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Abstract：The aim of this study is to elucidate the characteristics of heavy metal speciation, soil physicochemical properties, and microbial
community structure changes mediated by humic acid residues after soil washing. Based on soil washing laboratory experiments and high-
throughput sequencing technology, pH, NH+4-N and soil organic carbon（SOC）content before and after humic acid washing, further changes
in soil microbial community structure and diversity, and the main environmental influencing factors were determined. The results showed
that the humic acid washing process could remove Cd and Zn from the soil; however, this process was less effective in removing Pb. The
mobility of Cd and Zn in the soil increased, indicating that the two metals were activated after washing. The oxidation and residual fraction
of Pb increased, thus the mobility decreased. As for the soil microbial community structure, the bacterial community richness first
decreased and then increased, while the community diversity increased within 30 days after washing. The relative abundance of Chloroflexi,
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摘 要：为阐明腐植酸淋洗残留对土壤重金属形态分布、土壤理化性质与微生物群落结构变化的影响，本研究基于室内土壤淋洗

实验与高通量测序技术，研究了腐植酸淋洗前后土壤重金属形态、pH、氨氮（NH+4 -N）和土壤有机碳（SOC）含量变化特征，揭示了

土壤微生物群落结构组成和多样性的变化规律与主要环境影响因素。结果表明，腐植酸淋洗可去除土壤中的Cd和Zn，对Pb的去

除效果较差。淋洗后土壤中的Cd和Zn被活化，可迁移性提高；Pb的可氧化态和残渣态比例升高，可迁移性降低。在土壤微生物

群落结构变化方面，淋洗后 30 d 内细菌群落丰富度先降低后升高，群落多样性提高。淋洗后 Chloroflexi、Acidobacteria、
Gemmatimonadetes、Fibrobacteres、Armatimonadetes等菌群的相对丰度增加，Actinobacteria、Firmicutes等菌群的相对丰度降低。腐

植酸淋洗后土壤微生物的相互作用和网络复杂性提高；土壤微生物将会更高效地进行物质传输和利用，同时抵御环境扰动的能

力也更强。腐植酸淋洗改变了土壤理化性质，驱动微生物群落结构改变的主要环境因子是酸提取态Pb、Zn含量和NH+4-N含量。

腐植酸可以有效淋洗出Cd和Zn，但会活化土壤中残留的Cd和Zn，降低微生物群落多样性；后期培养过程中腐植酸残留可以钝化

重金属，并提高微生物群落多样性、改善微生物群落结构。因此，腐植酸淋洗剂具有良好的土壤重金属去除和微生物群落结构改

善能力，是一种高效且环境友好的土壤淋洗剂。此外，本研究还可为评价淋洗后土壤的微生态响应提供科学指导。
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随着工业化和城市化进程加快，我国土壤重金属

