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高密度聚乙烯微塑料与氯嘧磺隆对大豆生长和根际细
菌群落的复合胁迫效应

胡晓玥 1， 滑紫微 1， 姚伦广 1， 杜丽 2， 牛秋红 1， 李玉英 2， 闫路 2， 陈兆进 2*， 张浩 1*

（1. 南阳师范学院生命科学与农业工程学院， 农业生物质资源化河南省高校工程技术研究中心， 南水北调中线水源区水安全河

南省协同创新中心， 河南省艾草开发利用工程技术研究中心， 南阳 473061； 2. 南阳师范学院水资源与环境工程学院， 南阳

473061）
摘要： 随着我国农业的大力发展，塑料地膜和农药被广泛投入到农业生产中，而塑料地膜降解形成的微塑料和农药在土壤中累

积也带来诸多环境问题 . 目前微塑料与农药单一作用的环境生物学效应已有报道，但两者复合胁迫对作物生长和根际土壤细菌

群落的影响研究较少 . 因此，设计高密度聚乙烯微塑料（HDPE，500目）与磺酰脲类除草剂代表品种氯嘧磺隆共处理，研究其对大

豆生长的影响，并通过高通量测序技术、 互作网络和 PICRUSt2 功能分析，探究 HDPE 和氯嘧磺隆复合胁迫对大豆根际土壤细菌

群落多样性、 结构组成、 菌群网络和土壤功能的影响，阐明 HDPE 和氯嘧磺隆对大豆的复合毒性 . 结果表明 1% HDPE 处理延长

氯嘧磺隆在土壤中的半衰期（由 11. 5 d 升至 14. 3 d），并且 HDPE 和氯嘧磺隆复合胁迫较单一污染物对大豆生长的影响更为明

显 . HiSeq 2500 测序表明复合胁迫下的大豆根际细菌群落由 20 个门、 312 个属组成，门和属的组成数量显著少于对照和单一处

理，并降低具有潜在生物防治特性、 植物促生特性等功能菌属的相对丰度（如 Nocardioides和 Sphingomonas等）. Alpha多样性表明

复合胁迫显著降低大豆根际细菌群落的丰富度与多样性，Beta多样性则表明复合胁迫显著改变大豆根际细菌群落结构 . 组间样

品 LEfSe和 PICRUSt2功能分析表明复合胁迫调控根际细菌群落的优势菌群，并减弱土壤氨基酸代谢、 能量代谢和脂质代谢等二

级功能层的丰度占比 . 由属水平网络分析推测复合胁迫降低土壤细菌间的总连接数和网络密度，使网络结构简单化，维持网络

稳定的重要菌群种类也发生变化 . 研究结果表明 HDPE 和氯嘧磺隆复合胁迫显著影响大豆生长，并改变大豆根际细菌群落结

构、 土壤功能和网络结构，相较于单一处理，复合胁迫的潜在危害更大 . 研究结果可为评价聚乙烯微塑料和氯嘧磺隆生态风险，

以及污染土壤修复提供指导 .
关键词： 高密度聚乙烯（HDPE）； 氯嘧磺隆； 大豆； 高通量测序； 网络分析； PICRUSt2功能分析
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Effects of Combined Stress of High Density Polyethylene Microplastics and 

Chlorimuron-ethyl on Soybean Growth and Rhizosphere Bacterial Community
HU Xiao-yue1，  HUA Zi-wei1，  YAO Lun-guang1，  DU Li2，  NIU Qiu-hong1，  LI Yu-ying2，  YAN Lu2，  CHEN Zhao-jin2*，  ZHANG Hao1*

（1. School of Life Science and Agricultural Engineering， Research Center of Henan Provincial Agricultural Biomass Resource Engineering and Technology， Henan Province 
Artemisiae argyi Development and Utilization Engineering Technology Research Center， Innovation Center of Water Security for Water Source Region of Mid-Route Project of South-
North Water Diversion of Henan Province， Nanyang Normal University， Nanyang 473061， China； 2. School of Water Resources and Environmental Engineering， Nanyang Normal 
University， Nanyang 473061， China）
Abstract： With the vigorous development of agriculture in China， plastic mulch film and pesticides are widely used in agricultural production.  However， the accumulation of 
microplastics （formed by the degradation of plastic mulch film） and pesticides in soil has also caused many environmental problems.  At present， the environmental biological effects 
of microplastics or pesticides have been reported， but there are few studies on the combined effects on crop growth and the rhizosphere soil bacterial community.  Therefore， in this 
study， the high density polyethylene microplastics （HDPE， 500 mesh） were designed to be co-treated with sulfonylurea herbicide chlorimuron-ethyl to study their effects on soybean 
growth.  In addition， the effects of the combined stress of HDPE and chlorimuron-ethyl on soybean rhizosphere soil bacterial community diversity， structure composition， microbial 
community network， and soil function were investigated using high-throughput sequencing technology， interaction network， and PICRUSt2 function analysis to clarify the combined 
toxicity of HDPE and chlorimuron-ethyl to soybean.  The results showed that the half-life of chlorimuron-ethyl in soil was prolonged by the 1% HDPE treatment （from 11. 5 d to 14. 3 
d）， and the combined stress of HDPE and chlorimuron-ethyl had more obvious inhibition effects on soybean growth than that of the single pollutant or control.  The HiSeq 2 500 
sequencing showed that the rhizosphere bacterial community of soybean was composed of 20 phyla and 312 genera under combined stress， the number of phyla and genera was 
significantly less than that of the control and single pollutant treatment， and the relative abundances of bacteria with potential biological control and plant growth-promoting 
characteristics （such as Nocardioides and Sphingomonas） were reduced.  Alpha diversity analysis showed that the combined stress significantly reduced the richness and diversity of 
the soybean rhizosphere bacterial community， and Beta diversity analysis showed that the combined stress significantly changed the structure of the bacterial community.  The 
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dominant flora of the rhizosphere bacterial community were regulated， and the abundances of secondary functional layers such as amino acid metabolism， energy metabolism， and 
lipid metabolism were reduced under combined stress by the analysis of LEfSe and PICRUSt2.  It was inferred from the network analysis that the combined stress of HDPE and 
chlorimuron-ethyl reduced the total number of connections and network density of soil bacteria， simplified the network structure， and changed the important flora species to maintain 
the stability of the network.  The results above indicated that the combined stress of HDPE and chlorimuron-ethyl significantly affected the growth of soybean and changed the 
rhizosphere bacterial community structure， soil function， and network structure.  Compared with that of the single pollutant treatment， the potential risk of combined stress was 
greater.  The results of this study can provide guidance for evaluating the ecological risks of polyethylene microplastics and chlorimuron-ethyl and for the remediation of contaminated 
soil.
Key words： high density polyethylene（HDPE）； chlorimuron-ethyl； soybean； high-throughput sequencing； network analysis； PICRUSt2 function analysis

