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恩诺沙星对土壤微生物群落功能多样性的影响

马W 驿6，!，陈杖榴6，!，曾振灵6

（62 华南农业大学，广东省兽药研制与安全评价重点实验室，广州W 96$:7!；!2 广东海洋大学动物医学系，湛江W 9!7$##）

摘要：为了评价恩诺沙星（DGC0N10U>B?G）对土壤微生物群落的影响，借助 X,)*)+ 检测法比较了不同浓度恩诺沙星影响下的土壤

微生物的群落特征。结果表明，各添加药物组与空白对照组的土壤微生物群落代谢多样性差异显著（! Y $2 $9），空白对照组土

壤微生物在 X,)*)+ 微平板上的平均每孔颜色变化率（%Z&T）和微生物代谢多样性指数（丰富度和多样性）显著高于添加药物

组；药物显著影响微生物群落对 X,)*)+ 微平板中碳源的利用能力，较低浓度的恩诺沙星（$2 $6 !4 [ 4）就显著影响了土壤微生

物群落对 "8\DI0O3I@C?B %B?H、*8SJDG@1>1>G?GD、68(C@IJC?I01、T8]@10ED 等碳源的利用代谢能力（! Y $2 $9），且土壤微生物群落利用

各类碳源的能力随药物浓度加大而降低。由此可见，恩诺沙星在土壤中残留时对土壤微生物的影响不容忽视。

关键词：恩诺沙星；土壤微生物群落；功能多样性；X,)*)+ 检测法
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恩诺沙星（/.0)1*)2-(,.）作为动物专用抗菌药，已广泛用于动物感染性疾病的治疗［3 4 5］。动物摄入后，不

仅会在畜禽产品中残留，并且药物将以原形化合物和代谢产物的方式经粪、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，最终将影响人类的健康［6，7］，恩

诺沙星对植物和土壤微生物等的影响已有报道［8，9］。土壤微生物是土壤生态系统的重要组成部分，在有机质

分解、养分循环和植物养分利用过程中发挥着关键的作用［:，;］，近年来，运用不同方法对土壤微生物多样性进

行的研究已越来越多［3< 4 38］。土壤微生物多样性主要包括物种多样性、基因多样性和功能多样性，以 =>?@?A
微孔板碳源利用为基础的定量分析为描述微生物群落功能多样性提供了一种更为简单、更为快速的方

法［39 4 3;］，土壤微生物对 =>?@?A 微平板中各类碳源的利用情况的差异反应了土壤中微生物群落代谢功能的

不同，此方法已广泛应用于评价土壤微生物群落的功能多样性［35 4 38］。本文通过研究恩诺沙星对土壤微生物

群落功能多样性的影响，评价其带来的后遗作用，为兽药的安全使用、环境监测与保护提供依据。

!" 材料与方法

!& !" 材料

（3）土壤B 采自北京某建筑工地 7< 4 3<<(C 土层的均质土壤，色深，质细。

（D）药物B 恩诺沙星（;:& 7E），浙江国邦兽药有限公司，批号：<7<:D3FD。

（5）仪器 G,(0)H"-",). HIH"’C，美国 =>?@?A 公司；=>?@?A /()J*-"’ 微平板，美国 =>?@?A 公司。

!& #" 研究方法

!& #& !" 土壤处理

新鲜土样过 6CC 筛后于室温下放置 5 K，待微生物活化后，按每 5 L+ 鲜土 7< C* 恩诺沙星溶液的比例混

匀，加入不同浓度的恩诺沙星溶液后使土壤中药物含量分别为!组 <"+ $ +、#组 <& <3 "+ $ +、$组 <& 3 "+ $ +、%
组 3 "+ $ +、&组 3< "+ $ +、’组 3<< "+ $ +，倒入 7 @ 的塑料桶中（5L+ 鲜土 $ 桶），每处理设 5 次重复。将土壤含

水量调至饱和持水量的 6<E，并用湿布盖于土表，置于室温（D< 4 D7M）下培养。

!& #& #" 土壤微生物群落功能多样性的测定

土壤微生物群落功能多样性应用 =>?@?A 方法［D<］，取加药后 5K 的土壤 3< +，加 ;< C* 灭菌生理盐水

（<N :7E）在摇床上振荡 5< C,.，然后将土壤样品稀释至 3< O5倍，再从中取 37< "* 该悬浮液接种到 =>?@?A 微

平板中的每一个孔中，最后将接种好的板置于 D7 M 的恒温培养箱中培养，每隔 D6! 在波长为 7;< .C 的

=>?@?A 读数器上读数。

平均每孔颜色变化率（PQRS）计算方法如下［D3］：PQRS T"（! O "）# $，式中 ! 为每个有培养基孔的光

密度值，" 为对照孔的光密度值，$ 为培养基数据，/()J*-"’ 板 $ 值为 53。丰富度指数指被利用的碳源的总数

目，为每 53 孔中 ! O " 的值大于 <& D7 的孔数［DD］，多样性指数采用 U!-..).FQ,’.’0 指数（%&）：%& T O"（’( V
*.’(），’(为有培养基的孔与对照孔的光密度值差与整板总差的比值，即 ’( T （! O "）#"（! O "）。

