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[bookmark: _Toc234489921]1 制定标准的背景、目的和意义
[bookmark: _Toc234489922]1.1 背景
抗生素的大量使用和不合理排放导致环境中抗生素残留及细菌耐药性持续增加，已成为全球公共卫生和生态环境领域的重要挑战。世界卫生组织（WHO）已将抗微生物耐药性（Antimicrobial Resistance, AMR）列为全球重大健康威胁之一。由全球抗菌药物耐药性合作组织（Antimicrobial Resistance Collaborators）发表在《Lancet》上的研究显示，2019年全球约495万人死亡与细菌耐药相关，其中约127万人可直接归因于细菌耐药[1]。英国政府组织开展的耐药性评估研究进一步预测，若缺乏有效干预，到2050年细菌耐药可能成为全球主要死亡风险之一[2]。
抗生素进入环境后，大部分以原形或活性代谢产物形式排出体外，并通过生活污水、医疗废水、养殖废弃物及制药废水等途径进入水环境。由于现有污水处理工艺对部分抗生素去除能力有限，污水处理厂尾水、农业径流及养殖排放成为水环境抗生素的重要输入途径。研究表明，我国抗生素生产和使用量长期处于全球较高水平[3]，导致主要流域水环境中普遍存在抗生素残留现象。基于抗生素使用和排放清单的研究显示，我国多个流域均可检测到不同程度的抗生素污染[4, 5]。
针对环境抗生素风险，各国已建立了一系列风险评价体系。传统风险评价方法主要基于持久性（Persistence）、生物累积性（Bioaccumulation）和毒性（Toxicity）（P-B-T）框架，通过环境暴露浓度（MEC或PEC）与预测无效应浓度（PNEC）的比较，计算风险商（RQ）评价环境风险。美国FDA于1998年发布《人用药品及生物制品申请环境评估指南》，提出当药物环境浓度超过一定阈值时需开展基于P-B-T框架的环境风险评估[6]。欧盟自2006年起建立基于P-B-T的人用药品环境风险评估框架，规定当预测环境浓度（PEC）超过0.01 μg/L时需开展系统评估，重点关注水生生物与微生物毒性[7]。
然而，传统P-B-T方法主要关注污染物的生态毒性效应，与抗生素“针对微生物发挥作用”的特殊属性存在一定不匹配。传统毒性评价对象主要包括藻类、浮游动物和鱼类等水生生物，而抗生素对上述水生生物通常不敏感，其效应浓度通常高于环境实际暴露水平。因此，基于P-B-T方法获得的抗生素风险结果可能低估其对微生物群落及耐药性演化的潜在影响[8] [9] [10]。
近年来，随着环境抗生素耐药性问题受到关注，以耐药性选择效应为核心的新型风险评价方法逐渐发展。其理论基础在于，抗生素作为选择压力，可改变敏感菌和耐药菌之间的竞争关系，使耐药菌获得生态优势并促进耐药性扩散。基于这一理论，研究者提出最小选择浓度（minimum selective concentration, MSC）的概念，即能够促进耐药菌在群落竞争中获得选择优势的最低抗生素浓度阈值。MSC能够从耐药性演化角度反映抗生素环境风险，为传统生态毒性评价提供重要补充。目前，MSC测定方法主要基于单菌株竞争实验体系，通过敏感菌与耐药菌共培养，监测不同抗生素浓度下菌群比例变化确定选择阈值。随着相关研究不断深入，越来越多的证据表明，MSC可作为评估抗生素环境风险的重要指标。在此基础上，环境管理理念也开始发生转变。2024年 WHO 发布《抗生素生产废水和固体废物管控指南》  [11]，里程碑式地将MSC作为纳入抗生素环境风险评估，替代传统仅关注水生生物毒性的环境风险评估体系，标志着生态环境风险评估理念的更新。
针对上述问题，编制团队基于环境微生物群落提出了“3M” MSC评估框架，即以天然微生物群落（microflora）为研究对象，构建符合环境条件的抗生素暴露微宇宙体系（microcosm），并通过群落水平响应建模（modelling）获得MSC值。基于该框架，研究团队开展了长江流域抗生素耐药选择风险评估，证明相比传统P-B-T方法，该方法能够更敏感地识别抗生素潜在选择风险 [12]。相关技术已形成团体标准《水体中抗生素环境风险评估技术指南》（T/JSSES 39—2024）。
在此基础上，为进一步提高MSC测定结果的生态解释能力和标准化水平，本指南进一步采用表型耐药率作为群落耐药响应指标，减少耐药基因检测中沉默基因及基因表达差异带来的影响，并针对样品预处理、微宇宙暴露条件、耐药率检测及MSC计算流程进行优化，形成适用于水环境抗生素环境风险评估的标准化检测方法。
[bookmark: _Toc234489923]1.2 目的
在细菌耐药性逐渐成为抗生素环境风险评估重要评价指标的背景下，本指南针对当前抗生素环境风险评估中耐药性评价方法缺乏统一技术规范的问题，建立基于细菌群落耐药率的最小选择浓度（MSC）测定方法，对样品采集、微宇宙暴露、耐药率检测及MSC推导等关键技术环节进行规范，为细菌耐药性指标在环境抗生素风险评估中的科学应用提供标准化技术支撑，推动我国抗生素类新污染物环境风险评估体系完善，服务新污染物治理行动方案的实施。
[bookmark: _Toc234489924]1.3 意义
（1）有利于推动抗生素环境风险评估方法标准化。
本指南建立了基于细菌群落耐药响应的MSC测定技术体系，规范了检测流程和质量控制要求，提高不同研究机构和检测单位间结果的可比性，为抗生素环境风险评估提供统一的技术方法。
（2）有利于提升抗生素环境风险识别能力，科学指导污染防控与治理。
本指南以抗生素诱导细菌耐药性选择效应为评价终点，可弥补传统基于生态毒性的风险评价方法在耐药性风险识别方面的不足，为筛选高风险抗生素、优化污染控制措施和制定精准治理策略提供科学依据。
（3）有利于保障生态环境安全和公众健康，促进社会经济可持续发展。
本指南的实施可提升水环境抗生素风险管理水平，降低环境抗生素暴露导致耐药性传播的潜在风险，为维护生态系统稳定、保障人体健康以及推动绿色健康发展提供技术支撑。
[bookmark: _Toc234489925]1.4 项目支撑
本指南的制定主要依托国家重点研发计划项目“水环境抗生素污染防控NQI关键技术集成与应用示范”（2023YFF0611000）和国家自然科学基金重大项目课题“CECs人体健康水质基准理论与方法”（42394153）。
国家重点研发计划项目：拟解决抗生素环境风险评估中剂量-效应关系的重大科学问题，开展抗生素胁迫ARGs 选择性增殖研究，建立流域抗生素风险阈值获取技术，全面构建流域抗生素风险评估技术体系，为本指南中MSC测定方法的建立、检测流程优化及应用示范提供了技术基础。
国家自然科学基金重大项目课题主要揭示抗生素暴露对致病菌感染和耐药性传播的影响机制，获得适合抗生素的人体健康效应敏感终点。在此基础上提出适合我国国情的CECs人体健康水质基准理论方法，建立以致病菌感染和耐药为核心指标的抗生素人体健康水质基准新理论方法，为本指南以耐药性选择效应作为抗生素环境风险评价终点，以及建立基于微生物群落响应的MSC评价方法提供了理论支撑。
依托上述国家科研项目，本指南系统总结了抗生素环境风险评估领域的最新研究成果，结合实际水环境管理需求，形成了基于细菌群落耐药率的MSC标准化测定方法，为我国抗生素等新污染物环境风险评估与精准管控技术支撑。
[bookmark: _Toc73350787][bookmark: _Toc234489926]2 工作简况
[bookmark: _Toc234489927]2.1标准主要起草单位和起草人及其所做的工作
主要参加单位、工作组成员及其负责的工作如表1所示。
表1 主要参与成员及工作内容
	序号
	主要参加单位
	成员
	主要工作

