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乙草胺对农田土壤细菌多样性的影响

罗海峰 齐鸿雁" 张洪勋
（中国科学院生态环境研究中心环境生物技术室 北京 /###$7）

摘 要：在实验室条件下，将农田土壤分别用终浓度为 /G#<+、7G#<+和 /#G#<+H+土壤的乙草胺处理 !#I后，检测可
培养的异养细菌的多样性和细菌物种多样性。可培养的异养细菌的多样性依据在 J0平板上的菌落形态来研究，
细菌物种多样性则通过基因组 K.)的提取，纯化，/5L BK.)片段的扩增和变性梯度凝胶电泳（KMM;）的分离来研
究，香农多样性指数（!），丰度（"）和均匀度（#!）等指标用于评价细菌多样性。实验结果表明，与对照土壤相比，处

理土壤中上述两种类型的细菌多样性均降低，而且，不同处理浓度对土壤细菌多样性的影响也不同。将 KMM;图
谱中的条带回收并测序，结果显示乙草胺对土壤中的 $%&’(&)*+’(%,*的!6$%&’(&)*+’(%,* 和"6$%&’(&)*+’(%,* 影响明显，表
明乙草胺会在一定程度上改变土壤细菌多样性。
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长期以来，农药对土壤微生物群落影响的研究

主要集中于采用传统方法对土壤微生物进行生理生

化方面研究。随着分子生态学技术的发展，农药如

百菌清［/］，阿特拉津［"］和泰乐菌素［2］对微生物群落

多样性的影响的研究已成为热点之一，而国内广泛

采用的除草剂乙草胺对土壤细菌多样性的影响尚未

报道。

传统的平板培养方法研究土壤微生物多样性有

很大的限制性：如可分离出微生物种类只占土壤微

生物种类总数的 #G/O P /O［!］，且这种分离培养方
法不能很好地反映土壤微生物多样性的原始状态

等［7］，而聚合酶链反应———变性梯度凝胶电泳技术

（QRS6KMM;）［5］在遗传物质的水平上对土壤微生物
多样性进行研究。首先从土壤样品中提取出基因组

K.)，然后进行 QRS 扩增，最后对 QRS 产物运用
KMM;进行分离和鉴定，从而得出土壤微生物群体
多样性的信息。

变性梯度凝胶电泳（KMM;）技术其主要原理基
于在含有变性剂的聚丙烯酰胺凝胶电泳中，序列不

同的 K.)分子有着不同的解链行为［E］，由于各类细
菌的 /5L BS.)基因序列不同，所以它们在电泳中会
得到分离。根据电泳条带的多寡和条带的位置、强

度可以分析细菌多样性信息。本研究结合平板培养

和变性梯度凝胶电泳，从两方面（可培养的异养细菌

的多样性和细菌物种多样性）研究乙草胺处理过的

土壤中细菌多样性的变化。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 土壤样品：农田土壤于 "##"年 2月取自无
乙草胺处理历史的陕西省凤翔县的普通小麦田，土

壤的各项指标如下：总有机值 /G72O，总氮
#G#1!O，砂粒 "5G5$O，泥沙粒 71G/5O，粘土粒
/!G/5O ，持水量 /7G"EO，TU $G#"。
!"!"# 其它材料：除草剂乙草胺购于北京市植物保
护公司，其它分子生物学试剂及生化试剂均购自上

海生工生物工程技术服务有限公司。

!"# 土壤样品的处理
将 /##+ 土壤样品分别按照乙草胺浓度为

/G#<+、7G#<+ 和 /#G#<+H+土壤来处理，以未处理的
土壤作为对照。各样品编码为：土壤 )：乙草胺处理
浓度为 /G#<+H+ 土壤；土壤 0：乙草胺处理浓度为
7G#<+H+土壤；土壤 R：乙草胺处理浓度为 /#G#<+H+
土壤；土壤 K：未处理土壤。所有样品均在 "7V下培
养，培养周期为 !#I，每隔 /#I研究物种多样性，到第
!#天同时研究可培养异养细菌的多样性。