污染形式日益严峻并引发广泛关注[1]。2014年《全国

土壤污染状况调查公报》指出，我国土壤总超标率为

16.1%，重金属是引发土壤污染的典型污染物[2]。土

壤中的重金属不能生物降解，可对土壤理化性质和微

生物群落结构产生危害，还可以进入食物链并最终在

人体中积累，对人类健康和环境构成巨大威胁[3-4]。

常用的土壤重金属修复技术主要包括土壤淋洗、

化学钝化、植物修复和微生物修复等，其中土壤淋洗

被认为是最有效、快速且经济的技术之一[5]。土壤淋

洗可通过溶解、络合、离子交换等作用，将土壤中的重

金属污染物转移到淋洗液中，从而降低土壤中重金属

污染物含量[6]。常用的淋洗剂主要有以下类型：无机

酸（如盐酸、硫酸、硝酸等）；合成有机螯合剂（如

EDTA、DTPA、EDDS等）；天然螯合剂（如腐植酸、柠檬

酸、酒石酸等）[7]。无机酸和合成有机螯合剂具有较

高的金属去除效率，但无机酸会酸化土壤，改变土壤

结构，降低土壤肥力和微生物活性；合成有机螯合剂

具有较低的生物降解性，可能对地下水质量和土壤微

生物健康产生不利影响[8]。因此，使用环境友好型且

淋洗效率高的淋洗剂对淋洗技术的工程实践具有重

要意义。

腐植酸是一种天然有机大分子，其富含多种活性

官能团，如羧基、酚羟基、羰基和酮基等，可以通过络

合、离子交换、氧化还原及静电作用等与重金属发生

相互作用[9]。多位研究者已将腐植酸作为天然螯合

剂用于重金属污染土壤淋洗并取得了良好的淋洗效

果，如 Yang等[10]发现人工合成腐植酸可以将土壤中

的 Cu、Zn、Ni 和 Pb 分别去除 45.2%、34.6%、42.2% 和

15.6%；Meng等[11]用腐殖质淋洗土壤后降低了 36.8%
的Cd浓度。此外，腐植酸作为土壤有机质的主要组

成物质，其作为淋洗剂施用被认为不会引入二次污

染，因此，腐植酸被认为是一种环境友好型土壤淋洗

剂[12]。

土壤微生物在陆地生态系统中的几乎所有生物

地球化学循环过程中都发挥着关键作用[13]，其群落数

量、结构和多样性易受到环境因素影响，被认为是衡

量土壤环境质量与生态功能的重要指标。土壤淋洗

技术虽然可以去除部分重金属，但是可能会带来重金

属的活化、养分的流失、淋洗剂的残留等一系列问题，

进而可能影响土壤的微生物群落结构[14]。但是目前

针对淋洗技术的研究主要侧重淋洗效果、重金属形态

变化与其对土壤理化性质的影响，针对淋洗后土壤微

生物群落结构变化及其对环境因子的响应机制研究

较少，无法在微观尺度评价淋洗技术的环境效

应[15-16]。基于此，本文研究了腐植酸淋洗 Cd、Pb、Zn
复合污染土壤后重金属的形态和活性变化，探究了淋

洗对土壤微生物群落多样性和组成结构的影响，阐明

了微生物群落的变化对土壤环境因子的响应机制，以

期为化学淋洗修复重金属污染土壤的生态安全性评

价提供科学参考。

1 材料与方法

1.1 供试土壤与试剂

供试土壤取自石嘴山市某农田的表层（0~20 cm）
土壤，经自然风干后过 2 mm筛保存备用。该土壤基

本性质如下：pH为 8.54±0.02，土壤有机碳（SOC）含量

为 6.10%±0.29%，土壤氨氮（NH+4-N）含量为 5.69±0.36
mg·kg-1，总Cd含量为 6.71±0.26 mg·kg-1，总Pb含量为

265.44±4.77 mg·kg-1，总 Zn 含量为 856.81±5.49 mg·
kg-1。依据《土壤环境质量 农用地土壤污染风险管控

标准（试行）》（GB 15618—2018），供试土壤中Cd含量

是风险筛选值的 11.18 倍，Zn 含量是风险筛选值的

2.86倍，Pb含量是风险筛选值的1.56倍。

实验所用腐植酸购自广东翁江化学试剂有限公

司（该腐植酸为煤基腐植酸，纯度为 98%，C、H、N、O

Acidobacteria, Gemmatimonadetes, Fibrobacteres, and Armatimonadetes increased, while that of Actinobacteria and Firmicutes decreased
after washing. The interactions and network complexity of microbial communities in the soil were enhanced after humic acid washing. Soil
microorganisms would utilize materials more efficiently and be more resistant to environmental disturbances after soil washing. The change
of microbial community structure was mainly driven by NH +4 -N content and changing the acid-soluble fraction of Pb and Zn. Humic acid
could remove Cd and Zn from soil effectively; however, activating Cd and Zn and reduced microbial community diversity in soil; The
residue of humic acid in soil could immobilize heavy metals, increase microbial community diversity, and improve microbial community
structure during incubation. Therefore, humic acid is an efficient and environmentally friendly washing agent, which can remove heavy
metals effectively and improve soil microbial community structure. Furthermore, this study can provide scientific guidance for evaluating
the microecological response of soil after washing.
Keywords：heavy metal; soil washing; humic acid; environmental factor; microbial community and structure
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含量分别为 37.13%±0.47%、2.40%±0.04%、1.07%±
0.01%、59.40%±0.52%），其余试剂购自上海麦克林生

