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蚯蚓肠道对重金属污染土壤微生物群落结构的影响
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摘　要　为研究重金属污染土壤经不同生态类型蚯蚓消化后蚓粪和消化前土壤的微生物群落结构差异，选取２种

不同污染特征的重金属污染水稻 土，分 别 接 种 表 栖 型 赤 子 爱 胜 蚓Ｅｉｓｅｎｉａ　ｆｅｔｉｄａ和 内 栖 型 壮 伟 环 毛 蚓Ａｍｙｎｔｈａｓ

ｒｏｂｕｓｔｕｓ进行１０ｄ室内盆钵培养后采集新鲜蚓粪，通过变性梯度凝胶电泳技术和序列分析研究蚓粪和对照土壤的

微生物种群特征。蚓粪微生物丰富度和Ｓｈａｎｎｏｎ指数均明显高于对照土壤（Ｐ＜０．０５），微生物群落结构发生变化，

但２种蚓粪间微生物多样性指数无显著差异，群落结构具有一定的相似性。对蚓粪处理的优势条带进行序列分析

发现，主要的优势菌群有：香味菌属（Ｍｙｒｏｉｄｅｓ　ｓｐ．）、芽 孢 杆 菌 属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ．）、鞘 氨 醇 杆 菌 属（Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

ｓｐ．）、金黄杆菌属（Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．）、假单胞 杆 菌 属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐ．）、丛 毛 单 胞 菌 属（Ｃｏｍａｍｏｎａｓ　ｓｐ．）、不

动杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐ．）以及不可培养细菌。蚯蚓取食重金属污染土壤消化后产生的蚓粪微生物群落结构发

生变化，种群多样性更为丰富；不同生态类型蚯蚓间的蚓粪微生物群落有一定的相似性，其优势菌群大多为与金属

迁移转化相关的菌群。
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　　水稻是我国南方粮食生产的主体，但由于金属

矿开采而产生的污染物，对稻田土壤重金属污染影

响较大，威胁着环境质量和粮食安全［１］。蚯蚓 作 为

陆地生态系统中生物量最大的无脊椎动物［２］，它对

重金属能表现出很高的耐性［３］和极强的生物累积能

力［４］。现有研究发现蚯蚓具有活化重金属作 用，然

而其中涉及怎样的生物化学机制并不清楚［５］。微生

物是土壤中最活跃的部分，其对重金属也具有一定

的生物吸附、溶解沉淀和氧化还原等作用［６］，因此蚯

蚓活化重金属机制中微生物种群变化可能是其重要

原因之一。一方面，蚯蚓在土壤中的取食活动能显

著影响微生物数量［７］、活性［８］和种群结 构 特 征 的 变

化［９］。有研究者发现蚓粪细菌生物量与活性显著增

强［１０－１１］。然而这些研究仅局限于草原土等无污染土

壤。另一方面，在重金属污染条件下，由于取食、活

动和生理特征差异，不同生态类型蚯蚓对土壤微生

物种群特征的影响不同［２］。聚合酶链式反应的变性

梯 度 凝 胶 电 泳 法（ＤＧＧＥ）技 术 能 以 微 生 物１６Ｓ
ｒＤＮＡ基因数据库为 基 础 进 行 序 列 分 析，鉴 定 细 菌

种群和检测其多样性和动态变化［１２］，现已被广泛应

用于土壤微生物群落结构研究中［１３］。因此，本研究

选取华南地 区２种 不 同 污 染 特 征 的 典 型 矿 区 水 稻

土，分别接种表栖型赤子爱胜蚓（Ｅｉｓｅｎｉａ　ｆｅｔｉｄａ）和

内 栖 型 壮 伟 环 毛 蚓 （Ａｍｙｎｔｈａｓ　ｒｏｂｕｓｔｕｓ），通 过

ＤＧＧＥ技术对 蚯 蚓 取 食 前 后 土 壤 和 蚓 粪 微 生 物 种

群结构进行分析，揭示蚯蚓取食污染土壤前后微生

物种群结构变化，旨在为深入研究微生物群落特征

变化和重金属形态转化之间的关系，探讨蚯蚓与微

生物相互作用活化重金属机制、修复重金属污染土

壤提供参考。

１　材料与方法

１．１　供试材料

１．１．１　供试土壤

选取２种华南地区具有代表性的重金属污染区

土壤：酸性矿区土壤（土壤Ⅰ），为大宝山矿区下游水

稻土（２４°３０′Ｎ，１１３°４５′Ｅ）；弱 碱 性 矿 区 土 壤（土 壤

Ⅱ），为 乐 昌 市 练 塘 村 水 稻 土（２５°７′Ｎ，１１３°２２′Ｅ）。
采样深度０～２０ｃｍ，风干后过２．００ｍｍ和０．１５ｍｍ
筛备用。样品基本理化性质如表１所示。

