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摘要 : 以北京市 2 座污水处理厂二级出水为研究对象，通过考察总异养菌群、抗性菌比例、浓度及抗生素对细菌的半抑制浓度，

研究了二级出水中一般细菌对青霉素、氨苄青霉素、头孢氨苄、氯霉素、四环素和利福平 6 种抗生素在不同浓度下的耐受性 ．结

果表明，2 座污水处理厂出水中青霉素、氨苄青霉素、头孢氨苄和氯霉素抗性菌比例较四环素和利福平高 ． 当抗生素浓度为 32

mg·L － 1时，污水处理厂 G 二级出水中头孢氨苄抗性菌比例最高为 59%，而污水处理厂 Q 二级出水中氯霉素抗性菌比例最高

为 44% ．头孢氨苄抗性菌在污水处理厂 G、Q 出水中的浓度分别高达 4. 0 × 103 CFU·mL － 1和 3. 5 × 104 CFU·mL － 1，而氯霉素抗

性菌浓度分别高达 4. 9 × 102 CFU·mL － 1和 4. 6 × 104 CFU·mL － 1 ．污水处理厂 G 中异养菌对头孢氨苄的耐受能力最强，其半抑

制浓度 ＞ 32 mg·L － 1 ; 污水处理厂 Q 中，异养菌对氯霉素的耐受能力最强，其半抑制浓度为 23. 1 mg·L － 1 ．污水处理厂二级出水

中部分抗生素抗性菌污染严重，且稳定存在于低浓度抗生素的处理出水 ．
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Abstract: Prevalence of antibiotic-resistant bacteria in wastewater effluents is concerned as an emerging contaminant． To estimate
antibiotic resistance in secondary effluents of municipal wastewater treatment plants，antibiotic tolerance of heterotrophic bacteria，
proportion of antibiotic-resistant bacteria and hemi-inhibitory concentrations of six antibiotics ( penicillin， ampicillin， cefalexin，
chloramphenicol，tetracycline and rifampicin) were determined at two wastewater treatment plants ( WWTPs ) in Beijing． The results
showed that proportions of ampicillin-resistant bacteria in WWTP-G and chloramphenicol-resistant bacteria in WWTP-Q were highest to
59% and 44%，respectively． The concentrations of ampicillin-resistant bacteria in the effluents of WWTP-G and WWTP-Q were as
high as 4. 0 × 103 CFU·mL － 1 and 3. 5 × 104 CFU·mL － 1，respectively; the concentrations of chloramphenicol-resistant bacteria were
4. 9 × 102 CFU·mL － 1 and 4. 6 × 104 CFU·mL － 1，respectively． The data also indicated that the hemi-inhibitory concentrations of
heterotrophic bacteria to 6 antibiotics were much higher than common concentrations of antibiotics in sewages，which suggested that
antibiotic-resistant bacteria could exist over a long period in the effluents with low concentrations of antibiotics． Antibiotic-resistant
bacteria could be a potential microbial risk during sewage effluent reuse or emission into environmental waters．
Key words: total heterotrophic bacteria; antibiotic-resistant bacteria; antibiotic tolerance; hemi-inhibitory concentrations of antibiotics;
wastewater reuse

抗生素滥用会导致病原菌的耐药性日益严

重［1，2］．抗生素抗性病原菌( 以下简称“抗性菌”) 的

传播被世界卫生组织认为是 21 世纪最大的公共卫

生安全问题之一［3］． 城市污水处理厂作为医院污

水、社区污水等的汇集地，是各种抗性菌来源集中的
场所，污水中的抗性菌问题日渐显现［4］． 含有抗性

菌的城市污水处理出水回用或直接排放，会增加公

共人群的病原微生物感染风险，而其中的抗性基因

传播是潜在的生态危害 ［5］．目前欧美国家已对城市

污水处理厂出水排放对自然环境中的抗性菌影响展

开相关研究［6，7］． Watkinson 等［8］对污水中的大肠杆
菌耐药性进行研究，发现四环素耐药性最高，达

51%，先锋霉素和磺胺二甲异唑其次，分别为
41%和 32% ．目前国内针对二级处理出水中抗性菌
的浓度及存在状况研究较少，本研究针对典型城市

污水二级处理出水中总异养菌群对青霉素、氨苄青
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霉素、头孢氨苄、氯霉素、四环素和利福平这 6 种抗
生素的耐受能力及抗生素抗性菌浓度水平展开分析，

