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摘要： 采用盆栽法研究了根瘤菌 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｔｒｉｆｏｌｉｉ ＡＣＣＣ１８０１７ 对 Ｃｕ 添加量为 ０、５００、１ ０００ 和 １ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中

白三叶（Ｔｒｉｆｏｌｉｕｍ ｒｅｐｅｎｓ Ｌｉｎｎ．）的株高、主根长、地上部和地下部的鲜质量和干质量、叶片叶绿素含量以及地上部和

地下部的 Ｃｕ 含量的影响。 结果表明：Ｃｕ 添加量为 ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中对照组（接种灭菌的 ２ ７×１０９ ＣＦＵ·ｍＬ－１菌

悬液）白三叶的株高、地上部和地下部的鲜质量及地上部干质量均显著（Ｐ＜０ ０５）高于 Ｃｕ 添加量为 ０ ｍｇ·ｋｇ－１的

土壤；Ｃｕ 添加量为 １ ０００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中对照组白三叶的株高、地上部鲜质量及地上部和地下部的干质量与 Ｃｕ 添

加量为 ０ ｍｇ·ｋｇ－１的土壤无显著差异；并且，Ｃｕ 添加量为 ５００、１ ０００ 和 １ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中对照组白三叶的主根

长和叶片叶绿素含量与 Ｃｕ 添加量为 ０ ｍｇ·ｋｇ－１的土壤无显著差异。 上述结果表明白三叶对一定程度的 Ｃｕ 污染

土壤具有适应性。 不同 Ｃｕ 添加量土壤中接菌组（先后接种 ２ ７×１０９和 ２ ３×１０９ ＣＦＵ·ｍＬ－１菌悬液）白三叶供试所

有指标基本上均高于对照组；其中，Ｃｕ 添加量为 ０、５００ 和 １ ０００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中接菌组白三叶的株高及地上部和地

下部的鲜质量和干质量基本上显著高于对照组。 并且，Ｃｕ 添加量为 ５００ 和 １ ０００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中接菌组白三叶地

上部和地下部的 Ｃｕ 含量显著高于对照组。 本研究结果显示：根瘤菌 Ｒ． ｔｒｉｆｏｌｉｉ ＡＣＣＣ１８０１７ 能够促进白三叶生长及

其对土壤中 Ｃｕ 的吸收，利于白三叶修复一定程度的 Ｃｕ 污染土壤。
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ｈｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｆｒｅｓｈ ａｎｄ ｄｒｙ ｍａｓｓｅｓ ｏｆ ａｂｏｖｅ⁃ ａｎｄ ｕｎｄｅｒ⁃ｇｒｏｕｎｄ ｐａｒｔｓ ｏｆ Ｔ． ｒｅｐｅｎｓ ｉｎ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｒｅ
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ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ Ｔ． ｒｅｐｅｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｉｎ ｓｏｉｌ ｗｉｔｈ Ｃｕ ａｄｄｉｔｉｏｎｓ
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ｄｅｇｒｅｅ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ； Ｔｒｉｆｏｌｉｕｍ ｒｅｐｅｎｓ Ｌｉｎｎ．； Ｃｕ ｓｔｒｅｓｓ； ｇｒｏｗｔｈ； Ｃｕ ｃｏｎｔｅｎｔ； ｐｈｙｔｏｒｅｍｅｄｉａｔｉｏｎ

　 　 Ｃｕ 是植物生长发育必需的微量元素，能够影响

植物蛋白质结构，参与细胞氧化还原反应，并调节植

物体重要代谢过程；Ｃｕ 还是叶绿体中质体蓝素的组

成成分，参与光电子传递过程，利于叶绿素的合成和

稳定。 然而，随着中国工业化和城市化进程的快速推

进，土壤 Ｃｕ 污染问题日益突出。 在农业生产过程

中，大量或长期使用含 Ｃｕ 杀菌剂导致土壤 Ｃｕ 含量

急剧升高，远远超过植物生长需要的土壤 Ｃｕ 含量的

阈值，致使植物叶片光合作用受阻，不利于植株生

长［１－３］，因此，亟待修复 Ｃｕ 污染土壤。
植物修复技术是指利用重金属超积累或耐受植

物修复重金属污染土壤，具有成本低廉、美化环境、提
高土壤有机质含量和土壤肥力等优点，受到国内外学

者的广泛关注［４］。 但是，目前发现的耐受植物对土

壤重金属污染的耐受性均较低，而超富集植物又存在

植株矮小、生长缓慢和修复土壤周期长等问题，均难

以满足修复高污染土壤和快速修复污染土壤的需

要［５－６］。 牧草具有生长快、生物量大、重金属吸收量

多且易于栽培管理等特点，近年来成为修复重金属污

染土 壤 的 研 究 热 点［７］。 白 三 叶 （ Ｔｒｉｆｏｌｉｕｍ ｒｅｐｅｎｓ
Ｌｉｎｎ．）又名白车轴草，为普遍栽种的豆科（Ｆａｂａｃｅａｅ）
多年生优良牧草，对土壤 Ｃｕ 污染具有一定的耐受性

和富集能力［８－９］。
根瘤菌是广泛分布于土壤中的革兰氏阴性杆状

细菌，常与豆科植物共生，形成根瘤并固定空气中的

氮，从而促进植物生长，增强植物的抗病性和抗逆性。
根瘤菌与豆科植物形成的共生体系在重金属污染土

壤修复中的应用及潜力逐渐受到研究者的关注［１０］。
研究发现，接种根瘤菌 Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ． （ ｖｉｇｎａ）能

显著提高绿豆〔Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ （Ｌｉｎｎ．） Ｗｉｌｃｚｅｋ〕的产

量及 Ｎ 和 Ｐ 的吸收量［１１］；接种根瘤菌 Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ
ｍｅｌｉｌｏｔｉ ＣＣＮＷＳＸ００２０ 使天蓝苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｌｕｐｕｌｉｎａ
Ｌｉｎｎ．）的 生 物 量 和 Ｃｕ 含 量 分 别 增 加 了 ７８ ２％
和 ３９ ３％［１２］。

为了探究根瘤菌对 Ｃｕ 污染土壤中白三叶 Ｃｕ 耐

受性的影响，作者采用盆栽法比较了 Ｃｕ 添加量为

０、５００、１ ０００ 和 １ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中对照组（接种

灭菌 的 ２ ７ × １０９ ＣＦＵ · ｍＬ－１ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｔｒｉｆｏｌｉｉ
ＡＣＣＣ１８０１７ 菌悬液）和接菌组（先后接种 ２ ７×１０９和

２ ３×１０９ ＣＦＵ·ｍＬ－１ Ｒ． ｔｒｉｆｏｌｉｉ ＡＣＣＣ１８０１７ 菌悬液）白
三叶的株高、根长、地上部和地下部的鲜质量和干质

量、叶片叶绿素含量及地上部和地下部的 Ｃｕ 含量，
以期明确根瘤菌对 Ｃｕ 污染土壤中白三叶生长和 Ｃｕ
吸收的影响，为利用根瘤菌－白三叶共生体系修复 Ｃｕ
污染土壤提供参考依据。

