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摘要: 为研究各种抗生素组合对猪场废水厌氧发酵的影响以及各种抗生素之间的相互作用关系, 根据正交试验方案, 通过分

批培养,对阿莫西林、金霉素、磺胺二甲基氧、氟苯尼考 4种抗生素的联合抑制作用进行了研究.结果表明,阿莫西林 210 mgPL、

金霉素 10 mgPL、磺胺二甲基氧 210 mgPL、氟苯尼考 130 mgPL的组合对产甲烷的抑制率为 8718% , 而 4 种抗生素浓度均为 10

mgPL的组合对产甲烷速率不但没有抑制影响, 反而有促进作用. 4 种抗生素对产甲烷抑制作用的显著性依次为: 金霉素> 阿莫

西林> 氟苯尼考> 磺胺二甲基氧. 4 种抗生素两两之间呈现不同的互作类型, 除氟苯尼考和磺胺二甲基氧、氟苯尼考和阿莫西

林呈现相关加关系外,其余 2 种抗生素之间均表现为拮抗关系.
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Abstract: In order to investigate the combined effects of antibiotics on anaerobic digestion of piggery wastewater, batch tests based on

orthogonal test were adopted. Amoxicillin, aureomycin, sulfadimethoxine, florfenicol which are the most common antibiotics used in the

prevention and treatment of pig diseases were chosen in the experiment. The results showed that the methane production rate was affected most

by the combination of 130 mgPL of florfenicol, 210 mgPL of amoxicillin, 10 mgPL doxycycline and 210 mgPL sulfadimethoxine and the inhibitory

effect on maximum methane production rate amounted to 871 8% . No inhibitory effect but stimulus was observed on anaerobic digestion in the

presence of florfenicol, amox icillin, aureomycin, sulfadimethoxine with 10 mgPL. The significance of the inhibitory effect of the selected

antibiotics was in an order of aureomycin, amoxicillin, florfenicol and sulfadimethoxine ( p> 0. 005) . Different kinds of firs-t order interactions

between either two antibiotics were concluded from the experiment. Except that florfenicol was in a additivity relationship with amoxicillin and

sulfadimethox ine the interaction in other antibitotics was antagonistic.
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第一
[ 1, 2]

.由此所致的畜禽养殖废水污染问题也日益

严重.针对这类废水,国内外开发了许多行之有效的

工艺
[ 3~ 6]

.在现行的众多废水处理工艺中,厌氧处理

技术因能耗低、运行维护简单、可产生沼气等而成为

畜禽养殖场废水处理的主要技术. 但是,许多养猪场

废水的厌氧处理效果都不理想, 饲料添加剂的过度

使用,导致畜禽养殖废水含有重金属、抗生素、消毒

剂等物质, 是造成厌氧处理过程产生障碍的重要原

因之一
[ 7~ 14]

.对于单一抗生素的抑制作用,许多学者

进行了研究. Varel等
[ 15]
发现, 喂食莫能霉素的养牛

场废物的甲烷产生速率比没有喂食莫能霉素的降低

20%左右. Poels 等
[ 16]
及 Fischer 等

[17]
测定了多种抗

生素对厌氧污泥活性的影响, 发现林肯霉素降低厌

氧污泥活性最明显. 据Mass�等
[ 18]
报道,青霉素和四

环素可分别抑制厌氧污泥活性, 使猪场废水厌氧消

化的产甲烷速率降低 35%和 25%. 但是在规模化养

殖过程中,通常是多种不同类型的抗生素联合使用,

对于多种抗生素对猪场废水厌氧发酵的联合抑制作

用,以及各种抗生素在联合使用时表现出何种相互

作用类型,迄今为止报道不多.本试验以猪场废水为

基质,通过正交试验,探究阿莫西林、金霉素、磺胺二

甲基氧、氟苯尼考对厌氧消化的联合抑制作用, 同时

阐明抗生素之间的相互作用类型, 为合理使用抗生

素,排除抗生素对厌氧生物处理的障碍,以保证厌氧

生物处理工程的正常运行提供有利的理论依据.

1  材料与方法

1. 1  化学药剂

氟苯尼考和金霉素为兽用注射针剂, 浓度别为
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1 gP10 mL 和 500 mgP10 mL, 产于天津市保龄动物保

健品有限公司; 阿莫西林为粉剂,产于杭州杭江动物

药品厂;磺胺二甲基氧( SM2 )为兽用针剂, 浓度为 1

gP10 mL, 产于江西博莱大药厂.

