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摘 要 ： 为 了研 究铜 矿周 边农 田 土壤 中不 同 含量对土壤酶活性 、细菌和古菌基 因拷 贝数 的影 响
,
在铜 矿周边 农 田 土壤 中采集

了 个不同 含 量 的 土 壤 , 测 定 土壤 的 酶活 性 、 细 菌 和古 菌基 因 拷 贝 数
, 结 果 表 明 ,

土 壤 总 含 量为

酸可提取态 含量为 、 细菌 基因 拷贝 数在每克干土 个之间
,
古

菌 基因拷 贝数在每克干土 个之 间 。 土壤总 和酸可提取 态 含量 对土壤脲酶 活性影 响 较

大
,
但对土壤脱氢酶和转化酶活性 影响 不显著 。 土壤 细菌基 因 拷贝 数均 与总 含量 、 各形态 含量呈极 显 著 的 负相关 关

系 , 同样 土壤古菌基因 拷贝 数与 总 含量 、 各形态 含量也均呈极显著 的负 相关关系
,
说明 胁迫对土壤 细菌 和古 菌活性

具有较大的 抑 制 作用 。
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：

世界矿产资源年评报道 , 我 国 储量 占全球储量 长期胁迫 的土壤中 全量 、 各形态 含量 的相关

的 , 居世界第 位 , 随着工业的发展 ,
在 年

, 我 关系
,
同 时研究 胁迫对土壤酶活 性的 影响

,
以 期

国对铜矿的需求占到 了 全球的 。 需求量 的 为 污染土 壤监测 和 修复提供科学依据 。

增加使铜矿的开采和冶炼活动不断加强 , 导致大量 的
、

进入到矿区周边的农 田土壤 给土麵生态平衡带
材料 方法 (

—

来了 巨 大的破坏 。 是生物所需的微量元素 , 但作为

毒性最强的重金属元素之 过量的 会对植物 的正
在江西某铜矿冶炼厂周边根据不同 污染状况

常生长造成负蘭影响
,
比如会造雌物根的褐化 、 降

采集农田 土壤样品 个
’ 每个土壤样品 由 个蛇形

低働叶片睡酣等 。 土賴来 自 刊侧 ： 壤
雌的 親土稱 混合耐 。 土壤样品装

微生物 且可以 将大分子循分舰小分子物麵为
入 自

, 过 目

植物和微彌删 目 此土麵是 巾 物雌 砠胃

量代谢的重魏质 , 有 学者将土壤贿为重翻示物

来反映土壤職质量的变化 。 由 于脲酶对重金属非
细菌和古菌定量 酬定 。 土壤基本理化性质及土

常敏感
,
人们 常把騰作为监测 土壤重金属 污染状

壤酶活性参考 《土壤农业化学分析方法》 进行分析泖！

的指示物
—

。 污染可 以对土壤微生 物的生长和 繁
定, 其中 ’ 总 含量采用王水 高氯酸法进行藤后

殖产生较大的影响
°

,

一

定浓 度范围 的 可造成土
用 和 进行测定 采用水土 比

壤微生物群落结构的改变⑴
。 细菌和古菌是土壤中

法处理后用 仪进行测 定 。 土壤

广泛存在的微生物 其种群数量 可以 直舰反映 出 土
阳离子交换量 ) 采用乙 酸铵法 、 有机质采用低温

壤环境的变化 , 尤其是细 菌数量 常被用来反 映生态 系
外热 格酸钟 比色法 、 土壤总碳 、 总氣 、总硫和碳氣 比

统整体是否精定的指标之一 】

。

采用兀素分析仪
,

矿区周 边农 日 土 巾 不肖 量社壤聽
。

性和微生物活性的 影 响报道较少 , 尤其是对古 菌活
±

