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摘要：以环丙沙星(CIP)为典型抗生素,在养殖废水三级氧化塘内筛选分离出耐环丙沙星沙雷氏菌(CRSM).通过三代测序平台对 CRSM进行菌种鉴定及

抗性基因分析.灭活率实验测定 Cu络合物活化 PMS类 Fenton氧化体系产生的 Cu( )Ⅲ 和•OH对水中 CRSM细胞及基因的杀灭性能.结合平板涂布、扫

描电镜、透射电镜、三维荧光观测处理前后 CRSM 的菌落数、表面结构、内部结构及胞内外物质浓度阐明均相 Cu 基类 Fenton氧化体系中高活性氧

化物对 CRSM 的杀灭效果与分子机制.结果表明,Cu(II)+PMS+CIP+CRSM 体系中,CRSM 的杀灭效率尤为突出,相较于 PMS+CIP+CRSM 体系提高了约

8 倍,菌株存活数量从 3.2×107CFU/mL 降至 1.5×102CFU/mL.在 10min 内对 CRSM 的灭活效率约为 97%,并且在处理 30min 后灭活效率可超过 99.99%. 

Cu( )Ⅲ 和•OH通过破坏 CRSM的细胞膜和细胞壁、损伤 DNA碱基(T、A、C和 G)、抑制抗性基因(包括细胞内和细胞外抗性基因)以及降解总 DNA(包

括细胞内和细胞外 DNA)来实现其灭菌效果. 
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Abstract：Using ciprofloxacin (CIP) as a representative antibiotic, ciprofloxacin-resistant Serratia marcescens (CRSM) strains were 

isolated and characterized from the tertiary oxidation pond of an aquaculture wastewater treatment facility. The CRSM strains were 

systematically identified at the species level, and their resistance genes were comprehensively characterized using a third-generation 

sequencing platform. The inactivation efficiency was evaluated by examining the efficacy of Cu(III) and hydroxyl radicals (•OH) 

generated by a Cu complex-activated PMS-based Fenton-like oxidation system on CRSM cells and genetic material in aqueous 

environments. The cytotoxic effects and molecular mechanisms of highly reactive oxidants in the homogeneous Cu-based 

Fenton-like oxidation system on CRSM were systematically investigated through a comprehensive analysis employing plate coating, 

scanning electron microscopy, transmission electron microscopy, and three-dimensional fluorescence spectroscopy. The results 

indicated that in the Cu(II)+PMS+CIP+CRSM system, the bactericidal efficiency of CRSM was significantly enhanced, 

approximately 8-fold higher than that of the PMS+CIP+CRSM system. Specifically, the concentration of surviving bacteria 

decreased from 3.2×107CFU/mL to 1.5×102CFU/mL. The inactivation efficiency of CRSM reached approximately 97% within the 

initial 10-minutes, and exceeded 99.99% after a 30-minute treatment. Cu(III) and •OH achieved sterilization by compromising the 

integrity of CRSM cell membrane and cell wall, inducing damage to DNA bases (T, A, C, and G), inhibiting both intracellular and 

extracellular resistance genes, and degrading total DNA (both intracellular and extracellular). 
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氟喹诺酮类抗生素作为常用的兽用饲料添加

剂之一,已成为一种持久性水环境污染物
[1]

.然而,比

水体单一抗生素污染更严峻的是其介导的耐药细

菌(ARB)和抗性基因(ARGs)污染问题
[2]

.抗生素-耐

药细菌基因共污染现象在养殖、医疗、制药等行业

废水中已非常普遍
[3]

.前期研究发现,养殖废水中四

环素和耐四环素伤寒沙门氏杆菌的共污染现象
[4]

.

此外,养殖废水中还含有大量饲料中未被吸收而排

出的无机盐离子
[5]

.这些无机盐离子与有机抗生素

长期接触会形成具有明显配位结构的饱和或(和)不

饱和重金属络合物(HMCs)
[6-7]

.吸附、沉淀、絮凝等

传统工艺均无法有效去除这些重金属络合物
[8-10]

.

因此,HMCs的形成以及 ARB、ARGs的衍生成为养

殖废水深度处理的难点与痛点
[11-12]

. 

