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摘要：为探讨螯合剂对植物吸收重金属的影响，采用盆栽试验，研究了螯合剂乙二胺四乙酸( EDTA)和柠檬酸（CA）对土壤重金属Cd的有效态以及叶用红菾菜(Beta vulgaris var.cicla L）富集Cd能力的影响。结果表明：EDTA的添加比柠檬酸更显著增加了土壤重金属镉的有效态含量，同时提高了叶用红菾菜茎叶的富集系数和转运能力；施用螯合剂促进了Cd从叶用红菾菜茎叶根部向茎叶的输送，叶用红菾菜茎叶含Cd量显著增加，EDTA的作用是柠檬酸的2~3倍。
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重金属污染土壤的治理除采用常规工程措施或化学治理方法外, 植物修复(利用植物治理重金属污染土壤) 作为一种经济有效的方法已引起广泛重视[1-2]。植物提取(phytoextrac-tion) 技术是利用植物对土壤重金属的吸收和富集作用, 通过收获植物来减少土壤重金属含量。其中螯合诱导植物修复(chelate-induced phyto-extraction)是这一技术的研究重点，即通过向土壤中施加螯合剂来活化土壤中的重金属，促进重金属在植物地上部的积累，常用的螯合剂有EDTA、DTPA、NTA等[3-6]。蒋先军[7]研究表明，EDTA加入土壤后，水提取的Cd浓度增加了400倍以上, 当土壤添加Cd在130 mg·kg-1以上时，加入EDTA显著增加了地上部Cd 的浓度。Blaylock等[8]将5 mmol·kg-1EDTA和EGTA分别施入含600 mg·kg-1Pb和100 mg·kg-1Cd土壤中, 使印度芥菜植物体内Pb、Cd浓度分别达到1000和2000 mg·kg-1；Q. T. Wu等人[9]发现混合螯合剂的效果比单独使用EDT更好地提高了Zn、Cd、Pb等金属的植物提取效果。但由于EDTA等人工合成强螯合剂的使用可增加对地下水和周边环境造成二次污染的危险性，同时，EDTA在环境中非常稳定不易被降解，有着较长的残留效应。因此，选择适宜的螯合剂是诱导植物修复技术成败的关键所在，近年来，柠檬酸、酒石酸、草酸等天然可降解小分子有机酸也开始在植物螯合诱导修复中应用[10-13]，表现出一定的效果。叶用红菾菜（Beta vulgaris var.cicla L）是近年来发现的一种对重金属镉具有超富集作用的植物[14]，可用于Cd污染土壤的植物修复。本文以叶用红菾菜为供试植物，通过盆栽试验，分析比较两种螯合剂—EDTA和柠檬酸处理下叶用红菾菜对镉污染土壤的修复情况, 为重金属污染土壤螯合诱导辅助植物修复提供一定的理论基础和调控依据。

1  材料与方法

1.1  供试土壤

实验用土采自沈阳张士地区多年污灌土，土壤采自表层0~20 cm, 风干过筛, 充分混匀。该土壤的基本理化如下：有机质含量为1.96 g·kg-1，pH 5.71，CEC为16.39 cmol·kg-1，土壤粘粒39.2%，粉粒41.6%，沙砾19.3%。土壤重金属Cu、Pb、Cd、Zn含量(全量)分别为77.78、87.85、4.73、267.8 mg·kg-1，分析方法参照《土壤农业化学分析法》[15]。该土壤属于重金属复合污染，Cd污染尤其严重。

1.2  化学螯合剂的种类和添加水平

本试验所用的螯合剂为乙二氨四乙酸(EDTA)和柠檬酸(CA)，均为分析纯试剂。试验设计添加水平均有4个，浓度分别为0、2.5、5、10 mmol·kg-1，分别记作ck，T1，T2，T3。为保证添加的均匀性，化学螯合剂以溶液形式加入；添加之前，将溶液的pH值调节为6.5左右，以消除溶液pH对处理的影响。

