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摘要：对芦苇、茭白、菖蒲3种河岸带植物根际苄嘧磺隆降解过程及微生物生态学特征进行研究。结果表明，不同河岸带植物对苄嘧磺隆的根际降解的增强效应存在显著差异，其降解速率大小依次为：菖蒲＞芦苇＞茭白。培养结束时，菖蒲根际土壤苄嘧磺隆的残留量较芦苇和茭白分别降低了23.1%和32.2%。在苄嘧磺隆作用下，供试3种河岸带植物根际脱氢酶活性表现出先激活后抑制、再恢复的变化趋势，而对脲酶和磷酸酶的影响均表现出抑制效应。苄嘧磺隆施加明显降低了河岸带植物根际土壤微生物的数量，特别是对细菌和真菌的数量的影响更为明显。与芦苇和茭白相比，菖蒲根际土壤具有更高的酶活性和微生物数量，说明该植物根际土壤中微生物对苄嘧磺隆污染具有较好的缓冲作用，从而大大增强了苄嘧磺隆生物降解效应。
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Bensulfuron-methy Degradation Dynamics and Microbiological Characteristics in Rhizophere Soils with Different Riparian Plants 
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Abstract: The paper represents a research on the degradation of bensulfuron-methy and microbial characteristics in rhizophere soils planted with different riparian plants. The research results show that there exist significant  differnces in microbial degradation dynamics of bensulfuron-methy in the rhizophere soils among three kinds of riparian plants. Acorus calamus Linn shows a significantly higher degradation effiency of bensulfuron-methy in the rhizophere soils, followed Zizania aquatica and Phragmites australis. Residual bensulfuron-methy content in Acorus calamus Linn rhizophere soil is 23.1% and 32.2% lower than that in Zizania aquatic and Phragmites australis rhizophere soils, respectively. Due to bensulfuron-methy addition, the activities of the dehydrogenase are stimulated firstly, but then are inhibited, and recovered to the initial level, while the activities of the phosphatase and urease show a significantly decreasing trend. Bensulfuron-methy addition significantly decreases microbial numbers in the rhizophere, especailly for bacteria and fungi. Acorus calamus Linn shows significantly higher enzyme activities and larger microbial numbers in the rhizophere soils, as compared to Zizania aquatica and Phragmites australis, meaning that Acorus calamus Linn has a better buffer performance to bensulfuron-methy addition, and a greater improvement effect on microbial degradation of bensulfuron-methy in the rhizophere soils. 
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苄嘧磺隆（C16H18N4O7S）为稻田用选择性内吸传导性磺酰类除草剂，也是目前在我国南方地区水稻田中广泛使用的除草剂之一，大量施用很容易通过排灌水和农田地表径流等途径进入周边水体，从而对水生生物产生毒害[1-2]，并对水环境和水生态系统造成很大的污染威胁。如何削减农药通过排水和径流向周边水体输送,改善水环境功能，是目前农业流域面源污染控制的一项重要研究课题。

农业流域河岸带（riparian zone）可以有效截留、吸附和降解周边地表径流和排水中的各种农业污染物（N、P和农药），从而有效控制农业非点源污染，对维持和改善河流水环境具有重要作用[3]。河岸带植物由于其发达的根系及根孔结构，对农药非点源污染起到很好的截留作用[4]。特别是河岸带植物根际的分泌作用[5]，大大刺激了微生物生长，所以根际微域环境往往聚集着大量的具有高活性的微生物群落[6-7]，大大增强被截留的有机农药的微生物降解效应。

目前，关于河岸带对农田非点源污染中的氮硝化反硝化过程作了大量的研究[8]，但是关于河岸带对有机农药的降解作用的研究还鲜有报道。本文以崇明岛典型河岸带作为研究区域，通过模拟试验，研究了3种典型河岸带植物根际苄嘧磺隆除草剂的降解特征及其差异，并从根际微生物生态学变化角度，探讨了其可能的机理，以期为今后农业流域农药非点源污染生态控制和河岸带植物的选择提供依据。

