
摘 要：通过盆栽试验研究了 Cu污染土壤中添加不同剂量石灰（质量分数分别为 0.1%、0.2%和 0.4%，编号 SH1、SH2和 SH3）对黑
麦草（Secale cereale）生长及 Cu吸收、土壤 Cu形态转化、土壤微生物群落变化等的影响，以此评价石灰对 Cu污染土壤的修复效果。
试验结果表明，石灰处理后黑麦草生物量及 Cu吸收量均显著增加，黑麦草地上部及根系 Cu含量均显著降低；SH1、SH2和 SH3处
理与对照相比，土壤 pH显著升高，土壤可交换态 Cu含量分别显著降低了 58.47%、87.51%和 74.54%，而碳酸盐结合态 Cu含量显
著增加，分别达到对照处理的 1.36、1.93、1.56倍。Biolog测试结果表明，培养 72 h时，石灰处理后土壤微生物 AWCD值、基质丰富度
S、Shannon、Simpson和 McIntosh指数均有不同程度增加，表现为 SH2>SH3>SH1>CK；石灰处理后土壤微生物群落的碳源利用模式
发生明显变化，SH2处理可利用的碳源种类最多，碳源利用程度最高。研究表明，施用质量分数 0.2%石灰并种植黑麦草对该 Cu污
染土壤具有较好修复效果。
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Abstract：A pot experiment was set up to test the remediation effects in a Cu contaminated soil by applying of lime（SH1, SH2 and SH3,
dosages of 0.1%, 0.2% and 0.4%, respectively）and ryegrass（Secale cereale）, according to the determination of growth and Cu accumula原
tion of ryegrass, transformation of Cu speciation in soil, and soil microbial community. The results showed that lime significantly increased
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表 1 供试土壤基本理化性质
Table 1 Basic physical-chemical properties of the test soil

biomass and Cu accumulation of ryegrass and soil pH, but decreased Cu concentration of aboveground and root of ryegrass. Compared to
control, SH1, SH2 and SH3 decreased exchangeable Cu by 58.47%, 87.51% and 74.54%, while increased carbonate bound Cu to 1.36,
1.93 and 1.56 times than control, respectively. The Biolog analysis at 72 h showed that lime had the ability to increase AWCD（average well
color development）, S（substrate richness）, Shannon忆s, Simpson, and McIntosh diversity index in the descending order of SH2, SH3, SH1
and CK. Lime changed the carbon source utilization patterns of soil microbial communities obviously. SH2 had the highest level of the car原
bon source utilization. In conclusion, combining lime of dosage of 0.2% with ryegrass could remediate the Cu contaminated soil.
Keywords：lime; ryegrass; remediation; copper; contaminate; Biolog

