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铜和强力霉素复合污染对土壤微生物与酶活性的影响* 
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摘  要：当前土壤环境中重金属和抗生素的广泛共存及二者复合存在所诱导出的细菌抗性，与单一物质的污染相比，均能够

加剧对土壤质量和作物安全的破坏。在在实验室模拟培养条件下，向土壤中加入不同浓度的重金属（铜）和抗生素（强力霉

素），探讨抗生素和重金属复合污染对土壤微生物呼吸、脲酶、蔗糖酶和过氧化氢酶活性和四环素抗性基因的丰度等土壤微

生物指标的影响。结果显示，在整个培养期（30 d）内，铜和强力霉素单一及复合污染在培养期内均会显著抑制土壤微生物

呼吸强度，对脲酶活性在培养期主要为促进作用，对蔗糖酶、过氧化氢酶活性主要为抑制作用，对过氧化氢酶活性的抑制强

度明显大于蔗糖酶。综合而言，铜和强力霉素的复合污染相对于单一污染对上述微生物指标的影响较大，强力霉素的加入可

以促进铜对微生物呼吸或酶活性的初始影响。此外，该研究还表明添加为 400 mg·kg–1 铜可以提高强力霉素在土壤培养中后

期诱导的抗性基因相对丰度的能力水平。本研究从微生物角度定量探讨铜与强力霉素单一及复合污染对土壤微生物指标的影

响程度，以期为重金属与抗生素协同污染的土壤构建微生物预警体系，并为土壤修复和风险评估工作提供理论依据。 
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Abstract: 【Objective】Nowadays, more attention should be paid to the situation of agricultural environment and the quality and 

safety issues of agricultural produces because more and more various pollutants are entering into the agricultural soil. Among the 
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pollutants, heavy metals and antibiotics are two of the most important types of pollutants in the farmland soil. In this study, soil 

microorganisms are used as indicators to illustrate impacts of combined pollution of heavy metals and antibiotics on soil 

environment.【Method】An in-lab analogue incubation experiment was conducted in this study, with the soil spiked with 

doxycycline (DOX, 0, 8 and 15 mg·kg–1)and copper (Cu, 0, 100 and 400 mg·kg–1), singly or combinedly, at a varying rate as the 

representative pollutants of antibiotic and heavy metal, respectively. Effects of the pollutants on respiration of soil microbes, 

activities of soil enzymes, like urease, sucrase and catalase, and abundance of tet ARGs (tetracycline-resistance genes) were 

investigated. 【Result】Results show that throughout the whole incubation period (30 days), the pollution of DOX and Cu, either 

singly or combinedly, inhibited significantly respiration of soil microbes in intensity, and activities of sucrase and catalase, but 

stimulated that of urease, and the effect was apparently catalase than on sucrase. To sum up, the effects of combined pollutions is 

much higher than that of singe pollutions and the addition of DOX stimulated the initial effect of Cu on respiration of soil 

microbes or activities of soil enzymes. Correlation analysis shows that the activity of catalase/urease was significantly and 

negatively related to Cu concentration and urease activity significantly and negatively correlated with sucrase activity. Besides, it 

was also found that the total relative abundance of four types of antibiotic resistance genes (ARGs) decreased first and then turned 

backwards, which was probably owing to the tie lag of about 7-15 days the soil system needs to adapt and age after the addition of 

the pollutants. Compared with other treatments, the addition of high concentrations of Cu and DOX significantly increased the 

abundance of ARGs at the mid- and late-stages of the incubation, especially the relative abundance of tetA and tetW. The addition 

of a high concentration (400 mg·kg–1) of Cu improved the ability of DOX to induce high relative abundance of tet ARGs. 

【Conclusion】All the findings in this study indicate that combined pollution of Cu and DOX has dramatic impacts on functions of 

the soil microbial system. 

