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培养条件下二氯喹啉酸对土壤微生物群落结构的影响
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2 华中农业大学 食品科技学院, 武汉摇 430000

摘要:为探讨除草剂二氯喹啉酸对土壤微生物群落结构的影响,在 25 益黑暗培养条件下,采用磷脂脂肪酸法(Phospholipid Fatty
Acid, PLFA)分析了二氯喹啉酸(0 对照、83.3 和 166.6 滋g / kg 干土)处理对淹水和不淹水水田土壤微生物群落结构的影响。 结

果表明,在实验处理的 60 d 内,不淹水水田土壤在 83.3 滋g / kg 二氯喹啉酸处理后对土壤微生物生物总量、细菌生物量及真菌生

物量有抑制作用,而 166.6 滋g / kg 二氯喹啉酸处理后各生物量指标均显著增加,但是两种浓度处理均使土壤真菌 /细菌比值下

降,说明二氯喹啉酸处理会使不淹水水田土壤微生物稳定性下降;淹水水田土壤在 83.3 滋g / kg 二氯喹啉酸处理下,对土壤微生

物生物总量和真菌生物量有促进作用,对细菌生物量有一定的抑制作用,166.6 滋g / kg 二氯喹啉酸处理对土壤微生物生物总量、
细菌及真菌生物量均有促进作用,从真菌 /细菌比值上看,不同浓度处理与对照无显著差异,说明二氯喹啉酸对淹水生物稳定性

无明显干扰。 PLFA 主成分分析表明,不同浓度处理的两种土壤微生物群落均以含 14颐0、15颐0、16颐0 和 18颐2n6c 的微生物为优势

种群。
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Abstract: The soil microbial community controls the ecosystem functions of the soil. Changes in the soil microbial
community can reflect changes in soil quality, and can be regarded as an early warning of changes in, and a sensitive
indicator of the quality of, the soil ecosystem. Traditional methods for identifying soil microbes detect only 0.1%—10% of
the microbes in the soil environment, and so they cannot accurately show the distribution of microorganisms in the soil.
Phospholipid fatty acids (PLFAs) can be used as biomarkers to evaluate the diversity of the microbial community both
qualitatively and quantitatively. The PLFA profiles differ among different groups of microbes, and PLFAs rapidly decompose
after the death of microorganisms. Many researchers have found that the amount of PLFAs directly extracted from the soil can
give an accurate estimate of the soil microbial biomass. Therefore, the aim of the present study was to explore the effects of
the herbicide quinclorac on soil microbial community structures. Soil samples from non鄄flooded paddy soil and flooded paddy
soil were supplemented with various concentrations of quinclorac [0 (control), 83.3, and 166.6 滋g / kg dry soil] and kept
in the dark at 25益 for 60 days. The microbial community structures were then evaluated by PLFA analysis. Analyses of the
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PLFA profiles showed that quinclorac significantly affected the soil microbial community in both flooded and non鄄flooded
paddy soils. In this study, the total PLFAs was considered to reflect the biomass of the microbial community; the bacterial
biomass was reflected by the amount of 17鄄carbon ester chains, glycerol, and certain saturated and monounsaturated fatty
acids (6颐0, 11颐0, 12颐0, 13颐0, 14颐0, 14颐1, 15颐0, 15颐1, 16颐0, 16颐1, 17颐0, 17颐1, 18颐0, 20颐0, 20颐1, 22颐0 and 22颐1),
while the fungal biomass was reflected by the amount of 18颐 1n9t, 18颐1n9c, 18颐 2n6t, 18颐 2n6c, and 18颐 3n6. The non鄄
flooded paddy soil treated with 83.3 滋g / kg quinclorac showed decreases in the total microbial biomass, fungal biomass, and
bacterial biomass. The microbial populations were even more strongly inhibited in the non鄄flooded paddy soil treated with
166.6 滋g / kg quinclorac. Both concentrations of quinclorac resulted in decreased fungi / bacteria ratios in non鄄flooded paddy
soil, which indicates that quinclorac treatments detrimentally affected the microbial stability of non鄄flooded paddy soil. For
flooded paddy soil, treatment with 83.3 滋g / kg quinclorac enhanced the total microbial biomass and fungal biomass, but
inhibited certain components of the bacterial biomass. In the 166.6 滋g / kg quinclorac treatment, the flooded paddy soil
showed increased total microbial biomass, increased bacterial biomass, and increased fungal biomass. The fungi / bacteria
ratios in flooded paddy soil in both of the quinclorac treatments did not differ from that of the control, which indicates that
quinclorac did not interfere with the biological stability of flooded paddy soil. The PLFA principal component analysis
indicated that the advantageous populations in both flooded paddy soil and non鄄flooded paddy soil were those containing
14 颐0, 15颐0, 16颐0, and 18颐2n6c PLFAs. These findings could therefore be used to optimize soil microecological systems,
and show that PLFA analysis is an accurate method to assess the diversity of the microbial community in soils.

