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摘要: 研究了土霉素对小麦种子发芽以及早期幼苗生长发育的生态毒性效应.结果表明, 土霉素对小麦种子芽长及根长的抑

制效应显著( p < 0101) , 而且它们之间具有良好的剂量-效应关系. 根据线性回归方程得出土霉素对小麦种子芽长和根长的半

抑制浓度为 6515 mgPL和 3417 mgPL.然而, 土霉素对小麦种子的发芽率并没有显著的影响. 研究还表明, 0115~ 214 mgPL土霉素

暴露 21 d 后,小麦叶片中的叶绿素含量降低了 351 6% ~ 4713% , 叶片及根部的可溶性蛋白含量也均呈显著下降趋势.暴露 7 d

后, 0115~ 214 mgPL土霉素对小麦叶片和根部 SOD与 POD 活性的抑制效应不显著, 但随着暴露时间的延长, 土霉素对小麦的

SOD与POD酶活性抑制率显著下降;214 mgPL土霉素暴露 21 d后,小麦根部的SOD活性下降 7213% ,说明土霉素对小麦幼苗体内

的抗氧化系统具有破坏作用.该实验结果显示,低浓度土霉素长期暴露对小麦幼苗的生长发育具有不良的生态毒性效应.
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Abstract:The ecotoxicological effects of oxytetracycline ( OTC ) on the germination of wheat ( Triticum aestivum ) seeds and the early

development of wheat seedlings were investigated. The results showed that the elongation of wheat shoots and roots was significantly ( p< 0105)
inhibited by OTC, and there was a good dose-response relationship between the OTC concentration and inhibition rates. According to the linear

regression equation, EC50 of OTC for inhibiting wheat shoot and root elongation was 6515 mgPL and 3417 mgPL, respectively. However, the

germination of wheat seeds was not inhibited by OTC. Moreover, after a 21-day exposure to 0115-21 40 mgPL OTC, the content of chlorophyll

( CHL) decreased by 351 6%-4713% , and the content of soluble protein ( SP) in the leaves and roots of wheat plants decreased significantly.

After a 7-day exposure, the activity of SOD and POD in wheat was not changed significantly. With the prolongation of exposure time, the

activity of SOD and POD in wheat leaves and roots decreased significantly, the inhibition rate of SOD activity in roots increased up to 7213%
after a 21-day exposure to 214 mgPL OTC, which indicated that the antioxidant defense systems were damaged. The results above suggested

that the low concentration OTC had ecotoxicolog ical effects on wheat seedlings after chronic exposure.

Key words: oxytetracycline; ecotoxicological effect; wheat ( Triticum aestivum ) ; seed germination; chlorophyll; soluble protein; antioxidant

defense systems

  通常, 人们只是关注药物对人或动物体内靶器

官的影响, 以及如何使药物的药效成分在机体内持

续更长的时间以满足对疾病的治疗效果
[ 1]
.然而, 这

些药物成分对非靶生物的影响却常常被忽视
[ 2]
. 事

实上,药物被摄入体内后并不能完全被吸收和利用,

一部分未代谢或是不可溶解的药物成分将通过尿液

和粪便排入环境.有研究报道,对肉用动物使用的抗

生素类药物有一半以上以母体药物的形式从粪便中

排出体外
[ 3]
. 此外,被直接喷洒在农作物上的、添加

到动物饲料中的以及过期被丢弃的药物均会残留在

环境中.由于它们的持续输入及污水处理系统对其

不理想的去除效果, 使 PPCPs在环境中残留情况日

趋严重. 世界很多国家和地区已经陆续在污水处理

厂出水
[ 4, 5]
、地表水

[ 6]
、土壤及污泥沉积物

[ 7]
中都检

测到了 PPCPs的残留.