基于过硫酸盐的类 Fenton 氧化体系能产生各

种游离态活性氧化物(ROS)可有效氧化降解废水中

的各种抗生素
[13]

.此外,过硫酸盐基类 Fenton氧化作

为一种高效的水体消毒方法减轻细菌耐药风险已

被不断证实.大豆秸秆生物炭/过硫酸盐体系可产生

表面结合自由基及游离 SO4
•−

,实现水中四环素的氧

化降解及耐药大肠杆菌的杀灭
[14]

.纳米零价铁/过硫

酸盐体系产生的•OH 在 5min 内可全部杀灭水中耐

药细菌(2×10
8
CFU/mL)并且对抗性基因 sul1、intI1

的去除率达到 98.95、99.64%
[15]

.硫化纳米零价铁/

过氧单硫酸盐 (PMS)体系能有效杀灭大肠杆菌

DH5α和假单胞菌,15min内对细胞内抗性基因 sul1、

intI1、tetA 的去除效果达到 1.52、1.79、1.56log,并

能有效抑制抗性基因的水平转移
[16]

.然而,这类自由

基主导的类 Fenton 氧化在实际水体中易被共存的

有机质和无机盐离子消耗,极大影响耐药细菌基因

的杀灭效率
[17]

.因此,选择性杀灭目标耐药细菌将是

一种理想的途径
[18]

. 

高价金属氧(HVMO)具有超高的氧化还原电

位(>1.95V)、更长的寿命、更高的稳态浓度、对富

电子型抗生素高选择性等优点
[19]

.Co(IV)=O、

Cu( )=Ⅲ  O对水体多种抗生素及共存的大肠杆菌、

金黄色葡萄球菌接近 100%的去除,且稳定性和通

用性高,不受 pH、PMS 浓度、阴离子及天然有机

质的影响
[20]

. HVMO 同样会攻击耐药细菌细胞膜

中富含电子的组分(氨基酸、单糖等)、破坏细胞的

防御系统,并导致耐药细菌的杀灭及胞内外遗传物

质(碱基对、DNA等)的破坏
[21-22]

.通过单菌基因完

成图及处理前后 ARGs 的丰度对比,识别其转移风

险并阐明其杀灭的分子机制,是本文首要解决的关

键科学问题. 

均相 Cu基(类)Fenton氧化体系在抗生素降解及

耐药细菌的杀灭中也有广泛的研究和应用
[23-25]

.前期

研究中发现 Cu
2+
与水体共存的四环素、左氧氟沙星

形成 Cu络合物,在中性、偏碱性条件下活化 PMS形

成高价态 Cu( )Ⅲ 络合物的分子内电子转移过程能实

现抗生素及耐药细菌的靶向-协同净化
[4,26-27]

.因此,

养殖废水中固有 Cu 络合物在弱碱性条件下活化

PMS的均相类Fenton氧化体系杀灭水中耐药细菌基

因具有潜在的理论指导和应用价值.基于前期研究基

础和成果
[26]

,本文研究内容主要包括如下四方面:(1)

以环丙沙星(CIP)为典型抗生素,在养殖废水三级氧

化塘内筛选分离出耐环丙沙星沙雷氏菌(CRSM);(2)

以养殖废水中固有微量 Cu(II)为催化剂活化 PMS实

现 CRSM 的原位杀灭,通过灭活率实验测定 Cu(II)- 

CIP-CRSM 三元水污染体系中 Cu 络合物活化 PMS

产生的高活性氧化物对 CRSM 的灭活效果;(3)结合

平板涂布、扫描电镜、透射电镜、三维荧光观测处

理前后 CRSM的菌落数、表面结构、内部结构及胞

内外物质浓度阐明类 Fenton体系中高活性氧化物对

CRSM 的杀灭效果与分子机制;(4)测定 CRSM 的单

菌基因组完成图辨别其抗性基因并通过实时定量基

因扩增荧光检测系统(q-PCR)鉴定处理前后 CRSM

中抗性基因的活性,对处理后的CRSM进行再生性评

估,以确定体系中高活性氧化物对CRSM抗性基因的

杀灭作用及转移风险.本文为均相 Cu基类 Fenton氧

化杀灭水中耐药细菌基因提供新的机制见解、理论

基础及应用潜 力. 

1  实验部分 

1.1  试剂与仪器 

环 丙 沙 星 (C17H18FN3O3,RHAWN 试 剂 ); 

8211GR500 琼脂粉(BioFroxx 试剂);LB 肉汤(湖南比

克曼控股有限公司);五水合硫酸铜(CuSO4·5H2O,天

津市天力化学试剂有限公司 );过氧单硫酸盐

(KHSO5·0.5KHSO4·0.5K2SO4)、甲醇(MeOH)、叔丁

醇(t-BuOH)、氯仿(CHCl3)、呋喃甲醇(FFA)、高碘

酸钠,上海麦克林生化科技股份有限公司;5,5-二甲
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基-1-吡咯啉-N-氧化物(DMPO)、2,2,6,6-四甲基

-4-哌啶酮(TEMP),成都西亚化工股份有限公司.无

菌水(取娃哈哈纯净水经高温灭菌得到);Biospin 细

菌基因组 DNA 提取试剂盒(杭州博日科技有限公

司 );2 倍 Phanta®Max 预混液 (诺唯赞 );琼脂糖

(Invitrogen 试剂);超纯水、5 倍 TBE 缓冲液、6 倍甘

油 DNA 装载缓冲液(南宁国拓生物科技有限公司).

