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贵州赫章土法炼锌导致的土壤重金属污染特征 

及微生物生态效应 

杨元根，刘丛强，吴 攀，张国平 
(中国科学院 地球化学研究所 ，贵州 贵阳 550002) 

摘 要：贵州省赫章县妈姑镇新关寨附近的土法炼锌不仅导致植被的破坏 ，而且使附近土壤 中重金属有不同程度的 

积累 ，zn达到 162．23～877．88 mg／kg，Pb为 37．24—305．56 mg／kg，Cd为 0．50—16．43 mg／kg，大大超过 了当地的 

土壤背景值 ；而且重金属含量 (特别是 Pb和zn含量 )与土壤 中的 Fe 0，和 A1 0，有极显著的正相关关系 ，显示土壤中 

铁氧化物和粘土矿物对重金属的固定作用。化学形态研究表明，Pb和 zn在土壤中主要表现为铁锰氧化物结合态与 

残渣态，而 Cd的情况与 Pb和 zn完全相反，其形态以可交换态为主。本区土壤微生物生物量(用含碳量表示)较低 ， 

仅为 57．00～388．00 ／g，而且与土壤重金属间有显著 的负相关关系，特别是与 zn的相关系数高达 一0．780 1，反 

映出重金属对微生物的毒害作用。Biolog测试结果表明 ，土壤微生物群落结构间没有明显的差别；土壤微生物 DNA 

经 PCR(聚合酶链式反应)和 DGGE(变性梯度胶电泳 )反应后的基 因片段非常一致 ，反映出不同程度的重金属污染并 

没有导致土壤微生物群落结构的改变和基因损伤，另一方面也表明，土壤本身有强烈的固定重金属能力，抵御了重 

金属对土壤生物的进一步毒害。 

关键词：土法炼锌；重金属：土壤微生物：Biolog；PCR；DGGE 
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0 引 言 

矿山开发造成的生态环境问题是一个世界性的 

问题，国内外许多学者对此表现出浓厚的兴趣。除 

矿山开发直接导致的植被破坏和耕地侵蚀等外 ，研 

究者更重视有害物质(特别是重金属)释放而导致的 

环境问题 ，特别是表生条件下矿山废弃物 (矿山尾 

砂)的堆积 ，在一系列地球化学因素的作用下 (如矿 

山尾砂的矿物成分 一̈1、堆积时间 1̈、厚度 一1、气候 

条件 1及微生物 1等)发生风化作用 ，从而导致酸 

性矿山废水(AMD)的产生ll̈ 1，蓄纳高浓度的重金 

属元素，其排放不仅对溪流、河流 、湖泊水质及其沉 

积物产生负面影响 [17-20]，而且有降低土壤环境质量 

状况的威胁 I'控1。 

矿山环境研究中涉及的微生物研究 ，目前主要 

侧重于表生风化条件下微生物对矿山尾砂中重金属 

释放的双重影响，Ledin et a1．【2 1把它总结为以下六 

个方面 ：即微生物产生影响 pH、Eh的物质 、产生结 

合金属的物质 、影响有机质合成或降解 、氧化还原过 

程、碱化／脱碱过程 以及主动或被动积累金属从而 

影响重金属的活动性。而对矿山开发中产生的重金 

属对土壤微生物的影响涉及较少。事实上 ，重金属 

对土壤微生物的毒害作用已有较多研究 ，如重金属 

导致土壤微生物生物量降低[24,251、微生物呼吸速率 

降低或显著增加 。1、酶活性受损 引、微生物代谢 

商升高130,31 以及对能源碳的利用量增加而利用效率 

却降低  ̈1。本文试图以我国著名的土法炼锌镇—— 

赫章县妈姑镇为例 ，探讨矿 山开发中产生的重金属 

积累导致的土壤微生物生态效应。 

1 材料与方法 

妈姑镇地处赫章县境内 326国道旁 ，交通便利 ， 

地势平坦。辖内煤炭资源丰富 ，特别是附近的榨子 

厂和猫猫厂铅锌氧化矿为“土法炼锌”提供了丰富的 
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原料。该镇土法炼锌 已有 300多年历史，至 2000年 

