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摘   要：【目的】探讨耐重金属细菌对铅(lead, Pb)和镉(cadmium, Cd)胁迫下菊苣(Cichorium intybus L.)
幼苗 Pb、Cd 抗性和黄酮生物合成的调控作用。【方法】在不同浓度 Pb 和 Cd [(200+20) mg/kg、
(400+40) mg/kg、(800+80) mg/kg]处理下，接种菌株 JB19 并测定菊苣幼苗生长指标、Pb 和 Cd 含

量、抗氧化酶活性、总黄酮含量和黄酮生物合成相关基因表达量。【结果】菌株 JB19 可显著提高

不同浓度 Pb 和 Cd 处理下菊苣的生物量和叶绿素含量；减少氧化损伤，地上部和根部 Pb、Cd 含量

均降低，其中在(Pb200+Cd20) mg/kg 处理下 H2O2 和丙二醛(malondialdehyde, MDA)含量分别比对照

降低了 25.7%和 26.1%，地上部 Pb、Cd 含量降低的幅度最大，分别降低了 53.2%和 54.1%；加强了

菊苣幼苗的抗氧化酶防御系统，黄酮生物合成相关基因均显著上调，其中在(Pb400+Cd40) mg/kg 处

理下黄酮类化合物的含量增加了 105.2%，查尔酮异构酶基因上调最显著，达 458.9%。【结论】

菌株 JB19 在减少植株体内重金属积累的同时，还可以通过增加植物生物量、抑制活性氧和膜脂

过氧化水平、增强抗氧化酶活性和改变次级代谢产物黄酮类化合物的水平，提高菊苣幼苗的 Pb、
Cd 抗性。 

关键词：耐 Pb 和 Cd 细菌；Pb 和 Cd 胁迫；菊苣；黄酮类化合物；基因表达  
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Effect of Ensifer adhaerens JB19 on lead and cadmium 
resistance and flavonoid synthesis in chicory (Cichorium 
intybus) seedlings 

LI Chunyue, LIU Bensong, LIU Bo, QI Xin, XIE Lin, LIU Lijie, ZHANG Yanfu, PAN Lin, 
JIN Zhongmin* 

College of Life Science and Agriculture and Forestry, Qiqihar University, Qiqihar 161006, Heilongjiang, China 
 
Abstract: [Objective] To investigate the regulatory effect of the heavy metal-resistant bacteria 
on lead (Pb) and cadmium (Cd) resistance and flavonoid biosynthesis in chicory (Cichorium 
intybus L.) seedlings under Pb and Cd stress. [Methods] After inoculation of Ensifer adhaerens 
JB19, the growth indicators, the content of Pb and Cd, the activities of antioxidant enzymes, the 
content of total flavonoids, and the expression of genes related to flavonoid biosynthesis in the 
chicory seedlings exposed to different concentrations of Pb and Cd ((200+20) mg/kg, (400+40) mg/kg, 
(800+80) mg/kg) were determined. [Results] Strain JB19 significantly increased the biomass 
and chlorophyll content of chicory seedlings exposed to different concentrations of Pb and Cd. 
Under the Pb+Cd treatment of (200+20) mg/kg, the inoculation of strain JB19 decreased the 
content of H2O2, MDA, and Pb and Cd in the shoot by 25.7%, 26.1%, 53.2%, and 54.1%, 
respectively, compared with the control. Moreover, the strain strengthened the antioxidant 
enzyme system and up-regulated expression of the genes involved in flavonoid biosynthesis of 
chicory seedlings. Under the Pb+Cd treatment of (400+40) mg/kg, the strain increased the 
flavonoid content by 105.2% and up-regulated the expression of chalcone isomerase gene to 
reach 458.9%. [Conclusion] E. adhaerens JB19 can reduce the accumulation of heavy metals 
and improve the Pb and Cd resistance of chicory seedlings by increasing plant biomass, 
reducing active oxygen, inhibiting membrane lipid peroxidation, enhancing the activities of 
antioxidant enzymes, and regulating the levels of flavonoids. 
Keywords: Pb- and Cd-resistant bacteria; Pb and Cd stress; chicory; flavonoids; gene expression 
 

