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水体中抗生素环境风险评估 
最小选择浓度(MSC)的测定 细菌群落耐药率法
[bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc77262523][bookmark: _Toc237183072]范围
[bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc26648466]本文件规定了水体中抗生素最小选择浓度（MSC）的检测方法—细菌群落耐药率法，涵盖样品采集、细菌提取与保存、微宇宙暴露培养、耐药率检测、 MSC 数值推导以及质量控制和质量保证的全流程操作要求。
本规范适用于地表水、地下水和饮用水等水环境样本中抗生素的MSC 检测。本标准也适用于生活污水、养殖废水、抗生素制药废水等废水中抗生素的MSC检测。
[bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc77262524][bookmark: _Toc237183073]规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
[bookmark: _Hlk150073262]GB 8978-1996 《污水综合排放标准》
GB 3838-2002 《地表水环境质量标准》
GB 21903-2008 《发酵类制药工业水污染物排放标准》
GB 21904-2008 《	化学合成类制药工业水污染物排放标准》
GB 21907-2008 《生物工程类制药工业水污染物排放标准》
GB/T 14848-2017 《地下水质量标准》
GB 5749-2022《生活饮用水卫生标准》
HJ 91.2-2022 《地表水环境质量监测技术规范》
HJ 164-2020 《地下水环境监测技术规范》

[bookmark: _Toc77262525][bookmark: _Toc237183074]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。

[bookmark: _Toc237183075]
抗生素 antibiotic
由某些微生物在生活过程中产生的或者人工合成的类似物，对某些其他微生物具有抑制或杀灭作用的一类化学物质。
[bookmark: _Toc237183076]
细菌耐药性 antibiotic resistance
细菌固有或外源获得的，能够使其在抗生素达到杀菌或抑菌浓度时仍能存活或繁殖的特性。
[bookmark: _Toc237183077]
[bookmark: _Toc237183078]耐药率 resistance proportion
[bookmark: _Toc237183079]在特定抗生素浓度的暴露培养条件下，存活的耐药菌数量与同期培养的总菌数量的比值（通常以百分比表示），是定量反映目标样本中细菌群体对该抗生素耐药程度的指标。
[bookmark: _Toc237183080]
选择系数 selection coefficient (SC)
暴露后细菌群落耐药率与暴露前原始样品耐药率的比值，用于表征抗生素暴露对细菌群落耐药性选择压力的影响
[bookmark: _Toc156941901][bookmark: _Toc149666588][bookmark: _Toc149917950][bookmark: _Toc150069355][bookmark: _Toc150016028][bookmark: _Toc237183081]
最小选择浓度  minimum selective concentration (MSC)
[bookmark: _Hlk150073347]抗生素暴露导致群落中抗生素耐药性水平提高的浓度阈值，即选择系数（SC）达到1时对应的抗生素浓度。高于该浓度时，具有耐药性的细菌在群落竞争中获得选择优势并被选择性富集。

