
摘 要：为系统考察磺胺类抗生素药物（SAs）污染物长期暴露下的生物毒性效应，以 5种磺胺类抗生素（SAs）：磺胺氯哒嗪（SCP）、
磺胺嘧啶（SD）、磺胺吡啶（SPY）、磺胺甲恶唑（SMX）和磺胺二甲嘧啶（SM2）为研究对象，应用直接均分射线法（Equ-Ray）设计 10个
二元抗生素混合物体系（每个二元混合物体系设计 5条具有不同浓度比的射线），应用优化的长期微板毒性分析法（L-MTA）系统测
试这些抗生素在 16 h对发光菌青海弧菌（Vibrio-qinghaiensis sp.-Q67, Q67）的发光抑制毒性，并应用浓度加和模型（CA）分析混合
物毒性相互作用。结果表明：5种 SAs及其混合物射线对 Q67在 16 h呈现明显的毒性，但不同的抗生素毒性大小不同，以半数效应
浓度的负对数（pEC50）为毒性大小指标，5 种 SAs的毒性大小顺序为：SMX（pEC50=3.95）>SCP（pEC50=3.65）>SPY（pEC50=3.41）>SD
（pEC50=3.36）>SM2（pEC50=3.21）；10个 SAs的二元混合物体系中 7个呈现出加和作用，3个呈现出拮抗作用；3个混合物体系拮抗作
用随组分浓度比的变化呈现不同的变化规律：混合物体系 SCP-SPY和 SCP-SMX中的射线拮抗作用均随 SCP浓度比逐渐减小，即
从 R1到 R2逐渐明显，从 R2到 R5几乎不变，而 SCP-SM2体系，拮抗作用随组分 SCP的浓度比逐渐减小，即从 R1到 R2逐渐明
显，从 R2到 R5，逐渐变得不明显，R5在较高浓度区甚至出现了协同作用。
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Concentration-ratio-dependent antagonism of sulfonamide antibiotics towards Vibrio qinghaiensis sp.-Q67
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Abstract：To investigate the long-term toxicity of sulfonamide antibiotics（SAs）towards organisms, five SAs：sulfamethazine（SCP）, sul原
famethoxazole（SD）, sulfasalazine（SPY）, sulfadiazine（SMX）, and sulfachloro pyridazine（SM2）were selected as research subjects. The di原
rect equipartition ray method was used to design ten binary mixture systems, and five rays with different concentration ratios（p is）were ar原
ranged in each mixture system. The toxicities of the five SAs and their mixture systems towards the photobacterium Vibrio qinghaiensis sp.-
Q67 were determined using the optimized long-term microplate toxicity analysis（L-MTA）method. Concentration addition was employed as
the standard reference model to analyze the toxicity interaction within mixture systems. The results showed that the toxicities of the five SAs
and their mixture rays displayed obvious differences after 16 h. Based on the negative logarithm of median effect concentration（pEC50）, the
toxicity order of the five SAs was as follows：SMX（pEC50=3.95）>SCP（pEC50=3.65）>SPY（pEC50=3.41）>SD（pEC50=3.36）>SM2（pEC50=
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3.21）. Seven out of the ten mixture systems displayed additive action and the other three, SCP-SPY, SCP-SMX, and SCP-SM2, showed dif原
ferent antagonism. Antagonism of SCP-SPY and SCP-SMX gradually strengthened with the decrease of component SCP忆s p is from R1 to R2,
and then was mostly stable from R2 to R5. The antagonism of the SCP-SM2 mixture system strengthened with the decrease of SCP’s pis
from R1 to R2, then declined gradually from R2 to R5, and synergism appeared in the relatively high concentration region of R5.
Keywords：sulfonamide antibiotics; mixture; Vibrio qinghaiensis sp.-Q67; concentration-ratio dependency; antagonism

磺胺类抗生素药物（SAs）是应用最早的一类人工
合成抗菌药，主要作为饲料添加剂或治疗动物疾病广

泛应用于畜牧和水产养殖业中[1]。SAs药物的大量生
产和应用已导致该药物进入大气、水体以及土壤等环

境中[2]。据报道，在我国畜禽养殖场粪便中普遍存在磺
胺类抗生素的残留，残留的抗生素随动物粪便施肥进

入土壤后，有的被植物吸收积累，有的对土壤中的生

物产生毒害效应，甚至破坏植物根际周围的微生态平

衡[3-4]。在我国河流及湖泊等天然水环境中，约 158种
药物和个人护理产品（Pharmaceuticals and personal
care products，PPCPs）被调查出来，其中报道次数较多
的 20种 PPCPs中，磺胺类抗生素被报道次数最多[5]。
薛保铭等 [6]发现 4种磺胺类抗生素和甲氧苄氨嘧啶
（TMP）在钦州湾近海及汇海河流均有不同程度存在，
其中磺胺类抗生素在钦州湾的海水养殖区均呈现出

