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Effects of passivating agents on physiological characteristics and cadmium accumulation in Spinacia oleracea L.
under cadmium stress
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Abstract：The aim of this study was to explore the effects of different passivating agents on the physiological characteristics and cadmium
（Cd）accumulation by Spinacia oleracea L. under Cd stress. Pot experiments consisting of no passivating agent application（CK）, a single
application of nano-hydroxyapatite（nHAP）, thiol biochar（TMB）, nano-hydroxyapatite + thiol biochar（HPTB）were performed. The
effects of different passivating agents on the growth and Cd accumulation of S.oleracea L. under Cd stress were determined by measuring
the soil pH, available Cd content, and antioxidant enzyme activity of S.oleracea L. The results showed that the application of a passivating
agent effectively increased the biomass and reduced the Cd content of S.oleracea L. Compared with the CK treatment, the nHAP, TMB, and
HPTB treatments increased shoot（by 90.27%, 7.28%, and 143.75%, respectively）and root（by 72.50%, 4.81%, and 91.71%, respectively）
biomass. Moreover, the Cd concentration decreased by 78.19%, 6.94%, and 65.49%, in the shoots, and by 65.98%, 39.34%, and 52.31% in

摘 要：为了探究不同钝化剂在镉（Cd）胁迫下对蔬菜生理特征及Cd累积的影响，以菠菜为研究对象，设置不施钝化剂（CK）、单施

纳米羟基磷灰石（nHAP）、单施巯基生物炭（TMB）、配施纳米羟基磷灰石+巯基生物炭（HPTB）4个处理进行盆栽试验。通过测定

分析土壤pH、有效态Cd含量及菠菜抗氧化酶活性，阐明施用不同钝化剂对Cd胁迫下菠菜生长及Cd累积的影响。结果表明：施加

钝化剂能有效提高菠菜生物量，降低菠菜 Cd含量。与 CK相比，nHAP、TMB、HPTB处理下地上部和地下部生物量分别增加了

90.27%、7.28%、143.75%和 72.50%、4.81%、91.71%，Cd含量分别降低了 78.19%、6.94%、65.49%和 65.98%、39.34%、52.31%；不同钝

化剂均能提高土壤pH，降低土壤有效态Cd含量。nHAP、TMB、HPTB处理下土壤pH较CK分别提高了1.36、0.08个和0.76个单位，

有效态Cd含量分别降低了 83.22%、22.57%和 73.70%。nHAP处理对菠菜的降Cd效果最好；施用 nHAP能够有效增加抗氧化酶活

性，降低丙二醛含量，缓解脂膜过氧化伤害。综上，nHAP可作为缓解Cd污染对菠菜产生生理影响的钝化剂。

关键词：镉；钝化剂；菠菜；抗氧化酶
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随着社会经济的发展，大量工业活动产生的镉