1.3  盆栽实验与样品分析

叶用红菾菜购于沈阳市种子公司。盆栽试验在白色塑料盆（直径15 cm）中进行，每盆污染土(过5 mm筛)的用量为1.5 kg。叶用红添菜生长两周后，每盆留出生长均一的6棵植株，植物生长期间保持土壤湿度为田间持水量的60%左右。种植2个月后，按实验设计分别向其添加化学螯合剂，每个处理三个平行，同时作空白对照（CK)。添加处理二周后，沿地面上1 cm剪取植株地上部，同时用自来水和蒸馏水冲洗根系。在105 ℃下杀青30 min，70 ℃下烘干至恒重，植物样品磨碎后备用。同时采用四分法采集盆栽土壤样品，自然风干后粉碎过筛，备用。
植物中全量Cd采用干法灰化，HNO3- HClO4 (V∶V=4∶1)消煮法[15]消解，金属有效态采用DTPA提取方法，用火焰原子吸收分光光度计(Varian，AA220)测定Cd含量。

2  结果与分析

2.1  螯合剂对植物生长的影响
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图4  添加螯合剂对叶用红菾菜根部吸收Cd的影响情况

Fig. 4  Effect of different chelators on root Cd 
concentration in Beta vulgaris var.cicla L
在各浓度梯度的柠檬酸和EDTA 向土壤中添加后，叶用红菾菜的生长情况没有明显差异，各处理的叶片生长正常，没有打卷、泛黄等反应，也没有发生脱水等中毒症状。图1、图2为添加螯合剂对叶用红菾菜地上部和根部生物量的影响，由图可以看出，EDTA施入土壤后，叶用红菾菜地上部和根部的生物量相对于对照均有所降低，这说明其生长受到一定的抑制，其生物量随EDTA浓度的增加而下降，EDTA对地上部分的影响比根部大，但没有表现出显著性差异。这说明叶用红菾菜对重金属镉有一定的耐性，但当镉的生物有效性提高到一定的程度时，镉对植物的危害即随之加大，从而对植物产生一定的毒害影响。柠檬酸处理后，与对照相比，其地上部和根部的干物质量中都有所增加，说明施加柠檬酸对叶用红菾菜的生长没有抑制作用。有研究表明，植物播种前施用螯合剂会严重抑制植物生长[16]，而实验中螯合剂是在植物收获前10天添加的，因此大多处理没有明显的毒害症状。
2.2  柠檬酸和EDTA对叶用红菾菜积累重金属Cd的影响

各个处理下叶用红菾菜地上、地下部分对重金属Cd的吸收情况如图3，4所示。
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图3  添加螯合剂对叶用红添菜茎叶吸收Cd的影响

Fig. 3  Effect of different chelators on shoot Cd 
concentration in Beta vulgaris var.cicla L
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图2  添加螯合剂对叶用红菾菜地下生物量的影响
Fig. 2  Root biomass of Beta vulgaris var.cicla L grown in 
soil added various chelators concentrations 
由图3可知，叶用红菾菜地上部分吸收的Cd量随着EDTA和柠檬酸处理浓度的增大而增加，但增加的趋势有所不同。对柠檬酸处理而言，处理浓度为2.5、5 mmol·kg-1时，Cd含量是分别比对照提高了26.6%和38.7%，而当浓度增加到10 mmol·kg-1时，地上部分重金属含量增加了一倍多。这说明在较高浓度下柠檬酸可显著提高了金属Cd的生物有效性促进了植物对Cd的吸收（P<0.01）。同时由图4可以看出，叶用红菾菜地下部分的Cd含量没有明显的变化，可能的原因是添加有机酸形成的金属螯合形态更有利于植物对其的吸收，并加强从根部向地上部分的转动，致使地上部分的增量远大于地下部分的变化。
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图1  添加螯合剂对叶用红菾菜地上生物量的影响

Fig. 1  Shoot biomass of Beta vulgaris var.cicla L grown in 
soil added various chelators concentrations

同样EDTA也大大促进了地上部分对重金属的吸收，与柠檬酸不同的是，当EDTA添加浓度为2.5 mmol·kg-1时，植物地上部分的浓度已经是对照的2倍，当增加到5 mmol·kg-1时，增量几乎达到3倍，而当EDTA浓度进一步提高到10 mmol·kg-1时，地上的含Cd量仅比5 mmol·kg-1多7.2%，两者差异不显著。EDTA作为一种强金属离子络合剂，在较低浓度下，即可对重金属产生较明显的活化作用，提高植物对金属的吸收。而EDTA作用下根对镉的吸收量在2.5 mmol·kg-1下无明显变化，在5 mmol·kg-1和10 mmol·kg-1下则表现出显著降低（P<0.05）。但与茎叶相比，叶用红菾菜根部Cd含量与对照相比，没有显著变化或有降低的趋势，这是由于有机酸通过络合作用于重金属结合，土壤溶液中的络合物得以进入根细胞并随蒸腾作用运输到地上部，使重金属更有利于在植物体内运输，而在根部细胞的吸附和沉淀总量减少。
表1为不同处理下叶用红菾菜的富集系数(Enrichment Coefficient, EC)和转移系数(Translocation factor, TF)。两种螯合剂均提高了植物的富集系数，EDTA处理下增长明显。转移系数(Translocation factor, TF，植物从根部向地上部运输重金属的能力)常被用来表示植物从根部向地上部运输重金属的能力。由表1可以看出，EDTA和柠檬酸都提高了叶用红菾菜的TF，明显促进重金属从根部向地上部的运输。因此，螯合剂的加入，增加了叶用红菾菜对Cd的转运能力和富集系数，利于植物提取技术的应用。
表1  不同处理下叶用红菾菜的富集系数与转运系数的变化

