
重金属阻控菌剂的制备及其减少生菜吸收Cd和Pb的作用

寇凤莲, 郑金伟, 郑英敏, 贺卓, 盛下放, 何琳燕

引用本文:
寇凤莲,郑金伟,郑英敏,等. 重金属阻控菌剂的制备及其减少生菜吸收Cd和Pb的作用[J]. 农业环境科学学报, 2022, 41(1):
36-45.

在线阅读 View online: https://doi.org/10.11654/jaes.2021-0487

您可能感兴趣的其他文章

Articles you may be interested in

重金属耐性芽孢杆菌的筛选及其对辣椒吸收镉铅的阻控效应

杨丽,燕传明,贺卓,盛下放,何琳燕

农业环境科学学报. 2018, 37(6): 1086-1093   https://doi.org/10.11654/jaes.2017-1473

生物炭对土壤-植物体系中铅镉迁移累积的影响

黄连喜,魏岚,刘晓文,吴颖欣,李翔,黄玉芬,黄庆,刘忠珍

农业环境科学学报. 2020, 39(10): 2205-2216   https://doi.org/10.11654/jaes.2020-0740

施用玉米秸秆生物炭对镉生物有效性及其胁迫下生菜生长的影响

李明,王磊,范婷婷,石佳奇,高尚,季韬,万金忠,龙涛,袁旭音

农业环境科学学报. 2021, 40(6): 1236-1243   https://doi.org/10.11654/jaes.2020-1285

Bacillus thuringiensis P34与海泡石联合 阻控蔬菜积累铅和改良土壤的作用

贺卓,殷涂童,葛占标,盛下放,何琳燕

农业环境科学学报. 2019, 38(6): 1240-1247   https://doi.org/10.11654/jaes.2018-1286

不同钝化剂对铅锌矿区周边农田镉铅污染钝化修复研究

袁兴超,李博,朱仁凤,药栋,湛方栋,陈建军,祖艳群,何永美,李元

农业环境科学学报. 2019, 38(4): 807-817   https://doi.org/10.11654/jaes.2018-0672

关注微信公众号，获得更多资讯信息

http://www.aes.org.cn/nyhjkxxb/ch/index.aspx
http://www.aes.org.cn/nyhjkxxb/ch/reader/view_abstract.aspx?doi=10.11654/jaes.2021-0487
http://www.aes.org.cn/nyhjkxxb/ch/reader/view_abstract.aspx?doi=10.11654/jaes.2017-1473
http://www.aes.org.cn/nyhjkxxb/ch/reader/view_abstract.aspx?doi=10.11654/jaes.2020-0740
http://www.aes.org.cn/nyhjkxxb/ch/reader/view_abstract.aspx?doi=10.11654/jaes.2020-1285
http://www.aes.org.cn/nyhjkxxb/ch/reader/view_abstract.aspx?doi=10.11654/jaes.2018-1286
http://www.aes.org.cn/nyhjkxxb/ch/reader/view_abstract.aspx?doi=10.11654/jaes.2018-0672


农 业 环 境 科 学 学 报
Journal of Agro⁃Environment Science

寇凤莲，郑金伟，郑英敏，等 . 重金属阻控菌剂的制备及其减少生菜吸收Cd和 Pb的作用[J]. 农业环境科学学报, 2022, 41（1）：

36-45.
KOU F L, ZHENG J W, ZHENG Y M, et al. Preparation of bacterial heavy metal-immobilizing agents and their effects on reducing Cd
and Pb uptake in lettuce[J]. Journal of Agro-Environment Science, 2022, 41（1）：36-45.

开放科学OSID

重金属阻控菌剂的制备及其减少生菜
吸收Cd和Pb的作用

寇凤莲 1，郑金伟 2，郑英敏 1，贺卓 1，盛下放 1，何琳燕 1*

（1.南京农业大学生命科学学院/农业农村部农业环境微生物重点实验室，南京 210095；2.南京农业大学资源与环境科学学院，

南京 210095）

Preparation of bacterial heavy metal-immobilizing agents and their effects on reducing Cd and Pb uptake in
lettuce
KOU Fenglian1, ZHENG Jinwei2, ZHENG Yingmin1, HE Zhuo1, SHENG Xiafang1, HE Linyan1*

