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摘要: 近年来,抗生素已成为一类备受关注的新型环境污染物。 为了探究这类化合物对各类生物的毒性效应,本实验以红霉

素(ERY)、恩诺沙星(ENR)、磺胺甲恶唑(SMX)这 3 种常见的抗生素作为代表,研究其单独作用和两两联合作用对普通小球藻的

生长、蛋白合成及丙二醛(MDA)含量的影响。 结果表明:ERY、ENR 和 SMX 对小球藻的 96 h-EC50 分别为 85.7、124.5 和 1 672.7

μg·L-1,且 3 种抗生素两两联合时对小球藻的毒性作用类型均为协同作用。 此外,当暴露于环境浓度的抗生素时,无论是单独

加药还是联合加药,除 ERY 处理组的小球藻的蛋白合成被轻微抑制外,其他各处理组的蛋白含量与对照组相比,均展现出低

剂量刺激效应。 对于 MDA 产量,ENR 处理组的 MDA 含量与对照组无显著差异,其他各处理组均高于对照组;故环境浓度下

的 ENR 并没有对小球藻造成明显的氧化损伤,而其他 2 种抗生素则对小球藻造成了氧化损伤。 该研究为低浓度混合抗生素

在淡水环境中联合暴露的生态风险评估提供了科学依据。
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Abstract: Antibiotics have been widely concerned as a type of emerging environmental pollutants in recent years.

In this work, three common antibiotics, erythromycin (ERY), enrofloxacin (ENR), and sulfamethoxazole (SMX),

were selected as representatives to explore the toxic effects of antibiotics on various organisms. The growth situa-
tion, contents of protein, and malondialdehyde (MDA) of Chlorella vulgaris exposed to these three antibiotics were

investigated, alone and in pairs systems. The obtained results showed that the 96 h-EC50 of ERY, ENR, and SMX to

C. vulgaris was 85.7, 124.5, and 1 672.7 μg·L-1
, respectively. Moreover, when C. vulgaris was exposed to the anti-

� biotics combined in pairs, the joint toxicity of the mixtures showed synergistic effect. In addition, the protein syn-
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thesis of C. vulgaris exposed at environmental concentration was slightly inhibited in the ERY-treatment while the
other treatments exhibited low-dose stimulatory effects. The MDA content in the ENR-treatment was not signifi-
cantly different from that in the control, but those in other treatments were all higher than that in the control. From

the result of MDA determination, we can make the conclusion that ENR did not induce significant oxidative dam-
age to C. vulgaris at the environmental concentration, while the other two antibiotics induced oxidative damage to

C. vulgaris. The results provide scientific basis for the ecological risk assessment of combined exposure of low-lev-
� el mixed antibiotics in freshwater environments.

Keywords: erythromycin; enrofloxacin; sulfamethoxazole; Chlorella vulgaris; acute toxicity; joint effect

