
摘 要：为探究骨炭修复剂对 Pb和 Cd复合污染土壤中生物活性的修复作用及其随时间变化的效果，在温室条件下通过盆栽实
验，研究骨炭修复对土壤酶（脲酶、脱氢酶、酸性磷酸酶）活性与土壤微生物生物量碳含量的影响，测定种植的青菜体内抗氧化酶（过

氧化物酶、过氧化氢酶）活性与膜脂过氧化产物丙二醛含量以及青菜生物量的变化。研究结果表明，骨炭修复后，土壤微生物生物量

碳含量与对照组相比提高 0.33~0.46倍，同一处理下随培养时间的增加，脲酶和脱氢酶活性的变化减小，骨炭的修复效果逐渐减弱；
修复后地上部分青菜的生物量是对照组的 2.05~4.56倍，青菜体内的过氧化氢酶活性和丙二醛均有明显升高的过程，骨炭对其的修
复效果减弱。以上结果显示：骨炭修复能够有效地增强土壤中生物的活性，显著提高作物的产量；在添加时间较短时，骨炭对污染的

土壤-植物系统的修复效果更好；而土壤中的脲酶和脱氢酶、植物中的丙二醛能较好指示骨炭的修复作用。
关键词：Pb和 Cd复合污染；骨炭；生物活性；植物酶；土壤酶
中图分类号：X171.5 文献标志码：A 文章编号：1672-2043（2014）05-0913-07 doi:10.11654/jaes.2014.05.013

骨炭对复合污染土壤生物活性的修复及其时间效应
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Bone Char Restoration of Biological Activities in Soil and Plant Under Combined Heavy Metal Pollution
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Abstract：Bone char has shown to reduce the availability of heavy metals in soils, thus improving biological activities. Here a pot experiment
was designed to explore the effects of bone char applications on biological activities in soil and plant under Pb and Cd combined pollution.
Soil microbial biomass carbon, soil enzymes（urease, dehydrogenase, and acid phosphatase）, plant enzymes（peroxidase, catalase, malondi原
aldehyde）of Brassica Campestris and plant dry biomass were measured at different times. The results showed that additions of bone char in原
creased soil microbial biomass by 33%~46% as compared to the control. The enhancing effects of bone char on soil urease and dehydroge原
nase became smaller as incubation time increased. Dry biomass of Brassica campestris in bone char treatments was as 2.05 ~4.56 times
much as that in the control. Plant catalase activity and malondialdehyde contents increased significantly in later incubation period. These re原
sults indicate that bone char could restore biological activities of polluted soil and increase the production of crops, with a better effective原
ness in short term. Soil urease and dehydrogenase and plant malondialdehyde could be better indicators of restoration of combined-heavy
metal polluted soil by bone char.
Keywords：combined Pb and Cd pollution; bone char; biological activity; plant enzymes; soil enzymes
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在我国工业化过程中，重金属污染物进入环境，

农业污水灌溉在提供营养物质的同时也可以携带重

金属，导致土壤重金属的复合污染，其中镉和铅是最

常见的污染元素，也是毒性较强的元素[1]。重金属进入
土壤后会对土壤的理化性质、微生物活性等产生影

响，使土壤质量退化；还会被植物吸收，导致农作物生

长受到限制、产量降低，并通过食物链的传递而威胁

人类的健康[2]。
对重金属污染土壤进行修复的传统手段包括换

土法、热处理、电处理、淋溶冲洗等，由于这些方法成

本高、可操作性差等原因而无法进行大规模应用[3]。而
添加修复剂可以恢复土壤的活性，降低重金属的生物
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注：平均值依标准误差，n=4，同一列不同字母表示不同处理下差异
显著（P<0.05）。下同。