[bookmark: _Toc237183082]检测流程
[bookmark: _Toc77263533][bookmark: _Toc237183083]本章规定了测定MSC的流程，按 “样品采集—预处理—抗生素暴露—耐药率检测—MSC推导—结果报告”的步骤执行。
[image: ]
图1. MSC测定流程
[bookmark: _Toc237183084]样品采集
依据不同环境介质的监测技术规范开展样品采集工作。
[bookmark: _Toc237183085]预处理
从采集的样品中分离细菌，制备适宜的菌悬液，为后续抗生素暴露实验提供细菌群落来源。
[bookmark: _Toc237183086]抗生素暴露
在微宇宙培养体系中设置梯度浓度的抗生素，对细菌群落进行暴露处理，以观察耐药性诱导和变化规律。
[bookmark: _Toc237183087]耐药率检测
采用平板涂布计数法分析抗生素暴露前后的耐药率变化，为MSC计算提供实验数据支持。
[bookmark: _Toc237183088]MSC 推导
基于耐药率变化数据推导获得 MSC。
[bookmark: _Toc237183089]结果报告
记录MSC检测结果。
[bookmark: _Toc234489783][bookmark: _Toc237183090][bookmark: _Toc100840267]5 检测方法与操作要求
[bookmark: _Toc156941907][bookmark: _Toc150069364][bookmark: _Toc149917959][bookmark: _Toc150016037][bookmark: _Toc237183091]5.1 样品采集
5.1.1 地表水样品
[bookmark: _Toc237183092]采样设备、采样点、采样方法、样品的保存与运输等应按照 GB 3838-2002、HJ 91.2-2022规定执行。
5.1.2地下水样品
采样设备、采样点位、采样方法、样品的保存与运输应按照GB/T 14848-2017、HJ 164-2020的规定执行。
5.1.3 饮用水样品
采样设备、采样点位、采样方法、样品的保存与运输应按照GB 5749-2022的规定执行。
5.1.4 生活污水样品
[bookmark: _Toc237183093]采样设备、采样点、采样方法、样品的保存与运输等应按照 GB 8978-1996规定执行。
5.1.5抗生素制药废水样品
[bookmark: _Toc237183094]采样设备、采样点、采样方法、样品的保存与运输等应按照 GB 21903-2008、GB 21904-2008、GB 21907-2008规定执行。养殖废水等其他类型废水样品的采样设备、采样点位、采样方法、样品保存与运输等可参照本方法执行。
[bookmark: _Toc237183095]5.2预处理
5.2.1将水样通过 0.22 μm 无菌滤膜（混合纤维素酯或聚醚砜材质）进行真空过滤，每张滤膜过滤 200–400 mL 水样，可根据水样浊度调整：较脏的水样可适当减少过滤量，较清洁的水样可适当增加过滤量。累计使用 5 张滤膜，并记录过滤水样体积。
5.2.2  将5张滤膜剪碎后置入无菌容器中，加入与累计过滤水样总体积相同体积的无菌缓冲液，加入无菌玻璃珠，涡旋振荡30分钟，静置后吸取上清液，作为受试菌悬液。
[bookmark: _Toc156941910][bookmark: _Toc100840272][bookmark: _Toc149917965][bookmark: _Toc150069370][bookmark: _Toc150016043][bookmark: _Toc237183096]5.3 抗生素暴露
[bookmark: _Toc156941911][bookmark: _Toc150016044][bookmark: _Toc100840273][bookmark: _Toc149917966][bookmark: _Toc149666601][bookmark: _Toc150069371][bookmark: _Toc237183097]5.3.1 暴露过程概述
[bookmark: _Toc156941913]通过构建微宇宙培养体系，将预处理获得的细菌群落置于不同浓度抗生素条件下进行暴露培养，并通过后续耐药率检测分析不同抗生素暴露水平下细菌群落耐药性变化，为MSC计算提供基础数据。
