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摘  要  为探究铜（Cu）污染下施用生物炭对蚯蚓生长和Cu富集的影响机制，将赤子爱胜蚯蚓（Eisenia fetida）暴露在

包含铜污染和不同热解温度（300 ℃和 600 ℃）和施用比例（1%和3%）的水稻生物炭的人工土壤中，进行为期45 d的亚

急性毒性试验. 结果显示，Cu胁迫下，施用生物炭均不同程度抑制了蚯蚓的生长，促进了蚯蚓对Cu的富集，加剧了蚯蚓

的氧化应激，导致蚯蚓SOD、CAT活性和MDA含量增加，形态学损伤加剧. 且300 ℃生物炭处理下蚯蚓的Cu富集量相较

于同一施用比例下600 ℃生物炭处理分别提高了3.13%和28.04%. 同时，生物炭施用导致土壤水溶态Cu含量迅速增加. 
相关分析表明，Cu胁迫下，蚯蚓Cu富集量与培养前土壤水溶态Cu含量显著相关，而土壤水溶态Cu含量与DOC含量之间

呈显著相关. 因此，在蚯蚓培养前，300 ℃生物炭处理下土壤DOC含量和水溶态Cu含量均高于同一施用比例的600 ℃生

物炭处理，可能是导致培养结束后前者处理中蚯蚓Cu富集量相对更高的重要原因. 此外，蚯蚓Cu富集量、培养前期土壤

水溶态Cu含量与土壤pH之间无明显相关性，故pH的改变可能不是影响Cu形态变化的决定因素. 本研究结果表明Cu污
染下，生物炭施用导致土壤DOC含量升高可能会增加Cu的生物有效性，不利于土壤动物的生长，对土壤生态系统造成

负面影响. （图4 表2 参38）
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Abstract  To explore the effects and mechanisms of biochar on the growth of earthworms and Cu enrichment 
under Cu pollution, the earthworm species Eisenia fetida was exposed to artificial soil containing Cu solution 
under different pyrolysis temperatures (300 ℃ and 600 ℃) and application ratios (1% and 3%) of rice biochar. 
A 45-day subacute toxicity test of Cu and biochar on E. fetida was conducted. The results showed that the 
application of biochar inhibited the growth of E. fetida under Cu pollution. In addition, it significantly promoted 
Cu enrichment in E. fetida, exacerbated the oxidative stress of E. fetida, increased superoxide dismutase (SOD), 
catalase (CAT) activity, and malondialdehyde (MDA) content, and induced morphological damage in E. fetida. 
The Cu concentration in E. fetida under 300 ℃ biochar treatment at 1% and 3% application rates increased by 
3.13% and 28.04%, respectively, in comparison with the 600 ℃ biochar treatment. Further, biochar application 
resulted in a rapid increase in water-soluble Cu content. Correlation analysis showed that the Cu concentration 
in E. fetida was significantly correlated with the soil water-soluble Cu content prior to earthworm culturing. The 
soil water-soluble Cu content was significantly correlated with soil dissolved organic carbon (DOC) content. The 
soil DOC content and water-soluble Cu content at 300 ℃ biochar treatments at 1% and 3% application rates 
were higher than the 600 ℃ biochar treatments before the culture of E. fetida. This may be an important reason 
for the higher Cu enrichment in E. fetida in the 300 ℃ biochar treatments. In addition, no significant correlations 
were observed between Cu concentration in E. fetida, water-soluble Cu content, and soil pH. The change in soil 
pH caused by biochar application was possibly not the decisive factor affecting the morphological change of 
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铜（Cu）是动植物生长发育的必需微量元素，但过量的

