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近年来，随着含铜矿产的开采、冶炼和制造等工业“三废”的排放、含铜农药与杀菌剂的长期大量施用以及城市污泥的堆肥利用，农田土壤铜污染日趋严重。土壤含铜量一旦超出其环境承载力，就会对植物、动物和土壤微生物产生危害，严重威胁到生态系统的稳定和人类的健康[1]。我国是水稻生产大国，其种植面积达全国粮食作物栽培面积的1/4，因此，水稻土在我国粮食生产中占有及其重要的地位，是具有重大经济意义的土壤资源[2]。研究表明，过量铜会对水稻根系产生毒害，进而推迟抽穗期，降低产量[3]。铜污染不仅会危害作物地上部分的生长发育，同时也会导致土壤微生物数量、呼吸强度、微生物商、代谢商等的变化，并对微生物的活性和功能产生影响[4~6]。
重金属污染是当前环境科学领域的研究热点，而土壤微生物多样性是表征土壤生态系统稳定性的重要参数之一，其能较早地预测土壤养分及环境质量的变化过程，被认为是最有潜力的敏感性生物指标之一[7]。所谓土壤微生物多样性，是指土壤生态系统中所有的微生物种类、它们拥有的基因以及这些微生物与环境之间相互作用的多样化程度[8]。赵祥伟等[9]对重金属复合污染农田土壤微生物群落多样性的研究表明，微生物群落结构在不同程度的污染下存在明显差异。王秀丽等[10]对供试的重金属复合污染土壤微生物功能多样性的研究表明，铜是引起微生物群落结构变化的主要因素。Smit等[11]运用ARDRA技术分析了铜污染土壤微生物群落遗传多样性，结果发现铜胁迫使细菌群落结构发生了显著变化。而重金属对特定功能微生物群落结构的影响对土壤环境质量的风险评估可能具有更重要的指示意义。
甲烷氧化菌是一类以甲烷为碳源和能源的甲基营养型微生物[12,13]，其在水稻土中的数量与活性直接影响着稻田的甲烷排放量。甲烷单加氧酶（methane monooxygenase，MMO）是甲烷氧化代谢途径第一步反应的关键酶，几乎所有甲烷氧化菌都能合成粒状甲烷单加氧酶（particulate methane monooxygenase，pMMO）[14]，而pmoA是编码pMMO活性位点α亚基的基因，目前已成为甲烷氧化菌的功能指示基因[15]。研究发现，铜既是调控pMMO表达的元件，又是其合成所必需的金属元素[16]，在培养基中增加铜离子浓度可导致pMMO活性增加[17]。然而，不同浓度铜污染条件下水稻土中甲烷氧化菌群落结构的变化还未可知。本文通过温室条件下种植水稻，利用甲烷氧化菌功能基因pmoA的变性凝胶电泳（DGGE）指纹图谱，研究添加不同浓度的外源铜对甲烷氧化菌群落结构和多样性的影响，以期为评估和预警水稻土铜污染提供科学依据。
1 材料与方法
1.1  试验材料
供试水稻土（水耕人为土）为采自江苏吴江某农田的耕作层土壤（0 ~ 15 cm），剔除可见的根系等杂物后，过2 mm筛备用。土壤基本化学性质为：有机质20.9 g kg-1，全氮1.27 g kg-1，全磷0.31 g kg-1，速效磷4.8 mg kg-1，速效钾87.13 mg kg-1，pH 6.2，全铜23.56 mg kg-1。
供试水稻为粳稻（Oryza sativa L. subsp. japonica）9915。
1.2  试验设计