（1. College of Life Sciences /Key Laboratory of Agricultural and Environmental Microbiology, Ministry of Agriculture and Rural Affairs,
Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, China; 2. College of Resources and Environmental Sciences, Nanjing Agricultural
University, Nanjing 210095, China）
Abstract：To ensure the safe production of vegetables and improve the ecological environment of farmland, it is necessary to expand the
screening of safe and efficient heavy metal immobilization agents. In this study, single-factor experiments, Plackett-Burman design,
steepest climbing test, and response surface analysis were used to optimize the spore formation medium of Bacillus megaterium H3. Sepiolite
（C1）and biochar（C2）were selected as carriers to promote the survival of Bacillus megaterium H3. Field plot experiments were used to
evaluate their effects on the growth and Cd and Pb contents in Italian lettuce（Lactuca sativa L.）, and the characteristics of heavy metal-
contaminated soils. The results showed that the optimized fermentation medium was molasses 3.8 g∙L-1, soybean meal 9.25 g∙L-1, calcium
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摘 要：制备重金属阻控菌剂并研究其减少蔬菜吸收重金属的效果，有望为蔬菜安全生产和修复农田生态环境提供一种有效材

料。本试验以具有吸附重金属的植物促生细菌Bacillus megaterium H3为供试菌株，采用单因素试验、Plackett-Burman设计法、最

陡爬坡试验和响应面分析法对菌株H3发酵培养基进行优化。选用海泡石（C1）和生物炭（C2）作为载体制备固体菌剂，通过田间

小区试验，评价重金属阻控菌剂对意大利生菜（Lactuca sativa L.）的品质、Pb和Cd含量以及土壤特性的影响。结果表明：优化后发

酵培养基主成分为糖蜜 3.8 g∙ L-1、大豆粉 9.25 g∙ L-1、碳酸钙 9.5 g∙L-1时，菌株H3芽孢数提高到 5.9×109 CFU∙ mL-1，较初始培养基

芽孢数提高了 156%。固体菌剂C2保藏 6个月后有效活菌数在 2.0×108 CFU∙g-1以上，生物炭适合作为B. megaterium H3菌剂载体。

在受污染农田中，菌株H3发酵液、生物炭和固体菌剂C2均可以提高生菜干质量和Vc含量，减少生菜的Cd和Pb含量，降低土壤有

效态Cd和Pb含量，增加土壤脲酶和蔗糖酶活性。其中固体菌剂C2效果好于单一菌液或生物炭处理，具有保障生菜安全生产、修

复受污染农田的潜力。
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随着工业的飞速发展和农药、化肥的滥用，我国

