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	关键字
	微塑料作为一类新兴环境污染物，在全球土壤生态系统中日益积累，已成为威胁土壤健康和生态安全的重要风险因子。城市绿地作为城市生态系统的重要组成部分，承担着净化环境、调节微气候、维持生物多样性等关键生态功能，同时也是各类人为活动释放的微塑料的重要“汇”。然而，当前关于城市绿地土壤微塑料污染对微生物群落影响的短期效应研究仍较为匮乏。本研究通过为期30天的温室微宇宙培养实验，设置对照组（无微塑料添加）、低浓度处理组（0.5% w/w聚乙烯微塑料）和高浓度处理组（2% w/w聚乙烯微塑料），利用16S rRNA高通量测序技术，系统探究了聚乙烯微塑料短期暴露对城市绿地土壤细菌多样性和群落结构的影响。结果表明，微塑料处理对土壤基本理化性质（pH、有机质含量）未造成显著影响，但显著改变了土壤细菌群落的α多样性和β多样性。与对照组相比，高浓度处理组的Shannon指数显著降低（p<0.05），Chao1指数亦呈现下降趋势。主坐标分析（PCoA）显示，处理组与对照组的细菌群落结构明显分离，表明微塑料添加诱导了群落的定向演替。在门水平上，变形菌门（Proteobacteria）的相对丰度随微塑料浓度升高而显著上升，而酸杆菌门（Acidobacteria）的相对丰度则相应下降；在属水平上，部分潜在降解菌（如芽孢杆菌属 Bacillus）的相对丰度有所增加。以上结果表明，即便在30天的短期暴露下，聚乙烯微塑料仍能对城市绿地土壤细菌群落产生显著扰动，改变群落多样性并重塑其结构组成。本研究为理解城市绿地土壤微塑料污染的早期生态效应提供了实验证据，并为城市土壤微塑料污染的环境风险评估与监测管理提供了科学参考。
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 1 引言
 1.1 微塑料污染现状与环境风险
塑料自20世纪50年代大规模生产以来，凭借其优异的物理化学性能和低廉的生产成本，已成为现代社会不可或缺的基础材料。然而，全球塑料产量的持续增长（年均增长率约8.7%）伴随而来的是日益严重的塑料废弃物污染问题。进入环境的塑料在太阳辐射、机械磨损、风化和人为活动等作用下逐渐破碎分解，形成粒径小于5 mm的微小塑料颗粒，即微塑料（Microplastics, MPs）。微塑料具有粒径小、化学稳定性高、难以自然降解、分布广泛等特点，已在水生、陆地和大气等各类生态系统中被广泛检出。
值得注意的是，陆地生态系统中的微塑料含量据估算可达水生生态系统的4至23倍，土壤已被公认为微塑料的重要储库和热点区域。然而，全球仅有约5%的微塑料研究聚焦于土壤生态系统，土壤微塑料的赋存特征、环境行为及生态效应的研究仍严重滞后。微塑料进入土壤后，可能改变土壤的物理结构、化学性质和微生物代谢过程，进而影响土壤肥力和生态功能，甚至通过食物链传递对人类健康构成潜在威胁。
 1.2 城市绿地作为微塑料“汇”的重要性
城市绿地（包括公园、街边绿地、居住区绿地等）是城市生态系统的重要组成部分，在净化环境、调节微气候、保护生物多样性和为居民提供休闲空间等方面发挥着不可替代的生态服务功能。然而，快速城市化进程加剧了环境压力，导致各类污染物在城市土壤中不断累积。城市绿地土壤作为受人类活动直接影响的环境介质，是微塑料进入城市生态系统的重要“汇”。
已有研究表明，中国城市土壤中普遍存在微塑料污染。对广州市城市绿地土壤的调查显示，微塑料丰度范围为200—7700个/kg，平均为2117±1914个/kg，街边绿地和居住区绿地的微塑料负荷约为公园的2倍以上，不同功能区和植被类型之间呈现显著的异质性分布。对杭州市不同功能区的土壤调查也发现，公共绿地作为高毒性聚合物的汇，其微塑料污染风险不容忽视。这些研究证实了城市绿地土壤中微塑料污染的普遍性和严重性，凸显了开展城市绿地微塑料生态效应研究的紧迫性。