Key words: Doxycycline; Copper; Soil microbial respiration; Enzyme activity; Antibiotic resistance genes 

农业土壤污染已成为当前亟待解决的问题之

一，多种污染物在土壤共存并互相作用促使土壤污

染趋于多样化和复杂化，导致复合污染逐渐成为土

壤污染的研究重点[1-2]。其中重金属（包括 Cu、Zn）

和抗生素常被广泛应用为饲料添加剂[3-6]，但二者的

施用可能导致特定微生物对其敏感性降低，减少畜

禽对其他抗菌药物的易感性[4，6-7]。粪便改良农田可

能具有加快土壤中抗生素和重金属共存积累和刺激

土 壤 菌 群 抗 生 素 抗 性 基 因 （ Antibiotic resistance 

genes，ARGs）传播转移的风险[2，7-10]，使土壤成为

重金属、抗生素和 ARGs 的重要储存库之一，进而

增加农作物和蔬菜的潜在健康风险[9-12]。此外，土

壤生物活动主要由生态系统最重要组分之一的微生

物来控制，从而导致微生物活性、多样性、群落结

构和酶活性等常被建议作为土壤生态系统功能的评

价指标[1，6，13-15]。 

相关研究表明，重金属污染会明显影响土壤微生

物、酶的活性，且不同类型、浓度重金属对土壤微生

物多种功能的影响效果也会显现出较大差异性[16-17]。

低浓度抗生素能促进土壤微生物呼吸，而环境浓度

抗生素则不会显著影响微生物呼吸[18-19]。抗生素与

重金属的络合、交互可能会对土壤微生物造成更大

的毒性影响[4，9，11]。刘爱菊等[20]发现磺胺甲基嘧啶

与 Cu 低剂量复合可能诱导土壤微生物对二者产生

交互抗性，而高剂量复合污染则可能显著性地协同

抑制土壤微生物生态功能。此外，环境中抗生素和

重金属的释放均能够促进 ARGs 丰度增加；重金属

与抗生素耐药性的传播间存在一定的联系 [20-22]。

Knapp 等[21]对苏格兰土壤分析表明，土壤 Cu 浓度

与 tetM/W、blaOXA、ermB/F 丰度有显著性相关关系。

Cheng 等[22]发现种植蔬菜、黑麦草土壤中 tet ARGs 

丰度与四环素类抗生素浓度显著相关。 

目前，国内外针对抗生素与重金属复合污染的研

究所选取的抗生素类型多是青霉素、四环素、土霉素

等，对强力霉素（Doxycycline，DOX）的研究还比

较少[23-25]。DOX 作为兽药因在抗菌效果、口服生物

利用度等方面明显优于传统四环素类抗生素，与 Cu

一样被广泛应用于畜牧养殖业，导致其随畜禽粪便代

谢的产物与残留在粪肥改良周围土壤中大量累积
[26]。因此，研究 DOX 和 Cu 复合污染对土壤微生物

呼吸、酶（脲酶、蔗糖酶和过氧化氢酶）活性、ARGs

（tetA/C/G/M/W/X）丰度等土壤生态指标的影响，以
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期为土壤重金属和抗生素复合污染的生态风险评估