Table 1  EC and TF of Beta vulgaris var.cicla L. grown in 
soil added various chelators concentrations

	处理
	EC
	TF

	
	柠檬酸
	EDTA
	柠檬酸
	EDTA

	ck
	7.81
	5.12

	T1
	10.64
	18.32
	6.58
	11.62

	T2
	12.74
	27.53
	7.52
	21.63

	T3
	17.6
	29.66
	10.43
	25.79


注：各列与空白相比均达到1%的显著水平
    EDTA和柠檬酸对叶用红菾菜提取重金属Cd都有一定的效果，增加了叶用红菾菜对Cd的转运能力和富集系数，利于植物提取技术的应用。但是作为一种强螯合剂，EDTA的作用效果明显优于柠檬酸，在较低的浓度下（2.5 mg·kg-1）茎叶镉含量就达到了87 mg·kg-1，其茎叶含有的Cd量是同浓度下柠檬酸处理的2~3倍。同时作为一种价格相对较低，天然的、可生物降解的小分子有机酸，柠檬酸对镉也表现出一定的提取作用，本研究中，柠檬酸处理后茎叶的Cd含量与柠檬酸添加的浓度成正相关（r2=0.9981）。
2.3  添加剂对金属有效态的影响

通过对空白和添加有机酸的对照土壤进行有效态分析可知（见图5），柠檬酸和EDTA的加入均提高了重金属的有效态，并且随着有机酸添加浓度的增加，有效态金属含量是保持增加趋势的。对柠檬酸而言，有资料报道[11]，在低浓度下，柠檬酸对重金属的活化作用不明显，在较高质量摩尔浓度下（3 mmol·kg-1以上），有一定的活化作用。EDTA比柠檬酸更显著的增加了Cd的有效态，在EDTA为2.5和5 mmol·kg-1时，有效态比空白分别增加了30%和48%，是同浓度柠檬酸处理的2倍；而当EDTA浓度增加到10 mmol·kg-1时，有效态Cd与5 mmol·kg-1处理时差别不大。这说明，通过施用螯合剂使土壤固相键合的镉释放, 增加土壤溶液金属的浓度，因此可大幅度地提高植物对金属的吸取和富集能力；但螯合剂的使用浓度应根据土壤重金属的含量等具体情况而定。而螯合剂EDTA和柠檬酸作为一种络合剂都可活化土壤中的重金属，增加镉的生物有效性；EDTA比柠檬酸的活化能力更强，柠檬酸作为一种友好的重金属活化剂也有一定的应用价值。
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图5  添加螯合剂对土壤有效态的影响

Fig. 5  Effect of various chelators on the available 
Cd concentration in polluted soil

如表2所示，两种螯合剂处理下Cd的有效态与叶用红菾菜茎旰和根吸收Cd的含量可以用回归方程的形式表现出来，它们之间呈显著(P<0.01)的相关关系。施入土壤中的螯合剂（有机酸）与Cd形成有机配合物结合态, 提高了Cd在土壤溶液中可溶部分的含量, 改变了Cd在土壤中的移动性, 增加了Cd向植物根系的扩散, 即增加了土壤中的有效态镉, 利于作物对Cd的吸收，即提高了重金属Cd的植物有效性。
表2  各处理下叶用红菾菜吸收Cd(Y)与土壤
有效态Cd(X)的相关性分析

Table 2  The analysis of the relationship between Cd accumulation in 
plant and the available Cd concentration in polluted soil
	因变量
	相关方程
	R2

