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[bookmark: OLE_LINK100][bookmark: OLE_LINK101][bookmark: OLE_LINK11][bookmark: OLE_LINK251][bookmark: OLE_LINK123][bookmark: OLE_LINK125][bookmark: OLE_LINK118][bookmark: OLE_LINK120][bookmark: OLE_LINK121][bookmark: OLE_LINK127][bookmark: OLE_LINK129]摘 要  为了解典型药品和个人护理品（PPCPs）——三氯生与镉复合污染的生态效应，采用室内培养实验和联合毒性预测模型，首次评价了三氯生与镉单一及复合污染对土壤呼吸及参与土壤碳氮循环的相关酶活性的生态毒性。结果表明：三氯生与镉单一及复合污染对土壤呼吸呈现激活—抑制—激活的生态效应；刺激了蛋白酶活性，激活率先降低后升高，56 d时达到最大。整个实验期间均抑制了蔗糖酶活性，镉（10.0 mg kg-1）单一污染培养14 d抑制率达到最大值（81%），三氯生单一胁迫呈现负的剂量效应关系，两者复合污染无显著的剂量效应关系。联合效应评价模型预测表明，相比三氯生或镉单一污染，两者的复合胁迫对土壤呼吸呈现随时间变化的拮抗—协同—加和效应，对土壤蛋白酶呈现协同—加和—协同的联合效应，而对土壤蔗糖酶活性则主要为协同效应。
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[bookmark: OLE_LINK104][bookmark: OLE_LINK105]三氯生（Triclosan，TCS）是一种广谱抗菌剂，作为一种典型的药品和个人护理品（Pharmaceuticals and personal care products，PPCPs）广泛用于洗发精、肥皂、洗衣液和牙膏等，应用量巨大[1]。这些日用品使用后经生活污水进入城市污水处理厂，由于低的溶解度（1.97~4.6 mg L-1，25 ºC）和高的疏水性（log Kow = 4.76, pKa=8.14），TCS会吸附进入城市污泥，随着污泥农用不断进入土壤，因此，土壤环境可能是该物质重要的汇[2-3]。土壤TCS浓度为0.052～1.0 mg kg-1 干重[4], 模拟预测浓度可达4.5 mg kg-1 干重[5]。尽管浓度低，但TCS易在环境中累积，具有一定持久性[6]。TCS的存在增加了土壤微生物对抗生素的抗性[7]。砂土中5 mg kg−1、黏土中50 mg kg−1的TCS降低了微生物硝化速率[8-9]，低于10 mg kg-1的TCS抑制了土壤呼吸 [9-10]。土壤中广泛存在的TCS及其持久性使得其生态效应受到高度关注，成为近年来土壤环境领域关注的热点[11]。
[bookmark: OLE_LINK27][bookmark: OLE_LINK28][bookmark: OLE_LINK124][bookmark: OLE_LINK122][bookmark: OLE_LINK74][bookmark: OLE_LINK140][bookmark: OLE_LINK141][bookmark: OLE_LINK138][bookmark: OLE_LINK139][bookmark: OLE_LINK112][bookmark: OLE_LINK136][bookmark: OLE_LINK131][bookmark: OLE_LINK130]镉（Cd）是毒性极大的重金属，已被认定为人类致癌物[12]，通过污水灌溉、化肥和农药使用、畜禽粪便及其堆肥长期施用以及电子废弃物堆弃等渠道进入土壤，Cd的污染在中国是非常严重和普遍的问题[13]。对中国矿区、工业区、公路旁、城市边缘区、城市、污罐区、农田、菜地、茶园、果园、森林等土壤重金属含量调查结果显示，土壤Cd的浓度为0~578 mg kg-1，平均值为3.52 mg kg-1，2 253个采样点有547个点Cd含量超过了1.0 mg kg-1，93个点超过了10 mg kg-1[14-16]。因此，Cd在土壤中的生态风险一直受到广泛关注[17-18]。 
[bookmark: OLE_LINK77][bookmark: OLE_LINK56][bookmark: OLE_LINK55]目前，土壤污染呈现由单一污染到复合污染的态势。TCS的大量广泛使用以及中水灌溉和活性污泥农用导致其源源不断地进入土壤中[2]。活性污泥中还含有许多重金属，包括Cd[19]，因此，活性污泥中同时存在着TCS与Cd。Cd还通过上述途径进入土壤导致Cd污染[13]。因此，土壤环境中存在着TCS与Cd复合污染的可能性。由于TCS和Cd均对土壤环境产生了不利影响，两者的复合污染可能会降低土壤质量。而目前关于TCS与Cd复合污染土壤的生态效应信息尚缺乏，因此，非常有必要探讨TCS与Cd的复合污染对土壤的健康效应。
