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洛克沙胂暴露对土壤微生物碳代谢功能

多样性的影响
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摘要：【目的】运用Ｂｉｏｌｏｇ法分析洛克沙胂作用下的土壤微生物群落碳代谢多样性，以揭示洛克沙胂在环境中残留
对土壤微生物学性状的影响．【方法】采集新鲜土壤加入不同质量浓度的洛克沙胂溶液混匀，使药物质量分数（以
Ａｓ计）分别为：低质量分数组１５ｍｇ·ｋｇ－１、中质量分数组７５ｍｇ·ｋｇ－１、高质量分数组１５０ｍｇ·ｋｇ－１，放置在室温
（２０～２５℃）下培养，于处理后第１、２、３、５、８周分别采取培养土壤，用 Ｂｉｏｌｏｇ法进行分析．【结果和讨论】洛克沙胂
对土壤微生物群落碳代谢功能影响显著，且存在一定的剂量依赖效应．经主成分分析，第１周，洛克沙胂低质量分
数组（ｗ＝１５ｍｇ·ｋｇ－１）土壤微生物群落多样性和对照组差异不明显，第２、３、５、８周，各组土壤微生物群落碳代谢
类型差异显著，其中高质量分数组（ｗ＝１５０ｍｇ·ｋｇ－１）与对照组差异最大．结果表明，洛克沙胂可致土壤微生物群
落碳代谢能力与多样性改变，胁迫浓度越高其作用越强．同时，洛克沙胂对土壤微生物群落碳代谢能力与多样性的
影响还表现出时间差异，在暴露胁迫的后期（第５、８周），洛克沙胂的影响逐步减弱，可能与洛克沙胂在土壤中发生
化学结构改变和降解有关．
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　　洛克沙胂（Ｒｏｘａｒｓｏｎｅ）是一种有机胂类化合物，
作为畜禽专用抗菌、促生长的饲料添加剂已在我国

得到广泛使用，研究表明，畜禽摄入有机胂添加剂后

在胃肠道吸收少、体内蓄积时间很短、残留量低，

８０％～９０％以原形通过粪便排泄到体外．一个养殖
规模为２亿羽肉鸡场，每年向环境排放 ８ｔ以上的
砷［１］．洛克沙胂污染土壤后使其质量降低，农作物产
量减少，最终经过土壤物质循环降解可能转化成无

机砷形式而造成更严重的危害，对人类的健康形成

了很大的潜在风险．
土壤是一个非常复杂的生态系统，土壤微生物

是土壤生态系统的重要组成部分，它在分解有机质

和循环利用养分的过程中发挥着关键的作用［２３］．近
年来以生物化学为基础的测定方法（微生物醌法，脂

肪酸法等）和分子生物学方法（ＰＣＲＲＦＬＰ，ＴＧＧＥ，
ＤＧＧＥ等）相继得到了广泛应用［４８］，其中，Ｂｉｏｌｏｇ法
已成为研究微生物功能多样性的重要工具，它为土

壤微生物群落研究提供了一种更为简单、快速的方

法［９１０］，而且无需分离培养纯种微生物，并可最大限

度地保留微生物群落原有的代谢特征．本试验通过
研究不同质量浓度洛克沙胂对土壤微生物碳代谢功

能的影响，揭示了洛克沙胂暴露胁迫对土壤微生物

学性状的影响，为评估和监控洛克沙胂对土壤环境

的早期污染和生态毒理学效应提供理论依据．

１　材料与方法
１．１　材料

洛克沙胂原料药，质量分数为９８５％，为广州惠
华动物保健品有限公司产品．土壤采自华南农业大学
试验田２０～１００ｃｍ土层的匀质土壤，质细，色深，基本
理化性状为：有机碳（４８３５±３５２）ｇ·ｋｇ－１，总氮
（２３８±０１９）ｇ·ｋｇ－１，总磷（１２２７±１９９）ｇ·ｋｇ－１，

总钾（０１５±００４）ｇ·ｋｇ－１，ｐＨ（６２±０５５）．供试
土壤未检测出洛克沙胂残留．
１．２　方法
１．２．１　土壤处理　新鲜土壤过４ｍｍ筛后在室温下
放置３ｄ，分别倒入５Ｌ的塑料桶中，每桶装３ｋｇ鲜土，
按每３ｋｇ鲜土加入５０ｍＬ不同质量浓度的洛克沙胂
溶液混匀，使药物质量分数（以Ａｓ计）分别为：低质量
分数组１５ｍｇ·ｋｇ－１、中质量分数组７５ｍｇ·ｋｇ－１、高
质量分数组１５０ｍｇ·ｋｇ－１，每组设置３个平行．不添
加洛克沙胂溶液的土壤为空白对照组．将土壤的含
水量调至最大蓄水量的５０％，且以湿布盖在表面，放
置在室温（２０～２５℃）下培养．培养期间损失的少量
水分通过称重法来补充．于处理后第１、２、３、５、８周
分别采取培养土壤进行分析．
１．２．２　Ｂｉｏｌｏｇ法　采集新鲜土壤１０ｇ，加９０ｍＬ灭
菌生理盐水，２１０ｒ／ｍｉｎ２５℃条件下振荡培养 ３０
ｍｉｎ，吸取上清液做１０００倍稀释，再吸取１５０μＬ到
ＢｉｏｌｏｇＥｃｏＰｌａｔｅ微平板孔内２５℃培养，在５９０和７６０
ｎｍ下测定Ｅｃｏ板的每孔光密度值，采集数据进行分
析．每隔１２ｈ测１次，连续测１０ｄ．

