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Abstract：In this research, semi-decomposed pig manure was used to study the relationship between heavy metal speciations and key en⁃
zyme activity during vermicomposting. The MBCR method was used to determine the speciations of cooper（Cu）and zinc（Zn）. The key
enzymes included urease, alkaline phosphatase, catalase, and invertase. The experiment involved four treatments with different earthworm
densities for vermicomposting 2 kg of semi-decomposed pig manure. The treatment of the control（CK）only had 2 kg of substrate without
earthworms. The earthworm substrate ratio for treatments T1, T2, and T3 was 1∶40, 1∶20, and 1∶10, respectively. The results showed that,
compared with CK, the contents of Cu in treatments T1, T2, and T3 decreased by 19.66%, 24.81%, and 26.41%, respectively, whereas the
corresponding Zn contents in the treatments decreased by 10.82%, 14.34%, and 19.58%. The enzyme activity of invertase increased by
55.47%, 46.87%, and 34.83%, respectively; urease decreased by 42.02%, 26.73%, and 10.08%, respectively; alkaline phosphatase in⁃
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摘 要：本研究以半腐熟猪粪为研究对象，利用蚯蚓进行生物处理，探讨蚯蚓堆制猪粪过程中重金属形态与关键酶活间的关系。

采用MBCR连续浸提法，研究了猪粪中重金属（Cu、Zn）的赋存形态和关键酶（脲酶、蔗糖酶、碱性磷酸酶、脱氢酶）的相关性。试验

设4个处理，分别接种3种密度的蚯蚓（基质均为2 kg猪粪）：对照处理（猪粪2 kg，不接种蚯蚓，CK）；处理1，蚯蚓处理（蚯蚓/基质为

1/40，T1）；处理 2，蚯蚓处理（蚯蚓/基质为 1/20，T2）；处理 3，蚯蚓处理（蚯蚓/基质为 1/10，T3）。研究表明，与CK相比，T1、T2、T3各

处理的重金属含量与酶活性的变化如下：重金属 Cu 的含量分别降低了 19.66%、24.81%、26.41%，Zn 含量分别降低了 10.82%、

14.34%、19.58%；蔗糖酶活性分别升高 55.47%、46.87%和 34.83%，碱性磷酸酶活性分别升高了 116.38%、100.48%和 94.65%，脲酶

活性分别降低了 42.02%、26.73%和 10.08%，脱氢酶活性分别升高了 32.79%、58.97%、53.87%。由本试验得出，蚯蚓处理后的堆制

物中Cu、Zn两种重金属元素的含量下降，重金属形态随着蚯蚓处理向稳定态转化，两种重金属的形态均表现为残渣态含量较高。

蚯蚓堆制过程中，各处理较CK处理能够显著提高酶活性。Cu、Zn的各化学形态与酶活性的关系是，可还原提取态和可氧化提取

态对堆制物酶活性的抑制作用最大，残渣态和弱酸提取态对堆制物酶活性有一定的抑制作用，水溶态对堆制物酶活性影响程度

较小。
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creased by 116.38%, 100.48%, and 94.65%, respectively; and dehydrogenase increased by 32.79%, 58.97%, and 53.87%, respectively, for
T1, T2, and T3 treatments. The content of Cu and Zn in the vermicompost decreased, and the speciations of Cu and Zn tended to be stable
in residual form. Furthermore, vermicomposting could significantly increase enzyme activity, which was inhibited by the oxidizable and re⁃
ducible specifications of Cu and Zn, followed by the residual and acid-soluble specifications. Additionally, the water-soluble specifications
of heavy metals had little effect on enzyme activity.
Keywords：vermicomposting; pig manure; heavy metal; speciation; enzyme activity

