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摘要：盆栽试验研究了土壤-水稻-铅-微生物相互作用的体系中，外源铅不同处理水平 (CK、100、300、500、700、900 mg·kg-1 ) 对两种水稻土壤微生物生物量碳、氮, 微生物活性, 水稻生理指标及生物量的影响。结果表明：水稻土壤中微生物量碳、氮, 微生物活性及水稻叶绿素与生物量都随铅处理水平的增大而增加，多数指标在300 ~ 500 mg·kg-1铅处理时出现峰值，然后随铅水平的增加而降低，它们的转折点受土壤性质（如颗粒组成，有机质含量等）影响。试验范围内，水稻脯氨酸含量和过氧化物酶活性都随铅处理水平的增大而缓慢增加。体系中土壤微生物指标和水稻生理指标的变化存在一定的相关性，其大小也受土壤类型的制约。试验还表明，土壤微生物量氮、脱氢酶活性及水稻过氧化物酶活性是铅处理后更为敏感的生物学指标。
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    土壤微生物不仅促进土壤有机物质的矿化与分解，推动土壤养分（C、N、P、S等）的循环具有重要作用，而且土壤微生物量及其活性还是反映土壤污染、表征土壤质量的重要生物学指标[1]。土壤微生物量碳大约占土壤有机碳的1%~4%，但由于其快速周转（周转期1~3 a），因此，在土壤生态系统的养分循环和能量流动中起着十分关键的作用[2]。土壤有机物料在微生物的作用下，合成土壤腐殖质，不仅起营养库的作用，还增强了土壤抵抗各种环境胁迫的能力。进入土壤的无机肥料被土壤微生物同化后保存在土壤中，不仅提高肥料的利用率，还可减少地表水与地下水的污染。

    水稻（oryza sativa）是我国主要的粮食作物，主要分布于我国南方广大地区。由于工农业生产的发展和长期以来对有色金属矿产的开采和冶炼，使我国超过2×107 hm2的良田，约占农业土壤的20%，已受到重金属的污染[3]。其中，铅是典型的有害重金属之一。铅污染土壤后，不仅引起土壤微生物量及其活性的改变，阻碍土壤养分的循环与转化，降低作物的产量与质量，而且通过食物链进入人体，危害人类健康。因此，对铅污染环境所产生的各种危害及其评价越来越受到人们的重视。以往研究偏重于运用土壤化学指标和作物生态指标进行污染评价，敏感程度不及土壤微生物和作物生理指标。鉴于此，本研究以土壤-水稻-铅-微生物相互作用、相互影响的体系为研究对象，探讨铅的生态毒理性及铅处理土壤后较敏感的生物学指标，为防治土壤污染及污染土壤的生物修复提供科学依据。
1  材料与方法

1.1  土壤采集与水稻栽培

供试土壤为采自浙江大学华家池试验场的黄松田水稻土和德清黄红壤性水稻土，二者皆为普通简育水耕人为土。取表层0~20 cm土层、土样自然风干后过3.2 mm筛备用，土样的基本理化性质见表1。分别称取5.0 kg相当于烘干土质量的风干土样置于系列80 cm2×20 cm塑料盆钵中，外源添加醋酸铅，设计铅处理水平为CK(0)、100、300、500、700、900 mg·kg-1土壤 (纯铅计), 重复3次。同时分别拌入0.4 g·kg-1尿素，0.4 g·kg-1的磷酸氢二钾做基肥，混均，淹水培养15 d后移栽具有25 d苗龄的水稻秧苗，每盆定苗4株，整个生育期始终保持水层2 cm，常规管理。试验在浙江大学华家池校区网室进行。供试品种为杂交水稻浙农7号，由浙江大学农业与生物技术学院提供。

