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与其微生物群落结构的相关性∗
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摘　 要　 本文选取了理化性质差异较大的 ３ 个区域的土壤作为研究对象，采用底物诱导呼吸实验进行土壤微

生物活性测定，并通过磷脂脂肪酸（ＰＬＦＡ）方法进行微生物群落结构检测分析．结果表明，ＡＭ 真菌可作为土壤

微生物活性的指示性菌种；主成分分析表明，重金属对不同区域土壤的微生物群落结构、分布和疏密度的影响

有一定差异性，即对于受污染胁迫后稳定性较好的土壤，其微生物群落结构基本会保持整体上的相似和不变

性，而对稳定性较差的土壤，受重金属污染前后其微生物多样性、均匀度和丰度均会表现出明显的差异性；聚
类分析则显示，土壤微生物群落的聚类会随时间增加趋于统一，但重金属胁迫会阻碍这一趋势．本研究探讨了

重金属污染与土壤微生物的内在关系，有助于提早构建土壤重金属污染微生物预警体系．
关键词　 土壤， 重金属， 呼吸强度， 微生物群落， 生态功能稳定性．
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土壤作为人类生存所必须的自然资源之一，同时担负着为人类提供食物和其他再生资源的重担．但
随着工农业生产的发展和现代化技术的进步，重金属污染尤其是土壤重金属污染已成为危害全球环境

质量以及人类生存和发展的主要问题之一．近年来，重金属污染土壤的修复研究已经成为国内外研究的

热点［１］ ．土壤生态系统的稳定性与其结构、功能和进化特征均相关，并可通过在微生物生态学领域已有

应用先例的两个定量指标———抵抗力和恢复力［２⁃３］来比较群落间环境胁迫的响应差异．
土壤作为一个有独特生态结构体系的生态系统，对外来污染物质具有一定的环境容量，但土壤是很

复杂的多相体系，故土壤污染必须由敏感代表者来进行判定．有研究报道指出，重金属污染能明显影响

微生物的生物量、活性及结构［３⁃５］，李晶等［６］研究也表明，土壤微生物对重金属胁迫非常敏感，微生物群

落结构的变化可以反映出土壤质量和健康状况．而微生物群落多样性与群落的功能及稳定性之间的关

系非常复杂，表征多样性的不同指标（丰富度和均匀度）均与微生物群落的抵抗力和恢复力有关［７］，因
此，度量微生物群落多样性对生态系统稳定性影响时应综合考虑各种指标．目前大多数关于土壤微生物

群落多样性及其变化的研究以描述为主，尚未建立土壤微生物多样性与土壤生态系统过程和功能之间

的有机联系，也未充分吸收已有的宏观生态学理论发展微观生态学理论体系［７］ ．
本文为探究重金属胁迫下土壤微生物变化对土壤生态系统稳定性的影响，对多样性⁃稳定性关系在

土壤微生物生态学中的应用进行了较为深入和全面的思考．本研究选取铜（Ｃｕ）作为重金属胁迫物质，
分别对理化性质差异较大的 ３ 个区域的土壤进行微生物呼吸的测定，以判别其稳定性高低．并借助

ＰＬＦＡ（磷脂脂肪酸）鉴定微生物种类和识别微生物类群，意图从微生物群落结构及多样性、均匀性方面

揭示土壤功能稳定性的关键影响因素及作用机制，以便能够更加深刻地阐明土壤微生物对于重金属胁

迫的敏感程度及其变化趋势，为改进土壤微生物修复重金属污染提供理论依据．

１　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

１．１　 土壤样品的采集与制备

本研究选取南京、郑州、厦门无污染林地区域进行土壤取样（表 １）．取样时，随机选择周边彼此相距

１０ ｍ 的 ３ 个地块（范围 ０．５ ｍ×０．５ ｍ）采集土壤，除去表层 １ ｃｍ 左右的浮土，采集表层 １—２０ ｃｍ 深度的

洁净土壤样品，收集混合后风干并研磨过 ２ ｍｍ 筛网于 ４ ℃冷藏备用．此外不同区域土壤其理化性质均

有一定差异性，测定结果见表 １，所选土壤具有广泛性和代表性．

表 １　 土壤样品采集的基本信息表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｂａｓｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ

土壤类型
Ｓｏｉｌ ｔｙｐｅｓ

分组 Ｇｒｏｕｐｉｎｇ 取样地点 Ｌｏｃａｔｉｏｎ

Ａ Ｂ 纬度
Ｌａｔｉｔｕｄｅ

经度
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ

ｐＨ 沙粒含量
Ｓａｎｄ ／ ％

ＣＥＣ ／
（ｍｍｏｌ·ｋｇ－１）

Ｃ ／ Ｎ

江苏南京 ＮＪ⁃１ ＮＪ⁃２ ３２．０５３１° １１８．７６６１° ５．４７ ０．２７ ２３．１２ ２１．４８

河南郑州 ＺＺ⁃１ ＺＺ⁃２ ３４．７５１４° １１３．６３６９° ７．５４ ０．４７ ２２．２９ １２．３８

福建厦门 ＸＭ⁃１ ＸＭ⁃２ ２４．４８５６° １１８．０９２２° ５．３５ ０．５５ ３４．３３ １０．５
　 　 注： Ａ：处理组，加入铜作为污染物；Ｂ：对照组，不加污染物．

Ｎｏｔｅ： Ａ： Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ， ａｄｄｅｄ ｃｏｐｐｅｒ ａｓ ｃｏｎｔａｍｉｎａｎｔ； Ｂ： Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

１．２　 底物诱导呼吸速率实验

本研究以重金属铜 Ｃｕ 作为胁迫物质，在正式实验前，将每份土样的含水率调整到 １５％，在 ２８ ℃恒

温恒湿条件下活化 ７ ｄ，之后将土壤充分混合，并等量分为处理组和对照组，每组各设置 ３ 个重复．其中，
处理组 Ａ：（铜 Ｃｕ）污染胁迫，土壤样品中均匀喷洒适量 ＣｕＣｌ２溶液至土壤 Ｃｕ 浓度为 １００ ｍｇ·ｋｇ－１；对照

组 Ｂ：无（铜 Ｃｕ）污染胁迫，等量土壤样品中均匀喷洒等量去离子灭菌水．将土壤含水率均调至 １８％，并
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在 ２５ ℃恒温条件下保持 １８％的含水率培养 ３０ ｄ．
研究定义加入胁迫的当天为第 ０ 天，并分别测定加入胁迫后的第 １、３、７、１５、３０ 天（Ｔ１、Ｔ３、Ｔ７、Ｔ１５、

Ｔ３０）测定底物诱导呼吸速率（ＳＩＲ） ［８］ ．为量化土壤微生物对抗胁迫的抵抗力（Ｒｔ， Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ）即呼吸量

计算中对应的数值 ｆ（１）、恢复力（Ｒｌ， Ｒｅｓｉｌｉｅｎｃｅ）即 ｆ（３０），从而确定添加胁迫后所测得第 １ 天至第３０ 天

的抵抗力和恢复力．本研究定义反应第 １—３０ 天的弹性曲线面积为稳定性（Ｓｂ）．具体计算见公式（１）—
（２） ［９］ ．

ｆ（ ｔ）＝
ＣＯ２⁃ｓｔｒｅｓｓｅｄ（ ｔ）
ＣＯ２⁃ｃｏｎｔｒｏｌ（ ｔ）

（１）

Ｓｂ ＝ ∫
３０

０

ｆ（ ｔ）ｄｔ （２）

式中，ｆ（ ｔ） 为添加胁迫后第 ｔ 天处理组与对照组土壤呼吸产生 ＣＯ２的浓度比值；Ｓｂ 为土壤稳定性．
１．３　 ＰＬＦＡ 的提取与样品检测分析

１．３．１　 提取与检测方法

称取定量干重土壤，置于离心管，向离心管中加入 １∶１．２∶２．４ 的磷酸缓冲液、ＣＨＣｌ３、ＣＨ３ＯＨ，振荡后

离心，取上清液；加提取液于离心管中继续振荡离心，转移上清液．在所取上清液中加入磷酸缓冲液和

ＣＨＣｌ３后摇动，封口静置过夜．保留下层溶液 ３０ ℃水浴加热，氮吹浓缩．调节萃取小柱，此后向萃取小柱

中加入 ＣＨ３ＯＨ 并收集淋洗液，３２ ℃水浴，氮吹浓缩，加 １∶１（Ｖ ／ Ｖ）甲醇∶甲苯混合液和 ＫＯＨ 溶液，摇匀，
３７ ℃水浴加热，加 ０．１５∶１∶１ 的 １ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＣＨ３ＣＯＯＨ 溶液、己烷和超纯水，振荡，取上层液；下层溶液继续

