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　　摘要：通过测定土霉素对１０种经济作物（小白菜、甘蓝、洋葱、大白菜、生菜、菜豆、玉米、豇豆、黄瓜和白萝卜）的
种子发芽率、根伸长、芽伸长和生物量的影响，以期为土壤 －植物系统中土霉素污染的生态环境风险评价提供依据。
结果表明，在９．３８～２９３．１５ｍｇ／Ｌ的质量浓度范围内，１０种种子的发芽率与土霉素浓度之间剂量－效应关系不明显；
土霉素对１０种试验种子的根伸长抑制率、芽伸长抑制率和生物量抑制率之间存在显著的剂量－效应关系，指标敏感
性表现为根伸长＞芽伸长＞生物量＞发芽率；以半最大效应浓度（ＥＣ５０）为判断依据，对所选植物种子的根伸长抑制

效应表现为菜豆＞白萝卜＞玉米＞甘蓝＞豇豆＞洋葱＞小白菜＞生菜 ＞大白菜 ＞黄瓜；根伸长抑制率可作为土霉素
对种子毒性的敏感性指标，能反映种子被四环素类抗生素污染的状况。
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　　近年来，水源水和饮用水中逐渐检测出了新兴痕量污染
物———药品和个人护理用品（ＰＰＣＰｓ）［１－２］。国外已有研究表
明，多种ＰＰＣＰｓ对人类及其他生物具有生殖、神经、肝肾毒性
等毒理学效应或具有致癌可能性［３］。土霉素是一种典型的

ＰＰＣＰｓ药物，具有广谱抗病原微生物作用，在全世界被广泛使
用。我国是土霉素生产和使用大国，２００３年土霉素产量就达
到１万 ｔ，占世界总产量的６５％［４］。土霉素的大量使用使其

在自然环境中的残留日趋严重［５］，代谢产物可能过量蓄积并

储存于动物的细胞和组织器官中，人们通过食摄取可能会引

起体内病变［６］。Ｗｏｌｌｅｎｂｅｒｇｅｒ等研究表明，环境中残留的土
霉素对水生动物具有不良的生态毒理效应［７］。

土壤（或沉积物）是抗生素等污染物质的最终归宿之地，

进入环境中的抗生素将在土壤（或沉积物）中积累，必定对土

壤生态系统产生一定的影响［８］。目前，土霉素的生态毒理研

究还主要集中在水体、沉积物、污泥中的分布特征以及土霉素

对各种生物影响的剂量关系上，涉及的生物主要有鱼、蚯蚓、老

鼠等，对于其在土壤 －植物系统中的毒性效应研究还很
少［９－１０］。土壤作为陆地生态系统的重要组成部分，研究植

物－土霉素的相互作用对于毒理学和植物学具有重要的现实
意义。

２０１７年６—１０月，在上海化工研究院有限公司环境安全
评价实验室完成试验。本研究以土霉素为目标污染物，选用

与人们日常生活密切相关的１０种经济作物种子，参照标准测
试方法［１１－１３］，考察土霉素对植物种子的发芽和根伸长的抑制

效应，以期为土壤－植物系统中土霉素污染的生态环境风险

评价提供依据，并为土霉素污染耕地的植物生态修复提供数

据支持。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　土霉素　土霉素为分析纯，纯度在９９％以上，购自内
蒙古格林特制药有限责任公司。

１．１．２　试验用种子　根据《化学品测试方法生物系统效应
卷》［１２］和《国家环境保护局　化学品测试准则》［１３］推荐，共选
用１０种经济作物种子，种子来源等情况见表１。
　　试验时挑选大小一致、颗粒饱满、粒径相同、未破损的种
子进行试验。

１．１．３　试验用基质　选用惰性材料石英砂（粒径为 ４０～
１００μｍ）作为试验基质，试验前用７．５ｍｏｌ／Ｌ硝酸清洗，并用
ＮａＯＨ溶液以及蒸馏水漂洗，清洗后石英砂的ｐＨ值为中性。
１．１．４　仪器设备　ＬＣ－２０ＡＤ型高效液相色谱仪，购自日本
岛津仪器公司；ＭＥ２０４Ｅ型电子天平、ＭＥ２００２Ｅ型电子天平，
购自ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ；ＲＸＺ－１５００Ｂ型人工气候箱，购自
宁波江南仪器厂；Ａ１０００型培养箱，购自加拿大 ＣＯＮＶＩＲＯＮ；
Ｍｕｌｔｉ３４２０型便携式水质分析仪，购自德国 ＷＴＷ；９０－１Ｂ型
强力磁力搅拌器，购自上海梅颖浦仪器仪表制造有限公司；