前夕 ，已有 1000多个“马槽炉”的土法炼锌规模。炼 

锌过程中产生的黑色烟尘使周围山坡寸草不生，山 

坡上 、河道边到处倾倒着废渣 ，使得许多旱作地荒 

耕。本次研究的采样点集中在妈姑镇新关寨土法炼 

锌点附近土壤 ，远离炼锌废渣堆 ，土壤’中积累的重 

金属主要源于土法炼锌中产生的烟尘的沉降。主要 

采集了表土层 (0 20 cm)，部分剖面样按深度 0— 

20 cm和 20 40 cm采集。 

所有湿样先过 6 mm不锈钢筛 ，再过 2 mm筛 ， 

剔除所有土壤异物。部分分样用烘干法测定湿度和 

烧失量 。部分分样在 30℃风干 ，一部分用于土壤 

pH测定 、x射线粉晶分析 ；另一部分磨至过 0．15 

mm筛 ，用 Tessier的连续提取法区分重金属化学形 

态、测定土壤 AI O，、FezO，和 SiOz含量 ，用 TOC仪测 

定部分土壤样品的硫含量和有机碳含量 。其余湿样 

储存在 4℃冷库中供土壤微生物研究之用 ，其中用 

于土壤微生物 DNA相关分析的样品储存于 一20℃ 

的冰柜中。 

用 Tessier的连续提取法[32,33l，将土壤中重金属 

的形态区分为可交换态 、碳酸盐结合态 、铁锰氧化物 

结合态、有机态(硫化物)和残渣态，提取液中Pb、zn 

和 Cd含量用 AAS法测定 ，整个实验过程用美国国 

家环保局标准沉积物样品 Mag#1作为质量控制参 

考物质。 

土壤微生物生物量 的测定采用氯仿熏蒸 一0．5 

mol／L K SO 提 取法 l，提取 液 中有机碳 含量 用 

TOC分析仪测定 。 

土壤微生物对单一碳源利用 (Biolog)测定采用 

常规的 Biolog方法 ，共测试 125种碳源 (不包括空 

白)[35,361，连续读数 1个星期 。 

土壤微生物 活细胞 内 DNA提取和纯 化采用 

Miskin提出的方法 ，然后用 1％的琼脂糖(agarose) 

胶在电压 100 V条件下电泳 50 min，照相。纯化后 

的 DNA样品进行 PCR(聚合酶链式反应)测试 ，在 

PCR仪上的运行程序为：94℃ ，5 min；转速 30 r／s， 

94 oC ，0．5 min；55 oC ，1 min；72 oC ，1 min；72 oC ， 

5 min；冷却 ，然后用 1．5％的琼脂糖胶电泳 45 min 

后照相。经 PCR反应后的样品 ，载于变性梯度胶 

(DGGE)上 ，在 60 条件下 电泳 4 h，然后用 Sybr． 

Green染色 DNA，在振荡机上以 100 r／s速度振荡 

20 min，照相 5 min。 

主要实验工作在英 国 Newcastle大学石油与环 

境地球化学系完成。 

2 结果与讨论 

2．1 土壤中重金属的分布 

表 1列出了土壤中重金属元素 (Pb、zn和 Cd) 

的分析结果。由表 1可见 ，重金属元素在土壤中的分 

布变异很大 ，明显大于土壤背景值；而且与一些国家 

和欧共体的最低限值相 比，研究区内土壤中重金属 

含量大部分高于这些阈值，表明该地区土法炼锌已 

经导致了附近土壤中重金属元素 Pb、zn和 Cd的明 

显积累 ，且远远超出了人们所规定的重金属在土壤 

中的最低限值，虽然与相邻地区炼锌废渣中重金属 

含量相 比相对较低H 1，但是对该区土壤生态环境有 

潜在威胁。从重金属元素在土壤剖面中最大值的分 

布 (图 1)可以看出，表层 Pb和 zn含量明显高于深 

层，表明 Pb和 zn主要集 中在土壤表层 ，向下迁移的 

程度较低 ；对 Cd而言 ，其含量在土壤表层与深层比 

较接近，表明 Cd向土壤深层的迁移能力较强 ，这可 

能与 Cd在土壤中的有效性程度较高有关。 

表 1 贵州新关寨土壤中重金属含量分析结~(mg／kg) 
Table 1 Heavy metal contents in soils in Xinguan village， 