菊苣(Cichorium intybus L.)是一种营养价

值极高的药食两用植物，含有丰富的黄酮类化

合物、碳水化合物、倍半萜内酯和矿物质等[1]，

在功能性食品领域有巨大的应用潜力。持续全

球工业化加剧了环境污染，其中重金属污染最

为突出[2]。农田土壤重金属污染加剧，严重威

胁菊苣等药用植物的质量安全。Meng 等[3]通过

对比分析 8 种重金属在中药材中的残留特性，

发现铅(Pb)、镉(Cd)污染对中药材的药用品质影

响最大。减少 Pb、Cd 等重金属从污染土壤向

药用植物的迁移，并开发利用药用植物的活性

成分，对丰富药用植物资源、促进药用植物有

效可持续发展具有重要意义。 

重金属污染土壤中含有多种微生物，利用

微生物提高植物重金属抗性已广泛应用于农田

植物，微生物与植物之间的相互作用是增强植

物重金属抗性的关键。应用耐重金属细菌接种

植物，细菌表面可吸附大量土壤重金属[4]，有
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效减少植物对重金属的吸收或向植物地上部分

的转移[5-6]。应用重金属抗性细菌降低植物体内

重金属的含量是一种生态无害的方法。据报道，

根瘤菌(Neorhizobium huautlense) T1-17 可刺激

Pb 和 Cd 污染土壤中白菜(Brassica campestris)

和萝卜(Raphanus sativus)生长，减少植物对 Pb

和 Cd 的吸收和转运[7]。此外，植物体内重金属

浓度的增加导致活性氧(reactive oxygen species, 

ROS)过度产生，严重影响植物 ROS 稳态。重金

属抗性细菌可诱导植物合成抗氧化酶 [8-9]和非

酶抗氧化物如黄酮类化合物[10]等，降低有害羟

基自由基的水平，间接消除重金属诱导的氧化

损伤[11]，增强植物重金属抗性。Islam 等[12]的研

究发现，铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)

