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摘要: 采用磷脂脂肪酸(phospholipid fatty acid, PLFA)方法，分析了洛克沙胂残留对土壤微生物群落结构的影响特征。结果表
明，在整个采样周期中，每克土壤总 PLFA含量在洛克沙胂胁迫影响下出现明显降低，且存在一定的剂量依赖效应。经主成分
分析，第 1周，洛克沙胂低浓度组( w =15 mg·kg-1 ) 土壤微生物群落结构和对照组差异不明显，第 2、3、5、8 周，各组土壤微生物
群落结构多样性的类型差异显著，其中高浓度组( w =150 mg·kg-1 ) 与对照组差异最大。结果表明，洛克沙胂可致土壤微生物
群落结构多样性改变，暴露浓度越高其作用越强。同时，洛克沙胂对土壤微生物群落结构多样性的影响还表现出时间差异，
在暴露胁迫的后期( 第 5、8周) ，洛克沙胂的影响逐步减弱，可能与洛克沙胂在土壤中发生化学结构改变和降解有关。
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Abstract: By using phospholipid fatty acid (PLFA) approach, the structural characteristics of soil microbial communi-
ty caused by residue of roxarsone was studied. The results showed that the total PLFA in soil in treatment was signifi-
cantly decreased after 1 week exposure in a dose-dependent manner, except in the lower roxarsone treatment (i.e., w =
15 mg·kg-1 ). The difference between control and treatments appeared to be larger with increase of the roxarsone con-
centration. It was concluded that the structure of soil microorganisms have been affected by the residue of roxarsone in
soil and the effectiveness could be enhanced with exposure time and concentrations. It was propoed that the time de-
pendent variation in structure of soil microorganisms could be caused by the chemical conversion and degradation of
roxarsone in soil.
Keywords: roxarsone; soil microbial community; phospholipid fatty acid
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洛克沙胂( roxarsone) 是一种有机胂类化合物，
作为畜禽专用抗菌、促生长的饲料添加剂已在我国
得到广泛使用，研究表明，畜禽摄入有机胂添加剂后

在胃肠道吸收少、体内蓄积时间很短、残留量低，
80% ~ 90%以原形通过粪便排泄到体外。一个养殖
规模为 2 亿羽肉鸡场，每年向环境排放 8 t 以上的
砷[1]。兽药随动物粪、尿等排泄物进入生态环境，污
染环境土壤、表层水体等，并通过食物链影响植物、
动物和微生物的正常生命活动，或在植物中富集，最

终将影响人类的健康[2-3]。洛克沙胂污染土壤后使
其质量降低，农作物产量减少，最终经过土壤物质循

环降解可能转化成无机砷形式而造成更严重的

危害。
土壤中的磷脂大部分以活体生物的组分形式出

现，磷脂脂肪酸( PLFA) 即为甲基化土壤中提取磷脂
成分后得到的脂肪酸产物，它具有属的特异性，不同

的微生物能够通过不同生化途径形成不同的 PLFA，
根据不同微生物特定磷脂脂肪酸标记物的种类和组

成比例可了解土壤微生物群落结构多样性变化[4]。
相对于传统的微生物学分析方法，磷脂脂肪酸分析

技术是一种不需要通过分离和培养土壤微生物，并

且能更全面揭示土壤中微生物的生物量和生态结

构，是一种更为快速、简便、精确的微生物分析方
法[5]。PLFA技术被广泛运用于土壤微生物群落结
构的分析中，可动态检测土壤污染暴露与恢复过程

中微生物的变化，为污染土壤的修复提供理论科学

依据[6-7]。本试验通过在土壤中添加不同浓度洛克
沙胂，借助磷脂脂肪酸方法，分析土壤微生物群落结

构的变化特征，明确土壤微生物群落结构多样性类

型的差异程度，了解洛克沙胂对土壤微生物群落的

影响强度，探索洛克沙胂污染与土壤微生物细胞指

标之间的内在联系，以揭示洛克沙胂在环境中残留

对土壤微生物学性状的影响，为评估和监控洛克沙

胂对土壤环境的早期污染和生态毒理学效应提供理

论依据。

1 材料与方法(Materials and methods)
1.1 材 料
洛克沙胂原料药，含量 98.5%，购自广州惠华动

物保健品有限公司。土壤采自华南农业大学试验田
20 ~ 100 cm 土层的匀质土壤，色深，质细，基本理化
性状为: 有机碳 48.35 ± 3.52 g·kg-1，总氮 2.38 ± 0.19
g·kg-1，总磷 12.27 ± 1.99 g·kg-1，总钾 0.15 ± 0.04 g·
kg-1，pH 6.2 ± 0.55。供试土壤未检测出洛克沙胂

