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摘 要：本研究旨在探索丛枝菌根真菌（AMF）与柠檬酸联合对紫花苜蓿修复重金属污染土壤的作用，采用温室盆栽试验，以复合

重金属污染土壤为研究对象，研究不同柠檬酸浓度（0、5、10 mmol·kg-1）施加水平下，接种AMF对紫花苜蓿生长特性、重金属（V、

Cd、Cr、Cu、Pb与 As）含量和积累量以及根际土壤重金属酸溶态含量的影响。结果表明：与无柠檬酸施加处理相比，施加 5、10
mmol·kg-1柠檬酸显著降低紫花苜蓿根系侵染率 15.1%~19.2%（P<0.05），同时显著降低植株地上部干质量 17.0%~27.4%和根系干

质量 26.2%~37.1%（P<0.01）；但显著提高植株地上部和根系重金属V、Cd、Cr、Cu、Pb与As含量及其富集系数（P<0.001），二者地上

部重金属含量分别比无柠檬酸施加处理平均提高了 71.0、3.60、12.4、2.87、14.7倍与 5.09倍，根系重金属含量分别提高了 1.87、
4.94、2.68、2.87、9.66倍与 4.12倍。接种AMF能够缓解施加柠檬酸胁迫对紫花苜蓿生长的抑制作用，相比未接种处理显著增加植

株地上部和根系干质量（P<0.001），同时降低植株地上部和根系V、Cd、Cr、Pb与As含量，其与 10 mmol·kg-1柠檬酸联合显著提高紫

花苜蓿地上部和根系V、Cd、Cr、Cu、Pb与As积累量（P<0.001），该处理下紫花苜蓿对污染土壤重金属的提取效果最好。方差分析

结果表明，紫花苜蓿根际土壤V、Cd、Cr、Cu、Pb与As酸溶态含量均受到柠檬酸显著影响（P<0.001）。通过构建植株地上部重金属

积累量和根际土壤重金属酸溶态含量的一元线性回归方程，发现决定系数R2均在 0.60以上。研究表明，10 mmol·kg-1柠檬酸和接

种AMF组合明显增加紫花苜蓿根际土壤重金属有效态含量，促进植株吸收并向地上部转运与积累重金属，同时接种AMF能够改

善施加柠檬酸对植株生长的抑制状况，二者联合能够提高紫花苜蓿提取修复复合重金属污染土壤。
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我国矿产资源丰富，但矿山开采、冶炼、尾矿、冶