Key Words: quinclorac; soil microbial community structure; phospholipid fatty acid

摇 摇 二氯喹啉酸属于喹啉羧酸类激素型选择性除草剂,可以有效的促进乙烯的生物合成,导致大量脱落

酸的积累,使气孔缩小、水分蒸发减少、二氧化碳吸收减少、植物生长减慢[1],是我国稻田主要除草剂品种之

一。 近几年水田改旱田中除草剂残留药害逐年增加,二氯喹啉酸潜在的环境风险已受到广泛的关注。
土壤微生物是土壤生态系统的重要组成部分,参与土壤中几乎一切生物和生物化学反应,对保持土壤生

态方面起着重要作用[2]。 微生物在土壤中普遍存在,其对环境条件的变化反应敏捷而被认为是最有潜力的

敏感性生物指标之一,也被推荐作为生态风险评估项目之一[3]。 除草剂喷施农田之后,绝大部分洒落于土壤

中,从而对土壤微生物产生影响[4]。 到目前为止,已利用磷脂脂肪酸(Phospholipid Fatty Acid, PLFA)方法研

究草甘膦、2,4鄄D 和阿特拉津等除草剂使用对土壤微生物群落的影响。 然而,用 PLFA 法研究二氯喹啉酸施

用对土壤微生物群落影响的报道较少。 为了探索二氯喹啉酸对农田土壤的影响,本文以淹水和不淹水两种水

田土壤为例,研究了不同浓度二氯喹啉酸对两种土壤微生态环境的影响,旨在为科学合理使用二氯喹啉酸提

供理论依据。

1摇 材料与方法

1.1摇 材料

二氯喹啉酸,98%原药。
实验用土于 2012 年 5 月采自广东省农业科学院白云基地多年种植水稻的农田,取 0—20 cm 耕作层的土

壤,混匀风干,过孔径为 2 mm 筛备用。 试验前测定土壤的 pH 值为 5.8,有机质为 9.4 g / kg,水解性氮为 59.3
mg / kg,有效磷为 40.5 mg / kg,速效钾为 44.5 mg / kg。
1.2摇 土壤预培养

土壤预培养:定量取风干备用土壤,均匀喷洒蒸馏水,使土壤含水量约为 15%,于 25 益恒温培养箱中暗培

养 2 周,稳定土壤微生物。
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1.3摇 土壤处理

土壤处理参照 Petersen 等人的方法[5]。 不淹水水田土壤处理:取 2 kg 预培养土,按照二氯喹啉酸的田间

推荐使用剂量,将 98%二氯喹啉酸原药用丙酮溶解并用蒸馏水稀释,均匀喷洒到预培土中混匀,使二氯喹啉

酸处理土壤的剂量分别为 83.3 滋g / kg 干土和 166.6 滋g / kg 干土。 对照土样加入等量的丙酮和蒸馏水。 分别

取不同处理的土样 80 g 分装至玻璃管中,用透气性封口膜封口,避免水分蒸发。 淹水水田土壤处理:按照上

述不淹水水田土壤处理的方法,处理后每只玻璃管加 25 mL 水,使管中土壤水层高度在 3—5 cm,模拟淹水水

田土壤,实验过程中,随时补水保持水层高度,以稳定和模拟淹水厌氧环境。
将分装土样的玻璃管置于 PGX鄄45OPB鄄2 型恒温培养箱中暗培养,控制培养温度为 25 益,湿度为 60%,分