[bookmark: _Toc237183098]5.3.2仪器、试剂和材料
5.3.2.1 仪器：超净工作台、高压灭菌锅、4 ℃冰箱、电子天平、涡旋混合仪、恒温摇床
5.3.2.2 试剂：玻璃珠、PBS缓冲液（10 g/L NaCl、0.25 g/L KCl、1.6 g/L Na₂HPO₄、0.3 g/L KH₂PO₄，pH 7.4）、营养液（含葡萄糖、磷酸氢二钠七水物、磷酸二氢钠、七水硫酸镁、氯化钙、氯化钠、氯化铵）、抗生素溶液
5.3.2.3 材料：500 mL锥形瓶、移液器及吸头（2.5 μL、10 μL、100 μL、200 μL、1 mL）。
[bookmark: _Toc237183099]5.3.3 操作步骤
5.3.3.1 将若干 100 mL 无菌锥形瓶中分别加入 15 mL 受试菌悬液与细菌营养液，使体系中 COD、氮（N）和磷（P）浓度与待测环境样品一致。
5.3.3.2 向各离心管中加入目标抗生素，设置空白对照（不加抗生素）和7 个 10 倍梯度浓度组（分别加入终浓度为0.01 μg/L、0.1 μg/L、0.5μg/L、1 μg/L、5 μg/L 、10 μg/L、100 μg/L的抗生素），同时设置未加抗生素的空白对照组。
5.3.3.3 将所有离心管置于恒温摇床，20±2℃下 200 rpm 振荡培养 24 小时。
[bookmark: _Toc156941915][bookmark: _Toc100840276][bookmark: _Toc149917969][bookmark: _Toc150069374][bookmark: _Toc150016047][bookmark: _Toc237183100]5.4 耐药率检测
5.4.1 耐药率检测概述
采用平板涂布计数法，以 5.3 章节抗生素暴露前后的菌液为检测对象。将样品进行梯度稀释后，分别涂布于含目标抗生素的选择培养基（用于计数耐药菌），以及不含抗生素的通用培养基，用于计数总活菌。经恒温培养后统计菌落数，计算耐药率，为后续 MSC 推导提供数据支持。
5.4.2 仪器试剂和材料
5.4.2.1 仪器：超净工作台、恒温培养箱（30~37℃）、高速离心机、移液器（2.5 μL、10 μL、100 μL、200 μL、1 mL）、移液器吸头（带滤芯，无核酸酶，无菌）、无菌培养皿（90 mm）、L型玻璃涂布棒、无菌离心管（1.5 mL、15 mL）、涡旋混合仪、电子天平、高压灭菌锅、酒精灯、无菌移液管（1 mL、10 mL） 。
5.4.2.2 试剂与材料：
a) 通用培养基：营养琼脂或 LB 培养基，适用于水体异养细菌生长，经 121 ℃、20 min 高压蒸汽灭菌备用
b) 选择培养基：以通用培养基为基础，灭菌后冷却至 50–60 ℃，在无菌条件下加入目标抗生素（与 5.3 章节微宇宙实验所用抗生素一致），抗生素终浓度选择参见附录 A，充分混匀后倒平板，凝固后 4 ℃避光保存，7 天内使用
c) 无菌生理盐水（0.85% w/v NaCl）：121 ℃、20 min 高压蒸汽灭菌
d) 其他：无菌水、75% 酒精（用于涂布棒灭菌）、无菌玻璃珠（用于稀释液混匀）
5.4.3 方法步骤
5.4.3.1 样品梯度稀释
将各待测样品1 mL加入含 9 mL 无菌生理盐水的 15 mL 离心管中，涡旋振荡 30 s，制成 10⁻¹ 稀释液；随后按同样方法进行 10 倍系列梯度稀释，制备 10⁻²~10⁻⁶ 稀释液，确保涂布平板后菌落数在 30–300 CFU/皿范围内。
5.4.3.2 平板涂布
a) 每个样品梯度设置 3 个通用培养基平板（计数总菌）和 3 个选择培养基平板（计数耐药菌），并标记样品编号、稀释梯度及培养条件。
b) 使用无菌移液器吸取 100 μL 对应稀释液，滴加至平板中央。
c) 涂布完成后，将平板倒置，静置 15–20 min，使液体完全吸收。
5.4.3.3 恒温培养
将平板置于 30–37 ℃恒温培养箱中，有氧培养 24–48 h（根据水体细菌生长特性调整），直至菌落清晰可数。
5.4.3.4 菌落计数与记录
a) 统计通用培养基平板上的总菌落数（T，单位 CFU/mL）和选择培养基平板上的耐药菌落数（R，单位 CFU/mL），每组平行样取平均值。
b) 若同一梯度有 ≥2 个平板符合计数范围，取平均值；如所有梯度均不符合，调整稀释梯度后重新涂布。实验原始记录表参见附录B。
5.4.4 数据计算
耐药率（%）按以下公式计算：

