
摘 要：为探讨抗生素对水产养殖环境微生物的影响，本研究通过采集洪湖养殖区地下水、湖水和鱼塘水，分别分析其细菌、真菌、

放线菌数量及相应耐药（磺胺甲恶唑）微生物的分布规律，探讨耐药微生物数量及耐药微生物占比与磺胺抗生素浓度之间的相关

性，并采用Biolog法研究不同水体中微生物群落功能多样性差异。结果表明，不同水体中微生物数量分布规律为：鱼塘水>湖水>地
下水，而湖水和鱼塘水中的微生物数量受人为活动影响差异较大。三类水体均有不同程度耐药微生物检出，耐药微生物数量分布

规律为：鱼塘水>湖水>地下水；耐药微生物占比分布规律为：湖水>鱼塘水>地下水。地下水中耐药微生物数量与磺胺抗生素浓度

无显著相关性，而地表水中耐药细菌、耐药真菌数量及与磺胺吡啶和磺胺二甲基嘧啶浓度呈显著正相关；地表水中耐药细菌与耐

药放线菌占比均与磺胺砒啶呈显著相关。Biolog多样性分析结果表明，地表水微生物群落代谢活性和碳源利用性均高于地下水，

说明洪湖湖水和鱼塘水利用不同碳源的微生物物种较丰富。研究表明，不同环境水体中微生物的数量和耐药性以及群落功能多

样性均有差异，该差异与人类活动和抗生素浓度有一定相关性。

关键词：洪湖；水产养殖；微生物；耐药性；Biolog
中图分类号：X172 文献标志码：A 文章编号：1672-2043（2018）08-1748-10 doi:10.11654/jaes.2017-1460

The antibiotic resistance of microorganisms and the functional diversity of microbial communities in the aqua⁃
culture environments of Honghu Lake, China
GUAN Chuan, TONG Lei*, QIN Li-ting, LIU Hui
（School of Environmental Studies, China University of Geosciences, Wuhan 430074）
Abstract：For a better understanding of the influence of antibiotics on microbes in aquaculture environments, samples were collected from
groundwater, lake water, and fish ponds in the aquaculture areas of Honghu Lake. The number of bacteria, fungi, and actinomycetes, and
their antibiotic resistances to sulfonamides in different water samples were studied. The correlations of the number of antibiotic resistant mi⁃
croorganisms, and the proportions of resistant population with the concentration of sulfonamides were analyzed. The functional diversity of
the microbial communities was studied by Biolog analysis. The results showed that the number of microorganisms in different water samples
were as follows：fish ponds>lake water>ground water; The microbial numbers in lake water and fish ponds had larger differences due to the
influence of human activities. Meanwhile, the proportions of resistant microorganisms were in the order：lake water>fish ponds>ground wa⁃
ter. A significant positive correlation was observed between the number of resistant bacteria and fungi, and the concentration of pyridine sul⁃
fonamide and sulfamethazine in surface water, although no such significant correlations were found in the case of groundwater. Furthermore,
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the proportions of resistant bacteria and actinomycetes in surface water were significantly correlated with the concentrations of pyridine sul⁃
fonamide. The results of Biolog analyses showed that the metabolic activity and the carbon source utilization of microbial communities in
surface water were higher than that of ground water, which indicated the rich microbial species for the different carbon source utilizations in
lake water and fish ponds. In summary, the number of microorganisms, their antibiotic resistances, and the functional diversity of the micro⁃
bial community in various water environments were different, and the differences were related to human activities and antibiotic concentra⁃
tions.
Keywords：Honghu Lake; aquaculture; microbial; antibiotic resistance; Biolog

