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　　摘要：为明晰四环素降解细菌菌群的生长特性及对盐酸四环素在不同培养条件下的降解效率，以猪

粪为选菌材料，在基础无机盐培养基中（ＭＭ）加入初始浓度为５０ｍｇ／Ｌ的盐酸四环素依次富集驯化、传

代培养直至盐酸四环素的浓度为３００ｍｇ／Ｌ，经过４０代的富集培养，细菌群组成达到稳定，生长特性试

验结果表明：细菌群落的最佳培养时间为３０ｈ，此时犇６００ｎｍ值达到最大，为２．５６；细菌群落生长的最适温

度为３０℃，此时犇６００ｎｍ值较２０℃、２５℃、３５℃、４０℃处理分别提高６５％、１９％、６％、５１％，且各处理之间差

异显著（犘＜０．０５）；细菌群落在不同的ｐＨ梯度（６、７、８、９）下各处理之间差异显著（犘＜０．０５），最适宜

ｐＨ为７，较ｐＨ为８和９时犇６００ｎｍ值分别提高５％和１２％，ｐＨ为６时明显抑制菌群的繁殖。降解特性

测定结果发现，细菌群落在３０℃、初始ｐＨ为７、培养７ｄ时接种量（１％、２％、３％）对降解特性的影响差

异不显著（犘＞０．０５），碳源的添加会降低菌群对四环素的降解能力。
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　　四环素类抗生素（Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ，ＴＣｓ）

能够干扰微生物的生长繁殖，并使微生物生理活性降

低［１］，其作用机理是同氨酰ｔＲＮＡ结合从而抑制细菌

蛋白的合成［２］。在疾病治疗中，人类由于肺炎支原体

导致的感染使用四环素类抗生素医治［３］；在畜牧养殖

业中，作为兽用医药治疗肠胃，呼吸道和皮肤感染［４］，

还可添加到饲料中促进牲畜如牛、猪、羊、家禽等［５］的

生长。盐酸四环素是四环素类抗生素之一，由于四环

素良好的使用效果和广泛的适用范围，全球使用四环

素的总量逐年上升［６］，我国２０１３年使用四环素就达

１．２万ｔ
［７］，但相关研究表明３０％～９０％的抗生素会随

机体排泄物排放到环境中［８］。残留有四环素的粪便若

用于堆肥施入农田，或裸露于地表，经雨水冲刷流入湖

泊或河流可引发环境污染问题，危害人体健康［９］。

水、光照、氧化反应、微生物代谢等都可降解四环

素［１０］，对其降解可分为非生物途径和生物途径。微生

物对四环素进行代谢转化，承担着自然界中大部分四

环素的降解问题，因此在土壤的复杂微生物群落中涵

盖着具有降解四环素能力的微生物［１１］，其种类丰富且

具多样性。沈颖等［１２］在堆肥中分离出１种放线菌属

（犃犮狋犻狀狅犿狔犮犲狋犲）、４种真菌（犉狌狀犵犻）、７种革兰氏阳性菌

和７种革兰氏阴性菌，都具有降解四环素的能力。张

欣阳等［１３］从制药污水和污泥中分离得到四环素降解

菌犃犱狏犲狀犲犾犾犪ｓｐ．，在３０℃、ｐＨ７条件下对５０μｇ／ｍＬ

四环素降解率为５７．８％。冯福鑫等
［１４］从抗生素制药

厂分 离 得 到 菌 株 犜狉犻犮犺狅狊狆狅狉狅狀 犿狔犮狅狋狅狓犻狀犻狏狅狉犪狀狊

ＸＰＹ１０，在接种量２％、温度３４℃、ｐＨ８的培养条件
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下培养７ｄ后对６００ｍｇ／Ｌ盐酸四环素的降解率为

