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摘　 要： 以橙子废渣提取物和谷氨酸二乙酸四钠（ＧＬＤＡ）为原材料制备了绿色活化剂，研究了解磷菌联合绿色活化剂对黑麦草富

集、转运及累积土壤中镉的影响。 结果表明，解磷菌对黑麦草在镉污染环境下的生长有显著促进作用，单独使用绿色活化剂时黑麦

草干重下降了 ２７．３７％，抑制了黑麦草的生长；将二者联用时，黑麦草干重是空白组的 １．２９ 倍，解磷菌的加入缓解了绿色活化剂对黑

麦草生长的负面作用。 解磷菌联合绿色活化剂使土壤中有效态镉含量提升而土壤总镉浓度减少，且地上部分和地下部分的富集系

数分别提升了 ３５．３７％和 １０．２３％，黑麦草对镉的转运系数提升了 ２２．５８％。 此外，镉在黑麦草地上部分和地下部分的累积总量分别

提升了 ８７．９０％和 ３２．６９％，且各处理方式下，镉在地上部分累积总量均大于地下部分，说明解磷菌联合绿色活化剂的使用促进了黑

麦草对土壤中镉的提取。
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　 　 植物提取技术被广泛应用于修复土壤镉污染，但 修复效果受植物生物量、重金属生物有效性这两大因
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素限制［１⁃３］。 有研究报道，可通过添加低分子有机酸类

活化剂和解磷菌的方式强化植物提取重金属的效

率［４⁃６］。 水果废渣中含有丰富的低分子有机酸，在活化

重金属方面具有一定价值，是一种纯天然的绿色活化

剂［７⁃８］。 解磷菌具有解磷、增加植物抗逆性等功能，有
利于增加植物生物量［９］。 此外，水果废渣中富含的糖

类、纤维素等物质能为微生物提供碳源，促进其生命代

谢活动［１０］。 因此，将以水果废渣为主要原料的绿色活

化剂与解磷菌结合，作为植物提取增强剂，是一种有前

景的强化措施。 本文选取橙子废渣提取物和谷氨酸二

乙酸四钠（ＧＬＤＡ）为原料，制备绿色活化剂，并将绿色

活化剂与解磷菌联合使用，通过黑麦草盆栽实验探讨

不同添加物对黑麦草提取镉的效果，以期为强化植物

提取重金属技术提供新思路。

１　 材料与方法

１．１　 实验原料

１．１．１　 供试土壤

供试土壤取自湖南省浏阳市焦溪镇镉污染农田土

壤表面以下深度 ０～２０ ｃｍ。 土壤于晾晒室平铺自然风

干，去除大块石子及植物残渣，过 ２ ｍｍ 筛。 供试土壤

理化性质的测定方法参考《土壤农化分析》 ［１１］，供试土

壤基本理化性质见表 １。

表 １　 土壤基本理化性质

项目 数值 项目 数值

ｐＨ 值 ５．３６±０．２３ 速效磷（ｍｇ ／ ｋｇ） ３５．２９±１．４２
电导率（ｍｓ ／ ｃｍ） １８５．３３±７．５１ 速效钾（ｍｇ ／ ｋｇ） ８０．０７±１．５７
总氮（ｍｇ ／ ｋｇ） ８２７．０７±３５．８７ 总有机质（％） ３．３８±０．８５
总磷（ｍｇ ／ ｋｇ） ６１０．４９±２３．０１ 镉含量（ｍｇ ／ ｋｇ） １．６２±０．０６

碱解氮（ｍｇ ／ ｋｇ） ２６７．２６±５３．６６ 有效态镉含量（ｍｇ ／ ｋｇ） ０．１６±０．０１

１．１．２　 绿色活化剂的制备

选取橙子废渣提取物为绿色活化剂的主要原料。
橙子废渣收集于湖南长沙本地水果市场（主要为废弃的

湖南冰糖橙、湘南脐橙），超纯水洗净后，以橙子废渣和

超纯水质量比 １ ∶ ５混合，置于搅拌机中打碎，转速 ６ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 下离心 １０ ｍｉｎ，去除底物，取上清液即为橙子废渣

