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封面图说: 雄视———中国的金丝猴有川、黔、滇金丝猴三种,此外还有越南和缅甸金丝猴两种。 金丝猴是典型的森林树栖动物,常
年栖息于海拔 1500—3300m 的亚热带山地、亚高山针叶林,针阔叶混交林,常绿落叶阔叶混交林中,随着季节的变化,
只在栖息的生境中作垂直移动。 川金丝猴身上长着柔软的金色长毛,十分漂亮。 个体大、嘴角处有瘤状突起的是雄性
金丝猴的特征。 川金丝猴只分布在中国的四川、甘肃、陕西和湖北省。 属国家一级重点保护、CITES 附录一物种。

彩图提供: 陈建伟教授摇 国家林业局摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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土霉素暴露对小麦根际抗生素抗性细菌
及土壤酶活性的影响

张摇 昊,张利兰,王摇 佳,朱孔方,王洪涛,杨清香*

(河南师范大学 生命科学学院,黄淮水环境与污染防治省部共建教育部重点实验室,新乡摇 453007)

摘要:通过培养的方法研究了土霉素暴露和小麦根际抗性细菌的数量、种类、分布特征及土壤酶活性之间的剂量效应关系。 结

果表明,土霉素暴露下小麦根际单一抗生素抗性细菌数量和抗土霉素鄄链霉素双重抗性细菌数都明显增加,且与暴露剂量呈正

效应关系;同时,土壤磷酸酶、脱氢酶活性下降,但与土霉素的剂量效应关系不明显。 从土霉素暴露的土壤中分离到 50 株抗性

细菌,经形态观察、 RFLP 分组和 16S rDNA 序列测定与分析,将它们聚集在 Actinobacteria、 Bacilli、 Alphaproteobacteria、
Gammaproteobacteria 和 Sphingobacteria 类群。 其中放线菌最多(15 株),占抗性菌总数的 30% ;其次是 Bacillus 属细菌(9 株)和
Pseudomonas 属细菌 ( 8 株), 分别占 18% 和 16% 。 同 时, 具 有 抗 性 的 人 类 机 会 致 病 菌 Pseudomonas、 Sphingomonas 和

Stenotrophomonas 属细菌在土霉素暴露的样品中均被分离到,分别占抗性菌株总数的 16% 、8%和 4% 。 值得注意的是,随着土霉

素暴露剂量的增加,小麦根际优势促生菌 Bacillus 属细菌的抗性检出率逐步降低;但具有抗生素抗性的人类机会致病菌

Pseudomonas、Sphingomonas 和 Stenotrophomonas 属细菌的检出率却明显增加,提示可能会进一步增大其机会致病性。
关键词:小麦;根际;抗生素;抗性细菌;土霉素;土壤酶

Influence of oxytetracycline exposure on antibiotic resistant bacteria and enzyme
activities in wheat rhizosphere soil
ZHANG Hao, ZHANG Lilan, WANG Jia, ZHU Kongfang, WANG Hongtao, YANG Qingxiang*

College of Life Sciences, Key Laboratory for Yellow River and Huai River Water Environment and Pollution Control, Ministry of Education, Henan Normal

