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摘　要　　随着研究方法的改进 ,采用微生物学指标评价土壤重金属污染越来越受人们关注。比较敏感
的指标有:对重金属敏感细菌与耐性细菌之比 ,脱氢酶活性与土壤有机碳之比 ,代谢商 ,微生物生物量碳与土壤

有机碳之比 ,异养固氮菌的固氮作用。但微生物的生物量及其活性在受重属金影响的同时也受土壤性质及自

然条件的影响 ,应当把微生物学性质的变化与重金属的形态 、植物吸收联系起来评价污染土壤。
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重金属污染土壤的修复必须以科学的评价为基础 。评价的指标应该是严格可控的 ,便

于评价者对一种土壤是否被污染以及污染的程度作出判断 。采用化学方法来评价土壤已有

数十年的历史。化学评价的优点在于可提供土壤中污染物浓度的绝对值 ,并可与背景值相

比较 。但化学方法不能提供一个土壤中金属浓度的允许标准
[ 11]

;其次 ,评价土壤中重金属

的毒性必须以其生物有效量而不是总量为标准[ 2-3] 。土壤中重金属浓度有一个很宽的范

围 ,但金属总量与其生物效应之间常常没有联系 ,一种土壤中高浓度的某种金属对土壤不一

定有很大的影响 ,而对另一种土壤较低的浓度影响可能更大 。很清楚 ,起决定作用的是金属

的生物有效性 ,土壤溶液中的可溶态及可提取态最为重要。但直到现在 ,区分测定金属形态

仍难以办到[ 4] 。

微生物在土壤功能及重要土壤过程中直接或间接地起重要作用 ,包括对动植物残体的

分解 、养分的贮藏转化 、水分入渗 、气体交换 、土壤结构的形成与稳定 、有机物的合成及异源

生物的降解等[ 5] 。因此 ,微生物学参数可作为监测土壤污染的早期的 、敏感的指标 。

有许多微生物生理学性质可作为指标来评价土壤重金属污染 。Brookes认为要具备以

下条件:1.对于大多数的土壤类型和在不同的土壤条件下都可准确测定;2.由于要分析的土

壤样品数量较大 ,测定方法应经济 、简单;3.背景值或对照值也易于测定;4.指标要足够灵

敏 ,同时也要稳定;5.这些指标在现有科学基础上真实可靠[ 6] 。这些指标大致可分为两类:

一是微生物的生物量 ,二是微生物的活性。

1　评价指标

1.1　生物量

微生物的生物量能代表参与调控土壤中能量和养分循环以及有机质转化的对应微生物

的数量 ,与土壤有机质含量密切相关。而且土壤微生物量碳或氮转化迅速能在检测到土壤

总碳或总氮变化之前表现出较大差异 ,是比较敏感的指标。
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Brookes等采用氯仿熏蒸法测定了施用含重金属的污泥达 20年的农业土壤中微生物的

总量 ,认为重金属对土壤微生物总量有抑制作用 ,与土壤 A TP 法测定结果一致[ 7] 。其后

Brookes等采用直接显微计数法测定的结果与此相似 。Chander与 Brookes采用氯仿熏蒸法

测定了不同金属浓度对微生物生物量的影响 ,研究认为在 EC(欧盟)标准附近的重金属浓度

对微生物生物量没有大的影响 ,EC标准 2.5倍的 Cu 、Zn 使生物量下降 40%,EC 标准 2倍

的Cd 、2 ～ 3倍的 Ni对微生物的生物量没有影响[ 8] 。Fliebbach 等研究了长期施用含重金属

(Cu 、Zn 、Cd 、Ni)的污泥土壤中微生物数量与重金属浓度的关系 ,认为低浓度的重金属能刺

激微生物的生长与微生物的活性[ 9] 。

采用微生物的总量作为指标有两个问题 ,一是微生物生物量与重金属浓度的反应曲线

通常都呈“S”形 ,很难确定标准;另一个问题在于怎样评价生物量的变化 ,生物量的下降并

不意味着种群有灭绝的危险 ,理论上会有两种或几种更具耐性的种来填补 ,从而丰富了微生

态系统
[ 10]