炼废渣和矿渣堆放等活动，已造成矿区及其周边农田

土壤不同程度的重金属污染。重金属可在土壤-植
物系统中迁移转运，通过食物链直接或间接危及农产

品安全和人体健康，从而成为社会关注的热点环境问

题。因此，关于如何科学高效地修复污染土壤中重金

属的研究备受关注。

紫花苜蓿（Medicago sativa）作为一种多年生豆科

草本植物，具有生物量高、根系发达等特点[1]，对重金

属镉（Cd）、铅（Pb）、铬（Cr）、镍（Ni）、锌（Zn）和钒（V）
胁迫具有较强的耐受性和富集能力[2-3]，因此其常被

作为重金属污染土壤中适宜的修复植物。但是自然

条件下，土壤和沉积物中重金属以残渣态为主，这往

往限制着修复植物富集重金属的应用潜力。研究表

明，螯合剂能够活化增强土壤中重金属的生物有效

性，为植物吸收创造有利条件，促使植物吸收并向地

上部迁移重金属，从而减少污染土壤中重金属含量，

因此其被广泛用于螯合诱导植物修复重金属污染土

壤研究中[4]。目前常用螯合剂主要分为两类：羧基氨

基酸类螯合剂和天然小分子有机酸类螯合剂，前者以

人工合成螯合剂EDTA（乙二胺四乙酸）为代表，后者

以一些低分子有机酸（如柠檬酸、草酸或苹果酸）为代

表。螯合剂诱导植物修复重金属污染土壤的效果受

到螯合剂种类、植物种类、土壤理化性质、重金属含量

等因素影响，其中就螯合剂种类来说，考虑到螯合剂

使用的环境风险，越来越多学者在应用中选择具有较

强螯合能力、易生物降解且低毒性的小分子有机酸作

为人工合成螯合剂的替代品[5]。

天然小分子有机酸——柠檬酸（Citric acid，CA）
作为一种三羧酸类化合物螯合剂，可从土壤矿质上解

析金属离子，与之结合形成有机酸-重金属络合物，

促进植物吸收重金属，从而提高植物修复效率，同时

其在环境中具有低毒性和易降解性，不会对环境造成

二次污染[6]。因此，柠檬酸被广泛应用到螯合诱导植

物修复研究中，例如陶荣浩等[7]的田间试验结果表

明，施加柠檬酸不仅能够提升玉米生物量和产量，而

且能强化玉米对土壤Cd和Pb的吸收，且提取的重金

属主要富集在植株非食用部位。刘桂华等[8]研究发

现，施加一定浓度柠檬酸、苹果酸和酒石酸 3种有机

酸能够提高龙葵对贵州地区黄壤重金属Cd的吸收与

转运能力。Qureshi等[9]的研究结果表明，2.5、5 mmol·
kg-1柠檬酸不仅能够改善植物对必需营养元素（K+、

Ca2+、Mg2+、Fe2+和 P）的吸收，而且显著提高植株体内

Cr积累量。张雅睿等[10]通过大田试验研究发现，施加

Guangzhou 510620, China; 5. State Key Laboratory for Fine Exploration and Intelligent Development of Coal Resources, China University
of Mining and Technology-Beijing, Beijing 100083, China）
Abstract：The present study aimed to explore the combined effect of arbuscular mycorrhizal fungi（AMF）and citric acid（CA）chelating
agents on the phytoremediation of heavy metal contaminated soil with Medicago sativa. A greenhouse pot experiment was conducted to
investigate the effects of AMF inoculation on M. sativa growth, the concentration and accumulation of heavy metal V, Cd, Cr, Cu, Pb, and
As, and soil acid-extractable metal concentration under different levels（0, 5, and 10 mmol · kg-1） of CA application in the soil
contaminated with complex heavy metals. Compared with the non-CA treatment, 5 and 10 mmol · kg-1 CA treatments significantly
decreased the root mycorrhizal colonization, shoot and root dry weight of M. sativa by 15.1%-19.2%（P<0.05）, 17.0%-27.4% and 26.2%-
37.1%（P<0.01）, respectively; while they significantly enhanced the concentration of heavy metals V, Cd, Cr, Cu, Pb, and As in the plant
and bioconcentration factor（P<0.001）, with an increased heavy metal concentration of 71.0, 3.60, 12.4, 2.87, 14.7 times, and 5.09 times
for plant shoot and 1.87, 4.94, 2.68, 2.87, 9.66 times, and 4.12 times for plant root, respectively. AMF inoculation could alleviate the
inhibition effect of CA application, and AMF inoculation treatments significantly improved plant dry weight（P<0.001）, and decreased the
concentrations of V, Cd, Cr, Pb, and As in the shoot and root when compared to non-AMF inoculation. The combination treatment of AMF
inoculation and 10 mmol·kg-1 CA could significantly increase the accumulation of V, Cd, Cr, Cu, Pb, and As in plant shoot and root（P<
0.001）, showing the best heavy metals removal efficiency. The analysis of variance results showed that the concentrations of acid-
extractable metals V, Cd, Cr, Cu, Pb and As in the rhizosphere soil were significantly affected by CA factor（P<0.001）. The univariate
linear regression equation of plant shoot V, Cd, Cr, Cu, Pb and As accumulation and rhizosphere soil acid-extractable metal concentration
were established, and the coefficients of determination（R2）for six heavy metals were above 0.60. Combination of 10 mmol·kg-1 CA and
AMF inoculation could accumulate heavy metals to the plant aboveground due to the increased soil available heavy metal concentration in
soil, and AMF inoculation could alleviate the growth inhibition effect of CA application, thus improving the phytoextraction efficiency of M.
sativa for remediation of heavy metal contaminated soil.
Keywords：arbuscular mycorrhizal fungi; chelator; phytoextraction; mycorrhizal colonization rate; acid-extractable metal
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柠檬酸等 4种螯合剂对商陆生长无负面影响，且均能

够促进商陆修复污染农田土壤Cd和砷（As）。以上研

究都表明，柠檬酸螯合剂可与重金属发生螯合活化作

用，改变土壤中重金属有效态含量，促进修复植物对

重金属的吸收与迁移转运能力。

然而，研究发现施加高浓度柠檬酸及其金属螯合

物通常会对修复植物生理生态代谢活动和生长具有

胁迫作用（例如引起植物黄化、萎蔫，甚至是死亡），极

大地影响修复植物提取效率[9]，而植物提取技术的首

要关键是成功建立起目标植被和促进植被生长。丛

枝菌根真菌（AMF）是一类能与世界 80%以上的陆生

植物根系形成互惠互利的菌根共生体[11]。研究表明，

重金属胁迫下AMF不仅能够帮助宿主植物吸收更多

养分和提高植物重金属耐受能力，而且对维持植物生

产力起着决定性作用[12]。目前大量研究表明，作为一

种生物强化技术，AMF-植物联合已被广泛应用于重

金属污染土壤修复中，主要得益于菌根能够强化修复

植物对重金属的转运富集作用，同时通过促进植物营

养元素的吸收、稳定细胞内氧化还原平衡以及限制相

关基因表达等方式增强其抗逆性[12-13]。理论上结合

柠檬酸与丛枝菌根真菌的各自优势，二者联合对提高

植物吸收与积累重金属具有取长补短的效果；因此，

AMF介导的柠檬酸螯合诱导植物修复技术在我国重

金属污染土壤治理方面具有一定应用前景。

本研究采用温室盆栽试验，以湖南怀化市辰溪县

船溪乡一处钒矿周边复合污染（V、Cd、Cr、Cu、Pb 与

As）土壤为供试土壤，以不接种AMF为对照，研究不

同柠檬酸浓度施加水平（0、5、10 mmol·kg-1土壤）下，

接种AMF对紫花苜蓿修复复合重金属污染土壤的作

用，旨在探讨AMF-植物-柠檬酸联合修复技术对重

金属污染土壤的萃取能力。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1.1.1 供试土壤

本研究供试土壤（0~20 cm）采自湖南省怀化市辰

溪县船溪乡一处钒尾矿渣周边（27°59′54″N，110°41′
15″E）。供试土壤的基本理化性质见表1。供试土壤在

去除粗根和细根以及其他可见杂质、过 2 mm筛后，经

121 ℃高压灭菌2 h，风干后装盆。试验用盆为塑料盆，

规格为：上口径14.3 cm、下内径9 cm、盆高10.5 cm。

1.1.2 供试菌剂

供试 AMF 菌株为摩西斗管囊霉（Funneliformis

mosseae，BGC XJ01），由北京市农林科学院植物营养

与资源环境研究所提供，后经砂土栽培玉米扩繁培养

3个月，收获期去除地上部分，把玉米根系剪断混匀

于砂土中，装入无菌自封袋。菌剂包含感染根段、根

外菌丝和真菌孢子[14]。

1.1.3 供试种子

供试紫花苜蓿种子购于江苏正大草业，种子首先

用 10% H2O2表面灭菌 10 min，再用无菌水冲洗数次

后，用于盆栽播种。

1.1.4 供试螯合剂

供试柠檬酸为分析纯柠檬酸试剂（≥99.5%，

Macklin）。

1.2 试验方法

1.2.1 试验设计

根据前期柠檬酸施加浓度梯度预试验结果，筛选

表1 供试重金属污染土壤的基本理化性质

Table 1 Soil chemical properties，texture，and total metal
concentration of the study site