别于处理后第 1、3、7、14、28、45、60 d 取样,每次取土壤 3 管作为重复,样品在 25 益空调风口下快速风干,并
于-20 益冰箱中保存待测。
1.4摇 磷脂脂肪酸分析(PLFA)

土壤磷脂脂肪酸的提取与纯化参考 Zaady 等人[6] 和吴愉萍[7] 的方法进行。 (1)提取,称取样品 2.00 g
(干重)于玻璃管中,分别加入氯仿、甲醇、磷酸盐缓冲溶液 4、8、3.6 mL,振荡 2 h,2500 r / min 离心 6 min。 取上

清液,沉淀再加入上述 3 种试剂一半的量,振摇 1 h,离心,取上清液,合并 2 次上清液,加入 3.6 mL 磷酸盐缓

冲液和 4 mL 氯仿,剧烈振荡,暗处静置过夜。 收集下层氯仿相,氮气吹干。 (2)分离,使用 Supelclean Lc鄄Si 小
柱,用 5 mL 氯仿活化,5 mL 氯仿溶解样品后注入小柱内,先后用 10 mL 氯仿、10 mL 丙酮、10 mL 甲醇洗脱,收
集甲醇相,氮气吹干。 (3)甲酯化,向上步样品中加入 1 mL 甲苯与甲醇的混合液(1颐1)和 0.2 mol / L 氢氧化钠

的甲醇溶液,于 35 益温育 15—20 min,冷却至室温后,加入 2 mL 己烷与氯仿的混合液(4颐1)、0.3 mL 1 mol / L
乙酸和 2 mL 超纯水,加盖振摇数秒,2500 r / min 离心 5 min,收集上清液,向下层液中加入 2 mL 己烷与氯仿的

混合液(4颐1),离心,合并 2 次上清液,氮气吹干,-20 益保存。
磷脂脂肪酸甲酯的测定采用气相色谱鄄串联质谱(Gas Chromatograph鄄Mass Spectrometer鄄computer,GC鄄MS)

法测定。 色谱柱 SP鄄2560,100 m伊0.25 mm, ID, 0.20 滋m,进样量 1 mL,分流比 100颐1,载气(氦气)流速 20 cm /
min。 程序升温:初始温度 140 益,维持 5 min,然后以 4 益 / min 的速度升温至 240 益。 以 Supelco 37 种磷脂脂

肪酸甲酯混合标样作为外标物[8]。 分析定量:收集扫描(SCAN)与提取离子(SIM)2 种数据。 SCAN 图谱用于

定性,SIM 图用于定量。 定量离子包括 55、74.1、79、87,以响应值最高的为目标离子进行定量,峰面积通过计

算机自动积分。
以总磷脂脂肪酸的量表示微生物群落的生物量;17 种含有酯链与甘油相连的饱和或单不饱和脂肪酸

(6 颐0、11颐0、12颐0、13颐0、14颐0、14颐1、15颐0、15颐1、16颐0、16颐1、17颐0、17颐1、18颐0、20颐0、20颐1、22颐0、22颐1)表示细菌生物

量;18颐1n9t、18颐1n9c、18颐2n6t、18颐2n6c、18颐3n6 表示真菌生物量[8]。
1.5摇 数据分析

数据为 3 次重复的平均数,以烘干土壤重计。 采用 Excel 2003 和 SPSS 18.0 对数据进行方差分析和主成

分分析。

2摇 结果与分析

2.1摇 二氯喹啉酸对土壤微生物 PLFA 总量的影响

二氯喹啉酸对土壤微生物总磷脂脂肪酸(PLFA)含量的影响随培养时间的变化趋势见图 1。 在整个培养

过程中,166.6 滋g / kg 二氯喹啉酸处理显著增加了不淹水和淹水水田土壤微生物总 PLFA 的含量,在实验中

期,这种促进作用表现不明显;而 83.3 滋g / kg 二氯喹啉酸处理对土壤微生物总 PLFA 的影响呈波动状态,在不

淹水水田土壤中,施药前期和后期会降低土壤微生物生物总量,使用中期会有提高作用,而淹水水田土壤中施

药初期和后期对土壤微生物总生物量有促进,而中期则表现为抑制。 说明不同浓度二氯喹啉酸处理对土壤微

生物总 PLFA 的影响不相同。 整体上看,高浓度农药比低浓度的对微生物生物量的促进作用更强,一些研究
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也表明除草剂增加了土壤微生物的生物量[9鄄10]。