化科技股份有限公司，均为分析纯。

1.2 土壤淋洗与培养

基于课题组前期研究，淋洗条件设置为液固比为

40∶1，淋洗剂浓度为 1 500 mg·L-1，腐植酸用 0.5 mol·
L-1 NaOH 充分溶解后将其 pH 调节为 9，淋洗温度为

25 ℃，淋洗时间为 6 h[10]。淋洗结束后，将离心后土壤

放入恒温振荡培养箱（25 ℃）中培养，培养时间为 30
d，期间每 3 d向土壤中添加适量高纯水，使土壤含水

率保持在田间持水量的 70% 左右（土壤田间持水量

为 16.7%±1.7%）。对照组土壤为不进行淋洗操作的

原始土壤。在淋洗结束当天、培养期第 3、7、15、30天

采集土壤鲜样进行DNA提取用于微生物群落结构信

息分析，其余土壤自然风干并通过 2 mm筛用于测定

重金属形态与土壤理化性质。

1.3 测定指标与方法

1.3.1 土壤重金属形态与基本理化性质

采用改进 BCR 连续提取法提取对照组，土壤淋

洗当天及其淋洗后第 3、7、15、30天测定土壤重金属

不同形态含量。提取顺序为酸提取态（F1）、可还原态

（F2）、可氧化态（F3）与残渣态（F4）[17]，各形态重金属含

量采用 ICP-OES（Prodigy7，LeemanLabs，美国）测定；

土壤 pH依据HJ 962—2018测定；SOC依据HJ 615—
2011测定；土壤NH+4-N含量依据HJ 634—2012测定。

根据土壤淋洗后时间不同，分别记为淋洗后当天

（AW 0），淋洗后 3 d（AW3），淋洗后 7 d（AW7），淋洗

后15 d（AW15），淋洗后30 d（AW30）。

1.3.2 样品16S rRNA基因高通量测序

提取原始土壤和淋洗后第 3、7、15、30天的土壤

微生物DNA，扩增区为 16S rRNA基因的V4区。PCR
扩增使用的前引物为 515F（5'-GTGCCAGCMGCCGC⁃
GGTAA - 3'），反 向 引 物 为 806R（5' - GGACTACH⁃
VGGGTWTCTAAT-3'）。完成 PCR扩增后，对 PCR产

