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用微生物对单一碳源利用方法

探讨重金属在城市土壤中积累的环境效应
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摘 要：@C6<6D 研究表明，英国阿伯丁市城市土壤的微生物群落结构显著有别于农村土壤，并使微生物对碳源的消

耗量增加，消耗速度加快。城市土壤中不仅重金属 8E、0;、F7、GC 的含量明显高于农村土壤，而且其化学形态的主成

分分析表明，有效态 0;、F7、8E 及有机态 GC 和 8E 是导致城市土壤区分于农村土壤的主要因子。相关性分析表明，

@C6<6D 的这种变化规律与重金属的上述化学形态密切相关；典型变量分析表明，重金属对城市土壤微生物群落结果

的这种损伤具有长期性效应及不可恢复性。
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! 引 言

& 材料与方法

!" ! 土壤样品的采集

@C6<6D 方法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体水平的生理轮廓的 I & J，最

早由 K14<17L !" #$/ I ’ J 提出，用于测定微生物群落的

功能多样性 I " J，但近年多用于污染物胁迫下的土地

利用和扰动对土壤微生物的影响研究 I ,，+ J，在环境微

生物研究中是一种必不可少的有效手段。现有研究

表明，重金属污染不仅降低了有机物质的微生物转

化效率，从而使微生物在逆境条件下维持其正常生

命活动需消耗更多的能量 I ( J，但对能源碳的利用效

率却降低 I # J，而且可导致微生物群落结构和功能多

样性的改变 I - J；MG? 研究表明，这种损伤具有长期

效应 I $ J。本文试图用 @C6<6D 方法对比城市土壤与农

村土壤在微生物群落结构和功能上的差异性，从而

探讨重金属积累导致的环境效应。

分别采集了英国阿伯丁市区的主要交通要道街

道两旁及市内主要公园的各 &, 个表层土样，为了对

比，同时用同样方法采集了 &, 个邻近农村地区的土

壤样品，它们与城市土壤具有相同的成土母质，同隶

属于 86E72355N3<<5 1556OC12C67 组 I &! J，具体的采样方

法见文献 I && J。土样的基本参数如表 & 所示。

样品在室内先过 ( 99 筛，再过 ’ 99 筛，剔除

所有植物碎片、根系、石子和土壤动物等后，储存在

, P的冷库中备用。取适量分样，在 "! P左右的温

室中风干，在 Q1;643223 ’# 型旋转式缩分器上缩分

后 ， 用 0E<R34C53223 !(&!’ 型 玛 瑙 研 磨 器 磨 成 过

!" # 样品处理

表 ! 供试土壤的基本参数

S1;<3 & @15CO :46:342C35 6T 2U433 VC7L5 6T 56C<5

土壤基本参数 路边土 ) &, * 公园土 ) &, * 农村土 ) &, *

微生物生物量

)!D W D *

平均值 ’$(/ &’ "’&/ && ,&!/ -,

标准偏差 -,/ &+ +(/ "# #-/ !$

总有机碳 )X *
平均值 ’/ ,$ ’/ +- "/ ,&

标准偏差 !/ $- !/ $- &/ &(

:B )B’Y*
平均值 +/ #" +/ ’- +/ -!