诱导的抗氧化酶活性和抗氧化物(抗坏血酸和

总黄酮)含量的增加是改善 Pb 和 Cd 胁迫诱导的

氧化应激对小麦(Triticum aestivum)不利影响的

主要原因。 

本研究利用 Pb 和 Cd 抗性菌株——粘着箭

菌(Ensifer adhaerens) JB19，研究 Pb 和 Cd 胁迫

下菌株 JB19 对菊苣 Pb、Cd 抗性及次生代谢产

物黄酮类化合物生物合成的影响。为重金属抗

性细菌增强药用植物重金属抗性及药用活性成

分的含量提供理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  试验材料 

菊苣种子由河南华丰草业提供。盆栽土壤

经自然风干，过筛，在塑料花盆中加入含 Pb 和

Cd 浓度分别为(200+20) mg/kg、(400+40) mg/kg

和(800+80) mg/kg 的土壤 500 g，充分混匀，老

化 8 周待用。重金属抗性菌株选择对 Pb 和 Cd 具

有高度抗性的粘着箭菌[13]，登录号为 MZ157028，

命名为菌株 JB19。 

1.2  盆栽管理与采样方法 
处理分为未接种细菌 (对照 )和接种菌株

JB19，各处理 3 次重复。对种子表面进行消毒

和清洗。每个塑料花盆放入 10 粒种子。菌株

JB19 在 LB 培养基中培养，离心、洗涤后将培

养物转移至无菌离心管中，使用无菌去离子水

收集的菌体 2 次，形成 OD600=1.0 的菌悬液，

待植株生长 2周后在根部周围按 2%接种量进行

接种处理。接种 3 周后收获。 

1.3  生物量及铅镉含量的测定 
将植物分为地上部和根部，置于烘箱 105 ℃

烘干 30 min，75 ℃烘干至恒重，称重。采用电感

耦合等离子质谱法 (inductively coupled plasma 
mass spectrometry, ICP-MS)测定重金属含量[14]。

称取烘干后的植物样品0.200 0 g (准确到±0.001 g)
于微波消解罐中，加入 3 mL 浓 HCl 和 1 mL 浓

HNO3，盖紧消解罐盖子，放入微波消解仪中，设

定程序。消解完毕后取出消解罐冷却至室温，将消

解液全部转移至 25 mL 容量瓶中定容，3 次平行。 

1.4  生理指标测定 
过氧化氢 (H2O2)含量采用氧化还原法测

定。丙二醛(malondialdehyde, MDA)含量测定采

用硫代巴比妥酸比色法测定；超氧化物歧化酶

(superoxide dismutase, SOD)活性测定采用氮蓝

四唑(nitrotetrazolium blue chloride, NBT)还原

法；抗坏血酸过氧化物酶(aseorbate peroxidase, 
APX)的活性测定参照 Wang 等[15]的方法。总黄

酮含量的测定采用硝酸铝显色法测定[16]。 

1.5  黄酮生物合成相关基因表达量分析 
使用植物总 RNA 提取试剂盒(天根生化科

技(北京)有限公司，DP432)提取植物总 RNA。

cDNA 第 1 条链的合成参照 HiScript® Ⅲ 1st 
Strand cDNA Synthesis Kit 试剂盒(南京诺唯赞生

物科技有限公司，R312-01)说明书进行操作，完

成后置于–80 ℃保存。使用 ChamQ™ Universal 
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SYBR® qPCR Master Mix 试剂盒(南京诺唯赞生

物科技有限公司，Q711-02)进行黄酮生物合成

相关基因的 qRT-PCR 分析。每个处理 3 次重复，

利用 2‒∆∆Ct 法[17]处理相关数据。特异性引物列于

表 1，以植物 18S rRNA 基因作为内部对照，将

测定的基因表达水平进行归一化。 

1.6  数据分析 
使用 SPSS 24.0 软件对实验数据进行统计

学分析，绘图使用 Origin 2021。 

2  结果与分析 
2.1  铅镉不同复合浓度下菌株 JB19 对菊苣

幼苗生长的影响 
由图 1 可知，Pb 和 Cd 胁迫降低了地上

部 和 根 部 干 重 、 株 高 和 叶 绿 素 含 量 ， 在

(Pb200+Cd20) mg/kg 和(Pb400+Cd40) mg/kg 处 
 
表 1  引物序列 
Table 1  Primer sequences 
Gene name Forward primer (5′→3′) Reverse primer (5′→3′) Tm/℃ 
PAL TGCCCTAAGAACATCGCCTC TTACGAGCTCGGAGAATTGG 52 
CHS ACGGACATTTGAGGGAGGTG CTCTCATCTTCTCCTCCTTG 54 
CHI3 TGGAAAGGTAAATCTGGAAC CCTCTTCTTCCTCTTCGTAC 54 
18S rRNA AGCCTTGCGACCATATCCC CCATAAACGATGCCGACCAG 52 
 

 
 
图 1  菌株 JB19 对菊苣幼苗地上部和根部干重、株高和叶绿素含量的影响 
Figure 1  Effect of strain JB19 on shoot and root dry weight, plant height and chlorophyll content of chicory 
seedlings. A: Effect of strain JB19 on shoot dry weight of chicory seedlings. B: Effect of strain JB19 on root dry 
weight of chicory seedlings. C: Effect of strain JB19 on plant height of chicory seedlings. D: Effect of strain JB19 
on chlorophyll content of chicory seedlings. The different letters indicate significant differences among treatments 
at P<0.05 in shoot and root, respectively. Asterisk (*) and double asterisks (**) indicate P<0.05 and P<0.01, 
respectively, for student’s t-test carried out between JB19 non-inoculated and JB19-inoculated treatment. 
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理下，接种菌株 JB19 显著增加了植株的生长指

标和叶绿素含量(P<0.05)。菌株 JB19 能够减轻

Pb 和 Cd 胁迫对菊苣生长的抑制作用。 

2.2  铅镉不同复合浓度下菌株 JB19 对菊

苣幼苗铅和镉含量的影响 
由图 2 可知，地上部和根部 Pb 和 Cd 含量

随土壤 Pb 和 Cd 浓度提高而增加。根部含量远

大于地上部，说明 Pb 和 Cd 主要在根部积累。

除(Pb800+Cd80) mg/kg 处理外，菌株 JB19 显著

降低了幼苗 Pb 和 Cd 含量(P<0.05)。菌株 JB19
通过吸附土壤中的 Pb 和 Cd，降低了土壤 Pb 和

Cd 含量，减少了 Pb 和 Cd 在菊苣幼苗中的积累。 

2.3  铅镉不同复合浓度下菌株 JB19 对菊

苣幼苗抗氧化系统的影响 
如图 3 所示，随着土壤 Pb 和 Cd 浓度的增加，

H2O2 和 MDA 含量增加。在(Pb200+Cd20) mg/kg 

 
 

图 2  菌株 JB19对菊苣幼苗地上部和根系中铅和

镉含量的影响 
Figure 2  Effect of strain JB19 on Pb and Cd contents 
in shoot and root of chicory seedlings. 