在众多的 PPCPs中, 抗生素的使用量最大而且

也最为频繁.在中国,由于人口众多, 且畜牧及水产

养殖业发达, 抗生素的生产和使用总量一直居世界

/领先0地位, 尤其是土霉素.仅 2003年,中国生产了
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近10 000 t土霉素, 占世界当年土霉素总产量的

65%
[8]
.巨大的生产和使用量使土霉素在环境中的

残留情况日趋严重
[ 9, 10]

, 给环境系统造成不可避免

的生态风险. Wollenberger
[ 11]
、Ferreira

[ 12]
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.然而,关于土壤中及农业灌溉水中残留的土

霉素对农作物生长发育的生态毒理效应的研究至今

未见报道. 本研究选用中国北方大宗作物 ) ) ) 小麦

为实验作物,通过对小麦种子发芽及幼苗生长发育

生态毒性的观测,探讨了土霉素对农业生态系统可

能造成的不良影响.

1  材料与方法

1. 1  实验所用化学品

本实验所用试剂均为分析纯. 实验用土霉素为

原料药品 ( 99%) , 分子式为: C22H24N2O9 ; 结构式

如下.

OH O

CH3 H

OH

OH

O
OH

N( CH3 ) 2

OH

CONH2

该药品购于武汉远城科技发展有限公司, 使用

前不经过任何纯化.

1. 2  小麦种子发芽实验

实验小麦品种为辽春 10号, 购于沈阳东亚种子

公司.

根据预实验中小麦根长抑制率的 10% ~ 60% ,

选择土霉素的实验浓度为 0、10、20、30、40 和 50

mgPL.选取饱满、均匀的小麦种子,经过 3%的 H2O2

消毒 10min后用去离子水冲洗干净.将 20粒消毒后

的小麦种子均匀地放在铺有二层滤纸的培养皿中,

分别在培养皿中加入5 mL 土霉素溶液,对照中加入

5 mL 去离子水, 每个处理 3个重复. 培养皿放在( 25

? 1) e 的培养箱中,黑暗中培养.当种子的胚芽和培

根长度> 2 mm 时, 认为是种子正常发芽. 当对照根

长达到20mm时,培养结束.分别计算每个处理的发

芽率、芽长及根长抑制率.

1. 3  幼苗生理生态毒性实验

小麦幼苗在土霉素溶液中培养 21 d,测定其体

内的生理指标的变化, 以评估土霉素对小麦幼苗的

慢性毒性效应. 灭菌后的小麦种子在( 25 ? 1) e 的培

养箱中发芽 72 h,后于营养液中水培 7 d, 培养条件

为:光照12 hP黑暗12 h, 恒温( 25 ? 1) e .根据急性毒

性实验得出的土霉素对小麦根长的半抑制浓度

( EC50 ) , 确定土霉素的实验浓度为 0115、0130、

0160、1120、2140 mgPL, 分别对应 EC50P240、EC50P
120、EC50P60、EC50P30、EC50P15. 实验期间每天更换

培养液,以避免土霉素溶液浓度的变化,并在培养的

第 0、7、14、21 d分别采样进行分析.

叶绿素( Chl )的测定按照 Heged�s 等
[13]
的方法

进行,其中 Chl的测定作如下改进:取 0105 g 小麦叶
片加入 80%丙酮溶液, 浸提 24 h后分光光度计测定

浸提液的吸光值. 011 g 小麦幼苗的叶片以及根组织
分别在预冷的磷酸缓冲溶液 ( 50 mmolPL NaH2PO4 #

Na2HPO4 , 1% 聚乙烯吡咯烷酮, pH 718)中匀浆, 4 e

下13 000 rPmin离心 30 min, 上清液即为提取液
[ 14]

.根

据 Bradford
[15]
的考马斯亮蓝法测定 SP含量.酶活的

测定根据Wu 等
[ 16]
的方法.

1. 4  数据处理

利用 SPSS 软件进行数据统计分析, 包括平均

值、标准差、回归分析以及方差分析; 对根长和芽长

进行了多重比较( LSD) ,统计显著性设为 p< 0105.

