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抗生素联合对反硝化细菌作用效果的确定方法 *
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摘　要　抗生素在地下水环境中被频繁检出，其对硝酸盐降解的反硝化作用产生不同程度影响已被多项

研究证实，多种不同功能的抗生素联合作用越来越受到关注. 本研究选取甘度反硝化细菌进行单一及联

合药敏试验，探究了反硝化菌对喹诺酮类、四环素类、磺胺类、大环内酯类、林可霉素类抗生素的敏感

性及抗生素的联合抑菌效果，对确定联合作用的方法进行了讨论. 结果表明，微量肉汤稀释法与纸片扩

散法测得反硝化细菌对单一抗生素的敏感性具有一致性，敏感性大小主要与抗生素的种类有关. 在抗生

素联合作用的试验中，纸片扩散法抑菌图形报告存在结果依赖于两圆盘之间的距离的问题，而微量肉汤

稀释法存在结果解释方法及部分抑菌指数 (FIC)标准不统一的问题. 以棋盘法的实验结果为基础，通过比

较单一与复合抗生素各孔中微生物差异确定抗生素作用关系，优化了微量肉汤稀释法. 此外，进一步提

出了微生物量测定法，解决了抗生素浓度设定的局限性问题. 新方法通过拟合微生物生长曲线，可以更

直观、更准确地解释复合抗生素之间的关系. 本研究结果可为复合抗生素对水土环境中反硝化作用影响

研究方法的选择和结果的确定提供参考.
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Abstract　Antibiotics are frequently detected in the groundwater environment, and their effects on
the denitrification of nitrate degradation have been confirmed by a number of studies. The combined
effect of antibiotics with different functions have been paid more and more attention. In this study,
glycan  denitrifying  bacteria  were  selected  for  single  and  combined  drug  sensitivity  tests,  The
sensitivities  of  denitrifying  bacteria  to  quinolones,  tetracycline,  sulfonamides,  macrolides  and
lincomycin antibiotics and the combined effects of antibiotics were investigated, and the method for
determining  the  combined  effect  was  discussed.  The  results  showed  that  the  sensitivities  of
denitrifying bacteria to a single antibiotic measured by the micro broth dilution method and the disc
diffusion method were consistent, and the sensitivity was mainly related to the type of antibiotic. In
determination of combined effects of antibiotics, the antibacterial graphic report of the disc diffusion
method  has  the  problem  that  the  results  were  dependent  distances  between  the  two  drug-sensitive
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discs,  and  the  micro  broth  dilution  method  has  the  problem  of  inconsistence  between  result
interpretation  method  and  partial  antibacterial  index  (FIC)  standards.  Based  on  the  experimental
results  of  the  checkerboard  method,  the  effects  of  antibiotics  were  determined  by  comparing  the
microbial  differences  in  each  hole  of  single  and  combined  antibiotics  and  the  micro  broth  dilution
method  was  optimized.  Furthermore,  a  microbial  biomass  determination  method  was  proposed,
which solved the limitation of antibiotic concentration setting. The new method can more intuitively
and accurately explain the relationship of combined antibiotics by fitting the microbial growth curve.
The findings obtained in this study can provide a reference for the selection of research methods and
the determination of results for the impact of compound antibiotics on denitrification in the water and
soil environment.
Keywords　 denitrifying  bacteria， combined  drug  sensitivity  test，micro-broth  dilution  method，
microbial bioassay.

  

近年来，抗生素在水土环境中被频繁检出，其对硝酸盐降解的反硝化作用产生不同程度的影响已

被多项研究证实[1 − 2]. 然而，这些研究大多是在单一抗生素暴露条件下进行的. 实际上，在水土环境中检

测到四环素类、磺胺类、喹诺酮类、大环内酯类、林可霉素类等多种不同种类及不同功能的抗生素共

同存在[3 − 6]. 不同种类抗生素之间可发生协同、累加、无关以及拮抗等联合作用，对反硝化作用各反应

过程、微生物多样性以及反硝化功能基因产生不同于单一抗生素暴露条件下的抑制作用. 因此，通过

研究抗生素联合作用效果，可以进一步了解抗生素对硝酸盐氮去除的影响.
由于常规模拟试验花费时间长且复杂多变，通过药敏试验可快速的获得抗生素复合对反硝化细菌

的影响. 目前，药敏试验的主要方法有纸片扩散法和微量肉汤稀释法，纸片扩散法从定性角度通过测定

抑菌圈直径大小及抑菌图形报告解释抗生素的敏感性及联合抑菌效果，微量肉汤稀释法则通过确定最

低 抑 菌 浓 度 （minimal  inhibitory  concentration,  MIC） ， 并 以 部 分 抑 菌 浓 度 指 数 （ fractional  inhibitory
concentration index，FICI）法从定量角度对药物联合作用效果进行评价 [7]. 张玉叶等选取氟喹诺酮类

