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摘要：【目的】明确 1 株土霉素 (oxytetracycline, OTC) 高效降解菌降低 OTC 生物毒性的效应，为菌株的实际应用提供初

步理论依据。【方法】以前期获得的 OTC 高效降解菌 Arthrobacter nicotianae ZAF-05 为对象，利用高效液相色谱-电喷雾

质谱联用技术 (HPLC-Q-TOF-MS) 分析了 OTC 的降解产物。以对 OTC 敏感的大肠埃希菌 Escherichia coli、枯草芽孢杆

菌 Bacillus subtilis 和斜生栅藻 Scenedesmus obliquus 作为指示生物，评估 OTC 降解产物的生物毒性。【结果】HPLC-Q-

TOF-MS 分析发现：经菌株 ZAF-05 作用后，体系中的高毒性 OTC 以及其自然水解产物差向异构土霉素 (EOTC) 含量显

著降低，而低毒性的同分异构土霉素 (ISO-OTC) 含量略有上升。供试细菌和藻类在添加 ZAF-05 菌株的 OTC 体系中的生

长情况明显好于 OTC 自然水解的处理和未添加降解菌的阴性对照，且差异极显著 (P＜0.01)。与原药和自然水解物相

比，经过 ZAF-05 菌株降解的 OTC 代谢产物生物毒性大大降低。菌株的降解作用缓解了 OTC 对斜生栅藻细胞超微结构

的伤害，细胞叶绿体及细胞壁受损减轻。【结论】降解菌 ZAF-05 能降低 OTC 残留的环境生物毒性，而毒性的降低可能

与体系中高毒性物质被转化成无毒或低毒的代谢产物有关。图 7 表 1 参 26
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Reduction of toxicity of oxytetracycline by highly efficient degrading
bacterium Arthrobacter nicotianae ZAF-05
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Abstract: [Objective] The objective is to determine the effect of a degrading bacterium which can effectively
reduce the bio-toxicity of oxytetracycline (OTC) metabolites, so as to provide a preliminary theoretical basis for

practical  application  of  the  strain.  [Method]  Taking  Arthrobacter  nicotianae  ZAF-05,  an  efficient  OTC-
degrading  bacterium  obtained  in  the  previous  studies,  as  the  object,  the  degradation  products  of  OTC  were

analyzed by high-performance liquid chromatography-quadrupole-time-of-flight mass spectrometry (HPLC-Q-

TOF-MS). OTC sensitive Escherichia coli, Bacillus subtilis, and Scenedesmus obliquus were used as indicators
to  evaluate  the  bio-toxicity  of  degradation  products.  [Result]  HPLC-Q-TOF-MS  analysis  showed  that  the

content of highly toxic OTC and its natural hydrolysate epioxytetracycline(EOTC) decreased significantly after

treatment  with  strain  ZAF-05,  while  the  content  of  low  toxic  isomeric  oxytetracyline(ISO-OTC)  increased

slightly. The growth of tested bacteria and alga in OTC system treated by strain ZAF-05 was significantly better 
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than  that  in  OTC  natural  hydrolysis  treatment  and  negative  control  without  degrading  bacteria,  and  the
difference was significant (P＜0.01). The results indicated that the bio-toxicity of OTC metabolites degraded by
strain  ZAF-05  was  greatly  reduced  compared  with  the  active  drug  and  its  natural  hydrolysates.  Besides,  the
degradation effect of the strain alleviated the damage of OTC to the ultrastructure of algal cells, as well as the
damage to chloroplasts and cell  walls. [Conclusion] Degrading bacterium ZAF-05 can reduce bio-toxicity of
OTC residues,  which may be related to  the  conversion of  highly toxic  substances  into  non-toxic  or  low-toxic
metabolites in the system. [Ch, 7 fig. 1 tab. 26 ref.]
Key words: oxytetracycline; degrading bacterium; degradation products; algae; bio-toxicity
 