１　 材料和方法

１ １　 材料

实验使用的白三叶种子购自北京百绿集团。 挑

选籽粒饱满、大小均匀的种子，先用蒸馏水浸泡 ２４ ｈ，
再用体积分数 ７５％乙醇灭菌 ３～５ ｍｉｎ，最后用无菌水

冲洗 ３ 次，备用。
实验使用的根瘤菌为三叶草根瘤菌 Ｒ． ｔｒｉｆｏｌｉｉ

ＡＣＣＣ１８０１７，由中国农业微生物菌种保藏管理中心提

供。 实验前，对根瘤菌的耐 Ｃｕ 能力进行检测，该菌

株在 Ｃｕ 浓度为 ０ ６ ｍｍｏｌ·Ｌ－１的酵母甘露醇（ＹＭＡ）
固体培养基上能够正常生长。

实验使用的土壤取自南京大学生命科学学院后

山。 取 ０～２０ ｃｍ 土层的土壤，过筛（孔径 ０ ８ ｍｍ），
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室温放置 ３～ ４ ｄ，待土壤自然风干后，将其与营养土

（购自南京斑马实验耗材有限公司）按照质量比 ２ ∶１
的比例混合均匀后作为栽培基质。 栽培基质中有机

质含量为 ３２ ７０ ｇ·ｋｇ－１，全氮含量为 ２ ４３ ｇ·ｋｇ－１，
碱解氮含量为 ７４ ２６ ｍｇ·ｋｇ－１，速效磷含量为 ０ １８
ｇ·ｋｇ－１，速效钾含量为 ０ １８ ｇ · ｋｇ－１， Ｃｕ 含量为

３３ ３６ ｍｇ·ｋｇ－１，ｐＨ ７ １５。
１ ２　 方法

１ ２ １　 菌悬液制备　 使用 ＹＭＡ 固体培养基先将三

叶草根瘤菌 Ｒ． ｔｒｉｆｏｌｉｉ ＡＣＣＣ１８０１７ 活化，再将活化的

根瘤菌接种至 ＹＭＡ 液体培养基中，置于 ２８ ℃条件下

１５０ ｒ·ｍｉｎ－１振荡培养至对数生长期，分别获得浓度

为 ２ ７×１０９和 ２ ３×１０９ ＣＦＵ·ｍＬ－１的菌悬液。
１ ２ ２　 盆栽实验　 于 ２０１７ 年 ９ 月 ５ 日在南京大学

生命科学学院露天阳台进行盆栽实验。 称取适量

ＣｕＳＯ４ 固体粉末，加水制成浓度分别为 ０ ０１１ ８、
０ ０２３ ６和 ０ ０３５ ４ ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＣｕＳＯ４溶液；分别取上

述 ＣｕＳＯ４溶液各 ２００ ｍＬ，逐层喷洒到栽培基质中，并
搅拌均匀，使栽培基质中的 Ｃｕ 添加量分别为 ５００、
１ ０００和 １ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１，Ｃｕ 添加量为 ０ ｍｇ·ｋｇ－１的

栽培基质喷洒 ２００ ｍＬ 蒸馏水。 将各组栽培基质分别

装入直径 １６ ｃｍ、高 ２０ ｃｍ 的塑料花盆中，每盆装入栽

培基质 １ ５ ｋｇ，室温下静置 ２ 周。 将供试白三叶种子

平均分成 ２ 组，一组置于 ２ ７×１０９ ＣＦＵ·ｍＬ－１菌悬液

中浸泡 １０ ｍｉｎ，作为接菌组；另一组用灭菌的 ２ ７×１０９

ＣＦＵ·ｍＬ－１菌悬液浸泡 １０ ｍｉｎ，作为对照组。 将白三

叶种子均匀撒播在栽培基质中，覆土厚度 ０ ５ ～ １ ０
ｃｍ，每组播种 ６ 盆，每盆 ３０ 粒种子，各 ３ 个重复。 待

幼苗高 ２ ～ ３ ｃｍ 时，对接菌组幼苗进行 ２ 次接菌，用
注射器沿植株根部注入 ２ ３×１０９ ＣＦＵ·ｍＬ－１菌悬液，
每盆注入 ８ ｍＬ。 待幼苗高 １０ ｃｍ 时间苗，每盆保留