5 种典型抗生素，通过纸片扩散法与微量肉汤稀释进行药敏试验解释了复合条件下的联合抑菌效应，

可能由于抗生素的浓度效应以及两种方法结果解释机理的不同，导致两种方法分别确定的抗生素的联

合作用结果存在不一致性[8]，为回答此问题并准确确定复合抗生素对反硝化细菌的联合抑菌效应，本

文选取 5 大类抗生素中 7 种典型的抗生素，通过两两复合探讨对于确定抗生素联合抑菌效应存在的问

题及解决方案，以期为复合抗生素对水土环境中反硝化作用影响研究方法的选择和结果的确定提供

参考.

 1    材料与方法（Materials and methods）

 1.1    实验材料

 1.1.1    抗生素的选择

实验选择选取的抗生素包括：控制蛋白质合成的克林霉素（clindamycin，CLI，含量>98.0％）、四环

素（Tetracycline，TCY，含量>98.0％）、红霉素（erythromycin，ERY，含量>98.0％），控制 DNA 回旋酶的环

丙 沙 星 （ ciprofloxacin，CIP， 含 量>98.0％ ） 、 氧 氟 沙 星 （ levofloxacin，OFL， 含 量>98.0％ ） 、 恩 诺 沙 星

（enrofloxacin，ENR，含量>98.0％），控制叶酸代谢的磺胺甲恶唑（sulfamethoxazole，SMX，含量>98.0％），

共 7 种. 以上抗菌药物均购置于上海麦克林生化科技有限公司. 将 7 种抗生素按照 CLSI-2016 标准配

制成不同浓度的储备液，并经 0.22 μm 滤膜过滤除菌，于 4 ℃ 冰箱中保存备用.
 1.1.2    药敏纸片、培养基来源

用打孔器制作直径 6 mm、厚 1 mm 的圆形滤纸片，121 ℃ 灭菌 15 min（0.11 MPa），烘干后根据半饱

和法制作不同药物含量的药敏纸片，将加入抗菌药液的滤纸片无菌风吹扫 10 min 装入棕色瓶中密封，

于−20 ℃ 冰箱中或阴暗干燥处保存. 选取英国 OXOID 公司的磺胺甲噁唑药敏纸片进行质控实验，药
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物含量为每片 25 μg.
根据美国临床实验室标准委员会（CLSI）制定的临床实验标准要求[9 − 13]，纸片扩散法使用 MH-A 琼

脂培养基，（Mueller-Hinton Agar，英国 OXOID 公司）；微量肉汤稀释法使用 MH-B 肉汤培养基（Mueller-
Hinton Broth，英国 OXOID 公司）.
 1.1.3    反硝化菌的选择

反硝化菌剂购于上海甘度环境工程有限公司. 甘度反硝化菌分离于自然环境，其微生物菌属主要

为 Pseudomonas（假单胞菌属）和 Enterobacter（肠杆菌属）. 张玉叶等研究证实反硝化菌剂中作为典型兼

性厌氧反硝化细菌的假单胞菌属相对丰度达 39.95％，该菌种可以代表水土环境中反硝化细菌[8]. 质控

菌选用美国临床实验室标准委员会（CLSI）推荐的粪肠球菌 ATCC 29212，购于上海鲁微科技有限公司.
 1.2    单一抗生素敏感性实验

根据美国临床实验室标准委员会（CLSI）制定的临床实验标准及试验规范[7]. 通过纸片扩散法与微

量肉汤稀释法两种方法进行抗生素敏感性实验，选取粪肠球菌 ATCC 29212 为质控菌.
纸片扩散法药敏纸片的药物含量如表 1 所示，每组设置 3 个平行样. 将贴好纸片的培养皿倒置，在

35 ℃ 条件下厌氧培养 16—18 h. 在反射光下肉眼观察无明显生长的区域，用游标卡尺，采用十字交叉

法测量抑菌圈的直径（以整毫米数计），以直径表示抑菌圈的大小.
 
