Cd 的去除效果及积累能源原料淀粉的能力。并选择 Cd 处理后的高淀

粉浮萍作为乙醇生产的原料，成功发酵为生物乙醇，对修复重金属 Cd 污染水体

后的植物材料的进一步资源化利用具有重要意义。 

8.1 Cd 超富集植物的水体 Cd 去除率 

由图 8.1 可以看出，Cd 超富集浮萍在处理 5～7 d 时，浮萍对水体中 Cd 的

去除率最高；0～2 mg/L Cd 胁迫处理时，浮萍的 Cd 去除率逐渐增加，2~5 mg/L 

Cd 胁迫处理时，Cd 去除率略微下降。0.1~0.7 mg/L Cd 处理 24 h 时，Cd 去除率

随着 Cd 浓度的增加而增加(40%～80%)，5~7 d 时 Cd 去除率进一步增加(70%～

90%)；1～2 mg/L 处理 24 h 时，Cd 去除率随 Cd 浓度的增加而下降(70%～60%)，

3～7 d 时水体 Cd 去除率进一步下降(90%～70%)。Cd 胁迫处理 5～7 d 时，水体

Cd 去除率可以达到 70%～90%，表明前期筛选获得的 Cd 超富集浮萍是可用于去

除水体重金属 Cd 污染且效果理想的一种水生植物材料。 
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图 8.1 Cd 超富集浮萍的水体 Cd 去除率 

注：用 t 检验进行分析，重复三次，组间进行比较，不同小写字母表示差异显著。 

8.2 Cd 超富集植物的淀粉积累能力 

浮萍可用于生产乙醇、丁醇和沼气，这些都是很有前途的替代能源。先前的

研究已经观察到，营养饥饿、激素处理以及盐胁迫等能使浮萍大量积累淀粉。浮

萍是一种 Cd 超富集植物，但 Cd 处理对浮萍淀粉的影响还未知。如图 8.2 所示，

7 d 内，三种 Cd 胁迫条件下，浮萍的淀粉含量相比对照组都显著增加，并且浮萍

的淀粉含量呈现先上升后下降的趋势。5 d 时，浮萍的淀粉含量增加最多，在 0.5 

mg/L、1 mg/L 和 1.5 mg/L Cd 浓度时，浮萍的淀粉含量分别比对照组增加了 1.48、

1.7 和 1.76 倍。这些结果表明，Cd 胁迫处理也能促使浮萍淀粉的积累，可以利用

浮萍进行 Cd 污染修复后再进行生物能源的生产。 

 

