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摘要 应用传统及分子微生物生态学 ≥ ⁄2°≤  ⁄∞⁄∏  ∞等研究方法 分别对不同

浓度乙草胺 !甲胺磷及其乙草胺2甲胺磷二元组合胁迫下黑土中细菌活细胞数量≤ƒ  ≤ ƒ  !种群丰富度

及其结构变化规律进行了研究 结果表明 单因子乙草胺及甲胺磷对细菌 ≤ƒ 产生急性毒性效应 但是长期毒性效

应不显著 高浓度乙草胺2甲胺磷的二元组合对细菌 ≤ƒ 产生复合毒性效应 其对细菌 ≤ƒ 的复合抑制率明显高于相应组合

中各单因子 乙草胺对可培养自生固氮菌表现出强烈刺激的作用 甲胺磷表现为严重抑制作用 而所有乙草胺2甲胺磷二元组

合却对自生固氮菌 ≤ƒ 表现为复合毒性效应 其复合毒性明显高于相应组合中各单因子对自生固氮菌的毒性效应 应用 ≥

⁄2°≤  ⁄∞技术研究结果显示 乙草胺 !甲胺磷及乙草胺2甲胺磷组合不同程度地降低了黑土中细菌种群在分子水平上

的丰富度 并使其种群组成和结构均发生了显著变化 
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Κεψ ωορδσ:∏∏

  农药对生态环境和人类生活所潜在的生态风险

和以及由此引起的食品安全问题正逐步引起人们的

广泛关注≈  在农业生产实践中不合理的农药组

合及其广泛施用已经成为当前农药污染典型特征之

一 乙草胺和甲胺磷是目前我国东北地区农业生产 

尤其是旱田作物生产中被大面积使用的 种重要农

药 其中乙草胺作为选择性除草剂 广泛应用于玉

米 !大豆 !棉花和花生的生长过程中 甲胺磷作为广

谱有机磷杀虫剂和杀螨剂 用于棉花 !谷物和果树等

大多数害虫的防治 生产实践中 这 种农药的同时

施用在当地较为普遍 利用传统和分子微生物生态

学研究方法揭示在乙草胺和甲胺磷复合作用胁迫下

黑土微生物生态系统变化规律 对于科学评价农药

潜在的生态风险具有重要的意义 到目前为止关于

污染物复合效应的研究大部分集中在对重金属污染

物复合毒性效应的研究方面 研究结果证明 重金属

等污染物的复合作用效应与相应单一因子相比其复

合毒性效应被显著增强≈ ∗  

目前 关于农药在土壤微生物生态毒理方面的

研究报道均集中在对单一农药生态毒理方面≈ ∗  

对复合农药胁迫下的生态效应的研究鲜见报道 本

文以乙草胺2甲胺磷复合污染为例 利用传统微生物
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生态学及分子微生物生态学 ≥ ⁄2°≤  ⁄∞

⁄∏  ∞研究方法 

对乙草胺 !甲胺磷及其组合对东北黑土农田生态系

统中不同类群细菌活细胞数量 !种群多样性及其结

构的毒性效应进行研究 探讨农药复合施用对农田

生态系统中土壤微生物所产生的复合毒性效应的基

本规律 

1  材料与方法

111  供试土壤及土壤处理

供试土壤采自中国科学院黑龙江海伦农业生态

实验站地理位置位于 βχ!βχ∞ 分别采集

年以上未施过任何农药的试验样地 个不同位点 

∗  土壤 供试土壤基本理化性质见表  

采集土样经适当风干并充分混匀后 过 

土壤筛 将准备好的各种农药储备液按照表 的浓

度组合投加到各组土壤中 放置  以上 尽量

使乙草胺中甲醇溶剂完全挥发 向土壤中补加蒸馏

水 使土壤水分含量达到黑土田间最大持水量的

  分别将  处理土壤分装到每个玻璃培养

杯中 杯口覆盖封口薄膜 每组处理 个重复 处理

土壤置于            
表 1  供试土壤理化性质# 

×  ≤# 

采样深度

 
 有机质 全氮 全磷 全钾

土壤颗粒物理组成 

沙粒  ∗   粉粒  ∗   粘粒   

 ∗                 

 ε 恒温培养箱中闭光培养 以称重法定期补充水

分 分别于培养的第  !和 天测定土壤中目标

微生物的 ≤ƒ ≤ ƒ  并利用土壤

细菌 ≥ ⁄2°≤  ⁄∞技术对第 天各种处

理土壤中细菌种群分子水平多样性的变化进行分

析≈ 

表 2  不同浓度乙草胺 !甲胺磷及其二元组合处理#

×  ×

 # 

处理组
乙草胺浓度

   