2.2  样品采集

由于水稻刚移栽的前期，正处于扎根与恢复阶段，生长还不稳定，而水稻生长后期已逐渐衰老，生理指标没有代表性。水稻移栽一个月时，正处分蘖旺期，水稻-土壤-重金属-微生物之间相互作用，相互影响的关系已趋于稳定。因此，土壤样品于淹水预培养15 d后，在移栽水稻秧苗的30 d采集。用特制的注射取样器，多次、多点抽取0~10 cm的表层土壤样品，集中于塑料袋中，用玻璃棒拌均，制成混合土样，测定土壤微生物生物量C、N及土壤微生物活性。

表1  供试土壤基本理化性质
Table 1  Characteristics of the soil used
	土壤
	pH

(H2O)
	总有机碳

w(TOC)/(g·kg-1)
	速效磷w(P)/
(mg·kg-1)
	全氮w(N)/ (g·kg-1)
	阳离子交换量b(CEC)/
(cmol·kg-1)
	Pb全量w(Pb)/
(mg·kg-1)
	有效态Pbw(Pb)/
(mg·kg-1)
	w(颗粒组成)/(g·kg-1)

	
	
	
	
	
	
	
	
	2.0~0.02

mm
	0.02~0.002

mm
	<0.002

mm

	黄松田水稻土
	5.97
	11.55
	39.57
	1.00
	14.59
	27.31
	3.90
	650
	288
	62

	黄红壤性水稻土
	5.12
	29.69
	10.63
	2.56
	12.47
	21.89
	1.10
	225
	570
	205


同时采集水稻倒三叶放入垫有纱布的托盘中，带回室内分析叶绿素含量、脯氨酸含量及过氧化物酶活性。水稻植株采集后，洗净、烘干、称重。

1.3  测定方法

土样的基本理化性质采用常规分析方法；土壤微生物量碳用氯仿熏蒸—0.5 mol·L-1 K2SO4提取，T0C-500自动分析仪测定；土壤微生物量氮用氯仿熏蒸—0.5 mol·L-1 K2SO4提取，经凯氏消化用连续流动分析仪测定；土壤呼吸作用强度采用室内密闭培养—0.1 mol·L-1 NaOH 碱液吸收法测定；土壤中脱氢酶活性—TTC比色法测定；叶绿素含量—丙酮乙醇混和液提取，比色法测定；脯氨酸含量—磺基水杨酸提取，茚三酮比色法测定；过氧化物酶活性—愈创木酚法测定。土壤微生物和水稻生理指标皆用鲜样测定。

1.4  数据处理

实验数据采用软件SPSS11.5及Microsoft Excel2000处理。
2  结果与讨论

2.1 铅处理对土壤微生物量碳、氮及其活性的影响

表2  不同水平铅处理后土壤微生物生物量碳及氮的变化
Table 2  Soil microbial biomass carbon and microbial nitrogen under different Pb treatment levels
	微生物量
	土壤
	铅处理w(Pb)/(mg·kg-1)
	平均值
	变异系数/%

	
	
	Ck
	100
	300
	500
	700
	900
	
	