自从 20 世纪 40 年代人类生活中出现第一种塑

料以来，全球塑料工业开始兴起 . 据估计，到 2050年，

大约有 1. 2亿 t塑料废物将被埋在垃圾填埋场或存在

自然环境中 . 塑料废物会通过太阳辐射、 风、 环境温

度变化、 水浸泡和砂砾研磨等过程进一步降解，形成

微塑料（直径 5 mm 以下）［1］，其种类主要包括聚乙烯

（PE）、 聚 丙 烯（PP）、 聚 苯 乙 烯（PS）和 聚 氯 乙 烯

（PVC）等［2］. 微塑料作为一种新兴的全球范围的环境

污染物，在淡水、 土壤、 公海，甚至极地地区的地表水

和沉积物中均被检测到，影响着全球的海洋、 淡水和

陆地生态系统［3，4］，也受到科学界的广泛关注 . 陆地

生态系统中的微塑料主要来源于农田塑料地膜的降

解，以聚乙烯（polyethylene，PE）为主要成分的塑料地

膜在我国已经广泛应用 40 多年，其产量和用量均居

世界首位，而高密度聚乙烯（high density polyethylene，
HDPE）是农业地膜中最常使用的塑料 . 在我国农业

生产中，农户大量使用 HDPE 农用地膜以达到提高作

物产量目的，但由于环保意识淡薄以及农膜回收技

术欠缺导致覆膜回收率较低，风化分解而成的微塑

料带来严重的环境污染问题［5］. HDPE 农用地膜残留

会提高耐受性微生物群落丰度，并改变土壤结构和

理化性质，损害作物生长 . 此外，微塑料具有较大的

比表面积和较强的疏水性，可吸附多种农药，影响其

生态效应［6～8］.
氯嘧磺隆是美国杜邦公司开发的磺酰脲类除草

剂代表品种之一 ［9］， 因其高效、 杀草谱广和针对性强

等特点，在 20 世纪 90 年代初期，氯嘧磺隆及其复配

制剂在我国得到广泛应用 . 但其不易挥发、 不易光

解且半衰期长，土壤中较低残留便会对后茬敏感作

物产生药害，导致农作物产量减少，并且氯嘧磺隆易

随降水渗透至地表及地下，引发地下水及局部饮用

水源的污染，从而造成潜在的环境和健康风险［10］. 此

外，氯嘧磺隆喷施以后进入土壤，影响土壤微生物及

其活性，改变群落结构和土壤生物学功能，且在短期

内很难恢复 ［11］.
土壤是储存和供应养分、 进行碳周转和元素生

物地球化学循环的介质 . 土壤微生物是土壤最活跃

的组成，是评价土壤健康的关键生物指标［12］. 在土壤

系统中，根际是土壤中植物根系和微生物相互作用

的生物活性区，而根际微生物是其中的重要组成成

分，可以活化土壤中难溶的营养物质，促进植物的营

养吸收，合成或降解植物激素，促进植物生长，协助

植物抵抗病害和非生物胁迫（干旱、 重金属等），而根

际土壤微生物群落结构与功能多样性的改变均能反

映土壤质量和健康状况［13，14］. 目前关于单一污染物，

如微塑料、 有机农药等对作物根际土壤微生物的影

响已有报道［15，16］，但关于两者的复合胁迫效应研究

较少 .
大豆是我国重要的粮食作物和油料作物，也是

我国重要的进口农产品 . 在我国的种植面积占主要

作物播种面积的 8% 左右 . 大豆覆膜栽培是一项有效

的高产栽培技术，可增加作物干物质的积累，提高产

量［17］. 而氯嘧磺隆作为一种选择性芽前和芽后除草

剂，主要用于大豆田防除阔叶杂草［18］. 但随之而来的

微塑料与氯嘧磺隆在农田土壤中的复合胁迫问题也

不容小觑 . 因此，本文以大豆作为供试植物，以高密

度聚乙烯微塑料（HDPE）和氯嘧磺隆为研究对象，分

析复合胁迫下对大豆生长的影响，并通过高通量测

序技术和网络分析，探究 HDPE 和氯嘧磺隆复合胁迫

对大豆根际土壤细菌群落多样性、 结构组成和互作

网络的影响，结合 PICRUSt2 功能分析土壤功能的变

化，阐明 HDPE 和氯嘧磺隆对大豆的复合毒性，以期

为评价 HDPE 与氯嘧磺隆复合胁迫下生态环境风险

以及为后续污染土壤的修复提供指导 .
1　材料与方法

1. 1　实验材料

氯嘧磺隆购自南京格雷福斯生物科技有限公

司，纯度 97%. 高密度聚乙烯（HDPE，500 目）购自东

莞鑫淼新材料有限公司，无毒，无味，密度为 0. 941~
0. 960 g·cm−3，结 晶 度 为 80%~90%，软 化 点 为 125~
135°C. 实验土壤采集地点为河南省南阳市的大豆种

植基地（32°59′N， 112°32′E），土壤类型为黄棕壤，自

然风干后过 2 mm 筛，待用 . 理化性质为：ω（有机质）

19. 6 g·kg−1，ω（总 氮） 1. 07 g·kg−1，ω（总 磷）0. 89 
g·kg−1，ω（总钾）15. 16 g·kg−1，pH 7. 2.

1162



2 期 胡晓玥等： 高密度聚乙烯微塑料与氯嘧磺隆对大豆生长和根际细菌群落的复合胁迫效应

1. 2　大豆种子处理

大豆品种为中黄 37，购自南京雷克顿生物科技

有限公司 . 将大豆种子置于无菌水中并浸泡 12 h后，

转移至 8% 的 NaClO 中振荡消毒 5 min，无菌水清洗 5
次，置于湿润的无菌纱布上，25°C 避光萌发 2 d. 挑选

萌发良好的种子接种至霍格兰营养液中，以 25°C，11 
h光照，18°C，13 h黑暗为一周期，培养 3 d待用 .
1. 3　HDPE 和氯嘧磺隆对大豆生长的影响