试验设CK（对照）和3个浓度的CuSO4处理，Cu2+的添加量分别为200、400、800 mg kg-1 干土，代表低、中、高3个浓度铜污染条件。土壤搅拌均匀后称取6.5 kg于PVC板制成的盆钵（25 cm×20 cm×20 cm）中，水淹3 d后移栽经育秧30 d（育秧前水稻种子经酒精和双氧水消毒）、生长均匀且健壮的水稻秧苗，每盆3株，等距离成一行排列,每个处理3个重复。温室常规管理,保持淹水3 ~ 5 cm，移栽28 d后采集土样，-80℃保存。
1.3  土壤微生物总DNA提取和甲烷氧化菌pmoA PCR扩增
采用FastDNA SPIN Kit for Soil试剂盒和Fast PrepTM FP120核酸提取仪（MP Biomedicals）提取土壤微生物总DNA，最终溶解于50 μl TE中，-20℃保存。甲烷氧化菌甲烷单加氧酶pmoA基因扩增引物为：A189F-GC[18]（5’-CCC CCC CCC CCC CGC CCC CCG CCC CCC GCC CCC GCC GCCC GGN GAC TGG GAC TTC TGG-3’）和mb661[19]（5’- CCG GMG CAA CGT CYT TACC-3’）。PCR反应体系（50 μl）为：5 μl 10×缓冲液（Mg2+ 20 mmol L-1），上、下游引物各0.2 μmol L-1，dNTP 200 μmol L-1，Ex Taq HS DNA聚合酶（TaKaRa）1.25 U，土壤DNA模板约100 ng。PCR反应在Peltier Thermal Cycler PCR 仪（Bio-Rad）进行，温度程序如下：预变性94℃5 min；92℃变性30 s，60℃退火30 s，72℃延伸60 s，共30个循环；72℃延伸5 min。
1.4  DGGE电泳
DGGE参考Bourne 等的方法[20]，利用Bio-Rad Dcode Universal Mutation System DGGE电泳系统（Bio-Rad）完成。将PCR产物上样到8%（w/v）聚丙烯酰胺凝胶上，60℃、80 V恒定电压下电泳15 h。聚丙烯酰胺凝胶变性梯度范围为40% ~ 55%（100%变性剂含7M 尿素，40%甲酰胺），电泳缓冲液为0.5×TAE。电泳结束后用1∶10 000 SYBR Green I（Invitrogen Probe Products）染色30 min，立即用Bio-Rad凝胶成像系统拍照。

1.5  DGGE图谱分析
DGGE图谱中DNA 条带由凝胶成像系统分析软件Quantity One Software（Bio-Rad）识别和统计。根据各土壤样品在DGGE图谱上的条带信息，分析甲烷氧化菌群落的Shannon多样性指数（Shannon index，H）和丰富度指数（Richness，S）[21]：
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式中，Pi ＝ ni／N， ni 为某个带的峰强度，N 为该带所在泳道的所有带峰强度之和，S为各泳道中的条带数。

种群优势度（Index of dominance）计算公式为：D ＝ ΣPi ，即测序比对结果为同一属的条带的峰强度比值和。
1.6  DGGE条带测序及构建系统发育树
    DGGE图谱上的条带切下后，用20 μl 超纯水浸泡过夜，并以此作为DNA模板用A189F-GC/mb661进行PCR扩增，按照上述方法进行若干次DGGE电泳，纯化条带，直至出现单一条带。然后用A189F /mb661为引物进行PCR扩增，并对纯化后的PCR产物进行克隆，挑取阳性克隆交由南京金思特科技有限公司测序。用Blast软件在GenBank（www.ncbi. nlm.nih.gov）网站上进行相似性搜索，获取相近的基因序列。利用MEGA 4.0软件，将序列及其相似序列进行遗传关系分析，并用邻接法构建系统发育树状图。
2  结果与讨论

2.1  甲烷氧化菌群落多样性
不同铜污染水平下水稻土中甲烷氧化菌pmoA特异性扩增产物的DGGE图谱如图1所示。从图1中可以看出，不同浓度铜污染条件下，甲烷氧化菌群落的基因条带与对照相比出现较明显的变化，绝大多数DNA带的亮度随着铜污染浓度的增高而逐渐减弱，甚至达到DGGE分辨率的检测下限，致使该类菌的种群丰富度指数随着污染水平的增高而下降（表1）：对照土壤甲烷氧化菌的丰富度指数为19，低、中、高铜浓度（200、400、800 mg kg-1）下分别为16、6和2。低铜浓度下该类菌的基因条带数与对照相比并未显著减少，说明大多数甲烷氧化菌对低浓度铜污染有一定耐受性；随着污染水平的加剧，DNA带数显著减少，表明铜的胁迫作用非常严重。再根据DGGE图谱中各条带紫外吸收峰值计算的Shannon指数来看（表1），对照土壤甲烷氧化菌的Shannon指数为2.956，低、中、高铜浓度下分别为2.664、1.790和0.693。与对照相比，低铜水平下Shannon指数没有发生明显变化，但在中、高铜水平下，Shannon指数显著降低，表明铜对甲烷氧化菌的胁迫作用随着污染程度的加剧而增强。
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图1  不同浓度铜污染条件下水稻土甲烷氧化菌DGGE 图谱（数字标记为切胶测序条带）
表1  甲烷氧化菌群落多样性指数
	铜浓度（mg kg-1）
	丰富度指数
	Shannon指数