物进行凝胶纯化，纯化后的产物通过 Illumina MiSeq
平台完成 16S rRNA基因测序。通过Galaxy平台对获

得测序的原始数据完成数据的预处理。

1.4 数据分析

采用SPSS 26 进行单因素方差（ANOVA）分析，比

较各处理间的显著性差异。群落组成和聚类分析、主

坐标分析（PCoA）通过R语言“vegan”包实现。共现网

络分析基于 Pearson相关性分析（设置阈值R>0.6，P<
0.05），通过R语言“igraph”包，构建连接矩阵，并得到

网络节点、边数据和部分拓扑参数，将“igraph”包得到

的 graphml 格式文件导入 Gephi 0.9.2 软件进行可视

化，图片中不同颜色代表不同微生物网络模块。

Mantel test 分析通过 R 语言“linkET”包实现，用原始

微生物OTU代表群落组成，微生物α多样性代表群落

多样性。

2 结果与讨论

2.1 腐植酸淋洗前后土壤重金属总量与形态分布变化

腐植酸淋洗前后土壤中Cd、Pb和Zn总量和形态

分布变化如图 1所示。腐植酸淋洗后土壤中的Cd和

Zn 含量显著降低（P<0.05），分别降低了 40.5% 和

26.5%，说明腐植酸淋洗可以有效去除土壤中 Cd 和

Zn；淋洗后Pb含量未显著降低（P>0.05），主要因为原

土中Pb主要以残渣态（F4）存在（图 1a），可迁移性差，

因此较难被淋洗去除。

阳离子型重金属主要以 4种形态存在于土壤中，

以酸提取态（F1）存在的重金属迁移性强且易被植物

吸收利用[18]；重金属可还原态（F2）主要结合在Fe-Mn
氧化物上，在厌氧或缺氧环境中不稳定，因此可还原

态有潜在的生物可利用风险[19]；可氧化态（F3）比可还

原态稳定；残渣态（F4）化学性质最稳定，被固定在土

壤中难以迁移、转化和被吸收。因此，土壤中重金属

的可氧化态和残渣态含量越高，重金属越稳定。由图

1b可知，淋洗前 Cd、Pb和 Zn主要以残渣态存在于土

壤中。腐植酸淋洗后当天土壤中酸提取态 Cd和 Zn
所占比例分别提高了7个和12个百分点，说明腐植酸

淋洗过程可以活化土壤中 Cd 和 Zn，提高其可迁移

性，且腐植酸淋洗对Cd的活化效果更显著，这可能是

因为腐植酸含有多种活性官能团（如羧基、酚羟基

等），可与重金属离子结合形成可溶态的有机-金属

复合物，进而提高了其可迁移性[20]。淋洗结束后，随

着时间推移，可氧化态和残渣态Cd和Zn的百分比逐

渐提高，与淋洗结束当天相比，第 30天时分别提高了

9个和 8个百分点，说明其可迁移性与生物可利用性

逐渐降低。淋洗后有部分腐植酸留存于土壤中，Cd
可以与腐植酸中的酚羟基、羧基形成 Cd2+-腐植酸配

合物，使其具有类似金属-氧络合物的稳定性[21]；Zn
主要通过离子交换与腐植酸结合降低可迁移性[22]。

对于Pb，与对照相比，腐植酸淋洗当天酸提取态和可

还原态降低了 4个百分点，第 30天时降低了 6个百分

点。Pb不仅可以与残存的腐植酸络合，还可以与腐

植酸-矿物复合体形成共沉淀，因此可氧化态和残渣
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态Pb含量显著提高[23]。

除腐植酸外，研究者目前也利用其他天然化合物

（如柠檬酸、酒石酸等）进行土壤淋洗研究，Wuana
等[24]使用柠檬酸和酒石酸淋洗土壤后Cd分别降低了

38.4%和 19.3%，Wang等[25]使用亚氨基二琥珀酸淋洗

土壤后 Cd和 Zn的含量分别降低了 24.1% 和 25.4%，

通过对比可发现腐植酸用作土壤淋洗剂时对Cd有较

好的去除效果。此外，为了避免二次污染，在实际应

用中需重点考虑如何进一步处理含有高浓度重金属

的淋洗液。近期学者的研究证明可以使用硫化钠

（Na2S）、乙基黄原酸钾（PEX）、二甲基二硫代氨基甲

酸钠（DTC）等作为重金属沉淀剂处理土壤淋洗液，同

步去除土壤淋洗液中络合态重金属且实现淋洗液的

回收[26]。如 Na2S 中的 S2-可以与淋洗液中的 Cd2+和

Pb2+生成圆饼片状结构沉淀，其中包含 CdS和 PbS等

物质[26]。在淋洗成本方面，Zhang等[27]总结了常用的

土壤淋洗剂在去除Cd时的淋洗成本，发现使用腐植

酸的成本远低于EDTA、EDDS和皂素等淋洗剂，因此

腐植酸可被用作绿色、高效和低成本的土壤淋洗剂。

2.2 腐植酸淋洗前后土壤理化性质的变化

腐植酸淋洗前后土壤 pH，SOC和NH+4-N的含量

变化见表 1。土壤 pH值除了在淋洗后第 7天显著降

低外（P<0.05），其他时间与对照相比均无显著差异（P>
0.05），这是因为腐植酸与土壤中各种阳离子结合形

成腐植酸-腐植酸盐相互转化的缓冲系统，对土壤的

酸碱度起到调节作用[28]。与原土壤相比，土壤 SOC含

量在淋洗当天显著提高了 15.0%（P<0.05），说明腐植

酸残留可以提升土壤有机质含量；淋洗后一直到培养

结束土壤SOC均无显著变化，这是由于腐植酸相比其

他常被用作淋洗剂的天然小分子酸（如柠檬酸、酒石

酸、草酸等）性质稳定、不易分解，具有良好的生物稳定

性，可以将 SOC含量稳定在一定水平上[29]。淋洗过程

会导致大量NH+4-N被洗脱，土壤中NH+4-N含量在淋

洗当天与原土壤相比下降了85.4%[30]。淋洗后，NH+4-N
含量随培养时间增加而逐渐增大，淋洗后第30天NH+4-N
含量是淋洗后当天的 3.01倍。这是由于腐植酸中含