抗生素因其广谱的抗菌特性和促进生长作用广泛应用于医疗卫生、畜牧及水产养殖等领域[1]。然

而，进入机体的抗生素仅有小部分发挥作用，剩下约 30%~90% 会随着代谢排出体外[2−4]，并且以原药的

形式输入周边环境[5]。一些化学性质稳定的抗生素会在环境中长期残留，不仅对周边植物[6]、鱼类[7] 造

成不利影响，其产生的选择压力还能够诱导耐药菌群的出现和抗性基因的传播[8]。鉴于其巨大的风险和

威胁，抗生素以及抗性基因已经被世界卫生组织列为 21世纪最重要的污染源之一。残留抗生素的去除

和抗生素污染环境的修复成为保障生态安全和生命健康的重要举措。残留抗生素的去除主要有理化处理

和生物降解 2种途径，其中生物降解因为价格低廉、操作简便且不会造成二次污染而备受青睐[9]。当前

关于利用微生物进行抗生素生物降解的研究日益增多，并已积累不少优良的菌种资源[10−11]。但抗生素被

降解并不能确保转化产物的安全性，一些原药被代谢后可能会产生毒性更高的中间产物[12]。因此对降解

菌株代谢产物的生物毒性评估和生态安全性评价是菌株能够实际应用的必要保证。土霉素

(oxytetracycline，OTC)是当今应用范围最广、用量最多的抗生素之一[13]，由于性状稳定已在陆地、水体

等多种环境中被高频次检出 [14−15]。本研究前期分离获得 1株 OTC高效降解菌 Arthrobacter nicotianae
ZAF-05，该菌株环境适应性好，能在液体体系、粪肥和土壤中发挥积极的降解作用[16]。本研究以该菌株

为实验对象，利用高效液相色谱-电喷雾质谱联用技术 (HPLC-Q-TOF-MS)初步解析菌株作用下 OTC的

降解产物，并以对 OTC敏感的大肠埃希菌 Escherichia coli、枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis 和水生生物斜

生栅藻 Scenedesmus obliquus 作为指示生物，评估 OTC降解产物的生物毒性，以期为菌株的安全使用提

供初步理论依据。 

1    材料与方法
 

1.1    试验菌株和藻种

OTC高效降解菌 A. nicotianae ZAF-05于 2019年分离自制药厂活性污泥。OTC敏感菌革兰氏阳性菌

枯草芽孢杆菌 No 1.821、革兰氏阴性菌大肠埃希菌 No 1.128 82均来自中国普通微生物菌种保藏管理中

心 (CGMCC)，OTC敏感斜生栅藻购自上海光宇生物技术有限公司。 

1.2    培养基和试剂

OTC购于 Solarbio公司，纯度＞99%。LB培养基用于细菌的培养，主要配方为胰蛋白胨 10 g·L−1；

酵母提取物 5 g·L−1；氯化钠 5 g·L−1，pH 7.2。BG11合成培养基用于供试斜生栅藻的培养，购自上海光

宇生物技术有限公司并按说明书指导方法使用。质谱所用甲醇和乙腈等相关试剂均购自 Merck公司

(Kenilworth, 美国)。 

1.3    方法 

1.3.1    OTC 降解产物分析    制备不同密度降解菌菌悬液，绘制细胞数量与悬液 600 nm波长下吸光度

[D(600)]的标准曲线，根据标准曲线得到合适密度的细菌悬液。在 OTC终质量浓度为 100 mg·L−1 的

LB培养基中接入终密度为 1.5×105 CFU·mL−1 的降解菌。培养 2 d后，取样菌悬液经过滤除菌、过柱萃

取后利用 HPLC-Q-TOF-MS技术检测 OTC降解产物。质谱数据由 Agilent 6 545 Q-TOF质谱仪获得，使

用电喷雾电离源，以正离子和负离子模式工作。具体工作条件：离子化压力 3 500 V，裂解电压 75 V，

碰撞能 30 eV，质荷比 50~1 200。筛选获得可能的转化产物以 TPs表示。以添加 OTC但不接种降解菌的
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处理为阳性对照，以不添加 OTC但接种降解菌的处理为阴性对照，所有处理均设置 3个平行。 