!"# 可培养异养细菌的形态学研究
将 !""!# 的土壤样品稀释液涂布于制霉菌素

（抑制真菌的生长）浓度为 $%!&’(#的 #)固体平板
上，$%*连续培养 + , %-时，当平板上的菌落数在 ."
, .""之间时，任意挑选 !""个菌落按照文献［/］所
述根据菌落颜色、边缘、直径和表面等特征进行形态

学的分类，同时在含有乙草胺浓度为 %0"(&’(#的上
述平板上记录每天新生的乙草胺抗性菌落数。

!"$ 土壤样品的 %&’提取和 ()*扩增
按照文献［1］报道的方法提取各土壤样品的基

因组 234，使用上海生工的玻璃珠 234胶回收试剂
盒（产品号：56!!!）对 234粗提液进行纯化。
将纯化后的基因组 234作为 789的模板，使

用 4::;<=- )<>?@?A=(的 B=C= 4(: 789 5@?A=( $D""型
基因扩增仪，采用对大多数细菌的 !E5 F934 基因
G.区具有特异性的引物对［!"］：H.%D B8 和 9%!/［它们

的序列分别为：H.%D B8：（%IJ8B888B88B8B8B8B
B8BBB8BBBB8BBBBB848BBBBBB88K48BBB4BB
84B84BJ.I），9%!/：（%IJ4KK488 B8BB8KB8KBBJ.I）］
来扩增长约 $."L:的产物。

789 反应体系：!""C& 模板，.":(>; 引 物，
$""!(>;’# -3K7?，!"!# !" M LNOO=F，!0%((>;’# P&8;$，

%Q 234 聚合酶，/""C& )54，补双蒸水到 !""!#。
789反应条件：采用梯度 789策略［!!］。1+*预变性
%(<C；前 $"个循环为 1+* !(<C，E%* , %%* !(<C，
D$* .(<C（其中每个循环后复性温度下降 "0%*）；
后 !"个循环为 1+* !(<C，%%* !(<C，D$* .(<C；最
后 D$*延伸 D(<C。
!"+ ()*扩增产物的 %,,-分离
采用 )<>J9R-公司 2S>-=KP的基因突变检测系统

对 789反应产物进行分离
样品在变性剂浓度从 ."T到 %"T（!""T的变

性剂为 D(>;’#的尿素和 +"T的去离子甲酰胺的混
合物）的 !"T的聚丙烯酰胺凝胶中。在 !$"G 的电
压下，E"*电泳 %U。电泳完毕后，凝胶在 V)中染色
$" , ."(<C后用 W#3J$"""凝胶影像分析系统（北京
亚力恩机电技术研究所）观察并拍照。

!". %,,-分离后的电泳条带分析
观察各个土壤样品的 789 产物经变性梯度凝

胶电泳（2BBV）分离后的电泳图谱照片，采用
XNRCA<A@ YC=分析软件（)<>J9R-）对各土壤样品的电
泳条带的多少及密度来进行定量分析，以作为多样

性统计指标的初步数据。

!"/ 可培养的异养细菌的多样性和细菌物种多样
性的统计学分析

多样性指数（!），丰度（ "）和均匀度（#!）等指

标被用来比较各个土壤样品的细菌多样性。每个土

壤样品均计算上述两种不同类型的多样性，即可培

养的异养细菌的多样性和细菌物种多样性。计算公

式如下：

! Z [!
"

$ Z !
%$ ;C%$ Z [!

"

$ Z !
（&$ ’&）;C（&$ ’&）（!）

#! Z ! ’!(R\ Z ! ’;C" （$）

其中，在研究细菌物种多样性中，%$ 是某个土
壤样品中单一条带的强度在该样品中的所有条带总

强度中所占的比率，" 是某个土壤样品中所有条带
数目总和；在研究可培养的异养细菌的多样性时，%$
是从某个土壤样品分离培养出的某个形态的菌落数

在总菌落数中所占的比率，" 是从某个土壤样品中
分离出的菌落的形态类型总数。

!"0 回收条带的 !.1 2*&’基因片断测序和鉴定
将 2BBV电泳图谱中比较特殊的条带（在培养

周期内条带加深或减弱）切胶回收，重新 789后再
2BBV分离，直至在 2BBV中出现单一条带后，重新
按照前面的引物进行 789扩增，将扩增产物连接至
:Q8(JK载体（上海生工生物工程技术服务有限公
司）后，转化大肠杆菌（#’()*+$()$, (-.$）2]%J"，将重
组子进行测序（华大中生科技发展有限公司代测），