标准偏差 !/ #! !/ +’ !/ "-

注：括号内数字为样品数。微生物生物量以单位质量土壤中含有

的有机碳质量表示。
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!" # $%&’&( 测试

!" ) 土壤重金属形态的连续提取测定

!" * 数据处理

! 结果与讨论

+" ! $%&’&( 结果

"# $%! && 筛的粉末供重金属形态分析。

采用修改了的 ’()*)+ ,- 盘，即污染物 ,-. 盘，

共可进行 $% 种碳源（不包括空白）的测试。碳源设

置的依据基于重金属能降低芳香化合物的代谢变异

性 / $!，$0 1，主要为一些脂肪酸类和芳香化合物；’()*)+
的原理是当土壤微生物被接种到预先注入有碳源和

染色剂的 ,-. 盘中的每个孔（23**），培养一定的时

间后，随微生物对能源碳利用的增加，孔的染色程度

就会加深，通过测定孔的光密度值（)45(67* 839:(5;，

<=）的大小而判定其染色的深浅，从而指示微生物

利用能源碳的程度。具体操作时，称取 $" + 鲜土加

入盛有 $"" &> 灭菌去离子水的 !%" &> 的三角瓶

中，在手腕式振荡机上全速振荡 $" &(9，每取 % &>
悬液，加入 ?% &> 灭菌去离子水进行 $" 倍系列的稀

释@ 至 $" A 0 稀释度，然后离心 $" &(9 B$ %"" C D &(9，

$% E，FC7G3H I，小心地在 ,-. 盘的每个孔中接种

$%" !> 上清液，密封后放置在 !% E的微生物培养

室中，用 %H" 9& 波长，在英国 JC72*3; 产 K,LM 型

自动读盘机上利用 ,(6C)*)+ N3* 0# % 软件（美国加州

O7;2)C8 ’()*)+ 公司生产）进行不同时间段总计 !!"
P 的读数和数据收集。

采用修改了的 ’JN 连续提取方法 / $? 1，共进行四

步提取，分别用 "# $$ &)* D > 醋酸溶液、用 "# % &)* D >
的盐酸羟胺溶液和被 4O 为 ! 的过氧化氢消化后用

$# " &)* D > 醋酸氨溶液（预先用浓 OQ<0 调 4O 值至

!）提取，上述残渣再用王水消化提取，提取液中重金

属 含 量 分 别 用 RJSTLUV 测 定 ， 其 中 J8 和 SF 用

WXLLV 测定，提取过程用土壤标样 $T)65THY Z[ 进行

质 量 控 制 。 以 上 所 有 实 验 均 在 英 国 麦 考 莱

（,767\*7;）土地利用研究所完成。

所有的统计分析均由英国牛津 QLW 有限公司

的 W39:575 N3* %# 0 统计软件完成。

图 $ 反映了 ,-. 盘中样品的孔平均染色程度

（L]3C7+3 23** 6)*)C 83]3*)4&395，以下简称 L^J=）随

培养时间的变化情况，可见在 !? P 之内 L^J= 值很

小，?. P 以后，L^J= 急剧升高，反映在 !? P 之内能

源碳基本未被利用，而 ?. P 后碳源消耗显著增加；

对比三类土壤，相同的培养时间点，以路边土的

L^J= 值最高，而农村土最低，说明路边土微生物

对碳源的消耗最多，而农村土则最少；当 L^J= 值

达到 "# . 时，路边土只需 HY P，而公园土、农村土则

分别需 $$! 和 $0$ P，说明微生物对相同量碳源的消

耗以路边土最快，农村土最慢，反映出城市土壤微生

物对碳源的消耗不仅数量多而且速度快，从而反映

出城市土壤中的微生物活动强、代谢快。

从图 $ 可以看出，在时间点 ?. P 后曲线的变化

比较显著，为了探讨三类土壤微生物群落结构的变

化情况，对 ?. P、[% P、$!" P 和 $.% P 四个时间点的

’()*)+ 数据进行标准化变换后实施典型变量分析

（679)9(67* ]7C(753 797*;:3:），两个主因子的分析结果

见图 !。由图 ! 可见，在 ?. P 和 [% P 时，农村土处于

JK$ 因子的正端，而且最大值在 ?. P 为 %# "%，[% P
则为 ?# ..。除了个别点处于 JK$ 的正端外，城市土

壤样品均处于 JK$ 因子的负端。在 JK! 因子上，农

村土主要集中在零点附近，最大值在 ?. P 为 A $# %0，

[% P 则仅为 A "# H[，而城市土壤则变化较大，而且

以路边土的离散更大，?. P 时从 !# 0. 到 A 0# ..，

[% P 则从 0# %0 到 A %# H0；可见在 JK$TJK! 因子图

上，三类土壤的投影点有明显的区别。时间点 $!" P
和 $.% P 的情况则明显不同于时间点 ?. P 和 [% P。

在 JK$TJK! 主因子图上，农村土处于 JK$ 因子的

负端，最大值从 $!" P 的 A?# %$ 变为 $.% P 的 A%# Y[，

?[" 地 球 化 学 !""$ 年

图 $ 三类土壤 L^J= 值随时间的变化

X(+# $ K7C(7963 )_ L^J= 2(5P 5(&3 _)C 5PC33 5;43 :)(*:



注：括号内的数值为标准偏差值。

元素 路边土 公园土 农村土

!" #$ %&（#$ ’#） #$ (%（#$ ’#） #$ (%（#$ #)）

!* %)$ (+（%’$ #’） (’$ ’(（’,$ #(） &($ #-（%$ ).）

/0 &-$ (&（,$ &-） ’&$ ’#（&#$ &,） &’$ #+（’$ +,）

12 &-#$ +#（))$ .)） &(-$ &)（&+%$ ,,） (’$ (,（&&$ -#）

34 &&#$ )%（+($ ’)） &##$ -%（,-$ (&） %%$ %#（&#$ ’-）

表 ! 三类土壤中的重金属元素含量 "#$ % &$’
56278 ( 986:; <8=67 >?4=84=@ A<B C DB E 04 =FG88 =;H8 @?07@

