铜尾矿生物结皮的生物固氮及其影响因素研究*
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摘  要    在铜尾矿生态系统自然恢复过程中，生物结皮广泛存在并成为尾矿生态系统演替早期的重要阶段。本文采用乙炔原位还原法对藻类结皮、藻藓混合结皮和藓类结皮的生物固氮特征进行了系统研究。结果表明：（1）生物结皮显著提高了铜尾矿总氮含量，同时降低了铜的含量。（2）不同类型生物结皮的固氮能力差别较大，其中藻藓混合结皮的生物固氮量最高，在N 4.36~30.39 kg hm–2 a–1之间；藻类结皮和藓类结皮的固氮量分别为N 1.32~8.78、0~16.34 kg hm–2 a–1。（3）生物固氮能力随季节变化明显，夏季的生物固氮量最高，春季次之，秋冬季节相对较低。（4）铜尾矿基质pH、NH4+-N和水溶性有机碳（WSOC）等与生物固氮量呈显著正相关（p<0.05），而土壤容重、NO3--N和总铜等与生物固氮量呈显著负相关（p<0.05）。
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尾矿是指选矿厂在特定的经济技术条件下，将矿石磨细，选取有用成分后排放的废弃物。一般由选矿厂排放的尾矿矿浆经自然脱水后形成的固体矿物废料是固体工业废料的主要成分。含有毒物质、重金属和有机物的尾矿废水，在尾矿沉积过程中继续与尾矿发生物理化学作用。尾矿可能进一步风化，再渗入基础土层，发生复杂的生物地球化学作用，生成新的产物并在地下水运动下迁移，且可能流向水源地或天然排泄区造成环境污染，甚至危及附近地区的生态平衡。此外，部分物质氧化分解产生的有害气体和大风天气下的扬尘在干燥和风蚀条件下极易发生，也会对大气环境造成污染。与正常土壤相比，尾矿具有如下特征：（1）物理结构不良, 持水保肥能力差；（2）极端贫瘠, 氮、磷、钾及有机质含量极低, 或是养分的不平衡；（3）重金属含量过高, 影响植物各种代谢途径, 抑制植物对营养元素的吸收及根的生长, 加剧干旱；（4）极端pH。强酸性会加剧重金属的溶出和毒害, 并会导致养分不足。强碱性也会引起植物的养分不足以及酶的不稳定性等；（5）干旱或过高盐分引起的生理干旱；（6）松散易流动和表面温度过高等[1]，因此植被重建极其困难。
由细菌、真菌、藻类、地衣和苔藓植物等生命有机体与很薄的表层土壤共同形成的一个复合的生物土壤层，也即生物土壤结皮普遍存在于荒漠化土壤。在大多数干旱地区，生物结皮是覆盖土壤
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表面的一类主要生物群落[2]。生物结皮在生态系统原生演替阶段非常普遍，是很多生态系统中极其关键的结构和功能组分[3]。在干旱和半干旱地区，生物土壤结皮具有生物固氮功能，甚至被认为是土壤氮素的主要来源之一[4]。尾矿弃置后，藻类和苔藓常常是最早定居的先锋植物，这两类植物常以生物结皮的形式生长于废弃地的表面。已有研究表明，藓类结皮能有效改善铜尾矿基质条件，提高铜尾矿有机质和有效氮的浓度以及含水量[5]。尾矿基质养分状况改善为植物类群的大面积定居和繁衍创造了良好的基础条件，有利于后期的生态演替[6]。
重金属尾矿中氮素极其匮乏，是阻碍植被定居和生长的主要限制因子[7]。在重金属尾矿生态系统原生演替阶段，除了大气沉降和径流带来一定量的氮素外，生物固氮有可能是铜尾矿氮素的来源之一。虽然关于生物结皮固氮能力的文献[8-9]很多，但是大多数针对沙漠，而对重金属胁迫下的尾矿生态系统生物结皮的生物固氮能力的研究极其缺乏。因此，对重金属尾矿生态系统演替早期的生物固氮特征和尾矿基质主要性状变化的研究，可为了解尾矿生态系统氮素积累和植被恢复提供基础数据和理论依据。
本文通过对铜尾矿废弃地生物结皮固氮能力的季节动态和基质表层特征的分析，探讨了不同类型生物结皮的生物固氮特征以及基质对生物固氮能力的影响。
1  材料与方法

