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摘要: 建立室内的土壤硫酸粘菌素暴露胁迫模型,采用末端限制性片段长度多态性分析(terminal restriction fragment length

polymorphism, T-RFLP)技术分析不同浓度硫酸粘菌素残留对土壤反硝化细菌的影响。 结果表明,每个处理组 nirS、nosZ 基

� 因的分类操作单元(Operational Taxonomic Units, OTU)总数均比对照组低,且 nirS 基因呈现剂量依赖效应;各组优势细菌

� nirS 基因主要集中在 10 个片段中,nosZ 基因主要集中在 18 个片段中,nirS 基因较 nosZ 基因丰度变化大;多样性指数分析

� 表明,nirS 基因 Shannon 指数在 7 d 时,高浓度组较对照组差异显著(P<0.05);Simpson 指数在各浓度处理组较对照组差异均

显著(P<0.05);Pielou 指数在 7 d、49 d 时,高浓度处理组与对照组差异显著(P<0.05);nosZ 基因 Shannon 指数在 35 d 时,中浓

度组与对照组差异显著(P<0.05);49 d 时,低浓度组与对照组差异显著(P<0.05);Simpson 指数在 21 d、35 d 时,低浓度组与

� 对照组差异显著(P<0.05);Pielou 指数在各处理组之间差异均不显著(P>0.05)。 当药物含量≥5 mg·kg-1时,反硝化细菌的均

� 匀度、群落多样性降低,优势度升高,群落结构特征均发生改变,其中对 nirS 基因影响显著。 nirS 基因更适合作为硫酸粘菌

� 素污染的指示基因。
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Abstract: Based on the colistin sulphate exposure experiments, the nirS, nosZ gene diversity of soil denitrification
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bacteria exposed were analyzed by using the terminal restriction fragment length polymorphism (T-RFLP) methods.
The total Operational Taxonomic Units (OTU) of nirS and nosZ gene is lower than that of the control group. Fur-

� thermore, the changes of nirS gene diversity were dependent on the dose of colistin sulphate. The nirS genes of

� dominant bacteria mainly concentrated in 10 segments while nosZ genes in 18 segments in each group. The rich-
� ness of nirS gene has lager changes than that of nosZ gene. There exist significant differences for the Shannon in-
� dex of nirS genes between high concentration groups and the control groups on the 7

th
day of incubation (P<0.05).

On the 7
th
day, 49

th
day, there exist significant differences for Pielou index between the high concentration groups

and the control group (P<0.05). On the 35
th
day, there are significant differences for the Shannon index of nirS

gene between the intermediate concentration groups and the control groups (P<0.05). The Simpson index on 21
st

�
day, 35

th
day for the low concentration groups is significantly different from those of the control group (P<0.05).

� However, the differences in Pielou index are not significant among each group (P>0.05). When the drug concentra-
� tion ≥5 mg·kg-1,the evenness and diversity of the soil denitrification bacteria decreased and the community domi-

nance increased simultaneously, which affected the nirS gene significantly. Our results suggested nirS genes were

� suitable as a reporter gene for colistin sulfate pollution.

Keywords: colistin sulfate; denitrifying bacteria; diversity; veterinary drugs; residue