University, Xinxiang 453007, China

Abstract: Oxytetracycline is a tetracycline that is widely used to treat animals during poultry farming in China.
Approximately 25% to 90% of antibiotics administered to animals are subsequently excreted, after which they enter the soil
as manure. Due to the persistence and accumulation of such antibiotics in soil, oxytetracycline pollution may lead to a series
of changes in soil microbial concentrations, microbial species, microbial antibiotic resistance, microbial community
structure, and soil enzyme activities. In this study, relationships between antibiotic exposure dosages and the
concentrations, species and distribution characteristics of antibiotic resistant bacteria and the activities of soil enzymes in
wheat rhizosphere soil were investigated. To accomplish this, isolation and liquid cultivation methods were employed in the
presence of different exposure dosages of oxytetracycline. Exposure to various concentrations of oxytetracycline resulted in a
significant increase in the concentrations of oxytetracycline resistant bacteria to one to three times that of control samples that
were not exposed to antibiotics. Exposure also led to an increase in the concentration of oxytertracycline鄄streptomycine
double resistant bacteria to one to two times that of control samples that were not exposed to antibiotics. Additionally, the
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majority of double resistant bacteria (60%—80% ) were colored bacteria. As the microbial community structures changed
in response to oxytetracycline exposure, the activities of some soil enzymes such as alkaline phosphatase, acidic phosphatase
and dehydrogenase in the wheat rhizosphere decreased; however, there was no clear relationship between the change in
enzymes and oxytetracycline dose. A total of 50 strains of dominant antibiotic resistant bacteria were isolated from wheat
rhizosphere soil samples treated with different doses of oxytetracycline. These bacteria were assigned to five groups,
Actinobacteria, Bacilli, Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria and Sphingobacteria, based on morphological
observations, RFLP grouping and their full length 16S rRNA gene sequences. Among them, Actinobacteria (15 strains)
was the most commonly observed genus, accounting for 30% of the total antibiotic resistant isolates. This was followed by
Bacillus sp. (9 strains) and Pseudomonas sp. (8 strains), which accounted for 18% and 16% of the total antibiotic
resistant isolates, respectively. Additionally, several important human opportunistic pathogenic bacteria with antibiotic
resistance were frequently isolated from antibiotic treated soil, including Pseudomonas sp. , Sphingomonas sp. and
Stenotrophomonas sp. , which accounted for 16% , 8% and 4% of the total resistant isolates, respectively. Moreover, the
dominant bacteria with antibiotic resistance in the wheat rhizosphere were Bacillus sp. . These organisms were generally
isolated from samples of soil that had been treated with low doses of oxytetracycline (0, 100 滋g / L), while very few were
isolated from samples of soil that had been treated with 2000 滋g / L. Taken together, these findings suggest that exposure to
high concentrations of antibiotics would inhibit the wheat growth-promoting bacteria in the rhizosphere, thereby indirectly
inhibiting the growth of wheat. Conversely, human opportunistic pathogenic bacteria with antibiotic resistance
(Pseudomonas sp. , Sphingomonas sp. and Stenotrophomonas sp. ) were generally isolated from soil samples treated with
high doses of oxytetracycline exposure (2000 滋g / L) . These antibiotic resistant opportunistic pathogenic bacteria and their
antibiotic resistant genes pose a risk because they have the potential to spread within plants and humans.

Key Words: wheat; rhizosphere; antibiotics; resistant bacteria; oxytetracycline; soil enzyme

自 20 世纪 50 年代,金霉素、土霉素、四环素相继从链霉菌发酵液中分离得到后,由于其广泛的抗菌谱和

相对低廉的价格,使之不仅在医药行业,尤其在养殖业中作为兽药和饲料添加剂在禽畜疾病防治及生长促进

中发挥了重要作用[1]。 据报道,2003 年我国仅土霉素产量就达到 104 t,占世界总产量的 65% [2]。 调查发现,
畜禽用抗生素一般有 25%—90%以原药形式随动物粪尿排出,进而通过粪肥进入土壤并长期持留[3]。 在施

用动物粪肥的 0—40 cm 土层中,土霉素和金霉素含量高达 32. 3 mg / kg 和 26. 4 mg / kg[4]。 虽然目前检测到的

土壤抗生素残留平均多在 滋g / kg 级[5鄄6],但由于土霉素、四环素类抗生素与土壤或底泥的亲和力强、迁移性差

而在环境中具有较长的持留性[7],如此长期持续暴露,对土壤微生物抗药性的产生、土壤活性的影响、以及通

过食物链对高营养级生物的毒性效应值得关注。
土壤微生物和酶是土壤生化特性的重要组成部分,在营养物质转化、有机质分解等方面发挥着重要作

用[8]。 尤其在植物的根际,由于存在高浓度的植物代谢产物,是土壤微生物生长、繁殖和代谢特别旺盛的区

域,微生物数量大、活性强[9]。 同时,根际细菌还被认为是生存在健康植物内部的植物内生菌的主要来源[10]。
因此,由动物粪肥中的抗生素残留诱导产生的抗生素抗性细菌很有可能从根际进入植株内部进行传播,进而

