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养殖池塘底泥中恩诺沙星对氮转化的影响
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摘 要 为了研究水产养殖池塘底泥中抗生素残留对氮赋存形态及氮转化功能微生物的影响。选取养殖环

境中常见的恩诺沙星(ENR)为目标污染物,设置0、1.0、2.0、5.0mg/kg4个梯度开展模拟试验。结果显示:

底泥中NH+
4-N和 NO-3-N含量随试验开展呈下降趋势,添加ENR后,底泥中 NO-2-N含量增加7.55%~

15.30%;底泥氮转化相关基因中,anammox 相对丰度最高,占比60.0%~78.4%。厌氧氨氧化是底泥中氮

转化的主要途径,底泥中NH+
4-N含量与anammox 丰度呈极度负相关;底泥中低含量ENR(1.0mg/kg)会促

进nxrA 基因的生长或繁殖,但含量超过2.0mg/kg时对反硝化基因nirK 有明显抑制作用。
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  氮作为水生生态系统的重要营养元素,是其

中新陈代谢的关键元素之一[1]。由于底泥是水生

生态系统中氮的重要源和汇[2],所以现有的氮素

在底泥-间隙水-上覆水之间的迁移转化研究

中,多以大湖、海湾作为研究对象,较少涉及水产

养殖池塘这种浅水塘的底泥氮转化研究。水产养

殖池塘底泥中氮含量过高,会引起池塘水中氨氮

含量升高,从而可能对养殖生物的生长构成威

胁[3]。微生物在氮转化过程中起到重要作用,如
厌氧氨氧化细菌、硝化细菌和反硝化细菌等,微生

物的硝化、反硝化作用已被证实是池塘底泥中氮

转化的主要机制[4]。
为减少水产养殖生物生病,提高养殖经济效

益,抗生素在养殖过程中被大量甚至过度使用[5],
过量使用的抗生素最终会沉降并吸附在底泥中。
恩诺沙星(ENR)属于最常用的氟喹诺酮类抗生

素,在水产养殖过程中被广泛使用。对珠江口水

产养殖区的调查显示,在4大类抗生素中,氟喹诺

酮类抗生素的残留浓度和检出率最高,在底泥检

出率高于80%,其中又以ENR占比最高[6]。残

留于水产养殖池塘底泥中的ENR可能会抑制氮

转化功能微生物的生长,从而影响水产养殖环境

中的氮转化过程。研究表明,在用木屑生物反应

器处理污水时,ENR会对污水中的反硝化作用产

生阶段性抑制作用[7]。在用厌氧氨氧化工艺处理

养猪废水时,废水里的 ENR 短期和长期作用均

会对厌氧氨氧化细菌产生抑制作用,且抑制作用

的强弱与其浓度有关[8]。目前,ENR影响氮转化

微生物方面的研究主要集中在可调控的污水处理

装置中,而在有机质含量高且厌氧的养殖池塘底

泥中,ENR影响氮形态转化方面的研究还比较缺

乏。因此,残留于池塘底泥中的 ENR 引起研究

者高度重视,可能对底泥中的氮转化过程及功能

微生物产生影响。
本研究采用室内静态模拟的方法,在池塘底

泥中添加不同含量的ENR,通过分析池塘底泥和

间隙水中的氮形态变化,及底泥中氮转化基因的

绝对含量变化,探讨水产养殖池塘底泥中不同含

量ENR残留对氮转化过程的影响。

1 材料与方法

1.1 研究方法

试验在12个尺寸为40cm×40cm×60cm
的PVC水箱中进行,每个水箱中放置1个PVC
柱子(柱子直径25cm,高40cm),每个柱子添加

湿质量约7.16kg的底泥,厚度约12cm,底泥取

自南 美 白 对 虾 养 殖 池 塘。底 泥 中 凯 氏 氮

(TTN)和 可 提 取 态 氮 (TF-N)含 量 分 别 为



(1496.67±45.54)mg/kg和(463.94±35.10)