以期为我国再生水中的抗生素抗性菌污染提供基础．

1 材料与方法

1. 1 水样
试验水样分别取自北京市 2 座实际运行的城市

污水处理厂 G 和 Q 的二级处理出水 ． 其中，G 污水
处理厂采用传统活性污泥法，Q 污水处理厂采用
A2 /O 工艺 ． 取样设备均经过消毒处理，样品存于冰
盒运回实验室，保存于 4℃冰箱，在 4 h 内进行相关
微生物指标检测 ．
1. 2 材料与试验方法
1. 2. 1 抗生素溶液的配制
各抗生素溶液的配制: 800 mg·L － 1青霉素溶液、

氨苄青霉素溶液和头孢氨苄溶液的溶剂为高纯水，

采用 0. 22 μm 水相滤头( 聚醚砜) 过滤; 800 mg·L － 1

氯霉素溶液和 400 mg·L － 1利福平溶液的溶剂为甲

醇，采用 0. 22 μm 有机相滤头 ( 尼龙 ) 过滤; 800
mg·L － 1四环素溶液的溶剂为 70%的乙醇溶液( 无水
乙醇与高纯水的体积比为 7∶ 3 ) ，采用 0. 22 μm 有机
相滤头( 尼龙) 过滤 ． 过膜除菌后的抗生素溶液，避
光保存于 － 20℃冰箱中，保存时间不超过 1 周 ．
1. 2. 2 培养基
抗生素抗性培养基: 灭菌后冷却至 45 ～ 50℃的

琼脂培养基( 培养基成分: 蛋白胨 10 g·L － 1，牛肉膏

3 g·L － 1，氯化钠 5 g·L － 1，琼脂 15 g·L － 1 ) 中分别加

入青霉素、氨苄青霉素、头孢氨苄、氯霉素、四环素和
利福平，每种抗生素的梯度浓度为 4、8、16、32
mg·L － 1 ．
1. 2. 3 总异养菌群的抗生素耐受性检测方法
( 1 ) 总异养菌群检测［9］ 细菌计数采用平板倾

注培养计数法，即普通营养琼脂倾倒法 ．将待测水样
梯度稀释后，取 1 mL 接种于灭菌平板，每个样本 3
个平行，在平板中倒入 10 mL 已灭菌融化并冷却至
45 ～ 50℃的营养琼脂培养基，轻轻转动平板，使菌液
与培养基混合均匀，冷凝后将平板倒置于 37℃培养
箱中培养 24 h，按照细菌活菌平板计数方法进行计
数［10］．
( 2 ) 总异养菌群抗生素耐受性检测 细菌计数

采用平板倾注培养计数法 ．将待测水样梯度稀释后，
取 1 mL 接种于灭菌平板，每个样本 3 个平行，倒入
10 mL 已灭菌融化并冷却至 45 ～ 50℃加入一定浓度
抗生素的营养琼脂培养基于平板中，轻轻转动平板，

使菌液与有抗生素溶液的培养基混合均匀，冷凝后

将平板倒置于 37℃培养箱中培养 24 h，按照细菌活
菌平板计数方法进行计数［10］．
1. 2. 4 数据处理方法
( 1 ) 存活率

存活率( % ) =
Nj

i

N0
× 100%

式中，Nj
i : 加入抗生素 j 的第 i 实验组的单位体积水

样的菌落( CFU·mL － 1 ) ，抗生素 j 包括青霉素、氨苄
青霉素、头孢氨苄、氯霉素、四环素和利福平; N0 : 对

照组( 即无抗生素平板) 的单位体积水样的菌落

( CFU·mL － 1 ) ．
( 2 ) 剂量效应与半抑制浓度
四参数 Logistic 方程用于拟合抗生素对二级处

理出水中的总异养菌群的剂量效应曲线 ． 四参数
Logistic 方程如下:

存活率( % ) =
A1 － A2

1 + ( x / x0 )
p + A2

式中，A1 : 无抗生素添加的效应值，设定初始值为

100 ; A2 : 抗生素添加足够多时的效应值，设定初始值

为 0 ; x0 : 半抑制浓度( mg·L
－ 1 ) ，即 IC50 ; x: 添加的抗

生素浓度( mg·L － 1 ) ; p: 曲线坡度参数 ．
将存活率和相对应的抗生素浓度输入软件

Origin 8. 0 的工作簿中，选择药物剂量效应 S 曲线拟
合，获得二级处理出水中总异养菌群对于相应抗生

素的半抑制浓度 ．

2 结果与分析

2. 1 二级出水中总异养菌群对抗生素的响应
城市污水处理厂 G 二级处理出水中总异养菌

群对青霉素、氨苄青霉素、头孢氨苄、氯霉素、四环素
和利福平这 6 种抗生素的响应曲线如图 1 所示 ． 对
于同一种抗生素，G 污水处理厂二级出水中的总异
养菌群数随着抗生素浓度的增加而减少，四环素和

利福平尤为显著 ． 当四环素和利福平浓度为 16
mg·L － 1和 32 mg·L － 1时，总异养菌群数几乎为 0． 总
体而言，污水中的总异养菌群对青霉素、氨苄青霉
素、氯霉素和头孢氨苄的耐受能力较高，对四环素和
利福平的耐受能力较差，这可能与它们的特性有关 ．
四环素和利福平都属于广谱抗生素，具有较强的杀

菌作用，所以在高浓度的情况下，细菌很难存活 ． 而
氯霉素、头孢氨苄和氨苄青霉素虽是广谱抗生素，但
它们的毒性很低，青霉素的主要抗菌谱是革兰氏阳

性菌，对水体中的革兰氏阴性菌作用不大 ．
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图 1 污水处理厂 G 二级出水中总异养菌群数在

不同抗生素浓度下的响应曲线

Fig． 1 Response of heterotrophic bacteria to antibiotics

in the secondary effluent from WWTP-Q

由图 2 可见，Q 污水处理厂中异养菌群数远高
于 G 污水处理厂中异养菌群数，可能与污水处理厂
的设计、运行和进水水质有关［11，12］． Q 污水处理厂
二级出水中不同浓度的抗生素对总异养菌群数影响

的一般规律与 G 污水处理厂相似 ．
根据 2006 年美国临床实验室标准化协会

( CLSI) 规定，青霉素、氨苄青霉素、头孢氨苄、氯霉
素、四环素和利福平这 6 种抗生素药敏试验标准中
的最高抗性界定浓度分别为 16、32、32、32、16、4

图 2 污水处理厂 Q 二级出水总异养菌群数

在不同抗生素浓度下的响应曲线

Fig． 2 Response of heterotrophic bacteria to antibiotics

in the secondary effluent from WWTP-Q

mg·L － 1 ．以此最高抗性界定浓度设定为污水中总异
养菌群的抗性界定浓度，得到 2 座城市污水处理厂二
级处理出水中 6 种抗性菌的浓度，如表 1 所示． 污水
处理厂 Q 的二级出水中青霉素抗性菌浓度最高，为
5. 4 × 104CFU·mL － 1 ．而污水处理厂 G 的二级出水中
抗性菌浓度普遍较污水处理厂 Q 低，但其中最低浓度
的利福平抗性菌浓度仍高达 2. 8 × 102 CFU·mL － 1 ． 由
此可以看出该 2 座城市污水厂二级处理出水中一般
细菌的耐药性比较严重，抗性菌浓度较高．

表 1 不同抗生素在抗性界定浓度下所对应的异养菌群数1 )

Table 1 Plate counts of heterotrophic bacteria to antibiotics at certain concentrations

项目 PEN AMP CEL CHL TET RIF

CLSI 药敏试验标准中抗性界定浓度 /mg·L － 1 16 32 32 32 16 4

WWTP-G 抗性菌浓度 / CFU·mL － 1 2. 9 × 103 2. 8 × 103 4. 0 × 103 4. 9 × 102 3. 0 × 103 2. 8 × 102

