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摘要#研究了现实环境中 6?污染水平对长江流域典型土壤微生物多样性的影响&分析了现实 6? 浓度胁迫对盆栽欧美杂交杨

$,&12(203#(*&%3#0g,&12(20’%$/)%生长的紫色土和冲积土中可培养的微生物数量(生物量和细菌群落多样性的影响B结果表

明&6?处理显著增加了栽植杨树的紫色土中可培养细菌和放线菌数量&降低了可培养真菌的数量和微生物生物量 ,含量B
_ZZ+图谱显示细菌群落结构在不同 6?胁迫处理下也发生了明显改变B相反&栽植杨树的冲积土中可培养的细菌和真菌数量

在较低浓度的 6?处理中表现出增加的趋势&而高浓度的 6?胁迫均显著降低各类可培养微生物数量及微生物生物量 ,含量&
且不同6?胁迫处理下的细菌群落结构差异较小B另外&施加6? 处理对冲积土和紫色土微生物生物量 6含量均无显著影响B
本研究结果为认识现实 6?污染水平下土壤微生物特征提供了一定的基础数据B
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!!工业化(城市化的快速发展以及农业生产中化

肥(农药和除草剂的大量使用&导致了全球范围内严

重的重金属污染
)"&’* &并造成了巨大的经济损失和

不可估量的生态风险
)**B紫色土和冲积土是长江上

游 ’ 种 典 型 土 壤 类 型& 由 于 相 对 较 高 的 镉

$MG?FA>F& 6?%背景值和人类工农业活动的加剧&
越来越多的证据表明区域镉污染水平正在不断增

加
)E h%*B土壤中存在的大量6? 可以直接导致部分土

壤微生物死亡&影响部分土壤微生物的活性
)$& &* &改

变微生物群落结构和功能&进而影响土壤有效资源

的转化和循环
)# h""* &危害土壤生态系统的健康B然

而&自然环境条件下重金属的浓度及其生物有效性(
不同微生物的细胞结构组成差异等复杂性等因素导

致不同类型土壤微生物对重金属的敏感性存在较大

差异
)"’& "**B更为重要的是&现实土壤环境中 6? 的含

量常常处于国家环境质量+级标准以内
)E* &而已有

的模拟控制实验主要基于相对较高的 6? 胁迫水

平B因此&已有的实验结果难以反映现实的土壤 6?
污染水平下土壤微生物群落结构特征B

欧美杂交杨$,&12(203#(*&%3#0g,&12(20’%$/)%
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是常用的造林速生丰产树种&在长江流域典型的紫

色土和冲积土上均表现出较强适应性
)"E*B不断增加

的6? 污染水平将严重影响杨树的生长和矿质代

谢
)** &这与6? 污染条件下土壤微生物群落结构的

改变密切相关&但一直缺乏必要的研究B因此&为深

入了解现实 6? 污染条件下土壤微生物群落结构特

征&采用传统稀释平板计数与 _ZZ+技术
)")*

相结合

的方法&研究了现实环境不同 6? 胁迫条件下栽植

杨树的紫色土和冲积土中土壤微生物数量(微生物

生物量和细菌群落结构特征&以期为深入认识土壤

微生物群落主导的土壤生态过程对现实 6? 污染水

平的响应提供一定的理论依据B

LM材料与方法

LNL!供试土壤

本研究所用紫色土采自四川农业大学读书公

园&冲积土采自雅安青衣江上游滩地
)"%*B供试土壤

基本理化性质见表 "B样品采回后经自然风干(并过

筛&充分混匀后备用B土壤样品中镉含量的测定#
\,0*D\6;0ED\=三 酸 消 解& .6WD3+5 法 $ ./.5
.89L@OA? ( 5̂W型电感耦合等离子体原子发射光谱

仪%测定
)"E*B

表 LM紫色土和冲积土的基本理化性质

2GR;@"!W:<NAMDM:@FAMG;OL7O@L9A@N7SO>LO;@N7A;G8? G;;>TA>FN7A;

类型 O\ 全氮PV-IVj" 全磷PV-IVj" 全钾PV-IVj" 有机质PV-IVj" 6?PFV-IVj"

