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Abstract：To explore the toxicity of tetracycline antibiotics and their isomeric degradation products in the aqueous environment, chlortetra⁃
cycline was used as the target compound and Scenedesmus obliquus as the test organism. A study of the growth inhibitors and physiological
indicators of the algae was combined with an investigation of the difference in toxicity between chlortetracycline and its isomers. The results
showed that the degradation products of chlortetracycline were mainly iso-chlortetracycline and epi-iso-chlortetracycline in the presence
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摘 要：为探索水体中四环素类抗生素异构体降解产物的毒性效应，选取金霉素及其异构体降解产物为目标化合物，斜生栅藻

（Scenedesmus obliquus）为受试生物，结合藻类生理指标探讨金霉素及其异构体降解产物的毒性效应。研究结果表明，在斜生栅藻

藻液中，金霉素主要的异构体降解产物为异金霉素及异差向金霉素。暴露 72 h后，金霉素及其异构体降解产物处理组的藻细胞

形态发生了明显的质壁分离，且细胞通透性均显著增大。但是，金霉素母体药物与不同异构体降解产物对斜生栅藻的毒性效应

表现出了明显的差异。金霉素母体药物处理组的斜生栅藻细胞中可溶性蛋白质和叶绿素 a浓度降低得更为显著，且氧化损伤更

为严重。金霉素母体药物与其异构体降解产物虽然具有相似的化学结构，但取代基空间构象的不同会导致药物与藻细胞中的可

溶性蛋白质的结合位点不同，因而对藻细胞产生不同的毒性效应。探究金霉素及其异构体降解产物对水生环境产生的毒性效

应，有望为全面认识四环素类抗生素的生态环境风险提供新的依据。
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四环素类抗生素（Tetracycline antibiotics，TCs）由