WWTP-Q 抗性菌浓度 / CFU·mL － 1 5. 4 × 104 3. 0 × 104 3. 5 × 104 4. 6 × 104 2. 3 × 103 1. 8 × 104

1 ) PEN: 青霉素; AMP: 氨苄青霉素; CEL: 头孢氨苄; CHL: 氯霉素; TET: 四环素; RIF: 利福平，下同

城市污水处理厂出水中的抗性菌可能是城市景

观水体、自然水体中抗性菌的主要来源 ． 有研究推
测，医院排放高浓度抗生素污水可能是导致水环境

中耐药菌增多的主要原因［13］．但 Wiethan 等［14］通过
对医院和城市污水中耐药菌的比较，发现 2 种水体
中的耐药菌数量级大致相同 ． 考虑到医院污水排放
入城市污水后平均有 100 倍的稀释作用，医院污水
对于城市污水的贡献率还不到 1%［15，16］． 同时
Ohlsen 等［17］对医院污水进行研究，发现抗性菌的迁
移和选择并不是偏向于高浓度抗生素的污水，因此

医院污水排放不应该是造成城市管道排放水环境中

耐药菌增加的主要原因 ． 目前对造成水环境中耐药
菌增加的主要原因存在一定的争议，需要对各种污

水排放进行监测和评估，以期综合评价造成耐药菌

增加的主要原因 ．
2. 2 二级出水中 6 种抗生素抗性菌的比例
目前关于水中抗性菌的研究大多通过细菌分离

和抗性鉴定方法来测得水中抗性菌的比例，以此来

判断水中抗性菌的污染状况 ． 因此本研究给出了在
不同浓度青霉素、氨苄青霉素、头孢氨苄、氯霉素、四
环素和利福平暴露下二级出水中总异养菌群的比

例，如图 3 和图 4 所示 ． 对于同一种抗生素，抗性菌
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比例随抗生素浓度的增加而减少 ． 但不同污水处理
厂的二级出水中同一种抗生素抗性菌的比例存在一

定的差异 ． 例如，当抗生素浓度为 32 mg·L － 1时，污

水处理厂 G 二级出水中头孢氨苄抗性菌比例最高
为 59%，而污水处理厂 Q 二级出水中氯霉素抗性菌
比例最高为 44% ． 总体而言，G 和 Q 二座污水处理
厂二级出水中氯霉素、青霉素、先锋霉素和氨苄青霉
素的抗性菌比例较高，远远超过了四环素和利福平

抗性菌 ．城市污水处理出水中不同抗生素抗性菌比
例不同的原因可能与抗生素的使用剂量、疗程及治
疗次数有关［18］．

图 3 污水处理厂 G 二级出水中总异养菌群数

在不同抗生素浓度下的存活比例

Fig． 3 Survival of heterotrophic bacteria to antibiotics

in the secondary effluent from WWTP-Q

图 4 污水处理厂 Q 二级出水中总异养菌群数

在不同抗生素浓度下的存活比例

Fig． 4 Survival of heterotrophic bacteria to antibiotics

in the secondary effluent from WWTP-Q

Zhang 等［12］通过对美国 1 座污水处理厂进水、
二级出水中不动杆菌进行分离研究，发现对氯霉素

的抗性分别达 25. 2%、35. 0% ． Guardabassi 等［4］对
丹麦的 2 座污水处理厂污水中分离的不动杆菌进行
研究，发现进水中的不动杆菌对氯霉素的抗性最高

为 15. 4%和 7. 9%，对四环素的抗性其次为 9. 2%和
6. 3%，对氨苄青霉素的抗性最弱为 0%、1. 6% ; 处
理过的废水中的不动杆菌的抗性与前者相似，对氯