图 ’ 不同时间点 I0?7?B 结果的特征变量因子图解

J0B$ ’ !64?40>67 :6G06=8 K6>=?G@ ?K I0?7?B "6=6 6= "0KK8G84= =0<8 H?04=@

() ( 土壤中重金属的分布

而城市土壤则主要处于 !L& 因子的正端，且以路边

土的离散更大，最大值从 &’# F 的 +$ ’. 变为 &-+ F
的 &’$ #&；可见在 !L&M!L’ 主因子图上，农村土的

投影点总是比较集中，而城市土壤则更加分散。

I0?7?B 数据的因子载荷通常反映了微生物群落的生

理轮廓 N &+ O，是其群落结构和功能多样化的具体体

现，图 ’ 的结果很好地显示了城市土壤与农村土壤

在微生物群落结构上已产生了明显的差异性，且随

培养时间的增长其差别越来越显著，反映出微生物

群落结构损伤的长期性效应及不可恢复性。

土壤标样 &M?>=M). P, 的质量标准见表 ’。由表 ’
可见，重金属元素的实测值均在目标值的警戒上限

值之内，表明测定结果符合实验室质量标准，分析数

据可靠。三类土壤中 !" 的平均含量非常接近（表

(），而且很低，在世界土壤背景值附近。与农村土壤

相比，城市土壤中 !*、12、34 和 /0 的含量都有不同

程度的升高，路边土和公园土中 !* 的含量分别约

为农村土的 % 倍和 ’ 倍，12 则分别达到约 , 倍和约

% 倍，34 约为 ’ 倍，/0 的含量则以公园土为最高，其

次为路边土。显著性 ! 检验表明，公园土与农村土相

比，!*、12、34 和 /0 都达到 )-Q 以上的差异显著性

水平，特别是 /0 和 34 达 ))Q 以上的水平；路边土

与农村土相比，!*、12、34 和 /0 达到 ))Q 以上的差

异显著性水平，而 12 和 34 则达到 ))$ )Q 以上的水

元素 临界下限 警戒下限 目标值 警戒上限 临界上限 实测值

!" #$ &’& #$ &%+ #$ &)’ #$ ’%# #$ ’,% #$ ’(#

!* &($ -’ &%$ -, &,$ )( &)$ ## ’#$ #% &.$ #.

/0 )$ ’( &#$ ++ &($ &) &+$ -( &.$ &+ &+$ #)

12 ’,$ ’# ’)$ )% (.$ %’ %%$ )# %-$ ,% %($ #,

34 %+$ ,# %)$ ’- +,$ ,% ,%$ ## ,.$ ,- +)$ --

表 ( 土壤标样中重金属元素的质量控制 "#$ % &$’
56278 ’ R*670=; >?4=G?7 K?G F86:; <8=67@ 04 @=64"6G" @?07 @6<H78 A<B C DB E
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平。由此可见，城市土壤中 !"、#$、%& 和 ’( 已有极

显著的积累。

用连续提取法对重金属元素结合形态的测定见

图 )，不同的提取步骤通常相应地对应于重金属的

有效态、铁锰氧化物态、有机态及残渣态。由图 ) 可

见，城市土壤中不同结合形态的重金属元素含量都

不同程度地大于农村土壤中的含量；而且除残渣态

外，重金属元素含量都呈现路边土 * 公园土 * 农村

土的变化规律，反映了城市土壤中不仅重金属元素

的含量明显高于农村土壤，而且其有效性程度也相

应地提高。重金属元素的有效态以 %& 为最重要，其

次为 #$；铁锰氧化物态则以 #$ 最重要，显著高于其

他重金属元素；有机态则以重金属 ’( 含量最低；残

渣态则以 %& 和 ’( 为主。表明 #$ 主要与氧化铁有

关 + ,- .，归因于氧化铁的表面配位作用；!" 则主要与

有机质的络合作用有关 + ,/ .；除残渣态外，%& 主要为

有效态，归因于土壤表面的吸附作用；而 ’( 主要为

残渣态。

为了进一步探讨三类土壤中的重金属元素的主

导化学形态，对重金属元素的化学形态数据进行主

成分分析（#0(&1(234 15625&7&8 3&349:(:，#!;）。为了

消除含量间的巨大差异导致的假效应，首先对所有

数据进行标准变换，然后再实施主成分分析，结果见

表 <。由表 < 可见，- 个主因子的累积方差已达到

=/> ，因此这 - 个主因子已足够描述重金属化学形

态间的分布规律。由表 < 可见，对主因子 #!,、#!?
的主要贡献成分都是 #$,，表明有效态 #$ 反映了三

类土壤中重金属元素化学形态的主要变化规律，其

主因子 #!, #!? #!) #!< #!@ #!-
方差累积率

（> ） /=A -/ B-A << =CA ,< =)A ?- =@A @/ =-A ==

!", D CA )< D CA ,) D CA C- CA <= CA )C CA ,/

!"? D CA )? D CA )/ CA C) CA )= CA C? D CA C@

!") D CA ?@ D CA ?= CA ?) D CA ?? CA @< CA ,<

!"< D CA ,) D CA )B D CA )- CA ,, D CA ?, CA C?