通过食物链进入人体,导致人抗药性的产生。 此外,Berg 等[11] 还认为,植物根际是人类机会致病菌的重要储

存库,例如 Burkholderia,Pseudomonas,Ralstonia,Staphylococcus 和 Stenotrophomonas 属的多种细菌都可以进入植

物和人类寄主间的相互作用系统,在植物根际和人类器官或组织中发挥相同的定植作用。 毋庸置疑,一旦此

类细菌产生了抗生素抗性,对人类健康将会造成巨大威胁。
目前,针对兽药用抗生素的污染现状,研究热点多集中在环境中抗生素的残留及微生物的降解行为方面,

至于抗生素对环境微生态结构、微生物抗性产生的影响的报道还很少。 由于我国是世界上最大的小麦生产和

消费国[12],且小麦播种前常以粪肥肥田,由此导致抗生素残留长期反复进入农田,造成的环境效应不容忽视。
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我课题组前期研究中报道了土霉素对小麦根际微生物群落结构的影响,发现土霉素暴露对根际优势微生物的

生长有明显抑制作用[13]。 本研究进一步探讨了土霉素暴露剂量与小麦根际抗性细菌数及土壤酶活性之间的

剂量效应关系,并利用分子生物学手段分析了小麦根际抗性细菌的组成、分布等特点。
1摇 材料与方法

1. 1摇 样品采集

土壤样品采集于从未施用过禽畜粪肥的河南师范大学小麦试验田,小麦植株处于孕穗期。 按 5 点取样法

采样,刮取小麦根系附着的土壤、混匀,即得小麦根际土壤样品。
1. 2摇 土霉素与小麦根际抗性细菌数量的剂量效应关系

称取 5 g 新鲜土样添加到装有 100 mL 无菌生理盐水的三角瓶中,制成土壤悬液。 向其中适量添加土霉

素,使其终浓度分别为 0、100 滋g / L 和 2000 滋g / L,每个浓度 3 个平行,30益、150 r / min 振荡培养。 在培养的第

5、10、20、30 天取样,稀释涂布牛肉膏蛋白胨平板,分别计数细菌总数和土霉素抗性细菌数。 抗性细菌计数的

培养基中含有 20 滋g / mL 土霉素。
1. 3摇 土霉素与双重抗性细菌的剂量效应关系

挑取 1. 2 中来源于不同样品的土霉素抗性菌落,分别对应点接到含链霉素 20 滋g / mL 的新鲜牛肉膏蛋白

胨平板上培养,分离双重抗性细菌,并记录抗性菌的菌落特征。
1. 4摇 抗性细菌的鉴定

抗性细菌的革兰氏染色、芽孢染色、显微镜观察等参照沈萍[14] 方法。 分子生物学鉴定分两部分进行,首
先提取菌株总 DNA, 然后利用细菌通用引物 27F ( 5忆鄄AGAGTTTGATCCTGGCTCAG鄄3忆) 和 1492R ( 5忆鄄
GGTTACCTTGTTACGACTT鄄3忆)按常规方法进行 16S rDNA 片段扩增[15]。

PCR 产物根据 Kim[16]方法进行 RFLP 分析。 选用两种限制性内切酶 Msp玉和 Hha玉,20 滋L 体系,37益水

浴反应 60 min。 酶切产物用 3%琼脂糖凝胶、120 V 电压电泳 60 min,染色后在 Bio鄄Rad 凝胶成像系统中观察,
根据酶切图谱对所有菌株进行 RFLP 分组。 依据 RFLP 分组结果和菌株的生理生化特征,从各组选择 1 株菌

进行 16S rDNA 全序列测定(由上海生工生物工程技术服务有限公司完成)。 测序结果提交 Genbank 获得序

列号并通过 BLAST 比对(http : / / www. ncbi. nlm. nih. gov / BLAST),利用 MEGA4. 1 软件构建细菌的系统进化