于其抗菌谱广、价格低廉以及具有显著的治疗价值已

经被广泛使用于水产养殖、畜禽业和医药卫生等行

业[1]。四环素类抗生素的频繁使用造成了其在环境

中呈现出一种“假持久性”的现象，所带来的一系列环

境污染和生态安全问题已引起广泛关注[1-3]。然而，

它们的化学结构并不稳定，尤其是四环素（Tetracy⁃
cline，TC）、金霉素（Chlortetracycline，CTC）、土霉素

（Oxytetracycline，OTC）等天然四环素，在水体中极易

发生异构化，生成差向四环素类异构体[4-7]。因此，重

视四环素类母体污染物的同时，其异构化产物造成的

环境污染和生态安全问题也迫切需要关注。

据研究报道，金霉素异构化产物 4-差向金霉素

（4-epi-chlortetracycline，ECTC）在国内外的地表水中

均有检出[8-10]。基于药物化学理论，在弱酸性条件

（pH=2~6）下，四环素类抗生素分子中的不对称碳原

子C-4可逆地发生异构化，形成差向四环素；在弱碱

性（pH=8）条件下，四环素的C环打开，转化为内酯化

异构体（异四环素）；在酸性较强（pH<2）的条件下，四

环素C6位上的叔羟基易脱落而形成脱水四环素[11-12]。

同时，也有报道指出差向异构体的半衰期相对较长，

细胞毒性相比母体药物明显增加[13]。然而，自然水

体比药物化学的研究环境复杂得多，四环素类抗生

素及其异构体对水体环境条件十分敏感，且不同种

类四环素的降解性质差异较大，但目前此方面的研

究鲜有报道。

藻类作为水生生态系统的初级生产者，在水生生

态系统中发挥着重要作用。另外，藻类较其他水生生

物敏感，被经济合作与发展组织（Organization for Eco⁃
nomic Co-operation and Development，OECD）推荐为

模式生物。藻细胞会不断蓄积抗生素，抗生素产生的

毒性效应将随着食物链的递增而影响较高营养级别

的生物，甚至对人类健康造成威胁[14]。徐冬梅等[15]研

究报道了土霉素、金霉素及强力霉素对蛋白核小球藻

和斜生栅藻的细胞膜通透性及生长抑制作用差异，姜

思等[16]报道了四环素等 4种常用抗生素对莱茵衣藻

的生长及光化学活性的抑制作用，以上研究均表明四

环素类抗生素对藻类具有一定的毒性。然而，这些研

究均着眼于药物母体对藻类的毒性影响，对其代谢及

降解产物的毒性效应研究报道甚少。因此，探索四环

素类抗生素降解产物的毒性效应，有望更加全面地认

识抗生素在水体中降解所带来的环境风险。

因此，本研究选取具有代表性的斜生栅藻

（Scenedesmus obliquus）为受试生物，选用四环素类抗

生素中稳定性较弱的金霉素为目标化合物，探索金霉

素异构体降解产物对斜生栅藻的毒性效应并对其毒

性机制进行探讨，为全面认识四环素类抗生素因降解

和转化产生的潜在的环境风险提供依据。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

仪器：UVPC-2401紫外-可见分光光度计（日本

岛津公司）、GXZ型智能恒温人工培养箱（宁波江南仪

器厂）、JY92-II超声波细胞粉碎机（宁波新芝生物科

技股份有限公司）、LDZM-40KCS立式压力蒸汽灭菌

锅（上海申安医疗器械厂）、Waters高效液相色谱-质
谱仪（美国Waters）、Heraeus MultifugeX1冷冻离心机

[赛默飞世尔科技（中国）有限公司]。
供试斜生栅藻（Scenedesmus obliquus，FACHB-

416）藻种购自中国科学院武汉水生生物研究所，抗生

素及其异构体标准品均购自百灵威科技有限公司，纯

度均>90%，质谱级甲酸和乙腈购自上海安谱科学仪

器有限公司，活性氧自由基（ROS）、超氧化物歧化酶

（SOD）、过氧化氢酶（CAT）试剂盒购自南京建成生物

工程有限公司，其余化学试剂均为分析纯购自国药集

团化学试剂有限公司。金霉素（Chlortetracycline，

of Scenedesmus obliquus. After being exposed to chlortetracycline and its isomeric degradation products for 72 h, the Scenedesmus obliquus
experienced plasmolysis and its cell permeability increased significantly. In addition, the difference in toxicity between chlortetracycline
and its isomeric degradation products was obvious. In the chlortetracycline treatment, the concentration of soluble protein and chlorophyll-
a in the Scenedesmus obliquus decreased significantly and it underwent serious oxidative damage. Although chlortetracycline and its isomer⁃
ic degradation products had similar chemical structures, they did not have the same toxic effects on algal cells. This might be due to differ⁃
ences in the conformation of the substituents in chlortetracycline and its isomers, which would cause the drugs to bind to different sites on
the proteins in the algal cells. It is hoped that this investigation of the toxic effect of chlortetracycline and its isomeric degradation products
on an aquatic organism will be help provide a deeper understanding of the environmental risks of tetracycline antibiotics.
Keywords：chlortetracycline（CTC）; isomers; Scenedesmus obliquus; degradation products; toxicity
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CTC），4 - 差 向 金 霉 素（4-epi-chlortetracycline，
ECTC），异金霉素（Iso-chlortetracycline，ICTC）结构式

