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镉污染对文冠果土壤微生物的影响

江　伟，于小飞，田永兰，柴　阳，熊元武，钟　馨，张化永
（华北电力大学工程生态学与非线性科学研究中心，北京１０２２０６）

　　摘要：为了研究镉添加对文冠果土壤微生物的影响，基于０、１０、５０、１００ｍｇ／ｋｇ等４个不同浓度镉污染条件下文冠
果的盆栽试验，采用ＢｉｏｌｏｇＥｃｏ微平板研究不同镉浓度添加处理下土壤微生物多样性的差异，并运用统计学上的主成
分分析方法研究镉污染对文冠果土壤微生物代谢图谱的影响。结果表明，（１）高浓度的镉污染增加了文冠果根系土
壤微生物的多样性，低浓度的镉污染则降低了微生物的多样性；（２）文冠果土壤微生物群落受到镉污染和生长期的影
响，并且在镉浓度为１０ｍｇ／ｋｇ时，发现土壤中存在镉抗性微生物种群；（３）低浓度１０ｍｇ／ｋｇ的镉污染可以提高文冠果
土壤微生物的代谢活性，在第２生长期表现最明显，与空白处理相比平均颜色变化率（ａｖｅｒａｇｅｗｅｌｌｃｏｌｏｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，
简称ＡＷＣＤ）提高１７２．２０％；高浓度５０、１００ｍｇ／ｋｇ的镉污染对土壤微生物的代谢活性具有一定的抑制作用，但并不明
显。综合分析认为，第２生长期时，文冠果土壤微生物受镉污染影响最大，这一结论为实现能源木本植物修复镉污染
土壤提供了理论基础。
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　　土壤重金属污染已经成为一个世界性问题，在当代科学
领域备受关注［１－２］。据报道，由于工业废水不合理排放、农业

化学药品不合理使用、含镉磷肥的使用以及汽车尾气排放等，

我国农业主产区土壤中的镉含量已经有明显的积累现象［３］。

镉污染对我国农业生产有重要影响，首先，农作物从受污染土

地中吸收镉，农作物生长发育受到抑制，产量大幅降低［４］。

其次，土壤镉污染也会使农产品中的重金属镉含量超标，而使

植物蛋白质、叶绿素、糖、维生素 Ｃ等含量降低［５］。因此，如

何有效地处理土壤中的镉污染，已经成为近年来环境保护领

域的突出问题。

文冠果（ＸａｎｔｈｏｃｅｒａｓｓｏｒｂｉｆｏｌｉｕｍＢｕｎｇｅ）属于无患子科文
冠果属，落叶小乔木，适应性强，在草沙地、撂荒地、多石的山

区、黄土丘陵和沟壑等处，甚至在崖畔上都能正常生长发育。

在我国的分布范围为８°３７′～４７°２０′Ｎ、７３°２０′～１２０°２５′Ｅ，遍
布华北、华东及西北地区。其种子含油率高达７４％，由文冠

果籽油制备的生物柴油相关烃脂类成分含量高，内含１８Ｃ的
烃类占９３．４％，且无硫、氮等因子污染环境，符合现行的优质
生物柴油指标，是北方理想的木本油料树种［６］。

针对镉污染日益严重的现状，植物修复技术成为一种新

型的、低成本的、环境友好的解决土壤镉污染问题的手段，尤

其适合发展中国家。利用文冠果来修复重金属镉污染土壤，

再将收获的文冠果果实用于生物柴油的生产，既可以改善环

境质量，又可以实现资源化。有研究表明，文冠果对镉污染具

有较高的耐受性，其生长过程中的株高、茎粗、生物量等仅在

土壤中镉达到２００ｍｇ／ｋｇ时才受到显著抑制［７］。截至目前，

对文冠果生长过程中土壤微生物的变化与重金属之间关系的

研究尚未见报道，而文冠果种植地区的土壤污染却不容忽视，

其在生物能源产出和土壤污染修复方面的作用会在未来能源

环境领域逐渐凸显。

本研究采用温室盆栽试验，通过长期试验，考察不同生长

期下的文冠果土壤微生物对重金属镉的响应，采用ＢｉｏｌｏｇＥｃｏ
微平板研究人工污染土壤中外源镉不同浓度对土壤微生物活

性与功能多样性的影响，以期为实现能源木本植物修复镉污

染土壤提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本试验选取的文冠果购自河南省洛阳市嵩县绿源绿化种

苗科研有限公司。
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供试土壤采自北京农学院试验田，土壤为黄褐土。取

