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摘 要：发酵法生产泰乐菌素过程中会产生大量药渣，因残留抗生素的存在，极大地限制了其资源化利用。本研究采用微生物法降
解药渣中残留泰乐菌素。结果表明：从堆放泰乐菌素药渣附近土壤中分离筛选到 1株高效降解药渣泰乐菌素的菌株，经 16S rDNA
鉴定为无丙二酸柠檬酸杆菌（Citrobacter amalonaticus）。该菌株适宜生长 pH值为 6.0～7.0、温度为 30～35°C。在 30 °C、pH6.5条件下，
将无丙二酸柠檬酸杆菌按质量比为 10%的量接种于含 50 mg·L-1泰乐菌素培养基中，经 48 h发酵处理后，95.2%的泰乐菌素被降
解。提示利用微生物法可有效降解药渣中残留泰乐菌素。
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Abstract: A mass of pharmaceutical waste is produced during tylosin production by fermentation. The resource utilization of pharmaceutical
waste is restricted greatly because of the existence of antibiotic residue. The aim of this study was to investigate the degradation of tylosin
residue in pharmaceutical waste by microbiological method. The results showed that a tylosin-degrading strain was isolated from the soil on
which the tylosin pharmaceutical waste was long stacked. This strain was identified by 16S rDNA as Citrobacter amalonaticus. The optimal
growth conditions of C. amalonaticus were at pH6.0~7.0 and temperature 30~35°C. The amount of 95.2 % of tylosin in medium was degraded
by C. amalonaticus after fermentation for 48 h with conditions of initial bacteria concentration 10%, temperature 30°C, and pH 6.5. These in－
dicate that tylosin residue in pharmaceutical waste can been degraded by using microorganism.
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饲用抗生素的大量使用甚至滥用，会带来诸如耐

药菌、畜禽产品药物残留等不良后果，已受到世界各
国广泛关注[1-3]。由于高达 85%以上抗生素不能完全
被动物机体吸收，所残留的抗生素会通过各种途径进

入土壤、水域等环境中，在雨水、风等携带或促进下，
进而污染地下水、地表水和人们的生活用水[4-6]。我国
每年也有成千上万吨的抗生素类药物被用于畜禽养

殖业和人的医疗中。目前，国内外有关药渣中残留抗

生素降解技术的研究报道甚少，更没有对于泰乐菌素

这种耐高温稳定抗生素的降解研究。本课题主要采用
微生物降解法对药渣中残留抗生素进行生物降解，对

药渣中残留抗生素进行降解研究，对抗生素生产企业

可持续发展具有重大现实意义，而且对环境保护，提

高资源循环利用效率，促进经济和环境持续、和谐发
展具有重要的社会意义。
泰乐菌素（Tylosin）是一种由弗氏链霉菌（Strep－

tomyces fradiae）产生的兽用抗生素，属大环内酯类抗生
素，主要作用于革兰氏阳性菌、厌氧细菌和支原体，又
因其有促生长作用，所以被广泛用于畜禽生产及兽医

治疗[7]。近年来，泰乐菌素作为兽药和饲料添加剂，在畜
禽疾病防治和促进生长方面发挥了较大作用，但其进

入动物体内不能完全被吸收，大部分被排出体外[8-11]。
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泰乐菌素药渣是在泰乐菌素生产中，发酵醪液进

行固液分离时产生的菌饼部分。药渣中未提取完的泰
乐菌素，在自然环境中不易分解，因此大量泰乐菌素

残留对畜牧土地及泰乐菌素生产企业周边环境造成

极大的污染。由于药渣中含有丰富的营养成分，应对
其进行二次利用，但直接将其作为肥料和饲料原料使

用，均将从不同方面、不同程度上破坏生态环境。本研
究对药渣中残留泰乐菌素进行降解研究，旨在为泰乐

菌素药渣环保处理及其资源化利用提供科学依据，同

时也为其他抗生素废渣、废水的综合治理提供可借鉴
的思路和方法。

1 材料与方法

1.1 供试样品
泰乐菌素标样购买于美国 Sigma公司，泰乐菌素
药渣由泰乐菌素生产企业提供。
1.2 培养基

YPD培养基：酵母提取物 1 g，蛋白胨 2 g，葡萄糖
2 g，水 100 mL。

S1固体培养基：酵母提取物 0.5 g，蛋白胨 0.8 g，
葡萄糖 0.5 g，NaH2PO4·H2O 0.53 g，NaCl 0.5 g，琼脂 1
g，水 100 mL。
泰乐菌素药渣培养基：泰乐菌素药渣与水按 1∶10

