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摘 要：【目的】蔬菜种植园土壤存在肥力退化、pH 下降和重金属溶出等问题，需探究生物炭复

合菌剂对菜园土壤细菌群落结构、氮组分和重金属有效性的作用机制。【方法】以重金属抗性菌

罗尔斯通氏菌 (Ralstonia) Bcul-1 (R-B) 和芽孢杆菌 (Bacillus cellulasensis) Zn-B (BC-Z) 与生物炭

(biochar, BI)制备固定化菌剂，并将其添加到长期轮作番茄的菜园土壤(pH 5.6)中。基于土壤细菌

高通量测序和土壤成分测定分析菜园土壤的细菌种群多样性、pH、氮碳含量和重金属化学形态，

研究生物炭复合菌剂对土壤细菌群落结构、氮碳供给和土壤重金属活性的影响。【结果】生物炭

固定化促使外源菌 R-B 和 BC-Z 在重金属复合污染的菜园土壤中生长，并与土壤原有的高抗性

Bacillus (10.18%−11.88%)长期共存，有效改善了土壤细菌种群结构、调整了差异菌群(biomarker)分

布和增加了高丰度菌 [ 如链霉菌 (Streptomyces)、地嗜皮菌 (Geodermatophilus) 和类诺卡氏菌

(Nocardioides)等]的相对丰度。此外，土壤细菌种群(属水平)、部分高丰度菌和外源菌 R-B 与土壤

重金属化学形态和氮碳组分密切相关。添加生物炭菌剂(BI+R-B、BI+BC-Z 和 BI+R-B+BC-Z)后，

菜园土壤的 pH、EC、全氮、硝态氮(NO3
−-N)、有机质和总有机碳分别最高增加 0.41、20.74%、

18.96%、24.77%、10.26% 和 21.56%，且铵态氮(NH4
+-N)残留减少 13.91%，维持了菜园土壤氮碳

供给能力。R-B 生物炭菌剂(BI+R-B 和 BI+R-B+BC-Z)减少了土壤重金属(Cd、Cr、Pb、Cu 和 Zn)的交

换态、还原态或氧化态含量(减少 0.18%−12.33%)，同时增加了其残渣态含量(增加 0.16%−14.59%)，

有效钝化了菜园土壤重金属活性。【结论】生物炭复合菌剂(BI+R-B+BC-Z)改善了重金属复合污染
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的菜园土壤细菌群落结构，促进了 R-B 生长，增加了高丰度菌的相对丰度，并维持了外源菌 R-B

和 BC-Z 与土壤原有的高抗性 Bacillus 长期共存。同时，该菌剂提高了土壤的 pH、EC、总氮、硝

态氮、总有机碳和有机质，减少了铵态氮残留，钝化了土壤重金属(Cd、Pb 和 Cu)活性，有效调

控了菜园土壤细菌群落活性、外源双功能菌生长、氮碳供给、pH 和重金属化学形态，具备维持

菜园土壤供肥能力和治理重金属复合污染的潜力。

关键词：功能菌固定化；外源双功能菌；重金属化学形态；土壤高丰度菌；土壤氮碳含量
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Abstract: [Objective] The soil in the vegetable plantation suffered from fertility degradation, pH 
decrease, and heavy metal leaching, necessitating the exploration of the mechanism by which 
composite bacterial agents regulate the bacterial community structure, nitrogen composition, and 
heavy metal availability in the vegetable plantation soil. [Methods] The heavy metal-resistant 
bacterial strains Ralstonia Bcul-1 (R-B) and Bacillus cellulasensis Zn-B (BC-Z) were prepared with 
biochar as an immobilized bacterial agent and then applied to the acidic soil (pH 5.6) of a vegetable 
plantation under long-term tomato rotation. High-throughput sequencing of soil bacteria and the 
determination of soil composition were conducted to analyze the bacterial diversity, soil pH, 
nitrogen-carbon content, and heavy metal chemical speciation, on the basis of which the effects of 
the biochar composite bacterial agent on the bacterial community structure, nitrogen-carbon supply, 
and heavy metal activity in the soil were analyzed. [Results] Biochar immobilization facilitated the 
growth of exogenous bacteria R-B and BC-Z in the vegetable plantation soil contaminated with 
heavy metals and maintained long-term coexistence of R-B and BC-Z with the original highly 
resistant Bacillus (10.18%−11.88%) in the soil. Accordingly, it effectively improved the bacterial 
community structure, adjusted the distribution of differential bacteria (biomarkers), and 
restoratively increased the relative abundance of abundant bacteria (such as Streptomyces, 
Geopathophilus, and Nocardioids) in the soil. In addition, soil bacterial genera, partial abundant 
bacteria, and the exogenous bacterial strain R-B were closely related to heavy metal chemical 
speciation and nitrogen-carbon components. The application of biochar bacterial agents (BI+R-B, 
BI+BC-Z, and BI+R-B+BC-Z) increased the pH, EC, total nitrogen, nitrate nitrogen, organic 
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matter, and total organic carbon of the soil by up to 0.41, 20.74%, 18.96%, 24.77%, 10.26%, and 
21.56%, respectively, while decreasing the ammonium nitrogen residue by 13.91%, maintaining the 
nitrogen-carbon supply capacity of the soil. BI+R-B and BI+R-B+BC-Z reduced the content of 
exchangeable, reducible, and oxidizable heavy metals (Cd, Cr, Pb, Cu, and Zn) by 0.18%−12.33%, 
but increased the residual content of these heavy metals by 0.16%−14.59%, effectively passivating 
heavy metals in the soil. [Conclusion] The biochar composite bacterial agent (BI+R-B+BC-Z) 
improved the bacterial community structure, promoted R-B growth, increased the abundance of 
abundant bacteria, and maintained the long-term coexistence of exogenous bacteria R-B and BC-Z 
with the original highly resistant Bacillus in the vegetable plantation soil with heavy metal 
compound pollution. Moreover, it increased soil pH, EC, total nitrogen, nitrate nitrogen, total 
organic carbon, and organic matter, while reducing ammonium nitrogen residue and passivating 
soil heavy metals (Cd, Pb, and Cu). Therefore, it effectively regulated the bacterial community 
activity, exogenous bifunctional bacterial growth, nitrogen-carbon supply, pH, and heavy metal 
chemical speciation, with the potential to maintain the fertilizer supply capacity and control heavy 
metal compound pollution of vegetable plantation soil.
Keywords: immobilization of functional bacteria; exogenous bifunctional bacteria; heavy metal 
chemical speciation; abundant bacteria in soil; soil nitrogen-carbon content

