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摘要：内生降解菌定殖可促进水稻中农药等有机污染物的降解代谢，研究功能内生菌对农药暴露下水稻根际微生态的影响，可
为利用植物－微生物互作调控农作物农药残留及修复农田生态环境污染提供科学依据。 以水稻根际土壤中的蚯蚓、土壤酶和

微生物群落为研究对象，分析接种内生菌 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｐａｖａｎｉｉ ＤＪＬ⁃Ｍ３ 对水稻根际微生态响应多菌灵胁迫的影响。 结果表

明：多菌灵暴露导致水稻根际土壤过氧化氢酶活性增强，脲酶和蔗糖酶活性被抑制；多菌灵污染可对水稻根际周围的蚯蚓造成

氧化损伤，致使其体内丙二醛累积并诱导超氧化物歧化酶和乙酰胆碱酯酶过表达；多菌灵残留显著降低水稻根际土壤微生物群

落的多样性与碳源代谢活性。 接种内生降解菌 Ｓ． ｐａｖａｎｉｉ ＤＪＬ⁃Ｍ３ 促进了水稻根际残留多菌灵的降解，缓解根际土壤微生物与

蚯蚓所受胁迫压力，显著提高了土壤脲酶、蔗糖酶活力以及蚯蚓的存活率，并有效提升了水稻根际微生物群落的代谢活性与多

样性。 因此，接种内生降解菌 Ｓ． ｐａｖａｎｉｉ ＤＪＬ⁃Ｍ３ 有助于多菌灵残留污染下稻田土壤生态环境的恢复。
关键词：内生菌；多菌灵；水稻；蚯蚓；土壤酶；根际微生物
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Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ＭｃＩｎｔｏｓｈ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｒｉｃｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ｅａｒｔｈｗｏｒｍ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ
ｔｏ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｕｎｐｏｌｌｕｔｅｄ ｃｏｎｔｒｏｌ． Ｔｈｉｓ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｌｉｅｆ ｕｌｔｉｍａｔｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｓｏｉｌ ｕｒｅａｓｅ ａｎｄ ｓｕｃｒｏｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｕｎｄｅｒ
ＣＢＺ ｅｘｐｏｓｕｒｅ． Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｔｈｅ ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ Ｓ． ｐａｖａｎｉｉ ＤＪＬ⁃Ｍ３ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｂｉｏｒｅｍｅｄｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＢＺ －
ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ； ｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ； ｒｉｃｅ； Ｅｉｓｅｎｉａ ｆｏｅｔｉｄａ； ｓｏｉｌ ｅｎｚｙｍｅ； ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｉｃ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ

植物根系是联系植物与土壤微生态环境的纽带，保持根际微生态系统活力对植物主动适应和抵御污染物

胁迫意义重大［１］。 在水稻等作物栽培管理过程中，大量农药未能起到防治靶标的作用，而是直接散落到环

境［２］；据研究统计，施入农田的农药有 ７０％进入作物所在土壤［３］，随着土壤农药残留累积含量的增加，作物的

根际微生态也可能遭受污染物胁迫。 多菌灵（Ｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ，化学名称为 Ｎ⁃（２⁃苯并咪唑基）氨基甲酸甲酯）是
我国农业生产中大量使用的一种重要的杀菌剂，近年来在农产品中检出率较高［４—５］，其在农田环境和农产品

中的残留风险问题也逐渐受到关注。 多菌灵在稻田土壤中很难迁移及降解，在水稻收获期前 １４ ｄ 依然能够

检出［２］。 残留累积于农田环境中的多菌灵污染长期威胁土壤健康，不仅对稻区生态环境中的蚯蚓等有益生

物带来毒害［６—７］，同时降低了土壤微生物群落的生物量及功能多样性［８］，还会通过植物根部、叶部和籽粒累积

进入食物链［９］，最终污染如糙米、米糠及精白米等农副产品［１０—１１］，对人类和畜禽健康造成危害。 因此，探索

有效的环境污染修复和农作物中残留消减途径有重要意义。
利用内生降解菌协同提升环境污染物的植物修复效率，降低农作物中农药等有机污染物的残留累积，是

农业生态环境治理和农产品质量安全控制领域的一项有益探索工作。 利用植物内生菌定殖在植物根表及组

织内形成互利共生体系，不仅可降低外界环境及微生物竞争对其污染物降解功能的影响［１２］，内生菌分泌的植

物促生因子还能提高宿主对不利环境胁迫的耐受能力［１３］，而宿主植物的表型特性又会通过根际互作影响土

壤微生态的健康，进一步促进残留有机污染物的降解、维持土壤微生物多样性及稳定性［１４］。 我们前期研究发

现，具有农药降解功能的内生菌定殖水稻后，不仅可促进污染胁迫条件下水稻植株的生长，还可加速植株残留

农药的消解，降低稻田土壤、水稻植株以及稻谷中的农药残留量［１５—１６］。 然而，关于接种降解性内生菌对原位

土壤微生态影响的研究却鲜有报道。 根际微生态尤其是土壤动物及微生物成员对植物接种内生降解菌的响

应，是评价内生菌⁃植物互作模式用作农药污染修复手段安全性与合理性的重要依据。 本文以盆栽土培方式

模拟水稻大田生长环境，研究内生降解菌 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｐａｖａｎｉｉ ＤＪＬ⁃Ｍ３ 定殖对多菌灵暴露下水稻根际微生

