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铜矿重金属污染对土壤微生物群落多样性和酶活力的影响 
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摘要：重金属污染导致土壤环境质量的恶化，而土壤微生物的群落多样性和土壤酶活力是评估污染程度的重要指标。该研究

选择了安徽铜陵铜矿附近受重金属复合污染的 4 个土壤样本，评估和比较了样本中 5 种重金属（砷、镉、锌、铅和铜）的污

染程度；研究和分析了土壤细菌和真菌群落的多样性以及土壤酶活力。结果表明，（1）从样本 S1 到 S4，综合污染指数分别

为 0.71、3.85、4.37 和 8.47；S1 样本尚未受到重金属污染，而 S2、S3 和 S4 样本受到不同程度重金属砷、镉、锌和铜的污

染；以镉污染为主，不存在铅污染。（2）从样本 S1 到 S4，随着综合污染程度的增加，土壤中脲酶、磷酸酶和脱氢酶的酶活

力均呈现降低的趋势，且磷酸酶和脱氢酶的酶活力与镉、锌和铅的浓度呈显著负相关，而脲酶酶活力与重金属浓度没有明显

的相关性。（3）随着综合污染指数的上升，细菌和真菌群落的多样性均下降，且真菌群落物种丰富度的变化明显于细菌。该

研究对矿区土壤重金属生物治理及环境修复具有重要意义。 
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随着工业的发展，某些地区土壤中重金属含量
上升，致使土壤生态环境恶化，对土壤生物的多样
性产生重大的影响（Khan et al.，2008；Pan et al.，
2011；Gilbert et al.，2012）。矿山的开采可导致土
壤被重金属污染，直接或间接影响人体的健康。已
有报道表明，采矿区或其附近土壤受到金属砷

（As）、镉（Cd）、锌（Zn）、铅（Pb）和铜（Cu）
等不同程度的污染（Jung，2008；胡淼等，2014），
因此，研究矿区土壤中重金属污染状况对保护生态
环境和人类健康具有显著意义。 

相对于植物，土壤微生物对土壤环境变化的响
应更为灵敏，并且在维护生态系统的结构和稳定性
方面发挥着重要作用。此外，通过与植物的相互作
用，微生物还会影响重金属离子的迁移（Belimov et 

al.，2009）。由于土壤中微生物种类多样，数量庞
大，以及代谢活动旺盛，土壤中微生物被认为是衡
量土壤质量的灵敏的、重要的指标（Khan et al.，
2010；Zhang et al.，2015）。 

土壤中的酶主要来自土壤微生物，土壤微生物
的活性直接影响土壤的酶活力（Burns et al.，2013）。
土壤中的酶在生物地球化学循环、土壤的结构维持
和污染物解毒的代谢和反应过程中起着重要的催
化作用，并为微生物和植物的生长提供某些化合物

（Zhang et al.，2015）。因此，土壤酶活力常被用作
评估土壤质量的指标，同时也可以反映土壤中的微
生物群落状态（Chung et al.，2015）。在众多和重金
属污染相关的土壤酶中，脲酶、磷酸酶和脱氢酶最
具代表性（Jyot et al.，2015；Tejada et al.，2008）。 

实验室条件下分析短期重金属污染对微生物
多样性和土壤酶活力的影响已有较多研究，但长期
暴露于重金属的土壤污染相关研究较少。铜陵是我
国有名的铜矿基地，矿产资源丰富，但在矿产资源
大量开发的同时，也给当地环境带来了影响，尤其
是重金属污染已成为破坏农田土壤环境的重要因
素（樊霆等，2013）。因此，本研究选择了安徽铜
陵铜矿的土壤样本，通过土壤微生物的群落多样性
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以及土壤酶活力的分析，反映其重金属污染程度，
为土壤污染的质量评价、生物治理及环境修复提供
实验依据和理论指导。 