项目
Item

土壤化学
性质

Soil chemical
property

土壤机械
组成

Soil texture/%
土壤重金属
Soil heavy

metal
concentration/
（mg·kg-1）

指标
Index

pH（H2O）
有机碳Soil organic carbon/（g·kg-1）

总氮Total N/（g·kg-1）

总磷Total P/（g·kg-1）

总钾Total K/（g·kg-1）

碱解氮Available N/（mg·kg-1）

速效磷Olsen-P/（mg·kg-1）

有效钾Available K/（mg·kg-1）

砂粒Sand（0.05~2 mm）
粉粒Silt（0.002~0.05 mm）
黏粒Clay（<0.002 mm）

总钒Total V
总镉Total Cd
总铬Total Cr
总铜Total Cu
总铅Total Pb
总砷Total As

酸溶态钒Acid-extractable V
酸溶态镉Acid-extractable Cd
酸溶态铬Acid-extractable Cr
酸溶态铜Acid-extractable Cu
酸溶态铅Acid-extractable Pb
酸溶态砷Acid-extractable As

数值
Value

6.91
2.30
0.42
0.71
6.62
54.6
5.63
61.2
53
25
22

1 705
2.09
169.7
77.8
100.5
124.4
94.4
0.15
4.56
1.64
3.75
4.38

我国土壤重金
属背景值

Background
concentrations
of soil elements

of China

82.0
0.1
61.0
22.6
26.0
11.2

2147



农业环境科学学报 第44卷第8期
出 5、10 mmol·kg-1柠檬酸浓度适合作为解析钒矿周边

污染土壤中的可溶态钒化合物。本试验采用2×3双因

素完全随机设计，设置接种AMF和施加柠檬酸2个因

素，共计6个处理，每个处理重复4次，具体为：不接种

AMF和不施加柠檬酸（对照）；单施5 mmol·kg-1柠檬酸；

单施10 mmol·kg-1柠檬酸；单接种AMF；接种AMF和施

加 5 mmol·kg-1柠檬酸；接种AMF和施加 10 mmol·kg-1

柠檬酸。称取1.1 kg风干灭菌土壤装于塑料盆中，然后

用自来水浇至饱和，保持土壤水分平衡2周。针对接种

AMF处理，每盆加入50 g AMF菌剂，并与盆栽上部分供

试土壤基质均匀混合，相应的未接种处理每盆加入同

等质量灭菌AMF菌剂。每盆播种紫花苜蓿种子50粒，

发芽后间苗至15株。待生长60 d后，以7 d为间隔，分2
次将柠檬酸施加至相应处理盆栽。所有盆栽均以

KNH4NO3、KH2PO4 和 KNO3 形式施入底肥 N 100 mg·
kg-1、P 20 mg·kg-1和K 100 mg·kg-1，同时每 2天称质量

浇水至土壤最大持水量的60%。盆栽试验于广东省科

学院生态环境与土壤研究所人工大棚中进行，自然采

光，生育期内温度为20~30 ℃，定期交换盆栽位置。

1.2.2 样品采集

生长 90 d后，将植株地上部和根系分别收获，其

中取少许新鲜植株根系用于菌根侵染率的测定，随后

将植株地上部分自茎基部剪下、洗净后，70 ℃烘干至

恒质量。将附着在植株根上的松散土壤抖落，收集并

混合均匀，形成根际土壤样品，过筛、风干后，用于土

壤化学性质的测定。

1.3 测定项目和方法

1.3.1 植物生长指标测定

采用烘干法测定植物地上部与根系生物量。

1.3.2 根系侵染率的测定

将根系清洗干净，剪成 1~1.5 cm根段后，采用改

进后的 Phillips 等[15]的方法测定侵染率，即用 10%
KOH 溶液浸泡新鲜植物根段 24 h，随后用清水漂洗

数次，然后用 0.05%曲利苯蓝染色浸泡 12 h，洗去染

色液后，将植物根样品放于乳酸甘油水中，每个重复

处理挑取2组15个细根制片，在显微镜下观察被侵染

根段数，侵染率计算公式为：侵染率=被侵染根段数/
总观察根段数×100%[16]。

1.3.3 植物重金属含量和积累量的测定

称取 0.500 0 g磨碎的植物地上部（茎和叶）和根

系样品，加入适量HNO3/HCl（6∶2 V/V），随后用微波系

统消解，制备待测溶液，定容过滤后，采用电感耦合等

离子体发射光谱仪（ICP-OES）测定植物样品消煮液

中V、Cd、Cr、Cu、Pb与As含量，然后乘以相应地上部

与根系干质量，即为植物组织相应重金属的积累量。

1.3.4 植物重金属富集系数和转移系数

重金属富集系数（BF）=植物地上部重金属含量

（mg·kg-1）/初始土壤重金属含量（mg·kg-1）

重金属转移系数（TF）=植物地上部重金属含量

（mg·kg-1）/根系重金属含量（mg·kg-1）。

1.3.5 土壤重金属酸溶态含量的测定

针对不同处理的根际土壤重金属V、Cd、Cr、Cu、
Pb与As的有效态含量，采用改进的BCR连续提取法

中的酸溶态含量来表示[17]，提取液通过振荡、过滤后，

同样采用 ICP-OES测定其相应含量。

1.4 统计分析

所有数据均表示为均值±标准误差，采用Kolmogo⁃
rov-Smirnov检验数据的正态性，采用Levene检验数据

方差异质性特征。采用 SAS 8.0统计软件进行双因素

方差分析，采用最小显著差数法（LSD）进行多重比较，

显著性水平选择α=0.05。采用SigmaPlot 14.0作图。

2 结果与分析

2.1 不同处理对植株根系侵染率的影响

由图 1可知，接种AMF的紫花苜蓿根系侵染率在

49.2%~60.8% 之间，表明植株与供试 AMF 菌株建立

了良好的共生关系。与无柠檬酸施加相比，接种