和微生物预警体系建立等工作提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

供试土壤样品为南京农业大学（32°01'46″N，

118°50'22″E）采集的非农用裸土，随机选择三个间

隔 10 m 的地块（范围 0.5 m×0.5 m），去除 1 cm 表

层土，收集 1～20 cm 土壤，风干研磨过 2 mm 筛备

用[14-15]。土壤 Cu 背景值为 47.71 mg·kg–1，pH 为

5.48±0.23，总有机碳为 18.61±0.57 mg·kg–1，全氮为

1.19±0.21 mg·kg–1，碳氮比为 21.48±0.42，CEC 为

23.12±0.74 mol·kg–1。pH 采用 PHS-3E 测定，土水比

1︰5（w/v）；全碳、全氮采用元素分析仪测定；CEC

采用乙酸铵交换法测定[14-15，27]。 

1.2  实验设计 

土壤样品分为三部分，加入并充分混合氯化铜

溶 液 ， 使 土 壤 中 添 加 的 Cu 分 别 为 0 、 100 和

400 mg·kg–1（以下记作 Cu0、Cu100 及 Cu400），

土壤含水量调整为 18%，然后在 25℃下活化 48h。

将三个上述 Cu 处理的土壤分为三部分，加入 DOX

溶液（98%美国药典级）使其浓度分别为 0、8 和

15 mg·kg–1（以下记作 DOX0、DOX8 及 DOX15），

调整含水量至 25%[15，27]。将处理后土壤样品放入宽

口塑料瓶中，纤维膜密封，确保通风，减少水分蒸发，

期间保持 25℃和 25%含水率恒温恒湿培养[14-15，27]。

分别在培养 1、3、7、15、22、30 d 分析土壤微生

物指标，不添加外源污染物的土壤定义为 CK 空白

对照，处理方式及其标记见表 1。 

表 1  外源污染物的添加浓度与处理组的标记方式 

Table 1  Concentration of exogenous pollutants added and labeling of the treatments 

污染物浓度 Pollutants concentration /（mg·kg–1） 处理编号 

Treatment 

处理标记 

Label of the treatment Label of treatment 铜 Cu 强力霉素 DOX 

CK Cu0+DOX0 0 0 

A-1 Cu0+DOX8 0 8 

A-2 Cu0+DOX15 0 15 

B-0 
Cu100+DOX0 

100 

400 
0 

B-1 Cu100+DOX8 100 8 

B-2 Cu100+DOX15 100 15 

C-0 Cu400+DOX0 400 0 

C-1 Cu400+DOX8 400 8 

C-2 Cu400+DOX15 400 15 

 

1.3  微生物呼吸分析 

本研究采用底物诱导呼吸速率实验进行土壤样

品培养。在培养 1、3、7、15、22、30 d 从各处理

组分别称取 12 g 土样于塑料瓶中，加入葡萄糖

（30 mg·g–1 土样）与土壤充分混合以促进微生物呼

吸，随后放置装有 5 mL 0.2 mol·L–1 NaOH 的玻璃瓶

于塑料瓶中并密封，在 28°C 恒温培养 12 h，呼吸剩

余 NaOH 加 入 1.0 mol·L–1 BaCl2 溶 液 后 ， 用

0.05 mol·L–1 HCl 溶液进行滴定[14-15，27-28]。分别对各

取样点土壤进行底物诱导呼吸速率实验，每次实验

设置无土壤空白对照，每组 3 个重复。微生物呼吸

强度（mg·12h–1）的计算公式表示为： 

 