表 1 修复前后土样中微生物生物量碳的变化（mg·kg-1）
Table 1 Changes of microbial biomass carbon before and after soil

restoration by bone char（mg·kg-1）

有效性，减少重金属向植物的迁移。林大松等研究发现

海泡石能够降低污染土壤中 Pb、Zn的有效态[4]，Gray
等发现添加赤泥能够有效降低紫羊茅对土壤中重金

属 Zn、Pb、Cd、Cu等的吸收[5]。这一修复操作方便[6]，因
此可以较大规模的使用。

骨炭是动物骨骼经炭化去除部分或全部有机物

后的产物，有研究指出使用 5%的骨炭能够较好地修
复受污染的土壤[7]，然而在修复条件下对土壤生物活
性的变化研究较少。本文通过盆栽实验，模拟骨炭对

镉和铅复合污染土壤的修复，对比研究了土壤微生物

活性和植物生理变化的时间效应，以期为今后利用修

复剂修复污染土壤提供一定的参考。

1 材料与方法

1.1 供试土壤
土样采自苏南地区，采样点距交通干道约为 2

km，为未受污染的林区土壤。采集时除去 0~5 cm表
层土，取 5~20 cm的土样。土样经自然风干后过 2 mm
筛，保存备用。

经测定，供试土壤基本理化性质为：pH 6.42，有
机碳 16.65 g·kg-1，阳离子交换量 130 mmol·kg-1，总氮
5.09 g·kg-1，总磷 4.87 g·kg-1，含重金属 Pb 34.8 mg·kg-1、
Cd 0.76 mg·kg-1。
1.2 供试修复剂和植物

修复剂骨炭购自某园艺店，过 50目筛后保存备
用。种植的青菜品种为京冠一号，种子购自国家蔬菜

工程技术研究中心。选取籽粒完整有光泽、大小均匀

的青菜种子若干，用无水乙醇浸泡 15 min进行杀菌
消毒，然后用去离子水冲洗 3~5遍，将种子均匀地植
入土壤样品表层。

1.3 实验设计
盆栽实验在温室内进行，实验期间的温度为 20~

30 益。重金属 Pb、Cd复合污染实验设定 5个梯度，即
0 mg·kg-1、Pb 100 mg·kg-1+Cd 5 mg·kg-1、Pb 200 mg·kg-1+
Cd 8 mg·kg-1、Pb 500 mg·kg-1+Cd 10 mg·kg-1、Pb 800
mg·kg-1+Cd 25 mg·kg-1，分别以 CK、PC1、PC2、PC3、
PC4表示，同时设定相同的处理组，每组土壤中添加
5%的骨炭修复剂，相应以 BC1、BC2、BC3、BC4表示。
每个处理有 3个重复。

称取 1.5 kg风干后的土壤，置于实验用塑料盆
（直径 16 cm，高 11 cm）中，分别添加 0.4 g·kg-1的尿
素和 0.2 g·kg-1的磷酸氢二钾，提供青菜种植所需的
养分。重金属分别以 Pb（NO3）2和 CdCl2水溶液的形

式添加，保持田间持水率的 60%。稳定 1个月后，播种
小青菜，待发芽后，保证每盆的青菜数量相同。在第

15、30、45 d采集土壤，风干后保存，测定土壤脲酶、酸
性磷酸酶、脱氢酶活性；第 45 d测定土壤微生物生物
量碳含量和土壤重金属含量。在播种后第 15、30、45 d
采集整株植物，然后摘取长势良好的叶片，测定新鲜

叶片中的过氧化物酶（POD）、过氧化氢酶（CAT）活性
和丙二醛（MDA）含量。第 45 d测定平均单株青菜的
干重和重金属含量。

1.4 测定项目及方法
供试土壤的基本理化性质按常规方法测定[8]。土

样中 Cd、Pb全量采用氢氟酸-浓硝酸-高氯酸[8]，原子
吸收分光光度法测定；脲酶活性采用苯酚钠比色法测

定[9]；酸性磷酸酶活性采用磷酸苯二钠比色法测定[12]；
脱氢酶活性采用 TTC分光光度法测定[10]。土壤微生物
生物量碳经氯仿熏蒸处理后采用 TOC仪测定[8]。

植物体内 POD采用愈创木酚-分光光度法测定[11]；
CAT活性采用双氧水-分光光度法测定[12]；MDA含量
采用硫代巴比妥酸-分光光度法测定 [13]；植物重金
属 Cd、Pb全量测定方法为样品烘干后采用氢氟酸-
浓硝酸-高氯酸消化[8]，原子吸收分光光度法。
1.5 数据处理