AMF处理在 5、10 mmol·kg-1柠檬酸水平下显著降低

紫花苜蓿根系侵染率，分别降低了19.2%和15.1%（P<
0.05）。另外，本试验中两个未接种AMF处理被观察

到极低的菌根侵染率（0.83%），这可能是由于灭菌土

壤基质中未完全灭活的土著AMF侵染导致的。

2.2 不同处理对植株生物量的影响

施加 5、10 mmol·kg-1柠檬酸显著降低紫花苜蓿

地上部和根系干质量，分别比无柠檬酸施加处理降低

了 17.0%~27.4%和 26.2%~37.1%（P<0.05），表明施加

5、10 mmol·kg-1柠檬酸后的土壤根际环境抑制紫花苜

蓿生长（图 2）。3个柠檬酸施加水平下，接种AMF显

著增加紫花苜蓿地上和根系干质量，分别比未接种处

理植株提高31.4%~43.5%和63.2%~73.3%（P<0.05）。

2.3 不同处理对植株重金属含量的影响

由图 3、图 4可知，对各重金属元素而言，同一处

理下的紫花苜蓿地上部重金属含量均低于相应根系，

表明紫花苜蓿吸收土壤中V、Cd、Cr、Cu、Pb与As元素

主要集中在根系。

施加 5、10 mmol·kg-1柠檬酸显著提高紫花苜蓿
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地上部重金属V、Cd、Cr、Cu、Pb与As含量，分别比无

柠檬酸施加处理平均提高了 71.0、3.60、12.4、2.87、
14.7倍与 5.09倍（P<0.05）（图 3）。无柠檬酸施加处理

下，接种AMF紫花苜蓿地上部V、Cd、Cr、Cu、Pb与As
含量均高于未接种处理，但二者无显著差异。5、10
mmol·kg-1柠檬酸水平下，与未接种处理相比，接种

AMF均降低紫花苜蓿地上部V、Cd、Cr、Pb与As含量，

其中 5 mmol·kg-1柠檬酸水平下，接种AMF植株地上

部 Cd 和 As 含量均显著低于相应未接种处理（P<
0.05）；10 mmol·kg-1柠檬酸水平下，接种AMF显著降

低植株地上部 Cd和 Cr含量（P<0.05）。但对于 Cu来

说，接种 AMF 提高了植株地上部 Cu 含量，其中 10
mmol·kg-1柠檬酸水平下，接种AMF植株地上部Cu含

量比未接种处理植株显著提高23.1%（P<0.05）。

施加 5、10 mmol·kg-1柠檬酸显著提高紫花苜蓿

根系重金属V、Cd、Cr、Cu、Pb与As含量，分别比无柠

檬酸施加处理平均提高了 1.87、4.94、2.68、2.87、9.66
倍与 4.12倍（P<0.05）（图 4）。无柠檬酸施加处理下，

接种AMF紫花苜蓿根系V、Cd、Cr、Cu与 Pb含量均高

于相应未接种处理植株，但仅Cu有显著差异；相反，

接种AMF提高了植株根系As含量，但无显著差异（P>
0.05）。5、10 mmol·kg-1柠檬酸水平下，接种AMF较未

接种均能够降低紫花苜蓿根系V、Cd、Cr、Pb与As含
量，其中 5 mmol·kg-1柠檬酸水平下，接种AMF显著降

低植株根系V含量，而其他元素与未接种处理间无显

著差异；10 mmol·kg-1柠檬酸水平下，接种AMF植株V
和 Cr 含量均显著低于相应未接种处理植株（P<
0.05），其他元素与未接种处理无显著差异。与植株

地上部 Cu含量类似，接种 AMF在 10 mmol·kg-1柠檬

酸水平下显著提高植株根系Cu含量，比未接种处理

提高15.3%（P<0.05）。

2.4 不同处理对植株重金属积累量的影响

图 5为不同处理下紫花苜蓿地上部重金属积累

量。施加 5、10 mmol·kg-1柠檬酸显著提高植株地上

部重金属积累量（P<0.05），分别比无柠檬酸施加处理

植株地上部重金属V、Cd、Cr、Cu、Pb与As积累量平均

提高了 54.3、2.58、9.55、2.03、11.5与 3.80倍（P<0.05）。

图1 不同柠檬酸浓度施加水平下接种AMF对紫花苜蓿根系

侵染率的影响

Figure 1 Effects of AMF inoculation on root mycorrhizal
colonization rate of Medicago sativa under different levels of citric

acid application

-AMF：不接种AMF；+AMF：接种AMF；CA0：不施加柠檬酸；CA5：施加
5 mmol·kg-1柠檬酸；CA10：施加10 mmol·kg-1柠檬酸。图中数值为均
值±标准误差（n=4）。不同大写字母表示同一接种处理在不同柠檬酸
浓度水平间差异显著（P<0.05）；不同小写字母表示同一柠檬酸浓度水

平下不同接种处理间差异显著（P<0.05）。下同。
-AMF：Non-AMF inoculation；+AMF：AMF inoculation；CA0：No citric

acid applied；CA5：5 mmol·kg-1 citric acid applied；CA10：10 mmol·kg-1

citric acid applied. Bars represent mean±standard error（SE）. Different
uppercase letters indicated significant difference among citric acid

application levels under the same inoculation treatment at 0.05 level.
Different lowercase letters indicated significant difference between

inoculation treatments in the same citric acid application level at 0.05
level. The same below.