图 1摇 60 d 培养期间土壤 PLFA 总量的变化

Fig.1摇 The total soil PLFA changes during the incubation period
每个处理时间内相同字母表示差异不显著(p<0.05)

2.2摇 二氯喹啉酸对土壤细菌生物量的影响

二氯喹啉酸对土壤细菌生物量的影响随培养时间的变化趋势见图 2。 可以看出,在不淹水水田土壤中,
二氯喹啉酸浓度较低时,在处理前期和后期会降低不淹水水田土壤细菌生物量,处理中期细菌生物量有增加,
但这种增加并不显著;当二氯喹啉酸浓度较高时,其对土壤微生物总量的提高作用显著,这种促进作用在前期

和中期较明显。 在淹水培养中,二氯喹啉酸浓度较低时,降低淹水水田土壤细菌生物量;当二氯喹啉酸浓度较

高时,其对淹水水田土壤细菌生物量的提高作用较明显,这种促进作用在施药后期逐渐消失。 说明不同浓度

二氯喹啉酸处理对淹水水田土壤细菌生物量的影响不相同,不同浓度二氯喹啉酸处理的土壤细菌生物量和微

生物总量的变化一致,这也表现了土壤微生物是以细菌为主体的群落结构。
2.3摇 二氯喹啉酸对土壤真菌生物量的影响

二氯喹啉酸对土壤真菌生物量的影响随培养时间的变化趋势见图 3。 在不淹水水田土壤中,除第 1 天

外,高低 2 种浓度二氯喹啉酸处理组无显著性差异,但均比对照低,说明二氯喹啉酸会使不淹水水田土壤真菌

生物量降低,这种对土壤真菌的抑制作用在中期最不明显;在淹水培养中,不同浓度二氯喹啉酸对淹水水田土

壤真菌生物量有促进作用,高浓度二氯喹啉酸的这种促进作用更为明显。
2.4摇 二氯喹啉酸处理对土壤真菌 /细菌的影响

真菌 /细菌的比例反映的是真菌和细菌相对含量的变化[10] 以及 2 种种群的相对丰富程度[11],二氯喹啉

酸对土壤真菌 /细菌比值的影响随培养时间的变化趋势见图 4。 从图上可以看出,二氯喹啉酸改变土壤真菌 /
细菌比例与浓度相关,研究认为高的真菌 /细菌比值表明农田土壤生态系统更为稳定[11]。 在不淹水水田土壤

中,除第 60 天外,高浓度二氯喹啉酸的真菌 /细菌比值均比低浓度处理要低,可以认为,除草剂二氯喹啉酸随

着浓度的增加显著降低了农田土壤生态系统的稳定性;而在淹水水田土壤中,施药第 1、3、7、28、45 天,各处理
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图 2摇 60 d 培养期间土壤细菌 PLFA 量的变化

Fig.2摇 The PLFA of bacteria changes during the incubation period

图 3摇 60 d 培养期间土壤真菌 PLFA 量的变化

Fig.3摇 The PLFA of fungi changes during the incubation period
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图 4摇 60 d 培养期间土壤真菌 /细菌比值的变化

Fig.4摇 The proportion of fungi / bacteria changes during the incubation period

之间无显著差异,表明不同浓度二氯喹啉酸对淹水水田土壤生态系统稳定性无明显干扰作用。
2.5摇 不淹水水田土壤微生物 PLFA 群落的主成分分析

摇 图 5摇 不同二氯喹啉酸处理下不淹水水田土壤微生物群落 PLFA
的主成分分析

Fig.5摇 Principle components analysis of PLFA profiles from non鄄
flooded paddy soil microbial communities of different
quinclorac treatment