实验数据采用 SPSS 17.0进行方差分析和相关性
分析，Origin 8.0绘制相关图件。
2 结果与分析

2.1 骨炭修复对土壤生物活性的影响
2.1.1 对微生物生物量碳的影响

如表 1所示，与空白组相比，微生物生物量碳含
量随重金属浓度的增加而逐渐减小。骨炭修复后微生

物生物量碳明显增加，随重金属浓度的增加，微生物

生物量碳含量略有降低。与未修复组相比，修复后微

生物生物量碳含量增加 0.33~0.46倍。

骨炭修复组 微生物生物量碳

CK 118.75依4.57a
BC1 153.45依3.1d
BC2 150.32依0.78d
BC3 147.21依4.00c
BC4 138.04依8.84b

CK 118.75依4.57a
PC1 115.22依4.34ab
PC2 108.53依1.71bc
PC3 103.24依4.01c
PC4 94.79依3.97d

对照组 微生物生物量碳
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表 5 修复前后的青菜干重（g·株-1）
Table 5 Changes of dry biomass of Brassica Campestris before and

after soil restoration with bone char（g·plant-1）

表 4 不同处理下脱氢酶活性在不同时间下的变化（mg·g-1·d-1）
Table 4 Soil dehydrogenase activity under different treatments over different incubation times（mg·g-1·d-1）

2.1.2 对土壤酶活性的影响
如表 2所示，第 15 d时 PC4脲酶活性最低，与空

白组相比下降 14.31%；BC4酶活性与空白组相比升
高 20.97%，骨炭对脲酶活性有明显的刺激作用。第
30 d时与空白组相比，PC1~PC4 脲酶活性下降分别
为 23.34%、26.34%、30.86%、38.74%；而骨炭修复后活
性下降分别为 3.44%、15.09%、12.83%、18.47%，骨炭
的修复作用减弱。第 45 d时与空白组相比，PC1~PC4
酶活性下降 33.60%~45.54%，BC1~BC4 酶活性下降
17.39%~36.72%，表明骨炭的修复效果进一步减弱。

如表 3所示，与空白组相比，不同重金属处理下，
对照组中酸性磷酸酶的变化较小；随培养时间的延

长，酸性磷酸酶活性有轻微升高。三个时期中，添加骨

炭后酶活性的变化较小，第 45 d时酶活性略有升高。
骨炭的修复作用不明显。

如表 4所示，第 15 d时随重金属浓度的增加脱
氢酶活性降低，PC4活性与空白组相比降低 52.06%。

BC4活性与 PC组相比提高 19.74%，骨炭能够明显降
低重金属的胁迫作用。随培养时间的增加，每一处理

下酶活性继续降低，但是不同处理间酶活性的变化不

显著，骨炭的修复效果随时间的延长迅速减弱。

2.2 对植物生物量和生物酶的影响
2.2.1 对植物生物量的影响

对照组中的青菜受到重金属胁迫后，植株小、叶

片泛黄，生物量小，青菜干重是空白组的 0.28~0.58倍
（表 5）。而骨炭修复后，植株增大，叶片呈嫩绿色，生

表 2 不同处理下脲酶活性在不同时间的变化（mgNH3-N·kg-1·h-1）
Table 2 Soil urease activity under different treatments over different incubation times（mgNH3-N·kg-1·h-1）

表 3 不同处理下酸性磷酸酶活性在不同时间下的变化（mgP·kg-1·d-1）
Table 3 Soil acid phosphatase activity under different treatments over different incubation times（mgP·kg-1·d-1）

郭荣荣，等：骨炭对复合污染土壤生物活性的修复及其时间效应

骨炭修复组 微生物生物量碳

CK 0.33依0.08a
BC1 0.56依0.095c
BC2 0.39依0.046b
BC3 0.44依0.087b
BC4 0.41依0.164b

CK 0.33依0.08a
PC1 0.17依0.045b
PC2 0.19依0.045b
PC3 0.13依0.036b
PC4 0.09依0.035b

对照组 微生物生物量碳

编号 15 d 30 d
CK 81.08依2.76a 80.21依2.76a
PC1 75.79依4.78ab 61.49依3.65b
PC2 75.19依8.33ab 59.08依1.81b
PC3 71.12依3.84ab 55.46依6.26bc
PC4 69.47依6.68b 49.14依4.52c