提取物，其 ｐＨ 值为 ３．８～４．２。 将 ＧＬＤＡ（Ｎｏｕｒｙｏｎ，中国）
稀释至体积浓度 １．６％，与橙子废渣提取物按体积比 １ ∶ １
进行配比，制备成复合绿色活化剂。
１．１．３　 解磷菌的复活和培养

供试菌株为大肠埃希氏菌，购自中国工业微生物

菌种保藏管理中心（ＣＩＣＣ），编号 ＣＩＣＣ１０５２７。
牛肉膏蛋白胨培养基配方：蛋白胨 ５．０ ｇ，牛肉膏

３．０ ｇ，ＮａＣｌ ５．０ ｇ，超纯水 １ ０００ ｍＬ，ｐＨ 值 ７．０～７．２。
按照菌种说明书要求复活菌株；将复活后的菌株划

线接种于新鲜的牛肉膏蛋白胨斜面培养基上，于 ３０ ℃
恒温培养箱静置培养 ２４ ｈ 后于 ４ ℃保存。 刮取斜面

培养基上的解磷菌并用无菌水制备成 １ × １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ
的种子液，按体积比 ２％接种至液体牛肉膏蛋白胨培

养基内，转速 １５０ ｒ ／ ｍｉｎ、温度 ３０ ℃下培养 ２４ ｈ，即为

盆栽实验接种菌液解磷菌。
１．２　 实验仪器

主要仪器包括万分之一电子天秤（ＦＡ２００４，上海

舜宇恒平科学仪器有限公司）、台式 ｐＨ 计（ＰＨＳ⁃３Ｅ，
上海仪电科学仪器股份有限公司）、叶绿素仪（ＴＹ⁃４Ｎ，
郑州腾宇仪器仪表有限公司）、消解炉（ＫＤＮＸ⁃２０，上
海雷磁有限公司）、电感耦合等离子体质谱仪（ＮｅｘＩＯＮ
３５０，美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ）、气浴恒温振荡器（ＳＨＺ⁃８２，上
海华邻实业有限公司）等。
１．３　 实验方法

盆栽实验设置 ４ 种处理方案：空白组（ＣＫ），单独

添加绿色活化剂（ＯＧ），单独添加解磷菌（ＥＣ），联合添

加解磷菌和活化剂（ＥＣＯＧ）；每种处理方案进行 ５ 个

平行实验，共 ２０ 个盆栽。 将 ＯＧ 按浓度 ８０ ｍＬ ／ ｋｇ 添

加到 ６００ ｇ 风干土中混合均匀并置于花盆中。 添加蒸

馏水使土壤含水率保持在田间持水量的 ６０％ ～ ６５％，
称重记录。 将多年生黑麦草种子（长景园林，中国）在
１％次氯酸钠溶液中浸泡 １５ ｍｉｎ 后置于超纯水中浸泡

２４ ｈ，每盆均匀撒入大小相同的 ３０ 粒种子，并用表层

土薄薄掩盖。 每隔一天，称重盆栽并补充水分。 种子

发芽后 １０ 天，接种一次菌液。 每个盆栽对称地设置

５ 个接种点，每个点接种 ３ ｍＬ 菌液，接种深度 ３ ｃｍ，接
种后一天内停止浇水。 黑麦草生长 ２５ 天后，收集地上

部分和地下部分，用于检测各项指标。 同时采集土壤

样品并检测土壤中镉含量和有效态镉含量。
１．４　 样品的测定

用叶绿素仪测定新鲜黑麦草样品叶片中的相对叶

绿素含量（ＳＰＡＤ）。 用剪刀截取黑麦草地上部分，直
尺测量，记为植株高度。 将黑麦草地下部分附着的土

壤抖落，用超纯水清洗。 将黑麦草样品称重即得鲜重，
放入烘箱 １１０ ℃杀青 １０ ｍｉｎ，然后于 ７０ ℃烘干至恒

重，称重即得干重。
采用 ＨＣｌ⁃ＨＮＯ３⁃ＨＦ⁃ＨＣｌＯ４ 酸消解法消解黑麦草

样品，采用王水（ＨＮＯ３ ∶ＨＣｌ ＝ １ ∶３）消解法消解土壤样

品；消解底液用超纯水定容，经 ０．４５ μｍ 滤膜过滤，采
用电感耦合等离子体质谱仪（ＩＣＰ⁃ＭＳ）测定镉含量，即
为黑麦草中镉和土壤总镉浓度。 采用氯化钙浸提法测