树,确定各菌株的分类地位。
1. 5摇 土霉素与小麦根际土壤酶活性的剂量效应关系

在 1. 2 的培养体系中,定期于培养第 5、10、20、30 天取样,测定土壤磷酸酶和脱氢酶活性。 测定方法参见

杨清香文献[13]。
2摇 结果与讨论

2. 1摇 土霉素与小麦根际抗性细菌数量的剂量效应关系

依材料与方法所述,定期对不同剂量土霉素暴露下的土壤样品中可培养细菌总数及土霉素抗性细菌数进

行了统计。 结果表明,无论是否添加土霉素,样品中可培养细菌总数都在 0. 58伊108—1. 16伊108 cfu / g 之间波

动。 由于土壤被制成了悬液,因此该计数结果与已报道的小麦根际可培养细菌总数相比略有下降[13]。 而土

霉素抗性细菌的计数结果见图 1。
由图 1 可见,未经土霉素处理的土样中也含有 3伊106—6伊106 cfu / g 的抗性细菌,说明环境中的土霉素抗

性菌是自然存在的,但其数量明显少于土霉素暴露环境中存在的抗性菌数。 其中,培养 5 d 时,抗生素暴露与

否和抗性菌数并无明显剂量效应关系;处理 10 d 时,抗生素暴露下的抗性细菌数比无抗生素的对照组明显增

加了 1 倍以上,且暴露剂量越高,抗性菌数越多,二者之间的剂量效应关系明显;第 20 天时,100 滋g / L 土霉素

暴露的样品中抗性菌数趋于稳定,而 2000 滋g / L 土霉素暴露下的抗性菌数仍继续增加至峰值 1. 84伊107 cfu / g;
随着暴露时间延长至 30 d,抗性菌数明显下降,100 滋g / L 土霉素暴露下的抗性菌数与对照组基本持平,这可

能与土壤中所加入的土霉素被降解、含量下降有关。
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图 1摇 不同剂量土霉素暴露下小麦根际土霉素抗性细菌数量

摇 Fig. 1摇 Number of antibiotic resistant bacteria in wheat

rhizosphere under various dosages of oxytetracycline

Blanck 的群落诱导抗性(Pollution鄄Induced Community
Tolerance,PICT)理论[17] 认为,土壤微生物群落为了在

抗生素等污染环境中继续生存,会通过生理生化与遗传

特征的改变或以抗性类群代替敏感性类群的方式,使整

个群落抗性产生并不断提高。 Schmitt 等[18] 在对不同

浓度磺胺氯哒嗪对土壤微生物群落的抗性诱导效应研

究中也发现:与对照相比,药品浓度升至 7. 3 mg / kg 时

土壤微生物群落的抗性增长了 10% 。 本研究中,土霉

素暴露下的小麦根际抗性细菌数明显增加,且与暴露剂

量呈正效应关系。 同时,抗性细菌的增加并不是短时间

内的快速增长,而是在 20 多天时达到峰值。 分析其原

因是由于土霉素分子既可通过—OH 和— 詤詤C O等功能

基团与土壤中的带正电荷胶体作用,也可通过—CONH2

基团与土壤中带负电荷的胶体作用[19],因而与土壤表现出较好的亲和力,药效持留性增强。 抗性细菌虽能适

应这样的环境,但由于土壤中的营养等因素却导致其生长缓慢。 而随着培养时间的延长,抗性菌数明显回落,
可能是营养物质耗尽以及长时间处理伴随抗生素的降解使其含量下降,使某些抗性菌由于生存环境的改变而

