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摘要: 针对上海地区地表水中混合并持久残留的抗生素对水生态的危害ꎬ测试了 3 种主要被使用的抗生素(磺胺甲恶唑ꎬ
SMZꎻ土霉素ꎬOTCꎻ氟苯尼考ꎬFF)对 4 个不同营养级的水生生物代表种(蛋白核小球藻、费氏弧菌、大型蚤和斑马鱼胚胎)的单

一毒性和联合毒性ꎬ并进一步对生态风险进行评估来探究抗生素对水生态系统的综合作用ꎮ 研究表明:水生生物对单一抗生

素暴露的毒性敏感顺序为:蛋白核小球藻>斑马鱼胚胎>费氏弧菌>大型蚤ꎮ 用联合指数(CI)来评价抗生素二元混合物之间的

相互作用时发现对于不同水生模式生物ꎬ抗生素之间的相互作用方式以拮抗作用(CI>1)为主ꎮ 通过与浓度加和(CA)和独立作

用(IA) 2 个传统模型的预测效果比较ꎬ发现 CI 模型能准确预测到抗生素联合毒性偏离相加作用ꎮ 由于养殖废水中这 3 种抗

生素的含量均远高于其他水体(如黄浦江、长江口、工厂废水)ꎬ其对不同营养级的水生生物均表现出较高的风险性ꎬ需要对养

殖废水采取相应的风险削减措施ꎻ相比之下ꎬ其他水体中抗生素对费氏弧菌、斑马鱼胚胎、大型蚤均表现出低风险ꎬ但是对蛋

白核小球藻仍具有一定的风险性ꎬ需要警惕抗生素对水体初级生产者的风险性ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Three major antibiotics (sulfamethoxazole SMZ, oxytetracycline OTC and florfenicol FF) were used to
explore the effects of mixed and persistent antibiotics on aquatic ecology in the Shanghai surface water. The indi￣
vidual and combined toxicities of these antibiotics have been examined in four target organisms (Chlorella pyre￣
noidosa, Vibrio fischeri, Daphnia magna and zebrafish embryo), which were representative aquatic species at four

� different trophic levels respectively. Moreover, further ecological risk assessment based on toxicity tests was con￣
ducted to explore the comprehensive effect of antibiotics on aquatic ecosystems. The results showed that the order
of sensitivity of aquatic organisms to three major antibiotics was as follows: Chlorella pyrenoidosa > zebrafish em￣
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� bryo > Vibrio fischeri >Daphnia magna. The combination index (CI) was used to evaluate interactions between the
antibiotic binary mixtures, and it was found that interactions between two antibiotics were mostly antagonistic (CI>
1). In addition, compared with classical models of concentration addition and independent action, CI method could
accurately predict the non￣additive effect of joint toxicity from antibiotics. As the content of three kinds of antibiot￣
ics in aquaculture wastewater is much higher than that of other water bodies (Huangpu River, Yangtze River estuar￣
y and factory wastewater), it shows high risk for aquatic organisms at different trophic levels, so corresponding risk
reduction measures are needed. In contrast, antibiotics in other water bodies show low risk for Vibrio fischeri,

� Daphnia magna and zebrafish embryo, but still pose a certain risk to Chlorella pyrenoidosa. Therefore, vigilance is
needed against antibiotic risk to aquatic primary producers.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: antibiotics; aquatic organisms; joint toxicity; ecological risk assessment; combination index (CI) model;
compound residues