性的影 响还未紐道 。 本文在矿 顺細土壤巾
采用 改进 分 取法提取

采集不同 含量 的 土壤
,
主 要研究 土壤 中 的 细菌

土壤 中 的化学形态 。 将 分级提取的各形态

和古菌对 长期 胁迫的 响 应 , 利 用
含量与 总量 相 比计算 回 收率 ’ 的 回 收 率在

技术分析土壤 巾輔和古細翻 拷聽与 受
之间 , 具籠棘骤见表 。

表 土壤的 基本理化 性质

阳离子交换量 有机质 铜 总量
土壤样品 酸碱度

, , , 丨 ,

碳氮比

￡



第 期 王斐等 ： 铜 胁迫对农 田 土壤酶活性 、 细 菌和 古菌数量 的影 响

表 提取步骤

提取 剂 提取步骤

加 提取剤于 已称量好 土 的 离 心管中
, 在 ± 下震荡 离

心 用 滤膜过 滤并收集上 清液于聚 乙 烯管后储 存于 冰箱 , 尽 快測定 ； 用 蒸馏 水

酸可提 取态
(

洗 涤后
, 弃去上清液 注 尽量不要损失 任何 固体物质

；

醋酸

±

加 提取剂 于上步残渣 中 , 在 ± 冗下震 荡 , 离心 , 用 滤膜

盐酸羟胺 过滤并 收集上清液于聚乙 烯管后储存于 冰箱 尽快测定
； 用蒸馏 水洗 涤后 , 弃去上 清液 , 注意

氧化物结合态 (

尽 量不要损失任 何固 体物质
；

取
±

小心加入 提取液于上步残渣 中 , 加盖 室温下消 化 消化过 程中 人工摇晃 ； 继续 在

± 弋 下消化 前 人工摇晃至体积小于 后继续 加提取液 去盖消化 至体积

减小到 。 继续加 提取液 在 土 弋 下震荡 离 心
双氧水

￡

, 用 滤膜 过滤并收集上清 液于聚乙 烯管后储存于 冰箱 , 尽快测定 ； 用 蒸镏水洗

有机结 合态 (
涤后 ,

弃去上清液 , 风千残渣 ；

垆 ±

▲
卜

±

残渣态
(

王水 高氣酸 取 残渣用王水 高氣酸进行 消解

土壤 的提取和测定 的基 因 扩 增 反应 使 用 公 司 的 ： ￡

土壤 样 品 均采用
,

试剂盒
, 古菌的 基因 扩增 反 应

试剂 盒提取其总 提取过程按试剂 采用 公 司

盒说明 书进 行 。 待 土壤 总 提取完 成后 , 用 浓 试剂盒进行 。

度为 的琼脂糖凝 胶电泳 配合 检验 定量所用标准曲 线

的片段大小
, 并用 用于细菌和古菌基 因定量 的标线分别采用供试

分析仪器测定所 提取 的 浓度和 土壤样 品 的 克隆 子 。 具体的 方法是
：

提取土壤总

。 值 , 保证所提取 的质量 。 以 土壤

土壤 中 细菌 和 古 菌的 基 因 , 所 用 引 为模板
, 应 用 特 异性 引 物扩 增 目 标 片 段

； ( 所 得

物 由 英潍捷基 上 海 有 限公 司 合成 ,
引 物详情及 其 产物经切胶 纯化后 连接 在 载体

反应条件见表 。 用 仪进行 预 ( ,
然后 转化到

实验 , 摸索基 因 的 反应 条件 和体系 。 大肠杆菌 感受态细胞 中 , 筛选获 取

反应在型号为 定量 仪上 运 的 白 色菌斑采用 通 用引 物 鉴定 阳 性克 隆 值

行 , 以 测定土壤 中 细菌 和古 菌的 基因 拷 贝 数 。 细菌 并测序验证 阳 性克隆子在 氨苄
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青霉素 ) 培养基上 弋 过夜 培养 采用 质 结果
(