’(, D CA ?? D CA CB CA C/ D CA ,@ CA ,C D CA /)

’(? D CA ,, D CA ,- D CA C@ D CA ,B D CA C- D CA ,/

’() D CA ,, D CA ?C D CA ?) D CA <= D CA C? D CA C@

’(< D CA C= D CA ?, D CA ,? D CA ,C D CA ,/ D CA ??

#$, D CA @C CA -< D CA )? CA CB D CA C- D CA ,,

#$? D CA ), CA ,@ D CA ,) D CA ,< CA CC CA ,C

#$) D CA ?) CA C/ D CA ,- D CA )? CA ?- CA )B

#$< D CA ,@ D CA ,, D CA ,= D CA ,C D CA C< D CA C=

%&, D CA )? CA ,? CA -/ D CA C? D CA ,@ D CA C=

%&? D CA ?@ D CA C/ CA ?< CA C, D CA <) CA ,@

%&) D CA ,@ D CA C/ CA ,B D CA )C D CA ?@ CA )?

%&< D CA C= D CA ,- D CA ,? CA C- D CA <) CA ,B

主成分得分平均值

农村土 ,A <@ D CA ,) D CA C) D CA C< CA C, CA C=

公园土 D CA )- D CA C) CA C) D CA C- D CA C= D CA ,?

路边土 D ,A C= CA ,- CA CC CA ,C CA CB CA C?

表 ! 三类土壤重金属形态的主成分分析结果

E3$47 < #0(&1(234 15625&7&8 3&349:(: 07:"48:

F50 G73H9 67834 1G76(134 F506:

<-? 地 球 化 学 ?CC, 年

图 ) 三类土壤中重金属元素的结合形态

I(JA ) !G76(134 F506: 5F G73H9 67834: (& 8G077 8927 :5(4:
元素符号后的 ,、?、) 和 < 分别对应于连续提取中步骤 ,、?、) 和 < 的提取态，即有效态、铁锰氧化物态、有机态和残渣态。



!" # 土壤中重金属的积累对微生物的影响

! " #

! $ #

次为有效态 %&，然后为有效态 ’( 和有机态 )*、有机

态 ’(，最后为有效态 )*；对比三类土壤主成分分析

的得分值可知，城市土壤以高含量的有效态 +, 而显

著区分于农村土壤，其次为有效态 %&，高含量的有

效态 ’( 和有机态 ’( 则主要与路边土有关，而有机

态 )* 和有效态 )* 则反映了公园土的特点；可见城

市土壤不仅以高的重金属元素含量而区别于农村土

壤，而且以有效态的 +,、%&、’(、)* 和有机态的 ’(、

)* 为区分农村土壤的主因子变量。

上述城市土壤中不仅以高的重金属含量而区分

于农村土壤，而且 -*./.0 结果也显示差别的同样显

著性，那么是否是由于城市土壤中重金属含量的积

累而导致产生 -*./.0 结果的差别？为此，把三类土

壤重金属化学形态的主成分因子得分值对样品的

-*./.0 数据平均值进行作图（图 1），从图中的投影点

分布可以看出，农村土的 -*./.0 投影点分布在主因

子 +’" 的正端，而公园土及路边土特别是路边土集

中在 +’" 因子的负端，从表 2 的主成分分析结果可

知，对 +’" 负端的主要贡献是有效态的 +,，可见，影

响城市土壤 -*./.0 的主要因子为有效态 +, 含量的

高低；从其他 +’2、+’3 和 +’4 因子对 -*./.0 的投影

点分布结合表 1 同样也可以看出，城市土壤中的

-*./.0 结果也受有效态 %& 和 ’( 的影响，而有效态

)* 主要影响公园土的 -*./.0 结果，但有机态 ’( 对

三类土壤 -*./.0 的影响效应间差别不太明显。

可见由于城市土壤中重金属的积累，特别是有

效态重金属 +,、%& 和 ’( 的积累对城市土壤微生物

的 -*./.0 结果有严重影响，导致微生物对碳源的消

耗量增多，消耗速率加快，而且这种效应具有长期

性。反过来，城市土壤微生物 -*./.0 结果的变异可以

映射出重金属积累的严重性。
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