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摘　要　抗生素和纳米银因在各自领域的大量应用而不可避免地进入环境中，对生态环境尤其是微生物

群体构成联合暴露的风险，但是二者对细菌生长和耐药性的联合作用，目前受到的关注较少. 本研究测

定了两种抗生素（四环素和氯霉素）以及纳米银（10—15 nm）对大肠杆菌的联合毒性及对细菌抗性突

变的诱导作用，并对相关机制进行了初步探讨. 结果表明，抗生素和纳米银对细菌的联合毒性呈现协同

效应，但是二者联合作用下细菌对利福平的抗性突变频率显著降低. DNA测序和分子对接结果表明，编

码利福平靶标蛋白的 rpoB 基因发生点突变，导致突变后的靶蛋白与利福平的结合能降低 . 同时，

qPCR结果表明抗生素和纳米银联合作用时，细菌胞内 rpoS、dinB 和 mutS 等基因表达显著上调，可能是

抗性突变频率在联合作用下降低的主要原因. 本研究揭示了抗生素和纳米银联合作用对细菌抗性突变的

影响，有利于全面认识二者联合暴露的环境和健康风险.
关键词　纳米银，抗生素，大肠杆菌，联合毒性，抗性突变.
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Abstract　Antibiotics and nanosilver (AgNPs) are extensively applied in their respective fields and
have  high  probability  to  co-exist  in  the  environment,  posing  joint  exposure  risks  on  environmental
organisms,  especially  on  bacterial  communities.  However,  the  combined  effects  of  antibiotics  and
AgNPs on bacterial growth and bacterial resistance mutations remain largely underexplored. In this
study,  the single and joint  effects  of  two antibiotics  (tetracycline and chloramphenicol)  and AgNPs
(10−15 nm) on bacterial growth and resistance mutations were investigated using Escherichia coli as
a  model  bacterium,  and the underlying mechanisms for  the  joint  effects  were explored.  The results
suggested  that  the  antibiotics  and  AgNPs  had  synergistic  effects  on  bacterial  growth  whilst
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antagonistic effects on the mutation frequency of E. coli against rifampicin, in comparison with their
single  actions.  Furthermore,  DNA  sequencing  and  molecular  docking  results  showed  that  point
mutations occurred on rpoB gene that encodes the rifampicin target protein, leading to a decrease in
the binding energy of the mutated protein with rifampicin. In addition, qPCR results showed that the
gene  expressions  of rpoS, dinB  and mutS  in E.  coli were  significantly  promoted  upon  exposure  to
antibiotics and AgNPs mixtures,  which was likely a major cause for  the significant  decrease of  the
resistance mutations. This study is conducive to a comprehensive understanding of the environmental
and  health  risks  of  combined  exposure  to  antibiotics  and  AgNPs  and  provides  a  reference  for
assessment of their joint exposure risks.
Keywords　nanosilver，antibiotics，Escherichia coli，combined toxicity，resistance mutation.

  