。此外 ,由于其他的变化如有机质含量 、pH 、粉砂含量 、温度 、水分 、氧气及养分供

应等哪怕很小的变化都会导致微生物的数量和活性极大的波动
[ 11]

。所以采用总的生物量

来评价土壤的重金属污染有相当的难度 。近年来的研究发现了 2个较为敏感的指标 。

1.1.1　重金属敏感细菌与耐性细菌之比

Arnebrant等研究发现重金属污染水平与真菌总量相关性不好 ,但在加入 200mg/kg Cu

的麦芽琼脂培养基上能够生长的真菌(耐性真菌),其数量与重金属的浓度有相关性 ,未污染

的对照处理 , 耐性真菌占 3.1%, 而加重金属处理的耐性真菌占 24%[ 12] 。 Jo rdan 和

Lechevalier也发现在 Zn污染的土壤中 ,耐性真菌占总量的 24%而对照为 4.5%。

原核生物(细菌 、放线菌)比真核生物(真菌)对重金属更敏感 ,细菌比放线菌更敏感 ,而

格兰氏阳性菌对重金属的敏感性又强于格兰氏阴性菌[ 13 , 14] 。Duxbury 和 Bicknell研究了自

然土与重金属污染土壤中的细菌种群 ,发现每种土壤中的细菌种群都包括两类 ,其中一种比

另一种能忍耐更大浓度范围的重金属。研究还发现污染重的土壤(Cd 、Cu 、Ni 、Pb 分别为

12 、82 、199 、207mg/kg)比污染轻的土壤(Cd 、Cu 、Ni 、Pb分别为 2 、11 、48 、13mg/kg)中耐性细

菌的数量多 15倍
[ 15]

。

以重金属敏感细菌与耐性细菌之比作为指标来评价土壤重金属污染早在 1983年就已

提出[ 15] ,但测定时需从土壤中分离培养 、再用稀释平板计数 ,由于在现在的科学水平下 ,土

壤微生物中能被分离培养的还不到 1%
[ 16 ,17]

。更何况微生物从土壤中分离出来后可能会

发生一些变化 ,这就使得其应用受到限制 。后来 Doleman 、Baath等分别对测定方法进行改

进。Doleman在研究不同浓度 Cd对微生物的影响时发现 ,随 Cd浓度的增加 ,细菌的总量并

没有明显的变化 ,但敏感菌与耐性菌的数量之比却发生了明显的变化[ 6] 。Baath 采用[ 3H]

-胸腺嘧啶来标记合成到细菌 DNA 的量来测定细菌的数量 ,这种方法被更多的研究者所

接受[ 18 ,19] 。Kubat也采用敏感菌与耐性菌的数量之比来评价捷克耕作土的质量 ,认为这一

指标对重金属比较敏感[ 20] 。

1.1.2　微生物的生物量碳与土壤有机碳之比(Cmic/Corg)

(Cmic/Co rg)是反映土壤生态系统中碳平衡的指标。当外界环境发生改变时(如耕作 、气

候及各种污染物进入土壤), Cmic/Co rg的变化可以早于其它指标被检测出来。 Insam 等通过

长期田间试验研究了气候对土壤微生物生物量的影响 。采用基质诱导呼吸法测生物量 ,发
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现气候变化与生物量的相关性不好 ,而与 Cmic/Corg有较好的相关性
[ 21] 。通常情况下 ,微生

物的生物量碳占土壤有机碳的 1 ～ 4%[ 22] 。Chander和 Brookes在同一试验场对同一对象的

研究认为 ,未加含重金属污染处理的土壤或加入不含重金属的污泥处理的土壤 ,Cmic/Co rg为

1.5 ～ 2.0%,约是含重金属污泥处理的两倍(0.7 ～ 1.0%),而高浓度的 Cu 、Zn处理的(Cmic/

Corg)只有 0.4 ～ 0.7%[ 8 ,23] 。Fliebbach等在德国的长期试验站作了同样的研究 ,认为含重金

属污泥处理的 Cmic/Corg比对照下降了 32%[ 9] 。可能是由于重金属降低了微生物对有机质

的矿化率 。

1.2　微生物活性

采用微生物活性指标 ,如呼吸作用 ,脱氢酶 、脲酶 、磷酸酶活性 ,纤维素分解作用 ,碳 、氮

矿化作用及固氮作用来评价重金属污染已有多年历史 。但许多研究结果是相互矛盾

的
[ 12 , 15]