b
b

含
量

Tot
alc

onc
ent

rati
on/（

mg
·kg

-1 ）

图1 腐植酸淋洗前后土壤中Cd、Pb、Zn的总量（图 a）和形态分布（图b）变化

Figure 1 Changes of the total concentration（a）and speciation distribution（b）of Cd，Pb，and Zn in the soil before and after humic acid
washing and during incubation

不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）
Different lowercase letters indicate significant differences among treatments（P<0.05）

处理Treatment 处理Treatment 处理Treatment
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量较高的N元素可在土壤中溶解为NH+4-N，使土壤中

NH+4-N含量逐渐提高[31]。

2.3 腐植酸淋洗前后土壤微生物群落结构变化

2.3.1 土壤微生物群落多样性变化特征

土壤微生物是土壤生态系统的重要组成部分，相

较于植物和动物，土壤微生物群落数量、结构和多样

性易受到环境因素影响，被认为是衡量土壤环境质量

与生态功能的重要指标，可用于预测土壤生态系统及

环境质量的变化，实时反映土壤污染状况[32-33]。在

OTU 水平上，本研究选取 Chao1 指数、ACE 指数、

Shannon指数和 Simpson指数来评价腐植酸淋洗前后

土壤微生物的 α多样性。Chao1指数和 ACE 指数可

反映微生物群落的丰富度，Shannon 指数和 Simpson
指数用于衡量微生物群落的多样性。与对照组相比，

ACE和Chao1指数在淋洗后的土壤第3、7天均显著降

低（表 2，P<0.05），淋洗后第 7天分别降低了 9.15%和

9.66%；随后ACE和Chao1指数均显著回升，淋洗后第

30天时恢复到与对照相比无显著差异水平（P>0.05）。

这可能是因为淋洗过程导致部分细菌被洗脱，进而细

菌丰富度水平降低；淋洗后淋洗液残留物中的微量不

稳定组分会在短期内迅速降解，作为细菌群落的能量

来源，促进其生长，因此ACE和Chao1指数在第 30天

时恢复到原来水平[34]。Shannon和 Simpson指数在淋

洗后培养期间显著提高（P<0.05），但是数值波动很

小。以上结果表明土壤淋洗会洗脱微生物，但是土壤

中残留的腐植酸可以为微生物生长提供养分，提高细

菌群落的丰富度和多样性。

主坐标分析（PCoA）样本间的空间距离可以表示

细菌群落结构的差异程度，进而可衡量群落的β多样

性。基于 Bray-Curtis 距离矩阵的 PCoA 分析的前两

轴解释度分别为64.5%和16.2%，与对照相比，腐植酸

淋洗对土壤细菌群落有明显的影响，微生物群落的β
多样性随着淋洗后培养时间的不同而不同（图 2）。

因此，土壤细菌群落的差异取决于腐植酸是否淋洗以

及淋洗后培养时间的长短。

2.3.2 土壤微生物群落组成与聚类分析

图 3为淋洗前后土壤细菌门和属水平上的组成

与聚类图。在门分类水平上（图 3a），土壤中微生物

群 落 以 Proteobacteria（37.8%~46.6%）、Bacteroidetes
（12.2%~20.2%）、Actinobacteria（9.1%~24.1%）、Chlo⁃
roflexi（4.6%~15.1%）和 Acidobacteria（1.9%~8.0%）等

