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　　摘要：为明确抗生素残留的烟田生态效应，采用微宇宙试验系统研究四环素添加对土壤碳氮矿化及烟草种子萌发
的影响。结果表明，中低量四环素添加（５０、５ｍｇ／ｋｇ）处理对土壤有机碳矿化速率无明显影响，但高添加量
（５００ｍｇ／ｋｇ）处理的土壤有机碳累积矿化量在培养后期明显高于其他处理，在培养结束时比对照增加１３．７５％，显示
对土壤有机碳矿化的一定刺激作用。四环素添加处理的土壤有机氮的矿化速率及硝化速率整体上均高于对照，特别

是在培养前期（２８ｄ）的土壤氮素硝化速率明显高于对照，后期则与对照差异不大。低浓度四环素溶液对烟草种子的
发芽势及发芽率均无显著影响，但高浓度四环素溶液（＞８０ｍｇ／Ｌ）则对烟草种子的发芽势和发芽率有显著抑制作用
（Ｐ＜０．０５）。此外，四环素浓度与烟草种子根长的抑制率间具有良好的剂量 －效应关系。其对根伸长抑制率的 ＩＣ１０、

ＩＣ５０分别为６．６５、１１０．２０ｍｇ／Ｌ，而且根伸长抑制率与四环素浓度呈对数相关且相关性显著（Ｐ＜０．０５）。四环素长期暴

露会在一定程度上影响烟田土壤的碳氮转化功能，并对烟草幼苗的生长发育具有不良影响，但四环素进入农田后对土

壤养分转化及烟草生长发育的具体影响机制及其风险评价还需要进一步研究。
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　　四环素作为一类具有杀灭或抑制除放线菌外其他微生物
作用的广谱性抗生素，在世界范围内使用量巨大，尤其作为禽

畜疾病预防药物和生长促进剂而被大量用作饲料添加

剂［１－２］，而未被机体吸收的部分原药或尚有活性的代谢物随

畜禽粪便排出进入水体和土壤环境，造成四环素在环境中的

残留［３－６］。由于四环素类抗生素性质相对稳定并具有一定的

持久性，目前在土壤、地表水、地下水中均检测到了四环素残

留。Ｗａｒｍａｎ等在用鸡粪施肥的土壤中发现，氯四环素的含
量水平已经接近其他农药类有机污染物的水平［７］。四环素

类抗生素的环境行为、对土壤生态过程及其对作物种子萌发

的影响目前受到广泛关注［８－１１］。

烟草作为我国重要的经济作物之一，在我国中南及西南

地区广泛种植，烟草在育苗栽培过程中通常大量施用有机类

肥料，其中畜禽粪便类农家肥及以此为原料制作的商品有机

肥的施用，易导致土壤及水环境的抗生素残留污染。近年来，

关于四环素类抗生素对土壤呼吸、氮硝化及不同作物种子萌

发影响的研究较多［８－１１］，但四环素残留对烟田土壤养分转化

及烟草幼苗毒性效应的影响还鲜见报道。为此，本研究以典

型的广谱性抗生素———四环素为研究对象，采用微宇宙试验，

模拟不同浓度四环素添加后对烟田土壤碳氮矿化及烟草种子

萌发的影响，以明确四环素残留对烟田土壤生态过程及烟草

种子萌发的生态毒理效应，为后续畜禽粪便类有机肥施用的

烟田环境风险评估及合理应用管理提供重要的科学依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验于２０１４年在湖北省恩施州清江源现代烟草农业科

技园区温室中进行。供试土壤采自恩施州白果乡茅坝槽烟田
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周边的林地表层，土壤类型为黄棕壤，土样采集后经自然风

干，剔除根系等杂物，碾碎过２ｍｍ筛后备用。其基本理化性
质为 ｐＨ值 ６．９，有机质含量 １９．２３ｇ／ｋｇ，碱解氮含量
８５．３７ｇ／ｋｇ，有 效 磷 含 量 ６２．７０ ｇ／ｋｇ，速 效 钾 含 量
２１８．６７ｇ／ｋｇ，未检出四环素残留。供试烟草品种为云烟８７，
来源于玉溪中烟种子有限责任公司。所用四环素盐酸盐（纯

度９７．５％）来源于中国食品药品检定研究院。
１．２　试验设计与方法
１．２．１　微宇宙试验　将过２ｍｍ筛的风干土样加入去离子
水至最大田间持水量的４０％，在２５℃黑暗处预培养１周，以
恢复土壤微生物活性，然后进行四环素矿化试验。试验设置