残留。
1.2 方 法
1.2.1 土壤处理
新鲜土样过 4 mm筛后于室温下放置 3 d，分装

到 5 L的塑料桶中，每桶装 3 kg鲜土，按每 3 kg鲜土
加入 50 mL不同浓度的洛克沙胂溶液混匀，使药物
含量分别为( 以 As计) :Ⅰ组 15 mg·kg-1、Ⅱ组 75 mg
·kg-1、Ⅲ组 150 mg·kg-1，每处理设 3次重复。将土壤
含水量调至饱和持水量的 50%，并用湿布盖于土
表，置于室温(20 ℃ ~ 25 ℃ )下培养。培养过程中为
了保持土壤湿度不变，损失的水分通过称重法补充。
各组设 3个重复。于处理后第 1、2、3、5、8 周分别采
取培养土壤进行分析。
1.2.2 磷脂脂肪酸法测定土壤微生物群落
1.2.2.1 磷脂脂肪酸分离和提取步骤: 取 5 g土壤分
别加入 4.0 mL 磷酸缓冲液、5.0 mL 氯仿、10 mL甲
醇，震荡 2 h，2 500 r·min-1离心 10 min，转移上清液，
再向土壤中加入相同体积的磷酸缓冲液、氯仿和甲
醇溶液，震荡 1 h，离心，合并 2 次上清液，氮气吹干，
过硅胶柱，洗脱液依次采用氯仿 5 mL，丙酮 10 mL，
甲醇 5 mL。收集甲醇相，氮气吹干。再加入 0.2
mol·L-1的氢氧化钾、甲醇各 1 mL，最后用正己烷萃
取，收集正己烷相，定容至 100 μL，用于气相色谱质
谱仪的测定。
1.2.2.2 气相质谱条件设置: 2010QP ，GC-MS 联用
仪 GC 分析条件: 色谱柱为 DB5MS，进样口温度
250 ℃，载气为氦气，采用无分流形式，流速 0. 8
mL·min-1。升温程序: 100 ℃保温 1 min; 100 ℃ ~ 190
℃ 1 min升温 5 ℃ ; 190 ℃ 保温 1 min; 190 ℃ ~ 230
℃ 1 min 升温 3 ℃ ; 230 ℃ 保温 1 min; 230 ℃ ~ 290
℃ 1 min 升温 10 ℃ ; 290 ℃ 保温 2 min。
1.2.2.3 磷脂脂肪酸的鉴定: 磷脂脂肪酸( PLFA) 的
鉴定见有关方法[8]。脂肪酸的命名以脂肪酸碳总数
开始，常用的命名格式为 X:YωZ(c/t)，其中，X是总
碳数，后面跟一个冒号，Y 表示双键数，ω 表示甲基
末端，Z是距离甲基端的距离，c表示顺式空间构造，
t表示反式空间构造，前缀“i”和“a”代表支链的顺
式异构和反式异构，“Me”代表甲基，“OH”代表羟
基，“cy”代表环丙基。脂肪酸含量测定以正十九烷
脂肪酸甲酯(19:0)为内标，色谱峰面积定量。细菌总
生物量以 PLFA i15:0，a15:0，15:03OH，il6:0，16:1ω7c，
16:1ω9c，a17:0，il7:0, cyl7:0，18:1ω7c，cyl9:0 之和估
算; 革兰氏阴性菌生物量以 16:1ω7c，16:1ω9c，cyl7:
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0，18:1ω7c，cyl9:0之和估算; 革兰氏阳性菌生物量以
i15:0，al5:0，15:03OH，il6:0，a17:0，il7:0 之和估算; 真
菌生物量根据 18:2ω6，18:1ω9c 的总浓度来估算; 放
线菌生物量根据 18:10Me的总浓度来估算[9-11]。
1.2.3 数据处理
采用 Microsoft Excel 2007 处理数据，SPSS 11.5

