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摘要(采用土培盆栽试验模拟研究了土壤四环素污染对小白菜幼苗生长发育的生态毒性J结果表明&2 T211 UL<dL四环素暴露

促进了小白菜的茎伸长&但抑制了小白菜的根伸长和鲜重J211 UL<dL四环素处理 /0 B 后&小白菜根长抑制率达到 .9M1e&鲜

重抑制率达到 .5M9eJ随着四环素暴露时间的延长&211 UL<dL四 环 素 处 理 的 小 白 菜 叶 片 中 叶 绿 素 含 量 显 著 低 于 其 他 浓 度 处

理&其抑制率为 /2M4e T/6M1eJ四环素胁迫 4 B 后&小白菜幼苗中可溶性蛋白!,?"含量及丙二醛!(C*"含量无显著性变化&

但随着暴露时间的延长&小白菜幼苗中 ,?含量显著下降&(C*含量则 显 著 上 升J2 T211 UL<dL四 环 素 对 小 白 菜 幼 苗 中 ,’C#

?’C和 -*)酶活性均有不 同 程 度 的 抑 制 作 用’211 UL<dL四 环 素 处 理 下&,’C#?’C和 -*)酶 活 性 抑 制 率 分 别 为 ..M6e T

53M.e# ..M0e T94M4e和 /6M9e T34M4eJ试验结果表明&土壤四环素长 期 暴 露 对 小 白 菜 幼 苗 生 长 发 育 具 有 不 良 的 生 态 毒

性效应J
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!!抗生素的生产量和使用量相当巨大&且呈逐年

递增的趋势J在美国&作为促生长作用的抗生素使用

量在近 51 年内增加了 01 倍 )2*J中国每年兽用抗生

素的平均使用量已高 达9 111 F)/*J大 量 的 抗 生 素 通

过多种途径直接或间接地排放后进入环境中&导致

地表水#地下水及农田土壤环境的污染&故其残留情

况值得关注 ).*J近年来& 随 着 集 约 化 畜 牧 业 以 及 配

合饲料工业的发展& 四环素类#大环内酯类#青霉素

类#磺胺嘧啶类等抗生素作为饲料添加剂越来越被

广泛地应用于畜禽及水产养殖业 )5* &这些抗生素不

但可以防病治病&还可以促进动物生长J兽用抗生素

进入动物体内后& 大约 41e不能被受体吸收& 而是

以母体化合物的形式被直接排出体外J这些未经处

理的畜禽粪便常常作为有机肥被施入农田土壤&从

而造成土壤环境污染J张慧敏等 )3* 对我国浙北地区
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施用畜禽粪 肥 的 农 田 土 壤 中 . 种 四 环 素 类 抗 生 素

!土霉素#四 环 素 和 金 霉 素"残 留 状 况 进 行 调 查&结

果表明&农田表层土壤中土霉素#四环素和金霉素的

检出率分别为 6.e# 00e和 6.e&残留量分别在检

测限以 下 至 3M24/# 1M33. 和 1M300 UL<dL之 间J土

壤环境中的抗生素残留浓度相对较低&通常不易在

短期内引起生态毒性效应J但由于其被持续不断地

输入到土壤中&抗生素对植物能够产生长期的生态

毒性效应 )9*J目前四环素类抗生素对植物的生态毒

性效应研究多集中于对水生植物的影响上 )4* &对于

陆地作物研究较少 )0*J小白菜作为人们日常食用的

蔬菜&具有生长周期短#易于栽培#对污染物敏感等

特点&常被作为受试植物用来评价植物对污染物的

吸收与毒性效应J本研究采用土培盆栽试验&模拟分

析了四环素 对 小 白 菜 幼 苗 生 长 的 影 响 及 其 生 态 毒

性&旨在探讨土壤中四环素类抗生素对植物的生态

毒性效应J

@A材料与方法

@F@!试验材料

盆栽试验土壤为草甸棕壤&采自中国科学院沈

阳生态试验站J经分析&其 \8值 9M49&有机质 /M//
L<dL&全 #2M13 L<dL&全 ?1M9/ L<dL&全 ‘/.M/3
L<dLJ试验所 用 小 白 菜 品 种 为 四 季 小 白 菜 !Q-.55*:.
-.$. +J-HN;:;QNQ[PGI\J"&种 子 购 于 沈 阳 东 亚 种 子

