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摘  要：农田土壤–蔬菜体系中残留和滋生的多种抗生素抗性致病细菌已对人体健康和生态环境安全造成较严重

的隐患，因此开展针对性的风险管控技术研究十分迫切。生物质炭阻控与农业噬菌体疗法联用靶向灭活土壤–蔬菜体

系中抗生素抗性致病细菌，为解决此类污染土壤问题提供了全新途径。本研究以自主制备的抗生素抗性致病细菌(携

带四环素抗性基因 tetW的大肠杆菌K12，携带氯霉素抗性基因 ampC的铜绿假单胞菌 PAO1)污染农田土壤为盆栽用土，

开展生菜土培试验 60 d。设置单独或同时添加生物质炭和接种广宿主型噬菌体(YSZ 5K)的不同处理，以土壤–生菜体

系中 K12、PAO1数量变化及 tetW、ampC丰度消减程度表征联合修复的效果。结果表明，针对土壤–生菜体系中残留

K12、PAO1和 tetW、ampC消减程度变化，判断不同处理效果，依次为：BP(生物质炭与噬菌体联用)> B(单独施用生

物质炭)>P(单独接种噬菌体)> CK(对照)，其中 BP处理条件下，K12与 PAO1在土壤和生菜叶片中数量较之对照处理

下降了 2.1 ~ 3.1个数量级，tetW和 ampC丰度较之对照处理下降了 2.2 ~ 3.3个数量级。此外，在 BP处理条件下，生

菜收获后，土壤微生物群落结构与功能多样性和稳定性指数也得到显著提升，证明该联合治理方式是一种较为环境友好

的修复技术。本研究结果可为降低土壤–蔬菜体系中抗性致病细菌的残留风险提供科学的理论依据和有效的管控技术。 

关键词：土壤–蔬菜体系；生物质炭；农业噬菌体疗法；抗生素抗性致病细菌 

中图分类号：S154.1；Q938.1+3     文献标识码：A

由于抗生素类兽药的滥用、畜禽粪便安全化处理

技术的不足及环境管理的缺失，中国及世界范围内许

多国家的城郊畜牧业养殖厂周边农田土壤-蔬菜系

统，常成为残留和滋生抗生素抗性细菌 (antibiotic 

resistance bacteria， ARB)和抗性基因 (antibiotic 

resistance genes，ARGs)的高风险热点“源”和

“汇”，尤其是在大量环境中可移动基因元件(质粒、

整合子、转座子)水平转移或垂直转导的促进作用下，

一些人畜共患抗生素抗性致病细菌的扩散传播风险

更会大大增加，同时给人体健康和生态安全带来了极

为严重的潜在威胁[1-2]。因而，开展针对性降低风险

的阻控技术和消除风险的生物靶向灭活技术研发已

十分迫切和必要。 

生物质炭(biochar)是一种多孔隙、吸附能力强、

可提供土著微生物着床的环境友好型功能材料[3]。有

研究表明，在畜禽养殖场周边农田土壤、医疗废弃物

处理厂和垃圾填埋场周边覆土中，添加生物质炭可高

效广谱性协同阻控多种ARB和ARGs在土壤-植物体

系中的传播路径、传播频率和传播距离，环境中 ARB

和 ARGs的扩散风险在生物质炭的阻隔、吸附、促消

减作用下得到有效降低[4-6]。然而，基于生物质炭的

阻控技术虽可以显著降低风险，但并未从根本上消除

风险。仍然需要进一步研发深度灭活土壤-植物体系

中抗生素抗性致病细菌的生物靶向修复技术。 

噬菌体疗法的出现为解决上述问题提供了一种

全新途径。细菌噬菌体(简称噬菌体)是一类专属性捕
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食活体宿主细菌而存活的生物体，在土壤、水、空气