３００ｍｍ型钢直尺，购自宁波长城精工实业有限公司；
ＨＤ２０１０Ｗ型电动搅拌器，购自上海司乐仪器有限公司；温湿
度记录仪，购自ＺＯＧＬＡＢ；移液器，购自艾本德中国有限公司；
直径为１５０ｍｍ的玻璃培养皿、烧杯、量筒等，均购自海门市
华凯实验玻璃仪器厂。

１．２　试验方法
通过预试验确定１０种种子发芽率和根伸长的半最大效

应浓度（ＥＣ５０），以此为依据开展正式试验。对每种植物的试
验，设置６个按几何级数设置的不同处理质量浓度，其处理质
量浓度比率在１．５～２．０之间，设定质量浓度分别为９．３８、
１８．７５、３７．５０、７５００、１５０．００、２９３．１５ｍｇ／Ｌ，并设置１个空白
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表１　试验用种子情况

名称 拉丁学名 来源
有效期

（年－月）
发芽率

（％）

小白菜 ＢｒａｓｓｉｃａｃｈｉｎｅｎｓｉｓＬ． 上海兴绿蔬菜种苗研究所 ２０１８－０８ ≥８５
甘蓝 ＢｒａｓｓｉｃａｏｌｅｒａｃｅａＬ． 四川省绵阳市南峰蔬菜研究所 ２０１８－０５ ≥８５
洋葱 Ａｌｌｉｕｎｃｅｐａ 河北省邢台兴达种业有限公司 ２０１８－０８ ≥８５
大白菜 Ｂｒａｓｓｉｃａｃａｍｐｅｓｔｒｉｓｖａｒ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ 青县兴运种苗蔬菜种子站 ２０１８－０９ ≥８５
生菜 ＬａｃｔｕｃａｓａｔｉｖａＬ．ｖａｒ．ｒａｍｏｓａＨｏｒｔ． 北京科力达神禾种子有限公司 ２０１７－１２ ≥８５
菜豆 Ｐｈａｓｅｏｌｕｓｖｕｌｇａｒｉｓ 天津市蓟农种子有限公司 ２０１８－０２ ≥８５
玉米 Ｚｅａｍａｙｓ 北京圣尼亚种业科技有限公司 ２０１７－１２ ≥８５
豇豆 Ｖｉｇｎａｕｎｇｕｉｃｕｌａｔａ 江西华农种业有限公司 ２０１７－１２ ≥８５
黄瓜 Ｃｕｃｕｍｉｓｓａｔｉｖｕｓ 山东泰安华益种业有限公司 ２０１８－１１ ≥８５
白萝卜 Ｒａｐｈａｎｕｓｓａｔｉｖｕｓ 上海瑞奇种业有限公司 ２０１８－０９ ≥８５

对照组（用去离子水替代土霉素溶液）。每个培养皿加入５００
ｇ石英砂和 １３０ｍＬ试验溶液，混匀，放入１０粒种子。对照组
加入去离子水，每１处理浓度组和对照组各设置３次重复，每
个重复用１０粒种子。将培养皿放入人工气候箱中，人工气候
箱温度设定为２５℃，湿度为７５％，并保持黑暗。

在使用前，测定各试验溶液质量浓度并测定其 ｐＨ值。
试验过程中观察种子的发芽和生长情况。当对照组种子发芽

率在６５％以上，根伸长长度为２０ｍｍ时，结束试验。
１．２．１　土霉素质量浓度测定　用岛津 ＬＣ－２０ＡＤ型高效液
相色谱仪测定水溶液中的土霉素含量，液相色谱测定条件如