[bookmark: OLE_LINK134][bookmark: OLE_LINK133][bookmark: OLE_LINK132]土壤呼吸是土壤全部代谢过程的总和，被认为是土壤微生物总活性的指标，成为土壤污染评价的常用指标之一[20]。土壤蔗糖酶催化水解蔗糖转变为葡萄糖和果糖，为微生物提供能量，在土壤碳循环方面非常重要[21]。作为一种氮代谢酶，蛋白酶在氮素循环和调控植物利用氮方面发挥十分重要的作用。此外，上述三种指标对Cd的污染均较敏感[22]，如土壤呼吸与Cd含量尤其是Ca(NO3)2提取态Cd含量呈显著负相关[23]，外源Cd含量也可能增强土壤呼吸活性[24]。酸性土壤Cd含量由2.5 mg kg−1增加至5 mg kg−1时，蔗糖酶活性降低了[25]。前人已经对TCS与Cd单一胁迫的土壤呼吸效应进行了研究，而TCS与Cd复合污染的生态效应研究还很匮乏，因此，本文以TCS和Cd为目标污染物，选择土壤呼吸、蔗糖酶和蛋白酶为指标，通过室内模拟试验研究两者单一和复合污染对上述3 种指标的影响，试图揭示土壤微生物活性和涉及碳、氮循环的酶活性对TCS和Cd单一及复合污染的响应规律，为评价此类新型复合污染的环境风险提供重要的科学依据。
1 材料与方法
1.1 供试土壤
[bookmark: OLE_LINK62][bookmark: OLE_LINK75][bookmark: OLE_LINK50][bookmark: OLE_LINK51][bookmark: OLE_LINK61]土壤样品采自泰安市山东农业大学南校区科技试验田，采样时间为2015年3月24日。除去土壤表面的杂草、枯叶后，采用五点法采集0～20 cm表层土。取回后，去除石砾和植物残体等杂物，完全混合，室温下风干，过2 mm筛，置于4℃冰箱备用。土壤为棕壤，根据中国土壤系统分类命名为普通简育湿润淋溶土（Typic-Hapli-Udic Argosols）。土壤全氮、全磷和全钾含量分别为0.73、7.38和1.54 g kg-1，碱解氮、有效磷和速效钾含量分别为132.3、18.4和125.7 mg kg-1，pH为7.6，有机质为17.6 g kg-1，黏粒（<2 μm）、粉粒（50~2 μm）和砂粒（>50 μm）含量分别为104、577和319 g kg-1。土壤中Cd含量为2.22 mg kg-1。
1.2 供试药剂
TCS标准品（纯度99.5%）购自Sigma-Aldrich（美国），溶于丙酮，配成5 g L-1储备液，置于4 ℃冰箱保存；Cd为分析纯氯化镉（CdCl2），其他试剂均为分析纯。
[bookmark: OLE_LINK71][bookmark: OLE_LINK72]1.3 试验设计
[bookmark: OLE_LINK119][bookmark: OLE_LINK128]将上述处理好的土样从冰箱中取出，置于25℃培养箱中避光预培养3 d。称取预培养好的土壤样品200 g，向土样分别加入稀释至不同浓度的TCS和Cd溶液，充分混匀。为避免溶剂的不利影响，将土壤样品置于通风橱中2 h至丙酮溶剂挥发完全后继续充分搅拌混匀。参考TCS与Cd的土壤微生态效应文献[12,24-26]，土样中TCS最终浓度分别为0、1.0、10.0、50.0 mg kg-1干土，Cd的最终浓度为0、10.0 mg kg-1干土，复合污染处理组浓度（TCS/Cd）为1.0/10.0, 10.0/10.0, 50.0/10.0 mg kg-1干土。调节土壤含水量为最大持水量的60%，置于培养箱中，25℃避光培养，每2~3天补充水分，使土样含水量在整个实验期间保持恒定。培养后第7、14、28和56天分别取土样测定土壤呼吸强度、蛋白酶和蔗糖酶活性，每处理设3个重复。
1.4测定方法
土壤呼吸采用室内密闭培养法[27]测定。蔗糖酶活性采用0.1 mol L-1的Na2S2O3滴定法测定，以1 g土壤37℃下培养24 h后所消耗的0.1 mol L-1 Na2S2O3毫升数表示[28]。蛋白酶活性采用比色法测定，以24 h 后1 g 干土中酪氨酸的质量表示，mg g-1 d-1[28]。
1.5 数据分析
[bookmark: OLE_LINK24]不同处理对土壤呼吸和酶活性的影响率用如下公式计算：
影响率(%)=（A-B）/B×100                                   （1）
[bookmark: OLE_LINK25][bookmark: OLE_LINK26]式中，A为添加污染物时的土壤呼吸或酶活性；B为未添加污染物时的土壤呼吸或酶活性；正值表示刺激或激活，负值表示抑制。
计算TCS与Cd复合污染的作用模式是以概率为基础[29]，该方程为:
               P(E) = PA+ PB－(PA×PB)/100                                       （2）
