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土壤中多菌灵的降解动态及其对土壤微生物
群落多样性的影响3

向月琴　高春明　庞国辉　郝乙杰　方　华　楚小强　虞云龙 

(浙江大学农业与生物技术学院植保系 ,杭州　310029)

摘　要 　　采用实验室模拟方法研究了多菌灵在土壤生态系统中的降解动态及其对土壤微生物群落多样

性的影响。结果表明 , 210和 410 mg kg- 1多菌灵在土壤中的降解半衰期分别为 816和 618 d。试验初期各个处

理的土壤微生物群落的 AWCD值显著降低 ,土壤微生物群落的 Shannon指数、Simp son指数和 Mc Intosh指数均低

于不加多菌灵的对照 ,微生物群落的丰富度、均匀度和优势度受到抑制 ,并且多菌灵对土壤微生物的抑制作用随

浓度的增加而增强。随着时间的延长 ,多菌灵对土壤微生物的毒性逐渐减弱 , 3 d后土壤微生物多样性逐渐恢复

到对照水平。
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　　土壤微生物是土壤质量和健康状况的重要表征 ,

它们对植物营养循环、土壤结构保持、物质转化、能量

流动以及污染物降解等过程起着至关重要的作

用 [ 1～6 ]。然而农业生产中施用的农药大多数进入到

土壤中 ,对土壤微生物产生一定程度的影响 ,如杀菌

剂百菌清 [ 7 ]对真菌影响不明显 ,对土壤细菌表现出抑

制效应 , 21 d后逐渐恢复 ,对土壤酸性磷酸酶、碱性磷

酸酶、脲酶均产生一定的抑制作用 ;戊唑醇 [ 8 ]在低浓

度下对土壤微生物数量有刺激生长作用 ,高浓度下抑

制其生长 ,对土壤微生物的呼吸强度呈现出先抑制后

刺激的规律 ;除草剂阿特拉津 [ 9 ]
10 mg kg

- 1处理初期

明显降低土壤微生物生物量碳和微生物生物量氮 ,随

时间推移逐渐恢复 ,随后又下降 , 30 d后变化趋于平

缓。农药对土壤微生物的影响研究引起了广泛的

关注。

多菌灵 (Carbendazim)是高效低毒内吸性苯并咪

唑类杀菌剂 ,对子囊菌和半知菌引起的真菌病害具有

保护和治疗作用 ,主要用于水果、蔬菜、中草药等的病

害防治。Cuppen等 [ 10 ]研究发现 ,多菌灵在水中的降

解半衰期可长达 6～25周 ,对植物、动物以及人体有

一定的危害。已有研究表明 ,多菌灵能够影响哺乳动

物精母细胞的减数分裂 [ 11, 12 ]。因此 ,其在环境中的

行为受到普遍关注。近年来多菌灵的光解 [ 13 ]、吸附 2
解吸 [ 14, 15 ]、对土壤生态系统中脱氢酶和磷酸酶 [ 16, 17 ]

活性的影响、对模拟陆地生态系统中土壤线虫数

量 [ 18 ]影响等多有报道 ,然而 ,多菌灵对土壤微生物群

落多样性影响的研究相对较少。

本研究采用 B IOLOG
TM

ECO M icrop late (Matrix

Technologies Corporation) ,分析实验室培养条件下多菌

灵污染土壤微生物群落的动态效应 ,结合多菌灵在土

壤中的降解动态 ,评价多菌灵对土壤微生物群落多样

性的影响 ,为多菌灵的使用安全性评价提供基本依据。

1　材料与方法

111　供试土壤

采集浙江大学华家池校区大棚蔬菜试验田 0～

20 cm的新鲜土样 ,除去植物残根和石砾等杂物 ,过

2 mm筛备用。土壤样品于实验前在室温下放置

7 d。土壤的基本理化性质见表 1。
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表 1　土壤理化性质

Table 1　Physical and chem ical p roperties of the soil used in this study

土壤类型

Soil type
pH

有机碳

O rganic carbon

( g kg - 1 )

全氮

Total nitrogen

( g kg - 1 )

有效磷

Available

phosphorus

(mg kg - 1 )

速效氮

Available

nitrogen

(mg kg - 1 )

速效钾

Available

kalium

(mg kg - 1 )

田间最大持水量

WHC

( % )

