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高效降解邻苯二甲酸酯植物内生菌的抗生素耐药性研究
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  摘 要:微生物降解被认为是修复邻苯二甲酸酯(PAEs)最具有前景的方法之一.然而,从环境中分离的

PAEs高效降解菌大部分是致病菌或条件致病菌.植物内生菌为非致病菌,分离PAEs高效降解植物内生菌具有重

要的现实意义.选取一株BacillussubtilisN-1为研究对象,该菌株是从受污染的植物内部筛选到的植物内生菌,能
以邻苯二甲酸二丁酯(DBP)和邻苯二甲酸二(2-乙基己基)酯(DEHP)两种PAEs为唯一碳源和能源生长.探究了菌

株N-1的生长习性,包括其吲哚乙酸的分泌情况和对4种抗生素的耐药性.结果表明,投加色氨酸能促进菌株 N-1
分泌吲哚乙酸;0.50mg·L-1庆大霉素、8.00mg·L-1氯霉素、32.00mg·L-1盐酸四环素和32.00mg·L-1利福

平为菌株N-1的最小抑菌质量浓度.目前污水中抗生素质量浓度远低于菌株N-1的最小抑菌质量浓度,菌株N-1修

复PAEs污染的范围较广泛,具有较好的应用前景.
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邻苯二甲酸酯(PAEs)是一类合成有机化合物,是广泛应用于塑料制品中的塑化剂和添加剂[1].PAEs通

过物理作用与塑料制品结合,因此易于从塑料制品中脱离并进入环境.PAEs化学结构稳定,能够在自然环境

中稳定存在.目前为止,PAEs已在不同生境中被检出,包括水体、土壤和空气[2].其中,邻苯二甲酸二丁酯

(DBP)和邻苯二甲酸二(2-乙基己基)酯(DEHP)在环境中被广泛检出,是两种典型的PAEs[3].PAEs可以通

过皮肤吸收和食物摄入等途径进入并累积于人体,当达到一定剂量时会产生生物毒性,其危害主要包括致

畸、致癌、致突变[4].修复PAEs污染亟待解决.目前,通过微生物降解修复PAEs污染被认为是最具有前景的

方法之一[5].微生物资源丰富,分布广泛,对污染物有较强的适应能力和高效降解能力.
大量PAEs高效降解菌已从不同环境(土壤、河道底泥、沉积物、污泥、河口、自来水和塑料碎片等)中被

分离出来,如红球菌属(Rhodococcus)[6]、根瘤菌属(Rhizobium)[7]、伯克氏菌属(Burkholderia)[8]、戈登氏菌

属(Gordonia)[9]、鞘 脂 菌 属(Sphingobium)[10]、不 动 杆 菌 属(Acinetobacter)[11]、假 单 胞 菌 属(Pseudo-
monas)[12]、青枯菌属(Ralstonia)[13]、无色杆菌属(Achromobacter)[14]和微杆菌属(Microbacterium)[15].然
而,从环境中分离的PAEs高效降解菌大部分是致病菌或条件致病菌,将其应用于环境修复的同时,会带来

一定的健康风险.而植物内生细菌定殖于植物组织内部,对环境及植物没有已知的有害影响.此外,植物内生

菌能促进植物对营养物质的吸收,降解植物组织中的持久性有机污染物,进而提高植物对持久性有机污染物

的耐受性,促进植物在持久性有机污染物污染土壤中生长[16].另外,植物内生菌通常能分泌吲哚乙酸[17].吲
哚乙酸具有调控植物生长发育的功能,一定浓度的吲哚乙酸能促进植物的生长,在农业生产方面具有巨大的
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应用潜力.因此,挖掘能降解PAEs的植物内生菌具有重要意义.
自青霉素发现并使用以来,人类为追求利益最大化,在各个领域广泛使用抗生素[18].然而,大部分抗生

