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摘    要 

 

随着农业现代化的推进，农业废弃物堆积、土壤磷素匮乏和重金属污染等一系列问题

日益严重，在一定程度上制约了我国农业的可持续发展。整合传统农业结构，实现植物和

微生物资源结合的新型农业发展模式，是实现经济效益、社会效益和生态效益最大化的有

效途径。微生物技术具有经济成本低、环保性能好、处理效率高的特点，可以加快农业废

弃物资源化利用，促进土壤磷素循环，提高重金属污染土壤的修复效率，在农业生产以及

污染防治中具有重要作用。研究表明,单一的微生物存在功能不全、稳定性差、修复效率

效果不明显等问题，构建生态结构相对稳定、具有多功能的高效微生物联合体是近年研究

的新趋势。本研究首先将秸秆降解菌与解磷菌组合培养，以秸秆降解率、解磷量和重金属

去除率为指标构建微生物联合体，然后根据微生物联合体生长体系中的主要物质（糖和有

机酸）、pH 和代谢途径中的关键酶活力的变化情况，阐释两种菌株之间的协同作用机制，

最后将微生物联合体应用于水稻生长盆栽实验，验证微生物联合体对水稻根际土壤营养环

境、水稻生长情况和 Cd、Pb 重金属毒害修复作用的影响，为促进秸秆资源的有效利用、

提高磷肥的使用效率，改善土壤重金属污染问题提供理论基础和参考依据，主要研究结果

如下： 

（1）筛选并构建了由秸秆降解菌：伊朗纤维素单胞菌（Cellulomonas iranensis）ZJW-6
和解磷菌：油菜假单胞菌（Pseudomonas brassicacearum）wj1 组成的微生物联合体

ZJW-6+wj1，微生物联合体 7 天的秸秆降解率为 48.33%，解磷量为 117.54 mg/L，对 Cd、
Pb 的耐受程度分别为 900 mg/L 和 2500 mg/L，对 Pb 的去除率为 74%，对 Cd 的去除率为

94.25%。 

（2）微生物联合体 ZJW-6+wj1 的碳源消耗速度明显高于 ZJW-6 和 wj1，可以快速造

成生长环境的碳源短缺情况，加快降解秸秆的速度。微生物联合体生长环境中磷酸果糖激

酶、丙酮酸激酶、己糖激酶、β-葡萄糖苷酶和内切葡聚糖酶等糖类代谢途径（糖酵解（KEGG: 
map00010）及碳水化合物的消化与吸收（KEGG: map04973））的关键酶活性明显提高，

环境的 pH 降低，证明分解秸秆产生的糖类物质可以通过微生物联合体代谢过程转化生成

更多的有机酸进而促进难溶性磷的增溶。 

（3）微生物联合体 ZJW-6+wj1 可以分泌更多有机酸类物质进行解磷并螯合重金属，

并且将重金属吸附于菌体表面来完成对可溶性态重金属的去除，联合体丰富了土壤中大团

聚体的含量，大团聚体通过直接吸附重金属在其表面的方式去除 Cd 和 Pb。 
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（4）微生物联合体 ZJW-6+wj1 丰富了水稻盆栽土壤中的有机质与速效 N、P、K，在

60 天的土壤有机质含量可达到 22.67 mg/kg，速效 N、P 和 K 的含量分别达到 214.36 mg/kg、
14.14 mg/kg 和 163.48 mg/kg；显著提升了水稻根活力，净光合速率及叶绿素含量，促进

水稻地上部与根系的生长。 

（5）微生物联合体应用于 Cd、Pb 污染的盆栽水稻中，在 60 天时，联合体对水稻根

际外土壤中Pb去除率达到98.8%，Cd去除率达到99.1%；根际土壤中Cd去除率达到91.2%，

Pb 去除率达到 97.8%；同时降低了水稻组织中的重金属含量，Cd、Pb 去除率分别为 99.5%、

96.3%。微生物组学结果显示微生物联合体可以提高 Ramlibacter、Sphingomonas 为代表的

功能微生物丰度，促进甲基乙二醛的降解减轻其在植物体内积累引起的毒害作用，并且抑

制乙酸生成甲烷和乙酰辅酶 a，保持有机酸螯合重金属的功能专一性，进而提高降解秸秆、

解磷，有机酸螯合重金属的效率。 

  

关键词：微生物联合体、秸秆降解、解磷、重金属污染修复、土壤改良、水稻促生 
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Abstract 
 

With the advancement of agricultural modernization, a series of problems such as 
agricultural waste accumulation, soil phosphorus deficiency and heavy metal pollution are 
becoming more and more serious, which restrict the sustainable development of China 's 
agriculture to a certain extent. Integrating traditional agricultural structure and realizing new 
agriculture combining plant and microbial resources is an effective way to maximize economic, 
social and ecological benefits. Microbial technology has the characteristics of low economic 
cost, good environmental protection performance and high treatment efficiency. It can accelerate 
the utilization of agricultural waste resources, promote soil phosphorus cycle, and improve the 
remediation efficiency of heavy metal contaminated soil. It plays an important role in 
agricultural production and pollution prevention and control. Studies have shown that a single 
microorganism has problems such as incomplete function, poor stability, and ineffective 
remediation efficiency. The construction of an efficient microbial consortium with relatively 
stable ecological structure and multiple functions is a new trend in recent years. In this study, the 
microbial consortium was firstly constructed with the degradation rate of straw, the amount of 
phosphate solubilization and the removal rate of heavy metals as indicators. Then, the 
synergistic mechanism between the two strains was explained according to the changes of the 
main substances (sugars and organic acids), pH and key enzyme activities in the metabolic 
pathway in the growth system of the microbial consortium. Finally, the microbial consortium 
was applied to the pot experiment of rice growth to verify the effects of microbial consortium on 
the nutrient environment of rice rhizosphere soil, rice growth and the remediation of Cd and Pb 
heavy metal toxicity, so as to promote the effective utilization of straw resources and improve 
the efficiency of phosphate fertilizer. It provides a theoretical basis and reference for improving 
soil heavy metal pollution. The main research results are as follows:  

(1) A microbial consortium ZJW-6+wj1 consisting of a straw-degrading bacterium 
Cellulomonas iranensis ZJW-6 and a phosphate-solubilizing bacterium Pseudomonas 
brassicacearum wj1 was screened and constructed. The straw degradation rate of the microbial 
consortium was 48.33% after 7 days, and the phosphate-solubilizing amount was 117.54 mg/L. 
The tolerance of Cd and Pb was 900 mg/L and 2500 mg/L, respectively. The removal rate of Pb 
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was 74 %. The removal rate of Cd was 94.25%.  

(2) The carbon source consumption rate of microbial consortium ZJW-6+wj1 was 
significantly higher than that of ZJW-6 and wj1, which could cause carbon source stress in the 
growth environment and accelerate the degradation of straw. The key enzyme activities of 
carbohydrate metabolic pathways (Glycolysis (KEGG: map00010) and Carbohydrate digestion 
and absorption (KEGG: map04973)) such as phosphofructokinase, pyruvate kinase, hexokinase, 
β-glucosidase and endoglucanase in the growth environment of microbial consortium were 
significantly improved, and the pH of the environment was reduced. It was proved that the 
carbohydrates produced by decomposing straw could be transformed into more organic acids 
through the metabolic process of microbial consortium to promote the solubilization of insoluble 
phosphorus.  

(3) The microbial consortium ZJW-6+wj1 can secrete more organic acids to solubilize 
phosphorus and chelate heavy metals, and adsorb heavy metals on the surface of the bacteria to 
complete the removal of soluble heavy metals. The consortium enriches the content of 
macroaggregates in the soil, and the macroaggregates remove Cd and Pb by directly adsorbing 
heavy metals on their surface.  

(4) The microbial consortium ZJW-6+wj1 enriched the organic matter and available N, P 
and K in the rice pot soil. The soil organic matter content could reach 22.67 mg/kg in 60 days, 
and the contents of available N, P and K reached 214.36 mg/kg, 14.14 mg/kg and 163.48 mg/kg, 
respectively. It significantly increased the root activity, net photosynthetic rate and chlorophyll 
content of rice, and promoted the growth of shoot and root of rice. 

(5) The microbial consortium was applied to Cd and Pb contaminated rice pots. At 60 days, 
the removal rate of Pb in the rhizosphere soil of rice reached 98.8%, and the removal rate of Cd 
reached 99.1%. The removal rates of Cd and Pb in rhizosphere soil were 91.2% and 97.8%, 
respectively. At the same time, the content of heavy metals in rice tissues was reduced, and the 
removal rates of Cd and Pb were 99.5% and 96.3%, respectively. The results of microbial omics 
showed that the microbial consortium could increase the number of functional microorganisms 
represented by Ramlibacter and Sphingomonas, promote the degradation of methylglyoxal to 
reduce the toxic effect caused by its accumulation in plants, and inhibit acetic acid to produce 
methane and acetyl coenzyme a, maintain the functional specificity of organic acid chelating 
heavy metals, and then improve the efficiency of degradation of straw, phosphate solubilization 
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and organic acid chelating heavy metals. 

Keywords: Microbial consortium; Straw degradation; Phosphate solubilization; Heavy 
metal pollution remediation; Soil improvement; Rice growth promotion
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第一章 前  言 

 

随着全球农业与工业的快速发展，导致大量农弃物的产出，秸秆占其中很大比重，秸

秆燃烧等传统处理方式污染大气环境，加重温室效应[1]。现代农业为了提高产量，大量的

磷素化肥的施用导致土壤营养环境失衡、水体富营养化和土壤板结等问题，土壤本身的有

效磷素日益匮乏[2]。工业污水灌溉，工业残留物的堆积，过度使用化肥和除草剂导致重金

属过量积累在土壤中，影响着农作物的生长与人类的健康[3,4,5]。因此，研究科学合理的利

用秸秆资源，增加土壤中有效磷素含量以及高效修复土壤中重金属污染对农业的绿色可持

续发展具有重要意义。 

1.1 农田土壤面临问题及解决方法  

1.1.1 土壤秸秆堆弃及利用现状 

秸秆资源占我国农业废弃物很大比重，农田中仍有大量秸秆堆弃在农田土壤表面，对

播种、收获效率和农作物的生长环境造成严重影响；因此，科学有效地利用秸秆资源是目

前需要解决的关键问题。秸秆是成熟农作物收获籽实后去根留下的剩余部分[6]，具有高含

量的木质纤维素，也含植物生长所需的 N、P、K 和有机质等重要营养物质，可应用于工

农业的生产的多个领域，是一种“环境友好型”资源[7,8]。目前，秸秆资源的利用主要有以

下几种途径： 

（1）饲料化：秸秆含丰富的碳水化合物，也含有蛋白质和脂肪等营养物质。赵等[9]

研究表明通过氨化、青贮，发酵等方式对秸秆进行处理，产出的饲料对反刍家畜的适口性

强，易被其消化，将秸秆中的木质纤维素转化为脂肪酸和其他能量物质，利于家畜对饲料

的吸收。秸秆饲料化利于畜牧业的发展，具有较高的经济效益，Chen 等[10]研究显示玉米秸

秆固态发酵使总氨基酸含量提高 41.69%。发酵玉米秸秆干重和真蛋白质的绝对消化率分

别为 34.34%和 45.29%，高效利用玉米秸秆，为秸秆饲料化提供一条可行性途径[11]。 

（2）肥料化：肥料化利用包括将秸秆还田或制成有机肥等方式，可有效提升土壤的

有机质含量，改善土壤营养环境，也能提高土壤颗粒粒径[12]，Wang 等 [13]将秸秆制成农田

肥料，肥料强化了土壤中含氮官能团，增强了酸性 pH 的溶解性，提高了孔隙率，在农业

生产应用中显示出优势。此外，秸秆肥料有利于水土保持，促进农作物的生长。一定程度
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上减少了化肥施用与农作物病害[14]。 