抗生素被大量应用于医疗和养殖等领域，导致环境中抗生素残留无处不在，甚至在饮用水和牛奶

中，都普遍检测出抗生素残留[1 − 3]. 纳米银是一种良好的抗菌剂，同样被广泛用于灭菌和消毒等过程，并

在食品、医疗、纺织和建材等行业被大量使用[4 − 5]，因此环境中不可避免地存在纳米银残留[6]. 同时，由

于抗生素和纳米银在医疗领域均被大量应用，导致二者在医疗环境中广泛共存[4]. 并且，来自于医疗废

水、生活污水和工业废水中的抗生素以及纳米银会汇集于污水处理厂，并经由污水处理厂的出水和污

泥处置等方式进入环境水体或土壤中，造成二者在自然环境中的普遍共存[7]. 鉴于此，抗生素和纳米银

联合暴露对生态环境尤其是微生物群体的影响需要引起格外重视. 以往的研究表明，抗生素和纳米银

联合作用时会产生比各自单独作用时更强的抑菌活性. 例如，Huang 等[8] 发现，纳米银和链霉素对大肠

杆菌和金黄色葡萄球菌均表现出显著的协同抑制作用；王孟珍等[9] 发现，纳米银复合材料和卡那霉素

对大肠杆菌能够产生协同抑制作用. 除直接的抑菌效应外，抗生素和纳米银还能够促进细菌耐药性的

产生和传播[10 − 12]，加剧环境中耐药细菌和耐药基因的污染问题，直接危害环境和人体健康. 然而，纳米

银和抗生素的联合暴露对细菌耐药性的影响尚未引起足够的重视.
突变是细菌产生抗生素耐药性的主要原因之一[13]. 突变是指基因在复制或修复过程中发生碱基组

成或排列的变化，包括碱基的替换、缺失、重复或插入等，其中导致细菌产生抗生素耐药表型的突变即

为抗性突变. 大量研究表明，细菌在抗生素以及各种非抗生素药物的作用下，抗性突变会被显著促进.
例如，Manna 等[14] 发现，甲氧苄氨嘧啶能够通过诱导大肠杆菌 folA 基因的突变，促进其对抗生素的耐

药性；Lu 等[15] 发现，三氯生通过促进 fabI、frdD、marR、acrR 和 soxR 等基因的突变而显著提高大肠杆

菌对多种抗生素的耐药性. 此外，最近的研究表明，纳米材料如纳米 Al2O3 和 ZnO 等能够通过诱导细

菌胞内活性氧物种（ROS）的产生，促进细菌对抗生素的抗性突变[16]. 然而，纳米银作为一种常用的纳米

抗菌剂，其对细菌抗性突变的影响尚未见相关的报道. 更重要的是，目前研究大都关注的是单一污染物

对细菌抗性突变的影响，抗生素和纳米材料联合暴露对细菌抗性突变的影响仍有待进一步研究.
本文选取四环素（Tetracycline, TET）、氯霉素（Chloramphenicol, CHL）和纳米银（AgNPs）作为研究

对象，以大肠杆菌（E. coli）作为模式细菌，测定了抗生素和纳米银分别单一和联合作用时对细菌的生长

抑制效应以及抗性突变诱导效应，借助 DNA 测序和分子对接结合的方式验证了细菌的抗性突变位点

和抗性机制，同时采用 qPCR 技术测定了细菌胞内与突变相关的基因表达（rpoS、recA、 lexA、dinB、

mutS 和 uvrD），对抗生素和纳米银的联合抗性突变诱导效应进行了初步的机制阐释.

 1    材料与方法（Materials and methods）

 1.1    实验材料

实验所用的模式细菌为大肠杆菌 MG1655，购买自 Biovector 公司 . 氯霉素（≥ 98%）、四环素（≥
98%）、利福平（≥ 98%）和纳米银（10—15 nm）等化学试剂均购自阿拉丁试剂有限公司.
 1.2    毒性测试

将大肠杆菌接种到 5 mL 的 MH 培养基（酸水解酪蛋白 17.5 g∙L−1、牛肉浸膏粉 3 g∙L−1、淀粉 1.5 g∙L−1、
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琼脂 15 g∙L−1，pH=7.0—7.2）中，37 ℃ 条件下培养至 OD590（590 nm 处的光密度）达到 0.5. 随后，将菌液

稀释 105 倍后加入含有不同浓度待测物质的 96 孔板中. 每个浓度设置 3 个平行，同时设置空白对照组.
将孔板置于 37 ℃ 培养 24 h，使用酶标仪测定每孔 OD 值. 之后，计算不同浓度化合物对细菌的生长抑

制 率 （ 式 1） ， 绘 制 浓 度 −效 应 曲 线 （ concentration−response  curves,  CRCs） 并 获 得 半 抑 制 浓 度 （ 50%
inhibiting concentration, IC50）.