	CK
	19±1 a
	2.956±0.032 a

	200
	16±4 a
	2.664±0.273 ab

	400
	6±3 c
	1.790±0.405 c

	800
	2±0 d
	0.693±0 d


注:同一列中的不同字母代表显著差异（p <0.05）。下同
水稻生长过程中释放的根系分泌物为微生物提供可利用物质，产甲烷菌获得底物产生更多甲烷而促进甲烷氧化菌的生长。低浓度铜污染条件下甲烷氧化菌受到的影响较轻，这一方面是因为该铜浓度没有影响水稻植株的正常生长，水稻根系可以从土壤中吸收转移一部分铜[22]，另一方面水稻通过产生和释放根系分泌物改善土壤环境，并可能通过络合、沉淀等作用[23]降低铜的生物活性；但中、高浓度铜污染条件下，过量铜积累于水稻根部，对根系生长造成胁迫进而影响植株生长，故水稻对铜的积累作用相应减弱，同时根系分泌物的含量和组成发生改变，对土壤铜生物有效性的减弱能力下降[24]，甲烷氧化菌因而受到铜的严重胁迫，与对照产生显著差异。
2.2  甲烷氧化菌群落结构
根据测序结果构建的甲烷氧化菌系统发育树（图2）显示，供试水稻土中的甲烷氧化菌主要为甲基单胞菌属(Methylomonas)、甲基细菌属(Methylobacter)和甲基球菌属(Methylococcus)，但不同种群的优势度在不同铜污染水平下存有显著差异：对照土壤中这三类种群的优势度分别为0.218、0.223和0.559，低浓度铜污染条件下为0.102、0.249和0.649，中浓度铜污染条件下分别为0.092、0.285和0.585，高浓度铜污染条件下为0、0.509和0.491（表2）。甲基单胞菌属的优势度随着铜污染水平的增高趋于下降，高铜浓度下其丰度甚至降至检测限以下，说明该种群对铜非常敏感；甲基球菌属的优势度随着铜污染水平的增高呈现先增高后降低的规律，表明该种群对铜有一定耐受性，但过量铜会对其产生毒害作用；甲基细菌属的优势度随着铜污染水平的增高趋于上升，说明该种群对铜的耐受性较高。本试验DGGE图谱所有处理中都出现的DNA带R19就是属于甲基细菌属，这与前人报道的水稻土中优势甲烷氧化菌类群为甲基细菌属[25]一致。Wang等[26]对炼铜炉附近的土壤微生物群落结构的研究表明，重金属对土壤微生物多样性的影响主要是加剧种间竞争以改变种群丰度。因此，不同程度的铜污染可能改变土壤中原有群落内部种群之间的竞争关系，加上其自身对铜的耐受性差异，致使部分优势种群失去了优势地位，从而造成各种群的优势度在不同铜浓度下的变化趋势不一致。

表2  甲烷氧化菌种群优势度
	铜浓度
（mg kg-1） 
	甲基单胞菌属
（Methylomonas）
	甲基细菌属

（Methylobacter）
	甲基球菌属
（Methylococcus）

	CK
	0.218±0.016 a
	0.223±0.015 b
	0.559±0.031 ab

	200
	0.102±0.050 b
	0.249±0.066 b
	0.649±0.084 a

	400
	0.092±0.083 b
	0.285±0.057 b
	0.585±0.130 ab

	800
	0 c
	0. 509±0.002 a
	0.491±0.002 b
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图2  甲烷氧化菌系统发育树
3  结  论
基于盆栽试验条件下不同浓度铜污染对水稻土甲烷氧化菌群落结构影响的研究结果，我们发现随着污染浓度的增高，水稻土甲烷氧化菌群落多样性指数和丰富度指数均趋于下降，但甲烷氧化菌不同种群对铜的敏感性与耐受性存在较大差异，故群落组成也随着铜污染浓度的升高而发生变化，其中甲基单胞菌属的优势度趋于下降，甲基细菌属的优势度趋于升高，甲基球菌属的优势度则是先升高后下降。
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