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　　摘要：在纯培养和模拟培养条件下对巨大芽孢杆菌Ａ１和枯草芽孢杆菌Ａ２组成的复合发酵菌液对水体及土壤中

重金属的固定作用进行研究。结果表明，单一或复合发酵菌液与含Ｃｕ２＋溶液的体积比为２∶１时，对Ｃｕ２＋的去除效果

最好，且复合发酵菌液对Ｃｕ２＋的去除率比Ａ１和Ａ２的单独发酵菌液高；菌株Ａ１和Ａ２的发酵菌液在体积比为２∶１复

合时对水体中重金属的去除效果最好；初始Ｃｕ２＋质量浓度为 ４０ｍｇ／Ｌ时，复合发酵菌液对 Ｃｕ２＋的去除率最大；沉淀

时间为２４ｈ时，复合发酵菌液对Ｃｕ２＋的去除率达到９８％以上；高温下去除效果更好；复合发酵菌液对土壤中有效态
Ｃｕ的固定效果比单一的好，且１５ｄ内对有效态Ｃｕ的固定率可达到８０．２６％。因此，复合菌在减缓重金属污染土壤方
面具有重要的应用价值。
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　　经济的快速发展使工业、农业机械化进入迅猛
发展的时代，近年来，农耕时污水灌溉和工业生产

时废水排放等一些经济活动，使得大量重金属排放

到水体和土壤中，水体和土壤中的重金属含量逐渐

增加，已经成为严重影响土壤和水环境质量的一类

重要污染物［１］。重金属的特性致使其在环境中很

难被降解，并且在土壤及水体中又可通过各种物

理、生物和化学过程而滞留，其活性也会随着环境

条件的改变而发生变化，因此，对重金属所污染的

环境的治理存在难度大和易反复的问题。常规的

修复重金属的物理化学法具有成本高、易二次污

染、土壤生产功能丧失或下降等缺点［２］。而生物法

中的植物法由于受植物生长周期、土壤环境质量以

及气候等的影响，存在占用耕地资源、修复周期长

和效果差等缺点。当前国内外专家学者所关注的

焦点，已经从物理法、化学法以及植物法这些常规

的方法转向了更具有科研价值的微生物法上［３］。

微生物法主要是利用微生物的吸附、吸收和代谢等

过程降低土壤中重金属的有效性或水相中重金属

离子的浓度，但被微生物吸附或吸收后的重金属可

能会随着细胞的死亡而再次释放，重新造成污

染［４］。因此，找到一种能够将重金属固定成稳定形

态，不会因环境因子的改变或微生物本身的存活与

否而重新释放的方法已然成为当前科研领域的研

究热点［５］。自然界中存在很多类微生物，它们可以

通过代谢活动或者分泌酶来降解含磷或含碳有机

物从而释放大量的 ＰＯ３－４ 或 ＣＯ
２－
３ ，在特定的条件下

通过成矿作用形成性质稳定的结晶物质［６－７］。如果

将这几种微生物在特定条件下进行富集培养并通

过人工干预来强化其对环境中重金属的固定作用，

将会实现土壤重金属污染的快速高效修复，而且存

在环境友好、不易产生二次污染、成本低和可实现

边修复边生产的优点［８］。如李哲等利用氧化木糖

无色杆菌对土壤中的 Ｐｂ和 Ｃｄ进行了矿化固定研
究，通过使用菌株所制备成的发酵液，能够将土壤

中的Ｐｂ和Ｃｄ固定为稳定的矿物态，以减少小白菜
和水稻对 Ｐｂ和 Ｃｄ的吸收，从而降低其环境危害
性［９－１０］。王明明等研究了磷酸盐矿化菌对 Ｚｎ２＋的
生物矿化机制，发现其在碱性条件下更易形成稳定

的矿物形态［１１］。碳酸盐矿化和磷酸盐矿化是生物

矿化的２种重要方式，一些研究结果表明，自然界中
存在很多这种功能性菌株，但目前的研究基本上停

留在发现菌株以及研究其矿化机制上面，并且是单

一的菌株，很少有研究探讨２种功能性复合菌株对
重金属的固定作用［１２－１３］。因此，本研究尝试利用已

发现的２种功能性菌株的复合菌液，研究其对土壤
及水体中重金属的固定作用、单一和复合菌对重金
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属的固定作用的影响等，以期为微生物矿化修复重