（Cd）被排放到环境中，加上人类不合理的施肥和灌

溉等，导致土壤 Cd污染越来越严重。据 2014年《全

国土壤污染状况调查公报》显示，全国土壤总点位超

标率达 16.1%，其中土壤 Cd点位超标率为 7.0%。土

壤Cd污染不仅会破坏生态平衡，而且还会危害人类

生命健康。相关研究表明，农田土壤中的Cd通过食

物链进入人体，并与含有羟基、氨基和巯基的蛋白质

分子结合，从而抑制酶系统，最终损害肝脏、肾脏和脾

脏等，引发多种疾病，包括骨质疏松症、贫血和肺炎

等[1]。因此，减轻农田土壤中的Cd污染，保障农作物

的安全生产非常必要。

当前，Cd污染土壤治理和修复的方法可分为物

理法、化学法、生物学法、农艺调控等，或几种方法联

合使用[2]。其中，化学法中的原位钝化修复技术由于

操作简便、价格低廉、起效快等优点，常被用于修复中

轻度污染农田[3]。原位钝化修复技术是通过溶解沉

淀、离子交换吸附、氧化还原、有机络合、螯合等反应

来改变Cd在土壤中的赋存状态，从而降低土壤中Cd
的迁移性和生物有效性[4]。此外，相关研究表明，无

机钝化剂的施用还可以有效提高土壤 pH[5]，而土壤

pH是影响土壤重金属 Cd溶解度、形态变化、迁移和

生物有效性的主要因子之一[6]。王展等[7]的研究指

出，土壤 pH越高，土壤中Cd生物有效性越低，植物所

受到的Cd胁迫程度也会越低。可见，通过施加钝化

剂降低土壤Cd含量是有效的。目前，用于Cd污染土

壤修复的无机钝化材料主要有石灰、石灰石等，但这

些材料具有用量过大、吸附效果差、不具备选择性吸

附等缺点，因此研究新型钝化材料非常必要。

生物炭内部疏松多孔，比表面积大，吸附能力、氧

化能力和阳离子交换能力强，具有修复重金属污染土

壤的潜力，另外生物炭可通过生物废弃物制备，在修

复土壤的同时还可提高废弃物资源合理利用率[8]，因

此受到越来越多学者的关注。相关研究表明，生物炭

用于重金属污染土壤的原位钝化修复，可减少作物对

重金属的吸收和累积[9]。但由于生物炭吸附稳定效

果弱，被吸附的重金属有再次析出的风险，因此需要

对生物炭进行改性。现有研究表明，通过巯丙基三甲

氧基硅烷制备的巯基生物炭可有效地与 Cd2+结合形

成结合态，降低土壤 Cd含量[10]。但当前对改性巯基

生物炭与无机钝化材料的治理效果的对比研究较少。

蔬菜是人类生活中必不可少的食物，能提供人体

所需的重要营养物质。我国蔬菜种植面积和产量均

排在世界首位。但近十几年来，我国蔬菜Cd含量超

标问题时有发生，广西、贵州等南方部分地区蔬菜Cd
超标率达到了 21.10%[11]，严重威胁到农产品生产安

全。目前，南方地区针对钝化剂对Cd污染土壤修复

的研究较多，但大部分研究主要侧重于土壤Cd的钝

化效果，少有研究将土壤修复效果和植物生理效应等

结合起来，综合分析原位钝化修复对土壤环境和作物

的影响。因此，综合分析有机和无机原位钝化修复对

土壤环境和作物的影响意义较大。

基于此，本研究以我国南方地区典型蔬菜——菠

菜为研究对象，通过设置有机、无机钝化剂单施和配

施温室盆栽试验，测定土壤 pH、有效态 Cd含量及菠

菜抗氧化酶活性，阐明施用不同钝化剂对Cd胁迫下

菠菜生理特征及Cd累积的影响，为我国南方地区Cd
污染土壤治理措施的研究提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 供试材料

供试土壤采自贵州省安顺市，利用多点采样法采

集 0~20 cm的污染农田土样，去除表层腐殖质和杂物

后，自然风干、混匀、磨碎过筛备用。供试土壤重金属

Cd含量及基本理化性质见表 1。供试菠菜（Spinacia

oleracea L.）品种为日本大叶菠菜。供试纳米羟基磷

灰石（Nano-hydroxyapatite）购自南京埃普瑞纳米材料

有限公司，巯基生物炭通过盐酸催化浸泡法制备：将

玉米秸秆生物炭加入到 100 mL 浓度为 20% 的盐酸

中，80 ℃条件下搅拌反应 4 h，过滤、烘干、研碎，制成

the roots of plants in the nHAP, TMB, and HPTB treatments, respectively. Different passivators increased the soil pH and reduced the
available Cd content of the soil. The soil pH under nHAP, TMB, and HPTB treatments increased by 1.36, 0.08 and 0.76 units, respectively,
compared with the soil pH under CK treatment, and the available Cd content decreased by 83.22%, 22.57%, and 73.70%, respectively.
nHAP treatment had the greatest effect on decreasing the Cd content in S.oleracea L. The application of nHAP increased the antioxidase
activity, decreased the malondialdehyde content, and alleviated injury due to lipid membrane peroxidation. In conclusion, nHAP may be
used as a passivator to alleviate the physiological effects of Cd stress on S.oleracea L.
Keywords：cadmium; passivating agent; Spinacia oleracea L.; antioxidant enzyme
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氢型生物炭。取所制备的氢型生物炭和巯丙基三甲