如图1所示。

1.2 藻类培养

按照OECD推荐方法，斜生栅藻藻种在无菌条件

下于BG11培养基中培养。培养条件为温度 25 ℃，光

照周期设置为 12 h 光照及 12 h 黑暗，光照强度为

3000~4000 lx，放置于智能恒温光照培养箱中静置培

养至对数生长期，并继续扩大培养，预培养 3代，镜检

细胞正常后培养至对数生长期进行毒性试验。

1.3 藻类毒性试验

按照OECD推荐方法，将培养至对数生长期的斜

生栅藻分别接种到 50 mL含有CTC、ECTC和 ICTC药

物的培养液中进行无菌培养，药物的浓度分别设置为

1×10-5、1×10-6、5×10-7 mol·L-1，同时选用不添加药物

的培养液进行无菌培养作为对照组（CK）。试验藻细

胞初始密度约为 8.0×105 cells·mL-1，各个浓度设置 3
个平行。将藻细胞于含有不同浓度的抗生素中静置

培养 72 h，每隔 24 h用无菌注射器取出 1 mL测定吸

光度（培养液 pH相同，放入恒温光照培养箱中进行培

养）。本实验建立了斜生栅藻藻密度与吸光度之间的

线性关系，且相关指数R2>0.999，利用紫外-可见分光

光度计于 680 nm处测定光密度来表征斜生栅藻藻细

胞的密度，并根据以下公式计算藻细胞生长抑制率：

μ=( )1 - Nt

N0
×100%

式中：μ为斜生栅藻生长抑制率；Nt和N0分别为 t（24、
48、72 h）时刻和 t0（初始接种）时的藻细胞个数。

1.4 高效液相色谱-串联质谱（HPLC-MS）解析藻液

中CTC及异构体降解产物

藻细胞培养期间，每隔 12 h使用无菌注射器在无

菌条件下取 1 mL藻液，并使用 0.22 μm纤维素滤膜过

滤，取滤出清液进行CTC及异构体降解产物浓度的检

测。CTC及异构体降解产物浓度使用高效液相色谱-
质谱仪（配电喷雾离子源，ESI）测定。检测条件如下：

色谱柱为Waters Atlantis C18（2.1 mm×150 mm）；柱温

为 30 ℃；流动相为 1％甲酸/乙腈（80/20）；进样量和流

速分别为 10 μL和 0.2 mL·min-1，毛细管电压 20 V；荷

质比m/z为479。
1.5 藻细胞亚细胞形态的测定

取暴露 72 h后的藻液 10 mL，4 ℃ 10 000 r·min-1

离心 10 min，去上清液，参考邹宁等[17]的方法对样品

进行前处理，采用 LEICA EM UC7 型超薄切片机切

片，经柠檬酸铅溶液和醋酸双氧铀 50% 乙醇饱和溶

液各染色 5~10 min后，在Hitachi H-7650型透射电镜

中观察。

1.6 粗酶液提取

将暴露 72 h后的藻液无菌条件下转移至已灭菌

的 50 mL离心管中，放置超声波细胞破碎机下破碎 8
min，工作 10 s，间隔 10 s，功率为 200 W。细胞破碎

结束后 4 ℃ 10 000 r·min-1离心 10 min，上清液即为

粗酶液。

1.7 活性氧自由基（ROS）、细胞通透性、叶绿素及抗

氧化系统测定

斜生栅藻细胞通透性的测定参考Ouyang等[18]的

方法，采用荧光指示物乙二酸荧光素（FDA）对藻细胞

进行标记，通过荧光酶标仪测定荧光强度间接反应细

胞膜的通透性，叶绿素 a采用反复冻融法[19]测定，可溶

性蛋白质采用考马斯亮蓝染色法[20]进行测定，本研究

中 ROS、SOD、CAT的测定均严格按照南京建成生物

工程有限公司试剂盒说明书进行操作。

1.8 数据分析

所有数据均采用 mean±SD 的形式表示，利用

GraphPad prism 7 和 SPSS 进行数据分析及单因素方

差分析（ANOVA）中的 LSD检验进行统计分析（不同

小写字母表示经LSD法检验后差异显著P<0.05）。

2 结果与讨论

2.1 CTC对斜生栅藻的生长抑制及异构体降解产物

分析

图2为3种浓度CTC胁迫下斜生栅藻的生长抑制

情况。结果表明，CTC在所测浓度范围内对斜生栅藻

具有明显的生长抑制作用，且随着浓度升高，对斜生

栅藻生长的抑制率增大。在 72 h暴露过程中，CTC于

b
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图1 三种金霉素异构体的基本结构
Figure 1 Chemical structure of three chlortetracycline isomers
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48 h 时对斜生栅藻的生长抑制率最大，1×10-5、1×
10-6、5×10-7 mol·L-1 的暴露浓度下抑制率分别达到