 

表 1    药敏纸片药物含量

Table 1    Drug content of drug-sensitive paper
 

抗菌药物
Antibacterial drugs ERY TCY CLI SMX ENR OFL CIP

每片药物含量/μg 25 25 25 25 5 5 5
 
 

微量肉汤稀释法中将 7 种抗菌药物用 Ca2+、Mg2+调节的 MH-B 肉汤（CA-MHB）进行 lg2 倍比稀释，

取 100 μL 依次加入 96 孔细胞培养板中，再向每孔加入 5 μL 按 1:10 稀释后的 0.5 麦氏标准的菌悬液，

每个浓度设置 3 组对照. 用封口膜缠绕 96 孔板接口处后于 35 ℃ 下厌氧培养 16—20 h，用酶标仪测定

细菌培养板中的浊度变化，以细菌无明显生长的孔所对应浓度为 MIC.
 1.3    复合抗生素联合药敏实验

根据敏感性实验结果选取对反硝化细菌敏感性较强的 5 种抗菌药物根据 Antibiotics in Laboratory
Medicine-Antimicrobial combinations[14] 进行联合药敏实验.
 1.3.1    纸片扩散法

将 5 种抗生素药敏纸片两两组合共设计 10 个组合进行联合抑菌实验，编号为 1#—10#，同时设定

药物含量为 0 μg 的空白纸片进行对照组实验，每组进行 3 次重复实验. 药敏纸片药物含量与单一敏感

性测定时药物含量保持一致. 用无菌棉拭子将 0.5 麦氏标准的菌悬液在培养皿上均匀涂布，并将两药

敏纸片贴在培养皿上，两纸片中心间距为两种抑菌药物产生的抑菌圈半径之和[15]. 用封口膜缠绕封装

培养皿，同时放入密封袋在 35 ℃ 厌氧培养箱中培养 16—18 h 后读取抑菌图形报告.
若两个抑菌圈交界度>90°表明两种药物是累加或协同作用；交界角度<90°表明两种药物相互无

关；两抑菌圈没有重叠表明两药相互拮抗[15].
 1.3.2    微量肉汤稀释法

按棋盘法的设计将 lg2 倍比稀释的抗菌药物两两组合，最高浓度为单药最小抑菌浓度（MIC）的

4 倍，选择其中 7 个连续的药物浓度梯度作为联合药敏试验梯度. 由低浓度到高浓度的顺序，取 50 μL
lg2 倍比稀释的药物 A 溶液，依次加入到 96 孔板的第 2—8 列；取 50 μL 药物 B 溶液按照由高到低浓度

顺序依次加入到第 A—G 行，将第 1 列和第 H 行设为空白对照. 每孔加入 5 μL 浓度为 107 CFU·mL−1 的

菌悬液，用封口膜封装后于 35 ℃ 下培养 16—20 h 观察结果.
本实验联合作用结果的评价采用部分抑菌浓度（fraction inhibitory concentration，FIC）法. FIC 法是

以 Loewe additivity（LA）理论为基础发展出的非参数法模型，其公式为：

FIC =MICA comb/MICA alone+MICB comb/MICB alone
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式中，MICA alone、MICB alone 为药物 A 和 B 单用时的最低抑菌浓度，MICA comb 和 MICB comb 为两种药物

联用时达到与单独用药相同药效时各自的浓度.
微量肉汤稀释法棋盘测试结果的解释由以下 4 种方法确定（图 1） . 方法 1# （平均分数抑制浓度

（FIC）指数）：沿浊度/非浊度界面的每一行和每一列中发现的第一个非浊度（透明）孔中所对应的药物

A 和药物 B 的相应浓度计算 FIC 值，然后取平均值[16 − 17]，这种方法不需要整行或整列来完全抑制生长.
方法 2# （整行/列）：该方法使用最低浓度的列和行相交孔中对应的药物浓度计算每种药物的 FIC 指数，

其中在整个行和列中没有观察到明显的细菌生长[18]. 方法 3# （最低 FIC 指数）：使用沿浊度/非浊度界面

的所有非浊度孔的最低 FIC 指数[19]. 方法 4# （双孔）：观察 0.25 MIC 和 2 MIC 两孔中细菌生长情况确定

药物间的作用关系. 协同作用定义为两个孔中不存在明显的细菌生长，拮抗作用定义为这两个孔中均

存在混浊，而累加作用或无关作用定义为所有其他可能性[18,20].
 