软件进行统计分析和主成分分析，采用单因素方差

分析检验不同处理之间的差异( LSD，α = 0.05)。所
有数据均为平均值 ±标准误。

2 结果( Ｒesults)
2.1 磷脂脂肪酸各指标变化
第 1周不同处理组土壤中各类磷脂脂肪酸的含

量见表 1，第 1、2、3、5和 8周洛克沙胂对土壤各类磷
脂脂肪酸的影响见图 1。由图 1 显示定性与定量的
17种磷脂脂肪酸( PLFAs) 随着洛克沙胂浓度增加
各自变化的情况，与对照组相比，洛克沙胂处理的各

浓度组检测出的大多数脂肪酸都出现不同程度的减

少，且 17种脂肪酸的含量变化大多数与药物浓度的
变化成反比。
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图1 洛克沙胂对土壤各类磷脂脂肪酸的影响(A，用药第1周;B，用药第2周;C，用药第3周;D，用药第5周;E，用药第8周)
注:同磷脂脂肪酸生物标记数据无相同字母者，表示差异显著( p <0.05)。

Fig. 1 The effects of roxarsone treatments on each PLFA content (A, after treated with roxarsone 1 week; B, after treated with roxarsone
2 weeks; C, after treated with roxarsone 3 weeks; D, after treated with roxarsone 5 weeks; E, after treated with roxarsone 8 weeks)

Note: the data in same PLFA biomarker without the same letter means have significant difference (p <0.05).

表 1 第 1 周不同处理组土壤中各类磷脂脂肪酸的含量

Table 1 The effects of roxarsone treatments on each PLFA content in the first week
磷脂脂肪酸类别

Kinds of PLFA

磷脂脂肪酸含量/(nmol·g - 1 ) Content of PLFA/(nmol·g - 1 )

0 mg·kg - 1 15 mg·kg - 1 75 mg·kg - 1 150 mg·kg - 1

i15:0 3.36 ± 0.25 3.38 ± 0.27 3.44 ± 0.40 3.57 ± 0.51
a15:0 2.03 ± 0.15 2.10 ± 0.24 2.07 ± 0.13 2.20 ± 0.15

15:03OH 0.90 ± 0.07 0.97 ± 0.08 0.93 ± 0.11 0.94 ± 0.15
il6:0 2.35 ± 0.17 1.62 ± 0.12 1.79 ± 0.18 2.47 ± 0.12
16:00 13.34 ± 0.98 13.51 ± 1.12 13.14 ± 0.97 16.59 ± 0.62

16:1ω9c 0.65 ± 0.06 0.61 ± 0.07 0.52 ± 0.03 0.66 ± 0.02
16:1ω7c 1.18 ± 0.09 1.22 ± 0.18 1.11 ± 0.09 1.24 ± 0.05
i17:0 0.53 ± 0.04 0.59 ± 0.03 0.67 ± 0.12 0.32 ± 0.01
a17:0 1.19 ± 0.09 1.24 ± 0.08 1.26 ± 0.31 1.27 ± 0.04
17:00 2.83 ± 0.40 0.98 ± 0.11 0.89 ± 0.07 1.17 ± 0.06
cy17:0 2.31 ± 0.18 1.94 ± 0.14 1.95 ± 0.15 2.61 ± 0.08
18:2ω6 0.35 ± 0.04 0.39 ± 0.05 0.34 ± 0.04 0.18 ± 0.01
18:1ω7c 3.04 ± 0.22 1.96 ± 0.13 1.04 ± 0.10 0.56 ± 0.04
18:1ω9c 6.16 ± 0.60 5.75 ± 0.68 5.38 ± 0.57 3.48 ± 0.59
18:10Me 0.62 ± 0.05 0.85 ± 0.09 0.82 ± 0.06 0.96 ± 0.07
18:00 8.93 ± 0.73 6.45 ± 0.50 6.27 ± 0.77 8.25 ± 0.50
cy19:0 2.03 ± 0.15 1.17 ± 0.08 1.13 ± 0.08 1.42 ± 0.06
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2.2 PLFA总量及不同土壤微生物 PLFA 表征含量
的变化

