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Effects of earthworms on soil enzyme activities and microbial communities of chlortetracycline-contaminated
soils
YANG Si-de1,2, CHANG Xing-ping2, PAN Zheng2, LI Ming-tang1, WENG Li-ping2, LI Yong-tao3, ZHAO Li-xia2*

（1. College of Resources and Environment, Jilin Agricultural University, Changchun 130118, China; 2. Innovation Team of Soil Organic
Contaminant Control, Agro-Environmental Protection Institute, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Key Laboratory of Original Agro-
Environmental Pollution Prevention and Control, Ministry of Agriculture and Rural Affairs / Tianjin Key Laboratory of Original Agro-
Environment and Agro-Product Safety, Tianjin 300191, China; 3.College of Natural Resources and Environment, South China Agricultural
University, Guangzhou 510642, China）
Abstract：To explore the effects of earthworms on the soil enzyme activities and microbial communities of antibiotic-contaminated soils,
chlortetracycline was selected as the target contaminant and Metaphire guillelmi and Eisenia fetida were chosen as the experimental
organisms. Liquid chromatography-tandem mass spectrometry, a soil enzyme kit（microplate method）, high throughput sequencing, and
redundancy analysis were used to determine and analyze the residual chlortetracycline, soil enzyme activity, and bacterial community. The
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摘 要：为探究蚯蚓对抗生素污染土壤酶活性和微生物群落的影响，选取金霉素为目标污染物，威廉环毛蚓（内层种）和赤子爱胜

蚓（表层种）为实验生物，通过高效液相色谱-串联质谱法、土壤酶试剂盒（微板法）、高通量测序技术和冗余分析对土壤中金霉素

残留、酶活性和微生物群落进行了测定与分析。结果表明：经过 28 d的培养，蚯蚓处理组中金霉素浓度（0.022 4~1.006 0 mg·kg-1）

显著低于对照组土壤（0.033 5~1.585 0 mg·kg-1）。金霉素抑制了土壤脱氢酶、蔗糖酶、脲酶和碱性磷酸酶的活性，激活了过氧化氢

酶的活性。两种蚯蚓均激活了土壤脱氢酶、过氧化氢酶、蔗糖酶和脲酶的活性，最大激活率分别为 77.80%~88.50%、4.00%~
6.16%、69.20%~72.60%、43.20%~48.80%；碱性磷酸酶的活性受到抑制，最大抑制率为 23.8%~25.0%。高通量测序结果表明两种生

态型蚯蚓均可改变土壤中细菌群落结构，不同蚯蚓类型对细菌群落结构的影响存在有差异。两种蚯蚓的加入均未改变土壤中优

势菌门的组成，但都改变了其丰度占比。在属水平上，Flavobacterium、Aeromonas、Luteolibacter、Adhaeribacter和Pseudomonas等潜在

