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摘要：蚯蚓肠道是微生物多样性的一个潜在存储库。 砷对蚯蚓肠道微生物群落的影响已被证实，但砷在不同蚯蚓肠道菌群中生

物转化的差异仍不清楚。 为了进一步阐述土壤中广泛存在的低浓度砷（浓度为 ５，１５，２５ ｍｇ ／ ｋｇ）对不同种类蚯蚓肠道微生物影

响的差异，将 ４ 种典型蚯蚓暴露于砷污染土壤后，测定其肠道微生物组成变化，并分析砷对不同蚯蚓肠道内砷富集、形态和砷生

物转化基因的影响。 结果显示，所有蚯蚓组织内均存在明显的砷富集，其富集系数由高到低依次为：安德爱胜蚓（１．９３） ＞ 加州

腔蚓（０．８０） ＞ 通俗腔蚓（０．７８） ＞ 湖北远盲蚓（０．５２），蚯蚓组织和肠道内砷形态主要以无机砷为主，其中 Ａｓ（ ＩＩＩ）含量比例＞
８０％，部分蚯蚓组织内还发现少量有机砷。 ４ 种蚯蚓肠道微生物群落在门水平上主要以变形菌、厚壁菌和放线菌为主，并与周

围土壤细菌群落组成存在显著差异。 同时，在土壤和肠道内共检测到 １７ 个砷转化基因，其中蚯蚓肠道内 Ａｓ（Ｖ）还原和砷转运

相关基因相对丰度较高，而砷（去）甲基化基因丰度较低。 此外，低浓度砷污染对蚯蚓生长无显著影响，却能引起蚯蚓肠道微生

物群落的紊乱。 蚯蚓种类和砷污染是引起蚯蚓肠道微生物群落组成变化的主要因素。 综上，蚯蚓肠道是一个微生物介导的砷

生物转化的重要热区，本研究拓展了我们对土壤动物肠道内砷生物地球化学行为的认知。
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Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｓｏｉｌ ｆａｕｎａ； ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ； ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ； ａｒｓｅｎｉｃ ｓｐｅｃｉｅｓ； ａｒｓｅｎｉｃ ｂｉｏｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

土壤动物广泛分布在世界各地，是土壤生态系统的重要组成部分。 它们参与了众多土壤生态过程，如土

壤有机质分解及营养元素生物地球化学循环等，在土壤健康和生物多样性中发挥了关键作用［１—３］。 其中蚯蚓

是土壤中最大的无脊椎动物，被称为土壤的“生态系统工程师”和“基石物种”。 蚯蚓不仅可以改善土壤结构

和肥力，还可以影响土壤有机质分解和养分循环，并促进植物生长［４—５］。 此外，越来越多的研究表明，大量微

生物定植在蚯蚓肠道内，这些肠道菌群直接参与了碳氮元素代谢转化，在促进宿主健康方面也起着至关重要

的作用［６—８］。 然而，我们对土壤动物肠道微生物菌群的研究才刚刚开始，对于蚯蚓肠道菌群的组成多样性和

生态功能的了解还很缺乏。
砷是环境中广泛存在的天然有毒类金属元素。 由于矿山开采、金属冶炼等工业活动，以及畜粪、含砷农药

等农业活动将大量砷排放入土壤中，从而引起土壤砷污染问题。 当前土壤砷污染已引起全球公众的广泛关

注［９］。 土壤中的砷元素可对植物、动物产生不利影响，还可通过食物链在人体富集，对人类健康构成严重威

胁。 同时，砷在土壤环境中的行为归宿和生物毒性均与其化学形态有密切关系［１０］。 而环境中微生物在和砷

的长期共存过程中，进化出多种砷代谢转化机制，能够调节砷的形态和迁移转化，在砷的地球化学循环中起到

关键作用［１１］。 此外，进入农田土壤的污染物砷严重影响蚯蚓的生长和繁殖，砷对蚯蚓生态毒理危害的研究已

引起了广泛关注［１２—１３］。 微生物介导的砷转化影响着砷的生物毒性，对于砷的迁移转化过程具有重要作用。
然而蚯蚓肠道内微生物介导下砷的生物转化过程还不清楚。 因此，研究蚯蚓肠道微生物群落介导下的砷生物

转化过程，对于了解蚯蚓肠道在砷的土壤地球化学循环中所起的作用具有重要意义。
蚯蚓种类丰富，目前发现已达 ６０００ 多种。 不同类型的蚯蚓拥有大量的生物多样性，共同维持着土壤生态

系统的稳定［１４］。 根据蚯蚓的生活习性及生态功能间的差异，研究者将蚯蚓分为 ３ 种生态型种类，即表栖类，
内栖类和深栖类［１５］。 不同种类的蚯蚓，它们的生理构造和代谢能力存在差异，而且这些差异有助于在蚯蚓生

态群落中建立各自独特的细菌群落，维持着土壤动物的生物多样性。 因此，我们推测不同蚯蚓肠道微生物也

存在显著差异，且对砷毒性的响应机制也存在一定差异，肠道内的砷形态和生物转化关键基因也存在不同。
Ｂｕｔｔｏｎ 等［１６］发现砷污染土壤中，蚯蚓 Ｌｕｍｂｒｉｃｕｓ ｒｕｂｅｌｌｕｓ 和 Ｄｅｎｄｒｏｄｒｉｌｌｕｓ ｒｕｂｉｄｕｓ 组织和肠道内砷形态主要有三