表１　供试土壤的基本理化性状

Ｔａｂｌｅ　１　Ｍａｉｎ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｏｉｌ　ｕｓｅｄ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｐｏｔ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

项目

Ｉｔｅｍ

污染源Ｐｏｌｌｕｔｉｏｎ　ｓｏｕｒｃｅ

酸性矿山废水（土壤Ⅰ）

Ａｃｉｄ　ｍｉｎｅ　ｄｒａｉｎａｇｅ（ＳｏｉｌⅠ）
铅锌矿山废水（土壤Ⅱ）

Ｌｅａｄ　ａｎｄ　ｚｉｎｃ　ｍｉｎｅ　ｄｒａｉｎａｇｅ（ＳｏｉｌⅡ）

ｐＨ　 ４．５　 ７．９

有机质／（ｇ／ｋｇ）Ｏｒｇａｎｉｃ　ｍａｔｔｅｒ　 ３２．０　 ６４．０

全氮／（ｇ／ｋｇ）Ｔｏｔａｌ　Ｎ　 １．４　 ３．２

黏粒含量／％Ｃｌａｙ　ｃｏｎｔｅｎｔ　 ２６．５　 ２２．８

碳氮比Ｃ／Ｎ　 １３．５　 １１．７

全量Ｐｂ／（ｍｇ／ｋｇ）Ｔｏｔａｌ　Ｐｂ　 ４９３．１　 ４５１．９

全量Ｃｄ／（ｍｇ／ｋｇ）Ｔｏｔａｌ　Ｃｄ　 ０．７　 １．４

全量Ｚｎ／（ｍｇ／ｋｇ）Ｔｏｔａｌ　Ｚｎ　 ２４６．３　 ４５０．５

全量Ｃｕ／（ｍｇ／ｋｇ）Ｔｏｔａｌ　Ｃｕ　 ３７７．６　 ３６．３

６９
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１．１．２　供试蚯蚓

赤子爱胜蚓为本实验室人工养殖品种，壮伟环

毛蚓采自华南农业大学校园内。供试蚯蚓在实验室

稳定培养１周后，选鲜重分别为（０．３４±０．０６）ｇ／条

的赤子爱胜蚓和（０．４２±０．０４）ｇ／条的壮伟环毛蚓进

行试验。

１．２　试验设计

设置２组单因素试验，各组为３个处理，各处理

３个重 复。ａ组：ＤＣＫ为 土 壤Ⅰ对 照，ＥＤＣ为 赤 子

爱胜蚓＋土壤Ⅰ处理，ＡＤＣ为壮伟环毛蚓＋土壤Ⅰ
处理；ｂ组：ＬＣＫ为土壤Ⅱ对照，ＥＬＣ为赤子爱胜蚓

＋土壤Ⅱ处理，ＡＬＣ为壮伟环毛蚓＋土壤Ⅱ处理。
试验于２０１３－０８－０８开 始，具 体 方 法 如 下：称 取

１　０００ｇ过２ｍｍ筛的土壤，装于底部有微孔并放有

纱网的塑料盆（１５ｃｍ×１１ｃｍ×１３．５ｃｍ）中，调 节

土壤水分至６０％饱 和 含 水 量。稳 定４８ｈ后，结 合

Ｚｈａｎｇ［１４］研究结果及 预 试 验 蚯 蚓 存 活 情 况，根 据 试

验设计要求向每盆接种约１６．８ｇ蚯蚓进行１０ｄ盆

钵培养，即 赤 子 爱 胜 蚓 约５０条／盆，壮 伟 环 毛 蚓 约

３９条／盆。为 避 免 蚯 蚓 逃 逸，在 盆 面 上 绑 上 纱 网。
室温控制在（２３±２）℃，每隔１ｄ采用称重 法 调 节

土壤水分含量。培养结束后，手工分离出蚯蚓，无菌

水洗净 后 置 于 灭 菌 培 养 皿，在２３℃培 养 箱 中 吞 吐

２４ｈ后收集新鲜蚯蚓粪保存备用；盆钵中的土壤混

匀，取一部分土壤鲜样保存备用。短时间内蚓粪和

土壤样品保存于－２０℃，待ＤＮＡ提取成功后置于

－８０℃保存。

１．３　试验方法

１．３．１　样品总ＤＮＡ的提取

按 照 试 剂 盒Ｓｏｉｌ　Ｍａｓｔｅｒ　ＤＮＡ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ
（Ｆｅｌｌｉｘ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＬＬＣ）方 法 进 行 蚓 粪 和 土 壤