耕地重金属污染程度日益加深，我国农田生态系统和

农产品质量安全受到威胁[1]。陈玉鹏等[2]发现国内多

个省市地区设施蔬菜集散地 Cd、Pb污染严重，近 30
年来有大量蔬菜产品受重金属污染情况的报道[3]。

在重金属污染的土壤中施加具有离子吸附特性的钝

化剂可实现重金属钝化解毒修复功效，其中石灰、黏

土矿物、生物炭等材料因具有调节土壤 pH、吸附钝化

重金属等特性而成为重金属污染农田修复的主要材

料，但其使用量通常较大，潜在二次污染风险也不容

乐观[4-5]。

一些植物促生细菌被用于生物钝化修复的研究

和实践。XU 等[6]发现菌株 Raoultella sp. X13 显著促

进了白菜的生长，提高其生物量，并显著降低了白菜

地上部Cd含量。葛占标等[7]应用Bacillus velezensis B9
使小白菜地上部 Cd和 Pb含量比不接菌对照分别显

著降低了 24%和 33%，B. velezensis B25使长叶莴苣地

上部 Cd 和 Pb 含量比不接菌对照分别显著降低了

33%和 35%。为了提高微生物在土壤中的存活率和

修复效果，可将钝化剂与微生物联合使用。XIONG
等[8]利用恶臭假单胞菌X4/pIME与生物炭、稻草灰、石

灰等复合处理Cd污染土壤，发现最佳处理组合能使

生菜地上部Cd含量降低到 0.14 mg·kg-1。贺卓等[9]在

田间小区试验中发现细菌联合海泡石能够显著降低

辣椒和茄子果实中 Pb含量，提高蔬菜品质。上述研

究中采用的制剂多为实验室丰富培养基制备的菌悬

液，缺乏菌悬液的发酵培养基和培养条件优化技术；

且与固体菌剂相比，菌悬液在实际使用中运输和保藏

不方便。多数研究中菌悬液与固体钝化剂联合使用

时，并没有制备固体菌剂的过程，符合《农用微生物菌

剂》（GB 20287—2006）的产品还很少见。

本实验室前期研究发现 Cd 耐性细菌 Bacillus

megaterium H3菌株显著降低了蔬菜地上部Cd、Pb含

量和根际土壤有效态Cd含量，并增加了蔬菜地上部

生物量[10]。因此开展菌株H3产孢培养基优化，并配

合常用重金属钝化剂研发重金属阻控菌剂，通过田间

小区试验考察重金属阻控菌剂减少蔬菜吸收 Cd 和

Pb的效果和初步机制，为防控蔬菜积累重金属、改善

土壤生态环境提供科学理论基础和技术支持。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

试验菌种：以本实验室保藏的具有Pb、Cd抗性的

芽孢杆菌 B. megaterium H3（登录号 KP159386）为供

试菌株。

培养基：LB 培养基，包含酵母膏 5.0 g、蛋白胨

10.0 g、NaCl 10.0 g、蒸馏水 1 000 mL，pH 7.0。发酵培

养基，包含蔗糖 2.5 g、蛋白胨 5.0 g、MgSO4 5.0 g、蒸馏

水1 000 mL，pH 7.5。
试剂：蔗糖、玉米粉（购于安徽燕之坊食品有限公

司）、糖蜜（购于广西省柳州市金黔湾糖蜜有限公司）、

酵母粉、硫酸铵、大豆粉（购于安徽燕之坊食品有限公

司）、CaCO3、MgSO4∙7H2O、NaCl。
供试载体：生物炭（购于寿光禾能生物科技有限

公司）为限氧裂解法制备的稻壳生物炭，颗粒直径为

0.5~1.0 mm，pH为（7.8±0.1），有机质含量（9.5±1.2）g∙
kg-1，C含量≥46.4%，N含量≥1.3%，O含量≥21.6%，表面

积15.4 m2∙g-1，未检测到Cd、Pb；海泡石（购于湘潭建联

丰禾生物科技有限责任公司）为天然海泡石，化学成分

为Si和Mg，未检测到Cd、Pb。供试载体均用80目试验

筛过筛备用。

供试蔬菜：意大利生菜（Lactuca sativa L. var. ra⁃
mosa Hort.）购于江苏农科院种子站。

1.2 试验方法

1.2.1 种子培养

用接种环从斜面上挑取 3 环菌苔，接到装有 40
mL 新鲜 LB 液体培养基的 250 mL 三角瓶中，30 ℃、

160 r∙min-1振荡培养20 h。
1.2.2 芽孢计数法

将发酵液在 80 ℃水浴槽中热处理 20 min，然后

carbonate 9.5 g∙L-1. The maximum number of spores was 5.9×109 CFU∙mL-1, which was 156% higher than that in the initial fermentation
medium. Biochar was a suitable carrier for the preparation of B. megaterium H3 microbial inoculants. B. megaterium H3 fermentation
liquid, biochar, and solid agent C2 could increase the biomass and Vc content in Italian lettuce, reduce the content of Cd and Pb, and
reduce the content of available Cd and Pb in the soils, while increasing the activities of urease and invertase. The solid agent C2 was found
to be more effective than the B. megaterium H3 fermentation liquid and biochar single treatment. This study confirms that solid agent C2
can be a vital immobilization agent that can be used successfully to remediate heavy metal-polluted soils.
Keywords：medium optimization; microbial remediation agent; heavy metal-contaminated soil; biochar; lettuce; cadmium; lead
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采用十倍梯度稀释、涂布培养、计数，测定芽孢数量。

