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摘 要 在室 内培养条件下
,

应用 4 因素 5 水平二次正 交回归旋转组合设计方 案
,

对重金 属复 合污染

红壤的微生物活性及群落功能多样性进行 了研究
。

结果表明
,

在 Cu
、

zn
、

Pb
、

Cd 复合污染生境中重金属 的微生

物毒性效应发挥主要由 Cd
、

C u
两 元素决定

,

其生物毒性顺序表现为
: Cd > Cu > Z n > Pb

,

红砂泥 中表现较为突

出
。

与单一福
、

单一铅污染处理相 比
,

重金属复合污染对供试红壤微 生物生物 活性 及其群落功能多样性的影

响并非仅仅表现 出简单的加和作用
,

同时还存在协同作用和拮抗作用
。

典型相关分析显示
,

红壤微生物活性

与重金属含量之间关系密切
,

第一对典型变量的相关系数
:

达 0
.

8 85 8
、

0 9 32 8
,

均达极显著水平 (p < 0
.

00 1 )
,

说明重金属复合污染与红壤微 生物 间存在较为稳定 的数量反馈机制
,

红壤总体微生物活 性指标能较好地反

映供试红壤重金属复合污染状况
,

可作为重金属污染红壤环境质量评价及量化分类 的有效指标
。
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现实土壤环境中重金属污染更多见的是复合污

染
。

近年来
,

随着采矿
、

冶金业 的迅速发展
,

污水灌

溉以及农药
、

化肥的大量使用
,

我国红壤地区农 田土

壤重金属复合污染 已 日趋严重
。

因此
,

开展土壤重

金属复合污染的研究
,

既是土壤环境科学发展的趋

势
,

也是现实环境问题 的迫切需求
。

有关这方面的

研究
,

前人多以重金属一植物系统作为研究对象
,

集

中在 2 种或 3 种重金属元素 的复合污染
,

来揭示土

壤环境 中重金属复合污染的生态效应和各元素的交

互作用 〔’
一 4〕

。

土壤微生物是维持土壤生物活性的重

要组分
,

对外界干扰比较灵敏
,

微生物活性和群落结

构的变化能敏感地反映出土壤 质量和健康状况
,

是

土壤环境质量评价不可缺少的重要生物学指标 [ 5 〕
。

近年来
,

以 田间土壤不同来源 的复合重金属一微生

物体系的研究也逐渐展开 [’
一 8〕

,

部分微 生物学指标

一定程度上指 示了重金属 复合污染 的总体毒性效

应
。

事实上
,

土壤中重金属复合污染具有多样化而

复杂的效应机制
,

包括协 同作用
、

拮抗作用
、

竞争作

用及加和作用等
。

但有关这些影响机制的研究并不

多见
。

本文通过添加外源 4 种 重金属 (铜
、

锌
、

铅
、

锅 )元素
,

按正交回归旋转组合方案探讨红壤微生物

活性及其群落功能多样性 的变化
,

为重金属复合污

染红壤环境质量评价及修复提供科学依据
。

1 材料与方法

1
.

1 供试土壤

供试土壤为第四纪红色粘土和第三纪红砂岩母

质发育的旱地
,

按《中国土种志》分别命名为红黄泥

(红壤亚类粘红泥土属 )和红砂泥 (红壤亚类红砂泥

土属 )[
”〕

,

采 自浙江省龙游县境内的桔园旱地 。 一 20

c m 表层
。

新鲜 土样 去除植物 残体
、

砾石
,

过 2 m m

筛
,

置于塑料袋内
,

放于 4 ℃ 下冰箱 内保存备用
。

土

壤基本理化性质见表 1
。

1
.