图 8.2 Cd 超富集浮萍的淀粉积累能力 

8.3 Cd 超富集植物的乙醇发酵能力 

为了探究 Cd 胁迫处理后浮萍淀粉的发酵潜力，本研究利用 Cd 处理和不经

Cd 处理的浮萍材料作为原料发酵生物乙醇。实验结果表明，不经 Cd 处理的对照

组发酵的生物乙醇含量为 1.09%，乙醇产量为 430 mg；在 0.1 mg/L Cd 胁迫 3 d

后的 Cd 超富集浮萍发酵乙醇含量为 1.16%，发酵产量为 458 mg，比对照组显著

提高了 28 mg (图 8.3)。以上结果表明，Cd 处理不仅能显著提高浮萍淀粉积累量，

这些积累的淀粉也能顺利发酵为生物乙醇，为 Cd 超富集浮萍材料的后续资源化

利用提供参考。 
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图 8.3 浮萍淀粉发酵和乙醇含量 

8.4 小结 

我国污水排放标准指出，水体重金属 Cd 的最高排放为 0.1 mg/L。野外水体

Cd污染大多属于中度污染(0.3~1 mg/L)。本实验通过筛选获得的Cd超富集浮萍，

不仅能在低浓度 Cd 胁迫下正常生长，还具有较高的水体 Cd 的去除率。同时，

本研究还评价了在不同 Cd 浓度、不同胁迫时间处理下，Cd 胁迫对浮萍淀粉积累

能力的影响，结果显示 Cd 超富集浮萍在 0.1 mg/L Cd 浓度胁迫 3 d，Cd 超富集

浮萍淀粉积累量最高达到干重的 5.14%。因此，Cd 超富集浮萍是一种极具应用

潜力的生产生物燃料的非粮淀粉原料。此外，浮萍不仅是重金属 Cd 超富集植物，

对水体 Cd 富集和去除效果显著，且淀粉含量高、纤维素和半纤维素含量低，是

理想的淀粉类乙醇发酵原料。因此，Cd 超富集浮萍在 0.1 mg/L Cd 处理 3 d 后，

自身受损伤程度较小，对水体中 Cd 去除效果最优，富集 Cd 后淀粉积累量增多，

可以成功发酵更高产量的生物乙醇。本研究结果证实 Cd 超富集浮萍既能修复 Cd

污染水体，又为能源的生产提供生物质原料，是一种可持续的能实现能源生产和

环境治理相结合的新手段。 
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第九章 结论与展望 

随着工农业的发展，大量重金属污染水体产生，给环境和人体健康带来了极

大的危害。其中，水体重金属 Cd 污染己成为当今世界上最严重的生态环境问题

之一。如何采用科学有效的生态修复方法，解决重金属 Cd 污染问题也逐渐引起

环境科学和生态学研究工作者的关注。植物修复技术以其安全、廉价等众多优点

已成为治理重金属污染的有效手段，而高等植物对重金属的耐性与富集性，也成

为污染生态学研究的热点。但以往研究多集中于超富集陆生植物对土壤 Cd 的吸

收、转运与解毒机制，有关 Cd 在水生植物体内存储过程的主控因子仍不清楚。

本研究采用战略性能源植物浮萍为实验材料，综合运用金属组分与形态分析、高

通量测序、基因工程等实验技术，重点研究浮萍调控重金属 Cd 超富集的分子机

制。主要得到以下结论： 

（1）筛选得到的 Cd 超富集植物材料，能主动富集水体中的 Cd 而非被动吸

收。Cd 对植物生长的影响，主要表现为根系缩短和改变根际微生物群落结果。

Cd 随着胁迫时间的增加，从植物根系向叶片转移，在细胞器中的比例也逐渐增

加，最后植物体内 Cd 以低毒复合物的形式与蛋白质结合。 

（2）谷胱甘肽代谢途径在 LCD 和 HCD 差异表达明显，其中 GST 基因家族

作为谷胱甘肽巯基转移酶基因表达明显上调。GST 基因的表达和 GST 酶活力受

到 Cd 胁迫的强烈诱导。 

（3）GST 基因可能与增强 Cd 耐受性有关，主要表达于细胞质、细胞核周

围，转 GST 基因植物的生长在 Cd 胁迫条件下受到的影响更小。 

（4）Cd 胁迫影响内生微生物结构，分离获得的 Cd 耐受型内生菌可以耐受

高浓度 Cd，且能促进浮萍生长，是内生菌—植物联合修复环境 Cd 污染的菌种资

源。 

（5）Cd 胁迫后浮萍的淀粉含量，通过生物质发酵获得生物乙醇。浮萍在富

集 Cd 后可作为能源原料，为基因工程改造获得 Cd 富集能力和淀粉产量都高的

修复材料提供可能。 

本研究结果为深入揭示水生植物超积累 Cd 的生理生化与分子机制，为利用

浮萍进行水体重金属污染修复提供依据，对生物技术手段修复污染水体的应用具

有重要意义。今后利用转基因技术等现代化手段可以进一步提升浮萍富集重金属

和能源原料淀粉积累的能力，从而更广泛地应用于实际。 
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受到冯老师不仅仅是一位优秀的学者，更是一位平易近人、多才多艺的老师和引