mg/kg,底泥中NH+
4-N含量为(445.67±28.23)

mg/kg,占TF-N的96.06%。
试验设置1个对照组和3个处理组,每个试

验组3个平行,编号为对照组、T1、T2和T3,3个

处理组分别添加恩诺沙星(ENR),检测含量分别

为(1.29±0.15)、(2.06±0.27)、(4.13±0.64)

mg/kg,在每个柱子底泥中间高度位置水平放置

间隙水采样器,水箱加水至水深60cm,如图1所

示。试验在温室大棚中进行,透光性良好,避免降

雨对试验造成的影响,试验周期为2021年4月

27日至6月30日,水温为19.9℃~32.3℃。

①液面;②间隙水采样器;③底泥

①Liquidlevel;②Porewatersampler;③Sedintent

图1 试验装置示意图

Fig.1 Schematicofexperimentalsetup

1.2 样品分析

利用间隙水采样器每隔10d左右采集1次

间隙水,测定参数包括 TN、NO-
3-N 和 NH+

4-N
含量。其中TN采用碱性过硫酸钾消解紫外分光

光度 法 分 析;NO-
3-N 采 用 分 光 光 度 法 测 定;

NH+
4-N使用纳氏试剂分光光度法检测[9]。
试验开始前采集底泥样品一份,用于测定底

泥中TTN、三态氮(NO-
3-N、NH+

4-N、NO-
2-N)、

ENR含量及氮转化功能基因含量。试验结束后,
将上覆水排空,取装置内中心点位置泥厚一半处

底泥约100g,底泥样品经过冷冻干燥机(FD-1A-
50,汗诺)处理后,研磨过100目筛。底泥中TTN
采用凯氏定氮仪(SKD-1000,沛欧)测定。氮素形

态的测定采用改进的沉积物中氮连续分级浸取

法[10],将TF-N分为:离子交换态氮(IEF-N)、弱
酸可 浸 取 态 氮(WAEF-N)、强 碱 可 浸 取 态 氮

(SAEF-N)和强氧化剂可浸取态氮(SOEF-N)。
提取液中的NH+

4-N含量采用纳氏试剂分光光度

法测定;NO-
2N含量采用萘乙二胺分光光度法测

定;NO-
3-N含量采用镉柱还原法测定,三者之和

即为某一种TF-N含量。
底泥样品中氮转化功能基因含量通过荧光定

量PCR分析,由上海美吉生物医药科技有限公司

(上海,中国)检测完成。称取0.5g底泥样品,提
取底泥氮转化DNA。用Nano-Drop核酸蛋白仪

(NanoDropOne,Thermo,美国)和10g/L的琼脂

电泳测定DNA质量,将通过质量检测的DNA样

品于-20℃冰箱保存,备用。测定的16SrRNA
功能基因片段包括 Bacterial、Archaeal、anam-
mox、amoA、nxrA、narG、nirK、nirS、nosZ。所

用仪器为荧光定量PCR仪(ABI7300,Applied
Biosystems,美国),扩增效率为89%~110%,且

R2>0.99时默认数据合格,氮转化功基因引物序

列信息见表1。

1.3 数据统计分析

试验 数 据 均 使 用 Excel2016 处 理,采 用

SPSSstatistics19.0对数据进行统计分析和方差

分析(LSD,P<0.05),图表使用origin8.0制作。

2 结果与分析

2.1 底泥中不同形态氮含量变化

处理前底泥中4种形态氮分布特征如图2所

示,含量大小表现为SAEF-N(39.57%)>IEF-N
(35.35%)>SOEF-N(18.30%)> WAEF-N
(7.13%)。处 理 前 IEF-N 含 量 为 (164.42±
21.52)mg/kg,占TF-N比例为34.84%,处理后

降至(49.24±4.51)~(62.21±8.04)mg/kg,占
比降为14.78~21.48%。IEF-N属于不稳定氮,
很容易进入水体中[11]。试验中底泥完全被上覆