样 品 的 总 ＤＮＡ 提 取。使 用 Ｔｈｅｒｍｏ　Ｎａｎｏ　Ｄｒｏｐ
２０００核酸蛋白定量检测仪测定样品ＤＮＡ的浓度和

检查ＤＮＡ的纯度。

１．３．２　ＰＣＲ扩增

ＰＣＲ扩 增 主 要 选 取５′末 端 带 ＧＣ夹 的３３８Ｆ
（５′－ＣＧＣ　ＣＣＧ　ＣＣＧ　ＣＧＣ　ＧＣＧ　ＧＣＧ　ＧＧＣ　ＧＧＧ
ＧＣＧ　ＧＧＧ　ＧＣＡ　ＣＧＧ　ＧＧＧ　ＧＣＣ　ＴＡＣ　ＧＧＧ　ＡＧＧ
ＣＡＧ　ＣＡＧ－３′）和５１８Ｒ（５′－ＡＴＴ　ＡＣＣ　ＧＣＧ　ＧＣＴ
ＧＣＴ　ＧＧ－３′）引物扩增１６ＳｒＲＮＡ的Ｖ３区可变区，
扩增产物片段约２３０ｂｐ。５０μＬ反 应 体 系 如 下：２５

μＬ　Ｐｒｅｍｉｘ　Ｔａｑ，１．０μＬ上游引物（１０μｍｏｌ／μＬ），１．
０μＬ下 游 引 物（１０μｍｏｌ／μＬ），２．０μＬ模 板ＤＮＡ，
用无菌双蒸水补足至５０μＬ。反应条件为：９４℃预

变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延

伸３０ｓ，２５个循环；随后，９２℃变性３０ｓ，５５℃退火

３０ｓ，７２℃延 伸４５ｓ，１０个 循 环，最 后７２ ℃延 伸

１０ｍｉｎ。取５μＬ　ＰＣＲ产物在１．５％琼脂糖凝胶上

检测其纯度。

１．３．３　ＤＧＧＥ分析

变性梯度从上到下是３５％～６０％，ＤＧＧＥ凝胶

选用８％聚丙烯酰胺，其运行条件为：１×ＴＡＥ电泳

缓冲液，６０℃电 泳 条 件 下，８０Ｖ，１３ｈ。电 泳 结 束

后，使用ＳＹＢＲ　ｇｒｅｅｎⅠ染色０．５ｈ，染色结果于Ｇｅｌ
ＤｏｃＴＭ　ＥＱ （Ｂｉｏ－Ｒａｄ）凝 胶 成 像 系 统 拍 照，用

Ｑｕａｎｔｉｔｙ　Ｏｎｅ　４．４软件（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）进行图像分析。

１．３．４　ＤＧＧＥ图谱中部分优势条带的序列分析

对选定的优势菌进行割胶回收，ＰＣＲ扩增。再

吸取ＰＣＲ产物５０μＬ在１．５％琼脂糖凝胶上，７５Ｖ
电泳２０ｍｉｎ，在凝胶成像系统中观察电泳结果并切

胶进行产物回收，该产物回收纯化后，采用ＴａＫａＲａ
公司的ｐＭＤ　１８－Ｔ　Ｖｅｃｔｏｒ试 剂 盒 将 目 的 片 段 与 载

体连接，反 应 体 系 为１０μＬ，再 通 过 感 受 态 细 胞

（ＴａＫａＲａ）进行 转 化 克 隆，将 已 长 出 蓝 白 斑 的 平 板

送至北京华大基因研究中心广州分公司进行克隆子

的初步筛选、质粒鉴定及序列测定。序列测定采用

双脱 氧 终 止 法，测 序 仪 器 为 ＡＢＩ公 司 的３７３０ＸＬ。
运用 Ｍｅｇａ　５．１软件对测序结果１６ＳｒＤＮＡ序列进

行比较分析，再通过 ＮＣＢＩ　Ｂｌａｓｔ进行在线比对，找

出各序列在ＧｅｎＢａｎｋ中最相似的序列，确定其所属

菌属。

１．４　数据处理

试验数据采用ＳＡＳ　８．０软件统计分析，方差分

析和多重比 较（Ｄｕｎｃａｎ）用 于 比 较 不 同 处 理 间 各 指

标差异显著性（α＝０．０５）。用Ｑｕａｎｔｉｔｙ　Ｏｎｅ　４．４软

件进行图谱分析时，系统树计算主要采用加权成对

算数平均法（ＵＰＧＭＡ）对 ＤＧＧＥ 图 谱 进 行 聚 类 分

析，一般认为相似值高于０．６０的２个群体具有较好

的 相 似 性［１５］。使 用 基 因 型 丰 富 度 （Ｇｅｎｏｔｙｐｉｃ
ｒｉｃｈｎｅｓｓ，Ｓ）、Ｓｈａｎｎｏｎ 多 样 性 指 数 （Ｓｈａｎｎｏｎ－
Ｗｉｅｎｅｒ　ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｉｎｄｅｘ，Ｈ′）及Ｐｉｅｌｏｕ均 匀 度 指 数