定土壤中有效态镉浓度。
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１．５　 数据处理与分析

采用 Ｅｘｃｅｌ ２０２０、ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９．０ 对原始数据

进行处理、绘图，并使用 ＳＰＳＳ ２５．０ 软件、采用 ＬＳＤ 法

在 Ｐ＜０．０５ 水平上进行显著性差异分析。 试验数据均使

用平均值±标准差表示。 主要指标计算公式如下［１２⁃１４］：
生物富集系数＝植物中 Ｃｄ 含量 ／土壤中 Ｃｄ 含量

转运系数＝地上部分 Ｃｄ 含量 ／地下部分 Ｃｄ 含量

重金属累积量＝植物内重金属含量×生物量

２　 结果与讨论

２．１　 解磷菌和绿色活化剂对黑麦草生长的影响

在植物提取技术中，植物的生物量是影响提取效

率的重要指标，植株的高度、质量、叶绿素相对含量能

直观反映植物的生长情况。 图 １ 为不同处理方案下黑

麦草地上部分和地下部分干重以及植株高度、叶绿素

含量变化情况。 由图 １ 可知，黑麦草地上部分干重降序

排列为：ＥＣ 组＞ＥＣＯＧ 组＞ＣＫ 组＞ＯＧ 组，对应的黑麦草

地上部分干重分别为 １．２７ ｇ、１．２３ ｇ、０．９５ ｇ 和 ０．６９ ｇ，ＯＧ
组较 ＣＫ 组黑麦草干重下降了 ２７．３７％，ＥＣＯＧ 组黑麦

草干重是 ＣＫ 组的 １．２９ 倍；黑麦草地下部分的干重变

化趋势与地上部分一致；黑麦草植株高度和相对叶绿

素含量的变化趋势与干重和鲜重类似，ＥＣ 组植株平均

高度 ９２．３ ｍｍ，叶绿素相对含量 ４７．０６ ＳＰＡＤ，显著高于
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（ａ） 植物干重； （ｂ） 植株高度及叶绿素相对含量

图 １　 黑麦草地上和地下部分植物干重、植株高度与叶绿素

相对含量变化

其他 ３ 组，分别是 ＣＫ 组的 １．４２ 倍和 １．７８ 倍，其次是

ＥＣＯＧ 组，植株平均高度 ８５．１３ ｍｍ，叶绿素相对含量

３６．１４ ＳＰＡＤ，分别是 ＣＫ 组的 １．３１ 倍和 １．３７ 倍。
解磷菌作为一种植物根际促生菌，可以通过固氮

溶磷、分泌植物激素等作用提高植物的抗病能力，促进

植物生长，间接提升植物修复重金属的效率［１５］。 本研

究中，接种了解磷菌的 ＥＣ 和 ＥＣＯＧ 组植物生物量明

显强于其他处理组，说明解磷菌具有良好的植物促生

特性，原因是解磷菌具有良好的溶磷效果，能够将土壤

中的难溶性磷溶解为可供植物吸收利用的可溶性磷，
促进土壤养分循环。 然而，单独添加绿色活化剂的

ＯＧ 处理组中，黑麦草生物量最低，且伴随着植物叶片

枯萎、坏死等现象，这可能是因为 ＯＧ 具有良好的活化

效果，土壤中大量的镉被活化，植物根际环境中的镉含

量过高，使植物中毒，导致植物生长情况不佳。 解磷菌

的加入缓解了这一毒害效果，强化了黑麦草在镉胁迫

环境下的生长能力，这与文献［１６］的研究结果一致。
２．２　 解磷菌和绿色活化剂对黑麦草提取镉的影响

考察镉在黑麦草地上部分和地下部分的分布情况

有助于进一步研究黑麦草对镉的提取、转运效果。 图 ２
为不同处理方案下黑麦草中镉含量、土壤总镉及有效

态镉含量的变化情况。
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（ａ） 镉含量； （ｂ）土壤总镉及有效态镉含量