　 　 抗生素被广泛用于人类和动物感染性疾病的治

疗ꎬ同时也被作为促生长剂添加于饲料中在养殖业

中大量应用[1]ꎻ我国是抗生素生产和使用大国ꎬ且滥

用现象严重[2]ꎻ抗生素在使用之后ꎬ大量未被代谢的

抗生素经不同途径最终进入水体[3]ꎬ在我国各地江

河流域中普遍发现了抗生素残留的现象[4]ꎬ因此抗

生素对水生态的影响特别严重ꎬ也是当前国内外最

受关注的环境污染问题之一[5]ꎮ 虽然ꎬ水体中抗生

素的残留浓度不高且半衰期不长ꎬ检出水平常在 μg
􀅰L￣1和 ng􀅰L￣1级别ꎬ但由于抗生素被频繁地使用并

进入了水环境ꎬ使得抗生素在水体中持续存在ꎬ即表

现出“假持续”现象[6￣8]ꎻ值得注意的是ꎬ这种现象极

有可能会对水体中的微生物群落产生影响ꎬ并通过

生物富集和食物链传递影响高级生物ꎬ破坏生态系

统平衡ꎬ对整个水生态系统构成长期潜在风险[9￣10]ꎮ
实际上ꎬ由于水体中残留的抗生素种类繁多和

特定地域的限制ꎬ通过实验来评价环境中所有不同

浓度的混合药物是不可能的[7,11]ꎬ为了预测联合毒性

效应和识别药物之间的作用关系ꎬ毒性预测模型得

到了发展[7]ꎮ 目前ꎬ多采用浓度相加(CA)和独立作

用(IA)传统模型进行毒性预测ꎬ缺陷是这 2 种传统

模型忽视了药物之间的协同、拮抗作用ꎮ 然而ꎬ水体

中化合物之间不仅仅是简单的相加作用ꎬ也会发生

相互作用而产生协同或拮抗效应[12]ꎬ抗生素对环境

的危害作用可能会因共存而加强[13]ꎮ 因此ꎬ考虑到

当抗生素共存时判断相互作用发生与否对于准确评

价水生态风险的重要性[9]ꎬChou[14]提出的联合指数

(CI)模型被用于研究污染物相互作用[15￣16]ꎮ
上海地处长江流域下游ꎬ是中国人口密度最高

且经济最发达的城市之一ꎻ近年来ꎬ不同种类、浓度

的抗生素在上海地区的地表水、地下水[4,17￣18]ꎬ甚至

在饮用水以及学生体内被检出[19￣20]ꎮ 因此ꎬ上海地

区水体中抗生素污染风险不得不受到重视ꎬ而最直

接的危害是通过影响水生生物破坏水生态健康ꎮ 现

有权威统计数据表明磺胺类、四环素类和氯霉素类

抗生素是当前上海地区水体中被检出最多且污染最

为严重的抗生素种类[4,17￣18,21]ꎬ本文以这 3 类抗生素的

3 种代表物质即磺胺甲恶唑、土霉素和氟苯尼考为受

试物质ꎬ以不同营养级的国际通用模式生物蛋白核小

球藻 (Chlorella pyrenoidosa)、费氏弧菌 (Vibrio fisch￣
eri)、大型蚤(Daphnia magna)和斑马鱼胚胎(zebrafish

� embryo)为受试对象ꎬ进行了急性毒性研究ꎬ然后在其

基础上开展联合毒性试验并用 CA、IA 和 CI 模型对

抗生素的联合毒性进行了预测ꎬ同时用联合指数 CI
对不同浓度下药物之间作用关系(相加、协同、拮抗)进
行了识别和评价ꎻ最后以近年来上海地区水体中抗生

素主要来源(养殖废水、工厂废水)和主要地表水(黄浦

江、长江口)的检出数据为指标ꎬ在 CI 模型基础上测

试分析上海地区水体抗生素污染状况ꎬ评价其中的生

态风险ꎬ为上海地区抗生素污染监测提供参考ꎮ

１　 材料与方法(Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ)
１.１　 供试材料

药品:磺胺甲恶唑(sulfamethoxazole, SMZ)购自

阿拉丁ꎬ分析标准品ꎬ纯度为 99% ꎬ试剂 CAS 编号

为 723￣46￣6ꎻ土霉素(oxytetracycline, OTC)购自阿拉

丁ꎬ分析标准品ꎬ纯度为 97% ꎬ试剂 CAS 编号为

6153￣64￣6ꎻ氟苯尼考(florfenicol, FF)购自阿拉丁ꎬ分
析标准品ꎬ纯度为 98% ꎬ试剂 CAS 编号为 73231￣34￣
2ꎮ 取待测化合物用适量二甲基亚砜(DMSO)配制成

标准溶液备用(最终质量分数<0.1% )ꎮ
受试生物:蛋白核小球藻 (Chlorella pyrenoid￣

osa)、大型蚤(Daphnia magna)均为上海师范大学水生
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生物实验室保存种ꎻ费氏弧菌(Vibrio fischeri)由中国

� 海洋大学海洋生命学院王祥红教授惠赠ꎻ斑马鱼

(zebrafish)购于上海市奉贤区花鸟市场ꎬ试验前驯养

一周以上ꎬ驯养期间ꎬ健康状态良好且无死亡ꎮ
试验用水及培养基:①曝气自来水:曝气除氯 48

h 以上的自来水ꎮ ②大型蚤稀释用水:CaSO4 60 mg􀅰
L￣1ꎬMgSO4 60 mg􀅰L￣1ꎬNa2CO3 96 mg􀅰L￣1ꎬKCl 4 mg􀅰
L￣1ꎬpH 7.6ꎮ ③斑马鱼胚胎培养水:CaCl2􀅰2H2 O 0.294
g􀅰L￣1ꎬMgSO4􀅰7H2O 0.123 g􀅰L￣1ꎬNaHCO30.065 g􀅰L￣1ꎬ
KCl 0.006 g􀅰L￣1ꎬ用曝气 48 h 以上自来水溶解ꎮ ④
BG￣11 复合培养基:购于樊克生物有限公司⑤费氏弧

菌液体培养基:NaCl 30 g􀅰L￣1ꎬ酵母膏 5 g􀅰L￣1ꎬ胰蛋白

胨 5 g􀅰L￣1ꎬ甘油 3 g􀅰L￣1ꎬKH2 PO4 1 g􀅰L￣1ꎬNa2 HPO4 5
g􀅰L￣1ꎬpH 7.0ꎬ121 ℃蒸汽灭菌 20 minꎮ ⑥费氏弧菌固

体培养基:NaCl 30 g􀅰L￣1ꎬ酵母膏 5 g􀅰L￣1ꎬ胰蛋白胨 5
g􀅰L￣1ꎬ甘油 3 g􀅰L￣1ꎬKH2 PO4 1 g􀅰L￣1ꎬNa2 HPO4 5 g􀅰
L￣1ꎬ20 g􀅰L￣1琼脂ꎬpH 7.0ꎬ121 ℃蒸汽灭菌 20 minꎮ
１.２　 仪器