Cu会严重损害人或动植物的生长发育[1].  近年来，铜矿的开

采、尾矿的堆积、工业废水的排放以及含Cu农药的使用等使

得土壤中的Cu 远超土壤自身的承载能力[2]，土壤 Cu 污染问

题形势十分严峻. 
通常，重金属Cu进入环境中后很难被微生物或化学方法

去除 [3]. 近年来，作为环境友好型材料的生物炭在土壤改良和

修复重金属污染土壤方面引起广泛关注 [4].  生物炭具有孔隙

结构好，比表面积大以及表面含氧官能团丰富等特性，可以通

过物理吸附、离子交换、沉淀络合等一系列反应，促使土壤中

的重金属从交换态向生物有效性较低的有机物结合态转化，

以达到减轻污染程度的目的 [5-6]. 但也有研究发现，生物炭会

通过影响土壤养分的利用和元素的生物利用度诱发有毒物质

的产生 [7]，同时，生物炭中的可溶性有机碳（DOC）也在一定

程度能够增加Cu的迁移，从而对土壤生物产生不利影响 [8-9]，

但目前内在机制仍不明确. 相较于生物炭对土壤环境的积极

影响，生物炭可能导致的土壤生态系统风险所受到的关注则

要少得多[4]. 不同生物炭间表面结构、理化性质等差异显著导

致生物炭对重金属污染土壤的影响机制更复杂. 
蚯蚓是维持土壤肥力的重要生物，在土壤生态系统中发

挥着许多重要而有益的功能，包括分解、营养矿化和土壤结构

改良 [10-11].  由于蚯蚓对污染物的反应比其他土壤动物更为敏

感，因此，科学界也常把蚯蚓作为土壤监测的指示生物 [12]. 据
报道，蚯蚓对包括Cu以内的重金属的具有较强的富集作用[1]，

但高浓度的重金属会导致蚯蚓生存和繁殖能力的下降，甚至

会导致种群灭绝. 然而，目前尚不清楚Cu污染土壤当中施用生

物炭对蚯蚓的生态毒理效应. 
有鉴于此，以赤子爱胜蚓（Eisenia fetida）作为农业用地

蚯蚓的模型生物，采用欧盟推荐的人工土壤法（OECD. No. 
207），通过向人工土壤当中添加Cu溶液与不同热解温度和比

例的生物炭后，进行45 d的亚急性毒性试验，观察Cu污染条件

下，生物炭施用对蚯蚓生长和Cu富集的影响；通过探究人工土

壤中蚯蚓对生物炭施用后的生理响应，评估Cu污染胁迫下生

物炭对土壤Cu形态转化和蚯蚓Cu富集的潜在影响相关机制，

为评价生物炭在土壤修复中的应用效果和生态风险提供依据. 

1  材料与方法

1.1  供试生物
受试生物选择的蚯蚓（Eisenia fetida）购于福建省龙岩

蚯蚓养殖场. 实验前，选择2月龄以上、体重300-600 mg、环

带明显且大小一致的健康成蚯蚓，用干净的牛粪饲养并在气

候培养箱进行暗培养一周（25 ℃，相对湿度60%-70%）[13]. 
1.2  人工土壤和生物炭制备

人工土壤根据OECD标准（OECD，2004）推荐的标准方

法配制，分别将细磨泥炭、高岭粘土、石英砂（50-200 μm之

间）按重量比10∶20∶70加入搅拌机中，充分混匀待用. 利用碳

酸钙调节pH到6.0 ± 0.5，加入去离子水使土壤含水量保持在

基质干重的25%左右. 
将水稻秸秆用去离子水洗净后自然风干，粉碎后至于马弗

炉内限氧热解炭化以获得生物炭（BC），其中，升温速率为20 
℃/min，热解时间为4 h，热解温度分别为300 ℃ 和600 ℃（分

别标记为LB和HB）. 生物炭基本性质见表1. 
1.3  试验设计

将125 mL的Cu［(Cu(NO3)2·3H2O］储存液（pH均用

NaOH调节至6.0 ± 0.1）添加到500 g人工土壤中，即使得土壤

最终的Cu浓度为200 mg/kg. 整个试验设置6个处理，分别为

① 人工土壤中未添加Cu和生物炭（CK），② 人工土壤+ 200 
mg/kg Cu（Cu），③ 人工土壤+ 200 mg/kg Cu + 1% 300 ℃
生物炭（Cu + 1% LB），④ 人工土壤+ 200 mg/kg Cu + 3% 
300℃生物炭（Cu + 3% LB），⑤ 人工土壤+ 200 mg/kg Cu + 
1% 600 ℃生物炭（Cu + 1% HB），⑥ 人工土壤+ 200 mg/kg 
Cu + 3% 600 ℃生物炭（Cu + 3% HB）. 每个处理共设置3个
重复；其中，1%和3%的生物炭施用量分别相当于10 g/kg和30 
g/kg土壤. 所有处理的土壤混合后分别置于圆柱形塑料容器中