（Ｐｉｅｌｏｕ　ｅｖｅｎｎｅｓｓ　ｉｎｄｅｘ，Ｅ）对土壤微生物群落多样

性进行分析，其计算公式为：

Ｈ′＝－∑
Ｓ

ｉ＝１
ＰｉｌｎＰｉ

Ｅ＝Ｈ′／ｌｎＳ
式中：Ｐｉ＝Ｎｉ／Ｎ，Ｐｉ 为某个样品中某一条带的强度

在该样品中所有条带总强度中所占的比率，Ｎｉ为某

一泳道所有条带的强度总和，Ｎ 为某一泳道里某一

条带的强度，Ｓ为某个样品中所有条带数目的总和，

７９
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Ｈ′为Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数。

２　结果与分析

２．１　新鲜蚓粪与土壤微生物群落变化

２．１．１　蚯蚓生长及存活状况

蚯蚓在培养过程中出现部分逃逸或死亡现象。

由表２可知，培养结束后，所有处理的蚯蚓鲜重都显

著降低（Ｐ＜０．０５），ＥＤＣ处理蚯蚓鲜重较其他处理

最高，为１３．９６ｇ／ｐｏｔ；ＡＬＣ处 理 蚯 蚓 鲜 重 最 低，为

７．９６ｇ／ｐｏｔ。各 处 理 蚯 蚓 存 活 率 从 高 到 低 均 为：

ＥＤＣ＞ＡＤＣ＞ＥＬＣ＞ＡＬＣ，其 中 最 低 为４５％，最 高

为９７％。

表２　接种后各处理蚯蚓鲜重和存活率情况变化（ｎ＝３）

Ｔａｂｌｅ　２　Ｃｈａｎｇｅｓ　ｉｎ　ｆｒｅｓｈ　ｗｅｉｇｈｔ　ｏｆ　ｅａｒｔｈｗｏｒｍ　ａｎｄ　ｓｕｒｖｉｖａｌ　ｒａｔｅ　ａｆｔｅｒ　ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ（ｎ＝３）

项目Ｉｔｅｍ　 ＥＤＣ　 ＡＤＣ　 ＥＬＣ　 ＡＬＣ

接种前蚓鲜重／（ｇ／ｐｏｔ）
Ｆｒｅｓｈ　ｗｅｉｇｈｔ　ｏｆ　ｅａｒｔｈｗｏｒｍ　ｂｅｆｏｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

１６．８０±０．１０ａ １６．７４±０．０８ａ １６．８４±０．１１ａ １６．８８±０．１１ａ

培养后蚓鲜重／（ｇ／ｐｏｔ）
Ｆｒｅｓｈ　ｗｅｉｇｈｔ　ｏｆ　ｅａｒｔｈｗｏｒｍａｆｔｅｒ　ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

１３．９６±０．０９ｂ 　８．０７±２．７３ｃ 　８．７９±１．０２ｃ 　７．９６±０．７４ｃ

存活率／％Ｓｕｒｖｉｖａｌ　ｒａｔｅ　 ９７．３３　 ５０．００　 ７３．３３　 ４４．９５

　　注：ＥＤＣ为赤子爱胜蚓＋土壤Ⅰ处理；ＡＤＣ为壮伟环毛蚓＋土壤Ⅰ处理；ＥＬＣ为赤子爱胜蚓＋土壤Ⅱ处理；ＡＬＣ为壮伟环毛蚓＋土壤Ⅱ
处理；同行中不同字母表示处理间Ｄｕｎｃａｎ检验差异达显著水平（Ｐ＜０．０５）。

Ｎｏｔｅ：ＥＤＣ：Ｅｉｓｅｎｉａ　ｆｅｔｉｄａ ＋ｓｏｉｌⅠｔｒｅａｔｍｅｎｔ；ＡＤＣ：Ａｍｙｎｔｈａｓ　ｒｏｂｕｓｔｕｓ＋ｓｏｉｌⅠｔｒｅａｔｍｅｎｔ；ＥＬＣ：Ｅｉｓｅｎｉａ　ｆｅｔｉｄａ ＋ｓｏｉｌⅡｔｒｅａｔｍｅｎｔ；

ＡＬＣ：Ａｍｙｎｔｈａｓ　ｒｏｂｕｓｔｕｓ＋ｓｏｉｌⅠｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｍａｌｌ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｒｏｗ　ｍｅａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ａｔ　０．０５ｌｅｖｅｌ　ｂｙ　Ｄｕｎｃａｎ．