公 司J四 环 素 ! ):FPKR̂R=N;:& )-" 为 原 料 药 品

!66e"&购 于 南 京 奥 多 福 尼 生 物 科 技 有 限 公 司&使

用前不经过任何纯化J分子式为 -//8/5#/’0&结构式

如图 2J

图 @A四环素的结构式

ENLJ2!-G;QFNFIFNG;K=OGPUI=KGOF:FPKR̂R=N;:

@FG!试验方法

将供试土壤风干后过 5 UU筛&每盆 1M0 dL&与

一定量的四环素充分混匀后装入培养盆J试验共设

5 个浓度处理&分 别 为 -‘# 2# 21 和 211 UL<dLJ平

衡 / 周以便更好地模拟真实土壤环境J研究表明&四

环素类抗生素不能被生物降解&且在土壤中残留时

间较长 )6&21*J因此&平衡 / 周后不会对四环素的初始

浓度 有 太 大 的 影 响J将 小 白 菜 种 入 培 养 盆&每 盆 3
棵&每个浓度做 . 个平行J在小白菜生长的第 4# 25#
/2 和 /0 B 分 别 采 样&并 对 小 白 菜 的 鲜 重#根 长#茎

长#叶绿素#抗氧化酶等指标进行测定分析J采集样

品时应注意小白菜根#茎的完整J每个测定项目做 .
次重复J根据盆中土壤缺水情况&不定期浇水&使土

壤含水量经常保持在田间持水量的 01e左右J
@FH!生理生化指标的测定

酶提取液(取 小 白 菜 幼 苗 1M2 L在 预 冷 的 磷 酸

缓冲溶液!31 UUG=<+#K8/?’5-#K/8?’5&2e 聚乙

烯吡咯烷酮&\84M0"中 匀 浆&5m下21 111 P<UN;高

速离心 /1 UN;&上清液即为提取液 )22*J
酶活性测定(超氧化物歧化酶! ,’C"采用氮蓝

四唑法 )2/* &以 391 ;U下的吸光值计算酶活性&以鲜

重计&单位为S<L’过氧化物酶!?’C"采用愈创木酚

法 )2/* &以 541 ;U下 的 吸 光 值 计 算 酶 活 性&以 鲜 重

计&单 位 为S<!L-UN;"’过 氧 化 氢 酶 !-*)" 采 用 紫

外吸收法 )2.* &以 /51 ;U下的吸光值计算酶活性&以

鲜重计&单位为S<!L-UN;"J
叶绿素 测 定(按 照 8:L:BzQ等 )25* 的 方 法 进 行&

取 1M13 L小白菜叶片加入 63e乙醇溶液 21 U+&研

磨并过滤后于 541 ;U!胡萝卜素"# 956 ;U!叶绿素

@"# 993 ;U!叶绿素 K"下测定吸光度&以鲜重计&单

位为UL<LJ
丙二醇!(C*"和可溶性蛋白!,?"含量测定(前

者采用硫代 巴 比 妥 酸 显 色 法 )23* &以 鲜 重 计&单 位 为

"UG=<+’后者采用考马斯亮蓝法 )29* &以鲜重计&单位

为UL<LJ
@FI!数据处理

利用 ,?,, 29M1 软 件 进 行 数 据 统 计 分 析&包 括

平均值#标准差及方差分析’并利用最小显著性差异

检验法!+,C"进行差异显著性分析!$f1M13"J

GA结果与分析

GF@!土壤四环素污染对小白菜幼苗茎长#根长及鲜

重的生态毒性

由图 /!K"可知&小白菜的茎长随着四环素浓度

的升高而增加J随 着 暴 露 时 间 的 延 长&211 UL<dL四

环素处理下的小白菜茎长显著长于其他处理浓度J
由此可见&在 2 T211 UL<dL四 环 素 处 理 下&高 浓 度

四环素促进了小白菜的茎伸长J

2.5/
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不同浓度四环素处理下小白菜的根长变化见图

/!@"所示J暴露 4 B 后&各浓度四环素处理下的小白

菜根长出现显著性差异J随着四环素暴露时间的延

长&小白菜根长的生长随着四环素浓度的增加而受

到抑制J暴露 /0 B 后&211 UL<dL四环素处理下的小

白菜根长抑制率 高 达 .9M1eJ由 此 表 明&在 2 T211