甲胺磷浓度

 ≤   

 

   

   

112  化学试剂

甲胺磷纯度    购自沈阳化工研究院 配

制甲胺磷 水溶储备液 乙草胺产品名

禾耐斯  乳油美国孟山都公司 

配制乙草胺甲醇溶液 储备液 其他化学

试剂均为分析纯 土壤全基因组 ⁄ 提取 !分离 !

纯化所涉及生化试剂及试剂盒均购自上海生工生物

工程有限公司 所有与 °≤  反应相关的酶及生化试

剂×  ∞¬ × °≤ 2∏均购自宝生物

大连有限公司×  ⁄ ≤

 

113  土壤细菌活细胞数量≤ƒ 分析

本实验所选择的目标微生物为黑土土著细菌类

群 包括所有可人工培养土壤细菌以及土壤中植物生

长有益细菌2自生固氮菌和综合固氮菌ƒ2√2

¬2微生物计数方法参照文献≈ 

114  ⁄∞实验方法

土壤全 ⁄直接提取  黑土全 ⁄直接

提取方法参考文献≈并做适当修改 粗提 ⁄ 样

品经 ⁄ 纯化试剂盒√ ⁄ ¬

上海生工生物工程有限公司纯化后 

比值为 1 ∗ 1 比值为 1 ∗ 1 

⁄浓度大于  Λ#  

土壤 ⁄ 细菌 ≥ ⁄2°≤ 扩增  本文

利用巢式 °≤ 对土壤中所有细菌 ≥ ⁄ ∂高变

区 Ε . χολι ≥ ⁄  ∗  °进行扩增 其

中细菌 ≥ ⁄全长通用引物 Ε . χολι  ∗ 序

列  ƒ ∗      χ2×× ××≤≤  × 2

≤×≤2χ  2     χ2×2

×≤≤≤≤≤2χ细菌 ≥ ⁄ ∂ 高变区 Ε .

χολι :  ∗  序列通用引物 ƒ2≤ ≈ 本

文所有 °≤ 反应均在温度梯度 °≤ 仪上完成°≤

∞¬× ≤°÷  细菌

≥⁄ 全长通用引物 °≤ 反应混合体系 Λ

°≤ 反应试剂盒 × ∞¬ × °≤2∏ 


∏包括  ≅ × 缓冲液 Λ×°混合液

Λ引物 ƒ及  各  ⁄模板  ×

酶 1 °≤ 反应在  ε 预变性  后进行由

 ε 变性  ε 退火  到  ε 延伸  进

行 个循环 细菌 ≥ ⁄ ∂ 高变区 Ε . χολι 

 ∗  序列引物 °≤ 反应混合体系 Λ包括 

 ≅ ×缓冲液 Λ×°混合液 Λ引物 ƒ2

≤及  各  上述 °≤ 产物 ⁄ 模板
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Λ×酶 1 °≤ 过程包括 个循环程序 第 