１个对照和３个不同质量分数的四环素添加处理，分别为 ＣＫ
（四环素添加量为 ０ｍｇ／ｋｇ）、ＳＴ１（四环素添加量为
５ｍｇ／ｋｇ）、ＳＴ２（四环素添加量为５０ｍｇ／ｋｇ）、ＳＴ３（四环素添加
量为５００ｍｇ／ｋｇ），每个处理重复３次。

土壤有机碳的矿化：称取相当于５０ｇ干土的预培养土样
于１５０ｍＬ塑料瓶中，加入相应质量的四环素，混匀，使土壤含
水量达到最大田间持水量的６０％，同时设不加土壤样品的空
白对照和不添加四环素的对照，放于１Ｌ培养瓶中，同时在培
养瓶中小心地放入１个内装１０ｍＬ０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液的
５０ｍＬ三角瓶，以吸收土壤在培养期间释放的 ＣＯ２，并在培养
瓶底部加入少量蒸馏水以保持土壤湿度，密封后置于２８℃恒
温恒湿箱中培养，在培养１、３、７、１４、２１、２７、４２、５６、８４ｄ后取各
处理的试验样品，定期测定土壤在培养期间ＣＯ２的释放量。

土壤有机氮的矿化及硝化：称取预培养的一定量土样于

１５０ｍＬ塑料瓶中，加入不同质量的四环素，混匀，并使土壤含
水量达到最大田间持水量的６０％，同时设不加四环素的对
照，将各处理置于２８℃恒温恒湿箱内培养，于土壤培养的１、
３、７、１４、２１、２７、４２、５６、８４ｄ后取各处理的试验样品，测定土壤
中硝态氮（ＮＯ３

－－Ｎ）和铵态氮（ＮＨ４
＋ －Ｎ）含量（质量分数）。

培养过程中每隔３ｄ用称质量法补充水分，以保持土壤湿度。
１．２．２　种子萌芽试验　按ＧＢ／Ｔ３５４３—１９９５《农作物种子检
验规程》进行。在直径９ｃｍ的玻璃培养皿中放３层滤纸，加
入不同浓度的５ｍＬ四环素溶液，在水溶液中设置０、１０、２０、
４０、８０、１６０ｍｇ／Ｌ６个浓度梯度，每个处理设５０粒种子，共３
个重复。置于２８℃、４０００ｌｘ的恒温培养箱中培养，进行种子
发芽与根伸长试验。

１．２．３　土壤有机碳氮矿化的测定　添加四环素后土壤在培
养期间的ＣＯ２释放量采用ＢａＣｌ２沉淀酸碱滴定法测定

［１２］；土

壤中ＮＯ３
－－Ｎ和 ＮＨ４

＋ －Ｎ含量用２ｍｏｌ／ＬＫＣｌ溶液浸提，
吸取浸提液用分光光度法测定［１３］；土壤氮矿化速率、硝化速

率参照文献［１４－１５］计算，公式如下：
矿化速率［ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］＝（Ｍｔ－Ｍ０）／Δｔ；
硝化速率［ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］＝（Ｎｔ－Ｎ０）／Δｔ。

式中：Ｍ０、Ｍｔ分别表示培养前、培养后无机态氮（ＮＨ４
＋ －Ｎ＋

ＮＯ３
－－Ｎ）的含量，ｍｇ／ｋｇ；Ｎ０、Ｎｔ分别表示培养前、培养后硝

态氮的含量，ｍｇ／ｋｇ；ｔ表示培养时间，ｄ。
１．２．４　种子发芽势、发芽率和根伸长抑制率的测定　根据处
理７、１４ｄ时的种子发芽数分别计算发芽势和发芽率。计算
公式如下：

发芽势＝（７ｄ内发芽种子数／供试种子总数）×１００％；
发芽率＝（培养结束时发芽种子数／供试种子总数）×１００％；
　　根伸长抑制率＝（对照组根长－处理组根长）／对照组根
长×１００％。
１．３　数据分析

试验结果由 ＳＰＳＳ２２．０进行模型拟合，计算出四环素的
根伸长１０％抑制浓度（ＩＣ１０）和 ５０％抑制浓度（ＩＣ５０）；采用
Ｅｘｃｅｌ２００７对所有试验数据进行统计整理并作图。