 

 
 

图 3  菌株 JB19 对菊苣幼苗 H2O2、MDA、SOD 和 APX 活性的影响 
Figure 3  Effect of strain JB19 on activities of H2O2, MDA, SOD and APX of chicory seedlings. A: Effect of 
strain JB19 on H2O2 content of chicory seedlings. B: Effect of strain JB19 on MDA content of chicory 
seedlings. C: Effect of strain JB19 on SOD activity of chicory seedlings. D: Effect of strain JB19 on APX 
activity of chicory seedlings. The different letters indicate significant differences among treatments at P<0.05 
in shoot and root, respectively. Asterisk (*) and double asterisks (**) indicate P<0.05 and P<0.01, 
respectively, for student’s t-test carried out between JB19 non-inoculated and JB19-inoculated treatment. 
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处理下，菌株 JB19 显著降低 H2O2 和 MDA 含量

(P<0.01)。SOD和APX活性在(Pb200+Cd20) mg/kg
处理下达到峰值，而后逐渐降低。接种菌株 JB19
后，SOD 和 APX 活性进一步增强。菌株 JB19
通过增强抗氧化酶活性，降低了活性氧和膜脂

过氧化指标水平，缓解了 Pb 和 Cd 胁迫造成的

氧化损伤。 
2.4  铅镉不同复合浓度下菌株 JB19 对菊

苣总黄酮生物合成的影响 
如图 4 所示，苯丙氨酸解氨酶基因(PAL)、

查尔酮合酶基因 (CHS)和查尔酮异构酶基因

(CHI3)经 Pb 和 Cd 处理后上调，接种菌株 JB19
后进一步促进了各基因的表达，其中 CHI3 基

因较未接种处理上调 459.9%；CHS 基因较未接

种处理上调 156.7%。Pb 和 Cd 胁迫降低了总黄

酮含量，接种菌株 JB19 后，总黄酮含量较未接

种处理增加 104.9%。菌株 JB19 可能是通过上

调 CHS 和 CHI3 基因的表达，进而促进了菊苣

叶片总黄酮的积累。 

3  讨论与结论 
3.1  菌株 JB19 降低菊苣幼苗铅、镉含量，

促进幼苗生长 
重金属抗性菌株对减少植物体内重金属积

累具有重要意义。一些细菌被证明可吸附土壤

重金属，降低土壤重金属含量进而减少植物对

重金属的积累[18]。本研究中，菌株 JB19 显著降

低植株 Pb、Cd 积累，这可能是由于细菌细胞

表面吸附和固定了 Pb 和 Cd[19]，或者是细菌接

种后根际土壤小团聚体比例增加，吸附了土壤 
 

 
 
图 4  菌株 JB19 对菊苣幼苗总黄酮生物合成的影响 
Figure 4  Effect of strain JB19 on total flavonoid biosynthesis in chicory seedlings. A: Effect of strain JB19 
on PAL gene expression in chicory leaves. B: Effect of strain JB19 on CHS gene expression in chicory leaves. 
C: Effect of strain JB19 on CHI3 gene expression in chicory leaves. D: Effect of strain JB19 on the content of 
total flavonoids in chicory leaves. PAL: Phenylalanine ammonia-lyase; CHS: Chalcone synthase; CHI3: 
Chalcone isomerase 3. CK: No heavy metal treatment; HM: (Pb400+Cd40) mg/kg treatment. The different 
letters indicate significant differences among treatments at P<0.05 in shoot and root, respectively.  
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中较多的 Pb 和 Cd[20]。Pb 和 Cd 会对细胞分裂