采用主成分分析法(PCA)将提取的 PLFAs 化为少

数几个综合变量(即主成分) [12],来反映二氯喹啉酸处

理后土壤微生物群落结构的变化情况。 PCA 分析结果

(图 5)表明,不同时间的不同处理处于主成分分析图的

不同位置,尤其是对照和二氯喹啉酸处理区别明显。 反

映了除草剂二氯喹啉酸对土壤微生物群落结构有显著

影响。 主成分一和主成分二共聚集了样品总变异的

66郾 06%。 从第一主成分看,处理 1、3、28 d 与主成分一

高度正相关;而处理 60 d 表现出与主成分一负相关;处
理 1、3、7 d 与主成分二正相关。 高浓度处理 14 d 和各

浓度处理的 28、45 d 距离较近,说明这几种处理土壤的

微生物结构群落较为相似。
每种脂肪酸在主成分上的因子荷载分析结果表明

(图 6),14颐0、15颐0、16颐0、18颐0、18颐1n9c、18颐2n6c 等在主

成分一上的荷载值较高,主成分一是它们的代表因子。 14颐0、15颐0、16颐0、18颐0 代表土壤中的细菌,18 颐1n9c、
18 颐2n6c是土壤中真菌的标志性脂肪酸。 说明处理 1、3 和 28 d 会使土壤中的细菌和真菌增加。 12颐0、14颐1、
16 颐1在第二主成分上的荷载值较高,可以认为主成分二是 12颐0、14颐1、16颐1 的代表因子,它们是细菌的标志性

脂肪酸。 说明处理前期土壤中细菌生物量增高较多。 综合分析得出,不同浓度二氯喹啉酸处理的土壤微生物
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群落结构差别不大,但是在不同处理时间上,土壤微生物群落结构有明显区别。

图 6摇 不同二氯喹啉酸处理下不淹水水田土壤微生物群落 PLFA 荷载因子贡献

Fig.6摇 Eigenvector loading of PLFA contributing to soil microbial communities ordination pattern of different quinclorac treatmentp

2.6摇 淹水水田土壤微生物 PLFA 群落的主成分分析

摇 图 7摇 不同二氯喹啉酸处理下淹水水田土壤微生物群落 PLFA 的

主成分分析

Fig. 7 摇 Principle components analysis of PLFA profiles from
flooded paddy soil microbial communities of different
quinclorac treatment

PCA 分析结果(图 7)表明,主成分一和主成分二基

本上能把不同时间二氯喹啉酸处理区分开来。 从第一

主成分看,处理 1、3、7、28 d 与主成分一高度正相关;而
处理 60 d 表现出与主成分一和主成分二均负相关;处
理 14、28、45 d 与主成分二正相关。 处理 1、3 d 和 14、
45 d 距离较近,说明这几种处理土壤的微生物结构群落

较为相似。
第一主成分对总 PLFAs 数据变异的贡献率为

42郾 77%,第二成分对总 PLFAs 数据变异的贡献率为

18郾 01%,每种脂肪酸在主成分上的因子荷载分析结果

表明(图 8),14颐0、15颐0、16颐0、16颐1、17颐0、18颐2n6c 等,在
主成分一上的荷载值较高,主成分一是它们的代表因

子。 14颐 0、 15 颐 0、 16 颐 0、 17 颐 0 代表的土壤中的细菌,
18 颐2n6c是土壤中真菌的标志性脂肪酸。 说明处理前期使会使土壤中的细菌和真菌增加。 13颐0、20 颐2、20颐5 在