	1
	南京大学
	罗义
	负责方案确定，资料查询、标准制定、编制说明编写、组织和协调等工作

	2
	南开大学
	王娜
	负责方案确定、标准制定等工作

	3
	生态环境部南京环境科学研究所
	袁青彬
	负责资料查询、标准制定、编制说明编写等工作

	4
	南京大学
	王小龙
	负责资料查询、标准制定、编制说明编写等工作

	5
	生态环境部南京环境科学研究所
	郭欣妍
	负责资料查询、标准制定、编制说明编写等工作

	6
	南开大学
	毛大庆
	负责方案确定、标准制定等工作

	7
	南开大学
	杨昊飞
	负责资料查询、标准制定等工作


[bookmark: _Toc234489928]2.2 主要工作过程
2026年5月10日，中国环境科学学会发起团体标准立项、申报工作的通知，南京大学为牵头单位申请《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》团体标准的起草和编制，南开大学、生态环境部南京环境科学研究所报名参与团体标准的制定。
2026年6月2日在南京召开该标准立项启动会，由南京大学、南开大学、生态环境部南京环境科学研究所，共3家单位组成《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》团体标准起草小组成员单位，南京大学为牵头单位，负责团体标准立项、申报。由应光国（华南师范大学）、段小丽（北京科技大学）、牛志广（天津大学）、郑晶（中山大学）、丁震（江苏省疾病控制预防中心）等专家召开了立项评审会议，专家一致通过了《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》的立项评审。
2026年xx月xx日在南京召开了初稿审查会，邀请了xx等专家对《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》提出了相关修改意见。初稿审查会专家意见汇总处理表见附件一。
会后，收集国内外的同类标准及相关资料起草拟出《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》工作组讨论稿，并将讨论稿发各起草单位，向各参与标准起草单位征集意见和建议，在收集分析验证数据基础上，完成标准征求意见稿。
2026年 xx月xx 日，中国环境科学学会向相关单位对《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》团体标准征求意见稿广泛征求意见并通过协会官网向社会公示，截止2026年xx月xx日收到 xx家单位的xx条意见，整理完成“标准征求意见稿意见汇总处理表”（附件二），在修改采纳各方意见基础上，形成标准送审稿。
[bookmark: _Toc73350788][bookmark: _Toc234489929]3 标准编制原则和确定标准的依据
[bookmark: _Toc234489930]3.1 标准编制原则
本文件的制定主要遵循以下原则：
（1）协调一致性原则。
本文件遵循国家现行法律法规、环境管理要求及相关技术标准的规定，与现有化学物质环境风险评估体系保持协调一致。在标准编制过程中，参考《化学物质环境风险评估技术方法框架性指南（试行）》（环办固体〔2019〕54号）、《化学物质环境健康风险评估技术指南》（WS/T 777—2021）、《优先评估化学物质筛选技术导则》（HJ 1229—2021）等相关技术文件，确保标准体系和技术要求符合我国环境风险管理需求。
（2）科学性、先进性和可操作性原则。
本文件以抗生素环境选择压力理论和细菌耐药性风险评价方法为基础，充分调研国内外相关研究进展，结合水环境抗生素风险评估实际需求，建立基于细菌群落耐药率响应的MSC测定方法。在保证科学性的基础上，对样品采集、微宇宙暴露、耐药率检测、模型计算及质量控制等关键环节进行规范，提高方法的可重复性和实际应用可操作性。
（3）实用性和推广应用原则。
本文件充分考虑我国水环境抗生素风险管理需求和现有环境监测技术条件，参考世界卫生组织（WHO）《Guidance on wastewater and solid waste management for manufacturing of antibiotics》以及已发布团体标准《水体中抗生素环境风险评估技术指南》（T/JSSES 39—2024），结合国内外相关研究成果，形成适用于不同水体类型的MSC测定技术体系，为我国抗生素环境风险评估方法规范化和标准化提供技术支撑。
[bookmark: _Toc234489931]3.2 主要条款说明
本文件属于方法类标准，标准主要包括：适用范围、规范性引用文件、术语和定义、检测流程、检测方法与操作要求、质量控制与质量保证、结果报告以及附录A～D等内容。其中，检测流程、检测方法与操作要求和质量控制与质量保证构成本标准的核心技术内容，用于规范水体抗生素MSC测定全过程。
3.2.1 范围
[bookmark: _bookmark1]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。