素会以药物原型随粪尿排出并进入环境,影响各生境微生物生态系统.不同环境中的抗生素种类和浓度差异

很大,从纳克每毫升到微克每毫升不等.应用高效降解菌修复环境污染时,环境中的抗生素会降低微生物活

性,使得污染物高效降解菌的代谢活性丧失或部分受到抑制,导致无效降解或降解效率低[19],环境中的抗生

素污染严重限制了微生物修复有机物污染环境的应用.因此,将PAEs高效降解菌应用于PAEs污染的环境

修复时,处理对象中所残留的抗生素会对处理效果产生较大的影响.基于目前大部分环境受PAEs污染的同

时也受抗生素污染情况,筛选具备一定抗生素耐药性的PAEs高效降解菌更具有现实意义.然而,目前对

PAEs高效降解菌的研究主要集中于研究其对PAEs的降解性能及降解机制,而对抗生素的耐药性知之甚

少.在应用PAEs高效降解菌修复PAEs污染前,了解PAEs高效降解菌对不同抗生素的耐药性才能确保

PAEs高效降解菌在修复实际污染环境时能发挥最佳修复效果.因此,分离能高效降解PAEs的植物内生菌

及探究其对抗生素的耐药性至关重要.
本研究以一株Bacillussubtilis为研究对象,其被命名为N-1,该菌株是从受污染的植物内部筛选到的

植物内生菌,能以DBP和DEHP两种PAEs为唯一碳源和能源生长.在PAEs初始质量浓度为50~100mg·

L-1时,培养5d后DBP的降解率达到90%以上,DEHP降解率能达到60%.对菌株N-1分泌吲哚乙酸的能

力进行检测,以探讨其除修复PAEs污染外更多元的功能特性,如作为促进植物生长的微生物菌种资源,为
进一步研发生物肥料提供理论依据.另外,探究其对不同抗生素的耐药性,以探讨不同抗生素对菌株N-1在

实际污染环境修复中的限制,确定菌株N-1修复PAEs污染的应用范围.

1 材料与方法

1.1 实验材料

样品:本研究以一株Bacillussubtilis为研究对象,该菌株于广东省韶关市一处污水沟旁的植物样品内

分离获得,是一株植物内生菌.
主要试剂:L-色氨酸(纯度>99%)、吲哚乙酸分析标准品(纯度>99.9%)、庆大霉素(纯度>99%)、氯霉

素(纯度>99%)、盐酸四环素(纯度>99%)和利福平(纯度>99%)购于aladdin公司.
Luria-Bertani(LB)液体培养基(g·L-1):胰蛋白胨10g、酵母提取物5g、NaCl10g,pH值调至7.0~

7.2,121℃灭菌20min.含L-色氨酸的LB液体培养基:配置高浓度L-色氨酸母液,使用细菌过滤器将母液

注入冷却的LB液体培养基中,使得培养基中L-色氨酸终浓度为3mmol·L-1.含庆大霉素的LB液体培养

基:配置高质量浓度庆大霉素母液,使用细菌过滤器将母液注入冷却的无菌LB液体培养基中.氯霉素、盐酸

四环素和利福平LB液体培养基制备方法与庆大霉素LB液体培养基制备方法一致.
1.2 实验方法

1.2.1 PAEs高效降解植物内生细菌的分离

本研究植物样品在广东省韶关市一处污水沟渠边采集.在采集的植物样品中,通过分离获得了34株植

物内生菌.后以PAEs为唯一碳源和能源对34株植物内生菌进行驯化,最终筛选到了一株PAEs降解效果

较好的优势菌株,名为N-1.
1.2.2 检测PAEs高效降解菌N-1分泌吲哚乙酸的能力

本研究中吲哚乙酸含量采用Salkowski比色法进行测定[17].将菌株N-1接种于装有含L-色氨酸的LB
液体培养基中,另外设计一组不接种菌株N-1作为空白对照.在温度为28℃、转速为160r·min-1的全温振

荡器(DHZ-D)中培养12h后,将1mL菌液转入灭菌的试管中,加入2mLSacowski显色液,充分混合均

匀,室温下避光显色20min,若出现粉红色,说明该菌具有分泌吲哚乙酸的能力.其中Sacowski显色液由

250mL双蒸水、150mL浓硫酸、7.5mL0.5mol·L-1的FeCl3·6H2O配置而成.经上述显色反应后,将剩

余的菌液在10000r·min-1转速下离心10min,取10mL上清液加入25mL比色管中,加入等体积的

Sacowski显色液,用双蒸水定容,室温下避光显色20min后,采用紫外分光光度计在530nm波长下测定其
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光度值.根据标准曲线计算菌株N-1分泌吲哚乙酸的质量浓度.标准曲线吲哚乙酸的质量浓度梯度为0.5、