氧基硅烷按质量比 1∶1混合，常温下反应 6 h，过滤、

漂洗、烘干，将产物研磨过 100目筛后得到粉末状的

巯基改性生物炭备用[12]。试剂盒购自北京太阳生物

科技有限公司，测定步骤按照说明书进行。

1.2 试验设计

采用温室土培盆栽试验，以菠菜为研究对象，设

置不施钝化剂（CK）和施加纳米羟基磷灰石（nHAP）、

巯基生物炭（TMB）、纳米羟基磷灰石+巯基生物炭

（HPTB）4个处理，每个处理3次重复。

育苗方法：将大小均匀的完整种子经 5%（V/V）
NaClO表面消毒 15 min，再用去离子水洗涤数次后放

入 25 ℃的去离子水中浸泡 12 h，浸泡完成后，放入营

养基质中培养至4片真叶时移栽。

培养条件：单施钝化剂处理各钝化剂按照2%（m∶
m）的比例与土壤混合，配施钝化剂处理各钝化剂按

照 1%（m∶m）的比例与土壤混合，样品混合均匀后称

取 5 kg 装入深色 PVC 方盆（规格为长 44 cm、宽 20
cm、高 11 cm），同时施入底肥，分别为 N 0.30 g·kg-1、

P2O5 0.20 g·kg-1、K2O 0.30 g·kg-1，施入形态分别为

（NH4）2SO4、KH2PO4、K2SO4。填装好的方盆放于温室

中稳定 1周后，将长势均匀的菠菜移栽到方盆中，每

盆等距定植 4株。菠菜移栽完成后，在贵州省农业科

学院温室自然光条件下培养，温度为 25 ℃ /20 ℃（昼/
夜），相对湿度为 65%~75%，植物培养期间每 1~2 d浇

水1次，土壤湿度保持在田间持水量的60%~70%。

1.3 样品采集及测定

植物样品采集与处理：在移栽后的第 72天采集

方盆中的菠菜植株样品，将菠菜按照地上部和地下部

分开，根部浸入 20 mmol·L-1 Na2-EDTA中 15 min以除

去附着在根表面的Cd2+，然后用自来水和去离子水冲

洗。地下部和部分地上部植株样品在 105 ℃下杀青

30 min后，在 70 ℃下干燥至质量恒定，然后用球磨仪

磨碎装袋备用。准备称取处理后的样品 0.500 0 g于
凯氏定氮瓶中，并加入 4 mL HNO3-HClO4混合酸（优

级纯，体积比 4∶1）10 mL混匀，冷消化过夜。将消煮

管置于消煮炉上，120 ℃加热 60 min，再在 180 ℃下消

化至溶液变为无色透明，稍冷却后，用超纯水转移并

定容至 50 mL，同时做试剂空白。采用电感耦合等离

子体质谱仪（ICP-MS，7700x，Agilent，美国）测定植株

的Cd含量，测定方法参照《食品安全国家标准 食品中

多元素的测定》（GB 5009.268—2016）。部分植株叶片

在-20 ℃保存，用于测定过氧化氢酶（CAT）、过氧化物

酶（POD）、超氧化物歧化酶（SOD）活性和丙二醛（MDA）
含量。测定步骤按照相应试剂盒的说明书进行。

土壤 pH测定采用玻璃电极法，水土比为 2.5∶1。
土样经王水+H2O2微波消解冷却后用超纯水定容至

50 mL 用于测定全 Cd 含量，土样经 0.1 mol·L-1 CaCl2
浸提液浸提后用于测定有效态Cd含量。采用电感耦

合等离子体质谱仪进行土壤Cd含量的测定。

1.4 数据统计与分析

采用Excel 2010 对试验数据进行整理和统计；利

用 SPSS 22软件中的LSD法进行单向方差分析（ANO⁃
VA），比较基于ANOVA得出的最小显著差异值的结

果，P<0.05被认为具有统计学意义；采用Pearson相关

性分析法对数据进行相关性分析；利用 GraphPad
Prism 6、Origin 2022软件制图。

2 结果与分析

2.1 不同钝化剂处理对菠菜生物量的影响

由图 1 可知，不同处理下菠菜地上部生物量为

5.91~19.81 g·盆-1，地下部生物量为0.66~1.59 g·盆-1，各

处理菠菜不同部位生物量均为 HPTB>nHAP>TMB>
CK，HPTB、nHAP、TMB处理地上部生物量分别较CK
增加了 143.75%、90.27%、7.28%，地下部生物量分别

增加了 91.71%、72.50%、4.81%。HPTB和 nHAP处理

下菠菜生物量显著高于CK。结果表明，施用 nHAP、
TMB、HPTB均能增加菠菜地上部和地下部生物量，其

中，HPTB的菠菜生物量最大，nHAP次之。

2.2 不同钝化剂处理对菠菜Cd含量的影响

由图 2可知，不同处理下菠菜地上部 Cd含量为

0.29~1.46 mg·kg-1，地下部 Cd 含量为 0.44~1.52 mg·
kg-1，各处理菠菜不同部位 Cd 含量均为 CK>TMB>
HPTB>nHAP，与 CK 相比，TMB、HPTB、nHAP 处理下