本文件适用于存在抗生素输入风险的水环境样品中抗生素最小选择浓度（MSC）的测定，包括地表水等典型水体样品。对于地下水、饮用水及生活污水、养殖废水、抗生素制药废水等其他类型水样，可参考本文件开展MSC测定，并应结合不同水体微生物群落特征和样品背景条件对实验参数进行适当优化。编制团队前期主要基于地表水样品开展方法验证，结果表明该方法能够有效表征天然微生物群落对抗生素暴露的选择响应。考虑到不同水体在微生物群落组成、营养水平及污染背景等方面存在差异，地下水、饮用水及不同类型废水样品在应用该方法时，需结合实际样品特征进一步优化实验条件并开展适用性验证。
3.2.2 规范性引用文件
本文件的部分流程参考了GB8978-1996 《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》、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》以及T/JSSES 39—2024《水体中抗生素环境风险评估技术指南》的内容及要求。
[bookmark: _bookmark3]3.2.3 术语和定义
下列术语和定义适用于本指南。
[bookmark: _Toc100840257][bookmark: _Toc147480960][bookmark: _Toc38289627][bookmark: _Toc100840258][bookmark: _Toc147480961]（1）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。
（2） 细菌耐药性 antibiotic resistance
[bookmark: _Toc147480962]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。
（3）耐药率 resistance proportion
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。
（4）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
（5）最小选择浓度  minimum selective concentration
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，高于该数值时具有耐药性的细菌被选择性富集。
[bookmark: _GoBack]本标准涉及的抗生素（antibiotic）、细菌耐药性（antibiotic resistance）等术语参考WHO相关技术文件及国内外抗微生物耐药性研究领域通用定义；耐药率（resistance proportion）、选择系数（selection coefficient, SC）（minimum selective concentration, MSC）等术语结合本标准技术路线和已有研究成果进行定义。MSC概念主要参考相关环境抗生素耐药选择风险评价研究及WHO《Guidance on wastewater and solid waste management for manufacturing of antibiotics》。
3.2.4 评估流程
本标准构建的抗生素最小选择浓度（MSC）评估流程，整体按照“样品采集—微生物分离与预处理—微宇宙抗生素暴露—耐药率测定—MSC模型推导”的技术路线开展。
该流程设计的核心依据在于：水体中抗生素对微生物群落的影响并非简单的抑制或杀灭效应，而是以“选择压力驱动的群落结构与耐药性变化”为主要特征。因此，本方法以群落耐药率变化作为核心响应指标，通过梯度暴露实验模拟环境中不同抗生素浓度水平对微生物群落的长期选择作用，从而实现对MSC阈值的定量识别。
在技术实现上，首先通过标准化样品采集与预处理过程获取具有代表性的环境微生物群落，以保证不同水体类型之间的可比性；其次，通过构建微宇宙暴露体系，引入梯度抗生素浓度模拟环境暴露情景，从而刻画群落耐药性随浓度变化的响应关系；随后，采用平板计数法定量测定耐药率变化，以获得可用于统计建模的基础数据；最后，通过选择系数构建及Logistic模型拟合，实现MSC作为“群落耐药性由抑制转向选择增强的拐点”的定量解析。
该流程设计的合理性体现在以下三个方面：
1）环境相关性：采用真实水体微生物群落作为研究对象，提高结果对自然环境的外推能力；
2）机制一致性：以选择压力驱动的耐药率变化为核心响应变量，符合抗生素环境选择理论；
3）方法可量化：通过标准化梯度暴露与模型拟合，实现MSC的可重复计算与跨样品比较。
因此，该评估流程能够在统一技术框架下实现水环境中抗生素选择压力的定量识别，为MSC环境风险评估提供标准化方法基础。
[bookmark: _bookmark6]3.2.5 检测方法与操作要求
（1）样品采集与预处理