近年来，为提高动物的产量、生殖率和免疫力，养

殖场广泛使用含重金属的饲料添加剂，饲料中重金属

含量超标现象严重[1]，然而，这些重金属元素在畜禽

体内利用率很低，95%以上会随畜禽粪尿排泄出来[2]，

畜禽粪便长期大量地直接农用会导致土壤及植物中

重金属含量增加[3]，处理不当很容易对周围环境造成

严重影响[4]。其中以猪粪便中的重金属Cu、Zn污染最

为严重[5]，因此，关于猪粪中重金属Cu、Zn污染残留的

问题急需解决。重金属的危害不仅与其含量有关，更

重要的是取决于其赋存形态[6]，重金属的形态直接影

响重金属的毒性、迁移及其在自然界中的循环[7]，如

何处理猪粪中残留的重金属成为许多研究者关心的

问题。目前，有研究者认为利用蚯蚓处理猪粪是一种

较好的方式，蚯蚓可以促进猪粪中的有机质分解，对

重金属元素具有很强的富集作用，具有修复重金属污

染的潜力[8]。但蚯蚓作用对猪粪中重金属形态和酶

活性的影响方面研究较少。

此外，重金属污染程度还可由一些酶的酶活性

稳定而敏感地反映出来，因此探讨用酶活性作为判

定重金属污染程度的生化指标具有重要意义[9]。关

于猪粪中重金属的研究，前人已做了大量的工作，但

大多集中在猪粪中重金属含量、钝化、去除及形态转

化等方面，而关于形态与酶活性间的关系，可供参考

的研究非常有限。因此，本文以半腐熟猪粪为研究

对象，利用蚯蚓处理的方式进行试验，定期测定试验

过程中猪粪的重金属含量、形态及酶活性，研究了蚯

蚓处理猪粪过程中重金属形态及酶活性的变化，同

时探讨了酶活性对猪粪中重金属形态迁移转化的影

响，以期为研究猪粪中重金属迁移转化规律提供理

论依据。

1 材料与方法

1.1 供试材料及理化性质

供试猪粪：半腐熟状态猪粪，来源为哈尔滨市周

边养殖户，去除杂物，过 2 mm筛备用，其基本理化性

质和重金属含量如表1所示。

供试蚯蚓：取自哈尔滨市双城区蚯蚓养殖厂，为

赤子爱胜蚓属，选取具有明显生殖环带的健康成蚓，

试验前，先用清水冲洗干净蚯蚓体表，并用滤纸擦干

水分后将其置于湿润的滤纸上，避光清肠处理 24 h，
再次洗净蚯蚓体表，在猪粪中进行驯养。驯养至少 2
周后，挑选出大小均匀的蚯蚓进行猪粪处理试验。

1.2 试验设计

本试验以泡沫箱作为试验装置，分别称取 2 kg
（干物质量）过 2 mm筛的猪粪于泡沫箱中，用去离子

水调节猪粪湿度为 60% 左右，根据试验设计每箱放

入不同数量的大小均匀、生长活跃、环带明显的成蚓，

并用细纱网覆盖以防蚯蚓逃逸，置于室温条件下进行

培养。试验设4个处理，分别接种3种密度的蚯蚓（基

质均为 2 kg猪粪）：对照处理（猪粪 2 kg，不接种蚯蚓，

CK）；处理 1，蚯蚓处理（蚯蚓/基质为 1/40，T1）；处理

2，蚯蚓处理（蚯蚓/基质为 1/20，T2）；处理 3，蚯蚓处理

（蚯蚓/基质为 1/10，T3）。本试验蚯蚓处理周期定为 2
个月，每周定期取样，取样后将样品风干后，用于测定

酶活性和重金属形态。

1.3 测定项目与方法

1.3.1 酶活性测定

脲酶活性采用苯酚钠-次氯酸钠比色法测定；蔗

糖酶活性采用 3，5-二硝基水杨酸比色法测定；磷酸

酶活性测定采用磷酸苯二钠比色法测定；脱氢酶活性

原料
Material

猪粪Pig manure

总有机碳
Total organic carbon/

g·kg-1

473.88±6.25

全氮
Total nitrogen/

g·kg-1

42.61±0.67

全磷
Total phosphorus/

g·kg-1

54.24±1.30

全钾
Total potassium/

g·kg-1

18.08±0.14

Cu/mg·kg-1

544.19±7.20

Zn/mg·kg-1

893.58±16.83

pH

7.56±0.03

表1 所用原料基本性质

Table 1 Chemical properties of the materials
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采用氯化三苯基四氮唑（TTC）比色法测定[10]。

