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Ecological effects of two earthworms on the enzymic activity and bacterial community structure in tetracy⁃
cline-contaminated soil
LUO Shu-wen, ZHEN Zhen, LI Wen-qing, ZHANG Wei-jian, WU Wei-jian, REN Lei, LIN Zhong*

（Guangdong Ocean University, Zhanjiang 524088, China）
Abstract：Soil enzymes and microorganisms can catalyze biochemical reactions in the soil, and are often selected as key indicators of the
self-purification ability of the soil and soil fertility. Two earthworms（epigeic Eisenia foetida and endogeic Amynthas robustus）were select⁃
ed to investigate their ecological effects on soil enzymic activities in tetracycline-contaminated soil. Redundancy analysis was used to deter⁃
mine which environmental factors were more influential on enzymic activity and high-throughput sequencing was used to detect bacterial
community structure. The results showed that the activities of invertase（2.15~4.98 mg·g-1·d-1）, urease（0.55~1.70 mg·g-1·d-1）, catalase
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摘 要：土壤酶和微生物可参与土壤中诸多复杂生物化学过程，是指示土壤自净能力和土壤肥力的关键生物学指标。本试验以

赤子爱胜蚓（表层种）和壮伟环毛蚓（内层种）为工程生物，研究两种不同生态习性的蚯蚓在不同时间段（0、10、20、30 d和 40 d）对

四环素污染土壤酶活性的影响，以期明确蚯蚓对四环素污染土壤的自净能力和土壤肥力的影响程度。利用冗余分析明确蚯蚓通

过改变何种环境因子影响四环素污染土壤的酶活性，利用高通量测序分析蚯蚓对四环素污染土壤细菌群落结构的影响。结果显

示，试验结束时（40 d），添加蚯蚓的土壤中蔗糖酶（2.15~4.98 mg·g-1·d-1）、脲酶（0.55~1.70 mg·g-1·d-1）、过氧化氢酶（0.54~1.08 mL·
g-1·20 min-1）和脱氢酶活性（0.78~5.14 µg·g-1·d-1），显著高于自然土壤（3.24 mg·g-1·d-1、0.66 mg·g-1·d-1、0.89 mL·g-1·20 min-1和

2.03 µg·g-1·d-1）和灭菌土壤（0.70 mg·g-1·d-1、0.23 mg·g-1·d-1、0.24 mL·g-1·20 min-1和 0.21 µg·g-1·d-1），但添加蚯蚓中酸性磷酸酶活

性（0.02~0.15 mg·g-1·d-1）显著低于自然土壤（0.17 mg·g-1·d-1）和灭菌土壤（0.04 mg·g-1·d-1）。添加蚯蚓显著改变了土壤原有的细菌

群落结构，提高了四环素污染土壤中的变形菌门（Proteobacteria）、拟杆菌门（Bacteroidetes）和厚壁菌门（Firmicutes）的微生物群落

丰度，降低了绿弯菌门（Chloroflexi）、放线菌门（Actinobacteria）、酸杆菌门（Acidobacteria）和芽单胞菌门（Gemmatimonadetes）中的微

生物群落丰度。冗余分析表明，两种生态型蚯蚓主要通过影响土壤pH值、有机质、胡敏酸和胡敏素等环境因子，提高土壤蔗糖酶、

脲酶、过氧化氢酶和脱氢酶活性，抑制土壤酸性磷酸酶活性。赤子爱胜蚓对土壤蔗糖酶促进作用显著优于壮伟环毛蚓，而壮伟环

毛蚓对脲酶和过氧化氢酶的促进作用优于赤子爱胜蚓。
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四环素类抗生素是世界上使用最广泛、用量最大