长势良好的幼苗 １５ 株。 实验期间定期浇水，保持栽

培基质的含水量为田间最大持水量的 ６０％ ～ ７０％。
用托盘收集渗出的水，将渗出的水重新浇入花盆中。
１ ２ ３　 根瘤菌－白三叶共生体系检测　 为了确保接

菌组白三叶植株根部接种上根瘤菌，培养结束后，每
盆选取 １ 株白三叶植株，采集植株根部根瘤，先用无

菌水冲洗干净，再用体积分数 ９５％乙醇浸泡 ３０ ｓ，接
着用质量体积分数 ０ １％ＡｇＣｌ２溶液杀菌 ５ ｍｉｎ，最后

用无菌水冲洗 ６ 次。 将灭菌的根瘤置于 ２ 片无菌载

玻片之间，用力挤压使根瘤破碎，用接种环沾取适量

汁液，在 ＹＭＡ 固体培养基上划线，置于 ２８ ℃条件下

培养 ２ ｄ；待长出菌落后，将培养基上的菌落与 Ｒ．
ｔｒｉｆｏｌｉｉ ＡＣＣＣ１８０１７ 进行形态学对比。 此外，对接菌组

白三叶根部的根瘤菌进行耐 Ｃｕ 能力检测，比较该根

瘤菌的耐 Ｃｕ 能力与 Ｒ． ｔｒｉｆｏｌｉｉ ＡＣＣＣ１８０１７ 的耐 Ｃｕ 能

力是否相同。 若培养菌落的形态特征和耐 Ｃｕ 能力

与 Ｒ． ｔｒｉｆｏｌｉｉ ＡＣＣＣ１８０１７ 均相同，则认为培养出的菌

株为 Ｒ． ｔｒｉｆｏｌｉｉ ＡＣＣＣ１８０１７。
１ ２ ４　 生长指标测定　 种植 １２ 周后，每盆随机选取

６ 株白三叶植株，使用直尺（精度 １ ｍｍ）测量植株的

株高，结果取平均值；挖出完整植株，尽量避免破坏根

瘤，先用自来水轻轻冲洗，洗净根瘤和根部表面的泥

土和杂质，再用去离子水浸泡 ３０ ｍｉｎ，使用直尺测量

植株的主根长度，结果取平均值。
将每盆的所有植株挖出，自来水冲洗干净，吸水

纸吸干表面水分，将植株分成地上部和地下部 ２ 个部

分，使用电子天平（精度 ０ ０１ ｇ）分别称量每盆所有

植株地上部和地下部的总质量，即地上部和地下部的

鲜质量；分别将每盆所有植株地上部和地下部装入信

封中，先在 １０５ ℃条件下杀青 ３０ ｍｉｎ，再在 ７５ ℃条件

下烘干至恒质量，分别称量每盆所有植株地上部和地

下部的总质量，即地上部和地下部的干质量。
１ ２ ５　 叶片叶绿素含量测定　 随机选取白三叶成熟

叶片，每盆约 ０ １ ｇ，准确称量后剪碎，放入具塞玻璃

试管中；加入 １０ ｍＬ 丙酮－乙醇混合液，黑暗条件下

提取 １４ ｈ；用 ７５６ＭＣ 紫外－可见分光光度计（上海菁

华仪器科技有限公司）测定提取液在波长 ６４５ 和 ６６３
ｎｍ 下的 ＯＤ 值。 参照文献［１３］，根据公式“叶绿素 ａ
含量＝（１２ ７０ＯＤ６６３－２ ６９ＯＤ６４５）·（Ｖ ／ １ ０００ｍ）”、“叶
绿素 ｂ 含量 ＝ （２２ ９９ＯＤ６４５ － ４ ６８ＯＤ６６３）·（Ｖ ／ １ ０００
ｍ）”和“总叶绿素含量 ＝ （２０ ２０ＯＤ６４５＋８ ０２ＯＤ６６３）·
（Ｖ ／ １ ０００ｍ）”分别计算叶绿素 ａ、叶绿素 ｂ 和总叶绿

素的含量。 式中，ＯＤ６４５和 ＯＤ６６３分别为提取液在波长

６４５ 和 ６６３ ｎｍ 下的 ＯＤ 值，Ｖ 为提取液体积，ｍ 为叶

片鲜质量。 并且，计算叶绿素 ａ 含量与叶绿素 ｂ 含量

的比值。
１ ２ ６　 Ｃｕ 含量测定　 将烘干的地上部和地下部样

品粉碎，分别取 ０ ２ ｇ 样品，放入聚四氟乙烯消解罐

中；依次加入 ５ ｍＬ 浓 ＨＮＯ３和 ２ ｍＬ Ｈ２Ｏ２，微波（功率

１ ６００ Ｗ）消解 ２０ ｍｉｎ；待溶液澄清后，定容至 ５０ ｍＬ；
过滤，使用 ＩＣＡＰ６３００ 电感耦合等离子发射光谱仪

（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）测定地上部和地下部的

Ｃｕ 含量。
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１ ３　 数据处理和统计分析

采用 ＥＸＣＥＬ ２０１０ 软件计算相关数据的平均值

和标准差，采用 ＳＰＳＳ ２０ ０ 软件进行 ＬＳＤ 单因素方差

分析，采用 Ｏｒｉｇｉｎ Ｐｒｏ ９ １ 软件绘图。

２　 结果和分析

２ １　 根瘤菌对 Ｃｕ 胁迫下白三叶生长的影响

２ １ １　 对株高和根长的影响　 根瘤菌对 Ｃｕ 胁迫下

白三叶株高和主根长的影响见表 １。 由表 １ 可以看

出：Ｃｕ 添加量为 ０、５００、１ ０００ 和 １ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤

中接菌组（先后接种 ２ ７×１０９和 ２ ３×１０９ ＣＦＵ·ｍＬ－１

Ｒ． ｔｒｉｆｏｌｉｉ ＡＣＣＣ１８０１７ 菌悬液）白三叶的株高均高于

对照组（接种灭菌的 ２ ７ × １０９ ＣＦＵ·ｍＬ－１ Ｒ． ｔｒｉｆｏｌｉｉ
ＡＣＣＣ１８０１７ 菌悬液），分别较对照组增加了 １９ ５％、
１２ ６％、２７ ７％ 和 １４ １％；其中， Ｃｕ 添加量为 ０ 和

１ ０００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中接菌组白三叶的株高显著（Ｐ＜
０ ０５）高于对照组。 Ｃｕ 添加量为 ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤

中对照组和接菌组白三叶的株高显著高于 Ｃｕ 添加

量为 ０ ｍｇ·ｋｇ－１的土壤；Ｃｕ 添加量为 ５００、１ ０００ 和

１ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中对照组白三叶的株高随着 Ｃｕ
添加量 提 高 而 显 著 降 低， 而 Ｃｕ 添 加 量 为 ５００
ｍｇ·ｋｇ－１土壤中接菌组白三叶的株高显著高于 Ｃｕ 添

加量为１ ０００和 １ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１的土壤，但 Ｃｕ 添加量

为 １ ０００ 和 １ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中接菌组白三叶的株

高差异不显著。
由表 １ 还可以看出：Ｃｕ 添加量为 ０、５００、１ ０００ 和

１ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中接菌组白三叶的主根长均大于

对照组，分别较对照组增加了 ２ ０％、７ ３％、９ ７％和

１２ ４％，但不同 Ｃｕ 添加量土壤中对照组和接菌组白

三叶的主根长差异均不显著。 Ｃｕ 添加量为 ５００
ｍｇ·ｋｇ－１土壤中对照组和接菌组白三叶的主根长均

最长，Ｃｕ 添加量为 ５００、１ ０００ 和 １ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤

中对照组和接菌组白三叶的主根长均随着 Ｃｕ 添加

量提高而降低，且不同 Ｃｕ 添加量土壤中对照组和接

菌组白三叶的主根长差异均不显著。

表 １　 根瘤菌对 Ｃｕ 胁迫下白三叶株高和主根长的影响（Ｘ±ＳＤ） １）

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｏｎ ｈｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｍａｉｎ ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ Ｔｒｉｆｏｌｉｕｍ ｒｅｐｅｎｓ Ｌｉｎｎ． ｕｎｄｅｒ Ｃｕ ｓｔｒｅｓｓ （Ｘ±ＳＤ） １）

土壤 Ｃｕ 添加量 ／ （ｍｇ·ｋｇ－１）
Ｃｕ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｉｎ ｓｏｉｌ

株高 ／ ｃｍ　 Ｈｅｉｇｈｔ 主根长 ／ ｃｍ　 Ｍａｉｎ ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ

ＣＫ Ｔ ＣＫ Ｔ

０ ８ ９５±０ ５０Ｂｂ １０ ６６±０ ７３Ａｂ １７ ０３±１ ７８Ａａ １７ ３３±２ ４３Ａａ
５００ １２ ０４±１ ０７Ａａ １３ ５６±１ ０７Ａａ １９ ６１±０ ４０Ａａ ２１ ０３±２ ５０Ａａ

１ ０００ ９ ０３±０ ６５Ｂｂ １１ ５３±０ ６３Ａｂ １７ ２２±１ ５７Ａａ １８ ８９±１ ０５Ａａ
１ ５００ ６ ９５±０ ４１Ａｃ １０ ２２±０ ７９Ａｂ １４ ７３±１ ４０Ａａ １６ ５７±０ ４１Ａａ

　 １）ＣＫ： 对照组（接种灭菌的 ２ ７ × １０９ ＣＦＵ·ｍＬ－１ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｔｒｉｆｏｌｉｉ ＡＣＣＣ１８０１７ 菌悬液） Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｔｅｒｉｌｉｚｅｄ ２ ７ × １０９