紫色土 E‘&) "‘’&( (‘EE% *‘()E ’(‘(’& ’‘#)
冲积土 &‘(’ (‘*’E (‘%"& *‘)&% &‘$** ’‘&$

LNO!实验设计

!!根 据 国 家 土 壤 环 境 质 量 标 准 $ZU")%"&D
"##)%&实验设置 E 个浓度水平$(( (‘)( "‘(( "‘)
FVPIV%&分别记为6](2"(2’(2*&每处理 * 个重复B
实验选用陶盆$上口径为 *% MF&下口径 ’) MF&高

’) MF%&每盆装土 ’( IV$以干土计%&并施入相应处

理浓度的 6?6;’-’‘) \’0$分析纯%溶液B’((& 年 *
月在杨树萌动前采集插条&选取粗细均匀(生长良好

的插条&扦插于盆中B’((& 年 "( 月于生长良好(长

势均一的杨树盆栽中多点采集土壤(充分混匀后冷

藏带回实验室&并立即进行理化性质等分析和 _,3
提取B
LNP!可培养微生物数量与微生物生物量

供试土壤的基本理化性质均采用常规方法测

定
)"$* &土壤可培养微生物数量$M7;78<S7LFA8V>8A9N&

6=X%用稀释平板法计数B细菌(放线菌(真菌的活菌

技术培养基分别采用牛肉膏蛋白胨培养基(高氏 "
号培养基和马丁氏孟加拉红培养基

)"&*B土壤微生物

生物量6$1U6%和生物量 ,$1U,%采用氯仿熏蒸D
]’50E 浸提法制取待测液

)"#* &分别采用 ]’6L’0$ 氧

化D=@50E 滴定法和半微量凯氏定 ,法测定 1U6和

1U,含 量&1U6和 1U,的 转 换 系 数 分 别 为 ?6
$(‘*&%和?,$(‘E)%B
LNQ!土壤总_,3的提取与纯化

参照 [:7> 等
)’(*

的 方 法 提 取 土 壤 微 生 物 总

_,3B取 )‘( V样品&加入 "*‘) F4O\&‘( 的磷酸钠

提取 缓 冲 液 和 )( ’4蛋 白 酶 ]$’( FVPF4%&于

*$n( ’’) LPFA8振荡 *( FA8 后&加入 "‘) F4’(q

5_5&%)n水浴 ’ :’ "* ((( LPFA8离心 "( FA8&将上

清液移入新的离心管&将沉淀重复抽提 ’ 次B收集 *
次抽提的上清液于同一管中&然后加入等体积的酚{
氯仿{异戊醇$’){’E{"%轻轻混匀&"* ((( LPFA8离心

"( FA8&将上层水相移入新的离心管&加入 (‘% 倍体

积的异丙醇沉淀&"% ((( LPFA8条件下离心 "( FA8&
弃上清液&沉淀用 $)q乙醇清洗 ’ 次&室温下晾干

后加入 )( ’42+缓冲液B用0F@VGZ@;+J9LGM9A78 IA9
以琼脂糖凝胶电泳纯化得到的总 _,3&以 (‘$q的

琼脂糖凝胶电泳进行检测片段大小和纯度B
LNS!W6/D_ZZ+分析

W6/扩增引物采用 "%5 L_,3-* 区特异性引

物 *E"S和 )*EL)’"* &其 序 列 如 下#*E"S& )xD6Z666
Z66Z6Z6666Z6Z666Z2666Z66Z66666Z666Z6
6236ZZZ3ZZ63Z63ZD*x’ )*EL& )xD322366Z6
ZZ62Z62ZZD*xB经 W6/扩增后可得的 产 物 长 约

’(( ROBW6/反 应 的 体 系 为 )( ’4& 包 括 ’) ’4
2GIGLGWL@FAJ+J=)Y& 上( 下 游 引 物 各 " ’4$’(
FF7;P4%&约 "(( 8V模板&最终以去离子水补足 )(
’4BW6/扩增反应条件为#预变性#En ) FA8&前 ’(
个循环为#En变性 " FA8&%) h))n退火 " FA8 和