设施农田土壤存在肥力退化、pH 下降和重

金属富集 (Cd 0.45 mg/kg、Cr 62.67 mg/kg、Cu 

33.31 mg/kg和Pb 24.34 mg/kg)[1]的问题。重金属污

染的菜园土壤(pH 6.5)中 Pb、Cd、Zn 和 Cu 的平均

含量分别为 87.18、1.06、261.01 和 97.81 mg/kg，

其中 Cd 含量范围为 0.41−2.07 mg/kg[2-4]。此外，

全国 8 个省市具有代表性的设施蔬菜产区，土

壤中 Cd、Cu 和 Zn 的全量与有效态含量均超

标[5]，且存在重金属复合污染[6]。重金属污染降

低了土壤菌群丰度和土壤酶活性，阻碍了土壤微

生物对土壤养分的转化[7-8]。研究土壤改良剂提高

菜园土壤细菌群落活性、恢复特定细菌生长以及

钝化土壤重金属的作用机制有助于治理菜园土壤

重金属复合污染和维持土壤养分长效供给。

生物炭被广泛应用于修复土壤重金属污染、

提高土壤 pH 和增加养分供给，但生物炭施入土

壤后存在自然老化、功能基团降解和碳过量积

累等缺陷，影响其长效固持土壤重金属[9-11]。过

量施用生物炭会抑制农田土壤菌群生长，显著

降低细菌种群的丰富度和多样性[12]。土壤重金

属抗性菌具有抵抗力强、繁殖速度快和适应范

围广等优势，可通过表面吸附、转化沉淀和氧

化还原反应等方式钝化土壤重金属活性[13-15]。

抗性菌罗尔斯通氏菌(Ralstonia sp.) 能耐受较高

浓度的 Cu 和 Zn[16]。此外，生物炭具有多孔的

微观结构、丰富的碳氮官能团和稳定的化学性

质，可为外源抗性菌长期存活提供良好的土壤

微环境[17-18]。施用生物炭能提高红壤特定微生

物活性[19]和菜园土壤细菌丰度[20-21]。生物炭固

定化功能菌可有效促进土壤细菌持续生长[22]，

恢复重金属污染土壤的细菌群落多样性[23]。生

物炭固化菌剂已应用于治理土壤重金属复合污

染和改善酸性土壤菌群结构[22-24]。将生物炭和

重金属抗性菌制备成生物炭固化菌剂，研究其

维持外源菌存活、降低土壤重金属活性和改善

土壤菌群多样性的作用机制，可为生物炭和重

金属抗性菌治理酸性农田土壤提供参考。

重金属抗性菌 R. Bcul-1 和芽孢杆菌(Bacillus 

cellulasensis)可长期存活于重金属复合污染的酸

性农田土壤，对 Cd、Cr、Pb、Cu、Mn、Ni 和

Zn 等重金属具有较高的耐受浓度和吸附效

率[25-26]。Ralstonia Bcul-1(R-B)与生物炭固定化后
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可促使 R-B 在 Cd (0.42 mg/kg)和 Pb (94.37 mg/kg)

污染的农田土壤(pH 5.3)中持续生长为高丰度

菌[27]，其对土壤可溶性 Cd 和 Pb 的吸附效率分

别提高 16.23%−40.80% 和 2.71%−24.71%，且能

增加施肥土壤中硝态氮(NO3
−-N)和可溶性磷的含

量[25,28]。Bacillus cellulasensis Zn-B (BC-Z)耐高

温(60 ℃)和存活于盐碱地，Cd2+和 Zn2+胁迫下仍

能降解蔬菜茎叶[26]。然而，高量施用生物炭或

单一功能菌(生物炭+R-B，生物炭+BC-Z)治理重

金属复合污染土壤时面临着生物炭自然老化、

土壤碳过量积累、菌剂适用范围小和菌种性能

衰退等难题[22,27]。通过研究生物炭复合菌剂(生

物炭+R-B+BC-Z)中低施用量生物炭与不同重金

属抗性菌(R-B 和 BC-Z)的互作机制，可为同时

钝化土壤重金属和维持养分转化提供参考。以

生物炭固定化抗性菌 R-B 和 BC-Z 探究生物炭复

合菌剂对菜园土壤的重金属活性、细菌种群生

长和养分转化的影响具有重要的研究意义。

菜园土壤的肥力退化和重金属溶出影响着

蔬菜的可持续种植。采用土壤改良剂生物炭和

重金属抗性菌共同改善菜园土壤的菌群结构、

养分含量和重金属化学态分布具有较强的实践

意义，可为避免土壤过量施用生物炭和克服单

一菌剂功能菌衰退提供参考。本研究将适量生

物炭与重金属抗性菌 R-B 和 BC-Z 固定化制备成

生物炭复合菌剂，并施用到酸性菜园土壤中，

明确其增强细菌群落活性、改善供肥能力和钝

化土壤重金属的长效机制。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　材料

土壤取自轮作蔬菜达 10 年以上的蔬菜种植

园，自然风干后碾磨成颗粒状，过 50 目筛网(孔

径 0.30 mm)。菜园初始土壤的 pH、氧化还原电

位(oxidation-reduction potential, Eh)、阳离子交换

量 (cation exchange capacity, CEC) 和 电 导 率

(electrical conductivity, EC)分别为 5.6、156.29 mV、

4.16 cmol/kg 和 175.18 µs/cm；重金属 Cd、Pb、

Cu 和 As 的含量分别为 9.29、185.22、116.49 和

0.68 mg/kg；有机质和有机碳含量分别为 5.71%

和 7.52 g/kg。番茄秸秆生物炭：pH 为 10.3，EC

为 1 047.12 μs/cm，全氮为 6.27 mg/kg，固定碳

为 57.92%，碳氮比(C/N)为 52.18。罗尔斯通氏

菌 (Ralstonia) Bcul-1 (R-B)和芽孢杆菌 (Bacillus 

cellulasensis) Zn-B (BC-Z)均由本课题组自主分离

和鉴定，现分别保存在福建省农业科学院资源

环境与土壤肥料研究所和中国普通微生物菌种

保藏管理中心(CGMCC，https://cgmcc.net/)，编

号分别为 CGMCC No. 17565 和 CGMCC No. 

17563。选用生长周期为 120 d 的芥菜品种。

1.2　试验设计

制备生物炭复合菌剂：1 mL R-B 菌液的菌

体数约 2.15×108 (OD600=0.6)，1 mL BC-Z 菌液的

菌体数约 1.75×108 (OD600=0.7) [25]。将菌液于

10 000 r/min 离心 2 min 收集菌体，用等量无菌

水洗涤并重悬。将 100 mL 菌体稀释液(10 mL 重

悬液+90 mL 无菌水)添加到番茄秸秆生物炭

(10 g) (菌液:生物炭=10:1，菌液体积与生物炭质

量的比例)，25 ℃、150 r/min 固定化处理 2 h。

一个花盆装 10 kg 土壤(土壤:生物炭=1 000:1)[27]，

添加生物炭菌剂(10 g 生物炭+100 mL 菌液)或生

物炭(10 g 生物炭+100 mL ddH2O)[22,27]，同时加

入 2 g 复合肥(N:P2O5:K2O=15:15:15)和 5 g 有机

肥，混匀后装入花盆，在蔬菜大棚中陈化 2 周

以上。设计处理组：设置 5 个处理组。对照组

(control group, CK)：初始菜园土壤；生物炭组

(biochar, BI)：土壤+生物炭；R-B 生物炭菌剂组

(BI+R-B)：土壤+生物炭+R-B；BC-Z 生物炭菌

剂组(BI+BC-Z)：土壤+生物炭+BC-Z；R-B+BC-

Z 生物炭复合菌剂组(BI+R-B+BC-Z)：土壤+生

物炭+R-B+BC-Z。壮苗期(50 d)的处理组编号为

CK 1、BI 1、BI+R-B 1、BI+BC-Z 1 和 BI+R-B+

BC-Z 1；采收期 (90 d，花期)的处理组编号为

CK 2、BI 2、BI+R-B 2、BI+BC-Z 2 和 BI+R-B+

BC-Z 2。蔬菜种植和土壤取样：试验设 5 个处
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理组，每个处理组有 5 个重复(确保每组至少有