22.79％、17.78％、15.08％。已有研究提出，四环素类

抗生素可通过主动转运进入细胞并与细胞核糖体上

30S亚基不可逆结合，阻止氨酰基转移与DNA结合而

抑制细胞蛋白质的合成，从而抑制藻细胞生长[21-22]。

然而，本研究还发现CTC在水相环境中很不稳定，易

转变成其他降解产物。因此，我们认为四环素类抗生

素对藻类的抑制机制除母体药物的作用之外，其降解

产物或是降解产物与母体药物的混合物对藻细胞所

产生的不利影响也不可忽视[23]。

据已有报道，CTC对水体条件十分敏感，易产生

ECTC、ICTC、脱水金霉素等一系列降解及代谢产

物[24]。Halling-Sorensen等[25]和 Soeborg等[26]研究认为，

pH、水体温度及光照强度对四环素类抗生素的水解

影响显著，差向四环素类和异四环素类是主要的降解

产物，水解产物中 ICTC的半衰期最长。同时，Solliec
等[27]指出CTC在加标的地表水溶液中孵育一个月后，

已经基本被转化成 ICTC及 4-差向异金霉素（4-epi-
iso-chlortetracycline，4-EICTC）。基于此，为深入考察

不同种类降解产物的毒性贡献，本研究使用 HPLC-
MS对金霉素在斜生栅藻存在下的异构体降解产物进

行了测定。如图 3所示，CTC在藻液中并不稳定，24 h
已经基本转化为异构体产物，且随着胁迫时间的延

长，CTC逐渐向 ICTC转化，并伴随着少量 4-EICTC的

产生，ICTC的浓度在 36 h达到最大，随后，藻液中的

异构体抗生素浓度降低，这可能是由于藻细胞会优先

积累抗生素，之后再通过吸附[28]、吸收[29]、降解或代

谢[30]等一系列响应，将抗生素转化成其他降解产物进

行释放。由图 3可以得出，在斜生栅藻存在下的CTC

转化产物主要以 ICTC为主。

2.2 ECTC、ICTC对斜生栅藻的生长抑制

图 4 为斜生栅藻暴露于 CTC 异构体降解产物

ECTC与 ICTC下，72 h内的生长抑制情况。在所测浓

度范围 ECTC、ICTC的胁迫下，斜生栅藻均表现出明

显的生长抑制。在ECTC胁迫下，斜生栅藻在 48 h时

生长抑制情况最为严重，1×10-5、1×10-6、5×10-7 mol·
L-1 的 ECTC 对 斜 生 栅 藻 抑 制 率 分 别 为 18.77%、

14.86%、13.01%。而在 ICTC胁迫下，斜生栅藻生长抑

制率在 72 h内随药物浓度的降低而升高。结合图 2
分析，母体药物 CTC 与异构体降解产物 ECTC、ICTC
结构相似，但它们对于斜生栅藻的生长抑制却表现出

了明显不同的规律，取代基空间构象的不同可能是造

成毒性差异的主要原因[31]。此外，由图 5可知，CTC母

体药物暴露较其异构体降解产物具有更高的毒性，暴

露浓度为 1×10-5 mol·L-1的 CTC 与其余各处理组相

比，其对斜生栅藻的生长抑制呈现出显著差异（P＜
0.05），而作为主要降解产物之一的 ICTC的毒性效力

最低。但是，结合图 3中CTC异构体降解产物的分布

结果可见，在暴露 24 h 时，CTC 在藻液中的存在以

ICTC形式为主。因此，推测 CTC母体药物所产生的

较高的毒性可能是由于 3种异构体降解产物的联合

作用。

2.3 CTC及其异构体降解产物对斜生栅藻亚细胞形

态的影响

图 6为 1×10-5 mol·L-1 3种药物处理下斜生栅藻

的亚细胞形态。由图可知，对照组的细胞呈现椭圆

形，有较规则的细胞壁，具有完整的细胞结构，叶绿体

几乎充满了整个细胞，而在CTC、ECTC、ICTC胁迫下，

藻细胞有不同程度的损伤，叶绿体萎缩，发生了明显的

质壁分离，叶绿体的萎缩会影响藻细胞的光合作用，影

图3 斜生栅藻藻液中CTC的异构化产物分布

Figure 3 The distribution of isomerized products of CTC in
algae suspension

图2 CTC胁迫下斜生栅藻的生长抑制情况

Figure 2 The growth inhibition rate of Scenedesmus obliquus
under CTC stress
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响藻类正常的生长代谢[32]。其中，CTC处理下细胞受