　 　 环境介质中兽药的种类和含量随着畜禽和水产

养殖业的快速发展逐年增加,兽药已成为土壤及水

环境中一类重要的新型污染物。 进入环境的兽药包

括抗生素、消毒药、驱虫药、重金属及性激素等,其中

抗生素在环境中残留对生态系统和人类健康的影响

已逐步得到认识[1-4]。 抗生素进入土壤、水和沉积物

等环境介质,经吸附-解吸、迁移和降解等过程重新

分配,已证实可影响环境介质中微生物的生物量、活
性、功能和群落结构[5-8]。

硫酸粘菌素是人和动物广泛使用的一种抗生

素,在临床中可用于防治家畜细菌性感染疾病,又
可促进动物生长,内服难以吸收,大部分随粪便排

出体外进入环境中。 同时,研究表明随粪便排入

环境中的硫酸粘菌素可导致土壤微生物群落结构

多样性的改变,增加了微生物耐药性产生的几

率 [9]。 土壤中氮素循环在生态环境中是一个不可

或缺的过程,而反硝化作用又是氮素循环中的重

要环节之一,研究反硝化细菌相应的编码基因就

显得尤为重要。 国内外已有报道利用 DGGE、
RFLP、Biolog 等技术探讨反硝化细菌的群落结构

多样性 [10-13]。 但是,目前国内关于硫酸粘菌素残留

对生态环境影响的报道较少,本研究通过建立室

内的土壤硫酸粘菌素暴露胁迫模型,对反硝化基

因 nirS、nosZ 基因进行扩增、酶切、毛细管电泳扫

� 描,以及末端限制性片段长度多态性分析(terminal

restriction fragment length polymorphism, T-RFLP)分
析,探讨硫酸粘菌素残留对反硝化细菌多样性的

影响。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 材料

土壤:采于广东海洋大学实验菜地,表层 10 ~

20 cm 土壤。 硫酸粘菌素(含量 98% )购自山东鲁抗

医药股份有限公司(批号 150092214)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 土壤处理与样品采集

新鲜土壤采集过 4 mm 筛后,测定土壤理化性

质如下:pH 6.98;有机质 24.65 g·kg-1;全氮 2.41 g·
kg

-1;全磷 6.82 g·kg-1;全钾 6.2 g·kg-1;速效磷 11.58

mg·kg-1;速效钾 134 mg·kg
-1。 阴干后平均分成 5

组,每组 3 kg。
加入硫酸粘菌素使土壤含药浓度分别为 0 mg·

kg
-1、0.5 mg·kg-1、5 mg·kg-1和 50 mg·kg-1,每组 3 个

重复,调节土壤含水量至田间最大持水量的 50% ,
置人工气候箱中培养,参数设为温度(28±1) ℃,湿
度 75% ±7% ,光照 1 333 lx,间歇光照 12 h ∶ 12 h。
分别于处理后第 7、21、35、49 天时采集土壤样品,各
加药组均以同一采样时间的 0 mg·kg-1组做对照。
1. 2. 2　 土壤微生物总 DNA 提取

使用 OMEGA 试剂盒(美国)对不同周期土壤样

品进行土壤微生物总 DNA 提取。
1. 2. 3　 反硝化细菌 nirS、nosZ 基因扩增

采用 PCR 对目的基因片段进行扩增。 引物序

列 为: NirS-F: 5 ’-GTSAACGTSAAGGARACSGG
� (5’-FAM)和 NirS-R:5’-GASTTCGGRTGSGTCTT-
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� GA;NosZ-1211: 5 ’-CG (C/T) TGTTC (A/C) TCGA-
� CAGCCA(5’-FAM)和 NosZ-1917:5’-CATGTGCAG
� (A/C/GT)GC(A/G)TGGCAGAA。 50 μL 扩增体系:

25 μL MIX rTaq (TaKaRa,日本);2 μL Primer-F;2
μL Primer-R;4 μL 总 DNA;17 μL ddH2O。

nirS 基因的 PCR 条件:94 ℃、2 min,94 ℃、3
� min,56 ℃、1 min,72 ℃、1 min,36 个循环,72 ℃、10

min,14 ℃保存。 nosZ: 94 ℃、5 min,94 ℃、3 min,58
℃、1 min,72 ℃、1 min,41 个循环,72 ℃、5 min,14
℃保存。
1. 2. 4　 PCR 产物限制性酶切及毛细管电泳扫描