取过筛后的供试土壤装入盆钵中（1. 0 kg·盆−1），

并设置 4 个处理，分别为：不添加 HDPE 和氯嘧磺隆

（CK），添加 1% HDPE（质量分数，PE），添加 1 mg·kg−1

氯嘧磺隆（L），添加 1% HDPE 和 1 mg·kg−1 氯嘧磺隆

（LP）. 选取长势一致的大豆幼苗转移至上述 4种不同

处理的土壤中生长，设置培养箱条件为 35℃，16 h 光

照， 25℃，8 h黑暗，连续培养 20 d后，将各处理中的幼

苗拔出，测定茎叶鲜重、 干重、 根系鲜重和干重，并利

用抖落法收集根际土［19］，每组处理设置 3个重复 .
1. 4　HDPE 对土壤中氯嘧磺隆半衰期的影响

本实验方法如 1. 3节，其中针对 1 mg·kg−1氯嘧磺

隆（L）、 1% HDPE 和 1 mg·kg−1氯嘧磺隆（LP）的处理，

分别于 0、 1、 3、 5、 7、 9、 14、 18 和 20 d 取大豆根际

土，测定土壤中氯嘧磺隆残留含量，每个处理设置 3
个重复 .
1. 5　大豆根际土壤细菌总 DNA 的提取、 高通量测

序和数据分析

利用土壤 DNA 提取试剂盒（FastDNA® SPIN Kit 
for Soil，MP BiomedicalsTM）提取 4个处理培养 20 d的根

际土壤总 DNA. 利用 NanoDrop OneC 超微量紫外分光

光度计测定 DNA 浓度与纯度，合格样品寄送至北京

百迈客生物科技有限公司 . 根据 16S rRNA 基因 V3-
V4区序列设计引物，在引物末端加上测序接头，进行

PCR 扩增并对其产物进行纯化、 定量和均一化，形成

测 序 文 库 ，同 时 进 行 文 库 质 检 ，质 检 合 格 后 用

Illumina HiSeq 2500 进行测序，每组处理设置 3 个

重复 .
高通量测序所得的原始数据（raw reads）首先通

过 Trimmomatic v0. 33 软 件 ，进 行 过 滤 ，然 后 利 用

cutadapt 1. 9. 1 软件进行引物序列的识别与去除，得

到不包含引物序列的 clean reads，利用 FLASH v1. 2. 7
软件，通过 overlap 对每个样品的 reads 进行拼接，得

到 clean reads. 再利用 UCHIME v4. 2 软件鉴定并去除

嵌合体序列，得到最终有效数据（effective reads）. 为

研究各样本的物种组成，对所有样本的有效数据，通

过 Usearch 软件对 OTUs（operational taxonomic units）进

行聚类（97% 的一致性），并对 OTUs 的序列进行物种

注 释 . 根 据 物 种 注 释 结 果 ，选 取 不 同 样 本 在 门

（phylum）和属（genus）水平相对丰度较高的物种，生

成物种相对丰度柱形累加图，以便直观查看各样本

在不同分类水平上的物种及其比例 . 基于 OTU 进行

Alpha多样性分析（丰富度指数 Chao1、 ACE 和多样性

指数 Shannon 和 Simpson），通过 QIIME 计算 Beta 多样

性距离矩阵，并利用 R语言工具对样品进行层次聚类

（UPGMA，unweighted pair-group method with arithmetic 
mean），以判断各样品间物种组成的相似性 . 同时进

行 PCoA（principal co-ordinates analysis）统计分析，可

视化呈现不同样本群落组成的差异程度 . 通过 R 语

言工具，基于 weighted unifrac 距离算法得到样品间的

距离矩阵，绘制样品热图（heatmap），可根据颜色梯度

的变化判断样品间的差异性，通过 PERMANOVA/
Anosim 对样品差异进行显著性分析 . 利用 LEfSe 检

验，分析属水平下组间具有显著差异的物种（P < 
0. 05）. 利用 PICRUSt2软件将待预测的特征序列与软

件中已有的系统发育树进行物种注释，使用 IMG 微
生物基因组数据进行功能信息的输出，进而推测样

本中的功能基因组成，从而分析不同样品之间在功

能上的差异 . 根据不同物种在各个样品中的丰度以

及变化情况，进行斯皮尔曼（Spearman）秩相关分析并