１３７２　 ７期 　 　 　 冯发运　 等：接种内生降解菌 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｐａｖａｎｉｉ ＤＪＬ⁃Ｍ３对多菌灵胁迫下水稻根际微生态的影响 　
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态中原生动物（蚯蚓）的胁迫耐受性，根际微生物群落代谢功能多样性和土壤酶活性的影响，结果为全面揭示

内生降解菌在农田生态修复中的作用机制提供理论基础。

１　 材料与方法

１．１　 供试材料

水稻内生菌：分离自水稻植株根部，对多菌灵具有较高耐药性及降解能力，同时具备良好的植物促生长特

性，经生理生化试验及 １６Ｓ ｒＲＮＡ 同源化比对分析，鉴定其为寡养单胞菌属（ Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｐａｖａｎｉｉ ＤＪＬ⁃
Ｍ３），该菌株已送中国普通微生物菌种保藏管理中心保存（保藏号：ＣＧＭＣＣ Ｎｏ．２１１９８）。

水稻：品种为南粳 ５０５５，由江苏省农业科学院提供。
蚯蚓：赤子爱胜蚯蚓（Ｅｉｓｅｎｉａ ｆｏｅｔｉｄａ）购自江苏省句容市王军蚯蚓养殖场，每条体重约 ３００ ｍｇ，体长约

６０ ｍｍ，经实验室预培养后挑选带环明显，大小基本一致的健康成蚯，试验前清肠 ２４ ｈ。
土壤：采集自江苏省农业科学院水稻田，其基本理化性质为：ｐＨ ５．９７，总有机质含量 ６６．８ ｇ ／ ｋｇ 干土，氮含

量 ０．３６％，碳含量 ４９．６１％，氢含量 ５．７２％，硫含量 ０．０１％，氧含量 ４４．３７％。 土样自然风干后过 ５０ 目网筛去除

大颗粒石子备用。 水稻栽培过程中喷洒无菌水以保持约 ６０％含水量。
多菌灵：多菌灵可湿性粉剂购自江阴福达农化股份有限公司，其有效成分含量为 ５０％。

１．２　 试验设计

水稻苗在育秧盘上生长至三叶一心（约 １５ ｃｍ）后选取 １０ 株移栽至直径 １５ ｃｍ，高 ２５ ｃｍ 的塑料盆钵，每
盆含 ５００ ｇ 稻田土并均匀放养 １０ 只蚯蚓。 按表 １ 的方式设置空白处理组（Ｃｏｎｔｒｏｌ），内生菌接种的多菌灵处

理组（ＣＢＺ⁃Ｍ３）与未接菌的多菌灵处理组（ＣＢＺ）。 其中水稻内生多菌灵降解菌 ＤＪＬ⁃Ｍ３ 预经胰酪胨大豆肉汤

培养基（ＴＳＢ）富集过夜培养后，用无菌磷酸缓冲液 ＰＢＳ（ｐＨ ７．０）清洗并重悬成 ＯＤ ６００ ｎｍ值为 １．０ 的菌悬液，取

３０ ｍＬ 菌液浇灌水稻根部进行接种处理。 按照推荐剂量（１２０ ｇ ／ ｈｍ２）对盆栽水稻喷施多菌灵药剂，于施药后

２ ｈ、１ ｄ、３ ｄ、７ ｄ 及 １４ ｄ 采集水稻根际土壤并用液相色谱仪分析不同处理下水稻根际土壤多菌灵的降解规

律，获得最终残留含量（１４ ｄ）并计算降解半衰期，稻田土壤多菌灵的提取及检测参照刘双双等［１０］ 建立的方

法。 药剂处理后为了防止蚯蚓逃离，用保鲜膜封住每个盆钵顶部，仅留水稻地上部分于外界，并用移液枪头在

保鲜膜上随机扎上气孔。 每个处理 ６ 个重复。 整个试验在温室条件（光照 １６ ｈ ／黑暗 ８ ｈ，３０℃ ／ ２５℃）下进

行，在多菌灵喷施后定期收集根际土壤，进行土壤酶活检测与微生物群落多样性分析，施药两周后结束试验，
同时将盆钵土倒置回收试验蚯蚓，统计存活率、测定其解毒酶活性。

表 １　 试验水稻处理方式

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

初始蚯蚓量
Ｎｏ． ｏｆ

ｅａｒｔｈｗｏｒｍｓ ／ 只

内生菌接种
Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ⁃
ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

多菌灵喷施
Ｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ⁃

ｓｐｒａｙｉｎｇ

多菌灵半衰期
Ｔｈｅ ｈａｌｆ⁃ｌｉｆｅ ｏｆ
ｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ ／ ｄ

