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摘 要：邻苯二甲酸二甲酯（Dimethyl phthalate, DMP）是一类具有生物毒性的有机化合物，已被中国环境监测中心和美国环保署列
为优先控制污染物之一。土壤微生物对土壤环境变化能够作出精准且快速的反应，并能预测土壤的污染状况。因此，研究土壤微生

物对邻苯二甲酸二甲酯污染的响应显得十分必要。试验通过土壤微生物宏基因组测序，探讨了 DMP污染对土壤微生物敏感菌的丰
度、多样性及信号调节途径的影响。首先，用 DMP处理未污染土壤，使 DMP终浓度为 0、5、10、20、40 mg·kg-1，然后，暗培养 20 d，进
行土壤宏基因组测序。结果发现与芳香族化合物降解相关的菌种的相对丰度受到 DMP污染促进，而其余在土壤中占比例较大且变
化较显著的菌种的相对丰度受到 DMP的抑制，且抑制效应与污染物浓度呈正相关；DMP污染导致土壤微生物群落 Simpon和
Shannon多样性降低；土壤微生物的 ABC转运系统、双组分系统（TCS）和磷酸转移酶系统（PTS）总基因丰度及相关酶的基因丰度均
受 DMP污染的促进。研究表明 DMP污染改变了土壤微生物敏感菌种的丰度，干扰土壤微生物基因表达调控系统，进而有可能引起
土壤生态系统失衡，影响土壤健康。阐述 DMP对土壤微生物的生态毒理效应对优化环境生态系统服务功能、改善环境质量具有科
学意义和实际价值。
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Response of the Sensitive Strains and the Signal Regulation Pathway in Soils to Dimethyl Phthalate
WANG Chun-long, WANG Zhi-gang*, YOU Yi-min, L譈 Zhi-hang, LIU Ze-ping, CHEN Wen-jing, SHI Yi-ran
（Institute of Life Science and Agriculture and Forestry, Qiqihar University, Qiqihar 161006, China）
Abstract：Dimethyl phthalate（DMP）, a biotoxic organic compound, has been listed as one of the priority control pollutants by China 忆s
Environmental Monitoring Center and the USA Environmental Protection Agency. Soil microorganism can accurately and quickly respond to
the changes of soil environment and soil contamination. Therefore, it is necessary to study the response of soil microorganisms to DMP. This
study investigated the impact of dimethyl phthalate（DMP）on the microbial community structure, diversity and signal regulation pathway in
soils through metagenome sequencing. DMP were used to treat uncontaminated soil, and the final concentration of DMP was 0, 5, 10, 20, 40
mg·kg -1. Then, the samples were incubated for 20 days in dark and sequenced by metagenome. The results showed that the growth of
degradation of aromatic compound was promoted and the growth of the remainder strain was inhibited by DMP contamination. Inhibitory effect
was positively correlated with DMP concentration. DMP decreased microbial community diversity in soils. The total abundance of ABC
transporters, two-component system（TCS）and phosphotransferase system（PTS）genes were increased by DMP contamination. The gene
abundance of relative enzymes also was enhanced along with the increasing DMP concentration. Therefore, DMP contamination changed
microbial community structure, and disturbed ecological balance and soil health in soils. The ecotoxicological effect of DMP on soil is of
scientific significance and practical value to optimize the service function of environmental ecosystem and improve the environmental quality.
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邻苯二甲酸酯（Phthalate acid，PAEs）是一类人工
合成的有机化合物，普遍应用于塑料薄膜、农药载

体、食品包装、化妆品香味品及润滑剂等多种商品的

生产[1-2]；同时也应用于聚氯乙烯材料，能使聚氯乙烯
由硬塑胶变为弹性的塑胶，在塑料中含量为 20%耀
40%，有的甚至高达 55%[3]。PAEs通过氢键和范德华
力与塑料基质相结合，因此极易与塑料分离进入环境

中，对土壤、水等环境造成危害，植物体可富集并积累

PAEs，通过食物链危害动物和人类[4]。邻苯二甲酸二
甲酯（Dimethyl phthalate，DMP）是一种被广泛应用的
PAEs类物质，广泛存在于大气、水、土壤环境中[5-7]，研
究发现，广州、深圳地区菜地土壤中 PAEs总含量为
3耀45. 67 mg·kg-1，其中 DMP含量远超美国土壤 PAEs
污染控制标准[8]。土壤中 DMP的存在会导致土壤呼吸
及相关酶活性发生改变，进而影响土壤健康[3]。因此，
中国环境监测中心和美国环保署早已将 DMP列为优
先控制污染物之一[9]。