较高的浓度水平。Li等[7]研究发现白洋淀湖泊中普遍
存在喹诺酮类、大环内脂类和磺胺类抗生素，其中磺

胺类物质浓度最高（0.9~1563 ng·L-1），同时也发现残
留的抗生素对微生物和水生生物均产生了很强的生

态毒性。此外，太湖、武汉城市湖泊等不同湖泊水体中

都检出磺胺类抗生素[8-9]。
然而，进入环境中的抗生素又以各种形式和浓度

共存于环境中，形成复杂的各种混合污染物，进而对

环境生物产生联合毒性效应[10-11]。混合污染物所产生
的累积毒性与相互作用（协同与拮抗作用）具有更大

的潜在风险。因此，系统考察磺胺类抗生素及其混合

污染物对暴露生物的毒性具有更重要的现实环境意

义。越来越多的研究表明，污染物的毒性是随暴露时

间的延长而逐渐发生发展的[12]。然而，目前大多数的
研究只考虑用短时间暴露的急性毒性来评价污染物

的毒性效应，很少考虑到长时间暴露条件下，污染物

对生物体的干扰，因而不能准确地评定化合物毒性的

真实情况。要想深入了解 SAs污染物的毒性作用机
制，正确评价其生态风险，长期暴露也是一个重要的

考虑因素。

在绝大多数的水生生态系统中，细菌尤其是弧菌

类是食物链中最重要的一个环节，在生态系统的物质

循环和能量流动中发挥着重要的作用[13]。对生态系统
中细菌的任何外源性干扰都可能对生态系统产生有

益或有害的影响。因此，在生态毒理学的研究中，细菌

如发光菌费氏弧菌（Vibrio fisher，V. fisheri）和青海弧
菌（V ibrio qinghaiensis sp.-Q67，Q67）常作为化学污染
物水体毒性的一个重要指示生物[14]。发光菌毒性测试
中应用最广泛的是 V. fisheri，但在进行环境样品生物
毒性测试时需要人为加入一定量的 NaCl（2豫耀
3豫），在淡水体系样品的检测中存在一定的局限性[15]。
青海弧菌 Q67是一种淡水发光菌，克服了 V. fisheri
的这一缺点，且能够在很宽的 pH值范围内（6.5~11）
生长良好，对毒物的反应敏感。

本文以 5 种磺胺类抗生素磺胺氯哒嗪（SCP）、
磺胺嘧啶（SD）、磺胺吡啶（SPY）、磺胺甲恶唑（SMX）
和磺胺二甲嘧啶（SM2）为研究目标，以青海弧菌
Q67为指示生物。采用直接均分射线法（Equ-Ray）设
计二元混合物，采用长期微板毒性分析法（L-MTA）系
统测定磺胺类抗生素及其混合物在长期暴露条件下对

Q67的毒性效应，并应用经典加和参考模型分析混合
物的毒性相互作用，研究结果将为科学、客观地评价磺

胺类抗生素的环境风险提供数据参考。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器
试剂：5种磺胺类抗生素：磺胺氯哒嗪（SCP）、磺

胺嘧啶（SD）、磺胺吡啶（SPY）、磺胺甲恶唑（SMX）和
磺胺二甲嘧啶（SM2）均购自上海原叶生物科技有限
公司，其基本理化性质见表 1。采用 milli-Q水配制抗
生素储备液，保存在棕色瓶中，并置于 4 益冰箱中保
存，备用。

主要实验仪器：Synergy 2 Multi-Mode 微板光度
计（美国 BioTek伯腾仪器有限公司）、超净工作台（三
发仪器有限公司）、FA1004型五位电子天平（天津天
马衡基仪器有限公司）、YX280A手提式压力蒸汽灭
菌器（上海三申医疗器械有限公司）、SC-242型透明
门立式冷藏柜（青岛海尔电冰柜有限公司）、BS-2E数
显振荡培养箱（上海梅香仪器有限公司）、DHG-9140A
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表 2 直接均分射线法设计的 10组二元混合物体系的组分构成及其浓度比
Table 2 The components and their concentration ratios of ten groups of binary mixture systems designed by direct equal partition ray method

表 1 5种磺胺类抗生素的基本理化性质
Table 1 Basic physicochemical properties of five sulfonamide antibiotics

