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　　摘要：研究不同浓度外源砷胁迫对土壤细菌群落结构的影响，采集山西省某污灌区土壤，经不同浓度外源砷处理、
培养、稳定后，盆栽油菜，并利用土壤微生物Ｍｉｓｅｑ测序方法，研究不同处理样本微生物的群落组成。结果表明，Ａ处
理下土壤中变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）相对丰度较Ｂ处理、Ｃ处理土壤中比例明显降低，而酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）和
放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）在土壤中的丰度表现出相反的趋势，Ａ处理土壤中这２种菌门的相对丰度明显低于Ｂ处理、
Ｃ处理土壤。表明砷污染程度的加大，将引起细菌物种数量的下降，并导致细菌群落丰富度和多样性降低；污染土壤
中变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）菌群丰度较高，不同菌门砷的胁迫能
力不同，促使不同砷污染土壤中细菌的相对丰度不同。
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　　砷是广泛存在于自然界的一种类金属元素，是五大剧毒
元素之一。土壤砷污染已经成为世界范围内严重的环境问

题，受到了国内外的普遍关注和重视［１］。我国土壤中砷平均

浓度为１１．２ｍｇ／ｋｇ，约为世界平均值（６ｍｇ／ｋｇ）的 ２倍［２］。

２０１４年全国土壤污染状况调查公报显示，我国土壤中Ａｓ含量
点位超标率为２．７％，是仅次于Ｃｄ的第二大污染物。山西省
为全国砷污染最为严重的地区，主要分布于桑干河、黄水河及

两河间的大同盆地及磁窑河和文裕河之间的晋中盆地，区域内

地下水中砷含量最高达１９３２μｇ／Ｌ，是典型的地方性砷病区。
土壤微生物是土壤生态系统中最活跃的部分，土壤结构

的形成、土壤中物质的降解循环和能量转化等重要过程都有

微生物的参与。此外，土壤微生物在维持土壤功能方面也有

很大贡献，土壤生态系统的正常运转、净化、缓冲污染物等功

能都离不开土壤微生物的作用。土壤微生物对土壤质量变化

响应灵敏，是土壤环境质量评价的重要指标［３－１２］。不同砷污

染土壤环境中微生物的种类和特征各不相同。针对砷污染对

土壤微生物菌群的影响已有相关研究，结果显示，砷污染土壤

中微生物数量呈现下降趋势，并与砷含量呈显著负相关［８，１３］。

砷污染也能影响土壤微生物多样性，改变土壤微生物群落

结构［１４］。

本研究利用ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑ高通量测序法从分子水平定
量分析了不同外源砷胁迫下根际土壤中微生物群落结构的组

成、丰度、遗传多样性，采用聚类分析、ＰＣＡ主成分分析等手
段，对不同处理样本微生物的群落组成进行了深入探究。

１　材料与方法

１．１　样品采集与试验设计
１．１．１　样品前处理　本研究土壤样品于２０１６年３月采集于
山西省某污灌区，共选取了６个采样点位，每个点位分别取距
地表０～２０ｃｍ深度的土壤样品２ｋｇ，将所采集的土壤样品风
干后充分混合均匀，去除土壤中的植物残体和石子砖块等杂

物，用木棍和玛瑙研钵研磨后过２ｍｍ筛备用。
将自然风干的、过２ｍｍ筛的备用土壤平均分成３组，记

为Ａ、Ｂ、Ｃ。向Ｂ、Ｃ２组中分别添加配制好的 ＮａＡｓＯ２溶液，
使Ｂ组、Ｃ组土壤中的总砷含量分别达到２０、４０ｍｇ／ｋｇ，并用
消毒后的筷子搅拌，使其混合均匀，以获得低浓度梯度和高浓