粒纯化试剂 盒 ( 提取质粒 , 并用 不同 样点 土壤 的赋存形态

测 定其浓度 ；
将质粒 进 行 倍梯度 样品 样品 的 的 总 量均超 出 了 国 家 土

系 列 稀释制 作标准样 品 和 待测 样品 一起扩增
,
根 据 壤环境质量二级标 准 。 采用改进 的 法 提 取

所得标准曲 线计算 出 样品 中 的基因 拷 贝 数 , 最后 以 的各土壤 样 品 的 的 含量见表
,
从表 中可 以 看

基 因 拷贝数每 克干土为单位进行分析 。 出 , 不 同样品 的 各提取态含量及百 分 比差 异 较

数据统计分析 大 , 同时 总量较大 的样品其酸可 提 取态 含量

实验 中 定量所 得数据 分析利 用 软件 也较多 。 样 品 样品 的酸可提取态 含量较大

进行 ,
土壤 中细 菌和古菌的数 而样 品 和样品 的 酸可提 取态 含量较小

,
这是

量动态可 分别 从基 因拷 贝 数变化反 映 出 来 。 采用 因 为样品 样品 采 自 靠近 铜冶 炼厂周 边 的 农田
,

对数据进行 单 因 素方差 分析 ) 该土壤受到 了 的严重污染 。

及相关性分析 。 绘图 采用 完成 。

表 实时荧 光定 量 实验中 使用 的 引 物及 条件

目 标群 落 引物名 称 引物序列 (

’

) 定量 反应条件

细 菌
：

古 菌 尤
,

’

表 土壤 样品 中 的形态含量及其百分比

含量 百分 比
土壤样 品

表 土壤酶活性 、 细 菌和 古菌基 因 拷贝数与 总 、不 同形态 之 间的 相 关性关系

土壤酶和微生物 总

脲 酶

脱氣藤 ■

转化酶

细 菌

古 菌
“

注 ： 表示在 水平上显 著相关 , 表汞在 水平上极显著相关 。
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不同 含量对土 壤酶活 性的影响 不同土 壤 样品 的转 化 酶 活性变 化 规律见 图
,

图 是不 同土壤 样品 的 脲酶活性变化规律
,
图 中 从 图 中 看 出 转 化 酶活 性在

发现土壤 脲酶 活性在
“

范 围之 间 。 土 壤转化 酶活性 的 变化 规律

范围之 间 , 样品 和样 品 的 脲 酶活性 较高 ,

与脲酶
、
脱氢 酶变化不

一 致 , 样 品 和样 品 的 转化

而样 品 样 品 的脲酶 活性较低
,
它们 对 应 的土 壤 酶 活性最 大

,
样 品 和 样 品 的 转化酶 活性 最 小 。

含量也是较高的 。 对不 同 土壤样 品 的脲酶活性与 尽 管样 品 和样品 的 含 量较高 , 但是 其转 化酶

总量 、 形态进行 相 关分析 ( 表 , 发现脲酶活 活性也 比较大
, 含量 也不 是影 响土 壤转 化酶 活性

性与土 壤 总量 、 酸 可提取态 含量 均呈 显 著 的 的 主要 因 素 。 相 关性分析 结果 表 明 ( 表 土 壤

负相关关系
, 说明 胁迫对土 壤脲 酶活性影 响较大 。 含量 与脱 氢酶活 性不 存在 显著 的 相 关关系 ,

因 此推

图 为不 同 土 壤样 品 的脱氢 酶 活性变 化规律
,

断 土壤转 化酶活 性可能受 含量影 响 较小 。

从图 中看 出 ,
土壤脱氢 酶活性变化在 不同 含量对 细菌 基 因 拷 贝 数的影 响

范 围 之 间 。 样 品 和 样 品 的 不 同 土壤样品 的 细菌 基 因 拷 贝 数 含量情况 见图

脱氢酶活性最大
,
样品 样 品 脱氢 酶活 性较小 。 ,

从 图 中 看 出 细 菌 基 因 拷 贝 数 在 每 克 干 土

尽管样品 的 含 量 最 大 , 但其 脱 氢酶 活 性 也 比
”