Inh(%)=
OD590,0−OD590,i

OD590,0
×100% （1）

根据单一毒性测试得出的 IC50 值，将抗生素和纳米银按照等毒性比设计混合浓度，测定二元混合

暴露体系对细菌的生长抑制作用，获得混合物的 IC50 值. 此外，采用浓度加和（concentration addition,
CA）模型，根据抗生素和纳米银单一毒性结果，预测联合作用的 CRCs. CA 模型适用于具有相似作用机

制的化合物联合毒性的预测，并且被广泛应用于判别混合物的相互作用类型，具体的判别依据为：实验

组曲线及其 95% 置信区间与 CA 模型曲线重叠时，二元混合毒性视为加和效应，位于 CA 模型曲线的

左侧和右侧时，则分别视为协同和拮抗效应[17]. CA 模型的计算如公式（2）所示[18].

ECy,m = 1
/(

P1
ECy,1

+
P2

ECy,2

)
（2）

式中：ECy,m 为达到 y（%）抑制率时混合体系下的总浓度，ECy,1 和 ECy,2 为达到 y（%）抑制率时组分 1 和

2 的浓度，P1 和 P2 表示混合物中组分 1 和 2 所占的浓度比例.
 1.3    抗性突变频率测试

大肠杆菌在 96 孔板中暴露于待测物质 24 h 后，将每孔的菌悬液（200 μL）收集到 1.5 mL 离心管

中，离心并洗涤 3 次后重新悬浮菌液（20 μL）. 将重悬后的菌液用移液枪转移至含有 80 mg∙L−1 利福平

的 MH 固体培养基上，在 37 ℃ 条件下培养 48 h 后统计菌落数 Nm，Nm 即为每孔菌液中发生突变的细

菌个数. 同时通过梯度稀释法，利用不含利福平的 MH 固体培养基，测定菌悬液中的细菌总数 Nt. 通过

公式（3）计算突变频率 η.

η =
Nm

Nt
（3）

 1.4    突变位点测定

随机挑选抗性板上筛选出的耐药菌落，接种至含有利福平的 MH 液体培养基中，并于 37 ℃ 恒温

过夜培养后保存于离心管中 . 使用 DNA 提取试剂盒（生工生物，上海）提取细菌总 DNA，利用引物

5'−AAGCTCATCGATATCCGTAACG−3'和 5'−GCACGTCGCCACGTTCAACC−3'对 rpoB 基因片段进行

PCR 扩增[19]. PCR 扩增过程的升温程序为：在 96 ℃ 下进行 1 个循环，保持时间为 1 min；在 96 ℃ 下进

行 26 个循环，保持时间为 10 s；在 50 ℃ 保持 5 s，最后在 60 ℃ 延伸 4 min. 扩增后的产物使用琼脂糖凝

胶 电 泳 进 行 检 测 ， 并 将 产 物 纯 化 后 进 行 基 因 测 序 （ABI 3730） . 测 序 结 果 通 过 DNASTAR 软 件 中

MegAlign 模块的多序列比对程序，将样本序列与标准 rpoB 序列（NCBI 编号为 NC_000913.3）进行比

对，样本序列与标准序列中的碱基差异即为突变发生的位点.
 1.5    分子对接

从蛋白质结构数据库（ https://www.rcsb.org）中获取大肠杆菌中利福平的靶标蛋白，即 RNA 聚合酶

的三级结构（编号为 5UAC） . 根据细菌突变位点及编码氨基酸变化，使用 PremPS（https://lilab.jysw.
suda.edu.cn/research/PremPS/） 在 线 服 务 构 建 以 5UAC 为 模 板 的 突 变 蛋 白 的 三 级 结 构 . 然 后 使 用