程序 由  ε 变性   ε 退火  到  ε 延伸 

个循环 第 程序 由  ε 变性   ∗  ε

退火    1 ε 循环到  ε 延伸 共进行

个循环 第 程序 由  ε 变性   ε 退火  

到  ε 延伸 共进行 个循环 最终  ε 延伸



 ⁄∞条件  ⁄∞变性梯度凝胶电泳

⁄2≤   2   2

∏≤  ≥过程温度保持在  ε 电极缓冲液

1 ≅ × ∞×2≤∞⁄×   聚丙烯酰胺 变性

梯度   ∗    变性相当于  #尿素

和   去离子甲酰胺 °≤  产物加样量  ∗

 Λ ∂  电泳胶片利用改进的 2

银染色方法≈进行银染色 染色胶片干燥后进

行扫描分析并封片保存 

115  实验结果处理

根据 ⁄∞ 图谱指纹信息 对所有处理土壤

≥2⁄2°≤  ⁄∞指纹图谱指纹进行统计 得

出谱带类型总数 Ν 同时对每种处理土壤 ≥2

⁄2°≤  ⁄∞类型进行统计分析 得到每种处

理土壤样品 ⁄∞指纹谱带数 Νι 通过计算每种

处理土壤 ⁄∞指纹条带数量占所有 ⁄∞指纹

谱带总类型谱带数的比率 Π  Νι/ Ν 作为各

处理土壤样品细菌丰富度系数 Π 比较各种土壤

中细菌的多样性变化 根据各土壤样品 ⁄∞条带

指纹特征 利用 ° ≠°1 分析软件将所有处理

土壤样品进行相似性分析 建立不同农药处理土壤

细菌 ⁄∞种群组成相似性矩阵图 

2  结果与讨论

211  乙草胺 !甲胺磷及其二元组合对土壤中细菌生

长及活细胞数量毒性效应及动态变化

土壤微生物区系中 由于细菌典型的单细胞结

构和快速的生长繁殖方式 使其成为能对土壤外界

环境条件变化作出即时响应的最为敏感的生物类群

之一 本文对不同农药及其组合胁迫下 黑土中细菌

种群活细胞数量变化及其规律进行了分析图  

结果表明 在处理初期 种不同浓度 #  !

 #  ! # 乙草胺均强烈抑制土

壤细菌的生长 ≤ƒ  增长率均低于  1  天

时 细菌生长逐渐恢复 此时细菌 ≤ƒ  的增长率分

别为 1  !1 和  1  天时 所有乙草

胺处理土壤细菌 ≤ƒ  均进一步恢复 增长率分别

     

图  ! !和 中字母为各处理土壤 ≤ƒ 与对照组比较 在 π  1水平上 Τ检验差异显著性分析 相同字母差异不显著 

不同字母差异显著 图中数值为各组与对照组比较组比较活细胞数量提高百分率   

图 1  乙草胺 !甲胺磷及其复合胁迫对黑土土壤细菌 ΧΦΥ的影响

ƒ  ∞  ∏ ≤ƒ 

为 1  !1 和 1  由此证明乙草胺对

土壤细菌生长具有急性毒性效应 但是 这种毒性作

用可以随处理时间延长不断被减弱 土壤中被抑制

的细菌 ≤ƒ 逐渐得到恢复 并最终显著高于对照 
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作为一种剧毒农药 甲胺磷对土壤细菌种群生长的

毒性效应结果见图  第 天时 甲胺磷对土壤细菌

产生明显的急性毒性效应 所有处理土壤细菌 ≤ƒ 

均显著低于对照土壤 其中最为典型的是  #


 处理土壤细菌 ≤ƒ  的抑制率达到 1  第

天时 除  # 处理土壤细菌 ≤ƒ  与对照

无显著差异外 其他浓度甲胺磷均使土壤中细菌

≤ƒ 显著高于对照土壤 实验结果证明 较高浓度

甲胺磷对土壤细菌的长期效应是使土壤细菌 ≤ƒ 

显著提高 

由于乙草胺和甲胺磷对供试土壤细菌较强的急

性毒性效应 二者复合后于第 天同样表现出对土

壤细菌 ≤ƒ 强烈的急性抑制效应图  本实验中

乙草胺与甲胺磷所有组合对土壤细菌 ≤ƒ  的抑制

率均大于 1   #
 乙草胺 #


 甲胺磷 证明农药复合处理在不同程度对土

壤中绝大部分细菌的生长表现为急性毒性效应 但

是 乙草胺与甲胺磷的组合在经历急性毒性期后 于

第 天 土壤细菌 ≤ƒ 便明显恢复 并比对照分别

提高 1  !1  及 1  但是其中 

# 乙草胺 # 甲胺磷高浓度组合处

理土壤细菌 ≤ƒ  在整个处理期间 均低于对照土

壤 长期效应低于相应的单因子处理土壤 表现出明

显的复合毒性效应 

从不同浓度乙草胺 !甲胺磷胁迫下土壤细菌

≤ƒ 变化规律分析 土壤中大部分细菌对乙草胺和

甲胺磷敏感 使处于快速生长期的细菌被严重抑制 

同时 作为在环境中半衰期较短的农药品种≈ 乙

草胺和甲胺磷在自然环境中降解主要依靠微生物的

代谢作用 当乙草胺和甲胺磷施入土壤以后 土壤中

存在的部分乙草胺和甲胺磷降解微生物的代谢作用

使乙草胺和甲胺磷被大量降解 减轻了乙草胺和甲

胺磷对微生物的毒性效应 同时 作为外加碳源乙草

胺和甲胺磷的降解产物为微生物生长提供营养基

质 另外 土壤中部分降解和耐受细菌经过一段时间

的适应 在部分敏感细菌被严重抑制见图 的情况

下 生存竞争压力减小 从而使土壤中这部分具有特

殊功能的细菌数量得到恢复并最终显著高于对照 

图 2  乙草胺 !甲胺磷及其复合胁迫对土壤固氮菌 ΧΦΥ的影响(图注同图 1)