活性测定时间及数据
编号

活性测定时间及数据

45 d 15 d 30 d 45 d
79.43依2.76a CK 81.08依2.76a 80.21依2.76a 79.43依2.76a
43.26依7.03b BC1 121.57依13.49b 77.45依5.52ab 65.61依0.32b
47.10依6.07b BC2 104.55依19.73ab 68.11依1.81c 50.26依1.43c
47.55依4.79b BC3 99.28依5.48ab 69.92依1.56bc 52.06依4.79c
52.74依1.92b BC4 98.08依11.90ab 65.40依6.82c 56.81依0.60c

编号 15 d 30 d
CK 124.08依0.02a 121.18依0.02a
PC1 119.67依0.02b 120.22依0.01b
PC2 119.69依0.10b 120.26依0.02b
PC3 119.66依0.05b 120.21依0.11b
PC4 119.59依0.06b 120.17依0.02b

活性测定时间及数据
编号

活性测定时间及数据

45 d 15 d 30 d 45 d
122.33依0.02a CK 124.08依0.02a 121.18依0.02a 122.33依0.02a
120.09依0.06b BC1 119.88依0.05b 120.45依0.04b 120.21依0.15b
120.14依0.07b BC2 119.84依0.01b 120.41依0.01b 120.13依0.08b
120.14依0.08b BC3 119.73依0.15b 120.42依0.10b 120.00依0.33b
120.11依0.12b BC4 119.62依0.04b 120.43依0.06b 120.09依0.17b

编号 15 d 30 d
CK 45.10依1.45a 44.19依1.46a
PC1 28.49依1.02b 15.15依0.76c
PC2 28.63依2.23b 16.33依1.73c
PC3 21.99依1.46c 18.84依0.45b
PC4 21.62依0.10c 16.53依1.56bc

活性测定时间及数据
编号

活性测定时间及数据

45 d 15 d 30 d 45 d
43.20依2.60a CK 45.10依1.45a 44.19依1.46a 43.20依2.60a
14.98依0.31b BC1 37.49依0.62b 17.91依1.23b 18.60依4.59b
14.32依0.63b BC2 28.78依0.65c 19.24依1.48b 15.94依1.25b
14.10依1.77b BC3 31.07依3.24c 20.12依1.15b 15.50依0.42b
14.69依0.94b BC4 26.94依0.52d 18.94依1.19b 15.13依0.53b
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图 1 不同处理下在不同时期 POD酶活性的变化
Figure 1 Plant peroxidase activity under different treatments over different incubation times

图 2 不同处理下在不同时期 CAT酶活性的变化
Figure 2 Plant catalase activity under different treatments over different incubation times

物量大，是空白组的 1.24~1.68倍。骨炭修复刺激植物
地上部分的生物量。

2.2.2 对植物酶活性的影响
对照组的 POD酶活性与空白组相比显著升高，

而骨炭修复的不同处理间酶活性变化不明显（图 1）。
对照组中，第 15 d时随重金属浓度的增加酶活性逐
渐升高；45 d时酶活性先升高后降低。骨炭修复后，
15 d时酶活性的变化趋势为先升高后降低，与对照组
相比其活性没有明显变化。第 30 d和第 45 d POD酶
活性变化先升高后降低，且与对照组相比酶活性降低

为 12%~78%，骨炭有明显的修复效果。
对照组中，CAT酶活性在第 15 d和在第 30 d时

的变化不明显，在第 45 d时酶活性明显升高，平均分
别是之前两个时期的 3.62倍和 3.14倍（图 2）。与对
照组相比，骨炭修复组中在第 15 d 时酶活性提高
0.07~0.87倍，在第 45 d时酶活性提高 0.09~1.66倍，
骨炭表现出明显的修复效果。

在第 15 d时，不同处理组之间的 MDA含量没有
明显变化；第 30 d时，BC3、BC4中 MDA含量与 PC3、
PC4相比均有升高；骨炭修复组中，第 45 d时 MDA