3 个处理的蔬菜苗成活至采收期)，共 25 个处理

(花盆)，移栽株高 8−10 cm 的芥菜苗。在芥菜的

壮苗期和采收期选择芥菜苗生长良好的处理，

用自制打孔器在芥菜苗周围随机确定 6 个土壤

取样点，并垂直插取根际土壤(8 cm 深度)。壮苗

期仅测定土壤细菌群落多样性，采收期测定土

壤的细菌群落多样性、重金属化学形态(交换态、

还原态、氧化态和残渣态)和氮素含量总氮、硝

态氮(NO3
−-N)和铵态氮(NH4

+-N)。

1.3　测定土壤重金属化学形态

将自然风干的土样碾磨成粉末状，过 100 目

筛子。重金属总含量：称取 2 g 土壤，加入 200 µL

浓 H2SO4 和 20 mL HF，维持 200 ℃至反应液蒸

干；再次加入等量浓 H2SO4 和 HF，继续加热至

混合酸蒸干。然后加入 30 mL 浓 HNO3、4 mL

浓 H2SO4 和 10 mL HClO4，加热至产生白烟。用

ddH2O 定容至 100 mL，测定 Cd、Cr、Pb、Cu

和 Zn 含量。重金属交换态：称取 2 g 土壤，加

入 80 mL 0.10 mol/L CH3COOH，200 r/min 振荡

培养 20 h (25 ℃)，10 000 r/min 离心 20 min。上

清液分别用普通定性滤纸和微孔滤膜 (孔径

0.45 µm)过滤，测定重金属交换态含量。重金属

还原态：向提取完重金属交换态的土壤残渣中加

入 80 mL 0.50 mol/L HONH2HCl 溶液，200 r/min

振荡培养 20 h，10 000 r/min 离心 20 min，上清

液过滤后测定重金属还原态含量。重金属氧化

态：向提取完重金属还原态的土壤残渣中加入

20 mL H2O2 (8.80 mol/L，pH 2.0)，室温反应 1 h，

85 ℃再反应 1 h；当反应液体积减小到 6 mL 时

加入 20 mL H2O2，85 ℃下继续反应；当体积减

小到 2 mL 时加入 100 mL CH3COONH4 溶液

(1 mol/L， pH 2.0)， 200 r/min 振荡培养 20 h，

10 000 r/min 离心 20 min，上清液过滤后测定重

金属氧化态含量。残渣态含量=总量−交换态−还
原态−氧化态。测定仪器为石墨炉/火焰原子吸收

分光光度计(北京普析通用仪器有限责任公司)。

1.4　测定土壤的总有机碳、硝态氮和铵

态氮

用 0.50 mol/L KCl 溶液在 25 ℃、200 r/min

条件下对土壤抽提 2 h，分别用普通定性滤纸和

微孔滤膜过滤。总有机碳 (total organic carbon, 

TOC)和总氮采用铂金催化燃烧仪(Shimadzu 公

司)测定，硝态氮(NO3
−-N)和铵态氮(NH4

+-N)用

连续流动分析仪(Skalar 公司)测定。

1.5　高通量测序分析土壤细菌群落结构

依据土壤基因组 DNA 提取试剂盒[天根生

化科技(北京)有限公司]提供的方法提取土壤细

菌总 DNA。采用 1% 琼脂糖凝胶电泳和超微量

紫外分光光度计(ThermoFisher Scientific 公司)分

别检测 DNA 的完整性和总量。以简并引物

338F (5′-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3′)和 806R 

(5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′ )扩增细菌

16S rRNA 基因 (V3 −V4 区)。 PCR 反应体系

(50 μL)：2×Phanta Max Buffer 25 μL，dNTP Mix 

(10 mmol/L) 1 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各

2 μL，Phanta Max Super-Fidelity DNA Polymerase 

(5 U/μL) (南京诺唯赞生物科技有限公司) 1 μL，

DNA 1 μL (<50 ng/μL)，ddH2O 18 μL。PCR 反应

条件： 95 ℃ 5 min； 95 ℃ 20 s， 55 ℃ 35 s，

72 ℃ 45 s，共 32 个循环；72 ℃ 5 min。采用

1.5% 琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物的特异

性。PCR 产物送上海美吉生物医药科技有限公

司进行高通量测序，基于在线的美吉生物云平

台(https://cloud.majorbio.com/，上海美吉生物医

药科技有限公司)分析土壤细菌群落结构，具

体分析软件和方法参考美吉生物公司提供的云

工具 (https://cloud.majorbio.com/page/tools.html)。

高通量测序原始序列已经提交至 NCBI SRA (https://

www.ncbi.nlm.nih.gov/sra)，登录号为 PRJNA948697 

(BioProject) 和 SRR23980356 (Sequence Read 

Archive)。

1.6　数据分析和图表绘制

数据统计分析采用 R 语言(v3.3.1，https://
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www. r-project. org/)。图表绘制采用 R 语言和

Microsoft Excel v2019， 以 平 均 值 和 标 准 差

(standard deviation, SD)制作柱形图。组间差异性

采用单因素方差分析(Duncan’s test，*：P<0.05；

**：P<0.01)。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　重金属钝化菌剂改变酸性菜园土壤

重金属化学形态分布

如图 1 所示，菜园土壤重金属含量 (CK，

pH 5.6) 为 ： Cd 9.29 mg/kg、 Cr 33.32 mg/kg、

Pb 185.22 mg/kg、 Cu 116.49 mg/kg 和 Zn 

163.95 mg/kg。根据《土壤环境质量 农用地土壤

污染风险管控标准(试行) GB 15618—2018》的

重金属风险筛选值(pH<6.5)[6]：Cd 0.40 mg/kg、

Cr 150.00 mg/kg、Pb 90.00 mg/kg、Cu 50.00 mg/kg

和 Zn 200.00 mg/kg。菜园土壤中 Cr 和 Zn 含量

低于风险筛选值，但土壤中 Cd、Pb 和 Cu 含量

超标且分别达到风险筛选值的 23.23 倍、2.06 倍

和 2.33 倍，属于典型的 Cd、Pb 和 Cu 复合污染

土壤。此外，菜园土壤(CK)中 Cd、Cr、Pb、Cu

和 Zn 的交换态占比分别为 24.69% (2.30 mg/kg)、

0.53% (0.18 mg/kg)、3.83% (7.26 mg/kg)、6.79% 

(7.96 mg/kg)和 15.98% (26.15 mg/kg)，其残渣态

占 比 分 别 为 60.90% (5.67 mg/kg)、 76.46% 

(25.40 mg/kg)、58.09% (110.10 mg/kg)、44.13% 

(51.76 mg/kg)和 76.61% (125.41 mg/kg)。此外，

土壤中 Cd 和 Pb 的还原态占比分别为 12.75% 

(1.19 mg/kg)和 36.22% (68.64 mg/kg)，土壤中 Cr

和 Cu 的氧化态占比分别为 22.17% (7.37 mg/kg)
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图1　菜园土壤重金属的化学形态变化。A：镉；B：铬；C：铅；D：铜；E：锌。Ex-、Red-、Ox-和Res-

分别表示交换态、还原态、氧化态和残渣态。

Figure 1　Chemical speciation change of heavy metals in vegetable soil. A: Cd; B: Cr; C: Pb; D: Cu; E: Zn. Ex-, 