1.2.3 菌株H3产孢培养基优化

采用单因子试验、Plackett-Burman优化试验、最

陡爬坡试验和中心组合试验对菌株H3产孢培养基进

行优化[11-12]。单因子试验：分别以玉米粉和糖蜜替代

发酵培养基中的蔗糖，其他成分同初始发酵培养基，

筛选最佳碳源；分别以硫酸铵和大豆粉替代培养基中

的蛋白胨，其他成分不变，配制培养基，筛选最佳氮

源；分别以硫酸镁和碳酸钙替代发酵培养基的氯化

钠，其他成分不变，配制培养基，筛选最佳无机盐。将

种子液接入上述培养基中，接种量为2%，30 ℃、160 r∙
min-1振荡培养，于 24、36、48、60、72 h取样，测定发酵

液中芽孢数量，以发酵液中芽孢数量作为筛选指标。

根据单因子试验结果，考察糖蜜、大豆粉和碳酸

钙的添加量对芽孢数量的影响。利用 Minitab 17 软

件进行 Plackett-Burman 试验设计及数据处理，每个

因子取高、低两个水平，以发酵培养基的初始含量为

低水平，初始含量的1.5倍作为高水平，试验设计因素

水平见表 1。根据试验结果，确定添加量影响显著。

以最陡爬坡试验逼近最优点的一组数据为中心点，设

计 2因素 5水平中心组合试验，具体设计见表 2。按

试验所得数据进行二次多项回归，拟合预测发酵芽孢

数量最大值所对应的关键因子范围。用所得到的最

佳培养基进行 3次平行试验，取平均值，以验证模型

是否可靠，进而得出最终优化结果。

1.2.4 固体菌剂的制备

选用海泡石和生物炭作为载体，设置 C1（海泡

石）、C2（生物炭）、C3（生物炭 50%+海泡石 50%）3种

处理。分别称取载体 10 g装于摇瓶中，混合均匀后

121 ℃间歇灭菌两次。将种子液按 2%接种量接种于

上述优化后发酵培养基中，30 ℃、160 r∙min-1，振荡培

养 48 h，获得菌株H3发酵菌液。将发酵菌液按载体

与发酵菌液比例 1∶2（m∶V）加入载体中，160 r∙min-1、

30 ℃振荡混合均匀，放入 30 ℃恒温培养箱中发酵 48
h，再在 50 ℃下恒温干燥，制得固体菌剂，常温保存 6
个月。参照《农用微生物菌剂》（GB 20287—2006）中

测定方法检测菌剂中有效活菌数、杂菌数、水分、细度

和pH。

1.2.5 固体菌剂阻控生菜吸收Pb、Cd试验

在江苏省南京市栖霞区某农田进行田间小区试

验，评价固体菌剂减少生菜Pb、Cd含量的作用。土壤

基本理化性质如下：pH（6.92±0.03），有机质含量

（22.50±1.20）g∙kg-1，总 Cd含量（1.83±0.10）mg∙kg-1，

总 Pb含量（256.12±12.30）mg∙kg-1。经过人工除草、

翻地、晾干、碎土和平整土地等处理后，用卷尺将区域

分成 12 个试验小区，每个小区面积为 4 m2（2 m×2
m），小区之间间隔20 cm。试验设对照CK、H3发酵菌

液（用量 15 mL∙m-2）、生物炭（用量 15 g∙m-2）、生物

炭+菌株H3发酵菌液制成的固体菌剂C2（用量 15 g∙
m-2）4个处理，每个处理重复 3次，小区随机排列。提

前15 d将不同处理的材料均匀撒在小区土地上，与耕

作层的土壤混匀。生菜种子经 75% 酒精表面消毒 5
min后，播种至装有营养土的穴盘，置于光照温室培

养，定期间苗补水。15 d后移栽至各小区，常规田间

管理。

收集长至成熟期的生菜植株，将植株连根带土放

入灭菌袋中，带回实验室。收集附着在根系表面的土

壤，即根际土壤。土壤样品放于室外自然风干，过 80
目试验筛，筛出细度为 20 mm 的土壤样品。按照

WANG等[13]的方法，用DTPA提取剂提取土壤样品中

有效态重金属，并用电感耦合等离子体发射光谱仪

（ICP-OES）测定。土壤脲酶和蔗糖酶活性的测定参

考关松荫[14]的方法。植物样品经 0.01 mol∙L-1 EDTA-
2Na溶液浸泡 10 min和去离子水清洗后，分为地上部

与根部，测定鲜质量，烘干、粉碎，用 5% HNO3消煮定

容，用 ICP-OES测定Cd、Pb含量。将新鲜生菜地上部

研磨成匀浆，稀释后离心并去除沉淀，上清液中Vc浓
度用钼蓝比色法测定。

1.2.6 数据处理方法

试验中图表绘制采用 Excel 和 Graphpad Prism。

利用 SPSS 20.0软件对数据进行统计分析，差异显著

试验因子
Factor
大豆粉

碳酸钙

水平Level
-1.4
6.8
6.8

-1
7.6
7.6

0
9.5
9.5

1
11.4
11.4

1.4
12.2
12.2

表2 中心组合设计各因素水平（g∙L-1）

Table 2 Factor level of central composite design（g∙L-1）

水平
Level
-1
1

试验因子Factor
糖蜜

Molasses
2.5
3.8

大豆粉
Soybean meal

5.0
7.5

碳酸钙
CaCO3

5.0
7.5

表1 培养基成分Plackett-Burman设计因素水平（g∙L-1）

Table 1 Plackett-Burman design factor level of strain H3 medium
composition（g∙L-1）
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性分析利用单因素 ANOVA，P<0.05 表示差异显著。