近年来，抗生素在医疗业和养殖领域中得到广泛

使用，水环境中抗生素的存在已是普遍现象。磺胺类

抗生素（Sulfonamides，SAs）是一类具有广谱抗菌效果

的人工合成药物，进入体内 1~2 d后会以母体或代谢

产物的形式排出，进入到自然环境[1]。研究发现，磺胺

类抗生素在水环境中有着较高的检出率[2]。微生物是

水环境中重要且活跃的组分[3-4]，其群落结构和数量

影响着水体的生态环境、营养水平及污染状况[5]。每

年大量的抗生素通过生活污水和养殖废水进入到水

环境中，影响水环境中微生物的种群结构和数量，引

发次级效应，破坏生态平衡[6]。环境中长期残留的抗

生素还会导致耐药微生物的产生[7]，耐药微生物在环

境中传播扩散，最终通过直接或间接（如食物链）途径

进入人体，给人类健康带来威胁[8]。随着养殖业中抗

生素的大量使用，环境中耐药微生物的分布已引起广

泛关注，有研究证明养殖区及周边环境（土壤、水体）

中均存在耐磺胺类抗生素的多种微生物[9-11]。因此，

研究耐药微生物数量与抗生素的浓度关系可为微生

物的耐药机理提供理论基础。

洪湖是湖北省最大的淡水湖，水生动植物资源十

分丰富，兼具灌溉、渔业、水质净化、航运等多种功

能 [12]。20世纪 80年代洪湖开始围网养殖，2002年到

2004年达到高峰，养殖面积迅速扩大，造成的污染远

远超过湖泊的自净能力。养殖业的迅猛发展使得洪

湖水质明显恶化[12]，从Ⅱ类水体降为Ⅳ类水体[13]。由

于水产养殖投放的饲料中含有抗生素，未利用的抗生

素在环境水体和底泥中不断积累，经过地表水和地下

水的相互作用[14]，进而污染地下水，引发一系列环境

问题。所以，研究洪湖养殖区地表水和地下水中抗生

素对环境微生物的影响具有重要意义。本文选取洪

湖养殖区的地下水、湖水和鱼塘水为研究对象，分别

调查水体中细菌、真菌和放线菌对 SAs耐药菌数的分

布规律，并分析耐药微生物数量及占比与 SAs 的关

系，同时采用Biolog法研究微生物总体活性与代谢功

能的差异，以期通过微生物指标了解洪湖养殖区水

环境的污染特征，为抗生素的生态环境影响评价提

供理论参考。

1 材料与方法

1.1 采样点概况

本文以洪湖养殖区为研究对象，根据地下水、鱼

塘水和湖水三种不同环境水体，共设置 26个采样点，

其 中 GW1~GW15 为 地 下 水 ，LW1~LW8 为 湖 水 ，

FW1~FW3为鱼塘水。

1.2 水样的采集与保存

水样采集时间为 2015年 12月，通过地下水井阀

（手压井或机井）采集 4 L地下水，利用水样采集器采

集 1 L湖水和 0.5 L鱼塘水。将水样置于无菌玻璃瓶

中，微生物样品经真空抽滤于 0.22 μm滤膜上，并置

于灭菌离心管中，密封放于冷冻箱，带回实验室放

入-20 ℃冰箱保存待用。

1.3 水样理化性质及磺胺抗生素测定

利用便携式水质分析仪器（SX751型，上海三信）

现场测水样 pH值、电导率、氧化还原电位（ORP）和溶

解氧（DO），用采水器温度计测水温，水样中TOC使用

总有机碳（TOC）分析仪（Vario TOC，德国元素）测定。

水样通过固相萃取小柱 [oasis® HLB6cc（200mg）
Extraction Cartridges，OASIS，Ireland]分离富集和纯

化，并采用液相色谱质谱联用法（Access Max，Thermo
Fisher）测定磺胺抗生素浓度[15]。

1.4 培养基制备及微生物计数

细菌培养基（LB培养基）[16]、真菌培养基（改良马

丁培养基）[17]及放线菌培养基（高氏一号琼脂培养

基）[18]。

1.5 微生物计数

在无菌操作条件下，将膜用灭菌剪刀剪碎，加入

25 mL无菌水，150 r·min-1条件下振荡 0.5 h，用移液枪

反复冲洗使膜上细胞完全进入溶液中，将膜取出，制

成菌悬液，依次用无菌蒸馏水稀释 3个梯度，每个稀

释度设 3个平行。取 100 μL稀释样品分别涂于不加
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图1 研究区域及采样点布设