黄松土

Fluvio2marine

yellow loamy soil

6177 1717 1136 16217 89170 39194 39135

112　仪器和试剂

Agilent 1100液相色谱仪 ,带紫外检测器和色谱

工作站 ; RXZ型智能人工气候箱 (宁波江南仪器

厂 ) ; HZ29310K型全温振荡器 (太仓市科教器材

厂 ) ;旋转蒸发仪 (上海亚荣生化仪器厂 ) ; H IRAY2
MA2HVE250高压灭菌锅 ; 微生物鉴定仪 B IOLOG

(B iolog, Inc1, Hayward, CA 94545, USA ) ; Eppen2
dorf 300μl 8通道排枪等。

二氯甲烷、石油醚、甲醇、无水硫酸钠、氯化钠、

盐酸、氢氧化钠、N , N2二甲基甲酰胺均为 A1R级。

多菌灵标准品 (≥9915% )购自农业部农药检定所。

113　多菌灵土壤降解实验

称取相当于 1 kg干重的土壤于塑料盆中 ,按设

置其在土壤中的浓度分别为 210和 410 mg kg- 1 ,加

入一定量的多菌灵标准溶液 ,充分搅拌均匀 ,加入

适量无菌水 ,使土壤含水量为田间最大持水量的

60% ,用锡箔纸覆盖塑料盆 , 1 d后于锡箔纸上开内

径 1 mm 的 5个小孔 ,于人工气候箱 (25 ±1) ℃黑暗

培养 ,期间每隔 2 d调节水分一次 ,使其含水量保持

恒定。另设不加多菌灵的土壤做同样处理为对照。

每个处理设 3个重复。药剂处理后 2 h、1 d、3 d、

5 d、7 d、14 d、21 d、28 d取样测定多菌灵的残留量 ;

处理后 2 h、3 d、7 d、14 d取样测定土壤微生物多

样性。

114　土壤中多菌灵残留分析方法

称取 20 g土样于 250 m l具塞三角瓶中 ,加入

80 m l甲醇和 012 mol L
- 1盐酸溶液 10 m l,振荡提取

2 h后布氏漏斗抽滤 , 50 m l甲醇洗残渣 ,合并滤液

于 250 m l平底烧瓶中 , 50℃水浴上浓缩至 10 ～

20 m l,留待液 2液分配。

将浓缩后的提取液转移至 250 m l分液漏斗中 ,

加入 012 mol L - 1盐酸溶液 10 m l和 40 m l蒸馏水 ,

再加入 40 m l石油醚剧烈振荡 1 m in,静置分层后弃

去上层有机相。水相用 1 mol L
- 1

NaOH 溶液调节

pH至 710,再加入 20 m l饱和 NaCl溶液 ,分别用

50、40、30 m l二氯甲烷萃取 3次。萃取液经无水

Na2 SO4干燥后合并收集于 250 m l平底烧瓶中 ,减压

浓缩至近干 , N , N2二甲基甲酰胺定容至 10 m l,待

HPLC检测。

115　HPLC检测条件

色谱柱 : 416 mm ( id) ×250 mm, ZORBAX SB 2
C18柱 ,粒径 5μm;流动相 :甲醇 2水 (65∶35) ;流速 :

018 m l m in
- 1

;检测波长 : 281 nm;进样量 : 10μl;柱

温 :室温 ;多菌灵保留时间约 5 m in。

116　B IOLO G ECO 微平板测定法

称取相当于 10 g干重的新鲜土样加入内含

0185% NaCl 100 m l无菌溶液的三角瓶中 ,振荡
(200 r m in

- 1 ) 30 m in,然后按照逐步稀释法稀释为

10 - 2、10 - 3梯度液。将 10 - 3稀释液接种至 B IOLOG

ECO微平板中 ,每孔 150μl,每样一板 (包括 3个重

复 ) ,将接种的 ECO板放在恒温培养箱 ( 25 ±1℃)

中培养 ,温育过程中分别于 4、24、48、72、96、120、

144、168 h在 B IOLOG自动读数装置下读数。

117　数据分析

11711　土壤微生物群落 B IOLOG ECO微平板反应

颜色变化率 　　土壤微生物群落 B IOLOG ECO微

平板在温育过程中的平均每孔颜色变化率 (Average

well color development, AWCD )计算方法 : AWCD =

Σ (A - ACK ) /31,其中 A为各反应孔的吸光值 , ACK

为对照孔的吸光值。

11712　多样性分析指数 　　采用 B IOLOG微平板

培养 72 h 的数据进行数据统计 ,采用 Shannon、

Simp son和 Mc Intosh多样性指数来表征土壤微生物

群落多样性 (群落代谢功能多样性 )的计算 [ 19 ]。

2　结果与讨论

211　土壤中多菌灵的添加回收率

多菌灵在空白土壤中的添加浓度分别为 011、
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110、1010 mg kg- 1 ,按本文 114节所述的方法 ,测得

平均添加回收率为 7717% ～8312% ,变异系数为

115% ～511% (表 2) ,表明该方法符合农药残留测

定的要求。

表 2　多菌灵在土壤中的添加回收率

Table 2　Recovery of carbendazim app lied in soil

添加水平

Sp iked level

(mg kg - 1 )

平均回收率

Average recovery

( % )