1.1  样地概况
杨山冲铜尾矿库位于安徽省铜陵市（30°54´ N, 117 °53´ E），属亚热带湿润气候区。该区年均气温16.2℃，平均最低气温在一月份（3.2℃），平均最高气温在七月份（28.8℃），年平均太阳辐射总量114.8 kJ cm-2。无霜期平均为237~258 d，年均降水量1 340 mm，主要集中在5~9月份，全年平均湿度在75%~80%之间。城市地面主导风向为东北（冬）、西南（夏）。杨山冲尾矿库占地面积达36.44万m2，1991年11月闭库，累计贮存铜尾矿747万m3，该库人为干扰较少，风蚀和水蚀较严重。在杨山冲尾矿废弃地生态自然恢复过程中，约1/3面积为生物结皮覆盖区。生物结皮主要由藻类结皮、藻藓混合结皮和藓类结皮三种类型组成（图1）。
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Fig.2 Nitrogen fixation of biological soil crusts in copper tailings
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藻类结皮Algae crusts             藻藓混合结皮Algae-moss crusts             藓类结皮Moss crusts
图1 铜尾矿上的生物结皮

Fig. 1 Examples of the distinctive successional series at the Tongling copper mine tailings site
1.2  土样采集
在每种生物结皮样地上分别取5个重复混合基质样品，每个样品都由多个随机采集的点样组成。以纯裸地样点为对照。具体过程为：用直径3 cm，长度20 cm的不锈钢土钻取表层0~5 cm基质，立即装入自封袋，取样量以每个基质样品鲜重约1 kg为准。同时在各样点用铝盒和环刀另取表层0~5 cm基质，立即称重，用于测定土壤容重。铜尾矿样品带回实验室后在室温下风干，去除可见动植物残体后过2 mm筛，保存备后续分析用。
1.3  生物固氮试验
主要根据López-Hernández等[10]建议的乙炔原位还原法加以适当调整后进行。于测定开始的前一天，在选定样点上将一个高25 cm，直径20 cm，一端开口的有机玻璃罩的开口端朝下打入基质15 cm，地上部分留10 cm高，封闭端的中央有一个直径1 cm的小孔。然后放置过夜以便受到扰动的基质条件平衡到初始状态。第二天，用橡皮塞塞紧封闭端的小孔后，用100 ml的注射器通过橡皮塞抽出315 ml（占罩子内气体总体积的10%）罩子内的空气并立即注入同样体积的纯C2H2气体，并快速在塞子与罩子接口处及扎针口位置涂上玻璃胶防止漏气。每种样地设置5个重复。经过24 h后，用10 ml一次性注射器取出10 ml气体，快速注入事先准备好的10 ml的医用真空取血管内，用石蜡密封瓶口和橡皮塞。
1.4  样品分析
供基质容重分析的样品于烘箱中105℃下烘干24 h，称重。利用常规土壤物理化学方法[11]分析铜尾矿质地、阳离子交换量、pH（水:土质量比=1:1）、土壤总有机碳（Total organic carbon, TOC）（干烧法，TOC-V CPH，）、总氮（TN）、铵态氮和硝态氮（2 mol L-1 KCl浸提）。尾矿基质水溶性有机碳（Water soluble organic carbon, WSOC）浸提方法参照林滨和陶澍[12]，在TOC有机碳测定仪测定WSOC和TOC。基质中铜总量采用国家标准分析方法测定[13]，DTPA可提取态铜含量的测定采用DTPA提取法[14]，在电感耦合等离子体发射光谱仪（Inductively coupled plasma optical emission spectrometer, ICP-OES）（型号PE OPTIMA 2100）上测定。
气体样品分析应用美国惠普公司产的SP6890型气相色谱仪分析，色谱柱为填充80~100目Poropax Q柱（即GDX-501，杭州科晓化工）的不锈钢填充柱，柱长2 m，内径3 mm。检测条件：分离柱温90℃[10]，检测器温度100℃，FID检测，载气为高纯N，流速33 ml min -1，H2 0.07 MPa，空气0.1 MPa，柱头压0.06 MPa，无尾吹，检测灵敏度为1，极性为“-”，气体进样量1 ml。乙烯和乙炔的出峰时间约为0.4~0.5 min和0.8~0.9 min。生物固氮量计算公式如下：