1.0、2.0、4.0、8.0、16.0、32.0mg·L-1.
1.2.3 PAEs高效降解菌N-1对不同抗生素的耐药性实验

配置50mLLB液体培养基若干,添加一定量的氯霉素,其质量浓度分别为0、0.25、0.50、1.00、2.00、

4.00、8.00、16.00、32.00mg·L-1.对庆大霉素、盐酸四环素和利福平做相同的处理,每个处理做3个平行,以
探究氯霉素、庆大霉素、盐酸四环素和利福平对菌株N-1的最小抑菌质量浓度.将菌株N-1悬浊液接种于上

述培养基中,使培养前培养基 OD600值为0.05,接着在温度为30℃、转速为160r·min-1的全温振荡器

(DHZ-D)上进行恒温培养,分别培养0、1、2、4、6、8、12、24、36、48、72h.最后使用紫外分光光度计,波长设置

为600nm,测定其光度值,即OD600.使用0.22μm滤膜过滤样品获得的滤液作为空白对照.样品OD600值减

去空白对照OD600值为实际菌液OD600值.后以培养时间为横坐标,OD600值为纵坐标,绘制曲线,以分析菌株

N-1在含有不同种类和不同质量浓度抗生素LB液体培养基中的生长情况;研究外源抗生素对菌株N-1生

长的影响,以探讨菌株N-1对几种常见抗生素的耐药性.

2 结果与分析

2.1 PAEs高效降解菌N-1的形态学及菌株鉴定

PAEs高效降解菌N-1在以PAEs为唯一碳源和能源的培

养基上生长繁殖.菌落呈规则圆形,在长成菌落初期,菌落呈半

透明,表面光滑,在培养24h后,菌落表面变粗糙,呈白色不透

明状,菌落生长图见图1.通过革兰氏染色实验确定该菌株为革

兰氏阳性菌.
菌株N-1的16SrDNA序列与 NCBIGenebank数据库中

Bacillussubtilis中的16SrDNA序列相似性最高,高达100%.
结合菌株N-1的菌落形态、生长特性、革兰氏特征和16SrDNA
同源性分析,该菌株被鉴定为枯草芽孢杆菌(Bacillussubtilis).
2.2 PAEs高效降解菌N-1吲哚乙酸的分泌情况

吲哚乙酸是一种重要的植物生长素,主要用于调节植物发育,具有吲哚乙酸分泌能力的植物内生菌能提

高特定植物的发芽率和发芽势[17].本研究菌株N-1菌液加入Sacowski显色液避光显色20min后,菌液颜色

变为粉红色,不接种该菌的空白对照组颜色没有变为粉红色,说明该菌具备分泌吲哚乙酸的能力.植物内生

细菌普遍具有分泌吲哚乙酸的能力,目前报道细菌分泌吲哚乙酸的质量浓度差异较大,一般在0.109~
251mg·L-1之间.例如,从桑葚茎中分离的植物内生菌阴沟肠杆菌(Enterobactercloacae)能分泌17.8~
17.9mg·L-1吲哚乙酸[17].本研究对象 PAEs高效降解植物内生菌 N-1分泌的吲哚乙酸质量浓度为

9.08mg·L-1,相比可知菌株N-1分泌吲哚乙酸的质量浓度相对较低,这可能与宿主植物类型、生长条件及

分离培养条件等因素有关.低质量浓度生长素促进植物生长,高质量浓度生长素抑制植物生长.同一质量浓

度生长素对不同植物幼苗的影响不同,分泌生长素质量浓度相同的不同种属微生物对同种植物幼苗的影响

也不同.因此本研究筛选出的可分泌吲哚乙酸的内生细菌对植物生长是否具有促进作用,还需通过实验进一

步证实.
2.3 抗生素胁迫对PAEs高效降解菌N-1生长的影响

抗生素是一种抑制微生物生长的化合物[19],被广泛应用于医疗、农业、水产养殖和畜牧业等产业,其带

来巨大经济效益的同时,排入环境中会带来一定的环境风险,如影响土著微生物代谢、抑制微生物修复有机

污染物等.环境中残留的抗生素主要包括酰胺醇类抗生素、氨基糖苷类抗生素、四环素类抗生素和大环内酰

胺类抗生素等.本研究选择氯霉素作为酰胺醇类抗生素代表、庆大霉素作为氨基糖苷类抗生素代表、四环素

作为四环素类抗生素代表和利福平作为大环内酰胺类抗生素代表,以探究PAEs高效降解菌N-1对不同类

型抗生素的耐药性.
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2.3.1 氯霉素胁迫对PAEs高效降解菌N-1生长的影响