1  材料与方法 
1.1  采样与分析 

铜陵市位于安徽省中部，矿产资源丰富。狮子
山是铜陵最具代表性的铜金多金属矿山，也是铜陵
最大的矿床，位于铜陵市东边。该矿山从 1958 年
开始基建，到 2002 年开采完毕（胡新付等，2011）。
因为矿山的开采，该地区土壤环境受到了很大影
响，重金属污染程度不尽相同，其中镉的污染较为
严重（杨西飞，2007）。 

采用 GPS 定位，在狮子山附近较大的耕地进行
采样，每隔 1 km 设置 1 个采样点，利用内径 5 cm

的 PVC 管，采用 5 点混合法采集表层土壤（0~20 

cm）样本，每个样本分成 2 份，分装于封口袋中，
一份放入冰盒作为新鲜样，另一份作为风干样。新
鲜样品用于微生物的测量，风干样品用于重金属和
理化性质的测量（国家环境保护总局，2005）。 

1.2  重金属和 pH 的测定 
风干的样品用 HNO3 和 H2O2 消解后，用原子

吸收分光光度法测定 As、Cu、Zn、Pb 和 Cd 的含
量。称取 20 g 土壤，加入 50 mL 去离子水，振荡摇
匀，静置 2~3 h，用 pH 计测上清液 pH。 

1.3  土壤重金属污染评价方法 
土壤重金属污染评价方法用单因子指数法（Pi）

和尼梅罗综合污染指数法（Pc）（Brady et al.，2014；
Islam et al.，2015）。 

1.3.1  单因子指数法 

单因子指数计算公式为： 

Pi=Ci/Si                              （1） 

式中，Pi 是土壤中金属 i 的环境质量指数；Ci

是金属 i 的实际测量值（mg·kg-1）；Si 是土壤中金属
i 的评价标准值（mg·kg-1）（GB 15618─1995）。 

1.3.2  尼梅罗综合污染指数法 

尼梅罗综合污染指数计算公式为： 

2 2
c max ave( / ) + ( / ) ]/2= [ i i i iP C S C S       （2） 

式中，(Ci/Si)max 是土壤污染指数的最大值；
(Ci/Si)ave 是土壤污染指数的平均值。 

1.4  酶活力测定 
根据已报道的方法测定脲酶、磷酸酶和脱氢酶

的活力（Jyot et al.，2015）。脲酶、磷酸酶和脱氢酶
的活力分别用 1 kg 土壤在 1 h 内生成的 NH3-N 的质
量、1 kg 土壤在 1 h 内生成的 p-硝基苯酚（p-NP）
的质量、1 kg 土壤在 1 d 内生成的三苯基四氮唑氯
化物（TPF）的质量表示。 

1.5  DNA 提取和 PCR 
取 0.2 g 冻干的土样，用土壤 DNA 提取试剂盒

（上海生工）抽提土壤样品的 DNA。引物 GC-Fung 

（5’-GC-clamp-CATTCCCCGTTACCCGTTG-3’）和
NS1（5’-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3’）扩增真菌
18S rDNA，扩增片段长度为 550 bp（May et al., 

2001 ） 。 引 物 357F-GC （ 5’-GC-clamp- 

CCTACGGGAGGCAGCAG-3’ ） 和 518R （ 5’- 

ATTACCGCGGCTGCTGG-3’）扩增细菌 16S rDNA

的 V3 可变区，扩增片段长度为 250 bp（Yu et al.，
2004）。用凝胶电泳检验PCR产物后用于DGGE分析。 

1.6  DGGE 分析 
取 10 μL 18S rDNA PCR 的产物进行 DGGE 分

析。采用变性梯度为 20%~40%、浓度为 6%的聚丙
烯酰胺凝胶，在 1×TAE 缓冲液中 150 V 和 60 ℃条
件下电泳 8 h。取 10 μL 16S rDNA PCR 的产物进行
DGGE 分析。采用变性梯度为 35%~55%、浓度为
8%的聚丙烯酰胺凝胶（化学变性剂为 100%尿素 7 

mol·L-1 和 40%（V/V）的丙烯酰胺），在 1×TAE 缓
冲液中 150 V 和 60 ℃条件下电泳 5 h。电泳完毕后，
采用银染法染色，并且利用 Bio-Rad 公司的
Gel-Doc2000 凝胶成像系统拍照。 