２　结果与分析

２．１　四环素对土壤有机碳矿化速率和累积矿化量的影响
从图１可以看出，在培养的第１天，各处理土壤有机碳的

矿化速率依次为ＳＴ３＞ＳＴ１＞ＳＴ２＞ＣＫ。各处理的矿化速率随
培养时间延长迅速上升，到培养７ｄ时达到最大值，具体表现
为ＳＴ１＞ＳＴ３＞ＳＴ２＞ＣＫ，此时四环素各处理的有机碳矿化速
率均高于ＣＫ，随后开始下降。培养１４ｄ后各处理与ＣＫ的差
异不断减小，至８４ｄ后培养结束时，各处理土壤的有机碳矿
化速率与对照无明显差异。不同处理的土壤有机碳累积矿化

量在培养前期（前１４ｄ）增加较快，随后变缓并持续增加至培
养结束。在整个培养过程中，ＳＴ１、ＳＴ２处理的有机碳累积矿
化量与ＣＫ相比无明显差异，仅在培养第２８天之后，ＳＴ３处理
的累积矿化量才明显高于ＣＫ处理，至培养结束时比ＣＫ增加
１３．７５％。可见，中低量四环素添加（５０、５ｍｇ／ｋｇ）对土壤有机
碳矿化无明显影响，而较高量（５００ｍｇ／ｋｇ）的四环素则在一
定程度上促进有机碳矿化，特别在培养后期表现出累积矿化

量的增加。

２．２　四环素对土壤氮矿化速率及硝化速率的影响
从图２可以看出，添加四环素后均不同程度地促进了土
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壤氮素的转化。其中各处理土壤的有机氮矿化速率变化趋势

基本一致，随培养时间延长大致呈“Ｗ”形波动。在培养前期
（前 ７ｄ），各处理的氮素矿化速率均为负值，且不同处理土壤
的有机态氮矿化速率差异较大，但处理间的差异随着培养时

间的延长而不断减小，至培养结束时，添加四环素各处理的氮

矿化速率与ＣＫ无明显差异。在整个培养过程中，各处理土
壤氮的硝化速率变化均随培养时间延长呈现先增加后降低再

趋于稳定的趋势。四环素处理的土壤氮素硝化速率整体上高

于ＣＫ，后期则与 ＣＫ处理基本一致。结果显示，四环素添加
能在一定程度上刺激土壤氮素的矿化及硝化作用，并随着培

养时间延长其激发作用不断减弱。

２．３　四环素对烟草种子萌发的影响
从表１可以看出，随着四环素溶液浓度的增大，烟草种子

的发芽势与发芽率总体上均呈下降趋势。但当四环素溶液浓

度较低时（≤４０ｍｇ／Ｌ），其对烟草种子发芽势与发芽率的影
响与对照（０ｍｇ／Ｌ）相比差异均不显著；当四环素浓度达到
１６０ｍｇ／Ｌ时，烟草种子的发芽势与对照相比差异显著（Ｐ＜
０．０５），且比对照降低１２．５百分点。对于发芽率来说，四环素
浓度为８０、１６０ｍｇ／Ｌ时与对照差异显著，且分别比对照下降
１５．２、２５．７百分点。因此，较低浓度的四环素溶液（４０ｍｇ／Ｌ）
对烟草种子发芽没有明显影响，但随着浓度升高，烟草种子发

芽势与发芽率受影响的程度随之增加，表现出一定的剂

量－效应关系。

表１　四环素对烟草种子发芽势和发芽率的影响

四环素浓度

（ｍｇ／Ｌ）
发芽势

（％）
发芽率

（％）

０ ８８．０ａ ９０．２ａ
１０ ８９．３ａ ８９．７ａ
２０ ８６．７ａ ８６．６ａ
４０ ８６．０ａ ８４．３ａ
８０ ８４．２ａｂ ７５．０ｂ
１６０ ７５．５ｂ ６４．５ｃ

　　注：同列数据后标有不同小写字母表示不同处理间差异显著
（Ｐ＜０．０５）。　

２．４　四环素对烟草根伸长及根伸长抑制率的影响
从图３可以看出，本试验范围内的５种不同浓度的四环

素均对烟草根长具有不同程度的抑制效应。随着四环素浓度

的增加，根长呈逐渐下降的趋势，根伸长抑制率呈逐渐上升的

趋势。在不添加四环素的对照中，烟草的根长为５．７０ｃｍ，当

四环素浓度为１０ｍｇ／Ｌ时，根长与对照处理差异不显著；当四
环素浓度为２０ｍｇ／Ｌ时，与对照处理的根长差异显著；当四环
素浓度为１６０ｍｇ／Ｌ时，烟草的根长仅为２．４８ｃｍ，根伸长抑制
率为５６．４９％。