水覆盖,在处理过程中较易与上覆水发生交换,这
可能是导致IEF-N明显降低的原因[12]。

WAEF-N是 TF-N 中含量最低的氮形态。
处理前 WAEF-N含量为(33.25±8.80)mg/kg,
占TF-N比例为7.27%,处理后的 WAEF-N含

量为(34.82±8.37)~(54.33±16.70)mg/kg,占

TF-N比例上升到11.26~15.51%。WAEF-N
含量主要与底泥中的碳酸盐环境有关。本试验中

除了对间隙水采样以外,基本没有对底泥扰动,碳
酸盐环境较为稳定。

SAEF-N易从还原态底泥中释放[13]。由图2
可知,处理前的SAEF-N含量均值为(182.07±
14.58)mg/kg,是TF-N中最主要的赋存形态,占
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比达39.80%。经过处理之后,各组SAEF-N含

量下降为(83.82±13.21)~(108.42±22.25)

mg/kg,占 TF-N 的 比 例 下 降 为 26.93% ~
32.59%,其中 T2、T3处理组的下降最为明显。

SAEF-N的形成和分布主要由底泥的氧化还原环

境控制[14],一般认为还原环境则会促进SAEF-N
释放活动。由于本研究中底泥均处于较强的还原

环境,有利于SAEF-N 向水体释放。而 T2、T3
处理组中SAEF-N下降较多可能是因为更为强

烈的反硝化作用,反映在反硝化基因中T2和T3
的反硝化基因丰度更高(图5)。

SOEF-N 处 理 前 含 量 为 (84.20±7.77)

mg/kg,占 TF-N 的 比 例 为 18.30%。处 理 后

SOEF-N含量为(101.77±23.48)~(137.83±
4.46)mg/kg,SOEF-N变为占比最高的氮形态,上
升为34.85%~43.43%。SOEF-N是有机形态氮,释
放能力最弱,一般只有在氧气和好氧微生物存在的

情况下才会释放,是最难参与氮循环的形态[15]。
表1 氮转化功能基因引物序列信息

Table1 Primersfornitrogentransformationgenes
基因名称
Gene

引物名称
Primer

引物序列(5'→3')
Primersequence

片段长度/bp
Primerlength

Bacterial16SrRNA 338F_518R ACTCCTACGGGAGGCAGCAG
ATTACCGCGGCTGCTGG 180

Archaeal16SrRNA Ar109f_Ar344r ACKGCTCAGTAACACGT
TCGCGCCTGCTGCTCCCCGT 235

Anammox16SrRNA AMX809F_AMX1066R GCCGTAAACGATGGGCACT
AACGTCTCACGACACGAGCTG 257

amoA AmoA-1F_AmoA-2R GGGGTTTCTACTGGTGGT
CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC 491

nxrA F1norA_R2norA CAGACCGACGTGTGCGAAAG
TCCACAAGGAACGGAAGGTC 322

narG 1960m2f_2050m2r TA(CT)GT(GC)GGGCAGGA(AG)AAACTG
CGTAGAAGAAGCTGGTGCTGTT 100

nirK nirK-C2F_nirK-C2R TGCACATCGCCAACGGNATGTWYGG
GGCGCGGAAGATGSHRTGRTCNAC 448

nirS nirScd3aF_nirSR3cd GT(C/G)AACGT(C/G)AAGGAAC(C/G)GG
GA(C/G)TTCGG(A/G)TG(C/G)GTCTTGA 425

nosZ nosZ1527F_nosZ1773R CGCTGTTCHTCGACAGYCA
ATRTCGATCARCTGBTCGTT 250

图2 底泥中4种提取态氮含量

Fig.2 Fourformsofextractablenitrogeninsediment
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  在底泥的4种可提取态氮中,NH+
4-N含量