 1.3 土壤微生物对生态功能的指示作用
土壤微生物是土壤生态系统中最为活跃和多样的生物组分，在有机质分解、养分循环、污染物降解和维持土壤结构等方面发挥着关键作用。微生物群落的结构和功能变化能够敏感地反映土壤环境质量的演变，是评估土壤生态系统健康状况的重要指示指标。近年来的研究表明，微塑料污染会对土壤微生物群落产生显著影响。有研究发现，微塑料添加显著改变了细菌和真菌群落的组成和多样性，导致部分微生物类群富集而另一些类群受到抑制。聚乙烯微塑料处理被发现可促进土壤CO₂排放，改变微生物群落结构，并使部分耐降解微生物的平均丰度显著高于对照处理。
与此同时，微塑料表面会形成独特的微生物定殖群落——“塑料际”（plastisphere）。邓文博等的研究揭示，塑料际中的微生物群落网络比土壤本体的网络表现出更低的复杂性和稳定性，以及更低的功能多样性；细菌群落在塑料际网络形成和微塑料降解中的作用大于真菌群落。这些发现表明，微塑料与土壤微生物之间存在着复杂的相互作用关系，亟需深入研究。
 1.4 研究空白与本研究目的
尽管已有较多研究关注微塑料对土壤微生物群落的影响，但现有工作多聚焦于长期暴露（数月甚至数年）或高浓度极端条件下的效应，而关于短期暴露的生态效应研究仍十分有限。短期暴露实验对于揭示微塑料污染的早期响应机制、评估低浓度污染物的生态风险具有重要意义，同时也能为制定及时的预警和管控措施提供科学依据。此外，现有研究大多以农田土壤为研究对象，针对城市绿地土壤这一特殊环境介质的研究相对缺乏。城市绿地土壤往往面临更为复杂的人为干扰、更高的微塑料输入通量以及更特殊的土地利用方式，其微生物群落对微塑料暴露的响应机制可能与农田土壤存在差异。
基于以上研究背景，本研究以典型城市绿地表层土壤为对象，设置不同浓度聚乙烯（PE）微塑料处理，通过为期30天的温室微宇宙培养实验，利用16S rRNA高通量测序技术，系统探究以下科学问题：（1）短期微塑料暴露是否显著改变城市绿地土壤细菌的α多样性和β多样性？（2）不同浓度的微塑料是否对细菌群落结构产生梯度影响？（3）微塑料暴露诱导了哪些关键细菌类群的响应？研究结果将为理解城市绿地微塑料污染的早期生态效应提供实验证据，并为城市土壤微塑料污染的环境风险评估与管理提供科学参考。
 2 材料与方法
 2.1 供试土壤与采样
供试土壤采集于某城市公园绿地，选取未受明显人为干扰且植被覆盖均匀的区域作为采样点。采样前清除地表凋落物及可见杂物，使用不锈钢土钻采集0—20 cm表层土壤，采用五点取样法混合成一个代表样品，装入无菌聚乙烯密封袋中。土样带回实验室后，剔除植物残体和砾石，过2 mm筛，一部分置于4℃冰箱保存用于理化性质分析和微宇宙培养实验，另一部分经自然风干后研磨过筛用于基本理化性质测定。
 2.2 微塑料制备
本研究所用微塑料为聚乙烯（PE）颗粒，粒径范围为100—200 μm，购自某塑料原料公司。使用前将PE微塑料颗粒依次用无水乙醇和去离子水反复清洗3次，以去除表面可能吸附的有机污染物，然后在50℃烘箱中干燥至恒重，密封保存备用。
 2.3 实验设计
实验设置3个处理组：对照组（CK，不添加微塑料）、低浓度处理组（L-MP，添加0.5% w/w PE微塑料）和高浓度处理组（H-MP，添加2% w/w PE微塑料）。每个处理设置5次重复，共计15个微宇宙培养单元。
具体操作步骤为：称取相当于200 g干土的鲜土（根据土壤含水量换算）置于500 mL玻璃烧杯中，按处理设计加入相应量的PE微塑料颗粒，充分混匀后调节土壤含水量至田间持水量的60%。烧杯口覆盖带透气孔的保鲜膜，以减少水分蒸发并保证气体交换。将所有培养单元置于25±1℃的恒温培养箱中暗培养30天，培养期间每3天通过称重法补充去离子水以维持恒定含水量。
 2.4 土壤理化性质测定