主要仪器包括 AE20/21 倒置生物显微镜(麦克

奥迪实业集团有限公司)ꎻTecan M200 PRO 多功能

酶标仪(瑞士帝肯公司)ꎻPQX—350H 人工气候箱(上
海申贤恒温设备厂)ꎮ
１.３　 受试生物的培养

(1)小球藻的培养:在无菌条件下ꎬ将对数期的

藻种接种到 100 mL BG￣11 培养基中ꎬ容器为 250
mL 锥形瓶ꎬ在温度(22±1) ℃、光照强度 2 500 Luxꎬ光
暗比 12 h ∶ 12 h 的条件下静置培养ꎮ 每天的固定时

间震荡 3 次以上(15 min/次)ꎬ每隔 96 h 移种一次ꎮ
(2)大型蚤的培养:大型蚤的扩大培养采用曝气

自来水ꎬ培养温度为(20±1) ℃ꎻ光照强度为 2 500
Luxꎻ光暗比为 12 h ∶ 12 hꎮ 每隔 2 天换一次水并喂

食蛋白核小球藻ꎬ投饵密度为 2.0×105 ~ 3.0×105 cells
􀅰L￣1ꎮ 实验前 24 h 选取怀卵的健康母蚤在稀释用水

中进行培养ꎬ实验前 6 h 将母蚤挑出ꎬ挑选出生时间

在 6 ~ 24 h 之间的幼蚤用于实验ꎮ 期间喂食蛋白核

小球藻ꎬ投饵密度为 2.0×105 ~ 3.0×105 cells􀅰L￣1ꎬ其
他培养条件亦相同ꎮ

(3)斑马鱼的培养及胚胎的获取:将斑马鱼驯养

于曝气自来水中ꎬpH 7.5ꎬ温度(28.5±1) ℃ꎬ光暗比为

14 h ∶ 10 hꎬ饵料为丰年虾ꎬ每日喂食 2 次并清理污

物ꎮ 选用鱼龄 3 个月以上的成鱼用于产卵ꎬ在繁殖

前一天ꎬ将雌鱼和雄鱼以 1 ∶ 2 的比例放入孵化箱中

的网兜中ꎬ网孔稍大于受精卵大小ꎮ 设定好开灯时

间ꎬ第 2 天开灯 30 min 内斑马鱼产卵完成ꎮ 用胚胎

培养水冲洗胚胎ꎬ在体视镜下挑取受精正常的胚胎

用于暴露实验ꎮ
(4)费氏弧菌的培养及检测用菌液制备:无菌条

件下ꎬ取适量斜面三代菌种接入 5 mL 液体培养基ꎬ
在 28 ℃、转速 250 r􀅰min￣1条件下培养 12 ~ 16 hꎮ 取

活化的菌液 100 μL 涂布ꎬ将平板置于 22 ℃培养箱

中培养约 22 h 后ꎬ用 3% NaCl 溶液将菌落洗下并

稀释至约为 107 cfu􀅰mL￣1后作为工作菌液备用ꎮ
１.４　 试验方法

１.４.１　 毒性指标的测定

(1)小球藻生长抑制试验

藻类生长抑制试验方法参照经济合作与发展组

织(Organization for Economic Co￣operation and De￣
velopment, OECD)201 标准方法[22]ꎬ取对数期的纯种

藻液接种到 100 mL BG￣11 培养基中ꎬ接种后的初

始密度约 2×105 cells􀅰mL￣1ꎮ 所测试抗生素设置 8
个浓度组ꎬ并设置空白对照ꎬ每组实验设置 3 个平

行ꎮ 经测定 OD680 nm与藻液密度(105 cells􀅰mL￣1)线性

相关方程为:Y = 81.807 OD680 nmꎬR2 = 0.9924ꎮ 分别

� 在 24、48、72、96 hꎬ取 1 mL 藻液测定吸光度ꎬ从而

确定其浓度ꎮ 按照公式(1)、(2)计算抑制率:

A =
N1￣N0

2
× T1 +

N1 +N2￣2N0

2
× ( T2￣T1 ) + 􀆺 +

�
Nn￣1 +Nn￣2N0

2
×(Tn￣Tn￣1) (1)

式中:A 为生长曲线以下的面积ꎻN0为 T0时刻每毫

� 升藻液中的藻细胞数ꎻN1为 T1时刻每毫升藻液中所

� 测得的藻细胞数ꎻNn为 Tn时刻每毫升藻液中所测得

� 的藻细胞数ꎻT1为试验开始后第一次计数的时间ꎻTn

为试验开始后第 n 次计数的时间ꎮ

IA =
Ac￣At

Ac

×100 (2)

式中: IA 为每一浓度下藻类细胞生长抑制百分率

� (% )ꎻAc为对照组生长曲线所包围的面积ꎻAt为处理

� 组生长曲线所包围的面积ꎮ
(2)费氏弧菌发光抑制试验

费氏弧菌发光抑制试验方法参照国际标准化组

织(International Organization for Standardization, ISO)
11348￣1(2009)标准方法[23]ꎬ并依据文献[24]进行适当