$’n延伸 " FA8$每个循环后退火温度下降(‘)n%&
后 "( 个循环为 #En变性 " FA8&))n退火 " FA8 和

$’n延伸 " FA8&最后 $’n再延伸 ) FA8)’’* &W6/反

应在UA7D/G? A6<M;@热循环仪中进行B采用 UA7D/G?
_M7?@N<N9@F对W6/产物进行电泳分离B变性剂浓

度为 *)q h%)q&于 "(( -&%(n下电泳 "% :B电泳

结束后经硝酸银染色
)’** &UA7D/G? Z5D&(( 光密度仪

#*"’
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成像B
LN!!数据分析

_ZZ+凝胶上的每一个条带都代表一个单独的

序列 类 型 或 系 统 发 育 类 型&采 用 UA7DLG? b>G89A9<
08@E‘%’ 软件(以非加权组平均法$>8Q@AV:9@? OGALD
VL7>O F@9:7? QA9: GLA9:F@9AMGT@LGV@N& XWZ13%方法

对电泳图像进行聚类分析B通过条带的相对位置和

相对强度计算 5:G8878DaA@8@L指数$L%和 5AFON78
指数$@% )’E*

来评价样品中微生物的多样性B

L69!
0

%6"
,%;8,%!!@6!

’

%6"
,’%

式中&’ 表示每个样品中检测到的条带数&0表示

_ZZ+检测到的不同条带的总和$0&’FGJ%&,%表示

样品中各个条带的强度占样品总强度的百分含量B
这些指数可以用来评价土壤微生物群落的基因多样

性
)’E*B数据的分析采用 5W55 "&‘( 软件进行&以45_

法检测不同处理间的差异显著性$1t(‘()%B

OM结果与分析

ONL!可培养微生物计数

紫色土可培养细菌和真菌数量均大于相应处理

条件下冲积土&但可培养放线菌数量小于冲积土B施
加 6? 处理显著增加了紫色土中可培养细菌和放线

菌数量&二者在 * 个处理条件下表现为 2* p2" p
2’&但可培养真菌数量和真菌P细菌表现出随 6? 浓

度的增加而降低的趋势$表 ’%B相对于不施 6? 处

理&2" 和2’ 处理表现出冲积土可增加培养细菌和

真菌数量的趋势&但 2* 处理降低了细菌和真菌数

量B施加 6? 处理显著降低了冲积土可培养放线菌

数量B
表 OM不同土壤类型下 -*对可培养的土壤微生物数量的影响"%

2GR;@’!+SS@M9N7S?ASS@L@896? N>OO;A@N78 M>;9>LGR;@N7A;FAML7RAG;GF7>89N

类型 处理
细菌g"(E

P6=X-Vj"
真菌g"(*

P6=X-Vj"
放线菌g"(E

P6=X-Vj"
真菌P细菌数量比

g"( j’

紫色土

冲积土

6] &&‘)’ o(‘)( G "$‘%$ o)‘’( G "E‘(( o’‘() G "‘## o(‘%( G
2" ’("‘"E o"‘(( R &‘%$ o’‘E) R )&‘(( ol$‘E& GR (‘E% o(‘*( R
2’ ")&‘E# o$‘)( M $‘** oE‘## R E)‘(( oE‘$& R (‘E* o(‘"( R
2* ’)$‘$) o(‘)( ? E‘(* o(‘&’ R $(‘%$ o")‘&$ M (‘"% o(‘’( R
6] $(‘E’ o&‘"" G E‘) o(‘E" G ’$’‘*" o)‘’& G (‘% o(‘(% G
2" "*’‘)’ o#‘)’ R )‘(" o(‘&’ GR "%$‘) o)‘) R (‘) o(‘(% GR
2’ $&‘)& o"(‘*# M %‘"E o"‘"’ R ’"*‘E" o%‘*’ M (‘& o(‘"* M
2* %’‘"E o$‘"# M *‘’" o(‘&’ M "%#‘*E o"(‘%$ R (‘E o(‘"* R

"% 6](2"(2’和2*分别表示施加(( (‘)( "‘(和"‘) FVPIV$以6?P干土计% 处理& 下同’ 同列不同字母表示相同土壤不同处理间的显著差异$1t(‘()%