金霉素降解菌被两种蚯蚓刺激丰度显著增加，加速了土壤中金霉素的降解。冗余分析结果表明，土壤中 pH、有机质含量、金霉素

浓度和细菌群落结构是影响土壤酶活性变化的重要因子。研究表明，威廉环毛蚓对脱氢酶、蔗糖酶和脲酶的促进作用优于赤子

爱胜蚓。
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抗生素在畜禽养殖业发展中起重要作用，广泛用

于预防畜禽疾病、促进动物生长发育和提高畜禽产品

质量等[1]。然而，进入到动物体内的抗生素只有少部

分被吸收利用，大约 90% 的抗生素以母体或代谢物

的形式通过粪便和尿液进入到畜禽粪肥和自然环境

中[2]。研究报道，中国每年大约有 5.38万 t的抗生素

随动物粪肥等进入到水体和土壤环境中[3]。金霉素

作为当前用量最大的四环素类抗生素之一，近年来在

土壤中被广泛检出，研究表明施用畜禽粪肥的农用土

壤中金霉素浓度高达 33.10~5 325 μg·kg-1[4]，其中部

分地区检出浓度严重超出欧盟委员会设立的风险应

激阈值（100 μg·kg-1），对生态环境造成潜在风险[5]。

土壤中金霉素的半衰期为 6.2~28.8 d不等，有的甚至

长达 157.5 d，这表明其可能会长期残留在土壤中[6]。

残留的抗生素一方面直接抑制土壤微生物活性，导致

一些微生物种群及其生态功能的消失；另一方面会诱

导土壤中抗生素抗性细菌增殖扩散，从而以多种方式

破坏土壤微生物群落结构和功能[7]。此外，进入土壤

中的金霉素能诱导土壤中微生物扩增抗生素抗性基

因，也可以在农产品内富集，并通过食物链进入人体，

对人类生命健康造成潜在的不良影响[8-9]。因此，开

展关于土壤中抗生素和抗性基因的去除、抗生素污染

土壤微生物群落结构与功能的恢复和提升的研究十

分必要。

蚯蚓作为土壤中生物量最大的无脊椎生物，其对

土壤肥力和结构有重要的影响作用，可通过掘穴、蠕

动、进食和排便等活动，改变土壤理化性质和微生物

群落，为土壤中污染物的去除提供有利的环境条

件[10]。大量研究表明，蚯蚓可以加速土壤中许多有机

污染物的降解，如农药、多环芳烃和多氯联苯等[11-13]。

目前，关于蚯蚓对抗生素污染土壤影响的研究主要集

中在对其总量的去除和抗生素抗性基因丰度削减方

面[14-15]，而在此过程中，蚯蚓对土壤酶活性和微生物

群落的影响研究十分稀少。土壤酶作为土壤的重要

组分，参与了土壤中污染物的降解、有机质的矿化和

养分元素循环等生物化学过程；同时，微生物是土壤

酶的重要来源之一，土壤酶活性的变化一定程度上反

映土壤微生物群落结构的变化[6]。仅有的一篇蚯蚓

对抗生素污染土壤中酶活性和微生物群落影响的研

究表明，蚯蚓是通过影响土壤 pH和胡敏酸含量等促

进四环素污染土壤酶活性的提升[16]，然而针对蚯蚓对

抗生素污染土壤微生物群落的影响无深入探究。此

外，有研究表明，相对于四环素，土壤中金霉素的残留

及生态风险更高[4]。因此，探讨蚯蚓对金霉素污染土

壤酶活性以及微生物群落的影响具有重要意义。本

研究选取了威廉环毛蚓和赤子爱胜蚓两种不同生态

型的蚯蚓为实验生物，通过土壤酶试剂盒（微板法）和

高通量测序等方法分析土壤酶活性和微生物多样性，

揭示不同类型蚯蚓对金霉素污染土壤酶活性、微生物

群落结构以及物种组成等方面的影响，以期为利用蚯

蚓修复和改善抗生素污染土壤质量提供一定的理论

支持。

1 材料与方法

1.1 实验材料

实验土壤为潮土，采自天津市东丽区玉米田。土

样在实验室自然风干后，过 2 mm筛备用。土壤中未

检测到金霉素。供试土壤基本理化性质：土壤 pH为

results showed that the concentrations of chlortetracycline in the earthworm treatments（0.022 4~1.006 0 mg·kg-1）were significantly lower
than those in the treatments without earthworms（0.033 5~1.585 0 mg·kg-1）at the end of cultivation（28 d）. Chlortetracycline inhibited the
activities of dehydrogenase, invertase, urease, and alkaline phosphatase and increased the activity of catalase. The activities of
dehydrogenase, catalase, invertase, and urease in the soil were activated by both earthworms with maximum activation rates of 77.80%~
88.50%, 4.00%~6.16%, 69.20%~72.60%, and 43.20%~48.80%, respectively. The activity of alkaline phosphatase was inhibited with a
maximum inhibition rate of 23.8%~25.0%. The high-throughput sequencing results showed that the structure of the bacterial community in
the soil was altered by both earthworms at the end of cultivation, and different earthworm types had different effects on the bacterial
community structure. At the phylum level, the earthworms did not change the composition of the dominant bacteria in the soil, but did
modify their abundance ratios. At the genus level, a few species, such as Flavobacterium, Aeromonas, Luteolibacter, Adhaeribacter, and
Pseudomonas, were significantly promoted by both earthworms, thereby accelerating the degradation of chlortetracycline in soils.
Redundancy analysis showed that the soil pH, organic matter content, chlortetracycline concentration, and bacterial community structure
were important factors affecting the soil enzyme activities. Specifically, endogeic Metaphire guillelmi stimulated dehydrogenase, invertase
and urease activities than epigeic Eisenia fetida.
Keywords：earthworm; chlortetracycline; bacteria; soil; enzyme activity
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8.19，有机质含量为 36.0 g·kg-1，碱解氮含量为 73.6
mg·kg-1，速效磷含量为 28.7 mg·kg-1，速效钾含量为

148.0 mg·kg-1。供试蚯蚓威廉环毛蚓（内层蚓）和赤

子爱胜蚓（表层蚓）均购买于蚯蚓养殖厂（江苏省句容

市）。实验前两种蚯蚓在供试土壤中驯化 30 d，实验

时挑选健康、带有环带的蚯蚓，用无菌水清洗表面后

放置于装有湿润滤纸的干净烧杯中 24 h，使其排出体

内粪便。

金霉素（纯度≥93%）购自Dr. Ehrenstorfer公司（德

国），甲醇（色谱纯）购自Fisher公司（美国），其他试剂

均为分析纯。

1.2 实验设计

实验设置 7 个处理组：CK，空白土壤；L，土壤+
0.50 mg·kg-1金霉素；ML，土壤+0.50 mg·kg-1金霉素+
威廉环毛蚓；EL，土壤+0.50 mg·kg-1金霉素+赤子爱胜

