
自 20 世纪 50 年代美国食品与药物管理局
（FDA）首次批准抗生素可以用作饲料添加剂以来，因
其能促进动物生长和增产而被广泛应用于禽畜养殖

业[1]。据调查，中国每年生产超过 21万 t抗生素，其中
48%用于禽畜养殖等农业生产[2]。然而，大多数兽药抗
生素在动物体内不能被完全吸收代谢，其中 30%~
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Abstract：The effects of tetracycline and ciprofloxacin exposure on Chinese cabbage seed germination and seedling growth were assessed
using hydroponic culture. Further, the effects of antibiotic exposure on antibiotic-resistant endophytic bacteria colonizing Chinese cabbage
seedlings were evaluated through microbial cultivation. The results showed that ciprofloxacin and tetracycline at any concentration higher
than 4 mg·L-1 have inhibitory effects, and that these effects are more obvious at higher concentrations, on shoot and root elongation of Chi原
nese cabbage seedlings, while tetracycline at a concentration of 4 mg·L-1 promoted seed germination. At the seedling growth stage, the in原
hibitory effects on the root length and plant height of Chinese cabbage seedlings were strengthened with increase in the concentrations of
both antibiotics. In addition, antibiotic exposure can significantly increase the abundance of corresponding resistant endophytic bacteria,
which increase with an increase in the dosage of antibiotics, in vegetable seedlings.
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90%会随着动物粪尿排出而进入自然环境[3]，造成农
田土壤中抗生素污染日益严重[4]。国内外大量研究证
实，土壤中四环素类、磺胺类、大环内酯类和喹诺酮类

抗生素的残留浓度达到 0.4~300 滋g·kg-1，对生态环境
造成了严重威胁[5-9]。

已有研究表明，在抗生素污染的土壤中，植物根

系会吸收抗生素而造成药物在植株中积累[10]。吴小莲
等[11]分析了珠三角地区长期施用粪肥的蔬菜基地的
蔬菜中 16种典型抗生素的含量，发现抗生素检出率
高达 100%，平均残留量为 0.91 滋g·kg-1。Dolliver等[12]

用含有 50、100 mg·L-1磺胺甲嘧啶的猪粪施肥后，玉
米、莴苣及马铃薯中均检测到了磺胺甲嘧啶残留。王

瑾等[13]报道了在长期施用猪粪的农田中种植韭菜后，
植物根部有土霉素和金霉素检出，而未施用猪粪的对

照组中则未检测出上述两种抗生素。据报道，农作物

吸收和积累抗生素后首先会对植物生长造成影响。

Kong等[14]研究土霉素暴露下紫花苜蓿生长时发现，幼
苗芽生长和根生长的抑制率分别高达 61%和 85%。农
作物中抗生素的污染会通过食物链的传播影响人类

健康，食品中残留的抗生素被人体尤其是幼儿吸收之

后，可能会引起过敏反应甚至中毒反应[15-16]。
植物内生细菌是存在于植物组织中的细菌，与植

株的生长发育关系密切[17]。一方面，植物体为内生细
菌提供了营养物质和适宜的生长条件。Rudrappa等[18]

发现，植物组织中充分的水分和产生的一些分泌物有

利于内生细菌在植物组织上的黏附，从而更好地为内

生细菌的生长提供能量；另一方面，植物内生细菌能

够促进植物体对环境中氮、磷和铁元素的吸收。如豆

科植物根瘤菌的固氮作用就是根瘤细菌通过在宿主

豆科植物的根部形成结瘤，再通过固氮作用为豆科

植物提供氮素营养。同时，内生细菌还可以产生一些

植物激素（如生长素、细胞分裂素和乙烯等）促进植

株生长[19]，如红辣椒幼苗根系中内生的蜡样芽孢杆菌
（Bacillus cereus）、延长芽孢杆菌（Bacillus macroides）
和短小芽孢杆菌（Bacillus pumilus）产生的赤霉素就
可以对幼苗生长产生促进作用[20]。另外值得注意的
是，一些致病性的内生细菌也会引起植物病害甚至导

