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摘要: 采用田间开顶式 CO2控制气室 ( OTC), 研究了 375LL /L、750LL /L两个 CO2浓度和 CK、LC50、LC90 3种吡虫啉浓度处理条

件下, 甘蓝根际土壤细菌与非根际土壤微生物生物量 C的变化。 750LL /L CO
2
处理对甘蓝根际细菌数量显著增加 (P < 0. 01),

而在同一 CO2水平下各农药处理间并无显著差异;根区土壤微生物生物量 C只有在 750LL /L CO2且无吡虫啉处理的条件下显

著 (P < 0. 05)下降, 在 LC50、LC90处理的影响下并不显著。同一 CO2水平下, 根区土壤微生物生物量 C受农药处理的影响不

明显。
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Effect of elevated CO2 concentration and im idacloprid on culturable bacteria and
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Abstract: Responses of bacteria in the presence rhizosphere so il and soil m icrobial biom ass carbon in non-rhizosphere

cabbage to elevated CO2 and three concentrations of mi idaclopridw ere exam ined in the open-top cham bers( OTC) . Num bers

of bacteria in rhizosphere soil increased significantly ( P < 0. 01) w ith elevated CO2 but mi idacloprid had no effect on

bacteria. M icrob ial biom ass carbon w as lower in non-rh izosphere of cabbage under elevated CO2 than amb ient CO2

concentrat ionswhen mi idacloprid was not applied. Regardless ofCO2 leve ls, mi idacloprid affectswere not s ign ificant for the

numbers of bacteria in rhizosphere soi.l
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已有的资料显示,大气 CO2浓度已从工业革命前的 280LL /L升高到现在的 380LL /L, 且近 10a来以每年

1. 9LL /L的速度递增
[ 1 ]
。CO2是植物进行光合作用的原材料之一。已有大量研究表明, 大气 CO 2浓度升高不

但影响植物的生长和生物量,而且改变其化学组分和营养品质,如降低这些组织的含氮量,使 C /N比增加,甚

至改变了其氨基酸含量和组成
[ 2-3]
。在过去,高浓度 CO2对植物的研究主要涉及到的是地上生态系统的研究;

而近年来,地下生态学研究也逐步深入,有关大气 CO 2浓度升高通过改变植物的生长而间接来影响土壤微生

物的群落以及土壤微生物生物量的研究报道增多。大部分研究表明,大气 CO2浓度升高对细菌数量起促进作

用
[ 8]
,对根际和非根际土壤微生物量 C、N的影响不稳定

[ 4-7]
。这可能是由于植物种之间特性的差异将会导致
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其土壤微生物生物量 C之间会存在很大的差异,另外, 在高浓度 CO2条件下根系分泌物组分及其可能的化学

结构变化也可能使根系分泌物不能为众多微生物所利用
[ 9-10]
。

化学防治是目前害虫防治中的一个重要的手段。每年我国使用杀虫剂 30万 t原药。已有研究表明,化

学农药对土壤微生物群落也具有很大的影响, 如陆维忠等发现化学农药对土壤微生物群落的影响。但由于化

学农药的长期使用,土壤微生物群落也慢慢形成了一套适应化学农药污染的机制, 主要是土壤微生物能耐受

或降解化学农药
[ 11-16]

