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研究报告 

毒死蜱乳油对辣椒根围土壤细菌群落结构的影响 

陈婷  王伟* 
(华东理工大学生物反应器国家重点实验室  上海  200237) 

 
 

摘  要：【目的】了解有机磷杀虫剂毒死蜱对土壤细菌群落结构的作用。【方法】联合微生物平

板计数法、末端限制性片段多态性分析，选择 PRIMER 5 进行群落结构分析，以研究不同浓度

的毒死蜱对辣椒根围可培养和不可培养细菌群落结构的影响。【结果】毒死蜱施入后前 30 d，   

3 个处理组的可培养细菌较对照组具有显著差异(P<0.05)，但在第 30 天后，处理组可培养细菌

数均能恢复到对照水平。采用 PRIMER 5 对 T-RFLP 数据进行多角度分析发现，Hae Ⅲ酶切片

段中，对照组 C3、处理组 Y0 和 Z2 的细菌群落结构较整体聚类较远。HhaⅠ酶切片段中，     

150 µg/g 的毒死蜱处理组(Z0)在第 0 天表现出最大的群落差异。ANOSIM 表明，以不同浓度的

毒死蜱分组，各组间细菌群落组成差异不显著(Hae Ⅲ：Global R=0.041，P=0.168；HhaⅠ：Global 

R=−0.04，P=0.842)；以不同取样时间分组时，细菌群落组成差异显著(Hae Ⅲ：Global R=0.304，

P=0.001；HhaⅠ：Global R=0.28，P=0.001)。经 SIMPER 分析所有 TRFs 可知，对群落丰度贡

献最大的片段分别为 TRF239、TRF240、TRF241。在线比对得到其代表菌群有芽孢杆菌属

(Bacillus sp.)、梭菌属(Clostridium sp.)、葡萄球菌属(Staphylococcus sp.)、八叠球菌属(Sarcina sp.)、

假单胞菌属(Pseudomonas sp.)等。【结论】高浓度的毒死蜱会对土壤细菌群落产生影响，抑制根

围细菌生长，从而遏制植物的健康生长，因而有必要及时采取措施以减少大量重复使用毒死蜱

所带来的危害。 

关键词：毒死蜱，根围微生物，细菌群落多样性，末端限制性片段多样性分析 

Effect of chlorpyrifos on bacterial community structure in pepper 
rhizosphere 

CHEN Ting  WANG Wei* 

(State Key Laboratory of Bioreactor Engineering, East China University of Science and Technology,  
Shanghai 200237, China) 

Abstract: [Objective] To understand the effects of chlorpyrifos (CPF) on soil bacterial community 
structure. [Methods] Both cultivable and uncultured bacterial communities were studied by plate 
method and terminal restriction fragment length polymorphism (T-RFLP). PRIMER-E was used to 
analyze the data generated by T-RFLP. [Results] At the first 30 days, cultivable bacteria in 
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CPF-treated group were significant different from the control group (P<0.05). The numbers of 
cultivable bacteria were recovered after the 30th day. Based on the analyzed of T-RFLP data by 
PRIMER-E, bacterial community was mostly changed (Hae III: C3 (the control group on 30th day), 
Y0 (the 15 µg/g CPF-treated group on the first day), Z2 (the 150 µg/g CPF-treated group on the 20th 
day); HhaⅠ: Z0 (the 150 µg/g CPF-treated group on the first day)). ANOSIM indicated that no 

significant differences were found between different chlorpyrifos concentrations (Hae Ⅲ: Global 

R=0.041, P=0.168; HhaⅠ: Global R=–0.04, P=0.842), while significant differences were found 

between different sampling time (Hae Ⅲ: Global R=0.304, P=0.001; HhaⅠ: Global R=0.28, 
P=0.001). TRF239, TRF240 and TRF241 made the largest contributions to community abundance. 
Several representative bacterial communities such as Bacillus sp., Clostridium sp., Staphylococcus 
sp., Sarcina sp., Pseudomonas sp. were achieved by online blasting. [Conclusion] High 
concentrations of chlorpyrifos will have a great disturbance on soil bacterial community, which will 
inhibit the growth of rhizosphere bacteria and may suppress the growth of plants. Thus we should 
reduce the harm caused by repeated use of chlorpyrifos in time. 