随着我国城市化、工业化进程加快，以及农药、化

肥的不合理施用，土壤重金属污染日益严重，已成为

影响我国社会、经济发展的重要环境问题。土壤重金

属污染物具有移动性差、滞留时间长、不易被微生物

降解等特点，因此治理和修复难度大[1-2]。2016年 5月
28日，国务院印发了《土壤污染防治行动计划》，要求
加强涉重金属行业污染防控。重金属污染土壤修复方

法包括物理修复、化学修复和生物修复，其中生物修

复中的植物修复技术以其成本低廉、环境扰动小、二

次污染小、不破坏景观、可激发微生物活动等优点而

成为研究热点[3-4]。无法直接实施植物修复的重金属
重度污染区，可通过施加外源改良剂，减少重金属对

植物的毒害作用[5]，最终建立“改良剂-植物”综合修
复体系。

Cu是动植物生长必需的微量元素，同时也是重
要的重金属污染物，土壤 Cu污染严重影响植物、土
壤微生物的生长发育，甚至通过饮用水或食物链危害

人类健康。本研究选取冶炼厂周边的 Cu污染田块，
通过为期一年的盆栽试验，建立“石灰-黑麦草”联合
修复体系，进而考察联合修复对黑麦草生长、黑麦草

Cu吸收、土壤 Cu形态转化以及土壤微生物群落变化
等的影响，评估石灰与黑麦草对 Cu污染土壤的修复
效果。

1 材料与方法

1.1 供试材料
土壤：采集自江西省贵溪市滨江乡一处污染田块

（28毅12忆N，116毅55忆E）的表层土壤（0~20 cm）。该区域
常年受到某冶炼厂排放的含重金属废水、废渣、废气

的污染，且有明显沙化现象，田块已废弃多年。土壤采

集后，自然风干，去除植物碎片、根系、石子等杂物，过

筛备用并测定其理化指标。供试土壤基本理化性质如

表 1所示。
改良剂：石灰，购自郑州建材大市场，pH 12.4，Cu

含量 1.09 mg·kg-1，粒径 0.25 mm。
植物：“冬牧 70”牌黑麦草（Secale cereale），能够

耐受并积累 Cu、Zn等重金属，购自河南秋乐种业科
技股份有限公司。

复合肥：河南“心连心”牌，（N、P2O5、K2O各为 15%，
总养分 45%），购自河南新乡心连心化肥有限公司。
1.2 试验设计

选取石灰为 Cu污染土壤改良剂，以黑麦草为修
复植物进行盆栽试验研究，试验共设置 4个处理，每
个处理设置 3次重复。不添加改良剂的对照处理记为
CK，添加低、中、高剂量石灰（石灰占试验土壤质量百
分比分别为 0.1%、0.2%和 0.4%）的处理分别记为
SH1、SH2和 SH3。

2015年 11月 12日开始装盆（塑料花盆直径 32
cm，高 23 cm），每盆称取风干土 4.00依0.01 kg，复合肥
2 g，施入相应剂量石灰后充分混匀。隔天浇水至土壤
田间持水量的 70%并平衡 1周。2015年 11月 20日，
每盆数取催芽 1 d后的黑麦草种子 50粒，均匀种植
于土壤表层 0.5 cm左右。此后，根据土壤干湿情况适
时浇水，每盆浇水量保持一致。2016年 4月 24日，在
黑麦草刚开始抽穗时，采集黑麦草地上部和根系，同

时采集根际土壤样品并装入无菌自封袋中。植物样

品按照杜志敏等 [6]的方法进行处理，土壤样品一部
分去除杂物并过尼龙筛后测定土壤微生物功能多样

性，另一部分风干后过筛并测定其 pH值及各形态 Cu
含量。

有机质/
g·kg-1

全氮/
g·kg-1

速效磷/
mg·kg-1

速效钾/
mg·kg-1

铜含量/
mg·kg-1

锌含量/
mg·kg-1

铅含量/
mg·kg-1

砷含量/
mg·kg-1 pH 容重/

g·cm-3
机械组成/%

2~0.05 mm 0.05~0.002 mm 约0.002 mm
16.1 0.86 68.1 41.8 907.0 45.0 59.6 32.3 5.7 1.31 62.6 24.6 12.8
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表 2 石灰对黑麦草生长及其 Cu含量的影响
Table 2 Effect of lime on growth and concentrations of Cu of ryegrass

注：数据表示平均值依标准差（n=3）。同一列中字母相同表示处理间无显著差异，字母不同表示有显著性差异（P<0.05）。下同。
Note：Data in Mean依SD（n=3）. Different letters in a row indicate significant differences（P<0.05）. The same below.

1.3 样品分析
土壤样品分析采用鲁如坤[7]的方法。土壤 pH值

按土水质量比 1颐2.5，酸度计（pH S-2C，上海康仪公
司）测定。黑麦草植株 Cu含量采用硝酸-高氯酸消
煮，土壤 Cu化学形态分级及提取采用朱嬿婉等[8]修
改后的 Tessier 连续提取法，原子吸收分光光度计法
（WFX110A，北分瑞利）测定。
1.4 数据处理

采用 Microsoft excel 2010 和 Windows SPSS 19.0
进行数据的统计分析，采用 CANOCO 4.5对 Biolog微
平板吸光度进行主成分分析（PCA）。
2 结果与讨论