抗生素 简称 CAS号 分子式 分子量 琢 茁 RMSE R EC50 /mol·L-1 pEC50
磺胺氯哒嗪 SCP 80-32-0 C10H9ClN4O2S 284.7 6.32 1.73 0.033 0.987 1 2.22E-4 3.65
磺胺嘧啶 SD 68-35-9 C10H10N4O2S 250.2 5.71 1.70 0.053 0.934 4 4.38E-4 3.36

磺胺二甲嘧啶 SM2 57-68-1 C12H14N4O2S 278.3 3.89 1.21 0.040 0.964 3 6.10E-4 3.21
磺胺甲 恶口 唑 SMX 723-46-6 C10H11N3O3S 253.2 3.87 0.98 0.058 0.919 1 1.12E-4 3.95
磺胺吡啶 SPY 144-83-2 C11H11N3O2S 249.2 2.83 0.83 0.029 0.968 3 3.89E-4 3.41

电热恒温鼓风干燥箱（上海精密实验设备有限公司）

和 Dragon-lab 单道可调移液器（10~100 滋L，大龙兴
创实验仪器有限公司）。

1.2 混合物实验设计
采用直接均分射线法（Equ-Ray）[16]设计磺胺类抗

生素的二元混合物体系，共 10组。每组抗生素混合物
体系均安排 5条具有不同组分浓度配比的射线，共
50条混合物射线，其组分构成以及浓度配比见表 2。
1.3 菌种的培养、长期微板毒性分析法
青海弧菌 Q67（V ibrio qinghaisense sp. -Q67，Q67）

购自北京滨松科技公司，其培养配制参照文献[12，17]。
预实验表明，磺胺类抗生素对 Q67在 12 h内几

乎没有毒性，只有在 12 h后才逐渐出现毒性，在 16 h
出现明显的毒性效应，16 h后毒性开始减弱。因此，本

研究只需测定 5种抗生素对发光菌在暴露时间为 16
h的浓度-效应数据，分析方法采用长期微板毒性分
析方法（L-MTA）[18]，但在参考文献的基础上有所改
进，即调整了菌种的初始培养时间：将事先已培养至

对数生长期（即相对发光单位值 RLU逸9伊106）的
Q67，转入等体积的浓缩培养基，并置于 22 益培养箱，
培养时间缩短为 0.5 h（以使其在微孔板中在培养 16
h后仍处于对数生长期），加入事先已加入毒物的 96
孔微板中，在暴露 16 h时取出测定微孔板中各孔的
发光强度，余下过程同参考文献[18]。毒物对 Q67在
不同暴露时间的发光抑制毒性表达为发光抑制率

（E）[19]，计算公式如下：

E= I0-I
I0

伊100% （1）
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R1 R2 R3 R4 R5
BM1 PSCP 9.135E-01 8.086E-01 6.788E-01 5.137E-01 2.971E-01

PSM2 8.647E-02 1.914E-01 3.212E-01 4.863E-01 7.029E-01
BM2 PSCP 1.374E-01 2.847E-01 4.433E-01 6.142E-01 7.992E-01

PSD 8.626E-01 7.153E-01 5.567E-01 3.858E-01 2.008E-01
BM3 PSCP 8.715E-01 7.307E-01 5.757E-01 4.042E-01 2.134E-01

PSMX 1.285E-01 2.693E-01 4.243E-01 5.958E-01 7.866E-01
BM4 PSCP 7.059E-01 4.899E-01 3.244E-01 1.936E-01 8.761E-02

PSPY 2.941E-01 5.101E-01 6.756E-01 8.064E-01 9.124E-01
BM5 PSD 1.063E-01 2.291E-01 3.728E-01 5.432E-01 7.483E-01

PSM2 8.937E-01 7.709E-01 6.272E-01 4.568E-01 2.517E-01
BM6 PSD 8.950E-01 7.732E-01 6.302E-01 4.601E-01 2.542E-01

PSMX 1.050E-01 2.268E-01 3.698E-01 5.399E-01 7.458E-01
BM7 PSD 7.510E-01 5.467E-01 3.762E-01 2.317E-01 1.076E-01

PSPY 2.490E-01 4.533E-01 6.238E-01 7.683E-01 8.924E-01
BM8 PSM2 9.348E-01 8.515E-01 7.414E-01 5.891E-01 3.644E-01

PSMX 6.521E-02 1.485E-01 2.586E-01 4.109E-01 6.356E-01
BM9 PSM2 6.389E-01 4.144E-01 2.614E-01 1.503E-01 6.609E-02

PSPY 3.611E-01 5.856E-01 7.386E-01 8.497E-01 9.339E-01
BM10 PSMX 8.353E-01 6.699E-01 5.036E-01 3.365E-01 1.687E-01

PSPY 1.647E-01 3.301E-01 4.964E-01 6.635E-01 8.313E-01
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表 3 5种磺胺类抗生素的 Logit函数拟合结果及其
统计量拟合参数