Red-, Ox- and Res- represented the exchangeable, reducible, oxidizable and residual, respectively. The same as 

follow. *: P<0.05; **: P<0.01.
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和 46.98% (55.10 mg/kg)。菜地土壤中 Cd 的交

换态、还原态和残渣态合计占比 98.34%，Cr (或

Cu)的氧化态和残渣态合计占比 98.63% (或

91.11%)， Pb 的 还 原 态 和 残 渣 态 合 计 占 比

94.31%， Zn 的 交 换 态 和 残 渣 态 合 计 占 比

92.59%。向菜园土壤(CK)中添加 BI、BI+R-B、

BI+BC-Z 和 BI+R-B+BC-Z 后土壤中 Cd 的交换

态和还原态分别减少 1.43%−12.33% 和 0.07%− 

1.70%，残渣态增加 2.44%−14.59% (图 1A)；土

壤中 Cr 的氧化态减少 0.70%−1.64%，残渣态增

加 0.71%−2.23% (图 1B)；土壤中 Pb 的还原态减

少 0.18% − 2.18%，残渣态增加 0.16% − 2.95% 

( 图 1C)；土壤中 Cu 的氧化态减少 0.85% − 

9.63%，交换态减少 0.06%−1.37%，残渣态增加

0.95%−11.77% (图 1D)；土壤中 Zn 的交换态减

少 0.26% − 8.59%，残渣态增加 0.31% − 9.74%  

(图 1E)。R-B 生物炭菌剂 (BI+R-B 和 BI+R-B+

BC-Z)减少 Cd、Cu 和 Zn 的交换态，减少 Cd 和

Pb 的还原态以及 Cr 和 Cu 的氧化态；同时增加

Cd、Cr、Pb、Cu 和 Zn 的残渣态。土壤重金属

交换态为高活性化学态，还原态活性低于交换

态，氧化态活性较为稳定(低活性)，残渣态无活

性。由于土壤中 Cr 的氧化态和残渣态占比高达

98.63%，且土壤中 Cr 和 Zn 的含量未超标，同

时 R-B 生物炭菌剂能同时钝化土壤中 Cd、Pb 和

Cu 的活性，因此本研究以菜园土壤中 Cd、Pb

和 Cu 为后续研究目标。

2.2　生物炭菌剂影响菜园土壤细菌种群

的丰富度和多样性

如表 1 所示，ACE 指数和 Chao1 指数反映

土壤细菌种群丰富度，其值越大细菌丰度越高。

从芥菜的壮苗期到采收期，相对于初始菜园土

壤(CK)，向菜园土壤中添加生物炭(BI)后，ACE

和 Chao1 指数仅分别下降 3.41% − 3.81% 和

3.94%−4.27%；但向菜园土壤中添加 BI+R-B、

BI+BC-Z 和 BI+R-B+BC-Z 后，ACE 指数分别下

降 23.04%−35.64%、14.63%−44.56% 和 16.59%− 

40.71%，Chao1 指数分别下降 35.83%−35.93%、

28.08%−43.70% 和 28.60%−40.55%。Shannon 指

数和 Simpson 指数反映土壤细菌群落多样性，

Shannon 值越大或 Simpson 值越小细菌群落多样

性越高。向菜园土壤中添加生物炭 (BI)后，

Shannon 指数和 Simpson 指数无明显变化，但向

菜园土壤中添加 BI+R-B、BI+BC-Z 和 BI+R-B+

表1　菜园土壤细菌种群的α多样性分析(OTUs水平)

Table 1　The alpha diversity analysis of bacterial community in vegetable soil (OTUs level)

Sample

CK 1

BI 1

BI+R-B 1

BI+BC-Z 1

BI+R-B+BC-Z 1

CK 2

BI 2

BI+R-B 2

BI+BC-Z 2

BI+R-B+BC-Z 2

ACE
index

3 132.69

3 025.88

2 410.94**

2 674.41*

2 612.94**

3 259.44

3 135.38

2 097.85**

1 806.96**

1 932.55**

Chao1
index

3 120.44

2 997.51

2 002.51**

2 244.33**

2 228.04**

3 166.02

3 030.78

2 028.51**

1 782.51**

1 882.29**

Simpson
index (×102)

0.69

0.73

16.81**

14.01**

11.29**

0.81

0.80

13.22**

16.70**

11.07**

Shannon
index

6.28

6.23

3.21**

3.61**

3.78**

6.28

6.24

3.86**

3.51**

3.89**

Sobs
index

2 518.67

2 443.32

1 229.01**

1 447.66**

1 437.33**

2 651.02

2 529.01

1 512.03**

1 283.67**

1 390.31**

Coverage
(%)

97.97

98.07

98.42

98.22

98.27

97.94

98.01

98.45

98.64

98.56

以CK 1和CK 2为对照组。

CK 1 and CK 2 were the control groups. *: P<0.05; **: P<0.01.
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BC-Z 后，Shannon 指数分别减少 38.62%−48.86%、

