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摘 要: 采用室内培养实验，研究厌氧条件下水稻土中五氯酚( Pentachlorophenol，PCP) 的还原转化与微生物群落组成变化。
结果表明，室内培养实验条件下，PCP 在水稻土样品中降解比较迅速，在反应 17 d 时，实验添加的 PCP 能够完全被还原转化。
高通量测序结果显示 PCP 的添加明显改变了水稻土壤的微生物群落结构，其微生物多样性显著下降，在 PCP 降解完之后逐

渐恢复。原始土壤以及添加 PCP 的土壤样品中其优势微生物主要分布在变形菌门( Proteobacteria)。PCP 添加刺激了水稻土

中伯克氏菌科( Burkholderiaceae)、丛毛单胞菌科( Comamonadaceae)、地杆菌科( Geobacteraceae)、红环菌科( Ｒhodocyclaceae) 和

假单胞菌科( Pseudomonadaceae) 等脱氯相关的微生物菌群繁殖，成为 PCP 降解过程中的优势菌群，有利于 PCP 还原降解。本

研究结果可为水稻土中有机氯农药污染物的微生物降解脱毒提供理论依据。
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随着工业化和农业化种植集约化不断发展，我

国面临的农田生态环境问题日益严重，尤其是农田

农药残留问题对农业经济发展和环境的安全性已

造成了严重影响。有机氯农药作为一类典型的具

有难降解性、生物蓄积性、高毒性的持久性有机污

染物［1］，被广泛应用于杀虫、杀菌等农田生产领域

中，且已经造成了湿地、水体、土壤等大范围的污

染，威胁人类身体健康［2］。
土壤微生物是土壤生态系统中最活跃的组成

部分，对土壤有机质转化［3］、营养物质循环［4］、植物

生长［5］以及污染物转化［6］等有重要意义。土壤微

生物多样性在一定程度上反映了农田生态系统的

基本状况［7］。有机氯农药进入到土壤后会对土壤

微生物产生一定的影响［6］，进一步影响土壤生态安

全。同时，已有研究表明土壤微生物能够降解有机

氯农药［8］。也就是说有机氯农药能够影响微生物，

反之，微生物也能影响有机氯农药。
目前，关于有机氯农药与微生物的关系主要集

中在有机氯农药降解的单菌筛选［9］、有机氯农药降

解的微生物群落［10］以及有机氯农药对微生物的毒

性［11］等方面。但是，关于有机氯农药降解过程对土

壤微生物群落影响的研究相对较少。本文以微生

物含量及种类尤为丰富的水稻土为基质，以五氯酚

( pentachlorophenol，PCP) 为模式有机氯农药，研究

淹水条件下，五氯酚降解动态及其对微生物群落的

影响，为开展有机氯污染水稻土的生物修复提供理

论依据。

1 材料与方法

1. 1 供试土壤

供试土壤样品为水稻土，母质类型为三角洲沉

积物，采自广东省珠海市斗门镇 ( N22°14' 26. 88″，
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E113°11'30. 94″) ，按多点采样的方式采集表层土壤