致植株的死亡。例如，能引起人类新生儿和免疫缺陷

病人败血症的铜绿假单胞菌就可以定植在拟南芥中，

并能够合成侵染叶片的特有毒力因子海藻糖，以帮助

菌体在叶片细胞中增殖[21-22]。
目前，农作物对抗生素的吸收和积累问题以及对

人类的健康威胁已经引起了人们的重视，但鲜有抗生

素暴露对蔬菜内生细菌耐药性影响的报道。本研究选

择日常生活中常见蔬菜小白菜为研究对象，模拟了水

培环境下不同剂量四环素、环丙沙星暴露对种子萌发

及苗期生长的影响，以了解环境中抗生素胁迫对蔬菜

生长的毒性效应，并通过对幼苗中耐药性内生细菌数

量变化的解析，探讨抗生素污染与作物内生细菌耐药

性产生之间的关系，以期为畜禽粪肥应用于蔬菜种植

而可能带来的生态安全和健康风险提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料
1.1.1 蔬菜

小白菜品种为上海青（Brassica chinensis L.，冬野
美冠），发芽率 98%，购自新乡市科达种子有限公司。
1.1.2 抗生素

四环素，分子式 C22H24N2O8，分析纯（逸97.0%）；环
丙沙星，分子式 C17H18FN3O3，分析纯（逸95.0%）。均为
Dr. Ehrenstorfer GmbH公司生产。
1.1.3 培养基

蔬菜水培体系采用 1/2浓度 Hoagland营养液[23-24]。
蔬菜幼苗中总可培养内生细菌的培养采用 LB固体
培养基[25]，耐药性内生细菌培养采用含四环素、环丙
沙星终浓度分别为 16、4 滋g·mL-1的 LB固体培养基。
培养基中抗生素浓度的设定参考 CLSI（2013）[26]。
1.2 实验方法
1.2.1 种子萌发实验

选取饱满度一致的种子，浸泡于 0.1%的 NaClO
溶液中表面消毒 10 min，然后用去离子水冲洗干净[27]。
在铺有滤纸的培养皿中加入 10 mL新配制的不同浓
度抗生素溶液（四环素浓度分别为 4、16、30、50、
100 mg·L-1；环丙沙星浓度分别为 1、4、10、20、50 mg·
L-1），对照组中添加等体积无菌水。将表面消毒的种子
均匀摆放入内，每皿 20粒。每种抗生素每个浓度设置
3个重复，25 益恒温遮光培养，待对照组种子根伸长
约 20 mm时停止实验。
1.2.2 水培育苗实验

挑取 1.2.1对照组中长势均一的种子播种于穴盘
中育苗。苗龄两叶一心时，选取生长均一的幼苗移至

含 1/2浓度 Hoagland营养液的水培箱中，每箱定植
12株。同时水培箱中含有与 1.2.1中一致的不同浓度
抗生素溶液，对照组处理仅含有营养液，每个处理 3
个重复。水培箱采用打氧通气，调节营养液 pH 为
6.0~6.4，培养环境保持白天温度（25依2）益，夜晚温度
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（18依2）益，每日光照 12 h，湿度维持在 65%~70%。幼
苗生长 15 d后收获。
1.2.3 蔬菜生长指标测定

种子萌发实验结束后测量种子的根伸长和芽伸

长[17]。幼苗收获后，先用去离子水将植株表面冲洗干
净，再置于无菌滤纸上将表面残余水分吸干，然后测

量植株的根长和株高。种子萌发的根伸长、芽伸长和

幼苗的根长、株高抑制率计算公式如下[28]：
抑制率=（对照组测量值原实验组测量值）/对照组

测量值伊100%
1.2.4 蔬菜幼苗中内生细菌计数

将各处理的蔬菜幼苗按以下步骤进行表面消毒：

70%乙醇 3 min，0.1%氯化汞 3 min，70%乙醇 1 min，
灭菌蒸馏水冲洗 6~7次后，用无菌滤纸吸干水分。将
幼苗转入灭菌研钵中研磨成汁，经梯度稀释后涂布在

LB固体培养基上。同时四环素暴露处理的样品涂布
在含四环素的 LB培养基上，环丙沙星暴露处理的样
品涂布在含环丙沙星的 LB培养基上，每个样品每个
稀释度重复 3次。28 益恒温培养 72 h后，计数平板上
的菌落数目，计算总可培养内生细菌数、四环素耐药