 

图 1    棋盘式解释方法示意图
（在每种解释方法中使用的孔由每个方法中的方法编号表示）

Fig.1    Schematic diagram of the checkerboard interpretation method
（the holes used in each interpretation method are indicated by the method number in each method）

 

 

当 FIC≤0.5 时，两药表现为协同作用；当 0.5<FIC≤1 时，表现为累加作用；当 1<FIC≤2 时，表现为无

关作用；当 FIC>2 时，表现为拮抗作用[21].
 1.3.3    微生物量测定法

抗生素对反硝化菌的抑制作用主要通过抑制细菌的生长而体现，微生物量（Abs）的多少是评价抗

生素抑菌作用效果的重要指标. 通过测定单一与复合抗生素的培养体系中，细菌数量及生长特性之间

的差异，确定抗生素之间的相关关系.
将 ENR、OFL、ERY 和 TCY 4 种抗生素溶液用 Ca2+、Mg2+调节的 MH-B 肉汤（CA-MHB）进行稀

释，设置不同浓度下抗生素单一与复合的培养体系，分别加入到 48 孔培养板中，并向每孔中加入 5 μL
0.5 麦氏标准的菌悬液，在 30 ℃ 下厌氧培养，每组设置 3 个平行样，同时设置空白组进行对照实验. 通
过酶标仪在 630 nm 波长测定不同浓度各培养体系不同时间间隔下单一与复合培养体系中反硝化细菌

数量. 通过 S-Gompenz 模型拟合反硝化菌生长曲线，公式为：

ln（Nm/N0） = ln（Nm/N0） · exp
{
−exp

[(
µm · e

Nm/N0
(λ− t)

)
+1

]}
式中, Nm 表示细菌最大生长量 cm−1；μm 表示细菌最大生长速率 cm∙d−1；λ 表示迟滞时间 d；N0 表示初始

生物量；t 表示生长时间 d；N 表示通过曲线拟合得到某生长时间 t 的细菌数量 cm−1.
通过拟合获得最大生长量（Nm）、迟滞时间（λ）、最大生长速率（μm），确定联合作用关系.
当 ODA+B ≤ODmin（A，B）时,若 λA+B≥λ（A，B），则两种抗生素复合表现为协同作用，若 λA/B≥λA+B ≥λA/B 时，

表现为累加作用；当 ODmin（A，B）≤ODA+B ≤ODmax（A，B）时表现为无关作用；当 ODA+B ≥ ODmax（A，B）时表现

为拮抗作用. 通过比较单一与复合抗生素培养体系中的生物量及迟滞时间可直观且准确可靠的解释了

复合抗生素的作用关系.
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 2    结果与讨论（Results and discussion）

 2.1    单一抗生素敏感性试验

通过纸片扩散法对抗生素敏感性进行定性测定，每种抗生素抑菌圈直径的平均值和标准误差如

图 2 所示. 质控菌对复方磺胺甲噁唑（SMZco）纸片的抑菌圈直径为 26 mm，符合纸片扩散法药敏试验

的规范要求. 反硝化细菌对 ENR 最敏感，抑菌圈直径为 26 mm，CIP、OFL、TCY、ERY 抑菌圈直径分别

为 24、22、19、15 mm，SMX、CLI 无明显抑菌圈，说明 SMX、CLI 对反硝化菌无明显的抑制作用.
 
 

图 2    不同功能典型抗生素的抑菌圈直径 图 3 7 种典型抗生素 MIC 测定结果
（误差棒为 3 个平行样的标准差）

Fig.2    MIC determination results of 7 typical antibiotics
 

 

微量肉汤稀释法从定量的角度判断抑菌药物对反硝化菌的抑制效果 . 磺胺甲恶唑对粪肠球菌

ATCC 29212 的抑菌浓度（MIC）为 1 μg·mL−1 ，符合微量肉汤稀释法药敏试验的规范要求. 图 3 表示了

不同种类及不同功能 7 种抗生素的最小抑菌浓度 MIC 值.
 
 

图 3    7 种典型抗生素 MIC 测定结果

Fig.3    MIC determination results of 7 typical antibiotics
 

 

纸片扩散法定性测得的抑菌圈直径（mm）和微量肉汤稀释法定量测得的 MIC 值都可以反映反硝

化菌对抗菌药物的敏感程度，二者大小呈负相关关系，即抑菌圈直径越大，则 MIC 越小，则反硝化细菌

对抗菌药物越敏感 . 两种方法测定反硝化细菌对抗生素的敏感性结果具有一致性，敏感性大小为：

ENR>CIP>OFL>TCY>ERY>SMX>CLI. 氟喹诺酮类抗生素敏感性最高，可能是由于氟喹诺酮类抗生素

作用于 DNA 回旋酶从而干扰细菌 DNA 复制，是一类通过杀死细菌达到抑菌效果的杀菌化合物. 此
外，反硝化细菌作为革兰阴性菌其外膜的微孔蛋白结构只允许水溶性的小分子通过，喹诺酮类抗生素