。近年的研究表明 ,在生物活性受重金属影响发生明显变化之前 ,整个微生物区系

已经发生了质的变化[ 11] 。无论如何 ,微生物的活性对土壤 C 、N 、P 、S的循环起着决定作用 ,

近年的研究结果中 ,有 3个指标相对较为敏感 。

1.2.1　微生物的代谢商(qCO2),即单位生物量的微生物在单位时间里的呼吸作用　　环

境胁迫下 ,微生物维持生存可能需要更多的能量。Killham 等采用14C 标记的葡萄糖为基质

研究认为 q14CO2 的变化是土壤呼吸作用或脱氢酶活性变化值的两倍
[ 24] 。Brookes和 Mc-

Grath研究认为重金属污染土壤的 qCO2 是未污染土壤的两倍
[ 7]
。Chander 和 Brookes采

用14C 标记的葡萄糖和玉米为基质 ,研究土壤微生物对不同浓度重金属的反应。发现未加

入标记基质时 ,高浓度处理的 qCO2 为 51[CO2 -Cmg/g 生物量 C.天 ,下同] ,低浓度处理的

qCO2 为 35;加入
14
C标记的葡萄糖基质后 ,高浓度处理的 qCO2 为 764 ,低浓度处理的 qCO2

为463;加入
14
C 标记的玉米基质后 ,高浓度处理的 qCO2 为 520 ,低浓度处理的 qCO2 为

250[ 23] ;进一步的研究表明 ,含高浓度重金属的土壤中微生物利用有机碳更多地作为能量代

谢 ,以 CO2 的形式释放 ,而低浓度重金属的土壤中微生物能更有效地利用有机碳转化为生

物量碳 ,Cmic/Corg的分析也得出同样的结论
[ 25]

。Giovanni等研究认为土壤中重金属含量与

土壤呼吸作用呈正相关 ,当采用代谢商时相关性更好。Fliebbach 等的研究也有类似的结

果 ,认为代谢商(qCO2)是评价重金属微生物效应的敏感指标
[ 9] 。

1.2.2　异氧生物固氮作用　　固氮菌有自养 、异养与光合固氮三类 。多数土壤中异养固氮

作用由于固氮速率慢而难以作为土壤污染的指标。Rother等发现甚至在重金属浓度高出

EC标准很多倍时 ,重金属浓度与乙炔还原量都没有相关性[ 26] 。但后来 Brookes 、Lorenz等

的研究认为在 EC 标准附近的重金属浓度可降低异养固氮率 90%
[ 7 ,27]

。出现这种差异的原

因在于后者在分析前 50小时向土壤中加入了 2000mg/kg 的葡萄糖 。这种技术的应用提高

了重金属对异养固氮的敏感性 ,但要把这种方法作为标准方法 ,则需要进一步的研究 。

Brookes等在实验室严格控制条件下研究了不同重金属浓度对生物固氮的影响。采用

两种方法 ,一是乙炔还原法 ,二是用15N 标记 。两种方法有较好的相关性 ,结果认为固氮作

用与重金属浓度有显著负相关 。低浓度的重金属(EDTA 浸提 ,Zn30mg/kg ,Cu15mg/kg , Ni

2mg/kg , Cd 2mg/kg)可降低蓝绿藻固氮 50%,且含低浓度重金属的土壤中微生物的固氮量

是含高浓度重金属土壤的 10倍[ 28 , 29] 。Skujins等发现实验室条件下 Cu 、Cr污染对生物固

氮极灵敏 ,其灵敏度是土壤呼吸作用 、脲酶活性或硝酸盐合成率的 10倍 。Lorenz等测定了
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污染土壤与未污染土壤中蓝细菌的固氮作用 。他们把污染土壤与未污染土壤按不同比例混