　 　 抗生素作为药品及个人护理品(PPCPs)的重要

一类,正在全球范围内广泛生产和大量使用,2013
年中国抗生素的使用量高达 16.2 万 t

[1]。 然而,抗生

素被人畜摄入后仅有少部分被吸收利用,70% ~

80%以原药或代谢产物的形式排出体外,进入各种

环境介质[2]。 章强等[3]调研了中国地表水抗生素的

污染情况,发现含量最多的是氟喹诺酮类和磺胺类

抗生素,其含量在 ng·L
-1
~ μg·L

-1的水平。 在一些

特殊地区如台湾新店溪和大汉溪中,红霉素的残留

量可达 75.5 μg·L
-1[4]。 大量研究表明,环境中低浓

度的抗生素即可对人体健康与生态环境造成严重影

响[5-7]。 目前抗生素已成为一类不可忽视的新型环

境污染物,其造成的环境危害也越来越突出,故它们

已经成为近年来环境领域的研究热点。
普通小球藻(Chlorella vulgaris)是一种常见的淡

� 水绿藻,由于其具有生长周期短,繁殖速度快,对污

染物敏感等特点,常被用来进行毒性试验。 淦志兵

等[8]评价了原壳小球藻对 6 种抗生素单独投加时的

敏感性,发现原壳小球藻对卡那霉素、链霉素、壮观

霉素、潮霉素和遗传霉素 G418 都表现出较强的敏

感性。 然而抗生素在环境中呈“混合-持久-低剂量”
的暴露特征[9],因此仅开展单一抗生素对环境的影

响并不能反映其真实的环境风险。 但是,目前关于

低浓度二元混合抗生素对各类生物的毒性效应的研

究报道较少,因此亟需开展混合抗生素对各类生物

特别是藻类这样的敏感水生生物的联合毒性研究。
本文研究了红霉素(ERY)、恩诺沙星(ENR)和磺

胺甲恶唑(SMX)3 种使用广泛的抗生素对普通小球

藻的单一毒性效应,并进行两两联合试验,评价了它

们对小球藻的联合毒性效应。 更进一步,通过单独

或者等毒性当量的联合加入上述 3 种抗生素,测定

了小球藻的蛋白合成和丙二醛(MDA)含量,以期探

讨这几种抗生素对普通小球藻可能的致毒机理。 本

实验为低浓度混合抗生素在淡水环境中联合暴露的

生态风险性评估提供了科学依据。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 实验材料

实验所用普通小球藻 (C. vulgaris,藻种编号:
� FACHB-1227)购自中国科学院水生生物研究所淡水

藻种库(湖北,武汉)。 实验所用培养基为 BG11 培养

基,配方由藻种库提供,培养基经 121 ℃灭菌 20 min

后备用。 红霉素、恩诺沙星以及磺胺甲恶唑(纯度均

高于 99% )均购自 Dr. Ehrenstorfer 公司(奥格斯堡,
德国),其他所有试剂均为分析纯。 主要仪器为分光

光度计(UV2000,上海尤尼科)和 Tecan 多功能酶标

仪(Tecan infinite 200,瑞士)。
1. 2　 实验方法

1. 2. 1　 藻细胞的接种与培养

新购的藻种经 2 ~ 3 次反复接种使其适应新环

境,具体操作为:在无菌环境下将藻种摇匀后转接到

50 mL 的三角瓶中,并用四层灭菌纱布封住瓶口,以
免受到外界污染且能保持瓶内空气流通。 然后放置

在智能光照培养箱(宁波莱福科技有限公司,中国)

中培养 1 ~ 2 d,让其适应新的培养环境。 培养箱温

度(26±1) ℃,光照强度 2 000 lx,光暗比为 14 h ∶ 10
h。 接着开始扩大培养,在无菌操作下取 10 ~ 15 mL

藻种转接到 20 ~ 30 mL 新鲜 BG11 培养基中;待
C. vulgaris 生物量明显增多时,按藻液 ∶ 培养基

� 为 1 ∶ 8 的比例进行再次转接。 每次实验的初始接

种量约为 10
6 个细胞/mL 藻液,连续培养 3 ~ 4 d 后,

C. vulgaris 即进入对数生长期,采用此时的培养液

� 进行毒理学实验。 培养期间每天定时摇瓶 3 ~ 4 次,
并随机调换位置,使其始终保持光照条件均等。
1. 2. 2　 生物量的测定

将藻液用双蒸水稀释,得到不同生物量的一系

列藻液,利用血细胞计数法在高倍显微镜下数出每

组藻液的细胞个数,并在 680 nm 下利用分光光度计

测出相应稀释组的藻液的吸光度,由细胞个数(C.D.)
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对吸光度 (OD680 )作图,得到一条标准曲线(C.D.=