根据电泳条带的丰度和密度计算戴斯系数，得
到相似矩阵，并构建聚类图，分析样品间微生物种
群的相似性（Nicol et al.，2003）。根据电泳图谱中
样品条带数目及每个条带的强度（灰度），对各样
品中微生物多样性指数（H′）、均匀度（E）和丰富
度（S）等指标进行分析（秦燕燕等，2009）。具体
算法如下： 

H′=-∑ pi ln pi=-∑(Ni/N) ln(Ni/N)           （3） 

E=H′/H′max =H′/lnS                     （4） 

其中，pi 为样品中单一条带的强度在该样品所
有条带总强度中所占的比率，N 为 DGGE 图谱单一
泳道上所有条带的丰度，Ni 为第 i 条带的丰度；S
是某样品中所有条带数目总和。 

1.7  平板计数法 
用平板计数法对土壤中异养细菌、放线菌、丝

状真菌和酵母的活细胞数计数。分别配制牛肉膏蛋
白胨培养基、高氏一号培养基、察氏培养基和麦芽
汁培养基培养细菌、放线菌、霉菌和酵母菌（姚万
春等，2011；邓晓，2012）。可培养的细胞数用菌
落形成单位（CFU）表示。 

1.8  数据分析 
用 Origin 8.0 计算平均值和标准差，用 t-检验比

较平均值，显著水平为 P<0.05。用 SPSS 作皮尔森
相关性分析。DGGE 图谱采用 Quantity one 软件对每
个样品的电泳条带数目、条带密度进行数字化分析。 
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2  结果与讨论 
2.1  土壤性质 

4个土壤样品中 As、Cd、Zn、Pb 和 Cu 的含量
如表1所示。4个土壤样品中各金属的单因素指数和
综合污染指数的计算结果如表2所示。单因素指数
法的土壤分类标准如下：Pi≤1表示清洁；Pi >1表示
污染。Pi 值越大，表示污染越严重。土样1（S1）
中5种金属的 Pi 值都小于1，说明 S1中5种金属的含
量均在标准范围内，未受污染。其它3个样品中，
Pb 的单因子指数均在正常范围内，说明不存在 Pb

污染。土样2（S2）中 As、Cd 和 Cu 含量超标，土
样3（S3）和土样4（S4）中 As、Cd、Zn 和 Cu 都
超标。综合污染指数法的土壤分类标准如下：
0.7<Pc≤1表示警报级；Pc>3表示严重污染（HJ/T 167

─2004）。土样1的综合污染指数是4个土壤样品中
最小的，为0.71。从2个指数结果来看，后续分析将
土壤样品1作为无污染的对照。S2、S3和 S4的综合
污染指数均在3以上，说明土壤被严重污染。 

2.2  土壤酶活力 
土壤酶活力反应了微生物和植物对环境的响

应，土壤中化肥、金属离子和化学污染物均会影响
土壤中酶的活力。同时，土壤中的酶对土壤生态环
境、物理化学性质、土壤肥力和健康也有一定的影
响。本研究分析了土壤中脱氢酶、磷酸酶和脲酶的
活力，这三者是常用的衡量土壤健康的指标（Jyot et 

al.，2015）。脲酶水解尿素，会导致土壤中的 N 流
失（Upadhyay，2012）。磷酸酶在磷酸盐循环中有

重要作用，它调节营养物质的吸收和植物生长
（Nannipieri et al.，2011）。因此，脲酶和磷酸酶主要
影响土壤的肥力。脱氢酶主要存在于细胞，氧化土
壤有机质。因为脱氢酶参与呼吸作用，所以它的活
力是土壤微生物活性和土壤健康的重要指标。 