个 范 围之 间 。 样 品 样 品 的 细

较大
,
仅次 于样 品 和样 品 。 土 壤脲 酶 活性 与 菌 基因 拷 贝 数含 量较高 , 而样 品 、 样 品 的 细菌 基

总量 、 各个形态 相关性不 显著 ( 表 ,
说明 胁 因 拷 贝 数含量较低 。 对不 同 土壤样 品 的细 菌基 因拷

迫 不 是影 响土壤脱氢酶活 性 的主要 因 素 。 贝 数与 总 量 、 形 态进行相关分析 ( 表 ,
结果

自

样 品一
样品

图 不 同土 壤样 品醜 活性变化贿 不 同 土壤样 品的 转化 活 性变化规律

由 ■ ■

样 品

图 不 同 土 壤样 品 的细 菌基 因 拷贝 数变 化规 律
图 不 同 土 壤样品 的 脱 氢 酶活性变 化 规 律

」

… ,
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显 示
,
细菌 基 因拷 贝 数与土 壤 总 量 呈极 显著 的 们 的广泛 关 注

【 】

。 等
【

研究 污 染 土 壤 中 脲

负相 关关系 , 相关 系数 为 细 菌基 因 酶活性的 变化
,
发 现土 壤总 和土 壤可 溶性 均

拷 贝 数 与土壤 酸可提 取态 含量呈极 显 著 的 负 相 与脲酶呈 现 出 显 著 的 负 相 关关系 。 我 们 的 结果 与

关关系 , 相关系 数 为 细 菌 基 因 拷 贝 等 的结果相一致 。 等 …
研究 或 对土壤

数与土 壤 氧化物结 合态 、 有机结 合态 脲酶 的影响
,
结果 表 明

,
当 的 浓度 为 、 和

和 残渣 态 含 量 也均 呈 极 显 著 负 相关 关系 , 这 表 时
,
脲 酶 活 性 比 对 照 处 理 分 别 下 降

明
,

胁迫对土壤 细菌 活动具有较大抑 制作 用 。 、 和 。 本 文 的 研究 结 果 表 明 , 当

不 同 含量 对古 菌基 因 拷 贝 数的影响 的含 量 为 时 土壤脲 酶活性最低
,

不同 土壤 样 品 的 古 菌 基 因 拷 贝 数含 量 见 图 但是 当 的含 量继 续增 加 时 ,
土 壤脲 酶 活性 出 现

图 中所示古 菌 基 因 拷 贝 数 在每 克 干 土 了
一定的 回升 , 这可 能 是 因 为 土 壤类 型 及周 围 环境

个之 间 。 不 同 土壤 样 品古 菌基 因 拷 贝 数的 对脲酶活性影 响较大 。 土壤 脱氢 酶常被 用作 土壤环

变化规律 与 细 菌基 因 拷 贝 数 变 化 相 一致 , 即 在 境 变化的 指示 性物质 。 和 以

含量较高 的 土 壤样 品 中 古 菌基 因 拷 贝 数较 少 , 反 之 磷酸酶和脱氢 酶作为快速指示物来 探讨重金属 对乌

则较 多 。 利用 软件对 古 菌基 因 拷 贝 数和 土壤 尼斯瓦夫盆地 土壤 质 量 的 影 响
,
发 现 土 壤 中 含

总量 、 形态含量进行相关分析 ( 表 发现土 量对脱氢酶有 显 著影 响
,
原 因 可 能 是 作 为 酶 的

壤古 菌基 因 拷 贝 数 与 总 量 呈 显 著 的 负 相关关 重要组成部分
, 在 一定范 围 内 可 以促进 酶的 活性

, 但

系