（3）燃料化：秸秆可通过秸秆气化发电和秸秆燃烧发电等方式产出电能，其中，秸

秆燃烧直接发电可初步实现规模化应用[15]。另外，秸秆作为底物在缺氧条件下能产出含

CH4、H2 等可燃性气体，也可作为原料生产乙醇，耿等[16]采用水稻和玉米秸秆制成水热碳，

用于秸秆的厌氧发酵中，产甲烷速率显著提升，同时在发酵体系中富集了 Firmicutes、

Synergistota 等产酸功能菌与 Methanosarcina、Methanospirillum 等产甲烷菌。秸秆产能在

日益严重的能源问题上发挥重大作用[17]。 

（4）原料化：秸秆原料具结构致密，纤维度高等特点[18]。在建筑板材、造纸行业、

家居制品、食品餐具等方面具有较好的应用价值。减少秸秆废弃，降低木材等其他原料消

耗，降低成本，提高各行业经济效益。闻等[19]研究发现，使用秸秆制备建筑材料可减轻秸

秆综合利用的问题,减少环境污染和能源损耗,助力“碳中和”。 

（5）基料化：秸秆基料化是秸秆综合利用的重要途径,秸秆基料(基质)是指以秸秆为

主要原料,加工或制备的主要为动物、植物及微生物生长提供良好条件,同时也能为动物、

植物及微生物生长提供一定营养的有机固体物料[20]。目前，基料化研究多在食用菌生产领

域，刘等[21]研究表明秸秆食用菌生产技术包括秸秆栽培草腐菌类技术和秸秆栽培木腐菌类

技术两大类：利用秸秆生产的草腐菌主要有双孢蘑菇、草菇、鸡腿菇、大球盖菇等；利用

秸秆生产的木腐菌主要有香菇、平菇、金针菇、茶树菇等。采用的秸秆原料主要为水稻、

玉米、油菜等秸秆。 

上述秸秆利用途径有效的解决了秸秆过度产出导致的废弃问题，可在环保和秸秆利用

度方面进行进一步研究与挖掘。 

1.1.2 土壤有效磷素匮乏及处理策略 

目前，日益严峻的土壤磷资源问题影响着土壤农作物的生长环境，对整体粮食产量与

品质均产生影响[22]，改善土壤磷资源缺乏问题主要具有以下几种方式： 

（1）精确施肥：施用化肥是目前最主要的改善手段，主要包括过磷酸钙，磷酸铵等

成分[23]。施肥时注意施用适度，按农作物需求施用，达到合理利用资源，减少污染的目的；

过度施用磷化肥会导致土壤有害元素的积累，导致土壤理化性质失衡，缺锌、钼等严重问

题[24]除化学肥料外，人类、家畜的粪便也可制成有机肥料，含丰富的磷元素，施用有机肥

料，可有效改善土壤磷问题，提高土壤肥力，方等人[25]研究表明：有机肥料可用以改良和

调理土壤理化性状，改善土壤的团粒结构，以防止土壤板结和蓄水保墒，从而保证农产品

稳定的增产增收。 
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（2）农田改良：过酸性土壤可改善 pH 至适宜范围，提高磷的有效性；也可通过增加

土壤有机质，减轻磷的固定作用，提升磷的释放效率。LUDEWIG 等研究表明[26]土壤化境

由过酸化向偏酸化改善，有助于提高磷的循环有效性，减少磷损失。 

（3）开发新技术：目前采用较多的为生物处理技术（微生物处理方法），如：利用具

溶解难溶性磷作用的微生物制成菌剂施用于土壤中，解磷菌通过分泌有机酸或产磷酸酶等

方式溶解土壤中难溶性磷源，释放更多速效磷，改善土壤营养环境，动员更多的土壤解磷

微生物解磷[27]。Negi[28] 等人筛选出 36 株解磷菌，最优的解磷菌鉴定为 Bacillus tropicus 

EU-ARP-44，被用作微生物菌剂接入土壤中，提升速效磷含量，植物芽/根长度、鲜/干重

和叶绿素、类胡萝卜素、总可溶性糖含量、酚类和类黄酮含量。 

（4）规范与监管：开发高质量肥料并建立科学的施肥标准与策略，实现经济环保和

可持续发展等要求[29]。 

微生物法较传统的施肥或其他技术相比，经济成本低、环保性高，效率较高，具有较

好的研究潜力。 

1.1.3 土壤重金属污染及修复方式 

重金属污染指由重金属或其化合物造成的环境污染。重金属不易被分解，容易累积，

对土壤微生物，农作物具有较强的毒害作用，并随着食物链最终会对人类生命安全造成威

胁[30]。土壤中重金属污染物主要包括铬、汞、镉、锌、铜、砷、镍、铁、锰、铅等[31]。其

中，镉和铅对土壤微生物和农作物的毒害作用更强。土壤镉污染主要来自矿产资源以及冶

炼厂的废水不当排放与灌溉，部分镉污染还来自于磷肥的过度施用[32,33]，镉在土壤中大多

以自由离子或者可溶性状态分布[34]，通过作物根系吸收进入作物体内，阻碍作物本身的生

理代谢，影响植株的各器官发育，并且最终累积于农产品中，威胁人类健康[35]；土壤铅污

染，主要来自工厂铅尘和燃料燃烧后产生的大气沉降[36,37]。铅被植株吸收后，免疫能力降

低，易染植物病虫害[38]。过多的铅会引起植物细胞产生氧化应激，导致植株枯萎，最终影

响农作物的品质与产量[39]。 

目前，修复土壤重金属污染的方式主要有以下几种： 

（1）物理法：物理修复方法包括深翻换土法、分离修复法和热力修复法。深翻换土

法和分离修复法均对土壤结构有着严重会影响，且成本较高[40]；热力修复法，主要以热传

导的方式对土壤进行修复，对土壤微生物群落造成不可逆的破坏，且专一性较强，只能针

对少部分的重金属污染[41]。 

（2）化学法：化学修复方法包括化学固定、土壤淋洗和电修复法[42,43]。化学固定主要
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为改变土壤 pH 环境，将重金属游离态转变为不溶性的螯合态，加入石灰、堆肥等固定物

进行固定，阻碍植物的吸收[44]；土壤淋洗通过将土壤与土壤提取剂混合，将土壤中的重金

属处理至安全水平时，再正常使用土壤；电修复法是将直流电级插入土壤中，使重金属向

电极迁移富集的方法，但作用土壤有限，仅限淤泥或粘土。化学方法整体修复效率较低，

成本适中，对土壤环境的破环性较大[45,46]。 

（3）生物法：生物修复方法主要包括土壤动物修复法和微生物修复法[47]。土壤动物

主要包括对重金属产生耐受并可以富集的动物，例如：蚯蚓、蜘蛛等[48]。使用土壤动物修

复除了动物本身的直接富集外，也可与植物，土壤微生物互作，实现更高效的修复效果[49]，

但成本较高，还需进一步研究；微生物修复实质将对耐受重金属，并具有螯合重金属功能

的功能微生物（群），通过载体或直接接种到土壤中，微生物（群）通过分泌特殊物质或

酶实现对重金属的螯合，并吸附螯合物，目前研究较多的去除重金属的微生物有解磷菌、

解钾菌等[50,51,52]。微生物修复具备效率高，经济成本低等特点，是近年来研究较多的修复方

向[53]。 

1.2 农业微生物在土壤改良中的作用 

1.2.1 秸秆降解微生物 

秸秆降解微生物是具有降解木质纤维素能力的微生物，主要包括真菌、细菌两大部分，

目前研究的秸秆降解真菌为：毛壳霉属（Chaetomium）、球孢枝孢菌（Cladosporium sporum）、

漆斑霉属（Myrothecium）、分枝孢属（Cladosporium）等，真菌通过产生菌丝体的方式与

秸秆中的木质纤维素接触，再由降解酶系完成对秸秆的分解[54]；秸秆降解细菌有：纤维单

胞菌（Cellulomonas）、假单胞菌（Pseudomonas）、厚壁菌（Firmicutes）等，细菌通

过高速繁殖，产生大量秸秆降解酶，完成对秸秆的分解[55]。秸秆降解微生物的主要对

象是秸秆中的纤维素、半纤维素、木质素。其中，木质素的结构最为复杂，且与纤维素和

半纤维素相互交联，是微生物降解秸秆的主要限速因素[56]。微生物降解木质纤维素主要依

靠一系列木质纤维素降解酶系，包含的酶主要有：β-葡萄糖苷酶、内切葡聚糖酶、木质

素过氧化物酶、锰过氧化物酶、漆酶等[57]。 

1.2.1.1 微生物降解木质素 

主要降解木质素的微生物包括细菌与真菌[58]，具有较强的木质素酶分泌能力，其中包

括：木质素过氧化物酶、锰过氧化物酶和漆酶[59]。在木质素降解细菌的研究中，Mei 等发

现了一株高效降解木质素的细菌 SL-7（Bacillus amyloliquefaciens），锰过氧化物酶、木质

素过氧化物酶和漆酶最高可达到 258.57 U/L, 422.68 U/L 和 55.95 U/L，15 天最高可降解秸
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秆 28.55%的木质素[60]。李等人晒算出一株高效降解木质素的真菌 DT-2（Bacillus subtilis），

DT-2 分泌的锰过氧化物酶、木质素过氧化物酶和漆酶最高可达到 35.56 U/mL、38.44 U/mL
和 26.78 U/mL，3 天可降解近 80%的木质素[61]。  

1.2.1.2 微生物降解纤维素 

细菌与真菌的纤维素降解酶系包含内切葡聚糖酶、外切葡聚糖酶和β-葡萄糖苷酶等。

其中，内切葡聚糖酶通过水解β-1, 4-糖苷键，破坏长链纤维素，产生游离的链末端基[62,63]；

外切葡聚糖酶作用于纤维素长链末端，破坏糖苷键，分离纤维二糖；β-葡萄糖苷酶可以

分解纤维素二糖，产生葡萄糖[64]。张等筛选出一株高效降解纤维素的细菌 DC-15（Bacillus 

tequilensis），纤维素内切酶（CMCase）、纤维素外切酶（CBH）最高酶活力分别可达 11.66 
U/mL、10.01 U/mL，在第 6 天，纤维素降解率为 71.2%[65]。 

1.2.1.3 微生物降解半纤维素 

细菌与真菌的半纤维素降解酶系包含木聚糖酶、β-木糖苷酶和α- L -阿拉伯糖苷酶等

[66]。木聚糖酶通过水解β-1,4-糖苷键，将木聚糖水解为低聚木糖；β-木糖苷酶通过水解低

聚木糖的末端来释放木糖残基[67]。Paul 等人研究表明，半纤维素的分解起主要作用的酶类

主要是木聚糖酶、β-木糖苷酶，降解产物包括脂肪酸等物质[68]。 

1.2.2 解磷微生物 

解磷微生物是指可以将不溶性磷酸盐和土壤有机磷转化为可溶性磷酸盐的一类功能

微生物。解磷微生物也包含了细菌和真菌。解磷菌的解磷机制目前主要研究的有： 

（1）解磷菌水解有机磷：有机解磷菌在缺磷条件下，可分泌植酸酶、核酸酶和磷酸

酶等，将土壤有机磷水解为无机磷酸盐,冯等[69]筛选出三种丛枝菌根真菌，并测定其中含高

活性碱性磷酸酶，接种至土壤中，显著提高土壤全磷含量，促进玉米植株生长。 

（2）解磷菌溶解无机难溶性磷：无机解磷菌在缺磷条件下，通过分泌有机酸的形式

溶解难溶性无机磷酸盐为可溶性磷酸盐。解磷菌主要分泌的有机酸有：乳酸、延胡索酸、

琥珀酸和葡萄糖酸等，Sun 等[70]研究表明，解磷菌以分泌有机酸的形式促进难溶性磷的增

溶，接种于堆肥中更有利于磷素获取，提高堆肥利用率。 

目前，解磷菌作为理想的微生物菌剂，广泛用于农业生产中。Sun 等人研究显示，接

种解磷菌制剂于堆肥中可有效增加堆肥中基料的磷转化、丰富腐殖质并改变了堆肥中的微

生物组成，有效提升堆肥磷转化能力，在农业生产中具有较高的应用价值[71]。 

1.2.3 重金属污染修复微生物 
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在微生物修复重金属污染的研究中，解磷菌是目前主要研究的对象之一[72]。因其可以

将不溶的磷酸盐转化为可溶的磷酸盐，后者可与重金属螯合为更稳定的磷酸盐-重金属化

合物，此类化合物不易被植物吸收，实现降低污染的作用[73]。部分微生物也可通过带电荷

的细胞表面直接吸附重金属离子，降低重金属的移动性[74]。此外，微生物也可协同植物共

同修复重金属污染，裴等[75]采用乳酸菌处理黑麦草，经协同作用减轻了 Pb 在植物组织内

的迁移和积累，并螯合土壤中的 Pb，实现对污染土壤的高效修复；Zhang 等筛选出高效的

解磷菌，以海藻酸钠和 CaCl2 为载体，Ca3(PO4)2 为主要内容物的微生物胶囊，在高效解磷

的同时，也通过胶囊减少了重金属对解磷菌的毒害作用；研究表明，Pb2+的去除效率可达

98%，在铅修复中具广阔的应用前景[76]。 

1.2.4 微生物联合体在土壤改良中的作用 

微生物解决上述问题具有显著效果，但单一微生物处理存在着功能专一，与环境产生

拮抗等问题，微生物联合体可改善上述现象；微生物联合体是指天然的微生物菌群或人为

地将多种微生物联合培养的体系，具体作用为：微生物间的功能补全、微生物分泌物质补

全和提高微生物对作用对象的抗逆性[77]。Wang 等人研究发现，通过 Bacillus subtilis、Bacillus 

licheniformis、Phanerochaete chrysosporium、Trichoderma koningii、Saccharomyces cerevisiae