3 种酶的活力测定结果如表 3 所示。S4 的 3 种
酶的活力均最低，而且 S4 的综合污染指数也最高。
用皮尔森相关系数进一步分析重金属浓度和酶活
力间的相互关系，结果如表 4 所示，磷酸酶和脱氢
酶的活力与 Cd、Zn 和 Pb 的浓度呈极显著负相关关
系，与 Cu 的浓度呈负相关关系。由此表明，脱氢
酶和磷酸酶可以作为土壤Cd、Zn和Pb污染指示剂。
脲酶活力仅仅与As浓度表现出较弱的负相关关系，
与其它金属浓度没有表现出明显的相关性。 

2.3  微生物多样性 
DGGE可以快速地对多个样本的微生物群落多

样性进行分析。图 1a 是 4 个土样细菌 16S rDNA 的
V3 可变区扩增产物的 DGGE 电泳图，图 1b 是量化
的电泳图，图 1c 是聚类分析后得到的系统树图。
图 1c 显示了 4 个土壤样本中细菌群落的相似性，
可见 S1 的细菌群落与其它 3 个样本差异最大，S2

和 S3 的细菌群落相似度最高，该结果与用综合污
染指数的评估结果相一致。S1 的 Pc 值最小，S4 的
Pc 值最大。这一结果表明，重金属的综合污染程度
对细菌群落多样性产生明显影响。 

表 5 显示了各样本中细菌的群落多样性。S1 的

表 3  土壤样品中的酶活力 

Table 3  Enzyme activities of soil samples 

土壤酶 

Soil enzyme 
S1 S2 S3 S4 

脲酶/(mg·kg-1·h-1)

Urease 

14.66±1.00 24.66±1.50 12.88±1.37 5.58±1.30

磷酸酶/(mg·kg-1·h-1)

Phosphatase 

332.66±12.24 222.61±17.40 75.75±12.18 40.51±9.30

脱氢酶/(mg·kg-1·d-1)

Dehydrogenase 

2.70±0.10 1.04±0.12 0.78±0.11 0.38±0.13

n=3，结果表示为平均值±标准差 

n=3, the result is expressed as mean ± standard deviation 

表 1  4 个土壤样品的理化性质和金属含量 

Table 1  Physicochemical properties and heavy metal content of  

four soil samples 

因子 Factor S1 S2 S3  S4 

pH 6.47±0.12 6.74±0.17 7.66±0.13 7.39±0.08

w(As)/(mg·kg-1) 33.8±2.31 53.53±4.36 51.11±4.39 36.95±3.22

w(Cd)/(mg·kg-1) 0.18±0.13 1.53±0.13 3.37±0.21 3.46±0.15

w(Zn)/(mg·kg-1) 100.71±16.32 234.69±20.51 391.68±26.82 428.01±20.16

w(Pb)/(mg·kg-1) 42.94±12.36 104.51±13.54 100.72±28.73 170.90±15.90

w(Cu)/(mg·kg-1) 27.04±21.68 130.13±33.21 351.37±36.74 130.83±24.31

n=3，结果表示为平均值±标准差 

n=3, the result is expressed as mean ± standard deviation 

表 4  土壤酶活力和重金属浓度的皮尔森相关性分析 

Table 4  Pearson correlation coefficient of enzyme activity and heavy 

metal concentrations 

土壤酶 Soil enzyme As Cd Zn Pb Cu 

脲酶 Urease 0.602* -0.542 -0.540 -0.441 -0.096

磷酸酶 Phosphatase -0.213 -0.980** -0.983** -0.816** -0.651*

脱氢酶 Dehydrogenase -0.444 -0.907** -0.915** -0.871** -0.580*

*P<0.05，**P <0.01 

*The mean difference was significant at 0.05 level; ** The mean 

difference was extremely significant at 0.01 level 

表 2  4 个土壤样品的环境质量指数 

Table 2  Environmental quality index of heavy metals in 4 soil samples 

项目 Project S1 S2 S3  S4 

pH 6.47 6.74 7.66 7.39 

PAs 0.85 1.78 2.04 1.23 

PCd 0.60 5.1 5.62 11.53 

PZn 0.50 0.94 1.31 1.71 

PPb 0.17 0.35 0.29 0.57 

PCu 0.54 1.30 3.51 1.31 

Pc 0.71 3.85 4.37 8.47 
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丰富度为25，香农指数（Shannon-Wiener）为3.208 6。
S4 的香农指数、丰富度（Richness）和均匀度