87.586×OD680+4.3808,R2
=0.9969)。 此后根据测得

� 的样品吸光度,即可计算样品的细胞密度。
1. 2. 3　 抗生素对 C. vulgaris 的单独毒性实验

将 3 种抗生素标准品分别用无水乙醇配制成高

浓度的标准溶液,实验时将标准溶液逐级稀释,得到

一系列所需浓度的抗生素实验液。 实验采用一次性

加药,按等对数间距设置 7 个实验浓度(各加药组的

助溶剂乙醇加入量均小于 5‰)和 1 个助溶剂对照组

(加 5‰ 无 水 乙 醇 ), 浓 度 分 别 为 0、 10 -4、 10 -3、
10

-2、0.05、0.1、1、10 mg·L
-1,每个处理设置 4 个平

行,连续培养 96 h,分别测定初始与加药 96 h 后 680

nm 下的藻液吸光度。
1. 2. 4　 混合抗生素对 C. vulgaris 的联合毒性实验

联合毒性实验采用等毒性加药的方式,根据前

期单独毒性实验研究中每种抗生素对 C. vulgaris 的

� EC50 浓度值来确定 2 种抗生素联合作用时的具体

浓度。 其他实验条件与单独加药实验条件一致。 分

别采用毒性单位法(TU)
[10-11]、相加指数法(AI)

[12]以及

混合毒性指数法(MTI)
[13]来评价 2 种抗生素的联合

毒性,具体评价方法见表 1。
1. 2. 5　 蛋白含量和 MDA 含量的测定

根据每种抗生素单独以及两两联合时的 EC50

值,设定 ERY、ENR、SMX、ERY-ENR、ERY-SMX 和

ENR-SMX 处理组的浓度分别为 0.86、1.25、16.73、
0.40、7.58 和 1.41 μg·L

-1,使每个处理组的毒性相

等。 收集加药培养 96 h 后的藻液,每个样品取 20

mL,在 4 ℃下 6 000 r·min-1冷冻离心 10 min,弃掉上

清液,余下的 C. vulgaris 沉淀加蒸馏水反复冻融 3 ~

4 次,再在 4 ℃下 3 500 r·min-1冷冻离心 10 min,取
上清液,分别采用 BCA 法和 TBA 法测定蛋白和

MDA 含量,具体方法均参照南京建成生物工程研

究所的试剂盒说明书。
1. 3　 数据处理

数据的统计分析利用 SPSS 20.0 软件(IMB 公

司,美国),具体来说采用了单因素方差分析法(One-
Way ANOVA),并且用 LSD 法比较组间的显著性差

异。 P<0.05、P<0.01 表示存在显著性差异。 各类抗

� 生素的 EC50 浓度是利用浓度的对数为横坐标,抑制

率为纵坐标作图,并采用 Origin 9.1 软件(OriginLab

公司,美国)的 DoseResp 模型进行拟合得出的。

2　 结果(Results)
2. 1　 抗生素对 C. vulgaris 生长的影响

采用前述方法对各抗生素处理组的毒性实验数

据进行拟合,拟合结果见表 2。 本次实验测得 ERY、
ENR 与 SMX 的 96 h-EC50 分别为 85. 7、 124. 5
和 1 672.7 μg·L

-1。 而且 ERY-ENR、ERY-SMX 和

ENR-SMX 两两联合时的 96 h-EC50 分别为 39.9、
757.5 和 141.3 μg·L-1。
2. 2　 混合抗生素对 C. vulgaris 的联合毒性评价

采用等毒性加药的方式,3 种抗生素两两联合

进行了急性毒性实验,并采用毒性单位法(TU)、相加

指数法(AI)以及混合毒性指数法(MTI)来评价其联合

表 1　 3 种联合毒性评价方法

Table 1　 Three methods of joint toxicity assessment

方法类型

Methods

公式

Formula

作用类型及评价标准

Type and evaluation criteria

毒性单位法(TU)

Toxicity unit (TU)

TUi =Ci /EC50,i

TU= ∑TUi

TU0 =TU/TUi,max

TU=1 相加 Addition;TU>TU0 拮抗 Antagonism

TU<1 协同 Synergism;TU=TU0 独立 Independence

TU0>TU>1 部分相加 Partly addition

相加指数(AI)

Additive index (AI)

TU �1.0, AI=1/TU-1
TU⩾1.0, AI=TU(-1)+1

AI=0 相加 Addition;AI<0 拮抗 Antagonism

AI>0 协同 Synergism

混合毒性指数法(MTI)

