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　　摘要：利用Ｂｉｏｌｏｇ法研究敌敌畏及其高效降解菌类球红细菌对草莓果实微生物群落代谢活性［用平均每孔颜色变
化率（ＡＷＣＤ）衡量］的影响。结果表明，敌敌畏处理的ＡＷＣＤ显著低于对照，而敌敌畏＋水处理和敌敌畏＋菌处理的
ＡＷＣＤ显著高于对照，其中敌敌畏处理、敌敌畏＋水处理和对照ＡＷＣＤ变化趋势均为先降后升，敌敌畏＋菌处理和水
处理变化趋势为先升后降。主成分分析结果表明，敌敌畏处理草莓微生物的代谢活性特征与其他处理差异显著，水处

理与敌敌畏＋菌处理相近，敌敌畏＋水处理与对照相近。
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　　植物地上部分（包括叶、茎、花、果等）是一个独立的微环
境，称为叶际（ｐｈｙｌｌｏｓｐｈｅｒｅ）［１］，其表面和内部存在大量的各
种类型的细菌、丝状真菌、酵母、藻类等微生物，这些在叶际生

存的微生物称为叶际微生物［２］。叶际微生物是植物生态系

统中的重要组成部分，具有重要的生态功能，它的结构和功能

受外界环境的影响而变化，同时这种变化也会对植物产生持

续的作用，而这种作用主要通过群落代谢功能差异来实

现［３］。农药在现代化农业发展过程中发挥了重要作用，然而

大量喷施于植株表面的农药在杀灭害虫或植物病原菌时，对

叶际微生物群落的结构与代谢活性也会产生直接的影响。敌

敌畏为中等毒性有机磷农药，可防治多种草莓害虫。草莓属

于浆果，喷施的农药易渗入果肉内部，研究测得推荐浓度下敌

敌畏在草莓中７ｄ的残留量仍高于国家蔬菜水果中敌敌畏残
留限量标准（０．２ｍｇ／ｋｇ）近１０倍［４］。类球红细菌（Ｒｈｏｄｏｂａｃｔ
ｅｒｓｐｈａｅｒｏｉｅｓ）ＥＢＬ０７０６菌株是１株敌敌畏高效降解菌［５］，其

１亿 ＣＦＵ／ｍＬ菌液可有效降低草莓果实敌敌畏残留，７ｄ后
的敌敌畏为０．１８ｍｇ／ｋｇ［４］。草莓果实微生物属于叶际微生
物的范畴，Ｂｉｏｌｏｇ法是目前已知的研究微生物代谢功能多样
性的很有力的方法。本试验利用 Ｂｉｏｌｏｇ法研究敌敌畏及其
降解菌类球红细菌对草莓叶际微生物群落代谢活性的影

响，从新的角度评价化学农药及其微生物降解菌的生态

效应。

１　材料与方法

１．１　材料
供试农药为７７．５％敌敌畏乳油，天津市华宇农药有限公

司生产。

供试微生物为类球红细菌ＥＢＬ０７０６，分离自土壤，保存于
中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心，保藏编号

为ＣＧＭＣＣＮｏ．０６４５。
供试植物为草莓，种植于北京市昌平区温室大棚，处于果

实膨大期，试验时间为 ２０１０年 ３月，大棚中白天温度约
２０℃，夜间温度约１０℃，相对湿度约７０％，受试区草莓未喷
过任何农药。

１．２　试验设计
敌敌畏用水稀释 １０００倍，类球红细菌用水稀释到

５亿ＣＦＵ／ｍＬ。共５个处理：喷敌敌畏、喷敌敌畏２ｈ后喷水
（敌敌畏＋水）、喷敌敌畏２ｈ后喷５亿ＣＦＵ／ｍＬ类球红细菌
（敌敌畏＋菌）、喷水、对照（不作任何处理）。敌敌畏、类球红
细菌及水的喷施量均以叶面湿润而无液滴落下来为准。待喷

