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摘要: 抗生素滥用导致的抗性基因(ARGs)泛滥问题引起人们的日益关注ꎮ 目前关于抗性基因的研究主要集中在环境监测方

面ꎬ但是关于抗生素对 ARGs 传播的影响研究还相对缺乏ꎮ 质粒是 ARGs 传播的重要载体ꎬ因此以基于 RP4 质粒的大肠杆菌

(E. coli)接合转移体系为研究对象ꎬ探讨了盐酸四环素、甲氧苄啶、磺胺氯哒嗪、磺胺异唑在单一暴露条件下对 RP4 质粒接合转

� 移的影响ꎮ 根据单一暴露的结果设计混合抗生素的浓度比ꎬ探究抗生素联合暴露实验对质粒接合转移的影响ꎮ 结果表明:在
单一暴露条件下ꎬ只有盐酸四环素对含有四环素抗性的 RP4 质粒的接合转移频率有低促高抑的 hormesis 效应ꎻ在联合暴露条

件下ꎬ对 RP4 质粒接合转移无促进作用的抗生素会抑制四环素的 hormesis 效应ꎬ这一定程度上降低了抗生素的环境风险ꎮ 并

且用受体理论解释了抗生素对质粒接合转移的 hormesis 效应产生机制ꎬ为目前尚无定论的 hormesis 受体理论机制提供了证据
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sistance genes (ARGs) problem is the most concerned. However, the majority of the current researches mainly fo￣
cused on the environmental monitoring of the antibiotics and ARGs, while researches about the influence of antibi￣
otics on the transfer of ARGs is still lacking. In this study, the frequency of RP4 plasmid transfer was measured in

co￣cultures of a donor and an acceptor strain upon exposure to tetracycline, trimethoprim, sulfachloropyridazine and

sulfamethoxazole, both individually and in combination. The results revealed that the transfer frequency of RP4

plasmid that contained the tetracycline ARGs showed hormetic responses to the exposure of single tetracycline,

which were inhibited when combined with other antibiotics. It is the first time that the receptor theory is used to ex￣
plain the hormetic mechanism of the antibiotics on the plasmid conjugation transfer, and evidence is provided for

the hormesis receptor theory that is not yet conclusive.

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: tetracycline; sulfanilamide; trimethoprim; antibiotic resistance gene; Escherichia coli; horizontal gene

� transfer; conjugation transfer; RP4 plasmid

　 　 抗生素大量滥用诱发的抗生素抗性基因

(ARGs)和抗性细菌的二次污染问题已经引起人们

的广泛关注[1￣5]ꎮ ARGs 能够在菌群间的迁移、转化

和传播[6]ꎬ并在环境中持久性存在ꎬ其对人类的危害

可能比抗生素残留本身更严重[7]ꎮ 目前ꎬ细菌获得

ARGs 的途径有 2 种ꎬ一种是正常基因突变产生抗

性基因ꎬ另一种是抗性基因在不同细菌个体间的水

平转移ꎬ其中以质粒为载体的接合转移是细菌获得

ARGs 的重要途径[8￣11]ꎮ 同时质粒的接合转移会诱

发受体菌的基因调控进而将质粒上的整合子和抗性

基因整合到染色体基因组上[12]ꎬ从而有效避免质粒

的不相容性对 ARGs 水平转移的抑制作用ꎬ加速了

多重耐药菌的出现ꎮ
环境中的各种胁迫总能直接或间接地影响细菌

质粒接合转移的行为[13￣14]ꎬ比如纳米材料和离子液

体胁迫对质粒的接合转移具有低促高抑的毒物兴奋

效应(hormesis)
[15￣17]ꎬ同时对质粒有正向选择压力的

抗生素(即质粒上含有该抗生素的 ARGꎬ简称有选

择压力抗生素)对质粒的接合转移也具有 hormesis

效应[11]ꎬ那么对质粒无正向选择压力的抗生素(即质

粒上不含该抗生素的 ARGꎬ简称无选择压力抗生

素)对质粒的接合转移是否具有相似的 hormesis 效

应? 有文献表明ꎬ抗生素联合暴露会加速多重耐药

菌的进化[18]ꎬ那么抗生素联合暴露对质粒介导的

ARG 水平转移的影响又是如何ꎬ是否会产生更大的

环境风险?
因此ꎬ本文采用具有萘啶酮酸耐药标记的 E.co￣

li MG1655 和具有四环素抗性标记的 RP4 质粒的 E.

