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摘要：通过室内培养试验，分别在不同时间取样分析，采用熏蒸-提取法测定土壤微生物生物量碳，提取液中的有机碳采用总有机碳分析仪测定，提取液中的氮采用凯氏消煮法测定；采用直接吸收法滴定测定土壤呼吸作用。研究了阿特拉津、甲磺隆、丁草胺3种除草剂对土壤微生物生物量碳、氮及呼吸强度的影响，揭示了3种除草剂污染的土壤中微生物生物量碳、氮的消长过程及土壤呼吸的动态变化。研究结果显示在较高使用浓度胁迫条件下，培养前20 d 3种除草剂都明显减少土壤微生物生物量碳、氮及抑制土壤呼吸。但这种抑制效应是随着时间而变化的，20 d以后，它们对这些能表征土壤环境生态效应的生物学指标的影响随之降低。甲磺隆对微生物生物量碳、氮及呼吸作用等生物学指标的影响大于阿特拉津和丁草胺也可能与它们在土壤中的降解速率有关。
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微生物在土壤有机质的转化过程及土壤肥力的维持方面起着不可低估的作用[1-2]。土壤中微生物生物量虽然仅占土壤有机质的很小一部分（1%~4%），但其养分有效高，是土壤有机质中活性最高的部分。在土壤生态系统中微生物量作为有机质降解和转化的动力，是重要的植物养分贮备库，对植物养分转化、有机碳代谢都具有十分重要的作用[3-4]，且对分解土壤中的有机污染物具有独特的影响。为了更好地了解这一过程，研究污染土壤中的微生物生物量、微生物的种类以及微生物群体之间的相互作用是十分重要的[5]。以往的工作集中于微生物生物量方法的研究或把它作为一种肥力指标[6-7]，及重金属污染对微生物生物量的影响[8]，而在有机物污染方面的报道并不多。本文研究了土壤微生物对3种除草剂污染的响应，旨在揭示除草剂污染的土壤中微生物生物量碳、氮的消长过程及土壤呼吸的动态变化，从中试图了解除草剂污染土壤的生态效应。
1  材料与方法

1.1  供试材料

1.1.1  土壤  

供试土壤取自浙江省杭州市，为发育于湖海沉积相的粉壤土，多年来一直种植水稻，基本理化性质：砂粒22.4%，粉粒58.5%，粘粒20.1%，持水容量71.42%，有机质20.2 g.kg-1，阳离子交换量9.0 CmoL.kg-1，pH (H2O) 7.38，全氮3.2 g.kg-1。

1.1.2  除草剂 

甲磺隆（浙江省药物检定所提供，纯度≥92%），丁草胺（浙江省杭州市农药厂提供，50%乳油），阿特拉津（浙江省长兴化工有限公司提供，纯度≥97%）

1.2  试验方法及样品处理

1.2.1  微生物生物量的测定及样品处理  

测定方法：采用熏蒸-提取法测定土壤微生物生物量碳[9]，提取液中的有机碳采用总有机碳分析仪（日本Shimmazu TOC-500）测定。同样采用熏蒸-提取法测土壤微生物生物量氮，提取液中的氮采用凯氏消煮法测定。

试验处理：称取一定量的固体甲磺隆、阿特拉津及准确吸取一定体积的丁草胺除草剂，分别溶于少量体积分数为99.5%的甲醇(分析纯)中，按50%甲醇+50%无菌水的比例配制成质量浓度为50 µg·mL-1的甲磺隆或阿特拉津或丁草胺溶液。以相同甲醇无菌水比例将3种除草剂溶液稀释至10 µg·mL-1。吸取5 mL配制好的10 µg·mL-1的溶液均匀加入装有相当于烘干土质量120 g的新鲜土样的塑料杯中，使土壤中除草剂的质量分数为10 mg·kg-1，在室温下待甲醇完全蒸发后，混匀，加入适量无菌水将土壤含水量调节到田间最大持水量的50%，置于25±1 ℃的生化培养箱中恒温培养，每天通过称重法补充培养过程中损失的水分。除草剂处理后第1、3、5、10、15、20、30、45 天取样测定土壤微生物生物量碳、生物量氮，重复3次，同时做空白对照。