逐步丧失了抗性,因此在后续研究中有必要关注土霉素随培养时间延长的持留性问题。
2. 2摇 土霉素与小麦根际双重抗性细菌数量的剂量效应关系

挑取 1. 2 中含土霉素平板上的典型抗性菌落,逐一点接到含链霉素 20 滋g / mL 的新鲜牛肉膏蛋白胨平板

上培养,计数抗土霉素鄄链霉素的双重抗性细菌。 双重抗性菌与土霉素抗性菌的比例关系见图 2。

摇 图 2摇 不同剂量土霉素暴露下小麦根际双重抗性细菌与土霉素抗

性细菌的比例

Fig. 2 摇 Proportion of double resistant bacteria to oxytetracycline

resistant bacteria in wheat rhizosphere under various dosages

of oxytetracycline

由图可知,25%—69%的土霉素抗性菌同时具有抗

链霉素的双重抗性。 其中,培养 5 d 的样品中即检测到

明显的双重抗性菌,其比例随土霉素暴露剂量的升高明

显增加至接近 70% (2000 滋g / L 土霉素暴露),土霉素暴

露剂量与双重抗性菌数呈明显的正剂量效应关系。 随

后,双重抗性菌的数量变化没有明显的规律性。 同时研

究发现,双抗细菌中有色菌比例高达 60%—80% ,最多

的是黄色菌落,其次为粉红色和棕色。 这与本课题组以

前报道的水生环境下抗生素双重抗性细菌中有色菌检

出比例明显较高的结论相一致[20]。 细菌细胞的黄色和

红色主要由细胞所含的类胡萝卜素所致,Hermansson
等[21]研究也发现,有色细菌比无色细菌更具有多种抗

药性,而细菌的抗生素抗性与类胡萝卜素的积累呈明显

正相关性。
2. 3摇 抗性细菌的鉴定

经土霉素、链霉素双重抗性平板筛选后,依据抗性菌落形态的差异,从小麦根际土壤中共分离出 50 株抗

性细菌,各菌株的形态特征、革兰氏染色、芽孢染色结果等详见表 1。 其中 G-菌 22 株,G+菌 29 株;杆菌 22 株,
球菌 21 株,放线菌 8 株。 菌落呈黄色的 11 株,粉红色的 4 株。 如前所述,色素与细菌抗性之间存在着密切联

系,尤其类胡萝卜素的积累,利于细菌抵抗不利的环境因素。 另外,检测到有质粒的菌株 30 株,占总菌数的

59% ,而质粒与耐药基因间也存在着紧密联系。 例如已知的细菌对四环素类抗生素的耐药机制中,一类重要

的耐药方式就是由菌体外输泵基因编码外输泵蛋白将抗生素泵出胞外,降低胞内药物浓度来保护核糖体,从
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表 1摇 小麦根际 50 株土霉素鄄链霉素抗性菌的特征

Table 1摇 Properties of 50 strains oxytetracycline鄄streptomycin resistant bacteria isolated from wheat rhizosphere

编号
Number

菌株
Strain

细胞形态
Cell shape

菌落颜色
Colony color

革兰氏染色
Gram stain

芽孢染色
Spore stain

质粒
Plasmid

RFLP 分组
Group of RFLP

1 0鄄1 短杆状 白色 B
2 0鄄2 杆状 乳白色 + + + F 二

3 0鄄3 丝状 白色 + J
4 0鄄4 球状 白色 + A
5 0鄄5 球状 黄色 + H 二

6 0鄄6 杆状 白色 + + + F 三

7 0鄄7 丝状 白色 + J
8 0鄄8 放线菌 白色 + C
9 0鄄9 短杆状 粉红色 + + + F 一

10 0鄄10 短杆状 粉红色 + + + F 一

11 0鄄11 杆状 白色 + G
12 0鄄12 球状 白色 A
13 0鄄13 丝状 白色 + K
14 0鄄14 杆状 乳白色 + + + F 二

15 0鄄15 球状 白色 + H 一

16 0鄄16 放线菌 白色 + C
17 0鄄17 球状 黄色 + D
18 100鄄1 球状 白色 + H 一

19 100鄄2 球状 白色 + I
20 100鄄3 杆状 棕黄色 + + + F 三

21 100鄄4 球状 白色 E
22 100鄄5 杆状 棕黄色 + + + F 三

23 100鄄6 杆状 乳白色 + + + F 二

24 100鄄7 杆状 乳白色 + + + F 二

25 100鄄8 杆状 白色 + G
26 2000鄄1 球状 黄色 + D
27 2000鄄2 短杆状 白色 + B
28 2000鄄3 球状 白色 + A
29 2000鄄4 球状 白色 + H 一

30 2000鄄5 球状 黄色 + H 二

31 2000鄄6 球状 黄色 + H 二

32 2000鄄7 放线菌 白色 + C
33 2000鄄8 丝状 白色 + K
34 2000鄄9 球状 白色 + + I
35 2000鄄10 球状 白色 + H 一