ＣＦＵ·ｍＬ－１ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｔｒｉｆｏｌｉｉ ＡＣＣＣ１８０１７ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ）； Ｔ： 接菌组（先后接种 ２ ７×１０９和 ２ ３×１０９ ＣＦＵ·ｍＬ－１ Ｒ ｔｒｉｆｏｌｉｉ ＡＣＣＣ１８０１７ 菌悬液）
Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ （ｓｕｃｃｅｓｓｉｖｅｌｙ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ２ ７×１０９ ａｎｄ ２ ３×１０９ ＣＦＵ·ｍＬ－１ Ｒ ｔｒｉｆｏｌｉｉ ＡＣＣＣ１８０１７ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓ） ． 同行中不同大写字母表示同
一指标在对照组和接菌组间差异显著（Ｐ＜０ ０５） Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｐｉｔａｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ＜０ ０５） ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎｄｅｘ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ； 同列中不同小写字母表示同一指标在不同 Ｃｕ 添加量土壤间差异显著（Ｐ＜ ０ ０５） Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ＜０ ０５） ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎｄｅｘ ａｍｏｎｇ ｓｏｉｌｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｃｕ ａｄｄｉｔｉｏｎｓ．

２ １ ２　 对鲜质量和干质量的影响　 根瘤菌对 Ｃｕ 胁

迫下白三叶地上部和地下部的鲜质量和干质量的影

响见图 １。 由图 １ 可以看出：Ｃｕ 添加量为 ０、５００、
１ ０００和 １ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中接菌组白三叶的地上

部鲜质量均高于对照组， 分别较对照组增加了

２８ ８％、３２ １％、２９ ０％和 ７ ２％；其中，Ｃｕ 添加量为

０、５００ 和 １ ０００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中接菌组白三叶的地上

部鲜 质 量 显 著 高 于 对 照 组。 Ｃｕ 添 加 量 为 ５００
ｍｇ·ｋｇ－１土壤中对照组和接菌组白三叶的地上部鲜

质量显著高于 Ｃｕ 添加量为 ０ ｍｇ·ｋｇ－１的土壤；Ｃｕ 添

加量为 ５００、１ ０００ 和 １ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中对照组和

接菌组白三叶的地上部鲜质量随着 Ｃｕ 添加量提高

而降低，其中，Ｃｕ 添加量为 ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中对照

组和接菌组白三叶的地上部鲜质量显著高于 Ｃｕ 添

加量为 １ ０００ 和１ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１的土壤，Ｃｕ 添加量为

１ ０００ 和 １ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中对照组白三叶的地上

部鲜质量则低于或显著低于 Ｃｕ 添加量为 ０ ｍｇ·ｋｇ－１

的土壤，而 Ｃｕ 添加量为 １ ０００ 和 １ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤

中接菌组白三叶的地上部鲜质量显著低于 Ｃｕ 添加

量为 ０ ｍｇ·ｋｇ－１的土壤。
由图 １ 还可以看出：Ｃｕ 添加量为 ０、５００、１ ０００ 和

１ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中接菌组白三叶的地下部鲜质量

５６
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均高于对照组，分别较对照组增加了 ３７ ８％、２９ ８％、
４３ ５％和 ２２ ８％；其中，Ｃｕ 添加量为 ０、５００ 和 １ ０００
ｍｇ·ｋｇ－１土壤中接菌组白三叶的地下部鲜质量显著

： 对照组（接种灭菌的 ２ ７×１０９ ＣＦＵ·ｍＬ－１Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｔｒｉｆｏｌｉｉ ＡＣＣＣ１８０１７ 菌悬液） Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｔｅｒｉｌｉｚｅｄ ２ ７×１０９ ＣＦＵ·ｍＬ－１

Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｔｒｉｆｏｌｉｉ ＡＣＣＣ１８０１７ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ）； ： 接菌组（先后接种 ２ ７×１０９和 ２ ３×１０９ ＣＦＵ·ｍＬ－１ Ｒ． ｔｒｉｆｏｌｉｉ ＡＣＣＣ１８０１７ 菌悬液） Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ
（ ｓｕｃｃｅｓｓｉｖｅｌｙ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ２ ７×１０９ ａｎｄ ２ ３×１０９ ＣＦＵ·ｍＬ－１ Ｒ． ｔｒｉｆｏｌｉｉ ＡＣＣＣ１８０１７ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓ） ． 不同大写字母表示同一指标在对照组和接菌组间
差异显著（Ｐ＜０ ０５） Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｐｉｔａｌｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ＜０ ０５） ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎｄｅｘ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ； 不
同小写字母表示同一指标在不同 Ｃｕ 添加量土壤间差异显著（Ｐ＜０ ０５） Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ＜０ ０５） ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｉｎｄｅｘ ａｍｏｎｇ ｓｏｉｌｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｃｕ ａｄｄｉｔｉｏｎｓ．

图 １　 根瘤菌对 Ｃｕ 胁迫下白三叶地上部和地下部的鲜质量和干质量的影响
Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｏｎ ｆｒｅｓｈ ａｎｄ ｄｒｙ ｍａｓｓｅｓ ｏｆ ａｂｏｖｅ⁃ ａｎｄ ｕｎｄｅｒ⁃ｇｒｏｕｎｄ ｐａｒｔｓ ｏｆ Ｔｒｉｆｏｌｉｕｍ ｒｅｐｅｎｓ Ｌｉｎｎ． ｕｎｄｅｒ Ｃｕ ｓｔｒｅｓｓ

高于对照组。 Ｃｕ 添加量为 ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中对照

组和接菌组白三叶的地下部鲜质量显著高于 Ｃｕ 添

加量为 ０ ｍｇ·ｋｇ－１的土壤；Ｃｕ 添加量为 ５００、１ ０００ 和

１ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中对照组和接菌组白三叶的地下

部鲜质量随着 Ｃｕ 添加量提高而降低，其中，Ｃｕ 添加

量为 ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中对照组和接菌组白三叶的

地下部鲜质量显著高于 Ｃｕ 添加量为 １ ０００ 和 １ ５００
ｍｇ· ｋｇ－１ 的 土 壤， Ｃｕ 添 加 量 为 １ ０００ 和 １ ５００
ｍｇ·ｋｇ－１土壤中对照组白三叶的地下部鲜质量显著

低于 Ｃｕ 添加量为 ０ ｍｇ·ｋｇ－１的土壤，而 Ｃｕ 添加量为

１ ０００ 和 １ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中接菌组白三叶的地下

部鲜质量则低于或显著低于 Ｃｕ 添加量为 ０ ｍｇ·ｋｇ－１

的土壤。
由图 １ 还可以看出：Ｃｕ 添加量为 ０、５００、１ ０００ 和

１ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中接菌组白三叶的地上部干质量

均高于对照组，分别较对照组增加了 ９１ ３％、８１ ８％、
５２ １％和 ２４ １％；其中，Ｃｕ 添加量为 ０、５００ 和 １ ０００
ｍｇ·ｋｇ－１土壤中接菌组白三叶的地上部干质量显著

高于对照组。 Ｃｕ 添加量为 ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中对照

组和接菌组白三叶的地上部干质量显著高于 Ｃｕ 添

加量为 ０ ｍｇ·ｋｇ－１的土壤；Ｃｕ 添加量为 ５００、１ ０００ 和

６６
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１ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中对照组和接菌组白三叶的地上

