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［摘　 要］ 　 研究耐药菌株和敏感菌株的竞争关系，为寻找降低耐药细菌危害的方法提供理论依据。
应用改良影印培养法，考察耐氨苄西林大肠杆菌菌株（Ｇ４１４）起始比例、益生菌种类和营养水平对人

造微生物群落中 Ｇ４１４ 菌落比例变化的影响。 结果表明：人造群落中耐药菌株生存竞争能力大于敏

感菌株（ＡＴＣＣ ２５９２２），其比例在 １～７ ｄ 均逐渐上升；高初始比例组的耐药菌株比例从 ３３％上升至

６４％，绝对值增加 ３１％，超过敏感菌株成为群落中的优势菌，低初始比例组从 １０％上升至 ４３％；枯草

芽孢杆菌和地衣芽孢杆菌在 １～７ ｄ 能够显著放缓耐药株在群落中比例的升高趋势（Ｐ＜０．０５），蜡样

芽孢杆菌除开始两天外，可极显著地降低耐药菌株的比例（Ｐ＜０．０１）；在高（１００％）、中（１０％）、低
（１％）营养条件下，耐药菌株比例均逐步升高，中营养水平组的比例上升最快。 耐氨苄西林大肠杆

菌菌株并没有因携带耐药基因而升高其在无药环境中的竞争适应度代价，反而获得了在正常营养

和低营养以及多物种竞争条件下的某种竞争优势，逐步成为人造群落中的优势菌群，传播出去，可
能对公共卫生安全造成较大威胁；枯草芽孢杆菌和地衣芽孢杆菌只能降低耐药菌株比例上升的趋

势，而蜡样芽孢杆菌可极显著地抑制耐药菌株的生长，促使其消亡，加以开发利用，或许能降低养殖

环境中某些耐药菌的数量。
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　 　 抗菌药的广泛使用，导致细菌耐药性水平不断