本方法针对水环境中抗生素选择压力风险评价需求，采用以环境微生物群落为对象的检测策略。由于抗生素的选择作用主要发生于天然微生物群落水平，而不同水体中微生物丰度、群落组成及污染背景存在显著差异，因此需要通过规范化的样品采集与预处理过程，在尽可能保留环境微生物群落特征的基础上，获得满足后续暴露实验要求的受试微生物群落。基于此，本标准建立了“样品采集—预处理—抗生素暴露—耐药率检测—MSC推导”的样品处理流程。其中，样品采集依据不同环境介质特点执行相应环境监测规范；预处理过程通过膜过滤方式实现环境微生物的富集，并结合物理振荡方法将滤膜截留的微生物重新释放，制备均一化的受试菌悬液，为后续抗生素梯度暴露和耐药率测定提供稳定的微生物来源。
本标准采用0.22 μm滤膜进行环境微生物富集，主要考虑水环境中细菌细胞尺寸范围及后续耐药性检测需求。水体中绝大多数细菌细胞尺寸通常大于0.22 μm，采用该孔径滤膜能够有效截留环境细菌群落，同时去除部分溶解性有机物及细小颗粒物对后续培养过程的干扰。目前，0.22 μm滤膜已广泛应用于环境微生物富集、细菌群落分析及抗生素抗性相关研究中，是水环境微生物样品预处理的常用方法[13]。
滤膜过滤体积主要依据水体微生物丰度及膜过滤过程中的操作可行性确定。对于环境水样，过滤体积过小可能导致截留微生物数量不足，影响后续耐药率检测的准确性；而过滤体积过大，尤其是在高浊度或高有机负荷水体中，容易造成滤膜堵塞，并可能改变微生物群落组成。综合考虑不同类型水体（地表水、废水等）的微生物丰度差异，本标准推荐单张滤膜过滤200–400 mL水样，并允许根据样品浊度及过滤情况进行调整。该范围能够兼顾低污染水体中微生物有效富集和高污染水体中实验操作可行性，在环境微生物膜过滤培养研究中具有较好的适用性。
由于环境水体中微生物丰度差异较大，单张滤膜截留的微生物量可能不足以代表整体水样微生物群落特征。因此，本标准采用多张滤膜合并处理的方式，通过增加样品处理量提高微生物回收量，降低单次过滤造成的随机误差。综合考虑实验材料消耗、微生物回收效率及后续微宇宙实验所需菌量，本标准设置累计5张滤膜进行微生物富集。该设置能够在保证获得足够微生物量的同时，避免过度增加过滤时间及样品处理复杂度，提高方法的可操作性和实验重复性。
需要说明的是，水体微生物群落具有动态变化特征，其组成结构和功能状态会受到季节变化、水文条件、污染输入及环境因子等影响。因此，本标准测定获得的MSC反映的是特定采样时间和环境条件下水体微生物群落对目标抗生素的选择响应水平，而非该水体长期稳定的固定阈值。若需全面评价某一水体微生物群落MSC的时空变化特征，建议结合不同季节或不同时间尺度开展多次采样与测定，以获得更具代表性的MSC评价结果。
（2）抗生素暴露于微宇宙培养
抗生素环境风险评价的核心在于识别环境浓度水平下抗生素是否能够对微生物群落产生持续的选择压力。与传统基于单菌株最低抑菌浓度（minimum inhibitory concentration, MIC）的评价方法不同，最小选择浓度（minimum selective concentration, MSC）关注的是环境微生物群落在抗生素暴露过程中耐药性比例变化的生态响应。因此，本标准采用微宇宙（microcosm）暴露体系模拟天然水环境中的抗生素暴露过程，通过设置不同抗生素浓度梯度，观察细菌群落耐药率随暴露浓度变化的响应关系，并据此获得诱导耐药性选择的浓度阈值。微宇宙实验体系广泛应用于环境污染物生态效应评价，其优势在于能够在可控条件下保留环境微生物群落的复杂性，同时实现污染物浓度、暴露时间及环境条件的标准化控制（Pratt et al., 2012）。针对抗生素选择压力研究，已有研究采用环境微生物群落或天然水体微生物构建微宇宙体系，通过长期或短期抗生素暴露评价耐药基因丰度、耐药菌比例及群落响应变化，为抗生素环境选择效应研究提供了重要方法基础[14]。
本标准在已有研究基础上，建立了基于环境细菌群落耐药率变化的MSC测定微宇宙体系，主要考虑以下几个方面：
环境中抗生素浓度通常跨越多个数量级，且不同水体受污染来源、排放强度及稀释条件影响存在较大差异。因此，本标准采用10倍梯度浓度设计，以覆盖环境相关浓度至潜在高暴露水平，并获得完整的剂量–响应关系。设置0、0.01、0.1、1、10和100 μg/L六个浓度水平，可覆盖目前水环境中常见抗生素残留范围，同时满足Logistic模型对选择压力变化趋势的拟合需求。
本标准设置24 h抗生素暴露时间，主要基于环境微生物群落短期选择响应的检测需求。MSC评价关注的是抗生素暴露后群落耐药性比例是否发生初始提升，而非长期适应性进化过程。因此，采用相对短周期暴露能够减少长时间培养过程中群落演替、营养耗竭及随机突变等因素的影响，提高选择压力识别的特异性。编制团队对培养时间进行了单因素优化实验（图1），24 h暴露条件下获得的选择效应与7 d培养条件下的MSC结果未呈现明显差异；而培养至14 d后，MSC值出现明显降低，推测可能与部分细菌在长期培养过程中发生适应性进化或群落结构改变有关，进而影响MSC测定结果。因此，24 h暴露时间能够兼顾选择效应响应和实验周期控制，适用于标准化检测流程。
[image: ]
图1. 不同培养时间对MSC测定的影响