部干质量随着 Ｃｕ 添加量提高而降低，其中，Ｃｕ 添加

量为 ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中对照组和接菌组白三叶的

地上部干质量显著高于 Ｃｕ 添加量为 １ ０００ 和 １ ５００
ｍｇ · ｋｇ－１ 的 土 壤， 而 Ｃｕ 添 加 量 为 １ ０００ 和

１ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中对照组和接菌组的白三叶地上

部干质量与 Ｃｕ 添加量为 ０ ｍｇ·ｋｇ－１的土壤差异不

显著。
由图 １ 还可以看出：Ｃｕ 添加量为 ０、５００、１ ０００ 和

１ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中接菌组白三叶的地下部干质量

均高于对照组，分别较对照组增加了 ２９ ０％、４４ ４％、
６ ３％和 ８ ３％；其中，Ｃｕ 添加量为 ０ 和 ５００ ｍｇ·ｋｇ－１

土壤中接菌组白三叶的地下部干质量显著高于对照

组。 Ｃｕ 添加量为 ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中对照组和接菌

组白三叶的地下部干质量高于或显著高于 Ｃｕ 添加

量为 ０ ｍｇ·ｋｇ－１的土壤；Ｃｕ 添加量为 ５００、１ ０００ 和

１ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中对照组和接菌组白三叶的地下

部干质量随着 Ｃｕ 添加量提高而降低，而 Ｃｕ 添加量

为 １ ０００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中对照组和接菌组白三叶的

地下部干质量与 Ｃｕ 添加量为 １ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１的土壤

差异不显著。
２ １ ３　 对叶片叶绿素含量的影响　 根瘤菌对 Ｃｕ 胁

迫下白三叶叶片叶绿素含量的影响见表 ２。 由表 ２
可以看出： Ｃｕ 添加量为 ０、 ５００、 １ ０００ 和 １ ５００

ｍｇ·ｋｇ－１土壤中接菌组白三叶叶片的叶绿素 ａ 含量

均高于对照组，分别较对照组增加了 ３３ ０％、１２ ７％、
４ ３％和 ２７ ４％， 但 无 显 著 差 异。 Ｃｕ 添 加 量 为

５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中对照组和接菌组白三叶叶片的

叶绿素 ａ 含量最高，Ｃｕ 添加量为 ５００、１ ０００ 和 １ ５００
ｍｇ·ｋｇ－１土壤中对照组和接菌组白三叶叶片的叶绿

素 ａ 含量基本上随着 Ｃｕ 添加量提高而降低，并且，对
照组和接菌组白三叶叶片的叶绿素 ａ 含量在不同 Ｃｕ
添加量土壤中无显著差异。

由表 ２ 还可以看出：Ｃｕ 添加量为 ０ ｍｇ·ｋｇ－１土

壤中对照组和接菌组白三叶叶片的叶绿素 ｂ 含量相

同；Ｃｕ 添加量为 ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中接菌组白三叶

叶片的叶绿素 ｂ 含量低于对照组；而 Ｃｕ 添加量为

１ ０００和 １ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中接菌组白三叶叶片的

叶绿素 ｂ 含量均高于对照组，分别较对照组增加了

３９ ３％和 １６ ７％。 对照组和接菌组白三叶叶片的叶

绿素 ｂ 含量随 Ｃｕ 添加量提高而波动。 不同 Ｃｕ 添加

量土壤中及对照组和接菌组间白三叶叶片的叶绿素

ｂ 含量差异均不显著。
由表 ２ 还可以看出：Ｃｕ 添加量为 ０、５００、１ ０００ 和

１ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中对照组和接菌组白三叶叶片的

总叶绿素含量和叶绿素 ａ 含量与叶绿素 ｂ 含量的比

值（Ｃｈｌａ ／ Ｃｈｌｂ）的变化趋势与叶绿素 ａ 含量变化基本

一致， 并且， 不同 Ｃｕ 添加量土壤中及对照组和接菌

表 ２　 根瘤菌对 Ｃｕ 胁迫下白三叶叶片叶绿素含量的影响（Ｘ±ＳＤ） １）

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｏｎ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｌｅａｆ ｏｆ Ｔｒｉｆｏｌｉｕｍ ｒｅｐｅｎｓ Ｌｉｎｎ． ｕｎｄｅｒ Ｃｕ ｓｔｒｅｓｓ （Ｘ±ＳＤ） １）

土壤 Ｃｕ 添加量 ／ （ｍｇ·ｋｇ－１）
Ｃｕ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｉｎ ｓｏｉｌ

叶绿素 ａ 含量 ／ （ｍｇ·ｋｇ－１）　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ａ 叶绿素 ｂ 含量 ／ （ｍｇ·ｋｇ－１） 　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｂ

ＣＫ Ｔ ＣＫ Ｔ

０ １ ０９±０ ０８Ａａ １ ４５±０ １０Ａａ ０ ２７±０ ０２Ａａ ０ ２７±０ ０５Ａａ
５００ １ ４２±０ １２Ａａ １ ６０±０ ０９Ａａ ０ ４１±０ ０５Ａａ ０ ３８±０ ０３Ａａ

１ ０００ １ ３８±０ １２Ａａ １ ４４±０ １２Ａａ ０ ２８±０ ０４Ａａ ０ ３９±０ ０４Ａａ
１ ５００ １ １３±０ ０８Ａａ １ ４４±０ １１Ａａ ０ ３０±０ ０４Ａａ ０ ３５±０ ０２Ａａ

土壤 Ｃｕ 添加量 ／ （ｍｇ·ｋｇ－１）
Ｃｕ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｉｎ ｓｏｉｌ

总叶绿素含量 ／ （ｍｇ·ｋｇ－１） 　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ Ｃｈｌａ ／ Ｃｈｌｂ

ＣＫ Ｔ ＣＫ Ｔ

０ １ ３７±０ １０Ａａ １ ７３±０ ０５Ａａ ３ ６８±０ ２０Ａａ ３ ９７±０ １２Ａａ
５００ １ ６７±０ １１Ａａ １ ９８±０ ０９Ａａ ４ ０２±０ ３３Ａａ ４ ２６±０ ３５Ａａ

１ ０００ １ ６７±０ ０９Ａａ １ ８３±０ １２Ａａ ３ ８６±０ ２４Ａａ ４ １８±０ ７０Ａａ
１ ５００ １ ４３±０ １２Ａａ １ ７９±０ １０Ａａ ３ ４９±０ １２Ａａ ３ ７５±０ ３７Ａａ

　 １）ＣＫ： 对照组（接种灭菌的 ２ ７ × １０９ ＣＦＵ·ｍＬ－１ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｔｒｉｆｏｌｉｉ ＡＣＣＣ１８０１７ 菌悬液） Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｔｅｒｉｌｉｚｅｄ ２ ７ × １０９