Discovery Studio 软件中的 CDOCKER 模块，将野生型与突变后蛋白分别与利福平分子进行对接，获得

野生型和突变后蛋白与利福平分子对接的相互作用能大小.
 1.6    基因表达测定

本研究选择了 6 个与突变相关的基因：rpoS、lexA、recA、dinB、mutS 和 uvrD，测定了抗生素和纳米

银分别单独和联合作用时对这些基因表达的影响，所用的引物序列参考之前的文献[20]. 具体实验步骤

如下：离心收集不同处理组的细菌，使用 trizol 试剂盒提取总 RNA，去除基因组中 DNA 杂质后逆转录，
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再通过 PCR 扩增获得每个样品循环数值（Ct），并用相对定量（relative quantitative, RQ）法对数据进行归

一化. 将对照组的 RQ 值设为 1，计算基因表达差异，详细方程计算如式（4—6）：

∆Ct =Ct,目标基因−Ct,对照基因 （4）

∆∆Ct = ∆Ct,暴露组−∆Ct,对照组 （5）

RQ = 2−∆∆Ct （6）

式中，∆Ct,暴露组和∆Ct,对照组分别表示目标基因与对照基因的循环阈值差值，∆∆Ct 表示暴露组和对照组

中每个样品循环阈值的差值，RQ 是基因表达的倍数变化与对照相比.

 2    结果与讨论 （Results and discussion）

 2.1    抗生素和纳米银对大肠杆菌的单一和联合毒性

首先测定了抗生素和纳米银分别单独作用时对细菌生长的抑制作用. 结果如图 1（a）所示，抗生素

和纳米银对细菌的生长抑制作用均呈现典型的 S 型浓度效应关系. 纳米银对大肠杆菌的毒性显著大于

四环素和氯霉素，其中纳米银的 IC50 值为 0.61—1.18 μmol∙L−1，而四环素和氯霉素的 IC50 值分别为

1.29—1.52 μmol∙L−1 和 1.92—2.64 μmol∙L−1 （表 1）. 此外，本研究还测定了银离子（AgNO3 形式）对大肠

杆菌的毒性，其 IC50 值为 0.32—0.43 μmol∙L−1，显著大于纳米银和抗生素的抑菌效应. 随后，测定了纳

米银、银离子分别与氯霉素、四环素的联合抑菌效应. 联合作用的浓度效应关系与单一化合物相似，均

表现为典型的 S 型浓度效应曲线. 二元混合物的 IC50 值在 0.6—1.0 μmol∙L−1 之间（表 1），其中四环素

和纳米银以及氯霉素和纳米银的二元联合对大肠杆菌的毒性效应相对较大，IC50 值分别为 0.41—
0.74 μmol∙L−1 和 0.72—1.02 μmol∙L−1，而四环素和银离子及氯霉素和银离子的二元联合对大肠杆菌的

毒性效应相对较弱，其 IC50 值分别为 0.65—1.27 μmol∙L−1 和 0.77—1.18 μmol∙L−1.
随后比较了 CA 模型与实验获得的混合物剂量效应曲线的关系. 如图 1b 和 c 所示，抗生素和纳米

银联合作用的浓度效应曲线均在 CA 模型的左侧，二者的联合毒性呈现协同效应；与之不同的是，抗生

素和银离子的 CA 模型曲线均在暴露组的 95% 置信区间内，表明二者联合毒性的相互作用类型为相加

效应（图 1d 和 e）.
 
 

图 1    纳米银（AgNPs）、银离子（Ag+）和抗生素分别单独和联合作用时的抑菌效应
注：CHL 表示氯霉素，TET 表示四环素，CA 表示浓度加和模型

Fig.1    Antibacterial effect of nanosilver（AgNPs）, silver ions（Ag+）and antibiotics when acting alone or in combination
Note: CHL stands for chloramphenicol; TET stands for tetracycline; CA stands for concentration addition model  
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表 1    化合物单独和联合作用对大肠杆菌的半数抑制浓度 (IC50)

Table 1    The IC50 value of target substances against E. coli when acting alone or in combination
 

