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基因药敏技术在多联微生态制剂活菌计数用 
选择性培养基开发中的应用
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摘要　目的：建立一种基于基因药敏和代谢通路分析的微生态活菌制品活菌计数用选择性培养基筛选方

法，以解决多联活菌制品含量测定时活菌之间相互干扰，点计困难，结果不准确的问题。方法：以双歧杆菌

四联活菌制品为例，通过基因组规模代谢网络分析，快速预测蜡样芽孢杆菌、粪肠球菌、嗜酸乳杆菌和婴儿

双歧杆菌的抗生素敏感性，筛选出在 4 种微生物中存在抗性差异的抗生素作为添加剂，制备选择性培养基，

用于多联制品的活菌含量测定。结果：基于基因药敏技术筛选出的选择性培养基用于四联活菌制品计数

时，有效消除了其他活菌对嗜酸乳杆菌和婴儿双歧杆菌的干扰，保证每种成分菌计数结果的准确性。结论：

基因药敏及代谢通路分析可以快速预测多种微生物之间抗生素的抗性差异，结果准确、快速，大大地降低了

工作量，在选择性培养基筛选方面有广泛的应用前景。

关键词：微生态制剂；活菌计数；基因代谢网络；抗生素抗性基因；药敏试验

中图分类号：R 917　　　文献标识码：A　　　文章编号：0254-1793（2025）05-0867-13
doi：10.16155/j.0254-1793.2024-1097

Application of genetic antimicrobial susceptibility testing in the 
development of selective medium for the enumeration of  

multi-strain microecological preparation

XING Sheng1, FENG Dan-yang1,2, SHEN Zhen1, HU Wen-hong1, LI Ying4, DING Bo1,3*

(1. Shandong Institute for Food and Drug Control, Shandong Food and Drug Safety Testing Engineering Technology Research Center, 

NMPA Key Laboratory for Research and Evaluation of Generic Drugs, Industrial Technology Foundation Public Service Platform,  

Jinan 250101, China; 2. School of Biopharmacy, China Pharmaceutical University, Nanjing 211112, China; 3. School of Pharmaceutical 

Sciences Shandong University, Jinan 250012, China; 4. Hangzhou Yuanda Biopharmaceutical Co., Ltd., Hangzhou, 311227 China)

Abstract　Objective: To establish a selective culture medium screening method for counting viable bacteria 
from multi-strain microecological preparation based on gene and metabolic pathway analysis, in order to solve 
the problem of mutual interference in the measurement of counting viable bacteria. Methods: By analyzing the 
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微生态活菌制品相关标准收载于 2020 年版《中

华人民共和国药典》三部，该类制品具有维持或调整

宿主肠道微生态平衡，防治疾病和促进宿主健康的作

用 [1]。与化学药物不同，微生态制剂具有明显的菌株

特异性和剂量依赖性 [2]。活菌数量是微生态制剂安

全性和有效性的重要质控指标，准确有效的计数方

法对微生态制剂的研究开发和应用具有重要意义 [3]。

目前，微生态制剂的菌体计数方法主要包括稀释涂布

等培养法及遗传分析等非培养法。培养法操作简便，

设备依赖度低，但存在选择性差，活菌相互干扰，结果

不准确等问题；非培养法设备要求高，易出现假阳性

及近源菌种区分度低等现象 [4]。综上所述，现有方法

在单一菌种构成的微生态制剂应用中效果较好，但应

用于多联制剂时，由于菌种间相互干扰，无法准确计

数 [5]，因此，开发选择性计数培养基，建立准确有效的

活菌计数方法，可有效提升多联微生态活菌制品的质

量控制，促进同类产品的开发创新。

抗生素作为重要的培养基添加剂，可以通过

不同微生物对抗菌药物敏感性的差异，即药物敏感

性，实现选择性抑制非目标微生物的目的，在微生

物鉴定分离及培养基开发中具有重要而广泛的应

用 [6]。目前，药敏检测主要依据美国临床和实验室

标准协会（Clinical and Laboratory Standards Institute，
CLSI）[7]、欧洲食品安全局（European Food Safety  