ＣＦＵ·ｍＬ－１ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｔｒｉｆｏｌｉｉ ＡＣＣＣ１８０１７ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ）； Ｔ： 接菌组（先后接种 ２ ７×１０９和 ２ ３×１０９ ＣＦＵ·ｍＬ－１ Ｒ． ｔｒｉｆｏｌｉｉ ＡＣＣＣ１８０１７ 菌悬液）
Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ （ｓｕｃｃｅｓｓｉｖｅｌｙ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ２ ７×１０９ ａｎｄ ２ ３×１０９ ＣＦＵ·ｍＬ－１ Ｒ． ｔｒｉｆｏｌｉｉ ＡＣＣＣ１８０１７ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓ）； Ｃｈｌａ ／ Ｃｈｌｂ： 叶绿素 ａ 含量与
叶绿素 ｂ 含量的比值 Ｒａｔｉｏ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ａ ｔｏ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｂ． 同行中不同大写字母表示同一指标在对照组和接菌组间差异显
著（Ｐ ＜ ０ ０５） Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｐｉｔａｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ ＜ ０ ０５） ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎｄｅｘ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ； 同列中不同小写字母表示同一指标在不同 Ｃｕ 添加量土壤间差异显著（Ｐ＜ ０ ０５） Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ
ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ＜０ ０５） ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎｄｅｘ ａｍｏｎｇ ｓｏｉｌｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｃｕ ａｄｄｉｔｉｏｎｓ．
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组白三叶叶片的总叶绿素含量和 Ｃｈｌａ ／ Ｃｈｌｂ 值差异

均不显著。
２ ２　 根瘤菌对 Ｃｕ 胁迫下白三叶 Ｃｕ 含量的影响

根瘤菌对 Ｃｕ 胁迫下白三叶地上部和地下部 Ｃｕ
含量的影响见图 ２。 由图 ２ 可以看出：Ｃｕ 添加量为

０、５００、１ ０００ 和 １ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中接菌组（先后

接种 ２ ７ × １０９ 和 ２ ３ × １０９ ＣＦＵ · ｍＬ－１ Ｒ． ｔｒｉｆｏｌｉｉ
ＡＣＣＣ１８０１７ 菌悬液）白三叶的地上部 Ｃｕ 含量均高于

对照组（接种灭菌的 ２ ７ × １０９ ＣＦＵ·ｍＬ－１ Ｒ． ｔｒｉｆｏｌｉｉ
ＡＣＣＣ１８０１７ 菌悬液），分别较对照组增加了 １９ ９％、
３４ ５％、４０ １％和 ７ ０％；其中，Ｃｕ 添加量为 ５００ 和

１ ０００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中接菌组白三叶的地上部 Ｃｕ 含

量显著（Ｐ＜０ ０５）高于对照组。 对照组白三叶的地上

部 Ｃｕ 含量随着 Ｃｕ 添加量提高而显著升高；接菌组

白三叶的地上部 Ｃｕ 含量在 Ｃｕ 添加量为 ０ ～ １ ０００

ｍｇ·ｋｇ－１土壤中随着 Ｃｕ 添加量提高而显著升高，在
Ｃｕ 添加量为 １ ０００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中达到最大值，但在

Ｃｕ 添加量为 １ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中显著降低。
由图 ２ 还可以看出：Ｃｕ 添加量为 ５００、１ ０００ 和

１ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中接菌组白三叶的地下部 Ｃｕ 含

量均高于对照组，分别较对照组增加了 ５５ ４％、
３６ ４％和 ８ ５％；其中， Ｃｕ 添加量为 ５００ 和 １ ０００
ｍｇ·ｋｇ－１土壤中接菌组白三叶的地下部 Ｃｕ 含量显著

高于对照组。 对照组和接菌组白三叶的地下部 Ｃｕ
含量基本上随着 Ｃｕ 添加量提高而升高；Ｃｕ 添加量为

１ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中对照组白三叶的地下部 Ｃｕ 含

量显著高于其他 Ｃｕ 添加量土壤，而接菌组白三叶的

地下部 Ｃｕ 含量显著高于 Ｃｕ 添加量为 ０ 和 ５００
ｍｇ·ｋｇ－１的土壤，但不显著高于 Ｃｕ 添加量为 １ ０００
ｍｇ·ｋｇ－１的土壤。

： 对照组（接种灭菌的 ２ ７×１０９ ＣＦＵ·ｍＬ－１Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｔｒｉｆｏｌｉｉ ＡＣＣＣ１８０１７ 菌悬液） Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｔｅｒｉｌｉｚｅｄ ２ ７×１０９ ＣＦＵ·ｍＬ－１

Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｔｒｉｆｏｌｉｉ ＡＣＣＣ１８０１７ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ）； ： 接菌组（先后接种 ２ ７×１０９和 ２ ３×１０９ ＣＦＵ·ｍＬ－１ Ｒ． ｔｒｉｆｏｌｉｉ ＡＣＣＣ１８０１７ 菌悬液） Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ
（ ｓｕｃｃｅｓｓｉｖｅｌｙ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ２ ７×１０９ ａｎｄ ２ ３×１０９ ＣＦＵ·ｍＬ－１ Ｒ． ｔｒｉｆｏｌｉｉ ＡＣＣＣ１８０１７ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓ） ． 不同大写字母表示同一指标在对照组和接菌组间
差异显著（Ｐ＜０ ０５） Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｐｉｔａｌｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ＜０ ０５） ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎｄｅｘ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ； 不
同小写字母表示同一指标在不同 Ｃｕ 添加量土壤间差异显著（Ｐ＜０ ０５） Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ＜０ ０５） ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｉｎｄｅｘ ａｍｏｎｇ ｓｏｉｌｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｃｕ ａｄｄｉｔｉｏｎｓ．

图 ２　 根瘤菌对 Ｃｕ 胁迫下白三叶地上部和地下部 Ｃｕ 含量的影响
Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｏｎ Ｃｕ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ａｂｏｖｅ⁃ ａｎｄ ｕｎｄｅｒ⁃ｇｒｏｕｎｄ ｐａｒｔｓ ｏｆ Ｔｒｉｆｏｌｉｕｍ ｒｅｐｅｎｓ Ｌｉｎｎ． ｕｎｄｅｒ Ｃｕ ｓｔｒｅｓｓ

３　 讨论和结论

本研究结果显示：Ｃｕ 添加量为 ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土

壤中对照组白三叶的株高、地上部和地下部的鲜质量

及地上部干质量均显著（Ｐ＜０ ０５）高于 Ｃｕ 添加量为

０ ｍｇ·ｋｇ－１的土壤，其主根长和地下部干质量也高于

Ｃｕ 添加量为 ０ ｍｇ·ｋｇ－１的土壤；Ｃｕ 添加量为 １ ０００
ｍｇ·ｋｇ－１土壤中不接菌白三叶的株高、地上部鲜质量

及地上部和地下部干质量与 Ｃｕ 添加量为 ０ ｍｇ·ｋｇ－１

的土壤无显著差异。 另外，Ｃｕ 添加量为 ５００、１ ０００ 和

１ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中对照组白三叶的主根长，叶片

的叶绿素 ａ、叶绿素 ｂ 和总叶绿素含量及 Ｃｈｌａ ／ Ｃｈｌｂ
值与 Ｃｕ 添加量为 ０ ｍｇ·ｋｇ－１的土壤无显著差异；对
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照组白三叶的地上部和地下部 Ｃｕ 含量均随着 Ｃｕ 添