1. 2  试验装置

发酵试验采用 150mL 血清瓶, 有效容积 100

mL.瓶口用橡胶塞密封, 橡胶塞上设置导管, 将产生

的气体引入刻度试管,刻度试管中充满5% NaOH 溶

液,以吸收气体中的 CO2 , 计量气体中的 CH4 . 试验

装置如图 1所示.

图 1  试验装置

Fig. 1 Fermentation vessel

113  基质和污泥

猪场废水取自杭州某养猪场, 废水取回后用

Lovibond PC-53565型 COD 测定仪以及安捷伦 1200

型液相色谱仪测定了废水的 COD浓度及所选抗生

素的浓度, 结果见表 1.接种污泥取自该养猪场厌氧

处理装置, TCOD为 3618 gPL,TSS为 3718 gPL, VSS为

3115 gPL,VSSPTSS为 01833. 为了消除残留基质对试

验的影响, 厌氧污泥用生理盐水清洗 3次,取 15mL

分装至每个血清瓶中.试验前,将装有接种污泥的血

清瓶放入 30 e 恒温室预培养 1 d.

表 1  猪场废水成分Pmg#L- 1

Table 1  Components of piggery wastewaterPmg#L- 1

COD 阿莫西林 金霉素 氟苯尼考 磺胺二甲基氧

6 100 15 65 25 20

1. 4  试验方法

为考察抗生素阿莫西林、金霉素、磺胺二甲基氧

(SM2 )、氟苯尼考对厌氧消化过程的联合抑制, 按 L25

( 5
6
)正交表进行 4因素 5水平的正交实验. 根据废

水中所选抗生素浓度确定试验因素和水平及试验组

合,见表 2、表 3, 试验分 25组, 每组采用 3个平行,

同时设置1组空白试验作为对照, 编为 0号.

表 2 正交试验因素及水平表Pmg#L- 1

Table 2  Effect factors and their levels in orthogonal test Pmg#L- 1

水平
因素

阿莫西林 金霉素 SM2 氟苯尼考

1 10. 0 10. 0 10. 0 10. 0

2 30. 0 30. 0 30. 0 30. 0

3 70. 0 70. 0 70. 0 70. 0

4 130. 0 130. 0 130. 0 130. 0

5 210. 0 210. 0 210. 0 210. 0

表 3  L25( 5
6 )正交试验表1)

Table 3 L25( 56 ) orthogonal layout

试验号
列号

A B C D e1 e2

1 1 1 1 1 1 1

2 1 2 2 2 2 2

3 1 3 3 3 3 3

4 1 4 4 4 4 4

5 1 5 5 5 5 5

6 2 1 2 3 4 5

7 2 2 3 4 5 1

8 2 3 4 5 1 2

9 2 4 5 1 2 3

10 2 5 1 2 3 4

11 3 1 3 5 2 4

12 3 2 4 1 3 5

13 3 3 5 2 4 1

14 3 4 1 3 5 2

15 3 5 2 4 1 3

16 4 1 4 2 5 3

17 4 2 5 3 1 4

18 4 3 1 4 2 5

19 4 4 2 5 3 1

20 4 5 3 1 4 2

21 5 1 5 4 3 2

22 5 2 1 5 4 3

23 5 3 2 1 5 4

24 5 4 3 2 1 5

25 5 5 4 3 2 1

1)其中 A、B、C、D 分别为阿莫西林、金霉素、磺胺二甲基氧和氟苯尼

考, e1 和 e2 为误差列

2  结果与分析

2. 1  厌氧消化产气性能

设置 3组平行试验, 每组试验包括空白组 0号

及正交试验 25 组( 1~ 25 号) . 各反应瓶有效容积

100 mL, 取 3组平行试验的平均值作为厌氧反应的

容积产气量,结果见表 4.
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表 4  不同反应瓶的累计容积产气量PmL

Table 4  Accumulated methane production in each reaction bott lePmL

实验

组号

反应时间Pd

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

0 9. 0 41. 0 55. 0 66. 2 82. 7 101. 7 112. 7 112. 7 113. 7 113. 7 113. 7 113. 7 113. 7 113. 7 113. 7

1 12. 5 44. 2 59. 2 73. 7 87. 9 100. 9 109. 9 109. 9 110. 9 116. 9 121. 9 125. 9 128. 4 131. 9 133. 2

2 9. 5 42. 5 65. 5 75. 0 87. 2 101. 2 113. 7 113. 7 114. 2 116. 2 119. 2 123. 2 126. 2 129. 2 131. 2