多菌灵残留量
Ｒｅｓｉｄｕａｌ ｏｆ

ｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ ／
（μｇ ／ ｍｇ 土壤）

Ｃｏｎｔｒｏｌ １０ 未接菌 未喷施 — —

ＣＢＺ⁃Ｍ３ １０ 接菌 喷施 ２．８８８１±０．３３１１ｂ ０．４８５１±０．１０５９ｂ

ＣＢＺ １０ 未接菌 喷施 ４．１２５８±０．５２６７ａ １．１１０８±０．１７１７ａ

　 　 注：同列数据后字母不同代表差异显著（Ｐ＜０．０５）；Ｃｏｎｔｒｏｌ： 空白对照，ｗｉｔｈｏｕｔ ｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ ｓｐｒａｙｉｎｇ ａｎｄ ＤＪＬ⁃Ｍ３ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ； ＣＢＺ⁃Ｍ３： 多菌灵

胁迫－接菌处理，Ｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ ｓｐｒａｙｉｎｇ ｗｉｔｈ ＤＪＬ⁃Ｍ３ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ； ＣＢＺ：多菌灵胁迫－未接菌处理，Ｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ ｓｐｒａｙｉｎｇ ｗｉｔｈｏｕｔ ＤＪＬ⁃Ｍ３ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

１．３　 水稻根际土壤收集和酶活测定

根际土壤样品的采集参照李依韦等［１７］的方法并做适当调整，分别在多菌灵药剂喷施 １ ｄ，３ ｄ，７ ｄ 和 １４ ｄ
后在盆钵中随机挑选一株水稻苗整体挖出，首先抖掉与根系结合松散的土壤，然后用毛刷将与根系紧密结合

的土壤刷下来装入无菌袋，每个处理中的 ６ 盆水稻进行两两随机混合形成 ３ 个平行待测样品，并立即进行土

２３７２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４２ 卷　
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壤酶活性的测定。 土壤过氧化氢酶（Ｓ⁃ＣＡＴ）活性采用高锰酸钾滴定法测定；土壤脲酶（ＵＲＥ）活性采用苯酚

钠⁃次氯酸钠比色法测定；土壤蔗糖酶（ＳＡＣ）活性则采用 ３，５⁃二硝基水杨酸（ＤＮＳ）比色法测定［１８］。
１．４　 蚯蚓胁迫耐受能力分析

在多菌灵药剂喷施 ２ 周后，将盆钵倒置收集蚯蚓，统计每个盆钵中蚯蚓的存活率，并通过检测存活蚯蚓体

内丙二醛 （Ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ， ＭＤＡ） 含量、超氧化物歧化酶 （ Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ， ＳＯＤ） 与乙酰胆碱酯酶

（Ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ， ＡＣｈＥ）活性来分析多菌灵残留对蚯蚓的过氧化损害程度。 其中蚯蚓 ＳＯＤ 活力测定采

用黄嘌呤氧化酶⁃羟胺法，ＭＤＡ 含量采用硫代巴比妥酸比色法测定，用蚯蚓体内对三硝基苯（ＴＮＢ）颜色深浅

进行比色定量分析 ＡＣｈＥ 活性。 具体酶活测定方法参照南京建成生物工程研究所提供的试剂盒［１９］。
１．５　 根际土壤微生物群落代谢功能多样性分析

同 １．３ 方法采集多菌灵暴露 １４ ｄ 后的新鲜水稻根际土壤，并使用 ＢＩＯＬＯＧ 公司的 ＥＣＯ 生态板分析不同

处理下水稻根际土壤中微生物对 ３１ 种碳源的代谢指纹图谱，接菌液的制备参照赵倩等［２０］的方法。 接种好的

生态板在 ２８℃恒温培养箱（黑暗环境）中连续培养 １０ ｄ，每隔 ２４ ｈ 用酶标仪测定 ＯＤ５９０ｎｍ下吸光度变化来表征

土壤中微生物对各种碳源的代谢活性。 土壤微生物群落利用碳源的整体能力用平均颜色变化率（Ａｖｅｒａｇｅ
Ｗｅｌｌ Ｃｏｌｏｒ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ， ＡＷＣＤ）表示，微生物群落功能多样性采用香农指数 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃ｗｉｅｎｅｒ Ｉｎｄｅｘ，优势度指

数 Ｓｉｍｐｓｏｎ Ｉｎｄｅｘ，均匀度指数 Ｐｉｅｌｏｕ Ｉｎｄｅｘ 和 ＭｃＩｎｔｏｓｈ Ｉｎｄｅｘ 进行分析［２１］。 具体计算公式如下：

图 １　 不同处理下水稻根际土壤过氧化氢酶活性
　 Ｆｉｇ．１　 Ｃａｔａｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｒｉｃｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ　

ＡＷＣＤ＝∑ （Ｃ ｉ－Ｒ） ／ ３１ （１）

Ｈ ＝－ ∑Ｐ ｉ（ｌｎ Ｐ ｉ） （２）

Ｄ ＝ １ － ∑Ｐ ｉ
２ （３）

Ｊ ＝Ｈ ／ ｌｎ Ｓ （４）

Ｕ ＝ ∑ ｎ２
ｉ （５）

式中，Ｈ 为 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数；Ｄ 为 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数；Ｊ 为 Ｐｉｅｌｏｕ 指数；Ｕ 为 ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数；Ｃ ｉ为第 ｉ 个非对照孔的吸光