Figure 1 Map of sampling sites in Honghu Lake

和添加 50 mg·L-1 磺胺甲恶唑（Dr.Ehrenstorfer）的细

菌、真菌、放线菌培养基平板上，于 28 ℃恒温保湿培

养箱（HPX-250B5H-III，上海新苗）中倒置培养。细

菌、真菌、放线菌分别培养 2、2、5 d后计数，实验结果

取3次试验的平均值。

1.6 微生物群落功能多样性分析

分别吸取 1.5中微生物悬液 150 μL加入Biolog板
各孔中，将接种的Biolog板放置于 25 ℃恒温保湿培养

箱，每隔 12 h用酶标仪（Infinite® 200 Pro Nano Quant，
Tecan，瑞士）测定吸光度值（OD），本文采用培养 120
h数据进行地下水和地表水微生物群落多样性评价。

Biolog板中多底物酶联（ELISA）反应的单孔颜色平均

吸光值（average well color development，AWCD）、微生

物群落底物利用碳源数（S）、Shannon指数、Simpson指

数、McIntosh指数及 6大碳源利用根据文献[19-21]来

计算。

所有数据经Excel 2007进行处理，采用 SPSS 17.0
进行耐药微生物数量及其占比与磺胺抗生素的相关

性分析、样品间的差异显著性分析。

2 结果与分析

2.1 水样理化性质分析

从表 1可以看出洪湖养殖区水体呈弱碱性，其中

湖水 pH最高可达 8.75。主要原因是受洪湖居民生活

污水的排放及冬季水生植物菹草的大量生长，水生植

物白天因光合作用大量吸收水中 CO2，导致湖水 pH
值升高[22]。

由于采样时间为冬季，洪湖地表水温度低于地下

水水温。地下水与地表水在 ORP和 DO等指标上有

明显差异，地下水具有显著的还原和缺氧环境。湖水

表1 洪湖养殖区不同水体的理化指标

Table 1 Physical-chemical properties of different water samples in aquaculture area of Honghu Lake
水体类型

地下水

湖水

鱼塘水

pH
7.0±0.1
7.8±0.5
7.8±0.2

电导率/μS·cm-1

882±84
494±189
424±111

水温T/℃
17.9±0.8
9.6±0.6
10.3±1.5

氧化还原电位/mV
-47.3±26.0
160.8±93.2
117.0±77.8

DO/mg·L-1

3.1±1.2
8.1±2.3
9.9±3.0

HCO-3/mg·L-1

514.3±117.1
200.8±59.7
212.8±49.9

TOC/mg·L-1

6.3±4.8
8.8±2.1
14.2±3.4
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和鱼塘水的 DO 值最高分别可达 12.01 mg · L-1 和

13.01 mg·L-1，这与王学雷等监测的冬季洪湖水中DO
最大值为 13.32 mg·L-1相似[22]。洪湖水体中 HCO-3浓

度普遍较高，且地下水的HCO-3比湖水和鱼塘水高出

2~3倍，与电导率呈正相关性，这与含碳矿物溶解和

土壤中CO2气体的溶解等有关[23]，此结果与杜耘等研

究结果相符[12]。

洪湖不同水体中 TOC 含量分布差异较大，地下

水中 TOC 平均值为 6.25 mg·L-1，其中 GW3 和 GW15
中 TOC分别高达 20.03 mg·L-1和 14.29 mg·L-1。鱼塘

水中 TOC含量远高于湖水，平均值是湖水中 TOC的

1.62倍，说明鱼塘养殖增加了有机质含量。

2.2 微生物和耐药微生物数量及其耐药占比分布

微生物和耐药微生物数量及其耐药占比分布见

图 2。研究表明，影响水体中微生物生长的环境因素

较多，如 pH、DO、温度、TOC等对微生物生长均有重

要影响[24]。由表 1可以看出，地下水与地表水的电导

率、氧化还原电位、溶解氧及 TOC相差较大，而鱼塘

水与湖水的 TOC也具有明显差异。这些理化性质很

可能是影响三种水体中微生物数量差别的重要因素。

图2 洪湖养殖区水环境中微生物和耐药微生物数量及其耐药占比的分布

Figure 2 Numbers of microorganisms and antibiotic resistant microorganisms and proportion in aquaculture environment of Honghu Lake
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洪湖地下水中有不同程度的微生物分布，细菌、

真菌、放线菌数量范围分别为（0.01~1.69）×103、（0.01~
1.26）× 103、（0.01~0.26）× 103 cfu ·mL-1。样品 GW1、
GW5、GW8、GW13中真菌数量相对其他样品较高，最