０～２０ｃｍ表层土壤，新鲜土样去除植物残体、砾石等，自然风
干，过２ｍｍ筛备用，土壤基本理化性质见表１。

表１　土壤基本理化性质

土壤类型
镉背景值

（ｍｇ／ｋｇ） ｐＨ值 总氮含量

（ｍｇ／ｋｇ）
总磷含量

（ｍｇ／ｋｇ）

黄褐土 ０．００１ ７．１ ３７２．１３ ５１１．７３

１．２　试验设计
试验设置４个镉浓度梯度：０、１０、５０、１００ｍｇ／ｋｇ（以纯镉

计），文冠果种子经浸泡发芽后移栽到装有７ｋｇ含有不同浓
度的镉污染土壤的花盆中，每盆定苗２株，每个处理３个重
复，温室中培养，整个生长过程用自来水浇灌以维持田间持水

量约为６０％。盆栽试验于２００９年５月中旬开始，在２００９年７
月１９日、２００９年９月１４日、２００９年１１月１２日等３个生长期
时间点取样。样品采集时，在距植株主干８ｃｍ处挖取２个直
径为２．５ｃｍ、深１２ｃｍ的土样，混合组成样品。采集的新鲜土
样过２ｍｍ网筛，一部分土样放在４℃冰箱保存，供微生物指标
分析；另一部分土样自然风干，供土壤基本理化性状测定。

１．３　测定方法
１．３．１　土壤微生物群落功能多样性分析　本试验采用
Ｓｈａｎｎｏｎ指数（Ｈ）和Ｇｉｎｉ系数（Ｇ）反映不同处理下土壤微生
物多样性的差异。Ｓｈａｎｎｏｎ指数是反映群落丰富度和分布均
匀程度的综合指标，是目前应用最为广泛的群落多样性指数

之一。Ｇｉｎｉ系数表示微生物的均匀度，Ｇ介于０～１之间，当
Ｇ＝０时表示微生物群落分布绝对均匀，当 Ｇ＝１时表示微生
物群落分布绝对不均匀。

１．３．２　ＢｉｏｌｏｇＥｃｏ微平板　本研究中功能多样性的测定采用
基于ＢｉｏｌｏｇＥｃｏ微平板的碳素利用法，具体操作过程如下：将
ＢｉｏｌｏｇＥｃｏ微平板从冰箱内取出，２５℃预热１５ｍｉｎ。称取相
当于５ｇ烘干土壤质量的新鲜土样，加入内有４５ｍＬ０．８５％
ＮａＣｌ溶液（质量浓度）的三角瓶中，用 ８层纱布封口，在
２００ｒ／ｍｉｎ摇床中振荡３０ｍｉｎ。手摇数秒后，迅速用灭菌的吸

管吸取１ｍＬ土壤悬液，加入内有９ｍＬ０．８５％ ＮａＣｌ溶液的试
管中，手摇数秒后，迅速用灭菌的吸管吸取２ｍＬ土壤悬液，加
入内有１８ｍＬ０．８５％ ＮａＣｌ溶液的试管中得到１０－３稀释液。
用自动多头移液器接种，接种量为１５０μＬ／孔。将接种好的
测试板加盖在２５℃下保湿暗培养１０ｄ，每隔１２ｈ用 Ｂｉｏｌｏｇ
自动读数装置在５９０ｎｍ下测定吸光度［８］。

平均颜色变化率［９］（ａｖｅｒａｇｅｗｅｌｌｃｏｌｏｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，简称
ＡＷＣＤ）的表达式为 ＡＷＣＤ＝［∑（Ｃｉ－Ｒ）］／３１，其中 Ｃｉ是除
对照孔外所测得 ３１个反应孔的吸光度，Ｒ是对照孔的吸
光度。

１．４　数据分析
为了避免接种密度带来的差异，本研究运用ＡＷＣＤ接近

０．６时的数据计算多样性指数，进行主成分分析。试验数据
采用ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２００７处理，相关性分析、方差分析以及主
成分分析等多元统计分析采用软件 ＳＰＳＳ１６．０及 Ｍａｔｌａｂ７０
实现。本试验中，对数据先进行泰勒转换或对数转换，再进行