=



微生物呼吸强度         （1） 

 
式中，V 为 HCl 溶液的滴定值（L）；C 为盐酸溶液

的摩尔浓度（mol·L–1）；n 为 NaOH 吸收溶液相对

HCl 滴定溶液的浓度倍数，取值 4；M 为 CO2 分子

质量（mg·mol–1）；t 为底物诱导微生物呼吸实验的

培养时间，12 h。 
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1.4  土壤酶活性分析 

通过 3,5-二硝基水杨酸比色法测定蔗糖酶活

性，以通过每克干土 24 h 内产生的葡萄糖（mg）的

量来表示[28-30]。通过苯酚钠比色法测定脲酶活性，

表示为每克土壤 24 h 后残留 NH3-N 的质量（mg）[29]。

通过高锰酸钾滴定检测过氧化氢酶活性，表示为每

克干土 1h 内小消耗 KMnO4 体积（mL）[30]。 

1.5  DNA 提取和定量实时 PCR（qPCR）分析 

对培养 1、7、15、30 d 的土壤样品提取 DNA

进行 ARGs 及微生物群落结构的测定。取约 0.5 g 土

壤样品，根据 FastDNA®Spin Kit（MP Biomedical，

Santa Ana，California，USA）提供的实验操作流程

提取土壤微生物 DNA。提取的 DNA 用 1% 的琼脂

糖凝胶进行电泳，检测提取效果。并用紫外分光光

度计 ND-1000（Nano-Drop，美国）测定所提取 DNA

浓度及纯度[7，31-32]。提取所得到的有效 DNA 储存于

–20 ℃冰箱，以备后续实验使用。 

本次研究 ARGs 的测序采样 HT-qPCR，选用 7

对 引 物 ， 包 含 6 对 ARGs 引 物 （ tetA/C[33] 、

tetG/M/W/X[26]）和 1 对 16S rRNA gene 引物（515F

和 907R）[32]。本实验采用 SmartChip Real-time PCR 

Systems（WaferGen，美国）高通量荧光定量的反应

平台。PCR 定量体系为 100 nL（1×LightCycler 480 

SYBR Green I Master、1 mg·mL–1 牛血清白蛋白

（bovine serum albumin，BSA）、500 nmol·L–1 引物以

及 5 ng·μL–1 DNA 样品）。混合好的 PCR 体系由

SmartChip 纳 米 分 配 器 分 加 到 一 个 待 用 的

SmartChip 中，将密封 SmartChip 装到 SmartChip 循

环仪中运行。ARGs 定量 PCR 反应程序为：94 ℃预

变性 10 min；94 ℃变性 40 s，退火温度对应上述顺

序分别为 58、54、68、55、64 及 57℃延伸 30 s，40

个循环，72℃再延伸 10 min，4 ℃保存[26]。16S rRNA 

gene 定量 PCR 反应程序为：95℃ 5 min；95℃ 15 s，

60℃ 1 min，72 ℃ 20 s（40 个循环）；72℃ 4 min；

4℃保存 [7]。程序自动升温进行熔解曲线分析根据

SmartChip Real-Time System 的检测限和灵敏度。 

将同一样本的 PCR 扩增的产物混合后用 2% 琼

脂糖凝胶做电泳检测，使用 DNA 凝胶回收试剂盒

（天根生化科技（北京）有限公司）切胶回收 PCR

扩增得到的产物，洗脱；2%琼脂糖电泳检测。提取

的质粒用紫外分光光度计测定浓度后，按 10 倍浓度

梯度稀释系列（拷贝数从 n×1010 系列稀释至 n×102），

以拷贝数为横坐标，Ct 值为纵坐标制作标准曲线。

标准质粒拷贝数（C1）计算公式如下： 

 

C1 = 1 9

×

× ×10

L C
C

N M
          （2） 

 
耐药基因拷贝数（copies·g–1）的方法如下： 

 

耐药基因拷贝数= 1

1

C V

M


      （3） 

 
式中，C1 为标曲计算所得基因拷贝数（copies·μL–1）；

L 为阿弗加德罗常数（6.02×1023）；C 为质粒 DNA

浓度（ng·μL–1）；N 为目标基因的模板长度（bp）；

M 为每对 DNA 的平均分子量 660；M1 为土壤干重

（g）；V 为洗脱 DNA 体积（μL）。 

1.6  数据处理 

本研究数据统计结果用平均数±标准误（M±SE）

表示，运用 Excel 2016 及 SPSS 24.0 进行数据分析，

影响率=（处理组－CK）/CK×100%。采用方差分析

（ One-way ANOVA with LSD 多 重 方 差 分 析 ，

Kruskal-Wallis test） 进 行 差 异 显 著 性分 析 ， 采 用

Pearson 系数进行相关性分析，显著水平 P 值设为

0.05，极显著水平 P 值设为 0.01。运用 Origin 2017

进行图像处理。 

2  结  果 

2.1  铜和强力霉素污染对土壤微生物呼吸的影响 

本研究通过室内培养实验测定 DOX、Cu 单一

及复合胁迫下土壤微生物呼吸强度，以此定量表征

微 生 物 活 性 。 土 壤 微 生 物 呼 吸 强 度 波 动 范 围 为

0.61～16.21 mg·kg–1（图 1）。研究结果表明不同浓

度 DOX 与 Cu 单一及复合污染在培养期内均会显著

抑制土壤微生物呼吸强度（P<0.05），且对微生物呼

吸的抑制作用均在培养 15/22 d 最弱。此外，对于同

一污染类型，微生物在培养初期（1 d）的呼吸强度

均大于其在培养终期（30 d）的呼吸强度。 

DOX 单一污染在培养期会始终抑制对土壤微

生物呼吸，抑制率在培养 1 d 最大。对于 Cu 单一污

染，结果表明 Cu400 处理下微生物呼吸始终保持在

较低水平，而 Cu100 处理下微生物呼吸强度在培养

期内虽均低于 CK，但随培养时间不断恢复增强。 
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对于 Cu、DOX 复合污染（见图 1），DOX8/15