2  结果与分析

2. 1  土霉素对小麦种子发芽的生态毒性

统计分析表明,土霉素各浓度处理之间,发芽率

没有显著差异,而对芽长及根长的抑制效应极为显

著( p< 0101) . 小麦根组织对土霉素的胁迫较为敏
感,当土霉素浓度为 10 mgPL时,对小麦根长抑制率

已达到 3913% (图 1) . 此外,芽长及根长抑制率与土

图 1 土霉素对小麦芽长及根长的毒性效应

Fig. 1 Toxic effects of OTC on shoot and root elongat ion of wheat

霉素各处理浓度之间相关性显著( p< 0101) ,当土霉
素浓度升高时,芽长及根长抑制率随之增加,且它们

之间具有良好的剂量-效应关系, 线性回归方程

如下.

SIOTC = 01731X + 2115 ( 1)

( R
2
= 01969, p < 0101)

RIOTC = 01412X + 35171 ( 2)
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( R
2
= 01993, p < 0101)

式中, X 为土霉素的实验浓度 ( mgPL) ; SIOTC和 RIOTC

分别为小麦芽长及根长抑制率( % ) .由方程( 1)、( 2)

计算得出土霉素对小麦芽长及根长的 EC50分别为

6515 mgPL和 3417 mgPL.由此可知, 土霉素对小麦根
长的抑制效应大于对其他指标的抑制效应.

2. 2  土霉素对小麦幼苗叶片中叶绿素的生态毒性

由图 2可知, 0115~ 2140 mgPL的土霉素对小麦
幼苗叶绿素的合成均有抑制作用.土霉素处理条件

下小麦幼苗的叶绿素含量下降, 但各处理浓度之间

的差异不显著. 土霉素暴露 7 d后,小麦叶片中叶绿

素含量下降,但与对照的差异不显著,且各处理浓度

之间的差异性也不显著. 随着暴露时间的延长,土霉

素处理下的小麦叶片中叶绿素的含量显著下降. 土

霉素暴露 14 d 后, 叶绿素抑制率由暴露 7 d 时

1119%~ 1916%上升到 2217% ~ 3410% , 但各处理

浓度之间的差异性仍然不显著.当暴露 21 d后, 不

同处理浓度之间的叶绿素含量出现了显著差异,

1120~ 2140 mgPL的土霉素对叶绿素的抑制效应更加
显著, 抑制率达到 4713% . 此时, 小麦叶片直观的变

化为:叶片由绿色逐渐变成黄绿色.

不同小写字母表示组间差异显著( p < 0105) ,下同

图 2  土霉素对小麦幼苗叶片中叶绿素含量的影响

Fig. 2 Effects of OTC on the content of CHL in leaves of wheat seedling

 

2. 3  土霉素对小麦幼苗中可溶性蛋白的生态毒性

生物体内蛋白质含量的变化是外界胁迫下生物

生长发育受到影响的直接指示.由图3可知,土霉素

暴露 7 d后, 0115~ 2140 mgPL 土霉素处理的小麦根
部中 SP与对照中的 SP没有显著性差异.在叶片中,

虽然 0115~ 0130 mgPL的土霉素对 SP 没有不良毒性

效应, 但是当土霉素浓度> 0130 mgPL时 SP 的含量

显著增加. 当土霉素暴露 14 d 后, 2140 mgPL土霉素
处理的小麦叶片中的 SP 显著下降, SP 抑制率为

2211%, 而其余的土霉素处理的小麦叶片及根组织

中的 SP 均高出对照. 随着土霉素暴露时间的延长,

情况发生了显著变化. 土霉素暴露 21 d后, 小麦叶

片及根组织中的 SP均呈显著下降趋势,且土霉素浓

度越大, SP 的抑制率越高. 0115~ 2140 mgPL 的土霉
素使叶片及根组织中的 SP 抑制率分别达到 2514%
~ 5019%和 2212% ~ 6014%, 表明土霉素对小麦根

组织中的SP 抑制作用更加明显.