地上部 Cd 含量分别降低了 6.94%、65.49%、78.19%，

地下部Cd含量分别降低了 39.34%、52.31%、65.98%，

pH
5.65±0.12

有机质
Organic matter/（g·kg-1）

36.91±4.25

有效氮
Available N/（mg·kg-1）

163.74±25.21

有效磷
Available P/（mg·kg-1）

32.14±6.23

速效钾
Available K/（mg·kg-1）

111.94±17.84

全Cd
Total Cd/（mg·kg-1）

2.19±0.67

有效Cd
Available Cd/（mg·kg-1）

0.44±0.04

表1 供试土壤基本理化性质

Table 1 Basic physical-chemical properties of tested soil
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nHAP、HPTB处理下菠菜地上部Cd含量显著低于CK
和 TMB，nHAP、TMB、HPTB处理下菠菜地下部 Cd含

量均显著低于 CK。结果表明，nHAP、TMB、HPTB均

能降低菠菜地上部和地下部 Cd含量，其中 nHAP 的

菠菜Cd含量最低。

2.3 不同钝化剂处理对土壤 pH和有效态 Cd含量的

影响

如图 3 所示，nHAP、TMB、HPTB 处理下土壤 pH
较 CK 分别提高了 1.36、0.08、0.76 个单位，nHAP 和

HPTB与 CK存在显著差异，TMB与 CK无显著差异。

相较于CK，nHAP、TMB、HPTB的土壤有效态Cd含量

分别显著降低了 83.22%、22.57%、73.70%。结果表

明，不同钝化剂处理均能提高土壤 pH、降低土壤有效

态Cd含量，其中nHAP效果最为明显。

2.4 不同钝化剂处理对菠菜抗氧化系统的影响

由图 4可知，nHAP、TMB、HPTB处理下菠菜CAT
活性与 CK无显著差异。CK、nHAP、HPTB处理下菠

菜POD活性无显著差异，但均显著高于TMB，分别增

加了 21.56%、33.51% 和 16.00%。nHAP 处理下 SOD
活性显著高于其他处理，MDA含量显著低于其他处

理。结果表明，施用 nHAP可以提高菠菜叶片抗氧化

酶的活性，缓解Cd胁迫下脂膜过氧化伤害。

2.5 相关性分析

由图 5可知，CAT、POD、SOD活性均与MDA含量

呈负相关，其中POD活性与MDA含量呈显著负相关，

相关系数为-0.66，SOD活性与MDA含量呈极显著负

相关，相关系数为-0.79。CAT、POD、SOD 活性均与

pH呈正相关，其中，POD活性与 pH呈显著正相关，相

关系数为 0.64，SOD活性与 pH呈极显著正相关，相关

系数为 0.73。有效态Cd含量与 pH呈极显著负相关，

与地上部Cd含量呈极显著正相关，相关系数为0.97。
3 讨论

钝化剂可通过降低土壤中重金属的活性来减轻

其对作物的毒害[13]。本研究结果表明，nHAP、TMB、
HPTB 均能增加菠菜地上部和地下部生物量。土壤

pH是影响Cd活性最重要的因素之一[14]，本研究结果

表明，钝化剂的施加可有效提高土壤 pH，降低土壤

Cd含量，这与徐万强等[15]的研究结果一致，这是由于

经钝化剂处理后，土壤 pH上升增加了土壤表面负电

荷，提高了对 Cd2+的吸附，同时产生的碳酸盐沉淀[16]

有效降低了土壤中CaCl2提取态的Cd含量，进而降低

图2 不同处理对菠菜Cd含量的影响
Figure 2 Effects of different treatments on the Cd content of

Spinacia oleracea L .

图1 不同处理对菠菜生物量的影响
Figure 1 Effects of different treatments on the biomass of

Spinacia oleracea L.

图中的数据为平均值±标准差（n=3），不同小写字母代表各处理间的
差异达到P<0.05的显著性水平。CK、nHAP、TMB、HPTB分别表示不
施钝化剂、施用纳米羟基磷灰石、施用巯基生物炭、施用纳米羟基磷灰

石+巯基生物炭处理。下同。
The data in the figure are represented with mean±standard deviation（n=

3）. Different lowercase letters indicate that the difference between
treatments reaches the significance level of P<0.05.CK，nHAP，TMB and
HPTB represent no passivator，nano-hydroxyapatite，thiol biochar，nano-

hydroxyapatite+thiol biochar，respectively. The same below.