对 nirS、nosZ 基因 PCR 产物限制性酶切,体系

� 为:30 μL PCR 产物,2 μL HaeIII(上海生工生物),2
μL 10×Buffer,6 μL ddH2O。 上述酶切产物送上海

生工技术有限公司进行毛细管电泳扫描。
1. 2. 5　 数据统计与分析

使用 Genemarker 软件分析毛细管电泳结果,除
去荧光信号小于 100 RFU 的峰,并且选取在 3 个重

复中都出现的峰纳入统计[14]。
酶切图谱进行多样性指数分析使用 Biodap 软

件,多样性指数进行方差分析采用 SPSS6.12 软件。

2　 结果(Results)
2. 1　 nirS、nosZ 基因 PCR 扩增

反硝化细菌 nirS 基因 PCR 扩增产物的目的片

� 段大小为 480 bp。 nosZ 基因 PCR 扩增产物的目的

� 片段大小为 700 bp 左右。
nirS 基因酶切产物扫描图谱(部分)如图 1 所示,

各处理设置的 3 组重复的酶切图谱检出覆盖率均在

90%以上。
2. 2　 反硝化细菌功能基因电泳图谱分析

2. 2. 1　 nirS 基因电泳图谱 OTU 个数与片段丰度

在酶切图谱中,每一个限制性片段(T-RFs)可判

定为 1 种分类操作单元 (Operational Taxonomic U-
nits, OTU),对应的峰面积则反映出该种类的相对数

量[15]。 计算 OTU 的相对丰度值,公式:相对丰度值

图 1　 反硝化细菌 nirS基因末端限制性片段长度多态性分析(T-RFLP)分析图谱(部分)

Fig. 1　 Terminal restriction fragment length polymorphism (T-RFLP) profiles of nirS gene (part)

表 1　 反硝化细菌 nirS基因总分类操作单元(OTU)个数与优势菌群个数

Table 1　 Total Operational Taxonomic Units (OTU) and dominant bacteria of nirS gene

浓度/

(mg·kg-1)
Concentration/

(mg·kg-1)

第 7 天

7 th d

第 21 天

21 st d

第 35 天

35 th d

第 49 天

49 th d

总 OTU

Total OTU

优势菌群

Dominant bacteria

总 OTU

Total OTU

优势菌群

Dominant bacteria

总 OTU

Total OTU

优势菌群

Dominant bacteria

总 OTU

Total OTU

优势菌群

Dominant bacteria

0 91 7 78 5 77 6 68 7

0.5 85 6 79 8 73 6 55 5

5 82 5 61 3 68 6 54 6

50 78 5 73 4 54 2 59 5
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图 2　 nirS基因优势菌群限制性片段(T-RFs)相对丰度

注:图中组别中 0、5 表示硫酸粘菌素浓度,单位为 mg·kg-1。 下同。

Fig. 2　 Histograms of Terminal Restriction Fragments (T-RFs) relative abundances in dominant populations of nirS gene

Note: the scale values on the axis of “Groups” mean 0, 5 mg·kg-1 colistin sulphate. The same below.

=单个峰面积/所有总峰面积。 计算所得结果舍去

小于 50 bp 和相对丰度小于 1%的片段,并定义片段

丰度值>4%为优势菌群,<1%为偶见菌群,其余则

为非优势菌群[16]。 不同处理组各采样点的总 OTU

个数与优势菌群个数见表 1。 每个处理组 OTU 总

数均比对照组低,且各组随着浓度的升高逐渐降

低,呈现剂量依赖效应。 采样后期第 35、49 天时

的总 OTU 个数均比采样前期低。 而优势细菌种

类无明显变化,在 5 ~ 8 种之间,但在 49 d 时优势

数量降低。
由图 2 可见,各组优势细菌主要集中在 59 bp、

73 bp、115 bp、116 bp、127 bp、132 bp、225 bp、259
bp、269 bp、405 bp 片段中。 81 bp、111 bp、364 bp 片