2.1 石灰对黑麦草生物量及其 Cu吸收的影响
表 2显示了施用不同剂量石灰对黑麦草生长及

其 Cu吸收的影响。各处理黑麦草均能出苗，1周后对
照处理的部分黑麦草嫩苗失绿、发黄、根部腐烂直至

死亡，为典型的 Cu中毒症状[9]。2016年 4月 24日，对
照处理黑麦草的地上部和根系生物量均最低，施入

低、中、高剂量石灰后均显著提高了黑麦草生物量。其

中 SH2处理黑麦草地上部和根系生物量增加效果最
显著，分别达到对照处理的 47.3倍和 32.4倍。同一处
理下黑麦草不同部位 Cu含量分布规律为根系>地上
部。这是由于植物受 Cu毒害的最初部位是根 [10]，Cu
进入植物体后与体内有机组分结合生成稳定的配位

化合物，其中很大部分富集于根部，不易向地上部运

输[11]。施用低、中、高剂量石灰均显著降低了黑麦草地
上部和根系 Cu浓度，表明石灰对土壤中 Cu的钝化
效果明显。不同处理间黑麦草地上部或根系 Cu浓度
均表现为 CK>SH1>SH3>SH2，其中 SH2处理黑麦草
地上部和根系 Cu浓度与对照处理相比降幅最大，分
别降低了 68.4%和 49.7%。石灰常作为重金属污染土
壤改良剂，具有降低重金属毒性，减少植物对重金属

吸收的作用[6，12]。施用低、中、高剂量石灰后，黑麦草地
上部及根系 Cu吸收量均显著高于对照处理，大小顺序
均表现为 SH2>SH3>SH1>CK，其中 SH1、SH2和 SH3
处理间地上部 Cu吸收量无显著差异，而 SH1、SH2和
SH3根系 Cu吸收量两两之间均有显著性差异。以对照
处理自然修复过程黑麦草地上部分和根系 Cu吸收量
总和为 1，不同处理与对照处理黑麦草 Cu吸收量总
和的比值即为其吸收量相对值，添加低、中、高剂量石

灰处理的 Cu吸收量相对值分别为对照处理的 18.2、
37.6、30.9倍。
2.2 石灰对土壤 pH值及 Cu化学形态的影响

石灰等改良剂对土壤重金属化学形态的影响除

吸附解吸、氧化还原等作用外，改变土壤 pH值是其
重要的机制。土壤 pH值增加，一方面降低了土壤溶
液中氢离子的浓度，氢离子与重金属离子的竞争能力

减弱，土壤中碳酸盐、有机质、铁锰氧化物等与重金属

离子的结合更加牢固，土壤中生物有效性低的碳酸盐

结合态、有机结合态和铁锰氧化物结合态等重金属含

量增加；另一方面，增加了土壤胶体表面的可变负电

荷，促进土壤胶体对带正电荷的重金属离子的吸附，

并降低吸附态重金属的解析量[13-14]。施用石灰后 Cu
污染土壤 pH值的变化情况如图 1所示。对照处理土
壤 pH值较低，施用石灰后土壤 pH值显著增加，且增
幅随添加剂量增加而增大，其中 SH2、SH3处理土壤
pH值较对照分别增加了 0.9、1.1个单位。Tessier逐级
提取法[15]将土壤重金属划分为可交换（EX）态、碳酸盐
结合（CAB）态、铁锰氧化物结合（OxiB）态、有机结合
（OrgB）态和残渣（ResB）态，土壤中重金属形态分布
与其毒性及生物有效性密切相关[16]。由图 2可知，对
照处理土壤 EX态 Cu含量占总量 20.2%，显著高于
其他处理，结合对照处理黑麦草生物量最低，进一步