（规格为100 mm × 85 mm × 140 mm）静置7 d，以达到平衡. 
之后，将10只有明显环带的成熟蚯蚓称重后分别放入每个容

器中（暴露实验前，蚯蚓置于潮湿滤纸上清肠24 h，以减少因

吞食食物而带入体内的Cu），置于气候培养箱中进行45 d暗培

养，温度控制20 ± 2 ℃. 容器上方盖有带孔的盖子以防止蚯蚓

逃逸和水分流失. 培养期间，每2 d通过称重进行水分补充. 每
周在土壤表面添加一次磨细的干牛粪，添加标准为每条蚯蚓

0.5 g牛粪，分别在培养的第15、30和45天随机取出2条蚯蚓，

清肠洗净称重后置于-70 ℃保存，直至进一步分析. 
1.4  指标分析测定

蚯蚓相对失重率：WLn = (W0 - Wt)/W0 × 100%                                    
式中，WLn表示蚯蚓相对失重率（%），W0表示蚯蚓初始质量

（g），Wt表示第t天的质量（g）. 
蚯蚓中Cu含量测定 [10-11]：将蚯蚓冷冻干燥后称重.  至于

5.0 mL的浓硝酸溶液中于120 ℃条件下消煮2 h，分3次加入1 
mL过氧化氢，于150 ℃消煮1 h至溶液透亮，使机体氧化. 溶
液中Cu浓度采用原子吸收分光光度计（AAS，ZEEnit 700，
Analytikjena，Germany）进行测定. 

蚯蚓生化指标测定：将蚯蚓切成小块，加入0.86% NaCl

Cu. The results indicated that the increase in soil DOC content caused by biochar application may increase the 
bioavailability of Cu under Cu pollution, which is not conducive to the growth of soil animals and has a negative 
impact on the soil ecosystem.

Keywords  copper pollution; biochar; artificial soil; antioxidant enzyme; dissolved organic carbon

表1  水稻生物炭基本性质

Table 1  Basic properties of maize straw biochar

生物炭
Biochar pH 灰分

Ash (w/%) C/% N/% DOC/g kg-1 CEC/mol kg-1 Cu/mg kg-1 BET/m2 g-1

300 ℃   8.6 22.3 50.1 1.5 6.4 281.3 17.58 11.56
600 ℃ 10.1 36.9 68.7 0.4 1.7 198.4 23.56 24.61

DOC：可溶性有机碳；CEC：阳离子交换量；BET：比表面积.
DOC: Dissolved organ carbon; CEC: Cation exchange capacity; BET: Brunauer, emmett and teller.
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冰浴后，用高速搅拌器（XHF-D，中国浙江）将混合物匀浆混