Keywords: Chlorpyrifos, Rhizosphere microorganisms, Bacterial community diversity, Terminal 
restriction fragment length polymorphism 

土壤微生物是土壤微生态中起调节作用的主

要群体，其生命活动及代谢产物对土壤的肥力、

有机质的矿化和腐化等各个方面都具有重要作   

用[1]。日常生态系统活动，如垃圾降解、促进植物

生长、养分循环以及污染物或农药的生物降解

等，都需要微生物的参与[2]，而微生物多样性是保

持其适当生态作用的重要条件。 

有机磷农药作为一种高效、广谱的内吸性杀

虫剂，被广泛应用于防治粮食等经济作物害虫。

滥用有机磷农药会造成其在环境中的残留量逐步

上升，对土壤污染日益严重，使土壤中微生物个

体的数量大大减少，严重破坏土壤的微生态平   

衡[3]。毒死蜱[Chlorpyrifos，O,O-二乙基-O (3,5,6-

三氯-2-吡啶基)硫代磷酸酯，CPF]是一种中等毒

性有机磷杀虫剂、杀螨剂，是有机磷农药的代表  

之一[4]。毒死蜱杀虫谱广泛，几乎对大部分农作物

上发生的虫害都能有效防护，特别是能有效保护

一些主要作物如水稻、小麦、棉花等免受害虫侵

蚀，多数国家还将其应用于白蚁的防治与控制[5]。

毒死蜱在水中溶解度较小(25 °C时 2 mg/L)，易与

土壤中的有机质结合，能有效防治地下害虫，防

治时间长达 30 d[6]。 

鉴于微生物在土壤中的重要作用，农药与土

壤微生物间的相互作用一直被广泛研究(包括微生

物碳，微生物氮，微生物群落，微生物功能多样

性，微生物呼吸，酶活性，氮循环)。在 20 世纪 

90年代就有学者研究毒死蜱对土壤微生物的影响情

况[2]。在农田土壤中，毒死蜱以推荐用量10 μg/g和

300 μg/g施药时，土壤细菌总量会减少，氮固定细

菌显著减少，间接影响固氮效果，但真菌群落和

反硝化细菌并不因毒死蜱的施入而受影响[7]。另有

研究表明[8]，在有机磷农药污染的土壤中，细菌群

落的生长受到限制，而真菌群落却呈增加趋势，

逐渐变成优势菌群；当这种现象严重时，会导致

某些微生物灭迹，物种多样性下降，从而破坏微

生态平衡。现阶段，已从污染土壤中分离出一部

分高效有机磷农药降解菌[9-11]，但是关于污染土壤

中微生物种群的变化并没有很深入的研究。因

此，有必要选取更有效的手段研究有机磷农药对

土壤微生物群落结构的影响。 

本研究结合平板计数、末端限制性片段多样

性分析等方法研究毒死蜱对植物根围土壤细菌群

落的影响，并用 PRIMER 5多角度分析土壤微生物

群落变化，从宏观意义上研究有机磷农药对土壤

微生物的整体影响情况，全面了解毒死蜱的污染

机制，对进一步修复土壤中毒死蜱污染具有指导
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性作用。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  实验样品：毒死蜱(480 g/L乳油；美国默赛