coli MG1655 菌株作为质粒接合转移模型的受体菌

� 和供体菌ꎬ以有正向选择压力的盐酸四环素(TH)和

无正向选择压力的甲氧苄啶 (TMP)、磺胺氯哒嗪

(SCP)、磺胺异唑(SIX)为研究对象ꎬ研究比较了这 2

种抗生素在单一及联合暴露条件下对质粒接合频率

的剂量效应关系ꎬ从而揭示了抗生素在单一及联合

暴露条件下对抗生素二次污染物 ARGs 水平转移过

程的影响ꎬ为抗生素污染的环境风险评价及医学中

抗生素联合用药的合理性等问题提供了理论依据ꎮ

１　 材料与方法(Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ)
１.１　 仪器与试剂

实验试剂包括:盐酸四环素 (TH)、甲氧苄啶

(TMP)、磺胺氯哒嗪(SCP)、磺胺二甲异噁唑(SIX)、萘
啶酮酸、硫酸卡那霉素、二甲基亚砜等ꎬ均为化学纯ꎬ
均购自 sigma￣aldrich 化学制品有限公司 (st. Louis,

MO, USA)ꎮ
实验仪器:精密电子天平(BT25Sꎬ德国 sartori￣

us 公司 )、电子 pH 计 (pH510ꎬ美国 QAKTON 公

司)、生化培养箱(ZHP￣Y2102Fꎬ上海德洋意邦仪器

有限公司)等ꎮ
１.２　 实验菌株

实验中的 E.coli MG1655 菌株购买于北京谱如

� 汀生物技术有限公司ꎬRP4 质粒由中国人民解放军

军事医学科学院卫生学环境医学研究所的李君文教

授惠赠ꎮ RP4 质粒携带四环素、卡那霉素以及氨苄

青霉素 3 种抗生素的 ARGsꎬ可在多个菌属中进行

接合转移ꎬ在接合转移研究方面被广泛应用[12,15￣16]ꎮ
为了构建抗性质粒接合转移模型ꎬ本实验将 RP4 质

粒转化入 E.coli MG1655 中构建成可在 40 mgL
￣1

� 的硫酸卡那霉素的筛选板上正常生长的供体菌ꎬ同
时使用抗生素将 E.coli MG1655 诱导为耐 40 mg

� L
￣1的萘啶酮酸且抗性稳定的受体菌ꎮ 本实验所使

用的细菌质粒接合转移模型稳定可靠ꎬ重现性好ꎬ为
后续实验提供了良好基础ꎮ
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１.３　 质粒接合转移实验

