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用土壤微生物方法评价重金属 Cu
的毒性

及其时间效应
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摘要 从微生物特征及其群落结构等方面研究了重金属 Cu
的土壤毒性及其时间

效应
.

结果表明
,

Cu
进入土壤早期阶段

,

低浓度对土壤微生物生物量有刺激作用
,

高

浓度起抑制作用 ;微生物呼吸强度迅速增加
,

微生物生理 生态参数 q C仇 升高
,

c ` c/

oC
、
降低 ;土壤溶液中C u

浓度很低
,

对发光菌 E
.

oC il 有轻度抑制作用
,

但随时间延长

而更不显著 ; iB ol og 结果显示
,

在 c u
胁迫下

,

微生物的群落结构有所改变
,

对碳源的

消耗量增加
,

速度变快
,

这种损伤具有长期效应
.

关扭词 土坡 uC 污染 徽生物特征 时间效应

重金属污染是 目前较突出的环境污染问题之一
,

如何限制重金属元素进人环境体系成了

人们日益关注的问题
,

一些国家和组织制定了各 自的土壤重金属污染标准 (表 1 )
.

表 l 一些国家和机构对土壤中重金属元素污染分级及限量 (mg
·

吨
一 ` )
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表 1 中这些标准主要以元素的土壤背景值作为参考标准
,

即重金属元素含量超过 X + 2 5

时 ( X 为背景值
,

S 为标准偏差 )即认为已产生了污染
,

从对生态系统的危害程度考察重金属污

染程度 s[]
.

而这些方法主要是从宏观效应来考虑 的
,

近年来许多学者逐渐重视从微观角度特

别是土壤微生物效应来研究重金属的污染行为
,

并呼吁限定重金属在 土壤中污染浓度时必须

考虑其对微生物的影响e[]
,

欧洲几个国家亦以土壤微生物生物量下降 oo % 作为重金属元素的

临界浓度 v1[
.

许多研究表明
,

重金属元素进人土壤后
,

微生物群落结构组成和功能多样性明显

改变 s[
一

l0]
,

导致微生物生物量 ll[
, ’ 2 ]和微生物呼吸速率降低〔”

, ’ 3 ]或呼吸速率显著增加〔’ 4
, ’ 5〕

,

酶

2X( X) 扔一 收稿
,

加田义阳切 收修改稿
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的活性受严重损害〔’ 6 〕
,

微生物生理生态参数 ` m i C

/ oC 二
降低

,

而代谢商 q c姚 则明显升高〔` ,
, ’ 8 〕

,

土壤微生物需要消耗更多的能源以维持其生理需要
,

但对能源碳 的利用效率降低 〔̀ 8 〕
.

本文试

图利用多种微生物手段研究重金属元素 uC 的剂量反应及其时间效应
,

评价微生物群落对重金

属荷载的敏感性及其在群落大小
、

活性方面的恢复能力
.

1 材料与方法

采 自 hT
e M ac au l盯骊d U s e

eR
s e

acr h I n s ti t u te 牧场 的表土样 (属 C o
un t e s s

we ll s 组 )过 6mm 筛

后
,

再过 2 ~ 筛
,

剔除所有植物碎片
、

根系
、

石子和土壤动物等
,

储存在 4℃ 的冷库中备用
.

土

壤含水量
、

田间持水量
、

p H 值
、

有机质含量及其机械组成用常规土壤化学方法测定
.

取约 10 吨 土样各 4 份
,

装人圆桶后在滚筒机上滚动
,

用喷雾瓶均匀地喷施硝酸铜溶液
,

使

cu 的最终加人浓度达到 0( 对照 )
,

50
,

100
,

Zoo mg
·

kg
一 `土

,

维持 50 % 的 田间持水量
,

用 B叮` iln

膜封住桶 口
,

使之能发生气体交换但没有水分损失
,

在 25 ℃ 的微生物培养室中培养 2周和 4 周

后测定其微生物活性指标
.

土壤微生物基底呼吸用 Baa t ll 等的方法测定 sj[
.

微生物生物量用氯仿熏蒸
一 0

.

5 n 10 1
.

L
一 `

蜿呱 溶液提取法测定 [’ 9〕
.

土壤孔隙水用离心法在 3
600

r/ m i n
,

27 ℃
,

B akr
。 9 条件下离心 30

而
n
提取

,

提取液中 Cu 的浓度用 IC P 测定
,

并测得其 p H 值
,

然后用 E
.

oC il p UC D60 7 发光菌在

iM
e

~
仪上检测土壤孔隙水的毒性反应 〔浏

.