平均每孔颜色变化率（ＡＷＣＤ）计算［１１１２］方法：

ＡＷＣＤ＝∑（Ｄ
!Ｃ
－Ｄ

!Ｒ
）／ｎ，式中 Ｄ

!Ｃ
为各有培养基

孔的光密度值，Ｄ
!Ｒ
为对照孔的光密度值，ｎ为培养基

数值，ＥｃｏＰｌａｔｅ板的ｎ为３１．
多 样 性 指 数 （ＳｈａｎｎｏｎＷｉｅｎｅｒ指 数）Ｈ ＝

－∑ＰｉｌｎＰｉ，Ｐｉ为减去空白之后每孔的光密度值，Ｐｉ＝
（Ｄ

!Ｃ
－Ｄ

!Ｒ
）／∑（Ｄ

!Ｃ
－Ｄ

!Ｒ
）．

丰富度指数指被利用的碳源的总数目，为每３２
孔中Ｄ

!Ｃ
－Ｄ

!Ｒ
的值大于０２５的孔数［１３］．

１．２．３　数据处理　采用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２００７处理
数据，ＳＰＳＳ１１５软件进行统计分析和主成分分析，
采用单因素方差分析检验不同处理之间的差异
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（ＬＳＤ，α＝０．０５）．所有数据均为平均值±标准误．

２　结果
２．１　土壤微生物对碳源的利用强度

由图１可知，洛克沙胂含量不同，土壤微生物对
碳源的利用强度不同，对照组的碳代谢强度明显高

于用药组，在试验早期（第１周），碳代谢强度随着洛
克沙胂质量分数的增加而出现明显降低（Ｐ＜０．０５）；
第３周和５周，高、中质量分数组之间差异不显著，
低质量分数组的碳代谢强度则高于高、中质量分数

组；第８周，药物处理组的碳代谢强度升高．

同一培养时间数据柱上，凡有一个相同字母者，表示差异不显著（Ｐ＞

００５）．

图１　不同质量分数洛克沙胂处理下土壤微生物群落利用碳
源的强度

Ｆｉｇ．１　Ｃａｒｂｏｎｍｅｔａｂｏｌｉｃｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｓｏｉｌｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ
ｆｏｒｅａｃｈｔｒｅａｔｍｅｎｔ

２．２　土壤微生物群落碳代谢多样性

每孔颜色变化率是反映土壤微生物活性，即利

用单一碳源能力的一个重要指标［１４］．图２表明，随着
培养时间延长，颜色变化率逐渐升高，对照组的颜色

变化率值显著高于用药组，且大小顺序为：空白对照

组＞低质量分数组 ＞中质量分数组 ＞高质量分数
组．第１、２、３、５和８周，高质量分数（１５０ｍｇ·ｋｇ－１）
组土壤的颜色变化率值显著低于低质量分数组（Ｐ＜
００５），较对照组降低了１７３９％ ～５４６９％；除了第
１周外，其他时间采样点的中、高质量分数组之间的
颜色变化率值差异均不显著．
　　培养基 ＳｈａｎｎｏｎＷｉｅｎｅｒ多样性指数反映的是微
生物对碳源类型的利用多少，丰富度指数是微生物

利用碳源的数量，表１是土壤微生物群落代谢功能
丰富度指数和多样性指数与药物浓度的变化情况，

由表１可知，丰富度指数和多样性指数均与药物浓
度和时间呈负相关．随着培养时间的延长，各组的多
样性指数和丰富度指数逐渐降低，对照组的多样性

指数和丰富度指数明显高于用药组，且空白对照

组＞低质量分数组 ＞中质量分数组 ＞高质量分数
组．在用药后第１、２、３、５和８周时间点上，高质量分
数组（１５０ｍｇ·ｋｇ－１）土壤多样性指数与丰富度指数
显著低于低质量分数组（Ｐ＜００５）．