所有试剂均为分析纯. 

ZHJH-C1209B 型超净工作台、LRH 型恒温培

养箱(上海智城分析仪器制造有限公司);SF-TGL- 

18R 型冷冻离心机(上海菲恰尔分析仪器有限公

司);BCD-261WTGPM 型冷冻冰箱(合肥美的有限

公司);G1000 型基因扩增仪(博日科技);5200Multi

型全自动化学发光 /荧光图像分析系统 (上海天

能);DYY-8C 型电泳电源、DYCP-31DN 型电泳仪

(北京六一生物科技有限公司 );移液器 (德国

Eppendorf);Hitachi Regulus8100 型扫描电镜(日本

日立公司);FEI Tecnai F20 型透射电镜(美国 FEI 公

司);SmartFluo-Pro 型三维荧光光谱仪(北京卓立汉

光仪器有限公司). 

1.2  耐环丙沙星细菌的筛选分离 

1.2.1  水样采集  先将采集瓶用待取水样冲洗 2~3

次,距养殖废水三级氧化塘岸边 1~2m处将采集瓶浸

入水面下 20~50cm处采样. 

1.2.2  培养基配制  本实验所用培养基主要为 LB

培养基,其配制方法如下:胰蛋白胨 10.0g、酵母提取

物 5.0g、NaCl 10.0g、琼脂粉 20.0g加去离子水定容

至 1000mL,用 5mol/L的 NaOH 溶液调节溶液的 pH

至 7.0 后 121 ℃高压灭菌 20min.耐药细菌初筛所加

的环丙沙星浓度为 10mg/L. 

1.2.3  实验操作  配制 1000mL的 LB 培养基,分装

在 4 个 300mL 的锥形瓶中,121℃高压灭菌 20min. 

将灭过菌盛有 LB 培养基的锥形瓶放在超净工作台

上,待冷却至 45℃左右时向每个培养基中添加 1mL

的环丙沙星溶液(5mg/L).倒入培养皿中,快速制作数

个培养基平板(平板内LB培养基含量在20mL左右),

在超净工作台内等待平板凝固后备用. 

将提前准备好的水样品吸取 1mL 加入提前灭

好菌的装有 9mL 无菌水的试管中,记为稀释 10
-1

.振

荡均匀后吸取 1mL加入另一支装有 9mL无菌水的

试管中,记为稀释 10
-2

,以此类推直至稀释 10
-6

.每个

样品总共获得 6 个浓度梯度.分别吸取 10
-3

~10
-6
浓

度梯度的样品 100µL至已晾干的LB培养基平板上,

用已经过高温灭菌或灼烧冷却后的涂布棒均匀涂

布后在工作台中等待干燥,放置于 32℃恒温培养箱

中分别培养 1d. 

1.2.4  耐药细菌分离纯化  挑选初筛时同一生长

时间及温度下菌落形态、大小及颜色等方面较优的

单菌落,挑选到 LB 培养基利用三区划线法进行扩大

培养,以得到最终的单菌落. 

1.3  细菌基因组完成图分析 

细菌基因组完成图采用 PacBio 三代测序平台,

一次性获得完整的细菌基因组图谱,实现没有 gap

和 N 碱基的组装,同时可以获得质粒基因组信息. 

DNA 提取及检测采用 SDS或 STE方法对样本的基

因组 DNA 进行提取,然后用琼脂糖凝胶电泳检测

DNA的纯度和完整性,用 Qubit 进行定量. 

经电泳检测合格的DNA样品用Covaris超声波

破碎仪随机打断成长度约为 350bp 的片段.处理完

成后的 DNA 片段,使用 NEBNext®Ultra™ DNA 

Library Prep KitforIllumina(NEB, USA)试剂盒,经末

端修复、加 A尾、加测序接头、纯化、PCR 扩增等

步骤完成整个文库制备.文库构建完成后,先使用

Qubit 2.0 进行初步定量,稀释文库至 2ng/μL,随后使

用 Agilent 2100 对文库的插入片段进行检测,insert 

size 符合预期后,使用 q-PCR 方法对文库的有效浓

度进行准确定量,以保证文库质量. 

采用 SMRT bell TM Template kit(version 1.0)试

剂盒构建 10K SMRT Bell 文库.将经电泳检测合格

的DNA 样品用Covaris g-TUBE打断成构建文库所

需大小的目的片段,经 DNA 损伤修复及末端补齐. 