	柠檬酸
	茎叶Cd含量
	y= 0.0294x+0.9885
	0.9567**

	
	根Cd含量
	y= 0.4549x +6.5473
	0.8761**

	EDTA
	茎叶Cd含量
	y= 0.0196x +1.2781
	0.9941**

	
	根Cd含量
	y= -0.9842x+9.7368
	0.8098**


3  结论
（1）施用螯合剂EDTA和柠檬酸明显地促进了Cd从叶用红菾菜茎叶根部向茎叶的输送，叶用红菾菜茎叶含Cd量显著增加，EDTA的作用是柠檬酸的2~3倍。

（2）两种螯合剂EDTA和柠檬酸均可提高土壤Cd的植物有效性，促进Cd从根系向地上部的运输，从而增强叶用红菾菜对Cd的富集能力和转运能力。叶用红菾菜吸收Cd与土壤中Cd的有效态呈显著的正相关。
（3）作为强螯合剂，EDTA在螯合诱导植物修复中作用显著；柠檬酸是一种天然、可生物降解的螯合剂，对Cd的提取也具有较好的效果。因此在采用螯合诱导植物修复技术修复重金属污染土壤中，可以根据重金属污染的具体情况，如重金属的种类、浓度，土壤需要修复的程度等，因地制宜的选择螯合剂的种类和其添加浓度，以达到环境效益和经济效益协调统一。
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Effect of different chelators application on Cd accumulation
in metal polluted soils by Beta vulgaris var. cicla L
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Abstract: Pot experiments were conducted to investigate the effects of two chelators (EDTA and citric acid) on the Cd availability in polluted soil and the Cd accumulation in Beta vulgaris var.cicla L. The results showed that the application of chelators to the Cd contaminated soils enhanced the available Cd concentration, which was greater in EDTA treatment soils than that in citric acid treatment soils. At the same time, the enrichment Coefficient(EC) and the translocation factor(TF) of Beta vulgaris var.cicla L were increased respectively. The application of chelators improved the transportation of Cd from root to shoot and the contents of Cd in shoot increased obviously. The uptake and accumulation of Cd in shoot by EDTA treatment were 2~3 times than that by citric acid treatment.
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		根				0		2.5		5		10
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植物对Cd的吸收

		

						Cd叶																						柠檬酸		EDTA				误差

				2.5		5		10																		0		36.95		36.95				4.2		4.2
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														柠檬酸		7.42		7.65		8.02		7.98				T10		83.26		140.29				15.3		16.9

														EDTA		7.42		7.45		6.02		5.44

						Cd根

		柠檬酸		7.42±1.02		7.65±0.69		8.02±1.12		7.98±1.32				误差		1.02		0.69		1.12		1.02

		EDTA		7.42±1.02		7.45±0.58		6.02±0.97		5.44±0.55						1.02		0.58		0.97		0.55
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				处理		2.5mmol/L		5mmol/L		10mmol/L

				柠檬酸		3.4±0.56		2.94±0.40		3.36±0.22

				EDTA		2.90±0.23		3.91±0.36		3.98±0.26

				CK		2.03±0.25

						CK		T2.5		T5		T10

				柠檬酸		2.03		2.4		2.94		3.36

				EDTA		2.03		2.9		3.91		3.98

						2.03(0.44)

				误差		0.44		0.56		0.4		0.22

						0.44		0.23		0.36		0.26

												表2不同处理下叶用红忝菜的富集系数与转运系数的变化

												处理(mmol/L)		EC				TF

														CA		EDTA		CA		EDTA

												0		7.81				5.12

												2.5		10.64		18.32		6.58		11.62

												5		12.74		27.53		7.52		21.63

												10		17.6		29.66		10.43		25.79

		地下Cd(mg/kg)		0		2.5		5		10

		柠檬酸		7.22		7.65		8.02		7.98

		EDTA		7.22		7.45		6.02		5.44

		地上Cd(mg/kg)		0		2.5		5		10

		柠檬酸		36.95		50.35		60.28		83.26												Cd叶

		EDTA		36.95		86.6		130.2		140.29										2.5		5		10

																		柠檬酸		36.95±3.2		120.35±5.2		90.28±3.6		23.26±1.3

																		EDTA		36.95±3.2		46.6±3.2		100.2±4.2		80.18±2.9

		土壤		4.71		4.69		4.58		4.56

		原土4.73

																						Cd根

																		柠檬酸		7.42±0.35		7.65±0.69		8.02±1.12		7.98±1.32

																		EDTA		7.42±1.02		7.45±0.58		6.02±0.97		5.44±0.55
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