图 3 土霉素对小麦幼苗叶片及根组织中的可溶性

蛋白含量的影响

Fig. 3  Effect s of OTC on soluble protein content in leaves

and roots of wheat seedlings w ith the increase of incubation time

 

2. 4  土霉素对小麦幼苗中抗氧化系统的生态毒性

土霉素处理的小麦幼苗叶片及根组织中的 SOD

活性变化如图4所示. 暴露 7 d后, 0115~ 2140 mgPL
土霉素对小麦的叶片及根组织中的 SOD活性均起

到了抑制作用.不同浓度的土霉素对叶片中 SOD活

性抑制率的差异性不显著, 而2140 mgPL土霉素处理
的根组织中的 SOD活性却显著低于其余处理浓度.

土霉素暴露 21 d后, SOD活性的抑制率没有明显升

高.叶片及根组织中 SOD 活性的抑制率分别为

611%~ 2416%和 2115% ~ 2913%, 且各处理浓度之

间的SOD活性呈现不规则的变化. 随着土霉素暴露

时间的延长,情况发生了显著变化.土霉素暴露 21 d

后,小麦叶片及根组织中的 SOD 活性均显著下降,

尤其是根组织中的SOD活性. 0115~ 0160 mgPL 的土
霉素使 SOD活性抑制率平均达到 5712%; 随着土霉

素浓度的增加, SOD活性的抑制率显著升高, 112~
2140 mgPL 的土霉素使根组织中的 SOD抑制率达到

7611%.土霉素处理小麦组织中 POD活性的变化情

况见图 5. 暴露 7 d后, 0115~ 2140 mgPL土霉素处理
的小麦根组织中的 POD 活性与对照差异不显著;
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016~ 2140 mgPL的土霉素对叶片中的 POD活性略有

抑制,其余处理浓度与对照差异不显著. 暴露 14 d

后,虽然0115mgPL的土霉素对叶片中的POD没有显

著抑制效应,但 0130~ 2140 mgPL的土霉素已经开始
显著抑制 POD 活性, 且处理浓度间没有差异. 暴露

21 d后, 0115~ 2140 mgPL的土霉素使叶片中 POD活

   

图 4  土霉素对小麦幼苗叶片及根组织中 SOD 活性的影响

Fig. 4  Effects of OTC on the act ivity of SOD in leaves

and roots of wheat seedlings

 

图 5  土霉素对小麦幼苗叶片及根组织中POD活性的影响

Fig. 5  Effects of OTC on the activity of POD in leaves

and roots of wheat seedlings

性抑制率达到 4410% ~ 6510% .随着土霉素暴露时

间的延长,根组织中的 POD活性也呈现逐渐下降的

趋势.

3  讨论

高等植物的毒理实验包括: 发芽实验、根长实验

以及早期幼苗的生长实验,这些实验方法用于检测

污染物对植物的毒性十分方便、快捷.通过小麦种子

发芽实验可知,土霉素处理的小麦种子发芽率与对

照没有显著差异, 也就是说土霉素对小麦种子出芽

没有毒性效应.此外,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0使种子可以正常发芽[ 17]
.但是土霉素对

小麦芽长及根长则具有抑制作用, 且芽长及根长抑

制率与土霉素浓度呈线性正相关. 土霉素对小麦叶

片及根组织的 EC50表明, 土霉素对小麦根部的影响

尤为突出.土霉素对小麦种子发芽的毒性大小依次

为:根长> 芽长> 发芽率. 这与 Chen等
[18]
的研究结

果相似, 即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. 但是 Carlsson 等
[ 19]
和

Fent等
[20]
认为,这个浓度是不太可能在环境中存在

的,除非发生严重的环境突发事件. 因此, 环境中的

土霉素通常不会对小麦种子的发芽造成危害.

由于土霉素等药物成分持续不断地被输入环

境,且污水处理系统对它们的去除效果不佳. 因此,

它们在环境中的低浓度长期暴露对植物的生态毒性

效应是不容忽视的
[21]
. 作为可见症状之一, 叶绿素

含量的下降能够用来指示土霉素对小麦幼苗生长发

育的危害.有研究表明: 在污染物的胁迫下,由于捕

光化合物 LHC蛋白合成的转录过程会受到抑制,而

且初期形成的 Chl单体也被光氧化分解, 导致光截

获 LHC 的形成受到影响, 从而影响 Chl 的积累
[ 22]
.