（Evenness）都是最低的，尤其是丰富度，仅为 21，
说明重金属污染程度的加大，引起细菌物种数量的
下降，导致细菌群落多样性降低。 

4 个土壤样本中真菌 18S rDNA 扩增产物的
DGGE 电泳图见图 2a，图 2b 为量化的电泳图，图
2c 为聚类分析后得到的系统树图。从系统树图 2c

可看出，S2 和 S3 中的真菌群落相似度最高，为
69%，S1 中真菌群落与其他 3 个样本的真菌群落差
异较大。这一结果表明，真菌群落受到了重金属的

明显影响。 

表 6 显示了各样本中真菌的群落多样性。数据
显示，从 S1 到 S4，随着土壤重金属的综合污染指
数逐渐增大，香农指数和丰富度均逐渐下降，表明
真菌群落的多样性下降。与细菌相比，从 S1 到 S4，
均匀度有些改变，可能是随着土壤重金属的综合污
染指数增大，造成某些真菌种类的失去而另外一些
耐受重金属的真菌种类富集，4 个样本物种个体数
目分配的均匀程度发生了变化。数据显示，从 S1

   

 
图 1  细菌 16s rDNA 的 PCR 产物 DGGE 电泳图（a）和量化图（b）；

样品间细菌的聚类图（c） 

Fig. 1  DGGE profiles of bacterial 16S rDNA (a) and quantitative 

figure(b); clustering figure of bacteria in samples (c) 

表 6  各样品的真菌多样性分析 

Table 6  Fungal diversity analysis of samples 

Sample 

样本 

Shannon-Wiener 

香农指数 

Evenness 

均匀度 

Richness 

丰富度 

S1 3.264 3 0.959 8 30 

S2 3.238 5 0.971 9 28 

S3 3.119 7 0.969 2 25 

S4 3.050 3 0.959 8 24 

 

表 5  各样本的细菌多样性分析 

Table 5  Bacterial diversity analysis of samples 

Sample 

样本 

Shannon-Wiener 

香农指数 

Evenness 

均匀度 

Richness 

丰富度 

S1 3.208 6 0.996 8 25 

S2 3.208 3 0.996 7 25 

S3 3.198 6 0.993 7 25 

S4 3.023 8 0.993 2 21 

 

   

 
图 2  真菌 18s rDNA 的 PCR 产物 DGGE 电泳图（a）和量化图（b）；

样品间真菌的聚类图（c） 

Fig. 2  DGGE profiles of fungal 18S rDNA (a) and quantitative figure(b); 

clustering figure of fungal in samples (c) 
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到 S4，真菌群落的物种丰富度分别为 30、28、25

和 24，而细菌群落的物种丰富度分别为 25、25、
25 和 21。说明真菌群落的多样性指数减小主要是
由于其物种丰富度的变化而引起的，且真菌群落物
种丰富度的变化明显于细菌。施晓东等（2003）综
述了重金属污染土壤的微生物响应，表明低浓度的
重金属有促进微生物数量的作用，高浓度则有抑制
作用；微生物对高浓度重金属的敏感性，通常是放
线菌>细菌>真菌。张晓宇等（2010）研究了重金属
Cd 污染对旱田土壤微生物群落的影响，结果显示，
微生物对 Cd 的敏感程度为细菌>放线菌>真菌。谢
学辉等（2012）以德兴铜矿尾矿重金属污染土壤为
研究对象，表明不同重金属浓度对微生物多样性的
影响不是简单的线性关系；重金属污染可能改变原
有微生物群落内种群间的关系，新的耐受菌种产
生，而原优势种群失去优势作用。 

