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摘　要：为研究微生物修复在土壤中的适用情况，以实验室模拟巴氏芽孢杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊狆犪狊狋犲狌狉犻犻）诱导碳酸钙共沉淀（Ｍｉｃｒｏｂｉｌｌｙ

ｉｎｄｕｃｅｄｃａｌｃｉｔｅｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ，ＭＩＣＰ）稳定化土壤中的Ｐｂ。结果表明，采用 ＭＩＣＰ技术对土壤ｐＨ值、电导率及有机物含量等基础理

化性质有很大的影响。土壤中Ｐｂ的浸出率最高下降７６．３４％，重金属Ｐｂ有效态的比例下降了４１．６４％，Ｐｂ的碳酸盐结合态的含

量最高升高１３．２４％。同时通过ＳＥＭ和ＸＲＤ分析，可以观察到土壤中Ｐｂ与碳酸钙共沉淀附着在土壤颗粒表面而被固定下来。

因此，ＭＩＣＰ技术是一种具有应用前景的土壤中Ｐｂ污染的修复技术方法。
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　　矿山的开采，特别是铅锌矿床、含硫多金属矿床

的开采和冶炼过程由于防护措施不够完善，选矿废

液排放和尾矿的堆积，使矿区周边得土壤中重金属

含量严重超标［１］。在众多重金属污染物中，Ｐｂ最具

环境危险毒性，对环境生态系统和人体健康危害十

分严重。Ｐｂ可以累积在植物的各个器官中
［２］，如果

Ｐｂ积累在农作物可食用部分，会随着食物链的传

递，最终积累在人体内，危害人体健康［３］。当人体血

铅大于１．５×１０－４ｇ／Ｌ时，可导致人体贫血、肝炎、

肾炎、高血压和神经错乱等病症［４５］。目前对与土壤

Ｐｂ污染的修复主要有物理修复、化学修复和生物修

复（植物修复和微生物修复）［６］。其中物理和化学修

复效果好，但是物理修复工程量巨大且会破坏土壤

结构；化学修复成本较高，施加的化学药剂本身就会

对土壤造成污染物［７８］。生物修复中植物修复具有

经济环保的特点，是目前较为理想的一种生物修复

方法，然而超累积植物种类十分少，生长缓慢，对修

复地区的生态环境也有一定的要求。如在我国西北

地区由于干旱、低温环境采用植物修复的方法就具

有很大的局限性［９１０］，因此寻求一种新的高效环保

的修复技术十分迫切。

在环境中，一些特定微生物利用微生物自身特

性能够分解、转化吸收一些特定的污染物，因此可运

用在各种环境下筛选出的具有环境修复作用的微生

物，使其在修复环境同时且能够适用于各种地理位

置 和 环 境 条 件［１１］。ＭＩＣＰ（Ｍｉｃｒｏｂｉａｌｌｙｉｎｄｕｃｅｄ

ｃａｌｃｉｔｅｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ，即微生物诱导碳酸钙沉淀）是

生物地球化学循环的基本组成部分［１２］。ＭＩＣＰ修

复重金属污染是通过矿化微生物的代谢活动来降低

重金属迁移的过程［１３］。微生物释放脲酶，催化尿素

水解成碳酸盐和铵盐。后者使微环境碱化，进一步

与游离重金属离子发生反应，促进钙与碳酸盐的结

合形成方解石沉淀，降低重金属的迁移率［１４］。近年

来，ＭＩＣＰ技术被应用在环境修复中，可有效固定