值，Ｒ 为对照孔的吸光值；Ｐ ｉ表示第 ｉ 个非对照孔的相对吸光值与所有非对照孔的相对吸光值总和的比值，即
Ｐ ｉ ＝（Ｃ ｉ －Ｒ） ／ ∑ （Ｃ ｉ －Ｒ）；Ｓ 为被利用的碳源总数；ｎｉ表示第 ｉ 个孔的相对吸光值，即 ｎｉ ＝ （Ｃ ｉ －Ｒ）。
１．６　 数据处理

用 Ｗｉｎｄｏｗｓ Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２００３ 对本试验生物学数据进行初步整理，求和与标准差计算。 绘图、显著差

异性分析及主成分分析由 Ｏｒｉｇｉｎ ２０１８ 软件完成。

２　 结果与分析

２．１　 水稻根际土壤酶活性变化

如图 １ 所示，多菌灵施用显著激活水稻根际土壤中

过氧化氢酶的活性，其在药剂喷施后的第 １ 天便达到最

高水平，在 ＣＢＺ 组中的酶活力是 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组的 ２．２８ 倍，
ＤＪＬ⁃Ｍ３ 接种能够将多菌灵暴露下水稻根际土壤中被激

活的过氧化氢酶活力降低 ４１．０６％。 水稻根际土壤中过

氧化氢酶活性随着施药时间推移而降低，但在整个检测

周期内 ＣＢＺ 组中过氧化氢酶活性一直显著高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组与 ＣＢＺ⁃Ｍ３ 组。

多菌灵在施药后第 １ 天就显示出对土壤脲酶的抑

制作用，如图 ２ 所示，相比较于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组，多菌灵胁迫

（未接菌）导致水稻根际土壤脲酶活性降低 ２７．５６％，而

３３７２　 ７期 　 　 　 冯发运　 等：接种内生降解菌 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｐａｖａｎｉｉ ＤＪＬ⁃Ｍ３对多菌灵胁迫下水稻根际微生态的影响 　
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ＤＪＬ⁃Ｍ３ 接菌能够缓解多菌灵对根际土壤脲酶的抑制效应，将被抑制的酶活性提升 １０．７６％。 ＣＢＺ⁃Ｍ３ 组土壤

脲酶活性在第 ３ 天便恢复到与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组差异不显著水平，而此时 ＣＢＺ 组土壤脲酶活性依旧显著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组 ６９．５１％，虽然其在第 ３ 天后有所提高，但在整个检测周期中一直显著低于其他两个处理组。

如图 ３ 所示，多菌灵暴露对水稻根际土壤蔗糖酶的影响与脲酶类似，在多菌灵喷施 １ ｄ 后 ＣＢＺ 组中土壤

蔗糖酶活性分别较 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ＣＢＺ⁃Ｍ３ 组降低 ８２．５７％与 ６３．１４％，ＤＪＬ⁃Ｍ３ 水稻接种能够促进根际土壤蔗糖

酶活性的恢复，而 ＣＢＺ 组与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组的酶活差异在第 ３ 天达到最大（８９．５３％），在 １４ ｄ 的试验周期中多菌灵

胁迫处理组水稻根际土壤蔗糖酶活性一直显著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组水平。

图 ２　 不同处理下水稻根际土壤脲酶活性

　 Ｆｉｇ． ２ 　 Ｕｒｅａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｒｉｃｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

图 ３　 不同处理下水稻根际土壤蔗糖酶活性

　 Ｆｉｇ． ３ 　 Ｓｕｃｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｒｉｃｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

图 ４　 不同处理下水稻根际蚯蚓的表观形态

Ｆｉｇ．４　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｅａｒｔｈｗｏｒｍｓ ｉｎ ｒｉｃｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

２．２　 水稻根际土壤中蚯蚓对多菌灵胁迫的耐受性

水稻在喷施多菌灵药剂 １ ｄ 后便对根际环境中的蚯蚓造成了胁迫压力，致使蚯蚓出现逃逸现象，而 ＣＢＺ⁃
Ｍ３ 组则无此现象。 在多菌灵喷施两周后将水稻土壤全部倾倒收集蚯蚓，首先观察其形态特征及活性。 相比

较于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组，ＣＢＺ 组中的蚯蚓体色发暗，活动迟缓，体型明显偏瘦偏短，部分蚯蚓个体出现生殖带肿胀、出
血及尾部断节现象。 而 ＣＢＺ⁃Ｍ３ 组的蚯蚓除了体型偏瘦，其他特征与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组没有显著差异（图 ４）。 进一步