氯霉素胁迫对PAEs高效降解菌N-1生长影响的结果见图2.当未添加氯霉素时,4~36h为菌株N-1
的对数生长期.当氯霉素质量浓度为0.25~2.00mg·L-1时,菌株N-1的对数生长期为8~36h.当氯霉素质

量浓度为4.00mg·L-1时,菌株N-1的对数生长期为12~48h.因此,氯霉素的添加延长了菌株N-1生长的

迟缓期.在一定范围内,氯霉素质量浓度越高,菌株N-1进入对数生长期时间越长.氯霉素对菌株N-1的最小

抑菌质量浓度为8.00mg·L-1.陆孙琴等[20]研究两处污水处理厂二级出水总异养菌群对氯霉素的耐药性,
发现两处污水处理厂总异养菌群对氯霉素的半抑制质量浓度分别为29.6mg·L-1和23.1mg·L-1.而氯霉

素对菌株N-1的最小抑菌质量浓度为8.00mg·L-1.相比可知,菌株N-1对氯霉素的耐药性相对较弱.使用

菌株N-1修复PAEs污染前应先检测修复环境中氯霉素的质量浓度,不应超过8.00mg·L-1,否则修复环

境中的氯霉素会抑制菌株N-1的生长,导致PAEs无法被降解去除.当PAEs污染环境中氯霉素质量浓度为

4.00~8.00mg·L-1时,使用该菌进行修复应至少延长12h的降解时间,才能得到较好的PAEs去除效果.
突尼斯城市废水中氯霉素含量为3ng·L-1[21],姜蕾等[22]在甲鱼养殖场废水检测出氯霉素质量浓度低于

0.1μg·L-1,柯润辉等[23]在上海某城市污水处理厂的初沉池检测氯霉素的质量浓度在14.4~26.8ng·L-1

之间,且在生化反应池(A/A/O)和二沉池处理之后未检出.由此可知,氯霉素在废水中的质量浓度远低于氯

霉素对菌株N-1的最小抑菌质量浓度,因此目前废水中的氯霉素含量不影响菌株N-1对PAEs的生物降解.
2.3.2 庆大霉素胁迫对PAEs高效降解菌N-1生长的影响

庆大霉素胁迫对PAEs高效降解菌N-1生长影响的结果见图3.当庆大霉素质量浓度为0.25mg·L-1

时,菌株N-1对数生长期为12~72h.而未添加庆大霉素时菌株N-1的对数生长期为4~36h.庆大霉素对菌

株N-1的最小抑菌质量浓度为0.50mg·L-1.陈朝琼[24]发现庆大霉素对两城市污水处理厂细菌菌群的半抑

制质量浓度分别为28.1mg·L-1和25.4mg·L-1.而本研究中庆大霉素对菌株N-1的最小抑菌质量浓度为

0.50mg·L-1.相比可知,菌株N-1对庆大霉素的耐药性相对较弱.庆大霉素口服吸收率较低,主要通过肌肉

注射给药,因此其不随尿液代谢排出,主要排放在医疗废水中,在其他废水等水环境中含量较低.德国某地医

院医疗废水发现庆大霉素的质量浓度范围在0.4~7.6μg·L-1
[25],而庆大霉素对菌株N-1的最小抑菌质量

浓度远高于该废水中庆大霉素的质量浓度.因此,目前废水中的庆大霉素含量不影响菌株N-1对PAEs的降

解.使用菌株N-1对PAEs污染环境进行生物修复前应先检测环境中庆大霉素的污染情况,其质量浓度不应

超过0.50mg·L-1,否则菌株N-1生长将受到抑制,不能获得较好的PAEs修复效果.当环境中庆大霉素质

量浓度为0.25~0.50mg·L-1时,应至少延长12h的降解时间才能得到较好的PAEs去除效果.