。本文要研究的吡虫啉是一种内吸性杀虫剂,主要防治作物上的刺吸式害虫。并且具有

内吸、胃毒、拒食、驱避作用,持效期较长, 广谱杀虫的特点。目前, 在大气 CO 2浓度升高下,化学农药对土壤微

生物群落影响如何,国内外都未有报道。本文以大气 CO 2和吡虫啉为双重胁迫因子,通过在大气 CO 2浓度升

高下,研究不同浓度吡虫啉农药的使用对甘蓝根际土壤细菌数量和根区土壤微生物生物量 C影响,探讨根际

和根区土壤微生物对高浓度 CO2的响应规律。

1 材料与方法

1. 1 试验处理与设置

本试验在中国科学院动物研究所北京香屯全球气候变化研究基地进行。按照国际研究惯例,实验设目前

大气 CO 2浓度 (Ambient约 375LL /L)和未来加倍大气 CO2浓度 ( E levated 750LL /L)两个大气 CO2浓度处理。

采用 8个开顶式 CO2控制气室 ( Open-top chamber, OTC ), 其中 4个通加倍大气 CO2,浓度,使开顶式气室内大

气 CO2浓度维持在 750LL /L;另外 4个保持与周围环境 CO2浓度一致 (约 375LL /L)。CO2浓度控制为自动控

制系统,由 7部分组成
[ 17 ]
。

于 2008年 3月 1日,将甘蓝 (B rassica oleracea L. var. cap itata )的种子播种于的盆钵中,待出苗后带土移

栽至直径为 12. 5cm,高 11cm的盆钵中, 每盆 1株,每 OTC中 9盆,即总共 72株甘蓝种在 2个大气 CO 2浓度处

理的 8个 OTC中。当甘蓝在 OTC中通气生长 30d后, 于 5月 7日对甘蓝分别进行 CK、LC50、LC90的 3个浓度

的吡虫啉农药处理。毒力测定预实验采用 FAO推荐的浸渍法
[ 18]

, 将吡虫啉原药用丙酮配制成质量分数为

1% 的母液,其 CK、LC50、LC90的吡虫啉浓度分别为取 0, 0. 32, 2. 52m l母液,用 400mL去离子水配成。每株甘

蓝喷 5次。每种浓度在每个 OTC中各处理 3盆。移栽土壤均取自本基地的大田表层土壤, 为保证甘蓝的正

常营养需求常规施肥。培养中采用自然光照, 每隔 1 d浇水 1次
[ 19]
。

1. 2 样品收集及保存

1. 2. 1 土壤取样

自对甘蓝进行 CK、LC50、LC90的 3个浓度的吡虫啉农药处理后 30d,对每个处理的根际土样进行采样。总

共取样 1次,根际土样 (通常把围绕根 5mm以内的土壤称为根际土 )的采集方法采用抖落法,将抖落下的土样

装于自封袋中, 4e 储存,直至测定土壤细菌;根区土的采集是将整盆土混匀,取适量土壤存于自封袋中, 4e 储

存,直至测定土壤微生物生物量 C。

1. 2. 2 将甘蓝的根洗净,晾干,称总生物量;然后将根剪下,分别称鲜重和根重,置于封装袋中, - 20e 保存。

1. 3 测定指标及方法

1. 3. 1 甘蓝总碳的测定

将新鲜甘蓝置于 60e 恒温烘干箱中 ( 60 e , 72 h)烘至恒重,研磨,取样品 0. 12g,采用 DNS法测定甘蓝总

糖
[ 20]

,分光光度计比色, 然后换算为总 C的含量。

1. 3. 2 甘蓝总 N的测定

称取上述烘干研磨后的甘蓝粉末 0. 1g,采用凯氏定氮法测定甘蓝总 N,盐酸标准品滴定。

1. 3. 3 土壤细菌数量

采用 CFU菌落计数法,即用稀释平板法, 每个处理选择 3个浓度, 每个浓度做 3个平板重复, 各接 100LL

根际土壤悬浮液,计算 CFU菌落数量。细菌采用牛肉膏蛋白胨琼脂培养基 ( pH7. 0) 7. 2) ,在 28) 30e 恒温

培养箱中保湿培养, 36) 48h后观察计数。
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1. 3. 4 土壤微生物生物量 C