８３．６３％。

相比四环素母体，水、光照等会使四环素活性降

低［１５］，但代谢物质毒性却显著增大，会引起比四环素

原药程度更大的二次污染问题，而微生物代谢四环素

转化的最后产物为 Ｈ２Ｏ和ＣＯ２
［１５］，具有毒性代谢物

小、用时少、条件简单、容易控制、成本较低、专一性较

强、降解彻底等优点。对具有四环素降解能力的微生

物，多数研究者分离筛选单菌株并研究其生长和降解

特性。相较于四环素降解菌群，单菌株具有降解效率

低，降解不彻底、适用范围小等缺点，因此四环素降解

菌群的研究和应用具有较好的发展前景。

鉴于此，笔者从猪粪、堆肥、粪尿中富集驯化具有

高效降解四环素能力的菌群，并全面研究菌群的生长

特性和降解特性，明晰菌群对四环素在不同培养条件

下的降解能力，为利用微生物高效降解环境中残留的

四环素提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　菌株来源　选菌材料采自正大规模化养猪场

的新鲜猪粪、猪粪堆肥和猪粪尿，该养猪场位于甘肃省

黄河上游的皋兰县（Ｅ１０４°１４′，Ｎ３６°５１′），地处甘肃中

部，海拔２０００ｍ，年均气温７．２℃，年均降水量２６６

ｍｍ，年均蒸发量为１６６０ｍｍ，年均日照２７６８ｈ，无霜

期１４４ｄ。

１．１．２　药品和培养基　无机盐液体培养剂：ＮａＨＰＯ４

１．５ｇ／Ｌ、ＮＨ４Ｃｌ１ｇ／Ｌ、ＮａＣｌ１ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４０．２ｇ／Ｌ、