比例（重量百分比）混合后，置室温下浸泡 12～14 h，离
心弃沉淀，再通过抽滤弃除漂浮的杂质即可。将泰乐
菌素含量调为 50 mg·L-1。
1.3 泰乐菌素降解菌的筛选
1.3.1 菌株来源
取自长期堆放泰乐菌素药渣附近的土壤。

1.3.2 降解菌的分离与纯化
将采集的土壤加入到 pH7.0的磷酸盐缓冲溶液

中打散、浸出，将其接入含有营养物质和泰乐菌素药
渣的培养基中进行培养。通过提高药渣比例分周期进
行筛选、驯化。将所得的复合菌经固体平板涂布，依据
菌落形态进行分离纯化。通过对泰乐菌素降解效果的
对比，筛选出降解能力较强的优势菌株。以上操作均
在无菌条件下进行。
1.3.3高效降解菌的鉴定
采用 DNA 快速提取试剂盒（MK047-3） 进行

DNA的提取。PCR反应引物采用细菌通用引物，正向
27F：5′ -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3′ ， 反 向
1492R：5′-TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3′。

PCR反应体系：10×PCR缓冲液 10 μL，MgCl2（25

mmol·L-1）4 μL，4 种 dNTP（200 μmol·L-1），引物 27F
和 1492R模板 DNA1 μL，Taq DNA聚合酶（10 000U·
mL-1）1 μL，加重蒸馏水至 100 μL。

PCR扩增程序：95 ℃预变性 1 min；94 ℃变性 30
s，54 ℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，32个循环；72 ℃延
伸 10 min；4 ℃保存。PCR产物用琼脂糖凝胶电泳进
行检测。
1.4 生长曲线的测定
降解菌接种于液态 YPD培养基中，30 ℃、130 r·

min-1条件下培养，于不同时间取样，采用活菌稀释计

数法测培养基中细菌浓度，并采用分光光度法检测样

品的 OD值，以确定降解菌的生长量。
1.5 培养条件对泰乐菌素降解的影响
采用单因子试验，将降解菌进行活化培养，然后

以不同接种量接种于药渣培养基，分别在不同时间、
底物（泰乐菌素）浓度、pH和温度等条件下培养，测定
培养基中泰乐菌素残留量。每个处理设 3次重复。
1.6 泰乐菌素浓度的测定
使用固体平板药敏试验法对泰乐菌素浓度进行

测定：取样后置于 1.5 mL离心管，和对照液一起以
13 000 r·min-1、4℃离心 5 min。稀释后进行药敏试验。

2 结果与讨论

2.1 菌株的分离筛选
经筛选、驯化获得对泰乐菌素有明显降解效果的
复合菌群。根据菌落形态等特征区分，试验初步分离
得到 4株菌株，分别编号为 FY、FL、FG和 FQ。在相同
条件下，菌株 FY降解效果明显优于其他 3株菌株，
降解效果明显且稳定，处理重现性好。经革兰氏染色
及倒置显微镜观察，菌株 FY为革兰氏阴性杆菌。
2.2 优势菌的鉴定
以细菌总 DNA为模板，利用细菌 16S rDNA通用

引物，正向引物 27F和反向引物 1492R进行 PCR扩
增，得到 PCR扩增产物，测定了分离菌株部分长度的
16S rDNA（约 1 438 bp）序列。将所测序列通过 BLAST
程序与 GenBank中核酸数据进行对比性分析。结果
显示，与 FY 同源性最高的是 Citrobacter amalonati－
cus，同源性达到 99％，故在分子系统发育分类学上属
于无丙二酸柠檬酸杆菌。
2.3 生长曲线的测定
分别采用活菌计数和分光光度法对降解菌 FY
生长曲线进行测定。由图 1可见：利用活菌稀释计数
法测定的菌生长曲线，0～16 h为迟缓期，16～40 h为对
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数生长期，40～48 h为稳定期，48～72 h为衰退期。而
利用分光光度法测定的生长曲线，在 48～72 h期间未
出现数值下降的趋势，这是由于采用分光光度仪测定

