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宏基因组揭示紫色土中邻苯二甲酸酯去除的微生物学
机制

李雨桐 1，2， 余海 1，2， 刘坤 1，2， 柏宏成 3， 汪军 4*， 朱正杰 4

（1. 重庆市生态环境科学研究院污染场地土壤与地下水环境可持续修复工程技术研究中心， 重庆 401147； 2. 中国环境科学研

究院西南分院， 重庆 401147； 3. 成都大学建筑与土木工程学院， 成都 610106； 4. 百色学院农业与食品工程学院，百色 
533000）
摘要： 邻苯二甲酸酯具有内分泌干扰特性，在环境中持久存在，其去除机制备受关注 . 为探究邻苯二甲酸酯在紫色农田土壤中的

去除机制、 关键微生物及功能基因，以邻苯二甲酸二正丁酯（DBP）和邻苯二甲酸二（2-乙基己基）酯（DEHP）为目标污染物，分别

设置含量为 0、 5、 10 和 20 mg·kg−1的单一污染土壤，避光培养 90 d，利用宏基因组技术探究其去除的微生物生态学机制 . 结果表

明，DBP 和 DEHP 在土壤中的降解动态均符合一级动力学降解模型，半衰期介于 17. 0~38. 2 d 之间，5 mg·kg−1的 DBP 降解速率最

快，依次快于 10 mg·kg−1的 DEHP、 5 mg·kg−1的 DBP、 5 mg·kg−1的 DEHP 以及 20 mg·kg−1的 DBP 和 DEHP. 第 7 d和 15 d的土壤样品

间细菌群落结构存在显著差异，放线菌门相对丰度随时间不断提升，且与 DBP 或 DEHP 半衰期呈反比 . 物种共现网络分析筛选

出变形菌门的 Pandoraea 属为群落中的关键物种，可以用来指示 DBP 和 DEHP 污染程度 . KEGG 功能注释结果表明，Pandoraea 在

群落中负责酯键水解、 苯甲酸降解、 群体感应、 ABC转运和双组分系统等功能，可以促进邻苯二甲酸酯上下游降解、 细胞通讯和

其它降解菌的生长繁殖，以此维持群落结构的稳定 . 由此可见，紫色土中，DBP和 DEHP的去除效率取决于初始含量和自身性质，

放线菌门的细菌在降解中扮演重要角色，Pandoraea 在促进邻苯二甲酸酯降解和调节降解菌群结构和功能的稳定中均发挥关键

作用 .
关键词： 宏基因组； 邻苯二甲酸酯（PAEs）； 细菌群落； 网络分析； 关键物种
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Microbial Mechanisms of Removal of Phthalic Acid Esters in Purple Soils Revealed 

Using Metagenomic Analysis
LI Yu-tong1，2，  YU Hai1，2，  LIU Kun1，2，  BAI Hong-cheng3，  WANG Jun4*，  ZHU Zheng-jie4

（1. Soil and Groundwater Green Sustainable Remediation Center， Chongqing Academy of Eco-Environmental Science， Chongqing 401147， China； 2. Southwest Branch of Chinese 
Research Academy of Environmental Sciences， Chongqing 401147， China； 3. School of Architecture and Civil Engineering， Chengdu University， Chengdu 610106， China； 4.
Faculty of Agriculture and Food Engineering， Baise University， Baise 533000， China）
Abstract： The removal mechanisms of phthalic acid esters （PAEs） have attracted much attention because of their endocrine-disrupting properties and persistence in environmental 
media.  In order to reveal the removal mechanism of PAEs and involved keystone taxa and functional genes， purple soils were polluted by di-n-butyl phthalate （DBP） and di-2-
ethylhexyl phthalate （DEHP）， respectively， along a gradient of 0， 5， 10， and 20 mg·kg−1 and cultured for 90 days in the dark.  The results showed that the degradation dynamics of 
DBP and DEHP were well-fitted by the first-order kinetic model， and the half-life of DBP and DEHP ranged from 17. 0 to 38. 2 days.  The degradation rate of DBP （5 mg·kg−1） was 
the fastest， and that of DEHP （20 mg·kg−1） was the slowest.  The soil samples of the seventh day and the fifteenth day were analyzed using metagenomic sequencing.  NMDS and 
cluster analysis showed that there was a significant difference between the bacterial community structure of soil samples from the seventh day and the fifteenth day .  The relative 
abundance of Actinobacteria increased from the seventh day to the fifteenth day.  The smaller the half-life of DBP or DEHP， the higher the relative abundance of Actinobacteria in the 
different treatments.  In addition， Streptomyces was the dominant genus in all polluted soils.  Co-occurrence network analysis elucidated that Pandoraea was a keystone genus of the soil 
bacterial communities， which could be used to indicate the pollution levels of DBP and DEHP.  The results of KEGG annotation demonstrated that Pandoraea was responsible for 
benzoate degradation， quorum sensing， ABC transporters， and the two-component system and could promote the intercellular communications and the microbial growth and 
proliferation and maintain the stability of the community structure.  Therefore， the degradation rate of DBP and DEHP in purple soils depended on their initial content and their own 
properties.  Actinobacteria played an important role in the PAEs degradation， and Pandoraea played a major part in promoting PAEs degradation and regulating the stability of the 
structure and function of degrading bacterial communities.
Key words： metagenome； phthalic acid esters（PAEs）； bacterial community； network analysis； keystone taxa