36 2000鄄11 球状 黄色 + H 二

37 2000鄄12 短杆状 棕黄色 + + + F 一

38 2000鄄13 丝状 白色 + K
39 2000鄄14 短杆状 白色 + B
40 2000鄄15 杆状 乳白色 + + + F 二

41 2000鄄16 短杆状 粉红色 + + + F 一

42 2000鄄17 短杆状 粉红色 + + + F 一

43 2000鄄18 球状 白色 E
44 2000鄄19 球状 黄色 + + D
45 2000鄄20 杆状 白色 + G
46 2000鄄21 球状 白色 + A
47 2000鄄22 杆状 乳白色 + + + F 二

48 2000鄄23 球状 黄色 + D
49 2000鄄24 球状 白色 + I
50 2000鄄25 杆状 白色 + G

摇 摇 0:从土霉素剂量 0 滋g / L 的样品中分离,100:从土霉素剂量 100 滋g / L 的样品中分离,2000:从土霉素剂量 2000 滋g / L 的样品中分离;+:阳性,

:阴性
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而使菌体表现耐药性。 Jones[22]的研究也表明,四环素外输泵基因大都来源于不同的不相容质粒群,而病原菌

或条件致病菌中的大部分四环素抗性基因也与转移质粒、转座子、结合转座子相连,这些转移单位可使抗性基

因在种间传递或通过结合而在更大范围的属间传递。
对 50 株抗性细菌进行 16S rDNA 扩增及扩增产物的限制性酶切后,将其划分为 14 组 RFLP 类型(A—K

型,结果见表 1)。 结合 16S rDNA鄄RFLP 分型和各菌株的形态学特征,从各组分别挑取菌株进行 16S rDNA 全

序列测定,测序结果提交 Genbank,获得序列号 FJ959367鄄FJ959381。 将测序结果用 MEGA4. 1 软件中的

neighbor鄄joining 分析法构建系统发育树,结果如图 3。

图 3摇 小麦根际 14 株抗生素抗性菌的系统发育树

Fig. 3摇 Phylogenetic analysis of 14 strains of antibiotic resistant bacteria isolated from wheat rhizosphere

由图 3 可知,分离的 50 株抗性菌聚集在 Actinobacteria、Bacilli、Alphaproteobacteria、Gammaproteobacteria 和

Sphingobacteria 类群。 其中,属于放线菌的 15 株,占抗性菌总数的 30%,包括 Streptomyces microflavus、Microbacterium
sp. 、Nocardia asteroides 和 Oerskovia xanthineolytica。 据 Raaijmakers 等[23] 报道,着生于植物根际的 Streptomyces
属细菌可以产生多种抗生素。 Berg 也认为,与大多数土壤环境相比,由于根际区具有丰富的营养物质,因而

微生物在该位点的生存竞争十分剧烈,一些具备高竞争能力的细菌可以通过例如产生抗生素类物质的方式定

植于植物根际[11]。 因此,本研究在小麦根际分离到具有土霉素抗性的链霉菌的可能性必然较大。
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除 Actinobacteria 外,另有 14 株抗性细菌与 Bacilli 聚在一起构成了进化簇的第二大类群,其中 Bacillus 属
细菌占所分离抗性菌总数的 18% 。 前期研究中发现,Bacillus 属细菌是小麦根际的主要优势菌群[13],对小麦

病害有一定拮抗作用,还能参与营养物质的循环及利用,是植物根际重要的促生菌种。 由于该类菌在小麦根

际分布众多,因此在抗生素长期暴露下诱导产生的抗性菌比例也会增加,故分离的抗性细菌中芽孢杆菌最多。
第三大类 Gammaproteobacteria 包括 10 株菌,其中 8 株 Pseudomonas 属细菌(4 株与具有柴油降解能力的

Pseudomonas resinovorans strain(EU019983)菌株极为相似,另 4 株与 1 株未发表的能利用联苯的 Pseudomonas
pseudoalcaligenes(AB109887)聚在一起),另外 2 株则与 1 株从冶金行业污染的土壤中分离的 Stenotrophomonas
sp. AGL 1(EU118770)菌株近缘。

