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土壤中乐果与微生物的相互作用研究
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中国热带农业科学院环境与植物保护研究所，海南 儋州 571737
摘要：采用室内模拟实验，研究了土壤中乐果与微生物的相互作用。结果表明：（1）50、500、5000 mg·kg-1的乐果在灭菌土中的降解速度十分缓慢，加药后15d，50 mg·kg-1的降解率为69.3％，500 mg·kg-1的降解率为26.7％，5000 mg·kg-1的降解率为19.6％。在施过乐果的土壤中的降解速度非常迅速，加药后15d，50 mg·kg-1的降解率为99.7％，500 mg·kg-1的降解率为78.4%，5000 mg·kg-1的降解率为54.6％。在未施过乐果的土壤中的降解速度则介于二者之间。说明微生物在乐果的降解中起着非常重要的作用，同时，施药可以诱发乐果降解菌的生成从而加速乐果的降解。（2）在各处理的土壤中，50 mg·kg-1的乐果对细菌数量有一定的刺激作用，500、5000 mg·kg-1的乐果抑制细菌的生长。且随质量浓度的升高，抑制作用增强。但随加药时间的延长，又有所恢复。3种不同质量浓度的乐果对土壤真菌和放线菌种群数量的影响均表现为明显的抑制作用，且随药剂质量浓度的提高和加药时间的延长抑制趋势越明显。因此，可以选择真菌和放线菌作为土壤受乐果污染的敏感指示菌。（3）在同样处理条件下，施过乐果土壤中的微生物种群数量并不比未施过乐果土壤中的占优势,表明乐果在施过药的土壤中降解速度的加快并不是由微生物的数量决定的，而是由它们的降解能力决定的。
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土壤微生物是维持土壤质量的重要组成部分，其数量分布不仅可以敏感地反映土壤环境质量的变化，而且是土壤中生物活性的具体体现[1-2]。农田施用的化学农药大约有80%～90%残留于土壤，其对土壤微生物的数量及其功能将产生一定的影响[3]，研究农药对土壤微生物的影响，已成为不少国家评价农药对土壤生态安全性的一个重要指标之一[4-5]。另外，长期施用同一种农药会导致土壤微生物的适应性发生变异，如果再施用该农药，则会引起该农药的降解加快，从而降低该农药的药效[6-10]。并已证实造成这种现象的原因主要是由可降解农药的微生物引起的，而这些微生物降解农药的能力一部分是固有的，一部分是由使用农药后诱发产生的。

乐果，为中等毒的内吸性有机磷类杀虫剂，易被植物吸收并输导至全株。其杀虫谱广，可用于防治蔬菜、果树、茶、桑、棉、油料作物及粮食作物的多种具刺吸口器和咀嚼口器的害虫和叶螨。目前很多国家已将乐果确定为环境优先污染物，江希流[11]和中国环境监测总站周文敏提出了反映我国环境特征的中国优先污染物黑名单中都包括乐果。邢协加等[12]报道乐果对土壤动物呼吸强度具有明显抑制作用，高质量浓度、短时间或低质量浓度、长时间的染毒均能导致土壤动物的死亡。因此应用微生物降解乐果的研究正引起人们的广泛关注[13-14]。但目前关于乐果与土壤微生物的相互作用尚未见报道。本研究以乐果作为研究对象，观察使用后不同时间其在土壤中降解速率的变化和对土壤中细菌、真菌和放线菌种群数量的影响，研究乐果与微生物的相互作用，为乐果污染土壤的微生物修复提供参考依据，并对科学使用农药乐果提供正确指导。
1  材料与方法

1.1  供试药剂

50%（质量浓度为500000 mg·L-1）的乐果乳油。 
1.2  供试土壤

选取两块从未施用过乐果的状况相同的土壤，其中一块按常规用量施用500 mg·L-1的乐果乳油，每隔10 d施药一次，共施3次。另一块则不施任何药剂。
1.3  实验方法

1.3.1  土壤处理

距第三次施药10 d后，从田间取回施过药和未施药的土壤，自然风干后过20目筛，装入250 mL的棕色广口瓶中，每瓶200 g，分别加入一定量的50%乐果乳油，并用无菌水调节土壤中的含水量为10%，使土壤中的乐果质量浓度分别达到50 mg·kg-1，500 mg·kg-1，5000 mg·kg-1。另取土壤在121 ℃的高压蒸汽灭菌锅中灭菌2 h，在无菌操作台中加入同样的乐果及无菌水。每处理重复3次。以不加乐果的土壤为对照。
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图1  50 mg·kg-1乐果在不同土壤中的降解

Fig. 1  Degradation of 50 mg·kg-1dimethoate in different soils
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图2  500 mg•kg-1乐果在不同土壤中的降解

Fig. 2  Degradation of 500 mg•kg-1dimethoate in different soils

[image: image3.emf]0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

0d 1d 3d 7d 15d 30d 45d 60d

时间

乐果质量浓度

/(mg•kg

-1

)