本试验采用 =>?@?A 微平板培养 9D! 的数据，来比较土壤微生物群落功能多样性，统计分析 采 用

UJUU3<& < 在计算机上进行。

#" 结果与分析

#& !" 平均每孔颜色变化率（PQRS）

土壤微生物在 =>?@?A 微平板上的 PQRS 是反映土壤微生物活性，即利用碳源能力的一个重要指标［D5］。

由图 3 可见，微生物活性随培养时间延长而提高，各组土壤微生物利用碳源能力顺序为：!组 W#组 W$组 W
%组 W&组 W’组。微生物在 =>?@?A 微平板上培养至 9D! 各添加药物组 PQRS 比对照组降低的百分率分

别为：#组 7& 7:E、$组 38& 3<E、%组 3:& D8E、&组 D:& ;9E、’组 83& :DE。说明恩诺沙星影响土壤微生物

碳源利用能力，且随土壤中药物浓度的增加而影响加大。

#& #" 土壤微生物群落代谢功能主成分分析

53 种碳源的测定结果形成了描述微生物群落代谢特征的多元向量，不易直观比较，因此应用主成分分析
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来分析土壤微生物对 !"#$#% 微平板上 &’ 种碳源的利用情况。采用土壤微生物在 !"#$#% 微平板上培养至

()* 的读数进行分析，可以提供药物影响土壤微生物群落的部分信息。土壤微生物利用碳源类型的主成分分

析（图 )）中，) 个主成分因子的特征值之和达到总方差的 +,- ./0，其中主成分 ’ 的特征值达到总方差的

1,2 3.0。主成分得分系数的方差分析表明：主成分 ’（45’）得分系数差异显著（!+，’) 6 ,)- 31(，" 7 .- ..’），

表明 3 个组的微生物群落代谢多样性差异显著，这种差异主要表现在：除了 .- ’ !8 9 8 和 ’ !8 9 8 两组之间差异

不显著外，其它各组相互之间的差异均达到显著水平；主成分 )（45)）得分系数差异不显著（!+，’) 6 )- /,’，

" : .2 .+），因此在主成分 ) 上各组之间差异性未达到显著水平。主成分 ’ 与各种碳源的相关系数列于表 ’，

与主成分 ’ 相关性达显著水平（" 7 .- .+）的碳源有 )+ 种，说明有 )+ 种碳使 3 个组的土壤微生物群落代谢多

样性在主成分 ’ 上差异显著。

图 ’; 不同土壤平均颜色变化率

; <=8- ’ ; >?@AB8@ C@DD EFDFGA H@?@DFIJ@KL （>M5N） =K OF=D PAFJ

H=PP@A@KL LA@BLJ@KLO

图 ); 不同土壤微生物群落主成分分析

; <=8- ) ; 4A=KE=IBD EFJIFK@KLO BKBDQO=O FK OF=D J=EAFR=BD EFJJGK=L=@O

PAFJ H=PP@A@KL LA@BLJ@KLO

!- "# 土壤微生物群落对各种碳源的代谢强度

土壤微生物群落代谢功能主成分分析反映了群落总体的变化，但未能反映微生物群落代谢的详细信

息［)1］。研究土壤微生物对不同碳源利用能力的差异，有助于更全面了解微生物群落代谢功能特征。!=FDF8
实验结果（>M5N 值）显示出添加不同浓度恩诺沙星的土壤微生物群落对不同碳源的代谢强度的差异性（图

&），空白对照组土壤的微生物群落对大多数碳源的代谢能力显著高于添加药物组土壤微生物群落。加药组

土壤微生物碳源利用代谢功能与空白对照组相比，差异显著（" 7 .- .+）的碳源分别为："组 1 种；#组 ’. 种；

$组 3 种；%组 ’3 种；&组 )( 种。说明恩诺沙星影响土壤微生物对部分碳源利用代谢功能，药物含量从 .2 .’
!8 9 8 至 ’.. !8 9 8 都显著影响土壤微生物对 ’ST@LFRGLQA=E >E=H、$S4*@KQDBDBK=K@、’SUAQL*A=LFD、NSVQDFO@ 的代谢功