此外,进化树 Alphaproteobacteria 类群中的 2000鄄3(代表类型 A 的 4 个菌株)与菌株 Mesorhizobium genosp.
U(Z94819)的相似性最高,该菌株与豆科植物共生并具有固氮能力[24];2000鄄20(代表类型 G 的 4 个菌株)与
一株未发表的分离自韩国农田土壤中的 Sphingomonas sp. EM0332(EU448286)具有最大相似性。

菌株 0鄄 1 (代表类型 B 的 3 个菌株) 与从玉米根际获得的、具有植物促生作用的 Sphingobacterium
multivorum iso(AY787820) [25]亲缘关系最近,构成了进化树的 Sphingobacteria 类群。

值得注意的是,分离到的小麦根际抗性菌中,有 8 株 Pseudomonas 属、4 株 Sphingomonas 属和两株

Stenotrophomonas 属细菌,分别占抗性菌总数的 16% 、8%和 4% ,而上述属的多种细菌都是已报道的对人体具

有潜在致病性的重要根际细菌[11]:例如能引起皮肤和伤口感染的 Pseudomonas spp. 、与人的囊性纤维化病有

关的 Pseudomonas aeruginosa,在油菜、马铃薯、水稻和小麦根际都能分离到。 尤其在油菜、马铃薯、苜蓿、向日

葵、玉米等多种植物根际都检测到的 Stenotrophomonas maltophilia,与多种临床症状例如菌血症、心内膜炎、呼
吸道感染密切相关。 Berg[11]等发现,由于这些菌在根际和人体组织器官中具有相同的定植机制,因此,与其

它土壤区域相比,根际的机会致病菌也大大增加。 而这些具有抗生素抗性的机会致病菌在环境中的广泛分布

必将成为人类健康的巨大隐患。 例如近年来多例超级细菌感染致死的事例就已经引起了人类的关注。
2. 4摇 抗性细菌在不同抗生素剂量下的种属分布特征

比较 50 株抗性菌在不同抗生素剂量下的种属分布特征(表 2)发现,链霉菌属在无抗生素或 2000 滋g / L
抗生素暴露的环境中均有发现,说明该类菌抗生素抗性的产生与抗生素剂量间无明显效应关系。 抗性

Bacillus 属细菌主要来源于抗生素暴露剂量相对较低(0、100 滋g / L)的样品,而 2000 滋g / L 土霉素处理的样品

中 Bacillus 属抗性细菌检出较少,提示自然环境中人为因素造成的抗生素高浓度积累可能抑制小麦根际促生

菌群的优势地位,进而影响植物生长。 另外值得关注的是,具有人类机会致病性的 Pseudomonas、Sphingomonas
和Stenotrophomonas属细菌主要来源于2000滋g / L土霉素暴露的样品,这些可以在植物根际和人体细胞间传

表 2摇 50 株抗性细菌在不同土霉素剂量下的种属分布

Table 2摇 Distribution of 50 strains resistant bacteria under different dosages of oxytetracycline

土霉素暴露剂量 / (滋g / L)
exposure dosages
of oxytetracycline

种属 Species

0
Streptomyces microflavus(0鄄3, 0鄄7, 0鄄13)、Nocardia asteroides(0鄄8,0鄄16)、Microbacterium(0鄄17)、Bacillus(0鄄2,0鄄6,
0鄄 14 )、 Brevibacillus ( 0鄄 9, 0鄄 10 )、 Pseudomonas resinovorans ( 0鄄 5 )、 Pseudomonas pseudoalcaligenes ( 0鄄 15 )、
Mesorhizobium genosp(0鄄4,0鄄12)、Sphingobacterium multivorum(0鄄1)、Sphingomonas(0鄄11)

100 Oerskovia xanthineolytica(100鄄2)、Bacillus(100鄄3,100鄄5,100鄄6,100鄄7)、Pseudomonas pseudoalcaligenes(100鄄1)、
Stenotrophomonas(100鄄4)、Sphingomonas(100鄄8)