42.43%−44.06% 和 38.08%−39.81%，Simpson 指

数分别增加 1 532.50%−2 311.69%、1 908.57%− 

1 962.18% 和 1 267.11%−1 519.83%。与仅添加生

物炭相比，R-B 和 BC-Z 与生物炭制备的菌剂

(BI+R-B、BI+BC-Z 和 BI+R-B+BC-Z)显著降低

菜园土壤细菌种群的丰富度和多样性。此外，

相对于初始菜园土壤(CK)和添加生物炭(BI)的土

壤，生物炭菌剂处理组 (BI+R-B、BI+BC-Z 和

BI+R-B+BC-Z)的 Sobs 指数值(Illumina 文库覆盖

率>97.94%)减少 40.21%− 51.58%，进一步明确

了菜园土壤细菌丰富度(物种数量)显著下降。添

加 BI+R-B、BI+BC-Z 和 BI+R-B+BC-Z 后，菜园

土壤细菌群落的多样性(ACE 指数减少 23.04%− 

44.56%)和丰富度 (Shannon 指数减少 38.08%− 

48.86%)显著下降(P<0.05)，但土壤细菌群落结

构及其优势菌相对丰度在芥菜的壮苗期和采

收期保持较高稳定性，并且可鉴定的细菌种

群比例从 63.21% 增加到 89.49% (非深蓝色部

分，图 2)。

2.3　生物炭菌剂改变菜园土壤细菌的群

落结构

如图 3 所示，从芥菜的壮苗期到采收期，

PCoA 分析的第一主坐标 (PC1)和第二主坐标

(PC2)贡献率达到 92.47%−93.49%。根据细菌群

落分布距离远近[12]，初始菜园土壤(CK)和生物

炭处理组(BI)的细菌种群结构具有相似性；生物

炭菌剂处理组 (BI+R-B、BI+BC-Z 和 BI+R-B+

BC-Z)的细菌种群远离 CK 和 BI 的细菌种群，这

表明菜园土壤添加生物炭菌剂后细菌种群结构

发生明显改变；此外，R-B 菌剂处理组(BI+R-B

和 BI+R-B+BC-Z)的细菌种群分布距离较近，其

细菌种群结构表现出相似性，但不同于 BI+BC-

Z 的细菌种群结构(采收期，种群分布距离变

大)。相对于仅施生物炭(BI)，R-B 和 BC-Z 与生

物炭制备的菌剂(BI+R-B、BI+BC-Z 和 BI+R-B+

BC-Z)明显改变了菜园土壤原有的细菌种群

结构。

如图 2 和表 2 所示，重金属复合污染的菜

园中土壤高丰度菌为芽孢杆菌(Bacillus)、盖亚女

神菌(Gaiellales)、氢产孢杆菌(Hydrogenispora)、

潘 多 拉 菌 (Pandoraea)、 膨 胀 芽 孢 杆 菌

(Tumebacillus)和链霉菌(Streptomyces)等(16S rRNA

基因水平可鉴定的细菌) (图 2)，其中 Bacillus 相

对丰度为 10.18%−11.88% (表 2)。在芥菜的壮苗

期和采收期，添加适量生物炭(生物炭 :土壤=    

1:1 000，下文同此)不能明显改变菜园土壤的细

菌群落结构和高丰度菌(丰度>0.50%)的相对丰

度；菜园土壤添加生物炭菌剂(BI+R-B、BI+BC-

Z 和 BI+R-B+BC-Z)后 Streptomyces 相对丰度从

2.10%−2.49% 激增到 41.22%−49.34%，地嗜皮菌

(Geodermatophilus)、类诺卡氏菌 (Nocardioides)

和中华单胞菌(Sinomonas)的相对丰度分别增加到

2.80%−3.84%、1.84%−3.52% 和 1.84%−3.12%，

但 Gaiellales、Pandoraea 和 Hydrogenispora 的相

对丰度分别减少到 0.79%−1.30%、0.00−1.29% 和

0.35%−1.04% (图 2)，显著改变了菜园土壤原有

的细菌群落结构和高丰度菌相对丰度；土壤

Bacillus 相对丰度维持在 7.78%−13.70% (表 2)，

表现出较强的抗逆性和菌群稳定性，并耐受外

源菌 R-B 和 BC-Z 的长期竞争。仅在 R-B 生物炭

菌剂处理组(BI+R-B 和 BI+R-B+BC-Z)检出外源菌

Ralstonia (R-B)，其相对丰度为 3.95%−9.33%，

生物炭促使 R-B 成长为菜园土壤高丰度菌。

Bacillus 是菜园土壤相对丰度最高的细菌种群，

对土壤菌群结构和高丰度菌生长产生重要影响；

土壤中存在与 Bacillus 序列同源和功能相似的芽

孢杆菌属细菌[27]，综合分析土壤 Bacillus 和芽孢

杆菌属细菌的相对丰度变化有助于了解土壤细

菌群落变化特征。添加生物炭菌剂 (BI+R-B、

BI+BC-Z 和 BI+R-B+BC-Z)，菜园土壤芽孢杆

菌类细菌 (top 10)的相对丰度从 7.03%−7.98%

显著减少到 1.80%−2.54% [不包括解支链淀粉芽

孢杆菌 (Pullulanibacillus)]，其中 Tumebacillus、

类芽孢杆菌 (Paenibacillus)、脂环酸芽孢杆菌
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图2　菜园土壤细菌的群落结构和相对丰度(属水平)。A：壮苗期；B：采收期。红色三角表示Bacillus；紫

色箭头表示Ralstonia。

Figure 2　Community structure and relative abundance of bacteria in vegetable soil (genus level). A: Strong 

seedling stage; B: Harvest stage. Red triangle represented Bacillus; Purple arrow represented Ralstonia.
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(Alicyclobacillus)和赖氨酸芽孢杆菌(Lysinibacillus)

的丰度分别减少到 0.34%、 0.25%、 0.12% 和

0.04% (表 2)，显著降低了菜园土壤芽孢杆菌类

细菌的相对丰度。生物炭维持外源菌 R-B 和

BC-Z 与高抗性 Bacillus 在重金属复合污染的菜

园土壤长期共存，但生物炭菌剂(BI+R-B、BI+

BC-Z 和 BI+R-B+BC-Z)抑制菜园土壤芽孢杆菌

类细菌生长(top 10，丰度>0.10%)。

2.4　生物炭菌剂作用于菜地土壤高丰度

菌、R-B 和 Bacillus 的相对丰度

如图 4 所示，Heatmap 相关性分析显示，从

芥菜的壮苗期到采收期生物炭菌剂 (BI+R-B、

BI+BC-Z 和 BI+R-B+BC-Z)改变了菜园土壤细菌

种群(top 25)的丰度(颜色从红色转向绿色)，但

Bacillus 维持较高丰度 (保持红色)。BI+R-B 和

CK 1
BI 1
BI+R-B 1 
BI+BC-Z 1 
BI+R-B+BC-Z 1

PC
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图3　菜园土壤细菌种群的PCoA分析。A：壮苗期；B：采收期。

Figure 3　PCoA analysis of bacterial community in vegetable soil. A: Strong seedling stage; B: Harvest stage.

表2　菜园土壤芽孢杆菌属细菌的相对丰度变化

Table 2　Relative abundance of Bacillus genus (top 10, %) in vegetable soil

Species name

Bacillus

Tumebacillus

Paenibacillus

Alicyclobacillus

Lysinibacillus

Pullulanibacillus

Oceanobacillus

Solibacillus

Geobacillus

Brevibacillus

Fictibacillus

CK 1

10.18

3.45

2.19

0.63

0.53

0.33

0.19

0.14

0.11

0.11

0.10

BI 1

10.10

3.53

2.24

0.63

0.53

0.35

0.16

0.14

0.13

0.14

0.13

BI+
R-B 1

10.08

0.21

0.25

0.12

0.04

1.15

0.02

0.02

0.01

0.01

0.00

BI+
BC-Z 1

13.70

0.34

0.38

0.19

0.07

1.44

0.03

0.02

0.03

0.02

0.02

BI+R-B+
BC-Z 1

10.43

0.38

0.44

0.14

0.08

0.81

0.02

0.02

0.02

0.01

0.02

CK 2

11.88

4.33

1.66

0.40

0.42

0.34

0.10

0.14

0.06

0.07

0.06

BI 2

11.35

3.99

1.54

0.44

0.37

0.29

0.10

0.08

0.07

0.07

0.08

BI+
R-B 2

10.48

0.55

0.51

0.17

0.09

0.81

0.03

0.04

0.01

0.02

0.02

BI+
BC-Z 2

7.78

0.43

0.37

0.12

0.08

0.73

0.01

0.02

0.02

0.01

0.01

BI+R-B+
BC-Z 2

8.90

0.47

0.37

0.13

0.06

0.69

0.02

0.02

0.02

0.01

0.02
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BI+R-B+BC-Z 促使 Ralstonia (R-B)成长为高丰度

菌且呈正相关(红色)；此外，Sinomonas、放线多

形菌(Actinopolymorpha)和克里布所菌(Kribbella)

与生物炭菌剂 (BI+R-B、BI+BC-Z 和 BI+R-B+

BC-Z)呈正相关，Pandoraea 与生物炭菌剂呈负

相关(绿色)。BI+R-B 和 BI+R-B+BC-Z 与外源菌

Ralstonia (R-B)密切相关，但 BI+R-B、BI+BC-Z

和 BI+R-B+BC-Z 与菜园土壤原有的 Bacillus 无

明显相关性。

2.5　R-B 和 BC-Z 与生物炭制备的菌剂

显著减少菜地土壤潜在功能细菌数量

如 图 5 所 示 ， 线 性 判 别 分 析 (linear 

discriminant analysis effect size, LEfSe)图直观展示

了对土壤产生显著作用的差异菌群(biomarker)。

外源菌 Ralstonia 在壮苗期的 BI+R-B 1 处理组成

为差异菌群(图 5A，红色字体标示)，Bacillus 在

壮苗期和采收期的所有处理中均并非差异菌群。

从芥菜的壮苗期到采收期，初始菜园土壤(CK)