度梯度砷污染土壤。将砷污染土壤再次自然风干，过２ｍｍ
筛后装入塑料保鲜盒中。将处理好的土壤在室温下进行培

养，培养时间为１年。期间每隔７ｄ查看土壤情况，若土壤缺
水，则适当添加一定量去离子水。培养完成后测定土壤理化

性质及总砷、有效态砷含量。

１．１．２　试验设计　供试土壤培养１年后，将３组土壤样品分
别风干研磨，混合均匀，过 ２ｍｍ筛备用。选取 １４．５ｃｍ×
１１０ｃｍ×１７．０ｃｍ的聚乙烯塑料盆为试验用花盆，称取过筛
土壤样品１ｋｇ放入花盆中，每组土壤花盆做３个平行试验，
其中不加外源砷的花盆编号分别为 Ａ１、Ａ２、Ａ３；土壤砷含量
为 ２０ｍｇ／ｋｇ的花盆编号为 Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３；土壤砷含量为
４０ｍｇ／ｋｇ的花盆编号为 Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３。购买市售油菜种子，挑
选饱满均匀无明显损伤的种子在１０％的 Ｈ２Ｏ２消毒３０ｍｉｎ，
用蒸馏水冲洗干净后浸泡在饱和ＣａＳＯ４中２ｈ，用自来水和蒸
馏水冲洗干净后待用。将处理好的油菜种子种植到花盆中，

每盆种植１０颗种子，待发芽记录发芽率后，间苗留５株，每天
早晚２次称质量添加水分，保持土壤湿度。植物生长４０ｄ后
收割，利用Ｍｉｓｅｑ高通量测序法研究外源砷添加对土壤微生
物群落结构和多样性的影响。
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１．２　土壤理化性质和砷测定方法
土壤ｐＨ值采用电位法测定（水土比为２．５∶１）；土壤有机

质含量采用高温外热重铬酸钾氧化－容量法测定［１５］；土壤全

氮含量采用凯氏定氮法测定；土壤全磷含量采用钼锑抗比色法

测定；土壤含水率采用烘干法测定。土壤总砷采用王水消煮法

提取；土壤有效砷采用０．１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ提取法提取（液土比为
１０∶１）［１６］；土壤总砷、有效砷的含量均采用 ＩＣＰ－ＭＳ测定。
１．３　土壤微生物Ｍｉｓｅｑ测序
１．３．１　ＤＮＡ抽提　取０．５ｇ土样，使用ＯＭＥＧＡ公司生产的
Ｅ．Ｚ．Ｎ．ＡｓｏｉｌＤＮＡ试剂盒，按说明书抽提，完成基因组ＤＮＡ抽
提后，利用１％琼脂糖凝胶电泳检测抽提的基因组ＤＮＡ。
１．３．２　ＰＣＲ扩增　真菌引物（ＳＳＵ０８１７Ｆ：５′－ＴＴＡＧＣＡＴＧＧＡ
ＡＴＡＡＴＲＲＡＡＴＡＧＧＡ－３′；１１９６Ｒ：５′－ＴＣＴＧＧＡＣＣＴＧＧＴＧＡＧ
ＴＴＴＣＣ－３′）；细菌引物（５１５Ｆ：５′－ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣＣＧＣＧＧ－
３′；９０７Ｒ：５′－ＣＣＧＴＣＡＡＴＴＣＭＴＴＴＲＡＧＴＴＴ－３′）

ＰＣＲ采用 ＴｒａｎｓＧｅｎＡＰ２２１－０２：ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＦａｓｔｐｆｕＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，２０μＬ反应体系。２．０μＬ２．５×１０－３ｍｏｌ／Ｌ脱氧核
苷酸（ｄｎｔｐｓ），０．８μＬＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ引物，０．８μＬＲｅｖｅｒｓｅ
Ｐｒｉｍｅｒ引物，４．０μＬ５×Ｆａｓｔｐｕｆｕ缓冲液，１０ｎｇ模板以及
０．４μＬＦａｓｔｐｕｆｕ聚合酶，补ｄｄＨ２Ｏ到２０μＬ。