Mixtures toxicity index (MTI)
MTI=1- log TU

log TU0

MTI<0 拮抗 Antagonism;MTI=0 独立 Independence

MTI>1 协同 Synergism;MTI=1 相加 Addition

0<MTI<1 部分相加 Partly addition

注:TUi 表示化合物 i 的毒性单位;TUi ,max 表示最大毒性单位;TU0 表示毒性单位总和与最大毒性单位的比值;Ci 表示化合物 i 的浓度;EC50, i

表示化合物 i 的半数效应浓度。
Note: TUi stands for the toxic unit of compound i; TUi ,max stands for the maximum toxic unit; Ci stands for the concentration of compound i; TU0

�
stands for the ratio of the total toxic unit to the maximum toxic unit; EC50, i stands for the median effect concentration of compound i.
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作用类型,相关计算结果见表 3。 由计算结果可以

看出,3 种抗生素两两联合下的联合毒性作用类型

均为协同作用。
2. 3　 抗生素对 C. vulgaris 蛋白质合成的影响

各处理组蛋白合成的结果如图 1 ~ 图 3 所示。
除 ERY 对 C. vulgaris 蛋白合成表现出抑制作用外,

� 其他各组均有不同程度的促进作用,其中,SMX、
ERY-SMX 和 ENR-SMX 与助溶剂对照组(CK)之间

存在显著性差异(P<0.01)。 ERY 与 ENR 联合对 C.

vulgaris 蛋白合成的影响如图 1 所示,单因素方差分

� 析(One-Way ANOVA)结果表明,ERY 与 ENR 联合

作用时的蛋白含量与其单独作用时没有显著性差异

(P=0.089)(图 1),而与 SMX 联合时存在显著性差异

� (图 2);ENR 与 SMX 联合时的蛋白含量均显著高于

CK、ENR 和 SMX 处理组(图 3)。
2. 4　 抗生素对 C. vulgaris MDA 含量的影响

3 种抗生素对 C. vulgaris MDA 合成影响的结

� 果显示:仅 ENR 组的 MDA 含量低于 CK,其他各组

则均高于 CK 组。 这说明在低浓度(1.25 μg·L-1
)时,

ENR 并没有对 C. vulgaris 造成明显的氧化损伤,而
� 其他 2 种抗生素则对 C. vulgaris 造成了氧化损伤。

ERY 与 ENR 联合时的 MDA 水平显著低于其单独

处理组(P=0.001)(图 1),而与 SMX 联合时有显著升

� 高的趋势(P =0.022);ENR 与 SMX 联合时的 MDA

� 含量显著高于 ENR 处理组(P =0.007),但显著低于

� SMX 处理组的 MDA 含量(P=0.039)(图 3)。

图 1　 ERY 和 ENR 联合对 C. vulgaris蛋白

与丙二醛(MDA)含量的影响

注:不同字母表示处理组间存在显著性差异(P<0.05)。

Fig. 1　 Joint effects of ERY and ENR on protein and

malondialdehyde (MDA) content of C. vulgaris

Note: Different letters show statistically significant differences

between treatment groups (P<0.05).

表 2　 不同抗生素对 C. vulgaris的急性毒性测试结果

Table 2　 The results of acute toxic tests of different antibiotics on C. vulgaris

处理组

Treatment groups

拟合公式

Fitting formula

96 h-EC50 /

(μg·L-1)
R2

ERY y=9.33+36.88/(1+10 -0.78(1.07+ x )) 85.7 0.987

ENR y=12.46+23.92/(1+10 -0.6(0.9+ x )) 124.5 0.997

SMX y=14.70+55.70/(1+100.72(0.22- x )) 1 672.7 0.981

ERY-ENR y=12.68+104.69/(1+10 -1.05(1.4+ x )) 39.9 0.998

ERY-SMX y=11.61+80.02/(1+10 -0.46(0.12+ x )) 757.5 0.990

ENR-SMX y= -7.21+84.87/(1+10 -0.3(0.85+ x )) 141.3 0.989

注:ERY、ENR、SMX 分别表示红霉素、恩诺沙星、磺胺甲恶唑;ERY-ENR、ERY-SMX、ENR-SMX 分别表示红霉素和恩诺沙星、红霉素和磺胺甲

恶唑、恩诺沙星和磺胺甲恶唑联合。
Note: ERY, ENR, SMX stand for erythromycin, enrofloxacin, sulfamethoxazole, respectively; ERY-ENR, ERY-SMX, ENR-SMX stand for the combina-
tions of erythromycin and enrofloxacin, erythromycin and sulfamethoxazole, enrofloxacin and sulfamethoxazole, respectively.