使用DNA黏合酶将发卡型接头连接在DNA片段两

端,并使用 AMpure PB磁珠对 DNA片段进行纯化,

使用 BluePipin 片段筛选特定大小的片段 ,使用

AMpurePB 磁珠对 SMRT Bell 文库进行浓度筛选,

随后修复 DNA 损伤,再次使用 AMpure PB 磁珠对

SMRT Bell 文库纯化.将构建好的文库经 Qubit浓度

定量,并利用 Agilent 2100 检测插入片段大小,最后

用 PacBio平台进行测序. 

1.4  灭菌性能 

通过在 CIP-CRSM体系中加入 Cu(II)、PMS或

Cu(II)+PMS,可有效实现 CRSM 及其抗性基因的杀
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灭.采用平板计数法系统评估不同体系在各个时间

点的微生物丰度,并利用 q-PCR 技术精确检测目标

基因的表达变化 .此外 ,还运用扫描电子显微镜

(SEM)、透射电子显微镜(TEM)以及三维荧光光谱

技术,对细胞的外部形态及其内部结构的完整性进

行系统的观察与分析 .采用十二烷基硫酸钠法或

STE 缓冲液法提取基因组 DNA,并通过琼脂糖凝胶

电泳评估其纯度与完整性.随后,利用 Qubit 荧光计

对提取的 DNA 进行精确定量. 

2  结果与讨论 

2.1  菌种鉴定 

使用 Prokka 预测的所有 16s 序列结果与

SILVA-16S 数据库进行 blastn 得到结果.同时,使用

物种分类号(默认:16s 物种分类)从 NCBI 上下载同

分类号的基因组序列.将组装好的序列与下载的基

因 组 进 行 ANI(average nucleotide identity) 、

AAI(amino acid identity)和 TETRA(tetra-nucleotide 

signature)比较 ,以确定组装出来的基因组物种归

属.ANI和 TETRA是通过 pyani 得到的,AAI是通过

CompareM 得到的
[28]

.如表 1 所示,筛选分离得到的

耐药细菌为沙雷氏菌(Serratia marcescens). 

其中:max-AAI-score 为 AAI 结果最大的菌株

名占比、max-TETRA-score为 TETRA结果最大的

菌株名占比、max-ANI-score为 ANI结果最大的菌

株名占比、ANI check为与 16s结果是否一致. 

表 1  16S rRNA基因测序的物种鉴定信息 

Table 1  16S rRNA gene sequencing for species identification 

16s序列 16s起始点(bp) 16s结束点(bp) 

CP02798 4813570 4815120 
物种名 NCBI物种分类号

max-AAI-score (%) max-TETRA-score (%) max-ANI-score (%) ANI check 

99.39 99.99 99.08 true 
Serratia marcescens 615 

 

2.2  抗性基因分析 

综合抗生素耐药性数据库(CARD)是当前应用

最为广泛的抗性基因数据库之一,现已收录了大约

4000 种抗性基因.利用 CARD 数据库作为参考数据

库,对细菌的 ARGs 进行注释,并确定基因组中存在

的抗性基因.如图 1(a)所示,CRSM 主要的免疫药物

类别包括:氟喹诺酮类抗生素(145 例,占比 28.8%)、

大环内酯类抗生素(106 例,占比 21%)、肽类抗生素

(51例,占比 10.1%)、氨基糖苷类抗生素(50例,占比

9.9%)、四环素类抗生素(49例,占比 9.7%)、碳青霉

烯类抗生素(39 例,占比 7.7%)、磷酸酯类抗生素(20

例,占比 4%)、糖肽类抗生素(18 例,占比 3.6%)、氯

霉素类抗生素(14 例,占比 2.8%)、头孢菌素类抗生

素(12例,占比 2.4%)等.如图 1(b)所示,沙雷氏菌耐药

机制主要包括以下几种:抗生素外排泵机制(387 例,

占比 65%)、抗生素失活酶作用(77 例,占比 13%)、

靶点结构改变作用(109 例,占比 18%)、靶点保护机

制(14 例,占比 2%)、细胞膜通透性降低效应(11 例,

占比 2%)等.此外,抗微生物抗性基因家族主要包括

以下几类 :主要促进剂超家族抗生素外排泵(126

个)、抗性结节细胞分裂抗生素外排泵(149 个)、ATP

结合盒式抗生素外排泵(123 个)、NmcA β-内酰胺酶

(31个)以及 pmr磷酸乙醇胺转移酶(20个),具体如图

1(c)所示.根据最佳匹配抗生素抗性本体所识别的主

要抗性基因如图 1(d)所示,包括 AbaF、adeL、bacA、

macB、RanA、tetA等. 