为主，与前人对土壤优势菌门的研究一致[35]。研究表

明相对丰度最高的 Proteobacteria对土壤多种环境功

能有重大影响，如研究者已经证实大部分的 α-Pro⁃
teobacteria有利于土壤的固氮、有机质分解和植物生

长[16]，Proteobacteria菌门中还具有多种拥有涉及重金

属抗性或固定化的重金属氧化酶基因的成员[36]。在

腐植酸淋洗后的培养过程中，不同培养时间下各个门

的相对丰度均存在差异（图 3b）。淋洗后，土壤中

Chloroflexi、Acidobacteria、Gemmatimonadetes、Fibro⁃
bacteres、Armatimonadetes 等菌群的相对丰度增加；

Actinobacteria、Firmicutes 等菌群的相对丰度降低。

Chloroflexi在有机物降解和有效 Cd沉淀中具有重要

意义，它们可以与甲烷代谢微生物群进行共养相互作

用[35]。Acidobacteria对高浓度Cd耐受性较强，也是土

壤中重要的细菌群落，可以降解植物残体，参与光合

表1 腐植酸淋洗前后与培养期间土壤化学性质变化

Table 1 Changes of soil chemical properties before and after
humic acid washing and during incubation

处理Treatment
CK

AW0
AW3
AW7
AW15
AW30

pH
8.54±0.02a
8.57±0.04a
8.54±0.02a
8.26±0.23b
8.50±0.05ab
8.42±0.04ab

SOC/%
6.10±0.29b
6.99±0.13a
6.81±0.14a
7.23±0.21a
7.07±0.21a
7.09±0.51a

NH+4-N/（mg·kg-1）

5.69±0.36a
0.83±0.11c
1.44±0.14c
2.84±0.2b
2.90±0.27b
2.50±0.35b

表2 腐植酸淋洗前后与培养期间土壤中细菌的α多样性指数变化

Table 2 Change of α diversity index of soil bacteria before and after humic acid washing and during incubation
处理

Treatment
CK

AW3
AW7
AW15
AW30

丰富度指数Richness index
ACE

4 230.52±148.31a
3 799.09±118.72b
3 843.64±58.53b
4 053.24±26.88ab
3 942.52±40.54ab

Chao1
4 102.52±130.97a
3 689.26±133.67b
3 706.37±58.12b
3 928.35±19.7ab
3 820.07±48.3ab

多样性指数Diversity index
Shannon

8.47±0.05c
8.34±0.03d
8.45±0.01c
8.98±0.01a
8.86±0.01b

Simpson
0.987±0.000e
0.989±0.000d
0.991±0.000c
0.993±0.000a
0.992±0.000b

注：同列不同小写字母分别表示处理间差异显著（P<0.05）。下同。
Note：Different lowercase letters in a column indicate significant

differences among treatments at P<0.05 levels. The same below.
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作用和单碳化合物代谢等多种生化行为[37-38]。Fir⁃
micutes携带许多金属抗性基因，腐植酸淋洗降低了

土壤中重金属的污染水平，导致特征微生物群 Fir⁃
micutes 的相对丰度下降[39]。此外，将相对丰度前 15
的属水平细菌进行聚类分析（图 3c），发现 Pseudar⁃

throbacter、Planococcus、Brevundimonas、Pontibacter 等

属的相对丰度在淋洗过程中均有所降低，而 Thioba⁃

cillus、OLB13、Flavisolibacter的相对丰度淋洗后逐渐

上升。研究发现Brevundimonas可以用于重金属的生

物修复，淋洗后土壤重金属含量下降导致 Brevun⁃

dimonas丰度降低[40]。Thiobacillus和OLB13均可参与

土壤的反硝化作用，其相对丰度的提高可以促进土壤

的氮循环[41-42]。Flavisolibacte可以催化过氧化氢，以

保护自身和宿主植物免受重金属的氧化[43]。

2.3.3 土壤微生物群落网络分析

微生物共现网络已被广泛应用于土壤中关键模

块和物种的识别。网络拓扑属性可用于描述不同物

种或物种与环境因素之间相互作用的强度和复杂

性[35]。例如，生态网络的模块生态网络中的关键物种

（keystone）所执行的特殊代谢功能不仅可以驱动微生

物群落的形成过程，还能维持微生物群落的稳定

性[44]。本研究采用Gephi软件对淋洗前后土壤微生物

网络做可视化处理（图 4a~图 b），并计算微生物网络

的拓扑特征（表 3）。在腐植酸淋洗后，土壤微生物网

络的节点数量和边数量提高，平均路径距离降低，这

表明淋洗提高了微生物网络的复杂性，同时使网络中

的物种联系更加密切[13]；网络模块量增加表明淋洗后

的土壤微生物结构更有组织性。

处理Treatment

图2 不同条件下细菌群落的主坐标分析（PCoA）图

Figure 2 Principal coordinate analysis（PCoA）analysis of the
bacteria community for different treatments