土壤微生物对碳源利用测试采 用常规的 iB
o l o g

方法 〔21, 22)
,

共测试 125 种碳源 (不包括空白 )
,

几乎包括了所有能源碳的类别〔川 ;接种后密封置

于 25 ℃微生物培养室 中
,

每天用 590 mn 波长
,

在 C~ ley 生产 的 V MXA 自动读盘机上用 iM
-

c or los eR l 3
.

5 软件 (美国加州 H a y W O记 iB d go 公司生产 )进行读数 1d0 和数据收集
.

所有样品均设 3 个重复
,

数据结果统计分析利用英国牛津 ( ( h 扬记 ) N AG tL d
.

的 C七n s
att R e l

5
.

3 软件完成 ;实验工作在英国 M ac all lay 土地利用研究所完成
.

2 结果与讨论

供试土壤为近中性
、

中等有机质含量的砂壤土
,

基本性质测定结果如表 2
.

表 2 供试土壤的基本理化性质

机械组成 / %

p H (CaC b ) 有机质 / % 含水量 / % 田间持水量 (M l lC ) / %

粘粒 粉砂 细砂

23
.

16 5 1
.

如 10 24 6 1

2
.

1 微生物参数

从图 1可看 出
,

培养 2 周后
,

土壤微生物的呼吸速率随 Cu 浓度的升高逐渐升高 ;培养 4 周

后
,

C u
浓度为 50 mg

·

k g
“ `时

,

土壤微生物的呼吸速率高于对照
,

但随 C。
浓度 的继续升高而迅

速下降
.

培养 4 周后的土壤微生物呼吸量与呼吸速率 明显低 于培养 2 周后的
,

表明土壤加人

重金属 Cu
培养 2 周后微生物的呼吸强度增加

,

且随 Cu 浓度 的升高而升高
,

在 4 周后
,

则明显

减弱
,

且随 Cu
浓度升高而降低

.

图 1还可以看出
,

培养 2 周后
,

在 c u 浓度 为 50 mg
·

k g
一 ’ 时

,

微生物生物量显著增高
,

但随
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培养 2周
/刀 培养 4周

0 510 0 1 0 5

Cu
加入浓度 m /g

·

g k
一`

0 1 500 1 0 5

Cu
加入浓度 m /g . g k

一 ,

图 1 不同处理土壤微生物参数的变化

. 为微生物生物量 l/ oo/
。邵

·

g
一 ` ; O 为呼吸速率小邪仇

一

c
·

g 一 ’
·

h
一 ’ ;

▲为 q

叽今酮场
一

.c h
一 ’ ·

解
一 ` ; . 为 C` 洲` , 值八

1

杯
·

g 一 `

Cu
浓度的进一步升高显著下降 ;培养 4周后微生物生物量有类似的的变化

,

但程度没有培养 2

周后那样明显
,

这表明低浓度 c u
( 50 grn

·

kg
一

l) 对土壤微生物生物量有显著刺激作用
,

高浓度

uC 有抑制作用
,

作用主要发生在 uC 加人土壤后的初期阶段
,

随时间的延长
,

这种效应越不显著
.

微生物生理生态参数 C而c/ c , 的变化规律与微生物生物量的变化非常一致
,

即在低浓度

时的刺激作用和在高浓度时的抑制作用
.

两种处理后代谢商 q c仇 的变化差异显著
,

培养 2 周

后
,

q C仇值在 50 mg
·

k g
一 ’

uC 条件下明显低于对照
,

但随着 cu 浓度的升高
,

q c仇 值直线上升 ;

培养 4 周后
,

与对照相比
,

q c仇值一直下降
,

这表明在重金属胁迫下
,

微生物的生理活动在早

期阶段随 C u
浓度的升高而加强

,

但随时间的延长而减弱
,

这与土壤微生物呼吸作用的强度基

本相对应
.

2
.

2 土坡孔隙溶液中 uC 的浓度及其毒性

表 3 所见
,

当 c u
加入浓度达 oo2 叱

·

k g
一 ’
时

,

土壤孔隙溶液中 c u 的浓度才 o
.

5 l3 mg
·

L
一 ` ,

虽随 C u
加人浓度的升高而升高

,

但与培养 2 周的相比
,

培养 4 周后其浓度都小于 C u
加人浓度

相对应的土壤
,

表明 Cu
加人土壤后游离态铜的含量非常低

,

且随时间的延长而更低 ;发光菌

E
.

olC i 发光度的下降率很低
,

虽随加 uC 浓度的升高而升高
,

但最大下降率仅为 36
.

95 %
,

远未

达到半抑制量 E C , 的程度
,

且随着培养时间延长下降率更小
,

表 明土壤孔隙溶液对发光菌只有

轻度抑制作用
,

毒性很弱
,

并随培养时间延长而更弱
.