加己烷，振荡，取上层液．将收集上层溶液氮吹至干．加己烷于干燥样品中，摇动，检测前转入色谱仪专用

内衬管．
ＰＬＦＡ 的提取与样品检测分析过程均采用美国 ＭＩＤＩ 公司所开发的 Ｓｈｅｒｌｏｃｋ 微生物鉴定系统

（Ｓｈｅｒｌｏｃｋ ＭＩＳ ６．２） ［１０］，Ｓｈｅｒｌｏｃｋ 的菌库为：嗜氧菌库⁃１５００；厌氧菌库⁃８００；多酵母菌库包含酵母菌、放线

菌、真菌⁃３００，此外 ＰＬＦＡ 群落分析中可准确鉴定的 ＰＬＦＡ 有 １６５ 种．实验测定均设置 ３ 组平行．
１．３．２　 ＰＬＦＡ 生物标记的生态学参数计算方法

本研究根据 ＰＬＦＡ 测得结果来计算不同处理样本中的 ＰＬＦＡ 生物标记的几种指标性生态学参

数———Ｓｉｍｐｓｏｎ 优势度（Ｄ）、Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 多样性（Ｈ）、Ｐｉｅｌｏｕ 均匀度（ Ｊ）指数［１１⁃１２］，计算方法见公式

（３）—（５） ［１２］ ．

Ｈ ＝－ ∑ Ｐ ｉ ｌｎ Ｐ ｉ （３）

Ｊ ＝ － ∑ Ｐ ｉ ｌｎ Ｐ ｉ ／ ｌｎＳ （４）

Ｄ ＝ １ － ∑ Ｐ２
ｉ （５）

式中，Ｐ ｉ指第 ｉ 种特征磷脂脂肪酸占该试验中总的特征磷脂脂肪酸个数比例；Ｓ 为微生物群落中 ＰＬＦＡ
生物标记出现的频次，即丰富度．
１．４　 数据分析

本研究的试验数据结果经初步分类整理计算后，采用 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ ８．０ 和 ＳｉｇｍａＰｌｏｔ １２．５ 进行数据模拟

制图，并通过 ＳＰＳＳ ２２．０ 对 ＰＬＦＡ 的数据进行主成分分析和聚类分析．

２　 结果与讨论（Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

２．１　 土壤底物诱导呼吸速率实验结果———抵抗力、恢复力及其功能稳定性

研究发现在重金属胁迫下，土壤样品呼吸曲线 ＸＭ 呈完全递减趋势（图 １），表明土壤在受到 Ｃｕ 胁

迫后会出现功能稳定性下降的现象．土样 ＮＪ 的呼吸曲线呈始终上升的趋势，表明低浓度的铜会促进土

壤微生物的呼吸［１３］，ＮＪ 土样对铜胁迫的环境容纳力较强．而 ＺＺ 呈先降低后升高的趋势，表明自身恢复

力较好，在污染后期会修复 Ｃｕ 胁迫带来的毒性危害．但土壤生态功能稳定性并不能只通过土壤微生物

活性来衡量，表征指标多样性及丰富度和均匀度也与微生物群落的稳定性有关［１４］ ．因此，本研究通过提
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取土壤微生物的 ＰＬＦＡ 进一步对土壤功能稳定性进行定性定量描述．