( 5～15 cm) 。采样的时候尽量剔除土壤样品中残存

的落叶、根茎和动植物残体等杂物。土壤样品保存

在 4 ℃ 采样箱中运输，回实验室之后，密封放置于

4 ℃冰箱，备用。供试土壤的理化性质通过常规分

析方法分析，具体测定方法参照《土壤农业化学分

析》［12］。土壤 pH 5. 42，有机质含量 50. 8 g /kg，有效

氮 0. 17 g /kg，总氮 2. 57 g /kg，有效磷 0. 062 g /kg，

总磷 1. 52 g /kg，有效硫 0. 04 g /kg，总硫 0. 54 g /kg。
原始土壤样品未检出五氯酚。
1. 2 实验设计

反应体系为 0. 5 g 土壤( 干重) ，土水比为1 ∶10，

PCP 的初始浓度为 19 μmol /L。反应在 20. 2 mL 的

西林瓶中进行，高纯氮气充气 30 min 排氧，然后用

橡胶塞压紧，并用铝盖密封。样品置于厌氧培养箱

中( 25±1) ℃静置培养，每隔一定时间取样，测定样

品中五氯酚含量，并分析原始土壤样品、五氯酚降

解率分别为 10%，50%，100%以及反应时间为 30 d
时样品的微生物群落结构动态。取样在超净台操

作，将体系反应液转移至 1. 5 mL 的离心管中，于离

心机 15 000 rpm( 16 163 g) 离心 5 min，去除上清液，

重复几次，直至离心管中的土壤样品重量为 0. 25 g
( 湿重) ，并将样品放置于－20 ℃ 冰箱，储存待用于

微生物群落结构分析。每个样品设置 3 个重复，文

中所示数据均为平均值。
1. 3 PCP 及其中间产物检测

反应过程中 PCP 含量的测定方法为: 采用 50%
乙醇溶剂于摇床 25 ℃ 恒温，180 rpm 的条件下，持

续震荡一小时提取［13］，之后过滤上机。PCP 的浓度

由 高 效 液 相 色 谱 仪 ( HPLC ) 测 定 ( Waters
1 525 /2 487，USA) ，色谱分析柱为 XterraC18 反相

柱，流动相为甲醇和 1%冰乙酸，比例为 80 ∶20 ( V /
V) ，流速为 1. 0 mL /min，柱温为 35 ℃，检测波长为

295 nm［14］。PCP 降解中间产物进行衍生化之后通

过气质联用仪( GC-MS) 测定［15］，工作条件为分析柱

为毛 细 管 柱 ( 30 m × 0. 24 mm × 0. 25 μm，Thermo
Fisher Scientific，USA) 。进样口温度 200 ℃，离子源

温度 230 ℃。程序升温: 50 ℃ ( 2 min) →10 ℃ /min
→220 ℃→20 ℃ /min→280 ℃ ( 10 min) 。
1. 4 样品总 DNA 提取和高通量测序

土壤样品总 DNA 提取采用了 MO BIO 公司生

产的 PowerSoilTM DNA Isolation Kit 试 剂 盒。提 取

DNA 的方法按照试剂盒说明书。采用了通用引物

F515( 5’-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA－3’) 和 Ｒ806
( 5’-GGA CTACVSGGGTATCTAAT － 3’) ［16］ 进 行

PCＲ 扩增。PCＲ 产物采用 OMEGA 纯化试剂盒进

行纯化，并测定浓度，进行混样。样品混匀之后，送

至深圳市千年盛世基因科技有限公司进行 454 焦磷

酸测序。
1. 5 数据分析

454 焦磷酸测序数据分析如下［17］: 利用 Mothur
软件对焦磷酸测序数据进行降噪处理，筛查并剔除

低质量序列和嵌合体序列。利用 QIIME 软件将序

列合并为种系型( 97%序列相似性) ，根据正向引物

加入样品中特异的 8-bp 条形码序列将序列分配至

各样品中，将得到的分析结果再用 ＲDP 进行物种分

类( 置信阈值为 80%) ，分析各微生物群落的物种组

成并计算多样性指数。

2 结果与分析

2. 1 水稻土中 PCP 还原脱氯及中间产物生成动

力学

五氯酚在水稻土中的还原脱氯及中间产物生

成动力学如图 1 所示。由图可知，在厌氧条件下，水

稻土中的 PCP 发生还原脱氯，在反应 17 d 时，100%
的 PCP 发生脱氯降解; 在反应 30 d 时，体系只存在

3，5－二氯酚( Dichlorophenol，DCP) 和 3－氯酚( Chlo-
rophenol，CP) 。其脱氯途径为 PCP→2，3，4，5－四

氯酚 ( Tetrachlorophenol，TeCP ) → 3，4，5 －三 氯 酚

( Trichlorophenol，TCP) →3，5－二氯酚→3－氯酚，这

与前人研究结果相同［10］。
在自然条件下，有机氯农药降解与土壤理化性

质以及土著微生物密切相关。Ide 等人［18］研究发

现，PCP 在水稻土中降解主要取决于土壤中微生

物，理化基本性质影响较小。我们前期研究也表明

水稻土中 PCP 的还原降解与土壤活性铁物种密切

相关，然而微生物群落是主要的影响因素［14－15］。因

此，接下来本研究将深入研究 PCP 降解过程中，水

稻土微生物群落结构动态变化。
2. 2 五氯酚脱氯过程中微生物群落动态变化

2. 2. 1 序列数据预处理及微生物群落结构多样性

分析

分别提取实验反应 0、4、10、17 d，也就是土壤原

样、PCP 降解 10%、50%、100%，以及反应 30 天的土

壤样品( 分别标记为 0、4、7、17、30 d) 的 DNA，采用

454 焦磷酸高通量测序分析。经质量控制，去除嵌
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图 1 PCP 在水稻土中的还原脱氯及中间产物生成动力学