和 Bacillus amyloliquefaciens。组成的微生物联合体接种于厨余垃圾组成的堆肥中，既改善

了 pH 值，促进了本地细菌的腐殖化，又富集嗜热菌，有助于有机降解和腐殖化，解决了

单一菌株功能和效果不足的缺陷，制成的堆肥有利于农作物生长[78]。Wang 等综述表明，

在重金属修复方面，微生物联合体相较于单一的微生物处理有着以下优势：降低重金属在

土壤中的生物利用度（如生物积累和生物转化）、提高作物对重金属污染的抗性（如促进

养分的吸收）和微生物之间的协同作用等[79]。微生物联合体具有经济成本低、环保和高效

等优势，有着较好的研究潜力[80]。 

1.3 本研究的目的与意义 

秸秆堆弃、磷素缺乏和重金属污染等问题日益严重，制约了现代农业的可持续性发展，

甚至威胁了人类的健康，探索科学的解决方法已经迫在眉睫。微生物技术经济成本低、环

保性能好、处理效率高，可以加快秸秆资源利用，促进土壤磷素循环，提高重金属污染土

壤的修复效率，在促进农业生产和防治面源污染方面具有很高的应用潜力。本研究构建由

秸秆降解菌与解磷菌组成具有复合功能的微生物联合体，在降解秸秆与解磷的同时，又可

以去除重金属，通过对微生物联合体功能和性质的研究，探索其在农业生产中的应用前景，

为开发可以高效利用秸秆，提高土壤有效磷素，降低重金属污染的微生物资源提供理论和

技术基础，对于农业的绿色可持续发展具有重要意义。 
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第二章 微生物联合体的筛选与构建 

 

构建秸秆降解菌与解磷菌组合，根据微生物联合体间的解磷能力、秸秆降解能力和重

金属去除能力，筛选最优的微生物联合体进行后续实验。 

2.1 材料与方法 

2.1.1 供试菌株 

本实验供试菌株由实验室前期分离鉴定并保藏于吉林农业大学生命科学学院。秸秆降

解菌：ZJW-6、ZLZ-3 和 DA-24；解磷菌：wj1、wj5、wj6。 

2.1.2 试剂与培养基质 

实验所用试剂如下： 

（1）钼锑贮存液：量取 126 mL 浓硫酸，缓慢加入至 100 mL 蒸馏水中，搅拌并冷却。

取 10 g 钼酸铵溶于温度约 60℃，300 mL 蒸馏水中，待冷却后将硫酸溶液缓缓倒入钼酸铵

溶液中。再加入 0.5%酒石酸锑钾溶液 100 mL，冷却后，加水定容至 1000 mL，摇匀，贮

于棕色试剂瓶中，常温保存。 

（2）钼锑显色剂：取 1.5 g 抗坏血酸溶于钼锑贮备液中，定容至 100 mL，此试剂现

用现配。 

（3）二硝基酚指示剂: 取 0.2 g 二硝基酚，加水定容至 100 mL, 贮于棕色试剂瓶中，

常温保存。 
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表 2-1 实验用培养基及配方 

Table 2-1 experimental medium and formula 

 

培养基名称 培养基成分 

LB 培养基 胰蛋白胨 10 g/L、酵母提取物 5 g/L、NaCl 10 g/L 和琼脂 15 g/L

微生物联合体共培养基 秸秆 5 g/L、蛋白胨 5 g/L、七水硫酸镁 0.25 g/L、硫酸铵 1 g/L、

磷酸三钙 5 g/L、氯化钾 0.2 g/L、六水氯化镁 0.5 g/L、氯化钠

0.3 g/L、水和硫酸锰 0.03 g/L、硝酸镉 6.3 g/L, 硝酸铅 8.0 g/L

重金属抗性测定培养基 秸秆 5 g/L、蛋白胨 5 g/L、七水硫酸镁 0.25 g/L、硫酸铵 1 g/L、

磷酸三钙 5 g/L、氯化钾 0.2 g/L、六水氯化镁 0.5 g/L、氯化钠

0.3 g/L、水和硫酸锰 0.03 g/L、硝酸镉 6.3 g/L, 硝酸铅 8.0 g/L。

向培养基中加入不同浓度的 Cd（100-700 mg/L，递增梯度为

100 mg/L）和铅（100-2100 mg/L，递增梯度为 300 mg/L） 

 

2.1.3 微生物联合体构建策略 

本实验采用三种秸秆降解菌与三种解磷菌两两组合的方式构建微生物联合体，共组建

九种微生物联合体，上述秸秆降解菌与解磷菌均为实验室前期分离出，具较强能力菌株。 

2.1.4 供试菌株拮抗实验 

挑取各菌株单菌落于 200 mL 液体 LB 培养基中，在恒温震荡培养箱中培养，条件为

180 rpm，30℃。种子液 OD600 至 0.8 时取样，以 1% 接种量至 200 mL LB 培养基中，OD600 

= 0.8 时，将各个微生物联合体的成员菌种子液稀释到 10-6 在 LB 平板进行单独涂布和混合

涂布， 48 h 后观察，单独涂布与混合后涂布的单菌落数量。 

2.1.5 微生物联合体解磷能力测定 

微生物联合体的解磷能力测定方法如下：取 5 mL 种子液，进行超声破碎（破碎条件

为：功率 350 W，破碎时间 5 s，破碎间隔 10 s，破碎时间 30 min），破碎完成后，将样品

进行离心（转速 12,000 rpm，离心 10 min，离心两次），取样品上清，加无菌水稀释体系
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为 20 mL，加入 5-6 滴二硝基酚指示剂，加入 2 mol/L 氢氧化钠，使溶液颜色至黄色，再

加入 0.5 mol/L 硫酸，使溶液颜色退色至微黄色，此时加入 5 mL 钼锑显色剂，室温放置

30 min 后，加无菌水定容至 50 mL 于 700 nm 处测量吸光度。   

2.1.6 微生物联合体秸秆降解能力测定 

微生物联合体的秸秆降解能力测定方法如下：记录微生物联合体处理前后共培养中秸

秆的重量。重量的测定方法是将共培养中的秸秆滤出洗净，在 60℃下干燥至质量恒定。

降解率公式如下： 

秸秆降解率 =（秸秆初始重量-降解后秸秆重量）/秸秆初始重量 × 100% 

2.1.7 微生物联合体重金属去除能力及耐受能力测定 

取 0-7 天培养基菌液 20 mL，取样点为培养的第 1，3，5 和 7 天，待测样品在离心机

中 12000 rpm，离心 5 min，离心两次，取 1 mL 上清液，使用原子吸收光谱仪对各处理的

Pb 和 Cd 的含量进行测定。pH 值使用超精度 pH 计（FiveEasy Plus，METTLER TOLEDO,
瑞士）测定。微生物联合体对 Pb 和 Cd 的耐受能力测定方法如下： 

向微生物联合体共培养基中加入不同浓度的 Cd（100-900 mg/L，递增梯度为 100 mg/L）
和 Pb（100-2100 mg/L，递增梯度为 300 mg/L）测定各菌株不和微生物联合体能生长的最

低重金属浓度来表示微生物联合体的耐受能力。 

2.2 结果与分析  

2.2.1 微生物联合体成员菌拮抗结果分析 

秸秆降解菌 ZLZ-3 与解磷菌 wj1、wj5 和 wj6 的涂布情况表明，ZLZ-3 和 wj5 共培养

时，菌落数较混合前有所下降（混合前总菌落数：35 个，混合后总菌落数：29 个），其他

两组在组合后菌落数有略微提升。 
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图 2-1 秸秆降解菌 ZLZ-3 与解磷菌 wj1、wj5 和 wj6 的拮抗关系 

Fig. 2-1 Antagonistic relationship between ZLZ-3 and phosphate solubilizing bacteria wj1, wj5 and wj6 

秸秆降解菌 ZJW-6 与解磷菌 wj1、wj5 和 wj6 无拮抗关系，且共培养后，各成员菌单

菌落个数均有提升（图 2-2A：组合前总菌落数为 52 个，组合后为总菌落数为 59 个；图

2-2B：组合前总菌落数为 49 个，组合后为总菌落数为 52 个；图 2-2C：组合前总菌落数

为 47 个，组合后为总菌落数为 53 个）。  

 

图 2-2 秸秆降解菌 ZJW-6 与解磷菌 wj1、wj5 和 wj6 的拮抗关系 

Fig.2-2 The antagonistic relationship between ZJW-6 and phosphorus-solubilizing bacteria wj1, wj5 and wj6 

秸秆降解菌 DA-24 与解磷菌 wj1、wj5 和 wj6 无拮抗关系，共培养后，各成员菌单菌

落个数均有提升。（图 2-3A：组合前总菌落数为 44 个，组合后为总菌落数为 46 个；图 2-3B：
组合前总菌落数为 37 个，组合后为总菌落数为 38 个；图 2-3C：组合前总菌落数为 38 个，

组合后为总菌落数为 39 个）。  
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图 2-3 秸秆降解菌 DA-24 与解磷菌 wj1、wj5 和 wj6 的拮抗关系 

Fig.2-3 Antagonistic relationship between DA-24 and phosphorus-solubilizing bacteria wj1, wj5 and wj6 

2.2.2 微生物联合体的解磷能力 

微生物联合体 ZJW-6+wj1 具最好的解磷能力，在前 3 天时高效解磷。第 6 天时，微

生物联合体 ZJW-6+wj1 的解磷量达到最高值，为 117.54 mg/L，较其他处理的解磷量高出

15.5%-27%。 

 

图 2-4 微生物联合体的解磷能力 

Fig.2-4 Phosphate-solubilizing ability of microbial consortium 

2.2.3 微生物联合体的秸秆降解能力 

微生物联合体 ZJW-6+wj1 在第 7 天时的秸秆降解率在九组微生物联合体中最高，降

解率为 48.33%。秸秆降解菌 ZJW-6 作为成员菌组成的三个微生物联合体的秸秆降解率均

高于其他联合体处理；微生物联合体 ZJW-6+wj1 秸秆降解率在第七天高于空白处理

99.3%。 
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图 2-5 微生物联合体的秸秆降解能力 

Fig.2-5 Straw degradation ability of microbial consortium 

2.2.4 微生物联合体的重金属去除能力及耐受能力 

培养的 7 天内，各处理对 Pb，Cd 的去除能力如图 2-6 所示，CK 处理 7 天内重金属含

量维持稳定，无去除作用。微生物联合体处理 ZJW-6+wj1 的 Pb 浓度在第 7 天下降了 74%，

Cd 浓度在第 7 天下降了 94.25%。微生物联合体 ZJW-6+wj1 较其他处理有显著的 Cd、Pb
去除效果。 

 
 

图 2-6 微生物联合体重金属去除能力 

A：微生物联合体对 Cd 的去除能力；B：微生物联合体对 Pb 的去除能力 

Fig. 2-5 Heavy metal removal ability of microbial consortium  

A: The ability of microbial consortium to remove Cd; B: Pb removal ability of microbial consortiums 
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如表2-2所示，微生物联合体ZJW-6+wj1对Cd、Pb的耐受能力最强，可以在含900 mg/L 
Cd、2500 mg/L Pb 中生长，其他微生物联合体对 Cd、Pb 的耐受能力较差。 

 

表 2-2 微生物联合体对 Cd、Pb 的耐受能力 

Table 2-2 The tolerance of microbial consortium to Cd and Pb 

 

微生物联合体 Cd (mg/L) Pb (mg/L) 

ZLZ-3+wj1 200 600 

ZLZ-3+wj5 100 400 

ZLZ-3+wj6 100 500 

ZJW-6+wj1 900 2500 

ZJW-6+wj5 500 1600 

ZJW-6+wj6 100 800 

DA-24+wj1 300 700 

DA-24+wj5 100 500 

DA-24+wj6 200 600 

2.3 讨论 

目前研究表明微生物联合体可发挥多功能的优异效果，可能得益于菌株间的协同作

用，如代谢产物的消耗与利用，多种酶的互相协作和代谢通路的上调等[81,82]：Li 等人研究

发现微生物联合体与乳酸菌相互联系，在增强秸秆降解的同时，还能促进相关酶的水解，

增强甲烷的的产出，在秸秆利用产能方面具重要意义[83]；Li 研究发现将解磷菌与聚磷菌组

成多功能体系，加速磷矿增溶，又能促进土壤微生物体内磷的积累量，减少可溶性磷的淋

失，提高植物对磷的吸收，对土壤磷素保持、促进农作物生长有着显著作用[84]。Zhao 等使

用三种植物生长促进根际细菌（PGPR），由解磷菌 G1（PSB）、解硅菌 YS1（SSB）和解

钾菌 HL18（KSB）组成，对 Cd（500 mg/L）、Pb（600 mg/L）和 Zn（600 mg/L）具有一

定耐受性，将联合体作用于矿区发现联合体增加了土壤氧化还原电位、脲酶、蔗糖酶和酸

性磷酸酶活性、以及生物可利用的 P、Si 和 K 含量，改善土壤质量，辅助植物修复，促进

矿区植被的重新绿化，同时修复重金属污染[85]。 
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构建并筛选微生物联合体的过程中，微生物联合体 ZJW-6+wj1 在九组微生物联合体

中具有最佳的秸秆降解能力，解磷能力和重金属清除能力，对 Cd、Pb 表现出高耐受能力

且无拮抗作用，后续将对本联合体的作用机制进行研究。 

2.4 小结 

构建并筛选了一种微生物联合体 ZJW-6+wj1，联合体具有秸秆降解能力、解磷能力和

重金属去除能力，微生物联合体 7 天的秸秆降解率为 48.33%，解磷量为 117.54 mg/L,对
Pb 的去除率为 74%，对 Cd 的去除率为 94.25%。  
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第三章 微生物联合体作用机制 