内生细菌数和环丙沙星耐药内生细菌数[28]。
1.3 数据处理及分析

用 Excel 2016软件对实验数据进行整理并绘制
图表，用 SPSS V22.0软件进行单因素方差分析。
2 结果与分析

2.1 抗生素暴露对小白菜种子萌发的影响
用不同浓度的四环素和环丙沙星处理小白菜种

子，种子萌发过程中的根伸长和芽伸长结果以及不同

浓度抗生素对种子萌发的抑制率见图 1。
从图 1A可知，与对照处理相比，四环素暴露剂

量为 4 mg·L-1时，能促进小白菜种子的根伸长和芽伸
长，且对根伸长的促进作用达到极显著水平（P<
0.01）。16 mg·L-1四环素暴露也能促进种子芽伸长，但
极显著抑制了种子根伸长。随着暴露剂量增加，四环

素对种子根伸长和芽伸长均表现出抑制作用，且抑制

率与暴露剂量呈正相关。在最高浓度 100 mg·L-1的四
环素暴露下，小白菜种子根伸长的抑制率达到

77.51%，芽伸长抑制率达到 26.36%。图 1B显示，环丙
沙星暴露时，除 1 mg·L-1的暴露剂量能促进种子芽伸
长外，在供试剂量下，环丙沙星对小白菜种子的萌发

均表现出抑制作用，抑制率也与暴露剂量呈正相关

性。高于 4 mg·L-1的暴露剂量对种子的根伸长即表现

出极显著的抑制作用，最高 50 mg·L-1环丙沙星暴露
时，对根伸长的抑制率达到 76.94%，对芽伸长的抑制
率达到 58.53%。
2.2 抗生素暴露对小白菜幼苗生长的影响

用含有不同浓度四环素、环丙沙星的营养液分别

培养小白菜幼苗，幼苗的株高、根长测量结果以及抗

生素对其抑制率结果见图 2。
从图 2A可以看出，与对照处理相比，供试浓度

的四环素暴露对小白菜幼苗的生长均表现出极显著

的抑制作用（P<0.01），根长和株高均随着暴露剂量的
增加而下降，其抑制率分别达到 33.54%~65.54%和
23.46%~57.26%。同样，环丙沙星暴露也抑制了小白

不同字母表示处理组之间存在显著性差异（P<0.05）；*、**分别表示
抗生素处理组与对照组间的显著性差异（P<0.05）和极显著性

差异（P<0.01）；柱状图上数字表示抗生素处理的抑制率（%）。下同
Bars with different letters are significantly different at P<0.05；

*indicates significant differences at P<0.05 level，and ** significant
differences at P<0.01 level，respectively，as compared to the control；

the numbers above standard deviation lines indicate the growth
inhibition rates of different antibiotic treatments. The same below

图 1 四环素（A）、环丙沙星（B）暴露下小白菜种子萌发的根伸
长、芽伸长及其抑制率

Figure 1 Root elongation，shoot elongation and their inhibition
rates of Chinese cabbage seeds under the exposure of

tetracycline（A）and ciprofloxacin（B）
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图 2 四环素（A）、环丙沙星（B）暴露下小白菜幼苗的根长、
株高及其抑制率

Figure 2 Root length，plant height and their inhibition rates of
Chinese cabbage seedlings under the exposure of

tetracycline（A）and ciprofloxacin（B）

菜幼苗的根长和株高（图 2B），抑制率随着暴露剂量的
增加普遍上升，最高 50 mg·L-1环丙沙星对小白菜幼苗
根长和株高的抑制率分别达到 51.68%和 70.11%。
2.3 抗生素暴露对小白菜幼苗中可培养内生细菌的
影响

不同浓度四环素、环丙沙星暴露下，计数小白菜

幼苗中总可培养内生细菌及耐药性内生细菌的数量

可知：无抗生素暴露时，植株中总内生细菌数量为

1.14伊105 cfu·g-1；在供试四环素或环丙沙星暴露处理
下，该数值分别减少到 7.49伊104~4.93伊104 cfu·g-1和
8.45伊104~4.57伊104 cfu·g-1。同时结果还显示，四环素暴
露下的植株中四环素耐药内生细菌数量与对照处理

相比均有所上升。环丙沙星暴露时，在 1 mg·L-1的暴
露剂量下，植株中环丙沙星耐药内生细菌数量比对照

处理有所降低，但随着暴露剂量持续增加到 50 mg·
L-1，植株中环丙沙星耐药内生细菌数量不断上升，且
均高于对照处理。进一步比较抗生素暴露下幼苗中

耐药性内生细菌占总可培养内生细菌的比例（图 3）

可知，除 1 mg·L-1环丙沙星处理的样品之外，植株中
四环素耐药内生细菌的比例从 2.94%增加到 13.10%
（图 3A），环丙沙星耐药内生细菌的比例从 10.40%增
加到 47.17%（图 3B），与对照处理相比均呈现极显著
性增加。