2.3.3 盐酸四环素胁迫对PAEs高效降解菌N-1生长的影响

盐酸四环素胁迫对PAEs高效降解菌 N-1生长影响的结果见图4.在未添加盐酸四环素情况下,菌株

N-1的对数生长期为4~36h.当盐酸四环素质量浓度为0.25~0.50mg·L-1时,菌株N-1的对数生长期为

8~36h.当盐酸四环素质量浓度为1.00~4.00mg·L-1时,菌株N-1的对数生长期为12~48h.当盐酸四环

素质量浓度继续增加至8.00~16.00mg·L-1时,菌株N-1的对数生长期为24~72h.盐酸四环素对菌株
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N-1的最小抑菌质量浓度为32.00mg·L-1.陆孙琴等[20]研究污水处理厂二级出水总异养菌群对四环素的耐

药性,发现四环素质量浓度为16mg·L-1时,总异养菌群数几乎为0.陈朝琼[24]研究的两污水处理厂中,当
四环素质量浓度为4mg·L-1时,两污水处理厂的可培养菌株迅速下降至8.5%和9.6%,当四环素质量浓度

为16mg·L-1时,两污水处理厂可培养菌株比例分别为0和低于10%.由图4可知,盐酸四环素质量浓度为

8.00mg·L-1时,菌株N-1在12h内生长受到抑制,而在24h后菌株N-1生长正常.当盐酸四环素质量浓度

为16.00mg·L-1时,菌株N-1在24h内生长受到抑制,而在36h后菌株N-1生长正常.相比可知,菌株N-1
对盐酸四环素的耐药性相对较强.使用菌株N-1对PAEs污染环境进行生物修复时,当环境中四环素质量浓

度为8.00~16.00mg·L-1时,应至少延长24h的降解时间,当盐酸四环素质量浓度高于16.00mg·L-1

时,应至少延长36h的降解时间,才能得到较好的PAEs去除效果.我国污水处理厂污水中的四环素进水质

量浓度在96~1300ng·L-1,出水质量浓度在180~620ng·L-1[22,26].姜蕾等[22]在污水处理厂进水和出水

都未检测出四环素,在养猪场原废水中检测四环素质量浓度为31.1μg·L-1.由此可知,四环素在废水中的

质量浓度远低于四环素对菌株 N-1的抑制质量浓度,因此目前污水中存在的四环素不影响菌株 N-1对

PAEs的降解.
2.3.4 利福平胁迫对PAEs高效降解菌N-1生长的影响

利福平胁迫对PAEs高效降解菌N-1生长影响的结果见图5.当利福平质量浓度小于0.50mg·L-1时,
菌株N-1的对数生长期为4~36h,与未添加利福平时菌株 N-1的对数生长期一致.当利福平质量浓度为

1.00~2.00mg·L-1时,菌株N-1的对数生长期为8~48h.当利福平质量浓度继续增加至4.00~16.00mg·

L-1时,菌株N-1的对数生长期为12~72h.利福平对菌株N-1的最小抑菌质量浓度为32.00mg·L-1.刘佳

佳等[27]在植物组织中分离的两株植物内生菌在10mg·L-1利福平下不能生存.陆孙琴等[20]研究污水处理

厂二级出水总异养菌群对利福平的耐药性,发现利福平质量浓度为32mg·L-1时总异养菌群数几乎为0.金
明兰等[28]研究的污水厂二级出水中当利福平质量浓度为16mg·L-1时,利福平耐药菌株比例低于10%,当
利福平质量浓度为32mg·L-1时,利福平耐药菌株比例接近于零.由图5可知,利福平对菌株N-1的最小抑

菌质量浓度为32.00mg·L-1.相比可知,菌株N-1与现阶段污水处理厂二级出水总异养菌群对利福平的耐

药性相似.使用菌株 N-1对PAEs污染环境进行生物修复时要求环境中利福平的质量浓度不应超过

32.00mg·L-1,否则将会抑制菌株N-1生长,从而导致PAEs无法被降解去除.当环境中利福平质量浓度为

16.00~32.00mg·L-1时,应至少延长12h的降解时间,才能得到较好的PAEs去除效果.