段的细菌只在采样前期的丰度较高,后期丰度检测

不到或者从优势菌群变成偶见菌群;64 bp、80 bp、
150 bp、197 bp、204 bp、224 bp、418 bp 片段只在对

照组丰度较高,而各处理组丰度较低。
2. 2. 2　 nosZ 基因电泳图谱 OTU 个数与片段丰度

由表 2 可见,各处理组 OTU 总数均比对照组

低,但并未呈现剂量依赖效应。 第 35 天、第 49 天的

总 OTU 个数均比采样前期低,优势细菌种类无明显

变化,在 14 ~ 18 种之间。
图 3 可见,各组在整个采样周期中都占有很高

比例的片段有 52 bp、96 bp、111 bp、112 bp、114 bp、
133 bp、134 bp、209 bp;细菌只在采样前期的丰度较

高的有 79 bp、107 bp、212 bp,后期丰度检测不到或

者从优势菌群变成偶见菌群;142 bp、151 bp 片段只

在对照组丰度较高,各处理组丰度较低。

表 2　 反硝化细菌 nosZ基因总 OTU个数与优势菌群个数

Table 2　 Total OTUs and dominant bacteria of nosZ gene

浓度/

(mg·kg-1)
Concentration

/(mg·kg-1)

第 7 天

7 th d

第 21 天

21 st d

第 35 天

35 th d

第 49 天

49 th d

总 OTU

Total OTU

优势菌群

Dominant bacteria

总 OTU

Total OTU

优势菌群

Dominant bacteria

总 OTU

Total OTU

优势菌群

Dominant bacteria

总 OTU

Total OTU

优势菌群

Dominant bacteria

0 53 14 49 18 89 3 70 14

0.5 49 16 34 17 73 14 67 13

5 44 14 47 17 58 12 68 15

50 52 17 55 18 79 14 68 13
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图 3　 nosZ基因优势菌群 T-RFs相对丰度

Fig. 3　 Histograms of T-RFs relative abundances in dominant populations of nosZ gene

2. 3　 反硝化细菌功能基因多样性指数

2. 3. 1　 nirS 基因多样性指数

由表 3 可知,Shannon 指数在第 7 天时,高浓度组

较对照组差异显著(P<0.05);在第 21、35 天时,中、高浓

� 度组较对照组差异显著(P<0.01);第 49 天时,各处理组

� 较对照组差异均为显著(P<0.01)。 Simpson 指数在各处

� 理组较对照组差异均显著(P<0.05)。 Pielou 指数在第 7、
49 天时,高浓度处理组与对照组差异显著(P<0.05);第

� 21天时,中、高浓度组与对照组差异显著(P<0.05);第 35

� 天时,中浓度组与对照组差异较明显(P<0.05)。

表 3　 nirS基因多样性指数

Table 3　 Diversity index of nirS gene

时间

Time

药物浓度/(mg·kg-1)

Concentration/(mg·kg-1)

Shannon

index

Simpson

index

Pielou

index

第 7 天

7 th d

0 3.45±0.11a 0.04±0.006a 0.8±0.007a

0.5 3.4±0.04ab 0.049±0.002b 0.77±0.014ab

5 3.39±0.10ab 0.045±0.003b 0.79±0.035ab

50 3.05±0.09b 0.07±0.003b 0.75±0.035b

第 21 天

21 st d

0 3.59±0.11A 0.032±0.003c 0.82±0.021a

0.5 3.46±0.08AB 0.04±0.003c 0.81±0.014ab

5 3.22±0.02B 0.066±0.005a 0.74±0.028c

50 3.21±0.04B 0.049±0.002b 0.78±0.028bc

第 35 天

35 th d

0 3.33±0.13A 0.064±0.005a 0.74±0.036a

0.5 3.24±0.05AB 0.056±0.001b 0.75±0.014ab

5 2.83±0.03BC 0.116±0.004c 0.67±0.014b

50 2.78±0.04C 0.104±0.002c 0.7±0.028ab

第 49 天

49 th d

0 3.29±0.01A 0.057±0.003d 0.78±0.035a

0.5 2.91±0.02B 0.083±0.007c 0.72±0.021ab

5 2.87±0.04B 0.089±0.001b 0.72±0.021ab

50 2.8±0.04B 0.118±0.002a 0.7±0.035b

注:同列数据中,小写字母肩标不同,差异显著(P<0.05);大写字母不同,差异显著(P<0.01);相同字母或无字母,差异不显著(P>0.05)。 下表同。

Note: In the same column, different small letter superscripts indicate significant difference (P<0.05); different capital letters indicate significant difference
(P<0.01); the same or no letter superscripts indicate no significant difference (P>0.05). The same as below.
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图 4　 nirS基因主成分分析