价砷（Ａｓ（ＩＩＩ）），五价砷（Ａｓ（Ｖ））以及有机砷等多种形态。 Ｗａｎｇ 等［１７］ 研究了高浓度砷污染对单一蚯蚓

Ｍｅｔａｐｈｉｒｅ ｓｉｅｂｏｌｄｉｎ 肠道微生物的影响。 然而该研究仅局限于单一生物物种，且砷浓度设置较高，与土壤环境中普

遍存在砷浓度不相符合。 因此， 开展广泛砷浓度条件下对不同蚯蚓肠道微生物影响的差异性研究， 对于完善砷

在地下动物的生物化学循环多样性等方面的知识具有重要意义。 因此，本研究设定了一个较低浓度砷的土壤环

境，且选取土壤系统中常见的 ４ 种蚯蚓为目标物种，测定蚯蚓组织内砷的含量，肠道微生物与砷转化基因，并分

析它们之间的联系。 研究结果将有助于我们理解砷在地下土壤动物肠道内生物多样性的转化过程。

０８３ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４２ 卷　
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１　 材料与方法

１．１　 材料准备与实验设计

土壤采自浙江宁波某块废弃菜地，同时在该地附近农田采集蚯蚓。 采集完成后，将土壤和蚯蚓一并运回

实验室。 野外采集土壤风干过筛后备用，蚯蚓则进行实验室内驯化及种类鉴定［１７］。 最后从中选取 ４ 种常见

蚯蚓种类，分别是安德爱胜蚓 （Ｅｉｓｅｎｉａ ａｎｄｒｅｉ），湖北远盲蚓 （ Ａｍｙｎｔｈａｓ ｈｕｐｅｉｅｎｓｉｓ），加州腔蚓 （Ｍｅｔａｐｈｉｒｅ
ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ）和通俗腔蚓（Ｍｅｔａｐｈｉｒｅ ｖｕｌｇａｒｉｓ）。

称取过 １０ 目筛的风干土样加到聚乙烯塑料保鲜盒中，充分混匀，用超纯水配置 Ａｓ（Ｖ）母液（溶解固体含

砷化合物 Ｎａ３ＡｓＯ４·１２Ｈ２Ｏ），分别将对应浓度 Ａｓ（Ｖ）溶液，均匀加入到保鲜盒中，溶液充分淹没土壤并混匀，
放在实验室老化半个月，从而得到一系列处理土壤样品。 本次实验共设四个处理，即空白（砷的背景浓度为

５ ｍｇ ／ ｋｇ）无蚯蚓，空白（砷的背景浓度为 ５ ｍｇ ／ ｋｇ）有蚯蚓，砷浓度分别为 １５ ｍｇ ／ ｋｇ 和 ２５ ｍｇ ／ ｋｇ 的蚯蚓处理

组，每个处理设置 ５ 个重复，其中空白无蚯蚓处理是为了探讨蚯蚓活动对土壤背景值下砷生物转化行为的影

响。 同时每个保鲜盒容器内放入 １０ 条大小和重量相似的同一种蚯蚓，即每个保险盒内一共 ４０ 条蚯蚓。 最后

保鲜盒放入培养箱内（光照 ／黑暗循环时间各一半，相对湿度 ７５％，温度 ２０—２２℃）培养 ２８ ｄ。 实验期间，定期

向土壤中加入无菌超纯水，保证土壤含水率保持在 ３０％左右。
１．２　 样品分析方法

１．２．１　 样品 ＤＮＡ 提取

每份土壤样品充分混匀，装入无菌自封袋中，多余土壤样品风干测理化性质。 用无菌镊子将蚯蚓从土壤

样品取出，同时去除体表土壤残余物，并在无菌超纯水中漂洗五次，然后在无菌操作台上使用无菌镊子和无菌

剪刀将蚯蚓解剖，取出其肠道内含物。 提 ＤＮＡ 的土样和蚯蚓肠道样品，均放在－２０ ℃冰箱备用。 测砷形态的

土壤、肠道和蚯蚓组织样品，存于－８０ ℃冰箱备用。 本实验使用 Ｆａｓｔ ＤＮＡ􀳏 Ｓｐｉｎ Ｋｉｔ ｆｏｒ Ｓｏｉｌ（ＭＰ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ，
美国）规格提取试剂盒提取土样和肠道样品 ＤＮＡ。 使用紫外分光光度计 ＮＤ⁃１０００ 测定所提 ＤＮＡ 浓度，最后

将 ＤＮＡ 样品储存于－２０ ℃冰箱备用。
１．２．２　 细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因扩增，高通量测序和微生物群落生物分析

以提取 ＤＮＡ 为模板， 并对细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的可变 Ｖ４ 区进行扩增。 上游引物为 ５１５Ｆ （ ５′⁃
ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧＴＡＡ⁃３′），而下游引物为 ８０６Ｒ（５′⁃ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ⁃３′），其下游引物含有

６ 个碱基片段的 ｂａｒｃｏｄｅ。 ＰＣＲ 的扩增条件如下：９５ ℃预变性 ２ ｍｉｎ；然后 ３０ 个循环扩增，每个循环含 ９５ ℃变

性 ２０ ｓ，５５ ℃退火 １５ ｓ，７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ；最终 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物经过纯化回收并混库后，送测序公

司（诺禾致源，中国）进行 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序。 使用服务器 ＱＩＩＭＥ １ 对测序数据进行下游分析［１８］。 其中，原始序列