[bookmark: OLE_LINK148][bookmark: OLE_LINK149][bookmark: OLE_LINK45][bookmark: OLE_LINK47][bookmark: OLE_LINK168][bookmark: OLE_LINK169][bookmark: OLE_LINK170][bookmark: OLE_LINK161][bookmark: OLE_LINK163][bookmark: OLE_LINK158]式中，P(E)为抑制率理论预测值；PA为污染物A引起的抑制率；PB为污染物B引起的抑制率；假设P(T)为抑制率实际测定值。将P(T)与P(E)进行差异显著性分析，零假设是P(T)高于P(E)，若有显著性差异则联合作用模式是协同作用；若P(T)低于P(E)且有显著性差异，则联合作用模式是拮抗作用；若P(T)与P(E)间无显著性差异，则联合作用模式是加和效应。
所有测定数据均用 Microsoft Excel 2007和SPSS17.0进行计算和统计分析，以平均值±标准差的形式表示。 
2 结 果
2.1 三氯生与镉单一及复合污染对土壤呼吸的影响
[bookmark: OLE_LINK191][bookmark: OLE_LINK192][bookmark: OLE_LINK193][bookmark: OLE_LINK43][bookmark: OLE_LINK44]TCS与Cd单一及复合污染对土壤呼吸影响的变化趋势如图1所示。两者单一和复合胁迫下土壤呼吸活性均呈现先上升接着下降最后又上升的变化趋势（图1）。Cd（10.0 mg kg-1）单一胁迫时，培养7 d对土壤呼吸有明显的激活作用，激活率达18.52%，但14 d和28 d时转为抑制作用，抑制率达10.12%和10.78%，56 d时又转为激活作用，激活率为24.16%（图1A），与对照相比有显著差异（p<0.05），表明10.0 mg kg-1的Cd仅是短暂抑制了土壤呼吸作用。TCS单一胁迫培养前期（7 d）对土壤呼吸表现为激活作用，不同浓度TCS的激活率分别为25.26%，27.98%和18.45%；随着培养时间延长，14 d和28 d时，土壤呼吸均被抑制；但56 d时，土壤呼吸又被显著激活，激活率分别为41.84%、31.56%和21.41% (TCS 1.0、TCS 10.0和TCS 50 mg kg-1) （图1B），与TCS添加浓度显著相关（p<0.05）。不同浓度的TCS与Cd复合胁迫第7 天时刺激了土壤呼吸活性，随着TCS浓度增加，激活作用减弱；14 d和28 d时抑制了土壤呼吸，随着TCS浓度增加，抑制作用也随之减弱；实验最后（56 d）又转为非常明显的刺激作用（图1C）。

 [image: ]  [image: ]  [image: ]
注：A：镉单一污染；B：三氯生单一污染；C：三氯生与镉复合污染。浓度单位：mg kg-1。不同字母表示同一时间不同处理间差异显著（p＜0.05）。下同 Note: A: Cd; B: Triclosan; C: Triclosan+Cd. Units: mg kg-1. Different letters in the same sampling time represent significant difference between treatments at 0.05 level. The same below
图1 三氯生与镉单一及复合污染对土壤呼吸的影响率
Fig. 1 Influence ratio of single-factor and combined pollution of triclosan and cadmium on soil respiration
2.2三氯生与镉单一及复合污染对土壤蛋白酶的影响
[bookmark: OLE_LINK222]TCS与Cd单一及复合污染对土壤蛋白酶活性的影响如图2所示。Cd单一胁迫在整个实验期间对土壤蛋白酶活性均有明显的刺激作用，激活率在前14 d无明显变化，28 d时显著降低，但56 d时显著增加，达到最大值（94.5%）（图2A）。不同浓度的TCS单一胁迫均刺激了蛋白酶活性，激活程度随培养时间及浓度水平的变化而变化；56 d时激活效应最强，1.0、10.0和50.0 mg kg-1浓度下分别达到31.8%、42.1%和68.2%，且与TCS添加浓度呈显著正相关（p<0.05）（图2B），表明高浓度TCS强烈刺激了土壤蛋白酶活性。TCS与Cd复合胁迫仍对蛋白酶活性表现强烈的刺激作用，随着培养时间延长，激活率先降低后升高，56 d时达到最大，TCS/Cd 1.0/10.0、TCS/Cd 10.0/10.0和TCS/Cd 50.0/10.0 mg kg-1时，激活率分别为98.0%、110.3 %和102.7%（图2C），但同一时间不同浓度的激活程度无显著性差异（p>0.05）。Cd的激活作用大于不同浓度（1.0、10.0和50.0 mg kg-1）TCS的效果，表明Cd在两者的复合污染中起主要作用。