ONO!土壤细菌群落结构

各处理细菌 "%5 L_,3-* 区片段_ZZ+分析显

示$图 "%&6? 胁迫明显增加了紫色土土壤细菌群落

条带数&并出现了一些特有的条带&各处理间相似性

较低B然而&6? 胁迫明显降低了冲积土土壤细菌群

落条带数&且各处理间共有条带较多B施 6? 处理下

冲积土细菌群落条带相似度达 (‘$*&2" 和 2* 处理

下相似度达 (‘&&$图 ’%B
尽管 ’ 种类型土壤各处理间细菌群落 5:G8878D

aA@8@L指数无显著差异$图 *%&但在紫色土上表现

出随 6? 浓度增加而增加的趋势&在冲积土上表现

出随6? 浓度增加而下降的趋势B施加 6? 处理明显

增加了冲积土细菌群落的 5AFON78 指数&紫色土中

以2" 处理也有显著增加&而冲积土中以 2’ 处理

最高B
ONP!微生物生物量 6和,

紫色土 1U6明显小于相应处理下冲积土&而

1U,明显大于冲积土$图 E%B施加 6? 处理并不显

著影响紫色土 1U6&但显著降低 1U,&并显著增加

1U6P1U,B相对于不施 6? 处理&2’ 显著降低冲积

土1U6和1U,&但2" 显著增加冲积土 1U,&降低

1U6P1U,B

PM讨论

微生物群落结构的变化能够较早地预测环境质

量的变化&是最有潜力的敏感性生物指标之一
)’)*B

本研究结果表明不同土壤环境条件下微生物群落对

6? 胁迫的响应存在明显的差异B施加 6? 处理明显

增加了栽植杨树的紫色土中可培养细菌和放线菌数

量&出现了一些特异性的细菌类群&降低了可培养真

菌的数量和 1U,含量B相反&栽植杨树的冲积土中

可培养的细菌和真菌数量在较低浓度的 6? 处理中

表现出增加的趋势&而高浓度的 6? 胁迫显著降低

各类可培养微生物数量和 1U,&且各处理下细菌群

落结构的相似度较大B这一方面说明现实环境浓度

的6? 污染对土壤微生物群落结构具有一定程度

(E"’
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图 LM不同 -*处理下紫色土和冲积土土壤细菌群落

的 5@@/分析结果

=AVB"!_ZZ+OL7SA;@N7SGFO;ASA@? "%5 L_,3V@8@7SO>LO;@

N7A;G8? G;;>TA>FN7A;QA9: ?ASS@L@896? N>OO;A@N

!!

的影响&进而改变土壤物质循环与能量流动等过程’
另一方面也表明这种影响与土壤环境背景密切相关B

采用平板计数的传统方法可以很好地了解可培

养微生物的群落结构特征
)’%*B这部分可培养微生物

!!

图 OM基于 5@@/分析结果的聚类分析

=AVB’!6;>N9@LG8G;<NAN7S_ZZ+OL7SA;@7SGFO;ASA@?

"%5 L_,3V@8@SL7FO>LO;@G8? G;;>TA>FN7A;

