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石墨烯施用后对土壤酶活性及土壤微生物群落的影响
① 

李丽娜1,2，滕  应1*，任文杰1，李振高1，骆永明1 

(1 中国科学院土壤环境与污染修复重点实验室(南京土壤研究所)，南京  210008；2 中国科学院大学，北京  100049) 

摘  要：将不同浓度的纯石墨烯和氧化石墨烯(0、100、1 000 mg/kg)分别加入潮土和红壤两种土壤中，培养 56

天后测定潮土和红壤中的脲酶、过氧化氢酶活性，微生物功能及遗传多样性变化。结果表明，培养 0、7、14、56 天

后，100和 1 000 mg/kg浓度的石墨烯和氧化石墨烯对红壤和潮土的脲酶和过氧化氢酶活性没有显著的影响。两种浓度

的石墨烯和氧化石墨烯对红壤和潮土微生物的 AWCD指数没有显著的影响，且两种土壤之间未表现出差异。对添加 0、

200和 1 000 mg/kg氧化石墨烯的潮土进行 DGGE测试分析，处理组与对照组相比增加了 3个条带，测序分析认为这 3

个条带与鞘氨醇单细胞菌属和未被培养的细菌类似，可见氧化石墨烯对土壤中微生物有一定的影响，能引起耐受菌数

量的增加。 
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石墨烯(Graphene)是碳原子以 sp2 杂化轨道构成

的层状二维纳米材料[1]，是构建富勒烯、碳纳米管、

石墨的基本结构单元。石墨烯具有独特的物理、化学

性质,如巨大的比表面积、优良的导电性能和机械强

度[1]、良好的导热性以及独特的光学性能[2-3]，这些性

质使得石墨烯在能源、材料[4]、电力[5]、生物制药[6–8]

和污染修复[9]等领域表现出了巨大的应用潜力。随着

制备方法的不断成熟，石墨烯已经逐步转入工业化生

产。目前，我国在常州已建立石墨烯产业基地。到

2016年，常州的石墨烯产量将会达到 1 000 t。据估

计到 2020 年，石墨烯的产值将超过 60 亿[10]。随着

生产应用的不断增加，石墨烯将会大量地进入土壤环

境中[5–6]，与土壤成分发生作用，对土壤的物化性质

产生影响[11]。因此在大规模使用前，有必要对石墨烯

的土壤环境影响进行研究。 

土壤微生物群落变化是深入了解石墨烯土壤环

境影响的一个有效指标。据报道石墨烯对植物、动物、

微生物的生理代谢具有一定的毒性作用[12–17]。在纯

培养条件下石墨烯能够抑制细菌生长。石墨烯与革兰

氏阴性菌——大肠杆菌和革兰氏阳性菌——金黄葡

萄球菌接触后，能造成细菌的细胞损伤，同时还会影

响细菌细胞的电子传递[17]。石墨烯和氧化石墨烯的

悬浮液能够抑制大肠杆菌的生长，石墨烯制成的薄膜

也能抑制大肠杆菌的活性[10]。石墨烯对废水中的微

生物具有毒性剂量效应，并且浓度在 50到 300 mg/L

范围内毒性作用最强。石墨烯引起生物体内产生大量的

活性氧离子被认为是影响微生物生长的主要机制[10]。

但是目前关于石墨烯进入土壤环境后对微生物群落

的影响研究很少。因此，本文通过土壤酶活性分析以

及 Biolog微平板法和基于土壤DNA提取的分子生物

学技术[18–20]，探究纯石墨烯和氧化石墨烯对土壤中

微生物群落结构的影响，为石墨烯污染土壤生态风险

评价提供基本依据。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

1.1.1  供试土壤    供试土壤为红壤和潮土，分别采

自江西鹰潭市和河南封丘县的农田土壤。将以上两种

土壤剔除植物残根等杂物后，过 100目筛，置于 4℃ 

条件下保存备用。试验开始前需在室温条件下放置

72 h。供试土壤理化性质见表 1。 

1.1.2  药品与试剂    纯石墨烯和氧化石墨烯(纯度

>99%)购自南京先锋有限公司，单层石墨烯和单层氧

化石墨烯的片层厚度为 0.8 ~ 1.2 nm。纳米材料的尺寸
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是决定纳米材料毒性的重要因素[21]。所以在试验前对