筛选相关性大于 0. 1 且 P 值小于 0. 05 的数据构建相

关性网络 . 基于网络图的分析，可以获得物种在环境

样本中的共存关系，推测物种在同一环境下的相互

作用情况及重要的模式信息 .
2　结果与分析

2. 1　HDPE 与氯嘧磺隆对大豆生长的影响

与对照（CK）相比，HDPE（PE）、 氯嘧磺隆（L）单

一及两者复合处理（LP）均能抑制大豆的生长（表 1和

图 1），其中 PE 处理对茎叶鲜重、 根鲜重和茎叶干重

的抑制率分别为 22. 4%、 20. 0% 和 23. 5%，L 处理的

抑制率分别为 25. 1%、 26. 7% 和 26. 5%，LP 处理的抑

制率最高，分别为 61. 0%、 46. 7% 和 61. 8%，对根干

重的抑制率也达到 33. 3%，均达到显著差异水平

（P < 0. 05）.

2. 2　土壤中氯嘧磺隆残留动态

大豆根际土壤中氯嘧磺隆的残留动态如图 2 所

示，氯嘧磺隆土壤中的降解规律符合化学一级动力

表 1　大豆根茎叶第 20 d 生长情况 1）/g
Table 1　Growth of soybean roots， stems， and leaves on the 20th day/g
处理

CK
PE
L

LP

茎叶鲜重

2.23±0.11a
1.73±0.58a
1.67±0.11a
0.87±0.22b

根鲜重

0.15±0.04a
0.12±0.01ab
0.11±0.01ab
0.08±0.01b

茎叶干重

0.34±0.02a
0.26±0.03b
0.25±0.04b
0.13±0.06c

根干重

0.03±0.00a
0.03±0.01ab
0.03±0.01ab
0.02±0.01b
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学反应：

R = C0e−Kt

T0. 5 = ln（2/K）
式中，C0为土壤中的初始氯嘧磺隆含量（mg·kg−1），R

为 t 时土壤中的氯嘧磺隆含量（mg·kg−1），t 为培养时

间（d），K 为农药的降解速率常数，T0. 5为氯嘧磺隆降

解半衰期 . 未添加 HDPE 的处理中，初始 ω（氯嘧磺

隆）为 0. 83 mg·kg−1，20 d 后降为 0. 25 mg·kg−1，降解速

率常数为 0. 060 3，半衰期为 11. 5 d. 加入 HDPE 后，

初始 ω（氯嘧磺隆）为 0. 79 mg·kg−1，20 d 后降为 0. 30 
mg·kg−1，降解速率常数为 0. 048 5，半衰期增加至

14. 3 d. 由此可知， HDPE 的存在降低土壤中氯嘧磺

隆的降解速率，延长其在土壤中的半衰期，表明

HDPE 与氯嘧磺隆复合胁迫所造成的潜在危害更大，

与大豆生长结果一致 .

2. 3　大豆根际土壤细菌群落物种组成和 Alpha、 

Beta 多样性分析

大豆根际土壤细菌群落在门与属水平上的组成

差异如图 3 和图 4 所示，CK 条件下土壤细菌群落由

23个门，408个属组成，PE处理土壤由 22个门，389个

属组成，L 处理土壤由 23 个门，390 个属组成，三者在

门与属水平上的组成数量差别不大，但 LP 处理土壤

则由 20 个门，312 个属组成，属水平组成数量上显著

降低 . 各处理在门水平上（>1%）主要由厚壁菌门

（Firmicutes，CK：27. 7%，L：3. 7%，LP：39. 0%，PE：

49. 7%）、 变 形 菌 门（Proteobacteria，CK：16. 8%，L：
33. 5%，LP：16. 7%，PE：13. 5%） 、 放 线 菌 门

（Actinobacteria，CK：21. 8%，L：30. 8%，LP：2. 8%， PE：

6. 4%）、 拟 杆 菌 门（Bacteroidetes，CK：14. 9%，L：
4. 8%，LP：18. 8%， PE：20. 7%） 、 疣 微 菌 门

（Verrucomicrobia，CK：8. 8%，L：3. 9%，LP：19. 5%， 
PE：6. 1%）、 酸杆菌门（Acidobacteria，CK：1. 7%，L：
7. 0%，LP：1. 1%， PE：0. 8%）、 芽 单 胞 菌 门