邻苯二甲酸酯（phthalic acid esters，PAEs）生产成

本低，缺乏廉价的替代品，长期作为增塑剂等被添加

到塑料农膜、 食品包装、 装修材料、 化妆品、 玩具、 
医用口罩和手套等产品中［1～3］. 在以上产品生产、 使
用和废物处置过程中，PAEs 与聚合物高分子之间的

氢键易断裂，从而被释放到环境中并持久存在［1］. 人
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类通过日常消费塑料产品直接接触 PAEs［2，3］，也可通

过饮食途径摄入土壤中的 PAEs［4］，长期暴露会导致

内分泌、 呼吸和生殖系统疾病，甚至引发癌症［4］.
PAEs作为高关注的新污染物，其使用受到限制，但塑

料农膜的不合理回收和再生利用等仍造成我国农田

土壤和作物中 PAEs含量有增无减［4，5］，其中邻苯二甲

酸正丁酯（DBP）和邻苯二甲酸二（2-乙基己基）酯

（DEHP）检出率和含量均最高，是主要的 PAEs 污染

物［6～9］. 因此，面对我国新污染物治理和污染土壤精

准修复的迫切需求，强化农田土壤中 PAEs 的风险管

控和去除具有重要基础意义和支撑作用 .
土壤微生物是土壤生态系统物质循环和能量

流动的驱动者［10］. 当土壤暴露在有机污染中，土壤

微生物群落迅速对环境扰动进行调节和适应，并降

解污染物，从而维持生态系统的稳定［11，12］. 有研究

表明，PAEs 污染会改变土壤微生物群落结构和功

能，并扰乱土壤生态系统：DBP 会降低土壤细菌群

落多样性、 碳代谢和氮代谢等功能活性，导致土著

微生物群落朝着不可逆的方向演替［13～15］；DEHP 同

样会降低细菌群落多样性，但能显著提升降解菌丰

度以及编码酯酶和羧酸酯酶等降解酶的基因丰

度［16，17］. 然而，先前研究过多关注土壤微生物群落

结构的改变，未深入探究群落中关键种的核心作用

及其潜在的代谢功能 . 有研究表明识别关键物种并

重建其代谢潜力，可以揭示生态系统的物质循环过

程［18］；也可以利用关键种丰度的变化指示污染程

度［19］. 关于 PAEs 修复机制的研究大多只关注某种

污染物，且剂量较高 . 因此，厘清土壤中微生物群落

对 PAEs 污染的去除机制及关键物种的作用，对农

田合理利用和保护十分重要，也是拓展农业微生物

资源的重要方法，探寻不同类型 PAEs 在低剂量下

修复机制的共性对于 PAEs 治理修复技术的推广也

十分迫切 .
紫色土富含矿物质，是我国川渝丘陵地区重要

的农业土壤资源［20］. 本文以紫色土为环境介质，选取

DEHP 和 DBP 为研究对象，利用宏基因组学技术揭示

土壤土著微生物群落结构与功能对低剂量下不同程

度 PAEs污染的响应机制，并识别 PAEs降解过程的关

键细菌及其代谢潜力，通过揭示紫色土中不同类型

PAEs 去除中的共性机制，以期为保护紫色土和相关

环境基准的制定提供基础数据支撑 .
1　材料与方法

1. 1　样品采集

供试土壤采自重庆市某农田（105°49′ E，28°28′ 
N）表层土壤（0~20 cm），去除石砾和植物残根等杂

物，研磨过 2 mm 筛备用 . 土壤类型为紫色湿润雏形

土，土壤质地（美国制）为粉砂壤土，土壤 pH 为 6. 89，
含水量为 15. 73%，ω（总有机碳）为 8. 32 g·kg−1，ω（溶

解 性 有 机 碳）为 14. 37 mg·kg−1，ω（全 氮）为 0. 81
g·kg−1，ω（全磷）为 0. 85 g·kg−1，ω ( )∑PAEs 为 0. 14 
mg·kg−1（只有 DEHP检出）.