验证 EX态 Cu的生物有效性高，对植物的毒害性大。
施用石灰显著降低了土壤 EX态 Cu含量，并显著增

处理
生物量/g·m-2 Cu浓度/mg·kg-1 Cu吸收量/mg·m-2

吸收量相对值
地上部 根系 地上部 根系 地上部 根系

CK 1.2依0.7d 5.5依1.8d 413.2依23.3a 3 018.3依89.1a 0.5依0.4b 16.6依6.8d 1
SH1 37.1依1.1c 120.5依16.1c 384.7依23b 2 480.8依138.9b 14.3依1.1a 297.5依27c 18.2
SH2 110.3依4.8a 405.2依24.5a 162.4依10.5d 1 545.3依56.9d 17.9依1.7a 625.4依24.7a 37.6
SH3 65.9依12.4b 244.0依52.6b 219.3依20.8c 2 116.1依203.9c 14.6依4.1a 514.2依101.7b 30.9
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表 3 石灰对土壤微生物功能多样性指数的影响（72 h）
Table 3 Effects of lime on soil microbial diversity indices（72 h）
处理 S丰富度 Shannon指数 Simpson指数 McIntosh指数
CK 25.67依3.61b 2.55依0.07c 37.5依8.44b 4.33依0.76c
SH1 28.33依2.08ab 2.86依0.07b 43.57依2.26ab 5.27依0.49b
SH2 30.33依0.58a 3.23依0.06a 53.31依1.13a 8.94依0.09a
SH3 29.33依1.15ab 3.16依0.11a 49.98依5.64a 8.61依0.49a

加了土壤 CAB态 Cu含量，即石灰促进 Cu由生物有
效性高的形态向低的形态转化。与对照处理相比，

SH1、SH2、SH3 处理土壤 EX 态 Cu 含量分别降低了
58.5%、87.7%和 74.8%，而 CAB态 Cu含量分别增加
了 36.3%、93.4%和 56.1%。与对照处理相比，SH2和
SH3处理显著增加了土壤 OxiB态 Cu含量，并降低了
ResB态 Cu含量。

土壤 EX态 Cu含量与黑麦草生物量及 Cu吸收
相关性分析结果表明，土壤 EX态 Cu含量与黑麦草
地上部、根系 Cu浓度均达到极显著正相关关系，相
关系数分别为 0.833、0.919（n=12，P<0.01）；土壤 EX
态 Cu含量与黑麦草地上部、根系生物量均达到极显
著负相关关系，相关系数分别为 0.904、0.890（n=12，
P<0.01）。这进一步验证了土壤 EX态 Cu含量的生物
有效性高，极易被植物吸收，其对植物毒害作用很大，

严重影响植物生长发育[17-18]。

2.3 石灰对污染土壤微生物功能多样性的影响
Biolog法是研究微生物功能多样性的有效方法[19]，

已被应用于土壤重金属污染监测与修复等环境微生

物生态学研究[20-23]。不同处理土壤微生物在 168 h培
养时间内的 AWCD值（每孔平均吸光度变化）如图 3
所示。在培养初期的 24 h里，土壤微生物 AWCD值增
加不明显，且不同处理间没有显著差异，随着培养时

间延长，4种处理 AWCD值有不同程度增加，120 h之
后增幅逐渐减缓，并于 144 h附近趋于稳定。在 48~
168 h的培养时间里，不同处理 AWCD值大小均表现
为 SH2>SH3>SH1>CK，且两两处理间均达到显著差异
水平。

BIOLOG ECO板在培养 72 h时数据主要表现为
细菌的增长，且增长速度通常最高[24-25]，故本研究选取
72 h时的 BIOLOG测试数据进行微生物群落功能多
样性指数计算（表 3）及主成分分析（图 4）。土壤微生
物多样性指数种类很多，但不同指数反映了群落组成

的不同方面。Shannon指数是评估微生物群落丰富度
和均匀度的综合指标，种类数目越多，种类间个体分

配均匀性越大，则多样性越高；Simpson指数用于评估
群落内最常见种的优势度；McIntosh指数则用于衡量
群落中物种的均一性 [ 26-27]。本研究选用 Shannon、
Simpson 和 McIntosh 指数来对试验设计中土壤微生
物群落进行评价。