蚓；H，土壤+15 mg·kg-1金霉素；MH，土壤+15 mg·kg-1

金霉素+威廉环毛蚓；EH，土壤+15 mg·kg-1金霉素+赤
子爱胜蚓；每个处理3个平行。将5条威廉环毛蚓（总

质量约 10 g）和 35条赤子爱胜蚓（总质量约 10 g）放入

到对应装有 1 kg土壤的烧杯中，添加蚯蚓的数量参照

Pu等[14]的研究。金霉素储备液的配制方法如下：取

250 mg 金霉素，溶解于甲醇中，并用甲醇定容至 25
mL，配制成 10 000 mg·L-1 的金霉素溶液 A；再吸取

0.5 mL溶液A，用甲醇稀释至 5 mL，配制成 1 000 mg·
L-1的金霉素溶液B。吸取 1.5 mL 溶液A和 0.5 mL溶

液B分别加入到对应的处理组土壤中，待溶剂充分挥

发后，混合均匀。用去离子水调节土壤含水量为

25%，烧杯口用带小孔的锡纸封住，室温环境下培养

28 d。实验过程中每隔 2 d加入去离子水保持土壤含

水量稳定。在第 1、7、14、28 d收集土壤样品，样品冻

干研磨过筛后用于土壤脱氢酶、过氧化氢酶、蔗糖酶、

脲酶和碱性磷酸酶的测定，同时测定第28 d土壤样品

中的金霉素残留量和土壤理化指标（pH和有机质）。

1.3 土壤酶活性测定

脱氢酶活性的测定：采用四氮唑盐还原法。用四

氮唑盐作为脱氢酶的氢受体，反应生成黄色甲臜物

质，该物质易溶于水，于 460 nm处测定其吸光值，可

得出土壤脱氢酶的活性，单位为μg·d-1·g-1。

过氧化氢酶活性的测定：土壤中过氧化氢酶可以

催化一部分过氧化氢产生水和氧气，而另一部分过氧

化氢与一种高灵敏显色探针反应生成紫色物质，其在

510 nm处有最大吸收峰。通过计算过氧化氢的减少量

得出土壤中过氧化氢酶的活性，单位为μmol·h-1·g-1。

蔗糖酶活性的测定：采用 3，5-二硝基水杨酸

（DNS）比色法。土壤蔗糖酶催化蔗糖降解生成还原

糖，然后与DNS生成有色氨基化合物，该物质在 540
nm 处有特征光吸收。在一定范围内 540 nm 光吸收

增加速率与土壤蔗糖酶活性成正比，进而得到土壤蔗

糖酶活性，单位为mg·d-1·g-1。

脲酶活性的测定：采用靛酚蓝比色法。脲酶水解

产物为铵态氮，其可在强碱介质中与苯酚和次氯酸盐

反应生成水溶性染料靛酚蓝。在 578 nm 处，靛酚

蓝有最大光吸收，其颜色深浅与溶液中的铵态氮含

量成正比，进而计算出土壤脲酶活性大小，单位为

μg·d-1·g-1。

碱性磷酸酶活性的测定：在碱性环境下，土壤碱

性磷酸酶可以催化对硝基苯磷酸酯生成黄色的对硝

基苯酚，其在 405 nm 处有最大吸收峰。通过计算

405 nm下对硝基苯酚的增加速率，得出土壤碱性磷

酸酶活性的大小，单位为nmol·h-1·g-1。

1.4 土壤中金霉素浓度测定

土壤中金霉素浓度的测定参照孟明辉等[17]的研

究，在此基础上做了一些改动。取 2 g冻干土壤于 50
mL离心管中，然后依次加入 0.40 g乙二胺四乙酸二

钠盐、10 mL乙腈和 10 mL磷酸盐缓冲液，涡旋混匀 8
min（2 500 r·min-1）后，10 000 r·min-1离心 10 min，转
移全部上清液于梨形瓶。重复上述过程 1次，合并上

清液。上清液于旋转蒸发仪（40 ℃）蒸发至 15 mL左

右，过 0.45 μm尼龙滤膜，加入 65 mL蒸馏水稀释，并

用甲酸调节 pH至 4，所得提取液进一步用 PEP-2固

相萃取小柱（500 mg/6 mL，博纳艾杰尔科技有限公

司，天津）净化。过柱前，PEP-2柱用 6.0 mL 甲醇和

6.0 mL 蒸馏水活化。过柱后，用 10 mL 甲醇洗脱

PEP-2柱。最后，用高纯氮气将洗脱液吹至近干，1.0
mL甲醇水（1∶1，V/V）复溶，过 0.22 μm尼龙滤膜于进

样小瓶，上机检测。

金霉素的测定采用液相色谱-串联质谱法（LC-
MS /MS，SCINEX QTRAP®4500，美国）。色谱柱为

Waters UPLC BEH C18（100 mm×2.1 mm，1.7 μm，美

国），柱温40 ℃。流动相：A为超纯水+0.1%甲酸，B为

甲醇+0.1% 甲酸，进样体积为 5 μL，流速为 0.4 mL·
min-1。采用多反应监测模式（MRM）检测目标物。电

喷雾离子源（ESI）条件如下：离子源 1和 2的气压均为

50 psi（1 psi=6 895 Pa），气帘气压力为 30 psi，离子源

温度为 550 ℃，离子喷雾电压为 5 500 V，碰撞室入口

和出口电压分别为 10 V和 14 V。金霉素的定性和定

1270



杨思德，等：蚯蚓对金霉素污染土壤酶活性和微生物群落的影响2021年6月

www.aes.org.cn

量离子对以及对应的去簇电压和碰撞能量见表 1。
采用加标法测定 3 种不同浓度金霉素（10、50、100
μg·kg-1）的回收率，回收率为 72.1%~85.4%，变异系数

为3.83%~9.58%。

1.5 土壤理化性质测定

土壤 pH的测定：土壤 pH采用电位法测定[16]。称

取2 g干土放入15 mL离心管，加入5 mL蒸馏水，涡旋

混匀 8 min（2 500 r ·min-1），10 000 r ·min-1 离心 10
min，取上清液用校准过的pH计测定。

土壤有机质的测定：有机质的测定采用重铬酸钾容

量法（外加热法）。在外加热条件下（油浴温度180 ℃，沸

腾 5 min），用一定浓度的重铬酸钾-硫酸溶液氧化土

壤有机质，剩余的重铬酸钾用硫酸亚铁溶液滴定，利

用所消耗的重铬酸钾量计算土壤中有机质含量。

1.6 土壤细菌高通量分析

高通量测序步骤如下：（1）土壤DNA提取：第 28
d的土壤样品用试剂盒 Power Soil DNA kit（Mobio，美
国）提取DNA，然后用琼脂糖凝胶电泳检测其纯度和

