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摘要：从制药废水好氧池的活性污泥中分离出几株新的耐抗生素细菌，通过纸片扩散法对五种抗生素的耐药性进

行了测试，并通过往好氧反硝化培养基中添加抗生素的方式验证其在含抗生素环境下的脱氮效果。结果表明，筛

选出的菌体对多种抗生素具有抗生素耐药性，并且对氨氮和硝氮具有良好的去除效果
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引言

抗生素是具有抑菌或杀菌作用的由微生物产生的

具有抗病原体或者其他活性的代谢产物，或者是人工合

成的化合物。近年来，全球抗生素使用量呈现显著上升

趋势。自 20世纪 40年代青霉素投入临床应用之后，全

球抗生素的用量就呈现持续增长态势。但随之而来的耐

药性问题，已成为当前公共卫生领域的重大挑战。因此，

定向培育耐抗生素脱氮菌群对处理抗生素废水具有重

要价值。

1 材料和方法

1.1 培养基

异养硝化-好氧反硝化培养基（NDM）：1.8 g/L KN

O3，1.18 g/L (NH4)2SO4， 32.68 g/L 柠檬酸钠，微

量元素溶液。微量元素溶液：6.5 g/L K2HPO4·3H2O，

2.5 g/L MgSO4·7H2O，2.5 g/L NaCl，0.05 g/L FeSO

4·7H2O，0.04 g /L MnSO4·H2O（添加量 1ml/L）。

在 NDM 的基础上加入红霉素 20 μg/ml、萘啶酸 20

μg/ml、利福平 10 μg/ml、环丙沙星 1 μg/ml、盐

酸头孢他啶 5 μg/ml、四环素 10 μg/ml、土霉素 10

μg/ml、氨苄西林 10 μg/ml、青霉素 G钠 20 μg/ml、

阿莫西林 10 μg/ml。

1.2 菌株的富集和分离

将 225 mLNDM、ADM、NDMK 和 ADMK 培养基分别装到

锥形瓶中，高温灭菌后在超净工作台中将每个锥形瓶中

分别接种 25 mL 活性污泥并放 10 颗玻璃株，采用无菌

透气膜封口后，于 30℃、150 r/min恒温摇床培养。每

48 h 在无菌条件下更换 50mL 新鲜相应的培养基。将富

集驯化过程中取出的细菌悬浮液在4℃条件下以8000r/

min 离心 10min，取上清液分别测定 NH4+-N、NO3--N 和

NO2--N的浓度。

在超净工作台内，选择细菌生长密度合适的固体筛

选培养基，在其中挑选具有不同形态特点的菌落用于进

一步的划线分离。反复纯化直至菌落单一，在划线分离

的 LB 固体培养基中挑选形态不同的单菌落作为后续实

验的目标菌种。

1.3 菌株的鉴定

通过稀释涂布并分离之后，成功获得了4株纯化的

菌株。将这些纯化后的菌株分别提取 DNA 后，采用 16S

rRNA基因测序技术进行鉴定。BLAST结果表明，这 4株

菌株分别为卓贝尔氏菌属、芽孢杆菌属和盐单胞菌属。

1.4 抗生素的种类对菌株脱氮性能的影响

通过对比不同抗生素处理下菌株的脱氮效率，分析

抗生素种类对脱氮性能的具体影响，揭示其作用机制。

同时，考察不同菌株在不同抗生素环境中的适应性和脱

氮效果，为优化抗生素废水处理工艺提供科学依据。

2 结果与讨论

A5在三种不同抗生素的影响下的脱氮效果如图3-1

所示。结果显示，A5菌株在含青霉素的环境中脱氮的效

果为NH4+-N 去除率 85.7%，NO3--N去除率为 81.2%；在

含红霉素的环境中，NH4+-N 去除率为 94.5%，NO3--N

去除率为 92.8%；在含头孢他啶的环境中，NH4+-N去除

率为94.5%，NO3--N 去除率为 96.7%。

脱氮过程中，A5 功能菌在青霉素 G钠、红霉素和头

孢他啶三种抗生素环境下，体系中的 NH4+-N和 NO3--N

浓度均先呈上升趋势，随后逐渐下降，最终趋于稳定。

但是，三种含不同抗生素体系中的 NH4+-N和 NO3--N 浓

度上升幅度明显不同，其中，头孢他啶环境下 NH4+-N
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和 NO3--N 浓度上升最少，下降速度最快，青霉素 G 钠 环境下 NH4+-N 和 NO3--N浓度上升最多，下降最慢。