将受体菌与供体菌分别接种于加有对应抗生素

的 LB 液体培养基中ꎬ在 37 ℃摇床中以 180 rmin
￣1

的转速震荡培养至对数生长期(6 h)ꎬ将培养的菌液

离心去上清液后ꎬ加入 5 mL 的质量分数为 1% 的

NaClꎬ震荡重新悬浮ꎬ这样重复 4 次ꎬ洗去残余的抗

生素ꎮ 用质量分数为 1% 的 NaCl 溶液调节菌液浓

度使 OD600为 0.5ꎬ再将受体菌、供体菌以 2 ∶ 1 的比

例混匀即为工作菌液ꎮ
精确称量供试抗生素ꎬ加入适量二甲基亚砜助

溶(二甲基亚砜在体系中的最终体积分数不高于

0.1% )ꎬ用质量分数为 1% 的 NaCl 溶液配制成浓度

较高的抗生素溶液ꎬ随后稀释成一系列等对数浓度

的抗生素溶液待用ꎮ 在抗生素混合暴露实验中ꎬ
抗生素混合物的浓度比有 2 种ꎬ第一种是等毒性

比ꎬ即 EC50A ∶ EC50Bꎮ 第二种是根据单一抗生素对

抗性质粒结合转移实验ꎬ获得接合转移抑制率为

0% 时对应的化合物浓度(RC0 )ꎬ以 RC0A ∶ RC0B的

浓度比配制混合溶液ꎮ 随后ꎬ用质量分数为 1% 的

NaCl 溶液稀释成等对数浓度梯度的化合物溶液ꎮ
这 2 种混合浓度比具有一定的意义:以 EC50A ∶
EC50B等毒性比进行混合能够更好地模拟医学中的

联合用药过程 [19]ꎻ以 RC0A ∶ RC0B比例进行混合可

以使混合暴露体系中的 2 种药物的亚抑制浓度区

间重合ꎬ便于更好地分析亚抑制浓度的抗生素的

联合作用ꎮ
取上述工作菌液 60 μL、抗生素溶液 40 μL、2

倍 LB 培养基 100 μL 于 96 孔板中ꎬ混匀后在 37 ℃
培养箱中静置反应 8 hꎬ随后将反应体系进行适当稀

释ꎬ取适量受体菌及接合子至对应的固体 LB 培养

基筛选平板ꎮ 其中ꎬ受体菌的筛选平板上含 40 mg
L

￣1的萘啶酮酸ꎬ接合子的筛选平板上含 40 mgL
￣1

的萘啶酮酸和 40 mgL
￣1的硫酸卡那霉素ꎮ 将筛选

平板于 37 ℃培养箱中静置培养 12 h 后计数ꎮ
１.４　 数据处理

接合转移频率用于表征共培养体系中单个受体

图 １　 抗生素的单一暴露对 ＲＰ４ 质粒接合转移抑制率的剂量效应关系

注:TH、TMP、SCP、SIX 分别表示盐酸四环素、甲氧苄啶、磺胺氯哒嗪、磺胺二甲异噁唑ꎮ

Fig. 1　 The dose￣effect relationship between the single antibiotics exposure and the inhibition of RP4 transfer

Note: TH, TMP, SCP, SIX stand for tetracycline hydrochloride, trimethoprim, sulfachloropyridazine, sulfisoxazole.
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菌能发生接合转移的概率ꎬ计算如公式 1 所示:

f =
No.t

No.r
(1)

其中ꎬf 表示接合转移频率ꎬNo.t 表示接合子数量

� (CFUmL
￣1

)ꎬNo.r 表示受体菌数量(CFUmL
￣1

)ꎮ
抑制率用于表征化合物对抗性质粒接合转移的

影响程度ꎬ计算如公式 2 所示:

P =
f0￣ fi

f0

× 100% (2)

其中ꎬP 表示抑制率ꎬfi 表示第 i 个测试样的接

� 合频率ꎬf0表示对照组平均接合频率ꎮ 抑制率为 0%

� 对应的化合物浓度即为 RC0ꎮ
Hormesis 积分面积ꎬ即拟合曲线与横坐标围成

的面积ꎬ用于表征 hormesis 效应的促进程度ꎬ由

OriginPro 9.1 软件计算获得ꎮ

２　 结果(Ｒｅｓｕｌｔｓ)
２.１　 抗生素单一暴露对质粒接合转移频率的影响

TH、TMP、SCP、SIX 在不同暴露浓度下对 RP4

质粒的接合转移频率作用如图 1 所示ꎮ
由图 1 可知ꎬ随着浓度范围的变化ꎬTH 对 RP4

质粒的接合转移表现出低促高抑的 hormesis 效应ꎬ

图 ２　 抗生素联合暴露对 ＲＰ４ 质粒接合转移抑制率的剂量效应关系
注:RC0、EC50表示质粒接合转移抑制率、生长抑制率分别为 0% 、50% 时的化合物浓度ꎮ

Fig. 2　 The dose￣effect relationship between the combined antibiotics exposure and the inhibition of RP4 transfer

Note: RC0 , EC50 stand for the concentration when the inhibition rate of plasmid transfer frequency was 0%

and the inhibition rate of cell growth was about 50% .
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该结果与 Schuurmans 等[11] 的结果一致ꎮ 经过 Ori￣
gin Lab 软件内置的 Biphasic 方程拟合ꎬ得到图中的