Table 3 The fitted results by Logit function and its some statistics
for the five sulfonamide antibiotics

式中：I0为 24个空白对照孔的 RLU的平均值；I为不
同浓度处理组 3个平行浓度孔的 RLU的平均值。
1.4 浓度-效应数据拟合
对于浓度-效应曲线（CRC）为 S型的污染物，其

在不同暴露时间下的所有浓度-响应数据都需要在
APTox软件程序[20]上进行非线性拟合，同时计算出与
CRC模型相对应 95%可信度的观测效应置信区间。
化学计量学默认的优化原则是 1个优化模型使用的
样本数至少应是该模型参数的 5倍，考虑到 L-MTA
法测定 12个数据点的事实，所获得的浓度-毒性效应
数据，主要选择 2个参数的 CRC模型，例如 Logit（2）
和Weibull（3）两参数函数进行非线性模拟，其中 E表
示效应（0臆E臆1），c表示单个化合物或者混合物浓度，
琢和 茁都是参数。

E=1/[1+exp（-琢-茁*lg c）] （2）
E=1-exp[-exp（琢+茁*lg c）] （3）
由于毒性实验的固有误差，评估化合物或混合物

毒性时必须考察置信区间的范围，特别是观测值的置

信区间（OCI）。本论文中，OCI是基于实测毒性效应，
在显著性水平为 0.05情况下，化合物实验浓度的可
信范围，即化合物产生某一效应 x%时的 95% OCI，并
且本文是在整个浓度-效应区域内建立整条观测
CRC的 OCI曲线[21]。
1.5 混合物毒性相互作用分析

通常，混合物毒性相互作用的分析基于某一个标准

加和参考模型如浓度加和（CA）基础上进行的[22]，其计
算公式如下：

n

i=1
移 c i

ECx，i
=1 （4）

式中：c i 表示混合物产生总效应为 x%时第 i种组分
的浓度；ECx，i 为 i组分单独存在时产生等效应 x%时
的效应浓度。

如果由 CA模型预测的混合物浓度-效应曲线
（CRC）位于混合物实际观测毒性的 95% OCI内、95%
OCI上限的上方或 95%OCI下限的下方，则称该混合
物组分间分别是加和作用即没有毒性相互作用、拮抗

作用或协同作用[23-24]。

2 结果与讨论

2.1 5种磺胺类抗生素对 Q67的单一毒性
Logit函数能较好地拟合抗生素污染物的浓度-

效应数据 [25]，故本文采用 Logit 函数对数据进行拟
合。将通过 MTA 法采集的 5 种抗生素对Q67的浓

度-效应数据拟合到非线性函数 Logit，其拟合结果及
相关统计量见表 3，其浓度-效应数据及拟合 CRC绘
于图 1。从表 3可以看出，Logit函数可以很好地拟合
5种抗生素的浓度-效应实验数据（R>0.95，RMSE<
0.024）。以半数效应浓度（EC50）的负对数 pEC50为毒
性大小指标[26-27]，5种抗生素对 Q67的毒性差异不大，
pEC50值在 3.21~3.95之间，毒性最大的是 SMX，最小
的是 SM2。5 种抗生素的毒性顺序为：SMX（pEC50=
3.95）>SCP（pEC50=3.65）> SPY（pEC50=3.41）>SD（pEC50=
3.36）>SM2（pEC50=3.21）。图 1是 5种抗生素对发光菌
的浓度-效应曲线（CRCs），从图中可看出其对 Q67的
CRCs在实验观测的浓度范围内呈现 S型，但不平行，
说明这 5种抗生素对发光菌的毒性大小不同或参数
茁的大小不同（表 3）。
2.2 磺胺类抗生素二元混合物对 Q67的毒性
将 10组抗生素的二元混合物体系对 Q67的浓

度-效应数据及拟合 CRCs绘于图 2。可以看出，除了
SD-SM2和 SD-SMX两个混合物体系的 5条射线随
着浓度比有明显的变化外，其余混合物体系的射线没

有完全分开甚至是重叠的，表明磺胺类抗生素的二元

混合物体系的毒性没有明显差异，可能是由于这 5种

抗生素 琢 茁 RMSE R EC50 /mol·L-1 pEC50
SCP 6.32 1.73 0.033 0.987 1 2.22E-4 3.65
SD 5.71 1.70 0.053 0.934 4 4.38E-4 3.36