1 材料与方法
1.1 供试材料
本文选择在崇明岛河岸带具有代表性的3种土著植物芦苇（Phragmites australis）、菖蒲（Acorus calamus Linn）和茭白（Zizania aquatica）作为实验材料，均采自于崇明水环境实验基地附近远离农田的河岸带，基本上不存在陆源有机农药污染问题。采集时间均为2008年3月5日，此时3种植物皆处于苗期。同一种河岸带植物尽量选择长势一致的植株。试验前对供试的3种河岸带植物进行预培养5d（水培），然后移栽到塑料盆钵中。

供试土壤取自以上3种植物生长区域附近的河岸带，土壤质地为砂壤土，其基本理化性质如表1所示。将采集的新鲜土壤中根系和石块取出后，自然风干（含水率约为1％），并过2 mm筛，以备用。
表1 供试河岸带土壤主要理化性质
Tab. 1  Physical and chemica l parameters of the tested riparian soil
	w(粘粒)/%  w(砂粒)/%
	pH
	阳离子交换量/
 (cmol .kg-1)
	w(有机质)/
 (g.kg-1)
	w(总氮)/
 (g.kg-1)
	w(总磷) /
 (g.kg-1)

	38.9      21.6
	7.97
	4.41
	6.53
	1.09
	0.74


1.2 实验方法
1.2.1 苄嘧磺隆母土制备

称取一定量的苄嘧磺隆，溶解于分析纯甲醇后，配制成质量浓度为1000µg. mL-1的苄嘧磺隆溶液，并取200mL均匀加入到25kg供试的过2 mm筛的自然风干新鲜土壤中，充分搅拌、混匀，待甲醇完全挥发后，即制成苄嘧磺隆初始质量浓度为8mg·kg-1（干土）的实验母土，备用。

1.2.2 盆栽模拟实验方法

本试验采用根际袋法（rhizobag）进行盆栽模拟试验，称取以上制备的苄嘧磺隆母土2.5kg于塑料盆钵中，其中500g填装在300目的尼龙网袋中。每袋种植供试河岸带植物3~5株，每种植物设置3次重复，同时设不加苄嘧磺隆土壤的盆栽实验作为对照。所有处理和对照土壤中拌入尿素和磷酸二氢钾作底肥。采用去离子水进行浇灌，培养时间为45d，开始培养阶段（5d）盆中保持3cm水层，然后自然落干，并保持盆内土壤充分湿润，10d后再浇水至3cm水层，10d后再落干，这样重复进行，使得在盆内形成一种淹水与湿润交替的环境。为了减少光照对苄嘧磺隆降解的影响，每个盆钵用可以透气的铝箔纸进行遮光处理。
1.3 样品采集与分析
1.3.1 样品采集与处理

采用非破坏性采样模式，分别于移栽1, 7, 14, 21, 28, 35和45d，取不同河岸带植物根际和非根际土壤样品进行测定分析。从根袋取出的即为根际土壤，离根袋3cm以外即为非根际土壤，非根际土取样深度与根袋内土壤相同。考虑到培养初期，植物根际没有完全充满根袋，所以根袋内土壤采样时尽量靠近根表。采集的土壤新鲜样品一部分用作微生物分析（4℃以下保存），一部分作苄嘧磺隆残留测定。
1.3.2 土壤样品分析

土壤中苄嘧磺隆残留量测定：取10g新鲜土壤，在三角瓶中加入20mL二氯甲烷浸泡过夜，振荡提取lh，过滤，取样2 mL于无菌玻璃试管中，-20℃保存。待收集好全部样品后，各样品用2倍体积的二氯甲烷萃取，经高纯氮吹干，溶解于适量的乙睛定容，测定每个样品中苄嘧磺隆的残留量。采用Agilent 1100高效液相色谱分析仪（HPLC）测定，色谱分析条件：Nova-Pak CN HP柱（3.9X150mm）色谱柱和SymmetryC18（5μm，3.9x20mm）预柱，流动相为v(甲醇):v(超纯水)=50:50（每1000mL超纯水中加入5mL冰醋酸），流速0.8mL/min，检测波长254nm，柱温30℃，进样量10μL。