Fig．1 Ｒeductive dechlorination of PCP and the intermediate
concentration of 2，3，4，5-tetrachlorophenol ( TeCP) ，

3，4，5-trichlorophenol ( TCP) ，3，5-dichlorophenol ( DCP) and
3-chlorophenol ( CP)

合体等一系列筛选后，本试验中的 5 个样品共获得

了 34 793 条有效序列，平均每个样品约 6 959 条序

列，其中样品序列数最少为 1 888 条，最多为 9 400
条。在 97%的序列相似性标准下，共得到了 3 284
个 OTUs ( Operational Taxonomic Units) ，分属于 9 个

门，14 个纲。
将每个样品以 1 888 条序列( 最小的文库序列

数) 为子集进行亚采样后，进行微生物群落多样性

分 析，分 别 计 算 了 Chao1、PD _ whole _ tree 以 及

Observed_species 三个指标，其结果如表 1 所示。由

表可知在 PCP 还原脱氯过程中，不同时间点的微生

物多样性变化较大，并且生物多样性与 PCP 残留量

有关。alpha 多样性指标包括 Chao1、PD_whole_tree
以及 observed species，其值都是先下降，直到 PCP
含量相对较少的时候，50%或者完全降解，alpha 多

样性指数又逐渐升高，有恢复到原始土壤的趋势。
也就是说当 PCP 及其中间产物完全降解时，微生物

生态会有恢复可能性。
2. 2. 2 优势菌群分布及变化

通过 ＲDP 数据库以 80%为置信阈值进行物种

分类，5 个样品在微生物的门水平共得到 14 个分类

单元，其中，绝大多数是细菌门类( ＞98%) 。在这 14
个门中，其中已知优势菌门( 相对丰度大于 1%) 有 8
个门，其相对丰度如图 2 所示。由图可知，5 个样品

中，变形菌门 ( Proteobacteria ) 的相对丰度最高，占

69. 30% ( 45. 1% ～ 79. 2%) ; 其 次 是 酸 杆 菌 门 ( Ac-
idobacteria) ，相对丰度为 2. 9% ( 2% ～ 4. 5%) ; 然后

是绿弯菌门 ( Chloroflexi) 相对丰度为 17% ( 0. 2% ～
65%) ，疣微菌门 ( Verrucomicrobia) 相对丰度 1. 86%
( 0. 9%～3. 8%) 以及拟杆菌门( Bacteroidetes) 相对丰

度 1. 38%( 0. 8%～3. 2%) 。

表 1 微生物群落 Alpha 多样性指数

Table 1 The Alpha diversity index of the samples
反应时间

/d
PCP 降解率

/%
Chao1

PD_whole
_tree

Observed
_species

0 0 4 351. 98 164. 00 1 065
4 10 2 937. 32 109. 85 775
10 50 1 951. 48 95. 62 596
17 100 2 087. 27 98. 12 644
30 2 074. 56 106. 84 724

图 2 PCP 降解过程中菌门相对丰度含量

Fig．2 Ｒelative abundance of phylum during
PCP degradation

同时，图 2 从门水平揭示 PCP 降解过程中优势

微生物的变化趋势。由图可知，在 PCP 降解过程中，

Proteobacteria 是最主要的优势微生物菌，这个结果与

前人研究是相一致的。Cea 等人［19］的研究表明，PCP
降解过程与土壤微生物群落变化的密切相关，Pro-
teobacteria 是 PCP 降解过程中的主要细菌门类。而

且，与原始土壤相比，PCP 添加促使土壤中 Proteobac-
teria 的相对丰度提高，在 PCP 降解过程中( 4～17 d)

其丰度不断增加，而在反应 30 d 后又下降。同样，

PCP 添加也提升土壤中 Gemmatimonadetes( 芽单胞菌

门) 的相对丰度。相反，与原始土壤相比，添加 PCP
使得 Acidobacteria、Chloroflexi、Verrucomicrobia、Bacteri-
odetes、厚 壁 菌 门 ( Firmicutes ) 和 放 线 菌 门