的抗生素之一，包括金霉素、土霉素、四环素和强力霉

素等，其在降低禽畜呼吸道、肠道、尿道、皮肤感染等

疾病控制方面起到了非常重要的作用[1]。由于抗生

素在禽畜体内代谢不完全，大量的抗生素（30%~
90%）通过粪尿形式排出体外。据报道，畜禽粪便中

四环素的含量高达 98.20~354.00 mg·kg-1，这些畜禽

粪便被用作粪肥施入土壤，导致农田土壤中的四环素

类抗生素残留量达 29.70~8400 µg·kg-1，部分土壤超

过欧盟提出的抗生素生态毒害效应的触发值（100
µg·g-1）[2]。抗生素在环境中的积累，使致病菌产生抗

性基因，对水生动物、土壤微生物、土壤酶和人类健康

造成不良影响[3-4]。抗生素污染土壤的整治与修复成

为当前研究的热点课题。

蚯蚓被誉为“生态系统的工程师”，是土壤中最大

的无脊椎动物。蚯蚓通过挖穴、取食、排便、蠕动等活

动可改变土壤透气性、团粒结构，改善土壤理化性质，

为污染物去除提供良好的环境条件[5]。蚯蚓肠道能

将一些难分解的物质转化为易被微生物利用的有机

物排出体外，加速土壤有机质的转化速率[6-7]。同时，

蚯蚓分泌物中富含氨基酸、多糖类和生物酶等成分，

为微生物提供了营养物质，刺激了土著微生物的数量

和活性[8]。已有大量研究表明，蚯蚓可以显著提高有

机污染物 DDT、PCP 和阿特拉津污染土壤的自净能

力，加速有机污染的生物降解[9-11]。另外，蚯蚓对抗生

素有较高的耐受性，只有在 150 mg·kg-1的浓度条件

下才会产生毒副作用[12]。现阶段已有许多学者在蚯

蚓对抗生素解毒防御机理、抗性基因的传播和消减等

方面做了大量的研究[13-15]，但关于抗生素污染土壤中

蚯蚓通过改变何种环境因子影响土壤酶活性和微生

物群落结构，提高四环素污染土壤的自净能力和土壤

肥力方面研究非常有限。

土壤酶和微生物可参与土壤中诸多复杂生物化

学过程。土壤酶活性反映了生化进程的强度和方

向[16-17]。例如：脲酶和酸性磷酸酶可分别水解尿素和

有机磷，向植物和其他土壤生物提供无机氮和磷元

素[18]。微生物是土壤酶的主要来源之一，主要负责土

壤中的物质循环、能量转化和污染物降解等诸多复杂

的生物化学过程，能对环境变化做出快速反应[19]。微

生物群落的变化影响着土壤酶的活性[20]。因此，深入

了解四环素污染下土壤酶活性和微生物群落结构，对

改善四环素污染土壤的自净能力和土壤肥力方面有

重要意义。

针对上述问题，本研究以赤子爱胜蚓（Eisenia

foetida）和壮伟环毛蚓（Amynthas robustus）两种不同

生态型蚯蚓为工程生物，以粤西地区砖红壤为供试

土壤，研究两种不同生态型蚯蚓对四环素污染土壤

中蔗糖酶、酸性磷酸酶、脲酶、过氧化氢酶和脱氢酶

活性的影响。运用高通量测序测定不同处理中的细

菌群落结构，运用冗余分析方法对土壤酶活性和土

壤理化性质进行相关性研究，以期明确不同生态型

蚯蚓通过改变何种环境因子，影响四环素污染土壤

的酶活性和细菌群落结构，为探明蚯蚓对四环素污

染胁迫的土壤自净能力和土壤肥力的改善作用提供

理论支持。

1 材料与方法

1.1 供试材料

本试验供试蚯蚓为赤子爱胜蚓（表层种）和壮伟

环毛蚓（内层种），购自许氏蚯蚓养殖基地（广西南

宁）。试验前所有蚯蚓在试验土壤中驯化两周，试验

时选取健壮、大小相当、具有环带的成年蚯蚓，用无菌

水清洗干净放置于装有湿润滤纸的烧杯中，在黑暗培

养箱中25 ℃培养24 h，使其排出体内粪便。

（0.54~1.08 mL·g-1·20 min-1）, and dehydrogenase（0.78~5.14 µg·g-1·d-1）in earthworm treatments were significantly higher than that in
the natural control（3.24 mg·g-1·d-1, 0.66 mg·g-1·d-1, 0.89 mL·g-1·20 min-1, and 2.03 µg·g-1·d-1, respectively）and the sterilized control
（0.70 mg·g-1·d-1, 0.23 mg·g-1·d-1, 0.24 mL·g-1·20 min-1, and 0.21 µg·g-1·d-1, respectively）. However, acid phosphatase activity in earth⁃
worm treatments were lower than that in the natural control（0.17 mg·g-1·d-1）and sterilized control（0.04 mg·g-1·d-1）. Earthworms could
stimulate Proteobacteria, Bacteroidetes, and Firmicutes, whereas they inhibited Chloroflexi, Actinobacteria, Acidobacteria, and Gemmati⁃
monadetes at the phylum level. Redundancy analysis indicated that the two ecological earthworms enhanced the activity of invertase, ure⁃
ase, catalase, and dehydrogenase, and inhibited acid phosphatase activity primarily through influencing soil pH, organic matter, humic ac⁃
id, and humin. Specifically, epigeic Eisenia foetida stimulated sucrase activity than endogeic Amynthas robustus, whereas Amynthas robust⁃
us enhanced urease and catalase activities.
Keywords：soil; earthworm; tetracycline; enzyme activity
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供试土壤为砖红壤，采自湛江市麻章区郊外旱地

（110°17′13″ E，21°10′49″ N）。除去地表石子、植被

等杂物后，用采样器采集深度为 0~20 cm的土壤，混

匀，自然风干后，过 20目筛备用。供试土壤未发现四

环素污染，土壤 pH 为 5.37，有机质含量为 22.94 g·
kg-1，碱解氮为 78.69 mg·kg-1，速效磷为 18.88 mg·
kg-1，速效钾为179.56 mg·kg-1。