和细胞伸长产生负面影响，导致植株发育不良，

本研究中 Pb 和 Cd 胁迫显著降低了菊苣幼苗生

物量和叶绿素含量，接种菌株 JB19 可显著提高

植株的干重、株高以及叶绿素含量，这可能是

由于菌株 JB19 吸附了土壤中的 Pb 和 Cd，降

低了植株体内 Pb 和 Cd 含量，减少了 Pb 和 Cd
毒性对植株造成的损伤。一些重金属抗性菌株

对植物的生长有明显促进作用，例如耐寒短杆

菌(Brevibacterium frigoritolerans)、副地衣芽孢

杆 菌 (Bacillus paralicheniformis)[21] 和 链 霉 菌

(Streptomyces)[14]等可分泌代谢化合物活化植物

根际重金属，改变重金属的移动性、溶解性和

运输，降低重金属的生物利用率[22]。此外，巨

型芽孢杆菌(Bacillus megaterium N3)和液化沙

雷氏菌(Serratia liquefaciens H12)等耐重金属细

菌可产生多种促植物生长的物质如有机酸、铁

载体和植物激素等，促进植株的生长[23]。菌株

JB19 适宜应用于重金属污染土壤，可作为增强

植物重金属抗性的候选菌株。 

3.2  菌株 JB19 提高菊苣幼苗抗氧化能力，

增强幼苗铅镉抗性 
一些研究表明，重金属会对植株抗氧化系

统产生严重影响，并通过升高 MDA 水平和活

性氧(ROS)来诱导植物产生氧化应激反应[24-26]。

脂质过氧化物含量的增加是 ROS含量高于正常

的指标之一。本研究中，Pb 和 Cd 诱导菊苣幼

苗 H2O2 和 MDA 含量升高，出现氧化应激反应。

菊苣可通过协同调节抗氧化酶防御途径(提高

SOD、POD、CAT 和 APX 活性)清除 ROS[27]。

本研究中，植株 SOD 和 APX 活性随 Pb 和 Cd
浓度的升高逐渐降低，这可能与菊苣对 Pb 和

Cd 的解毒能力有限有关。接种菌株 JB19 促进

SOD 和 APX 的活性。APX 活性的提高可以进

一步催化 H2O2 生成分子氧和水，降低了植株

H2O2 含量。Yu 等[28]的研究结果表明，肠杆菌

(Enterobacter sp. FM-1)诱导的抗氧化酶(SOD、

POD 和 CAT)活性的增加是改善 Cd 和 Pb 胁迫

诱导的氧化应激对小白菜(Brassica campestris)
不利影响的主要原因。菌株 JB19 可消除 Pb 和

Cd 诱导的氧化胁迫对菊苣幼苗抗氧化酶活性

的抑制作用，增强菊苣幼苗 Pb、Cd 抗性。 

3.3  菌株 JB19 调控黄酮生物合成相关基

因的表达，促进总黄酮积累 
植物具有丰富的重金属毒性管理机制，可

以通过产生代谢产物如有机酸、氨基酸、酚类

化合物和黄酮类化合物等对重金属进行螯合解

毒 [9,15]。黄酮类化合物具有渗透调节、金属螯

合和 ROS 清除特性，可使植物免受重金属胁

迫等非生物胁迫的不良影响[29]。本研究中，Pb
和 Cd 处理导致菊苣幼苗总黄酮含量减少，接菌

JB19 后其含量显著上升(P<0.05)。在重金属胁

迫下，接种洋葱伯克霍尔德菌 (Burkholderia 
cepacia CS8)[30] 和荧光假单胞菌 (Fluorescent 
Pseudomonas)[31]可通过调节酚类物质水平和作

为 ROS 清除介质来减轻重金属毒性。添加微生

物细菌会增加重金属胁迫下植物黄酮类化合物

的含量以及与黄酮生物合成相关酶的活性。酶

性能的增强往往伴随着编码合成酶基因转录

水平的上调。随后的 qRT-PCR 分析进一步证

实，菌株 JB19 可提高黄酮生物合成相关基因

PAL、CHS 和 CHI 基因的表达水平。Khanna 等[9]

的研究发现，Cd 胁迫下接种唐菖蒲伯克霍尔德

氏 菌 (Burkholderia gladioli) 的 番 茄 (Solanum 
lycopersicum)中 PAL 和 CHS 基因的相对表达量

分别上升了 50%和 30%。菌株 JB19 通过激活苯

丙烷代谢途径作为防御反应，提高次生代谢物

黄酮类化合物质的水平来增强抗氧化防御反

应，从而增强植株 Pb、Cd 抗性。植物在逆境

条件下产生的代谢物被微生物提高，这可能是
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一种应对逆境的策略。黄酮类化合物含量升高

可能是菌株 JB19 提高菊苣 Pb、Cd 抗性的主要

方式之一。因此，菌株 JB19 能够有效阻控菊苣

吸收 Pb 和 Cd，通过促进抗氧化酶活性及增加

黄酮类化合物的含量提高菊苣 Pb、Cd 抗性。

本研究为重金属抗性细菌增强菊苣 Pb、Cd 抗

性提供了理论依据。 
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