２．１．２　新鲜蚓粪与土壤微生物群落ＤＧＧＥ图谱分析

对照土壤 和 蚓 粪 样 品 总ＤＮＡ经 过ＰＣＲ扩 增

后，均获得特异性较强目标条带。应用ＤＧＧＥ技术

分离１６ＳｒＤＮＡ　Ｖ３片段ＰＣＲ产物，可以看到各处

理分离为２０条以上的条带（图１），对ＤＧＧＥ图谱进

行初步统计可以发现：各样品条带带型有一定差别，

ＤＧＧＥ图谱中电泳条带数目、强度和迁移率均存在

差异，充分 显 示 了 微 生 物 多 样 性 在 不 同 处 理 间 的

差异。不同 蚯 蚓 处 理 间 具 有 许 多 共 同 的 条 带，而

这些公共 条 带 的 亮 度 也 不 相 同，说 明 蚓 粪 样 品 之

间可能存 在 一 些 共 有 的 细 菌 类 型，同 时 在 丰 度 上

蚓粪微 生 物 有 明 显 的 改 变。相 比 于 对 照 土 壤，蚓

粪处理条 带 数 较 多 且 亮，表 明 蚓 粪 微 生 物 多 样 性

较高。

　　ＤＣＫ为对照土壤Ⅰ；ＥＤＣ为赤子爱胜蚓取食土壤Ⅰ后的蚓粪；ＡＤＣ为壮伟环毛蚓取食土壤Ⅰ后的蚓粪；ＬＣＫ
为对照土壤Ⅱ；ＥＬＣ为 赤 子 爱 胜 蚓 取 食 土 壤Ⅱ后 蚓 粪；ＡＬＣ为 壮 伟 环 毛 蚓 取 食 土 壤Ⅱ后 蚓 粪 样 品。Ⅰ１～Ⅰ５与

Ⅱ１～Ⅱ６为选取的优势条带，用于后续菌种分析，详见２．３小节。下图同。

ＤＣＫ．Ｃｏｎｔｒｏｌ　ｓｏｉｌⅠ；ＥＤＣ．Ｃａｓｔｓ　ｆｒｏｍＥｉｓｅｎｉａ　ｆｅｔｉｄａｉｎ　ｓｏｉｌⅠ；ＡＤＣ．Ｃａｓｔｓ　ｓａｍｐｌｅ　ｆｒｏｍＡｍｙｎｔｈａｓ　ｒｏｂｕｓｔｕｓ　ｉｎ
ｓｏｉｌⅠ；ＬＣＫ．Ｃｏｎｔｒｏｌ　ｓｏｉｌⅡ；ＥＬＣ．Ｃａｓｔｓ　ｆｒｏｍＥｉｓｅｎｉａ　ｆｅｔｉｄａｉｎ　ｓｏｉｌⅡ；ＡＬＣ．Ｃａｓｔｓ　ｆｒｏｍＡｍｙｎｔｈａｓ　ｒｏｂｕｓｔｕｓ　ｉｎ　ｓｏｉｌ
Ⅱ；Ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ　ｂａｎｄｓ　ｆｒｏｍ Ⅰ１－Ｉ５ａｎｄⅡ１－Ⅱ６ ｗｅｒｅ　ｓｅｌｅｃｔｅｄ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ａｎｄ　ｂｌａｓｔ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ（Ｓｅｅ　２．３
ｓｅｃｔｉｏｎ）．Ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｉｓ　ａｓ　ｔｈｅ　ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ　ｆｉｇｕｒｅ．ｂｅｌｏｗ．

图１　ａ组（ａ）和ｂ组（ｂ）样品１６ＳｒＤＮＡ扩增的ＤＧＧＥ分析结果

Ｆｉｇ．１　ＤＧＧＥ　ｐｒｏｆｉｌｅ　ｏｆ　ａｍｐｌｉｆｉｅｄ　１６ＳｒＤＮＡ　ｆｒａｇｍｅｎｔｓ　ｆｒｏｍ　ａ　ｇｒｏｕｐ（ａ）ａｎｄ　ｂ　ｇｒｏｕｐ（ｂ）

８９
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２．１．３　新鲜蚓粪微生物群落相似性分析

试验组聚类 分 析 结 果 均 表 明（图２）：每 组 处 理

样品均聚为两类，对照土壤处理为一类，蚓粪处理为

另一类，说明蚯蚓取食消化作用可能会改变土壤的

微生物群 落 结 构，不 同 蚯 蚓 取 食 结 果 对 土 壤 微 生

物群落结 构 影 响 不 大。从 相 似 性 来 看，ａ组 中，两

蚯蚓粪处理间 在０．５６相 似 水 平 上 聚 为 一 类；ｂ组

中，在０．５的 相 似 水 平 上 两 蚯 蚓 粪 处 理 聚 为 一 类，
表明２种不同蚯蚓 粪 之 间 微 生 物 群 落 结 构 相 似 性

较低。

图２　ａ组（ａ）和ｂ组（ｂ）样品ＤＧＧＥ图谱的聚类分析

Ｆｉｇ．２　Ｃｌｕｓｔｅｒ　ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＤＧＧＥ　ｂａｎｄｓ　ｉｎ　ａ　ｇｒｏｕｐ（ａ）ａｎｄ　ｂ　ｇｒｏｕｐ（ｂ）

