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摘要   目的：建立有效评价抗生素发酵菌渣无害化处理效果的手段。方法：采用敏感菌株对无害化处理

菌渣的抗菌活性进行筛查，利用HPLC-MS对菌渣中残留/转化组分的结构进行推断，再结合相关化合物

数据库对残留组分生物学/安全性信息进行检索。结果：所研究的4种头孢菌素C菌渣中：未经处理菌渣中

具有β-内酰胺类活性物质；3种经无害化处理的菌渣中仅有1种不再具有抑菌活性，其余2种与市政污泥

混合进行堆肥处理的菌渣中均产生了有别于未经处理菌渣活性的非β-内酰胺类抑菌物质。结论：在对无

害化处理效果进行评价时，除利用菌渣中特定的残留抗生素为评价指标外，还应考虑堆肥过程中菌渣残

留成分的生物转化问题。
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Abstract   Objective:   To establish a method to effectively evaluate the harmless treatment effect of antibiotic 
fermentation residues. Methods: Sensitive strains were used to screen the antibacterial activity of harmless-
treated fermentation residues. The structures of residual or transformed components were inferred by HPLC-
MS. The biological and safety information of these components were retrieved in relevant compound public 
databases. Results: The untreated Cephalosporin C fermentation residues contained β-lactamase active substances 
among the 4 cephalosporin C residues that are tested. Among the three kinds of fermentation residues treated by 
harmless treatments, only one kind no longer had antibacterial activities, the other 2 kinds which were treated by 
composting together with city waste of sludge contained non β-lactamase active substances that were different 
from the activity of untreated residues. Conclusion: The effect of harmless treatment can be evaluated by specific 
residual antibiotics in the residues. Moreover, the bioconversion of residual substances in the composting process 
should also be considered.
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抗生素是微生物次级代谢的产物。工业上通