暴露组
Exposure group

组分
Components

IC50（95% CI）/（μmol∙L−1）

单一暴露Individual exposure

四环素（TET） 1.41（1.29—1.52）

氯霉素（CHL） 2.26（1.92—2.64）

纳米银（AgNPs） 0.87 （0.61—1.18）

银离子（Ag+） 0.36 （0.32—0.43）

联合暴露Combined exposure

TET−AgNPs 0.56 （0.41—0.74）

TET−Ag+ 0.94 （0.65—1.27）

CHL−AgNPs 0.94 （0.72—1.02）

CHL−Ag+ 0.96 （0.77—1.18）

　　注： IC50表示半抑制浓度，CI表示置信区间.
　　Note: IC50 is concentration for 50% of maximal inhibition, CI stands for confidence interval.
 
 

 2.2    抗生素和纳米银对大肠杆菌的抗性突变诱导效应

根据细菌毒性测试结果，选择亚抑制浓度的抗生素和纳米银，首先测定了抗生素和纳米银单独作

用时，大肠杆菌对利福平的抗性突变频率. 由图 2（a—c）可知，抗生素和纳米银单独作用时对细菌的抗

性突变频率随浓度的升高而增加. 其中，四环素和氯霉素的浓度分别达到 0.9 μmol∙L−1 和 0.6 μmol∙L−1

时，细菌的抗性突变频率约是空白的 20 倍和 27 倍. 纳米银对细菌的抗性突变诱导效应与抗生素相比

较弱，其浓度达到 0.2 μmol∙L−1 时，细菌的抗性突变诱导频率约是空白组的 6 倍.
 
 

图 2    四环素（TET）、氯霉素（CHL）和纳米银（AgNPs）单独（a−c）或联合作用时（d）对大肠杆菌抗性突变频率的影响
注： *表示 P<0.05；图中虚线表示 Y=1.

Fig.2    Effects of tetracycline（TET）, chloramphenicol（CHL）and nanosilver（AgNPs）on resistance mutation frequency in E.
coli when acting alone or in combination

Note: * represents P<0.05; The dotted line in the figure represents Y=1. 

 

测定了四环素（0.9 μmol∙L−1）和氯霉素（0.6 μmol∙L−1）分别与纳米银（0.2 μmol∙L−1）联合作用时对细

菌抗性突变频率的影响. 结果如图 2（d）所示，四环素和纳米银联合作用的抗性突变频率约是空白组自

发突变频率的 10 倍；而氯霉素和纳米银联合作用下的突变频率约是空白组自发突变频率的 5 倍. 与单

独作用时相比，抗生素和纳米银的联合作用显著降低了细菌的抗性突变频率.
 2.3    抗性突变位点的和抗性机制的验证

利福平是细菌抗性突变研究中最常用的抗性筛选药物之一，细菌对利福平的抗性大都由利福平靶

蛋白 RpoB（即 RNA 聚合酶 β 亚基）的突变所致 [21]. 本研究通过对抗性菌 rpoB 基因的测序，确定了

rpoB 基因上的突变位点. 如图 3（a）所示，在不同的暴露组中，细菌均发生了 rpoB 基因上的点突变，且

突变位点均位于 1535—1592 区间内，其中 1585 和 1538 是突变发生的热点区域. 这两个位点的突变分

别导致 RpoB 蛋白上第 529 位的精氨酸突变为半胱氨酸以及 513 位的谷氨酰胺突变为脯氨酸. 由图 3（b）
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可知，本研究中检测到的突变氨基酸均位于 RpoB 蛋白的“利福平抗性决定区域”（Rifampicin resistance
determining regions, RRDRs），即在空间上靠近利福平药物的结合位点. 这表明这些氨基酸的变化很可

能会影响 RpoB 蛋白的三级结构，改变利福平结合位点的构象，从而影响利福平与靶标蛋白结合，并最

终导致细菌对利福平的耐药性.
 