	微生物量碳w(Cmic)/

(mg·kg-1)
	黄松田
	67.47cd1
(±2.14)2 
	70.58bc

(±2.48)
	78.89a

(±4.51)
	74.83a

(±3.69)
	66.54ab

(±2.16)
	61.57cd

(±2.60)
	70.36
	8.30

	
	黄红壤
	895.75ab

(±13.35)
	897.53ab

(±18.56)
	924.34a

(±21.31)
	909.88a

(±21.87)
	875.34b

(±22.67)
	853.10c

(±21.18)
	892.32
	6.06

	微生物量氮w(Nmic)/

(mg·kg-1)
	黄松田
	10.23ab

(±0.59)
	10.41ab

(±0.90)
	11.39a

(±0.47)
	11.19a

(±0.77)
	9.57b

(±0.89)
	7.04c

(±0.49)
	9.97
	15.95

	
	黄红壤
	72.51c

(±2.08)
	77.94b

(±2.50)
	87.91a

(±2.40)
	72.54c

(±1.48)
	70.01c

(±2.00)
	65.28d

(±1.76)
	74.36
	10.13


注：1. 同一行数值中具有相同字母表示在0.05水平检验差异不显著；2. 标准差；下同
表2表明，土壤微生物量碳及微生物量氮起初随铅处理水平增高而缓慢增加，多数在300 mg·kg-1—500 mg·kg-1处理时出现峰值，然后下降。并且在500 mg·kg-1以下铅处理时无显著差异，而700 mg·kg-1以上铅处理时出现显著差异。用100、300、500、700和900 mg·kg-1铅处理时，与对照相比，土壤微生物量碳在黄松田中变化了4.6%、16.93%、10.91%、-1.38%、-8.74 %；而在黄红壤中变化了0.2%、3.19%、1.58%、-2.28%和-4.76%。土壤微生物量氮在黄松田中变化了1.67%、11.34%、9.38%、-6.45%、-31.08%；而在黄红壤中变化了7.49%、21.24%、0.04%、-3.45%和–9.97%。就平均而言，黄红壤中的土壤微生物量碳及微生物量氮均高于黄松田，而变异系数却小于黄松田。

表3表明，不同水平铅处理后，土壤微生物活性的变化与土壤微生物量有相似的变化规律。即，起初随铅处理水平增高土壤微生物活性而缓慢增强，到一定数值时转为减弱，但不同的微生物活性指标存在一定的差异。用100、300、500、700和900 mg·kg-1铅处理后，与对照相比，土壤呼吸作用在黄松田中变化了4.54%、6.14%、12.68%、-2.14%、-9.34%；而在黄红壤中变化了3.67%、7.33%、20.17%、16.22% 和2.82%。各处理间差异较显著，但平均值和变异系数在两种土壤中差异不大。土壤代谢商在铅处理后变化不明显，但黄松田中要显著高于黄红壤。而土壤脱氢酶活性在黄红壤中明显高于黄松田，变异系数要小于黄松田。

变异系数反映了土壤微生物各参数对铅污染后的敏感程度。从表2及表3分析可知，脱氢酶活性与微生物量氮是铅污染后更为敏感的土壤微生物学指标。

土壤微生物量及其活性不仅是影响土壤养分循环、保持土壤肥力的重要因子，还是敏感地反映土壤污染与环境微小变化的生物学指标。土壤微生物碳库及氮库在总库中含量虽少，却在碳、氮循环和环境保护方面具有重要意义。
试验中，低水平的铅处理后，土壤微生物量碳
表3  不同水平铅处理后土壤微生物活性的变化
Table 3  Soil microbial activities under different Pb treatment levels
	微生物活性
	土壤
	铅处理w(Pb)/(mg·kg-1)
	平均值
	变异系数/ %

	
	
	Ck 
	100
	300
	500
	700
	900
	
	