通过运用 GO(Gene Ontology)数据库注释,系统

定义和描述基因及蛋白质的功能特性,涵盖:1)细胞

学组件(Cellular Component),描述亚细胞结构、位置

和大分子复合物,如核仁、端粒和识别起始的复合物

等;2)分子功能(Molecular Function),描述基因、基因

产物个体的功能,如与碳水化合物结合或 ATP 水解

酶活性等;3)生物学途径(Biological Process),描述分

子功能的有序组合,达成更广的生物功能,如有丝分

裂或嘌呤代谢等
[30]

,具体如图 2(a)所示 .KEGG 

(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)数据库

注释用于分析细菌代谢途径,包括细胞过程(Cellular 

Processes) 、 环 境 信 息 处 理 (Environmental 

Information Processing)、遗传信息处理 (Genetic 

Information Processing) 、 人 类 疾 病 (Human 

Diseases)、新陈代谢 (Metabolism)和生物体系统

(Organismal System)
[31]

,具体信息如图 2(b)所示. 
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图 1  抗性基因分析 

Fig.1  Analysis of resistance genes 

  

图 2  GO注释分类统计图表与 KEGG通路分类统计图表 

Fig.2  GO annotation categorical statistics chart and statistical diagram of KEGG pathway classification 

CAZy(Carbohydrate-active en-zymes)是一个专

注于碳水化合物酶的专业数据库,系统收录了催化

碳水化合物降解、修饰及生物合成的多个酶家族.

涵盖了糖苷水解酶(GH)、糖基转移酶(GT)、多糖裂

解酶(PL)、碳水化合物酯酶(CE)、辅助活性酶(AA)

以及与碳水化合物发生结合作用的模块(CBM)等重

要类别
[32]

,具体如图 3(a)所示.国际生物化学与分子

生物学联盟批准的转运蛋白分类系统(TCDB)被用

于识别膜转运蛋白和离子通道,包括初级主动转运

蛋白(Primary Active Transports)、电化学势能驱动的

转 运 蛋 白 (Electrochemical Potential Driven 

Transporters)、通道或孔道(Channels or Pores)、未完

全表征的转运系统 (Incompletely Characterized 

Transport Systems)、群移位酶(Group Translocators)、

跨膜电子载体(Transmembrance Electron Garriers)、

参与运输的辅助因子(Accessory Factors Involved in 
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Transport)等
[33]

,具体如图 3(b)所示.NR 数据库(Non- 

Redundant Protein Sequence Database)物种注释统计

结果进一步证实了耐药细菌为沙雷氏菌,具体如图

3(c)所示.利用 Prokka 获得的细菌基因组蛋白质预测

信息、功能注释信息(包括正负链、编码序列和 RNA

类型等信息)、数据库注释结果以及 GC含量(鸟嘌呤

和胞嘧啶的比例)和 GC 偏斜(G-C 的差异)的统计结

果构建 Circos环形图
[34]

,具体如图 3(d)所示. 

 

 

图 3  CAZy数据库、TCDB转运蛋白分类、NR数据库物种注释统计图表及环形基因组周期 

Fig.3  Statistical diagram of CAZy database annotation, TCDB transporter annotation classification and NR database species 

annotation, and the circos genomic cycle 

2.3  耐药细菌杀灭性能 

前期的研究发现 ,Cu(II)-CIP 络合物活化

PMS 类 Fenton 氧化体系产生的 Cu(Ⅲ)和•OH 在

CIP 的降解中起到主要和次要的作用
[26]

.在此基

础上 ,本文继续测定了 4 种体系 (CIP+CRSM、

Cu(II)+CIP+ CRSM、PMS+CIP+CRSM、Cu(II)+ 

PMS+CIP+ CRSM)中 CRSM的杀灭效率.如图 4(a)

所示,在 CIP溶液环境中(CIP+CRSM体系),CRSM

表现出优异的生长与繁殖性能(3.2×10
7
CFU/mL).

而且 Cu(II)的添加 (Cu(II)+CIP+CRSM 体系 )对

CRSM 的影响也甚微(2.6×10
7
CFU/mL).PMS 作为

消毒剂对 CRSM 表现出显著的灭活效果(PMS+ 

CIP+CRSM 体系),使其浓度降低至 1.2×10
5
CFU/ 

mL.此外 ,在 Cu(II)+ PMS+CIP+CRSM 体系中 , 

CRSM 的杀灭效率尤为突出,相较于 PMS+CIP+ 

CRSM 体系提高了约 8 倍 ,菌株存活数量降至

1.5×10
2
CFU/mL.这表明在 Cu 络合物活化 PMS 的

类 Fenton 氧化体系中,CRSM 的杀灭存在明显的

自强化效应.图 5 和图 6 分别为 Cu(II)和 PMS 加

入量对CRSM在Cu(II)+CIP+CRSM体系及 PMS+ 

CIP+CRSM 体系中生长的影响.在较宽的浓度范

围内 :Cu(II)浓度为 1.0,1.5,2.0,3.0,5.0,10.0mg/L, 

PMS浓度为 0.5,1.0, 1.5,2.0,2.5,3.0mg/L,两种物质

的加入均表现出轻微的影响.溶液中的 Cu(II)可能

与 CRSM 细胞的磷脂、脂质和蛋白质结合形成

Cu 络合物,浓度过高也会导致细胞脱水.然而,这

种反应并不足以完全破坏细胞的磷脂双分子层

并导致其死亡,因为 CRSM 细胞具备高效的自我
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保护机制
[35]