乃至人和动物体表或肠道内均广泛分布，据估算其总

量达到 1031数量级[7-8]。噬菌体疗法是指通过分离、

筛选、纯化和富集宿主细菌的专属噬菌体之后，向污

染土壤-植物体系中添加特定噬菌体菌液，定向侵染

并灭活抗性致病细菌的修复方式[9-11]。已有学者成功

将噬菌体疗法应用在灭活葡萄、辣椒、番茄等果蔬的

植物病害细菌或人畜共患致病细菌的食品安全保障

领域[12-14]。此外，前期研究常认为噬菌体仅限于侵染

某一“种”类的宿主细菌，但近年来学术界越来越多

的发现：噬菌体经过适当的基因改造或人工加速定向

驯化后，可针对同一“属”内几种高度同源性的宿主

细菌，甚至针对不同种属之间的宿主细菌也具有一定

广谱性捕食区间[15-17]。这为噬菌体疗法进一步广泛应

用奠定了坚实的理论基础。 

基于上述研究背景，本研究将自主制备复合抗生

素抗性致病细菌污染土壤，模拟实际污染土壤现状，

进行生菜土培试验。探究单独及联合使用生物质炭阻

控技术和广宿主型噬菌体疗法灭活技术，协同消除土

壤-生菜体系内复合抗性致病细菌的过程与效果。同

时基于修复过程中土著细菌群落结构组成和功能多

样性变化，综合评价此联合修复技术的环境效应。本

研究结果可为同步高效阻控和深度靶向灭活农田土

壤-蔬菜体系中多种致病细菌的环境风险，提供环境

友好、行之有效的生物修复技术，具有广泛应用前景。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

1.1.1  供试品种    生菜为意大利全年耐抽苔生菜

(Lactuca sativa L.)，河北金发种业有限公司。 

1.1.2  供试土壤    采自南京城郊某奶牛场(32°30′ 

45″N，118°94′7″E)附近农田土壤，采用五点取样法，

取 0 ~ 10 cm的表层土壤，于暗处 4 °C冷藏保存。测定

土样基本理化性质[18]：沙粒 238 g/kg，壤粒 454 g/kg，

黏粒 318 g/kg，pH 7.7，全氮 1.7 g/kg，水溶性氮 1.7 g/kg，

全磷 1.3 g/kg，全钾 17.5 g/kg，CEC 19.4 cmol/kg。 

1.1.3  供试生物质炭    由江苏省农业科学院面源

污染治理与水体修复研究室提供，以玉米秸秆为原

料，300 ℃高温烧制，测定其基本理化性质[19]：全

碳 556.4 g/kg，全氮 13.6 g/kg，C/N 35.6，灰分 186.5 g/kg，

全磷 2.3 g/kg，全钾 11.6 g/kg，pH 9.5。 

1.1.4  供试菌株    携带四环素抗性基因 tetW 和绿

色荧光蛋白(green fluorescent protein，GFP)基因的大

肠杆菌 K12(Escherichiacoli K12)与携带氯霉素抗性

基因 ampC和红色荧光蛋白(red fluorescent protein，

RFP)基因的铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa 

PAO1)及广宿主型噬菌体 YSZ 5K(头长径约 110 nm，

横径约 80 nm，尾长约 120 nm；最佳感染复数 MOI = 

0.1)均为南京农业大学土壤生态实验室提供。 

1.1.5  试验仪器与试剂    激光扫描共聚焦显微镜

(Leica DM 5000B)，实时荧光定量 PCR 仪(Applied 

Biosystems StepOnePlusTM)， BIOLOG(MicroStation 

TM，型号：14060316，华粤行仪器有限公司)，恒温

培养箱，Luria-Bertani(LB)培养基。 

1.2  试验设计 

本研究采用温室盆栽试验，每个盆钵称取 8 kg

供试土壤，每个盆钵中同时接种100 ml浓度为107 cfu/ml

的 K12(GFP，tetW)和 PAO1(RFP，ampC)菌液，制备获得原始

抗性致病细菌污染土壤。设有 4 组处理：①对照组

(CK)：每盆种植 3棵生菜(在种子上覆土 0.5 ~ 1 cm，

室温 18℃±2℃)；②生物质炭处理(B)：在对照组基