技术公司，农药登记号 PD20084731)。 

室内盆栽实验所用土壤采自上海市奉贤区近  

6 年内未使用过农药的农田，去除表层土壤，收集

近地面 0−30 cm处的土壤，迅速运至实验室。在实

验室内将备用土壤风干，过 2 mm筛，混合均匀，

将过筛土壤在室温下放置一周，盆栽试验备用。 

1.1.2  主要试剂和仪器：细菌通用引物由生工生

物工程(上海)有限公司合成；限制性内切酶，宝生

物工程(大连)有限公司；ExTaq 酶，北京康为世纪

生物科技有限公司；琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂

盒，天根生物科技有限公司。 

XW80-A旋窝混合器，上海青浦沪西仪器厂；

FA2004 分析天平，上海恒平科学仪器有限公司；

HWS12 型电热恒温水浴锅，上海一恒科学仪器有

限公司；Centrifuge 5430/5430R高速离心机，微量

移液器(2.5，10 µL)，Bio Spectrometer Basic核酸定

量仪，Eppendorf公司；Hoefer eps 2A200电泳仪，

Hoefer 公司；S1000TM PCR 仪，Bio-Rad 公司；

Gel Doc-It凝胶成像仪，UVP公司；ABI 3730XL测

序仪，ABI公司。 

1.1.3  培养基：Luria-Bertani 培养基(g/L)：胰蛋白胨

10.0，酵母提取物5.0，NaCl 5.0，琼脂15.0，pH 7.4。 

1.2  室内盆栽试验 

实验选取农田常用品种朝天椒 (Cap s i cum 

frutescens L.)的种子，根据 GB/T3543.4-1995 的方

法进行纸上辣椒催芽育苗，待辣椒成苗后移栽入

直径 10 cm的圆形塑料花盆。每盆装 600 g过筛土

样，待辣椒苗成活后，去除长势弱的苗，留下 3株

备用。根据农田推荐用量，将毒死蜱(480 g/L 乳

油 ； 美 国 默 赛 技 术 公 司 ， 农 药 登 记 号 ：

PD20084731)浓度分别设为：1.5、15、150 μg/g 

(表 1)，每组 3 个重复。所有盆栽均在光照培养箱 

表 1  480 g/L 毒死蜱浓度配比 
Table 1  The concentrations of chlorpyrifos (480 g/L) 

编号 

Number

绝对体积 

Absolute volume 
(μL/0.6 kg soil) 

土壤相对含量 

Relative contents 
(μg/g) 

CP1 1.875 1.5 

CP2 18.750 15.0 

CP3 187.500 150.0 

 
 

中培养，培养温度 28 °C，光照 12 h，含水量保持

为田间最大含水量的 60%，每 2 d浇水一次，保证

水能使土壤湿润，且不漏出花盆。共栽培 60 d。每

10 d记录辣椒生长状况以及土壤取样。 

1.3  辣椒根围土壤的采集 

将盆内辣椒连根拔起，不断抖动辣椒根部，

收集土壤。去除土壤中植物根须、细石等杂质后

过 40目筛，置−20 °C保存，作为根围土壤备用。 

取 10 g根围土壤，按 1:2.5的比例配制成土壤

悬液，150 r/min振荡 15 min，静置 30 min，用 pH

计测定土壤 pH。平行处理 3 次，记录数据。土壤

含水量采用烘干称重法进行测定[12]，重复 3次，取

平均值。土壤有机碳采用重铬酸钾氧化法测     

定[12]，总氮采用半微量开氏法测定[12]，土壤粒径

通过激光粒度仪(型号 LS230)分析法进行测定[13]。 

1.4  土壤毒死蜱残留检测 

所有土壤中毒死蜱含量委托青岛科标化工分

析检测有限公司用气相色谱-质谱对预处理后的溶

液进行定量检测。根据 GB/T19648-2006 修改得到

土壤毒死蜱残留检测方案的加标回收率为 97.6%，

该方法检出限为 0.05 μg/g，适用于本次试验土壤

中毒死蜱残留的检测。 

根据《化学农药环境安全评价试验准则》农药

在土壤的降解特性试验方法，通过降解半衰期 t0.5

来表示 480 g/L毒死蜱乳油在土壤中的降解速率。

经 GC-MS 检测得到土壤毒死蜱残留量，经指数回

归方程计算得出本次试验中毒死蜱在室内盆栽土

壤中的半衰期 t0.5为 22.06 d。 
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1.5  土壤可培养细菌计数 