土壤微生物是土壤营养物质循环和能量流动中

关键的组成部分和主要的驱动力，其与土壤肥力及土

壤健康程度都有密切关系[10]，还可以调节土壤有机质
的分解、腐殖质的形成和营养元素的循环等[11]。与土
壤物理化学性质相比，土壤微生物对土壤环境变化

的响应更明显，可更快速和精准地对土壤环境条件

的变化作出反应，较早地预测土壤环境污染状况的

变化过程[12]。本试验研究土壤微生物敏感菌种的丰度
及基因调节途径对 DMP污染的响应变化，从而进一
步阐释 DMP对土壤微生物的环境行为，为了解 DMP
对土壤微生物的生态毒理效应及生物修复技术提供

理论基础。

1 材料与方法

1.1 试验土壤制备
DMP（纯度>99.9%）购于天津市光富精细化工研

究所，丙酮（纯度跃99.5%）助溶，制成 5 g·L-1的 DMP
储备液，于 4 益的冰箱内避光保存备用。取 20 kg过
0.30 mm筛的土壤，在 25 益的黑暗培养箱中预培养 7
d，恢复土壤微生物活性。试验土壤的基本性质如表 1
所示。在 1 kg土壤中，加入 200 mL DMP储备液，使各
样品土壤的 DMP质量分数达到 1 000 mg·kg-1。待丙
酮挥发后，分别取 0、0.05、0.1、0.2、0.4 kg的上述土壤
和 1、0.95、0.9、0.8、0.6 kg的未污染土壤混合均匀，混
合后的 1 kg样品土壤置于 1 L陶瓷花盆中，制成 5个
浓度的土壤样品，分别为 DMP污染对照（CK，0 mg·

kg-1）、DMP1（5 mg·kg -1）、DMP2（10 mg·kg -1）、DMP3
（20 mg·kg-1）及 DMP4（40 mg·kg-1），CK 中只加等量
的丙酮进行处理，每个处理做 3次重复。将土壤样品
置于恒温培养箱内培养，用恒重方法保持其土壤的含

水量在 30%，温度控制在（25依2）益，培养箱内的相对
湿度保持在 70%依5%，暗培养 20 d之后，取样进行宏
基因组测序[5]。

1.2 DMP降解实验
取 10 g上述培养的土壤样品，使用乙酸乙酯萃

取样本，再经旋转蒸发仪提取不同样品的 DMP，甲醇
洗脱。然后采用液相色谱法测定培养 0 d和 20 d的土
壤样本中 DMP的浓度。液相色谱参数：样本量=1 滋L；
色谱柱为 5 滋L Eclipse XDB-C18；色谱条件：柱的温
度=25 益，流动相：甲醇和水，体积比=90颐10；探测波
长=228 nm。
1.3 DNA提取、测序与数据统计

每个样品取 10 g土壤使用 OMEGA-soil DNA Kit
进行土壤微生物 DNA提取并用于宏基因组测序和进
一步分析[13]。具体方法为：（1）环境样品土壤 DNA抽
提；（2）通过 Covaris M220 将所得 DNA 片段化约为
300 bp 的短片段；（3）将所得的段片构建 Pair End
（PE）文库；（4）文库模板进行 PCR扩增富集；（5）利用
氢氧化钠将富集产物变性，产生单链 DNA；（6）利用
桥式 PCR扩增 DNA，产生 DNA簇；（7）再将 DNA扩
增子线性化成为单链；（8）Illumina Hiseq测序。每个
样品进行 3次上机测序。

统计原始序列，在测序实验中采用了多个样品平

行混合测序，各样品中的序列均引入了一段标示其样

品来源信息的 Index标签序列。根据 Index序列区分
各个样品的数据，提取出的数据以 fastq格式保存。每
个样品均有测序两端的 Reads，并且 Reads的顺序是
严格一致、相互对应的。

表 1 受试土壤（采自东北地区）的理化性质
Table 1 Physicochemical properties of the tested soil obtained

from Northeast China
性质 Properties 数值 Value
土壤类型 Soil types 黑土 Mollisol

pH 6.04依0.11
有机质 Organic matter/g·kg-1 42.14依8.54
总氮含量 Total nitrogen/g·kg-1 2.56依0.62
总磷含量 Total phosphorus/g·kg-1 1.54依0.38
速效磷 Available phosphorus/mg·kg-1 24.21依3.24
速效钾 Available potassium/mg·kg-1 208.64依29.54
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为了提高后续分析质量和可靠性，对原始测序数