培养结束后，采集各处理的新鲜土样用于理化性质分析。土壤pH采用电极法（水土比2.5:1）测定；土壤有机质含量采用重铬酸钾氧化-外加热法测定；土壤铵态氮和硝态氮采用2 mol/L KCl浸提-流动分析仪法测定；土壤有效磷采用NaHCO₃浸提-钼锑抗比色法测定。每个样品重复测定3次，结果以平均值±标准差表示。
 2.5 土壤DNA提取与16S rRNA扩增子测序
取各处理的鲜土样约0.5 g，使用FastDNA® Spin Kit for Soil（MP Biomedicals，美国）按照说明书提取土壤总DNA。提取的DNA经1%琼脂糖凝胶电泳检测完整性，并使用NanoDrop 2000分光光度计检测纯度和浓度。合格的DNA样品保存于-20℃冰箱备用。
采用细菌16S rRNA基因V3-V4区通用引物338F（5‘-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’）和806R（5‘-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’）进行PCR扩增。PCR反应体系（25 μL）包含：2×Phusion High-Fidelity PCR Master Mix 12.5 μL，正反向引物各0.5 μM，模板DNA 10 ng，加ddH₂O补足至25 μL。PCR扩增程序为：98℃预变性1 min；98℃变性10 s，50℃退火30 s，72℃延伸30 s，共30个循环；最后72℃终延伸5 min。PCR产物经2%琼脂糖凝胶电泳检测后，使用AxyPrep DNA Gel Extraction Kit（Axygen，美国）切胶回收纯化。纯化后的产物送至某生物技术公司，采用Illumina NovaSeq 6000平台进行双端测序。
 2.6 生物信息学与统计分析
测序原始数据经质控和过滤后，使用QIIME2软件进行序列去噪、特征表构建和物种注释。参考数据库选用SILVA 138版（https://www.arb-silva.de/）。所有样品按最小测序深度进行抽平处理，以保证后续分析的均一性。
α多样性分析：计算Shannon指数（反映物种多样性）和Chao1指数（反映物种丰富度），采用单因素方差分析（ANOVA）结合Tukey‘s HSD事后检验比较处理组间的差异（p<0.05为差异显著）。β多样性分析：基于Bray-Curtis距离矩阵，通过主坐标分析（Principal Coordinate Analysis，PCoA）可视化各处理组间细菌群落结构的差异，并使用置换多元方差分析（PERMANOVA）检验组间差异的显著性。物种组成分析：统计各样品在门水平和属水平的相对丰度，绘制相对丰度柱状图和热图。差异物种分析：采用LEfSe（Linear discriminant analysis Effect Size）方法（LDA阈值≥2.0）筛选各组间的标志性差异微生物类群。所有统计分析均在R软件（version 4.1.2）中完成。
 3 结果
 3.1 土壤理化性质的变化
培养30天后各处理组土壤的理化性质测定结果如表1所示。总体上，微塑料添加对土壤pH、有机质、铵态氮、硝态氮和有效磷含量均未产生显著影响（p>0.05）。对照组和两个处理组之间的各项理化指标无统计学差异，说明在本实验条件下，微塑料的短期添加尚未引起土壤基本化学性质的明显改变。这一结果使得后续观察到的微生物群落变化能够更直接地归因于微塑料本身的生态效应，而非其诱导的理化环境改变。
表1 各处理组土壤理化性质（平均值±标准差，n=5）
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注：各处理组间无显著差异（p>0.05）。
 3.2 α多样性变化