加量提高而显著升高。 说明白三叶对 Ｃｕ 胁迫具有

较好的耐受性，能够适应一定程度的 Ｃｕ 污染土壤环

境，因此，可将白三叶作为修复 Ｃｕ 污染土壤的备选

植物。
相关研究结果［１４－１６］表明：适量的 Ｃｕ 能够促进植

物生长，但当植物体内 Ｃｕ 含量过高时，Ｃｕ２＋将替代叶

绿素中心的 Ｍｇ２＋，破坏植物的光合作用，干扰植物体

内的营养平衡，对植物产生毒害作用。 本研究中， Ｃｕ
添加量为 ５００ ｍｇ·ｋｇ－１Ｃｕ 土壤中对照组白三叶的株

高、主根长、地上部和地下部的鲜质量和干质量以及

叶片叶绿素含量（包括叶绿素 ａ、叶绿素 ｂ 和总叶绿

素含量及 Ｃｈｌａ ／ Ｃｈｌｂ 值）均最高，说明在该 Ｃｕ 胁迫条

件下白三叶生长良好，很可能是 Ｃｕ 对白三叶生长起

到了一定的促进作用，具体作用机制有待深入研究。
根瘤菌能够通过多种方式促进植物生长，包括通

过固氮作用提供植物生长所需的 Ｎ、促进植物对 Ｐ 及

其他营养元素的吸收［９］、分泌植物激素（如 ＩＡＡ）和

特异性酶及改变土壤理化性质等［１７－１８］。 本研究中，
不同 Ｃｕ 添加量土壤中接菌组白三叶的株高、主根

长、地上部和地下部的鲜质量和干质量均高于对照

组，尤其是 Ｃｕ 添加量为 ０、５００ 和 １ ０００ ｍｇ·ｋｇ－１土

壤中接菌组白三叶的株高及地上部和地下部的鲜质

量和干质量基本上显著高于对照组，说明根瘤菌 Ｒ．
ｔｒｉｆｏｌｉｉ ＡＣＣＣ１８０１７ 能够促进白三叶生长。

植物中的重金属含量是评价植物修复重金属污

染土壤能力及其对重金属胁迫耐受性的重要指标。
本研究中，Ｃｕ 添加量为 ５００ 和 １ ０００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中

接菌组白三叶的地上部和地下部 Ｃｕ 含量较对照组

显著升高，说明根瘤菌 Ｒ． ｔｒｉｆｏｌｉｉ ＡＣＣＣ１８０１７ 能够促

进 Ｃｕ 添加量为 ５００ 和 １ ０００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中白三叶

对 Ｃｕ 的吸收。 韦革宏等［１９］认为，根瘤菌不但能通过

促进共生植物生长、提高共生植物生物量的方式增强

植物对重金属污染土壤的修复，还能通过分泌有机酸

和酶等改变土壤中重金属元素的生物有效性，促进植

物对重金属元素的吸收和累积。 植物对土壤中重金

属元素的去除率主要取决于体内重金属元素的总量，
即植株干质量与重金属含量的乘积［２０］。 总体来看，
Ｃｕ 添加量为 ５００ 和 １ ０００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中接菌组白

三叶地上部和地下部的干质量及 Ｃｕ 含量显著高于

对照组，并且 Ｃｕ 添加量为 ５００ ｍｇ·ｋｇ－１土壤中接菌

组白三叶地上部和地下部的干质量显著高于 Ｃｕ 添

加量为 １ ０００ ｍｇ·ｋｇ－１的土壤，而 Ｃｕ 添加量为 ５００
ｍｇ·ｋｇ－１土壤中接菌组白三叶地上部和地下部的 Ｃｕ
含量显著低于 Ｃｕ 添加量为 １ ０００ ｍｇ·ｋｇ－１的土壤，
说明根瘤菌 Ｒ． ｔｒｉｆｏｌｉｉ ＡＣＣＣ１８０１７ 利于白三叶修复一

定程度的 Ｃｕ 污染土壤。
通常情况下，重金属元素对植物的毒害作用主要

表现为植物体内的活性氧和膜脂过氧化物等理化指

标的变化［２１－２２］，而本研究仅对 Ｃｕ 胁迫下白三叶的株

高、主根长、地上部和地下部的鲜质量和干质量、叶片

叶绿素含量及地上部和地下部的 Ｃｕ 含量进行了研

究，并未研究 Ｃｕ 胁迫对白三叶抗氧化系统的影响，
因此，本研究结果并不能全面反映白三叶对 Ｃｕ 胁迫

的响应，有待后续深入研究。 此外，本研究土壤中 Ｃｕ
添加量的最大值为 １ ５００ ｍｇ·ｋｇ－１，远远高于 ＧＢ
１５６１８—２０１８ 《土壤环境质量农用地土壤污染风险管

控标准（试行）》中农用地土壤污染风险 Ｃｕ 筛选值的

最大值（２００ ｍｇ·ｋｇ－１），因此，本研究模拟的 Ｃｕ 污染

土壤与实际 Ｃｕ 污染土壤差异明显，研究结果在实际

Ｃｕ 污染土壤修复中具有局限性。
综上所述，接种根瘤菌 Ｒ． ｔｒｉｆｏｌｉｉ ＡＣＣＣ１８０１７ 能

够促进白三叶生长及其对土壤中 Ｃｕ 的吸收，利于白

三叶修复一定程度的 Ｃｕ 污染土壤。
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［２］ 　 ＬＯＬＡＮＤ Ｊ Ø， ＳＩＮＧＨ Ｂ Ｒ． Ｃｏｐｐｅｒ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｉｌ ａｎｄ

ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｏｆｆｅｅ ｏｒｃｈａｒｄｓ ａｆｔｅｒ ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ ｕｓｅ ｏｆ Ｃｕ ｆｕｎｇｉｃｉｄｅｓ
［Ｊ］ ． Ｎｕｔｒｉｅｎｔ Ｃｙｃｌｉｎｇ ｉｎ Ａｇｒｏｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓ， ２００４， ６９（３）： ２０３－２１１．

［３］ 　 ＷＩＬＣＫＥ Ｗ， ＫＲＥＴＺＳＣＨＭＡＲ Ｓ， ＢＵＮＤＴ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｐｔｈ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ａｌｕｍｉｎｕｍ ａｎｄ ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌｓ ｉｎ ｓｏｉｌｓ ｏｆ Ｃｏｓｔａ Ｒｉｃａｎ
ｃｏｆｆｅｅ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ａｒｅａｓ ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ ａｎｄ Ｓｏｉｌ
Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０００， １６３（５）： ４９９－５０２．