（Gemmatimonadetes，CK：1. 9%，L：5. 5%，LP：0. 2%， 
PE：0. 5%）、 蓝 藻 门（Cyanobacteria，CK：3. 6%，L：
1. 1%，LP：0. 7%，PE：0. 8%）、 绿弯菌门（Chloroflexi，
CK：1. 5%，L：4. 1%，LP：0. 2%，PE：0. 3%）和髌骨细菌

门（Patescibacteria，CK：0. 5%，L：4. 0%，LP：0. 2%，PE：

0. 3%）等组成 . 厚壁菌门、 变形菌门、 变形菌门和拟

杆菌门为各条件下的优势菌群，但各物种的相对丰

度存在差异 . 与 CK 相比，L 处理显著降低厚壁菌门

（由 27. 7% 降至 3. 7%）和拟杆菌门的相对丰度（由

14. 9% 降至 4. 8%），但提高变形菌门（由 16. 8% 升至

33. 5%）和 放 线 菌 门 的 相 对 丰 度（由 21. 8% 升 至

30. 8%）. PE 处 理 降 低 变 形 菌 门 的 相 对 丰 度（由

16. 8% 降至 13. 5%），但显著提高厚壁菌门的相对丰

度（由 27. 7% 升至 49. 7%）. LP 则显著降低放线菌门

的相对丰度（由 21. 8% 降至 2. 8%），提高厚壁菌门（由

27. 7% 升 至 39. 0%）、 疣 微 菌 门（由 8. 8% 升 至

19. 5%）和拟杆菌门（由 14. 9% 升至 18. 8%）的相对丰

度 . 此外，LP 处理也降低变形菌门、 酸杆菌门、 芽单

胞菌门、 蓝藻门、 绿弯菌门和髌骨细菌门的相对

丰度 .
各处理在属水平上（>0. 5%）主要由阿克曼氏菌

属（Akkermansia，CK：8. 6%，PE：6. 0%，L：2. 7%，LP：
19. 3%）、 乳 杆 菌 属（Lactobacillus，CK：4. 7%，PE：

4. 8%，L：0. 8%，LP：7. 4%） 、 脱 硫 弧 菌 属

（Desulfovibrio，CK：3. 2%，PE：2. 8%，L：0. 8%，LP：
8. 0%）、 类诺卡氏菌属（Nocardioides，CK：5. 4%，PE：

1. 3%，L：8. 0%，LP，0. 2%）、 鞘 氨 醇 单 胞 菌 属

（Sphingomonas，CK：2. 1%，PE：0. 4%，L：6. 6%，LP：
0. 2%）等组成 . 与 CK 相比，LP 显著提高阿克曼氏菌

属、 乳杆菌属和脱硫弧菌属的相对丰度，PE和 L处理

则降低其相对丰度 . LP 处理显著降低类诺卡氏菌属

和鞘氨醇单胞菌属的相对丰度，PE 处理同样降低其

相对丰度，但抑制效果不如 LP 处理，L 处理则提高类

诺卡氏菌属和鞘氨醇单胞菌属的相对丰度 . 结果表

明 L 和 PE 处理对上述菌群的相对丰度均有影响，但

LP处理的影响更为明显，并且变化不一致 .
土壤细菌群落 Alpha多样性指数分析结果如表 2

1）CK：添加无菌水处理的土壤，PE：添加 1% HDPE 处理的土壤， L：
添加 1 mg·kg-1氯嘧磺隆处理的土壤，LP：添加 1% HDPE 和 1 mg·kg−1

氯嘧磺隆处理的土壤；同列不同小写字母表示在 P < 0. 05 水平差异

显著

图 1　大豆根茎叶生长情况

Fig.  1　Growth of soybean roots， stems， and leaves

图 2　氯嘧磺隆在不同处理下的残留动态

Fig.  2　Degradation of chlorimuron-ethyl in different treatments
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所示，CK 条件下，大豆根际细菌群落丰富度指数

（ACE、 Chao1）和多样性指数（Simpson、 Shannon）最

高，而 L、 PE 和 LP 处理均会降低细菌群落的丰富度

指数和多样性指数 . 显著性分析表明 PE 和 L 处理土

壤的丰富度与多样性指数与 CK 无显著差异，而 LP处

理下土壤细菌群落的丰富度和多样性指数均显著低

于 CK以及另外两种处理（P < 0. 05）

利用 UPGMA 和 PCoA 分析样品差异情况，结果

如图 5 所示 . UPGMA 分析可知 CK 和 L、 PE 处理的样

品分布在同一个支上，而 LP 处理样品独立在一个分

支上且分支长度相对较长，说明 LP 处理相较于其他

处理在细菌群落结构上存在较大差异 . 类似结果同

样出现在 PCoA 分析和样品聚类热图分析中（图 6）.
PERMANOVA/Anosim 分析表明不同分组间细菌群落

差异达到显著水平（P < 0. 05）.

2. 4　基于 PICRUSt2 分析土壤细菌功能

利用 PICRUSt2 对不同处理的细菌群落功能进

行预测，共得到代谢（metabolism）、 环境信息处理

（environmental information processing）、 遗 传 信 息 处

理（genetic information processing）、 人类疾病（human 
diseases）、 有机体系统（organismal systems）和细胞

进程（cellular processes）6 种一级功能生物代谢通

路，其中代谢的相对丰度显著高于其他 5 种功能 .