准确称取根围土壤 5 g至装有玻璃珠灭菌玻璃

瓶，加45 mL无菌水，200 r/min振荡30 min，使土

壤颗粒充分破碎，以此为 10−1 土壤悬液，制备

10−4、10−5、10−6悬液涂布于Luria-Bertani培养基，

正面朝上放置 20−30 min，然后倒置于 37 °C恒温

培养箱内培养 72 h，计数。每一稀释梯度设 6个重

复，每个处理重复 3次。 

1.6  T-RFLP 对土壤细菌多样性分析 

土壤总DNA提取是在LaMontagne等[14]的基础

上改进，加入研磨、振荡等步骤，不断优化以提

高总 DNA的提取效率。 

选用细菌通用型引物 27F (5′-AGAGTTTGATC 

CTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-GGTTACCTTGTTA 

CGACTT-3′)[15]扩增土壤细菌16S rRNA基因片段，

上游引物 5′末端用荧光物质 6-FAM进行标记。 

细菌 16S rRNA 基因的扩增条件和体系参照

Don 等[16]，采用 Touch-Down PCR 对土壤总 DNA

中的细菌群落 16S rRNA基因进行扩增，扩增产物

用琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒纯化回收，最后选

用限制性内切酶 Hae Ⅲ和 HhaⅠ进行酶切[17]。酶

切产物交由生工生物工程(上海)股份有限公司进行

STR检测。 

1.7  数据分析 

将经 STR 分析所得的末端限制性片段

(Terminal restriction fragments，TRFs)数据去除片段

长度小于 50 bp和大于 500 bp的数据以及荧光单位

小于 50的数据。计算筛选后每个 TRF所占总峰面

积的百分比，用于后续分析。 

从土壤微生态群落结构角度，选用大型多元

统计分析软件 PRIMER 5 version 6.1.9 (PRIMER-E 

Ltd.，Plymouth，UK)对所得 T-RFLP数据进行多角

度分析[18]。通过非度量多维尺度模型(Non-metric 

multidimensional scaling approach，nMDS)和聚类分

析(CLUSTER)对整体数据做相似性等级区分[19]，

通过非参数多元方法(ANOSIM)对全部数据进行相

似性分析以及不同水平之间的配对比较，通过

SIMPER 分析得到不同毒死蜱处理组与对照组之间

起主导作用的T-RFs[18]。其中nMDS、CLUSTER、

ANOSIM 都基于 Bray-Curtis 相似性矩阵。

Bray-Curtis相似性矩阵先将所有数据标准化，再通

过 log(x+1)对 TRFs 所有数据进行转化用于突出稀

少和优势 TRFs。 

将由SIMPER分析得到的对毒死蜱影响下辣椒

根围土壤微生物群落多样性贡献最大的几个 TRFs

利用 Microbial community analysis III (http://mica. 

ibest.uidaho.edu/)的分析软件 Virtual Digest (ISPaR)

与 RDP 数据库进行在线比对，得到具体的相关细

菌群落信息[20]。 

采用单因素方差分析(One-way ANOVA)检验

各组间数据的差异性。P<0.05 认为差异显著。相

关分析均采用 SPSS 19.0 (IBM corporation)完成。 

2  结果与分析 

2.1  毒死蜱对辣椒根围土壤可培养细菌数量的

影响 

本次盆栽实验所用的土壤为壤土，呈弱酸性

(表 2)。毒死蜱处理(1.5 μg/g和 15 μg/g)对土壤可培

养细菌出现抑制-恢复的趋势。第 10天，土壤可培

养细菌数量与对照组相比，无差异 (P=0.575)；第

20 天，各处理组可培养细菌属均低于空白对照，

特别是 1 5  μ g / g 毒死蜱处理组，差异显著

(P=0.021)。该抑制作用一直持续到第 40 天，而后 

 
表 2  土壤理化性质 

Table 2  physical and chemical properties of the 
experimental soils 

土壤性质 

Soil properties 

农田土壤 

Farmland soil 

pH 7.86±0.20 

总氮 Total nitrogen (μg/g) 1.33±0.09 

有机碳 Organic carbon (μg/g) 10.21±1.18 

有机质含量 Organic matter content (μg/g) 1.67±1.54 

砂粒含量 Sand (50−2 000 μm，%) 17.08 

粉粒含量 Silt (2−50 μm，%) 79.86 

粘粒含量 Clay (<2 μm，%) 3.06 

土壤质地 Soil type Loam 
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恢复至对照水平；毒死蜱 150 μg/g处理下，土壤可

培养细菌出现抑制-促进-恢复的趋势。第20天，土

壤可培养细菌数量显著低于空白对照(P=0.014)；

第 30 天，土壤可培养细菌数量显著高于空白对照

(P=0.014)；第 40天恢复至对照水平(图 1)。这些说

明毒死蜱处理 20 d 后对辣椒根围土壤可培养细菌

有明显的影响。 

2.2  毒死蜱对辣椒根围土壤细菌群落结构的

影响 

T-RFLP 数据中筛选得到的限制性片段长度为

57−500 bp，对筛选所得数据计算每个 TRF所占总

峰面积的百分比，最后利用 PRIMER 5对所有数据

进行统计学分析，探讨不同浓度的毒死蜱乳油对

土壤中细菌群落的影响。 

2.2.1  Hae Ⅲ酶切所得的细菌群落结构差异：限

制性内切酶 Hae Ⅲ酶切扩增产物共得到 34个相对

有效片段，其中平均含量在 1%以上的优势片段为

TRF125、TRF231、TRF233、TRF236、TRF286、

TRF288和 TRF307，平均含量最高的 3个优势片段

为 TRF231 (5.87%)、TRF233 (3.57%)和 TRF307 

(3.52%)。 

图 2反应了整个辣椒生长周期，不同毒死蜱处

理组(1.5、15、150 μg/g)每个土壤样品中细菌群落 
 

 
 

图 1  毒死蜱对辣椒根围土壤可培养细菌数的影响 
Figure 1  The effect of chlorpyrifos on the cultivable 
bacterial community of pepper rhizosphere soil 

 