反应条件：９５℃预变性３ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５５℃退火
３０ｓ，７２℃延伸４ｓ，２７个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。

每个样本３个重复，将同一样本的 ＰＣＲ产物混合后用
２％琼脂糖凝胶电泳检测，使用ＡｘｙＰｒｅｐＤＮＡ凝胶回收试剂盒
（ＡＸＹＧＥＮ公司）切胶回收 ＰＣＲ产物，Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ洗脱；２％琼
脂糖电泳检测。

１．３．３　荧光定量　参照电泳定量结果，将 ＰＣＲ产物用
ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒＴＭ－ＳＴ蓝色荧光定量系统（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）进行检测
定量，之后按照每个样本的测序量要求，进行相应比例的混合。

１．３．４　Ｍｉｓｅｑ测序　根据 ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑ测序平台的标准流
程进行双端测序。

１．４　数据分析
将Ｍｉｓｅｑ测序得到的 ＰＥｒｅａｄｓ首先根据 ｏｖｅｒｌａｐ关系进

行拼接，再根据ＰＥｒｅａｄｓ之间的ｏｖｅｒｌａｐ关系，将成对的 ｒｅａｄｓ
拼接（ｍｅｒｇｅ）成１条序列，同时对 ｒｅａｄｓ的质量和 ｍｅｒｇｅ的效
果进行质控过滤，根据序列首尾２端的ｂａｒｃｏｄｅ和引物序列区
分样品，得到有效序列，并校正序列方向。过滤读长尾部质量

值２０以下的碱基，设置５０ｂｐ的窗口，如果窗口内的平均质
量值低于２０，从窗口开始截去后端碱基，过滤质控后５０ｂｐ以
下的读长；根据双端读长之间的重叠关系，将成对读长拼接成

１条序列，最小重叠长度为１０ｂｐ；拼接序列的重叠区允许的
最大错配比率为０．２，筛选不符合序列；根据序列首尾２端的
条形码和引物区分样品，并调整序列方向，条形码允许的错配

数为０，最大引物错配数为２；且去掉包含模糊碱基的序列。
区分样本后进行ＯＴＵ聚类分析和物种分类学分析，基于

ＯＴＵ可以进行多种多样性指数分析，基于 ＯＴＵ聚类分析结
果，可以对ＯＴＵ进行多种多样性指数分析，以及对测序深度
进行检测；基于分类学信息，可以在各个分类水平上进行群落

结构的统计分析。在上述分析的基础上，可以对样本的群落

组成进行多元分析和差异显著性检验等一系列统计学和可视

化分析。

２　结果与分析

２．１　土壤理化性质、总砷、有效砷含量
土壤基本理化性质、总砷、有效砷含量见表１，从表１可

以看出，３组土壤均呈弱碱性。

表１　供试土壤基本理化性质

处理 ｐＨ值 总氮含量

（ｇ／ｋｇ）
总磷含量

（ｇ／ｋｇ）

有机质

含量

（ｇ／ｋｇ）

总砷含量

（ｇ／ｋｇ）

有效态砷

含量

（ｇ／ｋｇ）

Ａ ７．２３ ０．７４ １４．８１ １１．０６ １１．２０ ０．７６
Ｂ ７．５６ ０．８６ １５．１２ １２．３８ ２０．７０ ０．９１
Ｃ ７．８３ １．１３ １７．２８ １６．１８ ４１．５０ １．２４

　　土壤中总氮、总磷、有机质的含量与添加外源砷浓度的变
化趋势相同，即随着外源砷浓度的升高，总氮、总磷、有机质的

含量逐渐增加。

土壤中总砷含量和有效砷含量均随着土壤中外源砷添加

量的增加而增加，其中 Ｂ、Ｃ点位总砷含量（ｐＨ值 ＞６．５，旱
地）超过国家土壤环境质量三级标准（ＧＢ１５６１８—１９９５《土壤
环境质量标准》），分别为质量标准的１．０４倍、２．０８倍，且 Ｂ、
Ｃ点位有效砷含量为 Ａ点位的１．２０倍、１．６３倍。同时土壤
中有效砷含量占总砷的比例呈下降趋势。