　　当前经常采用植物的 ＩＣ５０来评价污染物的生态毒性强
弱［１６－１７］，但当环境中污染物的浓度达到 ＩＣ５０时，表明植物已
经受到严重影响，所以 ＩＣ１０通常被认为是引起植物受害的毒
性阈值［１１］。由表２可以看出，在水溶液中，烟草根伸长抑制
率与四环素浓度呈对数正相关，且相关性显著（Ｐ＜０．０５），随
着四环素浓度升高，根长随之减少而根长抑制率呈对数增加，

而且四环素对根伸长抑制率的 ＩＣ１０、ＩＣ５０分别为 ６．６５、
１１０．２０ｍｇ／Ｌ，即烟草根伸长被抑制５０％时的四环素浓度为
１１０．２０ｍｇ／Ｌ，四环素浓度对烟草根伸长抑制率具有明显的剂
量－效应关系。

表２　烟草的根伸长与四环素的抑制率方程及其敏感性

拟合方程 ｒ２ ｎ
ＩＣ１０
（ｍｇ／Ｌ）

ＩＣ５０
（ｍｇ／Ｌ）

ｙ＝１４．４７２ｌｎｘ－１７．０９７ ０．９５８ ５ ６．６５ １１０．２０

　　注：介质为水溶液。

３　讨论与结论

土壤有机碳矿化（微生物呼吸）和氮转化能力是衡量土

壤微生物活性的重要指标，二者的动态变化直接反映了土壤

生态系统功能的变化［１８］。四环素添加通过杀灭或抑制土壤中

的某些微生物类群，从而影响土壤的微生物群落及造成其一系

列生态功能的改变，如土壤有机质分解、氮转化及酶活性

等［１９］。从研究结果来看，四环素各处理的有机碳矿化速率均

不同程度地高于ＣＫ，但到培养结束时，各处理与对照间无明显
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差异，其原因一方面可能是在培养后期，随着添加的四环素不

断降解，其浓度下降至不能对土壤碳矿化产生明显影响的水

平；另一方面，受四环素胁迫影响，土壤微生物群落发生选择性

改变，并迅速恢复到原来的群落功能，从而使土壤呼吸（碳矿

化）速率得以恢复［２０］。中低量四环素添加（５０、５ｍｇ／ｋｇ）对土
壤有机碳矿化无明显影响，而高量（５００ｍｇ／ｋｇ）的四环素则
在一定程度上促进有机碳矿化，特别在培养后期表现出累积