土壤关键酶活性分析：土壤脱氢酶活性采用氯化三苯基四氮唑法测定，氯化三苯基四氮唑法（TTC）被还原后，能形成脂溶性的红色产物三苯基甲簪，以24h后1g土壤中产生的三苯基甲簪（TPF）的质量（mg）表示脱氢酶的活性；采用苯酚-次氯酸钠比色法测定土壤脲酶活性，该方法以尿素为基质，根据酶促产物氨与苯酚-次氯酸钠作用生成蓝色的靛酚，以24h后1g土壤中产生的NH3-N的质量（mg）表示脲酶的活性；采用磷酸苯二钠比色法测土壤磷酸酶活性，以24h后1g土壤中释出的酚的质量（mg）表示磷酸酶活性。以上方法均参照文献[9]进行。
土壤微生物区系分析：土壤中细菌、真菌和放线菌数量分析采用稀释平板培养分离计数法[10]。细菌采用牛肉膏蛋白胨培养基培养3~4d；真菌采用马丁氏培养基（1000 ml培养基中加1％孟加拉红水溶液3.3 ml、1％链霉素3 mL）培养3~4d；放线菌采用改良高氏1号培养基（每300 ml培养基中加入3％重铬酸钾1mL，以抑制细菌和霉菌生长）培养7~10d。最终计数结果以cfu（菌落形成单位）.g-1干土表示。
1.4 数据处理 
采用SPSS 11.5 统计软件对试验数据进行处理。所有试验数据通过ANOVA变异分析程序进行统计分析。采用邓肯新复检验法（Duncan′s New Multiple Range Test）对差异进行统计估计，在P＜0.05 的概率水平视为显著。
2 结果与分析
2.1 3种河岸带植物根际苄嘧磺隆的降解特征
苄嘧磺隆在不同河岸带植物根际土壤与非根际土壤中的降解动态如图1所示。 由图1可见，供试3种河岸带植物根际与非根际土壤苄嘧磺隆降解过程存在显著( P < 0.05)差异，其降解速率根际土壤明显高于非根际土壤。培养结束时（45d），3种植物根际土壤苄嘧磺隆平均残留量较非根际土壤下降42.4%，特别是，菖蒲根际与非根际苄嘧磺隆残留量差异更为明显，高达55.1%。由图1还可发现，3种河岸带植物非根际土壤苄嘧磺隆降解过程无明显差异 ( P < 0.05)，而在根际土壤中的降解特征却存在显著差异 ( P < 0.05)，其根际降解强度大小依次分别为菖蒲>芦苇>茭白。培养结束时，菖蒲、芦苇和茭白根际土壤苄嘧磺隆残留量分别1.966, 2.231和1.512 mg.kg-1。由此看出，不同河岸带植物对苄嘧磺隆根际降解的增强效应是有差异的。
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图1 河岸带植物根际与非根际土壤苄嘧磺隆降解过程
Fig.1 Degradation of bensulfuron-methy in the rhizosphere and non- rhizosphere soils planted with different riparian plants
苄嘧磺隆在土壤中的降解可以用一级动力学方程模拟：
ρt =ρ0e- k t
式中ρt为苄嘧磺隆在t时刻土壤中的残留质量浓度；ρ0为苄嘧磺隆的初始质量浓度；k为降解速率常数； t为时间。据此求得苄嘧磺隆降解动力学参数（见表2）。从表2可以看出，供试3种河岸带植物根际土壤苄嘧磺隆的半衰期均小于相应的非根际土壤，差异达到极显著水平( P < 0.05)。相比较而言，菖蒲根际土壤苄嘧磺隆的降解速率常数k最大，为0.0418，半衰期仅为11.2，较芦苇和茭白分别缩短了17.1%和20.0%。
表2 河岸带植物根际与非根际土壤中苄嘧磺隆的降解动力学特征
Tab. 2 Degradation kinetics of bensulfuron-methy in the rhizosphere and non- rhizosphere soils planted 
	植物类型
	土壤
	降解动力学方程
	R2
	半衰期/d