 

微生物联合体 ZJW-6+wj1 具有高效的秸秆降解能力、解磷能力和重金属去除能力。

但其机制尚未可知，还需进一步的发掘。本部分以分析糖和有机酸类物质为基础，检测微

生物联合体在关键时期糖和酸的代谢情况并推测主要的代谢通路，通过研究代谢过程中关

键酶的活性变化来验证微生物联合体秸秆降解与解磷的机制。同时，通过扫描电镜，能谱

分析和红外光谱分析等技术联合分析微生物联合体在去除重金属过程中的作用机制。 

3.1 材料与方法 

3.1.1 微生物联合体成员菌的协同作用机制 

3.1.1.1 总还原糖及 pH 测定 

测定 7 天内微生物联合体的总还原糖与 pH 的变化情况。总还原糖采用 3,5-二硝基水

杨酸法（DNS 法）测定，pH 采用超精度 pH 计测定。测样点为每天一次。 

3.1.1.2 微生物联合体对秸秆的转化及糖类物质测定 

采用北京boxbio生工科技有限公司的Cellulose Content Assay Kit纤维素含量检测试剂

盒（比色法）测定纤维素含量；用 Themicellulose Content Assay Kit 半纤维素含量检测试

剂盒（比色法）测定半纤维素含量；用 Lignin Content Assay Kit 木质素含量检测试剂盒（紫

外比色法）测定木质素含量。 

微生物联合体培养体系中的糖类物质检测使用 AB Triple TOF 6600 质谱仪（AB 
SCIEX）、Agilent 1290 Infinity LC 超高压液相色谱仪（Agilent）、Vanquish UHPLC 超高压

液相色谱仪（Thermo）、低温高速离心机（Eppendorf 5430R）、色谱柱: Waters, ACQUITY 
UPLC BEH Amide 1.7 μm, 2.1 mm× 100 mm column、乙腈（Merck,1499230-935）、乙酸铵

（Sigma,70221）进行定性、定量分析。 

3.1.1.3 微生物联合体有机酸类代谢产物测定 

微生物联合体的有机酸类代谢物检测方式同 3.1.1.2 糖类代谢物的检测方式相同。 

3.1.1.4 微生物联合体酶系测定 

（1）秸秆降解酶系分析采用北京 boxbio 生工科技有限公司的 Lignin Peroxidase (LIP) 
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Activity Assay Kit 木质素过氧化物酶活性检测试剂盒（比色法）测定木质素过氧化物酶活

力；Manganese Peroxidase (Mnp) Activity Assay Kit 锰过氧化物酶活性检测试剂盒（比色法）

测定锰过氧化物酶活力；Laccase Activity Assay Kit 漆酶活性检测试剂盒（比色法）测定漆

酶活力；β-Glucosidase (β-GC) Activity Assay Kitβ-葡萄糖苷酶活性检测试剂盒（比色法）

测定 β-葡萄糖苷酶活力；Inscribe-β-1,4-Glucanase (Cx) Activity Assay Kit 内切-β-1,4-葡聚糖

酶活性检测试剂盒（比色法）测定内切葡聚糖酶活力；β-Glucosidase (β-GC) Activity Assay 
Kitβ-葡萄糖苷酶活性检测试剂盒（比色法）测定 β-葡萄糖苷酶活力。 

（2）代谢通路关键酶活力测定采用德国默克公司的磷酸果糖激酶(PFK)活性检测试剂

盒（比色法）检测磷酸果糖激酶活力；丙酮酸激酶（PK）活性测定试剂盒检测丙酮酸激

酶活力；己糖激酶活性测定试剂盒（HK）检测己糖激酶；β-葡萄糖苷酶活性检测试剂盒

检测 β-葡萄糖苷酶活力；内-1,4-β-D-葡聚糖酶检测内切葡聚糖酶活力。 

3.1.2 微生物联合体对 Cd、Pb 的去除机制 

3.1.2.1 扫描电镜观察 

将微生物联合体分别在微生物联合体共培养基及去除 Cd、Pb 的联合体共培养基质中

培养至 OD600 = 0.8，取 1 mL 种子液进行离心（转速：12000 rpm、离心时间：5 min、离心

次数：2 次）。离心后去上清液，使用 2.5%戊二醛重悬菌体细胞，固定 24 h（环境温度 4℃）；

再次离心（转速：12000 rpm、离心时间：5 min、离心次数：2 次），离心后去上清，用 PBS
溶液（pH = 7.0）洗涤细胞 3 次，离心（转速：12000 rpm、离心时间：5 min、离心次数：

1 次），去上清。采用 30%，40%，50%，60%，70%，80%，90%，95%，100%乙醇溶液

脱水，脱水时间为 10 min，去上清放入真空浓缩旋蒸仪蒸发 1 h，将得到的菌体样品涂抹

在 SEM 用载物台上，扫描透射电子显微镜（SU8010，日立株式会社，日本）进行形态观

察与分析。 

3.1.2.2 能谱电子衍射分析 

菌体处理方式同 3.1.2.1，使用 X 射线能谱仪（Horiba 7021-H，HORIBA Scientific，法

国）检测细胞表面元素组成。 

3.1.2.3 傅里叶红外光谱分析 

菌体处理方式同 3.1.2.1，使用傅里叶变换红外光谱仪（912A0972，Thermo Fisher 
Scientific，美国）分析 Cd 和 Pb 固定的沉淀物，进一步阐明细菌对重金属的去除机理。 
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3.2.1 微生物联合体总还原糖与 pH 变化 

7 天内 wj1 纯培养总还原糖含量与 CK 处理无明显差异，说明 wj1 无秸秆降解能力，

不能产生还原糖，wj1 纯培养与 CK 处理含少量还原糖是由于秸秆经高温灭菌微量降解导

致。微生物联合体和 ZJW-6 在第 3 天还原糖含量达到最高，分别为 36.26 mg/L、26.67 mg/L。 

微生物联合体 ZJW-6+wj1 与 wj1 在第 2 天与第 3 天 pH 下降最快，最低值分别为 4.78、
5.05。CK 处理无明显变化，菌株 ZJW-6 的 pH 值有下降趋势，但相比微生物联合体

ZJW-6+wj1 变化趋势和 wj1 变化趋势不大。微生物联合体 pH 变化较大说明微生物联合体

ZJW-6+wj1 代谢生成的有机酸含量高于其他处理。 

 

图 3-1 微生物联合体总还原糖与 pH 变化 

A：微生物联合体总还原糖含量；B：微生物联合体 pH 变化 

Fig.3-1 Total reducing sugar and pH change of microbial consortium 

A: Total reducing sugar content of microbial consortium; B: pH change of microbial consortium 

3.2.2 微生物联合体对秸秆的转化及糖类代谢物分析 

分析了 12 天内微生物联合体降解的秸秆成分变化：空白对照处理中，秸秆的纤维素、半

纤维素和木质素的含量在 7 天内无显著变化，微生物联合体 ZJW-6+wj1 降解纤维素、半

纤维素和木质素的降解率分别为 53.25%、59.34%和 17.91%。微生物联合体 ZJW-6+wj1 降

解秸秆主要降解纤维素、半纤维素，对木质素的降解效果不显著。 

 

3.2 结果与分析 
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图 3-2 微生物联合体降解秸秆成分分析 

A：空白秸秆成分分析；B：微生物联合体秸秆成分分析 

Fig.3-2 Analysis of straw degradation components by microbial consortium 

A: Blank straw composition analysis; B: Analysis of straw composition of microbial consortium 

微生物联合体与成员菌的糖类主要代谢产物如表 3-1 所示，结果显示葡萄糖、乳糖和

木糖的含量变化最为明显。 
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表 3-1 微生物联合体与成员菌的糖类主要代谢产物 

注：表中 a、ab、b、c 代表在 p＜0.05 条件下存在显著性差异 

Table 3-1 The main carbohydrate metabolites of microbial consortium and member bacteria 

Note: In the table, a, ab, b, and c represent significant differences under p < 0.05 conditions 

 

Compounds 
ZJW-6 (3 天) 

(mg/L) 

ZJW-6+wj1 (3 天)

(mg/L) 

wj1 (3 天) 

(mg/L) 

ZJW-6+wj1 (5 天)

(mg/L) 

Glucose 15.04b 27.27a 1.76c 6.97c 

Xylose 

Lactose 

D-fructose 

7.16a 

2.15a 

1.43ab 

7.20a 

2.53a 

2.03a 

1.22c 

0.49b 

1.04b 

4.96b 

1.17b 

2.02a 

Chitobiose 

Gentianose 

0.76a 

0.63ab 

0.99a 

1.02a 

0.45b 

0.28b 

0.24b 

0.98a 

1, 4–d-xylobiose 

Acarbose 

Laminaritetraose 

0.66a 

0.45b 

0.44b 

0.87a 

0.72a 

0.75a 

0.52b 

0.64a 

0.32b 

0.45b 

0.32b 

0.58a 

Melezitose 0.37b 0.82a 0.22b 0.80a 

如图 3-1A 所示，联合体总还原糖含量第 3 天至第 5 天下降明显，第 5 天后趋于平稳。

在糖类代谢产物中，主要以葡萄糖、乳糖、木糖的形式产出，微生物联合体 ZJW-6+wj1
在第 3 天产生最多的糖是葡萄糖，含量为 27.27 mg/L，在第 5 天时葡萄糖含量为 6.97 mg/L，
此过程中消耗最多的糖类为葡萄糖，消耗率达到 74.44%。葡萄糖作为秸秆降解的终产物

之一，在反应体系中也是产量最多的还原糖类。微生物联合体 ZJW-6+wj1 较 ZJW-6 产出

的更多，也展示出联合体 ZJW-6+wj1 具有更强的秸秆降解能力。 
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图 3-3 微生物联合体主要糖类代谢物分析 

A：葡萄糖；B：乳糖；C：木糖 

Fig. 3-3 Analysis of main carbohydrate metabolites in microbial consortium 

A: Glucose; B: Lactose; C: Xylose 

在微生物联合体 ZJW-6+wj1 处理的样品中含量变化最为明显的是葡萄糖，葡萄糖作

为微生物可直接利用的碳源，在微生物联合体的代谢过程中起到了非常重要的作用。为了

探究环境中的葡萄糖含量是否与微生物联合体秸秆降解性能有关，设计了葡萄糖对微生物

联合体降解秸秆影响的实验。图 3-4A 表明微生物联合体 ZJW-6+wj1 较成员菌 ZJW-6，wj1
具有着更高的葡萄糖消耗速率，图 3-4B 结果显示微生物联合体 ZJW-6+wj1 随着培养基质

中初始葡萄糖含量的升高，秸秆降解能力受到严重抑制，图 3-4C 结果显示微生物联联合

体 ZJW-6+wj1 具有更快的秸秆降解能力，在 3 天内对于秸秆的降解率就可以达到 46.2%，

明显高于 ZJW-6 处理的样品。 

综合上述分析表明，微生物联合体 ZJW-6+wj1 可以通过高速消耗碳源，造成碳源短

缺，促使微生物联合体更快地降解秸秆，进而提高秸秆的降解效率。 
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图 3-4 葡萄糖对微生物联合体秸秆降解影响 
A：联合体、ZJW-6 和 wj1 的葡萄糖消耗速率；B：不同葡萄糖浓度对联合体降解秸秆速率的影响；C：

联合体与成员菌 ZJW-6，wj1 的秸秆降解能力比较 
Fig.3-4 Analysis of the effect of glucose on the degradation of microbial consortium straw 

A: Glucose consumption rate of consortium, ZJW-6 and wj1; B: The effect of different glucose concentrations 
on the degradation rate of straw by the consortium; C: Comparison of straw degradation ability between 

consortium and member bacteria ZJW-6, wj1 

3.2.3 微生物联合体酸类代谢产物分析 

微生物联合体与成员菌的有机酸类代谢产物（前十名）如表 3-2 所示，其中丙酮酸、

乙酸、柠檬酸、丙酸的含量变化最为明显。 
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表 3-2 微生物联合体与成员菌的有机酸类主要代谢产物 

注：表中 a、ab、b、c 代表在 p＜0.05 条件下存在显著性差异 

Table 3-2 Main metabolites of organic acids in microbial consortium and member bacteria 

Note: a, ab, b, c in the table represent a significant difference under the condition of p < 0.05 

 

Compounds 
ZJW-6 (3 天) 

(mg/L) 

ZJW-6+wj1 (3 天)

(mg/L) 

wj1 (3 天) 

(mg/L) 

ZJW-6+wj1 (5 天) 

(mg/L) 