矿化量的明显增加。总体来看，添加四环素各处理的土壤有

机碳累积矿化量略高于ＣＫ，且在试验浓度范围内随四环素添
加量的增加而升高。这也说明添加四环素会在一定程度上刺

激土壤有机碳的矿化，其原因可能是四环素作为含碳丰富的

物质，会被土壤中某些抗性微生物作为碳源利用，促进了微生

物的生长繁殖，从而提高了土壤的呼吸作用［２１］；而且抗生素

的“非靶标微生物”耐受性和活性增强也会使土壤呼吸作用

得以促进［２２］。但也有研究认为，施用抗生素后能杀死土壤中

某些微生物，会使土壤呼吸作用受到抑制［２３－２４］，或者在试验

条件下添加抗生素并没有对土壤呼吸产生影响［２５］。这种差

异的产生可能与复杂的土壤理化性质、不同的微生物群落组

成及其对外界胁迫的耐受程度有关。

四环素对土壤氮素矿化和硝化的影响具有时间依赖型，

在培养前期均不同程度提高了土壤氮素的矿化速率及硝化速

率，在培养后期的影响则不断减弱，这对土壤中硝酸盐的积累

及其氮素损失具有一定风险。各处理土壤有机氮的矿化速率

在培养前期（前７ｄ）出现负值，说明初始土壤的氮转化主要
表现为硝化作用，大量的铵态氮向硝态氮转化，这可以从四环

素对土壤硝化作用的结果看出。有研究表明，四环素类抗生

素能显著增加土壤中的铵根离子含量，在一定程度促进土壤

的氮矿化，其原因可能与土壤中真菌类微生物的增加从而促

进了相关酶的活性有关［２６］。本研究中各处理土壤硝化速率

呈现先增大后减小再缓慢增加至稳定的趋势，特别在培养前

期（前２８ｄ），四环素添加各处理的土壤氮素硝化速率明显高
于对照，表明添加四环素能在一定程度上刺激土壤的硝化作

用，这对烟田土壤中硝态氮的淋失及反硝化作用造成的氮素

损失具有一定风险。目前关于四环素对土壤硝化作用影响的

研究所得结论并不一致，杨基峰等的研究表明，氧四环素在低

质量分数下对硝态氮含量影响不显著，在高质量分数下存在

显著影响，并对土壤的硝化作用产生一定抑制作用，但在不同

土壤类型中存在一定差异［９］；有研究认为氧四环素可能通过

抑制土壤硝化微生物的活性而降低土壤的硝化作用［２７］；也有

研究认为０～２５０ｍｇ／Ｌ氧四环素对污泥中的氮素硝化过程无
明显影响［２８］。因此，关于四环素对土壤氮转化过程的影响并

没有一致结论，后面还需要从土壤性质、抗生素浓度、温湿度、

氨氮含量及氮转化微生物等诸多角度进行系统研究与阐述。

四环素残留一方面会通过影响土壤碳氮转化功能而间接

影响作物养分吸收及生长，另一方面也会以直接的毒性效应

对作物生长发育产生重要影响［２９］。当在土壤或水体中添加

土霉素时，白菜种子发芽率总体呈下降趋势，而当添加金霉素

时，其对白菜种子发芽没有显著的生态毒性效应［３０］。肖明月

等以小白菜为受试生物的研究表明，在０．５～５．０ｍｇ／Ｌ抗生
素胁迫下，小白菜种子的发芽率无显著变化，随着抗生素暴露

浓度的增加，小白菜种子的发芽率受到了显著抑制，抗生素暴

露浓度与小白菜根伸长抑制率之间具有良好的剂量－效应关
系［１０］。安婧等的研究认为，土霉素对小麦种子出芽没有产生

显著的影响［３１］，这可能是由于种皮对土霉素溶液也具有一定

的吸附功能，它在胚芽与污染环境中间架起了一道“保护屏

障”，使种子正常发芽［３２］。而四环素类抗生素对不同作物毒

性效应的研究结果并不一致，其影响可能取决于测试环境、受

试植物类型及抗生素浓度等多种因素［７，３０，３３］。本研究结果显

示，低浓度四环素溶液（４０ｍｇ／Ｌ）对烟草种子发芽势与发芽
率无显著影响，随着浓度升高，烟草种子发芽势与发芽率受影

响程度随之增加。当四环素浓度为１６０ｍｇ／Ｌ时显著降低了
烟草种子发芽势与发芽率。

与发芽率相比，根生长受四环素的影响更敏感。四环素

对根伸长抑制率的ＩＣ１０、ＩＣ５０分别为６．６５、１１０．２０ｍｇ／Ｌ，四环
素溶液浓度与烟草种子根伸长及根伸长抑制率均具有明显的

剂量－效应关系。种子根部作为养分吸收器官，更容易感受
到外源污染物的刺激或胁迫，作物根长被认为是对抗生素更

为敏感的生态毒理指标［３３－３４］。这可能是由于植物对环境中

抗生素的吸收主要通过根系，吸收的抗生素大部分被蓄积在

根部，只有少量被转运至地上部［３４－３７］；Ｃｈｅｎ等的研究也认
为，有机化合物在相同浓度下对小麦幼苗根长的抑制效应大

于其他参数［３８］。因此，根伸长抑制率可作为诊断抗生素对土

壤及作物生态毒性的敏感性指标，及时反映土壤被四环素类

抗生素污染的状况。此外，有研究发现，在添加５～１０ｍｇ／Ｌ
氧四环素的水培试验中，不同作物的根系生长受到抑制作用，

但在相同条件下的土培试验中却没有抑制作用［３９］。四环素

在土培试验中比在水培试验中有更弱的抑制作用，一方面是

因为土壤自身具有较强的缓冲性能和吸附能力［４０－４２］，另一方

面可能是因为四环素类药物易与二价金属离子形成螯合物，

从而降低了其在土壤中的有效含量［４３－４４］。但要进一步明确

四环素对烟草生长发育的毒性效应及其机制，尚需要不同环

境下的模拟试验及对烟草生理生化过程的系统深入研究。
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