ƒ  ∞  ≤ƒ  ∏√ 2¬

  土壤中自生固氮菌是土壤中典型的植物生长益

生细菌 通过对土壤中自生固氮细菌数量变化的监

测 可以作为评价农药胁迫对土壤微生物毒性效应

及生态风险的微生物学指标之一 本文对乙草胺和

甲胺磷及其组合胁迫下土壤中自生固氮菌 ≤ƒ变

化规律的研究结果显示 乙草胺对土壤自生固氮菌表

现为刺激效应 而甲胺磷在整个处理过程中却表现为

强烈的抑制效应 这是 种截然相反的作用结果 但
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是 当乙草胺与甲胺磷进行组合时 土壤自生固氮菌

的生长却受到强烈的抑制图  第 天时  #


乙草胺使土壤自生固氮菌 ≤ƒ 比对照提高

1   #甲胺磷使土壤自生固氮菌 ≤ƒ

增长  1  将二者进行组合后却使土壤自生固氮

菌 ≤ƒ增长  1  说明组合使相应的乙草胺和

甲胺磷对土壤自生固氮菌抑制作用被加强 表现出明

显的协同毒性效应 在 天处理过程中 所有乙草胺

与甲胺磷组合均使土壤自生固氮菌 ≤ƒ数量明显低

于对照 并且始终没有得到恢复 表现出对土壤自生

固氮菌强烈的协同毒性效应 

上述结果在细胞水平上证明 尽管农药胁迫对

土壤细菌 ≤ƒ 具有强烈的急性毒性效应 但是这种

毒性效应可以随着处理时间的延长得到不同程度的

恢复 因此在对农药生态风险进行评价时应当考虑

时间因素 同时尽管在乙草胺 !甲胺磷及其组合胁迫

下土壤细菌 ≤ƒ  可以被恢复 甚至高于对照 但是

其中部分以自生固氮菌为代表的敏感种群的 ≤ƒ 

却被严重抑制并难以自然恢复 造成不可自然逆转

的毒性效应 因此 在利用传统的土壤细菌群落

≤ƒ 方法进行农药生态风险评价时 由于方法学的

局限 不能对所有涉及到的土壤微生物的动态变化

进行综合监测 因此其所获得的关于农药微生物生

态风险评价的结果值得商榷 

212  乙草胺 !甲胺磷及其组合胁迫对土壤细菌分子

水平多样性 !种群结构的毒性效应

应用 ≥ ⁄2°≤ 2⁄∞分子生物学技术 

研究了草胺 !甲胺磷及其组合对土壤细菌种群多样

性及其结构的影响 根据 ⁄∞指纹图谱丰富度分

析 除对照以外  # 乙草胺 # 

甲胺磷组合处理土壤中细菌的丰富度最高

1 而  # 乙草胺 # 甲

胺磷组合土壤细菌的丰富度最低1 其他组

合处理土壤细菌丰富度与对照比均有不同程度的降

低 与相应单因子相比 差异不显著 说明不管土壤

细菌 ≤ƒ 怎样变化 乙草胺 !甲胺磷及其组合处理

均使土壤细菌在 ≥ ⁄ 分子水平的多样性降

低 使土壤细菌种群组成受到不同程度的影响 同

时 适当浓度乙草胺与甲胺磷组合处理对土壤细菌

种群丰富度无明显的协同效应 但是 高浓度乙草胺

和甲胺磷组合对土壤细菌多样性产生明显的复合毒

性效应 图 和表  

由各组处理土壤细菌 ⁄∞图谱谱带类型分

析 在 # 乙草胺 # 甲胺磷以

           