２．２　土壤细菌群落结构分析
２．２．１　土壤细菌群落丰富度和 α多样性分析　对不添加外
源砷（Ａ１、Ａ２、Ａ３）、添加低浓度外源砷（Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３）、添加高
浓度外源砷（Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３）等不同处理条件下３组土壤样品进
行ＭｉＳｅｑ测序，经去杂优化共得到３１８５４２条有效序列，平均
每个样品的有效序列为 ３５３９４条；有效碱基数目为
１２６４１０７６８，占原始总碱基数目１５９９０８０８４的７９．０５％，平
均每个样品为１４０４５６４１，平均长度为３９６．８４１４９６１。不同
处理条件土壤样品细菌测序序列长度分布在３８１～４２０范围
内，其中大多分布于３８１～４００之间。以９７％的相似水平划分
标准ＯＴＵｓ，依据所划分ＯＴＵｓ，对不同处理下的细菌做α多样
性分析，通过计算丰富度指数和多样性指数，分析不同浓度梯

度砷污染对细菌丰富度和多样性的影响。细菌群落丰富度指

数用Ａｃｅ指数和Ｃｈａｏ１指数表示，其值越高说明群落物种丰富
度越高［１７－１８］；样品的多样性程度用Ｓｈａｎｎｏｎ指数表示，Ｓｈａｎｎｏｎ
指数越高，表明土壤细菌群落多样性越高［１９］；Ｓｉｍｐｓｏｎ指数能
反映物种的优势度［１７，２０］，Ｓｉｍｐｓｏｎ指数值越大代表菌群多样性
越低；Ｃｏｖｅｒａｇｅ覆盖度指数主要用于指示物种覆盖度表。不同
砷浓度处理条件下土壤细菌丰富度和多样性分析结果见表２。
　　从表２可以看出，不同处理条件下，细菌丰富度指数和多
样性指数有明显差异。对土壤丰富度指数而言（Ａｃｅ指数和
Ｃｈａｏ１指数），未添加外源砷土壤细菌丰富度指数最高，高浓
度砷污染土壤中细菌丰富度指数最低。未添加外源砷条件

下，Ａｃｅ指数和 Ｃｈａｏ１指数范围分别为 １６９８．５７１～
１７４３．１１５、１７１９．５０５～１７７２．８４１；高浓度砷污染土壤条件
下，Ａｃｅ指数和 Ｃｈａｏ１指数范围分别为 １３７６．９４７～
１４２０．３４１、１３０６．８８３～１４４８．３２８。结果表明，随着土壤中砷
浓度的提高，土壤中细菌的丰富度指数降低。对多样性指数

而言，随着外源砷添加量的提高，土壤中细菌的Ｓｈａｎｎｏｎ指数
减小，Ｓｉｍｐｓｏｎ指数增大，表明随外源砷添加量提高，土壤细
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表２　９７％相似度水平上的细菌α多样性分析

处理 Ａｃｅ指数 Ｃｈａｏ１
指数

Ｓｈａｎｎｏｎ
指数

Ｓｉｍｐｓｏｎ
指数

Ｃｏｖｅｒａｇｅ
指数

Ａ１ １７２１．６５６１７７２．８４１６．３３２５７８０．００４０３５０．９８６４７０
Ａ２ １６９８．５７１１７１９．５０５６．１２７７５１０．００５２７７０．９９１２８０
Ａ３ １７４３．１１５１７６０．８７０６．２４１３６３０．００４５９２０．９８１６７５
Ｂ１ １５２１．５６９１５９１．７７９６．００７２６５０．００５８０７０．９８４５２２
Ｂ２ １４９８．１８２１５７３．５２０６．１３２６４５０．００４８８８０．９８４０７０
Ｂ３ １５４９．６２１１６８２．４３５６．１０３７１００．００５１４７０．９９２０５９
Ｃ１ １４２０．３４１１４４８．３２８５．５３８７５９０．０１１３０５０．９８６９７９
Ｃ２ １３９７．８１３１３４２．６２４５．６５６０９９０．００８５９６０．９９２４４９
Ｃ３ １３７６．９４７１３０６．８８３５．３２２４０５０．０２１０９２０．９８９９４５