础上添加生物质炭(10 g/kg)；③噬菌体处理(P)：在对

照组基础上接种100 ml浓度为108 pfu/ml的广宿主型

噬菌体 YSZ 5K；④生物质炭和噬菌体联合处理(BP)：

在对照组基础上添加生物质炭并接种噬菌体 YSZ 

5K。每隔 3 d浇水，保持田间最大持水率的 75%。每

隔 10 d，在生菜根部附近随机采集 5个土样，共取样

10 g土壤，混合均匀后，待测。并在第 60天时采集

新鲜生菜，去除根部附着土壤，在根与叶连接的成熟

区剪断，于暗处 4 ℃ 低温储藏[20]。 

1.3  噬菌体疗法在土壤中灭活抗性致病细菌的效果 

将土壤样品与 100 ml无菌水混匀，振荡 5 min，

浸提 10 min，取 100 μl悬液稀释到适当浓度，并在

LB平板上涂布计数，对 K12和 PAO1数量进行测定。 

1.4  噬菌体疗法对土壤中抗性基因消减变化的研究 

用土壤基因组DNA提取试剂盒(FastDNA® Spin 

Kit For Soil，货号：116560200)提取土壤基因组 DNA，

用微量分光光度计 NanoDrop 测定提取的土壤 DNA 

的纯度(OD260/OD280在 1.8 ~ 2.0之间)和浓度。用

qPCR(StepOnePlusTM RealTime PCR system) 对

tetW、ampC基因进行丰度的定量分析(表 1)。原始土

壤中 tetW、ampC检测为阴性。 

1.5  噬菌体疗法对生菜中抗性致病细菌和抗性基

因的影响 

用激光扫描共聚焦显微镜(Zeiss LSM710)，观测

不同处理条件下，新鲜生菜根和叶片中 K12和 PAO1

的赋存状态和定殖情况；取待测植物样品用无菌水漂

洗 3 ~ 4次，剪碎后放入盛有 4 ml无菌水的研钵中充 
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表 1  抗性基因 tetW 和 ampC 的 PCR 扩增引物序列 
Table 1  Primer sequences for denitrification genes tetW and ampC gene amplification 

目标基因 引物 引物序列(5’- 3’) 产物长度(bp) 退火温度(℃) 

tetW-F GAGAGCCTGCTATATGCCAGC 168 60 tetW 

tetW-R GGGCGTATCCACAATGTTAAC   

ampC-F GCT TGG TGG CGA CGC TAT TG 126 55 ampC 

ampC-R GCA GTG TAG GTT GCG AGA TGT AAT AG   

16S rRNA 16S rRNA-F CCT ACG GGA GGC AGC AG 197 55 

 16S rRNA-R ATT ACC GCG GCT GCT GG   

 
分研磨，静止后取上清，用细菌基因组 DNA提取试

剂盒(TIANamp Bacteria DNA Kit，货号：dp302-02)

提取内生细菌总 DNA，并用 qPCR(StepOnePlusTM 

RealTime PCR system)对 tetW、ampC基因丰度进行

测定。 

1.6  土壤微生物群落功能的多样性和稳定分析 

将 1.2中采集的土壤样品，进行微生物群落功能

多样性和稳定性分析。土壤微生物群落功能多样性采

用 Biolog ECO测定法[21-22]。Biolog ECO微平板中多

底物酶联反应采用每孔的平均吸光度值(average well 

color development，AWCD)来描述。             

AWCD = ( ) 31i RC    (1) 

式中：Ci代表含底物试验孔的吸光值，R代表不含底

物对照孔的吸光值，31表示本试验中有 31种碳源。

土壤群落功能多样性采用培养 Biolog ECO微平板孔

中吸光值，计算土壤微生物群落功能多样性指数

(Shannon指数(H)和 Simpson指数(D))。  

= (Ln )i iH p p  (2) 
2= 1 iD P  (3) 