Ｃｕ、Ａｓ、Ｓｒ等重金属，其中产脲酶菌犓狅犮狌狉犻犪犳犾犪狏犪

ＣＲ１ 可 以 固 定 土 壤 中 ９５％ 的 Ｃｕ，产 脲 酶 菌

犛犵犻狀狊犲狀犵犻狊狅犾犻ＣＲ５可在７ｄ的修复过程中固定

９６．９％的Ａｓ
［１５１７］。与传统的化学和物理修复方法

相比，微生物修复更加环保和经济，并逐渐成为重金

属污染土壤修复的标准方法［１８１９］。然而，目前国内

外应用 ＭＩＣＰ技术修复土壤中Ｐｂ污染的研究报道

还很有限。巴氏芽孢杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊狆犪狊狋犲狌狉犻犻）是一

类具有矿化作用菌，该菌能够通过诱导碳酸盐沉淀

使沙柱固结，也能够进行混凝土裂缝修复，具有良好

的矿化能力［２０２２］。本研究采用从金尾矿中分离筛

选到产脲酶菌，巴氏芽孢杆菌。通过实验室模拟实

验，研究 ＭＩＣＰ技术在土壤中对Ｐｂ的稳定化效果，

分析稳定化后土壤中Ｐｂ的浸提率及形态变化评估

其固定Ｐｂ的能力。

１　实验

１１　产脲酶菌株的筛选及扩培

本研究采用的细菌筛选自内蒙古包头某金尾

矿，经验证具有产生脲酶的能力，经１６ＳｒＲＮＡ序列

测序的方法鉴定其为巴氏芽孢杆菌。巴氏芽孢杆菌

培养基配方为：酪蛋白胨１５ｇ／Ｌ、大豆蛋白胨５ｇ／Ｌ、

氯化钠５ｇ／Ｌ、尿素２０ｇ／Ｌ，调节ｐＨ＝７．３。测定生

长曲线，见图１。根据该菌生长曲线确定接种后培

养２４ｈ进入平稳区，脲酶活性随之提升，因此确定

２４ｈ为最适合的施加时间。

图１　巴氏芽孢杆菌生长曲线

犉犻犵１　犌狉狅狑狋犺犮狌狉狏犲狅犳犅犪犮犻犾犾狌狊狆犪狊狋犲狌狉犻犻

１２　模拟土壤制备与土壤修复

将从矿区周边取回的土壤采用６０目筛子筛除

里面 的 碎 石 块 及 其 他 杂 质。人 为 添 加 ＰｂＣｌ２

（３００ｍｇ／ｋｇ）模拟土壤Ｐｂ污染。将ＰｂＣｌ２溶液与水

混匀，土壤活为稀泥状，搅拌均匀后在室温陈化１个

月。称取２ｋｇ上述处理后的土壤置于塑料花盆中

（花盆直径２０ｃｍ，高１５ｃｍ）。土壤施加不同混合配

料方案分组，见表１，根据土壤中微生物的活性及修

复效果的研究本实验进行三次修复［２３］，每次添加

２００ｍＬ培养基及菌液（ＯＤ６００＝２．１）。稳定化时间

为１５ｄ。稳定化结束后进行后续分析。

９２１
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表１　实验设计

犜犪犫犾犲１　犈狓狆犲狉犻犿犲狀狋犪犾犱犲狊犻犵狀

ＳａｍｐｌｅＩＤ Ａｇｅｎｔｉａ Ｐｏｓｔｓｃｒｉｐｔ

ＣＫ Ｂｌａｎｋ（Ａｄｄｄｅｉｏｎｉｚｅｄｗａｔｅｒ）

Ｐ Ｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ（Ａｓｅｐｔｉｃｃｏｎｔｒｏｌ）

Ｊ 犅犪犮犻犾犾狌狊狆犪狊狋犲狌狉犻犻（１ｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２）

Ｊ′ 犅犪犮犻犾犾狌狊狆犪狊狋犲狌狉犻犻（１．５ｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２）

１．Ｔｈｒｅｅｐａｒａｌｌｅｌｓａｍｐｌｅｓｆｏｒｅａｃｈｇｒｏｕｐ；