M

土

CK

土

L

土


图3  5000 mg•kg-1乐果在不同土壤中的降解

Fig. 3  Degradation of 5000 mg•kg-1dimethoate in different soils
1.3.2  细菌、真菌和放线菌种群数量的观察

分别于处理后1，3，7，15，30，45，60 d后观察各处理中的细菌、真菌和放线菌种群的数量。培养3种微生物所用的培养基与稀释度分别为：细菌为牛肉膏蛋白胨琼脂培养基，稀释度为10-6；真菌为马丁氏培养基，稀释度为10-2；放线菌为改良高氏1号培养基，稀释度为10-4。每处理重复3次。分别在28 ℃的恒温培养箱中培养2 d后讲行细菌计数，3 d后进行真菌计数，5 d后进行放线菌计数。

1.3.3  乐果含量测定

在取土观察细菌、真菌和放线菌数量的同时，用Agilent6890N气相色谱仪对各土壤样品中的乐果质量浓度进行测定。气相色谱条件：进样口温度：230 ℃；进样方式：不分流进样；检测器：FPD，250 ℃；柱温：160 ℃保持1 min，然后以10 ℃/min升温至250 ℃保持5 min；载气：氮气，流速：60 mL/min；空气流速：100 mL/min；氢气流速：75 mL/min。
2  结果与分析
2.1  不同质量浓度乐果在不同土壤中的降解趋势
不同质量浓度的乐果在不同土壤中的降解趋势见图1～图3。图例中“M土”指经高压灭菌过的土壤，“ck土”指未施乐果的土壤，“L土”指施用过乐果的土壤。
由图1可以看出，50 mg·kg-1的乐果在不同的土壤中的降解速率存在着明显的差异，加药后1～15 d，50 mg·kg-1的乐果在灭菌土壤中的降解率为5.8％～69.3％；在未施乐果的土壤中降解率为20.8%～80.9％；而在施过乐果的土壤中降解率为38.2％～99.7％。加药后30～60 d，50 mg·kg-1的乐果在灭菌土壤中的降解率为88.4％～98.8％；在未施乐果的土壤中降解率为95.1％～99.8％；而在施过乐果的土壤中降解率为99.8％～100％。表明乐果在灭菌土中的降解速率较缓慢，而在未施乐果土壤中，乐果的降解速率明显快于灭菌土，却大大慢于施过乐果的土。由此可以判断微生物在乐果的降解中起着非常重要的作用，同时，施药可以诱发乐果降解菌的生成从而加速乐果的降解。

图2，图3表明，500 mg·kg-1与5000 mg·kg-1的乐果在不同土壤中降解速率的快慢的趋势与图1相同，即L土> ck土> M土。但其差异明显程度不及50 mg·kg-1。加药后1～15 d，在灭菌土中，500 mg·kg-1乐果的降解率为1.9％～19.6％，而5000 mg·kg-1乐果的降解率为1.7％～26.7％；在未施乐果土中，500 mg·kg-1乐果的降解率为6.0％～43.9%，而5000 mg·kg-1乐果的降解率为4.4％～13.4％；在施过乐果土中，500 mg·kg-1乐果降解率为20.1％～78.4％，而5000 mg·kg-1乐果降解率为15.8％～54.6%。加药后30～60 d，在灭菌土中，500 mg·kg-1乐果的降解率为39.5％～75.9％，而5000 mg·kg-1乐果的降解率为43.1％～77.4％；在未施乐果土中，500 mg·kg-1乐果的降解率为66.9％～96.3％，而5000 mg·kg-1乐果的降解率为67.2％～94.3％；在施过乐果土中，500 mg·kg-1乐果降解率为97.8％～99.9％，而5000 mg·kg-1乐果降解率为76.5％～97.7%。说明在高质量浓度乐果的作用下，微生物受到一定程度的抑制作用。

2.2  不同质量浓度的乐果对不同土壤中微生物种群的影响
图4和图5表明，乐果对施药和未施药土壤中细菌种群数量影响的变化趋势基本相同。表现为低质量浓度促进细菌的生长，高质量浓度抑制细菌的生长。且随质量浓度的升高，抑制作用增强。但随加药时间的延长，又有所恢复。细菌种群对乐果的反应较复杂，这可能与细菌种类繁多、代谢类型多样以及遗传易变异等特点有关，也可能是乐果为细菌的生长提供碳源和氮源的结果。因此，有可能从土壤中分离筛选到降解乐果的细菌。
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图4  不同处理下施药土壤中细菌种群数量

Fig. 4  Amounts of bacteria in the soils with 
dimethoate under different treatment
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图5  不同处理下未施药土壤中细菌种群数量

Fig. 5  Amounts of bacteria in the soils without 
dimethoate under different treatment
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图6  不同处理下施药土壤中真菌种群数量

Fig. 6  Amounts of funguses in the soils with 
dimethoate under different treatment
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图7  不同处理下未施药土壤中真菌种群数量