 

图 3    （a）空白组和暴露组下大肠杆菌突变位点碱基变化及氨基酸变化;（b）大肠杆菌 RpoB 利福平抗性决定区域

（RRDR—1）突变氨基酸位置与利福平结构图;（c）RpoB 蛋白与利福平对接相互作用能
注：（a）rpoB 表示耐利福平决定区域基因片段，数字表示突变核苷酸位置，字母表示对应碱基;（b）字母表示氨基酸缩写，“SER、GLN、

ASP、ARG”分别代表“丝氨酸、谷氨酰胺、天冬氨酸、精氨酸”，数字表示氨基酸位置

Fig.3    （a）Mutation sites and base changes of E. coli in the blank and exposed groups; （b）Amino acid location and rifampicin
structure diagram of RpoB rifampicin resistance determination region（RRDR—I）mutant in E. coli; （c）Docking interaction

energy between RpoB protein and rifampicin molecule.
Note: （a）rpoB represents the gene fragment of the rifampicin-resistant region, the mutation number represents the nucleotide position of the
mutation, and the letter represents the corresponding base change; （b）Letters represent amino acid abbreviations, "SER, GLN, ASP, ARG"

represent "serine, glutamine, asparticacid, arginine" respectively, numbers indicate amino acid positions 

 

根据大肠杆菌野生型 RpoB 蛋白构象（PDB ID：5UAC），结合实验确定的 RpoB 蛋白中突变的氨基

酸位置，构建了突变型 RpoB 蛋白，并与利福平进行分子对接获得分子对接相互作用能，结果如图 3（c）
所示. 未突变的 RpoB 蛋白（即 5UAC）与利福平的相互作用能约为−73 kcal ∙mol−1，而突变后的 RpoB 蛋

白与利福平结合的相互作用能在数值上均低于未突变的 RpoB 蛋白. 这证实了 RpoB 蛋白突变后与利

福平的亲和力降低，导致利福平的抑菌活性降低，即细菌对利福平的耐药性增加.
 2.4    抗生素和纳米银对突变相关基因表达的影响

本研究测定了四环素和纳米银分别单独和联合作用下，细菌胞内与抗性突变相关的 6 种基因的表

达，即 dinB、lexA、mutS、recA、rpoS 和 uvrD. 其中，rpoS 是一种应激响应基因，同时调控细菌胞内多种

6 环　　境　　化　　学 42 卷



基因的表达；lexA 和 recA 是 DNA 损伤应激体系 SOS 中的主要调控基因；dinB 调控参与 DNA 复制过

程的 DNA 聚合酶Ⅳ；mutS 和 uvrD 是细菌 DNA 错配修复基因[22]. 测试结果如图 4 所示，在四环素和纳

米银的单独暴露组中，recA 的基因表达显著增强，但是 rpoS、dinB、mutS、lexA 和 uvrD 的表达与空白组

相比没有显著变化；而在四环素和纳米银的联合暴露组中，rpoS、recA、dinB、mutS 的基因表达均显著

增强，但是 lexA 和 uvrD 的表达相比较空白组没有显著变化.
 
 

图 4    四环素（TET）和纳米银（AgNPs）单独和联合作用时（TET−AgNPs）对突变相关基因表达的影响
注：rpoS、recA、lexA、dinB、mutS 和 uvrD 表示与突变相关基因，* P<0.05

Fig.4    Expressions of mutation-related genes in E. coli exposed to tetracycline（TET）and nanosilver（AgNPs）and their
mixture（TET−AgNPs）

Note: rpoS, recA, lexA, dinB, mutS and uvrD represent the genes associated with the mutations, * represents P<0.05 

 