UL<dL四环素 处 理 下&高 浓 度 四 环 素 抑 制 了 小 白 菜

的根伸长J
图 /!R"所示为四环素处理下小 白 菜 鲜 重 的 变

化情况J暴露 4 B 后&各浓度四环素处理下的小白菜

鲜重无显著性差异J暴露 25 B 后&211 UL<dL四环素

处理的小白菜鲜重与其他浓度处理下小白菜鲜重呈

显著性 差 异&其 抑 制 率 为 ..M9eJ随 着 四 环 素 暴 露

时间的延长& 211 UL<dL四 环 素 处 理 的 小 白 菜 鲜 重

显著低于其他含量处理J暴露 /0 B 后&211 UL<dL四

环素处理的小白菜鲜重抑制率达到 .5M9eJ

不同小写字母表示组间差异显著!$f1M13" &下同

图 GA四环素对小白菜幼苗茎长"根长及鲜重的影响

ENLJ/!"OO:RFQGO)-G; QF:U:=G;LKFNG;& PGGF:=G;LKFNG;

K;B OP:QH c:NLHFGO-HN;:Q:cHNF:RK@@KL:Q::B=N;LQ

GFG!土壤四环素污染对小白菜幼苗叶片中叶绿素

的生态毒性

由图 . 可知&2 T211 UL<dL的四环素对小白菜

幼苗叶绿素的合成均有抑制作用J在相同的暴露时

间下&小白菜叶片中叶绿素含量随着四环素浓度的

增大而降低J暴露 4 B 后&. 个处理浓度下&叶绿素均

受到了不同的抑制&但组间差异不显著J随着四环素

暴露时间的延长&211 UL<dL四环素处理的小白菜叶

片中叶绿素含量显著低于其他浓度处理&其抑制率

为 /2M4e T/6M1eJ

图 HA四环素对小白菜幼苗叶片中叶绿素含量的影响

ENLJ.!"OO:RFQGO)-G; FH:RG;F:;FGORH=GPG\H =̂=N;

=:KX:QGO-HN;:Q:cHNF:RK@@KL:Q::B=N;LQ

GFH!土壤四环素污染对小白菜幼苗中可溶性蛋白

!,?"及丙二醛!(C*"的生态毒性

四环素对小 白 菜 幼 苗 可 溶 性 蛋 白 ! ,?" 含 量 的

影响如图 5!K"所示J暴露 4 B 后&小白菜幼苗中 ,?
含量随着四环素浓度的增大有所增加&但无显著性

差异J暴露 25 B 后&各 浓 度 四 环 素 处 理 的 小 白 菜 幼

苗中 ,?含量较 4 B 后 有 显 著 性 降 低&,?抑 制 率 为

23M5e T.3M1eJ随着 四 环 素 暴 露 时 间 的 延 长&211
UL<dL四环素处 理 的 小 白 菜 幼 苗 中 ,?含 量 显 著 低

于 其 他 浓 度 处 理J暴 露 /0 B 后& ,?抑 制 率 达 到

/2M2e T56M.eJ
由图 5! @" 可知&2 T211 UL<dL四环素处理 下&

小白菜幼苗 (C*含量均较 -‘处理下的 (C*含量

有所增加J暴露 4 B 后&各含量四环素处理下小白菜

幼苗中 (C*含量无显著性差异J暴露 25 B 后&随着

四环素浓度 的 增 大&小 白 菜 幼 苗 中 (C*含 量 显 著

增加J随着四环素 暴 露 时 间 的 延 长&211 UL<dL四 环

素处理的小白菜幼苗中 (C*含量显著高于其他浓

度处理J
GFI!土壤四环素污染对小白菜幼苗中抗氧化系统

的生态毒性

如图 3!K"所示&暴露 4 B 后&2 UL<dL四环素处

理的小白菜幼苗中 ,’C活性略高于 -‘处理下小白

菜幼苗中 ,’C活性’但随着四环素浓度的增 大&小

白菜 幼 苗 中 ,’C活 性 呈 显 著 性 下 降 趋 势& 211
UL<dL四环素处理的小白菜幼苗中 ,’C活性抑制率

达到 53M.eJ暴露 25 B 后&各浓度四环素处理下小

/.5/
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图 IA四环素对小白菜幼苗可溶性蛋白及 C.6含量的影响

ENLJ5!"OO:RFQGO)-G; FH:RG;F:;FGOQG=I@=:\PGF:N;