的分子较小，且亲水性能极强，可以快速穿透膜孔蛋白通道，所以反硝化细菌对这类药物十分敏感[22]；

大环内酯类与四环素类抗菌药物达到抑菌效果是抑制蛋白质的合成，具体为通过抑制蛋白质肽链的延

伸和阻滞氨基酰 tRNA 与核蛋白体的相应位点结合. 然而大多数革兰氏阴性杆菌对红霉素和克林霉素

具有天然抗药性，因而反硝化细菌对其敏感性较低.
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 2.2    抗生素联合药敏试验

选取控制蛋白质合成的四环素（TCY）、红霉素（ERY）和控制 DNA 回旋酶的诺氟沙星（NOR）、氧

氟沙星（OFL）、恩诺沙星（ENR）5 种对反硝化细菌敏感性较强的抗菌药物进行联合药敏实验.
 2.2.1    纸片扩散法

5 种抗生素 10 个组合采用纸片扩散法进行联合药敏试验，组合后每种抗菌药物的抑菌圈直径及

联合作用效果如表 2 所示. 本实验中共产生 3 种抑菌图形报告（图 4）.
 
 

表 2    纸片扩散法联合药敏试验结果

Table 2    The results of the disk-diffusion method combined with the drug susceptibility test
 

组别
Group

抗生素组合A+B
Antibiotic combination A+B 联合效果

Combined effect药物A
Drug A

抑菌圈直径/mm
Antimicrobial circle diameter

药物B
Drug B

抑菌圈直径/mm
Antimicrobial circle diameter

1# CIP 20 ENR 24 拮抗作用

2# CIP 21 OFL 19 拮抗作用

3# ENR 24 TCY 16 拮抗作用

4# CIP 19 TCY 13 拮抗作用

5# ENR 25 OFL 18 拮抗作用

6# ENR 25 ERY 13 无关作用

7# CIP 22 ERY 11 无关作用

8# OFL 18 ERY 12 无关作用

9# OFL 21 TCY 18 无关作用

10# ERY 12 TCY 17 累加作用
 
 

 
 

图 4    抗生素组合抑菌图形拮抗作用形（A、B 为含有不同药物的药敏纸片）
（a.拮抗作用，b.无关作用，c.累加作用）

Fig.4    Antibiotic combination antibacterial graph （A and B are drug sensitive papers containing different drugs）
（a. antagonistic interactions，b. indifference interactions，c. additive interactions） 

 

纸片扩散法是将含有定量抗菌药物的滤纸片贴在已接种反硝化细菌的琼脂表面上，纸片中的药物

在琼脂中扩散，在纸片的周围形成抑菌圈，纸片中药物含量越高抑菌圈直径越大，反之则越小. 由于试

验规范（NCCLS）要求纸片扩散法中药敏纸片的药物含量应对反硝化细菌产生 10—30 mm 的抑圈直

径，因此该方法受制于纸片的药物含量. 同时联合作用关系通过观察抑菌图形报告中抑菌圈交界关系

确定复合抗生素的作用关系，而纸片药物含量相同的条件下抑菌圈交界关系因两药敏纸片间距离变化

而发生变化，导致结果的不确定性.
 2.2.2    微量肉汤稀释法

根据 5 种抗生素微量肉汤稀释法 MIC 值，测定抗生素组合后 FIC 值，以此判断复合抗生素的联合

抑菌效应. 5 种抗生素两两联合后细菌培养板内反硝化细菌生长情况如图 5 所示.
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图 5    5 种抗生素联用后 8×8 孔内反硝化菌的生长情况
注：SYN 表示协同作用，ADD 表示累加作用，IND 表示无关作用，ANT 表示拮抗作用.