Plackett-Burman优化试验和中心组合试验设计与结

果分析采用Minitab 17软件。

2 结果与分析

2.1 菌株H3产孢培养基优化

2.1.1 影响发酵液中芽孢数量的单因子试验

碳源是细胞生长和新陈代谢必需的营养物质，其

种类和浓度直接影响芽孢的形成速率和产量。选择

玉米粉和糖蜜作为蔗糖的替代碳源，其他成分保持不

变，通过H3菌株在发酵培养基中的芽孢数量曲线，筛

选出发酵培养基最佳碳源，结果见图 1（A）。3种碳源

下H3芽孢产量的大小顺序为：糖蜜>蔗糖>玉米粉，

糖蜜明显优于其他碳源。以糖蜜为碳源的培养基中

菌株H3在48 h达到最大芽孢数4.0×109 CFU∙mL-1。

氮源主要作用是构成菌体细胞物质和合成含氮

代谢物，在形成芽孢上也发挥着重要的作用。选择大

豆粉、硫酸铵作为蛋白胨的替代氮源，其他成分保持

不变，结果见图 1（B）。3种氮源下H3芽孢产量的大

小顺序为：大豆粉>硫酸铵>蛋白胨，以大豆粉为氮源

的培养基中菌株 H3 最大芽孢数达到 3.8×109 CFU∙
mL-1。

无机盐是菌体细胞中组成酶的激活剂或抑制剂

的成分之一，可以用来调节培养基的渗透压、pH等。

选择碳酸钙、硫酸镁作为氯化钠的替代无机盐，其他

成分保持不变。由图 1（C）可知，碳酸钙作为无机盐

时，发酵液中H3芽孢数量远大于硫酸镁和氯化钠培

养基，且在48 h达到最大芽孢数4.9×109 CFU∙mL-1。

2.1.2 Plackett-Burman优化试验分析

单因子试验筛选出发酵培养基中的最佳碳源为

糖蜜，氮源为大豆粉，无机盐为碳酸钙。通过Minitab
17 软件设计 Plackett-Burman试验，初步优化菌株H3
发酵培养基的 3种成分，不同组合的发酵液中芽孢数

量结果见表 3，各因素水平及效应评价见表 4。根据

试验数据回归分析可以得到拟合回归方程：Y=4.308+
0.508 A+0.608 B+0.942 C（Y为芽孢数量，A为糖蜜，B

为大豆粉，C为碳酸钙）。回归模型的P<0.01，说明模

型所建立的回归方程能很好地表达糖蜜、大豆粉及碳

酸钙 3个因素之间的关系。回归方程中效应值的绝

对值大小决定各因素对H3芽孢数量影响程度，即碳

酸钙>大豆粉>糖蜜，而且各因素对 H3芽孢数量的影

响均为正效应，因此糖蜜应取高水平值（3.80 g∙L-1）。

大豆粉和碳酸钙P值均小于 0.05，即大豆粉和碳酸钙

对H3芽孢数量具有显著影响。选定对响应值具有显

著效应且为正效应的大豆粉和碳酸钙进行下一阶段

最陡爬坡试验，调整水平范围。

2.1.3 最陡爬坡试验和中心组合试验分析

根据 Plackett-Burman 优化试验结果可知，大豆

粉及碳酸钙是影响发酵液芽孢数量的关键因素，且是

正效应，应依次增大，进行爬坡试验，结果见表 5。随

着爬坡试验步长增加，芽孢数量呈现先增加后降低的

趋势，当培养基中大豆粉为 9.5 g∙L-1、碳酸钙为 9.5 g∙
L-1时，对应的发酵液芽孢数量达到最大值，将其作为

中心组合试验的响应面区域中心点。

图1 不同碳源、氮源和无机盐对菌株H3芽孢数量的影响

Figure 1 Effects of different carbon sources，nitrogen sources and
inorganic ions on the spores number of strain H3
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根据最陡爬坡试验结果，采用Minitab 17软件进