试验试剂盐酸四环素，产自美国 Sigma公司，纯

度为98%。试验过程中所用的其他试剂均为分析纯。

1.2 土壤处理与蚯蚓培养

将采集的土壤分成两个平行（灭菌土壤和非灭菌

土壤，简称灭菌土和自然土）。其中一平行置于高温

高压灭菌锅内，于 121 ℃灭菌 2 h，用平板划线法判断

是否灭菌完全。

在无菌操作台上，取灭菌土和自然土各 3 kg，分
别装入 6个经酒精灭菌的塑料瓶中，每个塑料瓶装土

1 kg。用无菌水将土壤含水量调至 43%（m/m，称质

量补水法），每千克土加入 5 mg四环素，充分混匀后

贴上标签，室温平衡 24 h后放入蚯蚓。试验设计如

下：自然土+15 条赤子爱胜蚓（NE）、自然土+8 条壮

伟环毛蚓（NA）、灭菌土+15 条赤子爱胜蚓（SE）、灭

菌土+8条壮伟环毛蚓（SA），剩余的 1份自然土（CK）
和 1份灭菌土（CO）不加蚯蚓，作为对照组，每组处理

设置 3个重复。

塑料瓶用纱布封盖，保证透气性并且防止蚯蚓逃

跑，将塑料瓶放至 25 ℃恒温培养室避光培养 40 d，分
别于培养0、10、20、30 d及40 d时取样，测定土壤蔗糖

酶、脲酶、过氧化氢酶、脱氢酶和酸性磷酸酶的活性，

并于培养的第 40 d测定土壤 pH、有机质和腐殖质各

组分（胡敏酸、胡敏素和富里酸）的质量分数。

1.3 土壤养分的测定

土壤pH的测定：土壤的pH采用电位法测定[21]，具

体方法为称取5 g土样过2 mm筛，加入12.5 mL去二氧

化碳蒸馏水（煮沸），搅拌充分后静置2 h，取上清液，用

校准过的雷磁pH计（型号：PHSJ-3F，上海仪电科学仪

器股份有限公司）进行测定。

有机质的测定：土壤有机质采用重铬酸钾容量法

进行测定[22]，在加热的条件下，用过量的重铬酸钾-硫
酸溶液氧化有机碳，使有机质中的碳氧化成二氧化

碳，然后用标准硫酸亚铁铵溶液滴定剩余的重铬酸

钾，由消耗的重铬酸钾量按校正系数计算出有机碳的

质量分数。

腐殖质的测定：土壤的腐殖质由胡敏酸、富里酸

和胡敏素组成，其质量分数采用参考文献[23]中的方

法进行测定。用焦磷酸钠和氢氧化钠混合液对土

壤中的腐殖质进行提取，然后用重铬酸钾氧化外加

热法测定溶液中胡敏酸碳量、富里酸碳量和胡敏素

碳量。

1.4 酶活性的测定

土壤酶活性根据关松荫的《土壤酶及其研究法》

进行测定[24]，具体方法如下：

（1）蔗糖酶活性的测定：采用 3，5-二硝基水杨酸

比色法，以蔗糖为基质，3，5-二硝基水杨酸与还原糖

共热被还原成棕红色的氨基化合物3-氨基-5-硝基水

杨酸，利用分光光度计在 508 nm波长下进行比色测

定。在一定范围内还原糖的量和反应液的颜色深度

成正比，因此可求得样品中的蔗糖酶活性，其活性以每

日每克土生成葡萄糖的量表示，单位为mg·g-1·d-1。

（2）酸性磷酸酶活性的测定：采用磷酸苯二钠比

色法，以磷酸苯二钠为基质，醋酸盐溶液为缓冲液，土

壤磷酸酶与基质反应释放出酚。酚与氯代二溴对苯

醌亚胺试剂显示蓝色，颜色深浅与酚量相关，利用分

光光度计在 660 nm处比色，测出游离酚量。酸性磷

酸酶活性以每日每克土壤中释放的酚量表示，单位为

mg·g-1·d-1。

（3）脲酶活性的测定：采用靛酚蓝比色法，以尿素

为基质，根据酶促的产物-氨在碱性基质中，与苯酚

及次氯酸钠作用生成蓝色的靛酚。靛酚蓝的生成数

量与氨浓度呈正比，利用分光光度计在 578 nm处进

行比色分析，脲酶活性以每日每克土壤生成铵态氮的

量表示，单位为mg·g-1·d-1。

（4）过氧化氢酶活性的测定：采用高锰酸钾滴定

法测定，过氧化氢酶能使过氧化氢分解生成水和氧

气。往土壤中加入定量的过氧化氢，作用一段时间

后，用高锰酸钾溶液滴定土壤中剩余的过氧化氢量，

土壤过氧化氢加入量与剩余量之差即为被酶催化反

应消耗的过氧化氢，由此测得酶活性。酶活性以每

20 min每克土壤消耗 0.1 mol·L-1高锰酸钾溶液的体

积表示，单位为mL·g-1·20 min-1。

（5）脱氢酶活性的测定：采用氯化三苯基四氮唑