K;B (C*GO-HN;:Q:cHNF:RK@@KL:Q::B=N;LQ

白菜幼苗中 ,’C活性较 4 B 后有显著性降低&其抑

制率为 /0M0e T..M6eJ暴 露 /2 B 和 /0 B 后&211
UL<dL四环素处理的小白菜幼苗中 ,’C活性显著低

于其 他 含 量 处 理& 其 抑 制 率 分 别 为 52M6e 和

55M2eJ
图 3!@"所示为四环素对小白菜幼苗中 ?’C活

性的影响J暴露 4 B 后&四 环 素 浓 度 越 大&小 白 菜 幼

苗中 ?’C活性越低&其 抑 制 率 为 26M9e T35M4eJ
随着四环素暴露时间的延长&211 UL<dL四环素处理

的小白菜幼苗中 ?’C活性显著低于其他含量处理J
暴露 /0 B 后&211 UL<dL四 环 素 处 理 的 小 白 菜 幼 苗

中 ?’C活性抑制率为 94M4eJ
四环素对小白菜幼苗中 -*)活性的影响如图 3

!R"所示J2 T211 UL<dL的 四 环 素 对 小 白 菜 幼 苗 中

-*)活性均有 抑 制 作 用J在 相 同 的 暴 露 时 间 下&小

白菜幼苗中 -*)活 性 均 随 着 四 环 素 含 量 的 增 大 而

降低J随着四环素暴露时间的延长&暴露 /0 B 后&小

白菜幼苗中 -*)活性抑制率为 .6M.e T34M4eJ

HA讨论

土 壤 四 环 素 污 染 胁 迫 下 小 白 菜 幼 苗 的 生 长 试

验&包括茎长#根长及鲜重的测量&是直观#快捷地检

测四环素对小白菜幼苗毒性的一些指标J通过小白

菜幼苗的生长试验可知&在 2 T211 UL<dL四环素处

理下&随着其浓度的增大&四环素促进了小白菜的茎

伸长&但却抑制了小白菜的根伸长J随着四环素暴露

时间的延长&211 UL<dL四环素处理的小白菜鲜重显

著低于其他含量处理&表明高含量处理下小白菜鲜

图 JA四环素对小白菜幼苗中 SE."BE.及 :6;活性的影响
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重受到抑制J通过抑制率可以看出&土壤四环素污染

对小白菜幼苗的生长毒性大小依次为(根长&鲜重

&茎长J这与 -H:; 等 )24* 的研究结果相似&即有机化

合物在相同浓度下对植物幼苗根长的抑制效应大于

其他参数J(NL=NGP:等 )20 T/1* 发现恩诺沙星对黄瓜#生

菜#豆#萝卜的生长有兴奋效应&即在低浓度时促进

植物生长&而在高浓度时抑制植物的生长J并认为抗

生素对植物的毒性与抗生素和叶酸相互竞争有关J
DPKB:=等 )/2* 发现 四 环 素 可 以 通 过 抑 制 植 原 体 的 活

性而影响幼芽分枝J这些都有可能成为四环素污染

胁迫下小白菜幼苗生长受限制的原因J
叶绿素是植物光合作用的物质基础&其含量高

低决定植物光合作用水平J有研究表明(在污染物的

胁迫下&由于捕光化合物 +8-蛋白合成的转录过程

会受到抑制&而且初期形成的叶绿素单体也被光氧

化分解&导致光 截 获 +8-的 形 成 受 到 影 响&从 而 影

响叶绿素的 积 累 )//*J本 试 验 中&四 环 素 对 小 白 菜 叶

片中叶绿素含量有显著的抑制作用&且随着四环素

浓度的增大&四环素对小白菜叶片中叶绿素含量的

抑制作用更加显著J
植物体内 ,?含量的变化是外界胁迫下植物生

长发育受到影响的直接指示J当植物各种代谢活动

正常时&可溶性蛋白的合成能力也有所增强J但在有
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机物#重金属以及寒旱等胁迫下&植物体内的 ,?含