增加［１］，使动物细菌感染的控制难度加大，养殖风

险和成本增高，危害养殖业的健康发展［２］。 同时，
动物源细菌耐药性可通过食物、饮水和接触等方式

传递给人，危及人的健康［３］。 如何控制耐药病原菌

及其危害是摆在人类面前一个重大的公共卫生安

全问题［４］。 目前能有效降低细菌耐药性的措施仍

旧十分匮乏，欧美一些国家采取优化用药方案［５］、
限用乃至禁用抗菌药［６］等方法来减低耐药性，但效

果不甚理想［７］。 β－内酰胺类是目前人医和兽医临

床最常用的一类抗生素［８］。 ２０１７ 年耐 β－内酰胺类

肠杆菌科细菌被 ＷＨＯ 列入首份“用于指导新型抗

生素研究和开发的全球抗生素耐药重点病原体名

单”中［９］。 寻求如何对抗耐 β－内酰胺类抗生素的

病原体已成为国际研究的热点［１０］。 本研究通过创

建耐药菌－敏感菌，耐药菌－敏感菌－益生菌等二元

和三元微生物群落［１１］，考察耐药菌起始比例、益生

菌种类和营养水平对耐氨苄西林大肠杆菌在群落

中比例变化的影响，以期为了解耐药菌生存竞争能

力［１２］、制定科学合理的降低和消除动物源耐药性

措施提供依据。

１　 材料与方法

１．１ 　 菌株 　 猪源耐药大肠杆菌 Ｇ４１４（氨苄西林

ＭＩＣ＞５１２ μｇ ／ ｍＬ）由贵州大学动物药理实验室保

藏；大肠杆菌标准菌株 ＡＴＣＣ２５９２２（批号 Ａ０２４６Ｂ）
购自广东环凯生物科技有限公司；蜡样芽孢杆菌

ＣＩＣＣ２１２５２、凝结芽孢杆菌 ＣＩＣＣ２０１３８、枯草芽孢杆

菌 ＣＩＣＣ２０６８３、地衣芽孢杆菌 ＣＩＣＣ２０６８４ 购自中国

工业微生物菌种保藏管理中心。
１．２　 药品　 氨苄西林钠（批号 Ｎ０５２１Ａ）购自大连

美仑生物技术有限公司；伊红美蓝琼脂（ＥＭＢ，批号

２０１６０９０９）、ＬＢ 肉汤（批号 ２０１６１１０７）、米勒海顿琼

脂（ＭＨＡ，批号 ２０１６０６０３）、干粉培养基由青岛海博

生物技术有限公司生产。
１．３　 主要仪器 　 ＳＷ－ＣＴ－１Ｆ 超净工作台：上海博

迅实业有限公司医疗设备厂；ＦＡ２００４ 电子分析天

平：上海良平仪器仪表有限公司；ＸＨ－Ｃ 快速混匀

器 ＳＫ－１：常州澳华仪器有限公司；ＨＨ．Ｂ１１－４２０－Ｓ－

Ⅱ型恒温培养箱：上海贺德实验设备有限公司；
ＳＨＺ－８２ 气浴恒温振荡器：常州澳华仪器有限公司；
ＬＤＺＭ－６０ＫＣＳ 型全自动高压蒸汽灭菌锅：上海申安

医疗器械厂。
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１．４　 试验方法

１．４．１　 耐药菌比例的测定方法 　 参照影印培养

法［１３－ １４］改良测定群落中耐药大肠杆菌菌株的菌落

数，耐药菌氨苄西林的筛选浓度为 ５１２ μｇ ／ ｍＬ，耐
药菌落比例计算公式如下：耐药菌落比例（％）＝ 氨

苄西林 ＭＨＡ 培养基上菌落数 ／ ＥＭＢ 琼脂培养基上

菌落数×１００％。
１．４．２　 耐药大肠杆菌初始比例对耐药菌比例的影

响　 ０．５ 麦氏度耐药大肠杆菌按照 ０、１０％、３３．３％
的比例（Ｖ ／ Ｖ）加入到 ０．５ 麦氏度的标准大肠杆菌菌

液中，３７ ℃，培养 ７ ｄ，每天离心，更换新培养基，并
测定耐药菌比例。
１．４．３　 益生菌种类对耐药菌比例的影响　 蜡样芽

孢杆菌、枯草芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌等 ３ 种益生

菌菌液制成 ０．５ 麦氏度，分别与含 １０％耐药大肠杆

菌的 ０．５ 麦氏度标准大肠杆菌菌液等体积混合，按
１．４．１ 项方法测定 １～７ ｄ 的耐药菌比例。
１．４．４　 营养水平对耐药菌比例的影响　 将含 １０％
耐药大肠杆菌的 ０．５ 麦氏度标准大肠杆菌菌液接