过对特定微生物进行调控发酵，使其形成特定的

抗生素等代谢物[1]，再采用溶媒浸泡提取或固液分

离等手段从发酵物中获取目标产物，同时形成发

酵菌渣[2]。在抗生素菌渣中除含有大量的生产菌菌

体，发酵中未完全被利用的各种不溶性成分，如淀

粉和黄豆粉等复合碳氮源、不溶性盐、微量元素和

大量的水分（大于70%）外，通常还含有未被完全

提取的抗生素及其他代谢产物[2-7]。据文献[4]报道，

在青霉素、链霉素、土霉素、四环素和盐酸林可霉

素发酵产生的湿菌渣中，残留效价分别约为3000、

4700、9000、26000 U·g-1和720 U·g-1。作为固体

垃圾未经处理的发酵菌渣，不仅其中残留的抗生素

等可溶性代谢产物会随着渗滤液和污水排放到环

境中，且由于发酵菌渣中含有丰富的蛋白质等营养

成分，习惯上被作为动物饲料/饲料添加剂利用。

对发酵菌渣的不合理处理方式，会导致抗生素对

环境的污染、诱导耐药基因的产生[8-9]，进而加剧

耐药微生物的产生，影响人类的健康。为此，2002

年2月，农业部、卫生部、国家药品监督管理局在

第176号公告中明令禁止在饲料和动物饮用水中使

用抗生素菌渣[10]。自2002年8月23日起，将干菌渣

作为饲料生产、销售被确认是违法、违规经营活

动，将受到相应的处罚。2008年6月6日，环保部、

国家发改委又将抗生素菌渣列入《国家危险废物

名录》[11]。2012年3月，在环保部颁布的2012年第

18号公告的附件3《制药工业污染防治技术政策》

中，第五条“固体废物处置和综合利用”第二款明

确规定：“生产维生素、氨基酸及其他发酵类药物

产生的菌丝废渣经鉴别为危废的，按照危险废物处

理”，同时鼓励研究、开发、推广“发酵菌渣在生

产工艺中的再利用技术、无害化处理技术、综合利

用技术，危险废物厂内综合利用技术”[12]。

目前，除采用传统焚烧和填埋的方式处理抗

生素发酵菌渣外，各大制药企业、科研机构等在抗

生素发酵菌渣的无害化和资源化再利用方面开展了

大量的探索性研究。已报道的无害化处理手段包

括：高温处理、化学处理、微生物降解和酶法降解

等[13-15]，经无害化处理后的菌渣可以作为发酵原料

替代品、饲料添加剂、有机肥料、生物吸附剂，

以及用于提取活性物质、生产石膏缓凝剂或可降解

生物薄膜等[4,13,16-17]。虽然采用堆肥或厌氧消化等微

生物技术处理抗生素菌渣[2,18-21]，可同时实现无害

化和资源再利用之目的；处理后的抗生素发酵菌渣

已在畜牧业和农业生产中大量使用[6,22-24]；但我国

至今尚未建立抗生素发酵菌渣无害化处理与再利用

的安全控制标准[2,4,16,18,25-27]，且在国际范围内有关

抗生素发酵菌渣的评估指标体系也无公认的参照标

准。已有文献报道，施用经无害化、资源化处理的

抗生素发酵菌渣为肥料的蔬菜地土壤中残留抗生素

的量高于单独施用化肥的蔬菜地[28]。

据统计，2013年我国抗生素原料产量约12.12

万吨，通常获得1吨抗生素会产生40吨湿菌渣[2]，

据此，仅2013年产生的抗生素发酵菌渣就达485万

吨左右。我国由生产β-内酰胺类抗生素产生的

发酵菌渣约占总菌渣的77.88%[29]，即约380万吨左

右。β-内酰胺类抗生素主要包括青霉素类和头孢

菌素类，两者占比约为9︰1[4]，即头孢菌素类发

酵菌渣占抗生素生产发酵总菌渣的7.8%。由此估

算，仅2013年产生的头孢菌素C菌渣约38万吨。本

研究以收集到的经3种不同微生物无害化处理的头

孢菌素C发酵菌渣为研究对象，利用抗生素微生物

检定法对其残留的抗菌活性进行评估，采用HPLC

方法分析样品中可能残留的活性成分，并通过

LC-MS推测其可能结构，进而对不同的无害化处理

方法进行评价。

1   材料和方法
1.1   仪器

Waters 高效液相色谱仪（包括Waters 2690 

Separations Module、Waters 996 Photodiode Array 

Detector和Millennium 32 Software）；LC-MS仪器：

资生堂Nano-Space S1-2色谱系统；AB Qtrap3200 

MS/MS/MS系统；CHB-1抗生素效价测量仪；GRP-

9270型隔水式恒温培养箱；高压灭菌锅。

1.2   试剂

青霉素对照品（批号：130437-201306，含

量：93.1%，效价：1578 u·mg-1），霉素酶对

照品（批号：130441-201701，效价：≥6000000

单位/2 mL/h），抗生素检定用培养基Ⅱ（pH 

6.5~6.6），金黄色葡萄球菌ATCC29213、大肠埃希

菌ATCC25922和灭菌水均由中国食品药品检定研究

院提供。乙腈、甲醇、甲酸均为色谱纯。

1.3   菌渣样品

F S 1 菌 渣 （ 批 号 ： 2 0 1 5 0 6 、 2 0 1 5 0 8 、
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201601），FS2菌渣（批号：201601-1、201601-