的差异菌群数量为 30−35 个，添加生物炭(BI)后

差异菌群数量激增到 42−46 个，但添加生物炭

菌剂 (BI+R-B、BI+BC-Z 和 BI+R-B+BC-Z)后其

差异菌群数量锐减到 2−8 个，显著减少了菜园

土壤差异菌群的数量和类型。适量生物炭促进

菜园土壤差异菌群生长，但 R-B 和 BC-Z 与生物

炭制备的菌剂 (BI+R-B、BI+BC-Z 和 BI+R-B+

BC-Z)明显抑制土壤差异菌群生长，并改变了菜

园土壤原有的差异菌群分布。
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图4　菜园土壤R-B和Bacillus的丰度分布。A和B：Heatmap分析(top 25)。A：壮苗期；B：采收期。

Figure 4　The abundance distribution of R-B and Bacillus in vegetable soil. A and B: Heatmap analysis (top 25). 

A: Strong seedling stage; B: Harvest stage.
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图5　菜园土壤潜在功能细菌的LEfSe分析(LDA>3，属水平)。A：壮苗期；B：采收期。LDA值越大，该

功能菌对土壤的作用能力越显著。

Figure 5　 LEfSe analysis of potential functional-bacteria in vegetable soil (LDA>3, genus level). A: Strong 

seedling stage; B: Harvest stage. The greater the LDA value, the more significant the functional bacteria’s effect 

on soil.
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2.6　R-B+BC-Z 生物炭复合菌剂显著提

高菜园土壤的 pH 和氮碳含量

如图 6 所示，在芥菜的采收期，菜园土壤

(CK)的 pH、EC、含水率、总有机碳、全氮、硝

态氮(NO3
−-N)、铵态氮(NH4

+-N)和有机质分别为

5.0、 130.83 μs/cm、 12.06%、 1 144.40 mg/kg、

94.11 mg/kg、 43.91 mg/kg、 23.07 mg/kg 和

5.42%。添加生物炭(BI)和生物炭菌剂(BI+R-B、
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图6　菜园土壤理化性质和养分组成的变化。A：土壤pH；B：土壤电导率；C：土壤含水率；D：总氮；

E：铵态氮；F：硝态氮；G：总有机碳；H：有机质。以CK为对照组。

Figure 6　Changes of physicochemical properties and nutrient composition in vegetable soil. A: Soil pH; B: Soil 

electrical conductivity (EC); C: Soil moisture content; D: Total nitrogen; E: Ammonium nitrogen; F: Nitrate 

nitrogen; G: Total organic carbon; H: Organic matter. CK was the control group. *: P<0.05; **: P<0.01.
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BI+BC-Z 和 BI+R-B+BC-Z)后菜园土壤 pH 分别