环境微生物群落对抗生素的响应不仅受抗生素浓度影响，还受到营养水平、碳氮磷比例等环境因素影响。编制团队前期研究表明，营养水平对MSC测定结果具有显著影响。与接近实际水环境营养条件的培养体系相比，采用富营养培养基会促进细菌快速增殖并改变群落竞争关系，导致MSC测定结果偏高（图2）。这一结果说明，若使用传统富营养培养条件开展抗生素暴露实验，可能低估环境抗生素在真实水体中产生耐药性选择压力的风险。基于上述结果，本指南采用接近实际环境条件的营养水平构建微宇宙暴露体系，以提高MSC测定结果的环境相关性和准确性。同时，该设置也有助于增强不同水体样品间结果的可比性，为水环境抗生素耐药性选择风险评价提供更加合理的技术基础。
[image: ]
图2. 营养条件对MSC的影响，左图为富营养LB培养基的结果，右图为接近实际环境的M9培养基的结果

本标准采用20℃、200 rpm振荡培养条件，旨在保证微生物群落充分混合并维持好氧水环境条件。振荡培养能够提高氧传递效率，使不同微生物充分接触抗生素，提高暴露体系均一性。考虑到实际水环境温度存在季节性和区域性差异，而温度变化可能影响细菌生长速率、群落竞争关系及抗生素选择效应，编制团队进一步考察了不同培养温度对MSC测定结果的影响。结果表明，温度变化会对MSC结果产生一定影响，但不同温度条件下MSC变化未呈现明确的单调规律（图3）。其中，在20℃的培养条件下获得的MSC值相对较低，说明该条件下方法对抗生素选择效应的识别较为敏感。 综合考虑环境相关性、实验可操作性、结果敏感性及标准化检测需求，本标准选取20±2℃作为微宇宙暴露实验的培养温度，并采用200 rpm振荡培养条件，以保证暴露体系稳定、均一和可重复。
[image: ]
图3. 温度对MSC的影响

（3）耐药率检测
耐药率的检测目前主要包括基于耐药基因和基于耐药表型的检测方法。基于耐药基因的方法（如qPCR和宏基因组测序）能够从分子水平解析环境样品中抗生素抗性基因（ARGs）的组成和丰度变化，是目前环境抗生素抗性污染研究的重要技术手段。然而，耐药基因的存在并不必然导致对应耐药表型产生，基因表达状态、宿主背景及环境选择压力均可能影响最终耐药能力。因此，ARGs丰度变化与微生物群落实际耐药能力之间并不存在简单对应关系。本研究采用耐药表型法作为MSC测定的方法，为验证两种方法的差异，本研究比较了基因法与表型法在群落MSC测定中的适用性。结果表明，在亚抑制浓度抗生素暴露条件下，不同环境微生物群落中耐药基因响应存在明显异质性，不同样品中总ARGs丰度可表现为升高、稳定或降低等不同变化趋势；进一步对单个耐药基因分析发现，大量耐药基因并未呈现稳定的浓度响应关系，难以形成统一的剂量–效应关系用于MSC计算。研究结果表明，仅基于耐药基因丰度变化难以准确反映抗生素对环境微生物群落产生的选择效应。
[image: 抗生素耐药基因响应模式分布_Word专用]
图4 梯度浓度诺氟沙星胁迫下长江水体微生物群落单个耐药基因的响应模式分布

相比之下，表型耐药率方法能够直接反映抗生素选择压力作用下存活耐药菌比例的变化，更符合MSC评价“耐药性是否被选择富集”的理论定义。本标准采用平板涂布计数法，通过设置含目标抗生素的选择培养基和不含抗生素的通用培养基，分别获得耐药菌数量（R）和总活菌数量（T），计算耐药率（见指南5.4.4）。该方法能够直接表征群落水平耐药表型变化，并进一步计算选择系数（SC），通过SC与抗生素浓度之间的剂量响应关系建立Logistic模型，实现MSC推导。基于表型耐药率的MSC测定结果显示，不同环境微生物群落能够形成稳定的耐药率–抗生素浓度响应关系，并可通过Logistic模型获得明确的MSC值（图5），表明该方法能够有效识别不同群落的抗生素选择阈值差异，为环境抗生素风险评价提供量化指标。

[image: Combined_2x3_Resistance_SC_1x1_LeftUpper75]
图5 梯度浓度诺氟沙星胁迫下长江水体微生物群落的耐药率变化与MSC测定：水体微生物群落在不同浓度诺氟沙星胁迫下的表观耐药率变化

在表型耐药率检测过程中，选择培养基中抗生素浓度是影响检测结果准确性的关键参数。选择浓度过低时，敏感菌仍可大量存活，导致耐药菌比例被高估；选择浓度过高时，则可能仅保留少数高耐药菌株，使原始群落耐药结构信息丢失。因此，需要确定适宜的筛选浓度，使其既能够实现耐药菌筛选，又能够最大程度保留环境微生物群落原始耐药特征。本研究针对环境微生物群落耐药水平缺乏统一筛选标准的问题，系统评估了不同抗生素筛选浓度对群落MSC测定结果的影响。结果发现，选择培养基中抗生素浓度升高会增强选择压力，使存活菌群整体耐药水平提高，导致测得MSC值随筛选浓度增加而升高。不同筛选浓度获得的耐药亚群具有明显不同的耐药水平，高浓度筛选会优先富集高耐药亚群，并导致群落MSC值偏高。进一步研究发现，高浓度抗生素筛选会造成群落耐药基因库明显收缩。例如，编制团队以诺氟沙星为例研究发现（图6），在不同诺氟沙星筛选条件下，随着筛选浓度升高，群落ARGs种类持续减少；相比之下，较低筛选浓度能够在实现耐药菌筛选的同时，更好保留原始群落耐药信息。
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图6 不同诺氟沙星（NOR）筛选浓度下细菌群落抗生素耐药基因（ARGs）种类变化(a) 总 ARGs 种类数量变化；(b) 喹诺酮类 ARGs 种类数量变化；柱内百分比为对应浓度组较空白对照组（0 mg/L）的耐药基因种类保留率