图2 不同柠檬酸浓度施加水平下接种AMF对紫花苜蓿生物量的影响

Figure 2 Effects of AMF inoculation on shoot and root dry weights of Medicago sativa under different levels of citric acid application
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3个柠檬酸施加水平下，接种AMF均能够提高紫花苜

蓿地上部重金属积累量（5 mmol·kg-1柠檬酸水平下

As除外）。无柠檬酸施加处理下，接种AMF显著提高

了紫花苜蓿地上部V、Cd与Cu积累量（P<0.05），其他

元素与未接种处理无显著差异。5 mmol·kg-1柠檬酸

水平下，接种AMF植株地上部Cr与Cu积累量显著高

于未接种 AMF 处理植株（P<0.05），其他元素与未接

种处理无显著差异；10 mmol·kg-1柠檬酸水平下，接种

AMF显著提高植株地上部V、Cr、Cu、Pb与As积累量，

分别比未接种处理提高了 32.7%、23.7%、76.9%、

40.6%与 36.4%（P<0.05）；植株地上部Cd积累量与未

接种处理间无显著差异。所有处理中，施加10 mmol·

kg-1柠檬酸和接种AMF联合处理下紫花苜蓿地上部

各重金属积累量均表现为最高，说明该组合对强化紫

花苜蓿修复重金属污染土壤效果最好。

由图 6可知，施加柠檬酸显著影响植株根系重金

属积累量（P<0.05，除 Cu外）。与不施加柠檬酸处理

相比，施加 5、10 mmol·kg-1柠檬酸显著提高紫花苜蓿

根系V、Cd、Cr、Pb与As含量，平均分别提高了 81%、

2.67、1.41、2.87、6.00倍与2.26倍（P<0.05）。与不接种

处理相比，接种AMF在3个柠檬酸施加水平下均能够

提高紫花苜蓿根系重金属积累量。无柠檬酸施加水

平下，接种AMF显著提高植株根系V、Cd、Cr、Cu与Pb
积累量（P<0.05），As积累量与未接种处理间无显著

图3 不同柠檬酸浓度施加水平下接种AMF对紫花苜蓿地上部重金属含量的影响

Figure 3 Effects of AMF inoculation on shoot heavy metal concentrations of Medicago sativa under different levels of citric acid application
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差异。5、10 mmol·kg-1柠檬酸水平下，接种AMF显著

提高植株根系Cd、Cr、Cu与Pb积累量，分别比相应未

接种处理提高了 46.7%、45.3%、86.1% 与 66.7%（P<
0.05）；植株根系V积累量在 5 mmol·kg-1柠檬酸水平

下与未接种处理达到显著差异（P<0.05）。植株根系

As积累量在 10 mmol·kg-1柠檬酸水平下较未接种处

理显著提高（P<0.05）。

2.5 不同处理对植株重金属富集系数和转运系数的

影响

方差分析结果表明，紫花苜蓿对重金属 V、Cd、
Cr、Cu、Pb与As的BF均受到柠檬酸因素显著影响（P<
0.05）。由表 2可知，与无柠檬酸施加处理相比，施加

5、10 mmol·kg-1柠檬酸明显提高了紫花苜蓿对重金属

的BF（P<0.05）。无柠檬酸施加处理下，接种AMF与

未接种植株重金属的 BF表现为无明显差异。5、10
mmol·kg-1柠檬酸水平下，接种AMF降低了紫花苜蓿

对重金属V、Cd、Cr、Pb与As的BF，其中植株对Cd的

BF分别比未接种降低 20.8% 和 21.9%（P<0.05）；相

反，接种AMF提高了植株对重金属Cu的BF，在 5、10
mmol·kg-1 柠檬酸水平下，分别比未接种处理提高

7.1%和25.0%，且后者达到显著水平（P<0.05）。

紫花苜蓿对重金属V、Cd、Cr、Cu与Pb的TF均受

到柠檬酸因素显著影响（P<0.05）。施加 5、10 mmol·
kg-1柠檬酸明显提高了紫花苜蓿对重金属V、Cr、Cu与

图4 不同柠檬酸浓度施加水平下接种AMF对紫花苜蓿根系重金属含量的影响

Figure 4 Effects of AMF inoculation on root heavy metal concentrations of Medicago sativa under different levels of citric acid application
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Pb的 TF，同时明显降低了植株对Cd的 TF（P<0.05），