2 试验设计及培养方法

重金属 Cu 、

Z n 、

Pb
、

C d 各设置 5 个水平
,

即分别

为 eu o
、

100
、

20 0
、

3 0 0
、

4 00 m g k g
一 ’; z n o

、

20 0
、

4 0 0
、

60 0
、

50 0 m g kg
一 l ; Pb o

、

2 00
、

4 0 0
、

6 0 0
、

80 0 m g k g
一 l : e d

o
、

15
、

3 0
、

50
、

10 0 m g k g
一 ‘ ,

按二次正交回归旋转组合

方案设计 (1 / 2实施 )
,

共 3 6个 处理
。

每处理 重复 4

,

国家 自然科学基金项 目(40 17 105 4)
、

国家重点基础研究发展规划项 目(200 2C B41 08 09 月0)
、

中国博士后基金项 目(2《X科 0 350 2 2 1) 资助
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表 1 供试土坡基本理化性质

Ta ble 1 Bas ie p hys ie al
a n

d
e
h

e

而
e
al pro pe rt ie s Of th

e re
d

e a rt h
s u s e . j

颗粒组成 s ; z e 。o m 卿
s ltlo n

(% )

上壤类型

S ji] ty lr

PH

(H 2 0 )

有机碳

Org a n ic C

(9 kg
一 ’

)

全氮

T o ta l N

(9 k g
一 ’

)

碱解氮

A v a il
.

N

(m g kg
一
’)

阳离子交

换量 C EC

(
c m o l kg

一 ’

)

2 一 0 0 2 0
.

0 2 一 0
.

田2 < 0 (X}2

红黄泥 R e
d

。
l
a ye y

e a rt h (R (二E )

红砂泥 R e d Sa n dy

e

洲h (R S E )

17
.

4 6 1
.

9 2

7
.

8 1 0
,

6 5

12
.

16 2 7 12 3 7 85 3 5 0 3

7 8
.

27 6 8 54 18 7 8 LZ 6 8

次
。

重金属来源以醋酸盐形态提供
。

在试验之前
,

将供试土样置于 25 ℃条件下 的生化培养箱 中活化

3 d
。

称取相当 10 0 9 干重的新鲜土壤样品
,

然后根据

处理要求将重金属溶液与土壤充分混匀
,

调节土壤

含水量至田间最大持水量的 60 %
,

后装于 2 50 ml 的

塑料烧杯中
,

用具有透气作用 的薄膜封 口
,

于 25 ℃

培养箱 内培养
。

培养过程 中为 了保持土壤湿度 不

变
,

用称重差减法每隔 3 天调节一次土壤水分
。

整

个试验培养 1 个月
,

然后取样分析土壤微生物学指

标及生化活性
。

1
.

3 土坡微生物活性
、

区系及群落功能多样性测定

土壤微生物量碳 (5 0 11 M ie ro b ia l B io m a s s C a rb
o n ,

sM BC) 测定采用氯仿熏蒸一0
.

5 m ol L
一 ’ K Zs马 提取

法
,

T o c 自动分析仪测定 [ ‘。〕; 土壤基础呼吸采用室

内密闭培养碱液吸收法测定
,

土壤细菌数量采用牛

肉膏蛋白膝培养基平板培养法 [”】; 土壤微生物群落

功能多样性采用 Bl o Lo G 测试方法〔’2〕
。

土壤微生物

群落 Bi ol og 代谢剖面的表达
: Bi ol og G N 微平板 中酶

联免疫分析法 (E LI SA )反应采用每孔 的平均吸光值

(A
v ra g e

W
e ll Co lo r D e v e l。, p m e n t ,

Aw e D )来描述 {” {
,

计

算表达式为
:

}Aw c D 值 = 〔乏(C
一

R )」/9 5 {
,

其中 C 为

所测得 95 个反应孔 的吸光值
,

R 为对照孔 的吸光

值
。

土壤微生 物群落功能 多样性测 度采用 Bi ()l og

G N 微平板孔中吸光值来计算土壤微生物群落功能

多样性指数
: Shan no

n

指数 (H )
,

其计算公式为
: H =

一

艺 ,
‘

(l
。

,
‘

)
,

式中 , 为第 ‘孔相对吸光值 (e
一

R )

与整个平板相对吸光值总和的比率
。

1
.

4 土壤重金属含t 及理化性质分析

土壤 C u 、

zn
、

Ph
、

Cd 的有效态含量采用 0
.

1 Ino l l
一 ’

H CI 溶液提取(液
:

土 = 5 : 1 )
,

待测液用原子吸收分

光光度法测定 ; 土壤基本理化 性质测定参 见文献

仁14 1
。

1
.

5 统计分析

所有数据用 Mi
c ro so ft’ E xt 二 1 20 00 计算处理

,

线

性与非线性回归
、

相关性分析
、

方差分析以及主成分

分析
、

典 型 变 量 因子 分 析等 多 元 统 计 分析 采 用

SAs6
.