	芦苇
	根际
非根际
	ρ=6.1749e-0.0337t
ρ=6.3309e-0.0197t
	0.9959

0.9907
	13.5b

18.8a

	茭白
	根际
非根际
	ρ=6.1317e-0.0300t
ρ=6.3354e-0.0198t
	0.9953
0.9862
	14.0b

18.6a

	菖蒲
	根际
非根际
	ρ=6.2972e-0.0418t
ρ=6.2953e-0.0191t
	0.9973

0.9893
	11.2c

19.5a


    注: 同一列数据后面不同字母表示有显著差异(P<0.05).
2.2 苄嘧磺隆对几种河岸带植物根际土壤微生物区系特征的影响
细菌、真菌和放线菌是土壤微生物的三大类群，其区系组成和数量变化反映出土壤生物活性水平。在苄嘧磺隆作用下，3种河岸带植物根际与非根际土壤细菌、真菌和放线菌数量的变化特征见表3。由表3可明显看出，与对照相比，在添加苄嘧磺隆培养过程中，供试的3种河岸带植物根际与非根际土壤细菌、真菌和放线菌的数量均出现不同程度的下降。在苄嘧磺隆处理下，3种河岸带植物根际土壤微生物数量与非根际土壤相差近一个数量级，尤其以菖蒲对微生物数量增加的根际效应更为明显。

细菌对苄嘧磺隆处理较为敏感，在培养第7d时，苄嘧磺隆对芦苇、茭白和菖蒲3种植物根际土壤细菌数量的抑制率分别为36.3%，42.1%，23.5%（表3）；而在培养第21d，苄嘧磺隆对芦苇、茭白和菖蒲3种植物根际细菌数量的抑制率分别为35.1%，30.1%，17.2%；在苄嘧磺隆作用第35d，苄嘧磺隆对植物根际的细菌正常生长繁殖仍然有明显的抑制作用，此时苄嘧磺隆对芦苇、茭白、菖蒲3种植物根际细菌数量的抑制率分别为31.3%、19.2%和13.3%。与其他2种植物相比较，菖蒲根际土壤细菌受抑制作用明显要低，在整个苄嘧磺隆培养期间，3种植物根际细菌数量大小顺序为菖蒲＞芦苇＞茭白，表明菖蒲对苄嘧磺隆胁迫的缓冲性能高于其他2种植物。这可能与不同植物根际分泌有机酸种类不同有关。

与细菌类似，真菌对苄嘧磺隆处理也较为敏感，整个培养过程中，3种植物根际真菌的数量均受到明显抑制（表3）。苄嘧磺隆对不同植物真菌生长的抑制效应有明显差异（P<0.05）。在培养第7d时，苄嘧磺隆对芦苇、茭白和菖蒲3种植物根际真菌数量的抑制率分别为25.0%、29.2%和19.38%；在第21d时，苄嘧磺隆对芦苇、茭白和菖蒲3种植物根际真菌数量的抑制率分别为24.1%、30.3%和17.7%。在整个培养期间，根际真菌数量以菖蒲为最高，芦苇次之，茭白最少。

苄嘧磺隆培养对放线菌数量有一定的抑制作用（表3），在培养第21d时，苄嘧磺隆对芦苇、茭白和菖蒲3种植物根际放线菌数量的抑制率分别为15.0%、21.1%和12.3%。但与细菌和真菌相比较，放线菌对苄嘧磺隆处理的敏感性大大降低，表现出一定的抗性。供试的3种河岸带植物根际放线菌数量大小顺序依然为菖蒲＞芦苇＞茭白，但是差异明显低于细菌和真菌。

表3 苄嘧磺隆作用下根际与非根际微生物数量变化
Tab. 3 Variations s of the microbial quantity in the rhizosphere and non-rhizosphere soils
	处 理
	土壤
	细菌/(×108 ·g-1)

7d       21d       35d
	真菌/(×104 ·g-1)

7d        21d      35d
	放线菌/(×103 ·g-1)

7d       21d      35d

	芦苇

芦苇(对照)

茭白

茭白(对照)