图 １　 土壤微生物的呼吸曲线

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｅｓ

２．２　 ＰＬＦＡ 磷脂脂肪酸测定结果

本研究基于底物诱导呼吸速率（ＳＩＲ）实验测定结果，对土壤样品进行 ＰＬＦＡ 提取与检测分析．为探

究受到胁迫后土壤微生物在培养期内存在状态的变化情况，借助 ＭＩＤＩ 提取磷脂脂肪酸的方法，选取加

入胁迫后的 Ｔ０、Ｔ７、Ｔ１５、Ｔ３０ 等 ４ 个采样时间的样品，检测不同区域土壤的微生物群落结构，并计算出各

土壤应对铜胁迫的抵抗力、恢复力及稳定性（表 ２），以便能够阐明重金属胁迫下土壤微生物对于土壤质

量修复的影响程度及土壤生态功能修复的研究机制．
２．２．１　 重金属胁迫与土壤各微生物菌群含量的关系

土壤磷脂脂肪酸的含量即表示土壤中菌群的生物量，实验室中人为添加污染物的处理方式的不同

会对土壤中 ＰＬＦＡ 的含量产生了一定程度的影响［１５］ ．分别对实验测得 ＰＬＦＡ 按照革兰氏阳性菌（Ｇ＋）、
革兰氏阴性菌 （ Ｇ －）、 ＡＭ 真菌 （ ＡＭ Ｆｕｎｇｉ）、真菌 （ Ｆｕｎｇｉ）、放线菌 （ Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅ） 以及真核生物

（Ｅｕｋａｒｙｏｔｅ）进行分类，并计算出不同菌群在土壤微生物总量中所占的比例．
由表 ２ 和图 ２ 可知，ＮＪ 土壤样品的抵抗力偏小，而恢复力较大，说明该土壤样品应对环境胁迫的初

始适应能力并不强，但对污染物的容纳能力很强．此外呼吸曲线处于一直上升趋势表明土壤中所添加污

染物的浓度处于对土壤微生物呼吸起促进和刺激作用的状态，而通过 ＰＬＦＡ 检测分析发现 ＮＪ 土壤在

Ｔ７、Ｔ１５、Ｔ３０ 等 ３ 个取样点时， ＮＪ⁃１ 的 Ｇ＋和 Ｇ－含量分别呈低于、基本持平、高于 ＮＪ⁃２ 的状态，这表明

ＮＪ 土壤中的 Ｇ＋和 Ｇ－菌群在 ３０ ｄ 内均能够基本修复铜胁迫带来的影响；此外 ＮＪ⁃１ 中的 ＡＭ 真菌、真
菌、放线菌在 ３０ ｄ 内也呈现一定的衰减趋势，而真核生物则明显高于 ＮＪ⁃２，这说明重金属胁迫对 ＮＪ 土

壤中真核生物的呼吸起主导作用，也说明铜对土壤中 ＡＭ 真菌、真菌、放线菌起到抑制作用．

表 ２　 不同土壤的生态功能抵抗力、恢复力以及稳定性

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｏｉｌ ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ， ｒｅｓｉｌｉｅｎｃｅ ａｎｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｒｅａｓ

表征变量 Ｖａｒｉｅａｂｌｅ ＮＪ ＺＺ ＸＭ

Ｒｔ⁃ｆ（１） ０．７２ １．０１ １．５０

Ｒｌ⁃ｆ（３０） １．０８ １．２３ ０．３０

Ｓｂ ２８．２２ ２９．０６ １９．６７

ＺＺ 土样在培养期内其呼吸曲线呈先下降再上升的趋势，转折点为 Ｔ１５，即在 Ｔ１５ 土壤呼吸强度达到

了最低值，也间接说明 ＺＺ 土样 Ｔ１５ 对 ＡＭ 真菌、真菌、放线菌及真核生物的抑制作用要大于对 Ｇ＋和 Ｇ－
生长繁殖的刺激作用．此外从图 ２ 中还可发现，加入重金属第 ３０ 天后，ＺＺ⁃１ 和 ＺＺ⁃２ 的差异性并不明显，
说明 ＺＺ 在 ３０ ｄ 内已经基本恢复土壤所承受的重金属胁迫，恢复力较强．

对于 ＸＭ 土壤而言，Ｔ７ 时 ＸＭ⁃１ 中 Ｇ＋要远小于 ＸＭ⁃２，即该土样在添加铜胁迫 ７ ｄ 后有很大一部分

Ｇ＋被 Ｇ－、ＡＭ 真菌及放线菌所取代．ＸＭ 土壤在加入胁迫后的 １５ ｄ 后，重金属导致土壤中的部分真菌及
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真核生物被破坏，且 ＡＭ 真菌、Ｇ－及放线菌的菌群均未表现出数量上的明显变化，从而导致 Ｇ＋所占比

例上升．而在 Ｔ３０ 时则显示 ＡＭ 真菌、放线菌及 Ｇ－会被 Ｇ＋和真核生物菌群所代替，与 ＮＪ 在 Ｔ３０ 时 Ｇ－占
绝对比重的情况相反，故导致 ＸＭ 在受到 １００ ｍｇ·ｋｇ－１的铜污染时并没有及时恢复到正常状况，这说明