下：选择ＷａｔｅｒｓＡｔｌａｎｔｉｓＴ３柱，４．６×１５０ｍｍ，５μｍ色谱柱；检
测器：二极管阵列检测器（ＤＡＤ）；进样量为 ５μＬ，柱温为
３０℃，流动相采用３８％甲醇：７２％水（含０．１％甲酸），流速为
１．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２６８ｎｍ，运行时间为５ｍｉｎ。该色谱
条件下，土霉素的保留时间为 ３．１５ｍｉｎ。按外标法以每个浓
度的平均峰面积对照样品质量浓度进行回归，得回归线性方

程为ｙ＝７６５４．２３ｘ，ｒ２＝０．９９１４。
１．２．２　指标测定　试验期间，每２４ｈ记录１次发芽种子数
并补充溶液保持湿度，７ｄ时调查菜豆、玉米、豇豆、黄瓜和白
萝卜的发芽率和生长情况，１４ｄ时调查小白菜、甘蓝、洋葱、
大白菜和生菜的发芽率和生长情况，其中生长情况为测量各

发芽种子的根伸长、芽伸长和生物量。

１．３　数据处理与分析
数据以３次重复的平均值表示，利用 ＳＰＳＳ１７．０软件进

行数据分析，采用概率单位方法对试验数据进行统计，得到

１０种植物的发芽率、根伸长抑制率、芽伸长抑制率和生物量
抑制率的ＥＣ５０及其９５％置信区间。

２　结果与分析

２．１　土霉素化学分析
称取０．０２０１ｇ土霉素，用甲醇和水（两者体积比为

１∶１，含０．１％ 甲酸）的混合溶液定容至５０ｍＬ，得质量浓度
为４００ｍｇ／Ｌ的储备液。将储备液稀释成质量浓度为 ４、８、
１６、４０、８０、１６０ｍｇ／Ｌ的溶液，重复进样２次。按外标法以每
个浓度的平均峰面积对照样品浓度进行回归，得回归线性方

程为ｙ＝７６５４．２３ｘ，ｒ２＝０．９９１４。
将４ｍｇ／Ｌ测出的信号与基线噪音信号高度进行比较，得

出Ｓ／Ｎ＝１９５．３２，进样体积为５μＬ，以３倍基线噪音得出仪器
对该样品的最小检测限（ＬＯＤ）为０．０６１ｍｇ／Ｌ；以１０倍基线
噪音得出相应最低定量限（ＬＯＱ）为０．２０ｍｇ／Ｌ。

试验开始时测定试验溶液的质量浓度，实测质量浓度

分别为 ９．３８、１８．７５、３７．５０、７５．００、１５０．００、２９３．１５ｍｇ／Ｌ，实
测质量浓度均在设定质量浓度的８０％ ～１２０％之间，因此质
量浓度以实测质量浓度计。

２．２　土霉素对１０种种子发芽率、根伸长、芽伸长和生物量的
影响

２．２．１　土霉素对１０种种子发芽率的影响　发芽率在一定程
度上反映了土霉素对该植物种子的毒性大小。被土霉素处理

过的种子发芽率越低，说明该种子对土霉素的耐受性越弱，毒

性越大，反之耐受性越强，毒性越小。从图１可以看出，经不
同质量浓度土霉素处理后，１０种种子的发芽率与对照组相比
均无明显差异。

２．２．２　土霉素对１０种种子根伸长的影响　通过图２可以看
出，当土霉素污染水平为０～９．３８ｍｇ／Ｌ时，对小白菜、甘蓝、
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大白菜、玉米、豇豆等种子的根伸长均有促进作用，０～
１８．７５ｍｇ／Ｌ时对生菜和黄瓜种子根伸长生长均有促进作用，
当土霉素的质量浓度为３７．５０ｍｇ／Ｌ时开始出现抑制作用，随
着土霉素质量浓度的增加抑制作用增强，２９３．１５ｍｇ／Ｌ时对
生菜、黄瓜等种子的根伸长生长抑制率分别为 ７５．００％、

６０００％。对洋葱、菜豆、白萝卜等种子的根伸长生长均有抑
制作用，且与对照相比有显著差异（Ｐ＜０．０５），随着土霉素污
染水平的增加，抑制作用逐渐增强，当土霉素的质量浓度为