图 ２　 黑麦草地上和地下部分镉、土壤总镉及有效态镉含量变化

由图 ２（ａ）可见，黑麦草地上部分的镉含量降序排
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列为：ＥＣＯＧ 组＞ＥＣ 组＞ＯＧ 组＞ＣＫ 组，ＥＣＯＧ 组地上部

分镉含量 １．７９ ｍｇ ／ ｋｇ，高出 ＣＫ 组 ３５．６０％，其次是 ＥＣ
组和 ＯＧ 组，地上部分镉含量分别高出 ＣＫ 组 ２５．０８％
和 １３．６４％；黑麦草地下部分镉含量变化趋势与地上部

分不同，最高的为 ＯＧ 组（镉含量 １．７７ ｍｇ ／ ｋｇ），ＥＣＯＧ、
ＥＣ 和 ＯＧ 组分别为 ＣＫ 组的 １．０８、１．１４ 和 １．２１ 倍。 此

外，ＣＫ、ＯＧ 组黑麦草地下部分镉含量均高于地上部

分，说明这两组的根部对镉的富集能力较强，而 ＥＣＯＧ
组根部镉含量低于地上部分。 由图 ２（ｂ）可见，土壤总

镉含量降序排列为：ＣＫ 组＞ＥＣ 组＞ＯＧ 组＞ＥＣＯＧ 组，
ＣＫ 组总镉含量分别是后三组的 １．０８、１．１４ 和 １．２０ 倍。
此外，相较于 ＣＫ 组，各组有效态镉含量均有不同程度

提升，其中 ＯＧ 组提升幅度最大，ＥＣＯＧ 组涨幅略小于

其他两组，说明 ＯＧ、ＥＣ 和 ＥＣＯＧ 均对镉有显著的活化

作用，且 ＥＣＯＧ 组镉转化效果更强，大量有效态镉被黑

麦草吸收，出现有效态镉含量低于其他两组而植物内

镉含量更高的现象。
研究表明，在植物修复技术的强化措施中，有机酸

类活化剂可通过降低 ｐＨ 值来增强重金属的迁移性，
解磷菌分泌的吲哚乙酸、铁载体等物质在促进植物生

长方面起着重要作用［１７⁃１８］。 本研究中，一方面解磷菌

代谢的低分子量有机酸等物质可通过螯合、酸溶作用

活化镉，增加重金属溶解性，这与文献［１９］研究结果

一致；另一方面，ＯＧ 原材料中含有大量低分子量有机

酸，会增加土壤中正电荷离子的含量，这些离子能比重

金属先一步附着于土壤颗粒表面，从而降低土壤对重

金属的吸附，同时，低分子量有机酸通过与重金属络

合，置换出已经与土壤颗粒结合的重金属，重金属活性

得到进一步提升，且 ＧＬＤＡ 作为可生物降解螯合剂，增
强了 ＯＧ 的活化作用［２０⁃２１］。 此外，ＯＧ 处理时根部镉含

量最高，这可能是因为大量的镉被活化，富集于黑麦草

根部，且受生物量影响，镉转运至地上部分的速率较

慢。 而 ＥＣＯＧ 组中的地上部分镉含量最高，且低于地

下部分镉含量，这可能是因为该处理方案下黑麦草拥

有较大生物量，能够为镉向植物体内迁移提供良好

条件。
２．３　 黑麦草的富集系数与转运系数

富集系数是评估植物提取重金属能力的一个重要

指标，常用于考察植物对重金属的累积能力，其值越

大，植物对重金属的提取能力越强［２２］。 转运系数用于

表征植物通过根系将地下部分重金属迁移至植物地上

部分的能力，转运系数值与植物的转运能力成正比。
图 ３ 为黑麦草富集系数和转运系数的变化情况。 由图

３ 可见，黑麦草地上部分生物富集系数降序排列为：

ＥＣＯＧ 组＞ＥＣ 组＞ＯＧ 组＞ＣＫ 组，前三个处理组分别高

出 ＣＫ 组 ３５．３７％、２４．３９％和 １３．４１％；ＯＧ 组地下部分

的生物富集系数最高，达到 １．１，高出 ＣＫ 组 ２５．００％，
ＥＣＯＧ 组、ＥＣ 组比 ＣＫ 组分别高 １０．２３％和 １７．０５％。
转运能力最大的是 ＥＣＯＧ 组，达到 １．１４，比 ＣＫ 组提升