高可达 1.26×103 cfu·mL-1。地下水中放线菌主要来自

土壤和空气，20%样品中放线菌数量高于102 cfu·mL-1。

近年来，由于地表水质的恶化，受地表水补给的影响，

地下水污染已日趋严重。由于农村打井条件简陋，加

上缺乏有效的环境治理措施，农村的地下水源已受到

不同程度的污染[25]。洪湖水环境中微生物的数量分

布表明该研究区已受到一定程度的污染，存在饮水安

全问题，这与我国其他地区出现的污染状况类似[26]。

地下水中耐药细菌、真菌、放线菌数量范围分别

为（0~0.2）×103、（0~0.5）×103、（0~0.02）×103 cfu·mL-1，

检出样品数分别为 11、8、3个，检出率分别为 73.33%、

53.33% 和 20%，说明地下水中有一定比例的耐药菌

存在，其中 4个样品中耐药细菌数在 102 cfu·mL-1以

上，最高达 2×102 cfu·mL-1，耐药真菌数和放线菌数最

高分别可达 5×102 cfu·mL-1和 24 cfu·mL-1。地下水中

耐药细菌的占比较低，绝大多数占比都在 10%左右，

续图2 洪湖养殖区水环境中微生物和耐药微生物数量及其耐药占比的分布

Continued figure 2 Numbers of microorganisms and antibiotic resistant microorganisms and proportion
in aquaculture environment of Honghu Lake
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只有 GW7、GW10 和 GW12 的耐药细菌占比较高，分