但对植株As的 TF无明显影响。无柠檬酸施加处理

下，接种AMF与未接种植株对重金属的 TF无明显差

异。5、10 mmol·kg-1柠檬酸水平下，接种AMF提高了

紫花苜蓿对重金属V、Cr与Cu的TF，同时降低了植株

对Cd、Pb与As的 TF，其中接种AMF植株对重金属V
的 TF在 5、10 mmol·kg-1柠檬酸水平下分别比未接种

处理显著提高了 54.0%和 47.0%（P<0.05）；其他元素

的TF较未接种处理无显著差异。

2.6 不同处理对植株根际土壤重金属酸溶态含量和

pH的影响

紫花苜蓿根际土壤V、Cd、Cr、Cu、Pb与As酸溶态

含量均受到柠檬酸因素显著影响（P<0.05）。随着施

加柠檬酸浓度水平的增加，紫花苜蓿根际土壤重金属

酸溶态含量呈现增加趋势（表 3）。与无柠檬酸施加

处理相比，施加 5、10 mmol·kg-1柠檬酸明显提高了紫

花苜蓿根际土壤重金属酸溶态含量，分别提高了

41.7%~456% 和 51.0%~728%（P<0.05）。无柠檬酸施

加水平下，接种AMF降低了植株根际土壤重金属V、

Cr、Cu、Pb与As酸溶态含量，相反却提高了土壤Cd酸

溶态含量，但与未接种处理下均无显著差异。5、10
mmol·kg-1柠檬酸水平下，接种AMF提高了紫花苜蓿

根际土壤V、Cd、Cr、Pb与As酸溶态含量，同时降低了

土壤Cu酸溶态含量，其中接种AMF植株根际土壤酸

图5 不同柠檬酸浓度施加水平下接种AMF对紫花苜蓿地上部重金属积累量的影响

Figure 5 Effects of AMF inoculation on shoot heavy metal accumulations of Medicago sativa under different levels of citric acid application
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溶态V含量比未接种处理分别显著提高了 22.1%和

21.4%（P<0.05）；接种 AMF 植株根际土壤酸溶态 Pb
含量在 10 mmol·kg-1柠檬酸水平下比未接种植株显

著提高 11.6%（P<0.05）。另外，紫花苜蓿地上部重金

属积累量与相应根际土壤重金属酸溶态含量一元线

性拟合结果均较好，P值均小于 0.000 1，说明两个数

据之间具有显著性相关。8个重金属的相关系数 R2

值均大于 0.6，表明植株地上部重金属积累量明显受

到土壤重金属酸溶态含量影响（表4）。

随着施加柠檬酸浓度水平的增加，紫花苜蓿根际

土壤pH呈现逐渐降低趋势（表3），10 mmol·kg-1柠檬酸

水平下，与无柠檬酸施加相比，不接种和接种AMF处理

均降低土壤pH，分别显著降低5.59%和5.46%（P<0.05）。

同一柠檬酸浓度施加水平下，接种AMF植株根际土

壤pH低于相应未接种植株处理，但无显著差异。

3 讨论

3.1 接种AMF和柠檬酸施加对植物生长的影响

螯合剂对植物生长的影响与众多因素有关，包括

微生物种群、植物类别、螯合剂类型及其施用方式、土

壤重金属成分和土壤 pH等[18]。本研究发现，施加 5、
10 mmol·kg-1柠檬酸明显降低了紫花苜蓿地上部和根

系的干质量，表明施加一定浓度柠檬酸对紫花苜蓿生

长具有毒害作用。Turgut 等[19]的研究同样发现，在

图6 不同柠檬酸浓度施加水平下接种AMF对紫花苜蓿根系重金属积累量的影响

Figure 6 Effects of AMF inoculation on root heavy metal accumulations of Medicago sativa under different levels of citric acid application
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Cd、Cr和Ni污染土壤中施加 1.0 g·kg-1或 3.0 g·kg-1柠

檬酸会降低向日葵生物量。这是因为柠檬酸分子中

含有 3个羧基（ COOH）和一个羟基（ OH）官能团，

该官能团能够提供孤对电子，与金属离子形成配位

键，形成相对稳定的杂环化学复合物，从而使得土壤

中重金属的有效性提高，有利于植物对其吸收；但吸

收到植物体内的重金属是以有机酸结合的形式积累

在植物细胞原生质体中，同样对植物生理代谢具有一

定毒性，但有研究认为该毒性要低于离子态金属对植

物的毒性[7]。本研究中，施加 5、10 mmol·kg-1柠檬酸

均明显提高紫花苜蓿根际土壤重金属V、Cd、Cr、Cu、
Pb与As的酸溶态含量，土壤中重金属有效态含量过

高时，往往会抑制植株的生长，导致其生物量下降。

此外，本研究中施加柠檬酸处理下土壤 pH值降低了

0.07~0.38个单位，一定范围内也促进了污染土壤中

多种金属阳离子的解吸。

关于施加柠檬酸对植物生长的影响仍然存在争

议，在一些研究中观察到了其对植物生长的促进效

应[20-23]，这可能是因为柠檬酸、草酸等作为植物根系

表2 不同柠檬酸浓度施加水平下接种AMF对紫花苜蓿重金属富集系数和转运系数的影响

Table 2 Effects of AMF inoculation on BF and TF of Medicago sativa on heavy metals under different levels of citric acid application

注：*表示P<0.05，**表示P<0.01，***表示P<0.001。ns表示不显著。下同。
Note：*，**，and *** indicate significance at P<0.05，P<0.01，and P<0.001，respectively. ns indicates no significance. The same below.

表3 不同柠檬酸浓度施加水平下接种AMF对紫花苜蓿根际土壤重金属酸溶态含量和pH的影响

Table 3 Effects of AMF inoculation on Medicago sativa rhizosphere soil acid-extractable heavy metal concentrations and pH under
different levels of citric acid application