12
、

SPS S1 0
.

0 及 国产数 据 处 理 DPS 统 计 平

台〔, , :
。

表 2 红坡中重金属 复合污染正交回归旋转组合设计方案

T ab le 2 S
e e o n d

一

ord
e r re解

ss io n

ort ho
即

n
al rot

a tio n
d
e s ig n

for h e a
呷 m e tal

o o m l)in e d p o llu t一。 【1 d re
d

e a rt h
s

试验 因子

E x pe ri m e n t fa
e to r

变化间距

SPa e e
b
e tw e e n

设计水平 D e s i邵 l
o v o l (

「n g kg ’)

一 2 一 1 0 1 2

姗8oo姗3oo枷洲oo田ooCu l(X ) 0 1(刃

2oo

2oo

oooo
,�伪山

nLnZP

七d 2 5 0 25 5 0 7 5 1 (洲)

2 结果与分析

2
.

1 重金属复合污染与红壤微生物活性及其群落

功能多样性指标间回归模型的建立

根据本试验结果
,

以土壤微生物活性指标以 及

群落功能多样性参数为 目标 函数
,

建立上述指标 与

试验因素 (重金属元素 )之间的数学模型
,

利用数学

模型分析上述各项指标与试验 因子之间的 内在关

系
,

从而确定各重金属元素对红壤微生物生态参数

的毒性效应及其 因子间的互作影响
。

将供试土壤

微生物活性及其群落功能 多样性与复合重金属添
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加量之间进行多元 回归分析
,

得它们之 间的数学模

型分别如表 3 和 表 4 所 示 经 回归方程进行显著

性测验可知
,

4 种重金 属复合污染对红黄泥 和红砂

泥的微生物量碳
、

基础呼吸
、

代谢商 以 及细菌数量

和微生物群落功能代谢音」面 (AW CD )和多样性指标

(H )的影响均达到了显著水平 (l
, < 0

.

05 )
,

这表明上

述回 归模型 的拟合度较好
,

试验结果与其 回归模 型

基本吻合
,

说明建立的回归模 型能全面反 映供试红

壤重金属复合污染与其 微生物学指标 间的相互关

系
,

可 以用来预测重金属污染红壤环境质量的牛物

学演变
。

同时
,

从表 3 中多元回归模型 的偏 回归 系

数显著性检验结果也可 以看出
,

C’l
、

Ct
:

对 土壤 微生

物活性和群落功能多样性 的影响均达极 显著水平
,

而 Z n 则对其达显著水平影响
,

PI,

元素似乎对供试

红壤的一些 微生物学指标没有产生 明显 的毒性作

用 由此可 见
,

Cd 和 Cu

是影响供试红壤微生物活

性 及其微生 物群 落功 能多样性发生 变化的主要控

制因子
。

T a ble 3

表 3 供试土壤重金属与微 生物生物量及代谢活性的多元回 归系 数

M u irl、 lr l: lte Ie只le 、、一(川 (” e m (l e llt }, e rw f、。· ,] 11 1户ta l (、)rlte r一l、 a ll
d

* 0 11 rll一。T o l)一a l l)l一)Illa 、、
, ,z一, ·

ta l、, l一。 a 《唯IV ltle ,
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表 4 供试土壤重金属与细菌数量及微 生物群落功能 多样性指数的多元 回归系数

T ab le 4 ML, Itlv a l 一: ;te , e“re 、、i(, 11 〔o 。
召又

。le ; lr he rw o P rl l了一。亡a l c o r一te , l亡、 u ll ,
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小
1 , : l
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2 重金属复合污染对红壤微生物活性及其群落

多样性的单因素效应和互作效应分析

由方程中的标准偏回 归系数的大小可以看出
,

4

种重金属元素的添加对供试红壤微生物活性及 其群

落功能多样性 的影响大小不同
,

其顺序表现为 C(l
>

C , , > Z n > P!)
,

二次项 也为 Cd > C u > Z n > Pb
,

由此可

知
,

Cd
、

Cl
,

元素污染
,

无论是线性项
,

还是二次项对红

壤微生物学指标的影响均较大
,

是本特定设计重金属

复合污染中应重点考虑的污染因子 为进一步明确

各种重金属元素对红壤微生物的影响
,

将其他因素均

固定在零水平 (编码值
二 0) 使模 型降维

,

得出一组偏

回归解析子模式
,

即 Y = B。 * B ,

xj 十 B、为
2 。

同时根

据以上 子模式求得各重金属元素水平编码值在
一 2

至 2 范围内土壤各项微生物学指标变化的预测值 (如

图 l
、

图 2 所不 )
。

从图 1
、

图 2 可以看 出
,

C出 Cu
对供

试红壤各项微生物学指标的毒性影响较为明显
,

Z n

次之
,

Ph 的影响最小
.