采用氯仿熏蒸, 0. 5mol /L硫酸钾浸提法,浸提液采用浓硫酸重铬酸钾氧化、硫酸亚铁滴定法测定微生物

生物量 C
[ 21]
。

( 1)氯仿熏蒸处理  称取相当于烘干土重 20 g的湿土,放入 100mL的小烧杯中,连同盛有 6OmL左右的

去掉酒精的重蒸氯仿的小烧杯, 一起放入真空干燥器内, 真空干燥器底部加入少量水和稀碱 ( 1mo l/L N aOH )。

用真空泵抽真空,使氯仿沸腾, 并持续 2m in,关闭真空干燥器的阀门,将干燥器放入 25e 的生化培养箱中,培

养 24 h。24 h后取出氯仿, 除尽干燥器底部的碱, 再用真空泵反复抽气,直到将氯仿抽尽为止。再加入 0. 5

mo l/L硫酸钾溶液 (土水比为 1B2),于 25e 、200 r /m in振荡 30 m in后迅速用中速滤纸过滤, 滤液立即进行 C

的测定。在熏蒸开始时,取等量土样做对照。

( 2)浸提液 C的测定  吸取 10mL浸提液于 150mL消煮管,加入 10mL的 0. 018mo l/L的 K 2C r2O7-H 2 SO4

溶液 (硫酸浓度为 12mo l/L ) ,放入一些抗暴沸物质, 摇匀后置于 ( 175 ? 1) e 的油浴中煮沸 10 m in, 冷却后将

溶液转移到三角瓶中,用蒸馏水冲洗消煮管, 使最后总体积约为 8OmL左右, 加 1滴邻啡罗指示剂, 用 0. 5

mo l/L硫酸亚铁溶液滴定至终点。

微生物生物量 C的计算: C( mg /kg) = 2. 64 @E c

式中, E c为熏蒸与不熏蒸土壤中有机 C的差值, 2. 64为校正系数。

土壤有机 C的计算:     有机 C量 (mg /kg) = 0. 012 /4 @ 106 @M (V0 - V) @ f /w

式中, M 为硫酸亚铁溶液的浓度 mo l/L; V0为滴定空白所消耗的硫酸亚铁溶液的体积 ( mL) ; V为滴定土

样所消耗的硫酸亚铁溶液的体积 ( mL); f为稀释倍数;W为烘干土重 ( g) ; 0. 012为 C的毫摩尔质量 ( g) ; 106

为换算系数。

1. 4 统计分析

采用裂区设计的分析方法,以 CO 2浓度为主因子, 吡虫啉农药处理为次要因子, ANOVA双因子方差分析

大气 CO 2浓度和农药处理对甘蓝土壤细菌和微生物生物量 C的影响。处理间的差异显著性采用 LSD检验。

2 结果与分析

2. 1 高浓度 CO2及吡虫啉对甘蓝 C、N含量及其生物量的影响

由表 1可以表明, 在 CO2 浓度升高的情况下, 甘蓝含 C量有显著升高 ( df = 1, 36, F = 34. 692, P <

01000),氮含量显著降低 ( df = 1, 36, F = 5. 143, P = 0. 026) ,而 C /N比也显著升高 ( df = 1, 36, F = 4. 923,

P = 0. 029); 地上部组织生物量及甘蓝总生物量都有显著升高 ( df = 1, 36, F= 34. 692, P < 0. 000) ( df = 1, 36,

F = 31. 245, P < 0. 000) ,地下部组织生物量也有一定程度的升高, 但是这种升高并不显著 ( df = 1, 36, F =

21697, P = 0. 104)。在不同的化学农药处理下, 甘蓝含 C量没有显著变化 ( df = 2, 24, F = 0. 684, P =

01564), 氮含量随着农药浓度升高有显著降低 ( df = 2, 24, F = 7. 015, P < 0. 000),而 C /N比有显著升高 ( df =

2, 24, F = 5. 356, P= 0. 002) ; 上部组织生物量及甘蓝总生物量都无显著影响 ( df = 2, 24, F = 0. 684, P =

