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煤矿区土壤 FDA活性测定及优化
宋继华 ,梁秋利

(神华(北京)遥感勘查有限责任公司 ,北京　100083)

摘要:针对煤矿区被污染土壤中微生物活性低、种群结构相对单一和污染物胁迫等特点 ,

对其土壤微生物的荧光素双醋酸脂(FDA)活性测定的关键步骤进行探讨和优化。结果表明 ,

在煤矿区污染土壤的 FDA活性测定过程中 ,培养时间选择 30 min符合活性反应线性范围并

适宜试验测定 ,以氯仿和甲醇 (V(氯仿)∶V(甲醇)=2∶1)作为终止剂 ,用量为 5 mL时可以经

济 、有效终止反应 ,离心时间为 10 min时达到最大吸光值。以单位时间荧光素浓度来表征和

规范 FDA活性的单位 ,可为不同矿区土壤样品及污染土壤修复过程中的微生物活性测定与比

较提供依据。矿区土壤 FDA活性较低 ,仅为有机污染土壤生物修复反应土壤的 5% ～ 10%,可

能对其生物修复产生一定制约 ,应加强针对性调控。
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　　煤矿区土壤污染评价及治理的类型主要集中

在重金属 、硫化物 、氟化物及少量的放射性物质方

面 ,也有报道及研究开始涉及矿区土壤的有机污

染
[ 1-3]

。各种污染物对土壤微生物特性的影响直接

关系到土壤的肥力 、土壤基质风化与形成速度 、土

壤污染物去除速率等重要评价指标
[ 4-5]

,受到越来

越多的关注 。

测定土壤微生物活性的方法有多种 ,各种酶活

性对应不同的污染物降解能力。在土壤酶和微生

物活性测定中体现出各自的优势和适用性
[ 6-8]

。与

其他酶活性指标相比 ,荧光素双醋酸酯(Fluorescein

Diacetate, FDA)法测定的微生物活性为微生物总酶

活性 ,具有测定迅速 、灵敏 、测定方法简单的特点 ,

广泛应用于各种环境样本的分析 ,如活性污泥
[ 9]
、

沉积生物膜 、深海粘土
[ 10]
和土壤

[ 11]
等 。由于应用

对象的性质差别较大 , FDA法具体操作步骤也各有

差异。笔者着重针对煤矿区被污染土壤具有低微

生物活性水平 、污染物存在的干扰等特点 ,从培养

时间 、FDA试剂用量 、终止剂选择等方面入手 ,重点

解决现行研究方法中终止手段缺乏 、培养时间过

长 、活性单位不规范等问题。建立一套简便 、有效 、

针对性强 、规范的煤矿区污染土壤微生物活性测定

的 FDA方法。

1　实验材料和方法

1.1　实验材料

供试土壤取自北京市某煤矿煤矸石堆积区 ,置于

密封袋中封好。运回实验室后于 4℃保存 , 1周内分析

土壤微生物数量 、活性 ,常温下其他基本理化性质参考

土壤农业化学分析方法及文献 [ 12-13] 。

FDA(东京化成工业株式会社 ,纯度 99.99%),

配制成 2mg/mLFDA溶液(溶剂为丙酮);终止剂为

氯仿和甲醇混合液(V(氯仿)∶V(甲醇)=2∶1);荧

光素试剂(分析纯)购自北京化学试剂公司 ,其它试

剂均为国产分析纯 。

1.2　实验方法

1.2.1　煤矿区土壤 FDA活性测定

称取样品约 0.5 g于 100 mL锥形瓶中 , 加入
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15mL磷酸缓冲液 (pH=7.6), 振荡混匀;加入