并 巨在红砂泥中表现较为突

出
,

其中 PI )
元素的毒性效应较小

,

一方面可能因 (:(l
、

Cu 、

z n
的复合效应掩蔽 J’ Pl 、

的毒性作用所致
,

另 一

方面也可能与红壤中 l’l ,

及 (:( l
、

C I ,
、

Zn 儿素的存在形

态有关 这一现象的科学解释还有待于进一步探讨

因此
,

在该复合污染生境中重金属的微生物毒性效应

发挥主要由 C( l
、

C ll
两元素决定

,

次为 Z n
元素

从图 3 和图 4 可知
,

与单一福
、

单一铅污染处理

相比
,

重金属复合污染并 非仅仅表现 出简单的加和

作用
,

同时还存在协 同作用 和拮抗 作用 在 P!。 二

4 00 m g k g
一 ’

、

c d = 5 0 rtlo k。 ’ ,

并有 c , ,

存在的情况

下
,

当 z n 蕊 40 0 m g kg
一 ’

时
,

红黄泥微生物生物量碳

随着 Z n
水平的提高而增加

,

Z n
与 C u

间的交 互效应

对微生 物生物 量碳 表现 为 协同作 用
,

而 21
1 > 400

哪 k g
一 ’

后对微生物生物量碳表现出抑制作用或拮抗

作用 (见图 3 A ) ; 在 z 。 = 4( 刃 m g k g
一 ’

、

C d = 5()
tn g kg

一 ’,
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并有 Cu
存在的情况下 Pb 的加入对红黄泥微生物生

物量碳没有产生明显的抑制或促进作用
,

即 C u 与

Pb 间的交互效应可能不存在 (见图 3B) ;在 Zn
二 4 00

n , g kg
一 ’ 、

Pb = 4 00 哩 kg
一 ’,

并有 ed 存在的情况下
,

红黄泥微生物生物量碳随着 C u 浓度的增加而呈现

下降趋势
,

说明 C u 与 Cd 间的交互效应表现为存在

拮抗作 用 (见图 3 C ) ; 在 e u 二 2 00 m g kg
一 ’ 、

e‘一 5 0

m g kg
一 ’情况下

,

当 Pb < 100 m g kg
一 ’时

,

红黄泥微生

物生物量碳随着 Zn 水平的提高而升高
,

表现出协同

作用
,

当 Pb > 10 0 m g k g
一 ’时

,

红黄泥微生物生物量

碳随着 zn 浓度的增加而明显下降
,

则 zn 与 Pb 间的

交互效应表现 为拮抗作用 (见图 3 D ) ; 在 Cu
= 200

m g kg
一 ’ 、

Ph 二 4 00 m g kg
一 ’ ,

并有 Cd 存在的情况下
,

红黄泥微生物生物量碳随着 Z n 浓度的增加而降低
,

且在高 Cd 浓度条件下其微生物生物量碳下降较为

明显
,

说明 Z n

与 c d 间的交互效应表现为拮抗作用

(见图 3 E ) ;在 C u = 20 0 m g k g
一 ’、

z n 二 4 00 m g k g
一 ‘,

并

有 Cd 存在的情况下
,

Pb 元素的加入不论其高低对

红黄泥微生物生物量碳均没有产生明显的抑制或促

进作用
,

说明 Zn 与 C( l 间的交互效应没有得到明显

体现 (见图 3F)
。

从图 4 可以看出
,

重金属复合污染

下红砂泥微生物生物量碳 的变化较红黄泥较为 明

显
,

除 Z n 一

Pb 交互效应存在差异外 (见图 4 D )
,

其他

微生物学指标的变化趋势同红黄泥相似
。

2
.