合，离心（10 000 r/min，10 min）获取上清液后用于测定超氧

化物歧化酶（SOD）活性、过氧化氢酶（CAT）活性和丙二醛

（MDA）含量. 每个实验重复3次. 其中，SOD采用氮蓝四唑

法 [14]测定，CAT参照Zhang等的方法 [15]进行测定，采用TBA比
色法 [16]对MDA的含量进行测定，结果以每mg蛋白中硫代巴比

妥酸产物（TBARS）的含量表示[17]. 
透射电镜（TEM）扫描 [18]：取1 cm左右的蚯蚓表皮，剪成

1 mm3大小的碎片，在4 ℃的2.5%戊二醛溶液中固定，用0.1 
mol/L磷酸盐缓冲液（pH= 7.0）洗涤，再用1%锇酸固定，逐级

乙醇、丙酮梯度脱水后埋入环氧树脂中. 用Reichert超微切片

机切片，采用柠檬酸铅-醋酸铀酰双重染色，JEM-2100型透

射电镜成像. 
分别取培养前（第0天）和培养结束后（第45天）的土壤

进行理化性质测定：其中第0天土壤为施用生物炭但未开始蚯

蚓培养的土样. 土壤和生物炭pH测定采用电位法[m（土）:m
（水）=1:5；m（炭）:m（水）= 1:10]；土壤和生物炭可溶性有

机碳（dissolved organic carbon，DOC）含量采用TOC分析仪

（SHIMADZUTOC-VCPH/CPNAnalyzer日本岛津）测定 [19]，

其中，m（土）:m（水）=1:25，m（炭）:m（水）=1:10. 水溶态

Cu含量测定 [20]：称取2.00 g风干土于120 mL离心管中，加入

30 mL去离子水，恒温下振荡2 h后离心过滤，浸提液中Cu浓
度用原子吸收分光光度计测定. 
1.5  数据分析

用SPSS 19.0软件（SPSS Inc.，Chicago，I L）进行单因

素方差分析（One-way ANOVA）、多重比较和Pearson相关

分析，用S-N-K法对处理间数据进行差异显著性分析. 绘图用 
Origin 8.6 （OriginLab）进行. 数据结果采用Mean ± SD的形

式表示. 

2  结果与分析

2.1 	Cu污染条件下生物炭施用对蚯蚓生长和Cu富集
的影响
45 d的亚急性实验后，不同处理下所有的蚯蚓都存活，无

死亡出现. 但包括CK在内的蚯蚓生长都受到抑制（图1a）. 即
使是CK处理，蚯蚓失重率也达15.99%，即培养后与培养前的

蚯蚓体质量差异显著（P < 0.05），这可能是由于人工土壤中

本身缺乏更合适的食物. 而暴露在含Cu胁迫下的蚯蚓失重率

均显著高于CK（P < 0.05），其中，单独Cu处理下的蚯蚓失重

率为22.94%，暴露在Cu + 1% LB和Cu + 3% LB处理重的蚯

蚓失重率分别为28.88%和25.82%，二者之间无显著性差异，

但较单独Cu处理分别提高了25.91% 和12.51%，而暴露在Cu 
+ 1% HB和Cu + 3% HB处理下的蚯蚓体重各自损失了36.63% 
和28.44%，相比Cu处理分别提高了69.67% 和23.99%. 以上

表明，生物炭的施用加剧了Cu胁迫对蚯蚓生长的抑制，其中，

1% 的生物炭处理作用更显著. 
在整个培养期内，Cu胁迫下蚯蚓体内Cu富集均显著均高

于CK处理（P < 0.05）（图1b）. 单独Cu处理下，蚯蚓Cu含量

逐渐增加并在30 d左右趋于稳定. 但添加低温生物炭在培育

初期即不同程度地促进了蚯蚓对Cu的富集，在Cu + 1% LB
处理的第5天和第15天时，蚯蚓Cu含量分别较Cu处理提高了

42.87%和42.40%，呈显著性差异（P < 0.05）. 培养结束后，

同一施用比例下，LB处理下的蚯蚓Cu富集量高于HB处理. Cu 
+ 1% LB和Cu + 3% LB处理下蚯蚓Cu含量相较于Cu处理分

别提高了16.22%和42.07%（P < 0.05）. 而高温生物炭处理下

的蚯蚓Cu含量相较于Cu处理分别提高11.42%和10.96%，但

仅Cu + 1% HB与Cu处理之间差异显著（P < 0.05）. 
2.2	 Cu污染条件下生物炭对蚯蚓SOD、CAT活性及

MDA含量的影响 
对培养结束后不同处理下蚯蚓的SOD、CAT活性和MDA

含量进行测定（图2）. 结果表明，相较于CK，Cu的加入导致

蚯蚓SOD活性、CAT活性、MDA含量均显著升高（P < 0.05），
说明Cu胁迫促发蚯蚓氧化应激反应. 与Cu处理相比，添加生

物炭均不同程度增加了蚯蚓体内抗氧化酶活性或MDA含量，

其中，Cu + 1% LB处理下蚯蚓的SOD、CAT活性和MDA含量、

Cu + 1% HB处理下蚯蚓MDA含量以及Cu + 3% HB处理下

CAT活性相较于Cu处理均呈显著性差异（P < 0.05）. 表明Cu
胁迫下，施用生物炭导致蚯蚓氧化应激反应、脂质过氧化和细

胞膜损伤加剧，其中，施用1% LB处理影响最为剧烈. 
2.3	 生物炭处理下Cu胁迫对蚯蚓表皮超微结构的

影响
蚯蚓的外表面由角质层、表皮和表面附属物组成（图3）. 