２．２　新鲜蚓粪与土壤微生物多样性指数变化

不同处理 的 微 生 物 群 落 多 样 性 指 数 如 表３所

示。对于２种 污 染 土 壤，基 因 型 丰 富 度 和Ｓｈａｎｎｏｎ
多样性指数 表 现 为 新 鲜 蚓 粪 都 显 著 高 于 对 照 土 壤

（Ｐ＜０．０５），其中，ｂ组中的赤子爱胜蚓粪基因型丰

富度和Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数分别为３１．００和３．３２，

达到 了 最 高。各 组 蚓 粪 处 理 间 基 因 型 丰 富 度、

Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数以及均匀度指数都未达到显著

性差异（Ｐ＞０．０５）。总 的 来 说，经 蚯 蚓 取 食 排 泄 作

用后蚓粪的 微 生 物 种 类 和 多 样 性 指 数 显 著 增 加，２
种不同生态类型蚯蚓间的蚓粪微生物多样性指数无

显著变化。

表３　试验组样品微生物群落多样性指数（ｎ＝３）

Ｔａｂｌｅ　３　Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｉｎｄｅｘ　ｏｆ　ｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓａｍｐｌｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｔｅｓｔ　ｇｒｏｕｐｓ（ｎ＝３）

试验组

Ｔｅｓｔ　ｇｒｏｕｐ

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

基因型丰富度（Ｓ）

Ｇｅｎｏｔｙｐｉｃｒｉｃｈｎｅｓｓ

Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数（Ｈ′）

Ｓｈａｎｎｏｎ　ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｉｎｄｅｘ

均匀度指数（Ｅ）

Ｅｖｅｎｎｅｓｓ　ｉｎｄｅｘ

ａ组 ＤＣＫ　 ２２±０．５８ｂ ２．９８±０．０８ｂ ０．９６±０．０２ａ

ＥＤＣ　 ２６±２．３１ａ ３．１６±０．０９ａ ０．９７±０．０１ａ

ＡＤＣ　 ２６±１．００ａ ３．１５±０．０６ａ ０．９７±０．０１ａ

ｂ组 ＬＣＫ　 ２３±１．１５ｂ ３．０１±０．０４ｂ ０．９７±０．０１ａ

ＥＬＣ　 ３１±２．６５ａ ３．３２±０．１２ａ ０．９７±０．０１ａ

ＡＬＣ　 ２８±１．１５ａ ３．１９±０．０４ａ ０．９６±０ａ

　　注：对ａ、ｂ这２组数据分别进行方差分析，同列中各组不同字母表示处理间Ｄｕｎｃａｎ检验差异达显著水平（Ｐ＜０．０５）。

Ｎｏｔｅ：Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｖａｒｉａｎｃｅ　ｗａｓ　ｕｓｅｄ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｔｗｏ　ｔｅｓｔ　ｇｒｏｕｐｓ　ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｏｗｅｒｃａｓｅ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｗｉｔｈｉｎ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｃｏｌｕｍｎ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ａｔ　Ｐ＜０．０５ｌｅｖｅｌ　ｂｙ　Ｄｕｎｃａｎ．

２．３　新鲜蚓粪微生物优势菌群分析

根据ＰＣＲ－ＤＧＧＥ指 纹 图 谱，对 各 处 理 样 品 优

势的条带进行切胶回收，共得到１１个特异性条带，
所分析的条带已在图１标示出。对这１１条带进行

序列测定，将所得序列通过 输 入ＧｅｎＢａｎｋ，以Ｂｌａｓｔ
程序进行相似性比较分析结果见表４。所有序列与

数据库中１６ＳｒＤＮＡ 序列的相似性在９９％～１００％
之间。结果表明，在ａ组处理中，２种蚯蚓粪共同微

９９
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生物菌群为 香 味 菌 属（Ｍｙｒｏｉｄｅｓ　ｓｐ．），赤 子 爱 胜 蚓

蚓 粪 中 的 特 有 优 势 菌 群 还 包 括 芽 孢 杆 菌 属

（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ．）和鞘氨醇杆菌属（Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｓｐ．），壮伟环毛蚓蚓粪中特有优势菌群为金黄杆 菌

属（Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．）；在ｂ组 处 理 中，２种 蚯

蚓蚓 粪 中 共 同 微 生 物 菌 群 均 包 含 假 单 胞 杆 菌 属

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐ．）和 丛 毛 单 胞 菌 属（Ｃｏｍａｍｏｎａｓ
ｓｐ．），赤子爱胜蚓蚓粪特有优势菌群还包括不动 杆

菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｓｐ．），壮伟环毛蚓蚓粪特有优势

菌群包括 金 黄 杆 菌 属（Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．）和 鞘

氨醇杆菌属（Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．）。

表４　ＤＧＧＥ条带相似菌种

Ｔａｂｌｅ　４　Ｒｅｌａｔｅｄ　ｂａｃｔｅｒｉａ　ｏｆ　ＤＧＧＥ　ｂａｎｄｓ

条带编号

Ｂａｎｄｎａｍｅ

序列长度／ｂｐ
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｓｉｚｅ

ＮＣＢＩ数据库中最相近的菌种名称（登录号）

Ｃｌｏｓｅｓｔ　ｒｅｌａｔｉｖｅｓ　ｆｏｕｎｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　ＮＣＢＩ　ｄａｔａｂａｓｅ
（Ａｃｃｅｓｓ　ｎｕｍｂｅｒ）

相似度／％

Ｓｉｍｉｌａｔｉｔｙ

Ⅰ１ １８７ 金黄杆菌属Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．（ＨＭ２１２４１５．１） ９９

Ⅰ２ １８７ 香味菌属 Ｍｙｒｏｉｄｅｓ　ｓｐ．（ＨＥ５７５９０５．１） ９９

Ⅰ３ １８７ 鞘氨醇杆菌属Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．（ＪＱ３２２８８１．１） １００

Ⅰ４ １９３ 不可培养菌 Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｂａｃｔｅｒｉｕｍ（ＤＱ９８０８６９．１） ９９

Ⅰ５ １９２ 芽孢杆菌属Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ．（ＫＣ８５４３９０．１） ９９

Ⅱ１ １８７ 金黄杆菌属Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．（ＨＭ２１２４１５．１） ９９

Ⅱ２ １８７ 鞘氨醇杆菌属Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．（ＪＦ３２７４６１．１） ９９

Ⅱ３ １９２ 假单胞菌属Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐ．（ＣＰ００６８３２．１） １００

Ⅱ４ １９３ 不动杆菌属Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐ．（ＦＪ８１６０５４．１） １００

Ⅱ５ １９２ 丛毛单胞菌属Ｃｏｍａｍｏｎａｓ　ｓｐ．（ＧＵ４５８２７４．１） ９９

Ⅱ６ １６７ 不可培养菌 Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｂａｃｔｅｒｉｕｍ（ＦＮ３５６７０２．１） ９９