≤对照处理组  ≅      ≅    

  ≅      ≅      ≅

     ≅      ≅    

 ≅       ≅       ≅    

  ≅      ≅      ≅    

 ≅     ≤ ≤ 

图 3  乙草胺2甲胺磷复合处理土壤 16Σ ρ∆ΝΑ2ΠΧΡ2∆ΓΓΕ电泳图谱

ƒ  ≥ ⁄2⁄∞∏√ ∏



表 3  乙草胺 !甲胺磷及复合胁迫下土壤细菌

16Σ ρ∆ΝΑ2∆Γ ΓΕ丰富度系数

×  2¬ ∏



 ≥ ⁄ °≤  ⁄∞

序号
实验处理

# 

每处理组

谱带数

特异性

谱带数

丰富度

系数

≤   1
 乙草胺     1
 乙草胺     1
 乙草胺     1
 甲胺磷     1
 甲胺磷     1
 甲胺磷     1
 乙草胺甲胺磷     1
 乙草胺甲胺磷     1
 乙草胺甲胺磷     1
 乙草胺甲胺磷     1
谱带类型总数  

及  # 乙草胺 # 甲胺磷组合

中 有大量谱带被显著富集 说明乙草胺与甲胺磷组

合处理土壤中大量耐受及利用乙草胺或甲胺磷细菌

种群的生长和繁殖被强烈刺激 数量急剧增加 成为

该土壤细菌群落中的优势种群之一 对各处理土壤

细菌 ⁄∞谱带类型相似性进行聚类分析图 结

果表明  # 乙草胺和  # 甲胺磷单

因子处理土壤的细菌种群组成与对照土壤最为相似

期 环   境   科   学



第 组 说明低浓度乙草胺和甲胺磷进入土壤后

通过土壤吸附2解吸和降解等作用 实际上对土壤细

菌群落组成的影响较小 种浓度乙草胺处理土壤

中  # 
 和  # 

 两组土壤细菌

⁄∞指纹类型更相似 并且与  # 乙草

胺 # 甲胺磷和  # 乙草胺

# 甲胺磷 种组合处理土壤的细菌 ⁄∞指

图谱类型接近 同属于第 组类型 在这组类型中 

乙草胺是决定土壤细菌类型的重要因素 与此同时 

 # 甲胺磷处理组与  # 乙草胺

 # 甲胺磷组合处理土壤细菌 ⁄∞指纹

类型最相似 同属于第 组类型 证明在该类型中 

甲胺磷是决定土壤细菌组成种类的最主要因素 

#2乙草胺 # 甲胺磷第 组组合

无论是丰富度还是 ⁄∞指纹类型均与其他组合

处理和相应单因子处理土壤显著不同 表现出明显

的乙草胺和甲胺磷对土壤细菌的协同毒性效应 

图 4  乙草胺 !甲胺磷及复合胁迫下黑土细菌种群组成相似性矩阵图
ƒ  ≥ ¬ ∏



3  结论

在细胞水平上 不同浓度乙草胺 !甲胺磷及其组

合对黑土中一些敏感细菌种群产生严重的急性毒性

效应 使土壤中细菌活细胞数量急剧降低 但是 长

期效应却使土壤细菌活细胞数量得到恢复甚至超过

对照土壤 乙草胺对土壤中自生固氮菌活细胞数量

起强烈的刺激作用 但甲胺磷却起强烈的抑制作用 

当二者组合后对土壤中自生固氮菌产生严重的短期

和长期毒性效应 而且大大加强了相应浓度单因子乙

草胺和甲胺磷的抑制效应水平 表现出明显的复合毒

性效应 因此 在土壤中被恢复的总细菌细胞数量可

能来自于土壤中对乙草胺 !甲胺磷具有耐受或降解能

力细菌的大量富集 而那些对乙草胺和甲胺磷敏感的

细菌类群的活细胞数量却受到严重的抑制 

利用分子微生物生态学 ≥2 2°≤ 2⁄∞

研究方法对乙草胺 !甲胺磷及其组合处理黑土中细

菌种群多样性和组成进行研究 其结果表明 尽管处

理土壤经过长期培养 其中细菌总活细胞数量可以

恢复到正常水平 但是与此相对应的土壤细菌种群

多样性和种群结构却发生了明显的变化 不适当的

乙草胺和甲胺磷组合对黑土细菌群落的组成和结构

均可产生严重的复合毒性效应 

致谢 本文得到中国科学院黑龙江海伦农业生

态实验站站长韩晓增研究员 !赵全老师等在样品采

集方面的大力支持 云南大学姜成林和徐丽华教授

在实验方法学方面的无私帮助 谨表衷心感谢 
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