修改ꎻ所测试抗生素用 3% NaCl 溶液稀释为 9 个浓

度组ꎬ每组实验设置 3 个平行ꎮ 取 100 μL 工作菌液

加入到白色 96 孔板中ꎬ用多功能酶标仪测发光量ꎬ
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记为 I0ꎬ然后加入等体积的待测抗生素溶液ꎬ振荡

250 s 充分混合均匀ꎬ然后在 15 ℃的条件下检测 30
min 时的发光强度 Iꎮ

(3)大型蚤急性毒性试验

大型蚤急性毒性试验方法参照 OECD 202 标准

方法[25]ꎬ所测试抗生素用大型蚤稀释用水稀释为 7
个浓度组ꎬ每组实验设置 3 个平行ꎮ 实验容器为 50
mL 烧杯ꎬ每个容器内装 50 mL 一定浓度的供试溶

液ꎬ每一处理放 18 头同一母体 6 ~ 24 h 内的新生活

泼个体进行试验ꎬ试验水温为(20±1) ℃、光暗比为

14 h ∶ 10 hꎬ实验期间不进行喂食ꎮ 24 h 试验后观

察大型蚤个体ꎬ大型蚤受抑制的判定是振荡试验溶

液ꎬ在 15 s 内无反应ꎬ记录受抑制个数ꎮ
(4)斑马鱼胚胎急性毒性试验

斑马鱼胚胎急性毒性试验方法参照 ISO15088
(2007)标准方法[26]ꎬ选取 4 细胞至 128 细胞阶段下镜

检正常的受精卵用于染毒实验ꎬ在 24 孔板中每孔加

入 6 枚受精卵和 2 mL 受试液ꎬ每组放 4 个孔ꎬ设置

6 个浓度组和 1 个对照组ꎮ 染毒 48 h 后出现凝结、
不显示尾脱离以及未检出心跳状况均视为死亡ꎮ

上述指标的测定ꎬ除大型蚤急性毒性试验外ꎬ其
他操作均为无菌操作ꎮ
１.４.２　 联合毒性试验方法

在单一毒性的基础上ꎬ按照毒性单位 1 ∶ 1 的配

比组成二元混合体系ꎬ测定混合体系对 4 种水生生

物的联合毒性ꎬ试验方法和步骤与单一毒性的测定

相同ꎻ二元混合物的总浓度为 ２ 个组分浓度之和ꎮ
采用基于中效原理的中效方程来计算抗生素单独和

联用的效果[27]ꎬ公式如下:
fa

fu
=

D
Dm

æ

è
ç

ö

ø
÷

m

(3)

式中ꎬD 是剂量ꎬDm是产生中度效果的剂量ꎬ这是相

� 当于有效剂量的中值剂量(EC50)ꎬfa是反应系统中的

� D 剂量的有效部分ꎬfu = 1￣faꎬm 是剂量￣效应曲线的

� 系数ꎮ
根据定义ꎬ方程(3)可以变形为公式(4)

D = Dm

fa

1￣fa

æ

è
ç

ö

ø
÷

1/m

(4)

对于不同效应下的联合指数 CI 根据下列公式

进行计算[14]:

n(CI)x =∑
n

j =1

(D)j

(Dx)i
=∑

n

j =1

(Dx)1￣n

[D]j

∑n
1 [D]

(Dm)j

(fax
)j

1￣(fax
)j[ ]{ }

1/mj (5)

式中ꎬn(CI)x 为各个组分产生 x% 效应的联合指数ꎬ
� (Dx)1 ￣n为混合物产生 x% 效应的各组分浓度之和ꎬ
� [D]j /∑n

1 [D]为混合物产生 x% 效应时ꎬ各组分浓度的

� 比例ꎬ(Dm )j {(fax
)j /[1￣(fax

)j ]}
1/ mj 为能够产生 x% 效应

� 的单一物质浓度ꎮ 其中 CI<1 表示协同作用ꎬCI = 1
表示相加作用ꎬCI>1 表示拮抗作用ꎮ 但根据联合指

数计算分析软件 CalcuSyn 指导书[28]ꎬ0.90≤CI≤1.
10 仍可视为相加作用ꎮ

采用 CA、IA 和 CI 模型对联合毒性作用进行预

测ꎮ CA 模型是基于混合体系中的所有物质都是通

过相似的作用方式而产生效应这一假设的ꎬ适用于

相似联合作用[9]ꎬ按照公式(6)来计算:

ECx,mix = ∑
n

i =1

Pi

ECx,i

æ

è
ç

ö

ø
÷

￣1

(6)

式中ꎬECx,i为混合物中 i 组分单独产生 x% 效应时的

� 浓度ꎻECx, mix为产生效应 x% 的混合物浓度ꎻPi 为 i
组分的浓度占混合物浓度的百分比ꎻn 为混合物组

� 分数ꎮ
IA 模型则适用于独立联合作用ꎬ即指混合物中

各组分产生的效应独立于其他的ꎬ作用形式也不

同[9]ꎮ 其公式如下:

E(Cmix) =1￣∏
n

i =1
(1￣E(Ci)) (7)

式中ꎬE(Cmix )为包含 n 个组分的混合物在浓度为

� Cmix(Cmix ＝C1 ＋,􀆺,+Cn )时所产生的效应ꎬE(Ci )为混

� 合物中组分 i 在浓度为 Ci时单独产生的效应ꎮ
CI 模型采用如下公式计算[14]:

ECx,mix = ∑
n

i =1

pi

ECx,i×CIxcomp

æ

è
ç

ö

ø
÷

￣1

(8)

式中ꎬCIx comp为各个组分产生 x% 效应的联合指数ꎬ
� 其按照公式(5)计算ꎮ

１.４.３　 生态风险评价

为了评估抗生素在水体中对生态环境的不良影

响ꎬ根据欧盟的技术指导文件(TGD)[29]采用危险商

值(HQs)对潜在环境风险进行评价ꎬHQs 是通过预测

或检测的环境浓度(PEC 或 MEC)与预测的无效浓

度(PNEC)值进行计算的ꎬ运用公式(9)进行计算[9]:

HQ =
MEC
PNEC

(9)

其中 PNEC 是基于生物毒性实验来计算ꎬ表达

式如下:

PNEC =
EC50

AF
(10)
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式中ꎬEC50值采用本试验 3 种抗生素及其二元混合

物对 4 种模式生物的中效值ꎻAF(评价因子)为 1 000
(对于单营养级急性毒性试验)ꎮ

对于混合物的危险商值ꎬ多采用公式(11)计算[3]:

HQmix =∑
n

i
HQi (11)

式中ꎬHQi表示单一抗生素的危险商值ꎮ
１.５　 数据统计和处理

采用 SPSS 23 和 Origin 8.5 对实验数据分别进

行统计分析和作图ꎬ实验结果采用平均值±标准差

(SD)表示ꎮ 采用 CalcuSyn 软件求出药物单用和联

用时的有关参数、联合指数(CI)ꎮ

２　 结果与讨论(Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ)
２.１　 单一毒性及敏感性比较

用 CalcuSyn 软件计算出单一抗生素对模式生

物的 EC50值和 95% 置信限[9]ꎬ结果如表 1 所示ꎮ 抗

生素的毒性分级采用我国环境保护行业保护标准

«新化学物质危害评估导则» [30](HJ/T 154—2004):极
高毒(EC50ꎬ≤1 mg􀅰L￣1)ꎬ高毒(EC50ꎬ1 ~ 10 mg􀅰L￣1)ꎬ中
毒(EC50ꎬ10~100 mg􀅰L￣1)ꎬ低毒(EC50ꎬ>100 mg􀅰L￣1)ꎮ

由表 1 可知不同模式生物对同种抗生素敏感性

不同(小球藻>斑马鱼胚胎>费氏弧菌>大型蚤)ꎻ不同

抗生素同样对同种模式生物的毒性亦有差异ꎬOTC
对 4 种模式生物的毒性最大ꎬ其对小球藻极高毒ꎻ对
于 SMZꎬ费氏弧菌和大型蚤的 EC50 值分别为85.72

mg􀅰L￣1和 188.00 mg􀅰L￣1ꎬ这与 Kim 等[31]报道的结果

十分接近(78.1 mg􀅰L￣1和 189.2 mg􀅰L￣1 )ꎻ至于 FF 对

非靶生物的生态毒理学研究甚少ꎬ李霞[32]对小球藻

和隆线蚤进行急性毒性测试时发现 FF 对 2 种生物

毒性分别表现为高毒和低毒ꎬ这与本文的研究结果

一致ꎻ对于斑马鱼胚胎和大型蚤ꎬ测试抗生素均分别

表现出中毒和低毒ꎻ至于费氏弧菌ꎬSMZ 和 OTC 表

现出中毒ꎬFF 则表现出低毒ꎬ抗生素并未对费氏弧

菌表现很强的毒性ꎬIsidori 等[33]解释为费氏弧菌短

时间(5 ~ 30 min)暴露在药物的情况下ꎬ药物对其生

物合成途径影响有限ꎬ选择 24 h 暴露时间毒性作用

效果会更加明显ꎮ
２.２　 联合毒性的评价及预测

２.２.１　 抗生素联合毒性相互作用

在得到抗生素单一和联合毒性数据的基础上ꎬ
通过联合指数法来量化不同效应或浓度水平下抗生

素之间的作用方式[34]ꎮ 表 2 表示二元抗生素相互作

用的剂量效应关系参数 Dm即 EC50、m、r 值及不同效

应水平下(EC10ꎬEC50ꎬEC90 )联合指数 CI 平均值ꎬ联
合指数 CI 与效应 fa的关系如图 1 所示ꎮ

大体上ꎬ3 种二元混合物组合对水生生物的毒

性作用以拮抗效应为主ꎮ 例如ꎬOTC￣FF 组合在不

同浓度下对 4 种模式生物均表现拮抗效应ꎻ丛永平

等[35]也观测到相似的实验结果ꎬOTC￣FF 二元混合物

表 １　 单一抗生素对 ４ 种模式生物的毒性终点值

Table 1　 Acute median effective concentrations of the test pharmaceuticals

模式生物

Model organism

测试终点

Bioassay endpoint

抗生素简称

Abbreviation

of antibiotics

浓度

/(mg􀅰L￣1)