需要进行分类，然后去除低质量或模糊序列，从而得到高品质目标序列。 随后用 Ｕｃｌｕｓｔ 聚类法（９７％的相似度

水平）将高质量序列进一步聚类为操作分类单元（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔｓ， ＯＴＵｓ） ［１９—２０］。 接着通过稀有

化分析获得样品序列的多样性，其中通过不同测序深度下细菌群落多样性可得到每个样品内在多样性（即
Ａｌｐｈａ 多样性，如 Ｃｈａｏ１ 指数和香农（Ｓｈａｎｎｏｎ）指数等），通过计算相同测序深度来比较不同样品间的多样性

（即 Ｂｅｔａ 多样性，如基于 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距离的主坐标分析）。
１．２．３　 高通量定量 ＰＣＲ

我们采用 ＳｍａｒｔＣｈｉｐ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍｓ（ＷａｆｅｒＧｅｎ，美国）高通量荧光定量系统对所有样品中砷生物

转化基因进行定量测序。 引物一共有 ８０ 对，包含 ７９ 对砷转化基因和 １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ，引物具体信息以及定量

ＰＣＲ 体系温度时间条件设定参数参考 Ｚｈａｏ 等［２１］的研究。 根据砷转化基因的功能特征，将其分为四类，即五

价砷还原（Ａｓ（Ｖ） ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ），三价砷氧化（Ａｓ（ＩＩＩ） ｏｘｉｄａｔｉｏｎ），砷（去）甲基化（Ａｓ （ｄｅ）ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ），和砷转运

（Ａｓ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ）。 一个基因检测阈值（ＣＴ，３１）被用来作为有效扩增基因的主要依据，同时每个样品包含 ３ 个技

术重复（三次技术重复都扩增出来时，才认定该样品检测出来）。 此外，通过公式（１）计算每个样品的基因拷

１８３　 １ 期 　 　 　 王洪涛　 等：４ 种蚯蚓肠道微生物对砷毒性的响应差异研究 　
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贝数， 当 ＣＴ值超出 ３１ 或为 ０ 时，认定该基因没有检测出来，其对应的 ＣＴ值被替换为 ３１。 为降低样品间 ＤＮＡ
提取效率差异，使用公式（２）将公式（１）转换为归一化的基因丰度，即每个细菌细胞基因的拷贝数，在这里计

为其相对丰度。

Ｒｅｌａｔｉｖｅ Ｇｅｎｅ Ｃｏｐｙ Ｎｕｍｂｅｒ ＝ １０（３１－ＣＴ） ／ （
１０
３ ） （１）

Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ＝ ４．１× （Ｒｅｌａｔｉｖｅ ＡＢＧ Ｃｏｐｙ Ｎｕｍｂｅｒ ／ Ｒｅｌａｔｉｖｅ １６Ｓ ｒＲＮＡ Ｃｏｐｙ Ｎｕｍｂｅｒ） （２）
１．２．４　 样品理化分析

土壤 ｐＨ 值采用 ｐＨ 仪进行测定（水土比为 ２．５∶１），土壤 ＴＣ 和 ＴＮ 使用 Ｃ ／ Ｎ 分析仪（Ｖａｒｉｏ ＭＡＸ Ｃ ／ Ｎ，德
国）燃烧法进行测定，ＴＯＣ 分析仪（Ｖａｒｉｏ ＴＯＣ ｃｕｂｅ，德国）测定土壤总有机碳 ＴＯＣ。 采用微波消解仪（ＣＥＭ
Ｍｉｃｒｏｗａｖｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｌｔｄ．， 英国） 进行土壤重金属预消解，具体消解体系及消解程序参照我们之前的方

法［１７］。 土壤中 Ａｓ、Ｃｄ、Ｃｒ、Ｃｕ、Ｎｉ、Ｐｂ 和 Ｚｎ 含量由电感耦合等离子体质谱（ ＩＣＰ⁃ＭＳ， Ａｇｉｌｅｎｔ ７５００ ｃｅ， Ａｇｉｌｅｎｔ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ， 美国）测定。 每批消解样品都有 ３ 个空白对照，以及两个样品技术平行，样品平行重复的相对偏

差均在 １０％以内，其中使用标准物质黄棕壤 ＧＢＷ０７４０３ 和扇贝 ＧＢＷ０７４０３ 来进行校准验证，回收率均在

９１．１％—１０９．３％之间，达到要求。 此外，土壤，蚯蚓肠道及组织样品砷形态的提取方法同样参照之前方法，后
续使用高效液相色谱 （ＨＰＬＣ， Ａｇｉｌｅｎｔ １２００， Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ， 美国） 和 ＩＣＰ⁃ＭＳ 联用测定样品的砷

形态［１７］。
１．３　 数据分析

本研究中均值，百分比，变异系数，标准差和热图等均采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１６（Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ，美国）完成。 各个样品间显

著性分析采用 ＳＰＳＳ Ｖ１８．０（ ＩＢＭ，美国），其中本文使用单因素方差分析（ｏｎｅ⁃ｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ，ｏｎｅ⁃ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ）比较数据在 ０．０５ 水平上的显著性，显著性检验的方法用 Ｔｕｋｅｙ ＨＳＤ 进行检验包括数据前期正态分布检

验。 微生物数据分析主要基于 Ｒ（ｖｅｒｓｉｏｎ ３．４．３）软件绘制，如使用 Ｒ ｖｅｇａｎ２．３⁃ １ 工具进行了主坐标分析，Ａｄｏｎｉｓ
ｔｅｓｔ 算法检验不同样品间的微生物群落分布显著性。 柱状图和箱线图等由 Ｏｒｉｇｉｎ Ｐｒｏ８．５（ＯｒｉｇｉｎＬａｂ，美国）完成。