（TTC）还原法，用三苯基四唑氯化物作为氢的受体生

成红色三苯基甲䐶（TPF），TPF的量与红色深浅有关。

利用分光光度计在485 nm处进行比色测定，脱氢酶以

每日每克土生成的TPF的量表示，单位为μg·g-1·d-1。

1.5 土壤细菌群落高通量分析

利用土壤DNA提取试剂盒：BioFast Soil Genomic
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DNA extraction kit（BIOER，中国杭州）对培养 40 d的

土样微生物总DNA进行提取，使用核酸蛋白定量检

测仪测定样品DNA的浓度。随后利用 338F-806R引

物对提取的总 DNA 进行 PCR 扩增（338F 引物：5′ -
ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3 ′ ，806R 引物：5 ′ -
GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3 ′），扩增区域为

V3~V4区。对扩增后的产物进行回收，最后送至北京

百迈客生物科技有限公司的 IIIumina MiSeq测序平台

进行测序。

1.6 数据处理

高通量测序所得数据用 Flash软件进行拼接，对

拼接得到的序列进行过滤，随后使用 Uchime软件鉴

定并去除嵌合体序列，得到最终有效数据。使用Qi⁃
ime软件中对序列在 97%的相似度水平下进行聚类、

获得 OTU，并基于细菌分类学数据库对 OTU 进行分

类学注释。

试验理化数据利用 SPSS 19.0进行单因素方差分

析，测定数据以平均值+标准差的形式表示，不同处

理之间采用 Duncan′ s 法进行多重比较（P<0.05），利

用Origin 9.0进行作图。利用 Canoco 5.0中的线性模

型RDA分析土壤酶活性及环境因子相关关系。

2 结果与分析

2.1 蚯蚓对四环素污染土壤蔗糖酶活性的影响

图 1 显示，自然染毒土壤（CK）的蔗糖酶活性较

高，随着培养时间的延长，其活性缓慢上升。对土壤

进行灭菌后，土壤蔗糖酶活性显著下降，并且在培养

期间无明显变化。与 CO处理相比，SE和 SA处理蔗

糖酶活性呈显著上升趋势。与CK处理相比，NE处理

中蔗糖酶活性呈“促进-抑制”的趋势，在培养 30 d时

达到最大值 5.23 mg·g-1·d-1，随后下降。NA处理中，

蔗糖酶活性被显著激活，但其激活作用小于NE处理。

试验结束后，灭菌土壤处理组，添加蚯蚓处理 SA 和

SE中蔗糖酶活性分别为 2.15、3.32 mg·g-1·d-1，显著高

于对照CO（0.70 mg·g-1·d-1）。自然土壤处理组中，添

加蚯蚓处理NE和NA中蔗糖酶活性分别为 4.98、4.71
mg·g-1·d-1，显著高于对照CK（3.24 mg·g-1·d-1）。两种

生态型蚯蚓均可显著提高四环素污染土壤蔗糖酶活

性，有利于有机质的转化和土壤碳循环的进行，其中

赤子爱胜蚓的促进作用优于壮伟环毛蚓。

2.2 蚯蚓对四环素污染土壤脲酶活性的影响

图 2表明，CO处理中的脲酶活性显著低于CK处

理，并且在培养周期内变化幅度较小。CK处理中脲

酶活性略有增长，40 d 时酶活性仅较 0 d 时提高了

22.2%。与CO相比，在培养周期内，SA处理使脲酶活

性提高了 20.0%~269.6%，并且在培养 30 d之后，其酶

活性恢复并超过自然染毒土壤（CK）的水平。SE处理

使酶活性提高了 5.0%~139.1%。与 CK处理相比，在

培养周期内，NA 处理脲酶激活率为 31.5%~157.6%，

NE 处理的激活率为 24.1%~83.3%。试验结束后，灭

菌土壤处理组，添加蚯蚓处理 SA和 SE中脲酶活性分

别为 0.85、0.55 mg·g-1 ·d-1，显著高于对照 CO（0.23
mg·g-1·d-1）。自然土壤处理组中，添加蚯蚓处理NE
和 NA中脲酶活性分别为 1.21、1.70 mg·g-1·d-1，显著