表 3 培养不同时间后土壤孔隙溶液中 C u
的浓度及其生物毒性

培养 2 周 培养 4 周
cu 加人浓度 / ,

’

吨
一 ’

一而蔽二毒王万 -
E

.

叙 i发光度下 降率 /% uC 浓度 /吨
·

L
一 ’ E

.

co il 发光度下 降率 /%
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. 23 B IOl og 结果
B iolo g 是反映土壤微生物生理轮廓和微生物群落结构 的有效手段〔翻

,

本实验是用两种

C u
培养土样进行的

.

图 2 反映了培养不 同时间后土壤微生物对所有 125 种碳源 的平均利用

程度
,

微生物对能源碳的利用从第 Z d 开始
,

并随时间而增加 ;加人 uC 培养 2 周后的土样
,

6 d

内不同 c u
处理土壤对能源碳 的利 用顺序为 100 > 50 > o > Zoo mg

·

k g
“ ` ,

6 d 后 的顺序变为

100 > 2X() > 50 > 0 ;加人 uC 培养 4 周后的土样
,

微生物对能源碳的利用顺序为 100 > 2加 > 50 > 0

mg
·

峪
一 `

.

培养 2 周对碳源的利用程度高些
,

在 Z d 内对碳源的利用较高 ;但培养 4 周后的土样

微生物在 Z d 内对能源碳的利用很小 ;不 同 C u 处理对能源碳的利用顺 序在 6 d 内差别较大
,

6

d 后则完全一致
,

除 l oo mg
·

k g
一 ` C u 处理外

,

其他 C u 处理土样对能源碳的利用顺序培养 4 周后

的土样明显低于培育 2 周后的土样
,

且对照土样更 明显
.

培养 2 周 培养 4周

l
ùIù八U

住

李赵伟欲

ù、ù
,
1咤曰né01

玛侧铆报

0 2 4 6 8 1 0 0 2 4 6 8 1 0

时间 d/ 时 f司 /d

图 2 Cu 加人土壤培养不同时间后土壤微生物对所有碳源的平均利用程度

今为对照 ; . 为 5 0 嗯
·

kg
一 ` e u ; ▲为 100 吨

·

k g
一 ` e u ; O 为姗雌

·

kg
一 ` e u

微生物对根渗出物中常见碳源的利用程度以 C u
处理培养 4 周后的土样在利用量和利用

速度上明显低于培养 2 周后的土样
,

当利用量达光密度值 1 时
,

培养 2 周后不同 Cu
处理样品

所需时间分别为 100 毗
·

k g
一 ` ,

5
.

9 d ;对照
,

6
.

5 d : 5 0毗
·

kg
一 ` ,

7
.

5 d 和 200 毗
·

k g
一 ’ ,

8
.

3 d
,

而培

养 4 周后的土样则分别为 l oo mg
·

k g
一 ’ ,

7
.

s ;d 对照
,

8
.

s d ;

ooZ mg
·

k g
一 ` ,

8
.

g d 和 50 mg
·

掩
一 ’ ,

9
.

2 d
,

即相 同 Cu
处理所需时间更长

,

培养 2 周后的土样对碳源的消耗更多
,

更快
.

微生物对

根渗出物中不可见碳源利用的变化情况与之类似
.

图 2 中曲线 的变化在时间点 Z d 后 比较显著
,

为了探讨 uC 加人后土壤微生物群落结构的

变化
,

现选 3
,

6
,

g d 三个时间点
,

对 B io lo g 数据进行标准化变换后实施典型变量分析
,

分析结果

见图 3( 限于篇幅仅列出主因子 C vl
一

C v Z 图 )
.

可见
,

uC 加人土壤培养 2 周后 iB
o

los 数据在 因

子载荷图上的载荷量都比较小
,

主因子 CVI
,

CV Z 的载荷量均小于 2
.

在 3 d 的因子 图上
,

对照

样主要分布在 c vl 因子的正端
,

c u
处理 50

,

100
,

Zoo mg
·

k g
一 `的投影点主要在零点附近 向四周

扩散
,

Zoo mg
·

k g
一 ’
处理的载荷量最大

,

据此可将对照与不 同浓度 c u 处理区分 ;而 c v 3
一

c v4 图

则可明显 区分 50
,

100 和 ooZ mg
·

吨
一 ` c u 处理

.

与 3 d 相 比
,

6 d
,

g d 因子 图上 Cu 处理间的差别

更加显著
,

载荷量也更大
.