（+Cu100）单一/联合作用时的抑制率均在 1 d 达到

最大，抑制率范围为 81.47%～95.04%，且抑制强度

均随时间先降低后加剧，DOX 存在会加剧 Cu100

胁迫对微生物呼吸的抑制，且该抑制作用随 DOX

浓度升高增强。当 DOX8/15+Cu400 作用时，其在

培养期间对土壤微生物呼吸维持较高的抑制作用，

抑制率始终高于 45%，且 DOX8 会加大 Cu400 对微

生物呼吸的抑制作用，而 DOX15 培养期内一度缓解

Cu400 的该毒性作用。 

 

图 1  铜和强力霉素单一及复合污染对土壤微生物呼吸的

影响 

Fig. 1  Impacts of Cu and/or DOX pollution on respiration of soil 
microbes 

2.2  铜和强力霉素污染对土壤酶活性的影响 

土壤酶活性常被用来衡量土壤中各种生化反应

的动力和强度，是土壤肥力大小的重要标志[33]。土

壤酶活性的改变一定程度可用来判断土壤受污染程

度[26]。由上述污染对土壤微生物呼吸的影响可知，

培养 3 d 多为微生物呼吸某一变化趋势的中间节点，

故本研究通过在培养 1、7、15、22、30 d 测定脲酶、

蔗糖酶及过氧化氢酶活性来比较处理间的效果差异。 

由图 2 可知，DOX 单一污染培养期内均能明显

促进土壤脲酶活性，激活率随时间逐渐升高，但两

者浓度不同造成的激活率差异性不大。Cu100 单一

作用能促进脲酶活性；而 Cu400 单一作用对脲酶活

性有抑制作用，抑制率在 1d 达到最大，但脲酶活性

随时间能够基本恢复。对于 Cu、DOX 复合污染，

其 在 1 d 对 脲 酶 活 性 为 弱 抑 制 作 用 ， 其 中

Cu100+DOX8/15 与 Cu400+DOX8 复合在培养后期

对脲酶活性转化为激活作用，但 Cu400+DOX15 处

理后期仍表现出抑制作用。故上述类型污染对脲酶

活性在培养期（1～30 d）均主要表现为促进作用，

除 Cu400+DOX15 复合胁迫时在培养期对脲酶活性

表现出较强的抑制作用，这可能是因为两者高浓度

叠加所带来的毒性危害。 

DOX、Cu 单一及复合污染对土壤蔗糖酶活性的

影响见图 2。Cu、DOX 单一及复合污染对蔗糖酶在

培养期内主要为抑制作用，抑制强度随时间推移逐

渐减弱，30 d 基本恢复至初始水平。DOX 单一处理

对蔗糖酶活性整体呈抑制作用，DOX8 对蔗糖酶活

性的抑制率随时间逐渐增大；DOX15 前期抑制酶活

性，终期（30 d）激活蔗糖酶活性。单一 Cu 胁迫及

其与 DOX 复合胁迫对蔗糖酶活性均呈现“抑制-激

活”趋势。研究还发现 Cu100+DOX8/15 复合作用的

修复转折点是 22 d，而 Cu400+DOX8/15 复合作用

修复转折点提前，为 15 d。 

培养期内，Cu、DOX 单一及复合污染对过氧化

氢酶活性主要表现为抑制作用，但该抑制强度要明

显大于蔗糖酶（图 2），抑制强度随着培养时间逐渐

减弱，且 30 d 基本均恢复至初始水平，即其能在 30 

d 内恢复 DOX、Cu 单一及复合污染。培养期各处理

方式下土壤过氧化氢酶活性的差异性并不显著，单

一 Cu 胁迫使过氧化氢酶活性先降低后增加，激活

转折点为 7d，且激活强度相对较弱。复合污染处理

中，仅 Cu400+DOX15 在 30 d 仍保持抑制作用，即

DOX 与 Cu 高浓度复合给过氧化氢酶活性带来不可

逆毒性影响。 

2.3  铜和强力霉素污染对抗生素抗性基因相对丰

度的影响 

由于本研究对土壤系统中 ARGs 丰度的探究更

强调 Cu、DOX 复合污染添加前后对其的影响差异