拟合曲线且具有良好的拟合度(R2为 0.992)ꎮ TH 的

� 浓度在 3.82×10
￣7

molL
￣1到 4.01×10

￣6
molL

￣1区间

能显著地促进 RP4 质粒接合转移ꎬ在浓度为 1.24×
10

￣6
molL

￣1时对接合频率的促进作用最大ꎬ比空白

对照的接合转移频率(0.049)高 4 倍多ꎬ当浓度增加

到 2.86×10
￣6时ꎬ对质粒接合转移的效应由促进变为

抑制ꎮ
TMP、SCP、SIX 对 RP4 质粒的接合转移抑制率

都是随着浓度的升高而增加ꎬ没有出现与 TH 相似

的 hormesis 现象ꎬ说明抗生素不会促进不含自身

ARGs 的质粒的水平转移ꎮ TMP、SCP、SIX 的 RC0

分别是 2.36×10
￣7、4.25×10

￣6、1.58×10
￣4

molL
￣1ꎬ说明

它们对 RP4 接合转移的抑制毒性依次减弱ꎮ 当抑

制率从 0% 增加到 90% 时ꎬTMP、SIX、SCP 的浓度分

别增加了 10 倍、100 倍、1 000 倍左右ꎬ这也表明实

验选用的药物之间存在明显的差异ꎬ具有较好的代

表性ꎮ
２.２　 抗生素联合暴露对质粒接合转移频率的影响

2.1 的结果表示有选择压力的 TH 对 RP4 质粒

的接合转移具有低促高抑的 hormesis 效应ꎬ而无选

择压力抗生素只有抑制效应ꎮ 为了进一步评估无选

择压力抗生素的环境风险ꎬ将 TMP、SCP、SIX 这 3

种无选择压力抗生素分别与有选择压力的 TH 进行

联合暴露实验ꎬ分析无选择压力抗生素对 TH 的

hormesis 效应的影响ꎮ 实验结果如图 2 所示ꎬ其中

横坐标表示 TH 的 log 浓度ꎮ
由图 2 可知ꎬ含 TH 的抗生素混合物对 RP4 接

合转移都有低促高抑的 hormesis 现象ꎮ 为了便于分

析比较不同的暴露体系的 hormesis 效应ꎬ我们对其

相关参数进行了统计ꎬ结果如表 1 所示ꎮ
从表 1 中的相对浓度一栏可知ꎬRC0 ∶ RC0、

EC50 ∶ EC50这 2 种联合暴露浓度比之间有明显的差

异ꎬTMP￣TH、SCP￣TH、SIX￣TH 的 2 种相对浓度之

比((RC0 ∶ RC0) ∶ (EC50 ∶ EC50 ))约为 56、14、7ꎬ说明

计算获得的不同药物的 RC0 与 EC50 的相关性不明

显ꎬ具有独立的生物学意义ꎮ
从表 1 中的 hormesis 区间一栏可知ꎬ磺胺类药

物(SCP 或 SIX)与 TH 的联合暴露对 TH 的 hormesis

区间影响不明显ꎮ 而当混合体系中 TMP 的相对浓

度为 0.04、2.4 时ꎬTH 的 hormesis 区间分别向前移动

了 1.3、0.36 个数量级ꎮ 也就是说ꎬ特定浓度 TH、
TMP 的联合暴露会表现出单一暴露所没有的对质

粒接合转移的促进作用ꎬ可能存在一定的环境风险ꎮ
从表 1 中的最大促进浓度及促进率一栏可知ꎬ

无选择压力的抗生素都能降低 TH 的 hormesis 最大

促进率ꎬ其中 TMP 对 TH 的 hormesis 最大促进率的

影响最大ꎬ从 360% 降到了 40% 左右ꎮ 这说明无选

择压力的抗生素能够降低有选择压力抗生素的环境

风险ꎮ
由于 hormesis 促进面积由 hormesis 促进区域和

hormesis 促进率共同决定ꎬ它能够更全面地表征

hormesis 效应ꎬ因此将该参数作为表征 hormesis 效应

大小的主要指标ꎮ 从表 1 中的促进面积一栏可知ꎬ无
选择压力的抗生素 TMP、SCP、SIX 都能减小 TH 的

hormesis 促进面积ꎬ抑制 TH 的 hormesis 效应ꎬ其中

TMP、SIX 的抑制作用更加明显ꎬ在 50%以上ꎮ

表 １　 不同暴露条件下 ｈｏｒｍｅｓｉｓ 相关参数的统计

Table 1　 Statistics of hormesis related parameters under different exposure conditions

抗生素类型

Antibiotics

相对浓度a

Relative concentrationa

Hormesis 区间/(molL￣1)

Hormesis zone/(molL￣1)

最大促进浓度/(molL￣1)及促进率/%

LogC (molL￣1) and value (% ) of

maximum hormesis/(molL￣1 , % )