[bookmark: _Toc150016052][bookmark: _Toc100840281][bookmark: _Toc149917974][bookmark: _Toc156941918][bookmark: _Toc150069379][bookmark: _Toc237183101]5.5 MSC推导
5.5.1 MSC推导概述
细菌群落在不同抗生素浓度暴露下的选择系数（即暴露后耐药率与培养前耐药率的比值）用于描述抗生素对群落的选择压力。将选择系数与抗生素浓度绘制曲线，并采用 Logistic 模型拟合，拟合曲线与 y=1 的交点即为最小选择浓度（MSC）。
5.5.2 推导过程
5.5.2.1 SC计算
基于 5.4 章节耐药率检测实验（或耐药基因丰度检测结果），对每个抗生素浓度梯度组计算选择系数SC。

5.5.2.2 Logistic模型构建
a) 收集不同抗生素浓度对应的 SC 值，以 SC 为纵坐标、抗生素浓度为横坐标绘制散点图
b) 采用 Logistic 增长模型拟合，模型形式如下：
其中，为SC的渐近最大值，为模型斜率（反映SC随抗生素浓度变化的速率），为SC增长阶段的中点浓度，为抗生素浓度。
5.5.2.3 MSC推导
将 SC=1代入拟合的 Logistic 模型，求解对应的抗生素浓度 C，该浓度即为最小选择浓度（MSC）。MSC计算与Logistic模型拟合示例参见附录C。
[bookmark: _Toc234489784][bookmark: _Toc237183102]6 质量控制与质量保证
[bookmark: _Toc237183103]6.1  样品采集质量控制
6.1.1 样品采集、保存与运输过程中应避免外源微生物污染，采样器具应预先灭菌或一次性使用。
6.1.2 水样采集后应尽快完成预处理，无法立即处理时，应于4 ℃条件下避光保存，并在24 h内完成实验。预处理后的滤膜应尽快开展后续实验；无法立即处理时，可于4 ℃避光条件下短期保存（不超过7 d），或于−80 ℃条件下加入20%甘油后冷冻保存（不超过60 d）。
6.1.3 样品运输过程中应保持低温保存，避免反复冻融及长时间暴露于高温环境。
[bookmark: _Toc237183104]6.2 实验过程质量控制
6.2.1 所有实验操作应在无菌条件下进行，实验过程中应避免交叉污染。实验过程中应设置基质空白和溶剂空白，用于判断实验体系及试剂中是否存在外源微生物污染或抗生素背景干扰。空白组不应出现异常菌落生长或耐药率升高现象，否则相关实验结果应重新开展。
6.2.2 PBS缓冲液、培养基及生理盐水等试剂应经高压蒸汽灭菌后使用；营养液、抗生素储备液等热不稳定试剂应采用0.22 μm滤膜过滤除菌后使用。
6.2.3 抗生素储备液宜现配现用；无法立即使用时，应根据抗生素稳定性要求于低温避光条件下保存，并避免反复冻融。：考虑到抗生素在培养过程中可能发生吸附、降解或微生物转化，在有条件的情况下建议对关键浓度组（如空白对照、MSC 附近浓度）进行暴露前后的抗生素浓度化学检测验证，或通过稳定性预实验评估抗生素在培养体系中的半衰期，必要时引入暴露浓度修正。
6.2.4 每组抗生素浓度梯度实验应至少设置3个平行样。
6.2.5 恒温培养过程中，应定期检查培养箱温度与摇床转速，确保实验条件稳定。
[bookmark: _Toc237183105]6.3 耐药率检测质量控制
6.3.1 L型玻璃涂布棒使用前应经75%酒精擦拭并火焰灭菌；培养基应经高压蒸汽灭菌后使用。通用培养基和选择培养基均应进行无菌性检查，出现杂菌污染时，该批培养基不得使用。
6.3.2 平板涂布过程中，每个稀释梯度应设置3个平行样。涂布操作应均匀、完整，避免菌液聚集或局部涂布不均。
6.3.3 平行样之间的相对偏差应不大于20%。当超过该范围时，应首先检查实验操作、培养条件及计数结果；经确认无法排除实验误差时，应重新开展该组暴露实验和耐药率检测。若重复实验仍不满足要求，则该组数据不纳入最终分析。
6.3.4 菌落计数原则上应选择菌落数为30–300 CFU/皿的平板进行统计，以保证计数结果的准确性。当选择培养基平板中耐药菌数量较低，菌落数低于30 CFU/皿时，可根据实际情况采用增加涂布体积、降低稀释倍数或直接计数等方式进行检测，并记录实际检测条件。对于菌落数低于30 CFU/皿但可清晰辨识且无污染的平板，可作为低丰度耐药菌定量结果使用；菌落数为0的平板应记录为未检出。对于菌落数量超过300 CFU/皿或菌落融合、生长异常的平板，不应作为最终计数结果。
6.3.5 出现空白污染、培养异常、菌落无法准确计数或重复实验结果不满足质量控制要求时，应判定相关数据无效。
[bookmark: _Toc237183106]6.4 数据分析质量控制
6.4.1 Logistic模型拟合时，应对异常值进行识别与分析，必要时可剔除明显异常数据，但应记录原因。
6.4.2 MSC推导所采用的Logistic模型拟合优度（R²）宜不低于0.85。
6.4.3 MSC结果应结合平行样检测结果的一致性进行综合评价。当平行样耐药率检测结果差异超过规定范围，导致模型拟合结果不稳定时，应重新开展暴露实验与耐药率检测。
[bookmark: _Toc237183107]6.5 结果有效性要求
6.5.1 空白对照组应保持稳定，不应出现异常耐药率升高现象。
6.5.2 当原始样品总菌浓度过低，无法满足菌落计数要求时，应重新采样或增加过滤体积
6.5.3 出现培养基污染、平板菌落蔓延、生长异常或菌落无法辨识等情况时，该组数据应判定无效。
[bookmark: _Toc234489785][bookmark: _Toc237183108]7 结果报告
检测结果报告应包括样品基本信息、检测条件、检测结果、质量控制结果及结果有效性说明等内容。
检测报告格式参见附录D。
T/CSES XXXX—XXXX
T/CSES XXXX—XXXX
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[bookmark: _Toc234489786][bookmark: _Toc237183109]附录 A
（规范性附录）
常用抗生素选择培养基推荐浓度