3 8. 0 38. 0 43. 0 45. 7 46. 2 48. 7 48. 7 48. 7 48. 7 48. 7 48. 7 48. 7 48. 7 48. 7 48. 7

4 4. 5 14. 0 34. 5 37. 0 37. 0 37. 0 37. 0 37. 0 37. 0 37. 0 37. 0 37. 0 37. 0 37. 0 37. 0

5 6. 0 16. 0 41. 0 41. 5 41. 5 41. 7 41. 7 41. 7 41. 7 41. 7 41. 7 41. 7 41. 7 41. 7 41. 7

6 10. 5 42. 7 51. 7 67. 2 83. 7 95. 7 102. 7 102. 7 102. 7 102. 7 102. 7 102. 7 102. 7 102. 7 102. 7

7 5. 5 38. 5 45. 0 46. 0 46. 0 46. 5 46. 5 46. 5 46. 5 46. 5 46. 5 46. 5 46. 5 46. 5 46. 5

8 5. 5 20. 5 44. 0 46. 5 48. 0 48. 0 48. 0 48. 0 48. 0 48. 0 48. 0 48. 0 48. 0 48. 0 48. 0

9 6. 2 16. 7 45. 2 47. 2 47. 2 49. 7 50. 7 50. 7 50. 7 50. 7 50. 7 50. 7 50. 7 50. 7 50. 7

10 3. 7 27. 2 62. 7 65. 3 65. 3 65. 3 65. 3 65. 3 65. 3 65. 3 65. 3 65. 3 65. 3 65. 3 65. 3

11 11. 0 44. 2 47. 7 47. 9 47. 9 47. 9 47. 9 47. 9 47. 9 47. 9 47. 9 47. 9 47. 9 47. 9 47. 9

12 9. 5 34. 6 58. 1 60. 3 66. 5 66. 5 66. 5 66. 5 66. 5 66. 5 66. 5 66. 5 66. 5 66. 5 66. 5

13 5. 5 15. 0 42. 0 47. 3 47. 3 47. 5 47. 5 47. 5 47. 5 47. 5 47. 5 47. 5 47. 5 47. 5 47. 5

14 3. 5 20. 1 42. 6 48. 1 49. 1 49. 3 49. 3 49. 3 49. 3 49. 3 49. 3 49. 3 49. 3 49. 3 49. 3

15 6. 5 14. 0 38. 0 41. 2 41. 2 41. 2 41. 2 41. 2 41. 2 41. 2 41. 2 41. 2 41. 2 41. 2 41. 2

16 8. 5 35. 2 71. 2 79. 9 91. 6 104. 1 115. 2 115. 6 115. 6 115. 6 115. 6 115. 6 115. 6 115. 6 115. 6

17 2. 0 25. 0 49. 0 60. 2 61. 7 61. 7 61. 7 61. 7 61. 7 61. 7 61. 7 61. 7 61. 7 61. 7 61. 7

18 5. 2 25. 2 45. 2 48. 2 54. 4 54. 4 54. 4 54. 4 54. 4 54. 4 54. 4 54. 4 54. 4 54. 4 54. 4

19 5. 0 12. 2 44. 2 48. 7 49. 7 57. 2 57. 2 57. 2 57. 2 57. 2 57. 2 57. 2 57. 2 57. 2 57. 2

20 3. 5 5. 5 42. 5 46. 0 46. 0 46. 0 46. 0 46. 0 46. 0 46. 0 46. 0 46. 0 46. 0 46. 0 46. 0

21 4. 5 5. 0 28. 5 36. 2 37. 7 43. 2 43. 2 43. 2 43. 2 42. 2 43. 2 43. 2 43. 2 43. 2 43. 2

22 8. 0 12. 2 38. 7 42. 7 54. 5 43. 5 43. 5 43. 5 43. 5 43. 5 43. 5 43. 5 43. 5 43. 5 43. 5

23 7. 0 14. 0 38. 5 44. 2 44. 7 44. 7 44. 7 44. 7 44. 7 44. 7 44. 7 44. 7 44. 7 44. 7 44. 7

24 5. 5 12. 0 37. 5 46. 0 54. 0 54. 0 54. 1 54. 1 54. 1 54. 1 54. 1 54. 1 54. 1 54. 1 54. 1

25 5. 5 6. 0 30. 5 40. 2 41. 9 41. 9 41. 9 41. 9 41. 9 41. 9 41. 9 41. 9 41. 9 41. 9 41. 9

2. 2  多种抗生素联合抑制
根据试验组和对照组累积产甲烷量的差异, 计

算每组试验的产甲烷抑制率, 以此为指标判定各抗

生素组合对厌氧发酵抑制作用的强弱.