Concentration

/(mg􀅰L￣1)

95% 置信区间

/(mg􀅰L￣1)

95% confidence interval

/(mg􀅰L￣1)

m R2

蛋白核小球藻

Chlorella pyrenoidosa
96 h￣EC50

SMZ 18.80 8.24 ~ 42.91 1.04 0.877

OTC 0.16 0.06~ 0.40 0.25 0.828

FF 2.29 1.47~ 3.58 0.77 0.957

费氏弧菌

Vibrio fischeri
30 min￣EC50

SMZ 85.72 64.17 ~ 114.50 1.17 0.964

OTC 45.86 33.70~ 62.40 0.88 0.977

FF 130.96 97.15 ~ 176.53 0.45 0.975

斑马鱼胚胎

Zebrafish embryo
48 h￣EC50

SMZ 50.94 31.07~ 83.54 0.93 0.920

OTC 48.05 21.17 ~ 109.04 0.97 0.821

FF 63.76 43.65~ 93.15 0.93 0.948

大型蚤

Daphnia magna
24 h￣EC50

SMZ 188.00 161.47~ 218.89 1.76 0.974

OTC 175.72 160.27~ 192.66 1.80 0.990

FF 247.01 215.21~ 283.51 2.67 0.978

注:SMZ、OTC、FF 为磺胺甲恶唑、土霉素和氟苯尼考ꎮ
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Note: SMZ, OTC, FF stand for sulfamethoxazole, oxytetracycline and florfenicol.

图 １　 二元抗生素组合的联合指数图

注:SMZ￣OTC(￣■￣)ꎬSMZ￣FF(￣●￣)ꎬOTC￣FF(￣▲￣)ꎮ

Fig. 1　 Combination index plot (fa ￣CI plot) for binary combinations of SMZ, OTC and FF

Note: SMZ￣OTC(￣■￣)ꎬSMZ￣FF(￣●￣)ꎬOTC￣FF(￣▲￣).

表 ２　 抗生素二元混合物对蛋白核小球藻、费氏弧菌、斑马鱼胚胎和大型蚤的剂量反应参数以及 ＣＩ 值
Table 2　 Dose￣effect relationship parameters and mean combination index (CI) values of

sulfamethoxazole, oxytetracycline and florfenicol in their binary for
Chlorella pyrenoidosa, Vibrio fischeri, zebrafish embryos and Daphnia magna

模式生物

Model organism

二元混合物

Binary mixtures

剂量反应参数

Dose￣response parameter

CI 值

CI values

EC50 /(mg􀅰L￣1) m r EC10 EC50 EC90

蛋白核小球藻

Chlorella pyrenoidosa

SMZ￣OTC 9.01 0.50 0.966 857.39 Ant 10.26 Ant 3.88 Ant

SMZ￣FF 9.68 0.40 0.978 0.06 Syn 1.01 Add 19.64 Ant

OTC￣FF 3.11 0.20 0.881 1.55 Ant 11.83 Ant 1 727.17 Ant

费氏弧菌

Vibrio fischeri

SMZ￣OTC 157.12 0.73 0.990 1.06 Add 2.35 Ant 5.74 Ant

SMZ￣FF 134.99 0.48 0.978 0.90 Add 1.26 Ant 9.90 Ant

OTC￣FF 123.88 0.66 0.964 3.68 Ant 1.40 Ant 1.74 Ant

斑马鱼胚胎

Zebrafish embryo

SMZ￣OTC 54.54 1.24 0.998 1.91 Ant 1.10 Add 0.64 Syn

SMZ￣FF 129.37 1.04 0.982 2.93 Ant 2.26 Ant 1.74 Ant

OTC￣FF 137.81 1.03 0.981 2.99 Ant 2.48 Ant 2.07 Ant

大型蚤

Daphnia magna

SMZ￣OTC 140.36 1.33 0.902 0.51 Syn 0.77 Syn 1.17 Ant

SMZ￣FF 265.54 1.68 0.974 0.96 Add 1.23 Ant 1.64 Ant

OTC￣FF 221.69 1.45 0.950 10.93 Ant 49.77 Ant 226.54 Ant

注:协同、相加和拮抗作用分别用 Syn, Add 和 Ant 英文缩写表示ꎮ
Note: Syn, Add, Ant stand for synergism, additive effect and antagonism.
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对明亮发光杆菌的毒性作用呈现拮抗效应ꎮ OTC
与 FF 常作为主要渔药被使用ꎬ二者可能会因此在

水体中共存对水生生物造成潜在危害ꎮ OTC 与 FF
在 DNA 和 RNA 水平上具有相似的作用方式[36]ꎬ2
种抗生素在不同阶段抑制细菌蛋白质的合成[37]ꎬ因
此有研究将 OTC 与 FF 之间作用关系解释为协同或