金属提供新的研究思路。

１　材料与方法

１．１　试验材料
巨大芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌均购自中国普通

微生物菌种保藏管理中心，前者具有碳酸盐矿化功

能，本研究中将其命名为菌株 Ａ１，后者具有磷酸盐
矿化功能，本研究中将其命名为菌株Ａ２，通用下文。

碳酸盐矿化菌培养基：牛肉膏 ３ｇ／Ｌ，蛋白胨
５ｇ／Ｌ，氯化钠 ５ｇ／Ｌ，尿素 ２０ｇ／Ｌ，调节 ｐＨ值至
７．２～７．４，尿素需配制成尿素溶液后加入培养基中，
因尿素高温易变性，影响试验结果。

磷酸盐矿化菌培养基：植酸钠 １ｇ／Ｌ，牛肉膏
３ｇ／Ｌ，氯化钠 ５ｇ／Ｌ，蛋白胨 ５ｇ／Ｌ，调节 ｐＨ值至
７０～７．２，于１２１℃下高温高压灭菌２５ｍｉｎ。

ＬＢ固体培养基：牛肉膏３ｇ／Ｌ，蛋白胨１０ｇ／Ｌ，
氯化钠 ５ｇ／Ｌ，调节 ｐＨ值至７．０～７．２，１２１℃下高
温高压灭菌２５ｍｉｎ。

供试土壤：采自河北省涞源县独立山城矿开发

园区（１１４°２９′２４．５２″Ｅ，３９°１３′４２．１４″Ｎ），基本理化
性质：ｐＨ值为 ６．２３，总氮含量１０１．２ｍｇ／ｋｇ，速效磷
含量２３．８ｍｇ／ｋｇ，速效钾含量２３２．５ｍｇ／ｋｇ，有机质
含量４．３６％，总 Ｃｕ含量 ２５７ｍｇ／ｋｇ，有效态 Ｃｕ含
量８４．５ｍｇ／ｋｇ。以下土培试验均用此供试土壤。
１．２　试验方法
１．２．１　菌悬液的制备　首先将菌株Ａ１、Ａ２的菌体
细胞分别划线于ＬＢ固体培养基上，在２８℃下培养
２４ｈ，然后向长满菌体细胞的平板中加入无菌水，用
烧红灭菌过的接种环将菌体细胞刮离固体培养基

进入无菌水中，将含有菌体细胞的悬浊液倒入离心

管中，在涡旋振荡器上振荡均匀后，再用无菌水分

别将２种菌株清洗离心，反复３次，最后将菌株 Ａ１
和Ａ２的菌悬液Ｄ６００ｎｍ调节为０．３左右，即为试验用
菌悬液。该菌悬液用于以下的所有接种试验。

１．２．２　单一或复合发酵菌液的制备　发酵菌液Ａ１
的制备：将目标菌株 Ａ１接种至碳酸盐矿化菌培养
基中，置于２８℃、１６０ｒ／ｍｉｎ的恒温摇床中进行振荡
培养，培养３６ｈ后，发酵菌液Ａ１制备完成。

发酵菌液Ａ２的制备：将目标菌株Ａ２接种至磷
酸盐矿化菌培养基中，置于２８℃、１６０ｒ／ｍｉｎ的恒温
摇床中振荡培养，培养３６ｈ后，发酵菌液 Ａ２制备
完成。

复合发酵菌液的制备：将发酵菌液Ａ１和Ａ２按
一定比例混合，制备成复合发酵菌液。

１．２．３　单一发酵菌液和复合发酵菌液对Ｃｕ２＋的去
除　向 ２０ｍＬ质量浓度为４０ｍｇ／Ｌ的氯化铜溶液
中分别加入１０、２０、４０ｍＬ发酵菌液 Ａ１、发酵菌液
Ａ２和复合发酵菌液，分别在室温下沉淀１２ｈ后，过
０．４５μｍ滤膜，利用原子吸收分光光度计测定滤液
中Ｃｕ２＋含量，计算去除率。去除率 ＝（去除前 Ｃｕ２＋