主成分分析。

２　结果与分析

２．１　镉污染对文冠果土壤微生物活性的影响
土壤微生物接种到 ＢｉｏｌｏｇＥｃｏ微平板后，微生物利用板

中的碳源使指示剂变色，随着碳源消耗量的增加指示剂颜色

加深，从而相应碳源的吸光度增大。ＡＷＣＤ表征微生物群落
碳源利用率，是土壤微生物群落利用单一碳源能力的一个重

要指标，反映了土壤微生物的整体活性。

ＡＷＣＤ的变化曲线分３个变化阶段，滞后期、对数增长期
和稳定期。由图 １可知，在文冠果的第 １生长期（或拔节
期），与空白对照相比，１０ｍｇ／ｋｇ镉对土壤微生物群落总体活
性影响不大，５０、１００ｍｇ／ｋｇ镉使土壤微生物活性降低。在第
２生长期，１０ｍｇ／ｋｇ镉使微生物活性明显增加，而 ５０、
１００ｍｇ／ｋｇ镉对其影响不大。在第３生长期，各处理组表现
出与第１生长期相似的趋势。

　　生长期对微生物的活性也有一定的影响，随着生长时间
的延长，空白对照及５０、１００ｍｇ／ｋｇ镉处理中土壤微生物的活
性变化趋势均表现为先下降后上升，１０ｍｇ／ｋｇ镉处理的趋势
与之相反，表现为先上升后下降。镉污染浓度为 １０ｍｇ／ｋｇ
时，第２生长期的 ＡＷＣＤ最高，而其他处理则表现为第１生
长期的ＡＷＣＤ最高，第２生长期的 ＡＷＣＤ低于其他２个生
长期。　

２．２　镉污染对文冠果土壤微生物多样性的影响
从表２可以看出，在文冠果的整个生长过程中，当镉的浓

度为１００ｍｇ／ｋｇ时，Ｓｈａｎｎｏｎ指数（土壤微生物的丰富度、均匀
度）最高，方差分析结果表明，这种差异并不显著。对文冠果

Ｇｉｎｉ指数（土壤微生物活性）的分析发现，在第２生长期，当
镉的浓度为１０ｍｇ／ｋｇ时，土壤微生物活性最高，而此时微生
物的丰富度、均匀度最低，表明在该浓度镉污染下，微生物的
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表２　不同处理下文冠果土壤微生物功能多样性指数

镉浓度

（ｍｇ／ｋｇ）

Ｓｈａｎｎｏｎ指数 Ｇｉｎｉ指数

第１
生长期

第２
生长期

第３
生长期

第１
生长期

第２
生长期

第３
生长期

０ ２．８２４Ａａ ２．８４３Ａａ ２．７７９Ａａ ０．５６５Ａａ ０．５６６Ａａ ０．５９６Ａａ
１０ ２．８６９Ａａ ２．８２２Ａａ ２．８０４Ａａ ０．５６２Ａａ ０．５７９Ａａ ０．５８７Ａａ
５０ ２．８３０Ａａ ２．８８１Ａａ ２．８３２Ａａ ０．５７２Ａａ ０．５５５Ａａ ０．５７６Ａａ
１００ ２．９６４Ａａ ２．９３４Ａａ ２．９１２Ａａ ０．５１２Ａａ ０．５１８Ａａ ０．５４１Ａａ

　　注：表中数据为３个样品的平均值。每列数据后不同大写字母、
每行数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

群落结构发生了改变，镉耐性微生物成为优势种，镉敏感微生

物种群降低。

２．３　镉污染对文冠果土壤微生物代谢图谱的影响
由图２－Ａ可知，应用主成分分析法在３１个主成分中提

取的２个主成分因子，分别可以解释原变量特征的２６．８４％、
２５．２７％。用第１主成分（ＰＣ１）和第２主成分（ＰＣ２）作图表征
文冠果第１生长期土壤中微生物的代谢特征。主成分得分系
数的方差分析结果表明，ＰＣ１得分系数差异显著（Ｆ３，８ ＝
６１９６，Ｐ＝０．０１８＜０．０５）。这种差异主要表现在图２－Ａ中
１００ｍｇ／ｋｇ镉处理的微生物群落落在 ＰＣ１正方向，对照、
１０ｍｇ／ｋｇ镉处理的微生物群落位于ＰＣ１的负方向，５０ｍｇ／ｋｇ
镉处理的微生物群落居中，说明１００ｍｇ／ｋｇ镉处理与对照及
１０ｍｇ／ｋｇ镉处理差异显著。通过主成分分析发现，Ｄ－纤维
二糖、α－Ｄ－乳糖、ｉ－赤藓糖醇、Ｄ，Ｌ－α－磷酸甘油、α－丁
酮酸、甘氨酰－Ｌ－谷氨酸、２－羟基苯甲酸、苯乙胺等与 ＰＣ１
正相关，衣康酸、丙酮酸甲酯、Ｌ－天门冬酰胺、吐温－８０等与
ＰＣ１负相关。