洒在草莓上的敌敌畏、菌液、水自然挥发干后，各组均采大小

均一的草莓１００ｇ，计作喷后０ｄ的样，后分别于喷后１、３、５、
７ｄ采收样品，３次重复，样品用冰盒带回实验室，立即做菌体
洗脱和收集。

１．３　草莓果实微生物菌体洗脱和类球红细菌的培养
每组分别取草莓果１００ｇ，放入１０００ｍＬ烧杯中，分别加

入３００ｍＬ无菌磷酸盐缓冲液（ｐＨ值 ７．０，含 ０．１％ 吐温 －
８０），均超声波振荡（４０ｋＨｚ）处理６ｍｉｎ×４次，每次间隔中摇
匀，收集洗脱菌液，备用。类球红细菌用无机盐培养液摇瓶培

养至菌体浓度５０亿ＣＦＵ／ｍＬ［５］。
１．４　草莓果实微生物群落代谢多样性的Ｂｉｏｌｏｇ分析

采用ＢｉｏｌｏｇＥｃｏ板碳素利用法研究叶际微生物群落代谢
多样性［６－７］。用无菌的０．８５％ＮａＣｌ溶液按１０倍稀释法把草
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莓果洗脱菌液稀释到 １０－３。用排枪吸取 １５０μＬ加入到
ＢｉｏｌｏｇＥｃｏ微孔中，于培养箱２５℃培养，每１２ｈ在 Ｂｉｏｌｏｇ读
数器上读数（５９０ｎｍ）。
１．５　数据分析
１．５．１　平均每孔颜色变化率（ａｖｅｒａｇｅｗｅｌｌｃｏｌｏｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，
ＡＷＣＤ）　ＡＷＣＤ反映了微生物的代谢活性，是碳源利用能力
的一个重要指标。计算公式如下：

ＡＷＣＤ＝∑（Ｃ－Ｒ）／ｎ。
其中：Ｃ是每一个孔里的颜色变化（光密度），Ｒ是微孔板上空
白孔的光密度，ｎ是碳源的数量，ＢｉｏｌｏｇＥｃｏ微孔板的碳源数
量为３１，３个重复。
１．５．２　主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）　主
成分分析通过将原始变量向新的坐标轴投影，产生新的主成

分（ＰＣ）来简化变量，方便比较。Ｂｉｏｌｏｇ所测 ＡＷＣＤ值通过
ＳＰＳＳ１３．０中分析→数据缩减→因子分析进行主成分分析。
差异性分析用ＳＰＳＳ１３．０中单因素方差分析计算。

２　结果与分析

２．１　敌敌畏和类球红细菌对草莓果微生物代谢活性
（ＡＷＣＤ）的影响

所有样品ＡＷＣＤ均随培养时间的延长而增大，而且增长
规律相同，即培养２４ｈ后ＡＷＣＤ开始指数增长，９６ｈ趋于平
稳。图１列举了喷敌敌畏处理后不同时间所采样品微生物的
ＡＷＣＤ变化趋势。

　　为了考察不同样品对每种碳源的利用情况，取不同处理
不同采样时间的样品培养１２０ｈ的ＡＷＣＤ进行对比分析（图
２）。敌敌畏处理、敌敌畏 ＋水处理和对照有相似变化规律，
ＡＷＣＤ先降后升，处理后 ３ｄ下降到最低，之后开始回升；处
理后７ｄ的ＡＷＣＤ接近处理后１ｄ的值。不同之处是处理后
３ｄ时，敌敌畏处理ＡＷＣＤ显著低于对照，而敌敌畏＋水处理
则显著高于对照。因为在处理后１～３ｄ内，高浓度敌敌畏处
理抑制了微生物的代谢活性，ＡＷＣＤ急剧降低，３ｄ后降到最
低，之后由于敌敌畏的自然降解作用，草莓果实上的敌敌畏浓