基于16S rRNA测序数据，本研究对各处理组的细菌α多样性进行了评估。Shannon指数和Chao1指数是反映群落多样性和丰富度的常用指标。结果如图1所示，对照组、低浓度组和高浓度组的Shannon指数分别为6.45±0.23、6.21±0.28和5.87±0.31。高浓度处理组的Shannon指数显著低于对照组（p<0.05），低浓度处理组与对照组之间无显著差异。Chao1指数的变化趋势与Shannon指数基本一致，对照组为1324±89，低浓度组为1287±102，高浓度组为1198±97，高浓度组较对照组下降了约9.5%（p<0.05）。以上结果表明，高浓度的PE微塑料短期暴露即可显著降低土壤细菌群落的物种多样性和丰富度，而这种抑制效应在低浓度下尚未达到显著水平。
 3.3 β多样性变化
为评估微塑料添加对细菌群落整体结构的调控作用，本研究基于Bray-Curtis距离进行了主坐标分析（PCoA）。结果如图2所示，第一主坐标（PCo1）和第二主坐标（PCo2）分别解释了总变异的28.6%和15.3%。对照组样品在PCoA排序图上较为聚集，而低浓度处理组和高浓度处理组样品则明显向PCo1正方向偏移，与对照组呈现出清晰的分离趋势。进一步采用PERMANOVA检验组间差异的显著性，结果表明处理因素对细菌群落结构变异具有显著影响（R²=0.312，p<0.01），且各处理组间的两两比较均达到显著水平（p<0.05）。值得注意的是，低浓度组与高浓度组之间也表现出部分分离，暗示微塑料浓度对细菌群落结构的重塑作用具有剂量依赖性。
 3.4 门水平群落组成变化
为了解微塑料添加对土壤细菌门水平群落组成的影响，本研究统计了各处理组中相对丰度排名前10的细菌门。结果如图3所示，所有处理组中占主导地位的门类主要包括变形菌门（Proteobacteria）、酸杆菌门（Acidobacteria）、放线菌门（Actinobacteria）、绿弯菌门（Chloroflexi）和拟杆菌门（Bacteroidetes），这5个门的相对丰度之和超过总序列数的80%。微塑料处理显著改变了部分门的相对丰度。其中，变形菌门的相对丰度在对照组中为28.4%，在低浓度处理组中上升至32.1%，在高浓度处理组中进一步上升至36.7%，与微塑料浓度呈正相关。相反，酸杆菌门的相对丰度随微塑料浓度的增加而逐渐下降，对照组为20.2%，高浓度组降至15.8%。放线菌门和绿弯菌门在各处理组间未表现出明显的规律性变化。
 3.5 属水平群落组成变化
在属水平上，本研究进一步分析了各处理组的群落组成差异（图4）。对照组中相对丰度较高的优势属主要包括norank_f_Gemmatimonadaceae（5.2%）、norank_f_Acidobacteriaceae（4.8%）、芽孢杆菌属（Bacillus，4.1%）、鞘氨醇单胞菌属（Sphingomonas，3.7%）和假单胞菌属（Pseudomonas，2.9%）等。微塑料处理后，部分潜在降解菌属的相对丰度呈上升趋势，其中芽孢杆菌属的相对丰度在高浓度处理组中上升至6.8%，假单胞菌属上升至4.5%。这些细菌类群被报道具有降解聚乙烯等碳氢聚合物的潜力。相反，一些与寡营养环境适应相关的属（如norank_f_Acidobacteriaceae）的相对丰度在微塑料处理后有所降低。上述结果表明，微塑料的添加在属水平上对细菌群落产生了选择性调控效应，部分能够响应或降解微塑料的类群在胁迫条件下获得了竞争优势。
 3.6 差异物种分析
为进一步识别各组之间的标志性差异物种，本研究采用LEfSe分析（LDA>2.0）进行筛选。结果如图5所示，对照组中显著富集的差异物种主要包括酸杆菌门下的部分未分类类群以及Gemmatimonadaceae科等。低浓度处理组的标志物种包括鞘氨醇单胞菌属（Sphingomonas）和某些黄杆菌目（Flavobacteriales）成员。高浓度处理组中显著富集的标志物种则以芽孢杆菌属（Bacillus）和假单胞菌属（Pseudomonas）为主，这与前述相对丰度的分析结果相互印证。LEfSe分析结果进一步证实了微塑料处理对细菌群落的定向筛选效应，其中高浓度微塑料暴露尤其促进了具有潜在降解能力的细菌类群的富集。