浓度，最后将 DNA 提取物稀释至浓度为 1 ng·μL-1。

（2）扩增：对稀释后的 DNA 进行 PCR 扩增，引物为

16S rRNA基因的V4区（515F和 806R）。（3）混样和纯

化：将扩增反应产物按其浓度等体积混合，然后用 2%
琼脂糖凝胶电泳测定，最后用胶回收试剂盒（Qiagen，
德国）进行纯化。（4）分析：纯化后的DNA文库构建和

测序由诺禾致源公司（天津）完成。

1.7 数据分析

采用 SPSS（Version 23.0）统计软件对金霉素浓

度、pH、土壤酶活性和理化性质在各处理组中

的差异进行单因素方差分析（ANOVA，Duncan′s test，
P<0.05）；作图软件选用 Origin 9.0；RDA（Redundancy
analysis）分析选用Canoco 5.0。
2 结果与分析

2.1 金霉素污染土壤中酶活性的变化

在整个培养周期内，CK组中 5种酶的活性波动

较小（图 1）。L组在第 7 d和 14 d时脱氢酶活性显著

低于 CK组（P<0.05），分别降低了 32.5%和 14.6%；在

第 1 d 和 28 d 与 CK 组无显著差异。在整个培养过

程中，H 组脱氢酶活性均低于 CK 组（P<0.05），降低

了 15.2%~47.7%（图 1A）。与 CK 组相比，第 1 d 时，

L 和 H 组过氧化氢酶活性分别下降 2.96% 和 5.43%
（P<0.05）；第 14 d时，L组过氧化氢酶活性增加 4.56%
（P<0.05）；第 28 d时，H组过氧化氢酶活性增加 2.88%
（P<0.05）（图 1B）。在第 7 d和 14 d时，L组蔗糖酶活

性显著低于 CK 组（P<0.05），分别降低了 10.1% 和

18.1%；第 28 d时，L组中蔗糖酶活性回升到接近 CK
组水平；在整个培养期内，H组蔗糖酶活性显著低于

CK组（P<0.05），降低 17.1%~31.0%（图 1C）。在第 1~
14 d，L组中脲酶活性显著低于 CK组（P<0.05），降低

23.2%~41.3%；在整个培养周期内，H 组中脲酶活性

显著低于 CK 组（P<0.05），降低 23.5%~55.0%（图

1D）。L组在第 7 d和 14 d时碱性磷酸酶活性显著低

于 CK（P<0.05），分别降低 6.06% 和 11.3%，第 28 d时

活性与CK组无显著差异；在整个培养周期内，H组碱

性磷酸酶活性均显著低于CK组，降低幅度为 5.28%~
26.3%（图1E）。

2.2 蚯蚓介入后金霉素污染土壤中酶活性的变化

在本研究中，威廉环毛蚓和赤子爱胜蚓的存活率

分别为 100% 和 89.2%。与接种前相比，28 d时蚯蚓

的生物量下降了 17.9%~36.2%（表 2）。与 L组相比，

在第 7 d时，ML与EL组脱氢酶的活性提高最显著，分

别增加了 73.7% 和 77.0%；与 H 组相比，在第 7 d 时

MH 组脱氢酶的活性提高最显著，增加了 77.8%，第

14 d 时 EH 组脱氢酶的活性提高最显著，增加了

88.5%（图 1A）。在第 1~28 d，ML组中过氧化氢酶的

活性均高于L组，其中第 1 d时ML组过氧化氢酶活性

提高最显著（P<0.05），增加了 4.00%；在第 1 d和 7 d，
EL组的过氧化氢酶活性显著高于L组（P<0.05），分别

增加 6.16%和 4.70%；在第 1 d，MH组与EH组过氧化

氢酶的活性都显著高于 H 组（P<0.05），分别增加

3.08%和 4.02%；随着培养时间的延长，蚯蚓对过氧化

氢酶活性的激活作用逐渐减弱，培养结束时，MH和

EH组的过氧化氢酶活性与H组差异不显著（图 1B）。

在第 7~28 d，ML和EL组中蔗糖酶的活性显著高于 L
表1 金霉素测定的质谱参数

Table 1 Mass spectrometric parameters of chlortetracycline determination
母离子

Parent ion/（m/z）
479

定量子离子
Daughter ion/（m/z）

462

定性子离子
Daughter ion/（m/z）

444

驻留时间
Dwell time/ms

60
60

去簇电压
Declustering potential/V

80
80

碰撞能量
Collision energy/V

24
28
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Figure 1 Changes of soil enzyme activities in different treatments
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组（P<0.05），分别增加了 15.0%~72.6% 和 15.8%~
69.2%。在第 7~28 d，MH 组中蔗糖酶的活性显著高