Pyruvate 7.21c 22.40b 7.24c 36.86a 

Acetic acid 

Citric acid 

Propionic acid 

4.91b 

6.57b 

5.89b 

14.86ab 

13.16ab 

11.74a 

5.02b 

9.93b 

9.72ab 

24.98a 

17.35a 

13.41a 

Succinic acid 

fumaric acid 

5.32b 

5.36b 

8.65ab 

11.23a 

9.88ab 

8.54ab 

12.19a 

12.23a 

Tartaric acid 

Malic acid 

Sulfamic acid 

2.25b 

2.79b 

1.24b 

9.24a 

9.06a 

4.41a 

8.53a 

3.62b 

3.47a 

9.23a 

10.14a 

5.81a 

Glycolic acid 1.48c 4.69a 3.51b 5.16a 

 

在有机酸类代谢产物中，微生物联合体 ZJW-6+wj1 产生上述有机酸均比 wj1 纯培养

要多，尤其是丙酮酸，在第 3 天高达 22.40 mg/L，产生大量丙酮酸可能是因为微生物联合

体 ZJW-6+wj1 中 ZJW-6 通过降解秸秆产生大量的葡萄糖并被联合体 ZJW-6+wj1 利用通过

糖酵解所得。wj1 产生在第 3 天产生最多的是柠檬酸，含量为 9.93 mg/L。联合体 ZJW-6+wj1
产生更多的丙酮酸、乙酸等有机酸，更加有利于对磷酸三钙的增溶。 
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图 3-5 微生物联合体主要酸类代谢物分析 

A：丙酮酸；B：乙酸；C：柠檬酸；D：丙酸 

Fig.3-5 Analysis of main acid metabolites in microbial consortium 

A: Pyruvic acid; B: Acetic acid; C: Citric acid; D: Propionic acid 

3.2.4 微生物联合体酶活力分析  

根据微生物联合体在代谢过程中主要消耗了葡萄糖，并产生了大量的丙酮酸和乙酸等

代谢产物的结果，预测微生物联合体主要通过糖酵解（KEGG: map00010）及碳水化合物

的消化与吸收（KEGG: map04973）两个通路完成糖类物质转化生成有机酸类物质。为了

印证微生物联合体与上述两个代谢通路的相关性。本实验测定了微生物联合体 ZJW-6+wj1
及成员菌 ZJW-6 各自培养体系中上述通路的关键酶（磷酸果糖激酶、丙酮酸激酶、己糖激

酶、β-葡萄糖苷酶和内切葡聚糖酶）的活力情况。如图 3-6 所示：wj1 的关键酶活力较低，

微生物联合体 ZJW-6+wj1 的关键酶均表表现出较高的酶活力，成员菌 ZJW-6 次之。 
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表 3-3 预测代谢通路及关键酶 

Table 3-3 Prediction of key pathways and key enzymes 

 

KEGG pathway: description Key enzymes 

map00010: Glycolysis Phosphofructokinase, Pyruvate kinase, Hexokinase

map04973: Carbohydrate digestion and absorption β-glucosidase, Endoglucanase 
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图 3-6 微生物联合体的通路关键酶分析 

A：磷酸果糖激酶；B：丙酮酸激酶；C：己糖激酶；D：β-葡萄糖苷酶；E：内切葡聚糖酶 

Fig. 3-6 Pathway key enzyme analysis of microbial consortium 

A: Phosphofructokinase; B: Pyruvate kinase; C: Hexokinase; D: β-glucosidase; E: Endoglucanase 

微生物联合体在第 3 天时的内切葡聚糖酶、β-葡萄糖苷酶、木聚糖酶、木质素过氧化

物酶、锰过氧化物、漆酶全部达到峰值，分别为 37.27 U/mL、19.60 U/mL、21.66 U/mL、
15.27 U/mL、7.53 U/mL、0.16 U/MmL。微生物联合体 ZJW-6+wj1 在秸秆降解酶系在第 3
天活性最高，与其第 3 天还原糖含量最高的趋势一致。ZJW-6 的内切葡聚糖酶、β-葡萄糖

苷酶、木聚糖酶、木质素过氧化物酶、漆酶在第 4 天最高达到 28.64 U/ mL、14.11 U/ mL、
15.41 U/mL、17.11 U/mL、0.11 U/MmL，锰过氧化物酶在第 5 天活性最高，达到 6.13 U/mL。
微生物联合体 ZJW-6+wj1 除木质素过氧化物酶外，所有的酶活力均高于 ZJW-6 纯培养。 

在本实验中，微生物联合体 ZJW-6+wj1 在第 3 天秸秆降解酶系活性和总还原糖含量

最高，pH 值在此时下降速度也达到最快，微生物联合体 ZJW-6+wj1 的溶磷效率达到最高。

直至第 5 天 pH 达到最低，溶磷效率也趋于稳定，秸秆降解酶系的活性变化也趋于稳定。 

 

图 3-7 微生物联合体秸秆降解酶系分析 

A：内切葡聚糖酶；B：β-葡萄糖苷酶；C：木聚糖酶；D：木质素过氧化物酶；E：锰过氧化物酶；F：
漆酶 

Fig. 3-7 Microbial consortium straw degradation enzyme system analysis 
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A: Endoglucanase; B: β-glucosidase; C: Xylanase; D: Lignin peroxidase; E: Lignin peroxidase; F: Laccase 

3.2.5 重金属吸附、固定联合分析 

扫描电镜图像表明，微生物联合体在加入重金属后表面附着一层白色物质，通过能谱

分析显示，白色物质中含有 Pb 和 Cd，证明了微生物联合体细胞壁可以吸附 Pb，Cd 重金

属。FITR 结果显示，微生物联合体均存在的条件下，与 CK*（不加入 Pb，Cd）相比，Repair
处理的光谱在 3400 cm-1（O-H），2880 cm-1（C-H），和 870 cm-1（C-O）的谱峰位置发生

移动，表明 Pb 和 Cd 的固定化与羟基、酰胺、烯酮和酰基卤化物有关。此外，1900 cm -1-1650 
cm-1（C=O）为含碳和氧的双键官能团伸缩振动区，较 CK*相比 Repair 处理促进了 C=O
的转变，此类官能团稳定性较好，对重金属的相容度高，有利于固定重金属 Pb 和 Cd[86]。 

 

图 3-8微生物联合体对Cd和 Pd的固定化特性：A无重金属污染下微生物联合体的扫描电镜图片; B: Pb，
Cd 污染下微生物联合体的扫描电镜图像; C: Pb，Cd 污染下微生物联合体的能谱图像; D: FITR 图像 (A: 

CK*:无污染处理；B: Repair treatment: Pb，Cd 污染处理) 
Fig.3-8 The immobilization characteristics of Cd and Pd by microbial consortium: A: Scanning electron 

microscopy images of microbial consortium without heavy metal pollution; B: Scanning electron microscope 
images of microbial consortiums under Pb and Cd pollution; C: The energy spectrum image of microbial 

consortium under Pb, Cd pollution; D: FITR image (A: CK *: no pollution treatment; B: Repair treatment: Pb, 
Cd pollution treatment) 
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3.3 讨论 

微生物联合体 ZJW-6+wj1 的秸秆降解与溶磷能力较组合前的单一菌株成员均有提高，

说明两种成员菌株之间存在协同作用。秸秆降解能力的促进：微生物联合体的木质纤维素

降解酶系中除木质素过氧化物酶略低于 ZJW-6 外，其他均高于 ZJW-6，增加纤维素在反应

体系的可及性，使酶更易接触纤维素进行分解，从而实现整体更高效的降解[87，88]。而木质

素过氧化物酶略微降低可能是因为较低的 pH 环境导致。除此之外，微生物联合体

ZJW-6+wj1 的碳源消耗速度也要远高于两种成员菌，使得联合体 ZJW-6+wj1 受到更强碳

源胁迫，迫使其在同一时间段内更快分解唯一碳源（秸秆），使秸秆降解的速度更快，达

到促进降解的作用，也产生了更多的还原糖类物质[89]。这种增加特定胁迫条件促使微生物

工作现象也存在与其他领域中：Allsup 等人研究表明，接种特定胁迫条件下具有抗性的微

生物联合体于特定胁迫条件的植物中，也可以增加植物对胁迫条件的耐受性，说明特定胁

迫条件可使微生物产生靶向的抗性活动，并可介导于其他生物或体系中[90]。  

在混合培养的前 3 天，联合体 ZJW-6+wj1 产生了较 ZJW-6 单独培养处理更多的糖, 其
中以葡萄糖、乳糖和木糖变化最为明显。随着以葡萄糖为主要糖类物质的消耗，有机酸类

物质产出最多的是丙酮酸和乙酸等。这些糖的去路除了被联合体 ZJW-6+wj1 直接消耗和

解磷作用外，也可能通过碳水化合物的消化与吸收（KEGG: map04973）及糖酵解（KEGG: 
map00010）使联合体 ZJW-6+wj1 产生了更多的有机酸类物质，产生了更低的 pH 环境，有

利于难溶性磷的增溶[91]，通过测定上述通路的的关键酶活力已印证预测通路的可行性。 

微生物联合体钝化并固定重金属的机制：扫描电镜图像和 EDS 能谱分析表明，微生

物联合体将重金属螯合物通过直接吸附在菌体表面来较少毒害作用[92]，FTIR 可推断出微生

物联合体吸附重金属螯合物后微生物联合体显著促进了重金属相容度高，稳定性强的官能

团的转变,加强对重金属 Pb 和 Cd 的固定[93]，联合体产生更多有机酸也利于对重金属的钝化

作用。 

综上所述，推测微生物联合体的作用机制如下：微生物联合体 ZJW-6+wj1 由于消耗

碳源的速度较快，反应体系对微生物联合体 ZJW-6+wj1 产生了更强的碳源胁迫，促使联

合体高效降解秸秆。微生物联合体在前 3 天产生了较 ZJW-6 纯培养处理更多的糖, 主要是

葡萄糖、乳糖和木糖。消耗最多的糖类为葡萄糖；随着葡萄糖的快速消耗，微生物联合体

ZJW-6+wj1 也产生了更多的有机酸类物质：丙酮酸、乙酸、柠檬酸和丙酸。可见，这些糖

的去路除了被联合体 ZJW-6+wj1 直接消耗外，也通过糖酵解（KEGG: map00010）及碳水

化合物的消化与吸收（KEGG: map04973）等代谢通路使联合体 ZJW-6+wj1 产生了更多的

有机酸类物质，产生了更低的 pH 环境，有利于难溶性磷的增溶和对重金属的去除。 
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3.4 小结 

（1）微生物联合体 ZJW-6+wj1 较成员菌 ZJW-6 有着更好的秸秆降解能力：微生物联

合体消耗碳源的速率较快，产生的碳源短缺情况更早，迫使微生物联合体更加高效降解秸

秆产糖以供生命活动。 

（2）微生物联合体 ZJW-6+wj1 通过糖酵解（KEGG: map00010）及碳水化合物的消

化与吸收（KEGG: map04973）来消耗碳源并转化有机酸类物质，较成员菌表达更高的磷

酸果糖激酶、丙酮酸激酶、己糖激酶、β-葡萄糖苷酶和内切葡聚糖酶活力。 

（3）微生物联合体 ZJW-6+wj1 通过螯合重金属并吸附于菌体表面来完成对可溶性重

金属的去除。随着吸附的进行，菌体表面也发生了一系列变化，表明 Pb 和 Cd 的固定化与

羟基、酰胺、烯酮和酰基卤化物有关；微生物联合体也促进了 C=O 的转变，更有利于固

定 Pb 和 Cd。 
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第四章 微生物联合体对水稻生长及土壤营养环境的影响 

 

了解微生物联合体 ZJW-6+wj1 的性能测定及作用机制后，进一步探究微生物联合体

的秸秆降解和解磷性能在水稻田地土壤改良及促进水稻生长方面的应用情况。 

4.1 材料与方法 

4.1.1 实验试剂 

（1）1%氯化三笨基四氮唑（TTC）溶液：准确称取 TTC 1.0 g,溶于少量水中，定容

到 100mL，用时稀释至需要的浓度。 

（2）1 mol/L 硫酸：取浓硫酸 55 mL, 边揽拌边加入盛有 500 mL 蒸馏水的烧杯中，冷

却后定容至 1000 mL。 

（3）乙酸乙酯（分析纯）。 

（4）次硫酸钠（Na2S204 分析纯），粉末。 

（5）磷酸缓冲液（pH=7）。 

（6）0.4mol/L 琥珀酸溶液：称取琥珀酸 4.72 g 溶于水中，定容至 100 mL。 

（7）2%硼酸溶液:称取 20 g 硼酸，60℃水浴下溶解,冷却后定容至 1 L，调节 pH 至 4.5。 

（8）阿拉伯胶：称取 50 g 阿拉伯胶粉，于烧杯中与 50 mL 蒸馏水搅拌促溶（70℃），

1 h 后冷却放置。加入 20 mL 甘油和 20 mL 碳酸钾水溶液，搅拌并冷却。 

（9）甲基红-溴甲酚绿混合指示剂：0.1 g 甲基红和 0.5 g 溴甲酚绿溶于 100 mL 乙醇中。 

（10）1.8 mol/L 的氢氧化钠溶液：称取 72 g 氢氧化钠, 溶于 1 L 蒸馏水中。 

（11）0.01 mol/L 盐酸溶液：用量筒准确量取量 0.83 mL 的浓盐酸，倒入烧杯中，用

水稀释并冷却至室温，将冷却的盐酸溶液转移到 1000 mL 的容量瓶中。 

（12）0.08 mol/L（K2Cr2O7）标准溶液:烘干后的重铬酸钾 39.22 g 溶于 1 L 蒸馏水中。 

4.1.2 供试土壤来源及水稻品种 

供试土壤来自吉林农业大学水稻田用土壤；水稻品种取自吉林农业大学粳稻常规水稻
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JINONG 667，长春（中国吉林）。 