ＫＨ２ＰＯ４０．５ｇ／Ｌ；ｐＨ７．０，补足蒸馏水至１Ｌ；

活化培养基：ＮＨ４Ｃｌ１ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４０．２ｇ／Ｌ、ＫＨ２

ＰＯ４０．５ｇ／Ｌ、ＮａＨＰＯ４１．５ｇ／Ｌ、ＮａＣｌ１ｇ／Ｌ、蛋白胨

１０ｇ／Ｌ；ｐＨ７．０，补足蒸馏水至１Ｌ；

药品：盐酸四环素（Ｃ２２Ｈ２４Ｎ２Ｏ８·ＨＣｌ）购于ｓｉｇ

ｍａ公司。

１．１．３　仪器设备　无菌操作台、台式摇床、高压灭菌

锅、高效液相色谱仪、分光光度计等。

１．２　方法

１．２．１　菌群的富集和活化　称取１０ｇ新鲜猪粪、１０ｇ

猪粪堆肥和吸取１０ｍＬ粪尿，分别放在三角瓶中，并

加入９０ｍＬ无菌生理盐水，加入玻璃珠辅助溶解，振

荡后２５℃静置２０ｍｉｎ，取１０ｍＬ上清液，按１０％的接

种量接种于含５０ｍｇ／Ｌ四环素的基础无机盐培养基

（简称：ＭＭ 培养基）中，固定在恒温摇床，３０℃、１８０

ｒ／ｍｉｎ条件下进行避光培养，待培养液显著浑浊即可

（约３ｄ，记为第１代），逐次提高培养基中四环素浓度

至３００ｍｇ／Ｌ，定向富集驯化四环素降解菌群，依次传

代培养至第４０代，完成菌群的富集
［１６］。

准确取四环素降解菌群１０ｍＬ于９０ｍＬ活化培

养基中，于摇床３０℃，１８０ｒ／ｍｉｎ培养２ｄ，完成菌群的

活化［１６］。

１．２．２　菌群生长特性的测定　１）温度对降解菌群生

长特性的影响：在 ＭＭ 培养基（ｐＨ＝７）中加入１％的

菌液，设置温度梯度：２０、２５、３０、３５、４０℃，摇床振荡培

养２ｄ后测定菌群生长量（犇６００ｎｍ）。

２）培养时间对降解菌群生长特性的影响：在 ＭＭ

培养基（ｐＨ＝７）中加入１％的菌液，在恒温摇床

（３０℃）中，分别振荡培养６、１２、１８、２４、３０和３６ｈ后测

定菌群生长量（犇６００ｎｍ）。

３）ｐＨ对降解菌群生长特性的影响：设计 ＭＭ 培

养基的ｐＨ变化梯度为６．０、７．０、８．０和９．０，加入１％

的菌液，在３０℃条件下，摇床振荡培养２ｄ后测定菌群

生长量（犇６００ｎｍ）。

４）菌群生长量测定方法：向降解菌液中加入５倍

体积的水，使用可见分光光度计，参数设为６００ｎｍ，生

长量（犇６００ｎｍ）＝吸光度×５。

１．２．３　菌群降解特性的测定　１）温度对菌群降解特

性的影响：试管中添加９ｍＬＭＭ培养基，灭菌２６ｍｉｎ

（１２１℃）。２００ｍｇ／Ｌ四环素，１％的菌液，不同处理组

设置不同的空白对照（以无菌水代替降解菌群），设置

温度梯度：２０、２５、３０、３５、４０℃，１８０ｒ／ｍｉｎ恒温摇床中

避光培养７ｄ
［１６］，按照１．２．４方法测定四环素含量，并

计算其降解率。

２）培养时间对菌群降解特性的影响：试管中添加

９ｍＬＭＭ 培养基，灭菌２６ｍｉｎ（１２１℃）。２００ｍｇ／Ｌ

四环素，１％的菌液，不同处理组设置不同的空白对照

（以无菌水代替降解菌群），在３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ的恒温

摇床中避光培养［１６］，分别在１、３、５和７ｄ后按照１．２．４

方法测定四环素含量，并计算其降解率。

３）ｐＨ对菌群降解特性的影响：９ｍＬＭＭ培养基，

通过加入０．１％ ＨＣｌ或 ＮａＯＨ 溶液调ｐＨ 值分别至

６．０、７．０、８．０和９．０，灭菌２６ｍｉｎ（１２１℃）。四环素初始

浓度为２００ｍｇ／Ｌ，加入１％的四环素降解菌群，不同处

４６ 　　　　　　ＧＲＡＳＳＬＡＮＤＡＮＤＴＵＲＦ（２０２０）　　　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．４０Ｎｏ．３