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图2 三氯生与镉单一及复合污染对土壤蛋白酶活性的影响率
Fig. 2 Influence ratio of single-factor and combined pollution of triclosan and cadmium on soil protease
2.3三氯生与镉单一及复合污染对土壤蔗糖酶的影响
[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2][bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK6]TCS与Cd单一及复合污染对蔗糖酶活性的影响如图3所示。10.0 mg kg-1Cd单一胁迫下，蔗糖酶活性均被显著抑制，14 d时抑制率达到最大值（81%），但不同培养时间的抑制率之间无显著差异（p>0.05）（图3A）。TCS单一胁迫也显著降低了蔗糖酶活性，抑制率随培养时间和浓度的变化而变化（图3B）：同一污染浓度下，随培养时间的变化，56 d时各浓度的抑制率最小；相同培养时间时，TCS浓度越高抑制效应越强，50.0 mg kg-1TCS在7 d、14 d、28 d和56 d的抑制率分别为58.34%、43.81%、62.86%和20.01%。TCS与Cd的复合污染胁迫在整个实验期间同样显著抑制了蔗糖酶活性，但抑制程度随培养时间的延长和浓度水平的不同变化不明显（图3C）： TCS/ Cd 1.0/10.0 mg kg-1时，抑制率为82.9%~89.6%，TCS/Cd 10.0/10.0 mg kg-1和TCS/ Cd 50.0/10.0 mg kg-1时抑制率稍有降低，分别为70.7%~82.1%和71.6%~83.9%。整个实验期间Cd和TCS的复合污染对蔗糖酶的联合效应与Cd单一污染相比无显著差异（p>0.05），表明TCS和Cd复合作用下Cd的毒性效应起决定作用。
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图3 三氯生与镉单一及复合污染对土壤蔗糖酶活性的影响率
Fig. 3 Influence ratio of single-factor and combined pollution of triclosan and cadmium on soil inverase
2.4 三氯生与镉复合污染的联合效应
[bookmark: OLE_LINK78][bookmark: OLE_LINK15]如图4所示，不同浓度TCS和Cd 复合污染对土壤呼吸的联合效应中，7 d时P (E)大于P (T)，且差异均显著，表明两者的复合污染表现为拮抗作用，其联合效应不随浓度的改变而改变。14 d和28 d时，复合污染联合效应中P (E)小于P (T)，除了TCS/Cd 1.0/10.0时差异不显著表现为加和作用外，其余结果差异均显著，因此表现为协同作用。56 d时仅有TCS/Cd 1.0/10.0的联合效应表现为明显的拮抗作用，其他两种剂量下均为加和作用。因此，TCS与Cd复合污染对土壤呼吸的联合效应作用模式随着培养时间的变化而变化（图4A）。
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注：不同字母代表同一时间同一浓度下的理论值与实测值的差异显著（p＜0.05）。P(E)：影响率理论预测值，P(T)：影响率实际测定值Note: Different letters in the same sampling time represent significant difference between theoretically expected and observed values in the same concentration treatments at 0.05 level. P(E): Theoretically predicated affecting rate, P(T): Observed affecting rate 
图4 三氯生与镉复合污染对土壤呼吸（A）、蛋白酶（B）和蔗糖酶（C）影响率的理论值与实测值比较
Fig. 4 Comparison of theoretically predicted value with observed value of combined effects of TCS and Cd on soil respiration (A), protease (B) and invertase (C) 