青霉素对 A5脱氮的影响 红霉素对 A5 脱氮的影响

头孢他啶对 A5 脱氮的影响

图 3-1 抗生素种类对 A5脱氮性能的影响

A4在三种不同抗生素的影响下的脱氮效果如图3-2

所示。结果显示，A4菌株在含四环素的环境中脱氮的效

果为 NH4+-N去除率 87.19%，NO3--N 去除率为 94.33%；

在含红霉素的环境中，NH4+-N 去除率为 89.41%，NO3--

N 去除率为 93.5%；在含头孢他啶的环境中，NH4+-N 去

除率为 93.74%，NO3--N去除率为 98.53%。

A4 菌株在不同抗生素环境下脱氮性能亦表现出显

著差异，尤其在头孢他啶环境中效果最佳，NH4+-N和 N

O3--N 去除率均超过 90%，显示出其对头孢他啶环境的

强适应性。四环素和红霉素环境下脱氮效果相对较弱，

可能与抗生素对菌株生长和代谢的抑制作用有关。此外，

A4菌株在头孢他啶环境中的快速脱氮能力，提示其在实

际污水处理中具有潜在应用价值。但在四环素和红霉素

环境下的脱氮速率相对较低。

四环素对 A4脱氮的影响 红霉素对 A4 脱氮的影响
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头孢他啶对 A4 脱氮的影响

图 3-2 抗生素种类对 A5脱氮性能的影响

AK3在三种不同抗生素的影响下的脱氮效果如图3-

3 所示。结果显示，AK3 菌株在含红霉素的环境中脱氮

的效果为 NH4+-N 去除率 91.73%，NO3--N 去除率为 94.

35%；在含四环素的环境中，NH4+-N去除率为 95.92%，

NO3--N去除率为 94.41%；在含氨苄西林的环境中，NH4

+-N 去除率为 95.68%，NO3--N去除率为 96.99%。

菌株AK3在三种不同抗生素的环境下表现出相对一

致的脱氮效果，尤其在氨苄西林环境中表现出的脱氮效

果最佳，NH4+-N 和 NO3--N 的去除率均超过了 95%。在

红霉素和四环素环境中，菌株 AK3 对 NH4+-N和 NO3--N

的去除趋势相对一致。在培养的初始阶段，NH4+-N浓度

下降较快，但随着硝化作用的进行，NO3--N浓度逐渐上

升，随着 NH4+-N 浓度即将被耗尽，反硝化作用开始变

得显著，NO3--N 浓度随后下降，之后趋于稳定。在氨苄

西林的环境中，NH4+-N 在第一天迅速下降至较低水平，

NO3--N浓度有所下降，在第三天 NH4+-N 和 NO3--N浓度

均达到最低点。这一结果表明，AK3 菌株在三种不同抗

生素环境下均表现出较强的脱氮能力，显示出其对多种

抗生素环境的适应性。

红霉素对 AK3脱氮的影响 四环素对 AK3 脱氮的影响

氨苄西林对 AK3脱氮的影响

图 3-3 抗生素种类对 AK3 脱氮性能的影响

N2在三种不同抗生素的影响下的脱氮效果如图3-4 所示。结果显示，N2菌株在含青霉素的环境中脱氮的效
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果为 NH4+-N去除率 94.73%，NO3--N 去除率为 98.09%；

在含氨苄西林的环境中，NH4+-N 去除率为 93.54%，NO3

--N 去除率为 97.13%；在含红霉素的环境中，NH4+-N

去除率为 95.45%，NO3--N去除率为 92.75%。

N2 菌株在青霉素和氨苄西林环境中脱氮效果显著，

NH4+-N 和 NO3--N 去除率均在 95%左右。在红霉素环境

中，N2 菌株适应期明显提升，NH4+-N 浓度在第三天降

低至较低水平，在 NH4+-N 基本被消耗完后，NO3--N 浓

度迅速下降至较低水平，前三天 NO3--N 浓度一直保持

在初始水平。N2菌株在三种不同抗生素环境下均展现出

高效脱氮能力，但其适应性和脱氮效率在不同抗生素中

有所差异，尤其在红霉素环境中表现出更长的适应期，

这一特性为实际应用中优化菌株提供了重要参考。

青霉素对 N2脱氮的影响 氨苄西林对 N2脱氮的影响

红霉素对 N2脱氮的影响

图 3-4 抗生素种类对 N2 脱氮性能的影响

在加入抗生素的脱氮效能研究中，NO3--N的去除速

率往往比 NH4+-N 的去除速率要慢，这说明在抗生素的

胁迫下与硝化过程相比，反硝化过程更容易受到抗生素

的影响。

3 结论

通过实验研究了不同抗生素环境下菌株的脱氮性

能，重点探讨了单一抗生素、混合抗生素以及混合菌株

在不同抗生素条件下的脱氮效果。主要结论如下：单一

抗生素对菌株脱氮性能的影响：不同菌株在不同抗生素

环境中的脱氮效果存在显著差异。A5菌株在头孢他啶环

境中表现出最佳的脱氮效果，NH4+-N 和 NO3--N 去除率

均超过 90%。A4 菌株在头孢他啶环境中的脱氮效果也较

为显著，NH4+-N去除率达到 93.74%，NO3--N 去除率达

到 98.53%。AK3 菌株在氨苄西林环境中表现出最强的脱

氮能力，NH4+-N 和 NO3--N 去除率均超过 95%。N2 菌株

在青霉素和氨苄西林环境中脱氮效果显著，NH4+-N和 N

O3--N去除率均在 95%左右。
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