菌群落的多样性降低。此外，本次测定３组数据的 Ｃｏｖｅｒａｇｅ
覆盖度指数均接近于百分之百，表明本次测序基本捕捉到了

试验区土壤的全部物种信息，能真实反映各灌溉模式下真菌

的群落结构。结果表明，外源砷添加降低了土壤细菌群落的

丰富度和多样性，且添加量越高，对土壤细菌的丰富度和多样

性抑制性越强。

２．２．２　土壤物种多样性曲线　为了进一步分析测序数据的
合理性，对土壤样品进行稀释曲线分析。曲线走势平坦表示

更多的数据量只会产生少量新ＯＴＵｓ，以此说明测序数据量合
理，并且间接反映物种的丰富程度。本研究所有土壤样品在

相似度９７％条件下的稀释性曲线见图１。

　　从图１可以看出，当测序量数据超过１５０００之后，稀释
曲线逐渐趋于平缓，基本达到饱和，同时相似度为９７％条件
下测得的样品覆盖度在０．９８１７～０．９９２４，表明目前的细菌样
本测序量数据基本合理，能够真实有效反映不同砷浓度污染条

件下土壤中细菌的种类和结构，只有少量细菌群落未被发现。

对比不同组别的曲线可知，不同处理条件下根际土壤中细菌

ＯＴＵｓ数量呈现以下规律：未添加外源砷（Ａ１、Ａ２、Ａ３）＞添加
低浓度梯度外源砷（Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３）＞添加高浓度梯度外源砷
（Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３），表明随着外源砷浓度的升高，对土壤中细菌群
落产生影响，但对不同土壤中的影响不同。结果表明，不同处

理条件下细菌的稀疏性曲线分析与细菌 α多样性分析结果
一致。因此，外源砷能够胁迫影响土壤细菌的丰富度及其多

样性。

２．３　土壤细菌类群分析
２．３．１　土壤微生物群落组成总体特征　对土壤样品的细菌
１６ＳｒＲＮＡ基因进行了ＭｉＳｅｑ测序和分类学分析，分类结果见
图２，研究区土壤有细菌３３门、７０纲、１６４目、２８２科以及３９７

属。其 中 细 菌 门 （ｐｈｙｌｕｍ）主 要 包 括 变 形 菌 门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸 杆 菌 门 （Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放 线 菌 门
（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、绿 弯 菌 门 （Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ）、浮 霉 菌 门
（Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）、芽单胞菌门（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）、拟杆菌门
（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、硝化螺旋菌门（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ），占所有土壤样品
细菌总量的９０％以上，除上述细菌门类外，土壤样品中还检
测 到 装 甲 菌 门 （Ａｒｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）、 疣 微 菌 门

（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ）、Ｌａｔｅｓｃｉｂａｃｔｅｒｉａ和热袍菌门（Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａｅ）
等的存在，但丰度较低，占细菌总数不足１０％。可以看出，研
究区 土 壤 中 占 主 导 地 位 的 细 菌 门 为 变 形 菌 门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸 杆 菌 门 （Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放 线 菌 门
（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）和绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ），说明这几类菌群对
研究区环境有较强的适应性。

分析结果还显示，各样品中还有少量序列未被分归到任

何现存的门类中，占序列总数不足２％，说明研究区土壤中还
有未被认知的菌种资源。在优势菌门中，变形菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）在各样品中所占的比例范围为 １３．８６％ ～
２８９０％，酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）在各样品中所占的比例为
１６．５６％～２４．０９％，放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）在各样品中所占
的比例为９．６３％～２８．７３％，这３个门的菌群在样本群落结构
中占主导地位，其中，丰度最大为变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）。
２．３．２　不同砷处理条件下土壤细菌群落组成及分布差异分
析　采用贝叶斯算法对９７％相似水平的 ＯＴＵ序列进行分类
分析。从图３可以看出，不同砷污染浓度梯度条件下土壤中
优势菌的结构和相对丰度存在差异。在细菌门分类水平上，