3 重金属复合污染下红坡环境质 t 评价的微生

物学综合指标探讨

上述多元回归分析方法在一定程度上揭示了单

一微生物指标与重金属复合污染的关系
。

但实际上

重金属污染土壤环境 中
,

土壤微生物往往是同时受

到几种重金属污染的
,

与单一污染相比反映在微生

图 3

Fig
.

3

重金属复合污染对供试红黄泥微生物量碳的两因子互作效应
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图 4

Fig 4

重金属复合污染对供试红砂泥微生物量碳的两因子互作效应
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物指标 上 也存 在 着一 定 的差异
。

为 了探 讨 土壤

重金属复合 污染 与土壤 微生物指 标 的复 杂关 系
。

本研究受 作 者成 功运 用 土壤 总体 酶 活性 来 评价

土壤污染 状 况及量 化分 类 可行性 的启示 〔’6〕
。

在

此采用 主因 子分 析方 法 将上 述红 壤微 生 物学 指

标转化 为少 数几 个彼 此 独立 的综 合性 微 生 物学

指标 (即总体微生 物学 指标 )
,

来 指示红壤 重金属

复合 污染程 度
。

表 5 重金属复合污染下红壤微生物指标因子分析的特征根和方差贡献率
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供试红壤微生物学指标的主成分分析结果如表

5 所示
。

从表 5 可看出
,

红黄泥
、

红砂泥土壤微生物

活性的第一主成分的方差贡献率分别为 75
.

57 %
、

8 1
.

5 2 %
,

第二主成分的方差贡献率分别为 19
.

24 %
、

9
.

11 %
,

而其第一
、

第二主成分的累积方差贡献率已

达 94
.

91 %
、

90
.

63 %
。

根据主成分分析原理
,

当累积

方差贡献率大于 85 % 时
,

即可用来代表研究样本的

变异信息
。

可见用第一
、

第二主成分这两个综合 因

素
,

可反映重金属复合污染下红壤样本的微生物活

性变异情况
,

由主成分组成因素可知
,

第一主成分主

要反映微生物量碳和群落代谢剖面 (AW CD )的变异

信息 ;第二主成分则主要显示土壤基础呼吸及细菌

数量变化的变异信息
,

由各微生物活性变量的权系

数和特征根计算 可得到红壤微生物信息系统 的第

一
、

第二主成分方程
。

Y 一= 0
.

32 5 SX , + 0
.

3 2 6 6 X : 一 0
.

10 2 3 X : + 0
.

2 5 2 4从

+ 0
.

2 6 5 6 X 5 + 0
.

3 34 7凡 + 0
.

33 6 4沁 + 0
.

3 1 1 7 X 8 +

0
.

3 2 5 4 x 9 + 0
.

3 3 1 SX :。 + 0
.

3 23 IX . ;

(1 )

Y Z 二 一 0
.

19 9 IX 一 + 0
.

2 2 6 0 X 2 + 0
.

6 17 5 X 3 +

0
.

4 5 8 IX 4 + 0
.

4 29 8X 5 + 0
.

14 1 8X6 一 0
.

0 6 3 IX7 -

0
.

06 8 4 X 8 一 o
.

17 8 2 x 9 一 0
.

15 4 5 x ;。 一 o
.

2 2o 8 X ; . (2 )

M } = 0
.

3 17 4 X . + 0
.

3 17 SX : 一 0
.

2 9 4 3 X 3 + 0
.

3 12 6X4

+ 0
.

2 4 7 5 X 5 + 0
.

2 94 9X6 + 0
.

3 2 8 7 X7 + 0
.

3 18 8 X 8 +

0
.

29 3 2 X9 + 0
.

2 5 1 4 x l。 + 0
.

30 1 6 x ll (3 )

M : = 一 2 SOS X : 一 0
.

27 9 9X2 + 0
.

4 2 2 4X3 + 0
.

15 6 4 X4

+ 0
.

5 02 8 X 5 + 0
.

16 1 8X6 + 0
.

0 29 3 X : 一 0
.

0 04 6 X s -

0
.

3 9 0 2 X 9 + 0
.

3 37 g X , 。 + 0
.