的细菌浓度，包含了代谢死亡后的菌体，使吸光度仍

然持续升高。
2.4 培养条件对泰乐菌素降解效果的影响
2.4.1 培养时间
将菌株 FY接种于含 50 mg·L-1泰乐菌素的药渣

培养基中，30 ℃下摇床振荡（125 r·min-1）培养 72 h。
由图 2可知：随着培养时间的延长，培养基中泰乐菌
素的降解率增大，0～8 h降解效果不明显，在 8 h降解
率仅为 6.8%，之后降解效果明显增强，其中 16～48 h
的降解效果最为显著，其降解率由 22.3%升至
89.1%，当培养至 72 h时，用微生物法未能检出残留
泰乐菌素。

2.4.2泰乐菌素浓度
将菌株 FY接种于含不同泰乐菌素浓度（10、20、

30、40、50、60、70 mg·L-1和 80 mg·L-1）的药渣培养基

中，在 30 ℃条件下摇床振荡（125 r·min-1）培养 48 h。
由图 3可知：当泰乐菌素浓度低于 30 mg·L-1时，用微

生物法未检测到残留泰乐菌素。泰乐菌素浓度高于
30 mg·L-1时，随着底物浓度增加，降解能力相应减

弱。
2.4.3 接菌量
将菌株 FY（活菌浓度 2.1×108 cfu·mL-1）分别按

2%、4%、6%、8%、10%、12%、14%、16%接种量接种于
含 50 mg·L-1的泰乐菌素的药渣培养基中，在 30 ℃下
摇床振荡（125 r·min-1）培养 48 h。由图 4可知：当接
种量较低时，菌株 FY对泰乐菌素的降解效果随接种
量的增加在一定范围内增加，当接菌量为 10%时，其
降解率为 95.2%。当接种量超过 10%后，菌株 FY对
泰乐菌素的降解效果有所下降，可能由于降解菌之间

存在竞争抑制作用。从实际应用及效益考虑，选 10%
作为适宜接种量。

2.4.4 pH值
将菌株 FY接种于含 50 mg·L-1泰乐菌素的药渣

培养基中，将培养基 pH分别调至 5.0、5.5、6.0、6.5、
7.0、7.5、8.0和 8.5。在 30℃下摇床振荡（125 r·min-1）

培养 48 h。由图 5可知：当培养基 pH值在 5.0～6.0的
范围内，菌株 FY对泰乐菌素的降解率随 pH值升高

图 1 降解菌生长曲线
Figure 1 Growth curve of degradation bacterium
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图 2 培养时间对降解菌降解能力的影响
Figure 2 The effect of time to biodegradation
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图 3 泰乐菌素浓度对降解菌降解能力的影响
Figure 3 The effect of tylosin concentration to biodegradation
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图 4 接菌量对降解菌降解能力的影响
Figure 4 The effect of bacterium quantity to biodegradation
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图 6 温度对降解菌降解能力的影响
Figure 6 The effect of temperature to biodegradation

图 5 pH对降解菌降解能力的影响
Figure 5 The effect of pH value to biodegradation
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而增加，从 66.7%升至 96.2%；在 pH值为 6.0～7.0 时
降解效果最佳，在 pH值为 6.5时用微生物法未能检
出残留泰乐菌素；当培养基 pH值在 7.0～8.5的范围
内，随着 pH值的升高，降解率呈直线下降趋势，从
98.2%升至 53.1%。可见菌株 FY在中性偏酸性的环
境下对泰乐菌素的降解效果最明显，所以适宜的降解

pH值为 6.0～7.0。
2.4.5 温度
将菌株 FY接种于含 50 mg·L-1泰乐菌素的药渣

培养基中，在温度分别为 15、20、25、30、35 ℃和 40 ℃
下摇床振荡（125 r·min-1）培养 48 h。由图 6可知：温
度对降解菌活性有明显影响。在 15～25 ℃之间，泰乐
菌素的降解率随着温度的升高而增加，从 59.2%上升
至 88.1%。在温度为 30℃和 35℃时用微生物法未能
检出残留泰乐菌素，而温度上升至 40 ℃时泰乐菌素
降解率下降至 80.5%。因此，适宜的降解温度是 30～
35℃。

3 结论

（1）从长期堆放泰乐菌素药渣的土壤中，分离纯
化出的 1株高效降解泰乐菌素的菌株，该菌为革兰氏
阴性杆菌。经 16S rDNA鉴定为无丙二酸柠檬酸杆菌
（Citrobacter amalonaticus）。
（2）在实验室条件下，降解菌降解泰乐菌素的适
宜 pH值为 6.0～7.0、温度为 30～35℃。该降解菌在 30
℃、pH 6.5、摇床转速 125 r·min-1、接种量 10%的条件
下培养 48 h，对泰乐菌素（50 mg·L-1）的降解率达

95.2%。
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