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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：Biolog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 ．井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 Cu、Pb、Zn、Ni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 Ph、Zn、Cu及有机态 和Cu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， 

Biolog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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0 引 言 

Biolog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 ，最 

早由Garland el al 提出，用于测定微生物群落的 

功能多样性 ，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 ～1，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 ，但对能源碳的利用效 

率却降低”】，而且可导致微生物群落结构和功能多 

样性的改变 ；DNA研究表明，这种损伤具有长期 

效应 】。本文试图用 Biolog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。 

1 材料与方法 

1．1 土壤样品的采集 

分别采集了英国阿伯丁市区的主要交通要遭街 
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道两旁及市内主要公园的各 14个表层土样，为了对 

比，同时用同样方法采集了14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 Countesswells association组⋯1，具体的采样方 

法见文献[11]。土样的基本参数如表 1所示。 

表1 供试土壤的基本参数 

TaUe 1 Basic properties of three kinds of soils 

土壤基本参数 路边土(14)公园土(14}农村土(14 

注：括号内数字为样品数 谩生物生物量以单位质量 t壤中古有 

的有机碳质量表示。 

1．2 样品处理 

样品在室内先过6 n1rn筛，再过 2 am筛，剔除 

所有植物碎片、根系、石子和土壤动物等后，储存在 

4℃的冷库中备用。取适量分样，在 30℃左右的温 

室中风干，在 Laborette 27型旋转式缩分器上缩分 

后 ，用 Pulverisette 06102型玛瑙研磨器 磨成过 
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0．152 mm筛的粉末供重金属形态分析。 

1．3 Biolog测试 

采用修改了的Biolog MT盘，即污染物 MT8盘， 

共 可进行 l5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台物的代谢变异 

性“ 】、主要为一些脂肪酸类和芳香化合物；Biolog 

的原理是当土壤微生物被接种到预先注人有碳源和 

染色剂的 MT8盘中的每个孔 【wel1)，培养一定的时 

问后 ，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 (optical density， 

OD)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 10 g鲜土加 

入盛有 100 mL灭菌去离子水的 250 mL的三角瓶 

中，在手腕式振荡机上全速振荡 10 min，每取 5 mL 

悬液，加入45 mL灭菌去离子水进行 l0倍系列的稀 

释、至 lO。 稀释度 ，然后离心 10 min(1 500 r／min， 

15℃，bIakeg)，小心地在 MT8盘的每个孔中接种 

150 L上清液，密封后放置在 25℃的微生物培养 

室中，用 590t'lm波长，在英国 Crawley产 VMAX型 

自动读盘机上利用 Microlog Rel 3．5软件(美国加州 

Ha)m'ord Biolog公司生产)进行不同时问段总计 220 

h的读数和数据收集。 

1．4 土壤重金属形态的连续提取测定 

采用修改了的BCR连续提取方法 】，共进行四 

步提取、分别用0．1l mol／L醋酸溶液、用0、5mol／L 

的盐酸羟胺溶液和被 DH为2的过氧化氢消化后用 

1．0 tool／L醋酸氨溶液 【预先用浓 HNO 调 DH值至 

2)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 ICP-AES测 定 ，其中 Cd和 Ph用 

GFAAS测定，提取过程用土壤标样 1．oct．97#6进行 

质量 控 制 。 以上 所有 实 验 均 在 英 国麦 考 莱 

(Macaulay)土地利用研究所完成。 

1．5 数据处理 

所有的统计分析均由英国牛津 NAG有限公司 

的 Genstat Rel 5、3统计软件完成。 

2 结果与讨论 

2．1 Biolog结果 

围 l反映了MT8盘中样品的孔平均染色程度 

【Average well color development， 下简称AWCD)随 

培养时间的变化情况，可见在24 h之内AWCD值很 

小，48 h以后，AWCD急剧升高，反映在24 h之内能 

源碳基本未被利用，而48 h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 

AWCD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 AWCD值 

达到 0 8时，路边土只需 97 h，而公园土、农村土则 

分别需 l12和 131 h，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。 

氍 

0 24 48 72 96 120 144 168 l92 216 240 

fIh1 

图 1 三类土壤 AWCD值随时间的变化 

Fig．【 Variance of AWCD with time for three type soils 

从图 1可 看出，在时间点 48 h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 48 h、65 h、120 h和 l85 h四个时问点的 

Biolog数据进行标准化变换后实施典型变量分析 

(canonical variate analyses)，两个主因子的分析结果 

见图2。由图2可见，在 48 h和65 h时，农村土处于 

CV1因子的正端 ，而且最大值在48 h为5．O5，65 h 

则为4．88。除了个别点处于CV1的正端外，城市土 

壤样品均处于CVl因子的负端。在 CV2因子上，农 

村土主要集中在零点附近，最大值在48 h为一1．53， 

65 h则仅为 一0、96，而城市土壤则变化较大，而且 

以路边土的离散更大 ，48 h时从 2．38到 一3．88， 

65 h则从 3．53到 一5．93；可见在 CV1．CV2因子图 

上，三类土壤的投影点有明显的区别。时问点 l20 h 

和 l85 h的情况则明显不同于时问点48 h和65 h。 

在 CV1．CV2主因子图上 ，农村土处于 CV1因子的 

负端，最大值从 i20 h的一4、51变为 185h的一5．76， 
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图 2 不同时间点 Biolog结 果的特征变量因子图解 

Fig 2 Canonical vanate factors of B10l0g data a【different time polnts 

而城市土壤则主要处于CV1因子的正端，且以路边 

土的离散更大．最大值从 120 h的5．27变为 】85 h 

的 l2．叭 ；可见在 CV1．CV2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。 

Biolog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．图2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。 