种至相应浓度的 ＬＢ 肉汤，按 １％低营养水平、１０％
中营养水平、１００％高营养水平考察益生菌初始比

例对耐药菌比例的影响。
以上试验组均置于恒温振荡培养箱中（３７ ℃、

２００ ｒ ／ ｍｉｎ）培养，每隔 １ ｄ 取出测量一次耐药菌比

例并做更换培养液等处理，连续测量 ７ ｄ。
１．５　 数据处理　 利用 ＳＰＳＳ ２２．０ 软件对测定数据

进行统计和分析，采用 ｔ 检验进行显著性检验。
２　 结果与分析

２．１　 起始比例对群落中耐药菌比例的影响　 结果

如图 １ 所示。 图 １ 显示，随培养时间的延长，２ 种耐

药菌起始比例群落中的耐药菌比例在 １ ～ ７ ｄ 均逐

渐上升；高初始比例组的耐药菌比例从 ３３％上升至

６４％，绝对值增加 ３１％，超过敏感菌成为群落中的

优势菌，并且 １～７ ｄ 的比例均高于 １０％组。 低初始

比例组第 １ 天从 １０％快速上升至 ３６％，第 ７ 天升至

４３％，绝对值增加 ３３％，升高幅度极显著大于高比

例组 （ Ｐ＜０．０１）。 ３３％ 组对数趋势线方程 （ ｙ ＝

０．１３４７ｌｎ（ｘ） ＋ ０． ３３０６）和 １０％组对数趋势线方程

（ｙ＝ ０．１３１８ｌｎ （ ｘ） ＋ ０． １６６１） 斜率差异不显著 （Ｐ ＞
０．０５），１０％组对数趋势线方程的截距 ０．１６６１ 极显

著地高于折线起始点 ０．１（Ｐ＜０．０１）。 说明无论初始

比例是高还是低，耐药菌都没有因携带耐药基因而

升高其生存适应度代价，反而获得某种竞争优势，
使其逐步成为群落中的优势菌；低起始比例有助于

耐药菌初期的快速生长，并可获得比高起始比例组

更高的绝对增长率。

图 １　 起始比例对耐药菌比例的影响

Ｆｉｇ １　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｉｎｉｔｉａｌ ｒａｔｉｏｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ａｍｐ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｅ．ｃｏｌｉ

·３·



中国兽药杂志 ２０１８ 年 ５ 月第 ５２ 卷第 ５ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

２．２　 益生菌种类对耐药菌比例的影响　 结果如图 ２

所示。 与对照组相比较，枯草芽孢杆菌和地衣芽孢

杆菌在第 １～７ 天能够显著降低耐药大肠杆菌在群

落中比例的升高趋势（Ｐ＜０．０５）。 蜡样芽孢杆菌组

中耐药菌比例在第 １ 天能够降低耐药大肠杆菌在

群落中比例的升高趋势，而第 ２ 天从 ２１％陡然上升

至 ４３％，上升比例极显著地大于对照组（Ｐ＜０．０１），

随后又大幅滑落，第五天回落到 １０％附近，最终降

至第 ７ 天的 ５％，与对照组比较差异极显著 （Ｐ ＜

０．０１）。 对照组对数趋势线方程（ｙ ＝ ０．１２７８ｌｎ（ｘ） ＋

０．１６４８）、枯草芽孢杆菌组对数趋势线方程 （ ｙ ＝

０．１２５７ｌｎ（ｘ） ＋０．０８８３）、地衣芽孢杆菌对数趋势线

方程（ｙ＝ ０．１１３ｌｎ（ｘ）＋０．１０１９）三者斜率差异不显著

（Ｐ＞０．０５），截距差异极显著（Ｐ＜０．０１）。 蜡样芽孢

杆菌对数趋势线方程（ｙ ＝ －０．０３６ｌｎ（ｘ） ＋０．２３５２）的

斜率与其他三组相比差异极显著（Ｐ＜０．０１）。 说明

枯草芽孢杆菌和地衣芽孢杆菌只能降低耐药菌比

例在各天的上升趋势且效果相近，而蜡样芽孢杆菌

则具有降低耐药菌的竞争适应度、促使其消亡的

能力。

图 ２　 益生菌种类对耐药菌比例的影响

Ｆｉｇ ２　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ａｄｄｅｄ ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ａｍｐ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｅ．ｃｏｌｉ