表 3　 3 种抗生素两两联合时的联合毒性评价结果

Table 3　 Joint toxicity evaluation results of three antibiotics combined in pairs

处理组

Treatment groups

毒性单位法(TU)

TU TU-1 TU0 TU-TU0

相加指

数法(AI)

混合毒性

指数法(MTI)

联合类型

Type

ERY-ENR 0.38 -0.62 1.97 -1.59 1.64 2.43 协同 Synergism

ERY-SMX 0.85 -0.15 1.98 -1.16 0.17 1.23 协同 Synergism

ENR-SMX 0.16 -0.84 1.99 -1.83 5.34 3.68 协同 Synergism
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图 2　 ERY 和 SMX 联合对 C. vulgaris蛋白

与 MDA含量的影响

注:不同字母表示处理组间存在显著性差异(P<0.05)。

Fig. 2　 Joint effects of ERY and SMX on protein and

MDA content of C. vulgaris

Note: Different letters show statistically significant differences

between treatment groups (P<0.05).

图 3　 ENR 和 SMX 联合对 C. vulgaris蛋白

与 MDA含量的影响

注:不同字母表示处理组间存在显著性差异(P<0.05)。

Fig. 3　 Joint effects of ENR and SMX on protein

and MDA content of C. vulgaris

Note: Different letters show statistically significant differences

between treatment groups (P<0.05).

3　 讨论(Discussion)
本实验藻类生长抑制数据的拟合采用 Origin

9.1 软件中 Fit Sigmoidal 拟合的 DoseResp 模型,相
关研究表明[14-15],相比于 WeiBull 以及 Logistic 模

型,此模型更适合于拟合藻类在复合污染下的生长

规律。 从 3 种抗生素对 C. vulgaris 96 h 生长抑制实

验拟合结果 (表 2)可以看出,ERY 对 C. vulgaris 的

� EC50 值最小,表明其对 C. vulgaris 的生长抑制最为

� 明显,ENR 次之,SMX 抑制作用最小。 这表明 3 种

抗生素对 C. vulgaris 的毒性顺序为 ERY >ENR>

� SMX,产生这种毒性差异的原因可能是因为不同抗

生素对 C. vulgaris 的毒性机制不同。 杨弯弯等[16]研

� 究了 ENR 和 ERY 对铜绿微囊藻生长的影响,发现

ERY 对铜绿微囊藻的生长抑制作用更大,这与本实

验的结果一致。 已有研究报道显示,链霉素[17]、纳米

银(AgNPs)
[18]和氧化乐果[19]对 C. vulgaris 的 96 h-

� EC50 分别为 20.08、1.11 和 4.88 mg·L-1,而该研究中

3 种抗生素对 C. vulgaris 的 96 h-EC50 在 0.086 ~

� 1.67 mg·L-1范围内,表明 C. vulgaris 对这 3 种抗生

� 素均十分敏感。
目前研究二元混合物的联合作用普遍采用的划

分方法是:相加作用(addition)、协同作用(synergism)、
拮抗作用(antagonism)和独立作用(independence)

[20]。
近年来在渤海湾[21]以及辽河流域[22]等水域中都同时

检测出了磺胺类、氟喹诺酮类、大环内酯类等多种类

型的抗生素。 因此在真实环境中抗生素通常以混合

形式存在,而混合抗生素的联合毒性作用往往不是

简单的相加作用。 Yang 等[23]研究了 12 种不同类型

抗生素对羊角月牙藻(Pseudokirchneriella subcapitata)