统计不同处理组中蚯蚓的存活率及所受氧化胁迫程度 （表 ２），发现经过 １４ ｄ 的自然稻田土暴露，多菌灵能够

诱导蚯蚓机体积累 ＭＤＡ，而 ＤＪＬ⁃Ｍ３ 接菌能够显著减少水稻根际蚯蚓体内 ＭＤＡ 含量。 同样地多菌灵暴露能
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够显著刺激蚯蚓体内 ＡｃｈＥ 活性，接种内生菌 ＤＪＬ⁃Ｍ３ 可一定程度上缓解该刺激作用。 ＣＢＺ 组中蚯蚓的 Ｔ－
ＳＯＤ 显著高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组，而 ＣＢＺ⁃Ｍ３ 组与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组差异不显著。 与蚯蚓氧化胁迫指标相对应的是，ＣＢＺ 组的

蚯蚓存活率显著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组，ＣＢＺ⁃Ｍ３ 组蚯蚓的存活率虽然也低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组，但差异并不显著。 这些结果

表明，多菌灵土壤残留能对水稻根际周遭的蚯蚓造成一定的毒害，诱导氧化损伤而降低其生存能力，在水稻根

部接种具多菌灵降解特性的水稻内生菌能够显著缓解根际多菌灵暴露对蚯蚓的胁迫伤害。

表 ２　 不同处理方式对蚯蚓存活率及氧化胁迫程度影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ Ｅｉｓｅｎｉａ ｆｏｅｔｉｄａ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

存活率
Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ／ ％

总超氧化物歧化酶
Ｔ⁃ＳＯＤ ／ （Ｕ ／ ｍｇｐｒｏｔ）

丙二醛 ＭＤＡ
／ （ｎｍｏｌ ／ ｍｇｐｒｏｔ）

乙酰胆碱酯酶
ＡＣｈＥ ／ （Ｕ ／ ｍｇｐｒｏｔ）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ９３．３３±１２．１１ａ １．９１±０．０６８ｂ １．５５±０．０９２ｃ ４．２０±０．４８ｃ

ＣＢＺ⁃Ｍ３ ９１．６７±９．８３ａ １．８７±０．０２７ｂ １４．１４±２．３４ｂ ５．９７±０．５５ｂ

ＣＢＺ ７３．３３±１０．３３ｂ ２．２４±０．０８７ａ ５２．６２±５．１３ａ ３１．９５±２．９４ａ

　 　 同列数据后字母不同代表差异显著（Ｐ＜０．０５）；单位解释：蚯蚓组织匀浆中每毫克蛋白的酶活力或纳摩尔含量；Ｔ⁃ＳＯＤ： ｔｏｔａｌ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ

ｄｉｓｍｕｔａｓｅ； ＭＤＡ： ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ； ＡｃｈＥ： ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ

图 ５　 不同处理组中水稻根际土壤微生物的 ＡＷＣＤ 值变化

　 Ｆｉｇ．５　 ＡＷＣＤ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｉｎ ｒｉｃｅ

ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｅｓ

ＡＷＣＤ： 颜色平均变化率

２．３　 水稻根际土壤微生物群落结构及多样性

如图 ５ 所示，在 １０ ｄ 的培养周期中，ＡＷＣＤ 的最大

值及变化速率均呈现 Ｃｏｎｔｒｏｌ＞ＣＢＺ⁃Ｍ３＞ＣＢＺ 的趋势，多
菌灵药剂喷施 ２ ｄ 后，污染土壤微生物 ＡＷＣＤ 值显著低

于未喷施多菌灵的 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（Ｐ＜０．０５）。 说明多菌灵

暴露能够显著降低土壤微生物的活性。 培养 ７ ｄ 后，各
处理组的 ＡＷＣＤ 值变化率趋于稳定，同一处理组中的

ＡＷＣＤ 增长已不显著，虽然此时 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组的 ＡＷＣＤ 值

依然高于其他两个多菌灵胁迫处理组，但与 ＣＢＺ⁃Ｍ３ 组

不具有显著差异性（Ｐ＞０．０５），这表明降解菌 ＤＪＬ⁃Ｍ３ 接

种水稻能在一定程度上提高土壤微生物活性，缓解多菌

灵胁迫对水稻根际微生态的负面影响。
我们假设多菌灵暴露 ７ ｄ 后水稻根际微生物群落

结构已经稳定，以该时间点所测量的吸光值（ＯＤ ５９０ ｎｍ）
计算各处理组的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数、Ｐｉｅｌｏｕ 指

数和 ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数分析土壤微生物群落功能多样性，
结果如表 ３ 所示，多菌灵胁迫对水稻根际土壤 Ｐｉｅｌｏｕ 指

数没有显著影响，但能显著降低 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数和 ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数（Ｐ＜０．０５），而接种 ＤＪＬ⁃Ｍ３ 能够

在一定程度上提高 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 ＭｃＩｎｔｏｓｈ 指数。

表 ３　 不同处理方式下水稻根际土壤微生物群落功能多样性指数

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘｓ ｏｆ ｒｉｃｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