角质层为非细胞层，主要由胶原纤维组成 [10-11]（图3a）. 蚯蚓

表皮细胞由具有丰富的细胞器，包括线粒体、高尔基体和内质

网组成. 蚯蚓吸收土壤溶液中的重金属主要通过表皮 [10-11]，因
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图1  不同处理下蚯蚓失重率和Cu富集量.不同小写字母表示在同一取样时间处理间差异显著（P < 0.05）. 竖线表示标准差（N = 3）. LB：300 ℃生物

炭；HB：600 ℃生物炭.
Fig. 1  Relative weight loss rates and Cu concentration of Eisenia fetida as exposed to different treatments. Data points with different letters 
are significantly different at the same sampling times (P < 0.05). Bars indicate standard deviation (N = 3). LB: 300 ℃ biochar; HB: 600 ℃ biochar.
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此，重金属胁迫下，通常蚯蚓表皮结构首先受损. 通过透射电

镜分析发现，Cu胁迫会导致蚯蚓角质层的异常，出现明显的

凹陷和增厚的现象，排列不整齐，并形成一定的溃疡面，呈撕

裂分散状；表皮中的线粒体，内质网，高尔基体，核糖体等细

胞器减少，表角质层与表皮之间的颗粒层增厚（图3b-f）. 生
物炭的加入均在一定程度加剧了蚯蚓的应激症状（图3c-f）. 
如：在Cu + 3% LB生物炭处理中，蚯蚓角质层的凹陷明显，相

对连续，颗粒层增厚.  分泌泡内含有大量细丝状的物质和黏

液，表皮黏液细胞数目随直径增大而增多，相对分散，细胞器

数量减少. 总的来说，我们观察到生物炭处理加剧了Cu胁迫下

蚯蚓的形态学损伤. 
2.4	 不同处理下土壤DOC含量、pH和水溶态Cu含量

变化
对培养前后（第0天和第45天）土壤DOC和水溶态Cu含

量进行测定，结果如图4a所示. 所有处理45 d后的DOC含量

均高于0 d，这表明，蚯蚓活动在一定程度可能促进了土壤有

机质的分解，同时，牛粪的施用也会导致土壤DOC含量升高. 

无论是第0天或第45 d，生物炭处理下土壤DOC含量均不同程

度高于CK和Cu处理，且同一生物炭处理下，土壤DOC含量随

着生物炭施用比例的增加而增加. 第0天时，施用低温生物炭

后的土壤DOC含量显著高于CK和Cu处理（P < 0.05）. 
第0天时，同一生物炭处理，水溶态Cu含量随着施用量的

增加而增加. 相较于单独Cu处理，生物炭施用均不同程度增

加了土壤中水溶态Cu含量，其中，低温生物炭处理与Cu处理

之间呈显著性差异（P < 0.05）（图4b）. 第45天后，添加1%
或3% HB处理其土壤可溶态Cu含量相较于Cu处理无显著性

差异，但添加LB处理（1%或3%）其土壤可溶态Cu含量则显著

增加（P < 0.05）. 测定土壤pH后发现，第0天时，相较于CK和
Cu处理，施用生物炭均显著提高了土壤pH（P < 0.05），其中

施用高温生物炭处理下的土壤pH均要不同程度高于同一比例

低温生物炭处理，但无显著性差异；培养结束后，除Cu + 3% 
HB处理外，其余处理之间pH均无显著性差异. 