	呼吸作用w(CO2-C)/(mg·kg-1·h-1)
	黄松田
	7.49c

(±0.13)
	7.83b

(±0.06)
	7.95b

(±0.07)
	8.44a

(±0.06)
	7.33d

(±0.04)
	6.79e

(±0.11)
	7.64
	7.07

	
	黄红壤
	7.09e

(±0.07)
	7.35d

(±0.15)
	7.61c

(±0.07)
	8.52a

(±0.16)
	8.24b

(±0.14)
	7.29de

(±0.12)
	7.68
	7.16

	代谢商/h-1
	黄松田
	0.111a

(±0.001)
	0.111a

(±0.004)
	0.113a

(±0.002)
	0.113a 

(±0.007)
	0.110a

(±0.005)
	0.107b

(±0.004)
	0.109
	5.27

	
	黄红壤
	0.008b

(±0.0002)
	0.008b

(±0.0003)
	0.008b

(±0.0001)
	0.009a

(±0.0003)
	0.009a

(±0.0002)
	0.008b

(±0.0003)
	0.008
	7.89

	脱氢酶活性

w (TPF )/(mg·g-1·d-1)
	黄松田
	0.115a

(±0.019)
	0.129a

(±0.037)
	0.132a

(±0.020)
	0.126a

(±0.012)
	0.093b

(±0.002)
	0.062c

(±0.003)
	0.104
	34.62

	
	黄红壤
	0.179d

(±0.007)
	0.282a

(±0.013)
	0.257b

(±0.020)
	0.256b

(±0.012)
	0.242bc

(±0.011)
	0.224c

(±0.012)
	0.240
	14.58
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－△－：黄松田; －□－: 黄红壤
图1  铅处理后水稻生理指标的变化，图中垂直杆代表标准差
Fig. 1  Variation of rice physiological indices under different Pb treatment levels；bars represent standard deviation
与氮都有一定的增加，可能是土壤微生物群落发生变化所致，其机理仍需进一步研究。据报道，当土壤铅污染后，耐性较弱的细菌群落减少，而耐性较强的真菌和放线菌数量增多[4]。低水平铅处理时，土壤微生物的呼吸作用增强，是由于微生物的功能发生变化。对土壤中碳源的利用，由原来的生物合成型向能量消耗型转变，加速了土壤微生物的新陈代谢，释放出更多能量。基于微生物的新陈代谢，碳源利用法(BIOLOG)被认为是一种研究微生物群落的较好方法。有学者研究了重金属污染的水稻土壤，发现土壤微生物增加了对果糖、葡萄糖等的利用，而减少了对乳糖、丝氨酸等的利用[5]。代谢商是指单位微生物量在单位时间里呼吸作用的大小，是表征土壤微生物活性更为敏感的指标。当环境受到胁迫或干扰时，微生物为了维持生存可能需要更多的能量，而使土壤微生物代谢活性发生不同程度的反应，导致代谢商的增加。土壤脱氢酶为胞内酶，来源于生物活体部分（微生物、植物和动物），其活性的强弱是土壤微生物活性的重要表现。低水平铅处理时，加强了微生物的新陈代谢，从而促进了土壤酶的分泌。然而，当铅水平增加时，其毒性相应增强，对土壤微生物量及其活性都起抑制作用[6]。同时，从试验中还可知，黄红壤中的微生物量碳、氮与脱氢酶活性均高于黄松田，而代谢商却低于黄松田。这主要是由于土壤基本性质差异所致（见表1）。黄红壤中有较多的有机质和全氮，丰富的碳源和氮源转化成较多的土壤微生物生物量，分泌的土壤酶也相应增多。由于呼吸作用在两种土壤中差异不大，因此，单位微生物量的呼吸强度相应减少，使代谢商减小。同时，由于黄红壤中粘粒含量较多，增强了土壤对铅的吸附和沉淀能力，减弱了外界环境的干扰作用，使变异系数相应减小。
2.2  不同水平铅处理对水稻生理指标和生物量的影响

不同水平铅处理后，两种土壤中水稻叶绿素含量都有一定的增加，但与铅的浓度不成比例，各处理间差异并不显著，但水稻叶绿素平均含量在黄松田中要高于黄红壤，见图1。与叶绿素含量变化不一致，水稻脯氨酸含量与过氧化物酶活性都随铅处理水平的增加而缓慢上升。就平均而言，水稻在黄松田比黄红壤中有较高的脯氨酸含量和较低的过氧化物酶活性。从变异系数的变化可知，过氧化物酶活性是铅处理后更为敏感的水稻生理指标。

试验还表明，水稻的干物质量开始也是随铅处理水平增加而缓慢递增, 但从CK至300 mg·kg-1处理间无显著差异，在500 ~ 700 mg·kg-1时出现峰值，之后开始下降，并出现显著差异。同时可知，不同铅处理的水稻干物质量在黄红壤中均高于黄松田。说明了较强的土壤酶活性和旺盛的微生物活动促进了土壤养分循环，有利于水稻生长。另一方面，黄红壤中较多的粘粒和有机质含量，提高了土壤对铅的吸附或沉淀能力，减弱了铅的生物有效性，形成一个有利于土壤酶，微生物和水稻生长的良好环境[7]。