菖蒲

菖蒲(对照)
	根际

非根际

根际

非根际

根际

非根际

根际

非根际

根际

非根际

根际

非根际
	0.84c*
0.07f

1.32b

0.11e

0.62d

0.07f

1.07c

0.10ef

1.43b

0.08f

1.87a

0.11e
	1.09c

0.09e

1.68c

0.08e

0.68d

0.08e

0.98c

0.08e

1.94b

0.07e

2.34a

0.09e
	1.05c

0.07e

1.53b

0.09e

0.89cd

0.07e

0.72d

0.09f

1.79b

0.08e

2.05a

0.10e
	4.74d

0.43f

6.32b

0.64e

4.13d

0.43f

5.83c

0.61e

6.57b

0.51f

8.12a

0.63e
	3.55de

0.52g

4.68c

0.82f

2.87e

0.62g

4.12cd

0.68g

5.39b

0.63g

6.55a

0.51e
	3.76d

0.41f

5.12c

0.71ef

3.13d

0.48f

4.78c

0.52f

6.12b

0.58f

7.28a

0.83e
	1.78d

0.14f

2.12cd

0.30e

1.32d

0.16f

1.58d

0.35e

2.37b

0.17f

2.95a

0.38e
	2.27b

0.24f

2.67b

0.55e

1.76c

0.22f

2.13b

0.65e

2.85b

0.25f

3.25a

0.76d
	2.59b

0.18g

2.33b

0.41e

1.58c

0.19g

2.41b

0.47e

3.12b

0.28f

4.67a

0.64d


注: 同一列中不同字母表示有显著差异(P<0.05).
2.3 不同河岸带植物根际土壤酶活性的动态变化
土壤酶活性反映了土壤中各种生物化学过程的强度和方向，并参与有机农药及其代谢产物在土壤中的降解过程。不同河岸带植物根际与非根际土壤关键酶活性变化见表4。与微生物数量变化相似，在整个培养期间，几种河岸带植物根际土壤脲酶、脱氢酶和磷酸酶活性皆高于非根际土壤。在培养初期，苄嘧磺隆处理的植物根际土壤脱氢酶酶活性较对照有明显增加，表现出一定的激活效应。但随着培养至21d时，苄嘧磺隆对根际土壤脱氢酶的影响表现为明显的抑制效应，直至培养结束时（45d），苄嘧磺隆处理的植物根际土壤脱氢酶活性较培养21d时有所恢复，但仍明显低于对照根际土壤。而对非根际土壤来说，苄嘧磺隆处理的土壤脱氢酶活性始终低于对照（表4）。
表4 苄嘧磺隆作用下3种河岸带植物根际与非根际土壤酶活性变化

Tab. 4  Variations of key enzyme activities in the rhizosphere and non-rhizosphere soils
	处 理
	土壤
	脱氢酶/(mg·g-1.24h-1)
7d     21d       35d
	尿酶/(mg.g-1.24h-1)
7d        21d      35d
	磷酸酶/(mg.g-1.24h-1)

7d       21d      35d

	芦苇

芦苇(对照)

茭白

茭白(对照)