2、201601-3），FS3菌渣（批号：201506、

201508-1、201508-2、201508-3）和FS4菌渣（批

号：201506、201508-1、201508-2、201508-3、

201508-4），均由挪威Cambi公司提供。

1.4   供试液的制备

称取FS1菌渣5 g，加灭菌水50 mL，充分震

摇，离心，取上清液作为供试液T-FS1；将FS2菌

渣、FS3菌渣、FS4菌渣分别直接离心取上清液作

为供试液T-FS2、T-FS3、T-FS4。诸供试液均分成

2份：1份用于效价、HPLC和LC-MS测定；另1份按

体积比20︰1加入青霉素酶后用于效价测定。

1.5   方法

1.5.1   效价测定方法

按《中国药典》2015年版四部1201抗生素微

生物检定法第一法（管碟法），以金黄色葡萄球

菌ATCC29213作为试验菌株，进行效价测定[30]。由

于头孢菌素C及7-氨基头孢烷酸（7-ACA)的抑菌

活性太弱，故选择青霉素作为评价尺度（青霉素

对ATCC29213的MIC值为0.25～2 μg·mL-1[31]）。

方法的浓度测定范围：以青霉素活性单位计为

1.2~81.1 u·mL-1；以青霉素重量单位计为0.7~47.9 

μg·mL-1；最低检出限以青霉素活性单位计为3.08 

u·mL-1；以青霉素重量单位计为1.82 μg·mL-1。

1.5.2   HPLC方法

在文献HPLC方法[32]的基础上，建立新的梯

度洗脱方法。流速：1.0 mL·min-1；检测波长：

210 nm；柱温：30℃；色谱柱：CAPCELL PAK 

C18 MGⅡ（250 mm×4.6 mm，5 μm）；进样体

积：100 μL；按梯度洗脱表1 [流动相A：水-乙腈

（95︰5），流动相B：乙腈]进行分析。

表 1   常规 HPLC 分析梯度洗脱程序

时间 /min A 相 /% B 相 /%

0 100 0

20 100 0

30 80 20

50 50 50

51 100 0

65 100 0

1.5.3   LC-MS方法

色谱条件：流动相：甲醇-0.1%甲酸水溶液

（50︰50）；流速：0.6 mL·min-1；柱温：40℃；

色谱柱：资生堂MGII（150 mm×4.6 mm，5 µm）；

进样体积：20 µL。按梯度洗脱表2进行分析。

质谱条件：DP：50；CE：20；CES：10；

GAS1：50；GAS2：50；IS：5500。

表 2   LC-MS 分析梯度洗脱程序

时间 /min A 相 /% B 相 /%

0 95 5

45 40 60

50 95 5

65 95 5

2   结果与讨论
2.1   对头孢菌素C菌渣抗菌活性的评价

添加市政污泥堆肥处理抗生素残渣技术的实

质是利用污泥中的厌氧微生物对有机物进行降解的

过程[2]。头孢菌素C菌渣的无害化处理流程见图1，

对其残渣的抑菌活性进行评估，可直观有效地评价

无害化处理效果。

分别采用代表性的革兰阳性敏感菌株（金

黄色葡萄球菌ATCC29213）和革兰阴性敏感菌株

（大肠埃希菌ATCC25922）检测菌渣的抗菌谱。

由试验结果可知，所研究菌渣仅对金黄色葡萄

球菌ATCC29213具有抑菌作用，对大肠埃希菌

ATCC25922基本无抑菌作用。进一步采用抗生素微

生物检定法第一法（管碟法），以金黄色葡萄球

菌ATCC29213为试验菌株，测定4种菌渣的残留抗

菌活性（效价），同时对其耐青霉素酶的特性进

行评估。4种头孢菌素C菌渣的抑菌情况见图2，各

菌渣样品的残留效价及其耐青霉素酶特性见表3：

FS1为未经处理的头孢菌素C菌渣，按青霉素计，

其干品效价约为116 u·g-1或69 μg·g-1，经青霉素

酶处理后其抑菌活性消失，提示菌渣中的抑菌活性

物质为β-内酰胺类化合物。FS2为FS1菌渣经高温

（＞160℃）、高压（＜20 MPa）处理后的菌渣，

经高温、高压30 min灭活处理后，FS2菌渣不具抑

菌活性。FS3和FS4的共同特点是菌渣与市政污泥
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混合进行堆肥处理；无抑菌活性的FS2菌渣在堆肥