石墨烯和氧化石墨烯进行了表征。石墨烯和氧化石墨

烯的扫描电镜图片由南京先锋有限公司提供(图 1)。目

前仍没有标准的方法表征石墨烯在土壤中的分布。 

 
表 1  供试土壤的基本理化性质 

Table 1  Physico-chemical properties of soil tested 

土壤类型 pH 有机质 
(g/kg) 

全氮 
(g/kg) 

速效磷 
(mg/kg) 

速效钾 
(mg/kg) 

阳离子交换量 
(cmol/kg) 

红壤 4.72 3.76 0.35 0.83 48 7.64 

潮土 7.35 8.25 0.89 9.21 60 17.63 

 

图 1  氧化石墨烯和石墨烯的扫描电镜图片 
Fig. 1  SEM images of graphene and graphene oxide 

 

1.2  土壤处理 

称取相当于 2 kg干重的新鲜土壤置于玻璃盒中，

加入干燥的石墨烯和氧化石墨烯粉末，使土壤中石墨烯

和氧化石墨烯的浓度达到 100 mg/kg与 1 000 mg/kg。

调节含水量至土壤最大持水量的 60%，置于 28℃ 恒

温恒湿的培养箱中避光培养。因为石墨烯不能分散

在水中，同时也为了更好地模拟固体石墨烯和氧化

石墨烯进入土壤的状态，所以在本试验中以固体粉

末的形式加入土壤。高浓度 1 000 mg/kg的氧化石墨

烯和石墨烯需要以低剂量多次添加，以便在土壤中

均匀分布[22–23]。 

1.3  土壤酶活性的测定 

土壤过氧化氢酶的测定：称取 5 g过 2 mm筛的

新鲜土样置于三角瓶，加入 40 ml蒸馏水和 5 ml 0.3% 

过氧化氢。在 120 r/min摇床上振荡 30 min，加入 5 ml 

1.5 mol/L硫酸终止反应，过滤，取滤液 25 ml，用

0.002 mol/L高锰酸钾溶液滴定至微红色。 

土壤脲酶活性测定：称取 5 g过 2 mm筛的新鲜

土样置于 50 ml容量瓶，加入 1 ml甲苯使土壤全部湿

润。培养 15 min后加入 10 ml 10% 尿素溶液和 20 ml 

柠檬酸盐缓冲溶液(pH 6.7)充分混合后在 37℃ 恒温

箱培养 24 h。用 37℃蒸馏水稀释至刻度过滤，取滤

液 1 ml置于 50 ml容量瓶中，加入 9 ml蒸馏水充分

混匀，再加入 4 ml苯酚钠和 3 ml次氯酸钠溶液。混

合后静置 20 min蒸馏水定容，在 578 nm条件下比色

测定溶液中铵态氮的含量。 

1.4  土壤微生物群落功能多样性的测定 

土壤微生物群落功能多样性采用含 31种碳源的

Biolog-ECO方法测试[17]。试验前，将 

Biolog-ECO 微平板从 4℃ 冷库中取出，在 25℃ 

条件下活化 30 min。称取相当于 10 g干土的新鲜土

于三角瓶中，加入灭菌的 0.85% NaCl溶液，250 r/min

振荡 10 min后，按照逐级稀释法将土壤悬液浓度稀

释至 10–3，取 150 µl土壤悬液接种到 Biolog-ECO微

平板孔中，每个土壤样品 3次重复。25℃ 条件下培养

168 h，每隔 12 h 在酶标仪上(quant，BioTek 公司)

读取 590 nm处的吸光值。计算平均每孔颜色变化率 

(average well color development, AWCD)来描述土壤

微生物的代谢活性。 

1.5  土壤微生物遗传多样性的分析 

采用 MPBIO公司 Fast DNA SPIN Kit for Soil试

剂盒提取添加氧化石墨烯培养 56天的潮土 DNA。对

提取的 DNA采用含 GC-clamp的 515F和 907R引物

进行扩增。引物序列分别为 CGCCCGCCGCGCG 

CGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGGTGCC
AGCMGCCGCGG和 CCGTCAATTCMTTTR AGTTT。

加入 150 ng扩增后的 PCR产物于 DGGE系统(C.B.S. 