２　 结果与分析

２．１　 不同蚯蚓间体重，存活率，砷总量和形态的响应差异

经 ２８ 天污染土壤暴露后，３ 个处理组间所有蚯蚓的体重（湿重）和数目（存活率）均无显著差异变化

（ＡＮＯＶＡ，Ｐ＞０．０５；表 １），土壤中低浓度砷对蚯蚓存活数及生长影响不大。 此外，这 ４ 种蚯蚓的体重之间存在

较大差异，如通俗腔蚓的体重为 ４．６７ ｇ，是安德爱胜蚓体重的 １２．４ 倍（Ｐ＜０．０５）。

表 １　 蚯蚓体重和数量变化特征

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｅａｒｔｈｗｏｒｍ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒｓ

处理 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ Ａｓ５ Ａｓ１５ Ａｓ２５ Ａｓ５ Ａｓ１５ Ａｓ２５

蚯蚓种类 Ｅａｒｔｈｗｏｒｍ ｓｐｅｃｉｅｓ 存活数
Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｎｕｍｂｅｒ

生物量
Ｂｉｏｍａｓｓ ／ ｇ

Ｅａ １０．０±０ａ ９．８±０．４ａ ９．６±０．５ａ ０．３９±０．０２ａ ０．４１±０．０２ａ ０．３３±０．０２ａ

Ａｈ ９．８±０．４ａ ９．８±０．４ａ ９．６±０．５ａ ０．６８±０．０３ａ ０．７０±０．０３ａ ０．５９±０．０２ａ

Ｍｃ ９．８±０．４ａ ９．６±０．８ａ ９．８±０．４ａ １．３±０．１ａ １．４±０．１ａ １．４±０．１ａ

Ｍｖ ９．８±０．４ａ ９．８±０．４ａ ９．４±０．５ａ ４．８±０．２ａ ４．９±０．２ａ ４．４±０．２ａ

　 　 数据以“均值±标准差”（ｎ＝ ５）表示；相同字母（ａ）表示不同处理间的数据不存在显著差异（在 ０．０５ 水平上，ＡＮＯＶＡ）；Ａｓ５：砷浓度为 ５ ｍｇ ／ ｋｇ

的处理组 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ａｒｓｅｎｉｃ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ５ ｍｇ ／ ｋｇ；Ａｓ１５：砷浓度为 １５ ｍｇ ／ ｋｇ 的处理组 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ａｒｓｅｎｉｃ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ １５ ｍｇ ／ ｋｇ；Ａｓ２５：

砷浓度为 ２５ ｍｇ ／ ｋｇ 的处理组 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ａｒｓｅｎｉｃ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ２５ ｍｇ ／ ｋｇ；Ｅａ：安德爱胜蚓 Ｅｉｓｅｎｉａ ａｎｄｒｅｉ；Ａｈ：湖北远盲蚓 Ａｍｙｎｔｈａｓ ｈｕｐｅｉｅｎｓｉｓ；

Ｍｃ：加州腔蚓 Ｍｅｔａｐｈｉｒｅ ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ；Ｍｖ：通俗腔蚓 Ｍｅｔａｐｈｉｒｅ ｖｕｌｇａｒｉｓ

随着土壤中砷浓度的增加，所有蚯蚓肠道和组织中砷含量均呈现一个增加的趋势（Ｐ＜０．０５；图 １）。 如

Ａｓ５ 处理中安德爱胜蚓组织砷浓度为 １１．８ ｍｇ ／ ｋｇ，但在 Ａｓ２５ 处理中其砷浓度富集至 ３８．１ ｍｇ ／ ｋｇ。 加州腔蚓肠
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道在 Ａｓ２５ 处理中砷含量（２８．９ ｍｇ ／ ｋｇ）是其 Ａｓ５ 处理中（７．０１ ｍｇ ／ ｋｇ）的 ４．１ 倍。 同时，不同蚯蚓在同一土壤处

理组中的砷富集浓度存在较大差异。 ４ 种蚯蚓富集系数由高到低依次为：安德爱胜蚓（１．９３） ＞ 安德爱胜蚓

（０．８０）＞ 通俗腔蚓（０．７８）＞ 湖北远盲蚓（０．５２）。 如处理 Ａｓ２５ 中加州腔蚓组织砷含量为 ２１．３ ｍｇ ／ ｋｇ，而相同处

理下湖北远盲蚓砷浓度仅为 １０．８ ｍｇ ／ ｋｇ。 从图 １ 中，我们可以看到土壤中砷形态主要以 Ａｓ（Ｖ）为主，Ａｓ（ＩＩＩ）
仅占 １７．０％。 而在各个蚯蚓肠道或组织内，砷形态均以 Ａｓ（ＩＩＩ）为主，占总砷含量高达 ８０．７％。 同时在安德爱

胜蚓肠道组织中，检测到部分有机砷，主要以砷甜菜碱（Ａｒｓｅｎｏｂｅｔａｉｎｅ， ＡｓＢ）为主，占比 １１．７％。 湖北远盲蚓仅

组织内发现了部分有机砷 ＡｓＢ。

图 １　 蚯蚓组织和肠道内砷富集浓度和砷形态所占百分比

Ｆｉｇ．１　 Ａｒｓｅｎｉｃ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ａｒｓｅｎｉｃ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｉｌ， ｅａｒｔｈｗｏｒｍ ｂｏｄｙ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｇｕｔ

图中右侧 Ｃ：对照无蚯蚓组；Ａｓ（Ｖ）：五价砷 Ｐｅｎｔａｖａｌｅｎｔ ａｒｓｅｎｉｃ；Ａｓ（ＩＩＩ）：三价砷 Ｔｒｉｖａｌｅｎｔ ａｒｓｅｎｉｃ；ＡｓＢ：砷甜菜碱 Ａｒｓｅｎｏｂｅｔａｉｎｅ；数据以“均值±

标准差”（ｎ＝ ５）表示；Ｅａ：安德爱胜蚓 Ｅｉｓｅｎｉａ ａｎｄｒｅｉ；Ａｈ：湖北远盲蚓 Ａｍｙｎｔｈａｓ ｈｕｐｅｉｅｎｓｉｓ；Ｍｃ：加州腔蚓 Ｍｅｔａｐｈｉｒｅ ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ；Ｍｖ：通俗腔蚓

Ｍｅｔａｐｈｉｒｅ ｖｕｌｇａｒｉｓ

２．２　 土壤和各种蚯蚓肠道细菌群落结构差异

从基本理化性质来看，土壤和蚯蚓肠道之间存在较大差异（表 ２）。 蚯蚓肠道 ｐＨ 值为 ６．７４，较高于周围土

壤的 ｐＨ 值（６．１１）。 蚯蚓肠道内总碳（１２５ ｍｇ ／ ｇ）和总可溶性碳（５６．２ ｍｇ ／ ｇ）含量显著高于土壤中含量（分别

为 ３３．３ ｍｇ ／ ｇ 和 ０．４８ ｍｇ ／ ｇ，Ｐ＜０．０１）。 此外，蚯蚓肠道内重金属镉（Ｃｄ）含量（２．７３ ｍｇ ／ ｋｇ）显著高于土壤中镉

含量（０．２ ｍｇ ／ ｋｇ，Ｐ＜０．０１）。

表 ２　 本研究中土壤和蚯蚓肠道原位性质

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎ ｓｉｔｕ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ａｎｄ ｅａｒｔｈｗｏｒｍ ｇｕｔ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

参数
Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｐＨ ＴＣ ／

（ｍｇ ／ ｇ）
ＴＮ ／

（ｍｇ ／ ｇ） Ｃ ／ Ｎ ＴＯＣ ／
（ｍｇ ／ ｇ）

Ｃｄ ／
（ｍｇ ／ ｇ）

Ｃｕ ／
（ｍｇ ／ ｇ）

Ｚｎ ／
（ｍｇ ／ ｇ）

土壤 Ｓｏｉｌ ６．１１±０．２ａ ３３．３±０．５ｂ ４．４０±０．１ｂ ７．６５±０．１ａ ０．４８±０．１ｂ ０．２±０．０ｂ ２８．３±２．７ａ １１６±６．２ａ

肠道 Ｇｕｔ ６．７４±０．１ａ １２５±１３．５ａ ２８．２±４．５ａ ４．４７±０．５ｂ ５６．２±７．４ａ ２．７３±０．９ａ ２５．３±３．６ａ １４７±２８．７ａ
　 　 ＴＣ：总碳 Ｔｏｔａｌ Ｃａｒｂｏｎ；ＴＮ：总氮 Ｔｏｔａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ；Ｃ ／ Ｎ：碳氮比 Ｃａｒｂｏｎ ／ Ｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＴＯＣ：总有机碳 Ｔｏｔａｌ Ｏｒｇａｎｉｃ Ｃａｒｂｏｎ。 数据以“均值±标准差”（ｎ＝５）表示；字母（ａｂ）

表示不同处理间的数据存在显著差异（在 ０．０５ 水平上，ＡＮＯＶＡ）

所有样品经过微生物群落高通量测序和下游分析后，一共获得高质量 ９ ９０３ ５９１ 个高质量序列，这些序列

根据 ９７％的相似性原则进行 ＯＴＵｓ 聚类，共得到 ９５ ９００ 个 ＯＴＵｓ。 其中土壤的 ＯＴＵｓ 数目（３６ ２９４）显著高于蚯

蚓肠道 ＯＴＵｓ 数目 （ Ｐ ＜ ０． ０１）。 同时， 土壤和蚯蚓肠道细菌群落组成成分间存在差异。 变形菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），厚壁菌门 （ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ），绿弯菌门 （ Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ），放线菌门 （ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ），和酸杆菌门

（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）是土壤中的优势菌群，它们在总菌群中占据的比例高达 ７３．４％。 而各个蚯蚓肠道内的优势菌
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基本一致，主要是放线菌，厚壁菌和变形菌等，它们的相对丰度总和比例为 ７６．６％（图 ２）。 其中土壤酸杆菌门

（９．３％）的丰度显著高于各个蚯蚓肠道内（０．７％）的丰度（Ｐ＜０．０１），而土壤放线菌门（１１．０％）丰度显著低于各

个蚯蚓肠道内（２８．０％）的丰度（Ｐ＜０．０１）。

图 ２　 土壤和蚯蚓肠道细菌群落在门和属水平上的物种组成和相对丰度

Ｆｉｇ．２　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｏｆ ｓｏｉｌ ａｎｄ ｇｕｔ ａｔ ｔｈｅ ｐｈｙｌｕｍ ａｎｄ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