3 0 6 2 X ll (4 )

将红黄泥的微生物活性及群落功能多样性测定

值分别代人上述主成分方程 (1)
、

(2 )
,

得到红黄泥土

壤微生物活性信息系统 中各样本的主成分值
,

并 由

主成分值大小及各样本间距离进行归类 (如图 5 所

示 )
。

其结果将 CK (37 号 )归为 I 类
,

属于总体微生

物活性较高的区域 ; l
、

18
、

20
、

24 号土样归类为 11 类
,

属于总体微生物活性较中等水平的区域 ;其他土样

归为 111 类
,

即为总体微生物活性相对较低 的区域
。

同理
,

将红砂泥土壤的微生物指标值分别代入上述

主成分方程(3 )
、

(4 )
,

得到红砂泥土壤微生物信息系

统中各样本的主成分值
,

并由主成分值大小及各样

本间距离进行归类
,

其结果将 37 号归为 工类
,

属于

总体微生物活性较高的区域 ; 1
、

18
、

20
、

24 号土样归

类为 11 类
,

属于总体微生物活性中等水平的区域
;其

他土样归为 m 类
,

即为总体微生物活性相对较低 的

区域
,

但是这些土壤样本比在红黄泥的坐标平面上

显得较为集中些
,

这可能是 因为在重金属污染红砂

泥中微生物活性及群落结构受到影响较为明显所

致
。

根据以上供试红壤微生物信息系统的分类结果

可知
,

在类似重金属复合污染 的特定生境下
,

土壤综

合微生物学指标可 以表征土壤重金属复合污染状

况
,

可作为评价重金属污染土壤环境质量的生物学

指标
。

但值得一提 的是
,

本研究的重金属复合污染

仅为人为造成的
,

有待于将其运用到类似 自然土壤

环境 (如矿区 土壤 )中进 一步验证其可操作性和实

践性
。

通过典型相关分析
,

供试红壤微生物活性与重

金属复合含量之间关系密切
。

红黄泥
、

红砂 泥中第

一对典 型变量 (Cv l) 的相关 系数 分别达 0
.

885 8
、

0
.

93 2 8
,

均达极显著水平 (p < 0
.

0 01 )
。

在红壤微生

物活性中起主要贡献的是微生物量碳和群落代谢剖

面
,

在重金属污染中起主要作用 的是锅元素 (Cd) 和

铜元素 (Cu)
。

在重金属 污染 土壤环境质量评价研

究工作中
,

我们不仅要寻找能够表征重金属污染状

况的敏感性指标
,

为污染环境监测提供依据
,

同时也

应该充分利用这些指标来探寻污染环境重金属胁迫

程度进行综合评价
。

从图 6 中可以看出以供试红壤

样点在第一对典型变量和第二对典型变量 (CV 2) 构

建的坐标平面上存在 明显的空间差异
,

反映 了供试

红壤受重金属复合污染的程度
。

3 结 论

在室内培养条件下
,

应用 4 因素 5 水平二次正

交 回归旋转组合设计方案
,

对重金属复合污染红壤

环境微生物活性及群落功能多样性进行了研究
,

获

得如下初步结论
:

1) C u 、

z n 、

Pb
、

Cd 重金属复合污染对红壤微生

物活性及群落功能多样性指标的影响达显著或极显

著性水平 ; C d
、

C u 对供试红壤各项微生物学指标 的

毒性影响较为明显
,

zn 次之
,

Ph 的影响最小
,

并且在

红砂泥中表现较为突出
。

2) 与单一福
、

单一铅污染处理相 比
,

重金属复

合污染对供试红壤微生物生物活性及其群落功能多

样性的影响并非仅仅表现 出简单 的加和作用
,

同时

还存在协同作用和拮抗作用
。

3) 用主成分分析方法建立 的红壤总体微生物

活性指标能较好地反映供试红壤重金属复合污染状

况
,

可作为重金属污染红壤环境质量评价及量化分

类的有效指标
。
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图 6 红壤中重金属复合污染与微生物指标间的典型变量相关分析
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4 ) 通过典型相关分析
,

红壤微生物活性与重金

属含量之间关系密切
,

第一对典型变量 的相关系数
达 0

.

8 8 5 5
、

0
.

9 3 2 5
,

均达极显著水平 (, < 0
.

0 0 1 )
,

说 [ 3 〕

明重金属复合污染与红壤微生物间存在较为稳定的

数量反馈机制
。
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