Guizhou Province(mg／kg) 

中国土壤背景值 100 

中国贵州土壤背景值 82．4 

35 

29．3 

O．2O 

O．13 

2．2 土壤中重金属的化学形态 

用连续提取法对土壤中重金属的结合形态进行 

了区分 ，结果示于图 2中。图中上曲线代表了某一结 

合形态的最大百分率，下曲线则为其最小百分率。 

显而易见 ，重金属 Zn和 Pb的主要形态为残渣态和 

铁锰氧化物结合态。对 zn而言 ，残渣态可 占土壤总 

锌含量 的 44．70％到 72．15％ ，铁锰 氧化物则 占 

19．20％到 35．oo％ ；而 Pb与 zn略有区别 ，其铁锰 
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l Oo0 
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图 l 贵州新关寨土壤中重金属元素在剖面上的分布 

Fig．1 Heavy metal distribution in soil profiles 

from Xinguan village，Guizhou Province 

1．0—20 cm的表士层 ；2．20—40 em土层。 

1．surface soilinthe depth of0～20 em：2．SUbsurface soilin 

the depth of 20～40 em． 

氧化物结合态与残渣态几乎同等重要，铁锰氧化物 

占 27．98％至 46．89％ ，而残渣态则为 22．64％ ～ 

49．36％。Cd的情况与 Pb、zn完全相反 ，其结合形态 

8O 

6O 

4o 

2O 

O 
EF CF IF oF RF 

蕃 

悃l 

以可交换态为主 ，占35．46％ 到 64．58％ ，其次为铁 

锰氧化物结合态 ，占 18．75％ ～39．90％。可见 ，虽然 

土壤中 Pb、zn的含量很高，但是它们的活动性较 

小 ，而 cd的含量虽低，但其活动性较强。 

2．3 土壤中重金属含量与土壤化学成分关系 

土壤重金属 Pb和 zn的积累与土壤本身化学成 

分间的相关性如图 3所示。可见 ，Pb和 Zn含量与土 

壤中 Fe O，含量存在极显著的相关关系 ，特别是 zn 

与 Fe O，的相关系数为 0．755 2，达 1％的置信度水 

平 ，这与前面重金属化学形态的分析结果非常一致 ， 

可能表明土壤中 Fe 0，(如针铁矿和无定形铁)对重 

金属的专性吸附作用。土壤中 zn和 Pb与 AI 0，也 

有一定的正相关关系 ；通常土壤中 AI 0，含量的高 

低反映了粘土矿物含量水平 ，这种相关性说明了土 

壤中粘土矿物对 Pb和zn的吸持作用。而 SiO 则与 

土壤 中重金属 Pb、Zn和 Cd间没有 明显的相关关 

系；土壤中 Cd与 Fe O，、AI O，间也不存在显著的相 

关关系 ，这与重金属化学形态的分析结果相吻合。 

8 

图 2 贵州新关寨土壤中重金属的化学形态 

Fig．2 Chemical forms of soil heavy metals in the Xinguan villag e，Guizhou Province 

EF．可交换态 ；CF．碳酸盐结合态 ；IF．铁锰氧化物结合态；OF．有机态 (硫化物)；RF．残渣态。 

营 

Fe2O3(．／o) AI20~(％) 

图 3 贵州新关寨土壤 中重金属含量与土壤化学成分间的相关关系 
Fig．3 Correlations of heavy metal contents with soil chemical components in Xinguan village，Guizhou Province 
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2．4 竺微生物生物量及其与土壤重金属含量的 糖Z
n~