２．３　 营养水平对耐药菌比例的影响 　 结果如图 ３
所示。 图 ３ 显示，高、中、低营养条件下，１ ～ ７ ｄ 群

落中耐药菌比例均逐步升高；三组的对数趋势线方

程分别为 ｙ ＝ ０． １４２２ｌｎ （ ｘ） ＋ ０． １８０２ （１０％组）、ｙ ＝

０．１３１８ｌｎ （ ｘ） ＋ ０． １６６１ （１００％）、 ｙ ＝ ０． １１２５ｌｎ （ ｘ） ＋

０．１１５９（１％组），１％组（低营养水平）的耐药菌比例

较其他两组上升最慢，１０％组（中营养水平）的上升

最快，而 １００％组（高营养水平）的上升速度介于二

者之间，三者的差异显著（Ｐ＜０．０５）。 说明耐药菌株

在一个中等营养水平环境中的相对适应度最大。

３　 讨论与小结

３．１　 耐氨苄西林大肠杆菌 Ｇ４１４ 与标准菌株竞争

力比较　 细菌种内和种间的竞争是塑造试管中群

落结构的重要生态过程，它与个体生长速率、繁殖

率、存活率等有关［１５］。 经典的进化论认为，当细菌

在抗菌药选择压力下耐药突变菌株数量增加，获得

了在有药环境下的生存优势，而成为该环境下的优

势菌群；在无药环境下，耐药菌株携带和表达耐药

基因需要额外耗费细菌的资源，增加了细菌的竞争

适应度代价（生存负担），降低其竞争适应度，而在

与野生型细菌的竞争中处于劣势，最终被稀释，消
失。 很多的研究结果也证明了这个理论的正确性。
但研究结果表明，除蜡样芽孢杆菌外，其他单因素

水平作用下耐药菌株的生存竞争能力均强于标准

菌株，说明本株耐氨苄西林大肠杆菌由于耐药突变

而获得了比野生菌更强的生存能力，此结果与传统

·４·
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图 ３　 营养水平对耐药菌比例的影响

Ｆｉｇ ３　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌ ｌｅｖｅｌｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ａｍｐ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｅ．ｃｏｌｉ

的关于耐药菌在无药环境中竞争适应度下降的理

论相左。 此结果与 Ｍｅｌｎｙ［１６］、Ａｎｄｅｒｓｓｏｎ［１７］ 等报道

的结果相似。
３．２　 益生芽孢杆菌对耐氨苄西林大肠杆菌 Ｇ４１４
生存竞争的影响 　 在狭小的试管中菌群间存在着

营养和生存空间等资源的竞争作用，由于自然微生

物群落成份过于复杂，作用机制难以弄清，可控性

差，因此，人工创建的两个或多个物种共培养的微

生物群落，利用微生物生态学方法，便于考察耐药

大肠杆菌群落组成、功能和互作效应［１８］。 本研究

考察了大肠杆菌耐药和标准株型之间、大肠杆菌和

芽孢杆菌不同种属之间的生存竞争。 研究表明所

用的枯草芽孢杆菌和地衣芽孢杆菌能微弱地降低

耐药菌株的生存竞争能力，而蜡样芽孢杆菌除第 ２
天外均极显著地抑制耐药菌株的生长。 这在国内

外鲜有报道。 若加以进一步地研究开发，用于养殖

场等耐药菌密度加大的区域，可能会在一定程度上

减小环境中耐药菌的比例。
３．３　 耐氨苄西林大肠杆菌 Ｇ４１４ 及使用氨苄西林

的安全性　 营养匮乏会增加物种间的生存竞争压

力，加速生存淘汰。 本研究表明耐药菌在高中低的

营养条件下均表现出比敏感菌更强的生存竞争能

力。 此结果与 Ｐｈａｎ［１９］等报道的结果相似。 说明该

耐药菌可能获得的突变机制不仅没有增加其竞争

适应度代价，反而降低了其竞争适应度代价，使其

在恶劣环境中获得更强的竞争优势。 以此推测，此

耐药菌在环境中有远高于敏感菌的生存竞争能力，

很容易成为优势菌群。 因此，通过停止使用药物是

不能恢复耐药区域内细菌对相应药物的敏感性，这

将对安全用药和人的健康构成严重威胁。 应该从

耐药的角度来重新评估氨苄西林的使用安全性。

研究采用人工创建的多个物种共培养的微生

物群落来呈现耐氨苄西林大肠杆菌在其中的比例

变化，不同于目前国内外通行的以纯培养微生物为

对象的耐药性研究。 在后续的研究中有必要介入

一些前沿的技术手段进行微生物组方面的探索，例

如用转录组从基因的表达水平研究大肠杆菌群落

耐药基因动态表达和调控；用蛋白质组揭示群落中

蛋白质的组成、丰度、相互关系，等等。 把这些分析

结果结合起来，推测其潜在的作用机制。 此外，还

可以构建数学模型，预测和描述耐药菌株和其他细

菌的生长、互作，以便于理解其群落属性变化的基

本原则，为群体水平的耐药性研究建立基础。 相信

从个体水平拓展到群落水平是未来微生物耐药性

研究发展的一个趋势。

·５·
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