 2.5    抗生素和纳米银协同抑菌效应机制

纳米银对细菌的毒性效应主要缘于其对细胞膜的物理损伤和在水介质中释放的银离子 [4]. 一方

面，纳米银因其小尺寸效应而极易附着于细菌表面，引起细胞膜凹陷或形成穿孔，随后进入胞内对蛋白

质和 DNA 等生物大分子造成损伤；另一方面，纳米银在水介质中能够释放出银离子，诱导产生活性氧

物种（ROS），并与胞内含磷（P）、硫（S）和巯基（SH）的生物大分子结合，干扰细胞功能. 本研究中，银离

子的 IC50 值略低于纳米银，表现出更高的细菌毒性. 这与之前的研究结果类似，例如 Choi 等[23] 发现银

离子对大肠杆菌的生长抑制作用显著大于纳米银. 与纳米银和银离子不同，四环素和氯霉素能够特异

性地作用于细菌的核糖体，分别与核糖体的 30S 和 50S 亚基结合，通过抑制蛋白质合成达到抑菌效果.
本研究中，四环素和氯霉素的 IC50 值均大于纳米银和银离子，其细菌毒性相对较弱. 在联合毒性测试

中，纳米银与抗生素的联合作用类型表现出明显的协同效应，这可能源自于纳米银对抗生素分子的载

体效应. 如图 5 所示，在纳米银和抗生素的混合体系中，纳米银因具有较大的比表面积而容易吸附抗生

素分子，随后携带抗生素分子附着于细菌表面，增加细菌与抗生素分子相互作用的机率；同时，纳米银

对细胞膜的损伤增加了细胞膜的通透性，使抗生素分子更容易进入胞内，与靶蛋白结合，因此二者具有

协同的抑菌效应.
 2.6    抗生素和纳米银联合抗性突变诱导效应机制

本研究选用利福平用于测定抗生素和纳米银暴露对细菌抗性突变的影响，这是因为细菌对利福平

的耐药性多由发生在 rpoB 基因上的点突变所致[21]. 研究结果表明，在亚抑制浓度的抗生素和纳米银作

用下，大肠杆菌对利福平的抗性突变频率显著增加. 基因测序和分子对接结果证实了大肠杆菌对利福

平的耐药性是由 rpoB 基因上的点突变引起的. 抗生素和纳米银对细菌抗性突变诱导效应的机制如

图 5 所示，首先，抗生素和纳米银进入细菌胞内后，通过诱导 ROS 或直接作用于 DNA 造成后者的损

伤，导致细菌 SOS 系统中的 recA 基因表达显著上调. RecA 蛋白是细菌 DNA 损伤的感应器，DNA 损伤

发 生 后 ， 它 能 够 和 单 链 DNA（ ssDNA） 结 合 ， 促 进 LexA 二 聚 体 的 裂 解 ， 从 而 解 除 LexA 二 聚 体 对

DNA 损伤修复系统的遏制作用，促进下游 dinB、mutS 和 uvrD 等基因的表达[24 − 25]. 抗生素和纳米银造

成的 DNA 损伤导致其在复制和修复过程中突变率增加，引起利福平靶蛋白 RpoB 结合位点的构象改

变，最终导致细菌对利福平的耐药性增加. 需要注意的是，在抗生素和纳米银联合作用于大肠杆菌时，
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其抗性突变频率相比于抗生素单独作用时有明显的下降趋势. 结合基因表达的测试结果可以发现，在

抗生素单独作用时，SOS 系统的主要调控基因 recA 表达增强，而其他基因无明显变化；纳米银加入后，

除 recA 基因依然呈现高表达外，rpoS、dinB 和 mutS 的表达与抗生素单独作用时相比也显著增强. 由此

可以推断，在抗生素和纳米银的联合作用下，细菌胞内 rpoS、dinB 和 mutS 的表达增加，促进了细菌

DNA 损伤的修复进程，最终使细菌抗性突变维持在相对较低的水平.
 