帧

Cd景 圭 
关系 喜 低。。 
该地区土壤样品中微生物生物量 (用含碳量表 

示)的变化很大，最大值为 388．O0 P~g／g，最小值仅为 

57．O0 P~g／g，平均为 167．81 P~g／g。土壤微生物生物 

量通常与土壤有机碳有关 ；但是研究区由于受土法 

炼锌的影响 ，通常植被稀少 ，土壤中有机碳的含量较 

低 ，通常低于 4％ ；但土壤微生物生物量与有机碳的 

正相关关系依然存在 (图 4)，其相关系数可达 0．5以 

上 ，表明土壤微生物生物量与土壤特性间的依存性。 

从图 4重金属与土壤微生物生物量的相关关系 

还可以看出 (由于 Cd的含量与 Pb和 zn相比太低 ， 

为方便起见，作图时放大 10倍)，微生物生物量与重 

金属 Pb、zn和 cd含量间具有明显的负相关关系 ， 

相关系数都在 一0．5以下 ，特别是与 zn和 cd的相 

关系数分别达到 一0．780 1和 一0．714 6，大大超过 

了 1％的极显著水平 ，反映了土壤 中重金属的积累 

誉 
暴 
忙 
摹； 

微 生物生物量Otg／g) 

2．5 土壤微生物 Biolog测试结果 

Biolog方法的原理是通过测试微生物对单一能 

源碳利用程度，来反映微生物群落的功能多样性 引， 

特别是污染物胁迫下 土壤微生物群落结构的变异 

程度 。实验后 ，对 Biolog数据先进行标准化变换 

后实施主成分分析 (分析结果所得的主成分因子分 

别表示为 PC1、PC2、PC3和 PC4)；由于 Biolog数据 

的因子载荷通常反映了微生物群落的生理轮廓[4o1， 

是其群落结构和功能多样化的具体体现，因此因子 

载荷图更能直观地反映重金属胁迫下土壤中微生物 

群落的生理变化。图 5反映了积累不同浓度重金属 

的土壤中微生物的 Biolog结果的因子载荷变化。从 

图中可以看出，虽然不同样品间的重金属含量有很 

大的差别 ，特别是 zn的含量明显不同，低者含 zn为 

鬟 
邑 
噬 

0 100 200 300 400 500 600 

微生物 生物量Otg／g) 

图 4 贵州新关寨土壤微生物生物量与土壤有机碳及重金属的相关关系 

Fig．4 Correlations of soil microbial biomass and organic carbon with heavy metal contents in Xinguan village，Guizhou Province 
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图 5 贵州新关寨土壤微生物 Biolog测试结果的主成分因子载荷图 
Fig．5 Principal component factor loadings of Biolog data for soil microorgan isms in Xinguan village， Guizhou Province 

XGD1．Zn=162．23 mg／kg；XGZP5-1．Zn=345．21 mg／kg；XGZP2—1．Zn：676．40 mg／kg；XGZPI一1． Zn=877．88 mg／kg。 
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162．23 mg／kg，而高者达 877．88 mg／kg，但其微生 