2 mg/mLFDA溶液 0.2 mL启动反应 ,于 30 ℃下分

别振荡培养 10, 20, 30, 40, 60, 80, 100, 120 min,通过

反应体系上清液的吸光度与培养时间的线性关系

确定适宜的培养时间 。在达到优化的培养时间后 ,

立即加入 0 , 3, 5, 8, 10, 15 mL氯仿和甲醇(V(氯

仿)∶V(甲醇)=2∶1)混合终止剂以终止反应 ,充分

振荡 。通过比较静置 0 min和静置 10min后 2个吸

光度之间的相对误差 ,以确定最佳的终止剂用量。

将已终止反应并振荡后的混合液转移至 10 mL

离心管中 ,在 2000 r/min转速下离心 3, 5, 8, 10, 12,

15min,取上清液在 490 nm处测吸光度 D(λ)。以

吸光度较大 ,反应效果明显为标准来优化离心时间 。

1.2.2　FDA活性表示方法标准化

分别吸取 0.1 mg/mL荧光素钠标准溶液 1, 2,

3 , 4, 5, 6 mL加入 50 mL容量瓶中 ,分别稀释至 50

mL,摇匀后得到 2, 4 , 6 , 8 , 10, 12 μg/mL的溶液 ,于

490nm处测定各溶液的吸光度 ,绘制荧光素标准曲

线 ,对 D(λ)与荧光素浓度的关系进行拟合 ,可得其

换算公式为:

　　　　Cf=8.0583×D(λ)+0.646 (1)

式中 , Cf和 D(λ)分别为荧光素质量浓度(μg/mL)

和吸光度。

将式(1)计算所得荧光素质量浓度根据 FDA活

性测定的培养时间 、体系体积等参数换算为文献中

常用的荧光素量标准表示方法 ,测定与计算基准为

干土 ,计算公式为:

　　　　　UFDA=
Cf×V
m×t

(2)

式中 , UFDA为土壤 FDA活性(μg荧光素 /(g· min),

以干土计);V为 FDA测定体系总体积 , mL;m为土

壤样品重量 , g;t为培养时间 , min。

2　实验结果与讨论

2.1　培养时间的选择

选取 8个不同培养时间进行试验以确定最佳反

应时间 ,图 1为不同反应时间对微生物活性的影响 。

由图 1可知 , 10 ～ 30 min时吸光度与培养时间

成直线关系 ,说明反应的初始阶段符合吸光度与培

养时间呈线性的酶活反应速率关系;40 min后可能

由于酶的合成作用吸光度明显增长;在 120 min时

吸光度略下降 ,可能是由于底物量的限制 。选择培

养时间在微生物活性的线性范围内 ,确定适宜的培

养时间为 30min。

图 1　不同反应时间对微生物活性的影响

2.2　终止剂选择及用量确定

底泥及土壤微生物 FDA活性测定中常用的终

止剂有丙酮
[ 14]
、氯仿与甲醇

[ 15]
,其他活性测定时常

用的终止剂还有甲醛
[ 16]
、浓硫酸等 ,但甲醛和浓硫

酸会使荧光素发生淬灭 ,丙酮则会使波峰发生较大

偏移 ,而氯仿和甲醇则没有此类负面影响 , 因此选

用氯仿和甲醇(V(氯仿)∶V(甲醇)=2∶1)作为实验

用终止剂 。已有研究中没有指出终止剂准确用量 ,

因此本着既能有效终止反应又能尽量节省药剂的

原则进行试验 ,确定合理的终止剂用量 ,选取了 6个

不同剂量进行实验 , 表 1为终止剂用量与吸光度

关系 。
表 1　终止剂用量与吸光度关系

D(λ)
终止剂体积 /mL

0 3 5 8 10 15

反应 0min 1.21 0.777 0.537 0.521 0.53 0.545

反应 10min 1.14 0.731 0.516 0.53 0.535 0.543

相对误差 /% -6 -6 -4 2 1 -0.40

　　若静置前后吸光值相对误差的绝对值小于

5%,即认为反应终止。由表 1可知 , 5, 8, 10, 15 mL

都能有效终止反应 , 但出于经济考虑 , 最终选择

5mL做为最佳的终止剂用量 。

2.3　离心时间的优化

选取了 6个不同的离心时间进行实验 ,图 2为

不同离心时间对微生物活性的影响。

图 2　不同离心时间对微生物活性的影响
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由图 2可以看出 ,在 10min时所测得的吸光值