1.3.2 重金属形态测定

采用 MBCR 连续浸提法[11]进行 Cu、Zn 形态的测

定，依次得到水溶态（B1）、弱酸提取态（B2）、可还原

提取态（B3）、可氧化提取态（B4）、残渣态（B5）5种重

金属形态，原子吸收分光光度法测定。

1.4 数据统计

试验数据采用 Excel 2010进行数据处理分析和

作图。IBM SPSS Statistics 19.0软件进行相关性统计

分析。

2 结果与分析

2.1 蚯蚓处理猪粪过程中重金属的变化特征

由图 1、图 2可知，蚯蚓处理过程中，重金属Cu的

浓度呈现逐渐降低趋势，Zn的浓度则先降低后又有

所升高，但仍显著低于初始值。试验结束后，蚯蚓处

理组的两种重金属含量 T1（Cu）、T2（Cu）、T3（Cu）和

T1（Zn）、T2（Zn）、T3（Zn）分 别 降 低 了 19.66%、

24.81%、26.41% 和 10.82%、14.34%、19.58%，说明蚯

蚓处理可以降低猪粪中重金属含量，且蚯蚓条数越

多，重金属含量降低的越多。蚯蚓体内重金属含量与

猪粪中重金属含量的比值为富集系数[12]，因此计算得

到本试验蚯蚓处理结束后 T1、T2和 T3各处理重金属

Zn元素的富集系数分别为 0.18、0.22和 0.26，Cu元素

的富集系数分别为 0.13、0.15和 0.20，且各处理的两

种元素的富集系数均表现为Zn>Cu。
动植物对重金属的吸收量与重金属的生物有效

性紧密相关。重金属各种形态在环境中的生物可利

用性顺序为：水溶态>弱酸提取态>可还原提取态>可
氧化提取态>残留态。其中，前 3种形态具有较高生

物有效性，属于不稳定形态，后 2 种属于稳定形态。

如图 1所示，Cu主要以残渣态存在，试验结束时，T1、

图2 重金属Zn的形态分布

Figure 2 The distribution of speciations of heavy metal Zn

B1水溶态，B2弱酸提取态，B3可还原提取态，B4可氧化提取态，B5残渣态。下同
B1 is water-soluble，B2 is acid-soluble，B3 is reducible，B4 is oxidizable，B5 is residue. The same below

图1 重金属Cu的形态分布

Figure 1 The distribution of speciations of heavy metal Cu
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T2 和 T3 处理组残渣态所占的百分比分别增长了