 
图 2  辣椒根围土壤中微生物群落结构基于 STR 数据的多变量分析 

Figure 2  Multivariate statistical analyses of the bacterial community of pepper rhizosphere soil based on STR data 
注：图 A、C：非度量多维尺度分析(nMDS)；图 B、D：聚类分析(Cluster)，基于 Bray-Curtis 相似性矩阵通过 PRIMER-E 分析得到；

图 A、B：由限制性内切酶 Hae Ⅲ酶切所得的数据分析；图 C、D：由限制性内切酶 HhaⅠ酶切所得数据分析. ：对照组

(C0−C6)； ：毒死蜱浓度为 1.5 μg/g 的处理组(X0−X6)； ：毒死蜱浓度为 15 μg/g 的处理组(Y0−Y6)； ：毒死蜱浓度为     

150 μg/g的处理组(Z0−Z6). 
Note: The inputs of the MDS (A, C) and the cluster analyses (B, D) were T-RFLP profiles of soil microbial based on Bray-Curtis similarity 
matrix. Picture A and B was get from the data digested by Hae Ⅲ, while C and D was HhaⅠ. : The control group (C0−C6); : The 
treatment group of chlorpyrifos concentration 1.5 μg/g (X0−X6); : The treatment group of chlorpyrifos concentration 15 μg/g (Y0−Y6); 

: The treatment group of chlorpyrifos concentration 150 μg/g (Z0–Z6). 
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的差异性。在室内培养第0天到第60天中，Hae Ⅲ

酶切所得的 CLUSTER 聚类结果在 60%水平上(虚

线所示)，可划分为 5 个组，其中对照组 C3 (对照

组第 30天土样)、处理组Y0 (15 μg/g处理组第 0天

土样)和Z2 (150 μg/g处理组第2天土样)的细菌群落

结构较整体群落结构聚类较远(图 2A、B)。基于

Bray-Curtis相似性矩阵的ANOSIM分析结果显示，

经Hae III酶切后，以加入不同浓度的毒死蜱分组，

各组间细菌群落组成差异不显著(Global R=0.041，

P=0.168)，而以不同取样时间分组时，细菌群落组

成差异显著(Global R=0.304，P=0.001)，该差异性在

第 50天和第 60天表现最为明显(P=0.029)。 

SIMPER 分析表明了不同毒死蜱处理组间，引

起细菌群落差异的主要 TRF 片段(以累积贡献率表

示)。施用毒死蜱浓度 1.5 μg/g 与 150 μg/g 时，

TRF240、TRF239、TRF241累积贡献最大，在2个

浓度中分别为 11.52%、12.53%；而在毒死蜱浓度

为 15 μg/g 的土壤中，TRF240、TRF289 贡献最

大，2 个片段的累积贡献率为 9.10%。从土壤中是

否施用毒死蜱的角度看，当施用毒死蜱浓度为   

1.5 μg/g及 15 μg/g时，TRF240的平均丰富度均呈

下降趋势；但毒死蜱浓度增加到 150 μg/g时，较对

照 TRF240的平均丰富度出现上升趋势。在这 3种

土壤中，TRF240 均属于较丰富的群落片段，对整

个土壤细菌群落的贡献分别为 4.40%、5.01%、

4.47% (表 3)。Hae III酶切数据中TRF240贡献率较

大，在线比对的结果显示该片段包含的细菌群落

有芽孢八叠球菌属 (Sporosarcina sp.)、梭菌属

(Clostridium sp.)、动性杆菌属 (Planomicrobium 

sp.)、动性球菌属(Planococcus sp.)。 

 

表 3  辣椒根围土壤微生物群落结构基于 T-RFLP (Hae III)处理的 SIMPER 分析 
Table 3  SIMPER test of T-RFLP data digested by Hae III in chlorpyrifos treated soil samples to evaluate the effects of 

chlorpyrifos application on bacterial community structures 
毒死蜱浓度 1.5 μg/g vs. 0 μg/g，平均差异=40.16% 

Effect of chlorpyrifos (1.5 μg/g) across all time groups, average dissimilarity=40.16 
TRF Av.Abund (0 μg/g) Av.Abund (1.5 μg/g) Contrib (%) Cum. (%) 

240 0.06 0.01 4.40 4.40 

239 0.10 0.15 3.78 8.17 

241 0.09 0.13 3.35 11.52 

219 0.01 0.01 3.10 14.62 

毒死蜱浓度 15 μg/g vs. 0 μg/g，平均差异=42.19% 

Effect of chlorpyrifos (15 μg/g) across all time groups, average dissimilarity=42.19 
TRF Av.Abund (0 μg/g) Av.Abund (15 μg/g) Contrib (%) Cum. (%) 