柠檬酸浓度
Citric acid concentration/（mmol·kg-1）

0

5

10

ANOVA

AMF
-AMF
+AMF
-AMF
+AMF
-AMF
+AMF
AMF
CA

AMF×CA

酸溶态金属含量 Acid-extractable metal concentration/（mg·kg-1）

V
96±4d
88±4d
136±6c

166±16ab
145±5bc
176±8a

*
***
*

Cd
0.18±0.02c
0.20±0.03c
0.49±0.05b
0.56±0.08b
0.80±0.09a
0.83±0.05a

ns
***
ns

Cr
4.6±0.3c
4.5±0.3c
12.0±0.9b
13.3±1.4b
16.6±1.5a
17.3±1.2a

ns
***
ns

Cu
1.6±<0.1c
1.5±<0.1c
8.5±0.4b
8.4±0.7b
12.9±0.3a
12.5±0.3a

ns
***
ns

Pb
3.8±0.1d
3.5±0.1d
16.8±1.4c
19.2±1.4c
22.3±0.9b
24.9±0.7a

*
***
ns

As
4.6±0.3c
4.1±0.2c
8.2±1.0b

10.5±1.3ab
11.8±1.0a
12.8±0.6a

ns
***
ns

pH
6.80±0.03a
6.77±0.08a
6.70±0.06a
6.70±0.03a
6.42±0.08b
6.40±0.10b

ns
***
ns

柠檬酸浓度Citric acid
concentration/（mmol·kg-1）

0

5

10

ANOVA

AMF
-AMF
+AMF
-AMF
+AMF
-AMF
+AMF
AMF
CA

AMF×CA

V
BF

0.01±<0.01c
0.01±<0.01c
0.52±0.05b
0.50±0.02b
0.83±0.03a
0.75±0.04a

ns
***
ns

TF

0.01±<0.01d
0.02±<0.01d
0.36±0.02c
0.55±0.04a
0.36±0.03c
0.48±0.02b

***
****

*

Cd
BF

0.05±0.01d
0.07±0.01d
0.24±0.01b
0.19±0.01c
0.32±0.02a
0.25±0.02b

**
***
**

TF

0.50±0.04ab
0.59±0.06a
0.40±0.02bc
0.38±0.02c
0.44±0.03bc
0.40±0.03bc

ns
*
ns

Cr
BF

0.02±<0.01c
0.02±<0.01c
0.28±0.02b
0.25±0.01b
0.36±0.03a
0.30±0.01b

ns
***
ns

TF

0.12±0.01b
0.12±0.01b
0.42±0.02a
0.43±0.05a
0.45±0.04a
0.47±0.04a

ns
***
ns

Cu
BF

0.04±0.01d
0.06±0.01d
0.14±0.01c
0.15±0.01c
0.20±0.02b
0.25±0.02a

*
***
ns

TF

0.26±0.03d
0.30±0.04d
0.53±0.03c
0.55±0.06bc
0.70±0.05ab
0.74±0.06a

ns
***
ns

Pb
BF

0.02±<0.01d
0.02±<0.01d
0.32±0.03bc
0.28±0.03c
0.38±0.01a
0.37±0.02ab

ns
***
ns

TF

0.46±0.05c
0.42±0.09c
0.67±0.07a
0.62±0.09ab
0.63±0.05ab
0.62±0.05ab

ns
*
ns

As
BF

0.01±<0.01d
0.01±<0.01d
0.04±0.01bc
0.03±<0.01c
0.05±<0.01a
0.048±<0.01a

ns
***
ns

TF

0.22±0.03a
0.36±0.07a
0.35±0.08a
0.25±0.04a
0.33±0.02a
0.32±0.02a

ns
ns
ns

表4 紫花苜蓿地上部重金属积累量与根际土壤重金属酸溶态

含量的一元线性拟合方程

Table 4 Univariate linear prediction equation for plant shoot
heavy metal accumulations and rhizosphere soil acid-extractable

metal concentration
重金属
Heavy
metal

V
Cd
Cr
Cu
Pb
As

一元线性拟合方程
Univariate linear

prediction equation
y=24.833x-1 942.4
y=1.016 9x+0.223 6
y=7.305 2x-17.758
y=2.042 9x+5.811 7
y=3.188 3x-3.770 2
y=0.972 1x-1.280 0

n

24
24
24
24
24
24

R2

0.683 0
0.615 8
0.887 3
0.600 2
0.806 3
0.679 8

F

47.40
34.76
173.11
33.01
91.57
46.69

P

<0.000 1
<0.000 1
<0.000 1
<0.000 1
<0.000 1
<0.000 1

RSS

64.82
0.403
4.807
5.238
7.921
3.982

2154



裘浪，等：柠檬酸螯合诱导AMF-紫花苜蓿提取修复重金属污染土壤的研究2025年8月

www.aes.org.cn

分泌物中主要有机物，适当增加有利于促进植物吸收

水分和养分，进一步改善植物生长状况[24]。不同研究

结果的差异可能与土壤结构、微生物群落、重金属螯

合物的解吸物与螯合剂用量等因素有关[22]。例如还

有研究发现，土壤中施入柠檬酸不仅能与金属离子发

生螯合作用，还可活化土壤固定态磷，将土壤或磷酸

盐矿物中的磷素释放出来，这可能也对修复植物的生

长具有一定促进作用[25]。

大量研究表明，AMF-植物共生体能够增强植物

生存力，缓解宿主植物受到的重金属以及其他逆境胁

迫（包括土壤养分贫瘠、干旱、盐碱、寒冷以及病害

等）[12]。菌根侵染率大小直接反映 AMF 与侵染宿主

植物的共生能力的强弱，影响逆境条件下菌根效应的

发挥。本研究发现，施加 5、10 mmol·kg-1柠檬酸能够

降低紫花苜蓿根系侵染率，这可能与土壤有效态重金

属含量增加有关，重金属胁迫环境的加剧会进一步抑

制植株根系被侵染程度。类似研究也发现，不同种类

螯合剂与菌根之间存在不同的相互作用，例如人工合

成螯合剂会降低根系侵染率，而生物可降解、毒性较小

的螯合剂对根系侵染率影响较小[26]。本研究中，施加

柠檬酸处理下紫花苜蓿根系侵染率仍达到 43.3%~
73.3%，表明AMF与紫花苜蓿根系建立了良好的共生

关系，进而缓解了施加柠檬酸对植株生长的胁迫环

境。研究表明，AMF在土壤中能够形成庞大的根外菌

丝网络，通过根外菌丝的过滤机制和螯合作用，提高植

物对土壤重金属的耐受能力，从而缓解重金属胁迫，强

化重金属污染土壤植物修复的作用[27]。

3.2 接种 AMF和施加柠檬酸对土壤-植物系统中重

金属迁移转运的影响

一般来说，土壤重金属有效态含量直接决定着植

物对重金属的吸收能力。然而，土壤中重金属若以残

渣态形式存在于土壤中，则严重影响修复植物对重金

属的吸收和富集能力。本研究中，施加 5、10 mmol·
kg-1柠檬酸提高了土壤重金属V、Cd、Cr、Cu、Pb与As
酸溶态含量，这是因为柠檬酸含有带负电荷的羟基或