标准偏差

Standard deviation

( % )

相对标准偏差

RSD

( % )

011 8312 413 511

110 7619 316 417

1010 7717 112 115

212　土壤中多菌灵的降解动力学

多菌灵在土壤中的降解动态见图 1。设定的多

菌灵初始浓度为 210 mg kg
- 1和 410 mg kg

- 1
,然而

在拌药过程中的损失以及结合残留的形成导致 2 h

后实际测得的多菌灵在土壤中的初始浓度分别为

0197 mg kg
- 1和 2133 mg kg

- 1
,加药后第 3天分别降

解 2016%和 3212% , 第 7 天分别降解 4313%和

5012% ,降解动态呈一级动力学特征 ,其降解动力学

参数如表 3,半衰期分别为 816 d和 618 d,高浓度多

菌灵的降解速率快于低浓度 ,这与土壤中微生物利

用并降解农药的特点有关。Nannip ieri等 [ 20 ]指出 ,

残留农药浓度较低的情况下 ,微生物趋于利用其他

有机物 ,对农药的利用效率较低 ,这是导致低浓度

多菌灵降解速率下降的原因。

表 3　多菌灵在土壤中的降解动态方程

Table 3　Degradation dynam ics of carbendazim in soil

施药浓度

Fortified

concentration

(mg kg - 1 )

降解动态方程

Degradation

equation

相关系数

Correlation

coefficient

r

半衰期

Half2life

( d)

410 C = 21325 2e - 01101 2x 01977 7 618

210 C = 01950 4e - 01081x 01991 2 816

本试验在室内模拟条件下进行 ,由于试验系统

的相对封闭性和无光照 ,多菌灵的降解相对较慢。

樊丹等 [ 21 ]报道 ,多菌灵在田间土壤中的降解半衰期

为 519 d。金仁耀等 [ 22 ]报道 ,多菌灵在衢州和南宁

两地土壤中的降解半衰期分别为 2159 d和 3165 d。

此外 ,多菌灵降解半衰期的差异与土壤类型有关 ,

Torstensson等 [ 23 ]的报道显示 ,多菌灵 (011～012 kg

hm - 2 )在土壤中的持久性因土壤类型而异 ,黏土中

的持久性为 9～12月 ,砂土中为 12月以上 ; Sangita

Thapar等 [ 24 ]研究显示 ,多菌灵在黏土和黏壤土中的

降解较在砂土中快。

图 1　土壤中多菌灵的降解动态曲线

Fig11　Degradation curve of carbendazim in soil

213　土壤温育过程中 AW CD值的变化

采用 B IOLOG分析微生物对碳源的利用能力是

表征土壤微生物生长情况的主要指标 [ 25～28 ]。平均

每孔颜色变化率 (Average well color development,

AWCD)值的变化反映了土壤微生物群落的反应速

度和最终达到的程度。不同时间多菌灵处理的土

壤微生物对碳源的平均利用程度见图 2。多菌灵处

理后 2 h取样 ,土壤微生物群落的 AWCD值在整个

温育期间差异显著 ,表明多菌灵处理对土壤微生物

产生一定的抑制作用 ,并随着多菌灵浓度的增加而

增强。多菌灵处理 3 d至 7 d,多菌灵处理与对照的

土壤微生物 AWCD值没有显著差异。第 14天 ,不

同浓度多菌灵处理土样的土壤微生物 AWCD值低

于对照。结果说明 ,多菌灵处理初期会对土壤微生

物产生一定的抑制作用 ,但其毒性作用是暂时性

的 , 3 d后即恢复至对照水平。

214　土壤微生物群落多样性的分析

通过 Shannon、Simp son和 Mc Intosh多样性指数

模型计算可以获得底物利用多样性指数 [ 19, 29 ]。采

用反应 72 h的数据计算。其中在计算 Simp son指数

时 ,数据扩大 1 000倍以防止出现负数。2 h、3 d、

7 d和 14 d四次取样的土壤微生物多样性指数计算

数据见表 4。

不同的多样性指数反映了土壤微生物群落多

样性的不同侧面。 Shannon指数评估群落丰富度 ,

Simp son指数则反映群落中某些常见种的优势

度 [ 30 ]。Mc Intosh指数是反映群落物种均一性的

指标 [ 31 ]。
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图 2　多菌灵处理后 2 h、3 d、7 d和 14 d土壤微生物温育过程中 AWCD变化

Fig12　AWCD variation of soil m icroorganism s during incubation at 2 h、3 d、7 d and 14 d after carbendazim treatment

表 4　土壤微生物群落功能多样性指数

Table 4　D iversity and evenness indices for soil m icrobial communities

处理时间

Time

多菌灵 carbendazim

(mg kg - 1 )