能，随药物浓度的增加而受影响的碳源种类增多，微生物对碳源利用能力降低；恩诺沙星含量为 ’.. !8 9 8时，土

壤 微 生 物 对 (SW@L*QDSNS%DGEFO=H@、$S>OIBAB8=K@、XC@@K/.、NSWBKK=LFD、$SY@A=K@、$SX*A@FK=K@、%DQEF8@K、NS
5@DDFR=OF@、%DGEFO@S’S4*FOI*BL@、NSWBD=E >E=H 等物质的代谢能力极显著低于空白对照组的土壤微生物（" 7
.2 ..’）。

!- $# 土壤微生物群落代谢多样性

培养基丰富度指数和多样性指数表明的是土壤微生物群落利用碳源类型的多与少，即功能多样性。土壤

微生物群落代谢功能丰富度指数和多样性指数与药物浓度的变化见表 )，空白对照组的丰富度指数和多样性

指数均为最大，添加恩诺沙星组的丰富度指数和多样性指数均随药物浓度增大而变小。空白对照组的丰富度

).1& ; 生; 态; 学; 报; ; ; )( 卷;
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表 !" 微生物利用碳源与 #$! 的相关性分析

%&’() !" $*++)(&,-*. &.&(/0-0 *1 2-11)+)., 3&+’*. 4-,5 #$!

碳源名称 /-01). ! 碳源名称 /-01). !

2 !3甲基343糖化物（!35’"!6*3437*8()9,:’） ;& <2<!! 2=
>3乙酰基 43葡萄胺

（>3?(’"6*3437*8()9-@,.’）
;& ==2!!

A
43乳腺酸3"3内脂

（43+-*-(").,( ?(,:3"3B-(").’）
;& C;D!! 2C "3羧基丁酸

（"3E6:0)F618"60,( ?(,:）
;& GDC!!

H B3精氨酸（B3?0+,.,.’） ;& =CA!! 2< B3苏氨酸（B3I!0’).,.’） ;& =JD!!

D
甲基丙酮酸

（K608L,( ?(,: 5’"!6* M9"’0）
N ;& 2CD A; 肝糖（7*6()+’.） ;& CGA!!

J 43木糖醇（43O6*)9’） ;& DH= A2 43葡萄胺酸（437*8()9-@,.,( ?(,:） ;& C22!!

G 43乳腺酸（437-*-("80).,( ?(,:） N ;& 2<< AA 甲叉丁二酸（P"-().,( ?(,:） ;& =A2!!

= B3天冬酰胺酸（B3?9#-0-+,.’） ;& CAG!! AH
氨基乙酰 B3谷氨酸

（7*6(6*3B37*8"-@,( ?(,:）
N ;& 2JC

C 吐温 D; （I%’’. D;） ;& =;J!! AD 43纤维糖（43/’**)1,9)’） ;& <2=!!

< 23赤藻糖醇（23M06"!0,")*） ;& JJG! AJ
葡萄糖323磷酸盐

（7*8()9’323K!)9#!-"’）
;& CC;!!

2;
A3羧基安息香酸

（A3E6:0)F6 Q’.R),( ?(,:）
;& DC;! AG #3酮络酸（#3S’")18"60,( ?(,:） ;& DGD

22 B3苯基丙氨酸（B3K!’.6*-*-.,.’） ;& H<C A= 苯乙胺（K!’.6*’"!6*3?@,.’） ;& =;G!!

2A 吐温 C; （I%’’.C;） ;& CJ;!! AC #343内脂（#343B-(")9’） ;& J==!

2H 43甘露醇（435-..,")*） ;& <;2!! A<
4，B3#3甘油磷酸盐

（4，B3#37*6(’0)* K!)9#!-"’）
;& J2H!

2D
D3羟基安息酸

（D3E6:0)F6 Q’.R),( ?(,:）
;& G=<!! H; 43苹果酸（435-*,( ?(,:） ;& C=J!!

2J B3丝氨酸（B3T’0,.’） ;& C<H!! H2 腐胺（K8"0’9(,.’） ;& CJH!!

2G #3环式糊精（#3/6(*):’F"0,.） ;& GA=!!