理组设置不同的空白对照（以无菌水代替降解菌群），在

３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ的恒温摇床中
［１６］，避光培养７ｄ，按照

１．２．４方法测定四环素含量，并计算其降解率。

４）接种量对菌群降解特性的影响：９ｍＬＭＭ 培

养基，灭菌２６ｍｉｎ（１２１℃）。２００ｍｇ／Ｌ四环素浓度，四

环素降解菌群接种量：０．５％、１％、２％、３％，不同处理

组设置不同的空白对照（以无菌水代替降解菌群），在

３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ的恒温摇床中
［１６］，避光培养７ｄ，按照

１．２．４方法测定四环素含量，并计算其降解率。

５）不同碳源对菌群降解特性的影响：试管中添加

９ｍＬＭＭ培养基，分别加入葡萄糖、蔗糖、乳糖、麦芽

糖为碳源，使其浓度为１０ｇ／Ｌ，灭菌２６ｍｉｎ（１２１℃）。四

环素初始浓度为２００ｍｇ／Ｌ，加入１％的四环素降解菌

群，不同处理组设置不同的空白对照（以无菌水代替降

解菌群），在３０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ的摇床中
［９］，避光培养２ｄ，

按照１．２．４方法测定四环素含量，并计算其降解率。

１．２．４　四环素检测方法　常用的检测四环素含量的

方法有理化性质法、微生物培养法、免疫法、化学发光

法、分光光度计法［１７－２１］，理化性质法中的高效液相色

谱法（ＨＰＬＣ）检测结果准确且操作简单，因此使用高

效液相色谱仪检测四环素残留量。

将培养液离心１０ｍｉｎ，离心条件为８０００ｒ／ｍｉｎ、

４℃，取２ｍＬ上清液，加入同等体积的 Ｎａ２ＥＤＴＡ

Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ缓冲溶液
［２２］，由一次性注射器经Φ０．２２μｍ

微孔滤膜打入液相样品瓶中。

色谱条件［２３］：Ｃ１８反相色谱柱（５μｍ，４．６×２５０

ｍｍ）；流动相：６８％草酸溶液（０．０１ｍｏｌ／Ｌ），２４％乙

腈，８％甲醇；紫外检测器，波长３６０ｎｍ；柱温：２５℃；进

样量：１０μＬ；流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；进样时间：３ｍｉｎ。

１．３　数据分析

用Ｅｘｃｅｌ２０１０对原始数据进行整理，运用ＳＰＳＳ

２２．０进行单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），采用

Ｏｒｉｇｉｎ８．５绘图。

２　结果与分析

２．１　菌群的生长特性

２．１．１　不同培养时间对菌群生长的影响　不同培养

时间下菌群的生长表现为先上升后下降。０～６ｈ，菌

群快速生长；６～１２ｈ，菌群生长速率最高，进入对数生

长时期；１２～３０ｈ菌群稳定生长，这是由于菌群持续

生长，所需营养物质逐渐被消耗，且菌群降解四环素产

生的中间产物会不断积累，使生长速率下降；３０ｈ之后

菌群的繁殖速率小于细胞自身衰亡速率，菌群数量下

降（图１）。

图１　不同培养时间处理下菌群的生长

犉犻犵．１　犈犳犳犲犮狋狅犳犻狀犮狌犫犪狋犻狅狀狋犻犿犲狅狀犫犪犮狋犲狉犻犪犾犵狉狅狌狆犵狉狅狑狋犺

２．１．２　不同温度对菌群生长的影响　随着温度的升

高生长量呈现先上升后下降的趋势。菌群的生长在温

度过高（４０℃）和过低（２０℃）的环境中被显著抑制（犘

＜０．０５），（３０±５）℃对菌群生长有利。在３０℃时菌群

生长量最高，犇６００ｎｍ为２．５２。相较于２０℃，菌群在

４０℃下的生长量较高（图２）。

图２　不同温度处理下菌群的生长

犉犻犵．２　犈犳犳犲犮狋狅犳狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狅狀犫犪犮狋犲狉犻犪犾犵狉狅狌狆犵狉狅狑狋犺

２．１．３　不同初始ｐＨ 对菌群生长的影响　初始ｐＨ

为６．０、７．０、８．０和９．０时，对菌群降解均具有显著影

响（犘＜０．０５）。当初始ｐＨ 为７时 犇６００ｎｍ最高，达

２．５２；其中菌群对碱性环境有一定的耐受性，当初始

ｐＨ达８和９时，犇６００ｎｍ分别为２．３９和２．２２；而酸性环

境显著抑制菌群的生长，最小犇６００ｎｍ出现在初始ｐＨ＝

６时（图３）。

２．２　菌群降解四环素的特性

２．２．１　不同温度对菌群降解的影响　培养温度自

２０℃起每增加５℃至４０℃，四环素的降解率对应是

２１．４％、５０．７％、７５．３％、２９．７％、２６．５％。其中，３０℃
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时菌株降解率最好，２５℃时菌群降解率最低，说明低温

使菌群活力下降，从而使菌群降解四环素能力减弱；培

养过程中温度的增加利于菌群的良好生长，但升温较

多，容易降低菌群活性并影响降解能力。与低温相比，

菌群耐受高温能力高（图４）。

图３　不同初始狆犎处理下对菌群的生长

犉犻犵．３　犈犳犳犲犮狋狅犳犻狀犻狋犻犪犾狆犎狅狀犫犪犮狋犲狉犻犪犾犵狉狅狌狆犵狉狅狑狋犺

图４　不同温度处理下对四环素的降解率

犉犻犵．４　犈犳犳犲犮狋狅犳狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狅狀狋犲狋狉犪犮狔犮犾犻狀犲犱犲犵狉犪犱犪狋犻狅狀狉犪狋犲