羧基，可以与带正电荷的重金属形成稳定的螯合物，

改变土壤中重金属的化学形态，提高其生物有效性，

从而提高重金属在土壤-植物系统中的迁移转运，进

而促进紫花苜蓿对重金属的吸收[23]。本研究中，施加

5、10 mmol·kg-1柠檬酸明显提高了紫花苜蓿对重金属

的富集系数，且施加 10 mmol·kg-1柠檬酸对紫花苜蓿

富集重金属能力的影响要强于相应 5 mmol·kg-1柠檬

酸水平，表明本研究中施加 10 mmol·kg-1柠檬酸有利

于增强土壤重金属离子活性，从而增加紫花苜蓿地上

部对重金属的吸收与转运。

本研究发现，无柠檬酸施加水平下，接种AMF能

够提高紫花苜蓿地上部和根系的V、Cd、Cr、Cu、Pb与

As含量；相反，5、10 mmol·kg-1柠檬酸施加水平下，接

种 AMF 却明显降低植株地上部和根系的 V、Cd、Cr、
Pb与As含量。研究表明，AMF-植物共生体系对重金

属的吸收转运作用主要与重金属类型及其污染程度、

宿主植物种类与菌种等因素有关[28-29]。本研究结果

可能是因为当土壤中重金属有效态含量较低时，接种

AMF能够提高植物地上部重金属含量，促进重金属

向植物地上部转运[30]。然而，当土壤重金属有效态含

量超过一定阈值，AMF可抑制植物根系向上传递重

金属，降低植物地上部重金属含量，即“生长稀释”效

应[31]。另外，3个柠檬酸浓度施加水平下，接种 AMF
表现为提高植株地上部和根系Cu含量，推测是因为

施加柠檬酸后的土壤有效态Cu含量仍较低，有研究

表明AMF可促进植物从金属缺乏或含量不高的土壤

中吸收更多的微量元素（如Cu、Zn）[32-33]；同时与本研

究中其他 5种元素相比，Cu是植物生长不可或缺的微

量元素，其在维持植物细胞结构与功能中发挥着关键

作用，因此接种 AMF 的紫花苜蓿吸收了更多 Cu 元

素，一定程度上有利于促进重金属胁迫条件下的菌根

植物生长。

3.3 接种AMF和施加柠檬酸对紫花苜蓿重金属积累

的影响

影响植物积累重金属的重要因素主要包括土壤

重金属的生物有效性、富集系数和植物生物量[34]。

本研究发现，随着柠檬酸浓度施加水平的增加，紫花

苜蓿地上部和根系的重金属积累量也呈现增加趋

势，这主要得益于柠檬酸施加促进土壤重金属有效

态含量的明显增加，两个数据间的一元线性拟合方

程也表明植株地上部重金属积累量受到土壤重金属

酸溶态含量显著影响。同时，在柠檬酸及重金属螯

合物析出的土壤环境下，AMF改善了重金属胁迫环

境下紫花苜蓿的生长，使修复植物具有更大的生物

量，尽管修复植物体内重金属含量有所降低，但生物

量的增加仍导致植株能够富集更多的重金属，从而能

够提高植物修复效率[35]。本研究中，10 mmol·kg-1柠

檬酸与接种 AMF 联合处理下紫花苜蓿地上部和根

系不同重金属的积累量最高，说明二者联合强化紫

花苜蓿吸收与积累重金属的效果最好。施加柠檬酸

后，紫花苜蓿地上部不同重金属元素积累量存在明
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显差异，原因主要有两方面：一是与供试土壤重金属

元素含量水平有关；二是与柠檬酸螯合剂与不同重

金属络合物的稳定常数大小有关，不同重金属和螯

合剂之间存在选择性，因此对共存重金属的活化诱

导能力不同，致使植物对不同重金属元素的吸收积

累效应不同[36-37]。

4 结论

（1）施加 5、10 mmol·kg-1柠檬酸明显降低了重金

属污染土壤下的紫花苜蓿生长和根系菌根侵染率，表

现出生长抑制现象。

（2）施加 5、10 mmol·kg-1柠檬酸明显提高了紫花

苜蓿根际土壤V、Cd、Cr、Cu、Pb与As酸溶态含量，同

时使土壤 pH值下降 0.07~0.38个单位，提升植物地上

部对重金属的吸收转运能力，明显提高紫花苜蓿地上

部和根系重金属含量及富集系数。

（3）接种 AMF能够一定程度缓解施加柠檬酸对

紫花苜蓿的生长抑制作用，改善其生物量，同时降低

植株地上部和根系重金属V、Cd、Cr、Pb与As含量，而

对Cu表现出促进吸收作用。

（4）综合植株生物量与重金属含量来看，接种

AMF与 10 mmol·kg-1柠檬酸联合处理下紫花苜蓿地

上部和根系吸收积累重金属V、Cd、Cr、Cu、Pb与As最
高，说明二者联合能够强化紫花苜蓿植物提取修复污

染土壤中重金属，这为AMF-植物-柠檬酸联合技术

应用于重金属污染土壤治理提供了参考。
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