[bookmark: OLE_LINK16][bookmark: OLE_LINK18][bookmark: OLE_LINK19][bookmark: OLE_LINK20][bookmark: OLE_LINK21]TCS与Cd复合污染对蛋白酶的联合效应中，培养7 d时P（E）小于P（T），且差异性显著，均表现为协同作用。随着培养时间延长，仅有50.0 mg kg-1 TCS和Cd 复合污染在14 d时以及10.0 mg kg-1 TCS和Cd 复合污染在56 d时P（E）与P（T）差异显著，分别表现为拮抗和协同作用，其他浓度和时间的复合污染P（E）与P（T）差异不显著，表现为加和效应。因此，TCS与Cd复合污染对土壤蛋白酶的联合毒性效应作用模式随污染物浓度和培养时间的变化而变化（图4B）。
[bookmark: OLE_LINK197][bookmark: OLE_LINK198][bookmark: OLE_LINK199][bookmark: OLE_LINK3][bookmark: OLE_LINK4]TCS与Cd复合污染对土壤蔗糖酶的联合毒性效应中，仅有1.0 mg kg-1 TCS和Cd复合污染在14 d、28 d和56 d时P（E）与P（T）差异不显著，表现为加和作用，其他浓度和培养时间均表现为协同作用。因此，TCS与Cd复合污染对蔗糖酶的联合效应以协同作用为主（图4C）。
3 讨 论
[bookmark: OLE_LINK92][bookmark: OLE_LINK206][bookmark: OLE_LINK208]本研究中Cd单一胁迫7 d土壤呼吸增加，这与Lu等[24]的结果相同，这是因为实验培养7 d时土壤可利用碳较多，Cd胁迫下微生物需要更多的能量生存，因此，仅有少部分碳被吸收而大部分碳被消耗为CO2导致土壤呼吸增加。随后土壤呼吸下降，这与Usman[30]的结果一致，随着培养时间延长，土壤可利用碳量下降，同时，一部分微生物在Cd的毒性下被抑制或杀灭，因此，培养至中间时土壤呼吸持续下降；而培养结束时土壤呼吸再被激活，可能是因为微生物在Cd胁迫下通过适应和变异产生耐性菌种，该菌种对土壤呼吸促进作用大于Cd对其他微生物呼吸的抑制作用，导致土壤整体呼吸强度升高；另一方面，被杀灭微生物的分解也会增加土壤呼吸[31]。TCS对土壤呼吸的影响已有部分研究，Waller和Kookana[9]研究发现，低浓度（1.0 mg kg-1）TCS对土壤呼吸无显著影响，中浓度（10.0 mg kg-1）TCS仅在砂土中激活了土壤呼吸，高浓度（50.0 mg kg-1）TCS仅在黏土中抑制了土壤呼吸。Butler 等[10]的研究同样得到不同类型土壤（壤砂土、黏土和砂壤土）中TCS对土壤呼吸的影响差异较大：施用之初土壤呼吸在壤砂土中被显著抑制，随着浓度增加，抑制作用增强，但在黏土和砂壤土中10.0 mg kg-1 TCS对土壤呼吸无显著抑制作用，其他浓度的TCS明显抑制了土壤呼吸。因此，土壤类型显著影响TCS对土壤呼吸的胁迫效应，如pH、黏粒含量和有机质在土壤呼吸变化中分别起到1%、16%和15%的贡献[10]。本研究所用的土壤与上述土壤性质有明显差异，导致TCS的生物有效性明显不同，因此，研究结果有较大差异。此外，TCS既可作为微生物的碳源，同时又对微生物具有毒性作用[10]。本研究土壤呼吸在前期被激活，中期被抑制，56 d时又被激活，原因可能是培养7 d时TCS被微生物作为碳源加以利用，刺激了微生物活性，而未利用的TCS对微生物产生毒性作用从而导致了随后的抑制效应，56 d后TCS被部分降解，毒性降低，大部分微生物适应了TCS胁迫之后能够利用其作为碳源和能源生长，从而增强呼吸作用。本研究复合污染对土壤呼吸的影响趋势与TCS和Cd单一污染时的作用均遵循“激活—抑制—激活”规律，这与芘、Cd单一及复合污染胁迫下土壤呼吸先下降后上升的污染扩散模式[32]相似。
蛋白酶参与土壤氨基酸、蛋白质以及其他含蛋白质氮有机化合物的转化，是与氮循环密切相关的重要胞外酶，因此，探讨污染物对土壤蛋白酶活性的生态效应非常必要。本实验Cd胁迫促进了蛋白酶活性增加，表明对Cd产生耐性的微生物生长较快，其对蛋白酶的促进作用大于Cd对蛋白酶的抑制作用，整体提高了酶活性。因此，Cd 污染土壤中可以富集培养并筛选分离出耐性菌属，驯化培养后用于污染土壤的微生物修复[32]。不同浓度TCS单一胁迫均刺激了蛋白酶活性，可能是因为尽管TCS具有广谱的杀菌活性，但在0~50 mg kg-1时显示出抑菌活性，在高浓度下才表现出杀菌活性。抑菌活性下的TCS仍可被耐性的微生物作为碳源和能源，促进了蛋白酶活性增加[11]。TCS与Cd复合污染作用下，重金属的存在抑制了TCS的降解[33]，TCS与重金属的复合污染表现出协同作用，即增强了TCS或Cd单一污染下的激活效应；且TCS与铜的复合污染增强了微生物的代谢活性，尤其是氮代谢作用，因此可能在一定程度上增强了蛋白酶的活性[11]。