于H组（P<0.05），增加 30.0%~36.3%；在第 7 d和 14 d
时，EH 组蔗糖酶活性显著高于 H 组（P<0.05），分别

增加 31.9% 和 29.1%（图 1C）。在整个培养周期内，

ML 组脲酶活性都显著高于 L 组（P<0.05），在第 28 d
时，ML 组中脲酶活性最高，为 2.13 μg·d-1·g-1；在第

1、14 d 和 28 d 时，EL 组脲酶活性都显著高于 L 组

（P<0.05），增加 30.9%~42.3%。在第 1~28 d，MH组脲

酶 活 性 都 显 著 高 于 H 组（P<0.05），增 加 27.8%~
37.9%；在第 1~14 d，EH组脲酶活性都显著高于H组

（P<0.05），增加了 19.6%~48.8%（图 1D）。在第 7 d和

28 d，ML组碱性磷酸酶活性显著低于 L组（P<0.05），

分别降低 5.00% 和 7.74%；在第 14 d和 28 d，EL 组碱

性磷酸酶活性都显著低于 L 组（P<0.05），分别降低

5.84%和 8.31%；在第 14 d和 28 d，MH和EH组都显著

低 于 H 组（P<0.05），分 别 降 低 10.9%~23.8% 和

14.6%~25.0%（图1E）。

2.3 金霉素和蚯蚓介入后土壤细菌群落结构和组成

的变化

根据不同处理土壤中OTUs的组成，对所有处理

组进行了 PCoA分析（图 2）。由 PCoA分析可看出，试

验结束时，自然土（CK）与添加金霉素处理的2个处理

组（L与H）明显分开；与 L组相比，H组距 CK的距离

更远。这些结果表明金霉素可以改变土壤的细菌群

落结构，且浓度越大，影响作用越显著。加入蚯蚓的

4个处理组与金霉素的 2个处理组明显分开；威廉环

毛蚓处理组（ML和MH）与赤子爱胜蚓处理组（EL和

EH）也明显分开，而EL和EH相聚较近，ML与MH聚

在一起。这表明蚯蚓的加入显著改变了金霉素污染

土壤中细菌群落的结构，且蚯蚓的种类不同影响结果

也有差异。

图 3为第 28 d相对丰度排名前 10的门水平细菌

柱状图。各处理组土壤中的优势菌门为变形菌门

（Proteobacteria）占比 38.8%~45.1%、酸杆菌门（Acido⁃

bacteria）占比 10.2%~17.4%、拟杆菌门（Bacteroidetes）
占比 5.13%~16.7%、放线菌门（Actinobacteria）占比

7.25%~10.4%、芽单胞菌门（Gemmatimonadetes）占比

4.30%~9.40%。金霉素的加入提高了土壤中 Proteo⁃
bacteria和Bacteroidetes的丰度。加入蚯蚓后，土壤中

Proteobacteria 和 Bacteroidetes 的相对丰度进一步提

高。与 L组相比，ML和EL组中 Proteobacteria的相对

丰度分别增加 2.39%和 0.83%，Bacteroidetes的相对丰

度分别增加 198%和 75.8%；与H组相比，MH和EH组

中 Proteobacteria 的 相 对 丰 度 分 别 增 加 14.1% 和

11.5%，Bacteroidetes 的相对丰度分别增加 165% 和

69.0%。与 Proteobacteria 和 Bacteroidetes 的相对丰度

变化不同，金霉素的加入降低了Acidobacteria和Gem⁃
matimonadetes的相对丰度，且金霉素浓度越高下降幅

度越大。加入蚯蚓后，Acidobacteria 和 Gemmatimon⁃
adetes 的相对丰度进一步降低。与 L 组相比，ML 与

EL组中 Acidobacteria 的相对丰度分别下降 38.5% 和

23.1%，Gemmatimonadetes 的 相 对 丰 度 分 别 下 降

44.4% 和 17.0%；与 H 组相比，MH 与 EH 组中 Acido⁃
bacteria 的相对丰度分别降低 35.8% 和 19.0%，Gem⁃
matimonadetes的相对丰度分别降低 44.0%和 11.2%。

低浓度金霉素对Actinobacteria的相对丰度无明显影

响，高浓度金霉素使Actinobacteria的相对丰度增加了

3.38%。加入蚯蚓后，Actinobacteria的相对丰度降低。

与 L组相比，ML与EL组中Actinobacteria的相对丰度

分别下降 17.2% 和 14.6%；与 H 组相比，MH 与 EH 组

中 Actinobacteria 的 相 对 丰 度 分 别 下 降 22.7% 和

表2 蚯蚓在第28 d时的生物量

Table 2 The biomass of earthworms at the 28th day
处理组

Treatments
ML
EL
MH
EH

接种前
Before incubation/g

10.200±0.294
10.500±0.572
9.767±0.249
10.373±0.242

第28 d
The 28th day
7.090±0.192
7.967±0.981
6.943±0.255
7.000±0.158

图2 第28 d时金霉素和蚯蚓对土壤细菌群落结构的影响

Figure 2 The impacts of chlortetracycline and earthworm on soil
bacteria community structure at the 28th day
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30.0%。以上结果表明，蚯蚓的加入未改变土壤中的

优势菌门组成，但明显改变了其各自的丰度。

为了进一步分析金霉素和蚯蚓对土壤中微生物

属水平的影响，列举了第 28 d相对丰度排名前 15的

属（图 4）。结果显示，金霉素处理后土壤中的优势菌

属组成未发生变化，但其相对丰度发生了变化。CK、

L 与 H 组中的优势菌属为 Sphingomonas、unidenti⁃

fied_Acidobacteria、Stenotrophobacter、Haliangium和 un⁃

identified_Nitrospiraceae，占 比 9.58%~10.6%。 与 CK
组相比，Sphingomonas的丰度在L组中增加了 10.7%；