最大 ,反应效果最明显 ,因此优化后的离心时间为

10min。

2.4　FDA活性换算及煤矿区土壤 FDA活性测定

文献中常用生成物荧光素的量来表示 FAD活

性 [ 10-11, 17] ,以便于不同土壤样品及研究阶段

的相互比较 。将本研究测定的煤矿区污染土壤样

品的吸光度值 ,根据标准曲线公式及 FDA活性计算

公式换算为生成物荧光素的量来表示 ,即以 g荧光

素 /(g· min)(以干土计)为单位 。图 3为煤矿区

土壤样品的 FDA活性。

煤矿区土壤的 FDA活性分布在 2 ～ 4g荧光素 /

(g·min),大部分土壤样品的酶活性则集中于 2.5

～ 3.3 g荧光素 /(g· min)。与一般高肥力土壤和

反应器中活性较高土壤相比 ,其活性水平较低 ,仅

为有机污染土壤生物修复反应器中 FDA活性的 5%

～ 10%
[ 17]
。对其进行生物修复时有必要针对煤矿

区土壤的特点针对性采取添加刺激微生物增殖的

营养物 、调控 pH值等措施 ,全面提高土壤肥力 ,促

进微生物活性的提高 。

图 3　煤矿区土壤样品的 FDA活性

3　结　　语

(1)研究针对煤矿区被污染土壤中微生物活性

低 、种群结构相对单一和污染物胁迫等特点 ,构建

起了适合煤矿区污染土壤的微生物荧光素双醋酸

脂(FDA)活性方法 。

(2)以 μg荧光素 /(g· min)(以干土计)为单

位用荧光素的量来表征和规范矿区土壤 FDA活性 ,

可对矿区不同土壤及生物修复过程中的微生物活

性进行比较 ,为矿区土壤的活性表征和生物修复可

行性评价及生物修复效应预测提供依据 。

(3)煤矿区污染土壤 FDA活性较低 ,仅为一般

有机污染土壤生物修复反应器土壤的 5% ～ 10%,

可能会对其生物修复产生一定制约 ,应加强针对性

调控 ,以提高 FDA活性 ,提高煤矿区有机污染物的

生物有效性。
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DeterminationandoptimizationofFDAactivityoncoalminingareasoils

SONGJi-hua, LIANGQiu-li

(ShenHua(Beijing)RemoteSensing＆Geo-EngineeringCo., Ltd., Beijing100085, China)

Abstract:Thekeystepsparametersofmicrobialfluoresceindiacetate(FDA)activitymeasurementmethodisdis-

cussedandoptimizedaccordingtothelowmicrobialactivity, unitorypopulationstructureandthestressduetothe

contaminationbymetalandorganicmatterincoalminingarea.Themicrobialcultivationandanalysisindicatethat

theabsorbencyisdirectlyrelatedtothecultivationtime, and30minisdeterminedcombinedthelinerdisciplineand

plenteousreaction.Thevolumeofchloroformandmethanolratiois2∶1mixingstoppingagent(5 mL)isselectedto

terminatethereactionrapidly, effectivelyandeconomically.Thefollowingcentrifugalexperimentofstoppedreaction

systemshowthatthemaximumabsorbencyisobtainedaftercentrifugedfor10min.Atlast, theFDAactivityisde-

terminedastheconcentrationoffluoresceineconvertedbyspecificationcurve, whichcouldprovideconvenientmi-

crobialactivitycomparingwayandreferencetosoilsamplesindifferentcoalminingareasaswellastheremediation

ofpollutedsoillayer.TheanalyzingresultsshowthatFDAactivityincoalminingareaisjustonly5% ～ 10% ofthe

highactivityones, sothecoalmineshouldstrengthregulateandcontrol.

Keywords:coalminingareasoils;FDAactivity;contaminationcontrol;determinationandoptimization

(上接第 70页)

ApplicationofCASTforcoalminesewagetreatment

ZHANGAi-qing

(DepartmentofEnvironmentalProtection, DatongCoalMineGroupCo., Ltd., Datong037003, China)

Abstract:Inordertoimprovetheenvironmentofminingarea, provideCASTbassedonsewagedischargefeatures.

IndustrialwastewaterwhichisuptostandardandmostcoalminesewagearedisposedbyCASTprocess.Adding

combinedreagentinmainreactionareaisthebestwaytosatisfythedisposalrequirement.Theresultsindicatethat

thisprocesscanreducetheconsumptionofsmallscalesewagetreatmentplant, haveabetteradaptiveabilityto

changeofeffluentqualityandquantity.Theeffluentcontainslittlesludge, withgoodwaterqualitywhichcanbeused

inindustry, andthebenefitsareobvious.

Keywords:CAST;coalminesewage;minearea
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