1. 2　实验设计

DBP、 DEHP、 同位素内标 DBP-D4 和色谱级丙

酮等有机试剂购自德国 Merck 公司 . 本实验开始前，

将 DBP 和 DEHP 分别溶于丙酮中制备成 250、 500 和

1 000 mg·L−1的工作液，于 4℃冰箱内避光保存备用 .
向每个干净的玻璃烧杯中装入称好的 1 kg土壤，加入

适当去离子水，调整土壤湿度到田间最大持水量的

60%，在恒温恒湿培养箱（温度 25℃，相对湿度 70%）

避光培养 7 d，以恢复并稳定土壤微生物活性 . 分别

将 0. 02 L的 3种浓度的 DBP工作液添加到土壤中，混

合均匀，制备梯度为 5、 10 和 20 mg·kg−1 的 DBP 污染

土壤，并用同样的方法制备 DEHP 污染土壤 . 另将

0. 02 L 丙酮加入土壤，制备未污染土壤，作为空白对

照 . 每个处理设置 3个平行 . 将每个样品于空气中放

置 3 h，使丙酮挥发 . 用保鲜膜封口以减少水分散失，

并用针刺约 20个小孔，保持通气，置于恒温恒湿培养

箱避光培养，于第 7、 15、 30、 60 和 90 d 取样测定

PAEs. 参考先前文献中两种物质的半衰期［13～17，21］，同

时考虑测序成本，选取 7 d 和 15 d 的样品分别混合均

匀后进行宏基因组测序，样品名称见表 1.
表 1　实验设计

Table 1　Experiment design
处理方式

未做污染处理

污染处理

污染物

无

DBP

DEHP

含量/mg·kg−1

0
5

10
20
5

10
20

样品名称

0 d
CK

7 d
CK‐1

DBP5‐1
DBP10‐1
DBP20‐1
DEHP5‐1

DEHP10‐1
DEHP20‐1

15 d
CK‐2

DBP5‐2
DBP10‐2
DBP20‐2
DEHP5‐2

DEHP10‐2
DEHP20‐2
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1. 3　土壤 PAEs测定

使用美国 Thermo fisher 公司的 Trace 1300/TSQ 
9000气相色谱-三重四极杆质谱联用仪测定 PAEs，样
品前处理方法参考 GB/T 39234-2020［22］. 毛细管色谱

柱类型为 TG-17（30 m×0. 25 mm×0. 25 μm），载气为高

纯氦气，流速为 1. 2 mL·min−1，采用选择性离子检测

器模式，无脉冲不分流进样，进样体积为 1 μL，程序

升温设置如下：50℃保持 1 min，以 15℃·min−1升温至

200℃ 保 持 1 min，再 以 8℃·min−1 升 至 280 ℃ 保 持

3 min.
测定前，所有玻璃器皿浸在重铬酸钾洗液中过

夜，用自来水和去离子水重复洗 3次，烘干，再用丙酮

冲洗，测定时没有使用塑料物品 . 实验前检查仪器空

白和试剂空白，每 10 个样品添加 1 个空白样品，并测

定样品平行样，最终得到的每个样品含量，取平行样

的均值减去空白值，处理组样品再减去空白对照样

品的含量 . 实验前进行空白基质加标，方法回收率为

82. 6%~112. 3%，内标回收率为 86. 5%~107. 2%，实验

过程中样品加标回收率为 78. 3%~109. 1%，仪器检出

限（3 倍信噪比计）为 0. 13~0. 51 μg·L−1，方法检出限

定义为平行空白样品中 DBP 和 DEHP 的均值加上 3
倍标准偏差，分别为 0. 21 μg·kg−1和 0. 39 μg·kg−1.
1. 4　土壤 DNA 提取和序列拼装