Stenotrophobacter和 Haliangium的丰度在 H 组分别降

低了13.1%和15.1%。蚯蚓加入后土壤中优势菌属发

生了明显的变化，同类型蚯蚓处理之间优势菌属相

同。ML 和 MH 组中，Flavobacterium、Sphingomonas、

Pseudomonas 和 unidentified_Acidobacteria 为 优 势 菌

属；EL 和 EH 组中，Sphingomonas、unidentified_Acido⁃

bacteria、Flavobacterium 和 unidentified_Nitrospiraceae

的丰度较高。LEfSe（LDA score＞3.5）分析可用于找

出不同处理组间差异显著的物种（图 5），相较于无蚯

蚓的金霉素污染处理组，威廉环毛蚓处理组土壤中菌

属丰度显著增加的是 Flavobacterium、Pseudomonas、

Aeromonas、Luteolibacter、Adhaeribacter 和 Lysobacter

（P<0.05）；赤子爱胜蚓处理组中丰度显著升高的分

别是 Flavobacterium、Luteolibacter、Aeromonas、Adhaeri⁃

bacter 、 Pseudomonas 和 unidentified_Nitrospiraceae

（P<0.05）。 通 过 以 上 结 果 发 现 ，Flavobacterium，

Aeromonas、Luteolibacter、Adhaeribacter和 Pseudomonas

的丰度在所有蚯蚓处理组中都显著升高，在ML、EL、
MH 和 EH 中占比分别为 17.2%、5.19%、14.8% 和

6.14%。

2.4 土壤中金霉素浓度和理化性质的变化

实验结束时，土壤中金霉素的浓度和理化性质如

表 3所示。在第 28 d时，ML组和EL组中的金霉素浓

度分别为 0.026 mg·kg-1和 0.022 mg·kg-1，显著低于 L
组（0.033 mg·kg-1）；MH组和EH组中的金霉素浓度分

别为 0.879 mg·kg-1 和 1.006 mg·kg-1，显著低于 H 组

（1.585 mg·kg-1）。此外，低、高浓度金霉素的加入对

土壤 pH均无显著影响（P>0.05）；两种生态型蚯蚓的

加入均显著降低了土壤的 pH（P<0.05）。与CK相比，

L 和 H 组有机质含量略微增加。与 L 组相比，ML 和

EL组有机质含量分别降低 23.5%和 13.2%；与H组相

比，MH 和 EH 组有机质含量分别降低 20.4% 和

图3 第28 d不同处理组土壤中细菌门水平的相对丰度

Figure 3 Relative abundances of bacterial communities at the
phylum level determined in soils of different treatments

at the 28th day
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Figure 4 Relative abundances of bacterial communities at the genera level determined in soils of different treatments at the 28th day
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图5 不同处理组土壤中物种的LEfSe分析

Figure 5 LEfSe analysis of species in different treatments

8.81%。

2.5 土壤酶、细菌群落、金霉素残留和土壤理化性质

间的相关性

通过冗余分析探究土壤酶、细菌群落（被蚯蚓显

著刺激的属）、金霉素和理化性质（pH和有机质）间的

关系。图 6 表明，轴 1 和轴 2 分别解释了 62.8% 和

7.43%的变异度，合计解释了总变量的 70.2%。脱氢

酶、脲酶和蔗糖酶与 pH、有机质和金霉素方向相反，

呈负相关关系，与 5种菌属呈正相关关系。过氧化氢

酶与金霉素呈正相关，与 pH、有机质呈负相关，与 5
种菌属呈正相关关系。碱性磷酸酶与 pH、有机质呈

正相关，与金霉素和5种菌属呈负相关关系。

3 讨论

3.1 蚯蚓对金霉素污染土壤酶活性的影响

土壤酶参与土壤中各种生物化学过程，是判断土

壤生物化学过程强度及评价土壤肥力的重要指标之

一[18]。金霉素的加入抑制了土壤中脱氢酶、蔗糖酶、

脲酶和碱性磷酸酶的活性，且浓度越高抑制效果越明

显，这与先前的研究结果一致[19-20]。造成这一结果的

主要原因可能是金霉素作为细菌抑制剂，对土壤中的

微生物有一定的毒害作用甚至使其失活，从而改变细
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菌的群落结构与功能[21]。PCoA 分析结果也表明，金