损最为严重，与其表现出的生长抑制情况一致。研究

表明，在藻细胞受到外界胁迫时，其细胞形态会发生变

化，使得细胞变性，破裂，发生质壁分离，对叶绿体具有

较大的毒害作用，影响藻类的光合作用[32-33]。

2.4 CTC及其异构体降解产物对斜生栅藻细胞通透

性的影响

细胞膜是保护细胞的第一道屏障，可以选择性控

制物质进出细胞，通透性是它们主动或被动地将物质

输入和输出细胞的能力的指标，细胞膜通透性的改变

会使得有毒物质更容易进入藻细胞，在藻细胞中不断

地进行积累，导致藻细胞的代谢过程紊乱，从而对藻

细胞产生毒性[34]。已有研究表明，低浓度的四环素类

抗生素可以影响淡水绿藻的细胞膜通透性[15]，因此，

本研究也进一步对CTC及其异构体降解产物胁迫下

的斜生栅藻细胞通透性进行了考察。图 7为 CTC及

其异构体降解产物 72 h胁迫对斜生栅藻细胞膜通透

性的影响，与对照组相比，CTC及其异构体降解产物

均使斜生栅藻细胞膜通透性显著增大，CTC 母体药

物及其异构体降解产物均对斜生栅藻细胞膜造成一

定程度的损伤，也是影响藻类正常生长的重要因素

之一。

2.5 CTC及其异构体降解产物对斜生栅藻ROS及抗

氧化系统的影响

据已有研究报道，微藻在外源污染物的胁迫下会

应激产生大量ROS，ROS的过量产生随之会导致细胞

产生氧化应激，损害微藻的细胞膜和蛋白质，从而抑

制正常生理生化功能[35]。基于此，本研究对CTC母体

药物及其异构体降解产物胁迫下的斜生栅藻进行了

ROS分析。结果如图 8所示，10-5 mol·L-1 CTC、ECTC、
ICTC处理组的藻细胞在 72 h时的ROS相比于对照组

图4 ECTC、ICTC胁迫下斜生栅藻的生长抑制情况

Figure 4 The growth inhibition rate of Scenedesmus obliquus
under ECTC and ICTC stress

图5 10-5 mol·L-1CTC在不同时间与其余各组的显著性差异分析

Figure 5 Analysis of significant difference between 10-5 mol·L-1

CTC with other groups at different time

（a. CK；b. 1×10-5 mol·L-1 CTC；c. 1×10-5 mol·L-1 ECTC；
d. 1×10-5 mol·L-1 ICTC）

图6 CTC及其异构体降解产物72 h胁迫下藻细胞的亚细胞形态

Figure 6 Subcellular morphology of algal cells after 72 h stress in
CTC and its isomer degradation products
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分别增加了 2.19、2.01、1.49倍，且所有处理组均较对