行二次回归的中心组合设计，进一步优化显著因素的

含量。回归分析结果见表 6。依据中心组合试验结

果，得到二次拟合回归方程为：Y=6.140-0.485X1 -
0.012X2-1.907X12-1.157X22-0.000X1X2（Y为芽孢数量，

X1为大豆粉，X2为碳酸钙）。对二次模型进行方差分

析，结果见表 6。模型的 F值为 13.97，多元决定系数

R2=0.908 9，模型拟合度较高。回归模型的 P=0.002，
模型的拟合极显著，所建立的回归方程能很好地表达

大豆粉和碳酸钙 2个因素之间的关系。采用 Minitab
17软件对中心组合试验配方优化（图 2），结果显示大

豆粉 9.25 g∙L-1、碳酸钙 9.50 g∙L-1时，响应值达到最

大值。

经过 5次验证试验，H3在最优发酵培养基中形

成芽孢数平均值为 5.9×109 CFU∙mL-1，与预测值较为

吻合，表明芽孢形成数目模型的准确性较高。较优化

前（2.3×109 CFU∙mL-1）提高 156%，相应的 H3最优发

酵培养基为糖蜜 3.80 g∙L-1，大豆粉 9.25 g∙L-1，碳酸

钙 9.50 g∙L-1。

2.2 固体菌剂指标测定结果

《农用微生物菌剂》（GB 20287—2006）产品技术

指标中指出，粉剂微生物菌剂在保藏第 6个月后，有

效活菌数要求达到 2.0×108 CFU∙g-1，杂菌率≤20％，水

分≤35％，细度高于 80％，pH控制在 5.5~8.5范围内。

考虑到有机钝化剂类的有机肥可能存在的重金属、抗

表4 Plackett-Burman 试验设计回归分析结果

Table 4 Regression analysis by Plackett-Burman test design
因子代号

Factor symbol
回归Regression

A
B
C

自由度
DF
3
1
1
1

平方和
SS

18.18
3.10
4.44
10.64

均方
MS
6.06
3.10
4.44
10.64

F值
F-value

8.53
4.36
6.25
14.97

P值
P-value
0.007**
0.070
0.037*
0.005**

运行序
Run order

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12

因子代号Factor symbol
A
1
-1
1
1
1
-1
1
-1
-1
1
-1
-1

B
1
1
-1
-1
-1
1
1
1
-1
1
-1
-1

C
-1
-1
1
-1
1
1
-1
1
-1
1
-1
1

芽孢数量The number of
spores/（×109 CFU∙mL-1）

3.9
4.0
5.5
4.4
5.5
6.0
3.9
6.0
2.0
5.7
2.0
2.8

表3 Plackett－Burman 试验设计与结果

Table 3 Design matrix and experimental results of Plackett-
Burman design

注（Note）：* P<0.05，**P<0.01。

表5 最陡爬坡试验设计和结果

Table 5 Test design and results of steepest ascent path
组别
Group

1
2
3
4
5
6

试验因子Factor
大豆粉

Soybean meal/（g∙L-1）

7.5
8.5
9.5
10.5
11.5
12.5

碳酸钙
CaCO3/（g∙L-1）

7.5
8.5
9.5
10.5
11.5
12.5

芽孢数量The
number of spores/

（×109 CFU∙mL-1）

2.01
5.00
6.20
2.40
2.30
2.80

表6 中心组合试验设计回归分析结果

Table 6 Regression analysis based on central composite design
来源Source
模型Model

X1

X2

X1X1

X2X2

X1X2

自由度
DF
5
1
1
1
1
1

平方和
SS

33.04
1.88
0.00
25.31
9.32
0.00

均方
MS
6.61
1.88
0.00
25.31
9.32
0.00

F值
F-value
13.97
3.98
0.00
53.51
19.70
0.00

P值
P-value
0.002
0.086
0.962
0.000
0.003
1.000

图2 中心组合试验响应面优化图

Figure 2 Response surface optimization diagram of central
composite design
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生素等二次污染风险，颗粒状有机肥与菌悬液不容易