２．Ｔｅｓｔａｆｔｅｒｔｈｅｆｉｘｉｓｄｏｎｅ．

１３　分析方法

土壤处理及分析测试方法均采用国家标准。

土壤稳定化效果采用《ＨＪ５５７—２０１０固体废物浸

出毒性浸出方法水平振荡法》和ＥＤＴＡ２Ｎａ对土

壤中的Ｐｂ进行浸提，验证其有效态的含量
［２４］；采

用Ｔｅｓｓｉｅｒ五步提取法分析土壤中Ｐｂ不同形态含

量的变化。滤液中Ｐｂ２＋用火焰原子吸收检测。采

用ＳＥＭ对土壤颗粒进行物相分析，观察土壤颗粒

表面矿物结晶，扫描电镜采用捷克 ＴＥＳＣＡＮ厂家

生产的双离子束场发射扫描电镜 ＦＳＥＭ（ＦＩＢ／ＦＥ

ＳＥＭ），型号为ＧＡＩＡ３ＸＭＮ；采用ＸＲＤ对土壤中

矿物元素进行检测，分析土壤中是否有碳酸钙的

生成，及Ｐｂ的结合态。仪器采用德国布鲁克厂家

生产的Ｘ射线衍射仪（ＸｒａｙＤｉｆｆｒａｃｔｏｍｅｔｅｒ），型号

为Ｄ８ＡＤＶＡＮＣＥ。

所有实验数据采用Ｅｘｃｅｌ２０１６软件进行初步整

理，并使用ＳＰＳＳ２５．０软件进行统计分析。多组比

较采用单因素方差分析（狆＜０．０５为显著水平）。用

Ｏｉｒｇｉｎ２０１９ｂ绘制作图。

２　结果与讨论

２１　犕犐犆犘技术对土壤基础理化性质的影响

土壤ｐＨ 值对重金属的影响十分重要
［２５］。当

土壤呈酸性时，土壤中溶解性Ｐｂ含量增加，迁移性

和有效性增大，同时土壤中固定的铅，也容易释放出

来［２６］。土壤生物处理过程中由于外源物质的加入

对土壤环境和理化性质有很大的影响。土壤ｐＨ值

在７．９６～７．００呈下降趋势，无显著变化。主要由

于微生物矿化的过程中会有碳酸根离子的生成，导

致土壤环境ｐＨ值变低，而土壤自身具有缓冲作用

使得土壤ｐＨ 值变化趋势并不大。整体上看土壤

ｐＨ≥７，在偏碱性条件下 ＭＩＣＰ技术对土壤ｐＨ 值

影响并不大，且在碱性条件下，铅的可溶性和移动性

降低，更容易进行稳定化影响植物对铅的吸收。

土壤电导率及有机营养物质对与植物的生长起

到关键作用。土壤电导率是研究精细农业不可缺少

的重要参数，它包含了反映土壤质量和物理性质的

丰富信息。土壤中的盐分、水分、温度、有机质含量

和质地结构都不同程度影响着土壤电导率。ＣａＣｌ２

和其他营养成分的加入使土壤中各种盐离子含量升

高，所以电导率呈显著（狆＜０．０１）上升趋势，为

０．８１～１９．９１ｍＳ／ｃｍ。土壤电导率升高表明土壤盐

分含量升高，而土壤盐分含量过高或者过低都会影

响植物的生长发育，因此在进行 ＭＩＣＰ修复过程中

应严格控制含盐量［２７］。与对照组相比，采用 ＭＩＣＰ

修复之后土壤中有机质、ＴＯＣ、ＴＮ和ＴＰ含量显著

升高，并且在只添加培养基的情况下含量达到最高

值，而添加菌剂后各种营养元素的含量后有机质含

量呈下降趋势，见表２。结合土壤电导率及各种营

养元素的变化规律，在进行 ＭＩＣＰ生物修复过程中

应严格控制ＣａＣｌ２的添加量，在达到修复效果的同

时还应保证土壤的肥力。

表２　不同生物处理方式对土壤基本理化性质的影响

犜犪犫犾犲２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犫犻狅犾狅犵犻犮犪犾狋狉犲犪狋犿犲狀狋狊狅狀犫犪狊犻犮狆犺狔狊犻犮犪犾犪狀犱犮犺犲犿犻犮犪犾狆狉狅狆犲狉狋犻犲狊狅犳狊狅犻犾