N（N kg hm-2 a-1）=M×V×28×104×10-3 ×365/(3S)
式中，M为测定的C2H4浓度（mol ml-1），V为地上部分密闭体积（ml），S为土柱表面积（m2）。乙烯产生量与固氮量的比值在不同的土壤及不同微生物和环境条件下变异很大，本文采用最常用的摩尔比值3:1[8]，即按C2H4: N2=3:1比例，并且一年365 d均进行生物固氮换算。
1.5  数据分析
相关数据的统计分析与作图分别通过SPSS16.0和Sigmaplot10.0软件完成，差异显著性检验采用 ANOVA分析（LSD检验，p<0.05）。考虑到样品采集和野外试验存在较大变异，在分析和作图时，每个系列通常都会被舍弃2个异常点，也就是说一般都以3个重复作为最终结果。异常数据的舍弃根据格布拉斯（Grubbs）准则来判别，即当残差绝对值
[image: image4.wmf]X

X

i

-

超过系数g与
[image: image5.wmf](

)

X

ˆ

s

之积时，就把这个数据
[image: image6.wmf]i

X

当成异常数据舍弃不用。
2  结果与分析

2.1  铜尾矿生态系统自然恢复下生物结皮的基质主要性质

从表1可知，与对照相比，藻类结皮和藻藓混合结皮可降低基质容重和增加基质pH，而藓类结皮则显著地降低了基质pH；同时，三种类型生物结皮均显著地增加了尾矿基质的总氮含量（增幅依次为169.2%、51.8%和52.5%），同时降低了基质中总铜含量（降幅依次为63.1%、72.7%和43.4%），但对DTPA-Cu的影响不明显。不同类型生物结皮间的尾矿基质性质也有较大差别，这主要体现在基质容重、pH、NH4+-N、NO3--N、TOC和总铜含量方面（表1）。但总体而言，生物结皮有效改善了铜尾矿表层基质的肥力特性。
表1 铜尾矿生物结皮的主要理化性质

Table 1  Selected physico-chemical properties of copper tailings with biological soil crusts

	类型
Type
	容重

Bulk density

(g cm-1)
	pH
	总氮

TN 

(mg kg-1)
	铵态氮

NH4+-N

(mg kg-1)
	硝态氮

NO3--N

(mg kg-1)
	总有机碳

TOC

(g kg-1)
	水溶性有机
碳WSOC

(mg kg-1)
	总铜

Total Cu
(g kg-1)
	DTPA态铜

DTPA-Cu
 (mg kg-1)

	对照 

Ck
	1.60±0.59 a
	7.99±0.12 b
	29.9±0.8 b
	1.35±0.93 b
	3.59±1.80 ab
	7.17±1.24 ab
	33.7±4.9 a
	2.49±0.30 a
	43.6±7.1 a

	藻类结皮 

Algae crusts
	1.53±0.01 b
	8.35±0.04 a
	80.5±16.1 a
	5.78±1.66 a
	4.43±0.36 a
	6.52±0.68 b
	29.2±4.5 a
	0.92±0.11 bc
	37.0±11.4 a

	藻藓混合结皮
 Algae-moss crusts
	1.52±0.02 b
	8.01±0.04 b
	45.4±7.5 a
	5.08±0.58 a
	2.43±0.12 b
	7.21±0.11 ab
	39.9±2.1 a
	0.68±0.16 c
	62.2±14.0 a

	藓类结皮 

Moss crusts
	1.63±0.02 a
	7.55±0.15 c
	45.6±7.6 a
	1.31±0.12 b
	4.11±0.20 a
	8.83±0.71 a
	31.6±2.5 a
	1.41±0.23 b
	65.6±18.6 a


注：表中数据为平均值±标准误差(n=3)，同列数据后面的字母不同者表示有显著差异(p < 0.05)  Note: The values given are mean ± S.E. (n=3), and means followed by different letters are significantly different within column (p < 0.05)
2.2  铜尾矿生态系统中生物结皮的生物固氮特征
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Fig.2 Nitrogen fixation of biological soil crusts in copper tailings
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不同类型生物结皮的固氮能力差别很大。从图2可以看出，藻藓混合结皮的生物固氮量显著地高于藻类结皮和藓类结皮（p<0.05），其中藻藓混合结皮的生物固氮量在春季为藻类结皮和藓类结皮的1.12倍和1.55倍，在夏季为3.46倍和1.86倍，在秋季为4.21倍和3.35倍，在冬季为藻类结皮的1.31倍（未检出藓类结皮冬季生物固氮）。
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Fig. 3 Relationship between the potential of nitrogen fixation


 in winter and soil density
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图3 尾矿基质容重与冬季生物固氮的关系
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Fig. 4 Relationship between the potential of nitrogen fixation