土壤宏基因组 DNA 的提取和测序委托上海美吉

生物医药科技有限公司，采用 QIAamp DNA 试剂盒

（Qiagen，德国）提取 DNA，随后利用 TBS-380 微型荧

光计（Turner biosystems，德国）、 NanoDrop 2000分光光

度计（Thermo fisher，美国）和 1% 的琼脂糖凝胶电泳检

测 DNA 浓度和质量 . 检测合格的 DNA 样品使用

NovaSeq 平台（Illumina，美国）进行 PE150 双端测序，

每个样品获得不少于 12 GB的数据量 .
使 用 FASTP ［23］（https：//github. com/OpenGene/

fastp）对 reads 的 3'端和 5'端进行质量剪切，去除剪切

后长度<50 bp、 平均碱基质量值<20 以及含 N 碱基的

reads，获 得 Clean reads. 使 用 MEGAHIT V1. 1. 2［24］

（https：//github. com/voutcn/megahit）对 Clean reads 进行

拼接和组装，然后根据长度为 k 的核苷酸序列（kmer
值设定为 47~97）之间的重叠关系，构建德布鲁因图，

获取重叠群（contigs），把 reads 映射到 contigs，根据

reads之间的双末端关系把 contigs拼接成 scaffolds. 将

scaffolds 打 断 成 新 的 contigs，优 选 长 度 ≥300 bp 的

contigs 作 为 最 终 的 组 装 结 果 . 使 用 MetaGene［25］

（http：//metagene. cb. k. u-tokyo. ac. jp/）对 contigs 进行

开放阅读框预测，将长度≥100bp 的基因序列翻译为

氨 基 酸 序 列 . 采 用 CD-HIT V4. 6. 1［26］（http：//www.
bioinformatics. org/cd-hit/）进行基因聚类，每类取最长

的基因作为代表序列，构建非冗余基因集 . 使用

SOAPaligner V2. 21［27］（http：//soap. genomics. org. cn/），

将每个样品的 Clean reads 与非冗余基因集进行比对

（相似度 95% 以上），统计基因在对应样品中的丰度

信息 . 使用 BLASTP（http：//blast. ncbi. nlm. nih. gov/
Blast. cgi，evalue≤1×10−5）将非冗余基因集序列分别与

NCBI-NR 和 KEGG 数据库进行比对，分别获得物种和

功能注释 . 测序数据已提交至国家微生物科技数据

中心 .
1. 5　数据分析

利用 Origin 2018软件对 PAEs测定数据进行一级

动力学拟合，方程如下：

Ct = C0 e−kt （1）
t0.5 = ln（2/k） （2）

式中，Ct为时间 t 时土壤中 PAEs 残留量（mg·kg−1），C0
为 PAEs初始含量（mg·kg−1），k为降解速率常数，t为降

解时间（d），t0. 5为降解半衰期（d）.
使用 R V4. 1. 2 软件的“vegan”包计算两两样本

间 Bray-Curtis 距 离 ，进 行 UPGMA（unweighted pair 
group method with arithmetic mean）聚类分析和非度量

多维尺度（nonmetric multidimensional scaling，NMDS）
分 析 ，并 利 用 ANOSIM 相 似 性 分 析（analysis of 
similarities）评估样本间微生物群落组成的差异 .
Origin软件用于单因素方差分析、 普通最小二乘回归

（ordinary least squares，OLS）、 Mann-Whitney U 和

Kruskal-Wallis 非参数检验等，显著性水平 P<0. 05 和

P<0. 01 作为显著性和极显著性判断标准 . 群落中关

键物种/功能的筛选基于 Python 软件的 Networkx 工具

包，为了避免虚假相关性，选择属水平上相对丰度前

50 的物种/功能进行网络分析，使用 Spearman 相关性

来评估物种/功能之间的关联（ || R ≥0. 5，P<0. 05），并

使用错误发现率对 P值多重检验校正，以网络节点的

度中心性（degree centrality）、 紧密中心性（closeness 
centrality）和介数中心性（betweenness centrality）这 3
个指标的总和作为定义关键物种/功能的阈值［28］.
2　结果与讨论