混匀，以及本试验场地的土壤有机质含量较高

[（22.50±1.20）g∙kg-1]等原因，本研究选取海泡石和生

物炭两种无机钝化剂作为载体，与菌悬液制备固体菌

剂。表 7为两种无机载体与菌株H3发酵液复配制成

的固体菌剂 C1（海泡石）、C2（生物炭）、C3（生物炭

50%+海泡石 50%）在保藏 6个月后相关指标检测结

果。供试菌剂C1、C2和C3的细度都符合要求，C2和

C3的有效活菌数、pH、杂菌率和水分均达到标准，且

C2有效活菌数高于C3，杂菌率显著低于C3。有效活

菌数为微生物菌剂检测的重要指标，根据农用微生物

菌剂的相关指标，选择C2作为后续田间试验施用的

固体菌剂。

2.3 固体菌剂减少蔬菜吸收Pb、Cd的田间试验效果

2.3.1 不同处理对生菜生物量和Vc含量的影响

在田间小区试验中，与对照相比，3种处理均能

促进生菜可食用部分干质量和Vc含量增加，其中固

体菌剂 C2和H3菌液分别显著增加了生菜可食用部

分干质量 89.9%和 44.9%[图 3（A）]，菌株H3与生物炭

协同促生作用明显。3种处理的生菜Vc含量比对照

显著增加 19.1%~39.5%，H3菌液对生菜Vc含量增加

效果好于生物炭和固体菌剂C2[图3（B）]（P<0.05）。

2.3.2 不同处理对生菜可食用部分Cd和Pb含量的影响

从图 4看出，不同处理均能降低生菜可食用部分

Cd、Pb含量。4种处理的生菜可食用部分 Cd含量表

现为 C2<生物炭<H3<CK，Pb 含量表现为 C2<H3<生
物炭<CK。其中，固体菌剂C2减少生菜Cd和Pb含量

的效果最好，与对照相比，生菜可食用部分 Cd和 Pb
含量分别显著降低35.2%和50.1%（P<0.05）。

2.3.3 不同处理对土壤有效态Cd、Pb含量和酶活性的

影响

从图 5（A）、图 5（B）看出，与对照相比，3种处理

均能显著降低生菜根际土壤有效态Cd和Pb含量，分

别降低了 14.2%~32.7%和 10.4%~11.1%。其中，固体

菌剂C2降低根际土重金属生物有效性的效果较好，

与对照相比，根际土有效态Cd和Pb含量分别显著降

低 32.7%和 11.1%。与对照相比，生物炭、菌株H3以

及固体菌剂C2均能显著增加生菜根际土壤脲酶和蔗

糖酶活性[图 5（C）、图 5（D）]，其中固体菌剂C2处理的

生菜根际土壤脲酶和蔗糖酶活性比对照显著增加

图3 H3发酵菌液、生物炭、固体菌剂C2处理对生菜可食用部分干质量和Vc含量的影响

Figure 3 Effects of H3 fermentation broth，biochar，solid bacteria agent C2 treatment on the biomass and Vc content
in fresh edible tissue of lettuce

不同小写字母表示处理间在0.05水平差异显著。下同
Different lowercase letters indicate significant differences among treatments at 0.05 level. The same below
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样品
Sample

C1
C2
C3

有效活菌数
Effective number of viable bacteria/（×108 CFU∙g-1）

1.3±0.1c
3.8±0.1a
2.4±0.2b

pH
8.80±0.20a
8.41±0.02b
8.43±0.01b

杂菌率
Contamination rate/%

27.1±0.8a
5.6±0.3c
18.9±0.2b

细度
Fineness/%
98.1±0.7a
88.2±1.1c
91.3±0.9b

水分
Moisture/%
18.8±0.4a
18.4±0.3a
17.4±0.1b

表7 微生物菌剂指标测定

Table 7 Determination of microbial agent index
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60.8%和143.7%。

3 讨论

3.1 产芽孢培养基优化

芽孢的形成与菌种有关，同时还受到营养物质及

环境因素的影响。因此，培养基成分、含量以及发酵

条件的选择对促进芽孢的生成至关重要。响应面分

析法以回归方法作为函数估算的工具，将多因子与试

验结果（响应值）的关系函数化，研究因子与响应值、

因子与因子之间的相互关系，并进行优化[15]。近年来

运用响应面分析法来优化芽孢杆菌产胞培养基的报

道较多，均取得了比较好的结果。刘清术等[11]对巨大

芽孢杆菌 1013培养基进行摇瓶发酵，优化后发酵产

芽孢数为（89.34±3.87）×108 CFU∙mL-1，比基础培养基

提高了 3.35倍。本研究采用响应面法优化菌株H3产

芽孢培养基，将发酵芽孢数提高到 5.9×109 CFU∙

图4 H3发酵菌液、生物炭、固体菌剂C2处理对生菜可食用部分Cd和Pb含量的影响

Figure 4 Effects of H3 fermentation broth，biochar，solid bacteria agent C2 treatment on Cd and Pb content in fresh edible tissue of lettuce

图5 H3发酵菌液、生物炭、固体菌剂C2处理对生菜根际土壤DTPA提取态Cd和Pb含量、脲酶和蔗糖酶活性的影响

Figure 5 Effects of H3 fermentation broth，biochar，solid bacteria agent C2 treatment on the DTPA extractable of Cd and Pb，urease activity
and invertase activity in lettuce rhizosphere soils
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mL-1，较初始培养基芽胞数提高了 156%。优化后培