in winter and soil pH
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图4 尾矿基质pH与冬季生物固氮的关系�
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Fig. 5 Relationship between the potential of nitrogen fixation
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Fig. 6 Relationship between the potential of nitrogen fixation
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图6 尾矿基质中
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Fig. 7 Relationship between the potential of nitrogen fixation
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图7 尾矿基质中水溶性有机碳与生物固氮的关系
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Fig. 8 Relationship between the potential of nitrogen fixation


in winter and total Cu
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图8 尾矿基质中全铜含量与冬季生物固氮的关系�
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此外，从生物固氮的季节动态来看，生物固氮与基质表层温度变化趋势基本相似（图2）。夏季的生物固氮量最高且显著高于其他季节，其中藻藓混合结皮的生物固氮量最高达N 30.39 kg hm-2 a-1，分别是其春、秋、冬三个季节生物固氮量的4.50倍、5.47倍、6.97倍。
2.3  铜尾矿生物结皮的生物固氮与基质特性的相关性分析

土壤基本理化特性在很大程度上能够影响生物结皮的生物固氮能力，但是在不同季节中，影响生物固氮能力的土壤因子有所变化。从图3~图8可以看出，生物结皮在冬季的生物固氮主要与基质容重、总铜线性负相关，而与基质pH、NH4+-N线性正相关；春季的生物固氮主要与NH4+-N正相关；夏季的生物固氮与NO3--N负相关，而与WSOC正相关；秋季的生物固氮则主要与WSOC正相关。
3  讨  论
具有多种新陈代谢途径的蓝藻[15]能够适应并首先成为铜尾矿的先锋拓殖生物，并在铜尾矿停止排放十多年的时间内先后演变成藻类结皮、藻藓混合结皮和藓类结皮三种生物土壤结皮。由生物结皮所形成的特殊微环境极大地改善了基质物理性状、有机质和养分含量[16]，从本研究的结果来看也部分证实了这一结论。在本研究中，虽然生物结皮的土壤总氮含量显著高于尾矿裸地，但基质总有机碳含量并没有显著差异，这可能与尾矿质地有利于矿化有关。从表1看出，尾矿基质中总铜的含量0.68~2.49 g kg-1，DTPA-Cu含量为37.0~65.6 mg kg-1，高出普通土壤铜的含量[17]。铜含量过高是尾矿基质中植物定居的主要胁迫因子，它抑制植物根的生长和伸长，通过根系吸收到植物体内，植物体内各种酶的活性遭到破坏，新陈代谢紊乱，有一定耐性的植物能适应成活，不能适应的则死。尾矿基质中总铜的含量变化表现为：对照>藓类结皮>藻类结皮、藻藓混合结皮。尽管铜浓度下降的相关机理仍不清楚，但可以肯定的是，铜胁迫压力减轻对于尾矿基质生态功能的改善和后续高等植物的定居是非常重要的。
生物固氮量在不同地区、不同植被类型间差别很大。在热带地区，藻类生物结皮的生物固氮量在N 3~30 kg hm–2 a–1 之间[18]。在巴西，Döberenier和Days[19]利用原状土柱试验研究了土壤-植物系统的生物固氮，生物固氮量非常高，大约在78~239 kg hm–2 a–1之间。West和Skujinš [20]研究了美国犹他州大盆地沙漠东北角藻类结皮的生物固氮能力，认为每年生物固氮量在N 25~100 kg hm-2 a-1。与之相比的是，亚利桑那州索诺拉雷沙漠和犹他州大盆地沙漠南部的生物固氮量分别只有7~18 kg hm-2 a-1[21]、0.02~3.6 kg hm-2 a-1[22]。从本研究结果（图2）来看，杨山冲铜尾矿生物结皮的生物固氮量要低于自然土壤-植物系统，与沙漠地区差不多。在不同的土壤湿度、温度、光强和季节条件下，藻类会将自身固定的氮中的5%~70%释放到土壤中储存或供给其他植物利用[16]。对铜尾矿生态系统原生演替阶段而言，这意味着来自生物固氮所释放的氮是土壤氮素的主要来源。在铜尾矿生态系统中，除冬季的藓类结皮外，生物结皮一年四季均可以进行生物固氮，虽然固氮能力受温度变化的影响较大，但总体而言导致了尾矿氮素快速累积。需要指出的是，苔藓本身并不具有生物固氮功能，藓类结皮固氮其实是靠依附在苔藓植物体上的藻类进行生物固氮，如念珠藻[23]和金鱼藻[24]。至于生物结皮中的固氮生物究竟是以具异性细胞的蓝藻还是其他氨氧化细菌如亚硝化单胞菌为主，在本研究中并未加以区分。
土壤环境因子对生物结皮固氮能力的影响较大。土壤含水量非常低的时候，固氮酶活性基本处于休眠状态[25]，而在雨季，土壤水分含量与生物结皮的固氮酶活性密切正相关[10]。土壤容重的大小与土壤通气性有关，容重较小的土壤有利于空气进入土壤表层，使得N2供应充足，从而可能提高生物固氮效率（图3）。图4和图8的结果表明，土壤酸化和铜毒害可能会抑制固氮微生物活性。一般而言，土壤养分如WSOC等含量升高会促进土壤微生物活性增加（图7），但土壤氮素的有效性增加反而会抑制固氮酶活性[26]。而从本研究结果来看，生物结皮的固氮酶活性受尾矿基质中氮素形态影响较大。NH4+-N增加有利于生物固氮酶活性提高（图5），这可能与NH4+-N可提供H+使C2H2还原为C2H4有关。但图6结果表明NO3--N会抑制生物固氮酶活性，可能与铜尾矿基质中NO3--N是固氮微生物N食物的主要来源有关，由此NO3--N供应的增加会导致固氮微生物减少对大气N2的固定和利用，从而弱化了生物固氮作用。
4  结  论