.如图 4(b)所示,PMS 剂量对 Cu(II)+ 

PMS+CIP+CRSM 体系的影响表明,当 PMS 用量

超过 1mg 时,该体系表现出显著的灭菌效果.此外,

图 4(c)为 Cu(II)+PMS+ CIP+CRSM体系中,CRSM

在 60min内的灭活动力学.Cu络合物活化 PMS类

Fenton氧化体系在 5min内即可反应,在 10min内

对 CRSM 的灭活率约为 97%,并且在处理 30min

后灭活率可超过 99.99%. 

 

图 4  CRSM的杀灭效率 

Fig.4  Efficiency of CRSM inactivation  

CCu(II) = 1mg/L, CCIP = 10mg/L, VCu(II):VCIP = 1:1, mPMS = 0-3.0mg, V = 50mL, t = 0-60min 

  

图 5  Cu(II)浓度对 Cu(II)+CIP+CRSM体系中 CRSM生长的影响 

Fig.5  Effect of Cu(II) concentration on CRSM growth in Cu(II)+CIP+CRSM system 

CK
-

:仅 CIP,CK+:CIP+CRSM,CCu(II)=0,0.5,1.0,1.5,2.0,3.0,5.0,10.0mg/L,CCIP = 10mg/L,t = 30min 

  

图 6  PMS浓度对 PMS+CIP+CRSM体系中 CRSM生长的影响 

Fig.6  Effect of PMS concentration on CRSM growth in PMS+CIP+CRSM system 

CK
-

:仅 CIP,CK+:CIP+CRSM,CPMS = 0,0.5,1.0,1.5,2.0,2.5,3.0mg/L,CCIP = 10mg/L,t = 30min 
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处理前后的有效 CRSM平板计数、扫描电子显

微镜(SEM)、透射电子显微镜(TEM)及三维荧光照片

如图 7 所示.在 Cu(II)+PMS+CIP+CRSM 体系中,图

7(d-1)明显显示了 CRSM的彻底杀灭.此外,图 7(d-2)

和(d-3)中的 SEM 和 TEM 照片进一步证实了类

Fenton 氧化体系导致细胞破裂的现象.这些结果表明,

在 Cu(II)+PMS+CIP+CRSM体系中,CRSM显著的失

活,主要机制为破坏其细胞膜和细胞壁结构,最终导

致细胞破碎及胞内有机物(IOM)的释放
[36]

.为了进一

步验证 IOM 的释放情况,展示了 4 个体系中 CRSM

的三维荧光光谱特性.图 7(a-4)清晰地展示了细胞结

构,其中暗色的 IOM和亮色的胞外有机质(EOM)尤为

显著.在图 7(b-4)所示的 Cu(II)+CIP+CRSM 体系

中,IOM 的释放是由于溶液中 Cu(II)的添加导致其从

细胞膜渗出.而在图 7(c-4)所示的 PMS+CIP+CRSM

体系中,IOM 的释放则是由于细胞膜局部受损所致,

这一现象与图 7(c-3)中的TEM照片相吻合.图 7(d-4)

中大量 EOM 的出现以及细胞结构的消失进一步证

实了 IOM的释放,并表明Cu(II)+PMS+CIP+CRSM体

系中 CRSM细胞膜遭受了完全破坏
[37]

. 

 

图 7  处理前后(T = 37 °C,牛肉浸膏蛋白胨培养基)CRSM的活菌计数、扫描电子显微镜和透射电子显微镜图像以及三维荧光

光谱 

Fig.7  Count of viable CRSM, SEM and TEM images, and three-dimensional fluorescence spectra of the CRSM before and after 

processing (T = 37 °C, beef extract peptone medium) 

2.4  抗性基因灭活性能 

抗性基因(ARGs)主要由DNA碱基组成,包括鸟

嘌呤(G)、胸腺嘧啶(T)、腺嘌呤(A)和胞嘧啶(C).这

些碱基在 Cu 络合物活化 PMS 类 Fenton 氧化体系

诱导的抗性基因损伤过程中会发生特定的化学变

化
[38]

.对于细胞外抗性基因(eARGs)的传播,必须确

保其彻底灭活,并采取措施防止抗性基因在灭活后

的再生
[39]

.如图 8(a)所示,在 CIP+CRSM体系中引入

PMS(即 PMS+CIP+CRSM 体系)后,30min 内四种

DNA 碱基表现出轻微的灭活现象,具体表现为:T 约
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为 9.1%,A约为 4.3%,C约为 10.6%,G约为 9.4%.这

一结果表明,PMS 作为氧化剂单独使用时具有一定

的氧化能力.然而,实验结果显示,在加入 PMS 和

Cu(II)之后,灭活效果达到最优.此外,T、A、C 和 G

碱基的完全灭活分别在 10、30、5和 5min内实现.