未添加外源砷土壤（Ａ１、Ａ２、Ａ３）、添加低浓度外源砷土壤
（Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３）、添加高浓度外源砷土壤（Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３）在细菌菌
落种类上的差别并不显著。在３种不同外源砷浓度处理方式
下，研究土壤中主要包括变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆菌门
（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放 线 菌 门 （Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、绿 弯 菌 门
（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ），这几类细菌为优势菌，所占相对丰度较高，且在
该类型处理土壤中变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）所占丰度最高；
其次是放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）和酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）。
此 外，浮 霉 菌 门 （Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ）、芽 单 胞 菌 门

（Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ）、拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）和硝化螺旋菌
门（Ｎｉｔｒｏｓｐｉｒａｅ）等菌门所占丰度也较高。

但是，３种不同的处理方式在细菌的相对丰度上有差异
性，相 比 而 言，未 添 加 外 源 砷 的 土 壤 中 变 形 菌 门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）相对丰度较添加外源砷的土壤中比例明显降
低，而酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）和放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）在
土壤中的丰度表现出相反的趋势，未添加外源砷的土壤中这

２种菌门的相对丰度明显低于添加外源砷土壤，可能是因为
不同菌门对砷的胁迫能力不同 。

由图３可看出，３种不同浓度外源砷处理土壤中的优势
类群在门水平下的变化水平各不相同。随着土壤中添加外源

砷浓度的升高，在门水平下土壤中的优势类群变形菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）所占的相对丰度基
本呈现逐渐增加的趋势，而放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）呈现出
相反的变化趋势。因此，不同门的细菌类群对外源砷的耐受

程度不同，随着外源砷浓度的升高，最终细菌菌门的相对丰度

表现出不同的变化趋势。
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２．３．３　ＯＴＵ水平细菌的 β多样性分析　通过 Ｂｒａｙ－ｃｕｒｔｉｓ
距离，对土壤样品进行树状图（图４－Ａ）和主坐标分析（图
４－Ｂ），二者的结果基本相同。图４－Ａ为对原始土壤和添加
不同浓度外源砷之后土壤环境中细菌的聚类情况，结果显示，

未处理土壤和不同浓度外源砷处理的土壤聚类成２个类型，
且差异较大，表明２种处理之间的 ＯＴＵ种类存在差异，说明
不同浓度的外源砷对细菌的ＯＴＵ种类有影响，平行之间的差
异不明显。

主坐标分析表明（图４－Ｂ），第１坐标阐述了 ＯＴＵ水平
细菌菌落结构５２．８４％的变异，在ＰＣｏＡ１上Ａ和Ｂ、Ｃ这２种
土壤明显分开，由于２种不同浓度外源砷处理的土壤存在差
异，表明不同浓度的外源砷是导致土壤细菌菌落变异的最主

要因素。第２坐标阐述了ＯＴＵ水平细菌菌落结构１７．２５％的
变异，在ＰＣｏＡ２上Ａ、Ｂ、Ｃ不同处理土壤中的细菌菌落结构
均存在差异，处理Ａ、处理Ｃ之间差异不明显，处理Ｂ、处理Ｃ
之间差异明显，表明 ＰＣｏＡ２坐标也与外源的添加有关。因
此，对于土壤细菌菌落结构的变异也源于外源砷的影响。结