当土壤铅污染后，铅离子不仅影响着土壤的微生物活动，通过影响土壤养分的循环和转化来影响水稻生长，还能与水稻根系相互作用，直接影响着水稻的生命活动，从而引起了一系列水稻生理指标和生物量的变化。当低水平的铅处理时，激活了土壤微生物的活动，加速了土壤养分的循环与转化，促进水稻生长，提高叶绿素的合成。反之，较高水平的铅处理时，铅的毒性逐渐增强，对微生物及其活性和水稻的生长都起抑制作用。当环境胁迫时，植物分泌脯氨酸含量增多，可调节细胞渗透压而稳定生物大分子结构，还可作为能量库调节细胞氧化还原潜能，清除活性氧[8]。在试验中，随铅处理浓度增加而脯氨酸含量缓慢增多，研究结果与Lin and Kao[9]的报道相似。过氧化物酶活性增强可以防止膜酯过氧化，从而对植物起保护作用[10]。

表4  不同水平铅处理后土壤微生物量、微生物活性、水稻生理指标及生物量的相关性
Table 4  Correlations between soil microbial biomass, microbial activities, rice physiological indices and rice biomass under different Pb treatment levels
                                                                                                                           n=18
	土壤类型
	参数 
	微生物氮
	呼吸作用
	代谢商
	脱氢酶
	叶绿素
	脯氨酸
	过氧化物酶
	水稻生物量

	黄松田


	微生物碳
	0.697**
	0.739**
	-0.516*
	0.621**
	0.073
	-0.307
	-0.575*
	0.552*

	
	微生物氮
	
	0.853**
	-0.586**
	0.695**
	0.021
	-0.526*
	-0.869**
	0.855**

	
	呼吸作用
	
	
	0.593**
	0.758**
	0.026
	-0.301
	-0.766**
	0.747**

	
	代谢商
	
	
	
	0.050
	-0.152
	0.553*
	-0.149
	0.158

	
	脱氢酶
	
	
	
	
	0.323
	-0.561*
	-0.732**
	0.660**

	
	叶绿素
	
	
	
	
	
	0.657**
	0.365
	0.398

	
	脯氨酸
	
	
	
	
	
	
	0.782**
	-0.518*

	
	过氧化物酶
	
	
	
	
	
	
	
	-0.897**

	黄红壤


	微生物碳
	0.699**
	0.659**
	-0.563*
	0.218
	0.297
	-0.703**
	-0.644**
	0.619**

	
	微生物氮
	
	0.672**
	-0.599**
	0.435
	0.272
	-0.617**
	-0.535*
	0.302

	
	呼吸作用
	
	
	0.652**
	0.387
	0.220
	0.411
	0.453
	0.638**

	
	代谢商
	
	
	
	0.169
	-0.051
	0.908**
	0.896**
	0.062

	
	脱氢酶
	
	
	
	
	0.276
	0.030
	0.178
	0.350

	
	叶绿素
	
	
	
	
	
	-0.067
	-0.039
	0.498*

	
	脯氨酸
	
	
	
	
	
	
	0.968**
	-0.181

	
	过氧化物酶
	
	
	
	
	
	
	
	-0.242


尽管目前没有研究表明铅是植物生长过程中有益的元素，但有些研究者已注意到低水平的铅对植物生长有一定的促进效应[11,12]，其机理仍需做进一步的研究。但高水平铅的毒害效应是由于铅抑制了土壤酶及微生物的正常新陈代谢[13]，植物光合作用的过程，水和矿质养分的吸收和细胞外结构的改变[14]。有学者认为，铅的毒性效应是累积性的，因此，低水平的铅对植物的长期作用则有潜在危害。