质量浓度－去除后Ｃｕ２＋质量浓度）／去除前 Ｃｕ２＋质
量浓度×１００％。　
１．２．４　发酵菌液的混合比例对重金属去除的影响
　将菌株Ａ１和Ａ２的发酵菌液分别按１∶４、１∶２、
１∶１、２∶１和４∶１的体积比混合均匀，制备成复合
发酵菌液。将各混合比例的复合发酵菌液按照与

含Ｃｕ２＋溶液体积比为２∶１的比例分别加入到Ｃｕ２＋

溶液中，室温下沉淀１２ｈ后，过滤，测定上清液中的
Ｃｕ２＋质量浓度，分别计算去除率。
１．２．５　不同初始Ｃｕ２＋质量浓度对去除效果的影响
　经前期大量试验验证，得出在复合发酵菌液
Ａ１∶Ａ２的体积比为２∶１时，去除效果最佳。因此，
将 ２０ｍＬ体积比为２∶１的复合发酵菌液分别加入
到１０ｍＬＣｕ２＋质量浓度为１０、２０、４０、６０ｍｇ／Ｌ的Ｃｕ
溶液中，混合均匀，室温下沉淀１２ｈ后，测定上清液
中Ｃｕ２＋质量浓度，计算去除率。
１．２．６　沉淀时间对复合菌液去除Ｃｕ２＋的影响　将
２０ｍＬＡ１∶Ａ２体积比为２∶１的复合发酵菌液加入
到１０ｍＬＣｕ２＋质量浓度为４０ｍｇ／Ｌ的 Ｃｕ溶液中，
混合均匀，在室温下分别沉淀 ０、６、１２、１８、２４、３０、
３６ｈ后（分别做３组平行试验，共１５个小三角瓶），
测定上清液中Ｃｕ２＋质量浓度，并计算去除率。
１．２．７　温度对复合发酵菌液去除Ｃｕ２＋效果的影响
　将 ２０ｍＬＡ１∶Ａ２体积比为２∶１的复合发酵菌
液加入到１０ｍＬＣｕ２＋质量浓度为４０ｍｇ／Ｌ的Ｃｕ溶
液中，混合均匀后分别在４、２１（室温）、５０℃下沉淀
２４ｈ后，测定上清液中Ｃｕ２＋质量浓度，计算去除率。
１．２．８　单一和复合发酵菌液对土壤中有效态重金
属的固定　称取１００ｇ土壤平整铺入小花盆中，按
照土液比２ｇ∶１ｍＬ的比例分别加入５０ｍＬ发酵菌
液Ａ１、５０ｍＬ发酵菌液Ａ２及５０ｍＬ复合发酵菌液，
并搅拌均匀，期间按照正常的水肥管理方法进行管

理。分别在培养０、３、６、９、１２、１５ｄ后取样，测定土
壤中有效态 Ｃｕ含量，比较单一或复合发酵菌液对
土壤中有效态Ｃｕ的固定效果。
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１．２．９　测定方法　土壤中有效态 Ｃｕ的测定：利用
ＤＴＰＡ法浸提出土壤中有效态的 Ｃｕ，用０．４５μｍ针
式过滤器过滤后，用空气乙炔原子吸收分光光度计

测定［１４］。

溶液中Ｃｕ２＋的测定：将溶液过０．４５μｍ针式过滤
器，然后用原子吸收分光光度计测定Ｃｕ２＋质量浓度。
１．３　数据处理与分析

所有试验重复３次，试验数据利用 Ｅｘｃｅｌ２０１０
进行处理，用“平均值 ±标准差”表示，用 ＤＰＳ７．０５
软件进行误差分析。

２　结果与分析

２．１　单一和复合发酵菌液对Ｃｕ２＋的去除
从图１中可以看出，无论加入量多少，复合发酵

菌液对Ｃｕ２＋的去除率均高于单一发酵菌液的去除
率，且加入量为４０ｍＬ（菌液与重金属溶液体积比为
２∶１）时，去除效率最高，可达到９６．４％。

２．２　发酵菌液的混合比例对Ｃｕ２＋去除的影响
从图２中可以看出，发酵菌液随着 Ａ１占比增

大，对Ｃｕ２＋的去除率逐渐增加，当发酵菌液Ａ１∶Ａ２
体积比为２∶１时，溶液中 Ｃｕ２＋的去除率可达到最
大，为９８％，Ａ１占比继续增大时，去除率反而会呈
现降低趋势。