总的来说,本课题组前期筛选到了一株能高效降解PAEs的植物内生菌N-1[29],该菌株对不同类型抗生

素的耐药性不同,对不同质量浓度抗生素的耐药性也不同.菌株N-1对4种不同抗生素的耐药性由小到大的

顺序依次为:庆大霉素,氯霉素,盐酸四环素(利福平)(表1).药物外排是细菌耐抗生素的主要机制之一,耐药

菌株通过排出胞内抗生素来降低对抗生素的敏感度.药物外排泵是抗生素排出的主要通道,其广泛存在于细

菌细胞膜中,Bacillussubtilis的细胞膜含有多个小型多药耐药(SMR)家族外排泵,这可能是菌株N-1对抗

生素产生耐药性的主要原因,值得被进一步研究.抗生素对环境中的大多数细菌具有抑制或者杀灭的作用,
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抗生素污染严重影响污染环境的微生物修复,使得修复效果不理想.分离环境中一些兼具耐药性和降解功能

的专性降解菌,有助于推动生物修复技术的开发和发展.
表1 菌株N-1抗生素最大耐受质量浓度

Tab.1 MaximumantibiotictoleranceconcentrationofstrainN-1

抗生素 氯霉素 庆大霉素 盐酸四环素 利福平

最大耐受质量浓度/(mg·L-1) 4.00 0.25 16.00 16.00

3 结 论

本研究的对象为一株能高效降解PAEs的植物内生菌BacillussubtilisN-1,能分泌吲哚乙酸.不同抗生素对

菌株N-1的最小抑菌质量浓度为:庆大霉素0.50mg·L-1、氯霉素8.00mg·L-1、盐酸四环素32.00mg·L-1

和利福平32.00mg·L-1.目前污水中抗生素质量浓度远低于菌株N-1的最小抑菌质量浓度,因此目前污水中

的抗生素不影响菌株N-1对PAEs的降解.菌株N-1具有较大的PAEs污染修复范围,具有较大的应用前景.
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Studyonantibioticresistanceofendophyticbacteriumefficientlydegradingphthalates

LüHuixiong1,HuangXuejing1,2

(1.CollegeofNaturalResourcesandEnvironment,SouthChinaAgriculturalUniversity,Guangzhou510642,China;2.SchoolofLife

SciencesandBiotechnology;StateKeyLaboratoryofMicrobialMetabolism,ShanghaiJiaoTongUniversity,Shanghai200240,China)

  Abstract:Microbialdegradationisconsideredasoneofthemostpromisingmethodsforrepairingphthalates(PAEs).
However,mosthighlyefficientPAEs-degradingbacteriaisolatedfromtheenvironmentarepathogenicorconditionalpatho-

gens.Endophyticbacteriaarenon-pathogenicbacteria.ItisofgreatpracticalsignificancetoisolatehighlyefficientPAEs-de-

gradingendophyticbacteria.BacillussubtilisN-1wastheresearchobjectinthisstudy,whichwasanendophyticbacteriumse-
lectedfromacontaminatedplant.StrainN-1couldgrowusingtwotypesofPAEsassolecarbonsourceandenergysource,

whichweredibutylphthalate(DBP)anddi(2-ethylhexyl)phthalate(DEHP).Itsgrowthhabitswereexplored,includingthese-
cretionofindole-3-aceticacidandtheresistancetofourantibiotics.Theresultsshowedthataddingtryptophancouldpromote
strainN-1tosecretindole-3-aceticacid.What's more,0.50 mg·L-1 gentamycin,8.00 mg·L-1 chloramphenicol,

32.00mg·L-1tetracyclineand32.00mg·L-1rifampicinweretheminimuminhibitorymassconcentrationsforstrainN-1.
Atpresent,theconcentrationofantibioticsinwastewaterismuchlowerthantheminimuminhibitorymassconcentrationof
strainN-1.StrainN-1hasawiderangeofapplicationforrepairingPAEspollutionandhasgoodprospectsforapplication.

Keywords:phthalates;degradation;endophyticbacterium;indole-3-aceticacid;antibioticresistance
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