香农指数（Ｈ）
Ｓｈａｎｎｏｎ⁃ｗｉｅｎｅｒ Ｉｎｄｅｘ

优势度指数（Ｄ）
Ｓｉｍｐｓｏｎ Ｉｎｄｅｘ

均匀度指数（Ｊ）
Ｐｉｅｌｏｕ Ｉｎｄｅｘ

均匀度指数（Ｕ）
ＭｃＩｎｔｏｓｈ Ｉｎｄｅｘ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ３．４２３４±０．００１３ａ ０．９９９４±０．０００３ａ ０．９９４１±０．００４５ａ １１．８２２５±０．３７０３ａ

ＣＢＺ⁃Ｍ３ ３．４０７９±０．０１０８ａｂ ０．９６５１±０．００２７ｂ ０．９８２９±０．０１９５ａ １１．６７３６±０．５１７ａｂ

ＣＢＺ ３．３５２４±０．０４８５ｂ ０．９６６１±０．００１ｂ ０．９８８６±０．００８２ａ １０．７２６４±０．５７３９ｂ

　 　 同列数据后字母不同代表差异显著（Ｐ＜０．０５）
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２．４　 水稻根际土壤微生物碳源代谢特征

　 图 ６　 不同处理组中水稻根际土壤微生物碳源代谢主成分分析

Ｆｉｇ．６ 　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ （ ＰＣＡ） ｏｆ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅｓ

ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｒｉｃｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ　

为了分析根际微生物群落多样性差异背后特定的

碳源代谢情况，同样选取 ３ 个处理组土壤在培养 ７ ｄ 后

微生物对 ３１ 种碳源的 ＡＷＣＤ 值进行主成分（ＰＣＡ）分
析，提取 ２ 个主成分，其中第 １ 主成分（ＰＣ１）和第 ２ 主

成分（ＰＣ２）的方差贡献率分别为 ９３％和 ７％，累计贡献

率达 １００％，可以全面反映根际微生物碳源代谢能力的

分异特征。 结果如图 ６ 所示，Ｃｏｎｔｒｏｌ 组在 ＰＣ１ 上得分

最高，而 ＣＢＺ⁃Ｍ３ 组在 ＰＣ２ 上得分则明显高于其他两

组，这说明无论是多菌灵暴露还是外源降解内生菌的引

入都会极显著地改变水稻根际微生物组对土壤碳源的

代谢能力；Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ＣＢＺ⁃Ｍ３ 组都位于 ＰＣ１ 轴正方

向，它们之间的距离也要比同处于 ＰＣ１ 轴与 ＰＣ２ 轴负

方向的 ＣＢＺ 组要近，这表明 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ＣＢＺ⁃Ｍ３ 组的

根际微生物对碳源的利用能力更为相似。

图 ７　 不同处理下水稻根际土壤微生物对 ３１ 种碳源代谢的指纹图谱

Ｆｉｇ．７　 Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ｏｆ ｒｉｃｅ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｅｓ ｕｓｉｎｇ ３１ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

为了进一步分析不同处理水稻根际微生物的代谢

功能类群，我们将 Ｂｉｏｌｏｇ⁃ＥＣＯ 板上 ３１ 种碳源在 ７ ｄ 测

定的 ＡＷＣＤ 值进行热图绘制，以此表征不同处理水稻

根际微生物碳代谢指纹图谱，结果如图 ７ 所示。 总体上，Ｃｏｎｔｒｏｌ 组中根际土壤微生物对碳源的整体利用能力

最强，ＣＢＺ⁃Ｍ３ 组次之，ＣＢＺ 组最弱。 在 ６ 大类碳源中，多菌灵暴露能够显著降低根际土壤微生物对糖类、氨
基酸类、酯类、醇类及酸类中 ２⁃羟基苯甲酸的利用能力，对胺类碳源的影响则不显著（Ｐ＞０．０５）。 有趣的是，内
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生菌 ＤＪＬ⁃Ｍ３ 的引入也会改变水稻根际土壤微生物的碳源代谢特性，其显著提高了糖类中 α⁃Ｄ⁃乳糖、葡萄糖⁃
１⁃磷酸盐、α⁃环状糊精和肝糖，酯类中的吐温 ８０、丙酮酸甲酯以及酸类中 Ｄ⁃氨基葡萄糖酸的利用能力，但却显

著降低了根际土壤微生物组对 Ｌ⁃苏氨酸、Ｄ，Ｌ⁃α⁃磷酸甘油、Ｎ⁃乙酰基⁃Ｄ⁃葡萄胺及酸类中 Ｄ⁃苹果酸的利用

能力。

３　 讨论

３．１　 ＤＪＬ⁃Ｍ３ 对多菌灵暴露下水稻根际土壤酶活性的影响

土壤酶是土壤重要组成部分之一，其参与土壤中绝大多数生化过程，包括营养物质转化、能量代谢和污染

物净化等［３］。 其中，过氧化氢酶主要分解土壤中过度累积的过氧化氢，降低其对植物根系及生物体的毒害作

用；脲酶是土壤中唯一一种能将尿素转化为有效氮的酰胺酶，酶促尿素水解成氨，为植物生长提供氮源；蔗糖

酶作为评价土壤熟化程度和肥力水平的常规指标之一，其可以把土壤中高分子量的蔗糖转化成能被植物和土

壤微生物吸收利用的易溶性营养物质，从而为土壤生物体提供能源及提高土壤生物学活性［２２］。 在本研究中，
我们发现多菌灵喷施刺激了水稻根际土壤中过氧化氢酶的活性，而抑制土壤脲酶和蔗糖酶的活性，该现象与