2000

Streptomyces microflavus (2000鄄8, 2000鄄13)、Nocardia asteroides (2000鄄7)、Oerskovia xanthineolytica(2000鄄9,2000鄄
24)、Microbacterium(2000鄄1,2000鄄19, 2000鄄23)、Bacillus(2000鄄15,2000鄄22)、Brevibacillus(2000鄄12,2000鄄 16,
2000鄄17)、Pseudomonas resinovorans(2000鄄5,2000鄄6,2000鄄11)、Pseudomonas pseudoalcaligenes(2000鄄4,2000鄄10)、
Stenotrophomonas(2000鄄18)、Mesorhizobium genosp(2000鄄3,2000鄄21)、Sphingobacterium multivorum(2000鄄2,2000鄄
14)、Sphingomonas(2000鄄20,2000鄄25)
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播的条件致病菌在高剂量抗生素长期暴露下产生了抗性,必定会加大其传播力度和治疗难度,而禽畜养殖过

程中抗生素的长期大量使用则是人为造成其风险增加的重要隐患。
2. 5　 土霉素与小麦根际土壤酶活性的剂量效应关系

由于土壤酶与土壤的理化性质、环境条件等密切相关,是土壤生态系统变化的敏感指标。 因此,本研究在

关注抗生素暴露下小麦根际抗性细菌活性的同时,也对土壤酶活性进行了检测,结果见图 4。

图 4　 不同剂量土霉素暴露下的小麦根际土壤酶活性

Fig. 4　 Enzyme activities of wheat rhizosphere soil under exposure of various dosages of oxytetracycline

土壤磷酸酶是一类能催化土壤有机磷化物矿化的酶,其活性高低直接影响土壤中有机磷的转化,是衡量

土壤酶活性的重要指标。 该酶又分为酸性磷酸酶和碱性磷酸酶,不同环境中的酶活性有一定差异[26]。 由图

4 可见,小麦根际土壤的碱性磷酸酶活性明显高于酸性磷酸酶,这与供试土壤环境 pH 值为 7. 8,偏碱性有关。
进一步对比两种磷酸酶活性的变化,可知碱性磷酸酶对土霉素的处理更加敏感。 培养 5 d 时,暴露于 100 μg /
L 土霉素下的碱性磷酸酶活性下降了 31. 7% ,暴露于 2000 μg / L 土霉素下的酶活性降低了 44. 3% ,酶活变化

与土霉素浓度之间呈明显的正剂量效应关系。 随后,抗生素对酶活的抑制作用稍有缓解;至 30d 时,各处理的

酶活性均普遍下降,100 μg / L 土霉素暴露的样品中酶活性接近对照组,而 2000 μg / L 土霉素处理的样品的酶

活也降低明显。 同样,土霉素暴露也引起了土壤酸性磷酸酶活性的下降,但降低水平与土霉素暴露剂量间的

效应关系并不显著。
除磷酸酶外,脱氢酶也是土壤酶的主要类型之一,其活性可以看作土壤微生物活性和功能多样性的重要

指标。 本研究中小麦根际土壤脱氢酶活性在抗生素暴露下也有一定程度的下降,但剂量效应关系不明显。 据

报道,不同环境下的土壤脱氢酶活性有一定差异,且不同化学物质或污染物都能影响酶活性[26]。 上述研究结

果也表明,土霉素暴露影响了土壤功能酶活性,说明抗生素抑制了根际某些有益微生物类群的活动。
3　 结论

(1)土霉素长期暴露下小麦根际抗性细菌数明显增加,且与暴露剂量呈正效应关系。
(2)从土霉素暴露环境的小麦根际土壤中分离到 50 株抗性细菌,经鉴定聚集在 Actinobacteria、Bacilli、

Alphaproteobacteria、Gammaproteobacteria 和 Sphingobacteria 类群。 其中,随着土霉素暴露剂量的增加,小麦根

际优势促生菌 Bacillus 属细菌的检出率逐步降低;而具有抗生素抗性的人类机会致病菌 Pseudomonas、
Sphingomonas 和 Stenotrophomonas 属细菌检出率明显增加,提示可能会进一步增加其机会致病性。

(3)土壤碱性磷酸酶、酸性磷酸酶、脱氢酶活性在土霉素暴露环境中均有所下降,但该效应与土霉素的剂

量关系不明确。
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