量会下 降 )2/*J本 试 验 结 果 显 示&当 四 环 素 暴 露 4 B
后&小白菜幼苗中 ,?含量有所上升&说明四环素短

期暴露可以诱导 ,?的合成J但随着四环素暴露时间

的延长&四环素对小白菜幼苗中 ,?含量呈现显著性

抑制作用J(C*是氧化损伤最终形成的脂质过氧化

产物&其含量 可 间 接 提 示 机 体 自 由 基 水 平 )/.*J本 研

究结果显示&当 四 环 素 暴 露 4 B 后&小 白 菜 幼 苗 中

(C*含量无显著性变化&说明短期内四环素未对小

白菜幼苗造成明显的氧化损伤&四环素胁迫产生的

自由基可被体内的抗氧化防御酶系及时#有效地去

除J但随着四环素暴露时间的延长&四环素对小白菜

幼苗中 (C*含 量 呈 现 显 著 性 增 加&说 明 土 壤 四 环

素污染已经对小白菜幼苗造成明显的氧化损伤J
,’C作为生物体内重要的抗氧化酶之一&对机

体的 氧 化 与 抗 氧 化 平 衡 起 着 重 要 作 用&它 能 把 ’g
/

和 8/’/ 转化成 8/’和 ’/&抑制高活性的-’8等的

形成&终止自由基连锁反应&保护生物体免受氧化损

伤 )/5*J本试验结果表明&当四环素暴露 4 B 后&小白

菜幼苗中 ,’C活性呈逐渐下降趋势&这说明小白菜

幼苗中 ,’C活性的下降可能与 ,’C诱导产生 8/’/
的量下降有关J但 当 四 环 素 暴 露 25 B 后&小 白 菜 幼

苗中 ,’C活性有所增加&这说明四环素的胁迫或代

谢过程产生了超氧阴离子&从而诱发了 ,’C活性增

加J?’C作为 生 物 体 内 重 要 的 抗 氧 化 酶 之 一&在 调

控生物体内过氧化物平衡方面具有重要的作用J本

试验中&当 四 环 素 暴 露 4 B 后&小 白 菜 幼 苗 中 ?’C
活性显著降低J随着四环素暴露时间的延长&小白菜

幼苗中 ?’C活性略有增加J这种+先抑制后诱导,的

现象说明在四环素的代谢过程中&有过氧化物或过

氧化氢产生J这种响应趋势在张薇等 )/3* 的研究中也

被观察到&即荧蒽对蚯蚓内脏中 ?’C活性的影响在

暴露 . B 时活性被抑制&而在 4 B 后被诱导J另有研

究表明&佳乐麝香!88-D"和扑热息痛!?-(" 对 小

麦幼 苗 中 ?’C活 性 的 影 响 也 是 先 抑 制 后 诱 导 )/9*J
-*)可有效清除生物体内过量的 8/’/&维持细胞内

8/’/ 平衡J本试验结果显示&四环素暴露前 /2 B&小

白菜幼苗中 -*)活性有显著性增加&这说明四环素

的急性 胁 迫 增 加 了 细 胞 内 8/’/ 的 含 量&从 而 诱 发

-*)活性增加&这 是 生 物 应 激 的 体 现J随 着 四 环 素

暴露 时 间 的 延 长&小 白 菜 幼 苗 中 -*)活 性 逐 渐 下

降&这可能与细胞内 8/’/ 的含量下降有关J小白菜

幼苗中 ,’C#?’C及 -*)活性的 变 化 表 明&四 环 素

对小白菜幼苗中抗氧化系统具有破坏作用&其自身

的抗氧化防御功能降低J

IA结论

!2" 由小白 菜 幼 苗 的 生 长 试 验 得 出&在 土 壤 2
T211 UL<dL四环素处理下&高浓度四环素促进了小

白菜的茎伸长&但却抑制了小白菜的根伸长&且高浓

度处理下小白菜鲜重也受到抑制J土壤四环素污染

对小白菜幼苗的生长毒性大小依次为(根长&鲜重

&茎长J
!/" 四环素长期暴露对小白菜幼苗的生长发育

具有生态毒性作用J2 T211 UL<dL的 四 环 素 对 小 白

菜幼 苗 叶 绿 素 的 合 成 均 有 抑 制 作 用&且 暴 露 /2 B
后&各浓度四环素处理下小白菜叶绿素含量均达到

最低J小 白 菜 幼 苗 中 ,?含 量 降 低&而 (C*的 含 量

增加’,’C#?’C和 -*)的 活 性 也 不 同 程 度 地 受 到

了抑制&这些生理生化指标的变化将影响小白菜植

株的正常生长发育J
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