图２　不同质量分数洛克沙胂处理下不同时间土壤平均颜色变化率

Ｆｉｇ．２　Ａｖｅｒａｇｅｗｅｌｌｃｏｌｏｕｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｉｎｓｏｉｌｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
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表１　土壤微生物利用Ｂｉｏｌｏｇ微平板碳源的丰富度指数和多样性指数１）

Ｔａｂ．１　Ｒｉｃｈｎｅｓｓｉｎｄｅｘｅｓａｎｄｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘｅｓｏｆｕｔｉｌｉｚｅｄｓｕｂｓｔｒａｔｅｓｕｎｄｅｒｅａｃｈｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｔ培养／周
对照组（０ｍｇ·ｋｇ－１） 低质量分数组（１５ｍｇ·ｋｇ－１）

多样性指数 丰富度指数 多样性指数 丰富度指数

１ ２５．３３３±０．８８ａ ３．２２７±０．０１ａ ２０．６６７±０．６７ｂ ３．１５０±０．０４ａｂ
２ ２２．６６７±１．４５ａ ３．１６３±０．０３ａ ２１．３３３±０．８８ａ ２．９５７±０．０６ｂ
３ ２３．０００±１．５３ａ ３．１６０±０．０３ａ ２１．３３３±１．３３ｂ ３．０１３±０．０４ｂ
５ ２１．０００±１．７３ａ ３．１１７±０．０４ａ １９．３３３±０．８８ａｂ ２．９７０±０．０２ａ
８ １９．６６７±１．２０ａ ３．０７４±０．０４ａ １９．０００±０．５７ａ ２．８７３±０．０２ｂ

ｔ培养／周
中质量分数组（７５ｍｇ·ｋｇ－１） 高质量分数组（１５０ｍｇ·ｋｇ－１）

多样性指数 丰富度指数 多样性指数 丰富度指数

１ ２０．４７６±１．２１ｂ ３．０４３±０．０４ｂ １８．０００±１．１５ｃ ２．６５７±０．０５ｃ
２ １９．６６７±０．６７ｂ ２．８６７±０．０５ｃ １５．３３３±０．８８ｃ ２．５８７±０．０１ｄ
３ １９．６６７±０．８８ｂ ２．８７３±０．０５ｂ １５．３３３±０．６７ｄ ２．６４０±０．１０ｃ
５ １４．６６７±１．１５ｂｃ ２．９６７±０．１０ａ １４．０００±０．３３ｃ ２．５４３±０．０４ｂ
８ １４．３３３±０．５７ｂｃ ２．８４７±０．０３ｂ １４．０００±０．８８ｃ ２．８３３±０．０３ｂ

　１）同行同一指标数据后凡有一个相同小写字母者，表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）．

２．３　土壤微生物群落代谢功能主成分分析
将ＢｉｏｌｏｇＥｃｏ微平板的３１个碳源的测定结果形

成的描述微生物群落代谢特征的多元向量变换为互

不相关的主元向量（ＰＣ１和 ＰＣ２是主元向量的分
量），在降维后的主元向量空间中直接用点的位置直

观地反映出不同微生物群落的代谢特征．分析结果
表明：土壤微生物群落的代谢多样性类型有明显

差异．
ＰＣ１解释了微生物群落碳代谢类型的分异程度

（图３），第１周ＰＣ１为２７１９％，得分系数Ｆ３，８＝１７４３２，
Ｐ＜００５，呈差异显著；第２周ＰＣ１为４９７９％，得分系
数Ｆ３，８＝８４２０，Ｐ＜００１，差异极显著；第 ３周 ＰＣ１

为５０４０％，得分系数Ｆ３，８＝６７９２，Ｐ＜００１，差异极
显著；第 ５周 ＰＣ１为 ４５８２％，得分系数 Ｆ３，８ ＝
６２１６，Ｐ＜００１，差异极显著；第 ８周 ＰＣ１为
６３８２％，得分系数 Ｆ３，８＝８６４６，Ｐ＜０００１，差异极
显著．由３１个碳源的主成分分析可见，第１周，洛克
沙胂低质量分数组（ｗ＝１５ｍｇ·ｋｇ－１）土壤微生物群
落代谢类型和对照组差异不明显；第２、３、５周，各处
理组的土壤微生物群落碳代谢类型差异明显（Ｐ＜
００５），各采样点的高质量分数处理组（ｗ＝１５０
ｍｇ·ｋｇ－１）与对照的差异最大（群落碳代谢类型相差
最远）；培养后期（第５、８周），中、高质量分数处理组
之间差异不显著．

图３　不同处理土壤微生物群落碳代谢类型主成分分析
Ｆｉｇ．３　Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｅｓｏｆｔｈｅｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｍｅｔａｂｏｌｉｃｃａｐａｃｉｔｙｏｆｓｏｉｌｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
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３　讨论
通常认为土壤微生物代谢功能多样性是定量描