照组产生显著差异。细胞内ROS的不断产生和积累

会破坏 ROS积累与清除之间的平衡，从而激发抗氧

化系统的活性。因此，基于ROS的分析结果，本研究

进一步选取了 SOD和CAT两类生物体内主要的抗氧

化酶进行分析。图 9呈现了藻细胞内CAT和 SOD的

活性变化趋势，证实了藻细胞内氧化应激的变化。在

CTC 母体药物的胁迫下，藻细胞内的 SOD 和 CAT 的

活性均显著升高，与 ROS的变化趋势呈正相关。这

可能是由于 CTC胁迫下 ROS含量显著升高，藻细胞

产生了脂质过氧化，促使 SOD和 CAT的活性显著增

加，清除了藻细胞内多余的活性氧[36]；而在 ECTC 及

ICTC胁迫下，藻细胞内的 SOD与 CAT的活性变化与

对照组相比差异性明显减弱，表明了CTC母体药物对

藻细胞内ROS及抗氧系统的影响最为明显。

2.6 CTC及其异构体降解产物对斜生栅藻叶绿素 a浓
度的影响

叶绿素 a是光合作用的重要参数，其浓度的变化

可以直接影响藻类生物量的变化，间接反映出斜生栅

藻对 3种药物的毒性反应[37]。图 10为 CTC及其异构

体降解产物 72 h暴露对斜生栅藻细胞内叶绿素 a浓
度的影响。结果表明，3种异构体降解产物对斜生栅

藻叶绿素 a浓度的影响具有明显差异，在 10-5 mol·L-1

浓度 CTC 和 ICTC 的胁迫下，叶绿素 a的浓度与对照

组相比分别显著下降了 23.31％和 15.95％，暴露浓度

越小，对叶绿素 a的抑制越小；在ECTC的暴露下，斜

生栅藻叶绿素 a含量与对照组无明显差异。结合图 8
中藻细胞内 ROS的升高及生长抑制情况，我们推测

是藻细胞受到外界胁迫，大量 ROS的积累破坏细胞

内部结构，抑制叶绿素合成酶的活性，使叶绿素的浓

度降低，影响藻细胞的光合作用，细胞的新陈代谢变

慢，进而影响藻细胞的生物量[32]。

图8 CTC及其异构体降解产物72 h胁迫下对斜生栅藻

ROS的影响

Figure 8 The effects of CTC and its isomer degradation products
on ROS of Scenedesmus obliquus in 72 h

图9 CTC及其异构体降解产物72 h胁迫下对斜生栅藻CAT和
SOD酶活性的影响

Figure 9 The effects of CTC and its isomer degradation products
on CAT and SOD of Scenedesmus obliquus in 72 h
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Figure 7 The effects of CTC and its isomer degradation products
on cellular permeability of Scenedesmus obliquus in 72 h
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2.7 CTC及其异构体降解产物对斜生栅藻可溶性蛋

白质的影响

据已有研究报道，四环素类抗生素对藻类的毒性

效应主要体现在抑制蛋白质合成和叶绿体生成方面，

从而对藻类的生长产生抑制[38]。由图 11可见，在CTC
及其异构体降解产物的胁迫下，藻细胞可溶性蛋白质

的浓度均呈现下降趋势，且浓度越大，下降趋势愈显

著，CTC和ECTC处理下的斜生栅藻的可溶性蛋白质

的 浓 度 分 别 下 降 了 31.46%、22.76%、21.99% 和

24.05%、17.91%、12.57%。而 ICTC 胁迫对藻细胞可

溶性蛋白质浓度的影响较小，不同处理下的浓度下降

均低于 10％，与对照组相比无明显变化。由此进一

步可得CTC、ECTC、ICTC虽然具有相似的化学结构，

但取代基空间构象的不同会导致药物与藻细胞中可

溶性蛋白质的结合位点不同，因而产生不同的毒性效

应[39]。

3 结论

（1）CTC对斜生栅藻具有明显的生长抑制作用，

且在斜生栅藻存在下，CTC转化产物主要以 ICTC为

主。CTC、ECTC、ICTC虽然结构类似，但对斜生栅藻

有显著的异构体毒性差异，在相同的暴露浓度下，生

长抑制作用表现为CTC>ECTC>ICTC。
（2）CTC母体药物对藻细胞的光合作用、蛋白质

含量、活性氧及抗氧化酶与对照组相比均具有显著性

差异，金霉素内酯化异构体（ICTC）对藻细胞则具有

较低的毒性效应。

（3）金霉素抗生素在环境中不断地进行积累和代

谢，在斜生栅藻存在下 CTC 最主要的中间产物为其

内酯化产物及其差向异构化产物，CTC 母体药物与

其异构体降解产物虽然具有相似的化学结构，但取

代基空间构象的不同会导致药物与藻细胞中的可溶

性蛋白质的结合位点不同，因而对藻细胞产生不同

的毒性效应。
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