含量出现先升高后降低的趋势，且 MDA含量与之前
时期相比升高超过 2倍。骨炭的修复效果在培养初期
明显，但是随时间的增加而减弱（图 3）。
3 讨论

3.1 骨炭修复对生物活性的影响
与 Pb、Cd复合污染的土壤相比，添加骨炭后土壤

中微生物生物量碳含量明显升高，原因是骨炭对重金

属的吸附作用，有研究发现骨碳能够在较短的时间内

吸附大量的铅[14]。同时由于骨炭对重金属的吸附存在
一个阈值，在不同重金属浓度之间，微生物生物量碳

的差异并不显著，BC4处理下微生物生物量碳含量降
低较多，推测这一浓度下骨炭的吸附可能已经饱和。

培养初期，脲酶、脱氢酶活性在对照组实验中明

显降低，是因为重金属与土壤酶分子活性部位结合，

形成较为稳定的络合物，产生与底物的竞争性抑制作

用，同时重金属能够抑制土壤微生物的活性，抑制土

壤微生物的生长和繁殖，降低了土壤酶活性[15]。修复
组中酶活性相对升高。骨炭能够在较短时间内吸附大

量重金属，骨炭中的磷酸盐类物质在土壤酸性条件下

CK BC1 BC2 BC3 BC4

a a a

a a
a

CK PC1 PC2 PC3 PC4 CK BC1 BC2 BC3 BC4
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图 3 不同处理下在不同时期 MDA含量的变化
Figure 3 Changes of malondialdehyde contents under different treatments over different incubation times
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溶解后与 Pb2+形成了 Pb的磷酸化物，此类磷酸化物
的热动力学稳定性极强[16]，很难被分解成离子形态。
另外骨炭中含有有机质，能够与 Cd结合而降低 Cd
的可交换态含量，对 Cd有一定的固定效果[17]。因此培
养初期，骨炭吸附大量的重金属，减少对酶的胁迫作

用，但随时间增加，骨炭的吸附速度有所减慢，相应地

此时酶活性降低，表现为受重金属的抑制作用更大。

在培养末期，骨炭的吸附已经达到稳定，而且可能对

重金属有缓慢的释放，此时这两种酶的活性再一次降

低，与对照组中的酶活性无明显的差异。总之，随时间

的延长骨炭的修复效果逐渐减小。土壤中磷酸酶活性

的变化不明显，原因可能在于，酸性磷酸酶的作用是

将土壤中的有机磷含量分解为无机磷，而土壤中有机

磷的含量不高。

表 6修复组中土壤重金属含量明显高于对照组
重金属含量，而植物体内的重金属含量低于对照组，

说明骨炭修复组中重金属向植物中的迁移受到抑制，

因而实验中骨炭修复下青菜的长势良好，地上部分的

生物量较高。分析骨炭作用下重金属迁移受到抑制的

原因有：

（1）修复剂的添加改变了土壤的 pH，使土壤 pH
略有升高，pH的升高使得土壤颗粒表面负离子更容
易吸附 Pb2+和 Cd2+[7]。Eriksson等研究表明，土壤 pH
升高是造成重金属有效态降低的主要因素[18]。
（2）重金属的生物有效性降低，骨炭自身含有羟

基、羧基等容易与重金属螯合的基团，从而容易与

Pb2+和 Cd2+形成稳定的螯合物，难以被植物吸收[19-20]。
（3）骨炭修复后，植物地上部分的生物量明显增

加。刘维涛等[20]指出修复剂处理后白菜体内重金属含
量减少可能的原因之一是由于植物生物量的增加，从

而对吸收的重金属形成一定的稀释作用，本实验中添

加骨炭组的生物量是对照组的 3.3倍，能够对重金属
的浓度有一定的稀释作用。

在青菜体内的抗氧化酶体系中，对照组 POD酶
活性明显升高、CAT酶活性则降低。研究发现重金属
能够抑制植物体对营养元素的吸收、抑制叶绿素的合

成，光合作用下降，植物体内的自由基含量升高，膜通

透性增强，引起膜脂过氧化[21]，POD酶、CAT酶可以将
H2O2转化为 O2和 H2O从而消除活性氧的危害[22]。骨
炭修复组中 POD酶、CAT酶活性与对照组的明显不
同，可能的原因是植物体内重金属含量较低（表 6），
对植物造成的损害较小，植物体内的自由基含量较