２９３．１５ｍｇ／Ｌ时对洋葱、菜豆、白萝卜等种子的根伸长生长抑
制率分别为７３００％、７８．１３％、８１．６０％。

２．２．３　土霉素对１０种种子芽伸长的影响　由图３可知，当
土霉素污染水平为０～９．３８ｍｇ／Ｌ时，对洋葱、菜豆、黄瓜等种
子的芽伸长均有促进作用，１８．７５ｍｇ／Ｌ时开始出现抑制作
用，２９３．１５ｍｇ／Ｌ时对三者的抑制率分别为 ４４．５２％、

７３４６％、８２．６０％。对小白菜、甘蓝、大白菜、生菜、玉米、豇
豆、白萝卜等芽伸长的抑制率随着土霉素质量浓度的增加逐

渐增强，２９３．１５ｍｇ／Ｌ时抑制率分别为 ６３．８０％ 、６８．５８％、
６９．４１、３７．５６％、５８．２５％、８１．１１％、５３．９２％。

２．２．４　土霉素对根伸长和芽伸长抑制率的回归方程和 ＥＣ５０
结果　土霉素对根伸长和芽伸长的抑制效应通过 ＳＰＳＳ１７．０
进行统计分析，得到回归方程和ＥＣ５０。
　　通过表２可以看出，土霉素对１０种种子根伸长的毒性效
应不同，以根伸长 ＥＣ５０为判断依据，对所选植物种子的抑制
效应表现为菜豆＞白萝卜＞玉米＞甘蓝＞豇豆＞洋葱＞小白
菜＞生菜＞大白菜＞黄瓜。

土霉素对１０种种子芽伸长的毒性效应不同，以芽伸长
ＥＣ５０为判断依据，对所选植物种子的抑制效应表现为大白菜＞
甘蓝＞豇豆＞黄瓜＞菜豆＞白萝卜＞小白菜＞洋葱＞玉米 ＞
生菜。

２．２．５　土霉素对１０种种子生物量的影响　由图４可以看
出，土霉素对１０种种子生物量的毒性效应不同，低质量浓度
土霉素对小白菜、甘蓝、菜豆、玉米、豇豆、黄瓜等种子的生物

量均有促进作用，高质量浓度有抑制作用，且随着浓度的增

加，抑制作用增强。其中土霉素污染水平为１５０．００ｍｇ／Ｌ以
下时对玉米种子的生物量有促进作用，９．３８ｍｇ／Ｌ时促进率

达１０３．３９％，２９３．１５ｍｇ／Ｌ时开始有抑制效应，抑制率为
１２３９％；当土霉素污染水平为０～３７．５０ｍｇ／Ｌ时，对小白菜、
黄瓜等种子的生物量均有促进作用。随着土霉素质量浓度的

增加，对洋葱、大白菜、生菜、白萝卜等种子的生物量的抑制作

用逐渐增大。

土霉素对１０种种子生物量的影响，物种间存在显著差异
（Ｐ＜０．０５），但试验处理间的差异不显著。如小白菜，在
１８７５、３７．５０、７５．００ｍｇ／Ｌ质量浓度下与对照无显著差异，在
１５０．００、２９３．１５ｍｇ／Ｌ质量浓度下与对照差异显著（Ｐ＜
０．０５）；甘蓝、生菜和菜豆的生物量在土霉素各质量浓度污染
水平下均无显著性差异。

３　讨论与结论

３．１　讨论
田智宇等采用水培和土培的方法研究土霉素药渣对典型

植物发芽影响时发现，土霉素废渣或土霉素碱溶液中的土霉

素质量分数＜２５ｍｇ／ｋｇ时，黄瓜种子的发芽率与对照相比均
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表２　土霉素对根伸长和芽伸长抑制率的回归方程和ＥＣ５０结果

种子 指标 回归方程
ＥＣ５０
（ｍｇ／Ｌ）

９５％置信区间
（ｍｇ／Ｌ）

小白菜 根伸长 ｙ＝８１．７１１ｘ－１１６．７２０，ｒ２＝０．９５４ １０６．７１１
芽伸长 ｙ＝２９．０１２ｘ－２０．５９４，ｒ２＝０．７０２ ２４７．６６８ ［８３．９０４，５．１７７×１０９］