别达到了 50%、94% 和 78%。其中 GW10 紧挨鱼塘，

受鱼类养殖影响较大。而GW7和GW12均是居民居

住聚集地区，地下水受到人为影响大。地下水中耐药

真菌占比较高，接近一半的采样点的耐药真菌占比都

高于 45%，最高可达 88%。而放线菌的耐药占比则普

遍不高。已有研究表明，地表水中的抗性菌株可经多

种途径进入到地下水中[27]。

地表水中细菌、真菌、放线菌的数量总体高于地

下水，而鱼塘水中数量又高于洪湖湖水（除LW4外），

不同样品间微生物数量差异显著。除 LW6、LW7、
LW8样品中微生物数量较少外，其他均较高，湖水微

生物数量与居民生活、渔业和畜禽养殖等活动密切相

关。如 LW3、LW4 湖水中有小面积的围栏养鱼；

LW2、LW5湖水位于村民住宅旁；LW1湖水周围正在

修路，说明人类活动对湖水造成一定程度的污染。而

LW6、LW7、LW8是离居民地较远湖心水域，人为影响

较小。人类活动排放的生活污水和养殖废水能增加

水环境中有机质的含量，且污染水体中的微生物数量

与有机物含量有显著的相关性[28]。从表 1中可看出

湖水和鱼塘水中 TOC的含量均高于地下水，鱼塘水

体的 TOC达到了地下水的 2.3倍。因此，受人类活动

影响的地表水微生物数量较高。特别是养殖池塘属

于相对封闭型，在养殖过程中池塘水体基本上不与外

界发生水体交换，因而池塘中积累了丰富的营养

盐[29]，使微生物生长迅速，造成池塘中微生物数量增

加。

湖水中耐药细菌、真菌、放线菌数量范围分别为

（0.018~3.75）× 103、（0.05~1.45）× 103、（0~0.079）× 103

cfu·mL-1，其中 LW4耐药细菌和真菌数量最高，远离

居民区的 LW6、LW7、LW8 中耐药菌数量相对较少，

说明耐药菌数量与人类活动有一定关联，这与北江流

域中的耐药细菌分布规律相似[30]。另外，8个湖水采样

点中，只有 LW7的耐药细菌占比是 19%，其他 7个采

样点占比均在 30%~70%间，其中 LW4的耐药细菌占

比最高，为 62%。说明湖水中的耐药细菌占比很高。

洪湖鱼塘水中耐药细菌和真菌远高于湖水，由于人工

养鱼过程中投入抗生素，未被吸收的抗生素通过粪便

排入水体，使得耐药菌数量增加。3个鱼塘水中，只

有 FW2的耐药细菌占比为 11%，其他两个采样点的

耐药细菌占比分别为 57%和 42%。鱼塘作为抗生素

耐药菌和耐药基因的源，其污染状况备受关注，不同

地区的养殖场水体中检出不同程度耐药的菌株[31-34]。

2.3 耐药微生物数量及耐药占比与SAs浓度相关性分

析

环境抗生素污染促进耐药微生物生存和繁衍，进

而对生态环境造成潜在危害[35-36]，因此分析环境中抗

生素浓度和耐药菌的关系有助于了解耐药菌在环境

的产生及传播规律。本文测得地下水中磺胺嘧啶、磺

胺吡啶、磺胺二甲基嘧啶、磺胺喹恶啉和磺胺甲恶唑

浓度平均值分别为 0.15、3.07、0.72、4.41、7.60 ng·L-1。

经 SPSS相关性分析得出，地下水中耐药微生物数量

和 SAs浓度的相关性并不显著。据报道，不同类型抗

生素在水体中的存在将对微生物耐药性产生影响[37]，

即不同抗生素对细菌耐药性具有共选择作用，导致单

一类型抗生素与相应耐药菌的相关性减弱[38]。

湖水和鱼塘水均属于受人为活动影响较大的地

表水，本文将地表水中耐药微生物及其占比与磺胺抗

生素进行相关性分析（表 2），地表水（湖水和鱼塘水）

中五种磺胺抗生素浓度分别为 0.43、24.75、5.44、
138.9、288.39 ng·L-1，SPSS相关性分析表明耐药细菌

数与耐药真菌数均与磺胺吡啶和磺胺二甲嘧啶的浓

度具有一定程度的相关性，同时耐药细菌占比也与磺

胺吡啶的浓度具有相关性。耐药放线菌和 SAs相关

性不显著，但是其占比却和磺胺吡啶浓度呈负相关。

有研究表明，北京温榆河中四环素类、氟喹诺酮类耐

药大肠杆菌与相应抗生素浓度也存在相关关系，推测

抗生素是其抗药菌发生的决定因素[39]。

2.4 微生物群落功能多样性

微生物群落平均活性 AWCD（Average well color
development）是用颜色平均变化率来评判微生物群落

的碳源利用能力，指示微生物的代谢活性[40]。微生物

群落AWCD随培养时间的变化趋势如图 3所示，由于

地下水微生物较少，整个培养过程中微生物活性较

低，受污染的地下水GW7和未受污染的地下水GW14
在 96 h前AWCD变化基本一致，在 96 h后GW7活性

略高于GW14，整个培养过程两个样品中AWCD差异

不大。地表水LW4和FW3的微生物生长在 0~40 h变

化较小，40 h后开始急剧上升，说明碳源的利用主要

在 40 h 后，在 96 h 基本达到平稳，LW4 在平稳期的

AWCD 值远大于 FW3，说明 LW4中微生物对碳源利

用能力和代谢活性更强，这与两个样品中微生物数量

和整体活性有关。

微生物群落代谢功能多样性评价中底物利用碳

源数是表征微生物群落对底物利用的广泛性和差异

性的指标，Shannon指数是研究群落物种数量及其个
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表3 不同水体样品中微生物群落代谢功能多样性评价

Table 3 Assessment of functional diversity metabolized by microbial community in different water samples
指数

底物利用碳源数（S）
Shannon指数

McIntosh 指数

Simpson 指数

GW7
2.00±1.73a
2.38±0.41a
0.42±0.15a
6.57±2.57a

GW14
3.00±1.52a
2.32±0.45a
0.64±0.46a
7.05±1.99a

LW4
26.00±3.53c
3.10±0.34a
4.83±0.47c
18.97±2.18b

FW3
17.00±2.64b
2.77±0.17a
3.00±0.17b
12.07±1.59a
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图3 不同水样中AWCD随培养时间的变化