３　讨　论

３．１　蚯蚓肠道对重金属污染土壤微生物群落相似

性的影响

从微生物群落相似性分析来看，试验组中蚓粪

与对 照 土 壤 的 微 生 物 群 落 相 似 性 仅 达 到 了０．４５、

０．３８（图２），蚯蚓肠道代谢作用改变了土壤的群落

结构，这与Ｇóｍｅｚ－Ｂｒａｎｄóｎ［１６］等报道一致。两蚯蚓

粪间微生物群落 相 似 性 达 到０．５以 上（图２），这 主

要是因为在两蚯蚓分别接种于同种重金属污染土壤

条件下，其生 长 环 境 和 食 源 均 一 致［１７］。因 此，两 蚯

蚓 粪 间 微 生 物 种 群 结 构 具 有 一 定 的 相 似 性。

Ｔｈａｋｕｒｉａ等［１８］研究发现，蚯蚓肠道壁的细菌均能在

其栖息地发现，且它们的相对丰度受到栖息地的食

物质量和可利用性的影响。

３．２　蚯蚓肠道对重金属污染土壤微生物多样性的

影响

本研究表明重金属污染下，赤子爱胜蚓和壮伟

环毛蚓蚓粪中微生物种群基因型丰富度和Ｓｈａｎｎｏｎ
多样性指数 显 著 增 加（表３）。一 方 面，蚯 蚓 在 重 金

属污染土壤中活动，依靠吞食大量富含微生物的土

壤颗粒来维持生存所需能量［２］，同时产生蚓粪，这个

过程可使土壤微域生境发生改变［１９］，而这些改变又

会反过来刺激蚯蚓的取食活动；另一方面，微生物进

入蚯蚓肠道后，一些小细胞生物能对肠道液产生抗

性，并在肠道内适宜水分和湿度环境下数量大幅度

提高［２０］，尽管蚯 蚓 肠 道 内 磷 酸 酶、蛋 白 酶 和 纤 维 素

酶可能会消化部分敏感微生物，致使其微生物种类

减少［２１－２２］，但在本研究中两蚓粪中微生物数量和种

类的增加量大于减少量。有研究表明，蚓粪中增加

的这部分微 生 物 通 常 为 耐 性 菌 种［２３］。各 组 两 蚓 粪

间微生物多样性指数均无显著性差异，但在ｂ组中，

赤子爱胜蚓取食弱碱性矿区土壤后产生的蚓粪微生

物基因型 丰 富 度 和Ｓｈａｎｎｏｎ多 样 性 指 数 均 高 于 壮

伟环毛蚓蚓粪，在ａ组中则未表现出该现象（表３）。

这可能与蚯蚓类型和供试土壤性质有关。赤子爱胜

００１
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蚓一般活动在０～５ｃｍ土壤表层，主要大量取食易

利用的有机物质，而壮伟环毛蚓是华南地区本地的

优势蚓种［１４］，通常活动于５～１５ｃｍ矿质土层，以土

壤颗粒和有机物的混合物为食［２］，本研究中弱碱性

矿区 土 壤 有 机 质 含 量 是 酸 性 矿 区 土 壤 的 两 倍

（表１），与壮伟环毛蚓相比，赤子爱胜蚓更容易获得

适宜的食物，因此，其产生的蚓粪具有更高的微生物

整体功能活性和丰富度。

３．３　蚯蚓肠道对重金属污染土壤微生物优势种群

的影响

一般而言，水稻土微生物群落结构受水分条件

和养分管理等影响而不尽相同［２４－２５］。矿山周边水稻

土长期受重金属污染，土壤微生物群落多样性减少，
重金 属 抗 性 微 生 物 成 为 土 壤 中 的 优 势 种 群［２６］。

Ｇｅｌｓｏｍｉｎｏ［２７］对２种 粉 沙 壤 土 和１５种 其 他 土 壤 的

研究表明相同的土壤具有更为相似的微生物种群。
本研究２种矿区土壤在酸碱度、有机质含量以及重

金属全量Ｃｕ、Ｚｎ和Ｃｄ含 量 上 都 有 所 不 同（表１），
这也带来二者微生物种群多样性的差异。随着污染

程度的升高，水稻土土壤微生物向Ｃｍｉｃ／Ｎｍｉｃ低的微

生物优势群落转化［２８］。而蚯蚓与微生物关系密切，
蚯蚓特殊的肠道环境可以作为土壤微生物的选择过

滤器［２９］，经蚯蚓消化后排出体外的一些优势菌种常

反映了其对土壤环境的重要作用。根据序列分析结

果（表４）并结合前人报道，本研究发现，蚓粪中的优

势菌群大多为与金属迁移转化相关的菌群。如赤子

爱胜蚓和壮伟环毛蚓取食酸性矿区土壤后产生的香

味菌属（Ｍｙｒｏｉｄｅｓ　ｓｐ．）常与金属β－内酰胺酶活性密

切相关［３０］；２种蚯蚓取食弱碱性矿区土壤产生的丛

毛单胞菌属（Ｃｏｍａｍｏｎａｓ　ｓｐ．）也被证实对多种污染

物有很好的降解效果［３１－３２］。另外，赤子爱胜蚓取食

酸性矿区土壤产生的芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ．）和

２种蚯蚓取食弱碱性矿区土壤产生的假单胞杆菌属

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐ．）对 土 壤 重 金 属 Ｃｕ２＋、Ｐｂ２＋ 和

Ｃｄ２＋ 具有较强的抗性［３３－３４］；赤子爱胜蚓取食弱碱性

矿区土壤产生的不动杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐ．）则

对污水中的Ｚｎ２＋ 有 显 著 的 吸 附 作 用［３５］；壮 伟 环 毛

蚓取食酸性矿区和弱碱性矿区土壤产生的金黄杆菌

属（Ｃｈｒｙｓｅｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．）对Ｃｄ有较强抗性［３６］；赤

子爱胜蚓取食酸性矿区土壤和壮伟环毛蚓取食弱碱

性 矿 区 土 壤 产 生 的 鞘 氨 醇 杆 菌 属

（Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．）也已被证明与超富集植物

东南景天可联合有效控制污 染 土 壤 中Ｃｄ含 量［３７］。

上述经蚯蚓消化排泄产生的优势菌群进入污染土壤

中，对土壤中重金属的迁移转化很可能发挥积极作

用，这些需要在进一步的研究中得到证实。

４　结　论

与未经蚯蚓取食的污染土壤相比，新鲜蚓粪微

生物种类和种群多样性增加，种群结构亦发生明显

变化。表层栖和内层栖蚯蚓消化重金属污染水稻土

后，蚓粪间微生物种群多样性差异不大，种群结构具

有一定的相似性，其蚓粪优势菌群既具有共同的优

势菌群也有自身独特的优势菌群，且这些优势菌群

大多为与金属迁移转化相关的菌群。然而，蚓粪微

生物群落是否会引起土壤微生物种群结构变化，且

该变化与土壤重金属形态变化之间有何关联，将是

本研究继续深化的方向。
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