4.1.3 水稻培养方法 

选用直径 15 cm、高 30 cm 的圆柱形不透明塑料桶，每桶装满底土 5 kg。设置 5 个不

同的重复，即：ZJW-6，wj1，微生物联合体 ZJW-6+wj1，仅施用腐植酸（CK*）和无特殊

处理（CK）。将干秸秆切成 10 cm 长的段，在尼龙网袋中各填充 5 g，每盆装 3 袋。在 10-15 
cm 土层中接种菌剂（活菌数>10 亿/盆）。每盆取三个施种点，每个点中施 8 粒水稻种子，

将过筛后的细土均匀铺在盆栽顶部。彻底浇水后每 2 天进行一次灌溉并每天人工除草（5
个处理×2 个时期×10 次重复）。 

4.1.4 水稻分蘖末期的表型与根系生长情况测定 

在 60 天，水稻培养至分蘖末期时，取出各处理完整水稻植株，使用根系扫描仪扫描

根系生长情况（i800plus，MICROTEK，Shanghai）并拍摄水稻生长图片。 

4.1.5 水稻生理指标的测定 

根活力使用三苯基氯化四唑（TTC）测定根活力：把 1%TTC 溶液、0.4 mol/L 的琥珀

酸和磷酸缓冲液按 1:5:4 比例混合以配置反应液，取出水稻完整组织，迅速切除地上部，

保留根系，洗净，倒人反应液,于 37℃暗处放置 1h,观察着色情况，变色后，进行后续操作：

称取根尖样品 0.5 g，放人 10 mL 烧杯中，加人 TTC 溶液和磷酸缓冲液的混合液 10 mL（等

量混合），把根充分浸没在溶液内,在 37℃下暗处放置 1 h,此后加人 1 mol/L 硫酸 2 mL,以停

止反应。把根取出,吸干水分后与乙酸乙酯 3 mL 一起在研钵内磨碎，红色提取液移入试管

后用少量乙酸乙酯把残渣洗涤三次，皆移入试管，保持乙酸乙酯添加量，使总量为 10 mL,
用分光光度计在波长 485 nm 下比色。  

在地上部分，截取完整的地上组织和水稻根，并用蒸馏水洗涤。根部和地上部分的地

表水用滤纸吸干，干燥，称取 65°C，测量根冠比（R/S）。使用便携式光合作用测量系统

（LI-6400XT，LI-COR，USA）计算地上部分的净光合速率，并使用叶绿素分析仪

（SPAD-502PLUS，柯尼卡美能达，日本）测量叶绿素，用于记录叶片上、中、下部的叶

绿素含量。 

4.1.6 土壤中速效 N、P、K和有机质的测定 

（1）土壤速效 N 测定：取各处理土样风干，并过 1mm 筛后，取 2g 样品和 1 g 硫酸

亚铁粉末混匀后并置于扩散皿外室部分，取 2 mL 2%硼酸溶液，迅速加入到内室部分，滴

加甲基红-溴甲酚绿混合指示剂 2 滴，并迅速在扩散皿边缘涂抹阿拉伯胶，用毛玻璃盖片
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紧密贴合扩散皿。打开扩散皿，加入 10 mL，1.8 mol/L 的氢氧化钠溶液并盖上毛玻璃盖，

置于 40℃恒温箱中反应 24 h，打开扩散皿后，用 0.01 mol/L 盐酸溶液对扩散皿内室部分进

行滴定,内室溶液颜色由蓝色滴定至微红色时,记录 0.01 mol/L 盐酸溶液的使用量。 

（2）土壤速效 P 测定：取各处理土样风干，过 0.9 mm 筛后，取 2.5 g 样品,置于 150 mL
锥形瓶中，加入 0.5 mol/L，50 mL 碳酸氢钠溶液,加入少量活性炭，震荡处理 30 min,用无

磷滤纸过滤后，取 10 mL 滤液样品,倒入 150 mL 锥形瓶中并加 35 mL 蒸馏水，再加入 5 mL
钼锑显色剂，摇匀后静止反应 30 min 后于 700 nm 测吸光度。  

（3）土壤速效 K 测定：取各处理土样风干，过 1 mm 筛后，取 5 g 样品，置于 100 mL
三角瓶中，加入 50 mL，1 mol/L 中性乙酸铵溶液,震荡 30 min，用定性滤纸过滤。将滤液

置入三角瓶中,在火焰光度计上进行测定，记录其读数。 

（4）土壤有机质测定：取各处理土样风干，过 0.15 mm 筛后，取 1 g 样品，置于试

管中，加入 5 mL 0.08 mol/L（K2Cr2O7）标准溶液和 5 mL 浓硫酸,摇匀。在试管口放置漏

斗。将试管置入 185-190℃的油浴锅中,控制油浴锅温度 170-180 ,℃看到试管内液体沸腾出

现气泡时开始计时，煮沸 5 min，取出试管。待试管冷却后，将 70 mL 的管中液体倒入 250 
mL 锥形瓶中，加入邻啡罗啉指示剂 2-3 滴后用 0.2 mol/L 的硫酸亚铁溶液进行滴定，溶液

颜色由橙黄到蓝绿到砖红色时，记录硫酸亚铁试剂滴定使用量。 

4.2 结果与分析 

4.2.1 不同处理下水稻分蘖末期的表型分析 

在不同处理的水稻分蘖末期生长情况如图 4-1 所示：CK 处理生长情况最差，微生物

联合体 ZJW-6+wj1 对水稻的促生效果明显，地上部的茎长，叶长和叶片数及根系的壮度、

长度、根数均有显著提升，从表型上观察微生物联合体 ZJW-6+wj1 处理对水稻生长具显

著的促进效果。 
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图 4-1 不同处理下水稻分蘖末期生长表型 
A：CK 处理根系扫描照片；B：CK*处理根系扫描照片；C：wj1 处理根系扫描照片；D：ZJW-6 处理

根系扫描照片；E：微生物联合体处理根系扫描照片 
Fig.4-1 Growth phenotype of rice at late tillering stage under different treatments 

A: CK treatment root scanning photo; B: CK * treatment root scanning photos; C: Root scanning photo of wj1 
treatment; D: Root scanning photo of ZJW-6 treatment; E: Root scanning photo of microbial consortium 

treatment 

4.2.2 不同处理对水稻生理特性的影响 

根系活力是评估根系生长比较直观的指标[94]，在幼苗和分蘖阶段，水稻植株在 wj1 和

微生物联合体处理下的根系活力分别为 565.88 μg/(g·h)、582.96 μg/(g·h)、585.54μg/(g·h)
和 630.97 μg/(g·h)，如图 4-2A 所示。微生物联合体转化了大量的速效磷、速效氮和有机质，

促进了根系生长和根系活力。 
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如图 4-2B 所示，水稻在苗期 ZJW-6+wj1、CK 和 CK*微生物组合根干重分别为 8.06 g、
9 g 和 16.54 g，比幼苗期末 CK 和 CK*高 52.3%和 46.4%。分蘖结束时，ZJW-6+wj1 组合

根系干重分别比 CK 和 CK*高 61%和 39%；分蘖末期，微生物联合体处理条件下根系干重

比苗期增加高达 45.93%。 

每种处理的平均根直径如图 4-2C 所示。苗期 ZJW-6+wj1 组合平均根系直径最高，为

0.92 mm，分别比 CK（0.42 mm）和 CK*（0.58 mm）高 55%和 34%；分蘖结束时，微生

物联合体处理（1.94 mm）分别比 CK（0.87 mm）和 CK*（0.98 mm）高 55%和 50%。在

根尖数统计（图 4-2D）中，ZJW-6+wj1 组合在苗期和分蘖期 5 个处理中根尖数最多，分

别为 847 和 1837 个，分蘖末期与其他处理的差异更显著。5 个处理的根冠比（图 4-2E）
显示，wj1 和 ZJW-6+wj1 组合在苗期和分蘖期最为显著，分别为 0.48、0.49、0.55 和 0.58。
ZJW-6+wj1 组合的根冠比比分蘖末期比空白对照高 18%，较高的根冠百分比在一定程度上

反映了根系和地上部分的生长。较高的根冠比回顾了水稻在苗期和分蘖期的根系 较高的

根冠比反映了水稻根系在育苗和分蘖阶段发育较好，养分供应充足[95]。 

微生物联合体在净光合速率图 4-2F 和叶绿素含量图 4-2G 方面效果最为明显，分蘖结

束时分别为 15.33 μmol CO2·m-2·s-1、26.67 μmol CO2·m-2·s-1 和 37.57 mg/g 和 40.3 mg/g，分

蘖结束时比空白对照高 40%和 15%。较高的叶绿素含量和净光合速率反映了植物可以产生

和积累更多的有机物[96]。 
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图 4-2 各处理对水稻生理指标的影响 
A：根活力；B：根干重；C：平均根直径；D：根尖数；E：根冠比；F：净光合速率；G：叶绿素含量 

Fig.4-2 Effects of different treatments on physiological indexes of rice 
A: Root vigor; B: Root dry weight; C: Average root diameter; D: Number of root tips; E: Root-shoot ratio; F: 

Net photosynthetic rate; G: Chlorophyll content  

4.2.3 菌剂对土壤的中速效 N、P、K和有机质含量的影响 

30 天和 60 天各处理土壤有机质含量如图 4-3A 所示，其中对照（CK）、腐植酸处理

（CK*）和 wj1 处理在 30 天和 60 天分别达到 11.67 mg/kg、12.33 mg/kg、13.33 mg/kg 和

13.33 mg/kg、13.67 mg/kg、14.67 mg/kg。添加腐植酸和 wj1 菌剂对土壤有机质含量变化无

显著影响。ZJW-6 处理和微生物联合体处理在苗期和分蘖期有机质含量变化较大，分别为

14.33 mg/kg、15.33 mg/kg 和 16.33 mg/kg、22.67 mg/kg。ZJW-6 和 ZJW-6+wj1 组合产生葡

萄糖苷酶、木聚糖酶、木质素过氧化物酶和锰过氧化物酶。木聚糖酶、木质素过氧化物酶
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和锰过氧化物酶是转化土壤有机质的关键酶[97]。基于两个时期有机质含量的变化，微生物

联合体 ZJW-6+wj1 中 ZJW-6 在转化有机质中发挥了主要作用。30 天和 60 天各处理土壤

的速效氮含量如图 4-3B 所示，ZJW-6 和 wj1 碱性氮含量分别为 190.33 mg/kg、192.67 mg/kg
和 197.76 mg/kg、203.98 mg/kg，与空白对照和腐植酸处理相比有效增加。微生物联合体

ZJW-6+wj1 两个时期的速效氮含量分别为 201.07 mg/kg 和 214.36 mg/kg，在 60 天显著高

于其他处理。在速效磷含量测定过程中，CK、CK*和 ZJW-6 处理在 30 天和 60 天无显著

差异，分别为 6.79 mg/kg、7.21 mg/kg、7.3Fmg/kg 和 7.03 mg/kg、7.76 mg/kg、7.9 mg/kg
图 4-3C。CK*和 ZJW-6 的有效磷含量均高于 CK 的原因与添加腐植酸和微生物菌剂促进

土壤微生物活性有关。结果表明，wj1 处理和微生物联合体在苗期和分蘖期的有效磷含量

显著提高，分别为 8.78 mg/kg、12.01 mg/kg 和 11.84 mg/kg、14.14 mg/kg。土壤的 pH 变化

中，CK、CK*和 ZJW-6 处理在 60 天内无显著变化，wj1 和微生物联合体 ZJW-6+wj1 的

pH 值有所降低。wj1 处理和微生物联合体产生有机酸，促进磷增溶的同时，也略微降低了

土壤 pH。四种菌剂对速效钾的影响最显著，其中 CK*、ZJW-6、wj1 和微生物联合体处理

的土壤在 30 天和 60 天的速效钾含量分别为 119.04 mg/kg、126.06 mg/kg、132.37 mg/kg、
145.61 mg/kg 和 125.63 mg/kg、130.50 mg/kg、140.02 mg/kg、163.48 mg/kg，远高于同时

期的 CK 处理。 

 

图 4-3 各处理对水稻土壤的影响 
A：有机质含量；B：速效氮；C：速效磷；D：速效钾；E：土壤 pH  

Fig.4-3 Effects of different treatments on rice soil 
A: Organic matter content; B: Available nitrogen; C: Available phosphorus; D: Available potassium; E: 