240 0.06 0.04 5.01 5.01 

289 0.02 0.01 4.09 9.10 

239 0.10 0.11 3.97 13.07 

241 0.09 0.12 3.56 16.63 

毒死蜱浓度 150 μg/g vs. 0 μg/g，平均差异=48.69% 

Effect of chlorpyrifos (150 μg/g) across all time groups, average dissimilarity=48.69 
TRF Av.Abund (0 μg/g) Av.Abund (150 μg/g) Contrib (%) Cum. (%) 

239 0.10 0.10 4.56 4.56 

240 0.06 0.09 4.47 9.03 

241 0.09 0.13 3.50 12.53 

85 0.00 0.03 3.33 15.86 

288 0.04 0.02 3.27 19.13 

注：对照组毒死蜱处理组间TRF的平均丰富度和丰富高的TRF (以%表示). Contrib是每个片段对整个群落的贡献，Cum.为累积贡献. 

分别显示了 1.5 μg/g与对照组、15 μg/g与对照组、150 μg/g与对照组间片段的丰富度. 
Note: Average abundances and contributions of the most abundant TRFs (expressed as %) to the dissimilarity between CPF-treated and 
untreated soil samples as well as the most contrasting time groups. Contrib stands for the contribution of one TRF to the whole community 
abundance, cum. stands for the accumulated contributions. 
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2.2.2  HhaⅠ酶切所得的细菌群落结构差异：经限

制性内切酶 HhaⅠ酶切后共得到 51 个相对有效片

段，平均相对含量在 3%以上的优势片段有

TRF208、TRF231、TRF239、TRF240、TRF241、

TRF288，其中含量最高的 3 个片段为 TRF239 

(10.81%)、TRF240 (7.62%)和 TRF241 (8.71%)。 

在整个生长周期中，HhaⅠ酶切 CLUSTER 聚

类结果在 50%水平上(虚线所示)，可划分为 5 个

组，其中 150 μg/g的毒死蜱处理组(Z0)在第 0天表

现出最大的群落差异(图 2C、D)。ANOSIM分析结

果显示，经 HhaⅠ酶切后，不同毒死蜱浓度处理组

间的差异不显著(Global R=–0.04，P=0.842)，但不

同取样时间之间，细菌群落结构的差异具有统计

学意义(Global R=0.28，P=0.001)。 

3 个毒死蜱处理组中对整个群落丰富度贡献最

大的均为 TRF240、TRF239，3 组的累积贡献分别

为 11.22%、12.08%、12.32%。与对照组相比，  

150 μg/g 毒死蜱处理组 TRF240 的丰富度较对照

有所升高，对群落多样性的贡献为 6.01%，其余

两组均是下降趋势，而 TRF239 在这 3 种处理组

中平均丰富度变化相对较小，无明显的上升和下

降趋势。HhaⅠ酶切数据显示，毒死蜱对经

HhaⅠ酶切所得的细菌种群毒害较大，每个处理

组及对照组间都表现出明显差异。其中 TRF239

片段含量最高，在 0–20 d时，各处理组该片段均

呈不断上升趋势，之后不断下降趋于对照水平，

可见毒死蜱对该片段所代表的细菌群落具有刺激

作用(表 4)。 

 
表 4  辣椒根围土壤微生物群落结构基于 T-RFLP (Hha I) 处理的 SIMPER 分析 

Table 4  SIMPER test of T-RFLP data digested by Hha I in chlorpyrifos treated soil samples to evaluate the effects of 
chlorpyrifos application on bacterial community structures 

毒死蜱浓度 1.5 μg/g vs. 0 μg/g，平均差异=39.28% 

Effect of chlorpyrifos(1.5 μg/g) across all time groups, average dissimilarity=39.28 
TRF Av.Abund (0 μg/g) Av.Abund (1.5 μg/g) Contrib (%) Cum. (%) 

240 0.06 0.01 5.89 5.89 

239 0.10 0.15 5.33 11.22 

241 0.09 0.13 4.50 15.71 

58 0.03 0.03 3.81 19.52 

219 0.01 0.01 3.01 22.52 

毒死蜱浓度 15 μg/g vs. 0 μg/g，平均差异=48.78% 

Effect of chlorpyrifos(15 μg/g) across all time groups, average dissimilarity=48.78 
TRF Av.Abund (0 μg/g) Av.Abund (15 μg/g) Contrib (%) Cum. (%) 