Scientific Company Inc，USA)中。45% ~ 80% 的变性

梯度范围，8% 聚丙烯酰胺凝胶浓度，60℃ 0.5×TAE

缓冲液中 80 V电压下电泳 16 h。使用 SYBR Green I
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核酸染料(Generay TM Biotechnology)黑暗条件下染

色 30 min，在凝胶成像系统(Bio-Rad)中查看结果并

切胶。采用无 GC-clamp 的引物 515F 和 907R 进行

PCR扩增，用 pEASY Cloning KitT3(TransGen Biotech)

试剂盒进行克隆实验。并随机挑选阳性克隆委托金斯

瑞生物公司进行测序。在 NCBI提供的 BLAST中对

序列进行同源性比对。 

2  结果与讨论 

2.1  石墨烯和氧化石墨烯对土壤酶活性的影响 

土壤酶活性是评价污染物或者其他外来物质对

土壤生物活性影响的重要指标之一。如图 2所示，添

加 100 mg/kg和 1 000 mg/kg的石墨烯和氧化石墨烯 

到红壤和潮土中后过氧化氢酶和脲酶的活性在 0、7、

42、56 天与对照相比没有显著的差异。虽然潮土微

生物活性整体比红壤高，但是石墨烯和氧化石墨烯添

加后对潮土的活性也没有显著的影响。 

碳纳米材料对土壤酶活性影响研究相对比较匮

乏，主要集中在碳纳米管和富勒烯[24]。鉴于石墨烯与

富勒烯、碳纳米管的相似性质，我们将其结果与其他

两种相比较。本文的研究结果与他人研究结果是相一

致的。经过 6个月的 1 000 mg/kg的富勒烯处理后，

土壤的过氧化氢酶、磷酸酶、β-葡糖苷酶和β-葡萄糖

苷酶活性没有发生明显的变化[20]。同样经过 3 个月同

样浓度的多壁碳纳米管处理，土壤的过氧化氢酶、葡萄

糖苷酶和磷酸酶活性与对照相比没有显著的差异[24–25]。 

 

(GO-100、GO-1000表示添加 100 mg/kg和 1 000 mg/kg的氧化石墨烯，G-100、G-1000表示添加 100 mg/kg和 1 000 mg/kg的石墨烯) 

图 2  潮土脲酶(A)、红壤脲酶(B)、潮土过氧化氢酶(C)、红壤过氧化氢酶(D)相对于对照的活性变化 
Fig. 2  Relative activities of ureases and catalases in Fluvo-aquic soil and red soil treated with graphene and graphene oxide compared  

with soil controls 
 

脲酶能够专一性地促进尿素水解成氨和碳酸，是

微生物氮源的重要来源[26–27]。本文的研究表明石墨烯

和氧化石墨烯对土壤氮素的循环没有显著的影响。土壤

过氧化氢酶活性变化被广泛地用作重金属和抗菌剂毒

性的标志[24]，石墨烯对土壤中的过氧化氢酶活性没有

影响(图 2)，表明石墨烯的土壤毒性是有限的。虽然

Ahmed 等[10]研究表明当氧化石墨烯直接与过氧化氢酶

接触时会引起酶结构和性质的改变，同时氧化石墨烯能

够抑制过氧化氢酶的活性，但是本研究结果显示将氧化

石墨烯加入土壤以后，过氧化氢酶的活性与对照相比没

有发生明显的变化。这可能由两方面原因造成：一方面

碳纳米材料对细菌的毒性随着分散性和接触时间的增
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加而增加[6]。本研究将石墨烯加入土壤以后，石墨烯与