2．2 土壤中重金属的分布 

土壤标样 1．oct．97#6的质量标准见表2。由表 2 

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。三粪土壤中cd的平均含量非常接近 (表 

3)，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Cu、Pb、Zn和 i的含量都有不同 

程度的升高，路边土和公园土中Cu的含量分别约 

为农村土的4倍和 2倍，Pb则分别达到约 6倍和约 

4倍，Zn约为2倍，M 的含量则以公园土为最高，其 

次为路边土。显著性 f检验表明，公园土与农村土相 

比，cu、Ph、zn和 都达到 98％以上的差异显著性 

水平，特别是 Ni和zn达 99％以上的水平；路边土 

与农村土相比，cu、Ph、zn和Ni达到 99％以上的差 

异显著性水平，而Pb和 zn则达到99 9％以上的水 

表 2 土壤标样中重金属元素的质量控制 (mg／ku) 

Table 2 Quality control for heavy metals in standard soil sampl~(mg／kg 

表3 三类土壤中的重金属元素含量(rag／kg) 

TabLe 3 H州 m吐 eon n (mg／kg) n tS；pe 

洼：括号内的数值为标准偏差值。 
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平。由此可见，城市土壤中cu、Ph、zn和 Ni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3，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3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zn为最重要，其 

次为 Pb；铁锰氧化物态则以 Ph最重要，显著高于其 

他重金属元素；有机态则以重金属 Ni含量最低；残 

渣态则以zn和 M 为主。表明 Pb主要与氧化铁有 

关“ ，归因于氧化铁的表面配位作用；Cu则主要与 

有机质的络台作用有关 “ ；除残渣态外，zn主要为 

有效态，归因于土壤表面的吸附作用；而 Ni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(Principal component analysis，PCA)。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 4。由表 4可见，6个主因子的累积方差已达到 

97％，因此这 6个主因子已足够描述重金属化学形 

态间的分布规律。由表 4可见．对主因子 PC1、PC2 

40 
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l0 

0 

蔷 
曼 10 
删  

畸Ⅱ 

0 

Cu3 Ni3 Pb3 Zn3 

表 4 三类土墒重金属形态的主成分分析结果 

Table 4 Prine~ component~Mysis results 

for b㈣ meta]chemical fmg 

的主要贡献成分都是 Pbl，表明有效态 Pb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 

120 

荀  
80 

曼 
捌 帅 
缸  

0 

40 

0 

Cu2 Ni2 Pb2 Zn2 

图3 三类土壤中重金屑元素的结合形态 

Fig 3 Chemical forms of h— v metals in thee type soils 

元素符号后的 1、2．3和4分别对应于连续提取中步骤 1．2、3和4的提取态，即有效忠、铁锰氧化物态 、有机态和残渣态。 

一 ，矗眦J捌舡 

一 II，矗哪!=吾舡 
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次为有效态zn，然后为有效态 cu和有机态 M、有机 

态 cu，最后为有效态 Ni；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 Pb而显 

著区分于农村土壤，其次为有效态 zn，高含量的有 

效态 cu和有机态 Cu则主要与路边土有关，而有机 

态 Ni和有效态 Ni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 Pb、Zn、Cu、Ni和有机态的Cu、 

为区分农村土壤的主因子变量 

2．3 土壤中重金属的积累对微生物的影响 

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 Biolog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 Biolog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 

Biolog数据平均值进行作图(图4)，从图中的投影点 

分布可以看出，农村土的Biolog投影点分布在主因 

子 PC1的正端+而公园土及路边土特别是路边土集 

中在 PC1因子的负端，从表 3的主成分分析结果可 

Biol~  

； 罐 ⋯ 枇f 6 

知，对 Pcl负端的主要贡献是有效态的Pb，可见，影 

响城市土壤 Biolog的主要因子为有效态 Ph含量的 

高低；从其他PC3、PC5和PC6因子对 Biolog的投影 

点分布结合表 4同样也可以看出，城市土壤中的 

Biolog结果也受有效态 zn和cu的影响．而有效态 

Ni主要影响公园土的 Biolog结果 ，但有机态 cu对 

三类土壤 Biolog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 Pb、Zn和Cu的积累对城市土壤微生物 

的 Biolog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 Biolog结果的变异可以 

映射出重金属积累的严重性。 
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Environmental effects of heavy metal accumulation in urban soils 

by application of Biolog method 

YANG Yuan—gen ，E．Paterson。，C．Campbell 

(I．1mtitute of ffeochermztr*,Chi~se Academ~of Scien~s．Guiyang 550002，China；2 The Macau ay Land Use Research Imtit“fe． 

Aberdeen UK ．4BI5 80H) 

Abstract：Biolog method was applied r microbial community and functional diversity studies in soils in and around 

Aberdeen city．The results show that an obvious shift in microbial communities and functional diversities can be 

observed in urban soils compared with rural soils under the press of heavy metal accumulation in urban environmen[
．  

which lead to much more microbial consumption of carbon sources and faster in consumption rates in urban soils 

than that in rural soils．Urban soils possess high contents of heavy metals
， an d soluble Pb，Zn，Cu and organic Ni， 

Cu are the main factors to distinguish rural soils，as deduced from principal component anMysis of heavy metal 

chemical forms Correlation analyses 6re the results that variance of Biolog couples with above chemical totals of 

heavy metals；canonical variate loadings of Biolog data release that the harmful effects of heavy metals on urban soil 

microbial communities are extended and unrecoverable
．  

Key words：urban soil；soil microorganism；Biolog：carbon sources 
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