第二主成分上的荷载值较高,可以认为主成分二是 13颐0、20颐2、20颐5 的代表因子,它们是细菌的标志性脂肪酸,
说明处理中期土壤中细菌的含量较高。

3摇 讨论

研究表明,运用传统的培养方法鉴定的微生物仅占环境总微生物的 0.1%—10%[13],这显然不能够反映

土壤中微生物真实的分布情况。 Bardgett 等[14]人认为土壤中磷脂脂肪酸的组成可以表示土壤微生物群落的

生物量和结构,PLFA 在死亡的微生物中很快被分解,不同类群微生物的标志性 PLFA 不相同,许多研究者曾

发现直接从土壤中提取的磷脂脂肪酸的量可以准确地表达成土壤微生物生物量[14鄄22]。 本文以总磷脂脂肪酸

的量表示微生物群落的生物量;17 种含有酯链与甘油相连的饱和或单不饱和脂肪酸(6颐0、11颐0、12颐0、13颐0、
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图 8摇 不同二氯喹啉酸处理下淹水水田土壤微生物群落 PLFA 荷载因子贡献

Fig.8摇 Eigenvector loading of PLFA contributing to soil microbial communities ordination pattern of different quinclorac treatment

14 颐0、14颐1、15颐0、15颐1、16颐0、16 颐1、17颐0、17颐1、18颐0、20颐0、20颐1、22颐0 和 22颐1)表示细菌生物量;18颐1n9t、18颐1n9c、
18颐2n6t、18颐2n6c 和 18颐3n6 表示真菌生物量。 通过检测不同施药的淹水和不淹水水田土壤磷脂脂肪酸的变化

发现,无论是从衡量菌落结构的具体指标,还是从整体的 PLFA 群落结构分析(PCA)都表明了,除草剂二氯喹

啉酸对土壤微生物群落有显著的影响:
(1)不同浓度二氯喹啉酸处理对不淹水水田土壤微生物生物量有不同程度的影响。 土壤微生物 PLFA 总

量的改变可以体现土壤中微生物的生物总量的改变[23鄄24]。 张昌朋等人通过对土壤 PLFAs 的测定研究发现,
咪唑乙烟酸显著增加了土壤微生物生物量碳、生物总量和压力指数[24]。 本研究表明,低浓度二氯喹啉酸会降

低不淹水水田土壤微生物总生物量和细菌、真菌生物量及实验后期的真菌 /细菌比值;高浓度二氯喹啉酸对不

淹水水田土壤细菌和微生物总量有显著的促进作用,对真菌及真菌 /细菌比有抑制作用。 高浓度二氯喹啉酸

的加入显著增加了土壤微生物生物总量,这可能是由于二氯喹啉酸作为土壤微生物代谢的能源,从而使微生

物量增加。 Cuadrado[9]和 Wardle[10]等人的研究也表明除草剂增加了土壤微生物的生物量。 真菌 /细菌比值

表明了农田土壤生态系统的稳定性,本研究中在不淹水水田土壤施用不同浓度二氯喹啉酸均显著降低了真

菌 /细菌比,表明二氯喹啉酸使得不淹水水田土壤生态系统稳定性降低。
(2)不同浓度二氯喹啉酸处理对淹水水田土壤微生物生量的影响与不淹水水田土壤相比有一定差异。

低浓度二氯喹啉酸对淹水水田土壤微生物总生物量和真菌生物量有促进作用,对土壤细菌生物量有一定的抑

制;高浓度对淹水水田土壤微生物总生物量和细菌、真菌生物量均有促进作用,而从真菌 /细菌比值上看,不同

浓度二氯喹啉酸对淹水水田土壤生态系统稳定性无明显干扰作用。 研究结果与吕镇梅等人用传统方法研究

二氯喹啉酸对水稻田微生物种群的影响一致[25]。
(3)除草剂对土壤微生物的影响与土壤类型、环境气候条件、除草剂的结构与理化性质以及用药量和施

用时间、研究方法和取样时间等诸多因素相关[26],苑学霞等人[27]研究发现,二氯喹啉酸在水中的消解比土壤

要快。 从实验结果来看,二氯喹啉酸对淹水水田土壤生态系统稳定性和微生物生物量的干扰要小于不淹水水

田土壤,这与其在淹水水田土壤中的消解速度比不淹水土壤中快和两种土壤的状态不同有一定关系;另外,有
也可能是由于同样的施药量,淹水水田土壤对农药的稀释作用使得实际分布量小于理论施药量造成的。
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