霉素的抗性最高为 18. 3%和 12. 7%，对四环素的抗
性其次为 13. 3%和 6. 9%，而对氨苄青霉素非常敏
感 ．有研究报告，澳大利亚废水中分离的大肠杆菌对
四环素和先锋霉素的抗性较高，分别达 51% 和
41%［8］．本研究中 2 座污水处理厂中总异养菌对氨
苄青霉素、头孢氨苄、青霉素、氯霉素的抗性比例最
低为 30%，相比国外的报道，我国污水中的抗性菌
比例较高，更值得关注 ． Reinthaler 等［19］通过对澳大
利亚 3 座污水处理厂分离的大肠杆菌进行研究，发
现 57%大肠杆菌对四环素具有耐药性 ． Stine 等［20］

对猪养殖场的四环素抗性基因的分布情况进行调

查，结果发现 77%的大肠杆菌和 68%的肠球菌对四
环素具有耐药性 ． 而本研究中城市污水处理厂中四
环素的抗性菌比例较低，主要是因为 20 世纪 70 年
代发现四环素用于治疗对身体副作用较大，逐步被

其他抗生素所代替，而更多地用于畜禽养殖和水产

养殖［21］．四环素本身见光分解，是疏水性物质，具有
强烈的金属配合物，吸附到沉积物的能力很强，导致

城市污水中四环素的浓度很低［22］，再加上四环素具

有明显的杀菌作用，可能是导致城市污水中四环素

抗性菌比例较低的原因 ．虽然，β-内酰胺类( 青霉素、
氨苄青霉素、头孢氨苄) 在室温下容易水解，水环境
中的浓度极低［23］，然而本研究中城市污水处理厂二

级处理出水中的 β-内酰胺类的抗性菌比例较高，可能
是由青霉素、氨苄青霉素和头孢氨苄作为我国医疗抗
生素使用的基本常用药物过多使用造成的．
2. 3 污水处理厂二级出水整体抗生素抗性水平
对污水处理厂二级处理出水中的总异养菌群进

行抗生素的半抑制浓度分析，可以获得污水处理厂

出水中细菌群体的平均抗生素抗性水平 ． 通过比较
G 和 Q 污水处理厂中总异养菌群的抗生素半抑制
浓度( 表 2 ) ，可知北京市 2 座污水处理厂二级处理
出水中总异养菌群的 6 种抗生素抗性水平类似又有
差异 ． G 和 Q 污水处理厂二级处理出水中细菌群体
的氯霉素抗性水平均较高，其半抑制浓度分别高达

29. 6 mg·L － 1和 23. 1 mg·L － 1 ． G 污水处理厂二级处
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理出水中细菌的头孢氨苄半抑制浓度 ＞ 32 mg·L － 1，

高于 Q 污水处理厂二级处理出水一般细菌的头孢
氨苄抗性水平 ．由此可说明，不同污水处理厂出水中
异养菌的抗生素抗性水平不同 ．

表 2 北京市 2 座污水处理厂二级出水中总异养菌群的抗生素半抑制浓度

Table 2 Hemi － inhibitory concentrations of heterotrophic bacteria to antibiotics in the secondary effluents from two WWTPs in Beijing

WWTPs
IC50 /mg·L

－ 1

PEN AMP CEL CHL TET RIF
WWTP-G 7. 4 ( ± 0. 8 ) 0. 6 ( ± 0. 9 ) ＞ 32 29. 6 ( ± 16. 5 ) 0. 6 ( ± 0. 4 ) 0. 6 ( ± 0. 1 )
WWTP-Q 7. 3 ( ± 2. 8 ) 0. 03 ( ± 0. 5 ) 9. 4 ( ± 1. 4 ) 23. 1 ( ± 7. 2 ) 1. 2 ( ± 0. 2 ) 1. 6 ( ± 0. 3 )

由表 2 可知，污水处理厂 G 中异养菌的平均抗
性水平最高 ＞ 32 mg·L － 1，最低为 0. 6 mg·L － 1，而在

污水处理厂 Q 中，异养菌的平均抗性水平最高为
23. 1 mg·L － 1，最低为 0. 03 mg·L － 1 ． 我国污水处理
厂污水中抗生素浓度在 ng·L － 1 ～ μg·L － 1微量水平