图中仅显示了前 １１ 个高丰度的细菌组成，其他均归为“Ｏｔｈｅｒ”类别；图例中文注释，变形菌门：Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ；厚壁菌门：Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ；绿弯菌

门：Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ；放线菌门：Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ；酸杆菌门：Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ；拟杆菌门：Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ；浮霉菌门：Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ；泉古菌门：Ｃｒｅｎａｒｃｈａｅｏｔａ；
疣微菌门：Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ；芽单胞菌门：Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ；软壁菌门：Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ。 热图显示了丰度最高的前 ２４ 种属水平上的物种组成。 如

属水平上物种不确定，则使用该水平上一级（科或目水平）的物种组成，颜色越红表示丰度越高，颜色越蓝表示丰度越低。 图例中文注释，鲁
梅尔芽胞杆菌属：Ｒｕｍｍｅｌｉｉｂａｃｉｌｌｕｓ；微单孢菌科：Ｍｉｃｒｏｍｏｎｏｓｐｏｒａｃｅａｅ；分支杆菌属：Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ；类诺卡氏菌科：Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄａｃｅａｅ；黄色土源菌：
Ｆｌａｖｉｓｏｌｉｂａｃｔｅｒ；凯氏杆菌属：Ｋａｉｓｔｏｂａｃｔｅｒ；科里氏菌科：Ｋｏｒｉｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ；黄单胞菌科：Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ；红游动菌属：Ｒｈｏｄｏｐｌａｎｅｓ；黄杆菌属：
Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ；红 螺 菌 科： Ｒｈｏｄｏｓｐｉｒｉｌｌａｃｅａｅ； 假 单 胞 菌 属： Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ； 伊 索 菌 科： Ｉｓｏｓｐｈａｅｒａｃｅａｅ； 梭 菌 属： Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ； 红 杆 菌 目：
Ｓｏｌｉｒｕｂｒｏｂａｃｔｅｒａｌｅｓ；芽孢杆菌属：Ｂａｃｉｌｌｕｓ；纤线杆菌科：Ｋｔｅｄｏｎｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ；链霉菌属：Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ；气单胞菌科：Ａｅｒｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ
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热图（图 ２）显示了土壤和各个蚯蚓肠道间在属水平上细菌群落组成差异。 土壤各组成成分丰度变化不

大，丰度最高细菌 Ｋｔｅｄｏｎｏｂａｃｔｅｒａｃｅａｅ 所占序列也仅为 ５．０％，而肠道内微生物群落组成则较集中，如加州腔蚓

和通俗腔蚓肠道内 Ａｅｒｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ 丰度分别高达 １６．９％和 １９．５％。 此外，土壤中 Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ Ｋｏｒｉｂａｃｔｅｒ 的丰度

为 ２．４％，远远高于其在蚯蚓肠道内的丰度（０．１％，Ｐ＜０．０５）。
除了微生物组成成分存在差异以外，土壤和各个蚯蚓肠道细菌群落分布模式也存在显著差异。 图 ３ 中主

坐标分析结果显示，土壤菌群模式聚集在一起，分布在坐标轴右侧，沿着第一轴与分布在左侧的各个蚯蚓肠道

细菌群落模式显著隔开（Ａｄｏｎｉｓ ｔｅｓｔ， Ｒ＝ ０．９４， Ｐ＜０．００５）。 同时安德爱胜蚓和湖北远盲蚓肠道细菌群落聚集

在左侧下方，而加州腔蚓和通俗腔蚓聚集在左侧上方，这两类肠道菌群主要沿第二轴显著分开（Ａｄｏｎｉｓ ｔｅｓｔ，
Ｐ＝ ０．００１）。 此外，土壤细菌多样性显著高于各个蚯蚓肠道内多样性（Ｐ＜０．０１，图 ３）。 其中 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数表明

加州腔蚓肠道细菌多样性显著低于安德爱胜蚓和湖北远盲蚓。

图 ３　 土壤和蚯蚓肠道细菌群落 ｂｅｔａ 多样性和 ａｌｐｈａ 多样性

Ｆｉｇ．３　 Ｂｅｔａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｓｏｉｌ ａｎｄ ｅａｒｔｈｗｏｒｍ ｇｕｔ

图中土壤和蚯蚓肠道细菌群落 ｂｅｔａ 多样性分布图是基于 Ｂｒａｙ⁃Ｃｕｒｔｉｓ 距离的主坐标分析绘制的；箱线图显示土壤和肠道细菌群落 Ｓｈａｎｎｏｎ 指

数的差异。 不同字母（ａｂｃ）显示土壤和各个蚯蚓间的细菌多样性在 ０．０５ 水平上存在显著差异（ＡＮＯＶＡ）

２．３　 各种蚯蚓肠道微生物对砷污染的不同响应

土壤中低浓度砷改变 ４ 种蚯蚓肠道内群落组成，且各种蚯蚓肠道微生物对砷响应存在较大差异。 如对照

组中安德爱胜蚓肠道变形菌门丰度为 ２２．７％，而 Ａｓ２５ 处理中其肠道内变形菌门的丰度下降到 １３．７％（Ｐ＜
０．０５）。 图 ４ 展示了 ４ 种蚯蚓肠道内科水平细菌群落主要组成成分的变化。 所有蚯蚓肠道内假单胞菌科

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ）的丰度随着土壤砷浓度的增加而显著减少（Ｐ＜０．０５），芽胞杆菌科（Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ），动性球