［４］ 　 黄益宗， 郝晓伟， 雷　 鸣， 等． 重金属污染土壤修复技术及其修

复实践［Ｊ］ ． 农业环境科学学报， ２０１３， ３２（３）： ４０９－４１７．
［５］ 　 孙雨亮， 黄苏珍， 原海燕． Ｃｕ 污染土壤中溪荪和花菖蒲的生长

状况及对 Ｃｕ 的积累及转运能力［ Ｊ］ ． 植物资源与环境学报，
２０１１， ２０（２）： ４９－５５．

［６］ 　 安　 婧， 宫晓双， 魏树和． 重金属污染土壤超积累植物修复关

键技术的发展［Ｊ］ ． 生态学杂志， ２０１５， ３４（１１）： ３２６１－３２７０．
［７］ 　 张杏锋， 夏汉平， 李志安， 等． 牧草对重金属污染土壤的植物修

复综述［Ｊ］ ． 生态学杂志， ２００９， ２８（８）： １６４０－１６４６．
［８］ 　 王友保， 张　 莉， 刘登义， 等． 铜陵铜尾矿库植被状况分析［Ｊ］ ．

生态学杂志， ２００４， ２３（１）： １３５－１３９．
［９］ 　 尹春芹， 孙清斌， 刘先利， 等． 典型草坪植物对铜的积累及其耐

性差异研究［Ｊ］ ． 湖北理工学院学报， ２０１８， ３４（２）： ８－１３．
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［１０］　 黄兴如， 张彩文， 张晓霞． 根瘤菌在污染土壤修复中的地位和

作用［Ｊ］ ． 中国土壤与肥料， ２０１６（５）： ５－１０．
［１１］ 　 ＺＡＩＤＩ Ａ， ＫＨＡＮ Ｍ Ｓ， ＡＡＭＩＬ Ｍ． Ｂｉｏａｓｓｏｃｉａｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ

ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｉｃ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ， ｙｉｅｌｄ， ａｎｄ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｕｐｔａｋｅ
ｏｆ ｇｒｅｅｎｇｒａｍ ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ， ２００４， ２７ （ ４ ）：
６０１－６１２．

［１２］ 　 ＦＡＮ Ｌ Ｍ， ＭＡ Ｚ Ｑ， ＬＩＡＮＧ Ｊ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ
ｃｏｐｐｅｒ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｓｙｍｂｉｏｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｍｅｄｉｃａｇｏ
ｌｕｐｕｌｉｎａ ｇｒｏｗｉｎｇ ｉｎ ｍｉｎｅ ｔａｉｌｉｎｇｓ ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
２０１１， １０２（２）： ７０３－７０９．

［１３］ 　 张宪政． 植物叶绿素含量测定： 丙酮乙醇混合液法［Ｊ］ ． 辽宁农

业科学， １９８６（３）： ２６－２８．
［１４］ 　 张国军， 邱栋梁， 刘星辉． Ｃｕ 对植物毒害研究进展［ Ｊ］ ． 福建

农林大学学报（自然科学版）， ２００４， ３３（３）： ２８９－２９４．
［１５］ 　 ＳＣＨＭＩＤＴ Ｗ， ＢＡＲＴＥＬＳ Ｍ， ＴＩＴＴＥＬ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ

ｏｆ ｃｏｐｐｅｒ ｏｎ ｉｒｏｎ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｉｎ Ｐｌａｎｔａｇｏ ［ Ｊ ］ ． Ｎｅｗ
Ｐｈｙｔｏｌｏｇｉｓｔ， １９９７， １３５（４）： ６５９－６６６．

［１６］ 　 ＹＲＵＥＬＡ Ｉ． Ｃｏｐｐｅｒ ｉｎ ｐｌａｎｔｓ ［ Ｊ ］ ． Ｂｒａｚｉｌｉａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｌａｎｔ
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ， ２００５， １７（１）： １４５－１５６．

［１７］ 　 ＷＡＮＩ Ｐ Ａ， ＫＨＡＮ Ｍ Ｓ， ＺＡＩＤＩ Ａ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｔａｌ⁃ｔｏｌｅｒａｎｔ ｐｌａｎｔ
ｇｒｏｗｔｈ⁃ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｏｎ ｔｈｅ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ｐｅａ ｇｒｏｗｎ ｉｎ

ｍｅｔａｌ⁃ａｍｅｎｄｅｄ ｓｏｉｌ［ Ｊ］ ． Ａｒｃｈｉｖｅｓ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ
ａｎｄ Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ， ２００８， ５５（１）： ３３－４２．

［１８］ 　 ＡＢＲＩＬ Ａ， ＺＵＲＤＯ⁃ＰＩÑＥＩＲＯ Ｊ Ｌ， ＰＥＩＸ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｙ ａ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｒｕｍ ｂｖ． ｔｒｉｆｏｌｉｉ
ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ ｖｕｌｇａｒｉｓ ｉｎ Ｅｌ Ｃｈａｃｏ Ａｒｉｄｏ ｓｏｉｌ （Ａｒｇｅｎｔｉｎａ）
［ Ｍ ］ ∥ ＶＥＬÁＺＱＵＥＺ Ｅ， ＲＯＤＲＩＧＵＥＺ⁃ＢＡＲＲＵＥＣＯ Ｃ．
Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓ ｉｎ Ｐｌａｎｔ ａｎｄ Ｓｏｉｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ： Ｆｉｒｓｔ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
Ｍｅｅｔｉｎｇ ｏｎ Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ Ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ． Ｓａｌａｍａｎｃａ：
Ｓｐｒｉｎｇｅｒ， ２００７， １０２： １３５－１３８．

［１９］ 　 韦革宏， 马占强． 根瘤菌－豆科植物共生体系在重金属污染环

境修复中的地位、应用及潜力 ［ Ｊ］ ． 微生物学报， ２０１０， ５０
（１１）： １４２１－１４３０．

［２０］ 　 李文学， 陈同斌， 刘颖茹． 刈割对蜈蚣草的砷吸收和植物修复

效率的影响［Ｊ］ ． 生态学报， ２００４， １２５（３）： ５３８－５４２．
［２１］ 　 ＳＣＨÜＴＺＥＮＤÜＢＥＬ Ａ， ＳＣＨＷＡＮＺ Ｐ， ＴＥＩＣＨＭＡＮＮ Ｔ， ｅｔ ａｌ．

Ｃａｄｍｉｕｍ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｙｓｔｅｍｓ， ｈｙｄｒｏｇｅｎ
ｐｅｒｏｘｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ， ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｓｃｏｔｓ ｐｉｎｅ ｒｏｏｔｓ［ Ｊ］ ． Ｐｌａｎｔ
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ， ２００１， １２７（３）： ８８７－８９８．

［２２］ 　 许桂芳， 张朝阳． 高温胁迫对 ４ 种珍珠菜属植物抗性生理生化

指标的影响［Ｊ］ ． 中国生态农业学报， ２００９， １７（３）： ５６５－５６９．
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为了扩大科技期刊的信息交流、充分实现信息资源共享，《植物资源与环境学报》已先后加入“中国学术期刊（光盘版）”、“万
方数据———数字化期刊群”和“中文科技期刊数据库”等网络文献资源数据库，凡在本刊发表的论文将编入数据库供上网交流、
查阅及检索，作者的著作权使用费与本刊稿酬一次性给付，不再另付。 如作者不同意将文章收编入数据库，请在来稿时声明，本
刊将做适当处理。
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