增加 0.02 和 0.31−0.41 (图 6A)，EC 分别增加

14.55% 和 20.48%−20.74% (图 6B)，含水率分别

增加 0.66% 和 3.51%−4.72% (图 6C)。与添加适

量生物炭相比，生物炭菌剂增加菜园土壤的

pH、EC 和含水率，能缓解土壤酸化、增加土壤

离子总量和固持土壤水分。菜园土壤添加 BI、

BI+R-B、BI+BC-Z 和 BI+R-B+BC-Z，土壤总氮

分别 增 加 1.44%、 0.78%、 16.57% 和 18.96% 

( 图 6D)，硝态氮分别增加 0.48%、 17.85%、

0.34% 和 24.77% (图 6F)，总有机碳分别增加

3.08%、2.37%、13.95% 和 21.56% (图 6G)，有

机质分别增加 0.43%、0.10%、10.26% 和 9.10% 

(图 6H)；土壤铵态氮在 BI 和 BI+BC-Z 处理组分

别增加 1.18% 和 2.02%，但在 BI+R-B 和 BI+R-

B+BC-Z 处 理 组 分 别 减 少 13.91% 和 10.38% 

( 图 6E)。R-B 生物炭菌剂(BI+R-B 和 BI+R-B+

BC-Z)显著增加土壤硝态氮且减少土壤铵态氮残

留，BC-Z 生物炭菌剂(BI+BC-Z 和 BI+R-B+BC-

Z)显著增加土壤的总氮、总有机碳和有机质。综

上所述，生物炭复合菌剂(BI+R-B+BC-Z)有效提

高了菜园土壤氮碳和有机质的供给量。

2.7　生物炭菌剂影响菜园土壤细菌种群

与氮组分和重金属化学形态的相关性

如图 7 所示，RDA/CCA 分析展示了土壤细

菌种群与氮组分和重金属(Cd、Pb 和 Cu)化学形

态的相关性(锐角：正相关，钝角：负相关；夹

角越小，相关性越大)。在芥菜的采收期，R-B

生物炭菌剂(BI+R-B 和 BI+R-B+BC-Z)的土壤细

菌种群与硝态氮(NO3
−-N)呈正相关，与铵态氮

(NH4
+-N)呈负相关；R-B+BC-Z 的土壤细菌种群

与总氮(TN)和有机质(OM)呈正相关(图 7A)。添

加生物炭菌剂 (BI+R-B、BI+BC-Z 和 BI+R-B+

BC-Z)的菜园土壤，其细菌种群与土壤氮组分[总

氮、硝态氮(NO3
−-N)和铵态氮(NH4

+-N)]和有机

质均密切相关。R-B 生物炭菌剂(BI+R-B 和 BI+

R-B+BC-Z)的土壤细菌种群：与 Ex-Cd 和 Red-

Cd 呈负相关，与 Ox-Cd 和 Res-Cd 呈正相关

(图 7B)；与 Ox-Pb 呈正相关，与 Ex-Pb、Red-Pb

和 Res-Pb 均呈负相关(图 7C)；与 Res-Cu 呈正

相关，与 Ex-Cu、Ox-Cu 和 Red-Cu 均呈负相关

(图 7D)。此外，BI+BC-Z 的菜园土壤细菌种群

与 Cd、Pb 和 Cu 的化学形态无明显相关性。R-

B 生物炭菌剂(BI+R-B 和 BI+R-B+BC-Z)的菜园

土壤细菌种群与土壤重金属(Cd、Pb 和 Cu)高活

性的交换态(Ex-)和还原态(Red-)呈负相关，与无

活性的残渣态(Res-)或低活性的氧化态(Ox-)呈正

相关，具备钝化土壤 Cd、Pb 和 Cu 的潜力。

2.8　菜园土壤高丰度细菌(top 25)与土壤

氮组分和 Cd-Pb 化学形态的相关性

如图 8 所示，Heatmap 图直观展示了高丰度

菌与土壤养分的相关性(P<0.05)。菜园土壤高丰

度菌氢产孢杆菌 (Hydrogenispora)、瘤胃梭菌

(Ruminiclostridium)和 Tumebacillus 等(top 25，合

计 60%)与土壤 OM、TN 和 TOC 呈显著正/负相

关(P<0.05)，与 NH4
+-N 无显著相关性(图 8A)。

Hydrogenispora、 Paenibacillus 和 小 单 孢 菌

(Micromonosporaceae)等(top 25，合计 40%)与土

壤 NO3
−-N 呈显著正/负相关。其中，Bacillus 与

土壤 OM、TN 和 TOC 呈显著正相关，与 NO3
−-

N 和 NH4
+-N 无显著相关性；Ralstonia (R-B)与

NO3
−-N 和 NH4

+-N 呈极显著正/负相关(P<0.001)，

与土壤 OM、TN 和 TOC 无显著相关性。菜园土

壤 中 Ralstonia (R-B) 和 Bacillus 对 土 壤 OM、

TN、TOC、NO3
−-N 和 NH4

+-N 的相关性截然不

同。添加生物炭菌剂(BI+R-B、BI+BC-Z 和 BI+

R-B+BC-Z)的菜园土壤中，高丰度菌 (top 25)、

Ralstonia 和 Bacillus 共同作用于土壤氮组分

(TN、NO3
−-N 和 NH4

+-N)、总有机碳和有机质。

菜园土壤 80% 的高丰度细菌(top 25)与 Ox-Cd 和

Ex-Cd 呈显著正/负相关(图 8B)，40% 的高丰度

细菌(top 25)与 Res-Cd 和 Red-Cd 呈显著正/负相
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关。其中 Ralstonia 与 Ex-Cd 呈极显著负相关，

与 Ox-Cd 和 Res-Cd 呈显著正相关。菜园土壤

52% 的高丰度细菌(top 25)与 Ox-Pb 呈显著正/负相

关(图 8C)，与 Ex-Pb、Red-Pb 和 Res-Pb 的相关性

降低。其中，Ralstonia 与 Ex-Pb、To-Pb 和 Red-

Pb 呈极显著负相关(P<0.01)，与 Ox-Pb 呈极显

著正相关。然而，Bacillus 与土壤 Cd 和 Pb 的化

学形态无显著相关性。添加生物炭菌剂(BI+R-B、

BI+BC-Z 和 BI+R-B+BC-Z)的菜园土壤中，高丰

度细菌(top 25)和外源菌 Ralstonia 显著影响土壤重

金属(Cd 和 Pb)高活性的交换态和还原态、性质较

为稳定的氧化态以及无活性的残渣态(Pb 除外)。
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图7　土壤细菌种群(属水平)与氮组分和重金属化学形态的相关性分析。A：土壤氮素；B：镉；C：铅；

D：铜。TN：总氮；OM：有机质。

Figure 7　Correlation analysis of soil bacterial community (genus level) with nitrogen component and heavy-

metal chemical speciation. A: Soil nitrogen; B: Cd; C: Pb; D: Cu. TN: Total nitrogen; OM: Organic matter.
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图8　土壤高丰度菌(top 25)与氮组分和Cd化学形态的Heatmap分析。A：氮碳；B：镉；C：铅。红色：

正相关；绿色：负相关；TOC：总有机碳；To-Cd：Cd总量；To-Pb：Pb总量。

Figure 8　 Heatmap analysis of high abundance bacteria (top 25) with nitrogen component and Cd chemical 

speciation. A: Nitrogen and carbon; B: Cd; C: Pb. Red: Positive correlation; Green: Negative correlation; TOC: 

Total organic carbon; To-Cd: Total Cd; To-Pb: Total Pb. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001。
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3　讨论　讨论

3.1　生物炭复合菌剂改善菜园土壤细菌

群落结构并促进高丰度细菌生长

重金属复合污染会显著降低土壤菌群的多

样性和丰富度[29-30]。生物炭具有多孔微结构且

能提供养分，可维持功能菌在土壤中的长期存

活[17-18,31-32]，还能改善重金属复合污染土壤的细

菌群落结构[20-21,33-34]。生物炭固定外源功能菌能

够高效钝化土壤重金属、增强土壤细菌群落活

性并增加土壤优势菌的相对丰度[22-23]。抗性菌

Ralstonia Bcul-1 (R-B)和 Bacillus cellulasensis Zn-

B (BC-Z)分离自重金属污染土壤，与生物炭固定

化后促使 R-B 在重金属复合污染土壤中持续生

长，并成为施肥土壤中的高丰度菌[25-26]。此外，

农田土壤(pH 5.5)中的高丰度细菌(丰度>0.50%)

包括节杆菌(Arthrobacter) (32.79%)、鞘氨醇单胞

菌 (Sphingomonas) (7.90%)、 类 诺 卡 氏 菌

(Nocardioides) (5.45%)、 Streptomyces (1.51%)和

Bacillus (0.90%)等；施用炭基肥后，土壤中

Streptomyces 和 Bacillus 的 相 对 丰 度 仍 维 持

1.11%−2.43% 和 0.46%−2.12%[35-37]。在重金属

(Cd、Pb 和 Cu)复合污染的菜园土壤中添加生物

炭菌剂(BI+R-B、BI+BC-Z 和 BI+R-B+BC-Z)，细

菌种群的多样性和丰富度下降 14.63%−48.86%，

差异菌群数量从 30−46 个减少到 2−8 个，但土壤

中 Bacillus 保持稳定的相对丰度(7.78%−13.70%)，

高 丰 度 菌 Streptomyces (2.10%)、 地 嗜 皮 菌

(Geodermatophilus)、 Nocardioides 和 Sinomonas

的相对丰度分别增加到 49.34%、3.84%、3.52%

和 3.12% (合计 59.82%)；此外，从芥菜生长的

壮苗期到采收期，土壤细菌群落结构和优势菌

相对丰度维持着较高的稳定性。在适量生物炭

作用下，外源重金属抗性菌 R-B 和 BC-Z 与菜园

土壤原有的高丰度菌相互共存，其中 R-B 和

BC-Z 显著增强了 Streptomyces 的活性，且生物

炭+R-B 改善了施肥土壤微生物群落结构并钝化

了重金属活性[27]，为外源菌 R-B (3.95%−9.33%，

此百分比为相对丰度，下文同此)和 Streptomyces 

(相对丰度从 2.10%−2.49% 增至 41.22%−49.34%)