Authority，EFSA）[8]、欧洲抗菌药物敏感性试验委员

会（European Committee on Antimicrobial Susceptibility  
Testing，EUCAST）[9] 以及国际标准化组织（International 
Organization for Standardization，ISO）[10] 等国外标准

进行，检测方法主要包括纸片扩散法、肉汤 / 琼脂稀

释法及仪器法等 [11]。通过药敏试验，可实现微生物

分离及有效计数的目的 [12]，然而，现有药敏试验的筛

查方法多基于有限研究基础上的标准或试剂给定的

抗生素抗性谱进行分析，可用于分析的抗生素种类

少，且筛选工作量巨大，步骤烦琐，效果不够理想，这

种基于有限研究基础盲筛的药敏试验方法缺乏前瞻

性和预测性，存在一定的不足。

近年来，国内外多有涉及微生物的快速药敏 [13]、

基因药敏 [14] 等新观点、新思路 [15] 的报道，主要用于临

床微生物污染的研究，且多局限于单一类别基因或单

一微生物物种。基因组规模代谢网络模型（genome-
scale metabolic network model，GEM）[16] 是基于基因 -
蛋白 - 反应（gene-protein-reaction，GPR）三者关联，

模拟复杂代谢通路的一种模型，可以预测细胞内的代

谢通路和通量分布。基于生物信息学的基因网络功

能预测是以微生物胞内遗传物质为基础的理论预测，

具有极强的前瞻性和专属性，通过基因组及代谢通路

分析可快速有效预测微生物的抗生素敏感性及抗性，

大幅提升实验效率。

genomic scale metabolic network, the antibiotic sensitivity and resistance of Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, 
Lactobacillus acidophilus, and Bifidobacterium infantis were quickly predicted. Based on the prediction results, 
suitable types and concentrations of antibiotics with resistance differences among the four microorganisms were 
screened and added to the culture medium, effectively inhibiting the growth of interfering microorganisms and 
ensuring accurate and effective counting results. Simultaneously, conventional drug sensitivity experiments results 
were used to ensure and compare with this method. Results: In the process of viable counting for multi-strain 
microecological preparation, this method effectively eliminated the interference of Enterococcus faecalis on the 
counting of Lactobacillus acidophilus live bacteria and the interference of Lactobacillus acidophilus and Enterococcus 
faecalis on the counting of Bifidobacterium infant, and the counting results were accurate and reliable of each 
microorganism. Conclusion: The method has strong foresight and specificity. Genomic analysis and metabolic 
pathway analysis can effectively predict microbial antibiotic resistance, and experimental design based on the 
predicted results will greatly accelerate experimental efficiency, making the results more predictive and accurate, 
and has broad application prospects in selective culture medium screening for counting viable bacteria from multi-
strain microecological preparation.
Keywords: microecological preparation; viable count; gene metabolism network; antibiotic resistance genes; drug 
sensitivity testing
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双歧杆菌四联活菌片（思连康）的主要成分是