高于对照CK（0.66 mg·g-1·d-1）。由此可见，两种生态

型蚯蚓的添加可使脲酶活性提高，进一步促进四环素

污染土壤中尿素的转化，提高氮素的利用率。其中，

壮伟环毛蚓对脲酶的促进作用强于赤子爱胜蚓，说明

内层种蚯蚓在四环素污染下更有利于促进土壤氮的

循环。

2.3 蚯蚓对四环素污染土壤过氧化氢酶活性的影响

培养周期内，CO处理中土壤过氧化氢酶活性变

图中不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。下同
The different lowercase letters indicate significant differences among treatments（P<0.05）.The same below

图1 两种生态蚯蚓对四环素污染土壤蔗糖酶活性的影响

Figure 1 Effects of two ecological earthworms on invertase activity in tetracycline contaminated soil
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化不大，CK 处理 40 d 的过氧化氢酶活性较培养 0 d
（0.66 mL·g-1·20 min-1）时提高了 34.8%，增长缓慢。

与 CO处理相比，培养周期内，SE处理使过氧化氢酶

活性提高了 45.5%~125.0%，SA 处理提高了 50%~
191.7%。在自然土壤处理组中，培养 20 d 内 NE 和

NA 处理酶活性差异不显著，随后 NA 中的酶活性显

著高于NE（P<0.05）。试验结束后，灭菌土壤处理组，

添加蚯蚓处理 SA 和 SE 中过氧化氢酶活性分别为

0.70、0.54 mL·g-1·20 min-1，显著高于对照 CO（0.24
mL·g-1·20 min-1）。自然土壤处理组中，添加蚯蚓处

理NE和NA中过氧化氢酶活性分别为 0.99、1.08 mL·
g-1·20 min-1，显著高于对照CK（0.89 mL·g-1·20 min-1）

（图 3）。由此可得，蚯蚓单独作用或与四环素污染土

壤中的土著微生物共同作用均可促进过氧化氢酶活

性。这是由于蚯蚓促进了自然处理组和灭菌处理组

土壤中微生物的活性，催化了四环素污染土壤中过氧

化氢的生物转化。其中壮伟环毛蚓的促进作用强于

赤子爱胜蚓。

2.4 蚯蚓对四环素污染土壤脱氢酶活性的影响

从图 4中可以看出，在四环素污染下，CO处理中

脱氢酶活性较低，且在培养周期内变化幅度较小。

CK处理酶活性呈先下降后上升的趋势，在培养第 30

d，脱氢酶活性由培养 0 d 时的 2.51 µg·g-1·d-1 降至

1.87 µg·g-1·d-1，酶活性最低，在 40 d时酶活性回升。

与 CO处理相比，在培养周期内，SE处理使脱氢酶活

性提高了 18.2%~281.0%，SA 处理提高了 13.6%~
271.4%。与 CK处理相比，在培养 10 d和 20 d时，NE
和 NA 处理对脱氢酶活性的影响差异不显著（P>
0.05）。在培养后期，NE 处理脱氢酶活性显著高于

NA。试验结束后，灭菌土壤处理组，添加蚯蚓处理

SA和 SE中脱氢酶活性分别为 0.78、0.80 µg·g-1·d-1，

显著高于对照 CO（0.21 µg·g-1·d-1）。自然土壤处理

组中，添加蚯蚓处理 NE和 NA中脱氢酶活性分别为

5.14、4.91 µg·g-1·d-1，显著高于对照CK（2.03 µg·g-1·
d-1）。两种生态型蚯蚓的加入均可促进土壤中四环

素的脱氢转化，解除四环素对脱氢酶的抑制作用，使

得酶活性呈显著上升趋势。

2.5 蚯蚓对四环素污染土壤酸性磷酸酶活性的影响

从图 5中可以看出，CO处理中酸性磷酸酶活性

显著低于CK，且在培养周期内变化幅度较小。CK处

理中酶活性呈先促进后抑制的作用，在培养 20 d时，

酶活性达最大值，为 0.23 mg·g-1·d-1，随后逐渐降低。

与CK处理相比，NE处理分别使酸性磷酸酶活性降低

了 10.5%~21.7%，NA 处理降低了 11.8%~26.1%。与

图2 两种生态蚯蚓对四环素污染土壤脲酶活性的影响
Figure 2 Effects of two ecological earthworms on urease activity in tetracycline contaminated soil

图3 两种生态蚯蚓对四环素污染土壤过氧化氢酶活性的影响
Figure 3 Effects of two ecological earthworms on catalase activity in tetracycline contaminated soil