式中：pi为第 i孔相对吸光值(C-R)与整个微平板相对

吸光值总和(∑ODi)的比率。 

1.7  数据处理 

所用数据均为 3次重复采样的平均值，利用软件

SPSS 21 进行数据统计分析。图表采用 Microsoft 

Excel 2016和软件 OriginPro 9.0绘制。 

2  结果与讨论 

2.1  噬菌体疗法对土壤中抗性致病细菌的灭活效果 

由于本研究所使用的 K12 和 PAO1 分别标记有

稳定遗传的绿色荧光蛋白基因和红色荧光蛋白基因，

因而采用平板涂布计数法，可对 K12 和 PAO1 数量

动态变化规律进行监测。如图 1所示，不同处理条件

下，土壤中 K12 和 PAO1 消减程度从高到低顺序依

次是：BP>P>B>CK，这可能是由于生物质炭是一种

环境友好的土壤改良材料，已有较多研究表明添加生

物质炭可以有效改善土壤益生菌群在总体土著菌群

中的多样性、代谢活性和生态位比例[23-24]。因而相较

于 CK处理来说，单独添加生物质炭的 B处理，土壤

中 K12和 PAO1的数量得到显著抑制(P<0.05)。另外，

单独接种噬菌体的处理，第 60 天时，土壤中 K12

和 PAO1 残留丰度分别为 5.1×104 cfu/g 和 5.63×104 

cfu/g，该结果直接验证了广宿主型噬菌体疗法在土壤

中具有同步靶向灭活复合抗性致病细菌的能力；相较

于单独添加生物质炭处理(B)或单独接种噬菌体处理

(P)，BP处理具有更为显著的协同灭活效果(P<0.05)，

K12和 PAO1的残留数量相较于原始接种量分别下降

了 2.5 和 2.1 个数量级，分别仅为 4.65×104 cfu/g 和

5.15×104 cfu/g。这可能是由于土壤中添加的生物质炭

不仅可以通过吸附、阻隔作用主动持留一部分抗性致

病细菌，同时生物质炭自身的多孔结构和富含养分元

素也可以让抗性致病细菌在土壤微域环境形成相对

密集的定殖区域，再加上外界的广宿主型噬菌体的

引入，充分增加噬菌体接触到宿主致病细菌的概

率，节约噬菌体寻找宿主时间和缩短噬菌体寻找宿

主路径 [25]，这样更有利于噬菌体快速侵染并灭活复

合致病细菌，达到消除风险的作用。 

2.2  噬菌体疗法对土壤中 ARGs 丰度消减变化的

影响 

土壤中过量丰度 ARGs存在，能通过食物链直接

或间接传递作用增加人体获得抗生素抗性的风险，故

而 ARGs 也被认为是一种新型环境生物大分子污染

物。本研究同时关注不同处理条件对土壤中 ARGs

丰度消减的影响。从图 2可以看出，各组处理下土壤

中 ARGs 丰度的消减动态与 K12 和 PAO1 数量的消

减动态接近一致。即：单独或同时添加生物质炭和接

种噬菌体处理，对土壤中 ARGs 的消减有显著效果

(P<0.05)；同时添加生物质炭和接种噬菌体处理(BP

处理)对于深度消除土壤中 ARGs 具有显著的协同效

应(P<0.05)，在 BP 处理下，土壤中 ARGs 消减最为

显著，两种 ARGs丰度下降幅度分别为 2.2和 3.2个 
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(CK：对照组；B：单独添加生物质炭处理；P：单独添加噬菌体处理；BP：生物质炭与噬菌体联用处理，下图同) 

图 1  污染土壤中大肠杆菌 K12 与绿假单胞菌 PAO1 数量的动态变化 
Fig. 1  Dynamics of K12 and PAO1 abundances in contaminated soil 

 

图 2  污染土壤中抗性基因 tetW 与 ampC 的动态变化 
Fig. 2  Dynamics of resistance genes tetW and ampC in contaminated soil 

 
数量级，其中 tetW 基因丰度由第 1 天的 2.3×108 

copies/g下降到第 60天的 2.2×105 copies/g，而 ampC

基因丰度由 6.6×107 copies/g下降到 5.6×105 copies/g。

这可能是由于本研究检测到的土壤中关于四环素抗

性的 tetW基因都是存在于活体 K12体内，而检测到

的关于氯霉素抗性的 ampC基因存在于活体 PAO1体

内，所以当不同处理条件对土壤中 K12 和 PAO1 的

增殖活性产生显著抑制或者大幅度灭活残留数量后，

相应 ARGs丰度也随之减弱。 

2.3  生物质炭与噬菌体疗法联用追踪灭活生菜体

内抗性致病细菌和抗性基因 

ARB/ARGs 从土壤向植物体内迁移富集的过程

增加了人类在食物链上直接接触到抗性致病细菌的

风险。为探究生物质炭与噬菌体疗法联用在污染土壤

-生菜体系中的实际应用，本研究使用激光扫描共聚

焦显微镜观测生菜根和叶片中 K12 和 PAO1 的赋存

状态和定殖情况(图 3)。由图 3 可知：不同处理条件

下，根部中定殖残留的 K12(绿点)与 PAO1(红点)数量 

 