240 0.06 0.04 6.67 6.67 

239 0.10 0.11 5.41 12.08 

58 0.03 0.05 4.68 16.76 

241 0.09 0.12 4.46 21.22 

286 0.02 0.01 4.33 25.55 

毒死蜱浓度 150 μg/g vs. 0 μg/g，平均差异=43.42% 

Effect of chlorpyrifos (150 μg/g) across all time groups, average dissimilarity=43.42 
TRF Av.Abund (0 μg/g) Av.Abund (150 μg/g) Contrib (%) Cum. (%) 

239 0.10 0.10 6.31 6.31 

240 0.06 0.09 6.01 12.32 

241 0.09 0.13 4.65 16.97 

288 0.04 0.02 4.28 21.26 

85 0.00 0.03 4.13 25.39 

注：对照组毒死蜱处理组间TRF的平均丰富度和丰富高的TRF (以%表示). Contrib是每个片段对整个群落的贡献，Cum.为累积贡献. 

分别显示了 1.5 μg/g与对照组、15 μg/g与对照组、150 μg/g与对照组间片段的丰富度. 
Note: Average abundances and contributions of the most abundant TRFs (expressed as %) to the dissimilarity between CPF-treated and 
untreated soil samples as well as the most contrasting time groups. Contrib stands for the contribution of one TRF to the whole community 
abundance, cum. stands for the accumulated contributions. 
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经过在线比对，能明显得出辣椒根围土壤中