过氧化氢酶接触有限，虽然有研究表明部分石墨烯能够

进入生物体内[16]，但是由于石墨烯容易与土壤中的有

机质等发生作用，使石墨烯进入生物体内的概率比较

低。同时试验过程中土壤仅培养了 56天，短时间内石

墨烯类材料可能并没有表现出它的毒性[24]。另外活性

氧离子的产生被认为是石墨烯类物质对细菌 DNA、

蛋白质和细胞膜毒性的主要机制，石墨烯和氧化石墨

烯进入土壤后，可能并没有像在污水里面一样能引起

活性氧离子的增加[10]，从而使土壤酶活性发生变化。 

2.2  石墨烯和氧化石墨烯对土壤微生物功能多样

性的影响 

石墨烯和氧化石墨烯施用于红壤和潮土后对土 

壤微生物群落多样性指数的影响如图 3所示。AWCD

值在 12 h后开始上升，到达第 96 h以后基本趋于稳

定，这一变化趋势与他人研究结果是相一致的，微生

物经过培养以后活性逐渐增加[28–29]。加入 100 mg/kg

和 1 000 mg/kg石墨烯和氧化石墨烯的两组土壤分别

与对照组土壤相比，微生物群落 AWCD 值并无显著

性差异。土壤微生物群落多样性反映了群落整体的动

态变化，而研究土壤微生物对不同碳源利用能力的差

异则可以深入地了解微生物群落的结构组成。铜、石

油等物质进入土壤后可以改变土壤微生物对碳源的

利用[31]，但是石墨烯和氧化石墨烯加入土壤以后对

土壤微生物碳源利用未造成影响，说明石墨烯和氧化

石墨烯对微生物功能多样性影响是有限的。 

 

图 3  培养 56 天后潮土和红壤各处理 AWCD 值随时间的变化(A. 潮土、B. 红壤) 
Fig. 3  Variations of average well color development (AWCD) in two soil types treated with graphene and graphene oxide 

 

虽然 Akhavan和 Ghaderi[17]研究结果表明在纯培

养的条件下两种类型石墨烯与细菌表面接触，通过损

伤细菌的细胞膜造成细菌成活率降低，但本研究中，

加入土壤中的石墨烯并没有引起土壤微生物的 AWCD

指数的变化。此结果与之前 Tong 等[18]和 Shrestha

等[24]的研究结果相一致，10、100和 1 000 mg/kg的

富勒烯和多壁碳纳米管对土壤微生物的群落没有显

著的影响。而 Jin等[30]的研究发现革兰氏阳性和革兰

氏阴性菌的生物量与单壁纳米管的含量呈负相关。通

过比较 Shrestha和 Jin的研究结果发现多壁纳米管和

单壁纳米管对土壤微生物具有不同的作用效果，说明

了纳米材料尺寸影响其毒性的大小。此次研究未探讨

不同尺寸石墨烯对土壤微生物群落结构的影响，但是

使用了两种类型的石墨烯：纯石墨烯和氧化石墨烯。

虽然两种材料的结构不相同，物化性质有差异，但是

这两种物质的片层厚度是一样的，两种物质的试验结

果没有显著差异，这也说明纳米尺寸可能对纳米材料

的毒性起到了一定的作用。 

2.3  石墨烯和氧化石墨烯对土壤微生物遗传多样

性的影响 

采用 PCR-DGGE方法研究了潮土中细菌群落结

构的变化，16S rRNA基因片段的指纹图谱显示，添

加氧化石墨烯土壤与对照土壤相比多了 1、2、3三个

条带。通过对测序结果构建系统发育树(图 4)可以看

出处理组所增加的电泳条带与鞘胺醇单细胞菌属和

未被培养的细菌具有很高的相似性(>99%)。 

氧化石墨烯对土壤微生物群落的遗传多样性的

影响是有限的，这与 AWCD 指数变化一致。DGGE

是一种对土壤中化学物质作用进行评价的有效方法[19]。

尽管在该研究中，处理组土壤中加入的氧化石墨烯浓

度达到了 1 000 mg/kg，但是处理组土壤中仅分离出 3

个有差异的条带，通过克隆检测这 3个条带为鞘氨醇

单胞菌属和未被培养的细菌。这说明氧化石墨烯的加

入只引起了少部分的细菌发生变化，对土壤功能具有

重要作用的绝大多数细菌没有产生影响。这个结果与

Tong 等[18]研究是一致的。土壤中加入富勒烯后土壤 
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图 4  DGGE 条带的系统发育树 
Fig. 4  Phylogenetic tree of DGGE bands and their nearest neighbors in GenBank 