脲
酶

活
性

Ure
ase

act
ivit

y/m
g·g

-1 ·d
-1

0 d
10 d
20 d
30 d
40 d

CO SE SA CK NE NA
处理Treatments

1.8
1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0
b e ff f b e e

e e

b d
d

c
c

cca
dd a

b
b

b b

a
a

a
a

a

过
氧

化
氢

酶
活

性
Cat

ala
sea

ctiv
ity/

mL
·g-1 ·2

0m
in-1 0 d

10 d
20 d
30 d
40 d

CO SE SA CK NE NA
处理Treatments

1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0

b d fe f b
c d e e

b c d

d d cba
cc

a a b
b b

a a

a
aa

325



农业环境科学学报 第39卷第2期

CO处理相比，培养周期内，SE和 SA处理均使酸性磷

酸酶活性降低了 25%~50%。试验结束后，灭菌土壤

处理组，添加蚯蚓处理 SA和 SE中酸性磷酸酶活性均

为 0.02 mg·g-1·d-1，显著低于对照 CO（0.04 µg·g-1·
d-1）。自然土壤处理组中，添加蚯蚓处理NE和NA中

酸性磷酸酶活性均为 0.15 mg·g-1·d-1，显著低于对照

CK（0.17 mg·g-1·d-1）。两种生态型蚯蚓均显著抑制了

土壤酸性磷酸酶活性，这可能是蚯蚓生命活动产生的

分泌物与微生物协同作用导致的。

2.6 不同处理门水平上的土壤细菌群落变化分析

在门水平上，把相对丰度前 30的细菌门选为优

势细菌门，剩余的归为其他（Others）。从图 6中可以

看出，不添加蚯蚓的处理CK以变形菌门（Proteobacte⁃
ria）、拟杆菌门（Bacteroidetes）、绿弯菌门（Chloro⁃
flexi）、放线菌门（Actinobacteria）、酸杆菌门（Acido⁃
bacteria）、芽单胞菌门（Gemmatimonadetes）、GAL15、
疣微菌门（Verrucomicrobia）和 Rokubacteria 为主，约

占样品总丰度的 97.68%。添加蚯蚓的处理 SE、SA、

NE 和 NA 中以变形菌门（Proteobacteria）、拟杆菌门

（Bacteroidetes）和放线菌门（Actinobacteria）为主要的

细菌门类，约占细菌总群落的 83.56%~98.43%。与

CK处理相比，NE和NA处理使变形菌门（Proteobacte⁃
ria）、拟 杆 菌 门（Bacteroidetes）和 厚 壁 菌 门（Fir⁃
micutes）的丰度提高了 121.0%~175.8%、1 216.9%~
1 283.2%、133.9%~164.1%，使绿弯菌门（Chloroflexi）、

放线菌门（Actinobacteria）、酸杆菌门（Acidobacteria）、

芽单胞菌门（Gemmatimonadetes）和 GAL15 等细菌的

丰 度 降 低 了 80.8%~96.6%、35.7%~60.5%、73.1%~
96.0%、80.9%~94.5%、80.7%~99.6%。同时，两种生态

型蚯蚓的添加，引入了CK处理组中没有的细菌门类：

梭杆菌门（Fusobacteria）和软壁菌门（Tenericutes）。

由此可得，蚯蚓的加入改变了四环素污染土壤原有的

细菌群落结构。

2.7 蚯蚓影响下土壤酶活性与理化指标的冗余分析

试验结束时，相关的土壤理化指标见表1，与CO、

CK处理相比，SE、SA、NE、NA处理使土壤 pH值增加

了 1.10~1.33个单位，有机质、胡敏酸和胡敏素质量分

数分别降低了 9.9%~24.2%、49.2%~69.3%、17.1%~
38.4%。蚯蚓的添加使样品中的 pH 显著提高，有机

质、胡敏酸和胡敏素质量分数显著下降（P<0.05）。与

CO 处理相比，SE 处理使富里酸质量分数增加了

21.1%，SA处理降低了 2.9%。与CK处理相比，NE处

图4 两种生态蚯蚓对四环素污染土壤脱氢酶活性的影响
Figure 4 Effects of two ecological earthworms on dehydrogenase activity in tetracycline contaminated soil

图5 两种生态蚯蚓对四环素污染土壤酸性磷酸酶活性的影响
Figure 5 Effects of two ecological earthworms on acid phosphatase activity in tetracycline contaminated soil
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理富里酸质量分数增加了 8.2%，NA处理中富里酸质