婴儿双歧杆菌、嗜酸乳杆菌、粪肠球菌以及蜡样芽孢

杆菌。进行活菌含量测定时，嗜酸乳杆菌易被粪肠球

菌干扰，婴儿双歧杆菌易被嗜酸乳杆菌和粪肠球菌干

扰。本文以该产品为研究对象，通过基因组规模代谢

网络模型分析，快速预测处方中 4 种微生物的药敏差

异，筛选适宜的抗生素作为添加剂，优化并制备选择

性培养基，有效抑制干扰菌的生长，保证目标菌计数

结果的准确有效。

1　仪器与材料

1.1　样品

蜡样芽孢杆菌（编号CGMCC0460.4）、粪肠球菌（编

号 CGMCC0460.3）、嗜酸乳杆菌（编号 CGMCC0460.2）
和婴儿双歧杆菌（编号 CGMCC0460.1）菌粉以及

3 批双歧杆菌四联活菌片（思连康）（批号分别为

202201016、202201017、202203198，每片 0.5 g）均由

杭州远大生物制药有限公司提供。

1.2　仪器

MS105DU 型电子天平（精度 0.1 mg），梅特勒托

利多公司；MLS-2420 型高压蒸汽灭菌锅，三洋公司；

NU-543-600S 生物安全柜，NUAIRE 公司；HT 型恒

温震荡培养箱，INFORS 公司；IPP260 型恒温培养箱，

美墨尔特公司；VITEK® Compact 2 全自动微生物鉴

定仪，梅里埃（上海）有限公司；SphereFlsh 型自动菌

落成像仪，IUL 公司。

1.3　试剂

TPY 琼脂培养基（批号 20211014）、BA 琼脂培养

基（批号 20210914）、MRS 琼脂培养基（批号 20210915）
和 EC 琼脂培养基（批号 20210728）购自青岛高科

技工业园海博生物技术有限公司。氯化钠（批号

20190828）购自国药集团化学试剂有限公司。四环素

（969 U · mg-1，批号 130306-201419，M9R6-THHV）购

自中国食品药品检定研究院。革兰氏阳性细菌药敏

卡片（VITEK 2 AST-GP67 Test Kit）购自生物梅里埃

公司。

2　方法与结果

2.1　菌种分离

取蜡样芽孢杆菌（CGMCC0460.4）、粪肠球菌

（CGMCC0460.3）、嗜酸乳杆菌（CGMCC0460.2）和婴

儿双歧杆菌（CGMCC0460.1）菌粉适量，其中蜡样芽

孢杆菌置 BA 琼脂培养基 37 ℃需氧培养 14 h；粪肠

球菌置 EC 琼脂培养基 37 ℃需氧培养 24 h；嗜酸乳

杆菌置 MRS 琼脂培养基 37 ℃厌氧培养 48 h；婴儿双

歧杆菌置 TPY 琼脂培养基 37 ℃厌氧培养 72 h，挑取

单菌落备用。

2.2　全基因组完成图重测序

菌株送至擎科生物科技股份有限公司（青岛），使

用 Illumina 公司第 2 代 Solexa 测序技术以及 PacBio
第 3 代测序技术对 4 株菌进行完成图重测序，获得

原始 RAW 文件。后由项目组采用无参序列拼接获

得完整基因组 [17]，第 3 代及第 2 代测序结果互为参

考，可有效降低拼接错误或数据不足的风险，之后

采用序列矫正（polish）对测序产生的低质量环化共

有序列（circular consensus sequencing，CCS）等进行

纠错，所得序列能够完整正确地反映目标菌株的实

际遗传序列信息，拼接获得的基因组可达到染色体

（chromosome）级。

2.3　软件及数据库

采用 CLC Genomics Workbench Version 22.0.2 生

物信息学分析软件和 OriginPro® 2022 可视化数据分

析绘图软件进行数据处理。研究过程使用的数据库

包括 KEGG 数据库 [18]（http：//www.kegg.jp）、NCBI NR
数据库（http：//ncbi.nlm.nih.gov）、GO 数据库 [19]（http：// 
www.geeontology.org）、NCBI COG/KOG 数据库 [20]（https：//
www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/）、Uniprot 数据库 [21]（http：//
www.uniprot.org/）、PFAM 数据库 [22]（http：//pfam.xfam.
org/）、CARD 数据库 [23]（https：//card.mcmaster.ca/）、
CAZy 数据库 [24]（http：//www.cazy.org/）以及 VFDB 数

据库 [25]（http：//www.mgc.ac.cn/VFs/）。
2.4　数据库检索

使用 Uniref 数据库 [26]（https：//ftp.uniprot.org/pub/ 
databases/uniprot/uniref/，2023-05-03）作为基因及酶