10.32%、14.06%和 14.94%。随着蚯蚓处理过程的进

行，可氧化态和残渣态两种稳定态重金属所占的百分

比呈先增加后降低并趋于稳定，试验结束后，T1、T2
和 T3 处理组比 CK 处理的稳定态重金属增加了

6.67%、8.76%和9.64%。

从图 2中可以看出，整个处理过程中 Zn水溶态

未检出，主要以残渣态的形式存在，试验结束时 T1、
T2和 T3处理组的残渣态所占的百分比分别增长了

13.5%、12.80% 和 13.35%。随着蚯蚓处理过程的进

行，可氧化态和残渣态两种稳定态重金属所占的百分

比逐渐增加，试验结束后，T1、T2 和 T3 处理组比 CK
处理稳定态重金属含量增加了 14.75%、14.88% 和

14.34%。

2.2 蚯蚓处理猪粪过程中酶活性变化

2.2.1 蔗糖酶活性的变化

由图 3可以看出，蚯蚓处理过程中，不同时期各

处理均表现为T3处理对蔗糖酶活性影响最大。表现

为蚯蚓条数越多蔗糖酶活性越高，蔗糖酶活性的变化

趋势是逐步升高，到第49 d后趋于平稳。试验结束与

初始时相比，T1、T2、T3处理蔗糖酶含量升高，分别升

高 55.47%、46.87% 和 34.83%，蚯蚓处理各时期蔗糖

酶活性均较CK处理显著增强，这是由于蚯蚓活动带

来丰富的能源以及微生物，促进堆制物中微生物代

谢，进而提高了酶活性。

2.2.2 脲酶活性的变化

处理初期，脲酶活性逐渐升高，在第 42 d上升至

最大，随后呈下降趋势，但下降幅度不大（图 3）。这

是由于在蚯蚓处理前期阶段，堆制物中微生物数量及

活性的增加，引起脲酶活性升高。本研究发现，试验

结束时，T1、T2、T3 处理中脲酶活性分别降低了

42.02%、26.73% 和 10.08%，蚯蚓处理后脲酶活性降

低，脲酶活性对尿素的转化作用具有很大的影响，其

活性的降低可以促进氮素的缓释作用。

2.2.3 脱氢酶活性的变化

脱氢酶活性在蚯蚓处理初期呈显著上升趋势，其

中第 28 d达到峰值，而后呈降低趋势（图 3），这可能

与蚯蚓处理的底物浓度变化有关。此外，相同处理时

间下，各处理酶活性显著高于CK处理，且 T3处理脱

氢酶活性最高，说明 T3处理可能具有相对较高的微

生物活性。试验结束时，各处理脱氢酶活性与试验初

期相比，T1、T2、T3 处理脱氢酶活性分别升高了

32.79%、58.97%、53.87%，脱氢酶活性在处理初期不

断升高，反映了蚯蚓处理过程的氧化反应主要在初期

进行。蚯蚓处理的脱氢酶活性在整个处理过程中高

于CK处理，说明加蚯蚓处理对堆制物的分解具有促

进作用。

2.2.4 碱性磷酸酶活性的变化

由图 3可以看出，各处理对堆体中碱性磷酸酶活

性的影响差异显著。在蚯蚓处理初期（7~21 d），各处

理组碱性磷酸酶活性均升高，且在第21 d出现第一个

小高峰；后在蚯蚓处理的第49 d各处理酶活性均达到

最高。从整个处理过程来看，碱性磷酸酶活性在不同

时期的变化波动较大。试验结束时，T1、T2、T3处理

的碱性磷酸酶活性较试验开始时升高了 116.38%、

100.48%和 94.65%，说明蚯蚓处理能够显著提高碱性

磷酸酶活性。在蚯蚓处理过程中各时期各处理的碱

性磷酸酶活性均较CK处理显著增强，这可能是蚯蚓

生命活动产生的分泌物与微生物协同作用导致的。

2.3 重金属形态与酶活性的相关性分析

重金属与土壤中脲酶、磷酸酶、蔗糖酶、脱氢酶等

酶活性紧密相关。为此，本文在研究过程中选择堆制

图3 蚯蚓处理对堆体中酶活性的影响

Figure 3 Effects of the enzymatic activities during vermicomposting
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物中脱氢酶、脲酶、磷酸酶和蔗糖酶作为其中关键酶