(445.67±28.23)mg/kg远高于NO-
3-N(7.00±

0.79)mg/kg和NO-
2-N(4.73±0.74)mg/kg,是

底泥中最主要的无机态氮。经不同含量ENR处

理后,底泥中 NH+
4-N和 NO-

3-N含量都发生明

显下降(图3),分别降低19.85%~37.34%和

58.56%~68.15%,且4个试验组之间没有显著

差别(P>0.05)。试验结束时,NO-
3-N变成占比

最低的氮形态,占比为0.73%~0.98%。与对照

组相比,添加ENR处理后的T1、T2和T3组中

NO-
2-N含量增加7.55%~15.30%(P<0.01),

这说明ENR的存在促进NO-
2-N的生成,可能是

由于ENR在厌氧环境中对厌氧氨氧化细菌存在

促进作用,而 NO-
2-N作为过程中的中间产物含

量增加[16]。

图3 不同浓度恩诺沙星下底泥中三态氮含量

Fig.3 ContentofthreeformsofnitrogeninsedimentunderdifferentENRconcentrations

2.2 恩诺沙星对底泥中氮转化功能微生物的影响

2.2.1 细菌及古菌丰度 底泥中细菌(bacteri-
al)绝对丰度从处理前(7.07×109)copies/g减少

为处理后(3.68×109~6.95×109)copies/g,各处

理组均有所下降,但差异并不显著(P>0.05)。
而底泥中古菌(archaeal)的绝对丰度则比bacteri-
al低两个数量级,从处理前(7.21×107)copies/g
变为处理后(4.36×107~7.54×107)copies/g,其
中T3明显低于其余各处理组(P<0.05),可能较

高的 ENR含量对古菌(archaeal)有抑制作用。
有研究表明,尽管古菌在微生物群落中的丰度不

高,但是在氮的转化过程中起着重要作用[17]。

2.2.2 底泥中氨氧化细菌及硝化细菌 7种氮

转化功能基因在底泥中的背景丰度为1.05×109

copies/g,ENR处理后对照组、T1、T2和T3底泥

中氮 转 化 相 关 功 能 基 因 的 绝 对 丰 度 分 别 为

8.71×108、6.14×108、9.66×108 和7.65×108

copies/g,各处理组间未见明显差异(P>0.05)。
其中anammox 基因是相对丰度最高的,占比达

60.0%~78.4%。可见厌氧氨氧化作用是底泥中

微生物转化氮的主要途径。

Anammox 和amoA 是参与氨氧化反应的重

要基因,可 以 反 映 氨 氧 化 微 生 物 的 数 量 和 活

性[18]。如图4-a显示,处理前底泥中anammox
的 绝 对 丰 度 远 大 于 amoA,为 7.55×108

copies/g,处理后4组底泥中anammox 的绝对丰

度均有一定程度下降,方差分析发现T1组绝对

丰度4.17×108copies/g明显低于其他处理组

(P<0.05),可能较低含量ENR会降低底泥中氨

氧化细菌的数量。对底泥中NH+
4-N含量与an-

ammox 绝对丰度进行相关性分析,结果显示,底
泥中NH+

4-N含量与anammox 绝对丰度呈极显

著负相关(P<0.01)。Gao等[19]对不同氮素含量

影响下的氨氧化细菌 AOA、AOB基因丰度研究

发现,其相对丰度随着氨氮含量升高而降低,与本

研究结 果 一 致。底 泥 中amoA 的 背 景 丰 度 为

1.25×106copies/g,试验结束时,4个试验组中

amoA 绝对丰度依次增加,为1.47×106~3.65×
106copies/g,其 中 T2、T3 明 显 高 于 对 照 组

(P<0.05)。可见,ENR 含量增加并未出现对

amoA 基因的抑制作用,与ENR对硝化作用有抑

制效 果 的 结 论 不 同[20],可 能 与 本 研 究 设 计 的

ENR含量较低有关。吴银宝等[21]的研究表明,
水生微宇宙中恩诺沙星的初始含量为(0.2~5)

mg/L,仍不会影响到水体中氨化细菌以及硝化细

菌数量的变化。
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nxrA 基因是 NO-
2 转化为 NO-