相加[38]ꎻ然而ꎬ当药物释放到水环境中时其作用于非

靶标生物的作用机理可能会不同于靶生物[39]ꎮ 联合

指数仅仅只是量化了协同或拮抗效应ꎬ对于协同或

拮抗作用机理的阐述是需要不同的方法去解决的单

独问题[39]ꎻ例如ꎬFu 等[40]用定量构效关系(QSAR)研
究了 OTC 和 FF 对绿藻的作用机制ꎮ 但是ꎬ目前还

未有关于 OTC 与 FF 联合作用于非靶标生物的机理

解释ꎮ 此外ꎬSMZ￣OTC、SMZ￣FF 组合在对费氏弧菌

和大型蚤的联合毒性效果上表现出一定的相似性ꎬ
即在低效应情况下表现出协同或相加作用ꎬ高效应

下表现出拮抗作用ꎻ这也说明联合毒性效果会随着

效应水平的不同产生变化ꎮ

图 ２　 二元抗生素混合物对 ４ 种模式生物的浓度￣效应曲线和模型预测曲线

Fig. 2　 Experimental toxicity values (Exp) and predicted dose￣response curves of the binary mixtures of the three chemicals based on
concentration addition (CA), independent action (IA), and combination index (CI) models for the four aquatic organisms acute toxicity test
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２.２.２　 3 种联合毒性预测模型的比较

应用 CA、IA 和 CI 这 3 个模型分别预测等毒

性浓度比抗生素混合物对 4 种水生生物的联合毒

性ꎮ 混合物的观测浓度￣效应散点图ꎬCA、IA 和 CI
预测的浓度￣效应曲线均绘于图 2ꎬ图 2 由上至下

分别对应蛋白核小球藻、费氏弧菌、斑马鱼胚胎、
大型蚤ꎮ

从图 2 可以看出ꎬCI 模型预测的数值大体上接

近观测值ꎮ 而当 CI 指数值与 1 偏差较大时ꎬCA、CI
模型的预测值与观测值均发生了明显的偏离ꎬ这说

明组分之间发生了相互作用ꎬ高于观测值认为是拮

抗作用ꎬ反之为协同作用[7]ꎮ 当 CI 指数值与 1 接近

时(相加作用)ꎬ如 SMZ￣OTC、SMZ￣FF 二元混合物对

大型蚤的毒性作用ꎬCA 和 IA 模型也能较好地预测

联合毒性相互作用ꎻ这也说明传统 CA 和 IA 模型适

合预测药物不发生相互作用的相加作用ꎬ但在准确

预测药物发生相互作用的联合毒性作用上有缺陷ꎬ
而 CI 模型能够克服这一点[16,41]ꎮ
２.３　 生态风险评价

２.３.１　 单一抗生素的最大生态风险评价

被选择的 3 种抗生素在上海地区河流和排放废

水中检出含量如表 3 所示ꎬ图 3 表示上海地区不同

水体中 3 种主要抗生素对 4 个不同营养级的水生生

物(蛋白核小球藻、费氏弧菌、斑马鱼胚胎和大型蚤)
的最大危险商值图 (MEC 取水体中最大抗生素浓

度)ꎮ 生态风险分为三级:当风险商值 0.01≤HQ<
0.1时意味着低度风险(low risk)ꎻ当 0.1≤HQ<1.0 时

意味着中度风险(moderate risk)ꎻ当 HQ≥1.0 时意味

着高度风险(high risk)[42]ꎮ
从图 3 可以看出ꎬ目标抗生素对蛋白核小球藻

的危害性最大ꎬ而 OTC 最甚ꎮ 相比之下ꎬ对于其他

3 种受试生物ꎬ除养殖废水处的风险程度表现出高

度风险性外ꎬ其他 3 处水体均表现出低度风险或无

风险ꎮ 这表明除蛋白核小球藻外ꎬ其他水生生物所

测试指标对目标抗生素的指示作用并不明显ꎬ但由

于生物毒性蓄积作用ꎬ仍不能排除潜在风险ꎮ 此外ꎬ

也说明养殖废水的生态风险性远高于其他 3 处水

体ꎬ原因可能是由于养殖户对抗生素的过量使用造

成的ꎬ而目前我国对抗生素的使用没有明确的政策

规定ꎬ因此使得未经代谢的残余抗生素直接排入水

体而并未进行有效的处理ꎬ这导致养殖废水中抗生

素含量偏高[4,18]ꎻ然而ꎬ养殖废水是抗生素污染的重

要来源ꎬ目前国内外关于抗生素污染特征的研究偏

重于河流、河口湾和污水处理厂等水环境ꎬ而对养殖

区抗生素污染的生态风险评估较少[43]ꎬ这需要进一

步的调查和数据统计ꎮ
２.３.２　 三元抗生素混合物的生态风险评价

单一抗生素风险评价表明ꎬ蛋白核小球藻具有

很好的风险指示作用ꎬ因此选用其对抗生素三元混

合物进行生态风险评价ꎮ 采用检出浓度的最大值、
平均值和最小值来进行风险评价ꎬ这样更接近实际

情况ꎮ 抗生素混合物的危险商值图如图 4 所示ꎬ首
先可以看出养殖废水对蛋白核小球藻具有极高风

险ꎬ因为在检出浓度最小的情况下仍具有高风险ꎬ从
表 3 看出这种风险居高不下主要是养殖废水中高浓

度的 OTC 导致的ꎮ 因此要降低养殖废水的生态风

险影响必须对 OTC 进行处理后排放ꎮ 此外ꎬ抗生素

混合物在检出浓度平均值下的危险商值在长江口处

接近 0.1 即中风险ꎬ在其他 3 处均表现出高风险ꎮ
然而ꎬ这是未考虑抗生素相互作用下的风险情况ꎻ从
图 1 可以看出 SMZ￣FF、OTC￣FF 组合在低剂量下对