据进行清洗处理，将所得数据进行拼接组装，选择最

优组装结果。将基因序列聚类，来自相同环境的样品

之间有很多微生物（或基因）是共有的，不同基因的丰

度在样品之间的变化可以反映样品之间的共性和差

异。构建一个非冗余基因集描述该类环境所有基因的

整体信息。然后进行基因丰度计算，将每个样品的高

质量 reads与非冗余基因集进行比对（95% identity），
统计基因在对应样品中的丰度信息[13]。
1.4 物种分类学注释

所有样品的序列装配为叠连群的数目为 4 891耀
15 857，然后将叠连群预测为 ORFs，从 CK 到 DMP4
的范围为 6 581耀24 437。使用 BLASTP将基因集与非
冗余蛋白质的氨基酸序列数据库（NR数据库）进行比
对，并通过 NR数据库对应的分类学信息数据库获得
物种注释，然后使用物种对应的基因丰度总和计算该

物种的丰度，并在域、界、门、纲、目、科、属、种各个分

类学水平上统计物种在各个样品中的丰度，从而构建

相应分类学水平上的丰度谱[13]。
1.5 微生物群落多样性指数计算

宏基因组测序后，得出每个样品的序列（Reads）
及操作分类单元（OTUs）的数量。根据所得数据计算
香浓（Shannon）指数和辛普森（Simpson）指数 [14-15]，计
算公式如下：

Shannon=
Sobs

i=1
移 ni

N ln ni
N （1）

Simpson=1-
Sobs

i=1
移 ni

N蓸 蔀 2
（2）

Sobs 为试验得到的 OTUs 数量；ni 为个体的 O原
TUs数量；N为群落中个体总数。
1.6 KEGG功能注释

运用 BLAST将基因集序列与京都基因和基因组
百科全书（KEGG）的基因数据库（GENES）进行比对。
根据比对结果使用 KOBAS 2.0进行功能注释，并计
算对应的基因丰度总和及该功能类别的丰度[13]。

2 结果与分析

2.1 土壤中 DMP浓度变化
DMP处理土壤后，培养 0 d时，测定的 DMP浓度

与添加的 DMP浓度基本一致。培养 20 d 后，发现
DMP浓度显著降低（图 1）。
2.2 土壤微生物敏感菌种的变化

本试验结果发现经 DMP污染土壤 20 d后，共鉴

定出 3 855种土壤微生物，将 21种显著变化的微生
物定义为对 DMP敏感菌株，可以发现，随着 DMP污
染浓度的增加土壤微生物敏感菌种的生长显著增加

或抑制（表 2）。其中一些敏感菌种 Arthobacter
phenanthrenivorans、Arthobacter siccitolerans、Arthoba-
cter sp.162MFSha1.1、Arthobacter sp. UNC362MFTsu5.1、
Arthobacter sp. SJCon、Arthobacter sp. FB24、Arthobac原
ter globiformis、Arthobacter chlorophenolicus、Arthobac原
ter sp. Rue61a、Arthobacter sp. TB 26、Methylotenera
mobilis和 Methylotenera versatilis 的生长随着 DMP污
染浓度增加而加快，而有一些敏感菌种的生长受到

DMP 抑制，主要包括 Lactococcus lactis、Lactococcus
raffinolactis、Lactococcus chungangensis、Solirubrobacter
sp. URHD0082、Solirubrobacter soli、Conexibacter woe原
sei、Candidatas Nitrososphaera gargensis、Candidatas Ni原
trososphaera everglandensis 和 Nitrososphaera viennen原
sis。
2.3 土壤微生物多样性

本试验对通过宏基因组测序得到的结果，进行

了土壤微生物群落多样性分析。结果发现 Simpson
指数和 Shannon 指数均随 DMP 污染浓度增加而降
低（图 2）。Simpson 指数从 0.968 0 降低至 0.764 5，
Shannon指数从 6.953 8降低至 4.749 0。在 DMP污染
浓度相对较低时（DMP1和 DMP2）多样性指数降低比
较缓慢，而高浓度 DMP污染时（DMP3和 DMP4）下降
程度较大。

2.4 土壤微生物信号调节途径注释结果
为了预测土壤微生物的信号调控途径，采用

KEGG数据库与所有样品基因组进行比对分析。途径
注释结果表明，DMP污染增加了土壤系统的 ABC转
运系统、双组分系统（TCS）及磷酸转移酶系统（PTS）

图 1 DMP浓度变化
Figure 1 The change of DMP concentration
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表 2 DMP对微生物敏感菌种丰度的影响
Table 2 Effect of DMP on the abundance of microorganism sensitive bacteria