少；第 15 d与第 30 d的 MDA含量较低，反映出植物
的膜脂过氧化程度较低，细胞膜的损伤较小。青菜受

到毒害时间较短时，植物自身的抗氧化酶系统能够有

效地清除植物体内的活性氧自由基，阻止植物的膜脂

过氧化，抑制 MDA含量。但在第 45 d时含量明显升
高，是由于青菜体内的 MDA含量存在一个阈值[23]，当
超过这一阈值后膜脂过氧化程度加快，MDA含量急
剧升高。这一现象与王昌全[24]的研究相同，但其实验

表 6 土壤和植物中重金属的含量（mg·kg-1）
Table 6 Heavy metal contents in soil and plant（mg·kg-1）

编号 Pb Cd Pb Cd
PC1 84.25依5.98a 4.00依0.69a 5.75依1.75a 1.75依0.49a
PC2 107.50依14.26b 5.60依2.85ab 7.50依1.61a 3.25依1.97ab
PC3 242.25依25.75c 7.03依1.96ab 18.25依2.76b 6.25依2.28c
PC4 328.50依31.56d 13.50依1.13b 31.00依4.04c 10.75依2.52d
BC1 94.00依5.35a 4.25依1.64a 3.50依1.00a 1.50依0.37a
BC2 153.50依8.40b 6.06依0.72ab 6.30依1.64b 2.25依1.05a
BC3 330.75依25.51c 8.75依0.96b 12.75依1.35b 2.50依0.80a
BC4 456.25依38.96d 18.00依0.75c 15.10依2.78c 5.75依1.44bc

土壤 植物

CK PC1 PC2 PC3 PC4 CK BC1 BC2 BC3 BC4

b b a
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机理有待进一步研究。

3.2 重金属含量与酶活性的相关性分析
将重金属浓度与土壤酶进行相关性分析可知（表

7），重金属 Pb、Cd复合污染与土壤脲酶呈现明显的
相关关系，脲酶对受 Pb、Cd 复合污染的土壤质量水
平有较好的指示作用。添加骨炭修复后相关关系减

弱，说明骨炭的修复作用明显，修复效果随重金属

浓度的不同而有差异。酸性磷酸酶与 Pb、Cd 的相关
关系对比可知，酶活性与复合污染有较好的相关

性，但由于实验中酸性磷酸酶的变化量较低，在此

不作深入的讨论。实验中重金属 Pb、Cd、复合污染与
脱氢酶之间的相关性均不明显，但是骨炭修复组与

脱氢酶的相关性较好，其原因是骨炭对重金属吸附

含量高，重金属浓度较低时对脱氢酶有明显的胁迫

作用。因此，可以将其作为一种重金属污染的示警

指标。

植物酶与重金属的相关性研究表明（表 7），四组
重金属处理均与 POD的相关性明显，POD能够在一
定程度上指示重金属对土壤的污染程度。单一重金属

Pb、Cd与 MDA含量均有明显的负相关，添加骨炭修
复后与 CAT、MDA含量的相关性减弱，骨炭明显降低
重金属对酶的胁迫，减少了青菜对重金属的吸收。

4 结论

（1）骨炭对镉和铅复合污染的土壤有较好的修复
作用，修复后土壤脲酶和脱氢酶的活性明显提高，同

时土壤微生物生物量碳含量升高，土壤生物活性增

强；短期添加骨炭的修复效果明显，随着时间延长修

复效果有所下降。

（2）不同的酶对骨炭修复的反应不同，土壤中的
脲酶和脱氢酶、植物中的丙二醛对修复作用的指示效

果较好。

（3）土壤中脲酶对复合污染的指示作用比单一

污染的要好，植物中 POD对单一污染和复合污染都
能够指示，而 MDA含量可以较好地指示 Pb、Cd单一
污染。
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