量分数降低了 4.2%，但 NE、NA 处理与 CK 处理之间

差异不显著（P>0.05）。

运用 Canoco 5.0 软件对各处理培养 40 d 时的土

壤酶活性和腐殖质、pH、有机质之间的相关性进行分

析，得到土壤酶活性与环境因子的二维降序图（图

7）。可见，第一轴能够解释所有信息的 65.18%，第二

轴能解释 7.56%，累计解释信息量为 72.74%。由此可

知，土壤酶活性与土壤因子的关系主要是由第一轴决

定的。由图 7可看出，pH、胡敏酸、有机质和胡敏素的

箭头连线最长，可知 pH、胡敏酸、有机质与胡敏素对

土壤酶活性差异性起到较好的解释。脲酶、蔗糖酶、

过氧化氢酶、脱氢酶与 pH、富里酸间夹角较小且方向

一致，均呈正相关关系，与胡敏素、胡敏酸、有机质呈

负相关关系。酸性磷酸酶与 pH、胡敏素呈负相关关

系，与富里酸、有机质、胡敏酸呈正相关关系。

3 讨论

3.1 蚯蚓处理对四环素污染土壤细菌群落结构的影响

土壤酶参与土壤中诸多复杂生物化学过程，是指

示土壤自净能力和土壤肥力的关键生物学指标。土

壤蔗糖酶是一种能将蔗糖水解为葡萄糖和果糖，增加

土壤中易溶性营养物质，为微生物提供能源的水解

酶[25]。土壤脲酶是唯一对尿素的转化具有重要影响

的酶，能够破坏 C-N键，催化尿素分解生成氨、二氧

化碳和水，为植物提供氮素营养[20]。过氧化氢酶是将

过氧化氢分解成水和氧气，降低过氧化氢危害的胞外

酶[26]。脱氢酶是一种能催化电子传输系统中有机物

质脱氢，使土壤中有机污染物降解的胞内酶[27]。酸性

磷酸酶是一类参与土壤磷循环，促进土壤有机磷化合

物分解的胞内酶，其活性高低直接影响着土壤中生物

有效性磷的质量分数[28]。土壤微生物是控制土壤酶

图6 不同处理在门水平（丰度>1%）的细菌群落结构
Figure 6 Bacterial community structure at phylum level with

different treatments

注：表中不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。
Note：The different lowercase in a column indicate significant differences among treatments at P<0.05.

表1 不同处理对土壤中pH、有机质和腐殖质各组分的影响

Table 1 Effects of different treatments on pH，carbon organic matter and humus components in soil
处理

Treatments
CO
SE
SA
CK
NE
NA

pH
5.44±0.05b
6.45±0.10a
6.61±0.22a
5.34±0.14b
6.47±0.24a
6.65±0.16a

有机质
Soil organic matter/g·kg-1

22.92±0.24a
20.64±0.77b
17.37±1.19c
22.85±0.59a
20.36±0.37b
18.29±1.14c

富里酸
Fulvic acid/g·kg-1

3.50±0.15c
4.24±0.19a
3.40±0.23c
3.77±0.21bc
4.08±0.37ab
3.61±0.28c

胡敏酸
Humin acid/g·kg-1

6.22±0.21a
2.50±0.47c
1.91±0.10d
6.06±0.35a
3.08±0.30b
2.82±0.27bc

胡敏素
Humin/g·kg-1

11.87±0.76a
9.84±0.45b
9.26±0.44bc
12.21±0.55a
8.48±0.30c
7.52±0.45d

相
对

丰
度
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Figure 7 RDA（redundancy analysis）for environmental factors
associated with ecology characteristics of soil enzymatic activities
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分解转化的主体，对土壤酶的种类和活性起着决定作

用[29]。蚯蚓的加入促进了四环素污染土壤中变形菌

门（Proteobacteria）、拟杆菌门（Bacteroidetes）和厚壁菌

门（Firmicutes）丰度的增加。这三类细菌均被证实为

四环素、磺胺类抗生素污染土壤中的主要菌群，具有

耐药性和降解抗生素的能力[30-32]。此外 Parke等[33]指

出变形菌门（Proteobacteria）中的细菌具有异常巨大

的基因组，这使得该细菌门具有将大多数化合物作为

唯一碳源的能力。厚壁菌门（Firmicutes）被指出与

10 mg·kg-1 磺胺噻唑污染土壤具有较高酶活性有

关[34]。此外，本研究中，蚯蚓处理降低了四环素污染

土壤中绿弯菌门（Chloroflexi）、放线菌门（Actinobacte⁃
ria）、酸杆菌门（Acidobacteria）和芽单胞菌门（Gemma⁃
timonadetes）等细菌门类的丰度。据报道，这些细菌