菖蒲

菖蒲(对照)
	根际

非根际

根际

非根际

根际

非根际

根际

非根际

根际

非根际

根际

非根际
	6.24b*
4.27d

5.23c

2.96e

6.12bc

3.89d

5.78c

2.56e

8.23a

5.12c

6.68b

4.32d
	5.37c

3.12e

6.27b

2.68e

4.35d

3.12e

6.23b

2.86e

7.41a

4.23d

7.89a

4.32d
	4.89c

2.86e

6.84b

2.17e

4.24cd

2.77e

6.12b

2.47e

7.05a

3.74d

7.23a

4.32c
	0.247b

0.120d

0.354a

0.165c

0.226b

0.142cd

0.279b

0.169c

0.346a

0.202bc

0.389a

0.178c
	0.255c

0.143d

0.397b

0.187d

0.252c

0.131d

0.341b

0.185e

0.398b

0.213c

0.455a

0.223d
	0.213c

0.138d

0.375b

0.166d

0.243c

0.127d

0.355b

0.183d

0.411ab

0.225c

0.464a

0.216c
	0.468b

0.311c

0.523b

0.210d

0.443b

0.187d

0.502b

0.211d

0.623a

0.219d

0.685a

0.372c
	0.542c

0.187f

0.688b

0.235e

0.465c

0.228ef

0.584c

0.307de

0.660b

0.245e

0.772a

0.321d
	0.513cd

0.203ef

0.673b

0.178fg

0.459d

0.153g

0.558c

0.256e

0.704ab

0.198f

0.757a

0.275e


* 同一列中不同字母表示有显著差异(P<0.05)
对于脲酶和磷酸酶活性，整个培养期间，苄嘧磺隆处理的根际与非根际土壤皆高于对应的对照土壤，均表现出明显的抑制作用（表4）。在培养21d时，苄嘧磺隆处理对芦苇、茭白和菖蒲3种不同河岸带植物根际脲酶活性的抑制率分别为35.7%、26.1%和12.5%，对磷酸酶活性的抑制率分别为21.2%、20.3%和14.5%。
通过比较发现，供试3种植物对苄嘧磺隆处理的效应存在明显差异（表4）。在整个培养期间，根际土壤几种酶活性大小顺序为菖蒲＞芦苇＞茭白。不同植物之间根际土壤酶活性的差异在培养21d时表现更为明显，至培养结束时，不同植物根际土壤脲酶、脱氢酶和磷酸酶活性的差异会大大缩小。以上结果说明，从酶活性角度来看，菖蒲对苄嘧磺隆污染土壤具有较好的缓冲性能。这与苄嘧磺隆对土壤微生物数目影响的结果相一致。
3 讨论
土壤微生物数量通常代表微生物群落水平，其中细菌、真菌和放线菌是土壤微生物的三大类群，构成了土壤微生物的主要生物量和代谢分解者。由于大部分除草剂本身是一种碳源，对微生物生长可能会起到促进作用。但是，本实验结果表明，在苄嘧磺隆作用下，3种河岸带植物根际与非根际土壤细菌、真菌和放线菌均出现了明显的抑制效应， 并没有出现像酰胺类除草剂，如异丙甲草胺添加后对微生物生长的刺激效应[7]，这可能是由于不同类型除草剂本身对土壤微生物的影响效应存在显著差异[11]。另外，与其他相关实验相比较，本次实验设置的苄嘧磺隆添加量偏高（8 mg.kg-1），使得苄嘧磺隆产生的毒性对微生物生长的抑制效应超过其作为碳源对微生物生长的刺激效应。由于土壤酶主要来自于微生物，所以，土壤酶的活性也会因为苄嘧磺隆对微生物生长的抑制效应而总体出现下降趋势，本研究结果也证明了这一点（表4）。
添加苄嘧磺隆培养下，供试的3种河岸带植物根际土壤微生物数量和关键酶活性明显高于非根际土壤，根际土壤苄嘧磺隆的残留量也明显低于非根际土壤，根际效应明显，这与过去对其他除草剂的研究结果一致[12]。植物根际分泌会分泌大量碳水化合物、氨基酸、维生素等有机物，为微生物代谢提供了丰富的优良碳源，从而对微生物生长具有刺激作用[5]，所以植物根际构成了独特的“生物修复单元”。
但是，不同种类植物其根际分泌物质组成不尽相同，而不同微生物利用根系分泌物也有所选择[13]。本研究发现，供试的3种典型河岸带植物根际土壤微生物数量和酶活性皆存在显著差异（表3和表4），其可能的原因是供试的3种河岸带植物生理代谢活动以及根系分泌物组成差异较大，进而改变了根际苄嘧磺隆降解菌的结构组成和降解活性。Yu et al.（2004）研究也发现[14]，不同作物品种根际丁草胺降解菌生物量存在显著差异，从而导致了不同作物根际土壤中丁草胺的降解速率明显不同。本文也证实了这一点，但是由于影响植物根际过程极为复杂，其对有机农药微生物降解的增强效应及机理方面还有待于今后进一步研究。
4 结论
(1）与对照相比，苄嘧磺隆对供试的3种河岸带植物根际土壤微生物生长均表现出抑制效应，尤其以细菌和真菌反应更为敏感，在整个苄嘧磺隆培养期间，3种植物根际微生物数量大小顺序为菖蒲＞芦苇＞茭白，其中以培养中后期差异更为明显，说明菖蒲植物根际微生物生长对苄嘧磺隆胁迫具有一定抗性和缓冲能力。
（2）供试3种河岸带植物根际土壤酶活性均比同期非根际土壤酶活性要高，根际效应明显。苄嘧磺隆对根际土壤脱氢酶表现为最初激活，但随后抑制再逐渐恢复的过程，而对根际土壤脲酶和磷酸酶的影响始终表现为抑制效应。苄嘧磺隆对不同植物根际酶活性的抑制效应存在差异，整个培养期间，供试3种植物根际酶活性均以菖蒲为最高，芦苇次之，茭白最小。
（3）由于植物根际生存有丰富的微生物，苄嘧磺隆在3种供试河岸带植物根际土壤中的降解速率要高于非根际土壤，其降解过程符合一级动力学方程。不同河岸带植物对苄嘧磺隆根际降解增强效应有差异，其根际土壤苄嘧磺隆的残留量和半衰期依次为茭白>芦苇>菖蒲。
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