( Actinobacteria) 等微生物的相对丰度下降。这些说

明了 Proteobacteria 或者 Gemmatimonadetes 可能具有

PCP 耐受性，PCP 添加有利它们的生长，而不利于 Ac-
idobacteria 等菌门的生长。

在科分类水平下，5 个样品共测得了 92 个科细

菌，其中优势菌科( 相对丰度大于 1%) 有 23 个科，

722



地 球 与 环 境 2018 年

包含了丛毛单胞菌科( Comamonadaceae) 、伯克氏菌

科( Burkholderiaceae) 以及假单胞菌科( Pseudomona-
daceae) 等相关的具有 PCP 降解功能的微生物菌群。
表 2 从科水平上揭示了 PCP 降解过程中主要的优

势菌种变化情况。由表 2 可知，在原始土壤样品中

( 0 d ) 酸 杆 菌 科 ( Acidobacteriaceae ) 、暖 绳 菌 目

( Caldilineales) 和 Subdivision 3 是最主要的优势物

种，其相对丰度分别为 4. 5%、3. 2%和 3. 1%，且随着

PCP 加入，这些物种的相对丰度不断下降，在 PCP
完成 被 降 解 ( 17 d ) 时，其 相 对 丰 度 分 别 下 降 为

2. 0%、1. 2%和 1. 0%。然而，在反应 30 d 时这些物

种的相对丰度又得到一定的提升恢复，其相对丰度

分别为 2. 7%、2. 1%和 1. 4%。

表 2 PCP 降解过程中菌科相对丰度含量

Table 2 Ｒelative abundance of family during PCP degradation %
名称 0 d 4 d 10 d 17 d 30 d

Neisseriaceae 0. 0 4. 0 0. 4 0. 3 1. 0
Incertae sedis 5 0. 1 1. 3 2. 2 0. 8 1. 3
Pseudomonadaceae 0. 1 3. 0 3. 8 4. 7 1. 2
Gemmatimonadaceae 0. 2 0. 7 1. 0 0. 9 1. 2
Burkholderiaceae 0. 2 13. 9 5. 7 6. 9 12. 2
Comamonadaceae 0. 3 6. 2 24. 3 28 4. 7
Hydrogenophilaceae 0. 6 0. 7 1. 4 1. 2 1. 1
Oxalobacteraceae 1. 2 0. 7 1. 6 2. 6 0. 8
Ｒhodocyclaceae 2. 4 4. 1 3. 0 3. 2 4. 9
Geobacteraceae 2. 8 6. 4 4. 1 4. 0 5. 4
Subdivision 3 3. 1 1. 3 0. 8 1. 0 1. 4
Caldilineales 3. 2 1. 5 1. 2 1. 2 2. 1
Acidobacteriaceae 4. 5 2. 9 2. 4 2 2. 7

随 着 PCP 添 加，Burkholderiaceae、Comamona-
daceae、地 杆 菌 科 ( Geobacteraceae ) 、红 环 菌 科

( Ｒhodocyclaceae) 、Pseudomonadaceae 等菌群的相对

丰度迅速增加，成为样品中的优势菌群。早期研究

表 明，在 纯 培 养 体 系 当 中，Burkholderiaceae、Co-
mamonadaceae、Geobacteraceae、 Ｒhodocyclaceae 和

Pseudomonadaceae 均是优秀的 PCP 降解菌，可以使

得 PCP 发 生 还 原 脱 氯，部 分 菌 种 甚 至 可 以 矿 化

PCP［20－24］。在本研究中，Comamonadaceae 和 Pseud-
omonadaceae 的相对丰度在 PCP 降解过程中不断增

加( 0 ～ 17 d ) ，其 相 对 丰 度 分 别 从 0. 3% 和 0. 1%
( 0 d) 提高到 28%和 4. 7% ( 17 d ) ，接着又降低到