1.3.2    OTC 降解产物的生物毒性分析    降解产物毒性测定设置 4个处理。对照 A(ckA)：添加 300 mg·L−1

OTC的 LB液体培养基。T1 处理：添加 300  mg·L−1 OTC的 LB培养基，接种降解菌；培养 4 d后

20 000 r·min−1 高速离心 2 min，取过滤除菌后的上清备用。T2 处理：添加 300 mg·L−1OTC的 LB液体培

养基，自然降解 4 d。对照 B(ckB)：LB液体培养基。①OTC降解产物对细菌的生物毒性。取 2组各 4支

试管，按 1∶1(v/v)加入 LB培养液和上述 4个处理样品，定容至体积 5 mL。分别依次接入 1.5×105 CFU·mL−1

的枯草芽孢杆菌和大肠埃希菌新鲜菌悬液，菌液密度确定方法同 1.3.1。37 ℃ 下震荡培养，每隔 24 h取

样测定菌液吸光度 [D(600)]，用以表征细菌数量。②OTC降解产物对供试藻的生物毒性。取 1组 4个三

角瓶，依次加入 16 mL BG11培养基和 2 mL上述 4个处理样品，混匀后接种终密度为 1.2×103 个·mL−1

新鲜藻种。于 25 ℃、12 h (光照) /12 h (黑暗)光周期条件下静置培养，每天定时摇晃 4~5次，每隔 24 h
取样测定吸光度 [D(680)]。培养 4 d后取样藻液，参考武鹏鹏等[17] 的方法测定藻液叶绿素质量浓度，参

考邹宁等[18] 的方法观察藻细胞结构。 

1.3.3    数据分析    各处理均 3个平行，所得数据利用 SPSS 16.0进行方差分析，在 0.01水平下确认差异

显著性。 

2    结果与分析
 

2.1    OTC 降解产物分析

OTC降解产物的生物毒性既取决于残留的 OTC，也取决于降解过程中产生的中间代谢产物。培养

2 d后，对各处理悬液产物进行 HPLC-Q-TOF-MS分析发现：降解菌组和阳性对照中均检出了 TP447和

TP461，阴性对照中则未检出；推测 TP447和 TP461可能为 OTC降解相关中间产物。图 1 A和图 1 B
可见：在 7.279 min时 TP447出现了明显的特征峰，其图谱特征以及出峰时间与 QI等[19] 发现的脱甲基

OTC一致；由图 1 C和图 1 D可见：TP447在正、负离子作用下均出现了脱甲基 OTC特有的离子碎片

图谱，推测 TP447可能是 OTC水解产物——脱甲基 OTC。TP461在 4~7 min区段内出现了多个特征峰

(图 2  A)，参考文献 [20]可知：OTC出峰时间在 5.434  min时，差向异构 OTC(epioxytetracycline，
EOTC)出峰时间在 4.893 min时，同分异构 OTC(isomeric oxytetracyline，ISO-OTC)出峰时间在 6.550 min
 

A、B 为 TP447 在正、负离子下色谱图；C、D 为 TP447 在正、负离子下质谱图
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图 1    TP447 的色谱和质谱图
Figure 1    Extracted ion chromatograms and mass spectrum of TP447
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时；此 3个化合物出峰时间、质荷比和分子离子峰

图谱与 TP461相同，推测 TP461可能为OTC(图 2 B)、
EOTC (图 2 C)和 ISO-OTC (图 2 D)的混合物。由表 1
可知：降解菌培养体系中 OTC、EOTC和脱甲基