对第0天的土壤DOC含量、pH、水溶态Cu含量和培养

结束后蚯蚓最终Cu富集量进行相关性分析（表2），结果表
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图2  不同处理下蚯蚓的生化指标差异. a. SOD活力；b. CAT活力；c. MDA含量；不同字母表示在P < 0.05条件下差异显著，竖线表示标准差（N = 3）. 
LB：300 ℃生物炭；HB：600 ℃生物炭.
Fig. 2  Biochemical responses of Eisenia fetida exposed to different treatments. a. SOD activity；b. CAT activity；c. MDA content. Data with 
different letters are significantly different at the 0.05 level. Bars indicate standard deviation (N = 3). LB: 300 ℃ biochar; HB: 600 ℃ biochar. 

图3  不同处理下的蚯蚓部分表皮及表角质层超微结构. MU：黏液；MC-黏液细胞；E：表皮；C：表角质层；N：细胞核；NU：细胞核核仁；M：线粒体； 
RER：粗面内质网；SER-滑面内质网.
Fig. 3  Skin ultrastructure of Eisenia fetida exposed to different treatments. MU: Mucus; MC: Mucous cells; E: Epidermis; C: Cuticle；N: 
Nuclear; NU: Nucleoli; M: Mitochondrion; RER: Rough endoplasmic reticulum; SER: Smooth endoplasmic reticulum.
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明，蚯蚓Cu富集量与水溶态Cu含量之间均有显著相关性（r = 
0.879），而水溶态Cu含量与土壤DOC含量之间有显著相关性

（r = 9.945）. 

表2  土壤性质和蚯蚓Cu富集量的Pearson相关性分析

Table 2   The correlation between soil proper ties and Cu 
concentration in earthworm

指标
Index

蚯蚓Cu富集量
Cu concentration 

in earthworm

水溶态Cu含量
Water soluble

Cu content

土壤DOC含量
Soil DOC 
content

pH 0.611 0.779 0.677
蚯蚓Cu富集量
Cu concentration in 
earthworm

0.879* 0.783

水溶态Cu含量
Water soluble Cu 
content

0.945*

**在 0.01 水平（双侧）上显著相关；*在 0.05 水平（双侧）上显著相关.
** Correlation is significant at the 0.01 level; * correlation is significant 
at the 0.05 level. 