小球藻表现为协同作用或呈现该趋势ꎮ 有研究表明

二元混合物的相互作用主导了三元或多元混合物的

作用方式[37,39]ꎬ因此二元混合物之间的协同作用可

能会使得三元混合物生态风险进一步增加ꎻ目前ꎬ将
非相加性相互作用数据用于生态风险评价的可行方

法是 “ 二 元 证 据 权 法 ” ( Binary Weight of Evi￣
dence)[48]ꎮ Marx 等[49]应用该方法发现如果忽略抗生

素之间的协同作用ꎬ会低估 50% ~ 200% 的风险ꎬ这
相当于联合指数 CI 从 0.75 到 0.5 所表现的协同效

应ꎮ 然而ꎬ该方法的主要限制是二元混合物转换到

多元混合物的关键参数的不确定性[48]ꎮ

表 ３　 上海地区水体中 ３ 种主要抗生素的检出浓度(ｎｇ􀅰Ｌ￣１)

Table 3　 The contamination level of three main antibiotics in the waters of Shanghai area (ng􀅰L￣1)

化合物

Tested chemical

英文名称

English name

简称

Abbreviation

黄浦江[4,17]

Huangpu River[4,17]

长江口[4,44]

Yangtze estuary[4,44]

养殖废水[4,45￣46]

Aquaculture wastewater[4,45￣46]

工厂废水[21,47]

Plant effluent[21,47]

磺胺甲恶唑 Sulfamethoxazole SMZ 2.2~ 764.9 1.48 ~ 56.8 1 ~ 142 900 7.37 ~ 106.6

土霉素 Oxytetracycline OTC 31.3 ~ 470 0.48 ~ 22.5 21 200 ~ 237 800 16.7 ~ 337.81

氟苯尼考 Florfenicol FF 19.88 ~ 241.1 1.88 ~ 89.5 228 ~ 893 8.7 ~ 19.4
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图 ３　 基于上海地区水体中检出抗生素最大浓度计算出的危险商值图

注:S1 黄浦江ꎻS2 长江口ꎻS3 养殖废水ꎻS4 工厂废水ꎮ

Fig. 3　 Figure based on the calculated risk quotients for the three antibiotics in the waters of Shanghai area
Note: S1, Huangpu River; S2, Yangtze estuary; S3, Aquaculture wastewater; S4, Plant effluent.

图 ４　 基于上海地区水体中检出抗生素浓度计算出

的抗生素混合物危险商值图

注:S1 黄浦江ꎻS2 长江口ꎻS3 养殖废水ꎻS4 工厂废水ꎮ

Fig. 4　 Figure based on the calculated HQ for the mixture
of three antibiotics in the waters of Shanghai area

Note: S1, Huangpu River; S2, Yangtze estuary; S3, Aquaculture

wastewater; S4, Plant effluent.

　 　 综上所述:
(1)根据单一急性毒性测试结果ꎬ4 种模式生物

对抗生素的敏感性差异显著ꎬ敏感性:蛋白核小球藻

>斑马鱼胚胎>费氏弧菌>大型蚤ꎮ 目标抗生素中ꎬ
OTC 最具毒性ꎬ其对蛋白核小球藻具极高毒性ꎮ

(2)联合指数 CI 分析结果显示在效应 EC10 至

EC90之间ꎬ二元混合药物之间多以拮抗作用为主ꎻ此
外ꎬ随着抗生素浓度的变化ꎬ抗生素之间的作用效果

亦随之变化ꎻ低浓度下ꎬ部分抗生素组合对模式生物

表现出协同作用或趋势ꎮ 通过与传统模型 CA、IA
的预测效果比较ꎬ发现 CI 模型更加贴近观测值ꎬ说
明 CI 模型能准确预测抗生素混合物非相加性相互

作用方式ꎬ并且通过 CI 指数量化作用程度ꎮ
(3)通过对上海不同水体中主要抗生素进行风

险评价发现养殖废水对不同营养级的水生生物均有

较高的风险性ꎬ这主要是养殖废水中 OTC 浓度过高

所致ꎻ此外ꎬ相比其他营养级模式生物ꎬ蛋白核小球

藻对不同水体均有很好的风险指示作用ꎮ 并以小球

藻作为指示生物进行抗生素混合物风险评价ꎬ结果

显示在抗生素检出平均浓度下ꎬ长江口水体表现出

中度风险ꎬ其他水体均表现出高度风险ꎮ 如果考虑

抗生素之间的相互作用ꎬ风险可能会继续升高ꎮ
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