２．３　不同初始Ｃｕ２＋质量浓度对去除效果的影响
从图３中可以看出，随着Ｃｕ２＋初始质量浓度的

增加，复合发酵菌液对其去除率呈现先升高后降低

的趋势，当初始质量浓度为４０ｍｇ／Ｌ时，去除率达到
最大，为９６．８％。但当初始质量浓度更大时，发酵
菌液对溶液中Ｃｕ２＋的去除率则出现下降趋势。
２．４　沉淀时间对去除Ｃｕ２＋的影响

由图４中可以看出，复合发酵菌液对Ｃｕ２＋的去
除率随着沉淀时间的延长而不断增大，到２４ｈ时达
到最大，最大去除率可达到９８％以上，随后去除率

趋于稳定。

２．５　温度对复合发酵菌液去除Ｃｕ２＋效果的影响
从图５中可以看出，高温下的去除率高于低温

时，且增幅为１７．７％，室温下的去除率和高温时相
差无几，说明只有低温会抑制复合发酵菌液对 Ｃｕ２＋

的去除作用。

２．６　单一和复合发酵菌液对土壤中有效态重金属
的固定

从图６中可以看出，复合发酵菌液对土壤中有
效态Ｃｕ的固定效果高于单一发酵菌液，在培养３～
９ｄ快速固定有效态 Ｃｕ，且在１５ｄ内，复合发酵菌
液对有效态Ｃｕ的固定率可达到８０．２６％，分别高出
单一Ａ１、Ａ２发酵菌液固定率１３．０４％、１７．４５％。
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３　讨论与结论

自然界中的很多微生物都具有固定重金属的

能力，但能够固定后使其稳定不释放的方法不多

见，而当前大多数学者都把目光集中在了如何使土

壤或者水体中的重金属失去毒性，保持其原有的微

量元素的可利用性。但暂时的使重金属失去毒性

很容易，要长期稳定地保持这种效果就比较难处

理。一些专家学者利用微生物的吸附、吸收或者胞

吞作用去除重金属的危害，这样的方式效果很明

显，但一段时间后，随着细胞的死亡，重金属被重新

释放，再次污染水体或者土壤。随着研究的不断深

入，已经有一些研究发现了能够有效固定重金属，

且能保持一段时间内不会因为自然环境的改变或

者细胞的死亡而重新造成毒害作用的方法———生

物矿化法［１５］。目前已有一些关于生物矿化作用的

研究成果，如钱春香等研究了一株枯草芽孢杆菌的

碳酸盐矿化作用对 Ｃｕ２＋的去除机制，结果表明，在
碱性条件下更利于生物矿化作用的产生且产生的

矿化产物更加稳定［１２］。之后，钱春香团队的王明明

等利用国外进购的具有磷酸盐矿化作用的菌株，对

Ｚｎ２＋的生物矿化作用机制进行研究，结果也表明了
碱性条件是产生生物矿化作用的重要因素，在碱性

环境下能够生成较稳定的产物［１１］。但目前的研究

仍停留在单一碳酸盐矿化作用或磷酸盐矿化作用，

复合的矿化效果是否会更好还没有被具体报道。

因此，本文利用能够碳酸盐矿化的巨大芽孢杆菌和

能够磷酸盐矿化的枯草芽孢杆菌进行了复合矿化

效果研究，结果表明复合发酵菌液的效果确实会高

于单一发酵菌液，且在菌液 Ａ１∶Ａ２体积比为２∶１
时矿化效果最好。随后又研究了初始 Ｃｕ２＋质量浓
度、沉淀时间和温度对矿化效果的影响，从而发现

初始质量浓度越大，矿化效果越好，但在 Ｃｕ２＋质量
浓度超过４０ｍｇ／Ｌ时，矿化效果会受到抑制作用；矿
化效果也会随着时间的延长越来越好，当沉淀时间

超过２４ｈ后逐渐趋于稳定，无明显变化；在温度越
高时，矿化效果越好。最后，研究了单一和复合发

酵菌液对土壤中有效态 Ｃｕ的固定效果，通过土培
试验得知，复合发酵菌液对土壤中有效态Ｃｕ的固定
效果高于单一发酵菌液，且在１５ｄ内，复合发酵菌液
对有效态Ｃｕ的固定率可达到 ８０．２６％。以上所有研
究表明，复合发酵菌液的生物矿化作用高于单一发酵