度逐渐降低，微生物的代谢活性有所恢复，ＡＷＣＤ开始回升；
敌敌畏＋水处理中可能是喷水对草莓果实上的敌敌畏浓度有
所稀释，稀释后的敌敌畏浓度可作为碳源被微生物利用，使

ＡＷＣＤ高于对照。敌敌畏 ＋菌处理和水处理的 ＡＷＣＤ具有
先升后降变化趋势，其中敌敌畏＋菌处理１ｄ时，ＡＷＣＤ即上
升到最大，且显著高于对照及其他处理；处理后３ｄ，ＡＷＣＤ下
降至与水处理接近。一方面是因为类球红细菌对敌敌畏的降

解和敌敌畏的自然降解作用，使草莓果实上敌敌畏浓度迅速

降低到微生物可以利用的浓度；另一方面，死亡的类球细菌可

能作为一种碳源被微生物利用，使 ＡＷＣＤ在处理后１ｄ迅速
上升到最大，之后敌敌畏和类球红细菌提供的碳源浓度降低，

ＡＷＣＤ下降；处理后１、３ｄ，水处理的 ＡＷＣＤ均高于对照；处
理后５ｄ，其ＡＷＣＤ与对照接近。可能是因为喷水后增加了
果面的湿润度，微生物的代谢活性增强，随着采样时间的延

长，水分蒸发，湿润度降低，微生物代谢活性减弱。

２．２　不同处理微生物对不同碳源的利用程度
ＡＷＣＤ值的差异主要是由微生物对Ｂｉｏｌｏｇ微孔板上单个

不同的碳源利用能力的差异而引起的，研究结果表明，不同处

理草莓果实微生物对碳源的利用程度不相同。敌敌畏处理对

β－甲基－Ｄ－葡萄苷、Ｌ－精氨酸、吐温－８０和Ｄ－甘露醇利
用程度相对较高，敌敌畏＋水处理对 Ｄ－木糖、Ｄ－半乳糖醛
酸、Ｌ－天冬酰胺酸、Ｄ－甘露醇和Ｎ－乙酰基－Ｄ－葡萄胺利
用程度相对较高，敌敌畏 ＋类球红细菌处理对 Ｌ－精氨酸、
Ｄ－半乳糖醛酸、Ｌ－天冬酰胺酸、Ｄ－甘露醇、Ｎ－乙酰基 －
Ｄ－葡萄胺、Ｄ－纤维二糖和 Ｄ－苹果酸利用程度相对较高，
水处理对 Ｌ－精氨酸、Ｄ－半乳糖醛酸、Ｌ－天冬酰胺酸、吐
温－４０、吐温－８０、Ｄ－甘露醇、４－羟基苯甲酸、Ｌ－丝氨酸、
Ｄ－纤维二糖和α－Ｄ－乳酸利用程度相对较高，对照对 Ｄ－
木糖、Ｄ－半乳糖醛酸、Ｄ－甘露醇、Ｎ－乙酰基－Ｄ－葡萄胺、
Ｄ－纤维二糖和α－Ｄ－乳酸利用程度相对较高。
２．３　不同处理草莓果微生物碳源代谢特征

由图３可知，草莓果实微生物主成分１（ＰＣ１）和主成分２
（ＰＣ２）累积方差贡献率分别约为４２％、３０％，基本可以认为这
２个主成分可以表征原来３１个变量（３１种不同碳源的 Ｂｉｏｌｏｇ
数据）。结果表明，经过不同处理后，草莓上的微生物形成了

不一样的群落结构和特点，从而产生了不同的碳源代谢特性，
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处在同一方位表明对微生物群落对碳源代谢特征比较相近，

反之则远。敌敌畏处理位于左下方，敌敌畏 ＋菌处理位于右
上方，敌敌畏＋水处理与对照位于右下方，而水处理位于左上
方和右上方之间，由此可见，只有敌敌畏＋水处理微生物的代