图 3  第 60 天时生菜根和叶中 K12(绿点)和 PAO1(红点)的丰度变化(40x/0.75) 
Fig. 3  Detection of K12 (Green spot) and PAO1 (Red spot) in lettuce roots and leaves 
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要显著高于叶片中残留的 K12 与 PAO1 数量(P< 

0.05)；定殖的 K12 和 PAO1 主要分布和集中在植物

真核细胞的间隙，尤其是较多地聚集在根部和叶片的

气孔周围；不同处理条件对根叶中赋存 K12和 PAO1

的影响具有一致的规律，即：根叶中赋存的 K12 和

PAO1 数量由高到低的顺序依次是：CK>B>P>BP。

上述结果说明单独添加生物质炭可以有效降低 K12

和 PAO1从土壤向生菜组织中的迁移富集；而单独接

种噬菌体则是因为一方面高效靶向灭活了土壤中的

K12和 PAO1，另一方面也可能由于接种的噬菌体也

具有自主的移动性，同样可以通过根系气孔或机械损

伤部位迁移进入植物体内，从而深度追踪灭活生菜体

内的复合致病细菌；对于 BP处理来说，生物质炭在

土壤中的协同阻控效应和噬菌体疗法靶向追踪灭活效

应的叠加，更为直观地说明了该联合修复方法的高效。 

进一步具体分析生菜组织中残留 ARB 和 ARGs

的情况，本研究对根叶中 K12 和 PAO1 进行了定量

计数和 ARGs荧光定量分析。第 60天生菜收获后，

根/叶鲜样中 K12 和 PAO1 的累计定殖总数量由高到

低为：CK>B>P>BP(图 4)，与土壤中抗性细菌变化规

律相似；单独或同时添加生物质炭和接种噬菌体，都

可以显著消减生菜根叶中复合致病细菌的残留，并且

赋存状态与图 3中显微镜观测到的残留规律一致，其

中 BP 处理最为显著(P<0.05)，残留在生菜根叶中的

K12 和 PAO1 累计总量分别下降到 5.1×104、1.9×103 

cfu/g。根据这一规律深入分析第 60天时不同处理条

件对残留在根叶中 ARGs 丰度的变化(图 5)，发现：

第 60 天时，CK 处理下根和叶鲜样中 tetW 与 ampC

累计总丰度分别可以达到 5.3×106、5.1×105 copies/g；

而在 BP处理中，根叶中残留 ARGs丰度消减最为显

著(P<0.05)，tetW和 ampC累计丰度较之 CK下降了

6.2 和 5.7 个数量级，分别仅为 4.3×103 copies/g、

1.8×102 copies /g。上述结果综合证明了生物质炭阻控

和噬菌体疗法靶向灭活的联合修复技术，可以靶向追踪

消除土壤-生菜体系中K12和 PAO1复合抗性致病细菌

的残留滋生风险，是一种行之有效的风险消除技术。 

 

图 4  不同处理条件下生菜根(A)、叶(B)中 K12 和 PAO1 的赋存数量 
Fig. 4  Counts of K12 and PAO1 in lettuce roots (A) and leaves (B) in different treatments 

 

图 5  不同处理条件下生菜根(A)、叶(B)中 tetW 和 ampC 的残留丰度 
Fig.5  Abundances of tetW and ampC in lettuce roots (A) and leaves (B) in different treatments 

 
2.4  噬菌体疗法对土壤微生物群落多样性的影响 

噬菌体疗法在灭活土壤-生菜体系中抗性致病细

菌的同时，可能对土壤中其他益生菌群或整体微生物

群落结构和功能多样性造成一定程度的影响，因此进

行土壤生态风险评估十分必要[26]。AWCD 数值的变

化表示土壤微生物整体代谢活性的波动；丰富度指数
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Shannon(H)反映的是群落的丰富度, 其值越小表示

样性越低；优势度指数 Simpson(D)反映土壤微生物

群落常见种的优势度变化，数值越大其微生物多样性

越低。第 60天后不同处理下土壤 Biolog ECO测定结

果见表 2。 

表 2  不同处理方式土壤微生物群落功能多样性 
指数(第 60 天) 