 4 讨论
 4.1 微塑料降低微生物多样性的可能机制
本研究发现，30天的PE微塑料暴露足以引起城市绿地土壤细菌α多样性的显著下降，这一结果与已有文献中的短期暴露研究结论基本一致。费禹凡等对设施农业土壤开展的29天微塑料暴露培养试验也表明，聚乙烯微塑料的添加会一定程度抑制土壤细菌群落丰富度的恢复。那么，微塑料导致微生物多样性降低的机制是什么？
第一，微塑料颗粒的加入可能通过物理机制改变土壤的微环境。微塑料颗粒作为外来惰性物质进入土壤基质后，可能填充土壤孔隙、改变土壤团聚体的形成与稳定性，从而影响土壤的通气性和水分分布，为微生物群落创造异质性的生存条件。在微塑料浓度较高的处理中（2% w/w），这种物理基质的改变可能更为显著，使得部分对微环境敏感的原生微生物类群受到抑制而逐渐退出群落。
第二，微塑料可能释放添加剂造成选择性胁迫。聚乙烯在生产和加工过程中通常会添加增塑剂、抗氧化剂、阻燃剂等各类添加剂。虽然本研究在实验前对PE颗粒进行了清洗，但仍不能完全排除微塑料表面吸附或内部残留添加剂的缓慢释放。已有研究表明，微塑料添加剂对土壤微生物具有潜在的毒性效应，可能导致敏感类群的丰度下降。
第三，微塑料可能成为“选择性生态位”，诱导微生物群落的定向演替。微塑料表面会被微生物迅速定殖形成“塑料际”，邓文博等的研究指出，塑料际中的微生物群落网络比土壤中的网络表现出更低的复杂性和稳定性以及更低的功能多样性。这意味着部分微生物从土壤本体的“自由态”转移到塑料际的“附着态”后，其生态功能可能发生改变，同时土壤本体的微生物多样性也可能因优势类群的转移而相对下降。此外，微塑料的表面化学性质可能对特定微生物类群产生“筛选效应”——塑料际细菌群落的组装过程受到确定性过程的贡献大于真菌群落，表明微塑料对细菌的筛选作用强于对真菌的筛选作用。
 4.2 变形菌门增加与碳降解潜力的关联
本研究观察到的一个显著现象是，随着微塑料浓度的升高，变形菌门（Proteobacteria）的相对丰度显著增加，而酸杆菌门（Acidobacteria）的相对丰度则相应下降。这一门水平上的群落结构变化具有重要的生态学意义。变形菌门是土壤细菌群落中最为多样化和功能丰富的类群之一，包含了大量的有机质降解菌和碳循环相关微生物。已有研究表明，微塑料添加可导致变形菌门丰度的增加，这与微生物对有机碳可利用性增加的响应有关。微塑料本身作为一种高分子聚合物，虽然难以快速降解，但其表面和周围微环境中会富集来自土壤有机质的代谢产物，为部分异养微生物提供了额外的碳源和能源。有研究进一步指出，微塑料附着的关键微生物具有显著高于土壤微生物的有机碳降解能力，使得塑料际成为土壤中有机碳代谢的热点区域。
相比之下，酸杆菌门通常与寡营养环境密切相关，许多酸杆菌门的成员偏好较低的碳可利用性和较为稳定的微环境。微塑料处理带来的环境扰动和有机碳代谢格局的改变，可能不利于酸杆菌门类群的维持和生长，从而导致其相对丰度的下降。本研究中酸杆菌门丰度随微塑料浓度升高而逐渐下降的趋势，与变形菌门的上升趋势形成了此消彼长的对应关系，反映了微塑料暴露诱导的土壤微生物群落从寡营养型向富营养型的演替趋势。
 4.3 潜在降解菌的富集