谢特征与对照接近，而其他处理中微生物的代谢特征都发生

了显著的变化，且均相距较远。草莓不同处理主成分分析中

相关性显著的主要碳源如表１所示。

表１　草莓果微生物不同处理主成分分析中相关性显著的主要碳源

ＰＣ１ ｒ ＰＣ２ ｒ
Ｄ－半乳糖醛酸 ０．８４９０５６ Ｌ－精氨酸 ０．９６０５８７
Ｌ－丝氨酸 ０．８０２１９８ 吐温－４０ ０．８４４３０５
Ｎ－乙酰基－Ｄ－葡萄胺 ０．７３８３８９ 吐温－８０ ０．７３７９２９
Ｄ－葡萄胺酸 ０．８２６５７７ γ－羟基丁酸 ０．８５０２７３
Ｄ－纤维二糖 ０．９５１９３８ Ｄ，Ｌ－α－磷酸甘油 －０．８３１９３０
葡萄糖－１－磷酸 ０．９７６９７６ Ｄ－木糖 －０．９２２７４０
α－Ｄ－乳酸 ０．９２３６８４
β－甲基－Ｄ－葡萄苷 －０．７４６８４０
Ｄ－半乳糖酸－γ－内酯 －０．８２７５９０
丙酮酸甲酯 －０．７３２５５０
Ｌ－苯甲基丙氨酸 －０．７８１０３０
α－丁酮酸 －０．７７２４９０

３　结论与讨论

本研究结果表明，敌敌畏在杀死草莓的害虫时，对草莓果

实微生物群落的代谢活性产生了一定影响，高浓度敌敌畏对

微生物群落代谢活性有抑制作用，反之低浓度有促进作用；敌

敌畏的高效降解菌类球红细菌对草莓果实微生物群落代谢活

性的促进作用，主要由快速降解作用使草莓上的敌敌畏从高

浓度降为低浓度而引起的。主成分分析表明，用敌敌畏、敌敌

畏＋菌处理草莓果实微生物群落对碳源的代谢特征不同，且
与其他处理差异明显。

微生物群落结构决定了其生态功能，群落结构的高稳定

性是实现生态功能的重要因素，同时群落结构变化是标志环

境变化的重要方面［８］。叶际微生物具有改变宿主微环境、促

生、固氮、防御病害、降解污染物等重要生态功能［９－１１］。植物

的叶际直接暴露于空气中，叶际微生物对环境的变化十分敏

感。植物叶际微生物能够利用叶面上有限的营养生长，同时

这些叶面上的营养物质又决定了其群落结构特征［１２］。目前，

Ｂｉｏｌｏｇ已广泛应用于土壤微生物群落结构的研究，在叶际微
生物群落多样性的研究中也有报道，如张保国等用 Ｂｉｏｌｏｇ方
法分析了菠菜、芹菜、油菜、青花菜和甘蓝等不同蔬菜叶际微

生物对多种碳源的利用情况，结果显示，不同种类的植物叶际

微生物对不同种类碳源的利用能力差异显著，利用碳源能力

的大小为菠菜＞油菜＞芹菜 ＞甘蓝 ＞青菜花；主成分分析表
明，芹菜和甘蓝的叶际微生物群落碳源代谢特征比较相近，菠

菜和油菜的叶际微生物群落碳源代谢特征比较相似［１３］。本

研究用Ｂｉｏｌｏｇ法解析了敌敌畏及其降解菌对草莓果实微生物
群落代谢活性的影响。需说明的是 Ｂｉｏｌｏｇ是一种可培养方
法，它侧重研究微生物群落对底物的利用能力即代谢多样性，

通过测定微生物对碳源不同利用度的信息来研究由不同环境

条件引起的微生物群落变化，检测到的微生物群落数据不包

括休眠群体和不能利用Ｂｉｏｌｏｇ底物的群体［１４］，因此在实际研

究中可结合多种方法综合应用，以便得到更全面的数据。
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