这一结果表明,Cu 络合物活化 PMS 的类 Fenton 氧

化体系不仅对 CRSM 表现出优异的灭活效果,同时

也能够有效灭活抗性基因中的 DNA 碱基.其中由于

碱基胞嘧啶(C)和鸟嘌呤(G)的还原电位低于胸腺嘧

啶(T)和腺嘌呤(A),因此它们更易发生氧化失活
[40]

. 

尽管已证实 DNA基因完全失活,但处理前后细

胞外 DNA(eDNA)的水平转移和环境风险仍需通过

再生评估进一步分析
[41]

.如图 8(b)所示 ,在 CIP+ 

CRSM 体系中 ,耐药细菌平均再生浓度为 3.17× 

10
7
CFU/mL.在 Cu(II)+CIP+CRSM 和 PMS+CIP+ 

CRSM 体系中,耐药细菌浓度几乎没有变化,这表明

添加 Cu(II)或 PMS对 CRSM的影响较小,尽管细胞

膜受到了一定程度的损伤,但 eARGs 的活性仍然得

以维持 ,从而保持了其再生能力和水平转移的风

险 

[42]
.而在 Cu(II)+PMS+CIP+CRSM 体系中,CRSM

未能实现再生,这表明 Cu 络合物活化 PMS 的类

Fenton 氧化体系能够使 CRSM 及其抗性基因失活.

这一发现可能对去除实际水体中含耐药细菌和抗

性基因的污染物具有重要意义. 

鉴于染色体抗性基因能够通过转化和垂直传

播途径扩散
[43]

,本文选用从耐药菌株中提取的染色

体 kan
R
基因作为模型抗性基因,对其降解性能进行

了系统分析.此外,还对从CRSM中提取的完整DNA

的降解情况进行了系统检测.在类 Fenton 氧化反应

过程中,染色体上的 kan
R
基因以及 Cu 络合物活化

PMS 体系的定量是基于使用纯 kan
R
质粒构建的标

准曲线计算得出的
[44-45]

.如图 8(c)所示,在仅包含

PMS 的体系中,染色体上的 kan
R
基因表现出高度稳

定性.在 Cu络合物活化 PMS类 Fenton氧化体系中,

染色体上的 kan
R
基因在 3min 内实现了完全降解

(~8.5log).这一结果表明,该体系不仅能够有效降解

DNA 碱基,还能高效去除染色体中的抗性基因.此外,

其降解动力学显著快于图 8(a)所示单个 DNA 碱基

的降解速率 .90s 内 ,CRSM 总 DNA(98.3ng/L)的

98.5%被有效降解. 

 

图 8  抗性基因灭活性能 

Fig.8  The inactivation efficiency of antibiotic resistance genes 

CCu(II) = 1mg/L, CCIP = 10mg/L, VCu(II):VCIP = 1:1, mPMS = 2mg, V = 50mL 
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本研究还系统分析了细胞内抗生素抗性基因

(iARGs)、细胞外抗生素抗性基因(eARGs)、细胞

内 DNA(iDNA)以及细胞外 DNA(eDNA)的浓度.所

有物质均得到了有效的降解.具体而言,由于细胞

内 Cu络合物活化 PMS 所产生的 Cu( )Ⅲ 和•OH对

iARGs和 iDNA具有降解作用
[46-47]

,这两种物质的

浓度随反应时间延长而逐渐减少.受损的细胞膜将

iARGs 和 iDNA 释放到细胞外溶液中,分别成为

eARGs 和 eDNA,在反应开始后的前 5min 内,其原

始浓度增加,随后由于细胞外 ROS 的持续降解而

迅速降低.如图 8(d)所示,在 60min 的反应时间内, 

iARGs和 iDNA的浓度分别显著下降了 69.09%和

46.35%.在灭活过程的前 5min 内,eARGs 和 eDNA

的浓度迅速增加,分别从 9.5×10
3
 copies/mL 升至

21.5×10
3
 copies/mL,以及从 3.8μg/mL 增至 29.3 

μg/mL.随后,两者的浓度分别降至 2.8×10
3
 copies/ 

mL和 3.2μg/mL.综上可知,在 Cu络合物活化 PMS

类 Fenton 氧化体系中 ,DNA 碱基、ARGs(包括

iARGs和 eARGs)以及总DNA(包括 iDNA和 eDNA)

均经历了催化氧化灭活. 