养基采用糖蜜、大豆粉作为碳、氮源，原材料廉价易

得，生产成本降低，为工业化生产奠定了基础。

3.2 土壤修复菌剂降低蔬菜重金属含量、修复污染农田

效果

近年来，受污染农田的安全利用得到多方重视，

重金属污染农田修复材料和蔬菜安全生产技术成为

研究热点之一[16-17]。以微生物菌剂为核心的农田土

壤调理剂、修复剂等产品的研发和应用报道较多，但

以在实验室水平上开展为主[18-20]。能够分泌 IAA、铁

载体和精氨酸脱羧酶的Cd抗性细菌Bacillus megate⁃

rium H3在盆栽试验中能够促进小白菜生长，且定殖

在小白菜根际土壤后能显著降低根际土壤有效态Cd/
Pb含量，提高土壤蔗糖酶活性，从而显著降低小白菜

地上部 Cd、Pb含量[21]。本研究田间试验中，菌株 H3
和固体菌剂C2均能增强土壤脲酶和蔗糖酶活性，显

著降低根际土壤DTPA提取态 Cd和 Pb含量，减少生

菜吸收重金属，说明菌株 H3具有稳定的修复作用。

固体菌剂 C2的有效活菌数、pH、杂菌率和水分均达

到农用微生物菌剂产品技术指标标准，后续研究中需

扩大应用范围和使用面积，开展生态风险和安全使用

管理研究，以适应修复菌剂产品大幅增长需求。

本研究中各处理均减少了蔬菜中Cd、Pb含量，效

果表现为固体菌剂C2>H3菌液>生物炭，可见固体菌

剂C2协同了H3菌液和生物炭的作用，可能与土壤脲

酶活性增强、有效态Pb、Cd含量降低有关。土壤脲酶

对土壤和肥料的氮素转化起着重要作用，能够使尿素

转化为氨态氮，从而使土壤氨含量增加[22]。FISHER
等[23]的研究表明，脲酶产生菌和脲酶基因丰度的提高

可以提高土壤 pH值，YANG等[24]的研究表明，具有脲

酶活性的细菌与土壤氮代谢密切相关，能够提高土壤

铵离子含量和 pH值。此外，HAN等[25]发现菌株 Serra⁃

tia liquefaciens CL-1能够提高根际土壤中精氨酸脱羧

酶产生菌相对丰度和多胺含量，从而提高土壤 pH、降

低土壤有效态 Cd含量。因此，固体菌剂 C2和H3菌

液降低土壤有效态Cd、Pb含量还可能与其分泌精氨

酸脱羧酶有关。

生物炭作为土壤改良剂被广泛应用[26-27]，其不仅

能够通过提高土壤的 pH值来降低重金属的生物有效

性，还可以通过阳离子吸附作用降低其在土壤中的迁

移，同时生物炭能够通过改善和提高土壤肥力降低重

金属对植物的毒害[28]。考虑到生物炭多孔性和营养

作用，可以将其作为载体材料制备固体菌剂。王潇敏

等[29]通过室内培养试验发现中性小麦秸秆炭可作为

胶冻样芽孢杆菌较理想的载体。CHEN 等[30]利用热

重分析、XRD、SEM和XPS等物理化学手段研究发现，

碱性富磷生物炭可以保护细菌Enterobacter sp.免受高

Cd危害，生物炭多孔性能够保护细胞，同时碱性有利

于碳酸镉和磷酸镉矿物形成，降低Cd毒害。本研究

制备的固体菌剂C2中，菌株H3在生物炭中存活率高

于海泡石中，且生物炭杂菌率低于海泡石，可见生物

炭可以起到保护细胞的作用。在田间试验中，固体菌

剂C2也表现出良好的降低土壤Cd、Pb生物有效性效

果，并增强根际土壤脲酶和蔗糖酶活性。多位研究者

也发现此效应，TU等[31]发现生物炭负载Pseudomonas

sp. NT-2比单一生物炭使用更能提高土壤 pH值，降

低交换态和碳酸盐结合态Cd、Cu含量，提高土壤脲酶

和蔗糖酶活性，提升土壤微生物多样性指数，且多糖

能强化 Pseudomonas sp. NT-2 与玉米秸秆生物炭的

黏附。CHENG 等[32]在田间试验中发现 Serratia lique⁃

faciens CL-1 和生物炭复合处理可以降低小麦籽粒

Cd 和 Pb 含量，主要原因是单菌处理、生物炭与菌株

复合处理可以增加小麦根际腐胺含量和基因 aguA拷

贝数，提高土壤 pH值，降低小麦根际土壤Cd生物有

效性以及根-籽粒转移系数。今后应深入研究生物

炭-微生物-重金属的相互作用，长期定位监测和评

估生物修复效果，以期为揭示生物炭负载细菌修复剂

钝化重金属的机理提供更多依据。

4 结论

（1）菌株H3产胞培养基优化后，菌株B. megateri⁃

um H3 在产胞培养基中发酵 48 h 后，芽孢数量可达

5.9×109 CFU∙mL-1，芽孢数较原始培养基显著提高了

156%，生产成本降低，原材料廉价易得，配合常用重

金属钝化剂研发重金属阻控菌剂，能够适于大规模

应用。

（2）生物炭与H3菌液制成的固体菌剂C2保藏 6
个月后，有效活菌数仍能保持在 2×108 CFU∙ g-1以上，

杂菌率低于 20%，各项指标均达到国家农用微生物菌

剂要求，为以微生物菌剂为核心的农田土壤调理剂、

修复剂等产品的研发和应用提供技术支持。

（3）固体菌剂C2处理后生菜根际土有效态Cd和

Pb含量分别显著降低 32.7%和 11.1%，生菜可食用部

分 Cd和 Pb含量分别显著降低 35.2% 和 50.1%，且根

际土壤脲酶和蔗糖酶活性比对照显著增加 60.8%和

143.7%，菌剂在保障蔬菜安全生产方面具有广阔的
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应用前景，为防控蔬菜积累重金属、改善土壤生态环

境提供技术支持。
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