3 讨论

本研究探讨了不同剂量四环素、环丙沙星暴露对

小白菜种子萌发及幼苗生长的影响。种子萌发过程

中，4 mg·L-1四环素暴露促进了种子的根伸长和芽伸
长，说明低剂量抗生素处理对小白菜种子萌发具有促

进作用。魏子艳等[29]证实了低浓度的诺氟沙星和金霉
素会促进黄瓜种子芽的伸长；Migliore等[30-32]也发现低
浓度恩诺沙星对黄瓜、生菜、豆、萝卜的生长有促进作

用，这是由于低剂量抗生素暴露对植物生长有积极的

兴奋效应。也有研究表明，环境中的低剂量抗生素提

高了植物的应激能力，植物体可以通过加强自身蛋白

质合成来提高抵抗抗生素迫害的能力[33]，从而表现出

图 3 四环素（A）、环丙沙星（B）暴露下小白菜幼苗中耐药性内
生细菌占总可培养内生细菌的比例

Figure 3 Rates of antibiotic resistance endophytic bacteria of
Chinese cabbage seedlings under the exposure of

tetracycline（A）and ciprofloxacin（B）
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促生长现象。本研究同时发现，16 mg·L-1四环素或 1
mg·L-1环丙沙星暴露仅能促进种子的芽伸长，对根伸
长却表现出抑制作用。这可能是由于植物在较低含量