将测序结果递交给 B=C)RC^。

3 结果和分析

3"! 除草剂乙草胺对可培养细菌多样性的影响
乙草胺对土壤中可培养细菌多样性的影响如表

!所示。未处理土壤（土壤 2）中可培养总细菌群体
的多样性指数最高，群落丰度也最大。而乙草胺处

理过的 .个土壤样品中（土壤 4，)和 8）可培养总细
菌群体的多样性指数均降低，群落丰度也减小，说明

乙草胺作为一种有毒化学物质使用于农田后，会杀

死一些细菌种类，因而使得农田中细菌群落的多样

性降低，另一方面，就可培养抗性细菌群体的多样性

而言，相对于对照土壤样品，较低浓度的乙草胺处理

（如土壤 4和土壤 )）会提高其群落多样性及丰度，
而更高的处理浓度（土壤 8）会降低其群落多样性及
丰度。由此可见，不同的乙草胺处理会使可培养的

总细菌和抗性细菌的多样性发生不同的变化。
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表 ! "#$处理后各土壤样品中的可培养总细菌及抗性细菌
群落的多样性，丰度及均匀度

!"#$% & ’("))*)+,-%)%. -)/%0（!），.-1()%22（ "）")/ %3%))%22（ #!）

［4%") 5 ’6 76 86］*9 %"1( 2*-$ 2"4:$%2 %2;-4";%/ #< ;(% 4*.:(*;<:%2 *9

.")/*4 &== 1$*)%2 *) )*)+2%$%1;-3% ")/ "1%;*1($*. .%2-2;"); ">". :$";%2 "9;%.

"::$-1";-*) *9 "1%;*1($*. 9*. ?= /"<2

’*-$ ’("))*)+,-%)%. -)/%0
（!）

@-1()%22
（"）

73%))%22
（#!）

A（.）" =BCD 5 =B=E FBEG 5 =BD& =BEE 5 =B=F

A（)）# &B&C 5 =B&F ?BFD 5 =B&? =BGH 5 =B=E

I（.） =BCH 5 =B=H FBCF 5 =B&& =BE= 5 =B=D

I（)） &BFH 5 =B&& ?BEH 5 =B&E =BGG 5 =B=J

K（.） =B?F 5 =B=C DBFH 5 =B=G =BED 5 =B=F

K（)） &BDG 5 =B&D ?BDF 5 =B&? =BJD 5 =B&&

L（.） =BHG 5 =B=G DBJJ 5 =B&F =BHF 5 =B=D

L（)） &BHC 5 =B&E EB?C 5 =B&D =BGG 5 =B=H
"（.）.%:.%2%);2 ;(% "1%;*1($*. .%2-2;"); ">". :$";%2；#（)）.%:.%2%);2 ;(% )*)+
2%$%1;-3% ">". :$";%26

%&% 乙草胺处理土壤样品的 ’(()图谱分析及其
对物种多样性的影响

对不同浓度的乙草胺处理的第 &=天、第 D=天、
第 F=天和第 ?= 天的样品进行 LMM7 分离（图 &）。
结果显示，所有样品的 LMM7图谱的电泳条带都较
多，说明这些样品中均具有丰富的细菌类型，而且，

这些样品中均有一些共有的条带，说明在这些土壤

中存在一些共有细菌类型；同时，就同一样品的不同

处理时间而言，有些条带随着培养时间的加长而变

弱或消失，说明有些细菌类型难以适应长时间的这

种选择环境而最终死亡，相反，一些其它的细菌由于

长时间培养而逐渐适应这种选择压力而生存下来，

图 ! 不同处理样品的 ’(()图谱
N->6& LMM7 :.*9-$%2 *9 /-99%.%); ;.%";4%); 2*-$ 2"4:$%2
A&= -) 9->O.% .%:.%2%);2 ;(% &=+/"< 2"4:$% *9 2*-$ A，*;(%.2 "2 ;(% "#*3%6