的代表进行研究。堆体中 Cu和 Zn各形态含量与堆

体中酶活性的相关性如表 2所示，对于重金属Cu，其
水溶态与脲酶、蔗糖酶、碱性磷酸酶活性呈显著负相

关，弱酸提取态与脱氢酶和碱性磷酸酶活性呈显著负

相关，可还原提取态与脲酶、碱性磷酸酶活性呈显著

负相关，可氧化提取态与蔗糖酶活性呈极显著负相

关，该形态还与碱性磷酸酶活性呈显著负相关，残渣

态与蔗糖酶活性呈极显著负相关。对于重金属 Zn，
弱酸提取态与蔗糖酶活性呈极显著负相关，其可还原

提取态与蔗糖酶活性呈极显著负相关，可氧化提取态

与脲酶活性呈极显著负相关，该形态还与碱性磷酸酶

和脱氢酶活性呈显著负相关，残渣态与蔗糖酶活性呈

显著负相关。

Cu元素与碱性磷酸酶和蔗糖酶活性呈显著负相

关，Zn元素与 4种酶活性均呈负相关，但由相关性系

数计算可以看出，这两种元素的各个形态对酶活性的

相关性大多明显高于总量与酶活性的相关性。

3 讨论

3.1 蚯蚓处理对重金属含量及形态变化的影响

本研究发现，各处理组重金属含量与CK处理相

比均有不同程度降低，且表现为蚯蚓条数越多，重金

属含量降低越多，表明蚯蚓处理能够显著降低重金属

含量[13-14]。然而，CK处理Cu、Zn两种重金属元素的含

量均表现为略有升高，主要是由于堆置物料中易挥发

成分的浓缩作用[15]导致的。重金属含量下降有两方

面原因，一方面，蚯蚓处理猪粪过程是有机物料在微

生物作用下完成的，是一个复杂的发酵过程，有机物

经蚯蚓与微生物共同作用分解并腐殖化[16]，同时蚯蚓

的分泌产物会影响和调控它周围堆体中的微生物的

数量活性[17]以及堆体的 pH值，从而活化堆体中的重

金属[18]，降低堆体中的重金属含量。另一方面，蚯蚓

在处理猪粪过程中积累了大量的重金属，使猪粪中重

金属的含量降低，许多研究均表明蚯蚓能富集重金

属[19-21]；本试验蚯蚓处理结束后Cu、Zn两种元素的富

集系数表现为 Zn>Cu。大量的试验研究表明蚯蚓对

猪粪中这两种重金属元素的吸收富集能力均表现为

Zn>Cu[22-26]，与本研究结果一致。

此外，在本研究中各处理的Cu、Zn两种元素稳定

形态所占比例增加，表明蚯蚓处理能够降低其生物有

效性。蚯蚓处理过程中促进了腐殖质的形成，引起残

渣态Cu元素的变化，从而导致其稳定态所占比例增

加，有助于不稳定态重金属向稳定态转化[27]。综上表

明蚯蚓处理有利于Cu元素趋于稳定，且添加蚯蚓条

数越多，Cu元素稳定态含量越高。Zn元素稳定态比

例增加主要是由水溶态的变化引起的，这部分重金属

吸附于黏粒矿物或腐殖质等活性组分上，易于转化，

对 pH值变化敏感，pH低时易于释放到环境中[28]，本

研究在蚯蚓处理过程中 pH 由开始的 7.56 下降到

6.14，促进了水溶态Zn的释放，降低了不稳定态Zn的

含量，促使Zn元素向稳定态转化。

3.2 蚯蚓处理过程中对堆制物酶活性的影响

本研究的堆制物中蔗糖酶活性随蚯蚓处理进程

呈现出先升高后趋于平稳，脲酶和脱氢酶活性则表现

为先升高后降低，与大多学者研究结果一致[29-31]。这

是由于处理初期蚯蚓的活动改善了堆体的内部环境，

提高了微生物活性，促进堆体中物料的分解，从而使

各处理酶活性升高，而在处理后期各处理的酶活性呈

降低趋势，可能是与蚯蚓处理过程中底物浓度的变化

元素
Elements

Cu

Zn

酶
Enzymes

脲酶Urease
碱性磷酸酶Alkaline phosphatase

蔗糖酶 Invertase
脱氢酶Dehydrogenase

脲酶Urease
碱性磷酸酶Alkaline phosphatase

蔗糖酶 Invertase
脱氢酶Dehydrogenase

水溶态
Water soluble

-0.909*
-0.936*
-0.968*
-0.854

—

—

—

—

弱酸提取态
Acid soluble

-0.856
-0.909*
-0.568
-0.909*
-0.852
-0.889

-0.991**
-0.784

可还原提取态
Reducible
-0.904*
-0.972*
-0.892
-0.889
-0.762
-0.825

-0.997 **
-0.687

可氧化提取态
Oxidisable

-0.845
-0.907*
-0.983**
-0.790

-0.993**
-0.959*
-0.810
-0.967*

残渣态
Residue
-0.839
-0.887

-0.993**
-0.773
-0.579
-0.635
-0.958*
-0.473

总量
Total content

-0.885
-0.941*
-0.965*
-0.840
-0.951*
-0.976*
-0.928*
-0.914*

表2 重金属形态与酶活性之间的线性相关系数

Table 2 Relationship between heavy metals speciations and enzymes activities

注：**在0.01水平上显著相关，*在0.05水平上显著相关；—表示未检出。
Note：** indicates significantly correlated at 0.01 level，* indicates significantly correlated at 0.05 level，and — is not detected.
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有关[32]。各处理不同时期碱性磷酸酶活性变化较大，