果分析表明，外源砷对土壤细菌的多样性影响明显，并且高浓

度外源砷对土壤细菌多样性的影响更加明显。

３　讨论与结论

３．１　外源砷添加对土壤中有效态砷含量的影响
当外源砷进入土壤环境中后，首先会参与土壤环境中的

吸附解吸的过程，并且多种环境因素影响ｐＨ值、氧化还原电
位（Ｅｈ）、外源砷浓度、环境温度、土壤质地、矿物组分等土壤
介质对砷的吸附能力，土壤环境中的砷浓度越高，越容易把其

他离子从胶体等上置换下来［２１］。李道林等的相关研究指出，

在土壤中添加不同浓度的外源砷之后，土壤中砷各种形态均

随外源砷的含量的增加而增加［２２］，本研究结果与此相似，并

且在土壤中Ａｓ（Ⅲ）、Ａｓ（Ⅴ）都以阴离子形式被吸附。
　　相关研究指出，有效态砷在土壤中占总砷的比例很少，并
且以可溶性砷或者吸附在土壤胶体表面的砷的形式存

在［２３－２５］，本研究中３个不同处理的有效态砷占总砷的比例分
别为６．２８５７％、１．９８０７％、０．５７８３％，即随着外源砷添加浓
度的升高，土壤中有效态砷所占的比例逐渐减少。高雪等的

研究指出，外源砷进入土壤伴随陈化过程，有效态砷的含量呈
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现逐渐下降趋势［２６－２７］，本研究结果与此相似，并且土壤 ｐＨ
值呈碱性，土壤中的负电荷吸附位点增加，而且土壤中的砷都

以阴离子形式被吸附，此外土壤胶体对于外源砷的吸附及其

转化产物的吸附、固定是个长期、复杂、缓慢的过程。

３．２　外源砷添加对土壤中细菌群落组成与类群差异的影响
外源砷不仅使土壤中总砷含量增加，亦使土壤中有效态

砷含量明显增加。利用 Ｍｉｓｅｑ高通量测序技术分析结果显
示，土壤中砷含量的增加明显抑制了土壤细菌的丰富度和多

样性。随着砷污染的加剧，土壤中 Ｓｈａｎｎｏｎ－Ｗｉｅｎｅｒ指数和
丰富度指数均显著性降低，张雪晴等研究发现重金属污染程

度的加大，将引起细菌物种数量的下降，并导致细菌群落多样

性降低。本研究结果与之一致。

蒋德 明 等 研 究 发 现，砷 污 染 土 壤 中 变 形 菌 门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸 杆 菌 门 （Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放 线 菌 门
（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）菌群丰度较高，本研究结果与之一致。砷污
染程度的不同直接影响着细菌的相对丰度，这可能是由于不

同菌门对砷的胁迫能力不同所造成，Ｌｏｒｅｎｚ等研究结果，砷污
染土壤中微生物群落变化发现，变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）与
酸杆菌门（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）相比，其
对砷有更强的耐受能力［２８－３０］。研究表明，变形菌门

（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）中部分种属含有三价砷氧化基因（ａｉｏＡ和
ａｒｒＡ）、五价砷还原基因［ＡＣＲ３（１）］和将三价砷外排出体内的
基因（ａｒｓＢ），这些基因的存在使得微生物对砷具有较高的耐
性，从而可以长期在砷污染或高砷污染的土壤或沉积物中形

成优势种群［３１－３３］。

本研究以山西省某污灌区土壤及不同浓度的外源砷处理

土壤为环境样本，研究利用 Ｍｉｓｅｑ高通量测序技术系统地分
析了３种不同浓度的外源砷对污灌区土壤中细菌群落结构的
变化和特点。通过比较分析，明确污灌区土壤细菌群落对高

浓度外源砷的适应机制，为灌区砷污染土壤的生物修复提供

技术支持及指导。主要有以下结论：（１）砷污染程度的加大，
将引起细菌物种数量的下降，并导致细菌群落丰富度和多样

性降低；（２）污染土壤中变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、酸杆菌门
（Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）菌群丰度较高，不
同菌门砷的胁迫能力不同，促使不同砷污染土壤中细菌的相

对丰度不同。
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