不同字母表示相同土壤不同处理间的显著差异 $1t(‘()%&下同

图 PM不同土壤类型下 -*对细菌多样性的影响

=AVB*!+SS@M9N7S?ASS@L@896? N>OO;A@N78 RGM9@LAG;RA7?AT@LNA9<

可以认为是具有活性和正常功能的耐受性优势微生

物类群&在土壤物质转化等过程中具有十分重要的

意义B本研究中&低浓度 6? 处理后 ’ 种土壤类型下

细菌数量均表现出增加的趋势&这可能是由于可培

养部分的细菌对 6? 有较强耐性&且低浓度 6? 的存

在可以刺激植物的生长
)’$* &为土壤微生物提供更多

的底物B这与已有的研究结果基本一致
)’&*B但 6? 处

理浓度进一步升高&达到甚至超出微生物最大耐受

度时&种群正常的生理活动就会受到影响或改变&最

终表现为明显的毒害作用B本研究中高浓度 6? 处

理显著降低了冲积土各类可培养微生物数量也充分

说明了这一点B一般地&酸性环境下 6? 的有效性相

对较高&其生物毒性也相对较高&可能对土壤微生物

的伤害作用更强B然而&本研究结果中&不同浓度 6?
处理下酸性紫色土中可培养细菌和真菌数量均显著

大于碱性冲积土B这主要与紫色土肥力较高(有机质

含量丰富(微生物底物有效性相对较高密切相关

$表 "%B相对于真菌&细菌和放线菌的敏感性(耐受

性和变异性相对较大
)’#*B尽管受到相似的环境干

扰&细菌和放线菌可以通过改变自身群落结构较好

地适应新的环境&且施加 6? 处理可能增加部分微

生物的底物有效性&从而表现出可培养细菌和放线

菌数目在紫色土中增加的趋势B6? 在一定程度上也

可以刺激部分细菌的生长&在 W6/D_ZZ+条带分析

中 也 发 现 了 一 些 特 异 性 条 带B47L@8cG)"(* 和

=A;@�RGM:)*(* 等也观察到相似的现象B但是&冲积土
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图 QM不同土壤类型下 -*对土壤微生物生物量的影响
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中微生物群落结构相对简单&较强的环境干扰可能

一定程度上影响可培养微生物的数量B这从细菌

W6/D_ZZ+条带相似度分析也可得出相似结论&紫

色土各 处 理 间 细 菌 群 落 结 构 相 似 度 明 显 小 于 冲

积土B
W6/D_ZZ+是近年来较为常用检测微生物群落

结构的手段之一&可以一定程度上弥补传统平板培

养法对现存微生物计数不完整的缺陷B对 ’ 类土壤

不同浓度 6? 处理间 W6/D_ZZ+条带分析表明&6?
胁迫显著增加了紫色土细菌群落条带数目&但降低

了冲积土细菌群落条带数目B这与可培养细菌计数

结果基本一致B主要的原因可能是紫色土具有相对

较好的微生物底物条件&具有相对丰富的细菌群落

类型&在接受环境干扰下具有相对较高的缓冲性B不
仅如此&施加 6? 一定程度上促进了部分耐受性细

菌的生长和发展&改变了细菌群落结构&这和段学军

等
)")*

的结果一致B一些特异性条带的发现和相对较

小的 相 似 度 可 以 充 分 证 明 这 一 观 点B另 外&根 据

5:G8878DaA@8@L和 5AFON78 多样性指数的变化&也可

以看出 6? 对紫色土中的细菌表现出一定的刺激作

用&提高了土壤细菌的多样性&但优势度有一定的降

低B而冲积土中则表现出相反的规律B这主要与土壤

中土著细菌群落及其对 6? 的耐受性差异(以及 6?
胁迫条件下某些优势类群的出现与消亡密切相关B

微生物生物量可以一定程度上表征土壤现存微

生物生长和存活状况&是评价重金属影响土壤微生

物的最为敏感的指标之一
)"’*B尽管可培养微生物数

量在各处理间表现出明显差异&但是 ’ 类土壤中不

同处理间 1U6并无显著差异B这可能是土壤中 6?
敏感类群与耐性类群之比发生了明显的变化&土壤

微生物群落结构发生改变&但总的数量和生物量并

没有发生明显的变化
)*"*B_GL等

)*’*
发现 "( FVPIV的

6? 处理没有明显影响土壤微生物生物量也充分证

明了这一点B然而&1U,表示土壤微生物利用 ,元

素的能力和效率&在本研究中并未随着 1U6的变化

而变化B6? 处理显著降低了 ’ 种土壤中 1U,&这充

分说明 6? 处理已经影响了土壤D植物系统中微生物

对,元素的转化和利用B已有的研究也观察到相似

的结论
)*’ h*E*B这些结果表明现有 6? 胁迫条件改变

了微生物群落结构&影响了微生物的生理生长活动&
改变了其应有的功能B

QM结论

$"%现实环境浓度 6? 胁迫明显改变了栽植杨

树紫色土和冲积土可培养微生物数目(细菌群落结

构特征和微生物生物量特征&但不同土壤间由于不

同的微生物底物条件(生活环境及土著类群&表现出

对6? 胁迫不同的响应特征B
$’%施加 6? 处理明显增加紫色土可培养细菌

和放线菌数量&降低可培养真菌数量&并导致一些特

异性条带的出现&改变了细菌群落结构B
$*%尽管施加低浓度 6? 处理也明显增加冲积

土可培养细菌和真菌数量&但较高浓度 6? 处理明

显降低了各可培养微生物类群数量&降低了细菌群

落条带数B
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