２．２．２　不同培养时间对菌群降解四环素的影响　随

着培养时间的增加四环素降解率持续上升，四环素降

解率在第１ｄ最低，为１４．６％；降解率在第７ｄ最高，

达到７５．９％；且第３到５ｄ降解率的增长速率最大，为

５７％。随着时间的增长，菌群降解四环素的能力上升

（图５）。

２．２．３　不同初始ｐＨ 对菌群降解四环素的影响　初

始ｐＨ为６时，培养７ｄ后菌群对四环素的降解率为

３６．９％ ；当初始ｐＨ值升高后的四环素降解率显著高

于３６．９％，最高降解率出现在初始ｐＨ 为７时，达

７３．６％；初始ｐＨ为８和９时的降解率分别为７３．５％

和６２．９％（图６）。

２．２．４　不同接种量对菌群降解四环素的影响　接种

量为０．５％时，四环素降解率为４５％，接种量为１％、

２％、３％时四环素的降解率同比增长６３％、６５％、６４％

图５　不同培养时间对四环素的降解率

犉犻犵．５　犈犳犳犲犮狋狅犳犻狀犮狌犫犪狋犻狅狀狋犻犿犲狅狀狋犲狋狉犪犮狔犮犾犻狀犲

犱犲犵狉犪犱犪狋犻狅狀狉犪狋犲

图６　不同初始狆犎对四环素有降解率

犉犻犵．６　犈犳犳犲犮狋狅犳犻狀犻狋犻犪犾狆犎狅狀狋犲狋狉犪犮狔犮犾犻狀犲犱犲犵狉犪犱犪狋犻狅狀狉犪狋犲

（图７）。由于菌群降解四环素周期较长。接种量为

１％、２％、３％ 时，四环素降解率差异不显著（犘＞

０．０５），在推广成本的考虑下，选择１％为适宜接种量。

图７　接种量处理下四环素的降解率

犉犻犵．７　犈犳犳犲犮狋狅犳犻狀狅犮狌犾犪狋犻狅狀犪犿狅狌狀狋狅狀狋犲狋狉犪犮狔犮犾犻狀犲

犱犲犵狉犪犱犪狋犻狅狀狉犪狋犲

２．２．５　不同碳源对菌群降解四环素的影响　无碳源

添加的条件下，１％ 接种量时四环素的降解率为

７３．３％，在接种量１％的条件下，外加碳源使菌群降解

四环素的能力有所减弱。其中，麦芽糖的添加对菌群

降解能力影响最大，降解率低至４４．６％；葡萄糖，乳糖

和蔗糖的添加对四环素降解率影响较小，分别为

５４．１％、５１．８％、４９．８％（图８）。

６６ 　　　　　　ＧＲＡＳＳＬＡＮＤＡＮＤＴＵＲＦ（２０２０）　　　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．４０Ｎｏ．３



图８　不同碳源处理下四环素的降解率

犉犻犵．８　犈犳犳犲犮狋狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮犪狉犫狅狀狊狅狌狉犮犲狊狅狀狋犲狋狉犪犮狔犮犾犻狀犲

犱犲犵狉犪犱犪狋犻狅狀狉犪狋犲

３　讨论

本研究表明，从猪粪，堆肥和新鲜猪粪尿中富集驯

化的四环素降解菌群可以显著降解四环素，在最佳试

验条件下（１％菌液、３０℃、ｐＨ７、培养７ｄ），四环素降解

率达７５．９％，探讨降解菌群的适宜生长培养条件，可

得出该菌群会因温度过低或过高生长受到抑制，３０℃

时生长量最大。在调整不同培养基初始ｐＨ的研究中

得出菌群更适合在中碱性（ｐＨ７～９）环境中生长，其

生长在酸性（ｐＨ６）环境中显著被抑制。冯福鑫等
［１４］

研究所得的酵母菌３４℃、ｐＨ８条件下，对四环素的降

解率为８３．６％；张欣阳等
［１３］研究的四环素降解菌在

３０℃、ｐＨ７的条件下对四环素降解率为５７．８％。可以

得出，本研究富集驯化出的四环素降解菌群的降解率

为中等水平。培养基中营养物质的限制和有毒代谢物

质的积累，菌群的生长曲线随着培养时间延长表现为

先上升后下降，在适宜条件下培养３０ｈ，菌群的生物量

最高。

试验发现菌群的数量对降解率的影响不明显，而

四环素的降解受温度、培养时间和ｐＨ 的变化影响较

大。温度升高，四环素的降解率表现为先上升后下降，

温度与菌群的生长和降解四环素的能力紧密联系，

３０℃时降解率最大。培养时间增加，四环素降解率随

之升高，菌群将四环素代谢转换为安全无害的物质如

去酰胺土霉素，这一过程需要足够的时间来完成，当培

养至第７ｄ，四环素降解率最大。研究中设定不同的

ＭＭ培养基的初始ｐＨ表明，该菌群对酸性环境敏感，

更适宜在中碱性条件下生长和降解四环素。在接种量

为１％的基础上，培养基中额外添加葡萄糖、麦芽糖、

乳糖和蔗糖，菌群降解四环素的能力减弱，这是由于碳

源阻遏效应，菌群在有速效的碳源、能源的环境中，会

优先的利用速效碳源能源，那么参与其它碳源、能源的

酶系的合成会受到相应的抑制，从而使菌群对四环素

的降解率下降［１６］。本研究为四环素降解菌群应用于

实际抗生素污染环境治理奠定了基础。

４　结论

四环素降解菌群对环境中残留的四环素有显著的

降解作用，对四环素的降解率达７５．９％。四环素降解

菌群在温度为３０℃、ｐＨ７～８的条件下培养生长最适

宜。四环素降解率受接种量的影响不显著，温度

３０℃、ｐＨ７～８、接种量１％为适宜菌群降解四环素的

培养条件，添加碳源会减弱菌群降解四环素的能力。
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