图 1 石灰对土壤 pH值的影响
Figure 1 Effect of lime on soil pH

n=3，不同字母表示处理间差异显著（P<0.05）
n=3, different letters indicate significant differences

between treatments（P<0.05）

图 2 石灰对铜污染土壤铜各形态含量的影响
Figure 2 Effects of lime on the concentrations of Cu forms in soil

n=3，不同处理同系列间不同字母表示差异显著（P<0.05）
n=3, different letters under the same forms indicate significant

differences between treatments（P<0.05）

图 3 石灰对土壤微生物每孔平均吸光度变化（AWCD值）的影响
Figure 3 Effect of lime on average well color development（AWCD）
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表 5 前 4个主成分因子的贡献率与累积贡献率
Table 5 Contribution rates and accumulative contribution rates of

the first 4 principal components
主成分 贡献率/% 累积贡献率/%

PC1 45.43 45.43
PC2 20.42 65.85
PC3 9.26 75.11
PC4 7.49 82.60

PC1（45.43%）

1.0

-1.5-1.0 1.0

CK
SH1SH2SH3 H1

G4

A2
D1

E1
C1

F1
G1

H3 D3

E3
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图 4 不同处理土壤微生物培养 72h的主成分分析
Figure 4 Principal components analysis of biological data of

different treatments（72 h）
由表 3可知，SH1、SH2、SH3 处理的基质丰富度

指数 S 与对照相比分别增加了 2.66、4.66、3.66 个单
位，其中 SH2与对照达到了显著差异水平，表明石灰
不同程度地增加了土壤微生物可利用碳源的种类。石

灰不同程度地增大了土壤微生物 Shannon、Simpson
和 McIntosh指数，整体表现为 SH2>SH3>SH1>CK。与
对照处理相比，SH1、SH2、SH3 处理的 Shannon 指数
分别提高了 0.31、0.68、0.61，且均达到显著差异水平；
SH2、SH3处理的 Simpson指数分别提高了 15.81、12.48，
且均达到显著差异水平；SH1、SH2、SH3 处理的
McIntosh指数分别提高了 0.94、4.61、4.28，且均达到
显著差异水平。

土壤微生物是土壤系统中活性最高的组分之一，

对环境变化极为敏感。表 4是土壤微生物功能多样性
指数（72 h）与黑麦草生物量、土壤 Cu形态的相关性
系数，结果表明土壤微生物 AWCD值、基质丰富度指
数 S、Shannon、Simpson 和 McIntosh 多样性指数与黑
麦草地上部及根系生物量均呈极显著正相关关系，与

土壤 EX态 Cu含量均呈极显著负相关关系。石灰处
理后土壤微生物多样性的增加，一方面归因于黑麦草

生物量的增加，植物残体进入土壤后可作为营养物质

促进微生物生长繁殖，此外植物根系还可分泌细胞脱

落物和裂解物、高分子量的凝胶状物、低分子量的有

机化合物等根系分泌物，这些均可促进土壤微生物生

长繁殖 [28-29]；另一方面则由于石灰降低了土壤 Cu 生

物有效性，减少了重金属 Cu对微生物生长的毒害作
用。这与前人[21，30]的研究结果一致。
2.4 土壤微生物碳源利用主成分分析

BIOLOG数据分析中的 AWCD值、群落功能多样
性指标等主要在“量”的角度对碳源利用模式进行解

读，要从“质”的角度对数据进行深入分析解读，常用

主成分分析（PCA）方法[31]。BIOLOG数据主成分分析
所提取出的主成分是原始变量的线性组合，能够代表

大部分原始数据的信息。主成分分析可将大量的复杂

数据通过二维或三维的图标表现出来，相似的样点分

布位置相近，能够直观地体现微生物群落的差异。将

土壤微生物碳源代谢 72 h的 BIOLOG数据进行主成
分分析，分析提取的前 4个主成分因子的贡献率及累
积贡献率如表 5所示。变换后前 4个主成分可以解释
82%以上原变量的特征。取第一主成分（PC1，可解释
变量总方差的 45.43%）和第二主成分（PC2，可解释变
量总方差的 20.42%）作主成分分析图，以表征微生物
的代谢特征（图 4）。

在主成分分析图中，不同样点之间的距离代表样

点在碳源利用方面的相似性[32]。如图 4所示，本试验 4
种处理样点均能不同程度地聚类，表明同一处理的重

复样点之间的重现性较好，碳源利用模式相似；此外，

表 4 土壤微生物功能多样性与黑麦草生物量、土壤 EX态
Cu含量的相关系数

Table 4 Correlation coefficients of soil microbial community diversity
indices and biomass of ryegrass and exchangeable Cu in soil

注：n=12，*表示 P<0.05水平显著相关，**表示 P<0.01水平极显
著相关。

Note：n=12, * and ** indicate significant correlation in P<0.05 and P<
0.01 level, respectively.