[bookmark: OLE_LINK209][bookmark: OLE_LINK210]蔗糖酶参与土壤碳素循环，是土壤中研究最多的酶之一。Cd单一胁迫下，蔗糖酶活性均被显著抑制。原因可能是Cd 胁迫引起酶分子中的活性部位——巯基和含咪唑的配位结合，形成较稳定的络合物，产生了与底物的竞争性抑制，最终导致酶活性下降[34]。TCS单一胁迫时，蔗糖酶活性也被显著抑制，是由于TCS具有广谱抗菌活性，通过模拟烯酰还原酶的天然基质影响微生物脂肪酸合成路径，导致对酶的不可逆抑制[35]。TCS与Cd复合污染抑制了土壤蔗糖酶活性，这与TCS与铜或锌复合污染降低了硫酸酯酶和磷酸酶活性结果相同，原因可能是TCS与Cd的复合污染起协同作用，削弱了土壤碳素能量循环和营养周转率，影响了蔗糖酶活性。本研究表明，蔗糖酶活性对TCS与Cd单一及复合污染的敏感性最高，可作为两者复合污染的生态评价指标之一。
尽管TCS单一污染的生态效应研究较多，但对TCS与重金属复合污染的土壤生态效应信息了解较少。复合污染的作用类型有协同、加和和拮抗三种，基于不同的作用方式预测复合胁迫类型的模型有多个[36]，本研究利用的模型基于这样的假设：污染物对生物体是同时起作用的。TCS和Cd复合污染总体上以协同效应为主，可能是因为重金属的存在抑制了TCS降解，使得两者的共存时间增加，两者经过6个月的复合作用对土壤酶活性仍具有协同效应[33]。复合污染的联合毒性效应随着TCS浓度变化而发生显著变化，这是因为TCS作为抗菌剂在低浓度时具有抑菌活性，高浓度时才具有杀菌活性，因此，不同浓度下与Cd的复合胁迫效应不同。此外，TCS易吸附在土壤有机质中使其生物有效性下降[37]，因此，TCS和Cd复合污染的联合效应随着培养时间的变化也发生显著变化。 
目前，土壤环境面临的一个重要问题是抗菌剂或抗生素的过量使用导致耐药细菌的产生[2]。研究表明，暴露在TCS中的土壤微生物会通过各种机制发展对TCS或其他药物的抗性[38]。TCS单一或与Cd复合胁迫下土壤呼吸先被抑制后被激活了，表明部分存活的微生物群落发展了抗性。但在对土壤蛋白酶和蔗糖酶的生态效应中，整个实验期间均被激活或抑制了，表明仍有部分微生物未表现对TCS的抗性，即50 mg kg−1的TCS并未对微生物产生明显的选择性压力而导致敏感微生物被耐受微生物替代，且Cd的胁迫也未增加微生物对TCS的抗性。但是，不同土壤中TCS与铜/锌的复合胁迫下微生物对TCS的抗性表现差异很大[11]，因此，不同浓度TCS单一或与Cd复合污染下微生物的抗性需要深入研究。
4 结 论
三氯生与Cd单一及复合污染对土壤呼吸呈现激活—抑制—激活的生态效应；刺激了蛋白酶活性，激活率先降低后升高，56 d时达到最大；整个实验期间均抑制了蔗糖酶活性，Cd单一污染培养14 d抑制率达到最大值（81%），TCS单一胁迫呈现负的剂量效应关系，两者复合污染无显著的剂量效应关系。联合效应评价模型预测表明，相比TCS或Cd单一污染，两者的复合胁迫对土壤呼吸呈现随时间变化的拮抗—协同—加和效应，对土壤蛋白酶呈现协同—加和—协同的联合效应，而对土壤蔗糖酶活性则主要为协同效应。联合效应随着TCS浓度的增加和培养时间的延长而加剧或降低。
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[bookmark: OLE_LINK111][bookmark: OLE_LINK12][bookmark: OLE_LINK13][bookmark: OLE_LINK14][bookmark: OLE_LINK255][bookmark: OLE_LINK256][bookmark: OLE_LINK257][bookmark: OLE_LINK258][bookmark: OLE_LINK259][bookmark: OLE_LINK260]Abstract  【Objective】 Although some studies have been reported on environmental risk assessment of single-factor contamination of triclosan (TCS), a typical pharmaceuticals and personal care products (PPCPs), little has on effects of combined contamination of TCS and cadmium on ecology. The aim of this study is to evaluate comprehensively environmental risks of combined contamination of TCS and cadmium in soil ecosystems.