 

图 5    抗生素和纳米银（AgNPs）对大肠杆菌的联合作用机制和抗性突变诱导效应机制

Fig.5    Mechanism for joint effects of antibiotics and nanosilver（AgNPs）on E. coli and its resistance mutations 

 

 2.7    抗生素和纳米银抗性突变诱导效应的环境意义

细菌的抗生素耐药性已成为威胁人类健康的重大环境问题之一. 细菌主要通过基因突变或从外源

获取抗性基因（如质粒接合转移等）而产生抗生素耐药性. 环境污染物能够通过促进细菌的抗性突变和

抗性基因的水平传播而加剧环境中的耐药细菌和耐药基因污染. 其中，抗生素作为特异性作用于细菌

的一类污染物，已被大量研究证明在环境相关浓度下能够促进细菌的抗性突变. 例如，环丙沙星、丝裂

霉素、呋喃咀啶、氨苄西林、链霉素、甲氧苄氨嘧啶和新生霉素等抗生素能够显著增加大肠杆菌对利

福平的抗性突变，其中环丙沙星和呋喃咀啶分别使抗性突变率增加了 7 倍和 10 倍[26]. 本研究所关注的

四环素和氯霉素是两种广谱性抗生素，常用于临床医药等领域，在环境介质中被频繁检出. 根据实验结

果，四环素和氯霉素均表现出显著的抗性突变诱导效应，在亚抑制浓度下对大肠杆菌耐利福平突变的

促进率分别高达 20 倍和 27 倍. 尤其值得关注的是，本实验中采用的抗生素浓度接近其环境检出浓度，

表明环境中的抗生素残留具有促进细菌抗性突变的风险. 纳米银作为一种高效的纳米抗菌剂，其抑菌

活性显著高于四环素和抗生素，并且在亚抑制浓度下同样表现出显著的抗性突变诱导效应，对大肠杆

菌的抗性突变产生高达 5 倍左右的促进率. 这些研究结果表明，环境中广泛存在的抗生素和纳米银残

留虽然多以亚抑制浓度形式存在，不足以直接对细菌造成毒性作用，但是能够通过促进细菌的抗性突

变而增加细菌对抗生素的耐药性，最终对生态环境和人体健康构成更大的威胁. 更重要的是，除抗生素

和纳米银外，其他环境污染物，如杀生剂[27]、重金属[28]、纳米 Al2O3 和 ZnO[16]、消毒副产物[29] 以及纳米

塑料[22] 等均表现出对细菌抗性突变的促进作用. 环境污染物对细菌的抗性突变诱导效应是否与日趋

严峻的耐药细菌和耐药基因污染问题相关，是关乎人类健康的重大问题，需要引起足够的重视. 此外，

本研究还揭示了抗生素和纳米银的协同抑菌效应以及纳米银对抗生素诱导细菌抗性突变的遏制作用，

研究结果能够为全面认识二者联合暴露的生态和健康风险提供参考.

 3    结论（Conclusion）

本研究测定了两种抗生素（四环素和氯霉素）与纳米银对大肠杆菌的联合抑菌效应和抗性突变诱

导效应，验证了抗生素和纳米银胁迫下大肠杆菌的抗性突变位点和抗性机制，得到以下主要结论：抗生

素和纳米银的联合抑菌效应呈现协同作用，可能源自于纳米银对抗生素的载体效应；抗生素和纳米银
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在亚抑制浓度下能够引起大肠杆菌 rpoB 基因的利福平抗性决定区域（RRDR）发生点突变，导致利福平

与靶标蛋白 RpoB 的结合能降低，从而促进大肠杆菌对利福平的耐药性；抗生素和纳米银联合作用对

细菌的抗性突变诱导效应显著低于抗生素的单独作用，可能是由于联合作用下细菌胞内 rpoS、dinB
和 mutS 基因表达显著上调所致. 需要注意的是，尽管本研究结合突变频率和基因表达的测试结果，对

抗生素和纳米银联合抗性突变诱导效应的机制进行了初步地探讨，但是相关的分子调控机制仍需进一

步研究.
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