Fig. 7  Amounts of funguses in the soils without 
dimethoate under different treatment
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图8  不同处理下施药土壤中放线菌种群数量

Fig. 8  Amounts of actinimyces in the soils with 
dimethoate under different treatment
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图9  不同处理下未施药土壤中放线菌种群数量

Fig. 9  Amounts of actinomyces in the soils without 
dimethoate under different treatment
图6～图9表明，乐果对施药和未施药土壤中真菌和放线菌种群数量影响的变化趋势也基本一致。均表现为抑制作用，且随药剂质量浓度的提高而增强。5000 mg·kg-1乐果几乎完全抑制土壤真菌和放线菌种群的生长，结果同时表明，500～5000 mg·kg-1的乐果对真菌和放线菌种群的抑制程度随加药时间的延长而增强。这可能是由于真菌代谢类型和代谢产物较少，其不能产生降解乐果的酶系而导致真菌受其毒害；也可能是乐果在土壤中降解后产生了对真菌和放线菌更为有毒的新的环境污染物所致。由此可断定真菌和放线菌对乐果具有很强的敏感性，而土壤中敏感微生物种群数量的变化在很大程度上可以反映出土壤的微生物生态变化，可以较为灵敏地指示环境质量的变化[15]。因此，可选择真菌和放线菌作为土壤受乐果污染程度的敏感指示菌。

比较各图中施用过和未施用过乐果的土壤中细菌、真菌和放线菌种群的数量，未见有明显差异，但乐果在这两种土壤中的降解速率却存在着明显的不同，说明在土壤中，微生物降解乐果的能力并不是由他们的数量起决定性的作用，而是“质量”在起作用。即施用过乐果的土壤中比未施用过乐果的土壤中存在着更多的，能力更强的可降解乐果的微生物。

3  结论
（1）乐果在不同土壤中降解速率的快慢趋势表现为：施药土>未施药土>灭菌土。表明微生物在乐果的降解中起着非常重要的作用，同时，施药可以诱发乐果降解菌的生成从而加速乐果的降解。
（2）而施过乐果土壤中的微生物数量并不比未施过乐果土壤中的占优势，表明乐果在施过药的土壤中降解速度的加快并不是由微生物的数量决定的，而是由它们的降解能力决定的。

（3）乐果对土壤微生物种群数量的影响表现为一定的抑制作用。它对三种菌类的抑制作用大小表现为：真菌＞放线菌＞细菌。表明土壤中乐果的残留物将导致土壤微生物种群结构发生变化，使得生物多样性减少。
（4）乐果对土壤细菌种群的影响较为复杂，表现为低质量浓度促进，高质量浓度抑制。但随加药时间的延长，又有所恢复。且总的影响不大，因此有望从土壤中分离筛选到降解乐果的细菌。
（5）乐果对土壤真菌和放线菌种群及其生长速率的影响表现为明显的抑制作用，且随药剂质量浓度的提高和加药时间的延长抑制程度越大。这可能是由于乐果在土壤中降解的代谢产物对真菌和放线菌种群产生更大的毒害所致，这种代谢产物有可能是新的环境污染物。
（6）真菌和放线菌种群对乐果较为敏感，可作为土壤受乐果污染的敏感指示菌。
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The interaction between dimethoate and microorganisms in soil

Deng Xiao, Li Qinfen, Hou Xianwen, Li Guangyi
Institute of environment and plant protection, Chinese Academy of Tropical Agricultural Sciences, Danzhou, Hainan 571737, China
Abstract: The interaction between dimethoate and microorganisms in soil was investigated in an indoor simulation experiment. The results showed that: (1) The degradation rate of dimethoate with levels of 50 mg·kg-1, 500 mg·kg-1 and 5000 mg·kg-1 was very slow in sterilized soil, which were only 69.3%, 26.7% and 19.6% respectively. And in soil previously treated with dimethoate, the degradation rates with same concentration gradient were 99.7%, 78.4% and 54.6%. The medium degradation rate occurred in soil un-sterilized and untreated, which indicated soil microorganisms played an important role in the process of dimethoate degradation and dimethoate application could induce the dimethoate degradation ability of soil microorganisms and accelerate the degradation rate.(2) Compared to the soil un-treated with dimethoate, the bacteria were stimulated to some extent in the dimethoate application soil with a level of 50 mg·kg-1, meanwhile, the growth of bacteria was inhibited under the concentrations of 500 mg·kg-1 and 5000 mg·kg-1. The inhibitory effect was increased with the concentration, then gradually recovered to normal level in 60 days. The populations of fungi and actinomyces in soil were remarkably inhibited at the three different concentrations of dimethoate. With the increase of concentration and prolonging application time, the inhibition was more and more obvious. Accordingly, fungi and actinomyces may be used as sensitive indicator in the soil contaminated by dimethoate. (3) In addition, under the same condition, the amount of microorganisms was not significantly different in soil previously treated and untreated with dimethoate, which suggested that enhanced degradation rate of dimethoate was not determined by the amount of microorganisms, but by their degradation capability.
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