Soil pH 
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4.3 讨论 

微生物联合体较成员菌、市面上常售肥料（腐殖酸）有着更加显著的促生效果，对土

壤速效 N、P、K 和有机质较其他处理均有显著提升。有机质含量的提升主要来自秸秆在

土壤中的降解作用；速效 N、P、K 则因解磷菌分泌有机酸、胞外酶及其他微生物的动员，

含量因此升高，对水稻所在的生长环境提供更多营养元素，促进植株生长[98]。秸秆降解菌、

解磷菌均属于植物生长促进菌（Plant growth-promoting bacteria），其作用是动员土壤微生

物或与植物互作，丰富土壤营养元素，促进植物生长。目前植物生长促进菌已得到广泛研

究并应用：Shiva Rahnama 等人研究表明植物生长促进菌（P. aeruginosa, A. chroococcum

和 A. lipoferum）可促进山黑麦生长，并有效地提升山黑麦地耐旱性，有利于干旱牧场的

恢复[99]。Christian Adler Phares 等人将植物生长促进菌（Bacillus spp 和 Pseudomonas spp）、
生物炭和氮磷钾肥联合作用于土壤，提高玉米籽粒产量并增加玉米对无机肥的利用效率，

此实验于热带酸性土壤中，化肥的使用效率较低，将植物生长促进菌、生物炭和氮磷钾肥

联合作用利于改善土壤生化性状、玉米对氮、磷和钾的吸收和利用效率以及玉米籽粒产量，

而且此研究表明，加入芽孢杆菌和假单胞菌属是一种具有成本效益的策略，因为它可以减

少推荐用于热带土壤玉米生产的无机氮磷钾肥料的用量，增加了此策略的应用价值[100]。 

4.4 小结 

（1）微生物联合体 ZJW-6+wj1 对水稻具促生作用，显著提升根活力、根干重、平均

根直径、根尖数等根系生长指标，丰富了水稻组织的叶绿素含量并提高水稻的净光合速率，

促生效果更加明显。  

（2）微生物联合体 ZJW-6+wj1 显著增加了土壤中速效 N、P、K 和有机质的含量，

改善了土壤营养环境。 
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第五章 微生物联合体对 Cd、Pb 污染土壤的修复 

 

微生物联合体对正常水稻田地土壤的营养环境具显著的改善作用，促进水稻生长。本

部分将微生物联合体应用于 Cd、Pb 污染土壤中，分析微生物联合体对 Cd、Pb 污染土壤

的修复、植物生长及土壤微生物的影响。 

5.1 材料与方法 

5.1.1 实验试剂 

所用试剂同 4.1.1，额外所需试剂如下： 

（1）DTPA 提取剂：称取 1.967 g DTPA（二乙三胺五乙酸）溶于 14.92 g（13.3 mL）
TEA（三乙醇胺）和少量水中，再将 1.47g 结晶氯化钙（CaCl2·2H2O)溶于水中，一并转

至 1L 的容量瓶中，加水至 950 mL，摇匀，将溶液于 pH 计上调节溶液的 pH 为 7.3，加水

定容至刻度，充分摇匀后备用。 

5.1.2 供试土壤来源、水稻品种及培养方法 

与 4.1.2 使用的土壤及水稻品种相同。培养方法如下：取吉林农业大学水稻实验地的

土壤，选用直径 15 cm、高 30 cm 的圆柱形不透明塑料桶，每桶装满底土 5 kg，将秸秆切

成 10 cm 长的段，在尼龙网袋中各填充 5 g，每盆装 3 袋。在 10-15 cm 土层中接种菌剂（活

菌数>10 亿/盆）。分为以下四种处理：无任何施加处理的正常土壤环境处理（CK）,仅施加

微生物联合体菌剂处理的正常土壤环境处理（MA），重金属污染的土壤环境处理（CK1），
施加微生物联合体菌剂在重金属污染的土壤环境处理（CT）。每盆取三个施种点，每个点

中施 8 粒水稻种子，将过筛后的细土均匀铺在盆栽顶部。彻底浇水后每 2 天进行一次灌溉

并每天人工除草，培养周期为 60 天，每个处理有十次重复。 

5.1.3 Cd、Pb 污染土壤模拟实验 

重金属污染处理的土壤由人工制备含镉（10 mg/kg）和铅（300 mg/kg）的土壤样品，

模拟污染环境。 

5.1.4 水稻根系与地上部组织中 Cd、Pb 含量测定 

每个处理取 3 个穴点的水稻植株，取出后用用去离子水洗净、凉干，105℃杀青 30 min，
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杀青后 70℃下烘干至恒重，使用非金属器械粉碎，过 0.15 mm 尼龙筛待测。准确称量样

品 1 g 于瓷坩锅中，置通风橱内，用电热板慢加热炭化（加热前加人 2 mL HNO3 以受热均

匀），直至无烟。转置马弗炉内灰化，缓慢升温至 500℃，灰化 9 h，冷却后取出，加入 2 mL 
HNO3。溶解灰状物，转到 50 mL 容量瓶，用去离子水定容。并使用原子吸收分光光度计

（AA-7000，日本岛津）测定 Cd、Pb 含量。 

5.1.5 菌剂处理下 Cd、Pb 污染土壤性状测定 

5.1.5.1 土壤有机质含量测定 

测量方法同 4.1.6（4）。 

5.1.5.2 土壤团聚体分析 

将采集土壤样品并风干，然后使用不同孔径的套筛（5 mm，2 mm 和 0.25 mm）对土

壤进行筛分。接着，将筛分的土壤样品取 5 g 放入土壤团聚体分析仪（LD-TRTL，山东莱

恩德智能科技有限公司）的分析桶中，沿壁注入水，使土样逐渐达到饱和状态，排出闭塞

空气。静止 15 min，反转分析筒，使土壤团聚体在水中震荡分散。将分散的土壤团聚体通

过不同孔径的筛子，使各级团聚体分离。最后，将留在各级筛网上的土粒烘干并称重，分

析各级团聚体的分布情况。 

5.1.5.3 土壤中 Cd、Pb 含量测定 

采用 DTPA 提取剂浸提-原子吸收法测定。称取并过 2 mm 筛的风干土壤 5 g 放入 100 
mL 锥形瓶中，加入 DTPA 提取剂 25 mL,在室温下（25 ± 2℃）以 180 rpm 的速率振荡 2 h
取下过滤取得清液，并使用原子吸收分光光度计（AA-7000，日本岛津）测定 Cd、Pb 含

量。 

5.1.6 土壤微生物多样性分析 

土壤样本取自盆栽深度的2-15 cm土壤，土壤样本取六份， 利用DNA试剂盒（Shanghai 
Starvio Biotechnology Company Limited）从土壤样品中提取全部 DNA。琼脂糖凝胶电泳用

于评估回收的基因组 DNA 的浓度和纯度。正向引物 338 F（5′-actcctacgggaggca 3′）和反

向引物 806 r（5-GGACTACHVGGT-WTCTAAT 3′）用于扩增 16Sr RNA 的可变区，根据先

前研究的方法进行 PCR 扩增，纯化 PCR 产物并进行高通量测序。采用 QIIME2 （2019.4），
R（4.2.3），ggplot2 计算了 Shannon、Simpson、Chao1 和 Observed_species 指数并制作

ASV/OTU 韦恩图，在距离矩阵上进行微生物群落的主坐标分析（PCoA）,统计了 CK1 与

CT 的代谢通路差异分析并统计了其主要差异代谢通路的物种组成。 
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5.1.7 数据统计分析 

图像处理软件使用 Origin2021 和 Excel2019，数据统计分析使用 SPSS Statistics 27，细

菌群落结构数据在云平台（https://www.genescloud.cn）进行分析。 

5.2 结果与分析 

5.2.1 菌剂对重金属污染下水稻的影响 

Cd、Pb 污染下的土壤对水稻植株产生了严重影响（图 5-1）：CK1 处理较 CK 相比，

水稻地上部生长及根系长度与壮度均受到生长抑制，加入微生物联合体处理 CT 后（图

5-1D），显著减轻重金属的毒害作用并且起到了促生作用。但生长效果最好的仍为 MA 处

理（图 5-1B）。从生长表型来看，微生物联合体一定程度上减轻了重金属对水稻的影响，

并促进水稻生长。 

 

图 5-1 各处理对水稻生长的影响 
A: CK; B: MA; C: CK1; D: CT  

Fig.5-1 Effects of different treatments on rice growth 
A: CK; B: MA; C: CK1; D: CT 

5.2.2 土壤中有机质含量测定和团聚体分布情况 
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如图 5-2 所示，随着培养的进行，CK 处理与 CK1 处理在初始阶段，30 天和 60 天无

明显涨幅趋势，均维持在 4.25 mg/kg-16.56 mg/kg 范围内。MA 处理明显促进土壤中有机

质的形成，在 0 天、30 天和 60 天的有机质含量分别为 7.26 mg/kg，17.65 mg/kg 和 29.94 
mg/kg。在 Cd 和 Pb 的作用下，CT 处理的土壤在 0 天，30 天和 60 天的有机质含量分别为

7.18 mg/kg，14.92 mg/kg 和 24.65 mg/kg。土壤大团聚体（粒径＞2 mm）的分布与各处理

的有机质含量呈正比，CK 比 CK1 处理的土壤的大团聚体含量高出 15.82%，CT 处理的大

团聚体含量占总团聚体含量的 60.2%，而 MA 处理大团聚体含量高出 CT 处理 10.45%。结

果表明，使用微生物联合体处理的土壤，显著提高的土壤有机质和大团聚体含量并降低游

离态的重金属离子含量。 

 

 

图 5-2 各处理对土壤中有机质含量和团聚体分布的影响 
A：初始各处理有机质含量；B：30 天各处理有机质含量；C：60 天各处理有机质含量；D：CK 处理

的土壤团聚体统计 ；E：MA 处理的土壤团聚体统计；F：CK1 处理的土壤团聚体统计；G：CT 处理

的土壤团聚体统计（图中团聚体统计情况的取样时间为 60 天） 
Fig.5-2 Effects of different treatments on soil organic matter content and aggregate distribution. 

A: Initial organic matter content of each treatment; B: The organic matter content of each treatment on the 30 
th day; C: The organic matter content of each treatment on the 60th day; D: Soil aggregate statistics of CK 
treatment; E: Statistics of soil aggregates treated with MA; F: Soil aggregate statistics of CK1 treatment; G: 

Statistics of soil aggregates treated with CT; (The sampling time for the statistics of aggregates in the figure is 
the 60th day). The sampling time of aggregate statistics in the figure is the 60th day 
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5.2.3 水稻根系与地上部组织中 Cd、Pb 含量分析 

水稻根系与地上部组织内的 Cd，Pb 含量与各处理干重如图 5-3 所示，在 60 天，CK1
处理的地上部与地下部分植物组织的 Cd 含量分别为 3.39 mg/kg 和 3.90 mg/kg, CT 处理有

效降低了两个部分的 Cd 含量，在地上部与地下部分分别降低了 99.5%和 98.8%。60 天 CK1
的地上部与地下部分植物组织的 Pb 含量分别为 2.21 mg/kg 和 1.25 mg/kg, CT 处理在两个

部分的 Pb 含量较 CK1 处理分别降低了 96.3%和 30.0%。30 天各处理的根干重如图 5-3C
所示，CK 和 CK1 在 30 天和 60 天的根干重为 8.79 g，6.89 g 和 11.73 g，9.56 g，与上述两

个处理相比 MA 和 CT 两个处理的根的生长情况良好，在 30 天和 60 天的根干重为 17.63 g，
16.10 g 和 30.55 g，26.83 g，结果显示微生物联合体有效地缓解了 Cd 和 Pb 对植株的生长

的影响，促进水稻的生长。 

 

图 5-3 各处理对水稻生长的影响 
A: 水稻根际与地上部分中的 Cd 含量; B:水稻根际与地上部分中的 Pb 含量; C:根干重 

Fig. 5-3 Effects of different treatments on rice growth 
A: Cd content in rice rhizosphere and aboveground parts; B: Pb content in rice rhizosphere and aboveground 

parts; C: Root dry weight 

5.2.4 土壤总 Cd、Pb 含量及团聚体吸附 Cd、Pb 含量 

统计并分析盆栽水稻在初始阶段（0 d）,苗期（30 天）和分蘖期（60 天）微生物联合

体对土壤的影响。根际与根际外 Cd 和 Pb 含量随着时间变化，如图 5-4 所示。在 30 天，

CK1 处理下水稻的根际和根际外 Cd 含量略有下降，两个处理无明显差异，分别为 9.52 
mg/kg 和 9.57 mg/kg。CT 处理在根际外土壤去除了更多的 Cd，去除率为 56.8%，根际土

壤 Cd 去除率为 36.3%。60 天时，CK1 处理下水稻的根际土壤和根际外土壤 Cd 含量无明

显变化，CT 处理去除 Cd 的效率显著提高，根际外土壤 Cd 去除率 99.1%，根际土壤 Cd
去除率 91.2%。微生物联合体在土壤中对 Pb 的去除趋势与去除 Cd 的趋势相同，30 天时，