路人，我想我是幸福的！入站两年来，冯老师在工作和生活方面对我的帮助颇多，

把我带领到了更高的层面，让我在思想和看待事物的角度上有了很大的提升，此

刻即将出站，我是即幸运又幸福的！我很想做一些力所能及的事情来报答这份师

生情谊，但又不知道做什么能帮到冯老师，只能是把这份恩情牢牢地记在心里，

真心的做冯老师永远的“粉丝”，希望在未来的日子里冯老师身体健康，万事如

意！师者如光，微以致远。回首博士后学习生涯，我也要感谢冯老师的和蔼可亲，

冯老师的鼓励和支持总是让我倍感温暖，当我因为工作评定遭受挫折，您“卧薪

尝胆”的安慰让我的信念更加坚定。一时的失败并不等于永远的失败，相信只要

我心中有信念，坚持下去，终能苦尽甘来。其次，我要感谢冯老师在学术方面的

卓越成就，每每看到冯老师的科研报道和获奖消息，我总是无比地骄傲和自豪，

同时作为冯老师学生的压力也让我一定要更严格的要求自己，这才使我能够在博

士后期间取得一些研究成果。此外，我更要感谢冯老师在运动方面的专长，冯老

师似乎无所不能，看过冯老师踢足球、打羽毛球，真的很难想象冯老师已经年过

五旬，但他却在生活中用行动激励我们积极参与运动。冯老师的人格和修养润物

无声洒春晖，照亮了我的拼搏前进之路和为师为学之路，衷心感恩冯老师的指导。 

同时，我也要郑重感谢另外一位老师——张华研究员。一直认为张老师的身

上既有一种学者的风范，又有一种文人的风骨。我感觉我认识的张老师是一位比

较感性的老师，但他却有着最理性的执着。至今我依然清晰地记得，与张老师的

第一次见面，他就向我无私地分享了很多他的科研资料，并毫无保留地分享他对
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于科研工作的认识，特别是对于在竞争激烈的环境下，如何通过学科交叉另辟蹊

径的创新看法。张老师考虑问题也总是会更多地站在学生的角度，是他一开始就

鼓励我一定要跟着冯老师好好学习才会有更大的进步，也是他鼓励我可以尽快地

申请博士后出站答辩，就像张老师说的那样，用最短的时间完成博士后的研究工

作，似乎也是一件在简历上很牛逼的事情。张老师还不止一次结合他自己的人生

经历，对我今后的职业生涯规划提出建设性的意见，这些宝贵的意见常常会使我

豁然开朗。从张老师的人生经历中，也不难发现他真的无论在哪个岗位上无论做

着什么工作都是比较突出的。张老师这样优秀的人总是自带光芒和吸引力，所以

才能如此年轻就可以作为首席拿下国家重点研发项目。张老师的组会也经常会头

脑风暴到很晚，他对学生们的进步永远都是鼓励的，对学生们的不足永远都是包

容的。记得一次为了修订一本专著，与张老师讨论到很晚，但他依然会为了突然

迸发的新想法而眼里有光，这样的科研热情真的很能感染人。张老师年轻有为，

但却非常地谦虚，对科研事业始终充满激情，相信正是张老师这种捧着真心认真

做事的人生态度，才让团队的人安心，才能凝聚了一批优秀的师生攻克一个又一

个课题。在此，对张老师对我一直以来的支持和帮助表示最诚挚地感谢！ 

另外，我也要感谢我的硕士导师、博士导师以及人生路上的每一位老师，他

们或严厉或慈祥，但他们都在我人生的旅途中，为我写下了生命的成长和陪伴，

没有他们中的任何一位，也就没有我的今天。还有不能不感谢的是家人长期以来

支持、关心与帮助，无论何时何地，你们的关爱永远都是我前进的动力！此外，

特别感谢我的爱人，付林先生，转眼已到了我们相识的第 12 个年头，一路走来，

从长春到北京到成都再到贵阳，从本科到硕士到博士再到博士后。每当我逆水行

舟，你总在我的左右，给我追求梦想的勇气和底气。我始终一如既往地相信，一

切都是最好的安排，所有的美好和期待都会如约而至！ 

最后，也感谢努力拼搏的自己，命运垂青执着的人，工作这几年保持了读博

期间的作息和工作习惯，虽然也经历很多的挫折，但每一天都异常的充实也获得

了很多成长的机会。生活总是起起落落，但人生就是不断修行的过程。慢慢地突

然之间，我开始可以平常心接受生活的一切好与坏，但却依然选择勇往直前，这

或许就是人生的真谛。 

 

——杨贵利 2023 年 11 月 