物 Biolog数据 的主成分 因子投影点在 PC1一PC2和 

PC3一PC4图解上都没有明显的差异性 。这反映了虽 

然土壤中重金属的含量有明显的不同，但是其微生 

物的群落结构没有明显的差异性。这反映了两种可 

能性 ，一种是同一地区土壤的性质相似，微生物特征 

也基本一致 ，而土壤中重金属的积累程度不至于改 

变微生物原来的群落结构，从而使其微生物结构仍 

然表现出相似性 ；另一种就是土壤重金属的积累导 

致微生物群落结构的显著改变而使其趋于均一化 ， 

使不同土壤微生物的群落结构表现出很好的相似 

性。从本地区看来 ，采样点归属在同一类土壤 中，污 

染前其基本特征应该是一致的，因此前一种可能性 

更符合实际情况。 

2．6 土壤微生物 PCR和 DGGE测试结果 

土壤微生物 DNA经 PCR和 DGGE反应后的照 

片见图6。从 PCR谱图可以看出，与 DNA标志物相 

比，虽然受不同程度的重金属的污染，本地区土壤中 

微生物的 DNA片段主要处于 2 000 3 000 bps(碱 

基对)范围内，而且不同样品间的分布比较一致，说 

明其基因型的相似性。为了进一步区分样品 DNA间 

的差异性，在对土壤微生物 DNA经过 PCR反应后 

的基础上 ，进一步做 DGGE电泳处理 ，更清楚 的 

DNA片段谱带可以显现出来 (见图 6的 DGGE谱 

带)。由DGGE谱带可以看出，与DNA标志物相比， 

土壤样品微生物的 DNA片段谱图明显不同，反映了 

它们之间 DNA基因型的显著差异 ；而不同土壤样品 

间 DNA反映出来的 DGGE谱带却非常一致 ，说明其 

微生物在 DNA上没有显著的改变 ，反映了该地区土 

壤中重金属的积累并没有导致土壤微生物在基因上 

的损伤。 

2．7 讨 论 

以上的研究表明，与环境背景值相比，本地区土 

壤 中重金属 Pb、zn和 cd已有不同程度的积累，并 

且土壤的微生物生物量也有很大程度的降低 ，微生 

物生物量与土壤重金属含量 间有显著的负相关关 

系；但是从 Biolog和 PCR、DGGE的结果来看 ，土壤 

微生物在群落结构和基因型方面没有显著的改变 ， 

这与前人研究结果 (重金属积累导致土壤微生物在 

群落结构方面的差异性 )明显不同 】，特别是与 Eric 

et a1．f4副借助 16Sr DNA方法所认识的 Cu污染对微 

生物基因结构损伤的长期性明显不 同。这可能与污 

染物的类型、浓度、化学形态以及土壤本身的理化性 

质等因素密切相关。事实上 ，重金属进入土壤后，可 

与土壤介质进行一系列的物理和化学作用 ，使其化 

学形态发生一定转变，有效性程度降低 ，毒性减小。 

PCR谱图 DGGE谱带 

图 6 贵州新关寨土壤微生物的 PCR谱 图和 DGGE谱带分布 
Fig．6 PCR and DGGE spectra of soil microorganisms in Xinguan village，Guizhou province 

0．DNA标志物；1．XGZP2—2，Zn=532．26 mg／kg；2．XGZP2—2之 DNA，稀释 1O倍；3．XGZP1—2．Zn=595．21 mg／kg；4．XGZP1—2 

之 DNA，稀释 10倍；5．XGZP2—1，Zn=676．40 mg／kg；6．XGZP2—1之 DNA，稀释 10倍；7．XGZd一1，Zn=162．23 mg／k 8．XGZd一1 

之 DNA，稀释 10倍；9．XGZd一2，Zn=300．26mg／kg；10．XGZd一2之 DNA，稀释 10倍；11+XGZP1—1，Zn=877．88mg／kg；12．对 

照；13．对照；14．正 DNA标志物；15．负 DNA标志物。 
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土壤对重金属元素的这种 自净能力受土壤与其结合 