01564) ( df = 2, 24, F = 0. 665, P = 0. 576) ,地下部组织生物量也有一定程度的升高,但是这种升高并不显著

( df = 2, 24, F = 3. 050, P = 0. 053)。结果表明,在大气 CO2浓度升高和吡虫啉双胁迫下,甘蓝体内的各营养

物质主要受 CO2浓度升高的影响,而吡虫啉对其影响甚微。

2. 2 高浓度 CO2和吡虫啉双胁迫对甘蓝根际土壤细菌数量的影响

CO2和吡虫啉对甘蓝根际土壤细菌数量的影响的 ANOVA双因子方差分析图 1表明, 大气 CO 2浓度对甘

蓝根际土壤细菌数量有显著的影响, 但农药浓度处理、大气 CO 2浓度与农药浓度处理的交互作用对甘蓝根际

土壤细菌数量没有显著的影响。大气 CO2浓度倍增下, 使 3种农药浓度处理后的甘蓝根际土壤细菌数量极显

著高于正常的大气 CO 2浓度对照处理。但这种变化的趋势在吡虫啉浓度处理中表现不同,当吡虫啉浓度处理

为 LC50时,甘蓝根际土壤细菌数量较其他两个浓度下增加得更快;而同浓度 CO2水平下各吡虫啉处理对甘蓝

根际土壤细菌数量的影响不显著。
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表 1 高浓度 CO 2及吡虫啉对甘蓝体内营养物质和其生物量的影响

Table 1 Effect of elevated CO2 and im idacloprid on nutrition and b ioma ss of cabbage

项目 Item

清水对照 CK

大气 CO 2浓度

Am b ien t

加倍 CO 2浓度

E levated

致死中浓度 LC50

大气 CO2 浓度

Am b ien t

加倍 CO 2浓度

E levated

90%致死浓度 LC90

大气 CO 2浓度

Amb ient

加倍 CO2 浓度

E levated

总 C TotalC / (m g /g) 45. 82 ? 3. 23b, A 69. 87 ? 6. 18a, A 49. 38 ? 3. 14b, A 70. 09 ? 6. 30 a, A 47. 82 ? 3. 67b, A 69. 16 ? 6. 79a, A

总 N T otalN / (m g /g) 3. 36 ? 0. 82a, A, 2. 55 ? 0. 32b, A 2. 59 ? 0. 314 a, AB 1. 93 ? 0. 30 a, AB 2. 30 ? 0. 31a, B 1. 43 ? 0. 30b, B

C /N Th e rat io of C to N 13. 85 ? 1. 14a, A 40. 98 ? 11. 72b, A 26. 42 ? 6. 51 a, A 58. 32 ? 18. 81b, A 37. 39 ? 12. 78a, A 73. 5 ? 15. 20b, A

地上部组织生物量

Above-ground b iom ass /g
64. 86 ? 1. 90b, A 73. 71 ? 3. 02a, A 60. 27 ? 3. 81b, A 72. 84 ? 3. 57 a, A 61. 10 ? 2. 96b, A 72. 47 ? 3. 89a, A

地下部组织生物量

Below-ground b iomass /g
1. 44 ? 0. 21a, A 1. 80 ? 0. 20a, A 1. 34 ? 0. 19 a, A 1. 52 ? 0. 19 a, A 1. 26 ? 0. 12a, A 1. 38 ? 0. 08a, A

总生物量 Total b iom ass /g 66. 30 ? 1. 87b, A 75. 51 ? 3. 00a, A 61. 61 ? 3. 84b, A 74. 36 ? 3. 52 a, A 62. 35 ? 2. 97b, A 73. 85 ? 3. 94a, A

  每行中,不同小写字母代表的是同一农药水平下不同 CO2处理间已达到显著水平,不同大写字母代表的是同一 CO 2水平下不同农药浓度处

理间达到了显著水平 (P < 0. 05)

2. 3 高浓度 CO2和吡虫啉双胁迫对甘蓝根区土壤微生物生物量 C的影响

经 ANOVA双因子方差分析 (图 2)表明, 大气 CO2浓度对甘蓝根区土壤微生物生物量 C有极显著影响,

但农药浓度处理、大气 CO2浓度与农药浓度处理的交互作用对甘蓝根区土壤微生物生物量 C没有显著的影

响。在 CO2浓度倍增的条件下, 只有在吡虫啉 CK处理时甘蓝根区土壤微生物生物量 C显著 (P < 0. 05)降低,

而其他的两个吡虫啉处理的甘蓝根区土壤微生物生物量 C影响并不显著; 当 CO 2水平一致时,但各吡虫啉处

理之间根区土壤微生物生物量 C的差异并不显著。

 图 1 高浓度 CO 2和吡虫啉双胁迫对甘蓝土壤细菌的影响

F ig. 1  Effect of CO2 and im idacloprid on so il bacterium

associa ted w ith cabbage

 图 2 高浓度 CO2和吡虫啉双胁迫对甘蓝土壤微生物生物量 C的

影响

F ig 2 Effect of CO2 and im ida cloprid on so ilm icrob ia l biom ass

C associated w ith cabbag e

3 讨论

土壤微生物在动植物残体的分解中起着非常重要的作用。土壤微生物生物量是指土壤中体积小于 5)