2.3  铅处理后土壤微生物量、微生物活性、水稻生理指标与生物量的相关性分析

在相互影响相互作用的体系中，铅处理后土壤微生物参数与水稻参数的变化存在一定的相关性，见表4。

表4表明，两种土壤中的微生物量碳、微生物量氮与土壤呼吸作用显示出极显著的正相关性；与代谢商显示出显著的负相关性；与脱氢酶活性显示正相关性，其中在黄松田中达极显著水平；与水稻叶绿素的变化关系不明显。土壤微生物量及其活性与水稻脯氨酸含量及过氧化物酶的变化多数显示出负的相关性；与水稻生物量多数显示出正的相关性。水稻生物量与叶绿素间显示正的相关性，而与脯氨酸含量及过氧化物酶活性却显示负相关性。

土壤中微生物量碳与微生物量氮的比值（C/N）稳定在10∶1到5∶1，平均为8∶1，因此，二者间有极显著的正相关性。其中，细菌中蛋白质的含量比真菌要稍高，因此C/N较低。当土壤受到铅污染后，微生物群落发生变化，C/N相应增高[15]。代谢商与微生物量呈反比例关系，因此显示出负的相关性，而与呼吸作用呈正比例关系，从而显示出正的相关性，并达极显著水平。脱氢酶一方面来源于土壤微生物的分泌，另一方面来源于水稻根系的分泌，因此与土壤微生物及水稻生物量之间均有较好的正相关性。同时，土壤微生物活动促进了土壤养分的转化，有利于叶绿素的合成和水稻的生长，使两者间显示出正的相关性。相反，水稻脯氨酸含量与过氧化物酶活性反映了水稻受环境胁迫的影响程度，它们的数量增加预示着水稻受胁迫越严重。因此，它们与水稻生物量及土壤微生物间显示出负的相关性，而与微生物代谢商显示出正的相关性。

3  结论

（1）在相互作用的体系中，水稻土壤中微生物量碳、氮, 微生物活性及水稻叶绿素与生物量都随铅处理水平的增大而增加，多数指标在300 ~ 500 mg·kg-1铅处理时出现峰值，然后随铅水平的增加而降低，它们的转折点受土壤性质影响。
（2）试验范围内，水稻脯氨酸含量和过氧化物酶活性都随铅处理水平的增大而缓慢增加，其大小也受土壤性质影响。
（3）土壤-水稻系统中，土壤微生物量氮、脱氢酶活性及水稻过氧化物酶活性是铅处理后更为敏感的生物学指标。

（4）在土壤-水稻-铅相互影响的体系中，土壤微生物指标和水稻生理指标的变化存在一定的相关性，其大小受土壤类型的制约。
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Effects of lead contamination on soil microbial biomass，
microbial activities and rice growth in paddy soils
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Abstract: The effect of lead (Pb) treatment on the soil microbial biomass carbon (Cmic), microbial biomass nitrogen (Nmic), microbial activities, rice physiological indices and rice biomass in the interactive system of soil-rice- lead and microbe, were studied by a greenhouse pot experiment. Lead was applied at six different levels in two different paddy soils, namely 0 (CK), 100, 300, 500, 700 and 900 mg·kg-1 soil. The results showed that Pb treatment had a stimulating effect on soil Cmic, Nmic, microbial activities, rice chlorophyll content and rice biomass at low Pb treatment levels and an inhibitory influence at high Pb levels. Most indices appeared peak values at the levels from 300 mg·kg-1 to 500 mg·kg-1 Pb treatments. However, the degree of influence on Cmic, Nmic, microbial activities and rice biomass by Pb was related to the clay and organic matter contents of the soils. Meanwhile, Lead was effective in inducing proline accumulation and its toxicity caused oxidative stress in rice plants at the tested Pb levels. Correlations between soil microbial indices and rice physiological indices were also affected by soil properties. The results also indicated that soil Nmic, soil dehydrogenase and rice peroxidase were more sensitive biological indicators reflecting Pb contamination.
Key words: paddy soil; lead contamination; soil microbial biomass; soil microbial activities; rice physiological indices; rice biomass
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