相关系数 地上部生物量 根系生物量 EX态 Cu
AWCD值 0.949** 0.949** -0.874**
丰富度指数 S 0.731* 0.745* -0.770*
Shannon指数 0.933** 0.923** -0.937**
Simpson指数 0.827** 0.816** -0.769*
Mclntosh指数 0.902** 0.908** -0.851**
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CK和 SH1处理的样点投影点较分散，而 SH2和 SH3
处理样点相对比较集中，反映出中、高剂量石灰处理

对重金属 Cu毒性的降低效果好，微生物群落结构也
呈现出稳态发展。主成分分析图中不同处理的投影点

之间有明显差异，除 SH1分布在第二、第三象限外，
其余 CK、SH2、SH3处理分别处于第三、第四、第一象
限，表明不同处理下的土壤微生物群落在碳源利用上

有明显差异。

主成分分析图中样点到表征碳源因子箭头的投

影点，可以表示样点对该碳源的利用情况[32]。结果显
示 CK处理能够利用的碳源种类最少，且利用程度很
低；SH1处理能够利用的碳源种类较少，主要有 H2、
D1、E3、H3，但利用程度均较低；SH3处理可以利用的
碳源主要分布在第一象限，主要包括H2、D1、H1、G2、
A3、E2 等；SH2 处理可以利用的碳源种类和数量最
多，分布在第一象限和第四象限的碳源绝大多数能被

较好地利用，其中 F2、D3、C2、G4、A4、E1、F3、D2、H4、
F1、B4等碳源的利用程度最高。SH2处理土壤中毒性
较高的 EX态 Cu含量最低，一方面降低了对土壤微
生物的直接毒害作用，另一方面通过增加黑麦草根系

分泌物及凋落物残体间接促进了土壤微生物的生长

繁殖。

3 结论

（1）重金属 Cu污染土壤施用石灰能显著提高黑
麦草地上部和根系的生物量，增加黑麦草地上部及根

系的 Cu吸收量，SH1、SH2、SH3处理的 Cu吸收量相
对值与对照相比分别提高了 18.2、37.6、30.9倍，其中
SH2处理的修复效果最好。
（2）施用石灰显著提高了土壤 pH值，并使土壤

Cu由生物有效性高的 EX态向生物有效性低的 CAB
态、OxiB态和 OrgB态转化。与对照处理相比，SH1、
SH2、SH3 处理土壤 EX 态 Cu 含量分别降低了
58.5%、87.7%和 74.8%，而 CAB态 Cu含量分别增加
了 36.3%、93.4%和 56.1%。
（3）石灰处理后土壤微生物 AWCD 及 Shannon、

Simpson和 McIntosh指数较对照均有所提高，整体表
现为 SH2>SH3>SH1>CK，表明石灰提高了土壤微生
物对碳源的利用能力，增加了土壤中能利用相应单一

碳源的微生物种类和数量。

（4）主成分分析结果表明，石灰处理后土壤微生
物群落的碳源利用模式发生了明显变化，4种处理土
壤微生物群落在碳源利用上出现明显差异，SH2处理

可利用的碳源种类、数量最多，其次是 SH3处理，SH1
和 CK处理可利用的碳源种类与数量最少。
（5）以植被恢复、植物吸收、化学提取和微生物群

落恢复作为修复效果评价指标，本试验设置的中剂量

石灰（质量分数 0.2%）和黑麦草的联合修复方法对
Cu污染土壤修复效果最好，适宜在酸性 Cu污染土壤
上推广应用。
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