图 4　不同处理土壤细菌门水平的相对丰度

Fig.  4　Relative abundance of bacterial community at phylum 
level in soil with different treatments

图 3　不同处理土壤细菌属水平的相对丰度

Fig.  3　Relative abundance of bacterial community at genus 
level in soil with different treatments

表 2　不同土壤样品细菌群落 Alpha 多样性指数分析 1）

Table 2　Alpha diversity analysis of bacterial community in different soil samples
处理

CK
PE
L

LP

ACE 指数

1 245±43a
1 193±41a
1 191±29a

867±49b

Chao1 指数

1 258±37a
1 206±46a
1 192±28a

907±72b

Simpson 指数

0.98±0.01a
0.98±0.01a
0.98±0.01a
0.95±0.01b

Shannon 指数

7.75±0.23a
7.62±0.07a
7.67±0.48a
6.72±0.22b

1）CK：未经处理的大豆根际土壤，PE：添加 1% HDPE 处理的大豆根际土壤，L：添加 1 mg·kg-1 氯嘧磺隆处理的大豆根际土壤， LP：添加 1% 
HDPE 和 1 mg·kg-1氯嘧磺隆处理的大豆根际土壤；同列不同小写字母表示组间差异达到显著水平（P < 0. 05）

图 5　不同处理土壤样品 UPGMA 和 PCoA 分析

Fig.  5　UPGMA and PCoA analysis in soil with different treatments
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在 6 种一级功能生物代谢通路下，可分为 43 种二

级功能生物代谢通路 . 相对丰度前 20 的二级功能

种类中，11 种归于代谢，如碳水化合物代谢、 氨基

酸代谢和能量代谢等，3 种归于遗传信息处理，如

翻译、 复制和修复等，2 种归于环境信息处理，如

信号转导等，2 种归于细胞进程，如细胞运动等，1
种归于有机体系统（内分泌系统），1 种归于人类疾

病（耐药性）（图 7）. 在此 20 种二级功能中，与 CK
相比，LP 处理提高大豆根际土壤细菌膜运输、 核
苷酸代谢、 信号转导和翻译等功能的相对丰度，降

低氨基酸代谢、 能量代谢和脂质代谢等功能的相

对丰度，对土壤细菌功能的影响幅度大于 L 和 PE
处理 .
2. 5　组间样品 LEfSe 分析

LEfSe ［line discriminant analysis（LDA）effect size］
分析并展示组间在丰度上有显著差异的物种 . 从图

8 中可以看出，在不同水平上共发现 40 个差异菌群

（LDA>4. 0，P < 0. 05），其中 L 处理中有 19 个差异菌

群，属水平上的有类诺卡氏菌属（Nocardioides）、 沙壤

土 杆 菌 属 （Ramlibacter） 和 芽 单 胞 菌 属

（Gemmatimonas）等 . LP 有 11 个，属水平上的有脱硫

弧菌属（Desulfovibrio）、 阿克曼氏菌属（Akkermansia）、 
肠球菌属（Enterococcus）和乳杆菌属（Lactobacillus）.
PE 有 10 个，属水平上的有志贺氏菌（Escherichia_

Shigella）和别样棒菌属（Allobaculum）等 . CK 条件下

不存在显著差异的菌群 . 不同处理调控不同细菌群

落的相对丰度，导致物种组成与结构功能上有所

差异 .

2. 6　Network 网络分析

通过斯皮尔曼（Spearman）秩相关分析并筛选相

关性大于 0. 1 且 P 值小于 0. 05 的数据构建细菌相关

性网络，结果如图 9 所示 . CK 条件下，土壤细菌网络

图中的总连接数（total links）为 1 436 个，其中正相关

（positive links）736 个，负相关（negative links）700 个， 
PE 处理的总连接数 1 236 个，其中正相关 727 个，负

相关 509 个，L 处理的总连接数 1 230 个，其中正相关

图 6　不同处理土壤样品细菌根际群落差异性分析

Fig.  6　Difference analysis of bacterial rhizosphere 
community in different soil samples

图 7　不同土壤样品细菌功能预测

Fig.  7　Prediction of bacterial function in different soil samples
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700 个，负相关 530 个，LP 处理的总连接数 1 031 个，

其中正相关 539 个，负相关 492 个 . PE、 L、 LP 处理下

土壤细菌网络图中的总连接数、 正相关、 负相关相

较于 CK 均呈现减少趋势，其中 LP处理细菌网络结构

最为简单 . 在其他参数中，4 组不同处理的网络模块

数量（number of communities，3）、 网络直径（network 
diameter，1）、 平 均 最 短 路 径（average shortest path 
length，1）和 平 均 聚 类 系 数（average clustering 
coefficient，1）均一致 . 而 LP 处理的网络密度（network 
density，LP：0. 326，CK：0. 454，L：0. 399，PE：0. 391）最

小 ，模 块 性（modularity，LP：0. 661，CK：0. 261，L：
0. 522，PE：0. 533）最大 .