,
相 关系数 为 土壤 古菌基 因 拷 贝 超过一定 的 阈 值 后 又会显 著 地 抑 制 酶 的 活 性 。

数 与酸可 提取 态 含量 也 呈 显著 的 负相 关关 系 ,
本研究 中

,
脱氢 酶活 性 并没 有 和 土 壤 中 的 含 量

相关系数为 。 古 菌 基 因 拷 贝 数 与 土 呈现 出 明 显 的 相关关系 ,
但是 在一些土 壤样 品 中

壤 氧化物结 合态 、有 机结 合态 和残 渣 显著地 抑 制 了 脱氢酶 的活性 。 土壤转 化酶与土壤 碳

态 含量也均呈 极显 著 的 负 相 关关系 ,
说 明 胁 循环相 关 是一种水 解酶

,
其可 以 将土 壤 中 高分子 量

迫对土壤古 菌活动也有抑 制作用 。 的 蔗糖水解成小分子 而被 生物 所利 用 。 因 此 ,
转

化酶 活性 的大 小可 以 反 映 出 土 壤 中有机 物质 的转 化

寸 论 ( 规律 。 本研究 中 ,
土壤 转 化 酶 活性 和 含量 无 显

土 壤脲酶是与 土 壤 氮循 环 相关 的酶 ’ 分为 胞 内 著的相 关性
,
但在 一

些 土壤 样 品 中 显 著地 抑 制

和 胞外两种
,
胞 内 脲酶在 进人 土 壤 后 可 以 迅 速地 被

土 壤中 的 蛋 白 酶消 化
,
而 胞 外脲酶 由 于 被 固 定 在 土

微 生物在土壤新 陈代谢和 土壤结构 的维持 中起

壤 固体 中 因 此可 以 长 时 间地 发挥作 用
叫

。 自 着重要 的 作用 , 微生 物 的 种群 和 数 量可 以 指示 土 壤

在 年 研究 了 土壤脲酶活性 之后
,
脲酶受到 了 人

的质量 且微生物数量的改变 是最简 单 、
最直接 的反

映土壤 质量变 化的指 标 。 重金属 含量对土 壤微生物

数量 有一定的影 响 。 细菌是土壤系 统 中广 泛存在且

所 占 比例较高 的 微生 物
, 所 以

, 很 多学者通 过研究细

■ ■ ■ 難落数量和 结构 的变化来反 映 土壤 的 质 量
【
“

】

。

■ ■ ■ 等 研究 了 不 同 浓 度 ( 、 、 、
、

、
、

■ ■ ■ 和 的 短 期或 长期暴露对细 菌种

§ ■ ■ 丄 群数 量变化的影 响
,
结 果 表明

’
在短 期暴 露 实 验 中 ,

细 菌 基 因 拷 贝 数呈 整体下 降趋势
, 而 在 长 时 间

°

的胁 迫下
,
细 菌表现 出 对 环 境 (

°

的适

应性 , 细菌基 因 拷 贝 数呈 现 出 增 长 趋势 。 本研究所

采集 土样 已 长期 受 到 周 边 冶 炼 厂 污 染 的 影 响
,

图 不 同 土壤样 品 的古菌 基 因 拷贝 数 变 化规 律 细菌受 胁 迫 的影 响 结 果 趋 于 稳定
,
即 细 菌 基 因

拷 贝 数 随 总 量 的 增 加 而 减 少 。 等 利 用

指纹 图 谱技 术研究 了 提取 态 含量和
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细菌 多样性 的关系
,
发 现细 菌多 样 性与 提取 含 关关系 , 说 明 胁迫对土 壤细 菌 、 古菌活动 均有 明