【Method】A laboratory incubation experiment was performed and a combined toxic effect prediction model was used to evaluate ecological toxicity of single-factor and/or combined pollution of triclosan and cadmium on soil microbial and enzyme activities involved in soil carbon and nitrogen cycling. The incubation experiment was designed to have four treatments for triclosan contamination, i.e. 0, 1.0, 10.0 and 50.0 mg kg-1dry soil, two treatments for Cd contamination, i.e. 0 and 10.0 mg kg-1 dry soil, added in the form of CdCl2, three combined contamination treatments, i.e. 1.0/10.0, 10.0/10.0 and 50.0/10.0 mg kg-1 dry soil in triclosan/cadmium, and three controls containing neither cadmium nor triclosan. Each treatment had three replicates. The treated samples were incubated at 25℃ in dark. The soil respiration, protease and sucrose activities were measured on the 7th, 14th, 28th and 56th day of incubation. 【Result】Results show that both the single-factor and combined pollutions of triclosan and cadmium had soil respiration activated, inhibited and then activated again. In the soils under single-factor stress of either Cd or TCS, soil respiration was significantly activated on Day 7 with activation rate being 18.52 %, 25.26%, 27.98% and 18.45% for Cd 10.0 mg kg-1, triclosan 1.0, 10.0 and 50.0 mg kg-1, respectively, and began to be inhibited after 14 days of incubation, and activated again at the end of the incubation (Day 56), with activation rate being 24.16%, 41.84%, 31.56% and 21.41% for Cd 10.0 mg kg-1, triclosan 1.0, 10.0 and 50.0 mg kg-1, respectively, which were significantly different from that in the controls (p<0.05) . Furthermore, the degree of activation seemed to be related with the concentration of triclosan (p<0.05) spiked. In the soils under combined stress of Cd and TCS, regardless of ratio, soil respiration was stimulated on Day 7, with the effect declining with rising TCS concentration; inhibited on Day 14 and Day 28, with the effect declining too, with rising triclosan concentration, and stimulated significantly again at the end of the experiment (Day 56). The contamination of Cd and TCS, either single-factor or combined, stimulated protease activity with the effect declining first and then rising during the process of incubation and peaking on