2. 1　PAEs在土壤中的降解特征

PAEs 在土壤中的降解特征如表 2 所示，紫色土

中 DEHP 和 DBP 降解动态均符合一级动力学降解模

型，半衰期介于 17. 0~38. 2 d之间，60 d基本达到平台

期，90 d时仍未完全降解 . 5 mg·kg−1 和 20 mg·kg−1处理

组中，DBP 半衰期均快于 DEHP，60 d后 DEHP 残留量

显著高于 DBP. 10 mg·kg−1处理组中，二者残留量没有

显著差异，DBP 半衰期慢于 DEHP. 另一方面，DBP 的

降解速率会随初始含量的增加而降低 . 而 DEHP 处
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理后，初始含量为 10 mg·kg−1 自然降解速率最快，20 
mg·kg−1自然降解速率最慢 .

有研究表明，20 mg·kg−1 DBP 在潮土和红壤中

自然降解迅速，其半衰期分别为 0. 3 d 和 1. 2 d［13］，

远远快于本研究 . 40 mg·kg−1 的 DBP 的半衰期也小

于 5 d［19］. 此外，红壤中 DBP 降解速率会随初始含

量的增加而降低，这与本研究的结果一致，在潮土

中相反［13］. 由于 DEHP 的高疏水性，其自然降解速

率通常较慢，5~40 mg·kg−1的 DEHP 在培养 35 d 后降

解量均不到一半［29］，200 mg·kg−1 的 DEHP 半衰期也

超过 35 d ［30］，本研究中 DEHP 降解速率同样较慢 .
由此可推断出，PAEs 降解速率的差异可能是由于

土壤性质、 PAEs 类型和剂量的不同，导致土壤微生

物群落发生不同的响应变化 . 此外，本研究紫色土

中腐殖酸含量高，会导致 PAEs 的生物有效性降

低［21］，并且土壤本身 PAEs 残留水平低，土壤微生物

群落未经驯化，因此生物降解能力相比其它研究

较低 .

2. 2　土壤细菌群落结构对 PAEs污染的响应

各个样品质控后获得了 5. 2×107 ~ 6. 8×107 条

clean reads，拼装获得 3. 4×105 ~ 5. 8×105 条 contigs，总
长度为 2. 3×108 ~ 3. 8×108 bp，对 contigs进行评估，N50
值介于 526~862 bp，表明 contigs 组装结果较好 . 根据

种水平物种丰度进行 UPGMA 聚类分析和 NMDS分析

（图 1）. UPGMA 聚类分析发现，PAEs残留量越相近的

样品中，群落结构相似度越高，表明 PAEs对土壤细菌

群落的影响与其残留量有关 . NMDS排序的胁强系数

为 0. 05，排序结果较好 . 未污染空白样本位于图左

侧，PAEs 污染处理样本多位于图右侧，两种 PAEs 处

理的样本间距离较近，群落相似度较高，但第 7 d 和

15 d样本的分布相对分离（ANOSIM 检验：R = 0. 64，P

<0. 001），表明 PAEs残留量对土壤细菌群落结构差异

的贡献大于其类型 .
物种注释后发现，门水平上的细菌主要包括放

线菌门（Actinobacteria）、 变形菌门（Proteobacteria）、 
绿弯菌门（Chloroflexi）、 酸杆菌门（Acidobacteria）和厚

壁菌门（Firmicutes）等 . 初始土壤（CK）中，变形菌门

（48. 2%）为优势门，其次为放线菌门（32. 2%）. DBP
染毒第 7 d 时［图 2（a）］，5、 10 和 20 mg·kg−1处理后放

线 菌 门 相 对 丰 度 分 别 提 升 到 74. 2%、 63. 9% 和

表 2　土壤中 DBP和 DEHP含量和降解参数 1）

Table 2　Content and degradation parameters of DBP 和 DEHP in soils after different treatments
污染物

DBP
DEHP
DBP

DEHP
DBP

DEHP

初始含量

/mg·kg−1

5
5

10
10
20
20

7 d
4.5±0.2c
4.3±0.4c
8.9±0.8b
7.4±0.5b

16.3±1.3a
19.1±0.5a

15 d
2.8±0.1d
3.7±0.2cd
6.7±1.2bc
4.7±1.1c

13.2±1.8b
17.8±1.0a

30 d
1.3±0.1d
1.6±0.1d
4.2±1.1bc
3.3±0.9c
9.0±1.0b

10.8±1.1a

60 d
0.3±0.1d
0.8±0.0c
1.3±0.8c
1.3±0.6c
3.8±1.4b
6.0±0.7a

90 d
0.1±0.0d
0.8±0.1c
1.1±0.1c
1.1±0.2c
1.9±0.1b
4.2±0.5a

降解方程

Ct = 5.3e−0.041t

Ct = 5.1e−0.028t

Ct = 10.3e−0.029t

Ct = 9.7e−0.039t

Ct = 19.8e−0.025t

Ct = 21.1e−0.018t

相关系数  
(r2)