过程中产生了具有新抑菌活性物质的FS3菌渣，按

青霉素计，其效价约为33 u·mL-1或20 μg·mL-1，

且对青霉素酶不再敏感；FS1菌渣经堆肥处理得到

的FS4菌渣的效价约为45 u·mL-1或26 μg·mL-1，

经青霉素酶处理后效价降低至FS3菌渣近似水平

（24 u·mL-1或14 μg·mL-1），提示堆肥过程中

不仅产生了与FS3菌渣相同的新抑菌活性物质，且

FS1菌渣中残留的-内酰胺类化合物未完全分解。

热解

高温高压

未经处理的头

孢菌素 C 菌渣

（代号：FS1）

无害化处理的

头孢菌素C 菌渣

（代号：FS2）

无害化后再堆肥处

理的头孢菌素C 菌渣

（代号：FS3）

直接堆肥处理的头孢菌素 C 菌渣

（代号：FS4）

堆肥

混合市政污泥

堆肥

混合市政污泥

图 1   头孢菌素 C 菌渣无害化处理流程

注：S. 青霉素对照品溶液所致抑菌圈；T. FS1~4 菌渣供试液所致抑菌圈；平行试验 2 份。

图2   各类头孢菌素C菌渣中活性物质的抑菌/杀菌情况

表 3   头孢菌素 C 菌渣中抗菌活性物质对革兰氏阳性菌的效价测定结果（以青霉素计）

菌渣 批号
直接测定 青霉素酶处理

单批 均值 单批 均值

FS1

（u·g-1）/（µg·g-1）

201506 97.2 / 57.4

116/ 69 无抑菌圈 无活性201508 150.2 / 88.6

201601 101.5 / 59.9

FS2

（u·mL-1）/ （µg·mL-1）

201601-1a

无抑菌圈 无活性 无抑菌圈 无活性201601-2b

201601-3c
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菌渣 批号
直接测定 青霉素酶处理

单批 均值 单批 均值

FS3

（u·mL-1）/ （µg·mL-1）

201506 26.0 / 15.3

33/ 20

29.2 / 17.2

33/ 20
201508-1 23.2 / 13.7 22.2 / 13.1

201508-2 30.2/ 17.8 29.7 / 17.5

201508-3 53.7 / 31.6 51.3 / 30.3

FS4

（u·mL-1）/ （µg·mL-1）

201506 62.7 / 37.0

45/ 26

33.0 / 19.5

24/ 14

201508-1 46.9 / 27.7 26.6 / 15.9

201508-2 30.8 / 18.2 15.9 / 9.5

201508-3 42.7 / 25.2 21.3 / 12.6

201508-4 39.8 / 23.5 21.5 / 12.9

注：a. 大于160℃，高压，30 min；b. 大于160℃，高压，60 min；c. 大于160℃，高压，30 min，处理2次。

续表 3

2.2   头孢菌素C菌渣中抑菌活性成分的分析

采用HPLC法分析菌渣中可能存在的非β-内

酰胺类抑菌活性成分。可见，各类菌渣的HPLC

色谱图存在明显差异，在经堆肥处理的FS3、FS4

菌渣色谱图中，明显可见4～5个新形成的色谱峰

（图3）。

采用LC-MS对FS3和FS4菌渣色谱图中新形成

的各色谱峰进行分析，根据保留时间将FS3、FS4

菌渣中新形成的成分分别命名为1#、2#、3#、4#、

5#（图4），分别采集诸色谱峰的紫外光谱和质谱

数据，推测各成分的结构，并以Mass Frontier 7.0对

预测结果进行验证。除5#物质未能获得MS数据无

法推测其结构外，对其他4种成分的MS推测见图5~

图8，其结构信息见表4。

通 过 P u b C h e m 结 构 搜 索 查 询 ： 1 # 物 质 为

Quinolin-3(4H)-one（MW：145.161 g·moL-1），专

利报道其具有抗菌活性[33]；3#物质为3-Indolinone

（Indolin-3-one）（MW：133.15 g·moL-1），

文 献 报 道 其 为 抗 肿 瘤 抗 生 素 [ 3 4 ] ； 4 # 物 质 为

Hydrocarbostyril（1,2,3,4-tetrahydroquinolin-2-

one）（MW：147.177 g·moL-1），欧洲化学品管

理局（European Chemicals Agency，ECHA）已公布

了其口服急性毒性、皮肤腐蚀性/刺激性、皮肤致

敏性、严重眼损伤/眼睛刺激性、单次暴露的特定

靶器官毒性、呼吸道刺激性等方面的安全和危险警

示信息[35]。

表 4   堆肥处理后头孢菌素 C 菌渣新形成物质的结构信息

编号 归属菌渣 分子量 分子式 是否为已知化合物

1# FS4 145.0 C9H7NO 是，Quinolin-3(4h)-one

2# FS3/FS4 144.9 C9H7NO 否

3# FS3 133.0 C8H7NO 是，Indolin-3-one 或 Indolin-2-one

4# FS3/FS4 147.1 C9H9NO 是，Hydrocarbostyril 或 2,4-Dihydro-1H-quinolin-3-on

5# FS3 未能获得质谱数据
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图 3   不同处理下菌渣的典型 HPLC 色谱图（常规梯度）

图 4   经堆肥处理的不同菌渣的典型 HPLC 色谱图和紫外吸收光谱图（LC-MS 梯度）

t/min
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图 5   菌渣中 1# 物质的质谱信息和结构推测结果

图 6   菌渣中 2# 物质的质谱信息和结构推测结果

图 7   菌渣中 3# 物质的质谱信息和结构推测结果
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图 8   菌渣中 4# 物质的质谱信息和结构推测结果

3   结论
采用代表性的革兰阳性敏感菌株和革兰阴性

敏感菌株对无害化处理的抗生素菌渣的抗菌活性进

行筛查，利用HPLC-MS对菌渣中残留/转化组分的

结构进行推断，再结合利用相关化合物数据库对残

留组分生物学/安全性信息的检索，是快速评价菌

渣无害化处理效果的有效手段。

采用堆肥或厌氧消化等微生物技术处理抗生

素菌渣，可同时实现无害化和资源再利用之目的。

在对无害化处理效果进行评价时，除利用菌渣中特

定的残留抗生素为评价指标外，还应考虑堆肥过程

中菌渣残留成分的生物转化问题。

作为全球抗生素的生产大国，我国每年都会产

生数百万吨的抗生素发酵菌渣，由已发表的文献报

道推算仅2013年产生的抗生素发酵菌渣就达485万

吨左右。从实际消化能力、减少二次污染、提高经

济效益等角度考虑，如何将这些菌渣变废为宝对整

个制药行业提出了挑战。目前，由于我国尚无菌渣

无害化处理与再利用的安全控制标准，无法准确评

价无害化菌渣是否已经达到了安全级别，不利于新

的无害化、资源化技术的研发。呼吁相关部门尽快

针对抗生素发酵菌渣的再利用出台相关技术标准。
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