因此，筛选浓度需要在“有效富集耐药菌”和“保持群落代表性”之间取得平衡。综合考虑耐药菌筛选效果、群落信息保留程度以及MSC测定稳定性，本标准提出选择培养基抗生素浓度应根据目标抗生素和环境样品特征进行优化。对于不同环境样品，建议以未经微宇宙培养的原始样品作为基准，使选择培养基上的耐药率维持在10%–50%范围内，对于常见抗生素给出了建议的平板浓度（附录A），以保证耐药菌筛选及后续计数结果具有较好的稳定性和可靠性。当然，如有条件和必要，建议可以进行预实验确定一个合理的抗生素浓度。
需要说明的是，环境微生物群落具有高度复杂性，不同水体由于微生物组成、群落结构、环境营养水平及污染背景等因素存在差异，其对抗生素暴露的响应可能存在一定差别。因此，采用统一的抗生素暴露浓度梯度可能无法完全覆盖所有环境样品中不同微生物类群的响应范围。针对这一问题，本标准通过优化抗生素暴露浓度范围和选择培养条件，尽可能保留环境样品中具有不同耐受水平的细菌群体，并减少过高选择压力导致敏感菌过度淘汰对结果的影响。然而，由于环境微生物群落本身存在时空变化和生态复杂性，MSC测定结果仍可能受到样品微生物组成及环境条件差异的影响。因此，在实际应用过程中，应结合目标水体特征开展必要的预实验和参数优化，以提高评价结果的环境适用性和可靠性。
（5）MSC推导
本指南根据前述微宇宙的实验结果，采用Logistic模型拟合拟合抗生素暴露与SC变化的剂量效应关系并获得MSC。该模型的主要原理是抗生素浓度升高过程中，微生物群落耐药性变化通常表现为非线性剂量响应关系。在低浓度阶段，抗生素选择压力不足，耐药率变化较小；随着浓度升高，敏感菌受到抑制，耐药菌逐渐获得竞争优势，SC快速增加；当选择压力进一步增强后，群落响应趋于稳定。因此，该过程符合典型的S型剂量响应特征。
选择Logistic模型主要基于以下考虑：
1）能够描述微生物群落耐药响应的非线性特征。环境微生物群落受到抗生素压力时，耐药性变化并非简单线性增加，而是受到敏感菌淘汰、耐药菌竞争优势增强以及群落适应性限制等多因素共同影响，Logistic模型能够较好描述该类由缓慢响应到快速变化再趋于稳定的过程。
2）具有明确的阈值识别能力。MSC的定义本质上是“抗生素暴露导致群落耐药水平提高的临界浓度”。因此，本标准将SC=1作为选择效应发生的判定边界，即当暴露后耐药率达到暴露前水平时，认为抗生素开始产生可检测的选择作用。通过求解Logistic拟合曲线与SC=1的交点，可获得对应抗生素浓度，即MSC。
3）便于不同环境样品间比较。Logistic模型参数具有明确的生物学意义，可通过统一模型描述不同环境样品、不同抗生素条件下的选择响应过程，提高MSC测定结果的可重复性和可比性。
为保证MSC推导结果的可靠性，本标准对模型输入参数和拟合条件进行了规范。首先，在抗生素暴露实验中设置多个梯度浓度，以获得完整的剂量响应关系。低浓度梯度用于捕捉选择效应起始阶段，高浓度梯度用于描述SC快速升高及平台阶段，从而提高Logistic模型拟合稳定性。其次，采用抗生素暴露前后的耐药率计算SC，而非直接使用耐药率变化值。一方面，不同环境样品初始耐药水平存在较大差异，直接比较耐药率可能造成结果偏差；另一方面，SC能够反映抗生素暴露导致的相对选择效应，更适合作为群落水平MSC推导指标。最后，本标准规定MSC推导应对Logistic模型拟合效果进行评价。当模型拟合优度满足要求时，利用拟合方程求解SC=1对应的抗生素浓度作为MSC；对于拟合效果较差的数据，应结合实验重复性和异常值分析进行判断，确保MSC结果具有可靠性。通过上述模型构建，MSC测定方法实现了由“抗生素浓度暴露”到“群落耐药性选择响应”的定量关联，为水体抗生素环境风险评估提供了具有生态意义的耐药选择阈值指标。
3.2.6 方法适用性、标准化与质量控制要求说明
本标准建立的MSC测定方法以环境微生物群落为研究对象，通过模拟抗生素暴露过程，评价不同水体中抗生素对微生物群落耐药性的选择压力。由于该方法不依赖特定菌株，而是基于环境样品中原位微生物群落响应，因此具有较好的环境适用性，可应用于地表水、地下水、饮用水以及生活污水、养殖废水和抗生素制药废水等不同类型水体的抗生素选择风险评价。
考虑到不同水体在微生物丰度、群落结构、营养状态及污染背景等方面存在差异，本标准通过规范样品采集、微生物富集、抗生素暴露条件、耐药率检测方法及MSC模型推导过程，降低样品来源差异对检测结果的影响，提高方法的可重复性和跨样品比较能力。同时，通过设置统一的实验平行、培养条件、菌落计数范围、模型拟合要求等质量控制措施，保证不同检测机构开展该方法时结果的一致性。
需要指出的是，该方法仍存在一定的生态学和技术局限性。首先，基于培养方法获得的耐药率主要反映可培养微生物群落的表型耐药响应，而环境中部分不可培养微生物及其携带的耐药基因可能未被纳入评价范围。其次，微宇宙暴露体系虽然能够模拟环境选择过程，但与天然水体相比仍存在一定差异，如群落演替、复杂环境相互作用及长期适应过程难以完全模拟。此外，不同抗生素理化性质、作用机制以及环境转化过程的差异，可能影响MSC测定结果。