0.96
0.94
0.98
0.96
0.96
0.94

半衰期

/d
17.0
24.4
23.6
17.9
27.9
38.2

1）同列不同小写字母表示不同处理之间差异显著  （P<0. 05）

图 1　基于种分类水平的 UPGMA聚类分析和 NMDS分析

Fig. 1　UPGMA clustering analysis and NMDS analysis of bacterial community structure at species levels
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39. 0%，第 15 d 时 继 续 增 加 到 79. 9%、 68. 8% 和

57. 6%，成为优势门，且相对丰度随 DBP 残留量的减

少而增加 . 同样，5、 10和 20 mg·kg−1的 DEHP 染毒 7 d
后［图 2（b）］，放线菌门相对丰度依次提高到 72. 1%、 
73. 9% 和 62. 3%，第 15 d 增加到 78. 0%、 79. 1% 和

70. 9%，且相对丰度大小与其降解速率的高低顺序一

致 . 因此，放线菌门可能在 PAEs 自然降解中扮演重

要角色 . 相对丰度前 30 的细菌属中［图 2（c）］，污染

样品中放线菌门的 Streptomyces、 Micromonospora 和

Sinomonas 以及变形菌门的 Methylophilus 和 Pandoraea

等细菌相对丰度均高于未污染样品 . 由此可见，DBP

和 DEHP 污染改变了紫色土土著细菌群落结构，

Streptomyces 和 Pandoraea 等细菌随 PAEs 残留量的减

少在群落中的优势地位不断提高，具有指示 PAEs 污
染 程 度 的 潜 力 . Streptomyces 等 放 线 菌 被 报 道 在

DBP［31］和 DEHP［17］污染环境中具有显著生存优势，这

类细菌能降解纤维素和几丁质等高分子聚合物，为

土壤提供养分，因此在极端环境下保持较高的活性

和 DNA 修复能力 . 变形菌门是细菌域数量和种类最

大的一个门，在不同环境中均能占据生态位［32］.
Methylophilus 可以利用含碳有机物作为碳源生长繁

殖，通过去甲基化减少 PAEs 侧链长度［33］. Pandoraea

（a）DBP 污染后，（b）DEHP 污染后，（c）属水平细菌群落结果；0. CK， 1. CK-1， 2. CK-2， 3. DBP5-1， 4. DBP5-2， 5. DBP10-1， 6. DBP10-2， 7.
DBP20-1， 8. DBP20-2， 9. DEHP5-1， 10. DEHP5-2， 11. DEHP10-1， 12. DEHP10-2， 13. DEHP20-1， 14. DEHP20-2； 热图按相对丰度对数值显

示颜色

图 2　土壤细菌群落结构柱状图和热图

Fig.  2　Histogram and heatmap of soil bacterial community structure
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属是一种革兰氏阴性菌，可以降解农药和苯系物等

有机物［34～37］. 因此，这些物种在土壤细菌群落去除

PAEs过程中扮演重要角色，可能直接参与 PAEs降解

或者调节物种互作网络从而影响群落构建，进而导

致 PAEs降解效率的差异 .
2. 3　土壤细菌群落关键物种筛选

基于样本间群落结构相似度，分为第 7 d 和 15 d
两组进行网络分析，以确定 PAEs 不同降解阶段的关

键物种 . 如图 3 和表 3 所示，第 7 d 时，Pandoraea、 
Pseudomonas、 unclassified_c__Alphaproteobacteria、 
unclassified_d__Bacteria、 unclassified_p__Acidobacteria