的污染物胁迫下，当根已经受到毒害作用而表现出抑

制时，芽的伸长还能够从种子自身吸取养分而不被抑

制[23]，随后，当抗生素暴露剂量继续增加时，种子的根
伸长和芽伸长均被持续抑制，且对根伸长的抑制效应

大于对芽伸长的抑制效应。导致这一现象的原因一方

面是由于抗生素对植物的生物毒性效应[34]，另一方面
是因为种子萌发时通过根部直接吸收抗生素，导致根

部药物积累而首先对根部生长产生胁迫，且随着污染

物含量的增加，污染物被根部吸收、运输到种胚内以

后，就表现为抑制芽的伸长[23]。这与魏瑞成等[35]的研究
结果相似。

进一步比较四环素和环丙沙星对作物的生态毒

性效应发现，在作物受害程度相同的情况下（即小白

菜根伸长抑制率达到 50%），需要的四环素暴露剂量
明显高于环丙沙星，说明后者对作物的毒性要强于

前者。已有研究证实，不同抗生素对同种蔬菜的生态

毒性有很大差别。例如，魏子艳等[29]在研究金霉素、诺
氟沙星和磺胺对甲氧嘧啶对黄瓜、油菜和小白菜种子

根长和芽长的影响时发现，对于黄瓜，金霉素的毒性

较强而诺氟沙星的毒害效应相对较弱；对于油菜，则

是磺胺对甲氧嘧啶的生态毒性相对较强。由于我国农

田土壤中普遍存在多种抗生素残留[36]，应针对蔬菜对
不同抗生素的耐受程度差异，充分考虑土壤中粪肥施

用和抗生素残留情况，合理种植蔬菜，保障作物安全。

与抗生素暴露对种子萌发的影响类似，四环素、

环丙沙星暴露均显著抑制了小白菜幼苗的生长。这与

林琳等[34]关于四环素污染对小白菜幼苗生长发育影
响的研究结果相似，说明长时间抗生素污染对植物的

生长发育产生了毒性。研究发现，污染环境下，植物对

抗生素的吸收会降低其对叶酸的吸收，而叶酸与脱落

酸和细胞分裂素前体嘌呤的合成有关[24，31]，因此抗生
素污染会影响植物体正常的生长发育。本研究发现，

不论四环素还是环丙沙星，药物在某一暴露浓度下对

小白菜幼苗根长的抑制率普遍高于对幼苗株高的抑

制率。该现象与抗生素暴露对种子萌发的影响一致。

作为植物重要的吸收和代谢器官，根系为植物的生长

提供了充足的养分和水分，在抗生素污染胁迫下，药

物在根部蓄积量最多，仅小部分会在根上部分积累[37]，
因此导致了药物对植株根生长的抑制作用更为明显。

随着抗生素暴露剂量的增加，对植物根长和株高的抑

制作用也逐渐增强[23]。
进一步分析抗生素暴露对小白菜幼苗中内生细

菌的影响发现，两种抗生素暴露下植株中总可培养内

生细菌的数量均有所下降，且降低的趋势与抗生素暴

露剂量的增加相对应。由于本研究选择的供试药物四

环素和环丙沙星均属于杀菌效果较好的广谱性抗生

素[38-39]，其在环境中的残留可以有效降低敏感细菌的
数量。同时值得注意的是，除 1 mg·L-1环丙沙星暴露
外，本研究中随着抗生素暴露剂量的增加，植株中耐

药性内生细菌的数量也随之上升，且耐药菌占总可培

养内生细菌的比例均极显著高于无抗生素暴露的对

照处理。据报道，环境中细菌产生耐药性的方式主要

有三种：细菌本身具有耐药性；菌体发生突变或在外

界环境条件诱导下产生耐药性；通过耐药基因水平转

移的方式使细菌获得耐药性[40-41]。由于本研究在无抗
生素暴露的对照处理中也检出了一定量的四环素和

环丙沙星耐药细菌，说明植株中的耐药内生细菌是自

然存在的，但其数量仍少于抗生素暴露环境中检出的

耐药菌数。

分析抗生素暴露下植物耐药性内生细菌数增加

的可能原因：一方面是因为水培条件下植物体更易于

吸收环境中的抗生素，而植株中抗生素的积累为内生

细菌的生存提供了持续的选择压力，在环境诱导和选

择压力作用下，耐药性内生细菌得以优势生长，因而

在总内生细菌中的比例显著增加。Schmitt等[42]在研究
不同浓度磺胺氯哒嗪对土壤微生物群落的抗性诱导

效应时发现，与对照相比，药物浓度升至 7.3 mg·kg-1

时，土壤微生物群落的抗性增长了 10%。群落诱导抗
性（Pollution-Induced Community Tolerance，PICT）理
论[43]也认为，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。另一方面，植物内生菌的研究表明，环境

中的微生物可以通过植物根系进入植株并定植在植

物细胞中成为内生细菌[44]。因此，分析本研究中耐药
内生细菌的另一来源可能是抗生素暴露环境中的耐

药细菌，通过植物根系的吸收进入植物体内，从而导

致植株中耐药内生细菌的比例显著增加。例如，针对

小麦内生细菌的研究发现，土霉素耐药菌 Bacillus
licheniformis 在小麦的根际土壤和根、茎器官中均有
分布，表明该菌株在小麦内生系统中具有一定的传播

性，但其在小麦种子中并未分离得到[45]。本课题组前
期研究施用鸡粪（来自于使用抗生素的养殖场）对蔬
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菜内生细菌的影响时也发现，经常施用粪肥的菜地土

壤以及芹菜、小白菜和黄瓜植株中的阿莫西林、卡那

霉素、庆大霉素和头孢氨苄耐药性内生细菌的比例

均明显高于不施用粪肥的对照样品[46]。但是，关于耐
药细菌在环境-根际-植物系统中的迁移转化过程仍
需要进一步的深入研究。

综上所述，抗生素暴露不仅会抑制蔬菜的生长发

育，而且可以导致植株中耐药性内生细菌的增加。目

前，在全球范围内，细菌耐药性的产生及其传播已经

成为一个棘手的问题。尤其耐药性病原菌感染人的病

例日益增多，甚至某些“超级细菌”的感染已经造成了

“无药可医”的局面。考虑到蔬菜中的耐药性内生细菌

会随着食物链传递到人体，对人类健康构成威胁，对

此应当引起人们的关注。

4 结论

（1）4 mg·L-1四环素暴露能促进小白菜种子萌
发，高于 4 mg·L-1的四环素和不同浓度环丙沙星暴露
均抑制其萌发，且环丙沙星对作物的生态毒性效应强

于四环素。

（2）四环素、环丙沙星暴露均显著抑制小白菜幼
苗的生长，且对作物根生长的抑制作用更为明显。

（3）除 1 mg·L-1环丙沙星暴露外，四环素、环丙沙
星暴露均显著增加了小白菜中内生耐药细菌占总可

培养内生细菌的比例，且与暴露剂量呈正相关性。
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