10cm的活的微生物总量, 是土壤有机质中最为活跃及最易变化的部分
[ 22-23]

, 它是土壤肥力的象征, 可反映土

壤养分有效性状况和土壤生物活性, 是土壤质量与环境变化最为敏感的指示者
[ 24]
。

本项研究表明,在 CO2浓度升高的情况下,甘蓝含 C量有显著升高,氮含量显著降低, 而 C /N比也显著升

高。这主要是 CO2作为植物进行光合作用的原材料之一, 其浓度的升高有利于提高植物的光合作用和生产
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力,然而,却并没有提高其品质, 反而因为甘蓝体内的含 N量下降, C /N下降, 从而导致甘蓝体内营养物质不

均衡。这些变化对甘蓝土壤细菌数量有极显著增加的影响。换言之,甘蓝土壤细菌数量受高浓度 CO2的影响

较大,这可能与高浓度 CO2条件下甘蓝根系生物量、根系分泌物、细根周转、地下碳分配量
[ 25]
增加有关。根系

分泌物的增加势必会影响根际土壤细菌 C、N源在数量和结构等方面的改变
[ 26-28 ]

, 从而可能会引起细菌数量

发生变化。而在同一水平 CO2浓度下,吡虫啉个浓度处理之间甘蓝土壤细菌数量的影响差异并不显著。产生

这种现象的原因可能在于二个方面, 一是吡虫啉农药可能转化为土壤中的营养物质,从而对甘蓝土壤细菌的

影响较小;二是吡虫啉容易分解,其半衰期比较短, 而且跟温度和作物种类有关, 如:吡虫啉在烟叶中的消解半

衰期为 3. 98d, 喷药后 15d, 降解了 94. 60%
[ 29]

; 吡虫啉在麻黄上的半衰期约为 1. 4d, 衰减 90%的时间约为

417d, 10d后未检出 [ 30]
。

大气 CO 2浓度升高对土壤微生物生物量 C有一定的影响,在没有农药处理时, CO2浓度升高下的微生物

生物量比正常下时要显著 (P < 0. 05)下降。虽然其他两个浓度也有一定程度的下降, 但没有达到显著水平。

该结果与其他有关 CO2对土壤微生物生物量的结果类似, 如 N ik laus等研究认为高浓度 CO 2对土壤微生物生

物量及细菌和真菌比率几乎没有影响
[ 31]

; Lussenhop等观察到: 在 CO2浓度升高条件下, 根际微生物生物量出

现无显著意义的下降 ( - 15% ) 52% )
[ 32 ]

;而有些研究也表明,在 FACE条件下, CO2浓度升高对土壤微生物

生物量 C有显著的正效应
[ 4]
,所得的试验结果不同, 可能与植物种类本身有很大关系, 也与土壤本身的营养

状况也有关。此外,在 CO2浓度下, 根系化学成分等的改变使得根系分泌物不能被微生物利用, 另外, 由于在

高 CO2浓度条件下, C的输入增加,而 N的利用率增加,导致土壤中可利用的 N源减少,使微生物可利用的 N

源也受到限制。还有一个原因就是微生物生物量本来就存在高度的变异性 (变异系数为 193% )
[ 33]

, 这些因

素都可能导致了土壤微生物生物量的下降。

本文第一次综合探讨了大气 CO2和吡虫啉作为双重胁迫因子对其根际土壤细菌数量和根区土壤微生物

生物量 C进行研究,结果表明, 细菌和土壤微生物生物量 C受 CO2浓度升高的影响比较大,而受目前农药使用

浓度的影响小。
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