甘蓝 根伸长 ｙ＝５８．９１８ｘ－５８．９７４，ｒ２＝０．９７９ ６８．５０７ ［５７．３１３，８１．５２２］
芽伸长 ｙ＝１８．６１０ｘ＋１５．１６３，ｒ２＝０．７２９ ７４．５４１ ［１９．９１０，２０２２．８８８］

洋葱 根伸长 ｙ＝４７．７４６ｘ－４１．１９２，ｒ２＝０．９６３ ８４．８０９ ［５４．６４７，１４７．１７９］
芽伸长 ｙ＝４７．４７９ｘ－７４．９３２，ｒ２＝０．８３５ ４２７．２３０ ［２６６．１６７，２３３４．７７３］

大白菜 根伸长 ｙ＝６０．１７２ｘ－７６．６８１，ｒ２＝０．９８１ １３１．９９５ ［１１１．３５０，１６０．６９９］
芽伸长 ｙ＝２３．３０３ｘ＋７．７３９４，ｒ２＝０．６５７ ６５．１８８

生菜 根伸长 ｙ＝７８．８７６ｘ－１１３．７９０，ｒ２＝０．９２３ １０９．３４７
芽伸长 ｙ＝８．１２１ｘ＋１６．２１２，ｒ２＝０．３５６ ８６００．６７９

菜豆 根伸长 ｙ＝４３．５７９ｘ－２４．８１６，ｒ２＝０．８１８ ５２．９８５ ［９．６６５，２５２．７７３］
芽伸长 ｙ＝７９．９１６ｘ－１２８．６００，ｒ２＝０．７８４ ２０６．７３８

玉米 根伸长 ｙ＝０．５００ｘ－０．４４７，ｒ２＝０．９１２ ６８．３２３ ［５１．５７８，８９．４０４］
芽伸长 ｙ＝０．２７７ｘ－０．２４１，ｒ２＝０．３７６ ８２９．９７３

豇豆 根伸长 ｙ＝６７．８５２ｘ－７９．２２０，ｒ２＝０．９７８ ７７．１２５ ［６５．７５９，９０．５８０］
芽伸长 ｙ＝４９．３３３ｘ－４８．５４０，ｒ２＝０．８３４ １０３．０６４ ［４５．５３３，５７３．７２９］

黄瓜 根伸长 ｙ＝６８．０００ｘ－９７．０６４，ｒ２＝０．８７１ １４１．５７６ ［１０４．５７６，２１２．１０５］
芽伸长 ｙ＝７５．３５０ｘ－１０２．５８０，ｒ２＝０．９８５ １０４．６１２ ［９０．５０９，１２０．７７８］

白萝卜 根伸长 ｙ＝４４．０４３ｘ－２８．５８２，ｒ２＝０．９８２ ６１．６９６ ［５０．４９０，７５．９３１］
芽伸长 ｙ＝２７．７６３ｘ－１５．４９７，ｒ２＝０．５５１ ２２０．７２０

无显著差异［１４］；陈博阳等研究土霉素对玉米种子发芽的影响

显示，３０ｍｇ／Ｌ土霉素对玉米发芽均有显著促进作用［１５］，本

研究结果与之不同，原因为３０ｍｇ／Ｌ质量浓度较低，处于对种
子发芽的促进阶段，未达到土霉素对种子产生毒害的阈值。可

能是由于种子发芽过程主要受胚内养分供应，并受到种皮对种

子的保护，从而受外界物质影响较小［１６］，另外由于抗生素等新

型污染物的毒性不如工业化学品那样剧烈，导致土霉素污染对

种子发芽的毒害作用被部分掩盖，因此，种子发芽率不适宜作

为土霉素污染对植物种子生态毒理学的敏感指标［１７］。

林匡飞等研究硒对小麦种子发芽与根伸长抑制效应，发

现按ＥＣ２５比较，根长抑制率＞根干质量抑制率 ＞茎叶长抑制
率＞发芽抑制率，且对根生长抑制最为敏感，认为根伸长抑制
率可作为土壤污染的生物指示物［１８］。Ｂｒａｄｅｌ等研究发现，四
环素可以通过抑制植原体的活性而影响幼芽分枝［１９］。这些