和 unclassified_p__Chloroflexi 这 6 个属位于共现网络

的中心位置，其综合得分最高，同时拥有高度中心性

（0. 48）、 高 紧 密 中 心 性（0. 53）和 低 介 数 中 心 性

（0. 02），表明这些物种通过与其它物种之间紧密的合

作关系或激烈的竞争关系，形成复杂的互作网络，这

些物种的缺失可能会造成整个群落互作网络稳定性

的 下 降 . 同 样 地 ，Pandoraea、 Amycolatopsis、 
Catenulispora、 Frankia、 unclassified_c__Acidobacteriia、 
unclassified_c__Actinobacteria 和 unclassified_o__
Solirubrobacterales 这 7 个属被确定为第 15 d 时细菌群

落的关键物种 .
Pandoraea 是两组样本中共有的关键物种 . 如图

3 所 示 ，7 d 时 ，Pandoraea 与 Methylophilus 和

Pseudomonas 等 4 个物种有显著的正相关关系，与其

余 19 个 节 点 显 著 负 相 关 ，在 15 d 时 ，仅 与

Methylobacterium 显著正相关，与其它 19 个属显著负

相关，表明 Pandoraea与其他物种主要存在竞争关系，

从而维持互作网络的稳定［38］. OLS回归模型进一步表

明（图 4），Pandoraea的相对丰度与 DBP 和 DEHP 均呈

现显著的线性正相关关系（R2>0. 80，P<0. 05），暗示

Pandoraea 可用于预测紫色土中 DBP 或 DEHP 污染趋

势 . 关键类群作为污染指示剂正在引起国内外学者

的关注［39，40］，但少有研究报道 PAEs 污染土壤核心菌

及 其 生 态 作 用 . Kong 等［19］ 认 为 放 线 菌 门 的

Arthrobacter 和 Sphingomonas 等是 40 mg·kg−1 DBP 污染

农田中细菌群落的关键菌，可以用于预测细菌群落

对 DBP 污染的响应 . 不同的是，本研究中 Pandoraea

来自变形菌门，并且可以指示两种污染物 . 尽管

Pandoraea 不是丰度最高的类群，但占据网络枢纽位

置，其存在或灭绝均会影响群落功能［41～43］. 有研究表

明，污染胁迫下，核心菌会分泌抗生素、 毒素或代谢

物等与中间类群或有效类群强烈相互作用，调节土

著细菌群落结构使其适应环境胁迫［41］. DBP 或 DEHP
的添加或降解，使得 Pandoraea 的丰度相应地增加或

减少，导致网络中与之协作的物种发生类似的变化，

与之互斥的物种得以灭亡或繁殖，从而维持网络的

稳定和 PAEs降解等生态系统功能 .

2. 4　土壤细菌群落及关键物种代谢通路分析

将基因序列与 KEGG 数据库进行比对注释，并分

类为不同层级的代谢通路 . 对第三层级上代谢通路

的基因丰度进行 UPGMA 聚类分析［图 5（a）］，结果显

示，污染样品间排序距离短，表明不同程度 PAEs污染

后的土壤细菌群落功能较为相似，群落中大部分基

因被注释到代谢途径（16. 1%~18. 6%）、 次级代谢物

的生物合成（7. 3%~8. 3%）和不同环境的微生物代谢

（a）第 7 d 样品优势细菌互作网络，（b）第 15 d 样品优势细菌互作网络；节点颜色反映门分类水平，节点大小反映物种丰度，红色连线表示节点

之间正相关，绿色连线表示负相关，线越粗，表示相关性越高

图 3　属水平优势物种共现网络

Fig. 3　Co-occurrence network at the genus level
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（5. 6%~6. 4%）等通路上 .
此外，在第二层级上［图 5（b）］，Pandoraea属所包

含的膜运输、 信号传导、 异源物质生物降解和代谢

以及其它氨基酸代谢等代谢通路上的相对丰度显著

高于土壤细菌群落整体水平，第三层级上［图 5（c）］，

ABC 转运、 群体感应、 双组分系统和苯甲酸代谢等

代谢通路相对丰度也显著高于群落整体水平 . ABC
转运可以将糖、 氨基酸和离子等通过细胞膜转运至

活细胞，促进细胞对营养的吸收；双组分系统是细菌

信号传导系统；群体感应是原核生物细胞间交流的

重要机制；异源物质生物降解和代谢途径中，包含众

多催化含苯环有机物降解途径的酶编码基因，如多

环芳烃降解和苯甲酸降解等，均是 PAEs 生物降解的

重要途径［17］.
通过构建包含 yvaK、 pht 和 pca 家族的基因集发

现，Pandoraea含有 PAEs降解的多个酶基因（图 6），例

如编码羧酸酯酶的 yvaK 基因，编码 4，5-邻苯二甲酸

双加氧酶的 pht2和 pht3基因，以及催化原儿茶酸开环

的 pca 家族基因簇等，但不含 pht4 和 pht5 基因，表明

Pandoraea不能独自将 PAEs彻底矿化，与之协同合作

的 Pseudomonas 等细菌只能催化原儿茶酸开环 . 然

而，与 Pandoraea 存在显著竞争关系的 unclassified_p_
_Chloroflexi 和 unclassified_c__Actinobacteria 等其它关