Simp son指数

Simp son index

Shannon指数

Shannon index

Mc Intosh指数

Mc Intosh index

2 h 0 9170 ±2186 a 2145 ±0122 a 3141 ±0186 a

210 8114 ±0162 a b 2130 ±0111 a 3140 ±0182 a

410 6123 ±0193 b 2123 ±0109 a 1184 ±0116 b

3 d 0 4186 ±0181 a 2124 ±0103 a 0160 ±0109 a

210 3188 ±1147 a 1185 ±0122 a 1125 ±0119 b

410 5107 ±0175 a 2115 ±0107 a 1136 ±0151 b

7 d 0 8110 ±2196 a 2121 ±0154 a 0122 ±0106 a

210 6142 ±1173 a 2120 ±0153 a 0120 ±0102 a

410 9170 ±4139 a 2134 ±0120 a 0129 ±0101 a

14 d 0 9142 ±3171 a 2131 ±0144 a 0176 ±0190 a

210 6106 ±1193 a 2135 ±0144 a 0123 ±0177 a

410 8186 ±4187 a 2149 ±0149 a 0135 ±0122 a

　　注 :以上数据均为 3个重复的平均值 ±标准偏差。同列数据后字母不同表示处理间差异显著 ( p < 0105) Note: Mean ±SD1 Data in the same

row followed by the different letter are significant in difference ( p < 0105)
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(1)张桂山. 多菌灵、呋喃丹对湖南红壤微生物和酶活性的效应及多菌灵降解细菌的分离鉴定与降解性研究. 浙江大学硕士学位论

文 , 2004

　　由表 4可以看出 ,与对照相比 , 210 mg kg- 1和

410 mg kg- 1的多菌灵处理后 2 h,土壤微生物群落

的 Simp son指数有明显差异 ,表明多菌灵抑制了群

落中常见种群的生长。随着作用时间的延长 ,多菌

灵对常见种群的毒性减弱 , Simp son指数逐渐恢复

至对照水平。410 mg kg- 1多菌灵处理后 2 h,Mc In2
tosh指数小于对照 ,处理后 3 d,Mc Intosh指数大于

对照 ,表明 410 mg kg
- 1多菌灵对土壤微生物物种均

一性有显著影响。随后 Mc Intosh 指数恢复到对照

水平。整个实验过程中 , 210 mg kg
- 1和 410 mg kg

- 1

多菌灵处理后 Shannon指数与对照没有显著差异 ,

表明多菌灵对群落的丰富度没有太大影响。

试验结果说明 , 210 mg kg
- 1的多菌灵对土壤微

生物基本没有影响 , 410 mg kg
- 1的多菌灵对土壤微

生物有一定的影响 ,但这种影响是暂时的 ,随后即

恢复至对照水平。张桂山 (1)研究表明 ,多菌灵 ( 510

mg kg
- 1 )在整个试验期间对硝化细菌种群数量的影

响均不大 ,最高多于对照 6186% ,最低少于对照

7198%。Torstensson等 [ 23 ]的报道显示 ,田间试验条

件下 ,多菌灵 ( 0115kg hm - 2 )处理过的土壤中的微

生物数量有所下降 , 但是差异不显著。L isa 和

Clive
[ 16 ]研究显示 , 0176～6184 mg kg

- 1多菌灵处理

7d后 ,土壤中的微生物数量与对照相比有所下降。
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D EGRADAT IO N DY NAM ICS O F CARBENDAZ IM IN SO IL AND ITS EFFECTS

O N SO IL M ICRO B IAL COMM UN ITY D IVERS ITY

Xiang Yueqin　Gao Chunm ing　Pang Guohui　Hao Yijie　Fang Hua　Chu Xiaoqiang　Yu Yunlong


(D epartm ent of Plant Protection, College of Agriculture and B iotechnology, Zhejiang U niversity, Hangzhou　310029, China)

Abstract　Degradation dynam ics of carbendazim in soil and its effects on community diversity of soil m icroorganism s

were investigated in a m icrocosm m im icking soil ecosystem. Half2life of carbendazim in soil was measured to be 8. 6 and

6. 8 d at levels of 2. 0 mg kg
- 1

and 4. 0 mg kg
- 1

, respectively. Values of average well color development (AWCD) of soil

m icroorganism s were significantly inhibited within the initial periods after treatments of carbendazim at levels of 2. 0 mg

kg
- 1

and 4. 0 mg kg
- 1

soil. Meanwhile, significant reduction in the richness, evenness and superiority of soil m icroorgan2
ism s was also observed, which indicated that the inhibitory effect of carbendazim on soil m icroorganism s was increased with

its concentration in soil. After the initial variation, soil m icroorganism s adap ted gradually to carbendazim and recovered to

levels sim ilar to that in the control without carbendazim.

Key words　Carbendazim; Soil m icroorganism; Community diversity; Degradation dynam ics; B IOLOG