不同种类的土壤在遭受同等浓度的重金属胁迫后其微生物群落结构会发生与其生态功能稳定性一致的

变化．这与微生物群落结构变化导致了该微生物群落所执行的生态功能发生了变化［１６］的研究结论一致．

图 ２　 不同处理方式下各菌群在微生物总量中的比例

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｆｌｏｒａ ｉｎ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

从上述说明可得出，污染物在土壤中扩散完全后，会对土壤中的不同的微生物菌群产生或刺激或抑

制的作用，从而对微生物呼吸强弱产生直接影响，故需探究重金属胁迫下不同土壤稳定性高低，以此来

判断不同土壤环境对重金属的容纳力．此外研究还发现对不同土壤样品，ＡＭ 真菌在添加重金属污染胁

迫 １５ ｄ 后总会出现一定程度的下降，而在处理组中可检测到 ＡＭ 真菌的土壤类型其恢复能力较强，所
以 ＡＭ 真菌的存在对土壤呼吸起到一定的促进作用，且土壤中 ＡＭ 真菌含量高低与微生物呼吸强度随

培养时间的变化趋势一致，即 ＡＭ 真菌可作为土壤微生物活性的指示性菌种，从而有效判断土壤的稳定

性．有相关研究也表明，ＡＭ 真菌是一种能够显著提升土壤中宿主植物对重金属污染的耐受能力的真

菌［１７－２０］，它可减轻重金属对植物生长造成的危害，这说明在加入重金属污染物质以后，可通过适当提高
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土壤中 ＡＭ 真菌的相对含量来提高土壤应对抵抗外界添加重金属污染的能力，从而提高土壤生态系统

抵抗重金属污染的稳定性，使其在重金属胁迫下能保持相对稳定．
２．２．２　 土壤微生物 ＰＬＦＡ 主成分分析

磷脂脂肪酸是几乎所有活体细胞膜的主要成分，脂肪酸结构与种类多样，对环境变化极为敏感，因
此分析土壤微生物群落 ＰＬＦＡｓ 组成可反映出土壤修复过程中各时期的细微差异［２１］ ．通过 ＳＰＳＳ ２２．０ 对

测得 ＰＬＦＡ 的种类进行主成分分析，结果表明，ＮＪ⁃１、ＮＪ⁃２、ＺＺ⁃１、ＺＺ⁃２、ＸＭ⁃１、ＸＭ⁃２ 处理中前两个主成分

分别可以解释总变异的 ７５．４６０％、８６．７７０％、８７．３８０％、７９．７４７％、８０．９３４％、８３．９３２％．相较而言，ＮＪ 和 ＸＭ
在人为添加重金属后，前两个主成分的总变异程度反而降低，说明土壤微生物菌群在受到重金属胁迫后

发生了不可逆的变化，导致总变异程度与未加胁迫组产生较为明显的差异．而与此相反，ＺＺ 土壤在加入

重金属后其总变异程度升高，这可能是由于重金属诱导土壤中的优势微生物产生耐性机制，从而促使其

微生物种群发生了更大程度上的变异．
本研究选用 １８∶２ ｗ６ 指示真菌，１８∶１ ｗ９ 指示革兰氏阴性菌，而 ｉ １５∶０ ／ ｉ １６∶０ ／ ｉ １７∶０ 则用来指示革兰

氏阳性菌［２２］ ．研究通过测定不同培养时间不同 ＰＬＦＡ 种类的情况发现，ＮＪ 土壤处理组和对照组中 ５ 种

菌随着时间均呈先升高后降低的趋势，转折点在 Ｔ７．ＺＺ⁃１ 中 ５ 种菌含量呈先升高再下降随后上升的趋

势，转折点分别是 Ｔ７ ／ Ｔ１５；而在 ＺＺ⁃２ 中波动幅度均不大，保持较平稳的状态．ＸＭ⁃１ 中 ｉ １５∶０ ／ １８∶２ ｗ６ ／
１８ ∶１ ｗ９ 呈先升高后降低再升高的趋势，转折点是 Ｔ７ ／ Ｔ１５，而 ｉ １６∶０ ／ ｉ １７∶０ 则呈先升高后降低的趋势；
ＸＭ⁃２ 中 ｉ １５∶０ ／ ｉ １６∶０ ／ ｉ １７∶０ 检测含量均较低，而 １８∶１ ｗ９ ／ １８∶２ ｗ６ 呈先升高后降低再升高．