微生物主要分为细菌、放线菌、霉菌和酵母菌
四大类。用平板培养法对土壤中四大类可培养微生
物进行计数，进一步分析土壤中微生物的丰富度。
表 7 显示，土壤中的细菌、放线菌、霉菌和酵母菌
的数量都达到了 1×107~1×108 CFU·g-1。其中，细菌
数量最大，真菌数量略少于细菌。S4 样本的可培养
微生物总数最小，这与用综合污染指数法评估土壤
污染程度的结果相符合。从 S1 到 S4，可培养细菌
的数量随土壤重金属污染程度的增加逐渐下降，而
可培养的放线菌、霉菌和酵母菌的数量变化没有规
律性。另外，这 3 类微生物数量在样本之间的变化，
也并未与其多样性指数的结果一致。分析其原因，
一方面，微生物的分离培养方法有技术上的局限
性，且土壤中存在多数不可培养微生物，因此，这
种传统的方法不能准确反映微生物多样性的实际
存在状态；另一方面，矿区土壤是一个复杂的环境，
含有复合重金属，且包含多种结构的有机化合物，
如腐殖酸、腐殖酸样物、酚类化合物等（Fortin et al.，
2004），土壤微生物在受重金属影响的同时，也受
其它因素的影响。正如谢学辉等（2012）的研究结
果，对于长期重金属污染的野外实地样品，不同重

金属浓度影响微生物多样性可能不是实验室研究
的简单线性关系。但是，土壤微生物群落多样性能
够表征土壤生态系统群落结构和稳定性，是最有潜
力的敏感性生物指标之一（孙波等，1997）。 

3  结论 
本文分析了铜陵铜矿土壤样本中的微生物群

落多样性和土壤酶活力。结果显示，从样本 S1 到
S4，土壤重金属综合污染程度加大，细菌和真菌群
落的多样性均下降，且真菌丰富度的变化明显于细
菌，土壤酶活力也随之减低。磷酸酶和脱氢酶的活
力随着 Cd、Zn 和 Pb 浓度的升高而明显下降，因此，
磷酸酶和脱氢酶可以作为预测土壤重金属 Cd、Zn

和 Pb 污染的有效指标之一。由此可见，利用微生
物群落多样性表征矿区重金属污染土壤的环境质
量具有一定的可行性，但仍有待进一步深入研究。 
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The Impact of Heavy Metal Contamination on Soil Microbial Diversity and 

Enzyme Activities in A Copper Mine 
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Abstract: Contamination of heavy metals results in deterioration of soil health, which can be assessed by the diversity of microbial 

community and the activity of soil enzymes. In this study, four soil samples were collected from a copper mine in Tongling City of 

China, and were further analyzed for evaluating the contamination of five metals (arsenic, cadmium, zinc, lead and copper), the 

diversity of bacteria and fungi as well as the activity of soil enzymes. Our results indicated that: (1) the comprehensive pollution 

index was 0.71, 3.85, 4.37 and 8.47 for sample 1 to 4 (S1~S4), respectively, indicating that S1 was uncontaminated while S2, S3 and 

S4 were contaminated to different extent; cadmium was the main metal while no lead was detected in four samples; (2) the activity of 

urease, phosphatase and dehydrogenase decreased with the increase of the comprehensive pollution index of four samples; the 

activity of phosphatase and dehydrogenase was negatively correlated to the concentration of cadmium, zinc and lead, while the 

urease activity showed no significant correlation with these metals; (3) the diversity of bacteria and fungi decreased with the increase 

of the comprehensive pollution index, and the change of fungi abundance was more obvious than that of bacteria. This study will 

contribute to the bioremediation of heavy metal contamination in mining areas.  

Key words: copper mine; soil; heavy metals; microbial diversity; soil enzymes activity  