( 表 3 ) ，远低于异养菌的抗生素半抑制浓度 ． 说明抗
性菌能在低浓度抗生素环境中长期稳定存在，而污

水中低浓度的抗生素对菌群耐药性的选择压力可能

是抗性菌稳定存在的重要原因之一［16］．
目前，人们利用培养和耐药性测试以及抗性编

码基因检测，在全世界的废水和污泥中都发现了

β-内酰胺类、喹诺酮类、四环素类、甲氧芐啶和磺酰
胺类的抗性菌［28，29］． 根据现有文献可知，输入到环
境中的抗生素抗性菌是环境中抗性菌污染的主要来

源，因此谨慎使用抗生素［30，31］、从源头上杜绝耐药
性菌株的输入对减少抗性菌的环境风险至关重

要［32］，而加强各类水体中抗性菌的监测是控制环境

中抗性菌传播的基础 ．

表 3 我国污水处理厂中各种抗生素的浓度

Table 3 Concentrations of antibiotics in sewage treatment

plants in China

抗生素类型 进水浓度 / ng·L － 1 出水浓度 / ng·L － 1 文献

头孢氨苄 670 ～ 2 900 240 ～ 1 800 ［24］

磺胺甲恶唑 5 450 ～ 7 910 ＜ 100 ［25］

磺胺甲恶唑 10 ～ 118 9 ～ 78 ［26］

磺胺嘧啶 5 100 ～ 5 150 ＜ 150 ［25］

磺胺嘧啶 ＜ 72 ＜ 36 ［26］

甲氧苄啶 120 ～ 320 120 ～ 230 ［24］

四环素 96 ～ 1 300 180 ～ 620 ［24］

环丙沙星 80 27 ［27］

诺氟沙星 110 ～ 460 85 ～ 320 ［24］

诺氟沙星 54 ～ 263 27 ～ 85 ［26］

诺氟沙星 339 85 ［27］

氧氟沙星 3 520 ～ 5 560 ＜ 740 ［25］

氧氟沙星 80 ～ 368 41 ～ 165 ［26］

氧氟沙星 1 208 503 ［27］

红霉素 470 ～ 810 520 ～ 850 ［24］

红霉素 253 ～ 1 978 216 ～ 2 054 ［26］

3 结论

( 1 ) 北京市 2 座城市污水处理厂二级处理出水
中的总异养菌群随抗生素浓度的增加呈相应减少，

6 种抗生素抗性菌浓度普遍较高 ． 污水处理厂 G 出
水中头孢氨苄抗性菌浓度最高，达 4. 0 × 103

CFU·mL － 1 ; 污水处理厂 Q 出水中青霉素抗性菌浓
度最高，达 5. 4 × 104 CFU·mL － 1 ． 而 2 座污水处理厂
出水 中 的 抗 性 菌 最 低 浓 度 仍 达 2. 8 × 102

CFU·mL － 1 ．
( 2 ) 城市污水处理厂二级处理出水中的抗性菌

比例较高 ．相比于四环素和利福平抗性菌，氨苄青霉
素、青霉素、头孢氨苄和氯霉素抗性菌比例较前两者
高 ．当浓度为 32 mg·L － 1时，污水处理厂 G 二级出水
中头孢氨苄抗性菌比例最高为 59%，而污水处理厂
Q 二级出水中氯霉素抗性菌比例最高为 44% ． 通过
与国外细菌分离测得水中抗性菌比例的数据比较，

说明我国城市污水中的抗生素抗性菌污染较为

严重 ．
( 3 ) 根据总异养菌的抗生素半抑制浓度，获得

二级处理出水中异养菌群对 6 种抗生素的平均抗性
水平 ． 2 座污水处理厂出水中总异养菌的氯霉素抗
性水平均较高，分别高达 29. 6 mg·L － 1 和 23. 1
mg·L － 1，污水处理厂 G 出水中总异养菌的头孢霉素
抗性水平 ＞ 32 mg·L － 1 ．总异养菌群的抗生素抗性水
平远高于污水中的抗生素浓度，说明污水中的抗性

菌能在低浓度抗生素水体中长期存在，值得关注 ．
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