Fig.5    The growth of denitrifying bacteria in 8×8 Wells after the combination of 5 antibiotics
Note: SYN means synergistic , ADD means additive , IND means irrelevant effect and ANT means antagonistic 

 

 2.3    联合药敏试验测定结果分析

分别用 4 种不同的解释方法解释图 5 中微量肉汤稀释法的棋盘测试结果，两种抗生素的联合作用

效果如表 3 所示.
表 4 说明了用 4 种不同的方法解释抗生素联合的作用结果会以何种方式变化. 微量肉汤稀释法确

定复合抗生素间的作用关系时，其作用结果高度依赖于解释方法[16]. 不仅如此，在文献报道中可能存在

除本文 4 种解释方法之外其他的棋盘法结果解释方法，并且通常无法确定研究中所使用的解释方法.
同时，微量肉汤稀释法通过 FIC 指数对联合作用结果进行判定，该方法中对无关作用与拮抗作用范围

的 定 义 也 存 在 不 同 .  Huang 等 将 1<FIC≤2 时 确 定 为 无 关 作 用 ， 当 FIC>2 时 确 定 为 拮 抗 作 用 [21]；

Matsumura 与 Pillai 等将 1<FIC≤4 时确定为无关作用，当 FIC>4 时确定为拮抗作用[14,23]. 因此，这可能是

不同研究报道中抗生素相互作用关系结果不一致的原因.
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表 3    不同解释方法之间复合抗生素作用结果的差异

Table 3    Difference in the results of combined antibiotic action between different explanatory methods
 

组别
Group

药物A+B
Drug A+B

Method 1 Method 2 Method 3 Method 4

FIC
作用结果
Effect result FIC

作用结果
Effect result FIC

作用结果
Effect result FIC

作用结果
Effect result

1# CIP+ENR 2.8 拮抗作用 1.25 无关作用 8 拮抗作用 NA 累加/无关作用

2# CIP+OFL 2.8 拮抗作用 1.25 无关作用 8 拮抗作用 NA 拮抗作用

3# ENR+OFL 2.1 拮抗作用 1.25 无关作用 8 拮抗作用 NA 累加/无关作用

4# CIP+TCY 0.64 累加作用 0.38 协同作用 1 累加作用 NA 协同作用

5# ERY+TCY 0.79 累加作用 0.5 协同作用 1.5 无关作用 NA 协同作用

6# OFL+ERY 0.99 累加作用 0.5 协同作用 2 无关作用 NA 协同作用

7# ENR+ERY 1.45 无关作用 0.56 累加作用 4 拮抗作用 NA 累加/无关作用

8# CIP+ERY 0.95 无关作用 0.31 协同作用 3 无关作用 NA 协同作用

9# OFL+TCY 1.56 无关作用 0.75 累加作用 5 拮抗作用 NA 累加/无关作用

10# ENR+TCY 1.13 无关作用 0.38 协同作用 2.5 拮抗作用 NA 协同作用
 
 

 
 

表 4    纸片扩散法与微量肉汤稀释法联合药敏试验结果比较

Table 4    Comparison of drug sensitivity test results between disc diffusion method and broth dilution method
 

组别
Group

药物A
Drug A

药物B
Drug B

纸片扩散法
disk-diffusion method

微量肉汤稀释法 Microbroth dilution method

方法一
Method 1

方法二
Method 2

方法三
Method 3

方法四
Method 4

1# CIP ENR 拮抗作用 拮抗作用 无关作用 拮抗作用 累加/无关作用

2# CIP OFL 拮抗作用 拮抗作用 无关作用 拮抗作用 拮抗作用

3# ENR OFL 拮抗作用 拮抗作用 无关作用 拮抗作用 累加/无关作用

4# CIP TCY 拮抗作用 累加作用 协同作用 累加作用 协同作用

5# ERY TCY 拮抗作用 累加作用 协同作用 无关作用 协同作用

6# OFL ERY 无关作用 累加作用 协同作用 无关作用 协同作用

7# ENR ERY 无关作用 无关作用 累加作用 拮抗作用 累加/无关作用

8# CIP ERY 无关作用 无关作用 协同作用 无关作用 协同作用

9# OFL TCY 无关作用 无关作用 累加作用 拮抗作用 累加/无关作用

10# ENR TCY 累加作用 无关作用 协同作用 拮抗作用 协同作用
 
 