表A.1 常用抗生素在选择培养基中的推荐终浓度

	抗生素类别
	推荐终浓度（mg/L）

	四环素类
	4

	喹诺酮类
	1

	大环内酯类
	2

	β-内酰胺类
	8

	磺胺类
	32




注：

1. 推荐浓度主要用于平板计数实验中耐药菌的筛选。
2. 不同环境样品可根据目标菌群特征及样品背景适当调整抗生素浓度。宜使未经微宇宙培养的原始样品在选择培养基上的耐药率处于10%–50%范围内，以保证耐药菌筛选及计数结果的稳定性与可靠性。

[bookmark: _Toc234489787][bookmark: _Toc237183110]附录 B
（规范性附录）
实验原始记录表
B.1 样品基本信息记录表
表B.1 样品采集信息记录表
	样品编号
	采样地点
	水体类型
	采样时间
	采样体积
	保存条件
	采样人员

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	


B.2 预处理记录表
表B.2 样品预处理记录表
	样品编号
	滤膜数量
	单张过滤体积（mL）
	总过滤体积（mL）
	PBS体积（mL）
	处理时间
	操作人员

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	


B.3 抗生素暴露实验记录表
表B.3 微宇宙暴露实验记录表
	样品编号
	抗生素名称
	暴露浓度（μg/L）
	平行样编号
	培养时间（h）
	摇床转速（rpm）
	备注

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	


B.4 菌落计数记录表
表B.4 平板菌落计数记录表
	样品编号
	稀释梯度
	通用培养基菌落数（CFU）
	选择培养基菌落数（CFU）
	耐药率（%）
	备注

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	


B.5 MSC计算记录表
表B.5 MSC推导记录表
	抗生素浓度（μg/L）
	耐药率（%）
	选择系数SC
	Logistic拟合参数
	R²
	MSC（μg/L）

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	


[bookmark: _Toc234489788][bookmark: _Toc237183111]附录 C
（资料性附录）
MSC计算与Logistic拟合示例

C.1 耐药率计算示例
某水样在1 μg/L抗生素暴露条件下：
通用培养基总菌落数（T） = 2.5 × 105 CFU/mL
选择培养基耐药菌落数（R） = 5.0 × 103 CFU/mL
则耐药率计算如下：
耐药率（%） = R / T ×100
= (5.0 × 103)/(2.5 × 105) ×100
= 2.0%
C.2 选择系数（SC）计算示例
原始水样耐药率 = 0.5%
抗生素暴露后耐药率 = 2.0%
则：
SC = 2.0 / 0.5 = 4.0
C.3 Logistic拟合示例
Logistic模型：
SC = L / (1 + e(-k(C-C0)))
拟合参数示例：
L = 8.2，k = 0.76，C0 = 1.45 μg/L，R² = 0.94
令SC = 1时求得：
MSC = 0.18 μg/L
C.4 MSC拟合曲线示意图
[image: ]
[bookmark: _Toc234489789][bookmark: _Toc237183112]附录 D
（规范性附录）
检测报告格式

D.1 基本信息

a) 样品编号；
b) 样品类型；
c) 采样地点；
d) 采样时间；
e) 检测时间；
f) 检测单位。

D.2 检测条件

a) 抗生素名称；
b) 暴露浓度梯度；
c) 培养条件；
d) 培养基类型。

D.3 检测结果

a) 总菌浓度；
b) 耐药菌浓度；
c) 耐药率；
d) 选择系数（SC）；
e) Logistic拟合参数；
f) MSC结果；
g) Logistic模型拟合优度（R²）。

D.4 质量控制结果

a) 空白对照结果；
b) 平行样相对偏差；
c) 异常数据说明。

D.5 结果说明

包括检测结果适用范围、异常情况说明及结果有效性判定等内容。
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