ＳａｍｐｌｅＩＤ ｐＨｖａｌｕｅ ＥＣ／（ｍＳ·ｃｍ－１）
Ｓｏｉｌｏｒｇａｎｉｃ

ｍａｔｔｅｒ／（ｍｇ·ｇ－１）
ＴＯＣ／（ｍｇ·ｇ－１） ＴＮ／％

ＴＰ／

（ｍｇ·ｋｇ－１）

ＣＫ ７．９６±０．０７ａ ０．８１±０．１４ｄ ４２．０３±１．４５ｃ ２３．８３±１．１１ｃ ０．０１±０．００ｄ ６．１６±１．８３ｃ

Ｐ ６．９９±０．０３ｂ １３．４３±０．８１ｃ ５１．９７±２．６０ａ ２９．７２±０．９９ａ ０．６２±０．０４ａ ２５．５１±０．６６ａ

Ｊ ７．００±０．０５ｂ １６．８０±１．２７ｂ ４５．９０±０．７９ｂ ２６．６５±０．３６ｂ ０．４７±０．０１ｂ ２２．６３±０．８３ｂ

Ｊ′ ７．０８±０．０５ｂ １９．９１±０．５９ａ ４４．８０±１．４０ｂｃ ２５．８９±０．７６ｂ ０．３０±０．０１ｃ ２２．３０±１．９９ｂ

Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（狆＜０．０５）ｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏＦｉｓｈｅｒ’ｓＰＬＳＤｔｅｓｔ．
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２２　犕犐犆犘技术对土壤重金属的浸提率的影响