述土壤环境微生物群落变化特征的重要指标之一．
由美国Ｂｉｏｌｏｇ公司开发的自动微生物鉴定系统是一
种简单、快速，以群落水平碳源利用类型为基础的氧

化还原技术．近几十年以来，研究者通过污染稻田土
和模拟盆栽等试验，对Ｃｕ、Ｚｎ、Ｐｂ、Ｃｄ、Ｃｒ、Ｈｇ、Ａｓ等７
种重金属［１５１７］对土壤微生物数量及群落结构多样性

的影响方面进行了大量研究工作，Ｍｕｈａｍｍａｄ等［１８］

研究Ｐｂ、Ｃｄ污染对土壤中微生物多样性的影响，结
果表明高浓度的重金属能显著影响微生物的群落结

构．Ｗａｎｇ等［１９］运用 ＰＣＲＤＧＧＥ方法研究了 Ｃｕ、Ｚｎ
污染土壤中微生物的多样性，结果表明，重金属污染

对土壤中微生物活性和群落组成产生了显著影响．
华建峰等［２０］采用Ｂｉｏｌｏｇ法研究了重金属砷对土壤微
生物群落多样性的影响，结果表明，中浓度 Ａｓ和高
浓度Ａｓ土壤微生物对糖类、氨基酸类等碳源的利用
程度显著高于低浓度Ａｓ土壤．洛克沙胂作为一种有
机胂添加剂，它可降解为无机砷，对土壤微生物具有

一定毒性作用，本试验中洛克沙胂暴露处理土壤的

结果与其他重金属作用已有报道的结果相一致，土

壤微生物的碳代谢功能多样性随用药浓度的升高而

降低．
我国土壤砷含量最高背景值一般认为是 １５

ｍｇ·ｋｇ－１，曾婧等［２１］对我国７省区共４３个养殖场周
边环境土壤调查中显示砷含量为 １２７～５６０
ｍｇ·ｋｇ－１．本试验以我国土壤砷含量最高背景值为
低质量分数，设立１５、７５和１５０ｍｇ·ｋｇ－１为低中高３
个质量分数．研究结果表明，洛克沙胂作用于土壤后
第１、２、３、５、８周时土壤微生物群落代谢功能多样性
均受到影响，药物质量分数越高则土壤群落代谢功

能性多样性指数越低．在整个培养时间内各用药组
颜色变化率值均低于对照组，说明在洛克沙胂作用

下，土壤微生物利用碳源的能力降低，且随药物质量

分数的增加而降低．洛克沙胂本身具有杀菌和杀寄
生虫的作用，进入生态环境后最终会降解成可溶于

水的无机砷类物质，无机砷是毒性较大的重金属．重
金属之所以对微生物有毒害作用，主要是因为重金

属大都不能被生物分解，极易在生物体内积累，而且

它们极易与一些生物大分子酶的活性中心和极性电

子基团结合，导致这些生物大分子失活，最终引起微

生物死亡．土壤微生物数量减少，碳代谢能力与强度
降低，第１、２、３、５周，中、高质量分数洛克沙胂处理

组与对照组之间的差异显著，表明洛克沙胂暴露胁

迫质量分数越高，对土壤的微生物生态毒性就越大．
第８周，药物处理组的碳代谢能力与强度升高，可能
是由于土壤中药物的有效作用质量分数降低，一些

对洛克沙胂耐受的微生物得到生长并逐渐成为优势

菌群．
主成分分析明显区分了不同质量分数洛克沙胂

影响下的土壤微生物群落碳代谢类型差异程度，具

体表现在随着污染程度的增加，其在主成分分布图

上向Ｘ轴的负方向延伸，洛克沙胂质量分数越高则
与对照组相距越远；自第１周开始，低质量分数组与
对照组明显分开；培养前中期，中、高质量分数组与

对照组各自明显分开，说明中、高质量分数洛克沙胂

改变了土壤微生物碳代谢类型；后期（第５、８周）差
异不显著．土壤本身是非常复杂的系统，可能是药物
在土壤中随着时间的推移发生迁移、转化、吸附等

有关．
目前，研究重金属对土壤微生物学性状的影响

大都是在实验室受控条件下进行的，通常使用单因

子变量来进行研究，但在自然环境中，往往有各种环

境因素相互作用，因此要将实验室得出的结论外推

到自然条件下比较困难，而且室内与野外试验的结

果也常有差异．另外，不同的微生物由于重金属污染
的长期与短期效应而表现出不同的敏感性．而室内
试验由于是在可控条件下操作，仍可较明确反映单

一因素的影响情况，因此，进一步研究洛克沙胂对土

壤微生物的生态毒理还需结合野外的实地试验结果

来反应重金属污染的生态效应．
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