1.2.2  土壤呼吸作用的测定  

测定方法：本实验采用直接吸收法（密闭法）滴定测定土壤呼吸作用。

试验处理：称取30 g土样于100 mL高型烧杯中。加入少量水湿润土壤。将小烧杯放入容积为1 000 mL的可密闭标本瓶中，在25±1 ℃的生化培养箱中预培养7 d，7 d后加入一定量的除草剂，使土壤中除草剂质量分数达到10 mg.kg-1，添加无菌水使土壤含水量达田间持水量的50%，充分混匀。重新放入换过气的标本瓶中，同时放入盛有5 mL 0.2 mol/L标准NaOH的小烧杯，封闭瓶口后置于25±1 ℃的生化培养箱中继续培养，定期取出小烧杯测定土壤呼吸作用，重复3次。同时做空白对照。

2  结果与讨论
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Fig. 1 Effect of three herbicides on microbial biomass C in a
paddy soil
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2.1  不同除草剂对土壤微生物生物量碳、氮的影响 

3种供试除草剂对土壤微生物生物量碳(Cmic)的影响随时间的变化趋势如图1所示。结果表明3种不同的除草剂进入土壤均明显降低微生物生物量碳，尤其是最初的10 d降低的幅度最大。第1天时，对照土样及阿特拉津、甲磺隆和丁草胺除草剂处理土壤的 Cmic值分别为1 080.5、1 006.7、980.4和1 080.0 mg.kg-1。阿特拉津和甲磺隆除草剂处理间差异不大，丁草胺除草剂与对照差异不明显。阿特拉津、甲磺隆除草剂处理与对照比较Cmic值分别下降了6.8%和9.3%。在第10天，对照的Cmic值为960.8 mg.kg-1，阿特拉津、甲磺隆和丁草胺除草剂处理的Cm值分别为850.2、789.2和910.5 mg.kg-1，与对照比较分别下降了11.5%、16.9%和5.2%。此后随时间的增加，土壤微生物生物量有所恢复，在除草剂处理后的10~15 d内对照及3种除草剂处理微生物生物量均有所增加；第20天后对照及阿特拉津、甲磺隆除草剂处理微生物生物量均有所下降，但变幅不大。丁草胺除草剂处理微生物生物量第20天后略有波动，但总的下降趋势与对照及阿特拉津和甲磺隆处理类似。就3种除草剂而言，对土壤微生物生物量碳的影响为甲磺隆＞阿特拉津,丁草胺。

土壤微生物生物量氮(Nmic)受3种不同除草剂影响随时间的变化与生物量碳的变化基本一致（图2），阿特拉津、甲磺隆和丁草胺进入土壤后导致微生物生物量氮显著降低，在除草剂处理后5~10 d内，阿特拉津和丁草胺除草剂处理微生物生物量降低幅度最大，甲磺隆除草剂处理在1~3 d内降低幅度最大。第10天时，对照及阿特拉津、甲磺隆和丁草胺除草剂处理的Nmic值分别为60.5、47.4、50.2和58.8 mg.kg-1，3种除草剂处理土壤的Nmic值分别比对照下降了21.7%、17.0%和2.8%，此后呈上升趋势。第20天后土壤微生物生物量呈下降趋势，对照、甲磺隆及丁草胺除草剂处理变幅不大，阿特拉津除草剂处理微生物生物量氮的变化较大，30 d以后趋于平缓。
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Fig2 Effect of three different herbicides on
microbial biomass N in a paddy soil
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微生物生物量可作为反映土壤微生物整体活性的指标。一些研究表明，土壤微生物生物量随着除草剂施用量的增加而降低，尤其是高浓度的除草剂会显著抑制微生物的活性，但也有一些除草剂并不影响或增加土壤微生物的生物量[10-11]。本研究中，在最初10 d培养时间内，阿特拉津、甲磺隆和丁草胺3种不同除草剂均显著降低土壤微生物生物量碳、氮。甲磺隆除草剂处理微生物生物量的降低可能与该类除草剂的生物毒性有关，有人报道该类除草剂在土壤中即使浓度很低，其毒性也会显著抑制作物的生长[12]。培养15 d以后，甲磺隆除草剂对土壤微生物的影响随时间的变化趋势可能与除草剂在土壤中的降解速率有关。据报道甲磺隆在土壤中降解很快，其半衰期仅为8~36 d[13]，当除草剂在土壤中迅速降解后，其母体对微生物和作物的毒性随之消退。农药包括杀虫剂、杀菌剂和除草剂等对土壤微生物生物量均能产生暂时或永久性的影响，有研究表明，施用酰胺类除草剂西玛津4 kg/hm2对土壤微生物没有影响，但8 kg/hm2的用量对土壤微生物产生抑制作用,西玛津对土壤微生物的影响是暂时的，土壤微生物量往往在一个月之内就恢复到原来的水平[14]。本研究中供试土壤中外源加入的阿特拉津除草剂剂量大于8 kg/hm2，此应为导致土壤微生物生物量下降且其变化趋势如图1所示的原因之一。丁草胺在土壤中约可维持30~40 d药效。它在土壤中的消失，主要被土壤微生物所降解。丁草胺除草剂在土壤中的降解半衰期有多种报道[15-16]，比较一致的看法为丁草胺除草剂在不灭菌土壤中的降解半衰期为18.50~29.40 d。外源加入丁草胺除草剂后导致的土壤微生物生物量变化趋势可能与其生物毒性及降解半衰期有关。但由于鲜见有关丁草胺除草剂对土壤微生物生物量影响的报道，丁草胺除草剂胁迫导致的微生物生物量变化是否是由除草剂的生物毒性及其降解半衰期决定仍需进一步探讨。