重金属的有效性一般是指环境中重金属元素在

生物体内的吸收、积累或毒性程度。重金属的生物

有效性信息，既是污染土壤风险评估的重要手

段［２８２９］，又是人们对受污染土壤进行治理和修复的

基础［３０］。土壤重金属浸提率及ＣａＣＯ３ 产量见图２，

与对照ＣＫ相比，在用纯水浸提的条件下，生物修复

分别使 Ｐｂ 浸出量下降了 ５３．６６％、６７．４４％ 和

７６．３４％，差异性显著（狆＜０．０５）；采用ＥＤＴＡ２Ｎａ

对不同处理下的土壤中Ｐｂ的浸出率变化趋势与采

用纯水浸提一致，浸出量分别下降了 ２４．６９％、

３１．４４％ 和５０．２８％，差异性显著（狆＜０．０５）。同时

通过化学的方法对土壤中ＣａＣＯ３的含量进行测定，

发现在相同条件下ＣａＣＯ３含量与菌剂的稳定化效

果成正相关。证明采用 ＭＩＣＰ技术对土壤中对Ｐｂ

具有稳定化效果，但是在土壤中的修复效果与在溶

液进行实验相比还有很大的差距。在以后的研究中

应更加侧重在土壤修复稳定化效率的提升。

图２　土壤重金属浸提率及犆犪犆犗３产量

犉犻犵２　犛狅犻犾犺犲犪狏狔犿犲狋犪犾犲狓狋狉犪犮狋犻狅狀狉犪狋犲犪狀犱犆犪犆犗３狔犻犲犾犱

２３　犕犐犆犘技术对土壤中犘犫形态的影响

土壤重金属污染风险不仅与重金属全量有关，

更与其存在形态密切关联，不同形态重金属环境行

为和生态效应不同，其中可交换态具有很大的迁移

性更易被植物吸收。经 ＭＩＣＰ处理后Ｐｂ的形态变

化，见图３。与对照组ＣＫ相比，生物修复后土壤重

金属的有效态含量降低，铁锰氧化态含量升高。在

生物修复的情况下，添加培养基和菌剂的土壤中Ｐｂ

的有效态相比于对照组分别显著降低了８．９１％、

２０．８６％、４１．６５％；土壤中重金属Ｐｂ主要以铁锰氧

化态的形式存在，且土壤中重金属形态含量升高的

主要为碳酸盐结合态和铁锰氧化态。其中碳酸盐结

合态分布升高了５．０６％、７．４１％、１３．２４％，无显著

差异。碳酸盐结合态含量的升高可能就是由于微生

物矿化，使得Ｐｂ与碳酸盐共沉淀的形式沉淀下来。

有效态含量的降低使得重金属Ｐｂ在土壤中的可迁

移性降低，对植物及地下水的危害性大大降低［３１］。

图３　土壤重金属犘犫形态分析

犉犻犵３　犛狅犻犾犺犲犪狏狔犿犲狋犪犾犘犫犿狅狉狆犺狅犾狅犵狔犪狀犪犾狔狊犻狊

２４　经 犕犐犆犘处理后土壤的犛犈犕和犡犚犇分析

为了便于分析 ＭＩＣＰ技术对土壤中Ｐｂ修复的

机理，对土壤颗粒进行ＳＥＭ观察（图４）和ＸＲＤ分

析（图５），研究土壤颗粒表面的形貌和成分组成。

由图４可见，对照组土壤表面相对光滑，而添加培

养基和菌剂的土壤颗粒表面有碳酸钙晶体的生

成。且随着ＣａＣｌ２含量的增加，土壤晶体密集程度

也在变大，这与前面分析ＣａＣＯ３的含量结果相一

致。与空白土壤颗粒形貌相比，ＭＩＣＰ技术修复的

土壤颗粒表面有大量细小 ＣａＣＯ３晶体颗粒的黏

附，导致沉积物颗粒大小不均，多以不规则团聚体

的形式存在，大量不规则结构间隙较大有利于通

过表面吸附作用将重金属Ｐｂ纳入晶体间的间隙。

故沉积物可通过表面沉积和表面吸附共同作用，

实现对Ｐｂ的固定。
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图４　土壤颗粒犛犈犕图像

犉犻犵４　犛犈犕犻犿犪犵犲狊狅犳狊狅犻犾狆犪狉狋犻犮犾犲狊

图５　土壤中矿物元素犡犚犇图谱

犉犻犵５　犡犚犇狆犪狋狋犲狉狀狊狅犳犿犻狀犲狉犪犾犲犾犲犿犲狀狋狊犻狀狊狅犻犾

　　由图５可见，微生物确实诱导碳酸盐沉淀形成

了方解石及文石，但是并没有发现碳酸钙与Ｐｂ的

共沉淀，而是以Ｃｌ２Ｈ２Ｏ４Ｐｂ４的形式被稳定化。现有

研究更多的都是在溶液中进行，且在矿化产物中有

ＰｂＣＯ３的生成。而在土壤中影响研究结果的原因众

多，主要就是土壤中复杂的环境，影响生物矿化的过

程或者土壤中一些物质对矿化反应造成一定的影

响。同时土壤中矿化产物占比较少，在取样和分析

的过程中也会存在一定的误差。结合前面稳定化及

ＣａＣＯ３含量的结果，说明控制ＣａＣｌ２加入的量对稳

定化修复的效果十分重要。

３　结论

多数研究证明 ＭＩＣＰ去除溶液中的Ｐｂ的效率

很高，可达９０％以上，并且大部分Ｐｂ通过 ＭＩＣＰ产
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生的碳酸钙矿物共沉淀去除。本研究通过实验室模

拟产脲酶菌剂对土壤中Ｐｂ进行稳定化修复。研究

发现采用ＭＩＣＰ技术对土壤理化性质具有很大的影

响；同时，由于土壤环境复杂，菌剂在土壤中生长情

况以及土壤环境对矿化过程的影响，导致 ＭＩＣＰ技

术在土壤对Ｐｂ２＋的去除效率比在溶液中低，但是对

于土壤中低浓度的Ｐｂ污染，通过 ＭＩＣＰ修复后也

能达到修复目的。ＭＩＣＰ技术作为目前应用较为广

泛的一种修复方法，未来对于修复Ｐｂ污染场地具

有非常好的应用前景，但在实际工程应用前，还需要

对细菌在土壤中的适生性、土壤复杂环境中的矿化

过程以及沉淀物的稳定等诸多问题进行深入的研

究，以提高在实际工程应用中 ＭＩＣＰ对Ｐｂ及其他

重金属的稳定化效率。
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