根际土壤和根际外土壤剩余 Pb 含量分别为 183.8 mg/kg 和 200.4 mg/kg，60 天根际土壤和

根际外土壤剩余 Pb 含量分别为 3.67 mg/kg 和 6.33 mg/kg。30 天的 CK1 处理的根际土壤和
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根际外土壤速效磷含量分别为 7.21 mg/kg 和 7.30 mg/kg。CT 处理的根际土壤和根际外土

壤速效磷含量分别为 8.78 mg/kg 和 12.03 mg/kg。CT 处理下土壤中的有效磷含量在 60 天

急剧上升，在根际土壤和根际外土壤分别为：11.84 mg/kg 和 24.14 mg/kg。另外，团聚体

也吸附了部分 Cd 和 Pb，在 30 天，Cd 和 Pb 在 CK1 处理的大团聚体含量分别为 0.64 mg/kg
和 5.21 mg/kg，60 天分别为 1.50 mg/kg 和 40.00 mg/kg。CT 处理的大团聚体固定 Cd 和 Pb
的效果更好，30 天 Cd 和 Pb 在 CT 处理的大团聚体含量分别为 0.92 mg/kg 和 16.23 mg/kg，
60 天分别为 3.35 mg/kg 和 86.57 mg/kg。 

 

图 5-4 土壤总 Cd、Pb 含量及团聚体吸附 Cd、Pb 含量 
A：根际土壤与根际外土壤中的 Cd 含量；B：根际土壤与根际外土壤中的 Pb 含量；C：土壤有效

磷含量；D：团聚体 Cd 含量；E：团聚体 Pb 含量 
Fig.5-4 The contents of total Cd and Pb in soil and the contents of Cd and Pb adsorbed by aggregates A: 

Cd content in rhizosphere soil and extra-rhizosphere soil; B: Pb content in rhizosphere soil and 
extra-rhizosphere soil; C: Soil available phosphorus content; D: Cd content in aggregates; E: Aggregate Pb 

content 

5.2.5 土壤微生物群落结构分析 

5.2.5.1 土壤微生物多样性指数分析 

微生物联合体对土壤微生物群落多样性和结构组成的影响如图 5-5 所示，为了直观分

析各个处理间群落组成的差异，基于 UPGMA 算法构建层次聚类树（图 5-5A），CK 与 MA
处理无明显差异仅加入 Cd 和 Pb 的 CK1 处理（D1-D6）与其他三个处理，存在明显差异，
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CT 处理起到明显的处理重金属的作用，保持了土壤环境中的微生物组成，同样与 CK 和

MA 无明显差异。采用 QIIME2（2019）分析软件计算了每个处理相关的阿尔法多样性指

数（图 5-5B），MA 处理下的土壤微生物群落 Shannon 指数较 CK 处理显著提升（P<0.05），
说明微生物联合体有利于丰富土壤环境的多样性，而 CK1 处理下较上述两个处理有明显

的下降（P<0.05），表明加入 Cd 和 Pb 可对土壤微生物群落产生严重的毒害作用，极大的

降低了土壤微生物的丰富度。CT 处理的 Chao1 指数较 CK1 有着显著提升（P<0.05），说

明在一定程度上加入微生物联合体可减轻 Cd 和 Pb 的毒害作用。在 Simpson，Shannon 这

两个表征微生物多样性的重要指标中也可看到相同的趋势，Observed_species 这一分析微

生物多样的直观指标也表明了上述变化，同时也印证了基于 UPGMA 算法构建层次聚类树

（图5-5A）中各个处理在土壤微生物多样性上具有显著性差异的现象。采用QIIME2（2019）
分析软件和 R（4.2.3），对各个处理进行主坐标分析，CK 和 MA 组之间的距离相对较近，

这表明两种处理条件下的微生物群落结构只有微小的差异， CK1 远离 RA 和 RD 群，说

明随 Cd 和 Pb 的添加，这三种处理的种类组成和相对丰度存在显著差异，CT 与 CK、MA
两个处理之间的距离较近。四种处理的 ASV/OTU 韦恩图如图 5-5D 所示，除去不同处理

集合的共同组成外，丰度度由高到低依次为：MA，CK，CT 和 CK1。 

综上所述，加入 Cd 和 Pb 产生的重金属毒害严重降低土壤微生物组成，微生物联合体

降低了土壤中游离重金属浓度，显著降低了 Cd，Pb 对土壤微生物的影响，有利于土壤微

生物丰富度的恢复、提高；有利于修复土壤微生物群落的组成，减轻重金属毒害作用。 

 

 

 



吉林农业大学硕士学位论文                                    第五章  微生物联合体对 Cd、Pb 污染土壤的修复 

 

 

45 

 

图 5-5 各处理对土壤微生物多样性的影响 
A：UPGMA 树 (图中 A,B,C 和 D 分别表示 CK，MA,CT 和 CK1);B：Alpha 多样性指数；C：PCoA

分析；D：ASV/OTU 韦恩图 
Fig.5-5 Effects of different treatments on soil microbial diversity 

A: UPGMA tree (A, B, C and D represent CK, MA, CT and CK1, respectively); B: Alpha diversity index; 
C: PCoA analysis; D: ASV / OTU Venn diagram 

5.2.5.2 菌剂对重金属污染土壤微生物代谢途径的影响 

为了进一步阐释微生物联合体通过影响土壤微生物群落修复土壤微环境促进植物生

长的机理，研究了 CK1 与 CT 在两种处理下的土壤中微生物菌群的代谢差异。在修复重金

属 毒 害 的 土 壤 环 境 中 ， 加 入 微 生 物 联 合 体 （ CT ） 使 土 壤 微 生 物 群 落 的

METH-ACETATE-PWY（乙酸生成甲烷）和 CODH-PW（乙酰辅酶 a 途径）下调，抑制了

乙酸向甲烷与乙酰辅酶 a 的转化，提高了乙酸螯合重金属的专一性。而且，LIPASYN-PWY
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（磷脂酶途径）的上调有利于磷脂水解解为脂肪酸，重金属离子与脂肪酸根结合为螯合物，

减少重金属毒害。 

同时，CT 处理与 CK1 处理相比，通路上调最明显的为 METHGLYUT-PWY（甲基乙

二醛的降解），由于实验的土壤中含有利于增加土壤大团聚体的秸秆，微生物降解秸秆产

生的大量糖类物质长期积累，造成土壤的高糖环境，这种环境也会产生糖衍生毒物，其中

主要为甲基乙二醛（Methylglyoxal, MG），MG 会被植物大量吸收，在植物体内毒害细胞

并诱发植物病症。微生物联合体的加入有利于土壤微生物在重金属环境下大量降解甲基乙

二醛，丰富土壤营养环境的同时，减轻糖衍生毒物对植株的危害。 

 

图 5-6 基于 MetaCyc 代谢途径数据库的土壤中微生物菌群的代谢差异，对照组：CK1,实验组：CT 
Fig.5-6 Metabolism differences of microbial flora in soil based on MetaCyc metabolic pathway database, 

Control group: CK1, Experimental group: CT 

分析代谢对土壤环境与植物促生的机制，如图 5-7 结果显示，METH-ACETATE-PWY
（乙酸生成甲烷）中（图 5-7A）， Ramlibacter、Sphingomonas 在 CK 与 MA 处理下无明

显差异，在 CK1 处理中显著减少， CT 处理较其他三个处理显著提升，在

METHGLYUT-PWY（甲基乙二醛的降解）中（图 5-7B），发现 Sphingomonas 较其他三个

处理显著提升。 
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图 5-7 基于 MetaCyc 代谢途径数据库的土壤中微生物菌群的差异代谢通路的物种组成: A：

METH-ACETATE-PWY 物种组成; B:METHGLYUT-PWY 物种组成，对照组：CK1,实验组：CT 
Fig.5-7 Species composition of differential metabolic pathways of microbial flora in soil based on 
MetaCyc metabolic pathway database: A: METH-ACETATE-PWY species composition; B: 

METHGLYUT-PWY species composition, Control group: CK1, Experimental group: CT 

5.3 讨论 

微生物联合体可促进水稻植株整体的生长，极大减轻重金属毒害作用。加入微生物联

合体丰富了土壤有机质含量，随着有机质含量的增加，土壤中大团聚体的含量也得到提高，

最终大团聚体吸附的重金属含量显著增加，直接地印证了加入 ZJW-6 作为去除重金属的功

能补全菌的可行性。此外，除大团聚体（粒径＞2 mm）外，其他粒径的团聚体均无显著

的吸附重金属效果。 

生物修复土壤，并促进作物生长已被广泛研究，He 等人通过筛选具有解磷和解钾功

能菌，修复土壤肥力，减少磷矿堆积并促进植物的生长[101]。Yu 等人接种解磷菌于土壤中，

减少 P 渗滤液损失，同时显着促进植物对土壤 P 的吸收和利用[102]。Zhang 研制了解磷菌

以球磨共改性生物炭（PBC）为载体，可高效修复 Cd 污染[103]。本实验的微生物联合体显

著修复了 Cd、Pb 对土壤微生物群落的毒害，相较于没有微生物联合体处理的重金属污染

土壤，Chao1、Simpson 和 Shannon 都得到了提高，PCoA 等分析也进一步证实了微生物联

合体对重金属污染土壤的修复作用[104]。微生物联合体修复 Cd 和 Pb 污染土壤，统计了
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MetaCyc 代谢途径数据库的土壤中微生物菌群的代谢差异，微生物联合体主要促进

LIPASYN-PWY（磷脂酶途径）和 METHGLYUT-PWY（甲基乙二醛的降解）代谢通路，

促进磷脂水解解为脂肪酸螯合重金属并减少甲基乙二醛在植物组织中的积累来修复土壤，

促进植株生长[105]。抑制了 METH-ACETATE-PWY（乙酸生成甲烷）和 CODH-PW（乙酰辅

酶 a 途径）代谢通路，抑制了乙酸分解为其他产物，促进更多乙酸螯合重金属[106]。

METH-ACETATE-PWY（乙酸生成甲烷）和 METHGLYUT-PWY（甲基乙二醛的降解）的

物种组成，发现微生物联合体显著增加了 Ramlibacter、Sphingomonas 的丰度。研究表明，

Ramlibacter 产生分裂形式的包囊，从而合成细胞结合的胞外多糖，丰富土壤营养环境，利

于微生物生命活动[107]，Kang 等人研究表明，Ramlibacter 也可高效降解木质纤维素，丰富

有机质，有利于生成更多土壤大团聚体并吸附重金属[108]。Sphingomonas 可分泌大量碱性磷

酸酶，释放更多磷酸根与重金属螯合，达到去除重金属离子目的[109]。据研究，Sphingomonas

在辅助植物修复方面具有多种作用机制，如促进生物吸附、促进主动外排运输和降低毒性

等[110]，也可与微生物协同修复重金属污染，促进植物生长。此外，Sphingomonas 也是植物

生长促进剂微生物的标志菌，目前，鞘氨醇单胞菌已被证明具有促进植物生长和提高植物

抗逆性的作用，这些作用被认为是由于它们具有固氮、溶磷、产生植物生长激素等功能。

值得注意的是，一些鞘氨醇单胞菌还具有作为植物内生和根际细菌的培养性，与植物具有

相互作用的模式[111]。 

5.4 小结 

（1）微生物联合体可有效减轻 Cd、Pb 对水稻的毒害作用，并且具有一定的促生效果。 

（2）在 Cd、Pb 污染条件下，加入微生物联合体保持了土壤微生物丰度， 抑制了

METH-ACETATE-PWY（乙酸生成甲烷）和 CODH-PW（乙酰辅酶 a 途径）代谢通路，促

进了 METHGLYUT-PWY（甲基乙二醛的降解）代谢通路。并动员了以 Ramlibacter、

Sphingomonas 为代表的功能微生物，降解更多秸秆，并钝化、固定重金属。 
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第六章 结论 

 

（1）构建并筛选出微生物联合体 ZJW-6+wj1，由秸秆降解菌 ZJW-6 和解磷菌 wj1 组

成，具有高效的秸秆降解能力、解磷能力和重金属去除能力。 

（2）两种菌株之间存在协同作用，联合体更快的碳源消耗速度，造成碳源胁迫环境，

促使其更快的降解秸秆，产生的糖类物质可以转化并生成更多的有机酸促进难溶性磷的增

溶。 

（3）通过扫描电镜、能谱分析和红外光谱分析进一步明确其去除重金属的机制：分

泌有机酸与重金属形成不溶性结晶螯合物，被菌体吸附到表面，吸附的过程中，羟基、酰

胺、烯酮和酰基卤化物均参与其中。此外，吸附过程还促进了 C=O 的转变有利于固定重

金属 Pb 和 Cd。 

（4）微生物联合体对正常的土壤营养环境及水稻生长具明显的改善效果：联合体丰

富了速效 N、P、K 和土壤有机质含量以促进水稻地上部与根系的生长。同时，微生物联

合体作用到 Cd、Pb 污染土壤中可有效减轻重金属对水稻的毒害作用，促进土壤中甲基乙

二醛的降解以减轻毒素在植物体内的积累并抑制乙酸生成甲烷、乙酰辅酶 a 的通路，提高

有机酸螯合重金属的效率来修复重金属污染土壤。 
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