从表 5可以看出,第 1组,即阿莫西林、金霉素、

SM2、氟苯尼考浓度均为10 mgPL时,以及第2组,即4

种抗生素浓度分别为10、30、30、30 mgPL时, 抑制率

为负值, 说明该抗生素组合对厌氧产甲烷有促进作

用.其余各组都表现为抑制作用, 在阿莫西林浓度

10 mgPL、金霉素 30 mgPL、SM2 30 mgPL、氟苯尼考 30

mgPL的条件下,对产甲烷的抑制程度最小,抑制率为

9167%; 在4种抗生素浓度分别为210、10、210、130

mgPL的条件下,对产甲烷的抑制程度最大,抑制率可

达 8718%.

表 5  各试验组的抑制率P%

Table 5 Inhibitory rateP%

试验组号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

抑制率 - 38. 89 - 19. 09 57. 17 67. 46 63. 32 9. 67 59. 1 57. 78 59. 27 58. 89 57. 87 41. 51 63. 41

试验组号 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

抑制率 61. 11 65. 85 14. 15 77. 78 52. 15 70. 24 86. 59 87. 8 70. 24 65. 85 70. 73 50

213  正交试验结果分析
正交试验结果极差分析见表 6.

由极差分析可知, 在所试验的4种抗生素中,金

霉素所致的极差最大, 说明它对容积产甲烷速率影
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      表 6  正交试验结果极差分析1)

Table 6  Range analysis of the orthogonal test results

因素 阿莫西林 金霉素 磺胺二甲基氧 氟苯尼考

Ñ j 130. 0 53. 6 203. 5 214. 3

Ò j 244. 7 306. 5 269. 5 265. 1

Ó j 289. 8 296. 4 254. 5 255. 7

Ôj 300. 9 328. 8 230. 9 332. 4

Vj 344. 6 324. 7 351. 6 242. 5

kj 5. 0 5. 0 5. 0 5. 0

Ñ jPk j 26. 0 10. 7 40. 7 42. 9

Ò jPk j 48. 9 61. 3 53. 9 53. 0

Ó jPk j 58. 0 59. 3 50. 9 51. 1

ÔjPk j 60. 2 65. 8 46. 2 66. 5

Õ jPk j 68. 9 64. 9 70. 3 48. 5

Dj 42. 9 54. 2 29. 6 23. 6

1)表中: Ñ j为第 j 列/ 10水平所对应的试验指标的数值之和; Ò j为

第 j 列/ 20水平所对应的试验指标的数值之和; Ó j 为第j 列/ 30水平

所对应的试验指标的数值之和; kj为第 j 列同一水平出现的次数.等

于试验的次数( n)除以第 j 列的水平数; Ñ jPK j 为第 j 列/ 10水平所

对应的试验指标的平均值; ÒjPKj 为第j 列/ 20水平所对应的试验指

标的平均值; Ó jPKj 为第 j 列/ 30水平所对应的试验指标的平均值;

Dj 为第j 列的极差.等于第 j 列各水平对应的试验指标平均值中的

最大值减最小值

响最大,其他依次是阿莫西林、氟苯尼考和磺胺二甲

基氧.

正交试验结果方差分析见表 7.

表 7  正交试验结果方差分析1)

Table 7  Variance analysis of the orthogonal test results

指标 阿莫西林 金霉素 氟苯尼考
磺胺二

甲基氧

试验指标平均值 y 521398

总偏差平方和 22 017156

误差平方和 S e 8 05014

误差的方差 V e 1 00613

因素偏差平方和 Sj 5 36812 10 99217 2 50512 1 53014

自由度 f j 410 410 410 410

方差 Vj 1 34210 2 74812 62613 38216

方差比 Fj 113 217 016 014

1)表中: Sj 为偏差平方和; f j 为自由度, f j 第j 列的水平数- 1; Vj 为

方差, Vj = SjPf j ; V e 为误差列的方差, V e= S ePf e ; Fj 为方差之比, Fj

= VjPV e

由于氟苯尼考和磺胺二甲基氧所致的方差小于

误差的方差,可将这 2列并入误差列,因此新误差的

偏差平方和为12 086,新误差自由度为 16,新误差的

均方为 755, 金霉素和阿莫西林的方差分别变成

3164和 1178,其显著性分析见表 8.

由方差分析可知,金霉素的抑制作用达到极显

著水平( F > 0105) ; 说明金霉素对厌氧消化的影响

明显;阿莫西林、氟苯尼考和磺胺二甲基氧的抑制作

用在显著性水平 011上均不显著.