Table 2  Diversity indices of soil microbial communities 

处理 平均吸光值
(AWCD) 

丰富度指数
(Shannon) 

优势度指数
(Simpson) 

CK 0.542 ± 0.03 c 4.214 ± 0.32 b 0.565 ± 0.02 b

B 0.575 ± 0.02 b 4.542 ± 0.45 b 0.531 ± 0.03 c

P 0.538 ± 0.03 c 3.675 ± 0.21 c 0.784 ± 0.02 a

BP 0.592 ± 0.01 a 5.413 ± 0.31 a 0.422 ± 0.01 d

注：表中同列数据小写字母不同表示处理间差异显著

(P<0.05)。 
 

AWCD 值由高到低表现为 BP>B>CK>P，而

Shannon 指数和 Simpson 指数也佐证了这一规律(表

2)，即：单独添加生物质炭对土壤微生物多样性有所

增强，这可能是由于生物质炭是温和友好的土壤环境

改良剂，可以大幅度改善土壤水热通气条件和养分循

环周转过程，增强微生物活性，提高土壤微生物群落

多样性；单独接种噬菌体后对土壤微生物多样性略有

下降，这可能是由于接种的广宿主型噬菌体在进入实

际土壤后为继续存活，拓宽了其捕食区间，从而对土

壤细菌群落的多样性造成一定程度的减少；而同时添

加生物质炭和接种噬菌体后土壤微生物多样性显著

增强(P<0.05)，这可能是由于生物质炭能够同时吸附

土著菌群和噬菌体，缩小噬菌体活动区间，提高其靶

向灭活致病细菌的效率，进而增强生物质炭吸附效

果，促进土壤中有益菌群的增长。这证明了生物质炭

施用与噬菌体疗法联合使用对于维持土壤-生菜体系

中细菌群落结构组成多样性具有良性贡献。上述结果

共同证明施用生物质炭和接种噬菌体的联合技术对

于同步维护土著微生物群落结构和功能稳定性具有

积极的作用，可以大幅度消减噬菌体疗法在应用过程

中对生态环境造成的潜在负面风险。 

3  结论 

本研究发现同时添加生物质炭和接种广宿主型

噬菌体的联合方式，不仅可以高效广谱地阻控四环素

抗性的 K12 和氯霉素抗性的 PAO1 从土壤向生菜体

内迁移富集的过程，还可以靶向追踪灭活土壤-生菜

体系中定殖的K12与 PAO1及消减相应携带的ARGs

丰度。此外，该联合修复方式对于维护土壤微生物群

落结构组成多样性和功能稳定性也具有积极作用，是

一种环境友好、生态安全的修复技术，可以为深度消

除土壤-蔬菜系统中ARB和ARGs的扩散传播和定殖

残留风险提供一种全新思路，具有广泛的应用前景。 
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Abstract: Ubiquitous existence of antibiotic resistant pathogens (ARP) in the agricultural land and vegetation system has 

posed great threat against public health and environmental safety, making it essential to develop targeted controlling technologies. 

In this work, biochar and bacteriophage combined technology was investigated for its effectiveness in targeted inactivating the 

ARP in the soil-lettuce system. Biochar and polyvalent phage YSZ 5K were applied to the ARP (tetracycline resistant Escherichia 

coli K12 and chloramphenicol resistant Pseudomonas aeruginosa PAO1) contaminated soil. The residual K12 and PAO1 counts 

and antibiotic resistance genes (tetW and ampC) abundances were determined after 60 days of incubation. The results showed that 

the combined technology was proved most effective, followed by sole application of biochar, sole inoculation of YSZ 5K, and the 

control. For the combined treatment, the counts of K12 / PAO1 decreased by 2.1–3.1 magnitudes and the abundances of 

tetW/ampC decreased by 2.2–3.3 magnitudes in the soil and lettuce leaves, respectively. In addition, the structural and functioning 

diversity of soil microbial community was improved significantly after the combined treatment. The results obtained here 

demonstrate the combined application of biochar and polyvalent phage YSZ 5K an environmentally-friendly technology that 

could effectively decrease the ARP in the soil-lettuce system. 

Key words: Soil-vegetable system; Biochar; Agricultural phage therapy; Antibiotic resistant pathogenic bacteria 

 