具有代表性的细菌群落，这里有土壤中的常见细

菌种群，如放线菌属(Actinobacterium sp.)、芽孢杆

菌属 (Bacillus sp.)、假单胞菌属 (Pseudomonas 

sp.)、地芽孢杆菌属(Geobacillus sp.)等。 

3  讨论 

本研究采用室内盆栽实验，综合使用微生物

平板计数法和 T-RFLP 技术，分析有机磷农药毒死

蜱施用后辣椒根围细菌群落的变化。可培养细菌

的结果显示，与对照组相比，毒死蜱施入后第   

20 天，能显著降低土壤中可培养细菌的含量。

Hindumathy 等[21]的研究也得到相同的结果，认为

在有机磷农药毒死蜱污染的土壤中，细菌难以存

活。这可能由于毒死蜱的初级代谢产物 3,5,6-三 

氯-2-吡啶酚具有抗菌作用[22]。本次实验中，农药

施入初期土壤细菌数显著下降可能就是由于此类

抗菌物质的产生所致[23]。 

在盆栽实验和可培养微生物计数法基础上，

采用 T-RFLP 技术分析根围细菌群落结构的变化。

T-RFLP 中，采用两种限制性内切酶 Hae Ⅲ和

HhaⅠ单独进行酶切，得到具有最优丰富度和均匀

度的 TRFs。经过比较两种酶的酶切结果，发现

HhaⅠ可获得数量更多、分布更均的 TRFs。 

T-RFLP 的结果选择 PRIMER-E 进行统计分

析。首先，采用 nMDS和 CLUSTER对每个土壤样

品(不同时间、不同处理组)进行等级区分。结果显

示受毒死蜱处理过的根围土壤细菌群落结构只在

实验的前 30 天与对照组有明显不同。同样，Chen

等[24]也得到了类似的结果。他们将农田土壤用终

质量分数 5 μg/g和 20 μg/g毒死蜱处理，同时以不

施用毒死蜱为对照，定期采集土样进行毒死蜱残

留测定并提取土壤 DNA，用变性梯度凝胶电泳

(DGGE 指纹图谱技术)和主成分分析(PCA 分析)对

其细菌群落进行分析。结果与本实验一致，在 30 d

以内与对照组细菌群落结构存在差异，而到第  

60 天则恢复到对照水平。毒死蜱对细菌群落的扰

动集中在植物生长的前 30 d，这可能是由于毒死蜱

较易与土壤中有机质与腐殖质相结合[25]，随着毒

死蜱在土壤中的时间推移，其毒性也逐渐减小，

对土壤细菌群落的影响也不断减小。因此，在后

期的辣椒生长过程中，根围细菌群落结构虽有波

动，但波动程度不大，总体上对辣椒根围细菌群落

结构的影响较小。但当毒死蜱浓度增加到 150 μg/g

时，土壤细菌群落表现出明显差异，可能是由于

毒死蜱的有毒代谢产物 3,5,6-三氯-2-吡啶酚(TCP)在

土壤中不断积累[26]，而 TCP具有显著的抑菌性[4,27]，

因此根围细菌受 TCP的抑制更为显著。 

ANOSIM 分析同时研究了不同毒死蜱浓度以

及不同取样时间对辣椒根围细菌群落结构的影

响。以 HhaⅠ的分析结果为例，不同浓度毒死蜱处

理组间未表现出明显的群落结构差异，而不同时

间内差异显著。ANOSIM 分析是对 nMDS 和

CLUSTER 的补充分析，分析结果总体一致，均表

明根围细菌群落结果在毒死蜱施入后，受时间的

影响更大。这可能归因于高浓度的毒死蜱不仅自

身会降低土壤细菌数，随着时间的推移，可能会

产生更多具抑菌作用的代谢产物 TCP，这种双重

毒性使得土壤细菌种群发生了显著性变化。 

SIMPER 分析阐述了 T-RFLP 数据中对群落丰

度贡献较大的 TRF，经过比对已知这些 TRFs所代

表的主要菌群为放线菌属、芽孢杆菌属、假单胞

菌属、地芽孢杆菌属等。Akbar等[28]采用DGGE指

纹图谱技术对毒死蜱污染后的细菌群落进行分

析，发现种群丰度明显增加的菌群有假单胞菌

属、不动杆菌属、寡养单胞菌属等，部分结果与

本次实验相似，但由于土壤类型、是否有植物生

长以及毒死蜱浓度的差异，个别菌群存在差异。

相同的菌群中，Pseudomonas sp.和 Bacillus sp.是土

壤中的主要细菌种群，这些类群有一部分能有效

抑制植物病害[11,16,29-30]，是潜在的生防菌。因此，

后续会针对这些潜在的生防菌做进一步研究。 

本研究是第一个通过室内模拟正常自然环境
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下的植物生长，采用不依赖于培养的 T-RFLP 技

术，探究不同浓度毒死蜱施用后辣椒根围细菌群

落结构的变化，在核酸水平上通过对特定核苷酸

片段长度的测定来分析比较微生物群落结构和功

能。现阶段，多数研究采用 DGGE 分析农药对土

壤细菌种群的影响。与 DGGE 相比，T-RFLP 技术

操作更加简便、通量更高、重复性更好。与统计

分析软件PRIMER-E联合使用后，分析结果更加深

入和全面，为后续变化菌群的定量分析以及变化

菌群与土壤状态、植物生长的联系研究提供了理

论基础。 

4  结论 

通过平板计数法和 T-RFLP 技术相结合，低浓

度的毒死蜱会对土壤细菌群落结构产生短暂扰

动，而高浓度毒死蜱能显著降低辣椒根围土壤细

菌群落丰度，影响细菌群落结构。本研究较为系

统地评价了毒死蜱对辣椒根围细菌群落整体结构

的影响，为毒死蜱的科学、合理、安全施用，田

间残留的监测以及土壤中毒死蜱的生物修复提供

了重要的理论基础和技术支撑。 
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科技信息摘录 

致病菌减少和性别平等相关 

一项研究报告称，在过去几十年里，传染病流行度下降与英美两国性别平等的提升相关联。该研究认为，

为减少传染病而采取的措施，如接种疫苗、免费医疗保健、公共卫生和水处理，也许能够提高全球性别平等。

相关成果近日在线发表于《自然—人类行为》。 

虽然不同社会之间的性别平等差异及其内部变化已有详细记录，但是人们对性别平等程度发生变化的成因

了解不多。 

美国亚利桑那州立大学的Michael Varnum和 Igor Grossman利用该国 1951−2013年间以及英国 1945−2014年

间的历史数据，考察了 4个关键生态维度(传染病、资源稀缺度、战争和气候压力)对性别平等随时间变化的影响。

他们发现，在所考察变量中，致病菌流行性对性别平等表现出最强烈的关联度。在英美两国，致病菌流行性发

生变化后，性别平等也发生了变化，表明二者之间可能存在因果关系。他们发现，更为传统的文化规范和态

度不能解释致病菌与性别平等之间的关联，但生活史策略会显著调节致病菌对性别平等的影响。即当传染病

水平处于低位时，人们更有可能采取较慢的生活史策略。对于女性而言，这可能意味着为追求教育和事业而

延迟生育。 

研究人员表示，虽然他们的分析不能确切推断出因果关系，但是仍能表明性别平等对致病菌流行性具有重

要影响。 

——摘自《科学网》2016-11-18 

http://paper.sciencenet.cn/htmlpaper/201611181230884541903.shtm 
 