洛克沙胂处理组在不同采样时间的土壤微生物

PLFA总量变化见图 2。结果表明，在整个采样周期
里，每克土壤总的 PLFA 含量在洛克沙胂的影响下
明显减少，而且存在剂量依赖效应。第 1、2、3、5、8

周，添加洛克沙胂各组的 PLFA 总量均与对照组差
异显著(p <0.05); 第 1、2、3、5周各组的 PLFA总量随
着药物作用时间的延长逐渐降低，第 8 周各组的
PLFA总量开始增加。
洛克沙胂对不同土壤微生物的影响见表2，G +菌

的 PLFA表征含量比 G-菌的含量高。第 1、2、3、5、

图 2 不同处理的磷脂脂肪酸总量
注: 同采样时间数据无相同字母者，表示差异显著( p < 0.05)。

Fig. 2 Contents of total PLFAs contents for each treatment
Note: the data in same time without the same letter means have significant difference (p < 0.05).

表 2 第 1 周不同处理组土壤中各类磷脂脂肪酸的含量

Table 2 Content of PLFA biomarker of different soil microorganisms for each treatment

时 间/W

Treatment time/W

药物含量(mg·kg-1 )

Content of roxarsone

(mg·kg-1 )

PLFA表征含量/(nmol·g-1 )

Content of PLFA biomarker/(nmol·g-1 )

G + G - G + /G -
真 菌

Fungi

放线菌

Actinobacteria

1

2

3

5

8

0 11.00 ± 0.89a 8.99 ± 0.68a 1.22 6.50 ± 0.64a 0.62 ± 0.05a
15 9.90 ± 0.26a 6.23 ± 0.32b 1.59 6.14 ± 0.70a 0.85 ± 0.09a
75 10.15 ± 0.78a 5.06 ± 0.30b 2.01 5.73 ± 0.61ab 0.82 ± 0.06a
150 10.77 ± 0.60a 5.41 ± 0.09b 1.99 3.67 ± 0.59b 0.96 ± 0.07b
0 10.29 ± 1.49a 8.67 ± 1.18a 1.19 7.07 ± 1.32a 0.62 ± 0.06a
15 10.57 ± 0.48a 7.98 ± 0.60ab 1.32 5.26 ± 0.97ab 0.61 ± 0.05a
75 10.56 ± 0.84a 5.98 ± 0.48bc 1.77 3.10 ± 0.23bc 0.49 ± 0.04a
150 9.87 ± 1.98a 4.68 ± 0.44c 2.11 1.40 ± 0.25c 0.45 ± 0.11a
0 8.63 ± 0.75a 6.75 ± 0.53a 1.28 5.98 ± 0.51a 0.49 ± 0.02a
15 8.33 ± 0.69a 4.29 ± 0.38b 1.94 4.81 ± 0.56ab 0.36 ± 0.03b
75 7.56 ± 1.14a 3.35 ± 0.29bc 2.26 4.23 ± 0.55b 0.31 ± 0.04bc
150 7.17 ± 1.05a 2.75 ± 0.22c 2.61 3.41 ± 0.43b 0.23 ± 0.01c
0 8.28 ± 0.94a 6.37 ± 0.56a 1.30 4.22 ± 0.15a 0.51 ± 0.04a
15 7.17 ± 0.52a 5.47 ± 0.49ab 1.31 3.87 ± 0.29ab 0.49 ± 0.01a
75 6.07 ± 1.50a 4.64 ± 0.35b 1.31 3.08 ± 0.36bc 0.44 ± 0.06a
150 6.20 ± 0.78a 4.62 ± 0.30b 1.34 2.63 ± 0.40c 0.31 ± 0.02b
0 8.02 ± 0.51a 5.89 ± 0.33a 1.36 4.45 ± 0.09a 0.49 ± 0.05a
15 7.57 ± 0.67a 5.56 ± 0.27a 1.36 3.99 ± 0.18a 0.49 ± 0.07a
75 7.30 ± 0.58a 5.14 ± 0.43a 1.42 2.37 ± 0.32b 0.44 ± 0.03a
150 6.66 ± 0.77a 4.89 ± 0.14 a 1.36 2.55 ± 0.25b 0.45 ± 0.03a

注: 同采样时间数据无相同字母者，表示差异显著(p < 0.05)。

Note: the data in same time without the same letter means have significant difference (p < 0.05).