霉素污染土壤的细菌群落结构与无金霉素处理组明

显不同，但并不是所有土壤酶的活性都被金霉素抑

制。本研究结果表明，金霉素可以促进土壤中过氧

化氢酶的活性，可能原因是进入到土壤中的金霉素

可以被一些耐受性高的微生物利用而丰度升高，从

而导致土壤酶活性的提高，这也与 Yang等[22]的研究

结果类似。

蚯蚓的加入提高了土壤中脱氢酶、过氧化氢酶、

蔗糖酶和脲酶的活性。脱氢酶和过氧化氢酶是表征

土壤微生物总体活性的指标，金霉素的毒害作用导致

土壤微生物活性降低，而蚯蚓的加入促进了金霉素的

降解和转化，从而削弱了毒害作用，促进了脱氢酶和

过氧化氢酶的活性。蚯蚓还可以通过分泌体表黏液

等方式对土壤酸碱性进行调节[23]。本研究选用的土

壤为碱性土壤，蚯蚓的加入显著降低了土壤的 pH，为

微生物的生长提供了适宜的环境，有利于金霉素污染

土壤中酶活性的升高。在两种浓度条件下，加入蚯蚓

均使脱氢酶活性显著提高，但由于低、高浓度条件下

土壤中可利用的金霉素含量不同，使得蚯蚓对脱氢酶

活性的影响程度也有所差异。实验初期，因高浓度处

理组整体微生物活性受到金霉素的抑制作用较大，脱

氢酶的活性整体低于低浓度处理组，但由于蚯蚓的刺

激作用，随着时间的延长，高浓度处理组中越来越多

的金霉素被微生物消耗利用，微生物活性逐渐恢复并

超过低浓度处理组，因此在实验后期（28 d时）高浓度

蚯蚓处理组中脱氢酶的活性超过了低浓度蚯蚓处理

组。加入蚯蚓对两种浓度条件下过氧化氢酶活性的

影响与脱氢酶类似，实验初期高浓度处理组整体活性

低于低浓度处理组，直至实验后期两种浓度条件下蚯

蚓处理组中过氧化氢酶的活性基本相当。威廉环毛

蚓和赤子爱胜蚓都以土壤中有机质为食，这与有机质

的转化和降解关系密切[24]。表 3结果表明，两种生态

型蚯蚓都加速了土壤有机质的消耗，从而促进了与土

壤碳转化相关的蔗糖酶的活性。赤子爱胜蚓为表层

蚓，体型小、吞土量少，主要以有机质为食；威廉环毛

蚓属内层蚓，体型较大、吞土量多，以落叶和深层有机

质为食，因而更能促进与土壤碳转化相关的蔗糖酶的

活性。高浓度处理组金霉素可能对蚯蚓产生一定的

毒性效应[25]，蚯蚓活性降低，摄食有机质能力减弱，有

机质的消耗量减少（表 3），因此对蔗糖酶活性的刺激

作用与低浓度处理组相比较小。脲酶反映土壤氮素

状况，与土壤有效态氮含量呈正相关，蚯蚓可通过摄

食土壤和排泄蚓粪等方式增加土壤中有机氮的矿化

速度，导致无机氮含量的增加[26]。此外，我们发现威

廉环毛蚓处理组中脲酶活性要略高于赤子爱胜蚓处

理组。之前的研究发现脲酶活性与土壤团聚体粒径

关系密切，土壤团聚体粒径增大，脲酶活性升高[27]。

与表层蚓相比，内层蚓具有极强的扰动能力和肠道消

化作用，导致形成的土壤团聚体粒径较大和土壤透气

性增加[28-29]，这可以解释威廉环毛蚓处理组脲酶活性

高于赤子爱胜蚓处理组。与蔗糖酶结果一致，低浓度

处理组蚯蚓对脲酶活性的促进作用更强。与上述 4

注：表中不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。
Note：Different letters represent statistically significant difference（P<

0.05）among different treatments.

表3 第28 d不同处理组土壤中pH、金霉素浓度和有机质含量

Table 3 pH，chlortetracycline concentration and organic matter
content of soils in different treatments at the 28th day

处理
Treatments

CK
L

ML
EL
H

MH
EH

金霉素
Chlortetracycline/

（mg·kg-1）

n.d
0.033±0.003c
0.026±0.002d
0.022±0.005d
1.585±0.040a
0.879±0.023b
1.006±0.034b

pH

8.185±0.055a
8.207±0.017a
8.003±0.009b
8.040±0.033b
8.206±0.009a
8.031±0.040b
8.060±0.024b

有机质
Organic matter/

（g·kg-1）

22.000±0.775ab
22.508±0.370a
17.207±0.775d
19.531±0.272c
23.089±0.356a
18.370±0.513cd
21.056±0.543b

图6 土壤酶、细菌群落、金霉素和理化性质间的冗余分析

Figure 6 Redundancy analysis of the relationships among the soil
enemies，bacterial genera，chlortetracycline and

physicochemical properties
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）
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种酶活性变化不同，蚯蚓抑制了土壤碱性磷酸酶的活

性。冗余分析结果表明，碱性磷酸酶活性与土壤有机

质呈正相关关系。耿玉清等[30]研究发现碱性磷酸酶

活性与有机质密切相关，增加土壤有机质含量可促进

碱性磷酸酶的产生，是提高土壤中有效磷含量的重要

途径。因此，蚯蚓处理组土壤中有机质含量的降低，

导致了碱性磷酸酶活性的下降。此外，有研究表明添

加远盲蚓可以显著增加土壤中碱性磷酸酶的活性[31]，

这可能与蚯蚓的种类、土壤类型、培养时间和外源添

加组分等有关。

3.2 蚯蚓对金霉素污染土壤细菌群落的影响

与CK相比，金霉素的加入改变了土壤细菌群落

结构，且浓度越高影响作用越大（图 2）。主要原因是

金霉素作为一种广谱性抗菌剂，对大部分细菌都有毒

副作用，其进入到土壤中，会对土壤微生物造成一定

的选择性压力，进而导致群落结构的变化[32]。Proteo⁃
bacteria、Acidobacteria、Bacteroidetes、Actinobacteria和
Gemmatimonadetes是金霉素污染土壤中的优势菌门。