都有可能成为土霉素污染胁迫下植物幼苗生长受限制的

原因。

土霉素对１０种种子芽伸长与根伸长的影响整体趋势相

一致，但抑制率大小不同，对根的生长抑制率稍大于芽伸长。

相对于对芽伸长的抑制结果，土霉素对植物种子的根伸长抑

制程度较为明显。Ｃｈｅｎｇ等研究表明，有机化合物在相同质
量浓度下对植物幼苗根长的抑制效应大于其他参数［２０］。这

是由于种子萌发时向周围环境吸水膨胀的同时，受到土霉素

不同强度的胁迫，引起决定种子萌芽力的下降，导致种子萌芽

率低，生长迟缓。

土霉素对种子发芽和生长的影响还与作物种类有关。本

研究中，菜豆种子对土霉素的耐性最差，１８．７５ｍｇ／Ｌ时，土霉
素对菜豆根长的抑制率已经达到了４７．３２％，相同浓度的土
霉素对白萝卜根长和芽伸长的抑制率均大于玉米种子，因此，

土霉素对作物种子发芽和根长抑制作用的强弱与作物种类相

关，但与作物种子粒径大小关系不确定，这同侯俊杰等研究茶

皂素对种子发芽、根长的影响结论［２１］相一致。

Ｍｉｇｌｉｏｒｅ等研究发现，恩诺沙星对黄瓜、生菜、白萝卜的生
长有促进效应，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［２２－２４］。林琳等研究土壤四环素污染胁迫下小
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白菜、大白菜幼苗的生长试验，结果表明，土壤四环素污染对

小白菜、大白菜幼苗的生长毒性表现为根 长
!

鲜质量
!

茎

长［２５］。本研究结果基本与 Ｍｉｇｌｉｏｒｅ、林琳等的研究结果［２２－２５］

相一致。

综上所述，经土霉素不同质量浓度处理后，对于供试的

１０种植物种子来说虽然发芽率没有明显变化，但发芽势和种
子表现出来的活力却有较明显的不同，这可能是因为植物在

发芽过程中，环境中的抗生素残留将会对种子萌发尤其是发

芽后的生长产生影响。

种子发芽和根伸长毒性是主要的高等植物毒理试验方

法，这些试验方法可通过植物种子在污染条件下种子发芽情

况、根系生长状况、芽生长情况和整体生物量来诊断化学物质

对植物胚胎发育影响的程度。一般认为，化学品对种子的影

响存在一个较低浓度下促进效应和高浓度下的抑制效应。本

试验的结果在设定的土霉素处理范围内，各种子发芽、根伸

长、芽伸长和生物量的变化趋势符合上述规律。

３．２　结论
本研究以土霉素为目标污染物，选用与人们日常生活密

切相关的１０种经济作物种子，考察土霉素对植物种子的发芽
和根伸长的抑制效应，试验结果表明，（１）与对照组对比，土
霉素在９．３８、１８．７５、３７．５０、７５．００、１５０．００、２９３．１５ｍｇ／Ｌ质量
浓度下对１０种种子的发芽率影响不显著。（２）土霉素对各
种植物种子的发芽率、根伸长、芽伸长和生物量的毒性效应存

在差别，在试验质量浓度范围内，土霉素毒性与种子的发芽

率、根伸长抑制率、芽伸长抑制率和生物量抑制率之间存在明

显的剂量－效应关系，指标敏感性表现为根伸长 ＞芽伸长 ＞
生物量＞发芽率。（３）以ＥＣ５０为判断依据，土霉素对１０种种
子根伸长的毒性效应表现为菜豆＞白萝卜＞玉米＞甘蓝＞豇
豆＞洋葱＞小白 菜＞生菜 ＞大白菜 ＞黄瓜；对芽伸长的毒
性效应表现为大白菜＞甘蓝＞豇豆＞黄瓜＞菜豆＞白萝卜＞
小白菜＞洋葱＞玉米＞生菜。（４）土霉素对植物种子的根伸
长抑制程度较为明显，因此根伸长可以作为评价土霉素生态

毒性效应的一个较为敏感的指标。在被土霉素污染的耕地

中，在其他条件如温度、气候等均满足的情况下，作物种类耕

种的选择应综合考虑土霉素对根伸长和芽伸长的胁迫效应。
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