在属水平上，本研究发现芽孢杆菌属（Bacillus）和假单胞菌属（Pseudomonas）的相对丰度在微塑料处理组中显著上升。这两个属在环境微生物学文献中已被多次报道具有降解多种有机污染物（包括聚乙烯、聚苯乙烯等塑料聚合物）的潜力。例如，有研究发现，塑料际中的细菌群落富集了具有较强有机碳降解能力的类群，其中就包括芽孢杆菌属和假单胞菌属的成员。此外，近期一项关于可生物降解微塑料对土壤细菌群落影响的研究也发现，Bio-MPs显著增加了PBAT/PLA降解相关细菌（包括Ramlibacter、Bradyrhizobium和Microbacterium等）的相对丰度。虽然本研究所用的PE为传统不可降解微塑料，但部分细菌可能通过共代谢等机制利用微塑料表面释放的少量小分子物质（如低聚物、添加剂等），从而在微塑料胁迫下获得竞争优势。这一现象表明，即便在30天的短期暴露内，微塑料已开始对土壤微生物群落产生“功能筛选”作用，这可能预示着微塑料污染对土壤生态功能的长期影响。
 4.4 与更长期研究的对比
值得注意的是，本研究在30天的短期暴露条件下即观察到了显著的微生物群落变化，这与部分文献中报道的更长周期（如90天或数月）的研究结果在趋势上具有一定的可比性。然而，短期暴露和长期暴露的效应在机制和程度上可能存在差异。有长期暴露研究发现，微塑料对土壤微生物群落组成、多样性、网络结构及功能基因表达的影响会随着暴露时间的延长而进一步加剧，并且暴露时间和微塑料类型对这些影响的相对贡献可以通过定量分析加以区分。因此，本研究的短期效应结果可视为长期生态演替的早期信号，但后续的群落演替方向、多样性是否进一步下降、功能基因如何变化等问题，仍有待通过更长周期的追踪实验来阐明。
 4.5 局限性
本研究存在一定的局限性，需要在结果解读和后续研究中加以注意。首先，本研究仅选取了单一类型（聚乙烯）和单一粒径（100—200 μm）的微塑料，而城市绿地土壤中的微塑料实际上是多种聚合物类型、多种粒径和多种形态（如碎片、纤维、薄膜等）的复杂混合物。不同聚合物类型和形态的微塑料对土壤微生物群落的影响可能存在显著差异。其次，本实验所用的聚乙烯颗粒为商业化的原始微塑料，而真实环境中的微塑料通常经历了不同程度的老化过程（如紫外辐照、机械磨损、生物风化等）。老化后的微塑料表面化学性质、疏水性和添加剂释放行为均可能发生改变，其对微生物群落的影响可能与原始微塑料不同。最后，本研究仅关注了细菌群落，未涉及真菌、古菌等其他微生物类群，也未通过宏基因组学等手段探讨功能基因的变化，对微生物功能的全面理解有待进一步深化。后续研究应从聚合物类型多样化、微塑料老化模拟、多界微生物联合分析以及功能基因组学等角度进行系统性拓展。
 5 结论
本研究通过30天的温室微宇宙培养实验，系统评估了聚乙烯微塑料短期暴露对城市绿地土壤细菌多样性和群落结构的影响，得出以下主要结论：
（1）PE微塑料短期暴露（30天）已足以对城市绿地土壤细菌群落产生显著扰动。高浓度处理（2% w/w）使Shannon指数显著降低，Chao1指数亦呈现下降趋势，表明微塑料污染能够抑制土壤细菌的多样性和丰富度。
（2）β多样性分析显示，微塑料处理组与对照组的细菌群落结构明显分离，且不同浓度处理组之间也存在一定差异，说明微塑料对细菌群落结构的重塑作用具有剂量依赖性。
（3）微塑料处理显著改变了细菌群落的物种组成。在门水平上，变形菌门相对丰度随微塑料浓度升高而上升，酸杆菌门则相应下降；在属水平上，部分潜在降解菌（如芽孢杆菌属和假单胞菌属）的相对丰度在微塑料处理组中显著增加，表明微塑料对微生物群落具有选择性筛选作用。
（4）土壤理化性质在30天的暴露期内未发生显著变化，说明观察到的微生物群落变化主要源于微塑料本身的生态效应（如物理基质改变、添加剂释放和选择性生态位的形成），而非其诱导的理化环境改变。
综上所述，微塑料污染即便在短期内也能对城市绿地土壤微生物群落产生显著影响，改变群落多样性并重塑其结构组成。这一发现揭示了城市绿地微塑料污染的早期生态风险，提示城市管理者应将微塑料监测纳入城市土壤健康评估体系，并采取有效措施减少微塑料向城市绿地的输入。
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