在安徽省铜陵市杨山冲铜尾矿，大面积的藻类结皮、藻藓混合结皮和藓类结皮均能进行生物固氮，有效地提高了铜尾矿表层基质的总氮含量。铜尾矿生物结皮直接或间接降低尾矿中铜的含量，最大限度地减轻了铜胁迫，尾矿基质中总铜的含量为：对照>藓类结皮>藻类结皮、藻藓混合结皮。生物结皮的生物固氮能力随季节波动较大，春、夏季的生物固氮效率要高于秋、冬季节。对不同类型的生物结皮而言，藻藓混合结皮的固氮效率最高，生物固氮量在N 4.36~30.39 kg hm–2 a–1之间；藻类生物结皮固氮量为N 1.32~8.78 kg hm–2 a–1；藓类生物结皮固氮量为N 0~16.34 kg hm–2 a–1。生物固氮活性与尾矿基质的理化性质密切相关，其中与基质pH、NH4+-N和WSOC等正相关，而与基质容重、NO3--N和总铜含量等负相关。
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NITROGEN FIXATION OF BIOLOGICAL SOIL CRUSTS ON COPPER MINING TAILINGS AND ITS INFLUENCE FACTORS
Song Yongsheng1,2  Gong Yalong2  Liao Bin2  Liu Weiqiu2
(1 School of Life Sciences, Jinggangshan University, Ji’an, Jiangxi 343009, China)
(2 State Key Laboratory of Biocontrol, School of Life Sciences, Sun Yat-sen University, Guangzhou 510006, China)

Abstract  The dumping site for copper mining tailings at Yangshanchong at Tongling city (Anhui Province) has been deserted for 20-years. The area is characterized by extremely high concentrations of heavy metals, poverty of nutrients, easy acidification and severe desertification. Biological soil crusts (BSCs), extensively existing on tailings is a major early stage of the ecological succession of the tailing ecosystem. The method of in situ acetylene reduction was applied to explore characteristics of biological nitrogen-fixation of algae, algae-moss and moss crusts on tailings. It was found that biological crusts significantly increased total nitrogen and lower Cu content in the tailings, and the nitrogen-fixing capability of the crusts varied sharply from type to type. Among the three types, the algae-moss type of crust was the highest in N2 fixation rates, ranging between 1.32~8.78 kg hm–2 a–1, and followed by the algae type and the moss type, ranging between 4.36~30.39 kg hm–2 a–1and between 0~16.34 kg hm–2 a–1, respectively, and followed a decreasing order of algae-moss, moss, and algae BSCs. N2 fixation capacity of the BSCs varied with the season, too showing a decrease order of summer, spring, fall and winter. Besides, a negative line relationship was observed of the capacity with soil bulk density, NO3--N, and total Cu concentration and a positive one with pH, NH4+-N, and water soluble organic carbon. On the whole, BSCs significantly enhanced total nitrogen content, and decrease total Cu concentration in tailings. The anomalous wet conditions experienced during the year of the study may have increased the temporal availability of soil mineral N and decreased N fixation rates. However, the presence of N fixation activity in all crusts analyzed their ability to survive at high Cu concentration, which may contribute to ecosystem resilience and recovery in areas under severe heavy metal stress.
Key words  Nitrogen fixation; Biological soil crusts; Copper mining tailings; Ecological restoration
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