群落均具有耐药性，能在抗生素污染的环境中生

存[35-36]，这导致它们在四环素污染土壤中具有较高的

丰度。蚯蚓对这些细菌生长的抑制，减少了土壤细菌

菌群之间的竞争，给了其他优势菌生长繁殖的机会。

由此可得，蚯蚓的加入改变了四环素污染土壤中的微

生物群落结构，促进了土壤中四环素降解菌群丰度的

提高，进一步加速了微生物对四环素的消耗，催化了

四环素的脱氢和生化转化，降低了土壤中四环素对微

生物的毒害，从而使得蚯蚓处理组中，蔗糖酶、脲酶、

过氧化氢酶和脱氢酶活性的提高。同时有研究表明，

磷酸酶活性与放线菌数量密切相关[37]。因此，蚯蚓对

四环素污染土壤部分微生物群落丰度的降低导致了

酸性磷酸酶活性下降。

3.2 蚯蚓处理过程中环境因子与酶活性的相关性

冗余分析结果表明，蔗糖酶、脲酶、过氧化氢酶和

脱氢酶活性与 pH、富里酸均呈正相关关系，而与胡敏

素、有机质、胡敏酸呈负相关关系。酸性磷酸酶与

pH、胡敏素呈负相关关系，与富里酸、有机质、胡敏酸

呈正相关关系。本试验所用土壤有机质含量较低，且

无外源添加，在资源有限的环境中，蚯蚓的加入改变

了微生物的群落结构，使四环素的降解菌群和耐受菌

群丰度增加，提高了对土壤中碳源和氮源的利用率，

使得胡敏素和胡敏酸被分解，胡敏酸的一级分解产

物——富里酸质量分数增加[38]。由于有机质的矿化

分解，有机组分含量降低，被吸附固定的四环素减少，

游离的四环素增多[39]。蚯蚓的加入促进了土壤中降

解菌群的增加，促进了四环素污染土壤中微生物代

谢，使土壤过氧化氢酶和脱氢酶活性增强。土壤 pH
是影响微生物活性的重要因子，蚯蚓频繁的取食、挖

掘活动生成大量含碳酸钙或含氮类的碱性排泄物，可

以显著提高四环素污染土壤的 pH值[40-41]。由于土壤

中H+会抑制土壤微生物活性，OH-可以促进土壤微生

物的活性[42]，因而蚯蚓的加入，有利于四环素污染土

壤中蔗糖酶、脲酶、过氧化氢酶和脱氢酶活性增加。

与上述 4种酶不同，本研究中四环素对酸性磷酸酶活

性起抑制作用，蚯蚓的加入使得这种抑制作用增强。

研究表明，酸性磷酸酶活性的最适 pH值为 5.5，高于

该 pH值时，酶的构象发生改变，致使酶活性降低[43]。

蚯蚓的加入使四环素污染土壤 pH值显著升高，并趋

向于中性。此外，有研究报道，酸性磷酸酶活性与有

机磷质量分数呈正相关关系[44]。本试验中，土壤中有

机质、胡敏素、胡敏酸质量分数的减少，使有机磷质量

分数降低，磷酸酶作用的底物减少，从而酶活性降低。

3.3 不同生态型蚯蚓对土壤酶活性的差异性

本研究还发现不同生态型蚯蚓对四环素污染土

壤蔗糖酶、脲酶和过氧化氢酶活性的作用效果存在差

异性，但对脱氢酶和酸性磷酸酶的作用在蚯蚓品种之

间不显著。赤子爱胜蚓对蔗糖酶的促进作用较为明

显，而壮伟环毛蚓对脲酶和过氧化氢酶活性作用较显

著。由于赤子爱胜蚓生活在地表 0~5 cm间，属于表

栖型蚯蚓，主要以地表的枯枝落叶和腐殖质为食，从

而更能刺激与土壤碳循环紧密联系的蔗糖酶的活性，

加速有机质的矿化分解[45]。壮伟环毛蚓为内栖型蚯

蚓，内层种的蚯蚓有蚓道，其强烈的取食、肠道消化和

生物打扰更有利于土壤团聚体的形成和土壤透气性

的增加，导致好氧微生物数量增多[46]。马建辉等[47]研

究表明脲酶活性与土壤团聚体结构呈显著或极显著

的正相关关系。王笑[48]研究表明内栖型蚯蚓具有扩

大微生物生物量氮与促进有机氮矿化的双重功能，且

内栖型蚯蚓更有利于团聚体结构的形成。Margesin
等[49]发现过氧化氢酶活性与土壤呼吸作用、好氧微生

物的活动、数量有着密切的联系。因此培养周期内，

加入壮尾环毛蚓的处理中脲酶和过氧化氢酶活性高

于加入赤子爱胜蚓的处理。

4 结论

（1）两种生态型蚯蚓通过提高土壤 pH值、加速有

机质和腐殖质（胡敏酸和胡敏素）矿化分解，改变四环

素污染土壤中的细菌群落结构，进而提升土壤蔗糖

酶、脲酶、过氧化氢酶和脱氢酶活性，抑制土壤酸性磷

酸酶活性。

（2）两种生态型蚯蚓均可显著改变四环素污染土
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壤中原有的细菌群落结构，提高土壤中具有抗生素耐

药性和降解抗生素能力的变形菌门（Proteobacteria）、

拟杆菌门（Bacteroidetes）和厚壁菌门（Firmicutes）微

生物群落丰度，降低绿弯菌门（Chloroflexi）、放线菌门

（Actinobacteria）、酸杆菌门（Acidobacteria）和芽单胞

菌门（Gemmatimonadetes）的微生物群落丰度。

（3）两种生态型蚯蚓对四环素污染土壤酶活性存

在差异，其中赤子爱胜蚓对土壤蔗糖酶促进作用显著

优于壮伟环毛蚓，而壮伟环毛蚓对脲酶和过氧化氢酶

的促进作用优于赤子爱胜蚓。
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