通过对纸片扩散法与微量肉汤稀释法两种方法联合作用关系结果的比较，结果表明两种方法确定

的联合作用结果存在较大差异，无法准确确定两种抗生素间的联合作用效果. 微量肉汤稀释法也存在

浓度设定的局限性，无法确定水土环境中低浓度条件下抗生素复合的作用效果. 同时鉴于纸片扩散法

与微量肉汤稀释法存在的问题，如何确定联合作用关系就显得非常重要.
微量肉汤稀释法棋盘中各孔代表了不同浓度条件下抗生素的复合，可能是由于单一抗生素存在高

低浓度效应，同一抗生素在不同浓度下对反硝化细菌所产生的效果不同，导致在不同浓度含量水平下

与另一种抗生素复合所产生的联合作用结果也不同.
Zou 等选取以恩诺沙星（ENR）为代表的氟喹诺酮类（FQ），对以假单胞菌为主的反硝化细菌进行敏

感性实验，NER 存在高浓度效应（500 μg∙L−1 至 100 mg∙L−1）和低浓度效应（100 ng∙L−1 至 10 μg∙L−1），约

100 μg∙L−1 作为边界[24]. 微量肉汤稀释法培养板各孔代表不同浓度抗生素组合，因此通过部分抑制浓度

指数（FICI）的平均值确定联合作用关系存在其不合理性.
 2.4    联合药敏试验方法优化

 2.4.1    微量肉汤稀释法

通过酶标仪对图 5 中微量肉汤稀释法棋盘测试结果进行测定，分别获得 96 孔板各孔中反硝化细

菌的 OD 值（Abs），通过比较各单一抗生素孔中 OD 值与各复合抗生素孔中 OD 值的差异确定两种抗
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生素的联合作用关系. 当 ODA+B ≤ ODmin（A，B）时，两种抗生素复合表现为累加/协同作用；当 ODmin（A，B）

≤ ODA+B ≤ ODmax（A，B）时，两种抗生素复合表现为无关作用；当 ODA+B ≥ ODmax（A，B） 时，两种抗生素复合

表现为拮抗作用. 不同浓度下抗生素的联合抑菌效果如图 6 所示.
 
 

图 6    不同浓度抗生素组合的联合抑菌效应

Fig.6    Combined bacteriostatic effect of different concentrations of antibiotic combinations 

 

 2.4.2    微生物量测定法

选取图 6 微量肉汤稀释法结果中 6 种抗生素浓度组合，测定不同浓度不同时间间隔下单一与复合

培养体系中反硝化细菌数量（图 7） . 通过 S-Gompenz 模型拟合反硝化菌生长曲线，获得最大生长量

（Nm）、迟滞时间（λ）、最大生长速率（μm）等相关参数，确定复合抗生素的联合作用关系（表 5）. 结果表

明该方法与优化后的微量肉汤稀释法结果具有良好的一致性，并能够准确区分协同与累加作用.
水土环境中抗生素的检出浓度一般在 ng∙L−1—μg∙L−1 的浓度含量水平，微量肉汤稀释法及纸片扩

散法联合药敏实验的浓度含量水平为 mg∙L−1，为探究地下水中抗生素浓度含量水平下抗生素组合的作

用效果，将 5 种抗生素浓度设定为 100 ng∙L−1，通过微生物量生长法在 30 ℃ 条件下培养 62 h 测定单一

与联合培养体系中反硝化细菌的生长量确定不同抗生素组合的作用关系. 未加抗生素的空白组 OD 值

为 1.515，实验组的 Abs 值及抗生素联合作用效果如表 6 所示.
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图 7    不同浓度抗生素组合生长曲线图

Fig.7    Growth curve of antibiotic combinations with different concentrations 

 

 
 

表 5    生长曲线拟合相关参数

Table 5    Growth curve fitting related parameters
 

单一体系
Single system Nm λ μm

复合体系
Composite system Nm λ μm

相关作用
Related effects

3.9063 μg∙L−1 ENR 1.6 4.27 0.352 3.9063 μg∙L−1 ENR+15.625 μg∙L−1 OFL 1.43 6.21 0.425 协同作用

7.8125 μg∙L−1 ENR 1.57 4.37 0.343 15.625 μg∙L−1 OFL+4 mg∙L−1 ERY 1.55 3.02 0.283 无关作用

15.625 μg∙L−1 OFL 1.6 4.39 0.355 7.8125 μg∙L−1 ENR+31.25 μg∙L−1 OFL 1.18 2.14 0.232 累加作用

31.25 μg∙L−1 OFL 1.33 4.88 0.318 3.90625 μg∙L−1 ENR+62.5 μg∙L−1 OFL 0.42 8.74 0.422 协同作用

62.5 μg∙L−1 OFL 0.94 7.58 0.375 7.8125 μg∙L−1 ENR+4 mg∙L−1 ERY 1.52 3.80 0.296 无关作用

4 mg∙L−1ERY 1.5 2.16 0.253 3.90625 μg∙L−1 ENR+4 mg∙L−1 ERY 1.47 2.00 0.251 累加作用
 
 