促进面积

Hormesis area

THb 0.00 [￣6.70,￣5.58] (￣5.97,360) 1.94

TMP￣TH(RC0 ∶ RC0 ) 0.04 [￣8.00,￣6.99] (￣7.56,37) 0.21

TMP￣TH(EC50 ∶ EC50 ) 2.40 [￣7.06,￣5.78] (￣6.27,45) 0.37

SCP￣TH(RC0 ∶ RC0 ) 1.48 [￣6.56,￣5.57] (￣5.92,325) 1.58

SCP￣TH(EC50 ∶ EC50 ) 20.69 [￣6.93,￣5.38] (￣5.98,218) 1.83

SIX￣TH(RC0 ∶ RC0 ) 4.96 [￣6.51,￣5.22] (￣5.71,89) 0.62

SIX￣TH(EC50 ∶ EC50 ) 35.60 [￣6.42,￣5.21] (￣5.89,140) 0.94

注:aꎬ相对浓度指混合暴露体系中无选择压力的抗生素与 TH 的摩尔浓度的比值ꎻbꎬ为空白ꎬ即暴露体系中只有 TH 一种药物ꎮ
Note: a, relative concentration refers to the ratio of the concentration of antibiotic without selective pressure to the concentration of TH in the mixed expo￣
sure system; b, blank control, only TH in the exposure system.
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３　 讨论(Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ)
4 种抗生素的单一暴露的实验结果中ꎬ只有有

选择压力的抗生素 TH 能够产生对质粒接合转移的

hormesis 效应ꎬ这说明抗生素只能促进含有其自身

ARGs 的质粒的传播ꎬ而对其他质粒的传播没有促

进作用ꎮ 该结果与不具有正向选择压力的纳米材料

和离子液体的结果形成对比[15￣16]ꎬ同时也说明人兽

用药分离可以在一定程度上保证人的用药安全ꎮ 由

抗生素的联合暴露实验可知ꎬ无选择压力的抗生素

能够降低有选择压力抗生素对质粒接合转移的

hormesis 效应ꎮ 因此ꎬ这 2 种类型的抗生素联合暴

露不会增加它们的环境风险ꎮ 同时医学中的抗生素

联合用药也应该被推广ꎮ 本文为环境中单一及混合

抗生素的生态风险评价和抗生素联合用药提供了重

要的理论依据ꎮ
目前 hormesis 效应的产生机制尚无定论ꎬ一个

比较公认解释是受体理论[20]:低浓度时具有高亲和

力的受体亚型起主导作用ꎬ高浓度时具有低亲和力

的受体亚型起主导作用ꎬ2 种受体亚型联合作用就

可能出现 hormesis 效应ꎮ 因为接合子的 RP4 质粒

上含有 TH 的 ARGsꎬ所以低浓度的 TH 对接合子的

相关受体的亲和力低于对受体菌的相关受体的亲和

力ꎬ此时抗生素只作用于受体菌的相关受体ꎬ从而对

接合子和 RP4 质粒产生正向选择压力ꎬ促进质粒接

合转移ꎻ随着 TH 浓度的不断增加ꎬ其对接合子的相

关受体的亲和力不断增加ꎬ此时抗生素同时作用于

受体菌和接合子的相关受体ꎬ从而对接合子和 RP4

质粒产生负向选择压力ꎬ抑制质粒接合转移ꎮ
在课题组的前期研究中ꎬ曾提出了基于受体理

论 hormesis 叠加理论[21]ꎬ即 hormesis 剂量效应曲线

是由一个促进曲线和一个抑制曲线叠加而成ꎮ 根据

该理论ꎬTH 单一暴露对接合转移的剂量效应曲线

可以理解为由 TH 与受体菌的相关受体结合产生的

促进曲线(正向选择压力)、由 TH 与接合子的相关受

体结合产生的抑制曲线 (负向选择压力)组成ꎻ而
TMP、SCP、SIX 在低浓度和高浓度时对接合子和受

体菌的相关受体亲和力相同ꎬ因此其剂量效应曲线

只能由抑制曲线组成ꎬ无促进曲线ꎻTH 与 TMP(或

SCP、或 SIX)联合暴露对接合转移的剂量效应曲线

可以分解为由 TH 的促进曲线、TH 的抑制曲线、
TMP(或 SCP、或 SIX)的抑制曲线 3 条曲线组成ꎮ 因

此ꎬ当这 2 类抗生素联合暴露时ꎬTMP、SCP、SIX 和

TH 的抑制曲线(负向选择压力)加和在一起ꎬ抵消了

部分促进曲线(正向选择压力)的促进作用ꎬ进而减小

了 TH 的 hormesis 效应ꎮ 本文首次使用受体理论和

基于受体理论的叠加理论解释了抗生素单一及联合

暴露对质粒接合转移的 hormesis 效应产生机制ꎬ为目

前尚无定论的 hormesis 受体模型提供了证据支持ꎮ
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