性，但为确保该差异性的产生具有一定的合理性和

过渡性，本研究又在培养前期和中期各增加一个检

测点，即在培养 1d、7d、15d 和 30d 检测并计算各

处理中的 6 种 tet ARGs 的相对丰度。本研究共检出

tetA、tetC、tetG 及 tetW 4 种 ARGs（见图 3）。 

图 3 表明，DOX、Cu 单一及复合污染处理下，

tetA 相对丰度随时间基本呈先降低后增加的趋势，

相对丰度最高值出现在培养 1d 的 CK 空白对照组，

复合污染在培养 7d、15d 对 tetA 相对丰度的抑制大 
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注：不同小写字母表示同一时间节点不同污染处理方式之间的差异性显著（P<0.05）。Note：Different lowercase letters represent 

significant differences between different treatments at the same time point（P<0.05）. 

 
图 2  铜和强力霉素单一及复合污染对土壤脲酶、蔗糖酶及过氧化氢酶活性的影响 

Fig. 2  Impacts of Cu and/or DOX pollution on activities of urease，sucrase and catalase in the soil 

于其余污染组。复合污染处理下，tetW 相对丰

度随时间先增加后降低，且该基因相对丰度的整体

水 平 偏 低 于 其 他 基 因 。 此 外 ， 研 究 发 现

Cu400+DOX15 在培养 15d 其 tetA、tetW 相对丰度

上升约 2 个数量级，上升幅度远高于该时间点其余

处理组。 

对于检出的 4 种 ARGs 的总相对丰度（图 4），

除 DOX8 与 Cu100 外，其余处理随培养时间的变化

趋势为“降低-升高”，且 ARGs 总相对丰度在培养 1d

的 水 平 基 本 均 高 于 其 在 培 养 30d 的 水 平 ， 仅

Cu400+DOX15 复合在培养 30d 的 ARGs 总相对丰度

略高于 1d；而对 DOX8、Cu100 两种单一污染，ARGs

总相对丰度随时间的变化趋势为“升高-降低-升高”。

上述现象说明 Cu、DOX 单一及复合污染在培养中-

后期均有一定的可能性会提高该 tet ARGs 的总相对

丰度。所有处理中，Cu400+DOX15 复合污染处理能

在培养 15d、30d 显著提高 ARGs 的总丰度，且该丰

度水平远高于其余处理。此外，研究发现 tetA 丰度

对 检 出 ARGs 总 相 对 丰 度 的 贡 献 率 远 大 于 其 他

ARGs（图 3，图 4）。 



4 期 陈欣瑶等：铜和强力霉素复合污染对土壤微生物与酶活性的影响 963 

 

http://pedologica.issas.ac.cn 

 

图 3  铜和强力霉素单一及复合污染对土壤抗生素抗性基因相对丰度的影响 

Fig. 3  Impacts of Cu and/or DOX pollution on relative abundance of tetracycline resistance genes 

 

图 4  铜和强力霉素单一及复合污染对土壤抗生素抗性基

因相对丰度总和的影响 

Fig. 4  Impacts of Cu and/or DOX pollution on relative abundance 
of total tetracycline resistance genes 