3 的催化基

因,由图4-b可见,处理前底泥中nxrA 绝对丰度

2.69×105copies/g,经过处理后4个ENR试验

组中nxrA 的绝对丰度为(2.18×105~4.03×
105)copies/g,其中T1处理组显著高于其他处理

组(P<0.01),说明低含量ENR会促进nxrA 基

因型微生物的生长或繁殖。nxrA的绝对丰度在

硝化基因中最低,这可能是因为底泥中 NO-
2-N

含量最低,且整体底泥环境缺氧,不利于该类微生

物的生长和繁殖[22]。

图4 恩诺沙星影响底泥中硝化功能基因含量

Fig.4 AbsoluteabundanceofnitrificationfunctionalgenesinsedimentundereffectsofENR

2.2.3 底泥中反硝化细菌 微生物反硝化作用

由多种厌氧或兼性厌氧微生物参与的系列酶催化

反应组成,包括亚硝酸还原酶(Nir)、氧化亚氮还

原酶(Nos)和硝酸还原酶(Nar)等,相应的编码基

因分别为nirK 或nirS、nosZ、narG[23]。
nirK 和nirS 基因是反硝化过程中将NO-

2-
N还原反应的标志物,由图5-a,图5-b可知,各处

理组nirS 的绝对丰度高于nirK,处理前底泥中

nirS 绝对丰度为7.22×107copies/g,处理后添

加较高含量ENR的T2、T3组中nirS 绝对丰度

显著提高(P<0.05),为1.11×108 和1.66×108

copies/g。这与邹华[24]的研究结果趋势类似,在
地下水中,0.1~100μg/L范围内的ENR对反硝

化细菌几乎以促进作用为主。处理前nirK 的绝

对丰度为4.69×107copies/g,处理后对照组、

T1、T2和T3中nirK 的绝对丰度分别为3.86×
107、3.29×107、1.94×107 和 2.43×107

copies/g。其中T2、T3组nirK 绝对丰度显著低

于对照组(P<0.05),可能较高浓度ENR会抑制

nirK 型微生物生长,有研究表明[25],底泥中反硝

化基因nirK 丰度会随着磺胺嘧啶的浓度增加而

逐渐降低。本研究中,nirK 和nirS 出现两种相

反变化趋势,这与李筱宛等[26]的研究结果类似,
随着上覆水中C/N的比例升高,nirS 和nirK 基

因丰度分别有增加和下降的趋势。在呼和等[27]

研究的撂荒地中,nirK 和nirS 两种基因型反硝

化微生物丰度之间有极显著线性负相关关系。有

研究发现,这两种基因型的反硝化菌有不同的栖

息环境选择,会产生生态位分化,nirK 基因对环

境的敏感程度远大于nirS[28-29]。
nosZ 作为编码 N2O还原酶的基因,能够表

征系统彻底完成了反硝化过程。从图5-c看出,
处理前底泥中nosZ 的绝对丰度为3.19×106

copies/g,4种处理后底泥中nosZ 的绝对丰度为

3.48×106~5.16×106copies/g,表现为 T1>
T3>T2>对照组,各添加ENR组间差异不显著

(P>0.05)。利用Pearson相关性分析,底泥中

NH+
4-N含量与nosZ 显著正相关(P<0.05)。虞

泳等[30]研究发现,氨氧化细菌在将NH+
4-N氧化

成NO-
3-N的过程中,会有N2O作为中间产物释
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图5 底泥中反硝化功能基因绝对丰度

Fig.5 Absoluteabundanceofdenitrificationfunctionalgenesinsediment
放出来,N2O作为nosZ 基因编码的N2O还原酶