2.5  抗性基因灭活机制 

以 5,5-二甲基-1-吡咯啉-N-氧化物(DMPO)和

2,2,6,6-四甲基哌啶氮氧化物(TEMP)为自旋捕获剂

进行电子顺磁共振(EPR)分析类 Fenton 氧化体系中

主要 ROS,并通过甲醇(MeOH)、三氯甲烷(CHCl3)、

糠醇(FFA)的淬灭实验验证 ROS 的氧化能力
[48-49]

.

由图 9(a)可知 ,通过 DMPO 和 TEMP 捕获到

DMPO-•OH、DMPO-SO4
•−
、DMPO-•O2

-

、TEMP-
1
O2

的弱信号峰,强度分别为 1.6、0.5、0.05、0.02a.u.,

说明•OH、SO4
•−
、•O2

-

、
1
O2并非类 Fenton 氧化体

系的主导 ROS.MeOH、CHCl3、FFA的淬灭实验结

果如图 9(b)所示,淬灭剂的加入并没有显著影响耐

药沙雷氏菌的杀灭率,由此可以初步确定类 Fenton

氧化体系对耐药沙雷氏菌的杀灭为其他高活性物

质,有可能为 Cu(III)
[50-51]

.基于以上假设,通过生成稳

定的 Cu(III)-高碘酸盐络合物来验证 Cu(III)生成的

主导作用.如图9(c)和图9(d)所示,该络合物在415nm

处有明显紫外-可见吸收光谱,并且随着 Cu(II)浓度

的增加而变强,由此说明类Fenton氧化体系中Cu(III)

的生成.与前期研究结果基本相符
[4,24]

.Cu(III)-高碘

酸盐络合物的 XRD 和 FT-IR 谱图如图 9(e-f)所

示,Cu(III)-高碘酸盐络合物在 16.73°处有明显的衍

射峰,在 1000~1400cm
-1
处有 Cu-O配合物键的宽振

动吸收特征峰.由此说明类Fenton氧化体系中Cu(III)

及 Cu(III)络合物的生成,Cu(III)在 Cu(II)+CIP+PMS

体系中主导耐药沙雷氏菌的杀灭. 

 

图 9  Cu(II)+CIP+PMS反应体系中活性氧鉴定 

Fig.9  Identification of reactive oxygen species in the Cu(II)+CIP+PMS reaction system 
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提出的耐药细菌基因灭活机制如图 10 所示.在

Cu络合物活化PMS类Fenton体系中,生成的Cu( )Ⅲ

和•OH等 ROS 首先攻击 CRSM的细胞膜,导致其结

构和功能受到干扰与损伤.这不仅促使细胞质中的

物质(包括 iARGs 和 iDNAs)泄漏,还进一步促进了

ROS进入CRSM细胞内部,最终引发细胞内DNA断

裂 .更重要的是 ,环境中的抗性基因 (eARGs 和

eDNAs)还会受到 CRSM 细胞外氧化物进一步的攻

击和破坏,导致细胞外抗性基因的杀灭. 

 

图 10  CRSM和 ARGs的灭活机制 

Fig.10  Inactivation mechanism of CRSM and ARGs 

3  结论 

3.1  均相 Cu络合物活化 PMS类 Fenton氧化体系

能显著杀灭废水中筛选分离的耐环丙沙星沙雷氏

菌(CRSM).在 Cu(II)+PMS+CIP+CRSM 体系中,Cu

络合物活化 PMS类 Fenton氧化体系在 5min内即可

反应,在 10min内对 CRSM的灭活率约为 97%,在处

理 30min 后灭活率接近 100%. 

3.2  CRSM显著的失活,主要机制为类 Fenton氧化

体系生成的 Cu(III)和•OH等 ROS 破坏 CRSM细胞

膜和细胞壁结构,最终导致细胞破碎及胞内有机物

的释放,进一步促进了 ROS 进入 CRSM 细胞内部,

最终引发细胞内 DNA断裂. 

3.3  环境中的抗性基因(eARGs 和 eDNAs)还会受

到 CRSM 细胞外氧化物的全面攻击和破坏,导致细

胞外抗性基因的杀灭,即 DNA 碱基、ARGs(包括

iARGs和 eARGs)以及总DNA(包括 iDNA和 eDNA)

均经历了催化氧化灭活.本文为均相 Cu基类 Fenton

氧化杀灭废水中耐药细菌基因提供新的机制见解、

理论基础及应用潜力. 
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