本研究通过 ＰＬＦＡ 的提取来探究土壤生态系统的微生物群落结构，研究发现无论是否加入胁迫物

质，土壤中均会形成 Ｇ＋菌群，但铜胁迫会对 Ｇ＋所在的位置造成一定的影响．重金属胁迫对 ＰＬＦＡ 种类及

Ｇ＋菌群所含的菌种丰度有一定的抑制作用，并促使 ＰＬＦＡ 的整体分布较为分散，故对于抵抗外界重金属

胁迫，土壤的微生物多样性、均匀度和丰度均会发生明显变化．Ｈｉｎｏｊｏｓａ 等［２３］ 研究重金属污染对土壤生

态系统的影响，显示真菌标志脂肪酸、菌根真菌标志脂肪酸、革兰氏阳性菌标志脂肪酸随污染程度升高

而降低，未污染土壤总脂肪酸的丰富度和分散度均高于污染土壤，支持了上述结论．此外在 ＮＪ⁃２ 和 ＺＺ⁃２
中均提取到分布较为集中的放线菌菌群，而处理组的放线菌则离散在不同区域，由于放线菌是土壤微生

物的重要组成部分，对不同重金属具有吸附作用［２４］，故重金属胁迫使放线菌分布逐渐分散的现象说明

一定量的重金属对放线菌的聚集有抑制作用．
２．２．３　 土壤微生物群落 ＰＬＦＡ 生物标记生态学参数

本研究对 ＮＪ ／ ＺＺ ／ ＸＭ 的土壤在 Ｔ０、Ｔ７、Ｔ１５、Ｔ３０ 所获得的各 ＰＬＦＡ 计算出样本中的分布频次（Ｓ）及
Ｓｉｍｐｓｏｎ 优势度（Ｄ）、Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 多样性（Ｈ）、ＰｉｅＬｏｕ 均匀度（Ｊ）指数等参数，本节选取以下 ６ 种菌

１６∶３ ｗ６ ／ １８∶２ ｗ６ ／ １８∶１ ｗ９ ／ ｉ １５∶０ ／ ｉ １６∶０ ／ ｉ １７∶０ 作为指示性菌种，其计算结果见表 ３．实验中共检测到土壤

微生物群落 ＰＬＦＡｓ 生物标记 ６５ 个，各生物标记在各处理中出现的频次 １—１２，３ 个生态学参数 Ｄ、Ｈ 和 Ｊ
指数变化范围分别为 ０．６１６２—１．００００、０—２．６１６８、０．０６６６—１．０５３１．

研究发现经过铜胁迫培养 ３０ ｄ 后，不同 ＰＬＦＡ 的优势度指数整体值均较大，但仍有小幅度的上升或

下降，说明铜胁迫对微生物中的优势度影响较小．其中 ３ 种土壤的 １６∶３ ｗ６ 的优势度均远低于其他种类

的 ＰＬＦＡ，说明 １６∶３ ｗ６（真核生物）在土壤微生物菌群中的优势种地位并不突出，在群落中的数量分布

并不均匀．ＰｉｅＬｏｕ 均匀度是和物种丰富度有关的均匀度指数，在研究生物群落多样性对功能的作用时通

常会考虑物种丰富度的变化，本研究分别对 １８∶１ ｗ９、１８∶２ ｗ６、ｉ １５∶０ ／ ｉ １６∶０ ／ ｉ １７∶０ ５ 个菌种在 ３ 种土壤

（处理组和对照组）中的均匀度进行比较，发现 ＮＪ ／ ＺＺ 土壤处理组中 ５ 个指示菌种的均匀度均低于对照

组，说明铜胁迫对这 ２ 种土壤的真菌、Ｇ－ 和 Ｇ＋的均匀度（丰富度）均有抑制作用，且其抵抗力均会有一

定程度的下降，这与抵抗力与群落的物种丰富度显著相关的结论一致［２５］ ．而 ＸＭ 土壤中的 ｉ １６∶０ ／ ｉ １７∶０
在处理组的均匀度高于对照组，这可能与 ＸＭ 土壤的生态功能稳定性（见表 ２）过低有关，这两种指示菌