孙佳为等［２３］的研究结果基本一致。 其原因可能是多菌灵残留对水稻植株及根际微生物群落造成了一定的氧

化胁迫，作为应激反应，植株及微生物会表达更高水平的过氧化氢酶以缓解氧化损伤。 因为土壤酶主要来自

土壤微生物、植物根系分泌以及动植物残体的释放等途径［２４］，多菌灵污染抑制了根际微生物及土壤动物的活

力［８］，从而降低土壤脲酶与蔗糖酶的产生。 水稻内生菌 ＤＪＬ⁃Ｍ３ 定殖能够显著缓解多菌灵的胁迫效应，提高

土壤脲酶和蔗糖酶活力。 这可能是因为 ＤＪＬ⁃Ｍ３ 直接降解残留于土壤中的多菌灵（表 １），从而减少其对水稻

根际微生物群落的胁迫压力。 与此同时，人工接种降解性内生菌能够缓解高浓度农药对宿主作物的植物毒

性，并在胁迫条件下促进植物生长［２５］。 ＤＪＬ⁃Ｍ３ 的优良促生长特性也极有可能提高了水稻对多菌灵污染的应

激耐受性，并促进胁迫条件下植株根系的发育，进而提高土壤酶活性。 事实上，付风云等［２６］的研究已经表明，
添加对作物具有促生长功能的微生物有机肥能够显著提高多菌灵胁迫条件下土壤脲酶和蔗糖酶的活性。 综

上所述，内生菌 ＤＪＬ⁃Ｍ３ 可能通过直接降低多菌灵残留对水稻植株及根际微生物的胁迫压力，以及提高接种

水稻的生理活性来缓解多菌灵暴露对根际土壤酶活力的抑制作用。
３．２　 ＤＪＬ⁃Ｍ３ 对水稻根际中蚯蚓多菌灵胁迫耐受性的影响

蚯蚓是土壤健康的关键指示生物，其对维持土壤肥力具有重要作用，而农田生态系统中农药残留污染对

蚯蚓在个体、细胞和分子等不同生命层面都会产生毒理学作用［１９］。 郇志博等［２７］ 的研究表明，多菌灵对赤子

爱胜蚯蚓具有中等毒性，其能够诱导蚯蚓血细胞产生微核畸变，因此，残留于水稻根际的多菌灵不可避免会对

周遭的蚯蚓造成胁迫危害。 本研究发现，多菌灵施药后水稻根际土壤中蚯蚓的存活率显著降低，在所有存活

蚯蚓体内 ＳＯＤ 活性及 ＭＤＡ 含量显著高于未施药组，该现象与大多数杀菌剂农药对蚯蚓的生物毒理学研究结

果相一致［２８—２９］。 ＳＯＤ 主要参与生物体内氧化与抗氧化平衡，其能够清除因外源胁迫而产生的超氧阴离子自

由基（ＲＯＳ），保护机体细胞免受损伤［３０］；ＭＤＡ 则是 ＲＯＳ 攻击生物膜中不饱和脂肪酸而引发脂质过氧化作用

的产物，其含量高低反应机体细胞受自由基攻击的严重程度［３１］。 多菌灵残留对蚯蚓造成了氧化胁迫，导致其

体内 ＭＤＡ 水平升高，作为应激反应蚯蚓也会提高其自身 ＳＯＤ 活性以期清除机体内过多的自由基，进而缓解

氧化胁迫损伤。 ＡｃｈＥ 广泛存在于动物组织中，能够特异性催化乙酰胆碱水解为胆碱和乙酸，维持神经系统的

正常生理功能［３２］。 区别于有机磷类和氨基甲酸酯类农药对蚯蚓 ＡｃｈＥ 的抑制作用［１９］，我们发现多菌灵残留

会刺激水稻根际中蚯蚓的 ＡｃｈＥ，该现象与杀菌剂丙环唑污染诱导蚯蚓 ＡｃｈＥ 表达相一致［３３］，虽然鲜有研究能

够完全解释该现象，但蚯蚓体内 ＡｃｈＥ 活性与机体受到氧化胁迫而改变的细胞内离子平衡有关［３４］；除此之外，
ＡｃｈＥ 作为生物靶标在机体经历细胞凋亡或炎症的时候同样会被激活［３５］。 根据 ＣＢＺ 组中试验蚯蚓的存活率

及肿胀的形态，说明多菌灵残留水平已经达到促发蚯蚓产生炎症并诱发个体死亡，从而导致蚯蚓体内 ＡｃｈＥ
出现过度补偿现象［３６］。 在 ＣＢＺ⁃Ｍ３ 处理组中，虽然蚯蚓体内 ＭＤＡ 含量依然显著高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组，但可能已低
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于蚯蚓的耐受极限，所以对应的是较低水平的 ＳＯＤ 和 ＡｃｈＥ 活性及显著提高的整体存活率。 综上所述，内生