C u 处理培养 4 周后 iB ol og 数据 的因子载荷量比培养 2 周后的明显

增大
,

Cu
处理间的差异也更显著

.
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培养 2周 培养 4周

图 3 cu 加人后土壤微生物 iB o lo g结果的典型变量主因子荷载

. 为对照
,

. 为 50 叱
·

掩
一 `
cu

,

O 为 100 哪
·

掩
一 `
cu

,

▲为绷 叱
·

吨
一 `

uC

随着加人 C u
处理后培养时间的延长和 iB

o l o g 读数时间的增长
,

不同处理在因子载荷图上

的区别越来越显著
.

iB
o l o g 数据的因子载荷通常反映了微生物群落的生理轮廓

,

是其群落结

构和功能多样化的具体体现 〔川
,

因此图 3 的结果显示 了加入不 同浓度 c u
处理后土壤微生物

的群落结构发生了明显的改变
,

且随时间延长越来越明显
,

反映了 Cu 污染对土壤微生物原有

群落结构的损伤是长期性的
,

这与 irE
。
等【̀0] 用 D NA 方法研究 c u 污染的结果相一致

.

.2 4 讨论

污染物进人土壤后
,

可以溶解于土壤溶液
、

吸附于胶体的表面
、

闭蓄于土壤矿物之中
、

或与
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其他物质发生反应产生沉淀
,

使其化学形态发生转变
,

有效性降低
,

毒性减小
.

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
,

可用土壤结合容量 ( iB dn ign Ca pa c iyt
,

B )C 来

描述
,

结合容量大
,

结合强度大
,

自净能力强
.

土壤对重金属的结合容量主要受土壤 p H值
,

有

机质含量
,

质地及三氧化二物含量的控制 〔翻
,

按强度可分 6 级
,

即 。 :
无

,

1 :
很弱

,

2 : 弱
,

3 :
中等

,

4 :
强

,

5 :
很强

.

按照 B luI eIT 和 B

~
r
介绍的方法【25]

,

供试土壤对 c u 的结合容量的计算结果

为

B C ot t
.

= B C pH + B C
。铭

.

+ B C
t e x ,

.

+ B C ox
.

二 6

式中下标 ott
. , 。嗯

. ,
t ex t

. ,

ox
.

分别表示总量
,

有机质
,

质地
,

氧化物
.

供试土壤对 C u 的结合强度

很大
,

这就是为什么 C u
加人土壤后土壤溶液 中 uC 的含量很低 ;土壤 Cu

除残渣态外
,

主要结合

形态为有机态和铁锰氧化物结合态 〔洲
,

我们的测定表明
,

供试 土壤 cu 的平均含量为 18
.

59

mg
·

掩
一 ’ ,

其中有机态占 16 %
,

铁锰氧化物结合态 占 24 %
,

c u 进人土壤后很容易被有机质及铁

锰氧化物固定
,

游离态 C u 显著减少
,

随着时间的增长
,

uC 固定作用越来越明显
,

所 以 uC 对微

生物的作用主要在 C u
进人土壤后的早期阶段

,

后期作用越来越不 明显
.

在重金属胁迫下
,

微

生物生物量在高浓度 C u
处理时明显降低

,

C m ic/ C ogr 值亦明显减小
,

但由于逆抗性
,

土壤微生物

为了维持其生理活性
,

便相应地增加呼吸强度
,

提高呼吸速率
,

而消耗更多的能源碳
,

所以对碳

源的平均利用 以 l oo mg
·

kg
“ ` C u 处理土样为最高

,

对照为最低
.

Zoo mg
·

k g
一 ` C u

处理可能由

于过高的 C u 浓度抑制了微生物正常的生理活动
,

所以其对能源碳的利用亦很低
.

为了适应这

样的逆境
,

微生物调整其群落结构
,

因此与对照相比
,

不同浓度 Cu
处理土样的微生物群落结构

发生改变
,

无法恢复到原有的群落轮廓
,

使 iB
o l o g 因子载荷图上的差异越来越 明显

.

3 结论

土壤微生物特征随重金属 uC 进人土壤而发生一系列 的变化
,

如微生物生物量随 uC 浓度

升高而降低
,

呼吸速率升高
,

微生物生理活动增强
,

消耗的能源碳更多
.

为了适应这种胁迫环

境
,

微生物的群落结构发生变异
.

尽管重金属 C u
对微生物的这种损伤具有长期性

,

但这些作

用主要发生在污染物进人土壤的早期阶段
,

随着时间的推移
,

由于供试土壤对 Cu
的固定作用

越来越显著
,

因此土壤溶液中游离态的 C u
含量很低

,

对发光菌只有轻度 的抑制作用
.
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