 

中微生物的群落结构与对照相比未发生明显的变化。

有研究发现当碳纳米管用量达到 10 000 mg/kg时，多

环芳烃降解菌等会发生增加，表明多壁纳米管能够引

起土壤中耐受菌数量的增长[24]。单壁碳纳米管能够

引起与土壤营养物质循环相关细菌和真菌数量的减

少[30]。而在本研究中，氧化石墨烯也引起了多环芳

烃降解菌数量增加，但未引起细菌数量的减少。据

报道鞘氨醇单细胞菌属细菌能够降解土壤中多环芳

烃[31]，同时对重金属锌[34]具有极强抗性。这说明氧

化石墨烯对土壤环境造成了一定的影响，引起耐受菌

的增加。 

本研究结果显示石墨烯在短期内对红壤和潮土

脲酶、过氧化氢酶活性、微生物群落多样性没有影响。

造成这个差异的原因可能是施用石墨烯后，土壤中的

无机盐离子、有机质和土壤胶体的存在影响了石墨烯

的迁移转化，最终影响了石墨烯在土壤中的暴露浓度

和毒性大小[11,33]。Lanphere等[34]研究了离子强度对氧

化石墨烯在饱和石英砂柱的迁移行为影响。当离子强

度较高时，由于团聚和相互作用的增强，氧化石墨烯

在饱和多孔介质中的迁移能力降低。因此土壤中存在

的离子可能影响了石墨烯对土壤的毒性。研究表明石

墨烯具有大的比表面积，这一特性使石墨烯容易与土

壤有机质结合，并且吸附土壤里的有机物质，致使石

墨烯在土壤中难以发生迁移。土壤中的胶体与石墨烯

类物质相互作用，也会使石墨烯类物质发生团聚，从

而减少石墨烯类物质对细菌的毒性[14]。本研究选择

有机质含量和阳离子交换量具有明显差异的两种土

壤，我们假设石墨烯能够克服土壤中有机质和离子的

影响，对土壤微生物的生长产生影响。但是即使石墨

烯和氧化石墨烯浓度达到 1 000 mg/kg，两种土壤的

微生物多样性没有发生显著的变化。所以有必要进

一步开展更加严格的条件控制试验，找到影响土壤

中石墨烯生物有效性的因素，以对其环境风险评估

提供参考。 

3  结论 

石墨烯和氧化石墨烯对潮土和红壤脲酶和过氧

化氢酶活性及微生物功能多样性没有显著的影响，氧

化石墨烯能够引起鞘氨醇单细胞菌属和未培养过的

细菌增加。石墨烯进入土壤以后受到多种因素的影

响，是其毒性作用受到限制的主要原因。本研究主要

选择了潮土和红壤两种土壤，而且只培养了 56 天，

石墨烯对其他土壤类型的作用以及在长时间培养下

是否能对土壤生物活性产生影响，以及石墨烯的环境

行为生物有效性、生物毒性机理等，还有待于进一步

研究。 
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Effects of Graphene on Soil Enzyme Activities and  
Microbial Communities 

LI Lina1, 2, TENG Ying1*, REN Wenjie1, LI Zhengao1, LUO Yongming1 
(1 Key Laboratory of Soil Environment and Pollution Remediation, Institute of Soil Science, Chinese Academy of Sciences, 

Nanjing  210008, China; 2 University of Chinese Academy of Sciences, Beijing  100049, China) 

 

Abstract: In this study, soils were treated with 0, 100 and 1 000 g/kg pristine graphene and graphene oxide for up to 56 

days, respectively. Treatment effects on urease and catalase activity, microbial communities were evaluated. Microbial community 

sizes were evaluated by using both Biolog-eco plate and DGGE method. The results showed that the introduction of graphene, as 

either pristine graphene or graphene oxide, had little impact on urease and catalase activities after cultivation for 0, 7, 14 and 56 

days. AWCD values of red soil and fluvo-aquic soil treated with graphene and graphene oxides showed no differences as 

compared with control. Only DGGE results showed a little changes of bacterium genera in fluvo-aquic soil treated with graphene 

oxide. 
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