菌液，但复合发酵菌液中的单一因素如何共同对重金

属离子产生生物矿化作用还在进一步研究。

综上所述，本研究可得出以下结论：复合发酵

菌液对Ｃｕ２＋的矿化效果高于单一的，且在发酵菌液
Ａ１∶Ａ２体积比为２∶１时矿化效果最好。分别在
Ｃｕ２＋初始质量浓度为４０ｍｇ／Ｌ、沉淀时间为２４ｈ和
高温时，复合发酵菌液对 Ｃｕ２＋的矿化效果最好，
Ｃｕ２＋的最大去除率可分别达到 ９６．８％、９８．４％和
９８．１％。土培试验表明，复合发酵菌液对土壤中有
效态Ｃｕ的固定作用高于单一发酵菌液的作用，且
１５ｄ内固定率可达到８０．２６％。
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有机肥和生物炭对重金属污染农田土壤肥力的影响
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　　摘要：为了揭示有机肥和生物炭施入对重金属污染农田土壤肥力和修复植物生长的影响，采用田间定位试验的方
法，以山西忻州金矿周边重金属污染土壤为研究对象，检测施用有机肥、生物炭之后，不同修复植物根际土壤的 ｐＨ
值、有机质含量、阳离子交换量及酶活性等的变化。结果表明，施用有机肥和生物炭后，重金属污染土壤中的有机质含

量、阳离子交换量、全氮及全磷含量、脲酶和过氧化氢酶活性都有不同程度的提高，土壤 ｐＨ值、全钾含量均有下降。
与对照相比，施用生物炭之后，黑麦草根际土壤的阳离子交换量、全氮含量、过氧化氢酶活性分别提高了１２．４０％、
７．３５％、１６．２１％，施用有机肥后，苜蓿根系的有机质含量显著增加了７３．８１％。施用有机肥和生物炭可以提升重金属
污染土壤的肥力，有助于修复植物的生物量积累和修复效果的提高。

　　关键词：有机肥；生物炭；重金属污染土壤；阳离子交换量；土壤酶；土壤肥力；植物修复
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　　２０１４年，由原环境保护部与国土资源部发布的
《全国土壤污染状况调查公报》指出，我国耕地土壤

中的重金属含量超标面积达７．６万 ｋｍ２，造成不同
程度的农作物污染和经济损失，而矿区周边农田土

壤的污染情况更加严峻［１－３］。国内外学者针对土壤

重金属污染的修复技术进行了大量研究，其中经济

安全、环境友好的植物修复成为土壤污染修复研究

的新方向［４］。但因修复植物大多植株矮、根系短、

生物量小等，在田间试验中的修复效率较低，而通

过强化措施确保土壤肥力以及修复植物的修复效

果是现阶段农田重金属污染修复研究的热点［５］。

有机肥中的有机质含量高、肥效持续时间长，

富含氮（Ｎ）、磷（Ｐ）、钾（Ｋ）等大量元素和镁（Ｍｇ）、
锌（Ｚｎ）、铁（Ｆｅ）、锰（Ｍｎ）、硼（Ｂ）等微量元素，在保
肥增产方面有着化肥不可比拟的优势。生物质炭

通常用树木、农业废弃物、动植物组织等生物质在

无氧或者部分缺氧及相对低温（＜７００℃）的条件下
裂解炭化形成炭材料，由６０％以上的 Ｃ、Ｎ、Ｈ、Ｏ以
及碱性矿物质组成，其表面含有丰富的含氧官能团

和多孔结构，具有很强的离子吸附性，常用作土壤
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