的联合毒性,发现不同类型抗生素联合得到了不同

的联合作用结果。 如磺胺类抗生素之间存在相加作

用,而氟喹诺酮类之间、大环内酯类之间以及四环素

类之间表现为协同作用。 本研究结果显示 ERY(大

环内酯类)、ENR(氟喹诺酮类)以及 SMX(磺胺类)两

两联合的作用类型均为协同作用(表 3),且 3 种评价

方法的结果一致。 这表明不仅同类抗生素之间联合

能够产生协同作用,不同种类的抗生素联合也可能

产生协同作用,这意味着在现实环境中各类抗生素

混合之后其毒性可能会变大,将会对生态环境产生

更严重的影响。 也有研究发现十六烷基三甲基氯化

铵(CTAC)与多环芳烃荧蒽(Flu)对小球藻的联合毒

性随 Flu 浓度的升高由协同效应转为拮抗效应[24],
本文仅研究了 2 种抗生素等毒性加药的联合毒性,
因此不同毒性配比的抗生素对 C. vulgaris 的联合毒

� 性有待进一步探究。
研究表明,大多数抗生素都表现出“低促高抑”

的 Hormesis 效应[25],如杨弯弯等[16]研究发现低浓度

(20 μg·L-1
)的 ENR 和 ERY 能够对铜绿微囊藻的蛋

白合成产生促进作用,而高于 20 μg·L-1时表现出抑

制作用。 从不同组蛋白含量的结果可以看出,仅
ERY 组的蛋白受到了抑制,而其他各组与对照组相

比均有不同程度的增加。 根据过度补偿理论[26],藻
类在受到抗生素的抑制作用之后会产生一个补偿过

程,当这种补偿超过低浓度(环境浓度)抗生素的抑
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制作用时,就会产生促进作用。 而 ERY 组表现出对

C. vulgaris 蛋白的抑制作用可能与其作用机理相

� 关,ERY 能够与核糖体 50S 亚基结合,抑制肽酰转

移酶活性,妨碍碳链延长,从而抑制细胞蛋白质的合

成[27],并且 ERY 对 C. vulgaris 蛋白的抑制作用可能

� 已经超出了上述补偿过程,从而打破了 C. vulgaris

的这种调节机制,这表明环境浓度的 ERY 具有更大

� 的生态风险。 从图 1 可以看出,ERY 与 ENR 联合

时的蛋白含量处在两者单独作用之间,且与对照组

相比有小幅的增加,这表明两者联合时 ENR 对 C.

vulgaris 的促进作用起到了主导作用。 而 ENR 与

� SMX 联合时的蛋白含量均显著高于两者单独作用

组,这种现象与表观的协同作用相一致,表明两者联

合时对 C. vulgaris 的影响更严重。
MDA 是生物体内脂质过氧化的重要产物,通

常用于反映生物体在受到外界刺激后的细胞氧化损

伤程度[18,28]。 在本研究中 ERY 与 SMX 联合时的

MDA 含量显著增加(图 2),这与表观的协同作用相

一致,表明两者联合可能会对藻细胞产生更强的氧

化损伤;而 ERY-ENR 和 ENR-SMX 处理组的结果

与表观的协同作用不一致,这可能是由于低浓度的

ENR 并没有对 C. vulgaris 造成严重的氧化损伤,从
� 而导致它与其他抗生素联合时的 MDA 含量与生物

量的结果不一致的现象。 另有研究表明低浓

度(0.01 μg·L-1
)的甲砜霉素 (TPA)对水华微囊藻的

MDA 含量产生抑制[29],这与本研究中 ENR 组的结

果相似,出现这种现象的原因可能是由于低浓度的

ENR 并不是以氧化损伤为主要途径来抑制藻细胞

的生长,相关研究表明 ENR 的作用机理主要是抑制

DNA 旋转酶的活性,而该酶在原核生物 DNA 转录

和复制的过程中起到重要作用[30]。 另外,2 种抗生

素联合可能会产生一系列复杂的交互作用,产物之

间也可能存在一系列化学反应,这些复杂的作用机

理需开展进一步的研究进行探究[9,27]。
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