键微生物，拥有催化 PAEs完全矿化的代谢途径 .
先前研究只简单关注 PAEs 污染下群落水平上

碳 氮 代 谢 、 糖 代 谢 和 水 解 酶 等 功 能 基 因 的 响

应［15，44，45］，未深究其微生物来源及其生态作用，本研

究利用宏基因组揭示了 Pandoraea作为细菌群落核心

物种的作用 . 在 PAEs 降解前期，Pandoraea 大量繁殖

将其转化为中间代谢产物邻苯二甲酸后，其丰度随

PAEs 的降解减少，但仍可以通过分泌、 扩散和交换

信号分子来刺激群落中部分基因表达、 物质运输和

细胞通讯来调节群落密度，并开始促进其它物种利

用邻苯二甲酸来生长繁殖；当邻苯二甲酸降解为原

儿茶酸后，也可以反馈供 Pandoraea再次利用，从而将

PAEs 彻底矿化 . 由此可见，Pandoraea 可能主导着紫

表 3　物种共现网络特征参数 1）

Table 3　Characteristic parameters of co-occurrence network
培养时间/d

7

15

节点名称

Pandoraea

Pseudomonas

unclassified_c__Alphaproteobacteria

unclassified_d__Bacteria

unclassified_p__Acidobacteria

unclassified_p__Chloroflexi

Pandoraea

Amycolatopsis

Catenulispora

Frankia

unclassified_c__Acidobacteriia

unclassified_c__Actinobacteria

unclassified_o__Solirubrobacterales

度

23
23
23
23
23
23
20
20
20
20
20
20
20

度中心性

0.48
0.48
0.48
0.48
0.48
0.48
0.45
0.45
0.45
0.45
0.45
0.45
0.45

紧密中心性

0.53
0.53
0.53
0.53
0.53
0.53
0.45
0.45
0.45
0.45
0.45
0.45
0.45

介数中心性

0.02
0.02
0.02
0.02
0.02
0.02
0.02
0.02
0.02
0.02
0.02
0.02
0.02

1）度为每个节点的链接数，表示网络中有多少其他节点与给定节点相连

图 4　普通最小二乘回归

Fig. 4　Ordinary least squares regression
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色土 PAEs 上下游的生物降解，并且通过细胞通讯来

提高菌群的完全降解能力，以此抵抗不利环境并维

持群落结构的稳定，保护土壤健康 . 由此可见，在今

后 PAEs治理时，可以在人工构建 PAEs高效降解菌群

时考虑对 Pandoraea 的定向分离培养，从而提高降解

菌群的效率，为新污染物的治理修复提供技术支撑 .

3　结论

（1）紫色土中 DBP和 DEHP降解动态均符合一级

动力学降解模型，不同单体物质结构及其初始含量

的差异均影响其生物降解效率 .
（2）宏基因组测序分析发现，第 7 d和 15 d土壤样

品间细菌群落结构存在显著差异，PAEs 对土壤细菌

群落的影响主要与其残留量有关 . 放线菌门在污染

土壤中为优势门，Streptomyces等细菌为优势属 . 放线

菌门相对丰度随时间不断提升，不同污染条件下 DBP
或 DEHP半衰期越小，放线菌门相对丰度越高，因此，

放线菌门在 PAEs自然降解中扮演重要角色 .
（3）紫色土中不同 PAEs 污染条件下共有的关键

菌是 Pandoraea属，与大多优势物种存在竞争关系，具

有指示 DBP和 DEHP污染程度的潜力，在群落中负责

苯甲酸降解、 群体感应、 ABC 转运和双组分系统等

功能，可以促进细菌间信息交流和其它 PAEs 降解菌

的繁殖，从而将 PAEs 彻底矿化并维持群落互作网络

的稳定 .
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