针对上述影响因素，本标准通过以下措施提高结果可靠性：（1）采用环境原始微生物群落作为受试对象，提高结果环境相关性；（2）通过设置合理抗生素浓度梯度，获得完整剂量–响应关系；（3）编制团队前期研究主要以喹诺酮类抗生素（如诺氟沙星）作为代表性化合物开展方法建立和关键参数优化，验证了基于细菌群落耐药率响应开展MSC测定的可行性。对于其他类别抗生素，应根据目标抗生素的环境赋存浓度、作用机制及微生物响应特征，合理设置暴露浓度梯度和选择培养基筛选浓度，避免过强或过弱选择压力造成结果偏差，以确保MSC测定结果的准确性；（4）设置实验平行、空白对照、菌落计数范围和模型拟合要求，对实验全过程进行质量控制。
因此，本标准提出的质量控制与质量保证要求并非单纯针对实验操作规范，而是针对MSC测定过程中可能产生的样品偏差、培养偏差和模型不确定性进行全过程控制，从而保证MSC结果的科学性、可靠性和可比性。
[bookmark: _Toc43212391]3.2.7 结果报告
为规范不同检测单位开展MSC测定后的结果表达与信息记录，本标准设置结果报告要求，并对检测结果中应包含的关键信息进行统一规定。结果报告不仅应反映最终MSC测定结果，还应记录样品信息、实验条件、耐药率检测结果、模型拟合参数以及质量控制情况，以保证检测过程可追溯、结果可验证。考虑到MSC测定涉及样品来源、抗生素暴露条件、耐药率变化及模型计算等多个环节，仅报告最终MSC数值可能无法充分反映结果可靠性。因此，本标准通过规范检测报告内容，要求记录影响MSC结果判定的关键过程参数和质量控制信息，为不同样品间比较、检测结果复核以及后续环境风险评估提供依据。具体报告格式参见附录D。
[bookmark: _Toc73092823][bookmark: _Toc234489932]4 与现行有关法律、法规和强制性标准的关系
本文为方法标准，标准内容与我国现行其他国家标准协调一致。本指南与编制团队此前编制的团体标准《水体中抗生素环境风险评估技术指南》（T/JSSES 39—2024）的区别在于，本指南着重于MSC的方法学，而后者侧重于对抗生素整体风险评估指南进行规定。
[bookmark: _Toc73092824][bookmark: _Toc234489933]5 重大分歧依据的处理经过和依据
该文本在目前阶段暂未产生重大分歧意见。
[bookmark: _Toc73092825][bookmark: _Toc234489934]6 标准实施的环境效益及经济技术分析
（1）本标准建立了水体抗生素最小选择浓度（MSC）的标准化测定方法，将抗生素环境风险评价由传统的“化学污染物浓度评价”拓展至“微生物耐药选择风险评价”，可提升抗生素环境选择压力识别能力，为水环境抗生素污染防控和耐药性传播风险降低提供科学依据。
（2）本标准以环境微生物群落表型响应作为评价指标，提高了抗生素生态风险评估的环境相关性，可为抗生素污染精准管控、水生态安全保障及新污染物治理提供技术支撑，并服务于抗微生物耐药性（AMR）防控战略实施。
（3）本标准检测流程基于常规微生物培养、平板计数及模型分析技术，所需仪器设备通用性较强，具有较好的经济性和推广应用价值。同时，通过规范样品处理、抗生素暴露、耐药率检测及MSC模型推导流程，可降低不同检测机构间方法差异，提高检测结果的可比性、重复性和可靠性。
[bookmark: _Toc73350792][bookmark: _Toc234489935]7 标准实施建议 
（1）开展方法性能评价与多实验室比对验证。本标准目前主要基于实验室条件下的方法优化和典型水体样品验证建立，后续应进一步依据微生物检测方法性能评价相关要求，开展不同实验室、不同操作人员、不同批次实验条件下的方法验证和比对研究，系统评价方法的重复性、再现性、稳定性及适用范围，进一步完善MSC测定方法的性能评价体系。
（2）加强标准宣贯与技术培训。建议通过学术交流、技术培训、专题研讨等形式，加强对本标准技术原理、检测流程和质量控制要求的宣传推广，提高相关科研机构、环境监测单位及污染防治管理部门对MSC评价方法的认识和应用能力。
（3）推动标准应用示范与方法完善。建议结合典型流域、重点污染源及新污染物治理需求，开展基于本标准的抗生素环境风险评估应用示范，积累不同区域、不同水体类型的应用数据，进一步验证和完善方法体系。
（4）推动更高层级标准立项。建议在本标准实施和应用基础上，结合我国新污染物治理和抗微生物耐药性（AMR）防控需求，适时推动相关技术向行业标准、国家标准方向转化，提升我国抗生素环境风险评估技术规范化水平。
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[bookmark: _Toc234489936]附件一
团体标准《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》（初稿）
审查会专家意见汇总处理表
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团体标准《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》征求意见汇总处理表
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	处理意见
	处理结果