菌科（Ｐｌａｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）在湖北远盲蚓，安德爱胜蚓和加州腔蚓肠道内呈现相反的趋势，即显著增加（Ｐ＜０．０５）。
相对于其他 ３ 种蚯蚓，通俗腔蚓内细菌群落变化较少。 此外，低浓度砷暴露还能改变肠道细菌群落多样性。
如 Ａｓ２５ 处理组湖北远盲蚓肠道内细菌多样性 Ｃｈａｏ１ 指数显著高于对照处理组，而 Ａｓ２５ 处理组通俗腔蚓肠道

内细菌多样性 Ｃｈａｏ１ 指数显著低于对照处理组（Ｐ＜０．０５）。 通过 Ａｄｏｎｉｓ ｔｅｓｔ 统计分析，发现低浓度砷显著改变

４ 种蚯蚓肠道微生物结构模式（Ｐ＜０．０５，图 ３）。
２．４　 砷生物转化基因多样性与丰度分布特征

土壤和蚯蚓肠道样品内一共检测到 １７ 种砷的生物转化基因（图 ５），并且土壤中的砷转化基因数目显著

高于肠道内基因数目（Ｐ＜０．０５）。 其中土壤中检测到的砷转化基因数目最多为 １７ 个，在湖北远盲蚓肠道内检

测到的基因数目最少为 ７ 个。 外源砷的添加没有显著改变土壤或肠道内砷转化基因的数量（Ｐ＞０．０５）。 此外

样品中砷转化基因相对丰度的检测范围为 ０．５６—０．６３ 拷贝数 ／每细胞，外源砷的添加也没有明显改变土壤中

砷转化基因的丰度，但蚯蚓肠道内基因的丰度变化范围较大，最低为 ０．０５ 拷贝数 ／每细胞（Ａｓ２５ 处理⁃湖北远
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图 ４　 各个蚯蚓肠道内砷处理下科水平细菌的差异性变化

Ｆｉｇ．４　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｆａｍｉｌｉｅｓ ａｍｏｎｇ ａｒｓｅｎｉｃ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅａｒｔｈｗｏｒｍ ｇｕｔ

Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ：芽胞杆菌科；Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｔａｃｅａｅ：链霉菌科；Ｐｌａｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ：动性球菌科；Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ：假单胞菌科；图中不同字母表示肠道细

菌群落多样性在 ３ 个处理间存在显著差异（在 ０．０５ 水平上，ＡＮＯＶＡ）

盲蚓肠道内），最高丰度则达到 ０．４７ 拷贝数 ／每细胞（Ａｓ１５ 处理⁃通俗腔蚓肠道内）。 土壤中砷转化基因的丰

度显著高于各个蚯蚓肠道（Ｐ＜０．０５，图 ５）。 ４ 种蚯蚓肠道内砷基因随着外源砷的增加，其丰度均呈现一个先

增加后减少的趋势。 如空白处理下湖北远盲蚓肠道内砷丰度为 ０．１１ 拷贝数 ／每细胞，Ａｓ１５ 处理下其丰度增

加到 ０．１３ 拷贝数 ／每细胞，最后在 Ａｓ２５ 处理中丰度显著下降到 ０．０５ 拷贝数 ／每细胞（Ｐ＜０．０５）。 根据砷生物

转化基因的功能分类，土壤中砷转化基因主要以 Ａｓ（ＩＩＩ）氧化和 Ａｓ（Ｖ）还原为主，而在肠道内主要以 Ａｓ（Ｖ）
还原和砷转运基因为主（图 ５）。

３　 讨论

本研究发现低浓度砷对蚯蚓体重和生长变化无显著影响，但能显著改变蚯蚓肠道微生物群落。 土壤砷浓

度最高仅为 ２５ ｍｇ ／ ｋｇ，明显低于很多研究报道的蚯蚓半致死浓度［２２—２３］。 同时 Šｒｕｔ 等［２４］发现微生物对污染物

响应较敏感，蚯蚓肠道微生物可用来作为重金属污染的生物指示物。 因此我们可以推测蚯蚓肠道微生物群落

的扰动可作为对土壤污染物前期监测的重要生物指标。 同时 ４ 种蚯蚓组织内砷浓度会随着土壤中砷浓度的

增加而增加，即砷污染会引起蚯蚓体内砷的生物富集。 这是容易理解的，蚯蚓长期生活在土壤圈内，砷元素可

通过皮肤接触或蚯蚓摄食行为，进入蚯蚓体内从而不断富集［２５］。 但不同种类蚯蚓的富集系数存在较大差异，
这与各种蚯蚓的生态习性有很大联系［２６］。 其中安德爱胜蚓属表栖类，主要以枯枝碎屑为食。 而其它种蚯蚓

属内栖类，主要以矿质土壤为食。 食物来源不同，其进入各种蚯蚓体内的砷含量自然存在较大差异。 此外，这
也和蚯蚓自身生理结构和肠道微生物也有一点关系［８］。 如加州腔蚓和通俗腔蚓属同种生态型和同种分属，
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图 ５　 土壤和蚯蚓肠道内砷转化基因的检测数目和相对丰度

Ｆｉｇ．５　 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｎｕｍｂｅｒ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ａｒｓｅｎｉｃ ｂｉｏｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｇｅｎｅｓ （ＡＢＧｓ） ｉｎ ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ ｏｆ ｓｏｉｌ ａｎｄ ｅａｒｔｈｗｏｒｍ ｇｕｔ