　　文冠果第２生长期土壤中微生物的代谢特征见图２－Ｂ，
得分系数的方差分析结果表明，ＰＣ１得分系数差异极显著
（Ｆ３，８＝１２．５５６，Ｐ＝０．００２＜０．０１）。这种差异主要表现在图
２－Ｂ中１０ｍｇ／ｋｇ镉处理的微生物群落落在ＰＣ１负方向，对照
及５０ｍｇ／ｋｇ镉处理的微生物群落位于 ＰＣ１的正方向，说明
１０ｍｇ／ｋｇ镉处理与对照及５０ｍｇ／ｋｇ镉处理之间差异极显著，
而对照及５０、１００ｍｇ／ｋｇ镉处理之间并无显著性差异，以上结
果表明与空白对照相比，高浓度的镉污染并没有改变微生物

群落碳源利用的功能多样性，证明文冠果土壤微生物对镉污

染具有一定的耐受性，在镉污染条件下仍可以保持特定的活

性能力。通过主成分分析发现，α－Ｄ－乳糖、Ｄ－木糖／戊醛
糖、ｉ－赤藓糖醇、Ｄ－甘露醇、Ｎ－乙酰 －Ｄ葡萄糖氨、Ｄ－葡
糖胺酸、Ｌ－丝氨酸等与ＰＣ１正相关，说明１０ｍｇ／ｋｇ镉浓度的
土壤中，微生物降低了对上述碳源的利用率。而衣康酸、糖苷

与ＰＣ１负相关，表明１０ｍｇ／ｋｇ镉浓度的土壤中，微生物增加
了对这些碳源的利用率。

文冠果第３生长期土壤中微生物的代谢特征见图２－Ｃ，
ＰＣ１、ＰＣ２得分系数的方差分析结果表明，各处理之间得分系
数差异不显著（ＰＣ１：Ｆ３，８ ＝２．１９７，Ｐ＝０．１６６＞０．０５，ＰＣ２：
Ｆ３，８＝０．３２８，Ｐ＝０．８１０＞０．０５）。说明在第３生长期土壤微
生物群落没有显著变化，这与 ＡＷＣＤ变化一致，这可能是由
于交换态镉会随时间的延续而逐渐减小所造成的。

３　结论与讨论

微生物是土壤中生物量最大、种类最丰富的类群，对于重

金属污染，土壤微生物与其直接接触、关系密切，与植物相比

微生物对污染物的反应更加灵敏。曾路生等在水稻盆栽条件

下，添加外源镉，发现镉浓度较低时，土壤微生物量碳和氮与

镉浓度呈正相关关系，而较高的镉浓度使二者呈负相关关系，

镉浓度的转折点因土壤性质有所差异［１０］。本试验中发现的

当镉浓度为１０ｍｇ／ｋｇ时可以提高微生物的生物量，增加微生
物代谢活性的结论与之相一致。本研究中，高浓度的镉污染

对文冠果土壤微生物的影响不大，说明文冠果对重金属镉具

有一定的耐受性。随着生长期的延长，在第３生长期，镉污染
对文冠果土壤微生物的影响有减弱的趋势，主要是由于重金

属元素在土壤中的活性或有效性会随其存在的时间发生变

化，交换态镉会随时间的延续而逐渐减小［１１］。Ｉｐｓｉｌａｎｔｉｓ等通
过盆栽试验对高浓度铬污染下芥菜根际微生物群落进行研

究，４周后，土壤中铬的有效态明显降低，微生物的多样性提
高，可能是由于重金属使优势种的优势度降低，从而消除了优

势种对其他物种的竞争抑制作用，使微生物的多样性有所提

高［１２］。本研究中发现的镉浓度为１００ｍｇ／ｋｇ时微生物丰富
度、均匀度最高，而镉浓度为１０ｍｇ／ｋｇ时微生物丰富度、均匀
度最低这一结论与之相似。另外，段学军等采用现代分子生

物学技术，探讨重金属镉污染条件下稻田土壤微生物种群的

基因多样性，证明低浓度镉对某些微生物类群具有一定的刺

激作用，个别种群对镉胁迫较为敏感，种群数量大大降低［１３］。

环境微生物研究中，ＢｉｏｌｏｇＥｃｏ微平板由于操作简单得到
广泛应用，且这种方法能够获得丰富的数据，从而能直观反映

微生物种群的整体活性。彭芳芳等利用 ＢｉｏｌｏｇＥｃｏ微平板技
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术探索铀污染与土壤微生物群落结构和功能的关系，通过计