2.2  不同除草剂对土壤呼吸的影响

土壤呼吸可作为表征农药对土壤微生物影响的指标，3种供试除草剂对土壤呼吸的影响随时间的变化趋势如图3所示。结果显示，施用3种不同的除草剂均对土壤呼吸有一定的影响，培养前20 d 3种供试除草剂处理土壤CO2的释放量均高于对照；且在处理后第1—5天，3种除草剂处理土壤CO2的释放量达到高峰，随后各处理CO2释放量逐渐降低，至第20 d时对照及3种除草剂处理土壤CO2的施肥量减少到一较低值，此阶段为各除草剂处理土壤CO2释放量降低最快时期，培养第20—45天对照及各除草剂处理土壤CO2的释放进入相对释放平稳期，各处理CO2释放量差异不大。培养期间除第30天外3种除草剂处理土壤CO2释放量均高于对照。相比较而言，阿特拉津除草剂处理土壤CO2释放量大于丁草胺及甲磺隆。
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土壤呼吸，严格意义上是指未扰动土壤中产生CO2的所有代谢作用。它决定了土壤中碳素周转的速率，并能反映土壤微生物生物量的整体活性。本研究结果表明土壤呼吸速率因除草剂的加入而减小，这可能与除草剂加入土壤后能杀死部分或全部土壤微生物有关[17]。有研究表明加入阿特拉津除草剂3种浓度的处理，在各个测定阶段及整个测定期中，土壤的呼吸速率均高于对照，随培养时间迁移土壤基础呼吸速率下降[18]。本研究也得出类似规律，表明有部分CO2的产出来自原有的碳源，而不是来自微生物对除草剂的直接分解。

3  结论

除草剂不均匀的施用往往造成土壤中局部浓度过高。在较高使用浓度胁迫条件下，阿特拉津、丁草胺和甲磺隆3种除草剂都明显减少土壤微生物生物量碳、氮及抑制土壤呼吸，但这种抑制效应是随着时间而变化的，当除草剂在土壤中被降解后，它们对这些能表征土壤环境生态效应的生物学指标的影响随之降低。甲磺隆对微生物生物量碳、氮及呼吸作用等生物学指标的影响大于阿特拉津和丁草胺也可能与它们在土壤中的降解速率有关。
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Effect of three herbicides on microbial biomass C, N 
and respiration in paddy soil
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Abstract: Laboratory incubation experiments were conducted to evaluated the affection of metsulfuron-methyl, butachlor and atrazine to microbial biomass carbon, biomass nitrogen and soil basal respiration in a paddy soil. The biomass C and N were determined by the chloroform fumigation and extraction method. The dissolved organic carbon content in the supernatant was measured on a Shimadzu TOC-500 automated Total Organic Carbon Analyzer. The Kjeldahl Nitrogen Determination method was applied to measure the dissolved organic nitrogen content in the supernatant. The direct absorption method was used to measure the soil basal respiration. Result showed that microbial biomass C, microbial biomass N and soil basal respiration rate decreased significantly in soil treated with three herbicides at a level of 10 mg·kg-1 especially within the initial 20 days incubation, then this effect decreased after 20 days. The sequence of the affection of three herbicides on biological indicators for soil quality was: metsulfuron-methyl＞atrazine, butachlor. Maybe the degradation velocity of herbicides were one main reason conduced these phenomenon.

Key words: herbicides; microbial biomass carbon; microbial biomass nitrogen; soil basal respiration

基金项目：国家自然科学基金项目（40171051）；国家林业局森林生态环境重点实验室基金项目
作者简介：姚斌（1973－），男，助理研究员，博士，主要从事污染生态恢复研究。E-mail: acmn21@126.com
收稿日期：2007-10-31(