3  讨 论
3.1  Cu胁迫下生物炭添加对蚯蚓Cu毒性的影响

研究表明，Cu胁迫下蚯蚓生长明显受到抑制，这与Zhou
等的结论 [11]一致.  后者发现，蚯蚓死亡率和生长受抑程度随

Cu浓度的增加而升高. 本研究发现，施用生物炭对蚯蚓的生

长有抑制作用. 即生物炭并不能成为蚯蚓的食物来源，相反，

其可能通过抑制蚯蚓取食导致其减重 [20-21].  此前，Zhang等
也发现，施加秸秆生物炭到土壤28 d后蚯蚓生长受到明显抑

制 [22]. Liesch等报道，施用生物炭后土壤pH值的快速增加或

过度盐碱化以及氨的生成可能是导致蚯蚓的死亡率和失重率

更高的主要原因 [23]. 本研究表明，Cu胁迫下导致蚯蚓体内Cu
富集量明显升高，SOD、CAT活性和MDA含量显著增加，这与

Zhou等 [11]和Geracitano等 [24]的结论一致. 我们推测，这可能

是导致蚯蚓生长受到抑制的重要原因. 进一步分析发现，生物

炭施用导致蚯蚓体内Cu富集量的增加，且除Cu + 3% HB处理

外，其余生物炭处理下蚯蚓Cu富集量相较于Cu处理均呈显著

性差异（P < 0.05）. 这表明生物炭促进了蚯蚓对Cu的富集，

加剧了Cu对蚯蚓的毒性. 
Cu的胁迫会增加蚯蚓活性氧（ROS）的积累，SOD酶通

过与活性氧自由基反应将超氧阴离子（O2
-）分解为H2O2和 

O2，而CAT酶可以继续分解H2O2，以减少脂质过氧化，维持活

性氧代谢平衡[10-11]，从而使蚯蚓在一定程度上忍耐、减缓或抵

抗逆境胁迫 [10-11]，但若抗氧化酶活性调节能力有限，蚯蚓体内

积累了过剩的氧自由基，引起膜的过氧化 [10]，导致MDA含量增

加. 本研究中，Cu胁迫下，施用生物炭抑制了蚯蚓的生长，显

著促进了蚯蚓对Cu的富集，加剧了蚯蚓的氧化应激，导致蚯

蚓SOD、CAT活性和MDA含量增加，形态学损伤加剧，这可能

是导致生物炭存在下蚯蚓生长受到一致的重要原因. 但也有

研究发现，由于遭受高浓度的重金属胁迫，蚯蚓酶系统难以完

全补偿长时间的氧化应激，故抗氧化酶活性初期略有增加，随

后则明显被抑制 [10, 25]. 本研究中，TEM结果证实，Cu胁迫导致

蚯蚓表皮细胞结构的损伤，而生物炭处理下这种损伤没有缓

解，甚至变得更为严重. 颗粒层增厚，细胞器数量减少. 以上

说明Cu污染的人工土壤当中添加生物炭在一定程度上增加了

Cu对蚯蚓的毒性. 
3.2  生物炭添加增加Cu毒性的原因分析 

重金属的生物毒性不仅与总暴露量有关，还与其化合物

的形态有关. 只有溶解态的化学物质才对蚯蚓具有生物可利

用性 [26]. 本研究发现，在CK和单独Cu处理中，45 d后的土壤

水溶态Cu含量相较于第0天显著增加，表明蚯蚓的存在促进

了Cu向水溶态转化，这与周波的研究 [27]相一致. 后者发现，蚯

蚓可以通过降低污泥中还原性物质的量，改变其氧化还原状

态，促进重金属活化. 同时，蚯蚓活动过程中通过分泌大量带

有活性基团的胶黏物质促进土壤重金属的活化 [28]. 本研究发

现，在培养前（第0天），生物炭处理下的水溶态Cu含量即高

于Cu处理，其中，Cu + 1% LB、Cu + 3% LB与Cu处理之间呈

显著性差异（P < 0.05）. 这说明，施用生物炭后，土壤中Cu2+

立即向溶解态转变，生物有效性增加.  这可能是生物炭处理

后蚯蚓Cu富集增加的重要原因. 同时，相关性分析表明，蚯蚓

Cu富集量与第0天土壤水溶态Cu含量显著相关. 相似地，侯艳

伟等探究鸡粪生物炭施入红壤后对土壤性质与重金属形态后

发现，生物炭能够增加土壤有机质，提高Cu的生物有效性比

例[29]；而张艺腾等则发现，鸡粪生物炭可以明显增加土壤pH，
减少土壤有效态 Cu含量，从而减少植物对Cu的吸收 [5]. 

通常Cu2+离子形态转变取决于其在土壤中的溶解沉淀、

络合解离、吸附解吸平衡等一系列化学过程. 本研究中，生物

炭施用后土壤DOC含量均有不同程度的增加，此前有研究发

现，DOC作为活性小分子有机物对重金属具有螯合作用[30]，

可以作为载体促进重金属可以作为载体促进重金属在土壤中

的运输，从而提高土壤中Cu的迁移和生物有效性 [31]. Lehman

图4  不同处理下土壤DOC和水溶态Cu含量变化. a. 土壤可溶有机碳（DOC）含量；b.水溶态Cu含量；c.土壤pH. 同一取样时间内不同处理间不同字母

表示在P < 0.05条件下差异显著，竖线表示标准差（N = 3）.
Fig. 4  Changes in contents of soil dissolved organic carbon (DOC) and water-soluble Cu from different treatments. a. Soil DOC content; 
b. Water soluble Cu content; c. Soil pH. Data with different letters are significantly different at the same sampling time (P < 0.05). Bars indicate 
standard deviation (N = 3). 
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等也表明在任何氧化-还原条件下，DOC都能使Cu的迁移能