3  讨  论 

3.1  铜和强力霉素对土壤微生物呼吸的作用 

目前，DOX 和 Cu 广泛应用于治疗各种感染病

导致其在畜禽粪便大量累积，且随着畜禽粪便作为

有机肥料施用转移至农业土壤[20，26]。本研究中，强

力霉素和铜单一和复合污染在培养期内均会显著抑

制土壤微生物呼吸（P<0.05）（图 1），其对微生物

呼吸的抑制作用均在培养 15/22 d 表现最弱，且对于

同一污染类型，微生物在培养末期的呼吸强度大于

初期，这可能是土壤微生物在接受外源污染物时需

要 15 d 以上的时间才能逐步适应变化并削弱污染物

的负面影响，以在培养后期维持土壤生态系统的功

能稳定[14-15]。 

研究发现，相对于单一污染，复合污染在培养

期 间 对 微 生 物 呼 吸 具 有 更 强 的 抑 制 作 用 ， 且

Cu400+DOX8/15 复合污染对土壤微生物呼吸的抑

制强度大于 Cu100+DOX8/15（图 1），这与前人的

相关研究结果类似[8，19，34]。这可能是由于复合污染

条件下 DOX 能通过官能团与 Cu2+发生络合反应，导

致 Cu、DOX 与其形成的络合物能加大对土壤微生物

的毒性作用，促使微生物的数量随着 Cu100/400 的添

加而降低，降低幅度随 Cu 浓度增加而增大。另有相

关研究表明土霉素、恩诺沙星、磺胺嘧啶与 Cu 复合

能明显抑制细菌、真菌和放线菌的数量，且微生物数

量随着 Cu 浓度增加逐渐减少，能有效支撑上述研究

结果[24]。此外，Cu400+DOX8 复合污染对土壤培养
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期间总微生物呼吸的抑制效应大于 Cu400+DOX15，