的总基因丰度，且其丰度随着 DMP污染浓度增加而
显著升高（图 3A~图 3C）。土壤 ABC转运系统的单糖
运输 ATP酶及 MalK 和 MsmK 的基因丰度在 DMP污
染后显著增加（图 3D和图 3E）。在土壤 TCS中，随着
DMP污染浓度的增加，苹果酸脱氢酶、柠檬酰-CoA
裂解酶和组氨酸激酶的基因丰度也呈增长趋势（图3F~

图 3H）。DMP污染后，土壤 PTS中磷酸转移酶及 Crr
和 BglF的基因丰度显著提高，且与 DMP浓度呈正相
关（图 3I和图 3J）。
3 讨论

土壤微生物可以早期预测土壤环境污染的变化

注：同行不同小写字母表示不同 DMP浓度处理间分析差异达 5%显著水平。
Note: Different lowercase letters in the same line indicate significant differences among treatments at P<0.05 level.

图 2 微生物多样性指数对 DMP污染的响应
Figure 2 The response of microbial diversity to DMP contamination

图中直方柱上方小写字母不同表示处理间差异显著（P约0.05）。下同
Different lowercase letters indicate significant differences among treatments at P<0.05 level. The same below
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微生物Microorganism
所占土壤微生物比例 Proportion of soil microbes/%

CK DMP1 DMP2 DMP3 DMP4
Arthobacter phenanthrenivorans 0.2依0.012a 3依0.182b 5依0.351c 11依0.52d 16依0.44e

Arthobacter siccitolerans 0.1依0.006a 2依0.1b 3依0.133c 5依0.12d 7依0.41e
Arthobacter sp. 162MFSha1.1 0.07依0.002a 0.6依0.036b 1依0.046c 2依0.063d 3依0.152e

Arthobacter sp. UNC362MFTsu5.1 0.06依0.003a 0.6依0.043a 0.9依0.054b 2依0.041c 2依0.023d
Arthobacter sp. SJCon 0.05依0.003a 0.8依0.042b 1依0.063c 3依0.092d 4依0.08e
Arthobacter sp. FB24 0.05依0.002a 0.7依0.042b 1依0.071c 2依0.193d 3依0.206e

Arthobacter globiformis 0.05依0.002a 0.4依0.008b 0.5依0.006c 1依0.032d 1依0.009d
Arthobacter chlorophenolicus 0.05依0.006a 0.7依0.021b 1依0.062c 2依0.088d 3依0.096e

Arthobacter sp. TB 26 0.03依0.001a 0.2依0.006b 0.3依0.018c 0.6依0.012d 0.7依0.056e
Arthobacter sp. Rue61a 0依0a 0.2依0.003b 0.4依0.021c 0.8依0.026d 1依0.064e

Candidatas Nitrososphaera gargensis 6依0.325a 5依0.153b 5依0.083b 5依0.121b 2依0.111c
Candidatas Nitrososphaera everglandensis 6依0.261a 2依0.092b 2依0.064b 2依0.107b 1依0.035c

Nitrososphaera viennensis 2依0.124a 2依0.032a 2依0.193a 1依0.042b 0.9依0.027b
Lactococcus lactis 3依0.153a 3依0.006a 3依0.076a 2依0.113b 1依0.062c

Lactococcus raffinolactis 2依0.112a 1依0.06b 1依0.037b 0.9依0.063b 0.5依0.02c
Lactococcus chungangensis 1依0.061a 1依0.031a 1依0.066a 0.7依0.045b 0.4依0.021c

Solirubrobacter sp. URHD0082 1依0.052a 1依0.039a 1依0.048a 0.8依0.052b 0.6依0.024c
Solirubrobacter soli 1依0.062a 1依0.047a 0.9依0.052b 0.7依0.048c 0.5依0.03d
Conexibacter woesei 2依0.168a 2依0.12a 2依0.169a 1依0.079b 0.9依0.032b

Methylotenera mobilis 0.04依0.003a 0.07依0.004b 0.1依0.008c 0.3依0.016cd 0.9依0.039d
Methylotenera versatilis 0.03依0.001a 0.05依0.003b 0.09依0.006c 0.3依0.003d 0.8依0.024e
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图 3 DMP污染对土壤调节途径的影响
Figure 3 Effect of DMP on regulation pathways in soils
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过程，参与土壤物质和能量转化等重要过程[16]。宏基
因组测序被广泛用于分析原始和污染环境的微生物