图3 不同条件下土壤中门水平（a）优势菌群相对丰度；细菌在
门水平（b）和属水平（c）上相对丰度热图

Figure 3 The relative abundance of dominated phylum（a）of
bacterial community in soils. Heatmap of the relative abundance

of bacteria at the phylum level（b）and the genus level（c）

处理Treatment

处理Treatment

表3 土壤淋洗前后微生物网络的主要拓扑特征
Table 3 Main topological properties of microbial communities in

soil before and after washing
处理

Treatment
CK
AW

节点数
Node
729
905

边数
Edge
2 436
3 051

平均路径距离
Average path distance

6.442
5.933

模块数
Number of module

126
138

1066



方明智，等：腐植酸淋洗对重金属污染土壤微生物群落结构影响研究2023年5月

www.aes.org.cn

进一步通过模块内连通度（Zi）和模块间连通度

（Pi）两个拓扑参数来评估共现网络中每个节点的作

用（图 4c）。Zi或Pi值较高的节点被定义为关键分类

单元，包括模块枢纽（Zi≥2.5，Pi<0.62）、连接器（Zi<
2.5，Pi≥0.62）和网络枢纽（Zi≥2.5，Pi≥0.62）[45]。在对照

土壤的微生物网络结构中仅识别到两个模块枢纽，而

在淋洗后土壤的微生物网络结构中识别到 1个起关

键作用的网络枢纽、4个模块枢纽和 16个连接器。对

网络枢纽进行种属分析后鉴定为Rubellimicrobium，该

细菌作为土壤功能微生物可以分泌碳水化合物来抵

抗重金属胁迫[46]。此外，模块枢纽中的Gemmatimonas

可以转化和分解土壤有机质[47]。连接器包括 Plano⁃

coccus、Ohtaekwangia、Ellin6067、Caenimonas、Alter⁃

erythrobacter等细菌。其中，Pseudomonas产生的生物

表面活性剂可以与重金属形成络合物[48]，Altererythro⁃

bacter对土壤中的 Cd具有较高的耐受性[49]，Caenimo⁃

nas可以产生尿素酶，为植物生长固氮[50]。

微生物的网络结构需要依靠一些十分活跃的物

种进行信息交换或者产生中间代谢产物以维持庞大

而复杂的模块结构，较多的模块枢纽可以提高微生物

群落的交换效率，较多的连接器可以提高群落的稳定

性[51]。腐植酸淋洗后土壤微生物网络结构的模块枢

纽和连接器增加，表明淋洗后土壤微生物将会更高效

地进行物质传输和利用，同时抵御环境扰动的能力也

更强。

2.4 土壤中细菌群落与环境因子的相关性分析

本研究基于 Mantel test分析（图 5），进一步探究

了生物可利用态重金属、土壤理化性质与微生物群落

之间的相关性。结果表明，土壤中酸提取态 Pb含量

与 SOC 和 NH+4-N 含量呈显著负相关（P<0.05），酸提

取态Zn含量与 SOC含量呈显著正相关（P<0.05）。土

壤中NH+4-N、酸提取态 Pb和酸提取态 Zn与细菌群落

组成存在显著相关性（P<0.05），酸提取态 Zn与细菌

群落多样性存在显著相关性（P<0.05）。腐植酸淋洗

显著提高了酸提取态 Zn含量，说明腐植酸淋洗引起

的土壤生境变化与细菌群落的组成和多样性密切相

关[52]，已有研究表明土壤中重金属的胁迫增强会对土

壤微生物群落的生长、存活、多样性、生物量等生态功

能产生不利影响[53]。本研究进一步对门水平上细菌

优势类群与环境因子的关系进行Pearson相关性分析

（表4）。结果表明，细菌中Acidobacteria、Chloroflexi和
Armatimonadetes 与土壤的酸提取态 Pb 和酸提取态

Zn 呈显著负相关（P<0.05）。 Gemmatimonadetes 和

Deinococcus-Thermus 与土壤 NH+4 -N 呈显著正相关

（P<0.05）。先前研究证实 Gemmatimonadetes 与土壤

养分呈显著正相关，因此 Gemmatimonadetes 的相对

丰度提高可能与腐植酸淋洗期间土壤 SOC与NH+4-N
含量的提高有关[54]。

综上，腐植酸淋洗后改变土壤中酸提取态 Pb、酸
提取态 Zn和NH+4-N含量等环境因子，环境因子改变