表 8  抑制的显著性分析

Table 8  Significance analysis of inhibition

p 值 金霉素 显著性

F0. 1( 4, 16) 2. 33

F0. 05 ( 4, 16) 3. 01 3. 64 * (显著)

F0. 01 ( 4, 16) 4. 77

2. 4  一级互作分析

根据不同抗生素组合对产甲烷的抑制率,可以

推算出一种抗生素的抑制率随另一种抗生素浓度的

变化趋势,进而推导出 2种抗生素的相互作用情况.

由图 2可以看出, SM2 和阿莫西林的抑制作用随氟

苯尼考浓度的增加呈现一组平行线, 其一级互作为

相加关系;其余抗生素的一级互作曲线均为相交直

线,说明抗生素两两之间呈现拮抗关系.

3  讨论

阿莫西林属于 B-内酰胺药物( B-lactam )抗生

素,其杀菌机制是抑制细菌细胞壁合成.细菌细胞内

有多种能与青霉素结合的蛋白, 称为青霉素结合蛋

白( penicillin-binding protein, PBP ) ,有些 PBP 就是转

肽酶,当 PBP 与 B-内酰胺药物结合后,转肽反应被

抑制,导致细胞壁缺陷. Koig 等
[ 19]
分析了从甲烷杆

菌目的 3个属中分离到的细胞壁球囊的肽聚糖多聚

体,发现含有 3种L-氨基酸( L-赖氨酸、L-谷氨酸、L-

丙氨酸或 L-苏氨酸)、1 种N-乙酰氨基糖( N-乙酰葡

萄糖胺或 N-乙酰半乳糖胺)和 N-乙酰-L-塔罗糖胺

糖醛酸, 不含胞壁酸或 LL-二氨基庚二酸、D-谷氨酸

和 D-丙氨酸,这种类型的肽聚糖与真细菌的肽聚糖

成分全然不同.而阿莫西林的 B-内酰胺环里具有高

度反应性的CO ) N化学键,其作用靶位恰恰为 N-乙

酰胞壁酸
[20]

, 因此产甲烷菌不受此类抗生素作用,

进而导致阿莫西林对产甲烷的抑制作用较弱.金霉

素也称氯四环素, 此类抗生素与核糖体 30S 亚基结

合,阻碍 30S 亚基与氨基酰 tRNA 结合,导致细菌蛋

白合成受阻
[ 20]

, 因此,厌氧过程的 3大菌群, 水解发

酵细菌、产氢产乙酸菌和产甲烷菌都受其抑制, 进而

导致金霉素的抑制作用最强.氟苯尼考属于氯霉素

类抗生素能与 50S亚基结合,干扰肽酰基转移酶,抑

制氨基酸结合到正在合成的多肽链上. SM2 属于磺

胺抗生素,通过干扰细菌的叶酸代谢抑制细菌的生

长.细菌不能直接利用环境中的叶酸,形成四氢叶酸

后,四氢叶酸的活化型是一碳单位的传递体,在嘌呤

和氧核苷酸合成过程中起重要的传递作用.磺胺可
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图 2 抗生素间一级相互作用

Fig. 2  Firs-t order interaction

竞争二氢叶酸合成酶,阻碍二氢叶酸合成,从而抑制

细菌的核酸代谢.

阿莫西林、氟苯尼考和 SM2 与金霉素的作用都

属于拮抗作用, 这是因为金霉素是快速抑菌性抗生

素,可快速抑制敏感细菌的繁殖,而阿莫西林是快速

杀菌性抗生素, 对处于繁殖期的细菌作用最强,如果

把它们联用,则可导致阿莫西林/无菌可杀0, 无形中

削弱了阿莫西林的杀菌能力, 对于氟苯尼考和 SM2

是同样的道理.

4  结论

(1)在低浓度下, 4种抗生素的组合对猪场废水

厌氧发酵有促进作用,在高浓度下, 4种抗生素的组

合都有抑制作用, 产甲烷抑制率在 9167% ~ 8718%

之间.

( 2) 4种抗生素对猪场废水厌氧发酵的抑制顺

序为金霉素> 阿莫西林> 氟苯尼考> 磺胺二甲基

氧,金霉素对厌氧发酵有显著的抑制作用,其余 3种

抗生素没有显著抑制作用.

( 3)抗生素之间除 SM2 和氟苯尼考以及阿莫西

林和氟苯尼考为相加关系外, 一级互作均为拮抗

关系.
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