Ａｓ （ＩＩＩ） ｏｘｉｄａｔｉｏｎ：三价砷氧化基因；Ａｓ （Ｖ） ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ：五价砷还原基因；Ａｓ （ｄｅ）ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ：砷（去）甲基化基因；Ａｓ Ｔｒａｎｓｐｏｒｔ：砷转运基因；

图中数据为平均值±标准差（ｎ＝ ５）

且它们个体大小，肠道构造和肠道微生物群落组成最为相似，因此这两种蚯蚓砷富集系数也基本相同。
本研究表明土壤中砷形态以 Ａｓ（Ｖ）为主，而蚯蚓肠道主要以 Ａｓ（ＩＩＩ）为主。 土壤为好氧条件，其氧化还

原电位为正。 而蚯蚓肠道是一个厌氧环境，包括厌氧菌在内的大量微生物参与了砷的生物化学形态转化，
Ａｓ（Ｖ）将被还原为 Ａｓ（ＩＩＩ），当然肠道内高有机质和中性 ｐＨ 等独特微环境可能也是引起砷形态转化的重要因

素［６—７，１７］。 此外，各种蚯蚓肠道内砷转化基因以 Ａｓ（Ｖ）还原基因为主，这与肠道内砷形态结果相一致。 Ａｓ
（Ｖ）被还原为 Ａｓ（ＩＩＩ）是微生物代谢最为关键的一个过程，Ａｓ（ＩＩＩ）将进行甲基化反应生成甲基砷等低毒有机

砷，这些毒性较小的砷形态经砷转运基因外排出体外，从而达到解毒目的［１６—１７，２７］。 我们在蚯蚓肠道微生物内

均检测到砷甲基化的关键转化酶 ＡｓＭ 和部分有机砷 ＡｓＢ，这和大部分研究结果一致［１６，２７］，也验证了关于蚯蚓

肠道内微生物参与下砷形态转化的猜想。 同时，４ 种蚯蚓体内砷转化基因丰度会随着土壤中砷浓度增加，呈
现出一个先增加后减少的趋势。 研究表明土壤中金属浓度较低时能刺激微生物的生长，增加微生物活性。 但

当金属浓度升高时，会出现明显抑制效应，使微生物生物量出现一个减少趋势［２８］。 据此推测，低浓度砷可以

刺激并提高肠道内微生物的活性，而较高浓度砷则抑制其肠道内微生物的活性，从而影响肠道内生物代谢速

率，进而间接影响到微生物介导下的砷生物转化基因的丰度。
本研究结果进一步显示 ４ 种蚯蚓肠道微生物均与土壤微生物群落存在显著差异，这与土壤和肠道所处微

环境有直接关系［７，１７，２９—３０］。 从表 ２ 看出蚯蚓肠道缺氧，ｐＨ 偏中性，可溶性碳氮含量远高于好氧的土壤。 同时

各种蚯蚓肠道微生物群落间也存在很大差异。 可能原因主要有两个，第一不同生态型的蚯蚓自身生理构造存

在差异，特别是肠道内的结构存在不同。 当然各个蚯蚓摄食习惯的不同也会引起肠道菌群的差异。 Ｋｎａｐｐ
等［３１］发现蚯蚓肠道微生物组对所摄取的食物来源有很强的依赖性。 加州腔蚓和通俗腔蚓肠道内气单胞菌科

（Ａｅｒｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ）的相对丰度高达 １６％，而在安德爱胜蚓肠道内仅为 ０．３％。 该菌在水体和淤泥中被大量发

现，是动物体内常见的致病菌［３２—３３］。 加州腔蚓和通俗腔蚓可能吞食大量含砷土壤，且长期生活在土壤内部，
可能会接触较多的致病菌，从而引发蚯蚓肠道微生物出现紊乱。 而安德爱胜蚓主要生活在土壤表层，主要以

富含有机质枯枝落叶为食。 第二，进入蚯蚓肠道内的砷以毒性更高的 Ａｓ（ＩＩＩ）存在，同时蚯蚓肠道细菌群落较

土壤菌 群 敏 感， 因 此 进 入 蚯 蚓 组 织 肠 道 内 砷 对 肠 道 菌 群 产 生 不 同 差 异 毒 害。 如 假 单 胞 菌 科

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ）内很多细菌具有分解营养元素的能力［３４］。 和空白处理组相比，Ａｓ２５ 处理中 ４ 种蚯蚓肠

道内假单胞菌科的丰度均显著降低，这表明污染物砷的添加能够破坏蚯蚓肠道微生物分解蛋白质和脂肪的能
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力，从而抑制蚯蚓正常代谢。

４　 结论

土壤中广泛存在的砷元素对蚯蚓生态毒理无显著影响，但显著改变其肠道微生物群落结构，这表明蚯蚓

肠道微生物组的变化可能比蚯蚓毒理指标更适合做土壤污染的指示性指标。 同时蚯蚓肠道菌群和土壤群落

显著不同，且蚯蚓肠道细菌多样性显著低于土壤。 蚯蚓组织和肠道内砷形态主要以 Ａｓ（ＩＩＩ）为主，其次是少量

Ａｓ（Ｖ）和有机砷，这和肠道内 Ａｓ（Ｖ）还原和转运为主的砷转化基因分布特征一致，显示蚯蚓肠道是一个微生

物介导下砷形态转化多样性的潜在热区。 然而本文关于蚯蚓肠道内砷还原和转运解毒的机制和原理尚不清

楚，有待深入发掘。
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