Fig. 4　 Principal components analysis of nirS gene

表 4　 nosZ基因多样性指数

Table 4　 Diversity index of nosZ gene

时间

Time

药物浓度/(mg·kg-1)

Concentration/(mg·kg-1)

Shannon

index

Simpson

index

Pielou

index

第 7 天

7 th d

0 3.077±0.076a 0.069±0.007a 0.78±0.017a

0.5 2.86±0.049a 0.094±0.006a 0.74±0.020a

5 2.94±0.091a 0.078±0.009a 0.77±0.028a

50 2.98±0.111a 0.079±0.017a 0.75±0.031a

第 21 天

21 st d

0 2.97±0.098a 0.07±0.011b 0.76±0.017a

0.5 2.54±0.111a 0.11±0.008a 0.72±0.011a

5 2.85±0.064a 0.086±0.008b 0.74±0.028a

50 2.88±0.106a 0.092±0.007ab 0.72±0.023a

第 35 天

35 th d

0 3.08±0.076a 0.107±0.006a 0.71±0.025a

0.5 2.92±0.106ab 0.096±0.008b 0.69±0.028a

5 2.75±0.085b 0.123±0.011a 0.68±0.025a

50 2.96±0.021ab 0.106±0.011ab 0.67±0.007a

第 49 天

49 th d

0 2.93±0.028a 0.108±0.004a 0.7±0.023a

0.5 2.79±0.035b 0.128±0.018a 0.66±0.016a

5 2.88±0.042ab 0.114±0.004a 0.68±0.028a

50 2.89±0.113ab 0.115±0.012a 0.69±0.024a
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图 5　 反硝化细菌 norZ基因主成分分析

Fig. 5　 Principal components analysis of norZ gene

2. 3. 2　 nosZ 基因多样性指数

nosZ 基因多样性指数见表 4。 nosZ 基因多样

� 性在整个周期中呈现降低的趋势,但在第 7、21 天

时,无显著差异(P>0.05);第 35 天时,中浓度组与对

� 照组差异显著(P<0.05);第 49 天时,低浓度组与对照

组差异显著(P<0.05)。 Simpson 指数在第 7、49 天时

� 各组差异变化不显著(P>0.05),低浓度组升高较明

� 显;第 21、35 天时,低浓度组与对照组差异显著(P<
0.05);与 Shannon 指数结果相对应,说明硫酸粘菌素

作用于土壤细菌对其优势度产生了影响。 Pielou 指

数在各处理组之间差异均不显著(P>0.05),但各处

� 理组较对照组均降低,说明硫酸粘菌素改变了土壤

细菌的均匀度。
2. 4　 反硝化细菌功能基因主成分分析

2. 4. 1　 nirS 基因主成分分析

硫酸粘菌素对 nirS 基因的主成分分析(principal

� components analysis, PCA)结果见图 4。 4 个图中的

贡献和分别为 39.54% 、25.83% 、29.80% 、37.23% 。
在 4 个采样日期样品中,土壤微生物的群落结构特

征均不相同,可能是硫酸粘菌素的作用改变了土壤

微生物群落内部种群之间的关系。
2. 4. 2　 nosZ 基因主成分分析

硫酸粘菌素对 norZ 基因 PCA 分析见图 5,4 个

� 图中的贡献和分别为 52.19% 、44.87% 、50.03% 和

41.12% ,基本可以代表整个系统状况。 在前 21 天

中,各处理组的差异均显著;第 49 天时,各处理组的

主成分 1 和主成分 2 差异不显著(P>0.05),说明在第

49 天时,可能因硫酸粘菌素的迁移或降解导致浓度

降低使细菌的生长活性出现了缓解。

3　 讨论(Discussion)
土壤微生物是土壤环境生态系统的重要组成部

分,在有机质分解、土壤养分循环等过程中具有重要

作用[17],施肥、植物不同连作茬次、外来物种、污染物

等对土壤微生物的多样性均会造成显著影响[18-19]。
反硝化细菌群落丰度同样会受多种环境因素的影

响,如 pH、O2 含量、含水量、养分状况、有机质含量、
含氮量及其含氮素的种类等,具有不同功能基因型

的反硝化细菌群落对环境因素的响应程度存在较大

差异。 本研究表明 nirS、nosZ 基因均受硫酸粘菌素
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� 影响。 处理组 nirS、nosZ 基因的 OTU 总数均比对