了 ２２．５８％，其次是 ＥＣ 组，达到了 ０．９９，最低的为 ＯＧ
组，只有 ０．８５。 ４ 个处理组中，只有 ＥＣＯＧ 组的转运系

数大于 １，反映出黑麦草对镉具有较强的提取能力，能
通过根系将土壤中的镉向植物体内运输。
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图 ３　 不同处理方案富集系数及转运系数的变化

本研究中，绿色活化剂和解磷菌均能提高黑麦草

对镉的富集能力，这可能是因为绿色活化剂施入土壤

中时，一方面，活化剂会降低土壤 ｐＨ 值，活化重金属，
增强重金属的流动性，增加植物对重金属离子和络合

物的吸收；另一方面，活化剂激活了细胞质膜上的 ＡＴＰ
酶，使负责重金属转运的离子通道发生变化，从而促进

根系吸收［２３］。 ＯＧ 组的地下部分富集量大于地上部

分，且转运系数值最低，这可能是由于生长在高浓度镉

环境下，为减少重金属对地上部分的毒害，黑麦草通过

自身抑制作用减少镉向地上部分迁移，从而缓解危

害［２４］。 此外，与单独使用 ＯＧ 或解磷菌相比，二者联

合使用显著促进了镉从根部向地上部分转运，可能是

因为解磷菌和绿色活化剂发挥协同作用，除对镉有活

化作用外，还对黑麦草有促生效应，使黑麦草生物量变
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大，提高其在重金属胁迫环境下的抗逆性，缓解了 ＯＧ
对黑麦草生长的负面作用。 另外，ＯＧ 在活化重金属

的同时，还可为解磷菌提供生命活动所需要的能量，促
进了解磷菌活化重金属和黑麦草生长，而黑麦草拥有

的发达根系又能为解磷菌提供良好的生长空间。
２．４　 黑麦草中镉的累积总量

采用植物生物量及相应器官、部位中所含重金属

的浓度来计算植物对重金属的累积总量，以评估超累

积植物提取重金属的能力。 黑麦草地上、地下部分累

积的镉总量如图 ４ 所示。 地上部分，对镉累积量最高

的为 ＥＣＯＧ 组，高出 ＣＫ 组 ８７．９０％，ＯＧ 组的镉累积量

最低，低于 ＣＫ 组 ２０．９７％；地下部分，镉累积量降序排

列为：ＥＣ 组＞ＥＣＯＧ 组＞ＣＫ 组＞ＯＧ 组，ＥＣ 组和 ＥＣＯＧ
组分别高出 ＣＫ 组 ４２．３１％和 ３２．６９％。 结果表明，各处

理方案下地上部分的累积量均大于地下部分，这是由

于黑麦草的地上部分生物量较大，可以在其体内储存

更多的镉，这与黑麦草干重的变化趋势一致。 随着

ＯＧ 和解磷菌的加入，地上部分累积镉含量呈上升趋

势，表明添加物有利于镉从土壤向黑麦草地上部分迁

移，为后续收割植物、实现永久去除土壤内镉提供了良

好的技术依据。
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图 ４　 镉累积总量的变化

３　 结　 　 论

１） 单独施加 ＯＧ 抑制了黑麦草的生物量、植株高

度和叶绿素相对含量，而加入具有促生效果的解磷菌

能够缓解 ＯＧ 对黑麦草的负面作用。
２） 单独施加解磷菌或 ＯＧ 增加了黑麦草地上、地

下部分镉及土壤中有效态镉的含量，并减少了土壤总

镉浓度。
３） 单独施加解磷菌及 ＯＧ 联合解磷菌使用显著

增加了黑麦草对镉的转运系数，且二者联用效果显著

强于单独施加，更有利于黑麦草提取累积土壤中的镉，
强化其修复土壤镉的效率。
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Ｃａｎａｄｉａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， １９７８，５６（２２）：２７９７⁃２８０２．
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ｏｆ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２００９，４４：１⁃３９．
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