合 ,制成有浓度梯度的污染土样 ,结果表明重金属对蓝细菌固氮有抑制 ,但不及 Brookes等

的结果显著[ 27] 。

1.2.3　脱氢酶活性与土壤有机碳之比　　Brookes等研究认为重金属污染引起脱氢酶活性

下降而对磷酸酶没有影响 。磷酸酶是胞外酶而脱氢酶是胞内酶 ,只存在于活的细胞内。所

以以脱氢酶活性作为重金属污染的指标比磷酸酶活性更灵敏
[ 7]
。

常用可溶性四唑盐类如三苯基四唑氯化物(TTC)、2-对碘苯-3-对硝基苯-5-苯基

-四唑氯化物(INT)作为 H 的受体 ,还原产物提取后用分光光度计测定 。采用三苯基四唑

氯化物(TTC)为基质有两个问题。一是 Cu对脱氢酶活性的测定有影响 ,因为 Cu对反应最

终产物三苯基甲　(TPF)的红色形成有影响 。当 Cu被加入到土壤中或以离子形态存在于

土壤溶液中时 ,这种非生理上的反应可能被误认为是 Cu 导致脱氢酶活性下降;二是 TTC

的还原作用容易受O2 所抑制 ,样品中 O2 常常导致结果的重现性差。Von Mersi等研究发

现采用 INT 为受体 ,1∶1的 N ,N-二乙基甲酰胺和乙醇为浸提剂 ,生成物的颜色稳定 ,且不

受O2 影响 ,无论厌氧或好氧条件下 , INT 的还原量都大于 TTC
[ 30]

。研究认为这是一种快

速 、准确 、重现性好的测定脱氢酶活性的方法。Aoyama等采用这一方法研究认为单位土壤

有机碳的脱氢酶活性与 Cu浓度的对数呈显著负相关 ,并与 0.1mol/ L CaCl2浸提的 Cu相关

系数最高[ 31 ,32] 。

2　存在的问题
采用微生物学性质作为土壤污染的评价指标 ,原则上值得推荐。土壤微生物的量及其

行为在许多方面的都是土壤污染理想的监测者。1998年 8月在法国召开的第 16届国际土

壤学会上 ,提出以生物学指标评价土壤质量占 70%,物理 、化学等指标只占 30%[ 33] 。但采

用生物学指标仍然存在一些问题。

首先是数据的变异问题 。文献中关于金属对微生物过程及种群的毒性有着很大的变

异。Baath 采用“没有影响的最高金属浓度”(HNOEC)和 “产生影响的最低金属浓度”

(LOEC),总结了实验室及田间条件下的研究结果 ,发现 HNOEC 、LOEC 值的变异达 100 ～

1000倍 。这种变异难以用剂量的增加或误差来解释。同一研究中不同土壤上同一生物指

标的变异也达 10 ～ 100倍[ 12] 。

其次是研究方法 。许多研究者对同样因子的研究结果相差很大 ,甚至是相互矛盾的 ,一

个很重要的原因就是研究方法 。近年来许多学者对传统方法作出改进 ,尽量避免分离培养 ,

如测定微生物群落的磷酸脂脂肪酸法 、利用 SIR的差异测微生物群落的分解代谢 ,采用

[ 3H] -胸腺嘧啶来标记合成到细菌 DNA 的量来测定细菌的数量 ,以及一些分子生物学的

方法[ 34-36] 。但所有这些都还只是一种尝试 ,要作为标准方法还需大量的研究 。

第三 ,这些微生物学性质在受重金属影响的同时 ,也受其它因素的影响 。如蓝细菌的固

氮作用受 pH 影响的程度可能大于重金属 。Dahlin等对许多被认为对重金属敏感和微生物

学性质进行研究后认为 ,这些性质与重金属浓度相关的同时也与土壤有机碳 、pH 相关 ,而且

由于土壤各个化学因子之间的相互作用影响太大 ,难以判断是什么因子引起微生物性质改

变的
[ 37]

。
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随着对微生物研究方法以及金属形态研究方法的改进[ 38 ,39] ,可能的办法是将微生物学

性的变化与金属形态特别是生物有效态以及植物的吸收联系起来研究 ,采用两个或多个相

对独立的指标来综合评价重金属污染土壤。
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