根据相关性网络中物种的总连接数，推断不同

处理条件下细菌网络中的关键菌群 . 如表 3所示，CK
条件下的网络中，连接数最高的有类诺卡氏菌属

（Nocardioides）、 异普雷沃菌属（Alloprevotella）、 鞘氨醇

单 胞 菌 属 （Sphingomonas） 和 芽 单 胞 菌 属

（Gemmatimonas）等，主要分布在厚壁菌门、 拟杆菌

门、 变形菌门和芽单胞菌门 . LP 处理土壤细菌网络

中，连接数最高的有阿克曼氏菌属（Akkermansia）、 脱
硫弧菌属（Desulfovibrio）、 乳杆菌属（Lactobacillus）和异

普雷沃菌属（Alloprevotella）等，主要分布在疣微菌门、 
变形菌门、 厚壁菌门和拟杆菌门 . L 处理土壤细菌网

络中连接数最高的有类诺卡氏菌属（Nocardioides）、 鞘
氨 醇 单 胞 菌 属 （Sphingomonas）、 芽 单 胞 菌 属

表 3　不同处理土壤样品细菌相关性网络结构分析

Table 3　Analysis of bacterial correlation network structure 
of soil samples with different treatments

处理

CK

LP

L

PE

属名

类诺卡氏菌属

异普雷沃菌属

鞘氨醇单胞菌属

芽单胞菌属

阿克曼氏菌属

脱硫弧菌属

乳杆菌属

异普雷沃菌属

类诺卡氏菌属

鞘氨醇单胞菌属

芽单胞菌属

嗜甲基菌属

阿克曼氏菌属

异普雷沃菌属

脱硫弧菌属

别样棒菌属

所属门类

厚壁菌门

拟杆菌门

变形菌门

芽单胞菌门

疣微菌门

变形菌门

厚壁菌门

拟杆菌门

放线菌门

变形菌门

芽单胞菌门

变形菌门

疣微菌门

拟杆菌门

变形菌门

厚壁菌门

总连接数

49
44
43
40
25
28
27
26
32
31
36
33
35
34
33
31

正相关

25
24
23
22
11
7
6
6
6

25
21
19
10
23
23
21

负相关

24
20
20
18
14
21
21
20
26
6

15
14
25
11
10
10

图 8　LEfSe 分析不同处理土壤中的差异菌属

Fig.  8　LEfSe analysis evolutionary branching diagram
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（Gemmatimonas）和嗜甲基菌属（Methylophilus）等，主要

分布在放线菌门、 变形菌门和芽单胞菌门 . PE处理土

壤 细 菌 网 络 中 连 接 数 最 高 的 有 阿 克 曼 氏 菌 属

（Akkermansia）、 异普雷沃菌属（Alloprevotella）、 脱硫弧

菌属（Desulfovibrio）和别样棒菌属 （Allobaculum）等，主

要分布在疣微菌门、 厚壁菌门、 变形菌门和拟杆菌

门 . 由此推测，不同条件下细菌网络中关键菌群种类

与分布各不相同，结合网络参数，HDPE与氯嘧磺隆复

合胁迫（LP）较单一处理（L 和 PE）对网络结构的简化

作用更为明显，与此同时关键菌群也发生显著变化 .
3　讨论

3. 1　HDPE 与氯嘧磺隆对大豆生长的影响

土壤在生态系统的可持续发展中起着非常重要

的作用，洁净土壤是农业生态系统健康和稳定的基

础［20］ ，而土壤中氯嘧磺隆的残留会导致后茬敏感作

物生长受阻［21］，如影响大豆的根系结瘤，严重干扰土

壤 氮 素 转 化 ，影 响 大 豆 土 壤 生 物 质 量 和 大 豆 生

长［22， 23］，这与本研究的结果是一致的 . 微塑料被认为

是环境污染物的重要载体，对诸多物质具有很强的

吸附能力［24， 25］. 有研究表明聚乙烯等微塑料能通过

吸附农药而改变其半衰期［22］. 本实验结果表明 HDPE
存在的情况下，氯嘧磺隆在供试土壤中的半衰期由

11. 5 d 延长至 14. 3 d，并且相较于 HDPE 与氯嘧磺隆

单一处理，两者复合胁迫显著降低大豆的茎叶鲜重

和干重、 根部鲜重和干重，抑制效果更为强烈，表明

HDPE与氯嘧磺隆复合胁迫所造成的潜在危害更大 .
3. 2　HDPE 与氯嘧磺隆对大豆根际细菌群落多样

性和组成的影响

土壤细菌群落是影响土壤质量的一个重要因

素［26， 27］. 微塑料能通过改变土壤团聚体稳定性，抑制

土壤酶活性，进而改变细菌群落的丰富度和多样

橙色表示正相关，绿色表示负相关

图 9　不同处理土壤中的细菌相关性网络分析（相关性最高的前 50 个属）

Fig.  9　Network analysis of bacteria in soil with different treatments （top 50 genera with the highest correlation）
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性［28］. 重复施用氯嘧磺隆会降低土壤酶活性，改变土

壤微生物群落结构［29～31］. 微塑料与其他物质混施会

降低土壤微生物群落多样性，而单一微塑料影响较

小［32］. 本实验通过高通量测序技术测得 HDPE和氯嘧

磺隆复合胁迫的土壤样品细菌由 20个门，312个属组

成，门和属水平上的组成数量显著低于对照组、 氯嘧

磺隆和 HDPE 单一处理组，并且细菌群落结构丰富度

指数（ACE、 Chao1）和多样性指数（Simpson、 Shannon）
均显著低于其他 3 组处理 . 推测原因为与单一处理

相比，HDPE 和氯嘧磺隆复合胁迫使大豆根系在土壤

中的分布更复杂，导致土壤细菌与大豆根系分泌物

互动更频繁，从而改变土壤细菌的代谢活性，打破物

种组成和比例之间的动态平衡，造成根际微生物种

类和多样性的改变，并影响群落的稳定性［33， 34］.