480 生 态 毒 理 学 报 第 9卷

8周，添加洛克沙胂各组的 G +菌的 PLFA 表征含量
均与对照组差异不显著; 第 1、2、3、5 周，各组的 G-

菌的 PLFA 表征含量均与对照组差异显著 (p < 0.
05)，第 8 周，各组的 G-菌的 PLFA 表征含量与对照
组差

异不显著。结果表明，洛克沙胂的土壤暴露胁迫对
G-菌的抑制作用比对 G +菌和放线菌的抑制作用

强，不同时间各种浓度的药物处理对 G +菌和放线

菌的影响变化不明显，对 G-菌的影响在试验后期

( 第 8周) 开始减弱。不同采样时间低浓度组( w =
15 mg·kg-1 ) 的真菌 PLFA表征含量均与对照组差异
不显著，高浓度洛克沙胂( w = 150 mg·kg-1 ) 使真菌
PLFA显著降低，第 1、2、3、5、8 周，高浓度处理组的
真菌 PLFA 含量分别是对照组 PLFA 含量的
56.46%、19.80%、57.02%、62.32%和 57.30%。
2.3 磷脂脂肪酸的主成分分析
土壤微生物种群结构是表征土壤生态系统群落

结构和稳定性的重要参数，17 种脂肪酸的含量变化
结果形成了描述微生物群落结构特征的多元向量，

不易直观比较，对 17种脂肪酸进行主成分分析结果
表明: 土壤微生物群落的结构多样性类型差异明显。

PC1解释了微生物群落结构变化中的变异程度
( 图 3) , 第 1周 PC1 为 46.9%，得分系数( F3,8 = 73.9,
p <0.001) ，呈差异极显著; 第 2 周 PC1 为 55.8%，得
分系数( F3,8 = 73.9, p < 0.05)，差异显著; 第 3 周 PC1
为 58.3%，得分系数( F3,8 = 57.92, p <0.001) ，差异极
显著; 第 5周 PC1为 57.5%，得分系数( F3,8 = 91.6, p
<0.001)，差异极显著; 第 8周 PC1为 62.5%，得分系
数( F3,8 = 76.46, p < 0.001)，差异极显著。由 PLFA
的结构主成分分析可见，除了第 1 周时低浓度组( w
=15 mg·kg-1 ) 和对照组的 PCA 分析结构差异不明
显以外，第 2、3、5、8周时，各处理组的土壤微生物群
落结构类型差异明显( p < 0.05) ，各采样点的高浓度
处理组( w =150 mg·kg-1 ) 与对照的差异最大( 群落结

图 3 不同处理土壤微生物群落结构主成分分析
( A，用药第 1周; B，用药第 2周; C，用药第 3周; D，

用药第 5周; E，用药第 8周)

Fig. 3 Principal component analysis of soil microbial
community structure from different treatments

(A, after treated with roxarsone 1 week; B, after treated with
roxarsone 2 weeks; C, after treated with roxarsone

3 weeks; D, after treated with roxarsone 5 weeks; E, after
treated with roxarsone 8 weeks)
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构相差最远)。结果表明，培养前中期各浓度处理组之
间都有明显的类型差异，后期( 第5、8周) 差异不显著。

3 讨论( Discussion)
磷脂脂肪酸分析技术是一种不需要经过培养就

能获得土壤中微生物信息的方法，是通过提取微生

物细胞膜中的磷脂成分，定量后得到总磷脂含量(单
位: nmol·g-1 )，是新兴起来的一种表征微生物生物量
的方法。磷脂脂肪酸是除古细菌外，几乎所有微生
物细胞膜磷脂的组成成分，具有属的特异性，不同属

的微生物通过不同生化途径而形成不同的 PL-
FAs[12-13]，因此土壤中 PLFAs组成和含量的变化在一
定程度上可反映土壤中微生物量和群落的动态变

化。对其进行提取，并依据其中的特征脂肪酸指示
的微生物种类，如细菌、真菌、放线菌及革兰氏阳
(阴)细菌等，可对土壤中微生物群落结构及其数量
进行表征，可鉴别土壤微生物群落结构多样性变化。
PLFA法分析得到的信息不仅可以表征微生物在量
上的变化，还可以依据其中特征脂肪酸所指示的特