最终表现为碱性磷酸酶活性显著升高。本研究得到

的结果与他人研究具有一定差异性[33]，产生差异的原

因可能由于蚯蚓投放密度、温度等的不同进而影响蚯

蚓及微生物生存环境，导致微生物量和活性降低，从

而影响了酶的活性。

在蚯蚓处理过程中相同处理时间条件下，各处理

组的酶活性均显著高于CK处理，说明蚯蚓处理可以

有效提高堆制物中各种酶活性，这是因为蚯蚓通过摄

食、消化、排泄有机颗粒物产生大量蚓粪等代谢产物，

从而影响微生物群落的数量、组成与活性[34-36]，进而

提高酶活性。此外，蚯蚓生命活动能够直接作用于底

物，而且能够与微生物存在共生关系，随着蚯蚓条数

的增加，蚯蚓的直接作用以及与微生物的协同作用都

得以加强[37]，致使各处理酶活性显著高于CK处理。

3.3 蚯蚓处理过程中重金属形态与酶活性的相关性

蚯蚓堆制过程中重金属不同赋存形态与酶活性

存在一定的相关性。通过相关分析发现，蚯蚓处理猪

粪过程中重金属 Cu和 Zn不同赋存形态与酶活性存

在以下相关性：脲酶活性与Cu的水溶态、可还原提取

态显著相关，其中水溶态Cu对脲酶活性的抑制作用

贡献最大，同时，可氧化提取态Zn对脲酶活性的抑制

作用贡献最大。碱性磷酸酶活性与Cu的水溶态、弱

酸提取态、可还原提取态、可氧化提取态显著相关，但

可还原提取态Cu对碱性磷酸酶活性的抑制作用贡献

最大；同时可氧化提取态 Zn对碱性磷酸酶活性的抑

制作用贡献最大。蔗糖酶活性与Cu的水溶态、可氧

化提取态和残渣态显著相关，其中残渣态Cu对蔗糖

酶活性的抑制作用贡献最大；蔗糖酶活性还与 Zn的

弱酸提取态、可还原提取态和残渣态显著相关，其中

可还原提取态 Zn对蔗糖酶活性抑制作用贡献最大。

脱氢酶活性与 Cu的弱酸提取态和 Zn的可氧化提取

态显著相关，且这两种形态对脱氢酶活性抑制作用贡

献最大。本研究得到的结果与李玉等[28]的研究不同，

引起差异的原因可能是研究基质不同且本文采用蚯

蚓堆置方式来处理基质，这些都会影响各种酶活性与

重金属形态的相关性。表 2中蔗糖酶与可氧化提取

态和残渣态Cu达到极显著负相关，说明蔗糖酶对Cu
较敏感；脲酶与可氧化提取态Zn呈极显著负相关，蔗

糖酶与弱酸提取态 Zn和可还原提取态 Zn达到极显

著负相关，说明脲酶和蔗糖酶对 Zn较敏感。本研究

初步表明，这些酶活性的大小能够反映猪粪中重金属

Cu和Zn污染程度，此结果尚需进一步验证。

此外，本研究发现Cu和 Zn的各形态对酶活性的

相关性程度大多明显高于其总量与酶活性的相关性，

说明用重金属形态来研究重金属与酶活性的关系比

重金属总量指标更为准确，这与刘霞等[38]的研究结果

一致。综上研究表明，一方面重金属各形态浓度的变

化会激活或抑制酶活性，另一方面蚯蚓在堆制猪粪过

程中酶活性的变化也可以用来指示猪粪中重金属含

量和形态转化状况[39]。

4 结论

（1）蚯蚓处理结束时，堆制物中 Cu、Zn两种重金

属元素的含量均下降，形态随着蚯蚓处理向稳定态转

化，主要以残渣态含量较高，蚯蚓处理能够降低重金

属元素的生物有效性。

（2）蚯蚓处理能够提高脲酶、蔗糖酶、脱氢酶和碱

性磷酸酶活性，且随着蚯蚓处理时间的延长脲酶、脱

氢酶、蔗糖酶均呈先升高后降低趋势，其中碱性磷酸

酶的变化趋势不明显。

（3）堆制物中Cu、Zn的各化学形态与酶活性的关

系为可还原提取态和可氧化提取态对堆制物酶活性

的抑制作用最大，残渣态和弱酸提取态对堆制物酶活

性的有一定的抑制作用，水溶态对堆制物酶活性影响

程度较小。
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