此外，对照条件下分析大豆根际土壤中相对丰

度占比前 20，并且存在显著差异细菌的潜在功能，发

现：类诺卡氏菌属（Nocardioides）参与生物修复有机污

染物［35］、 鞘氨醇单胞菌属（Sphingomonas）参与生物防

治［36］ 、 芽单胞菌属（Gemmatimonas）通过还原 N2O 参

与氮循环［37］ 、 脱硫弧菌属（Desulfovibrio）参与生物修

复重金属污染［38］，表明大豆根际土壤也是分离功能

菌株的良好资源 .
3. 3　HDPE 与氯嘧磺隆对大豆根际细菌群落功能

的影响

HDPE 和氯嘧磺隆复合胁迫改变土壤细菌群落

结构的同时，也使土壤细菌功能代谢通路产生差异 .
不同处理下大豆根际细菌共有代谢、 环境信息处理、 
遗传信息处理、 细胞过程、 人类疾病和有机体系统 6

    

1169



45 卷  环 境 科 学

种一级功能生物代谢通路，表明大豆根际土壤细菌

利用这 6种功能维系生态系统的稳定［39， 40］，其中代谢

是土壤细菌群落的核心功能 . 根际土壤细菌通过代

谢活动来参与土壤物质循环与转化，进而影响植物

生长和作物产量 . 因此，氨基酸代谢、 碳水化合物代

谢、 脂质代谢和能量代谢等二级功能生物代谢通路

相对丰度较高［41］. 与对照、 HDPE 和氯嘧磺隆单一胁

迫相比，HDPE 和氯嘧磺隆复合胁迫降低氨基酸代

谢、 脂质代谢和能量代谢等代谢功能的相对丰度，从

而抑制大豆生长 . 功能分析结果也表明大豆生长受

到抑制，可能原因之一为 HDPE 和氯嘧磺隆两种污染

物的存在，直接影响其生长，另一方面 HDPE 和氯嘧

磺隆会影响根际土壤细菌功能，尤其是个别关键功

能的相对丰度，间接影响大豆生长 .
3. 4　HDPE 与氯嘧磺隆对大豆根际细菌互作网络

的影响

细菌互作网络分析可以将微生物群落的相互作

用关系可视化，并揭示物种在微生境中的共现关系

及主要影响因素 . 模块性用来衡量一个网络能否自

然地划分成模块，是生态系统结构的重要特征，可识

别高度连接的分类群，反映复杂网络中的协同关系、 
竞争互动和生态位分化以及一些进化特性，能够体

现环境变化对生物群落组成的影响［42］. HDPE 和氯嘧

磺隆复合胁迫模块性最大，可推测该网络具有模块

结构且对生物群落组成的影响最大 . 本研究中 4 种

处理的网络直径和平均最短路径均相同，说明 4种处

理的网络的传输性能和效率相差不大 . 脱硫弧菌属

（Desulfovibrio）是对照条件下的关键菌属，具有潜在生

物 修 复 重 金 属 污 染 的 功 能［38］. 肠 球 菌 属

（Enterococcus）是 HDPE 和氯嘧磺隆复合胁迫下的关

键菌属，常做粪便指示菌［43］，关键菌群发生变化，功

能也发生显著变化 . 关键类群是微生物群落中高度

连接的类群，具有特殊而重要的作用，其改变可引起

群落结构和功能的急剧变化［44］.
由此推测，HDPE 和氯嘧磺隆复合胁迫降低大豆

根际土壤细菌互作网络间的总连接数和密度，使其

结构更加简化，增加模块性，影响细菌群落组成与功

能，破坏植物-微生物生态体系的平衡，抑制大豆的生

长，较单一胁迫的影响更为显著 ［45， 46］.
4　结论

（1）HDPE 处理提高氯嘧磺隆在土壤中的半衰

期，由 11. 5 d 升至 14. 3 d，并且 HDPE 与氯嘧磺隆复

合胁迫显著降低大豆的茎叶鲜重、 干重、 根部鲜重

和干重，影响大豆生长 .
（2）HDPE 与氯嘧磺隆复合胁迫下，大豆根际细

菌群落主要由疣微菌门、 变形菌门、 厚壁菌门和拟

杆菌门等 20 个门，阿克曼氏菌属、 脱硫弧菌属和乳

杆菌属等 312个属组成，其在门和属水平上的组成数

量显著降低 .
（3）结合 Alpha、 Beta 多样性分析可知，HDPE 与

氯嘧磺隆复合胁迫显著降低大豆根际细菌群落的丰

富度和多样性，改变群落结构 . LEfSe 物种差异分析

表明 HDPE 与氯嘧磺隆复合胁迫的土壤中存在显著

差异的物种有阿克曼氏菌属，乳杆菌属，脱硫弧菌，

类诺卡氏菌属和肠球菌属等，主要分布在疣微菌门、 
变形菌门和厚壁菌门 .

（4）PICRUSt2 功能分析显示 HDPE 与氯嘧磺隆

复合胁迫影响土壤细菌各功能的相对丰度 . Network
互作网络分析推测复合胁迫降低大豆根际土壤细菌

间的总连接数和网络密度，使网络结构更为简单，并

引起关键菌群种类的改变 .
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