定微生物类型的变化，揭示微生物群落结构伴随外

界环境变化的响应动态[14-15]，如: 农田耕作措施或施

肥作用影响下微生物群落结构变化[16]，重金属污染

对于微生物群落结构变化的影响和不同植被影响下

微生物群落结构的改变等[17]，可应用于动态检测土

壤污染与恢复过程中微生物的变化，为污染土壤的

修复提供理论科学依据[18-19]。
关于土壤重金属污染对微生物生态影响的研究

较多，Frostegrd等[14]研究表明重金属污染导致了土

壤中 il5:0，il7:0，16:lω5，16:lω7 等磷脂脂肪酸的减
少，而 i16:0，brl7:0，brl8:0 和 cyl7:0 等磷脂脂肪酸有
所增加; 阎姝等[20]研究显示重金属污染下土壤微生

物群落结构发生了明显的变化，细菌和真菌 PLFA
的变化幅度达到 30%以上，革兰氏阳性菌与革兰氏
阴性菌的脂肪酸比值升高。本实验结果与以上所显
示的金属污染土壤的 PLFA结果存在异同。洛克沙
胂的土壤暴露胁迫对 G-菌的抑制作用比对 G +菌和

放线菌的抑制作用强，不同时间各种浓度的药物处

理对 G +菌和放线菌的影响变化不明显; 不同采样

时间低浓度( w =15 mg·kg-1 ) 处理组的真菌 PLFA表
征含量均与对照组差异不显著，高浓度洛克沙胂( w
=150 mg·kg-1 ) 使真菌 PLFA 显著降低。洛克沙胂
本身具有杀菌和球虫的作用，进入生态环境后最终

会降解成可溶于水的无机砷类物质，无机砷是毒性

较大的类金属。重金属作为一种重要的常见污染

物，对微生物的毒害作用主要表现在两个方面，一是

它们极易同一些生物大分子如酶的活性中心，以及

极性电子基团如蛋白质上的巯基、核苷酸上的碱基、
磷酸基等结合，导致这些生物大分子失活; 其次，金

属大都不能被生物分解，进入生物体内后与金属硫

蛋白，类金属硫蛋白和小分子量的配体如甘氨酸，牛

磺酸等结合，极易在生物体内蓄积，最终引起微生物

死亡。土壤微生物数量减少，PLFA量即降低。
洛克沙胂 PLFA 主成分分析，明显区分了不同

浓度洛克沙胂影响下的群落结构类型分异程度，具

体表现在随着污染程度的增加，其在主成分分布图

上向 X轴的负方向延伸，洛克沙胂浓度越高则与对
照组相距越远; 第 1 周时低浓度组与对照组差异不
显著，自第 2周以后低浓度组与对照组可以明显分
开，说明随着培养时间的延长洛克沙胂的毒性增强;

在不同采样时间，中、高浓度组与对照组各自明显分
开，差异显著说明中高浓度洛克沙胂改变了土壤微

生物结构; 第 5、8周时，不同浓度洛克沙胂组相互间
的结构差异程度减轻。
实验结果表明，洛克沙胂显著降低了土壤微生

物各类磷脂脂肪酸和 PLFA 总量，导致土壤微生物
群落结构分异明显，且存在一定的剂量依赖效应，洛

克沙胂浓度越高，∑PLFA 越低，其中 150 mg·kg-1的
洛克沙胂处理影响最大。由此可见，洛克沙胂可致
土壤微生物群落结构多样性改变，暴露浓度越高其

作用越强。原因是洛克沙胂杀菌而导致土壤微生物
量降低，浓度越大杀菌能力越强。同时，洛克沙胂对
土壤微生物群落结构多样性的影响还表现出时间差

异，在暴露胁迫的早、中期( 第 1、2、3 周) ，对照组和
各药物处理组之间存在明显的差异变化，在暴露胁

迫的后期( 第 5、8周) ，各药物处理组间的土壤微生
物群落结构的分异逐渐缩小，这可能是随着时间延

长，土壤中洛克沙胂逐渐降解或化学结构改变，浓度

降低，影响减弱，从而逐渐恢复土壤微生物生态平

衡，也可能是土壤中一些对洛克沙胂有一定耐受性

的细菌增殖，使微生物总量增加。

通讯作者简介:孙永学( 1969—) ，男，博士，教授，研究方向:
兽药安全性评价、生态毒理学。
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