这个结论在本研究中也有相似体现, 土霉素的存在

能够抑制叶绿素的积累,且随着暴露时间的延长,土

霉素对叶绿素的抑制作用更加显著. 但是,土霉素与

小麦叶片Chl的剂量-效应关系不明显.

除了植物的可见症状之外, 植物体内的生理指

标对药物成分低浓度长期暴露产生的毒性反应更为

敏感.植物体内的 SP 经常参与各种代谢活动,其含

量是植物总体代谢的一个重要指标
[ 8~ 10]

. 当植物适

应其生长环境进入旺盛的生长期后, 各种代谢活动

旺盛,可溶性蛋白的合成能力也有所增强.但是在有

机物、重金属以及寒旱等胁迫下, 植物体内的 SP 含

量会下降
[ 16, 23]

.这与本实验得出的结果相似,土霉素
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暴露 14d的小麦叶片及根组织中的 SP 含量均有所

上升,说明土霉素短期低浓度暴露可以诱导 SP的合

成.但是暴露时间的延长,土霉素对 SP 的合成逐渐

显露出抑制效应. 而且, 从数据统计结果可以看出,

土霉素对小麦根组织中 SP的影响更为显著.

通常在有机物、重金属等污染物胁迫下, 植物体

内会产生活性氧物质( AOS) , 比如 O
#-
2 、RO#等活性

自由基.植物体内具有多种保护机制,这些机制可以

去除或降低 AOS. 植物体内的抗氧化防御系统是众

多保护机制中对污染物胁迫最为敏感的系统, 包括

众多具有清除 AOS 的酶. 其中, POD被认为是最重

要的具有清除AOS的酶之一, 因为 POD的细胞内外

形态都能够参与H2O2 的清除.在本研究中发现小麦

幼苗的根组织中的 POD活性比叶片中的高,这可能

与根系离子微环境或是根组织专性基因表达有关.

在暴露初期,叶片及根组织中 POD的活性与对照相

比略有上升或是无显著差异, 这说明小麦具有一定

的抵抗氧化胁迫的能力. 但是,这种自我保护的能力

是有限的,随着土霉素暴露时间的延长, POD活性呈

显著下降趋势, 这也说明土霉素对小麦幼苗叶片及

根组织的损伤与暴露时间有关系. SOD是清除正常

代谢过程以及氧化物质诱导产生 O
#-
2 的首要酶, 对

防止有害的 AOS在植物体内的积累具有重要作用.

SOD酶的诱导与清除H2O2的酶活升高一致,它们之

间的协调配合对植物体抵抗污染物胁迫有着重要的

作用. 本实验研究表明, 随着土霉素暴露时间的延

长,小麦幼苗叶片和根组织中的 SOD活性呈逐渐下

降趋势,这说明小麦叶片中的 POD酶活的下降可能

与SOD诱导产生 H2O2 的量下降有关.而且实验结

果还表明, 随着暴露时间的延长, 小麦根组织中的

SOD酶活的降低比叶片中的更为明显,说明小麦根

系对土霉素的胁迫更为明显. 小麦幼苗叶片与根组

织中的 POD与SOD的变化表明,它的抗氧化系统由

于土霉素的存在而遭到破坏, 其自身的抗氧化防御

功能降低.

4  结论

(1)由种子发芽实验得出土霉素可以抑制小麦

种子的芽和根的伸长,并且土霉素浓度与芽长(或根

长)抑制率之间具有显著的线性关系;土霉素对小麦

根部的毒性效应最显著, 但对种子的发芽率没有显

著影响.

(2)土霉素低浓度长期暴露对小麦幼苗的生长

发育具有生态毒性作用. 0115~ 2140 mgPL土霉素暴
露 21 d后, 小麦幼苗叶片中叶绿素含量下降, 叶片

及根组织中的可溶性蛋白、SOD及 POD的活性也不

同程度受到了抑制, 这些生理指标的变化将影响小

麦植株正常的生长发育.
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