种的均匀分布会抑制土壤修复铜胁迫的过程．
本研究发现 ＮＪ ／ ＺＺ 的 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 指数处理组相比对照组 １８∶１ ｗ９、１８∶２ ｗ６、ｉ １５∶０ ／ ｉ １６∶０ ／ ｉ １７∶０

均下降；而 ＸＭ 的 １８∶１ ｗ９、１８∶２ ｗ６、ｉ １５∶０ 呈下降趋势，而 ｉ １６∶０ ／ ｉ １７∶０ 呈上升趋势，将其与土壤微生物

的呼吸曲线进行比较，且有文章指出生物多样性与某种特定生态系统功能之间存在正相关关系，表明生
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物多样性大的土壤其生态功能稳定性好［２６］，这说明对于稳定性好的土壤，其真菌、Ｇ－和 Ｇ＋并非导致土

壤呼吸强度大幅度升高的优势菌群；而稳定性较差的土壤中总会有更多种类 ＰＬＦＡ 其多样性降低，导致

其呼吸作用减弱．这与滕应等［２７］在研究铅锌银尾矿污染区土壤微生物时发现，细菌、放线菌及真菌的数

量均出现了显著降低，且细菌对重金属污染的敏感性要大于真菌的结果基本一致．

表 ３　 土壤微生物群落 ＰＬＦＡ 生物标记各多样性指数

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ＰＬＦＡ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

处理方式
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

生态学参数∗

Ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ
ＰＬＦＡ 种类 Ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ＰＬＦＡ