图3 不同处理对土壤pH和有效态Cd的影响
Figure 3 Effects of different treatments on the pH and available

Cd content of soil
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了菠菜对 Cd的吸收。此外，Cao等[17]的研究也指出，

在 Cd 污染酸性农田中施入海泡石可有效提高土壤

pH，降低土壤中CaCl2提取态的Cd含量，从而减少了

小白菜对Cd的吸收。本研究发现，nHAP处理的菠菜

Cd含量最低，这一方面是由于 nHAP的添加提高了土

壤 pH，从而改变了Cd的存在形态，降低了土壤中Cd
的可迁移性，进而达到降低菠菜 Cd 含量的效果[18]。

另一方面是由于纳米级的羟基磷灰石具有高比表面

积、组织相容性、多孔性、吸附性等理化性质，本身晶

格中的Ca2+可以更好地与土壤中的Cd2+进行离子交换

或表面吸附反应等，形成更稳定的Cd磷灰石[19-20]，进

而降低菠菜对Cd累积。而 TMB钝化效果不如 nHAP
的原因可能是巯基改性处理为生物炭嫁接了巯基，使

得生物炭在酸性条件下仍能有效地吸附重金属 Cd，
但是巯基改性处理会减少生物炭孔隙[21]。

当植物受到重金属胁迫时，体内会产生大量的活

图4 不同处理对菠菜抗氧化系统的影响

Figure 4 Effects of different treatments on the antioxidant system of Spinacia oleracea L.

“*”表示显著相关，“**”表示极显著相关。
“*”indicates significant correlation，and“**”indicates extremely significant correlation.

图5 相关性分析

Figure 5 Correlation analysis
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性氧自由基（ROS），CAT、POD和 SOD等可以通过清

除ROS来抵御ROS对细胞膜造成的伤害[22]。当ROS
含量增加时会引起脂质过氧化，MDA是细胞膜脂质

过氧化的最终产物，其含量高低反映了脂质过氧化的

强弱程度[23]。植物体在Cd污染下会加强叶片的膜脂

过氧化产生 MDA，提高植物细胞膜通透性[24]。本试

验中，不同钝化剂处理对抗氧化酶活性和MDA含量

的影响不同，nHAP 处理下菠菜 CAT、POD 和 SOD 活

性均提高，MDA含量降低，这与张伟等[25]的研究结果

一致，可能是因为 nHAP的应用诱导了H2O2的升高，

从而激活了抗氧化酶合成的代谢途径[26]，加入 nHAP
后能够有效地缓解Cd污染对菠菜的伤害，降低MDA
的含量。

分析发现，CAT、POD、SOD均与 pH呈正相关，其

中 POD 与 pH 呈显著正相关，SOD 与 pH 呈极显著正

相关，这与杜志敏等[27]的研究结果相似。首先，这可

能是因为随着土壤 pH 的增加，重金属活性降低，减

少了重金属对土壤酶活性中心的占据及与酶分子基

团的结合，进而降低了重金属对酶活性基团空间结

构的破坏以及对酶催化能力及其对酶合成的抑制作

用；其次，重金属活性的降低使得土壤微生物群落结

构发生变化，且微生物生长繁殖增强，间接提高了土

壤酶活性[28]；由于菠菜的不断生长，菠菜的根系分泌

物、凋落物、腐烂根系等增多，这也间接促进了土壤

酶活性的提高。相关性分析表明，土壤有效态Cd和

土壤 pH呈极显著负相关关系，这与武琳等[29]的研究

结果一致。这可能是由于施用钝化剂后土壤 pH 升

高，一方面使土壤中黏土矿物、水合氧化物和有机

质表面的负电荷增加，从而对 Cd2+的吸附力增强，

促进了 CdCO3 和 Cd（OH）2沉淀的生成[30]，生成的 Cd
沉淀也是施入生物炭使土壤碳酸盐结合态 Cd 含量

升高的原因。另一方面，土壤 pH 升高时 H+浓度减

小，从而降低了H+和Cd2+在吸附位点上的竞争，使得

土壤中的有机质、铁锰氧化物等与重金属的结合更

紧密[31]。

4 结论

（1）施用纳米羟基磷灰石、巯基生物炭、纳米羟基

磷灰石+巯基生物炭均可缓解Cd胁迫对菠菜的影响，

促进菠菜生长，纳米羟基磷灰石+巯基生物炭的促生

效果最好，纳米羟基磷灰石次之。

（2）不同钝化剂均能提高土壤 pH，降低土壤有效

态 Cd含量，减少菠菜地上部和地下部对 Cd的吸收；

施用纳米羟基磷灰石能够增加抗氧化酶活性，降低

MDA含量，修复损伤细胞膜，缓解脂膜过氧化伤害。

（3）综上，纳米羟基磷灰石在一定程度上缓解了

Cd污染对菠菜叶片细胞的伤害，增强了菠菜对Cd胁

迫的抵抗能力，可作为缓解Cd污染对菠菜产生生理

影响的钝化剂。
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