SM2 3.89 1.21 0.040 0.964 3 6.10E-4 3.21
SMX 3.87 0.98 0.058 0.919 1 1.12E-4 3.95
SPY 2.83 0.83 0.029 0.968 3 3.89E-4 3.41

图 1 5种磺胺类抗生素对 Q67的浓度-效应曲线
Figure 1 The CRCs of the five kinds of sulfonamide antibiotics

on Q67
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R1 R2 R3 R4 R5

抗生素对 Q67的毒性在 3.21~3.95范围内，差异不是
非常明显。由于其混合物毒性的复杂性，具体的原因

尚需要进一步研究。

2.3 磺胺类抗生素二元混合物毒性作用
基于加和参考模型 CA对磺胺类抗生素 10组二

元混合物体系的评估，结果显示：10组混合物体系中
有 7条混合物射线呈现经典的加和作用，即 CA线全

部位于 95% OCI的置信区间内，而 3组混合物体系
（SCP-SPY、SCP-SM2和 SCP-SMX）呈现明显的拮抗
作用（图 3），即 CA预测线位于 95%OCI上限的上方。
这可能是由于混合物中各组分的毒性比较接近，或作

用于同一个作用位点，导致了相互之间竞争作用位点

造成的[28-29]。
混合物毒性相互作用可能具有组分浓度比依赖

图 2 10组磺胺类二元混合物体系对 Q67的浓度-效应曲线
Figure 2 The concentration-effect curves of the ten group sulfa binary mixture system on Q67
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图 3 3组具有毒性相互作用混合物体系对 Q67的浓度-效应关系
Figure 3 Ray sulfa mixture of three groups of toxic interaction of Q67 concentration - effect relationship
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性[29-30]。本研究中发现，具有拮抗作用的 3组混合物体
系的拮抗作用从 R1到 R2呈逐渐减弱或逐渐增强的
趋势。不同的混合物体系，拮抗作用随组分浓度比（表

2）的变化规律不同：混合体系 SCP-SPY和 SCP-SMX
中的每条射线的拮抗作用从 R1到 R2逐渐明显，R3、
R4和 R5拮抗作用程度接近，而 SCP-SM2混合物体
系中 5条射线的拮抗作用从 R1到 R2增强，而后从
R2至 R5逐渐减弱，R5在较高浓度区甚至出现了协
同作用。通过进一步分析发现，具有拮抗作用的 3组
混合物体系虽然具有共同的组分 SCP，且其浓度比均
从 R1至 R5逐渐减小，但 3组混合物体系却呈现拮
抗作用随组分浓度比（表 2）的不同变化规律也不同。
这可能是由于 3组混合物体系中另一个组分造成的。
在这 3组混合物体系中，5条射线（R1至 R5）的组分
SPY、SM2和 SMX的浓度比均是逐渐增大的，说明混
和物的组分构成及其浓度配比可能是影响混合物体

系的拮抗作用发生发展的重要因素，具体的原因尚需

进一步研究。

3 结论

（1）Logit函数能很好地拟合 5种磺胺类抗生素
及其混合物对 Q67 的浓度-效应数据，5 种抗生素
对Q67的毒性差异不大，其毒性顺序为：SMX（pEC50=
3.95）>SCP（pEC50=3.65）>SPY（pEC50=3.41）>SD（pEC50=
3.36）>SM2（pEC50=3.21）。
（2）依据加和参考模型 CA，10组二元混合物体

系中，7组混合物体系呈经典的加和作用，3组混合物
体系 SCP-SM2、SCP-SMX和 SCP-SPY呈现出明显的
拮抗作用。

（3）具有拮抗作用的 3组混合物体系均含有共同
的组分 SCP，但拮抗作用随组分浓度配比变化而呈现
出不同的变化规律：从 R1至 R5，3组混合体系中的
SCP浓度比逐渐减小，SPY、SMX和 SM2的浓度比逐
渐增大，而 SCP-SPY和 SCP-SMX中的拮抗作用从
R1到 R2逐渐明显，从 R2到 R5几乎不变，而 SCP-
SM2混合物体系中 5条射线的拮抗作用从 R1到 R2
逐渐明显，从 R2到 R5，拮抗作用逐渐变得不明显，
R5在较高浓度区甚至出现了协同作用。
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