力大增加 [32]. 也有研究证实，生物炭本身所包含的溶解性有机

质富含丰富的有机官能团（如羧基、酚羟基等）或半醌自由基

等 [33]，能通过直接与重金属发生络合和氧化还原作用从而改

变土壤中的重金属生物毒性 [34]. 因此，本研究中生物炭施用后

土壤DOC含量的增加可能是导致土壤水溶态Cu含量的升高

的重要原因. DOC与重金属的相互作用能力与DOC的性质密

切相关，生物炭源BDOC的组成受原料类型和热解温度的控

制[35]. 本研究发现，Cu胁迫下，第0天，施用低温生物炭后其水

溶态Cu含量均高于同一比例下高温生物炭处理，这可能与该

时期低温生物炭处理后土壤DOC含量高于高温生物炭处理有

关. Wei等也发现，相较于高温生物炭（ > 500 ℃），低温生物

炭（≤ 500 ℃）BDOC含量较高，含氧官能团丰富且芳香性弱，

对Cu具有更大的络合能力，更容易引发重金属随DOC迁移所

带来的环境风险 [36]. 因此，我们考虑，不同生物炭施用后土壤

水溶态Cu含量变化差异是导致低温生物炭条件下蚯蚓Cu富
集量较同一施用比例下高温生物炭处理更高的重要原因. 唐
行灿也发现，相较于低温生物炭，高温生物炭由于难以被土壤

中的微生物所利用，其处理下蚯蚓体内的Cu、Cd等重金属富

集量要低于低温生物炭（300 ℃）[20]. 同时，Wang等证实，蚯

蚓的存在也会削弱生物炭对重金属的固定作用 [37]. 但此前李

荭荭等却发现生物炭施加显著增加水稻土pH值和DOC含量，

降低土壤CaCl2提取的有效态Cu含量，使移动性较强的弱酸

提取态和可还原态Cu转变形成较稳定的可氧化态Cu，从而降

低Cu在土壤中的有效性 [3]. 这一差异可能与生物炭、土壤性质

以及培养条件息息相关. 
前人研究 [20, 37]表明，土壤pH是影响土壤重金属Cu有效性

的重要因子，生物炭提高土壤pH值从而加强对重金属的吸附

与离子交换作用，同时，生物炭灰分中的一些元素也会与重金

属产生共沉淀，从而降低重金属在土壤中的生物有效性. 本研

究发现，尽管培养初期，生物炭施用提高了土壤pH，且pH随

施用比例的增加而提高. 但水溶态Cu含量和蚯蚓Cu富集量与

pH之间的相关度不显著. 因此，我们考虑，在本研究中，生物

炭施用对pH的改变并不是影响Cu形态变化的决定性因素. 同
时，由于施用浓度和暴露时间的影响，生物炭对蚯蚓的影响可

能会出现相反的结果，如Tammeorg等发现，生物炭施用14 d
后对蚯蚓产生明显的负面影响，但田间试验开展4.5个月后，生

物炭改良后的土壤生物量和蚯蚓密度均最高[38]. 因此，生物炭

对蚯蚓种群的负面影响也可能随时间的延长而减弱. 故长期

的跟踪研究必不可少. 

4  结 论
本研究发现，施用生物炭到Cu污染的人工土壤后，促使

土壤中的Cu2+立即向溶解态转变，从而增加了土壤中Cu的生物

有效性，促进了蚯蚓对Cu的富集，对蚯蚓生长和抗氧化系统

产生负面影响. 其中，生物炭施用后引发的土壤DOC的含量变

化是决定土壤Cu生物有效性和蚯蚓Cu富集量的重要因素. 研
究结果证实，Cu污染下，施用生物炭可能带来一定的环境风

险，须引起足够的重视. 但本研究是基于室内较为理想条件下

的短期试验，且采用人工土壤，减少了微生物以及外界环境的

干扰，但现实中，生物炭对土壤Cu有效性的影响机制复杂，可

能受多种因素的影响，且本研究培养期限也相对较短，难以全

面揭示Cu污染条件下生物炭对Cu生物有效性的影响机制. 因
此，有必要通过建立长期野外定位试验，以确定生物炭对土壤

生态环境的长期影响. 
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