群落 DNA，并评估污染物对原始生态系统的影响[17]。
本试验基于宏基因组测序，分析比较 CK和 DMP处
理样品得出各样品的微生物敏感菌种的丰度、调节途

径等，从而揭示 DMP污染对土壤微生物系统的环境
行为。

本文在菌种水平分析土壤微生物群落时筛选出

了 21 株菌种，这些菌种在微生物群落中所占比例
较大，且受到 DMP 污染显著影响，均为敏感菌种。
Arthrobacter在土壤中主要功能是对芳香族化合物进
行降解，DMP污染土壤后，发现土壤 Arthrobacter菌
属中 Arthrobacter phenanthrenivorans、Arthrobacter sic原
citolerans和 Arthrobacter sp. SJCon菌种在土壤微生物
系统中所占的比例显著增加，且与 DMP浓度呈正相
关[18-19]，与 DMP降解实验结果一致。Candidatas Ni原
trososphaera gargensis、Candidatas Nitrososphaera everg原
landensis 和 Nitrososphaera viennensis 菌种属于 Ni原
trososphaera菌属，这些菌种对土壤氮循环十分重要，
而其生长受 DMP抑制[20]。Conexibacter woesei菌种在
土壤系统中也参与土壤氮循环，对土壤健康极其有

益，它们的生长受到 DMP抑制[21]。Lactococcus lactis、
Lactococcus raffinolactis 和 Lactococcus chungangensis
菌种是丰富的碳氮基质，在各种植物中存在 [22]。
Solirubrobacter sp. URHD0082和 Solirubrobacter soli[23]

菌种，可产生活性次生代谢产物，可能对某些菌的生

长有促进和抑制作用 [ 24]。Methylotenera mobilis 和
Methylotenera versatilis 属于甲基营养型，是专性甲基
应用者并且与有机污染物降解有关 [25]，且其生长受
DMP污染抑制。除与降解有机物有关的菌种外，其余
菌种的相对百分比均随 DMP浓度的增加而减少。研
究结果表明 DMP污染抑制了大部分菌种的生长。而
且，通过计算 Simpson 指数和 Shannon 指数，分析其
结果发现 DMP 污染降低了土壤微生物群落的多样
性[15，26]。因此，DMP污染显著改变了土壤微生物敏感
菌种的丰度。本试验结果与Wang等[5]的 16S高通量
测序（V3~V4区）结果一致。

ABC转运系统存在于所有生物体中，其功能是
将底物转运至活细胞，运输的基质包括糖、氨基酸、

肽、离子及其他分子，也可促进细胞对营养的吸收[27]。
DMP污染增加了 ABC 转运系统的总基因丰度以及
单糖转运 ATP酶的 MalK 和 MsmK 基因丰度，可能会
增加某些菌的代谢及繁殖，也可能加速土壤中营养物

质的消耗。在原核生物中，TCS是一种复杂的信号转
导通路，它可感知到环境中的任何变化并作出相应的

反应[28]，可调节下游基因表达，从而协调细胞反应，参
与生物化学过程，并可作为能量载体[29]。在 DMP污染
后，TCS的总基因丰度以及苹果酸脱氢酶、组氨酸激
酶以及柠檬酰-CoA连接酶基因的丰度显著增加，表
明 DMP 污染可能导致土壤代谢及能量转换加速。
PTS在细菌中是调节营养物质代谢的关键信号转导
通路[30]，DMP污染增加了 PTS的总基因丰度以及磷
酸转移酶、Crr和 BglF基因的丰度，PTS 的变化是菌
种丰度改变的原因之一[31]。因此，ABC转运体、TCS和
PTS的变化可能引起土壤微生物菌种丰度的改变。
4 结论

DMP污染处理土壤 20 d后，通过土壤宏基因组
测序共发现 21株对 DMP污染敏感的菌种，其中一部
分敏感菌种的生长受到了 DMP污染的促进，而另一
部分菌种的生长则被抑制；DMP的污染降低了土壤
微生物群落的多样性，且随着 DMP浓度增大，土壤微
生物群落多样性降低；土壤微生物 ABC转运系统、
TCS和 PTS的总基因丰度及相关酶的基因丰度受到
DMP污染的促进，且与 DMP污染的浓度呈正相关。
因此，DMP污染改变了土壤微生物敏感菌种的丰度，
进而干扰了土壤系统的生态平衡。
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