降解菌 ＤＪＬ⁃Ｍ３ 能显著缓解多菌灵残留对水稻根际中蚯蚓的氧化胁迫，提高蚯蚓在污染暴露条件下的适

应性。
３．３　 ＤＪＬ⁃Ｍ３ 对多菌灵暴露下水稻根际土壤微生物的影响

土壤微生物同样是土壤生态系统的重要组成部分，是土壤质量和健康状况的重要表征，在推动有机质分

解，养分转化与循环、促进植物营养吸收、调节土壤肥力及污染物降解过程中发挥关键作用［３７］。 研究表明，多
菌灵污染会造成土壤微生物数量及呼吸量降低，微生物群落的丰富度、均匀度和优势度受到抑制［３８］。 这与我

们研究结果相一致，虽然施药靶标是水稻植株，多菌灵在喷施过程及施药后依旧进入了水稻根际微环境，对其

中的微生物群落造成胁迫，降低其整体活性（图 ５）。 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数、Ｐｉｅｌｏｕ 指数和 Ｍｃｌｎｔｏｓｈ 指数

可以综合表征土壤微生物群落中物种的丰富度、分布的均匀度以及不同微生物对碳源的利用程度［２１］。 本研

究发现，多菌灵暴露显著降低了根际土壤微生物 Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ 和 Ｍｃｌｎｔｏｓｈ 指数，这是因为作为广谱性杀

菌剂，多菌灵可能会无差别地毒杀水稻根际土壤中的病原菌与有益微生物，从而造成群落多样性的降低［８］。
ＡＷＣＤ 值是从微生物群落对碳源的相对利用能力来反映土壤微生物的种群数量及结构特征，其值大小与微

生物代谢活性水平呈正相关关系［２０—２１］。 肖丽等［３９］ 的研究发现多菌灵污染能够对土壤生物量碳造成抑制作

用，这表明其减弱了土壤微生物对碳源的整体代谢活力。 在本实验中，接种内生菌 ＤＪＬ⁃Ｍ３ 能够提高多菌灵

暴露下水稻根际土壤微生物的 ＡＷＣＤ 值及多样性指数，这可能是接种 ＤＪＬ⁃Ｍ３ 提高了根际残留多菌灵的代谢

速率（表 １），同时减少的外源污染胁迫维护了原有微生物群落的多样性，而被 ＤＪＬ⁃Ｍ３ 促生的水稻植株同样可

以通过有益的根际互作提高微生物的活力。 土壤微生物对不同类型碳源的利用强度可以反映土壤肥力与质

量的变化，体现其群落结构在碳素物质转化和能量流动中的协同与竞争作用［４０］。 因为土壤微生物群落对碳

源的利用主要集中在碳水化合物（糖类）、氨基酸和羧酸［２０］，而多菌灵污染能够降低土壤微生物群落的活力

及多样性，进而抑制它们对这类碳源的利用。 我们发现接种降解性内生菌 ＤＪＬ⁃Ｍ３ 同样改变了根际土壤微生

物群落对碳源的代谢模式，这可能是由 ＤＪＬ⁃Ｍ３ 对特殊碳源的偏好性造成；除此之外，内生菌定殖宿主后能够

改变宿主植株所在土壤微生物的数量及组成，比如土壤细菌与真菌的比值［４１］，这同样会影响根际微生物群落

对碳源的整体利用方式。 在土壤微生物对碳源代谢的主成分分析中，ＣＢＺ 组的 ＰＣ 值与其他两组的距离要远

大于它们之间的距离，这表明多菌灵残留对水稻根际微生态的影响要强于 Ｓ． ｐａｖａｎｉｉ ＤＪＬ⁃Ｍ３ 的引入，这是因

为相对于单个菌株的接种，土壤微生物群落具有足够的缓冲能力进行适应和再平衡，多菌灵等农药污染会改

变土壤的理化性质与植物生理状况，进而在短期内重塑根际土壤微生物组成及代谢特性［４２］。 综上所述，多菌

灵暴露显著抑制水稻根际土壤微生物对碳源的代谢活性，降低其物种组成多样性与均匀度。 接种降解性内生

菌 ＤＪＬ⁃Ｍ３ 能够促进胁迫条件下水稻根际微生物对碳源的整体利用能力，提高微生物群落的多样性并在一定

程度上缓解多菌灵对水稻根际微生物群体的胁迫效应，最终将多菌灵胁迫条件下水稻根际微生物碳源代谢特

征修复到接近无污染水平。

４　 结论

本研究揭示了接种内生降解菌 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｐａｖａｎｉｉ ＤＪＬ⁃Ｍ３ 能在促进水稻根际多菌灵残留降解代谢

的同时，缓解多菌灵暴露对土壤微生物群落和蚯蚓的胁迫损害，提高多菌灵污染条件下根际土壤酶活性及微

生物群落代谢功能多样性。 因此，降解性内生菌在修复多菌灵等农药污染暴露下的水稻根际微生态环境中具

有较大的应用潜力。
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