OTC相对丰度极显著低于阳性对照 (P＜0.01)，表明

菌株 ZAF-05在加速 OTC分解的同时，还可能抑制

了 OTC向脱甲基 OTC和 EOTC的转化，使得体系

中 EOTC和脱甲基 OTC丰度降低。 

2.2    OTC 及其降解产物对细菌的生物毒性

图 3显示：72 h的培养期内，枯草芽孢杆菌在各处理中均有不同程度的生长，随时间推移细胞数量

逐渐增加。具体来看，ckB 处理下枯草芽孢杆菌生长良好，不同培养时间下细胞的吸光度 [D(600)]始终

最大，培养 72 h时达 2.563。相比之下，ckA 处理 72 h时 D(600)仅 0.334，表明受试细菌的生长受到明

显抑制，极显著低于 T1 处理 [D(600)=2.336]和 ckB(P＜0.01)。同时 T2 处理下吸光度一直处于较低水平

[D(600)=0.424，72 h]，与 T1 差异极显著 (P＜0.01)。提示 OTC的自然水解过程并不能明显降低液体中

OTC及其水解产物的毒性，降解菌 ZAF-05能有效分解 OTC，降低 OTC及中间代谢产物的毒性；T1 处
理下细菌细胞数量与 ckB 最为接近，说明降解菌减轻了 OTC及中间代谢产物对枯草芽孢杆菌生长的不

利影响。

OTC的降解产物对大肠埃希菌生长的影响呈现出与枯草芽孢杆菌一致的态势 (图 4)。T2 处理下，大

肠埃希菌生长受阻，72 h培养期内，与 ckA 处理差异均不显著，说明 OTC自然水解的解毒作用甚微。

T1 处理下，整个培养期内大肠埃希菌细胞数量始终处于较高水平，仅次于 ckB，培养后期 (48~72 h)甚至

超过后者，推测可能是经 ZAF-05降解后，OTC中间代谢产物为细菌生长提供了额外的碳源。 

2.3    OTC 及其降解产物对斜生栅藻的生物毒性 

2.3.1    OTC 及其降解产物对斜生栅藻生长的影响    从图 5可以看出：斜生栅藻在 4个不同处理中的长势

不同，ckB 处理下供试藻生长良好 [D(680)＝1.064，96 h]，而 ckA 中培养 96 h后斜生栅藻吸光度 [D(680)]
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A 为 TP461 色谱图；B、C、D 为 TP461 在正离子下质谱图
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图 2    TP461 的色谱和质谱图
Figure 2    Extracted ion chromatograms and mass spectrum of TP461

 

 

表 1    OTC 及其推定代谢产物的相对丰度
Table 1    Relative  abundance  of  OTC  and  the  putative  degradation

products　　　　　　

可能的化合物 保留时间/min 分子式
相对丰度

阳性对照 降解菌处理

OTC 5.434 C22H24N2O9 13.872 7.254

EOTC 4.893 C22H24N2O9 20.931 5.231

ISO-OTC 6.550 C22H24N2O9 2.727 3.157

脱甲基OTC 7.279 C21H22N2O9 37.278 4.142
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仅 0.028，表明 OTC抑制斜生栅藻生长，生理毒性较强。T1 处理下，斜生栅藻细胞数量与 ckB 无显著差

异，远高于 T2 和 ckA，说明降解菌株 ZAF-05有效缓解了 OTC对斜生栅藻的生物毒害。培养 0~48 h，
T2 处理的吸光度与 ckA 比较差异不明显，尽管 48 h后有所增加但远不及 T1，说明 OTC能发生自然水

解，但解毒作用有限。 

2.3.2    OTC 及其降解产物对斜生栅藻叶绿素的影响    从图 6可以看出：ckB 处理下斜生栅藻叶绿素质量

浓度为 2.126 mg·L−1，ckA 为 0.193 mg·L−1。可见，OTC的存在大大降低了藻的叶绿素质量浓度。与

ckA 相比，T1 处理一定程度上缓解了叶绿素的减少 (0.555 mg·L−1)，但仍极显著低于 ckB (P＜0.01)。结合

图 5认为：尽管 T1 与 ckB 的藻类细胞数量相差不大，但其叶绿素质量浓度却显著降低，说明尽管降解

菌 ZAF-05能高效降解 OTC，但短期 (96 h)内，仍不能完全转化毒性物质，培养体系中残留的毒性可能

会影响斜生栅藻的叶绿素合成。 

2.3.3    OTC 及其降解产物对斜生栅藻亚细胞结构的影响    将斜生栅藻置于电镜下放大 12 000倍观察细

胞超微结构，由图 7可见：ckB 处理下斜生栅藻细胞截面为典型的椭圆形，细胞壁边缘整齐，细胞器界

限清晰，叶绿体数量多，几乎布满整个细胞，平行排列的类囊体整齐地堆叠在叶绿体内。在叶绿体片层

间的基质中可见电子密度较大的淀粉粒，淀粉粒数目较多 (图 7A)。相比之下 ckA(图 7B)和 T2 处理 (图 C)
中的细胞壁边缘不整齐，略有缺刻，叶绿体数量少，且结构松散甚至破裂变形。叶绿体中基粒类囊体片