算各样品的ＡＷＣＤ、Ｓｈａｎｎｏｎ指数和Ｓｉｍｐｓｏｎ指数等来指示微
生物的结构和功能变化，得到最终结论，不同浓度的铀污染会

使土壤微生物的 ＡＷＣＤ降低３７．６％ ～９２．０％［１４］。对 Ｂｉｏｌｏｇ
Ｅｃｏ数值进行主成分分析发现，土壤微生物群落代谢多样性
表现出差异的主要碳源为碳水化合物类，其次是氨基酸类以

及胺类［１４］。目前，关于这些大分子与微生物之间的相互调节

作用，国内主要利用 ＢｉｏｌｏｇＥｃｏ微平板试验，但须要新的方
法、新的思路补充进来以便更深入地研究。鲁顺保等引用国

外的ＭｉｃｒｏＲｅｓｐ方法研究了澳大利亚３种类型森林（湿地松、
南洋杉、贝壳杉）土壤微生物的功能多样性，结果发现土壤ｐＨ
值对微生物利用 Ｌ－丙氨酸、精氨酸、Ｄ－（＋）－葡萄糖、
Ｎ－乙酰基－氨基葡萄糖的影响较大，这些类群的微生物主
要分布在贝壳杉林地；分布在南洋杉林地的微生物对柠檬酸、

Ｌ－苹果酸和γ－酪氨酸的利用率较大，且主要是受总磷含量
的影响；Ｄ－（＋）－果糖、柠檬酸和Ｌ－半胱氨酸 －盐酸等受
水分、总氮含量、总碳含量等的影响较大，这类微生物类群主

要分布在湿地松林地［１５］。ＭｉｃｒｏＲｅｓｐ方法结合了 Ｂｉｏｌｏｇ和底
物诱导呼吸２种方法的优点，可以研究整个土壤中微生物的
代谢功能，且耗费低、研究周期短［１６］，可以作为将来试验设计

的一种参考。另一方面，为了了解镉等重金属污染与微生物

群落结构变化之间的关系，可以深入利用分子生物学技术研

究微生物群落组成［１７－１８］。微生物代谢周期较短，从遗传学或

进化学角度考虑，微生物群落结构变化过程是一个优胜劣汰

的过程，镉添加过程作为外界刺激会造成微生物遗传信息的

变化，更深一步，可以考虑从基因、蛋白质组学或基因组学角

度来解释这种变化发生的根本原因［１９］。

本研究利用主成分分析法研究了镉添加条件下微生物对

碳源利用的变化，可以从侧面反映微生物群落变化和微生物

活性变化，例如，在第 １生长期内，１００ｍｇ／ｋｇ镉促进了以
Ｄ－纤维二糖、α－丁酮酸、甘氨酰－Ｌ－谷氨酸、２－羟基苯甲
酸、苯乙胺等为营养的微生物的生存，而抑制了以衣康酸和糖

苷为碳源的微生物的存活。从图１和表２来看，镉添加对微
生物活性的影响在第２生长周期表现的最明显，土壤微生物
活性升高，多样性降低，利用碳水化合物的土壤微生物种群降

低，能利用多聚物的微生物种群增加。这很可能是重金属镉

的选择性所致，利用碳水化合物的微生物对镉敏感，在镉的作

用下种群数降低；能利用衣康酸、肝糖的微生物对重金属镉有

耐受性，种群数升高。Ｒｏａｎｅ等通过 ＤＮＡ分析，检测镉污染
及无污染土壤中的微生物组成，结果发现，镉污染的土壤中可

培养的微生物数量减少，但能分离出抗性微生物［２０］。镉耐性

微生物成为优势种，镉敏感微生物种群降低，因此文冠果第２
周期应该是对镉添加最敏感的时期，在今后研究镉对文冠果

土壤微生物影响时应格外关注。
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（１６５）：３７６．

［２０］ＲｏａｎｅＴＭ，ＰｅｐｐｅｒＩＬ．Ｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｐｏｎｓｅｓｔｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｌｙｔｏｘｉｃ
ｃａｄｍｉｕｍ［Ｊ］．ＭｉｃｒｏｂｉａｌＥｃｏｌｏｇｙ，１９９９，３８（４）：３５８－３６４．

—１３２—江苏农业科学　２０１８年第４６卷第６期