	
	专家：xx    单位：xx

	1
	
	
	
	

	
	专家：xx    单位：xx

	1
	
	
	
	

	
	专家：xx    单位：xx

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	专家：xx    单位：xx

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	专家：xx    单位：xx

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	专家：xx    单位：xx

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	专家：xx    单位：xx

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	





[bookmark: _Toc73350793][bookmark: _Toc234489938]8 参考文献 

1.	Murray, C.J.L., et al., Global burden of bacterial antimicrobial resistance in 2019: a systematic analysis. Lancet, 2022. 399(10325): p. 629–655.
2.	O’Neill, J., Review on antimicrobial resistance: tackling a crisis for the health and wealth of nations. 2014, HM Government: London.
3.	Liu, X.-Y., et al., Plot-scale observation on antibiotics migration in surface runoff and leachate from chicken-raising orchard of Entisol during rainstorms. Ecotoxicology and Environmental Safety, 2025. 294: p. 118105.
4.	He, Y., et al., Antibiotic resistance genes from livestock waste: occurrence, dissemination, and treatment. npj Clean Water, 2020. 3(1): p. 4.
5.	Zhang, Q.Q., et al., Comprehensive evaluation of antibiotics emission and fate in the river basins of China: source analysis, multimedia modeling, and linkage to bacterial resistance. Environ Sci Technol, 2015. 49(11): p. 6772–82.
6.	FDA, U., Guidance for Industry-Environmental Assessment of Human Drug and Biologics Applications (US FDA, CDER, CBER). http://www. fda. gov/cder/guidance/1730fnl. pdf, 1998.
7.	Wess, R.A., T. Schmidt, and S. Höger, Challenges of regulatory environmental risk assessment for human pharmaceuticals with focus on antibiotics. Chimia, 2020. 74(3): p. 183–183.
8.	Li, Q., et al., Assessment of the risks of the major use antibiotics in China's surface waters using a probabilistic approach. Integrated Environmental Assessment and Management, 2020. 16(1): p. 43–52.
9.	Qu, Q., S. Wang, and X. Hu, Comprehensive Assessment of Vulnerability and Mitigation Opportunities for River Antibiotic Risk via Intelligent Watershed Management. Environmental Science & Technology, 2025. 59(46): p. 24830–24840.
10.	Zhao, F., et al., Reducing risks of antibiotics to crop production requires land system intensification within thresholds. Nature Communications, 2023. 14(1): p. 6094.
11.	Organization, W.H., Guidance on wastewater and solid waste management for manufacturing of antibiotics. 2024.
12.	Yuan, Q., et al., Enhanced Reality in Assessing Antibiotic Risks in Water: Bacterial Resistance Insight from the Microflora–Microcosm–Modeling Framework. Environmental Science & Technology, 2025. 59(33): p. 17471–17484.
13.	Wang, Y., et al., Influence of Size, Shape, and Flexibility on Bacterial Passage through Micropore Membrane Filters. Environmental Science & Technology, 2008. 42(17): p. 6749–6754.
14.	Gullberg, E., et al., Selection of resistant bacteria at very low antibiotic concentrations. PLoS pathogens, 2011. 7(7): p. e1002158.

image1.png
B

1M o5IK

Day3  Days  Dwy7  Duyld

Day 1





image2.png
Selective coefficient (SC)

- 250

| [T 5

| | ropmensan B 200

| ) oA

: H | Logicrsaid

: £ [ setr

. g ® cromug
s,

50 0 150
Norfloxacin concentration(ug/L)

20

50 0 %0
Norfloxacin concentration(ua/L)

20




image3.png
12, M9 10C M920C M9 37C

12— do—
: 8. | | [T 3 :
@ 10| |——Logisticn fr ik L
B I 2
§or Lo comerugn H
S §2 et
wrEEm]| 8 H
= I e
] H R
g2 H
e - s . : -
S w0 o a0 o s o e w0 R
Norfloxacin concentration(iglL) Norfloxacin concentrationfgiL) Norfloxacin concentration(uglL)
MSC = 47.76pg/L. MSC= 1792 MSC = 29290





image4.tiff
CJé6

FEHLK B 366
¥ R 7K M) [z
LogisticiZi<
Sy

JEZ LK )
B L
HITEL 10

saEr | (a)

fa) Rz AR T

1 10 100

B35 3 290
45 R R B
LogisticlEi<
SR

{E LR
Al
BT 10

e S (b)

fa) Rz AR T

1 10 100

FEHLK B 383
LogisticiZi<
¥ R 7K M) [z
Sy

JEZ LK )
B L
HIFTEED 14

e S (©)

fa) Rz AR T

] 10 100




image5.tiff
CJé

100
(a) T

80 -
Q)
=
N’
ot -
= 60
as
D)
)
5
z 40 - -
.; = ==
~ "

== I .
T
20 - L
O 1 | | | | |
(d)
R? 1.0
30
e [ ogistic fitting curve
== SC=1
25 4 == MSC=9.65 nug/L
@ Data points (with error bar)

Selective coefficient (SC)

20 A

_—_—_—_—_—_—_—_—_—_—&_-

0 0.01 0.1 1
Antibiotic concentration (ng/L)

100

CJ27

80 A

60 A

40 -~

20 -

(b)

H

HH

——

HH

HH

2.00 -

1.75

1.50

1.25 -

1.00

0.75

0.50 -

0.25 A

Logistic fitting curve

SC=1

MSC=76.68 pg/L

Data points (with error bar)

0.00

1 LI IIII 1 LILIL
0 0.01 0.1 1
Antibiotic concentration (ng/L)

100

CJ51
100
(c) =:
I
30 - - Il E
. T [I
SEp!
60 -
40 -~
20 A
O 1 1 1 1 | |
i
10 o ® : R? = 0.985
e [ ogistic fitting curve
== SC=1
8 1 == MSC=0.33pg/L
@ Data points (with error bar)
I
I
6 - I
I
I
I
- I
4 I
I
I
) I
. I
) O
K o |
O LLAR) | LY | LAY | ! IIIIIIIII LY | i |
0 0.01 0.1 1 10 100

Antibiotic concentration (ng/L)





image6.png
Number of ARGs

1750

150

1250

1000

750

00

20

30

1192

]

0.5mgLNOR
NOR Concentration

2mgLNOR

@

TomgL NOR

Number of Quinolone ARGs

2mgLNOR
'NOR Concentration

0.5mgL NOR

®)

T6mg/LNOR