会驱动土壤中微生物群落结构变化。

3 结论

（1）腐植酸淋洗可去除土壤中的 Cd和 Zn，对 Pb
的去除效果较差。淋洗后土壤中的Cd和Zn被活化，

可迁移性提高；Pb的可氧化态和残渣态比例升高，可

迁移性降低。

（2）腐植酸淋洗与残留能显著改变土壤微生物群

图4 淋洗前（a）与淋洗后（b）土壤微生物群落OTU水平上的共现网络和网络节点的分类（c）
Figure 4 Co-occurrence network of microbial communities before（a）and after washing（b）and classification of nodes

within networks（c）in soils（OTU levels）

（b）（a）
（c）
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图5 土壤化学性质与微生物群落组成和多样性的Mantel test 分析
Figure 5 Mantel test analysis of soil chemical properties and microbial community composition and diversity

*P<0.05，**P<0.01.

表4 门水平优势菌群与土壤化学性质的Pearson相关性分析
Table 4 Pearson correlations of dominated species at the phylum level to chemical properties in soil

物种
Specy

Proteobacteria
Bacteroidetes
Actinobacteria

Chloroflexi
Acidobacteria

Verrucomicrobia
Gemmatimonadetes

Firmicutes
Patescibacteria
Planctomycetes

Others
Cyanobacteria
Fibrobacteres

Armatimonadetes
Deinococcus-Thermus

pH
0.200
0.250
0.747
-0.502
-0.553
-0.441
-0.790
0.743
0.043
0.405
-0.209
0.712
-0.351
-0.417
-0.474

SOC
-0.428
-0.066
-0.340
0.245
0.368
0.429
0.571
-0.367
-0.017
-0.016
0.160

-0.911*
0.252
0.297
0.673

NH+4-N
0.005
-0.044
-0.820
0.328
0.535
0.803
0.906*
-0.855
-0.340
-0.043
0.009
-0.780
0.638
0.632
0.859*

酸提取态Cd
F1-Cd
0.194
-0.396
-0.688
0.470
0.514
0.522
0.498
-0.673
0.019
0.148
0.234
0.109
0.663
0.636
0.026

酸提取态Pb
F1-Pb
0.687
0.887
0.742

-0.957*
-0.996***

-0.720
-0.787
0.720
-0.613
-0.433

-0.861**
0.635
-0.863
-0.921*
-0.200

酸提取态Zn
F1-Zn
0.687
0.877
0.758

-0.959*
-0.999***

-0.721
-0.807
0.737
-0.599
-0.399

-0.852**
0.663
-0.855
-0.916*
-0.220

注Note：*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001.

落结构。淋洗后培养期间，细菌群落丰富度先降低后

升高，群落多样性提高；Chloroflexi、Acidobacteria、
Gemmatimonadetes、Fibrobacteres、Armatimonadetes 等

菌群的相对丰度增加，Actinobacteria、Firmicutes等菌

群的相对丰度降低。

（3）腐植酸淋洗后土壤微生物的相互作用和网络

复杂性提高；淋洗后土壤微生物网络结构的模块枢纽

和连接器增加，土壤微生物将会更高效地进行物质传

输和利用，同时强化了抵御环境扰动的能力。

（4）腐植酸淋洗会改变土壤中酸提取态Pb、Zn的

含量和NH+4-N含量等环境因子，其变化可驱动微生

物群落结构发生变化。
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