层结构减少，形态模糊不清，且排列无序无方向。T1 处理下 (图 7D)，斜生栅藻细胞叶绿体少于 ckB，但

结构仍然完整，整齐地分布在细胞壁周围，类囊体的片层结构清晰可见且平行排列整齐，细胞结构完整
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无明显损伤。以上结果证明：与 T2 和 ckA 相比，T1 处理对斜生栅藻的亚细胞结构影响更小，再次证明

降解菌 ZAF-05能够有效降解并降低 OTC的生物毒性。 

3    结论与讨论

A.  nicotianae ZAF-05是实验室前期分离获得的 1株 OTC高效降解菌，该菌株不仅能良好降解

OTC，还对四环素和金霉素具有一定的去除能力，具有广泛的应用潜力。有些环境残留抗生素在消解时

可能会被转化成毒性更高的中间代谢产物。如 LI等[21] 发现：经臭氧处理 5~30 min后 OTC大量分解，

但产生的代谢产物比 OTC的生物毒性更高，其生态危害也更大。因此明确降解菌株的代谢产物生物毒

性是菌株能实际发挥作用的前提和保障。本研究采用 HPLC-Q-TOF-MS技术解析了 OTC的降解产物，

最终获得脱甲基 OTC、EOTC和 ISO-OTC 3种代谢中间产物，其中脱甲基 OTC和 EOTC为自然水解产

物，在降解菌体系和对照中均有出现，但对照中相对丰度远高于降解菌处理体系。研究[22−23] 表明：四环

素类抗生素的差向异构体，往往具有比母体化合物更高的毒性，而 OTC水解形成的 ISO-OTC毒性却较

OTC及其衍生物 (如 EOTC)要小得多[23]。本研究中，对照中 EOTC相对丰度为降解菌体系的 4倍，而

ISO-OTC在降解菌体系的相对丰度略高于对照，因此推测 A. nicotianae ZAF-05促进了 OTC及其高毒代

谢产物 EOTC向低毒物质 (如 ISO-OTC)的转化，降低了体系生物毒性。

本研究以大肠埃希菌、枯草芽孢杆菌和模式藻斜生栅藻为靶标生物，考察了 OTC及其降解产物对

供试细菌和藻类的影响。结果表明：OTC不仅抑制细菌和供试藻增殖，还导致藻细胞变形，引起叶绿体

片层结构破裂，与同属四环素族的金霉素的细胞毒性表现一致[24]。OTC被降解后，细菌和藻细胞生长的

抑制作用减轻，藻叶绿素合成和叶绿体超微结构的伤害作用缓解。说明降解菌 ZAF-05促进体系中

OTC及其高毒代谢产物 EOTC向低毒物质转化，从而降低了生物毒性。

叶绿体是藻进行光合作用的重要细胞器，内部密布排列整齐的基粒内囊体，基粒内囊体既是叶绿素

也是光合系统存在的场所，光合作用过程中的光反应在此进行[25−26]，因此基粒类囊体结构的完整性和有

序性是叶绿体进行正常、高效的光能转换的首要前提，对于保障光合作用的顺利进行具有重要意义。本
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研究中 OTC的存在破坏了藻细胞叶绿体中基粒内囊体片层结构的完整，影响了光合作用。这可能是

OTC导致藻细胞数量减少的一个重要原因。而添加菌株 ZAF-05后，藻内叶绿体仍整齐地分布在细胞壁

周围，类囊体片层结构清晰可见且平行排列整齐，细胞结构完整无明显损伤，再一次证实，ZAF-05的

降解作用能降低 OTC的生物毒性，提高其生态安全性。
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