� 照组低,且 nirS 基因呈现剂量依赖效应。 可能是硫

� 酸粘菌素抑制了土壤反硝化细菌的生长,硫酸粘菌

素为杀菌药,对革兰氏阴性菌的抗菌活性强,土壤中

硫酸粘菌素为 50 mg·kg-1时,被抑制或杀灭的细菌

较多,多样性就越小。 同时,分析结果显示 nirS 基

� 因比 nosZ 基因丰度变化大。 白玲[20]研究表明在洛

� 克沙胂残留的土壤中,反硝化细菌 nosZ 基因丰度变

� 化更大,本次试验结果与其相比有差异,可能是反硝

化细菌对不同的药物敏感性不同,洛克沙胂是促生

长添加剂,而硫酸粘菌素是抗菌型添加剂。
多样性指数结果表明,群落整体多样性随着剂

量升高而降低,且 nirS 基因呈现了剂量依赖效应。
� 当硫酸粘菌素≥5 mg·kg-1时,各组指数与对照组比

较差异显著(P<0.05),高浓度组差异显著(P<0.01)。
� 马驿和陈杖榴[21]研究了恩诺沙星对土壤反硝化细菌

基因多样性的影响;张草[22]研究了洛克沙胂对池塘

底泥微生物群落结构多样性的影响,结果显示药物

作用致 nirS 基因多样性指数在采样前期均明显下

� 降,而中后期群落结构出现一定程度的恢复现象。
本次试验结果与上述研究结果相同,可能由于前期

抗菌药导致土壤微生物数量减少,群落多样性降低,
而随时间延长药物在土壤中降解,对土壤微生物的

影响减弱,土壤微生物生态平衡逐渐恢复,nirS 基因

� 多样性的变化与土壤微生物数量的变化一致。 PCA

分析结果表明,硫酸粘菌素对 nirS 基因的群落结构

� 影响更大。
T-RFLP 图谱分析表明,在 nirS 基因图谱中,至

� 少有 3 种细菌受硫酸粘菌素的影响呈现时间效应;
硫酸粘菌素 0.5 mg·kg-1组至少有 7 种细菌在第 7 天

即被明显抑制。 在 nosZ 基因图谱中,虽有 3 种细菌

� 后期未检测到,但硫酸粘菌素抑制 2 种基因型细菌

的种类并不相同。 硫酸粘菌素浓度仅为 0.5 mg·
kg

-1时,根瘤菌属细菌 nirS、nosZ 基因丰度明显降

� 低。 土壤中的反硝化细菌主要有假单胞菌属

(Pseudomonadaceae)、产碱杆菌属(Chalmers),还有科

� 奈瑟菌科 (Neisseriaceae)、硝化细菌科 (Nitrobacteri-
aceae)、红螺菌科(Rhodospirillaceae)、芽孢杆菌科(Ba-

� cillus)、螺菌科(Spirillaceae)、根瘤菌科(Rhizobiaceae)

等,硫酸粘菌素对何种细菌影响最大,有待进一步对

不同片段基因做克隆测序研究。
目前,研究抗生素的生态毒性多在实验室模拟

的生态环境中进行,通常使用单因子变量来进行研

究,条件可控。 但在自然环境中存在多种影响因素,
条件往往不可控,室内模拟实验与自然条件的结果

有一定的差异。 因此,为进一步探究抗生素对土壤

微生物多样性的影响,需采集畜禽养殖实地环境中

土壤垂直分布样本,同步进行抗生素残留浓度与氮

素循环中硝化反硝化路径主要功能基因响应之间的

量效相关性分析,为养殖源性抗菌药物残留的生态

风险评估提供依据。
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