的原料,能够促进nosZ 的增长,所以 NH+
4-N间

接地为nosZ 提供生长原料。

narG 基因是将NO-
3-N厌氧转化为NO-

2-N
的标志物。图5-d显示,处理前底泥中narG 的绝

对丰度为1.70×108copies/g,处理后narG 的绝

对丰度为1.00×108~1.66×108copies/g,各处

理组间差异不显著(P>0.05),添加ENR并未对

底泥中narG 基因产生明显影响。

2.3 间隙水中三态氮变化趋势

图6-a显示,间隙水TN含量从初始(2.13±
0.30)mg/L极显著升至(6.70±0.57)~(7.54±
0.93)mg/L(P<0.01),说明在试验过程中,底泥

中的氮素逐渐释放,进入到间隙水中,且4个试验

组的 间 隙 水 中 TN 含 量 并 未 见 显 著 差 异

(P>0.05)。间隙水中 NH+
4-N、NO-

3-N含量在

试验过程中逐渐升高,且 NH+
4-N含量(1.37±

0.43)~(6.04±1.29)mg/L远高于 NO-
3-N含

量 (0.47±0.22)~(0.55±0.21)mg/L,间隙水

中NH+
4-N含量随时间推移上升显著(P<0.05,

图6-b、6-c)。这可能是由于底泥一直处于缺氧还

原状态,不利于微生物硝化反应的发生,厌氧环境

中 NH+
4-N 以 铵 离 子 的 形 式 储 存 在 间 隙 水

中或吸附在底泥矿物表面,提高底泥间隙水中
图6 底泥间隙水中的氮含量

Fig.6 Nitrogenconcentrationsinporewaterofsediment
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NH+
4-N含量,可见 NH+

4-N是间隙水中氮的主

要迁移形态[31]。图6-c显示,T1处理组间隙水中

的NO-
3-N含量高于其他处理组,而nxrA 基因

是NO-
2 转化为 NO-

3 的催化基因,由图4-b可

见,T1组底泥中nxrA 基因绝对丰度高于其他处

理组,与T1间隙水中NO-
3-N含量表现出极显著

正相关(P<0.01)。

3 结 论

水产养殖池塘底泥中无机氮形态以NH+
4-N

为主,经恩诺沙星处理后,NH+
4-N 含量降低了

19.8%5~37.34%。底泥的氮转化功能基因中,

anammox 相 对 丰 度 最 高 (占 比 60.0% ~
78.4%),说明厌氧氨氧化作用是底泥中微生物转

化氮的主要途径,底泥NH+
4-N含量与anammox

绝对丰度呈极度负相关(P<0.01)。底泥中低含

量恩诺沙星(1.0mg/kg)会促进nxrA 基因的生

长或繁殖,恩诺沙星含量为2.0mg/kg以上时,
对反硝化基因nirK 有明显抑制作用。
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EffectofEnrofloxacinonNitrogenTransformation
inSedimentofAquaculturalPonds

LIULizao,ZHANGYupingandZHANGLingling
(ShanghaiFisheriesResearchInstitute,Shanghai 200433,China)

Abstract Toexploretheeffectofantibioticsonnitrogenformsandrelatedmicroorganisminsediment
ofaquaculturalponds,enrofloxacin(ENR)wasselectedasobject,fourconcentrationgradients(0,1.0,

2.0and5.0mg/kg)weresetupinthisstudy.TheconcentrationsofNH+
4-NandNO-

3-Ninthesedi-
mentdecreasedwiththeprocessingoftheexperiment.AfteradditionofENR,theNO-

2-Nconcentra-
tionsinsedimentincreasedby7.55%-15.30% .Therelativeabundanceofanammoxinthesediment
wasthehighestintheNtransformationgenes,accountingfor60.0%-78.4%.Anaerobicammonia
oxidationplayeddominantroleinthesediment.Theabundanceofanammoxhadsignificantlynegative
correlationwithNH+

4-Nconcentration.LowconcentrationofENR(1.0mg/kg)inthesedimentpro-
motedthegrowthofnxrAgene.ThegrowthofnirK genewasinhibitedwhentheconcentrationof
ENRwasmorethan2.0mg/kg.
Keywords Aquacultureponds;Sediment;Enrofloxacin;Nitrogentransformation;Functionalgenes
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