量在一 定 范围 内 呈 显著 的 负 相 关 。 本研究 利 用 显 的抑制 作用 。

法对土 壤 中 的不 同形态进 行了 提取 , 发 现

土壤酸可提取态 含量与 细 菌基 因 拷 贝 数呈显 著 通讯作者简 介 ： 黄 益 宗 丨

—

, 男 , 博 士 研 究 员
,
主 要从 事

的 负 相 关 , 这 与 等 的 研 究 结 果 相 一 致 。
重金属 在 土 壤 植物 系 统 中 的 迁 移 、 转 化 和 和、 累 研 究

,
以 及污

等
【

利 用 焦 磷 酸 测 序 和
染 土壤修复 技术 、

污 染 生 态 学 等 方 面 的研 究
’
近年 来 在 国 内

方法 对重
外 核 刊 物 发表论 文 多 篇 。

金属污染土壤的微生 物群落结构进行研究
,
发现重

参考文 献 ：

金属胁迫不仅改变 了 土壤 中 微生物 的数量 ’ 也改 ‘变
⑴ 王 威

,
李 以科 封 宁 全球铜 矿麵格局分析 资源

了 土壤微生物 的群落 结构 ,
表现为 明 显 的 多样性 降

与产业

低 。 微生物群落结构可 以进一步反 映土壤生态系统
,

的变化 , 而基因拷贝 数仅仅从表 面 上反 映 了 受胁迫

后土壤微生 物 的响应
,
因此 , 群落结构 变化应作为今 张 波

,
管静怡 李 孟 中 国铜矿 企业 对外投 资现状 、 风

后土 壤微生物受胁迫 响应 的研究重 点
,

以 此 来 了解 险 因素 与 策 略选择 对 外经贸 实
,

丨
,

核心 微生 物或功 能微生物 群体 。 本文只从 细菌 基 ,

‘
,

因拷 贝数的变化来研究土 壤 胁 迫 的影 响 , 今后
础

还需借助 或 技术 来研究 哪 一类细 菌
设隱她

或功能微生物受到土 壤 胁迫 的影 响 。

,

土壤中 的古菌 在 生态 系统 中起 着重要 的 作用 ：

产 甲 烧古菌可 通过影响厌 氧过程来影 响碳的 循环
,

。

而氣氧化 古 菌可 通 过 確 化 作用 来 影 响 氮 的 循 环 。

等剛报 道
, 古 菌的群落 组 成与土 壤提取态

含量 呈显著的正相关关系 , 而我
,

们 的结果与 其相反
, 古菌 基 因 拷 贝 数 与 土壤 总

量 、 酸可提 取态 含量 均 呈 显著 的 负 相 关关 系 。

等 的 研究也表 明 , 可利 用态 含 量的 增加 将明

显地降低土壤氨氧化古菌的 基因 拷 贝 数 , 这是 由 于
’

° ° °

、 、 及其它离 子对土 壤硝 化过 程的 抑 制 而造
“ °

成的、 等研究 对古 菌群落 的影 响 ,
发 现

脈如版似 ( 金属 硫化叶菌 ) 和 哪 瓜

嗜酸乳杆菌 均表现 出 对高 浓度

的 适应性 。 等 的 研究表 明 ,

,

虽 然降低了 古菌 群落 的丰度 , 但却提高 了 它们 的
,

活性
°

, 这是 因 为 浓度 的增 加 诱导 了 古菌 的
一

些抗 氧化基 因 的表 达叫
。 为 了 更加 深入 地 了 解

胁迫对土壤古菌群 落的影 响 ,
有 必要 利 用最新 的 分

°

子生 物学手 段来确 定 胁迫 下的 古菌优 势 种 群 ,

’

■ 拙止 二 朴 丄 瑜地每柏 补 加 、入 片描
以期 为 污染土壤修复提供理论依据 。

综上所述
’

胁迫 显著 地抑 制土麵酶活 性
’

对土壤脱氢酶和转化酶活性也有 一定的影 响 。 土壤

细菌基因拷 贝 数与 总量 、 酸可提 取态 含量均

呈 极显著的负相关关系
,
问 样土 壤古菌 基 因 拷 贝 数

与 总量 、酸可提取态 含 量也呈 极显 著 的 负相
,
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