的快速生长营造了良好的土壤环境，有效改善

了菜园土壤原有的细菌群落结构和优势菌相对

丰度。

3.2　生物炭维持外源菌 R-B 和 BC-Z 与

土壤 Bacillus 长期共存于菜园土壤

促生菌菌剂能有效提高土壤细菌数量、活

化功能菌并改变细菌群落结构[38]。复合微生物

菌剂维持土壤细菌生态平衡并增加根际土壤细

菌数量[39]。农田土壤施用复合菌剂能显著改善

土壤细菌群落结构并增加有益细菌丰度，同时

减少有害细菌丰度[40]。复合微生物菌剂提高细

菌种群丰富度并增强土壤特定细菌活性，明显

增加土壤功能菌相对丰度[41]。富含 Cd、Cr、

Pb、Cu 和 Zn 的菜园土壤中存活着重金属抗性

菌 Bacillus (10.18%−11.88%)，添加生物炭菌剂

(BI+R-B、BI+BC-Z 和 BI+R-B+BC-Z)后，外源

菌 Ralstonia (R-B)和土壤 Bacillus 的相对丰度分

别为 3.95%−9.33% 和 7.78%−13.70%。生物炭固

定化促使重金属抗性菌 R-B 和 BC-Z 在菜园土壤

中定殖和持续生长，且 Ralstonia (R-B)成长为土

壤主要优势菌，有效缓解了土壤高抗性 Bacillus

对外源重金属抗性菌潜在的拮抗作用。此外，生

物炭菌剂(BI+R-B、BI+BC-Z 和 BI+R-B+BC-Z)维

持菜园土壤 Bacillus 稳健生长，但抑制相对丰度较

高(丰度>0.10%)的芽孢杆菌属细菌(Tumebacillus、

Paenibacillus 和 Alicyclobacillus 等)的生长。生

物炭促使外源菌 R-B 和 BC-Z 与菜园土壤原有的

抗性菌 Bacillus 长期共存。然而，施入农田土壤

的生物炭会发生改性和自然老化，并且高量生

物炭会抑制土壤细菌种群生长[22]。单一功能菌

无法克服菌种衰老解体和适用范围受限的缺

陷[25,27]。通过将 R-B 和 BC-Z 与适量生物炭制备

成生物炭复合菌剂，有效提高了外源菌(R-B 和

BC-Z) 的 生 长 活 性 ， 并 维 持 其 与 菜 园 土 壤

Bacillus 和优势菌 Streptomyces (41.22%−49.34%)
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长期共存，为实现重金属复合污染土壤减少生

物炭施用量、R-B 降低土壤重金属活性[27]和 BC-

Z 增加土壤养分[26]，从而改善菜园土壤细菌群

落结构和优势菌相对丰度提供了参考。

3.3　R-B 生物炭复合菌剂提高菜园土壤

pH 并钝化土壤多种重金属活性

土壤重金属的化学形态主要有交换态(酸

溶态)、还原态、氧化态和残渣态，交换态性

质活跃且易于被微生物吸收，还原态活性低

于交换态，氧化态性质较为稳定，残渣态无

活性且不能自由迁移[42-45]。减少高活性的交

换态和还原态，增加残渣态或氧化态，可有

效降低土壤重金属的活性和迁移能力[44-45]。

生物炭固定化重金属抗性菌能明显提高其吸附

土壤可溶性重金属的能力，并促使重金属的交

换态或还原态转化为残渣态，降低土壤重金属

的生物有效性和迁移率[35-36]。R-B 和 BC-Z 对

Cd2+、Cr3+、Pb2+、Cu2+和 Zn2+等重金属离子的

耐受浓度为 50‒2 000 mg/L，且吸附效率达到

6.95%‒78.97%[25-26]。R-B 和 BC-Z 长期存活于农

田土壤，与生物炭固定化提高 R-B 吸附土壤可

溶性 Cd 和 Pb 的能力，并改变了土壤重金属

Cd、Cr 和 Cu 的化学形态分布[27]。重金属复合

污染的菜园土壤添加 R-B 生物炭菌剂 (BI+R-B

和 BI+R-B+BC-Z)，土壤 pH 增加 0.31 ‒ 0.41；

土壤 Cd、Cu、Pb 和 Zn 的高活性化学态(交换

态和还原态)减少 8.59%−14.03%，残渣态增加

2.95%−14.59%；Cr 氧化态减少 1.64%，残渣态增

加 2.23%；同时，土壤细菌种群、部分高丰度菌

和外源菌 Ralstonia (R-B)与土壤 Cd、Pb 和 Cu 化

学形态(交换态、还原态、氧化态和残渣态)相关

性显著(P<0.05)。BI+R-B 和 BI+R-B+BC-Z 能吸

附土壤重金属，并促进重金属高活性化学态转

化为无活性残渣态或低活性氧化态，同时增强

土壤细菌种群和高丰度菌对土壤重金属化学形

态的作用，显著降低土壤 Cd、Pb、Cr、Cu 和

Zn 的活性(增加残渣态，P<0.05)。R-B 或 R-B+

BC-Z 与生物炭固定化制备的菌剂通过缓解土壤

酸化、吸附土壤重金属、增强土壤细菌群落活

性以及维持外源菌(R-B 和 BC-Z)和高丰度菌长

期存活，有效促进土壤重金属化学形态转化，

具备同时钝化菜园土壤多种重金属的潜力。

3.4　高丰度细菌与外源菌 R-B 和 BC-Z

共同作用于菜园土壤氮碳供给

芽孢杆菌联合菌剂能增加土壤有机质含量

并促进秸秆纤维素降解[46]，有效提高土壤供肥

能力[47]。双功能复合菌群可修复 Cd 污染土壤，

并促使芽孢杆菌种群成长为高丰度菌[48]。土壤

细菌相对丰度与有机质、总氮、铵态氮(NH4
+-N)

和硝态氮(NO3
−-N)显著相关[49]。具有氧化酶活

性的 R-B 与生物炭固定化，能显著增加施肥菜

地土壤供肥能力，同时调节土壤硝态氮和铵态

氮的含量[27]。热稳定性菌 BC-Z 能产纤维素酶且

耐受高浓度 Cd2+，在多种重金属胁迫下仍能高

效降解蔬菜残留物[26]。富含重金属 (Cd、Cr、

Pb、Cu 和 Zn)的菜园土壤添加生物炭菌剂(BI+

R-B、 BI+BC-Z 和 BI+R-B+BC-Z)， 土 壤 EC、

总 氮 、 硝 态 氮 、 总 有 机 碳 和 有 机 质 增 加

10.26%−24.77%，铵态氮残留减少 13.91%；此

外，菜园土壤细菌种群、高丰度菌 Streptomyces

和土壤 Bacillus 与总氮、硝态氮、有机质或总有

机碳相关性显著(P<0.05)，外源菌 Ralstonia (R-

B)与硝态氮和铵态氮显著相关。在重金属复合

污染的菜园土壤中外源菌 R-B 促进了施肥农

田土壤氮形态转化[27]，BC-Z 降解蔬菜残留物

增加了土壤养分含量[26]，且生物炭菌剂(BI+R-

B、BI+BC-Z 和 BI+R-B+BC-Z)维持了土壤高丰

度菌 Streptomyces (41.22%−49.34%) 和 Bacillus 

(7.78%−13.70%)的持续生长。生物炭复合菌剂

(BI+R-B+BC-Z)同时实现 BI+R-B 调节土壤氮形

态和 BI+BC-Z 增加土壤氮碳含量，并维持外源

菌 (R-B+BC-Z) 和土壤高丰度菌 (Streptomyces+

Bacillus)长期共存于菜园土壤，促进土壤菌群共

同作用于土壤氮组分(总氮、硝态氮和铵态氮)、
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总有机碳和有机质的转化，有效改善菜园土壤

供肥能力。

4　结论　结论

生物炭与 R-B 和 BC-Z 固定化制备的生物炭

复合菌剂(BI+R-B+BC-Z)调控了菜园土壤的细菌

群落活性、高丰度菌(Streptomyces 和 Bacillus)生

长、外源双功能菌(R-B 和 BC-Z)存活、氮碳组

分、pH、EC 和重金属化学形态，并维持了 R-B

和 BC-Z 与土壤抗性菌 Bacillus (7.78%−13.70%)

长期共存；从而有效增加了菜园土壤的全氮、

有机质和总有机碳，调节硝态氮和铵态氮的含

量，同时促使土壤重金属高活性的交换态和还

原态转化为无活性的残渣态或低活性的氧化态，

实现了改善菜园土壤氮碳供给能力和钝化土壤

重金属(Cd、Pb 和 Cu)活性。
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