强度的控制 ，Blume et a1．【4 表述为土壤结合容量 

(Binding Capacity，BC)，其大小受土壤 pH值 、有机 

质含量 、质地及三氧化二物含量的控制。结合容量 

大 ，结合强度大 ，重金属的活动性越弱，相对而言对 

土壤微生物的毒性就越小。本区土壤近中性的 pH 

值 (5．5～6．5左右 )、较高的三氧化二物含量 (如 

Fe：O，在 10％ ～20％之间)和一定数量的有机质等 

情况反映了其很强的结合容量 (文献 【47]对类似土 

壤的计算结果)。而且从图 2可以看出，重金属特别 

是 Pb、zn以残渣态和铁锰氧化物结合态等闭蓄形 

态为主，可交换态仅仅占 10％左右 ；虽然 cd的可交 

换态 比例很高，但其总量并不高 ，所以土壤中的重金 

属主要被固定着。这表明研究区土壤对重金属强烈 

的固定能力，使其对土壤微生物的毒性较小，虽然使 

土壤微生物的生物量减小(这可能与重金属进入土 

壤的早期阶段 ，微生物的不适应性而导致微生物生 

物量的减小)，但从长远来看 ，重金属积累至如此浓 

度并没有对土壤微生物的群落结构和基因型造成损 

伤，所以 Biolog和 PCR、DGGE的结果并不能区分微 

生物群落结构和基因型的差别。 

与贵州省土壤背景值相比，研究区内土壤中重 

金属 Pb、Zn和 Cd已有一定的积累。Pb和 Zn以铁 

锰氧化物结合态和残渣态为主 (而 cd主要为可交 

换态)，生物可利用性程度较低 ；而且与土壤中 Fe：O， 

和 A1：O，含量有明显的正相关关系 ，反映了该 区土 

壤中铁锰氧化物和粘土矿物等组分对重金属的强烈 

固定作用。重金属含量与土壤微生物生物量有明显 

的负相关关系，表明重金属对土壤微生物的毒害作 

用 ；但是 Biolog和 PCR、DGGE结果显示 ，虽然土壤 

中积累的重金属含量各不相同，但是其微生物的群 

落结构和基因型却没有明显的改变 ；这表明虽然重 

金属进入土壤后使土壤 中微生物在数量上有所减 

少 ，抑制了微生物的进一步繁殖和生长，但是研究区 

现有重金属的积累程度 ，特别是其中生物可利用的 

重金属含量并没有超过土壤微生物的忍耐极限而导 

致微生物的基因突变及种群更新。这可归因于该地 

区土壤强烈的自净能力降低了重金属的生物可利用 

性 ，从而在一定程度上保护土壤微生物免受重金属 

的进一步毒害。 
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Soil heavy metal accumulation induced by local smelting 

and its microbial environmental effects in Hezhang County，Gulzhou Province 

YANG Yuan—gen，LIU Cong—qiang，W U Pan，ZHANG Guo—ping 

(1mt~ute of Geochemistry,Chinese Academy of Sciences，Guiyang 550002，China) 

Abstract： Local smelting near the Xinguan village， Magu town， Hezhang County， Guizhou Province not only 

causes the damage of vegetation，but also induces various accumulation of heavy metals in the vicinal soils．Heavy 

metal Zn in soils varies from 162．23 to 877．88 mg／kg，Pb from 37．24 to 305．56 mg／kg，while Cd in the range 

of 0．50 to 16．43 mg／kg，which are obviously over the local soil heavy metal background values．And extremely 

positive relationship can be observed between the heavy metal contents(especially Pb and Zn)and the soil Fe203， 

A1203 levels，which implies the strong immobilization of soil iron oxides and clay minerals to heavy metal inputs． 

Sequential extraction results give the deep impression of occupied chemical forms of Pb and Zn being Fe—Mn oxide 

bound and residue form s，while Cd dominating as the exchangeable form ．Spot soils gain lower levels of microbial 

biomass only ranging from 57．00 to 388．O0 Ixg／g，and negative correlation can be observed for heavy metal content 

and soil microbial biomass level，especially for Zn， the correlation coefficient can reach 一0．780 1，reflecting the 

poison of heavy metal to soil microorganisms． There was no remarkable shift of microbial community structures 

deduced from Biolog tests． Soil microbial DNA fragments purified from different polluted levels of heavy metals 

match very well after PCR (polymerase chain reaction) amplification and DGGE (denaturing gradient gel 

electrophoresis)reaction，which indicates heavy metal accumulation at different levels have not caused pollution 

induced diversity in soil microbial community structure， neither the DNA damage， on the other hand， strongly 

binding capacity of soils on heavy metals can resist the impairm ent of soil organisms from these pollutants in some 

degree． 

Key words：local smelting；heavy metals；soil microorganisms；Biolog；PCR；DGGE 
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