Figure 3 The change of AWCD in different water samples with incubation time

体数量和分布均匀程度的综合指标，受群落物种丰富

度影响较大；McIntosh指数是群落物种均一性的度量

指标；Simpson指数是反映群落中最常见物种的衡量

指标。

由表 3知，GW7和GW14地下水样品中微生物群

落底物利用碳源数、Shannon、McIntosh 和 Simpson 指

数差异不大，说明微生物群落对碳源利用性、丰富度、

均一性及物种数相似。地下水与地表水相比，微生物

数量少，活性低，所以对碳源的利用数和利用能力都

很低。地下水的理化性质和地表水有显著差异，如地

下水ORP值很低，水体还原性越强，微生物的多样性

越低[41]。另外，地下水中微生物群落均一性很低，且

不存在优势菌种。

FW3与LW4相比，鱼塘水相对封闭，营养物质大

量累积，某些有机物相对容易降解，水体中微生物对

这些碳源利用有选择偏好[42]，因此，鱼塘水中微生物

的碳源利用数更少。同时，由于长期投加养殖饲料，

鱼塘水环境中抗生素含量较高。抗生素会使得非耐

注：不同字母表示同一指数不同处理间差异显著（P<0.05，n=3）。

表2 耐药微生物数量及耐药占比与地表水中磺胺抗生素浓度相关性分析

Table 2 Correlation analysis of resistant microorganisms and proportion with sulfonamide concentration in surface water

注：* P<0.05，** P<0.01。

耐药微生物

耐药细菌数

耐药细菌占比

耐药真菌数

耐药真菌占比

耐药放线菌数

耐药放线菌占比

指数

r

P

r

P

r

P

r

P

r

P

r

P

磺胺嘧啶

-0.239
0.478
-0.340
0.306
-0.034
0.92
0.223
0.510
0.225
0.505
0.125
0.071

磺胺吡啶

0.638*
0.035

0.724**
0.009

0.769**
0.006
0.104
0.760
-0.564
0.071

-0.606*
0.048

磺胺二甲嘧啶

0.640*
0.034
0.293
0.383

0.765**
0.006
-0.161
0.637
-0.176
0.605
-0.223
0.511

磺胺喹恶啉

-0.069
0.841
0.049
0.886
0.125
0.715
-0.093
0.787
0.329
0.324
-0.035
0.918

磺胺甲恶唑

0.373
0.259
0.471
0.144
0.235
0.486
-0.305
0.361
-0.211
0.534
-0.394
0.230
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图4 不同水体中微生物对6大碳源利用

Figure 4 Situation utilized for six types of carbon sources by microbial community in different water samples
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药菌生长受限，耐药优势菌菌群生长良好，严重破坏

水体生态平衡，降低微生物群落的多样性[43]，所以鱼

塘水微生物丰富度要低于湖水。表 3结果显示，湖水

中存在着某类优势菌种，且微生物的均匀性更高。

由图 4可知，地下水GW7和GW14对 6大类碳源

利用情况相似，对碳水化合物类利用程度最高，湖水

LW4微生物除对胺类利用度较低外，对其他 5种碳源

均有较高利用。鱼塘水 FW3对碳水化合物类、聚合

物类、复合类有较高利用，说明洪湖湖水和鱼塘水整

体利用不同碳源的微生物物种较丰富。这将为我们

了解洪湖水体微生物营养需求提供数据支持，并为以

后养殖水体异养微生物定向强化提供可靠依据[44]。

3 结论

（1）洪湖地下水、湖水、鱼塘水中微生物数量（细

菌、真菌、放线菌）分布差异较大。湖水中微生物数量

受人为活动影响较大，池塘水由于养殖活动，其微生

物数量整体高于湖水。

（2）不同水体中耐药细菌、真菌、放线菌均有不同

程度检出。地下水中耐药微生物数量及耐药占比与

磺胺抗生素无显著相关性。湖水和鱼塘水中耐药微

生物数量较高，与磺胺吡啶和磺胺二甲基嘧啶呈显著

正相关，同时耐药细菌占比和耐药放线菌占比也与磺

胺吡啶的浓度具有相关性。

（3）地下水中微生物群落多样性低于地表水，且

对碳源的利用数更少；湖水微生物相比于鱼塘水微

生物，其群落更为丰富，均一性更高，且存在某种优

势菌种。

（4）洪湖受污染与未受污染的地下水中微生物群

落代谢的平均活性、对碳源利用性、丰富度、均一性

及物种数相似，对碳水化合物类碳源利用程度较高；

湖水和鱼塘水中整体利用不同碳源的微生物较丰

富，对碳水化合物类、聚合物类、复合类碳源均有较

高利用。
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