4. 7%和 1. 2%( 30 d) 。这两种菌的相对丰度在 PCP
降解过程中显著升高，当 PCP 完全降解之后，其相

对 丰 度 又 下 降。也 就 是 说，Comamonadaceae 和

Pseudomonadaceae 丰度变化与 PCP 残留量密切相

关，同时也证明了这两种菌主要参与了 PCP 还原脱

氯 过 程。 与 之 相 类 似， Burkholderiaceae、
Geobacteraceae 和 Ｒhodocyclaceae 的相对丰度在短时

间内出 现 大 幅 度 升 高，从 0 d 的 0. 2%、2. 8% 和

2. 4%迅 速 提 升 到 反 应 4 天 时 的 13. 9%、6. 4% 和

4. 1%，这说明了这些细菌能够被 PCP 诱导，进行细

胞增 殖。然 而，随 着 脱 氯 进 行，Burkholderiaceae、
Geobacteraceae 和 Ｒhodocyclaceae 的相对丰度出现先

下降( 4～10 d) 后上升( 10～30 d) 的趋势。对于氯代

芳香族化合物的降解过程，在形成脱氯产物后，重

要的一步是开环反应，因此对于微生物，拥有类似

的开环基因并能表达出来，对于微生物的降解性能

尤 为 重 要。前 人 的 研 究 表 明 Burkholderiaceae、
Geobacteraceae 和 Ｒhodocyclaceae 可 以 参 与 开 环 反

应，使得 PCP 发 生 矿 化［25－26］。在 本 研 究 中，根 据

PCP 降解动力学可知，在反应 10 d 时，PCP 已被还

原 脱 氯 开 始 生 成 氯 酚。而 Burkholderiaceae、
Geobacteraceae 和 Ｒhodocyclaceae 的相对丰度出现上

升，因此 可 推 断 这 些 细 菌 可 能 参 与 了 PCP 矿 化

过程。

3 结论与展望

本文通过向水稻土中施加一定量的 PCP，研究

PCP 在水稻土中的还原转化过程及其微生物群落

变化，结果发现: 在水稻土中，存在丰富的微生物群

落，能够促使 PCP 发生还原脱氯; 当 PCP 添加在水

稻土中，其微生物群落多样性发生明显降低，然而

当 PCP 降解完之后，微生物群落多样性慢慢得到恢

复; Proteobacteria 是水稻土中最主要的优势菌门;

Burkholderiaceae、Comamonadaceae、Geobacteraceae、
Ｒhodocyclaceae 和 Pseudomonadaceae 是 PCP 降解过

程的优势菌群，可能参与了 PCP 还原降解过程。本

文研究阐明了珠三角地区水稻土中 PCP 的环境行

为及微生物群落动态变化，为研发高效的有机氯农

药脱毒技术提供了重要的科学依据。
同时，本文仅采用高通量测序手段从群落结构

与功能微生物角度分析了可能参与五氯酚还原的

微生物类型，但无法确定关键性的微生物菌种是什

么，今后可利用稳定性同位素碳标记的技术更有针

对性地研究关键微生物菌群，采用转录组技术分析

五氯酚转化过程中相关功能蛋白的表达，确定关键

微生物的活性。
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Transformation Dynamic of Pentachlorophenol and Its Effects on Microbial
Communities in a Paddy Soil

HUA Jian1，2，CHEN Manjia2，LI Fangbai2，LONG Jian1，TONG Hui2，3，

LV Yahui2，LIU Chengshuai3

( 1．Guizhou Key Laboratory of Mountain Environment，Guizhou Normal University，Guiyang 550001，China;

2．Guangdong Key Laboratory of Integrated Agro－environmental Pollution Control and Management，Guangdong Institute of
Eco-Environmental Science ＆ Technology，Guangzhou 510650，China; 3．State Key Laboratory of Environmental Geochemistry，

Institute of Geochemistry，Chinese Academy of Sciences，Guiyang 550081，China)

Abstract: Batch experiments were used to investigate the kinetics of pentachlorophenol ( PCP) degradation and the change of soil bac-
teria community in a paddy soil． Ｒesults showed that PCP ( 19 μmol /L) was completely degraded within 17 days． High－throughput se-
quencing analysis of the microbial community composition of the soils before and after reactions showed a significant shift in microbial
communities responding to the PCP additives． The species evenness decreased rapidly with the addition of PCP，and then tended to re-
store to the original condition． Proteobacteria was the most dominant phyla in all five samples． At the family level，dechlorinating bacte-
ria including Burkholderiaceae，Comamonadaceae，Geobacteraceae，Ｒhodocyclaceae and Pseudomonadaceae dominated the PCP degra-
dation process． These findings will enrich the detailed biodegradation of organochlorinated pesticides in such a system．
Key words: pentachlorophenol; high throughput sequencing; microbial community; reductive degradation
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