表现在图谱中为有些条带的强度随时间的加长而加

强或者在第 ?=天的样品中才出现。另外，就同一时
间的不同处理浓度的样品而言，也有比较类似的情

况出现。

根据图 &中 LMM7不同条带的强度及迁移率，
计算经过 ?=/处理后各样品细菌物种多样性的相关
指标如表 D所示。与可培养细菌群体多样性的变化
规律相似，处理过的土壤样品的多样性和丰度等指

标相对于对照而言均有所降低，说明无论从考察细

菌物种多样性还是可培养细菌多样性均可推断土壤

中使用除草剂乙草胺均会降低细菌群落的多样性。

然而，从同一样品而言，考察两种类型的多样性时，

无论群落多样性指数（!），还是群落的丰度（ "），物
种多样性的数据均比可培养细菌多样性的数据值

大。由此可见，考察物种多样性可以将那些“存活但

不能培养”的一些细菌类型也加以研究，而一般的可

培养细菌多样性研究则不能实现这一要求，说明使

用分子生物学技术研究微生物多样性比传统的平板

培养分离方法获得的结果更加可靠。

表 % "#$处理后各土壤样品中细菌物种多样性，丰度及均匀度
!"#$% D ’("))*)+,-%)%. -)/%0（!），.-1()%22（"）")/ %3%))%22（#!）*9

%"1( 2*-$ 2"4:$%2 %2;-4";%/ #< ;(% LMM7 #")/2 :";;%.)2 *9 ?= /"< ;.%";%/

2"4:$%2

’*-$ ’("))*)+,-%)%. -)/%0
（!）

@-1()%22
（"）

73%))%22
（#!）

A DBFC= &? =BGJG
I DBD&J &D =BGJF
K DB&CF && =BJ=E
L DBEJ= D& =BGG?

%&* 电泳条带测序和分析
将图 &中的 H个特殊条带（图中表示为 &，D，F，

?，H右边的条带）进行测序并和 M%)I")P 中的序列
比对后，得到各个条带所代表的细菌类型及其相似

程度的结果如表 F所示。测序结果表明，在乙草胺
的环境压力下，$%&’(&)*+’(%,* 的!+ $%&’(&)*+’(%,* 和"+
$%&’(&)*+’(%,* 两分支的部分种属的细菌可以存活，
它们或者利用，或者可以降解这种除草剂。根据序

列的比对结果可以推断，可能以下 F个属的部分细
菌可 以 利 用 或 降 解 乙 草 胺 而 生 存，它 们 是

$-(./&0&1*-（条带 &，条带 F 和条带 ?），"2,3(44*
（条带 D）和 5(-&%2,6&),.0（条带 H）。序列分析结果
表明，它 们 可 能 是 $-(./&0&1*-， "2,3(44* 和
5(-&%2,6&),.0 F属细菌中的某些种。这一信息为后
期进行深入的研究提供了实验依据。
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表 ! 测序条带的种属关系
!"#$% & ’()$*+%,%-./ 0%$"-.*,1(.2 *3 #",41 1%56%,/%4 ., -(% 1-64)

7",4
（8%,7",9 "//%11.*, ,6:#%0）

;6:#%0 *3 #2
1%56%,/%4 <.,+4*:

’()$*+%,%-./
+0*62"

=$*1%4 6,.4%,-.3.%4 0%$"-.>%
（8%,7",9 "//%11.*, ,6:#%0）

?4%,-.-)
@A

7",4 B
（CDEFGH&I） BGJ 7"/-%0." !K’0*-%*#"/-%0."

!"#$%&’&()" *$+,%)
（CL&FIMHHNB） FH

7",4 E
（CDEFGH&G） EBG 7"/-%0." !K’0*-%*#"/-%0."

-.,/#00) 10#’(#2,
（COMBIFFMNB） FG

7",4 &
（CDEFGH&F） EMP 7"/-%0." !K’0*-%*#"/-%0."

!"#$%&’&()" "+$+3#2,
（CL&MHGH&NB） FG

7",4 J
（CD&MPHIB） EEE 7"/-%0." !K’0*-%*#"/-%0."

!"#$%&’&()" )#2$/,(&")
（CDEIJEFENB） FI

7",4 P
（CD&MPHIE） EE& 7"/-%0." "K’0*-%*#"/-%0."

4#"&2.,3&5,$’ 6,6#2,
（CLEBHBBGNB） FI

""，"$2("；!，+"::"Q
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