１６ ∶３ ｗ６ ｉ １５ ∶０ ｉ １６ ∶０ ｉ １７ ∶０ １８ ∶２ ｗ６ １８ ∶１ ｗ９

Ｓ １２ １２ ６ ６ ９ ９

ＮＪ⁃１
Ｈ ２．６１６８ １．０２２３ ０．２５４１ ０．２３１９ １．０３６６ ０．９０３７

Ｊ １．０５３１ ０．４１１４ ０．１４１８ ０．１２９４ ０．４７１８ ０．４１１３

Ｄ ０．７４１７ ０．９９２６ ０．９９９５ ０．９９９５ ０．９８４９ ０．９９１１

Ｓ １２ １２ ８ ７ １２ １２

ＮＪ⁃２
Ｈ ２．５４２６ １．３５１３ ０．５２８９ ０．３０３４ １．９１６３ １．４９９８

Ｊ １．０２３２ ０．５４３８ ０．２５４３ ０．１５５９ ０．７７１２ ０．６０３６

Ｄ ０．７４２８ ０．９８５５ ０．９９７３ ０．９９９３ ０．９５７１ ０．９８０２

Ｓ １２ １２ １１ １０ １２ １２

ＺＺ⁃１
Ｈ ２．２２１４ １．４７５９ ０．６９８７ ０．５５８９ １．４９８０ １．５８９５

Ｊ ０．８９４ ０．５９４０ ０．２９１４ ０．２４２７ ０．６０２８ ０．６３９７

Ｄ ０．８９７６ ０．９８０４ ０．９９６８ ０．９９８２ ０．９７７０ ０．９７６４

Ｓ １２ １２ １２ １２ １２ １２

ＺＺ⁃２
Ｈ ２．１３３９ １．６０３０ ０．８７２１ ０．６３４４ １．４９９０ １．７３０７

Ｊ ０．８５８７ ０．６４５１ ０．３５１０ ０．２５５３ ０．６０３２ ０．６９６５

Ｄ ０．８７２５ ０．９７６８ ０．９９５９ ０．９９８０ ０．９８１６ ０．９６９６

Ｓ １２ ６ ３ ３ ７ ７

ＸＭ⁃１
Ｈ １．８１７５ ０．５４００ ０．３２４７ ０．３６２５ ０．９５４０ ０．５４４３

Ｊ ０．７３１４ ０．３０１４ ０．２９５５ ０．３３００ ０．４９０２ ０．２７９７

Ｄ ０．８７４１ ０．９９５４ ０．９９６９ ０．９９４７ ０．９７９９ ０．９９５６

Ｓ １２ ６ ３ ０ １０ １０

ＸＭ⁃２
Ｈ ２．５３２５ ０．５６３０ ０．１９４１ ０．００００ １．６４９０ １．０３１０

Ｊ １．０１９２ ０．３１４２ ０．１７６７ ０．００００ ０．７１６２ ０．４４７７

Ｄ ０．６１６２ ０．９９４４ ０．９９９３ １．００００ ０．９５６０ ０．９８８７

　 　 注：Ｓ 指分布频次；Ｄ 指 Ｓｉｍｐｓｏｎ 优势度指数；Ｈ 指 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数；Ｊ 指 Ｐｉｅｌｏｕ 均匀度指数．
Ｎｏｔｅ： Ｓ ｒｅｆｅｒｓ ｔｏ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ； Ｄ ｒｅｆｅｒｓ ｔｏ Ｓｉｍｐｓｏｎ ｄｏｍｉｎａｎｃｅ ｉｎｄｅｘ； Ｈ ｒｅｆｅｒｓ ｔｏ Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ； Ｊ ｒｅｆｅｒｓ ｔｏ Ｐｉｅｌｏｕ

ｅｖｅｎｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘ．

２．２．４　 土壤微生物 ＰＬＦＡ 生物标记聚类分析

本研究以分布频次、优势度、Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 指数、均匀度等参数为指示指标，以 ＰＬＦＡ 生物标记为

样本，构建分析矩阵．用平均距离法对矩阵进行系统聚类分析，阐明不同种类 ＰＬＦＡ 的相似程度．所得结

果见图 ３（以 ＮＪ 为例）．
研究发现，ＮＪ ／ ＺＺ ／ ＸＭ 的处理组和对照组在 Ｔ３０ 的 ＰＬＦＡ 聚类分析分类结果相似，但每一类中具体

存在的 ＰＬＦＡ 种类略有差别．但将 Ｔ０ 和 Ｔ３０ 的聚类分析结果作比较则差异性比较大，Ｔ０ 的聚类结果在

同一相似水平下会将不同种类的 ＰＬＦＡ 分成更多类，例如在最小分类等级上看，ＮＪ 土壤在第 ０ 天可分为

８ 类，而在处理组的第 ３０ 天则可分为 ５ 类，对照组第 ３０ 天可分为 ４ 类，而 ＺＺ 和 ＸＭ 的聚类情况也呈现

相同的变化，即 ＰＬＦＡ 的聚类数 Ｔ０≥处理组 Ｔ３０≥对照组 Ｔ３０，说明在培养过程中，同一培养环境下土壤

中的 ＰＬＦＡ 种类会随时间增加趋于统一，且该趋势要比添加胁迫的土壤还要剧烈，也间接反映了铜胁迫



　 ２ 期 陈欣瑶等：重金属胁迫下不同区域土壤的生态功能稳定性与其微生物群落结构的相关性 ３６３　　

会促使土壤中发生阻碍其微生物均匀性和多样性趋于统一的反应．

图 ３　 ＮＪ 土壤微生物群落 ＰＬＦＡ 的聚类分析（从左至右分别是 ＮＪ⁃Ｔ０，ＮＪ１⁃Ｔ３０，ＮＪ２⁃Ｔ３０）
Ｆｉｇ．３　 Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＬＦＡ ｆｏｒ ＮＪ ｓｏｉｌ （ ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ ａｒｅ ＮＪ⁃Ｔ０， ＮＪ１⁃Ｔ３０， ＮＪ２⁃Ｔ３０）

有相关研究表明在我国东部的地带性土壤中，土壤微生物的群落结构分布情况明显是有一定差异

的，所以不同类型的土壤在聚类分析时也会呈现不同的分类结果，而对于具体的微生物种类在地带性土

壤上的分布规律有待于进一步探讨［２３］ ．

３　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ）

（１）重金属胁迫对 ＡＭ 真菌的多样性和均匀性有明显抑制作用，减弱了其抵抗外界胁迫的能力．且
ＡＭ 真菌可作为土壤微生物活性的指示性菌种，从而有效判断土壤的稳定性．

（２）重金属胁迫对 ＰＬＦＡ 种类及 Ｇ＋菌群所含的菌种丰度有一定的抑制作用，且会促使 ＰＬＦＡ 的整

体分布趋于分散．
（３）在培养过程中，同一培养环境下时间增加会让土壤中的 ＰＬＦＡ 种类趋于统一，而重金属胁迫会

发生阻碍该趋势的反应．
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