 
 

表 6    100 ng∙L−1 抗生素浓度联合作用结果

Table 6    Results of combined action of 100 ng∙L−1 antibiotic concentration
 

组别
Group

药物A/（Abs）
Drug A

药物B/（Abs）
Drug B

A+B/（Abs）
Drug A+B

作用结果
Effect result

1# CIP 1.595 ENR 1.514 1.545 无关作用

2# CIP 1.595 ERY 1.540 1.568 无关作用

3# ENR 1.514 OFL 1.568 1.553 无关作用

4# CIP 1.595 OFL 1.568 1.582 无关作用

5# OFL 1.568 ERY 1.540 1.542 无关作用

6# OFL 1.568 TCY 1.525 1.545 无关作用

7# ERY 1.540 TCY 1.525 1.415 累加作用

8# ENR 1.514 TCY 1.525 1.445 累加作用

9# CIP 1.595 TCY 1.525 1.779 拮抗作用

10# ENR 1.514 ERY 1.540 1.555 拮抗作用
 
 

比较单一与复合体系中最终反硝化细菌数量无法确定 100 ng∙L−1 ENR+100 ng∙L−1 TCY 浓度组合

与 100 ng∙L−1 ERY+100 ng∙L−1 TCY 浓度组合的唯一作用关系，因而拟合细菌生长曲线，通过比较如

表 7 所示的反硝化细菌基本生长特征参数，确定唯一的联合作用关系，图 8 表明，两种浓度组合下抗生

素表现为协同作用. 
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表 7    生长曲线拟合相关参数

Table 7    Growth curve fitting related parameters
 

ENR TCY ERY ENR+TCY ERY+TCY

Nm 1.751 1.888 1.763 1.279 1.13

λ −10.26 −10.17 −9.07 2.589 1.642

μm 0.141 0.136 0.151 0.171 0.198
 
 

 
 

图 8    不同浓度抗生素组合生长曲线图

Fig.8    Growth curve of antibiotic combinations with different concentrations 

 

微生物量测定法解决了联合药敏试验中纸片扩散法与微量肉汤稀释法两种方法存在的联合抑菌

效果不唯一，以及两种方法同时存在的抗生素浓度设定局限性等问题，并且该方法与优化后的微量肉

汤稀释法结果具有一致性. 微生物量法通过拟合微生物生长曲线更加直观且准确可靠的解释了复合抗

生素的作用关系，因此，微生物量测定法可作为准确确定抗生素联合作用效果行之有效的方法.
联合药敏试验作为一种确定抗生素联合作用效果简单有效的手段，该方法可为水土环境条件下快

速判定复合抗生素污染对反硝化作用影响提供一定的参考依据. 抗生素对反硝化细菌的作用机制较为

复杂，并且反硝化作用也作为一个包括 NO3
−-NO2

−-N2O-N2 的 4 个反应阶段且各阶段需要不同酶催化

的复杂反应过程. 一种抗生素可能影响反硝化作用过程的几个环节，同一种类抗生素的对各环节的作

用效果也会产生差别，并且同一抗生素在单一与联合作用下对细菌的作用机理及影响环节会有所不

同. 因此，抗生素复合条件下对反硝化过程存在更为复杂的影响，可通过环境模拟条件下的硝酸盐降解

实验进一步探讨抗生素对反硝化过程的影响机理，从而了解硝酸盐和抗生素的污染控制.

 3    结论（Conclusions）

（1）通过纸片扩散法与微量肉汤稀释法从分别定性与定量角度测定以假单胞菌属为主要菌群的甘

度反硝化菌对抗生素敏感性，两种方法测定结果具有一致性，敏感性大小为：ENR>CIP>OFL>TCY>
ERY>SMX>CLI.

（2）联合药敏试验中纸片扩散法与微量肉汤稀释法联合作用结果分别受两药敏纸片间距离与解释

方法及 FIC 计算标准的影响，导致抗生素联合作用结果的不唯一. 通过采用比较单一与复合抗生素各

孔中微生物差异确定抗生素作用关系的方法对微量肉汤稀释法做出优化，解决了不同解释方法得出结

果不一致的问题.
（3）通过微生物量测定法可以解决微量肉汤稀释法存在抗生素浓度设定的局限性问题，并且该方

法通过拟合微生物生长曲线可以更加直观且准确可靠的解释复合抗生素的作用关系，因此，微生物量

测定法可作为准确确定抗生素联合作用效果行之有效的方法.
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