U U ! 为相关系数；!示相关性达显著水平（" V ;& ;J）；!!示相关性达极显著水平（" V ;& ;2）U ! ,9 ()00’*-",). ()’WW,(,’."9；!" V ;& ;J，!!" V

;& ;2；下同 "!’ 9-@’ 1’*)%

表 6" 被利用培养基丰富度和多样性指数

" " %&’() 6 " 7-35.)00 &.2 2-8)+0-,/ *1 9,-(-:)2 09’0,+&,)0 1*+ )&35

,+)&,;).,"

组别

70)8#
药物含量

（$+ $ +）

丰富度指数

X,(!.’99
多样性指数

4,L’09,"6

% ; A=& ;; Y 2& ;; - H& AA Y ;& ;J -

& ;& ;2 AH& G= Y ;& JC 1 H& 2C Y ;& ;A -1

’ ;& 2 AH& G= Y ;& JC 1 H& 2D Y ;& ;D 1(

( 2 AA& HH Y ;& JC 1( H& 2H Y ;& ;H 1(
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指数和其它各组比较差异显著；&、’组的丰富度指

数与(组差异不显著，与)、*组差异显著；(组与)
组差异不显著，与*组差异显著；*组的丰富度指数

和其它各组比较差异显著。空白对照组的多样性指

数除了与&组差异不显著外，与其它各组差异显著；

&组与’、(组差异不显著，与)、*组差异显著；’、

(、)组差异不显著；*组的多样性指数和其它各组

比较差异显著。说明土壤中药物含量相对较低也能

降低土壤微生物的丰富度（;& ;2 $+ $ +）和多样性（;Z 2
$+ $ +），但药物含量较低（;& ;2 [ 2 $+ $ +）时影响基本

一致（相互之间差异不显著），药物含量为 2 $+ $ +、2;
$+ $ + 时影响加大（与低浓度组的差异显著），药物含

量最高组（2;; $+ $ +）土壤微生物的丰富度和多样性

最小，与其它各组差异显著。

<" 讨论

恩诺沙星是的一种广谱高效的抗微生物药物，其作用机理是选择性地抑制细菌的 4>? 回旋酶（4>? 拓

扑异构酶&），使 4>? 无法复制，对部分真菌和放线菌也有抑制作用。该药物经动物排泄物进入土壤环境后，

对土壤微生物具有广泛的效应，对土壤微生物种群的数量和功能都会造成一定的影响［=］。
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图 !" 用药后第 ! 天土壤微生物群落对 !# 种碳源的代谢强度

$%&’ !" ()*+,-.%/ +,%.%*0 -1 2-%. 3%/4-,%+. /-3356%*%)2 *- !# 2-.)7/+4,-672-54/) +1*)4 *4)+*3)6* 1-4 ! 8+02

9：:!& ; &；<：:’ :#!& ; &；=：:’ #!& ; &；>：#!& ; &；?：#:!& ; &；$：#::!& ; & ，!! @ :’ :A，!!! @ :’ :#，!!!! @ :’ ::#；!# 种碳底物名称

见表 #" !# B%682 -1 /+4,-6 2-54/)2 C)4) .%2*)8 %6 D+,.) #

本研究结果表明恩诺沙星影响土壤微生物群落代谢功能多样性，且随着药物含量的增高而影响加大。首

先，<EFGFH 微平板平均每孔颜色变化率（9I=>）的结果显示，添加药物组的 9I=> 均低于对照组，且"组 J

#组 J$组 J%组 J&组 J’组，9I=> 是反映土壤微生物利用碳源能力的一个重要指标，说明在恩诺沙星
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!""#：$ $ %%%& ’()*)+,(-& (.

的作用下，土壤微生物利用碳源的能力降低，且药物浓度愈大土壤微生物利用碳源的能力愈低；其次，碳源利

用类型的主成分分析结果表明，当恩诺沙星含量大于或等于 /& /0!+ $ + 时，土壤微生物群落代谢多样性与空白

对照组差异性显著，低浓度药物组与高浓度药物组差异显著，说明药物含量越高对土壤微生物群落碳源利用

类型多样性的影响越大；第三，恩诺沙星影响土壤微生物对单一碳源的代谢功能，且药物含量的高低与受影响

的碳源种类的多少呈正比；第四，培养基丰富度指数和多样性指数结果表明，药物浓度大于或等于 /& 0!+ $ + 显

著降低土壤微生物的丰富度和多样性，药物浓度越高，土壤微生物的丰富度和多样性就越低。

土壤微生物在土壤生态系统的物质转化和能量流动中起重要作用，土壤微生物既是土壤养分循环过程的

动力和进入土壤有机质的“转化者”，又是土壤能量和养分（特别是 1、2、3、4 等元素）内循环的“源”和

“库”［56］，可见土壤微生物活性和功能是土壤肥力的一个重要指标。恩诺沙星残留于土壤后，使土壤微生物

利用碳源的能力及功能多样性降低，则会降低土壤肥力，将对农业生产产生不利影响。
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