这可能是由于 Cu400 和 DOX15 的高浓度叠加会使微

生物积极维持甚至刺激其呼吸作用，从而抵御高毒性

或高浓度外源污染物的复合污染[23，35]。 

3.2  铜和强力霉素对土壤酶活性的作用 

本研究发现，Cu、DOX 单一污染在培养期内对

脲酶活性主要为促进作用，Cu 添加浓度与脲酶活性

极显著正相关（P<0.01）。李晓阳[26] 施用含 DOX 粪

肥改良土壤发现 DOX 能促进脲酶活性增高，孟庆峰

等[28]发现低浓度 Cd、Pb 对脲酶活性有促进作用，

一定程度能支持上述结果。Cu、DOX 单一污染对蔗

糖酶、过氧化氢酶活性主要为抑制作用，抑制作用

随时间减弱甚至转为激活作用，Cu 添加浓度与过氧

化 氢 酶 、 蔗 糖 酶 活 性 均 显 著 负 相 关 （ P<0.05 ，

P<0.01）。这与闫雷等[23]发现土壤培养实验中 Cd 对

蔗糖酶活性的抑制率随时间先增大后减小，且 Cu、

Cd、Zn 及 Pb 对蔗糖酶、过氧化氢酶活性多表现为抑

制作用的结果相似[36-37]。此外，有研究发现 OTC、

SNR、SM2 及 ENR 等抗生素单一污染对蔗糖酶、过

氧化氢酶活性均表现出抑制作用[36，38]，支持了本研

究 DOX 污染能抑制蔗糖酶、过氧化氢酶活性的结论。 

整体而言，复合污染物对于土壤酶活性的污染

效应较单一污染物高（图 2），这可能与 DOX 能通

过官能团与 Cu2+发生络合反应，互相影响并改变其

存在形态，从而使 DOX、Cu 复合时能对土壤酶活

性产生协同促进/抑制作用[36]。研究发现 Cu、DOX

复合污染对脲酶活性多表现为先抑制后促进，但

Cu400+DOX15 复合胁迫对脲酶活性始终表现出强

抑制作用，这可能是因为两者高浓度叠加会降低土

壤脲酶专性微生物的数量、有机质含量等，导致脲

酶毒性难以被修复。Cu、DOX 复合污染对蔗糖酶、

过氧化氢酶活性表现出抑制作用，这与前人通过土

壤培养发现土霉素与 Cd 复合污染以及 OTC、SNR、

SM2 与 Cu 复合污染对蔗糖酶、过氧化氢酶活性均

表现出抑制作用，且抑制强度相较于抗生素单一污

染更大的研究结果类似[23，36]。但 DOX 和 Cu 对土壤

酶活性的复合污染效应，不管是协同作用还是拮抗

作用，都并非各单一污染物毒性作用的加和，而是

在各污染物间存在着复杂的交互作用，因此复合污

染产生的抑制作用强弱还应与二者的交互作用类型

有关，具体的影响机制有待进一步的研究。 

3.3  铜和强力霉素污染条件下土壤微生物对污染

物的适应性 

本研究发现，土壤微生物在应对 DOX、Cu 单

一与复合外源胁迫时可能需要 7～15 d 的老化适应

才能增强土壤微生物诱导产生抗性的能力，促使 4

种检出 ARGs 总相对丰度整体呈先降低后升高的趋

势（图 4）。此外，研究中 tet ARGs 总丰度最高值出

现在 CK-1d（图 4），这可能是因为培养初期 DOX 与

Cu 的添加带来的环境选择压力会使土壤微生物的数

量和结构发生变化，使抗性基因的潜在宿主减少[39]，

从而导致污染处理组 ARGs 的丰度在培养初期出现

短暂降低。 

在复合污染中，Cu400+DOX15 复合对 tet ARGs

丰度的影响远大于其余处理（图 4），高浓度 Cu 的

添加在培养中后期具有增强 DOX 诱导产生 ARGs

以提高其相对丰度的潜在能力，这可能是由于重金

属在培养中后期适应环境后，可以促进金属和抗生

素之间的金属桥接功能，使其能以存在共选择作用

等方式降低外源抗生素的选择压力和丰度，并刺激

ARG 的增加[9，40]。de la Iglesia 等[41]研究发现 As、

Cu 等重金属和抗生素的复合污染可以增加环境中

ARGs 的丰度。张佳奇等[35]总结发现重金属污染地

区的 ARGs 丰度随着重金属污染水平增加而增加。

Wang 等[42]类似研究表明恩诺沙星和 Cd 复合污染对

氨氧化细菌 amoA 基因数的抑制率明显存在时间—

效应关系，且复合污染具有更高的抑制率。Lin 等[43]

表明施肥土壤中 ARGs 丰度上升可能与 Cu、Zn 的

积累密切相关。以上研究均有效支撑本文上述结果。 

研究还发现，tetA 和另三种 tet 基因（tetC、tetG

和 tetW）的相对丰度存在显著正相关关系（P<0.05），

表明 tetA 丰度变化在一定程度上可以表征其余三种

抗性因的变化趋势。tetC 丰度和 tetW 丰度、tetG 丰

度和 tet ARGs 总丰度存在极显著强正相关关系

（P<0.01），其相关系数分别为 0.985 和 0.999，表明

上述两两基因类型在某种程度上可以互相表达其丰

度水平，但这些基因之间是否存在确切的指代关系

仍需更多的研究来证明。 

4   结  论 

土壤培养条件下，Cu 与 DOX 单一及复合污染
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会显著抑制土壤微生物呼吸（P<0.05），其对脲酶活

性主要为促进作用，对蔗糖酶、过氧化氢酶活性主

要表现为抑制作用。相对于单一污染，复合污染对

土壤微生物呼吸、酶活性及抗性基因丰度的影响程

度更明显，其中 Cu400+DOX8 复合对酶活性的影响

程度更为明显。此外，外源 DOX、Cu 添加带来的

环境变化在培养初期会使土壤微生物数量和结构发

生变化，使抗性基因的潜在宿主减少，从而导致培

养初期抗性基因丰度会出现短暂降低，且添加高浓

度 Cu 会潜在提高 DOX 在培养终期诱导产生 ARGs

的能力水平，提高 tet 基因的相对丰度。 
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