其中 Proteobacteria、Bacteroidetes 和 Actinobacteria 受

到金霉素刺激而活性增强，且金霉素浓度越高刺激作

用越强；Acidobacteria和 Gemmatimonadetes受到金霉

素抑制而活性降低，低浓度组抑制作用略强。之前的

研究表明在抗生素污染的土壤中Actinobacteria、Pro⁃
teobacteria和Bacteroidetes的丰度较高，对抗生素具有

一定的耐受性[33-35]。此外，Proteobacteria和Actinobac⁃
teria也被证实是抗生素抗性基因的宿主菌门[36]。

与无蚯蚓处理组相比，蚯蚓处理组土壤中的细菌

群落结构发生了显著变化。低、高浓度金霉素污染土

壤中Proteobacteria和Bacteroidetes的相对丰度经两种

蚯蚓刺激作用后均升高。Proteobacteria 是所有处理

组土壤中丰度最高的菌门，蚯蚓对其丰度的影响必将

导致土壤细菌群落结构的改变，本研究表明低金霉素

浓度条件下Proteobacteria受蚯蚓刺激程度较弱，而高

浓度条件下受蚯蚓刺激作用显著增强。有研究表明

Proteobacteria对固定化微生物脱氮具有重要作用[37]。

Bacteroidetes受两种蚯蚓的刺激作用相对丰度上升比

例最高，且低浓度处理组刺激作用更强。Bacteroide⁃
tes是一类具有极强分解能力的菌门，可以分解土壤

营养物质，为土壤中酶促反应提供能量[38]。蚯蚓的加

入刺激了土壤中 Proteobacteria 和 Bacteroidetes 的生

长，从而有助于土壤中酶活性的增加。不同生态型蚯

蚓处理组土壤中的细菌群落结构也有显著差异，本实

验选用的两种蚯蚓分别为表层蚓和内层蚓，不同的生

存环境和食物偏好可能是导致这一现象的原因[39-40]。

两种浓度条件下，威廉环毛蚓对Proteobacteria和Bac⁃
teroidetes的促进效果都优于赤子爱胜蚓，这一定程度

上解释了威廉环毛蚓处理组土壤中酶活性高于赤子

爱胜蚓处理组的原因。蚯蚓加入后，土壤中 Acido⁃
bacteria、Actinobacteria 和 Gemmatimonadetes 丰度降

低，且威廉环毛蚓对此 3种菌门的抑制程度高于赤子

爱胜蚓。造成这种结果的原因可能是这些菌群以土

壤有机质作为碳源来抵御环境压力[41]，然而喜好取食

土壤有机质的蚯蚓加入后，与这些进食土壤有机质的

菌群产生竞争，导致其丰度下降。本文的研究结果也

表明在低、高浓度金霉素处理组中，威廉环毛蚓和赤

子爱胜蚓的加入均显著降低了土壤有机质含量（P<
0.05）。此外，高浓度金霉素处理组中蚯蚓对3种菌门

的抑制作用相较于低浓度处理组有所减弱，可能是因

为高浓度金霉素对蚯蚓活性产生一定的抑制作用，一

定程度上减少了土壤有机质的消耗。

实验结束时，与无蚯蚓处理组相比，蚯蚓处理组

土壤中优势菌属的组成也发生了明显的改变，Flavo⁃

bacterium、Aeromonas、Pseudomonas、Luteolibacter和Ad⁃

haeribacter在 4 个蚯蚓处理组丰度都显著升高。此

外，这 5 种菌属在金霉素处理组的相对丰度也高于

CK 组（图 4），表明其可能是金霉素的潜在降解菌。

RDA结果表明，土壤脱氢酶、过氧化氢酶、蔗糖酶和

脲酶与上述金霉素降解菌属呈正相关关系。脱氢酶

是一种能催化土壤有机物质脱氢、使有机污染物降解

的胞内酶，并与多种微生物的分泌活动相关[42-43]。金

霉素降解菌的活性受蚯蚓刺激而增加，这可能导致了

脱氢酶活性的增加，同时也会加速土壤中金霉素的降

解。土壤中氮循环与有机污染物降解关系密切，含氮

化合物作为微生物氮源与其生长繁殖直接相关，但微

生物对土壤中不同形态氮的利用难易程度也不同。

蚯蚓对氮循环的促进作用增加了土壤中易被微生物

利用的氮素，促进了其活性[44]。Liang 等[45]研究发现

Pseudomonas可产生脲酶，图 5 也显示蚯蚓处理中

Pseudomonas丰度大幅度增加，从而导致土壤中脲酶

活 性 升 高 。 土 壤 碱 性 磷 酸 酶 与 Flavobacterium、

Aeromonas、Pseudomonas、Luteolibacter和 Adhaeribacter

呈负相关关系，说明蚯蚓处理组中碱性磷酸酶活性下

降可能与金霉素降解菌活性升高有关。此外，有研究

表 明 Flavobacterium 有 降 解 环 丙 沙 星 的 潜 力[14]；

Aeromonas可以加速土壤中异丙甲草胺的降解[46]；

Pseudomonas是土壤中土霉素和莠去津的主要降解
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者[47]。杨浩等[48]研究表明 Luteolibacter是窖水中污染

物微生物降解的重要细菌。蚯蚓处理组中这些菌属

丰度的升高，可能加速了土壤中金霉素的生物降解，

减少了其对土壤中其他微生物的毒害作用，从而一定

程度上导致了蚯蚓处理组中脱氢酶、过氧化氢酶、蔗

糖酶和脲酶活性的升高。

土壤中蚯蚓种类众多，在未来的工作中，可以在

蚯蚓类型方面开展细化研究，筛选出改善污染土壤

质量的最优蚓种。另外，土壤酶与微生物的关系并

非单一的、有规律的，而是多元多变的，因此还需借

助宏基因组等技术手段，明确土壤微生物群落中差

异物种的生态功能，进一步揭示蚯蚓对抗生素污染

土壤酶活性和微生物群落的影响机制。

4 结论

金霉素的加入，使土壤中脱氢酶、蔗糖酶、脲酶和

碱性磷酸酶的活性受到抑制，浓度越高抑制作用越明

显；过氧化氢酶活性被激活；土壤中的细菌群落发生

演变。威廉环毛蚓和赤子爱胜蚓的加入均促进了金

霉素污染土壤中脱氢酶、过氧化氢酶、蔗糖酶和脲酶

的活性，其中威廉环毛蚓对脱氢酶、蔗糖酶和脲酶活

性的促进作用优于赤子爱胜蚓；碱性磷酸酶的活性则

受到抑制。土壤 pH、有机质含量、金霉素浓度和细菌

群落结构是影响土壤酶活性变化的重要因子。

两种蚯蚓均未改变金霉素污染土壤中的细菌优

势菌门组成，但都改变了其丰度占比。在属水平上，

Flavobacterium、Aeromonas、Luteolibacter、Adhaeribacter

和Pseudomonas等潜在金霉素降解菌被两种蚯蚓刺激

丰度显著增加，从而加速了土壤中金霉素的降解。此

外，两种蚯蚓的加入均改变了金霉素污染土壤中的细

菌群落结构，且蚯蚓种类不同影响作用也不同。
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