Day 56, with activation rate being 94.5%, 31.8%, 42.1% and 68.2% for Cd 10.0 mg kg-1, triclosan 1.0, 10.0 and 50.0 mg kg-1, respectively, in soils under single-factor stress of cadmium or triclosan, and being 98.0%, 110.3% and 102.7% for TCS/Cd 1.0/10.0, 10.0/10.0, and 50.0/10.0, respectively, in soils under combined stress. However, the degree of stimulation of protease activity was not significantly positively related to the concentrations of triclosan (p>0.05) in the soil. The contamination of Cd and TCS, either single-factor or combined, inhibited invertase activity during the whole incubation period. The effect peaked up to 81% on Day 14 in soils under single-factor contamination of cadmium, and was negatively related to concentration of TCS in soils under single-factor stress of triclosan, and did not show any dose-effect relationship in soils under combined pollution of Cd and TCS. The joint effects evaluation model shows that compared to single-factor pollution of either triclosan or Cd, the two pollutants in the treatments under combined stress acted jointly on soil respiration, but not always the same way. Their relationship varied with the time, from antagonistic to synergetic and then additive. Their effects on soil protease varied from synergistic to additive and then to synergetic, while their effects on soil invertase activity were mainly synergistic. 【Conclusion】Throughout the entire experiment, the contamination of Cd and TCS, either single-factor or combined, firstly stimulated then inhibited and in the end stimulated again soil respiration, stimulated protease activity, and inhibited the invertase activity. The joint toxic effects of triclosan and cadmium varied with concentration and duration of the exposure. Therefore, it is suggested that in future studies, joint toxic effects of chemical pollutants in biosolids and soil should be taken into account in health risk assessment.
[bookmark: OLE_LINK9][bookmark: OLE_LINK10]Key words   Combined pollution; Soil respiration; Soil protease; Soil invertase; Joint effects
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