功能注释数据库。作为目前数据检索常见的 2 种策

略，DIAMOND 检索速度较 BLAST 快 20 000 倍以上，

且检索结果与 BLAST[27] 相对一致，因此，本文采用

DIAMOND[28] 检索策略，以降低 BLAST 检索策略导致

的计算资源和时间的消耗，提高分析效率。

2.5　基因及代谢通路分析

将经过基因注释的基因组与 CARD 数据库 [23]

（The Comprehensive Antibiotic Resistance Database，更
新至 2024-08-26）进行比对，从 KEGG 中检索与抗

生素抗性基因相关的通路，并进行代谢通路富集。根

据筛选获得的抗生素抗性基因和代谢通路，选择 4 株

微生物共有的抗生素及代谢通路，结合体外试验验证



药 物 分 析 杂 志 Chin J Pharm Anal 2025,45(5)·870·

 Journal  of  Pharmaceutical  AnalysisChinese药物分析杂志 ywfx.nifdc.org.cn

进行抗生素筛选及浓度优化。

2.6　体外药敏试验验证及抗生素浓度筛选、优化与

确认

2.6.1　体外药敏试验　根据基因及代谢通路分析结

果，首先确定试验抗生素种类。在无法预测可能的浓

度范围时，选取 1 种菌进行体外药敏试验，确定其敏

感浓度，然后以该浓度为参考，扩展上下游浓度范围，

确定其他菌株的四环素敏感浓度。由于粪肠球菌在

TPY 琼脂培养基、BA 琼脂培养基、MRS 琼脂培养基

和 EC 琼脂培养基中均可以正常生长，对其他菌株计

数均有影响，因此，根据抗性基因分析结果，首先筛选

出粪肠球菌较为敏感其他菌抗性稍强的潜在抗生素，

进行体外药物敏感性试验，以粪肠球菌的抗生素敏感

浓度为基础，进一步对其他菌株的敏感浓度进行确 
认。采用革兰阳性细菌药敏卡片（VITEK 2 AST-GP67 
Test Kit）进行粪肠球菌体外药敏试验。

2.6.2　抗生素浓度筛选　以粪肠球菌筛选出的抗生

素敏感浓度为优化基础，制备四环素的浓度梯度 EC

琼脂培养基、MRS 琼脂培养基和 TPY 琼脂培养基，

然后将制备好的小于 100 cfu 的粪肠球菌、嗜酸乳杆

菌和婴儿双歧杆菌菌悬液，均匀涂布于相应的培养基

上，观察菌落生长情况。

2.6.3　抗生素浓度优化与确认　称取双歧杆菌四联

活菌片 3 g，加入 0.9% 无菌氯化钠溶液 27 mL，振荡

使其充分混匀，作为 1 级稀释液，取该稀释液 1 mL，
加入到 9 mL 0.9% 无菌氯化钠溶液中，制成 2 级稀释

液，用相同方法 10 倍稀释直至 10-5，作为 5 级稀释

液，取 5 级稀释液 100 μL，滴加到制备好的含有不同

浓度四环素的 MRS 琼脂平皿上，涂布均匀，置 37 ℃
培养 48 h。
2.7　基因拼接与分析

2.7.1　基因组拼接结果　基因组 DNA 经过提取、建

库、测序，得到散在的序列读长片段（Reads）。将每

个读长片段进行拼接后得到图 1，横向为拼接后染色

体序列的碱基位置，峰高表示特定碱基位置的读长片

段长度分布（bp）。
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图 1　基因组拼装结果图

Fig. 1　The results of genome assembly
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基于参考序列拼接的方法获得的序列称为“一

致性序列”，该方法得到的序列并非真实存在的基因

组序列，主要原因有：1）已发表参考序列并非 100%
准确；2）不同参考序会得到不同的结果；3）无法突

出目的基因组的结构变异。因此，本文使用独立组装

（de novo）的方法。

拼接结果显示，婴儿双歧杆菌（图 1-B）和粪肠

球菌（图 1-C）可拼接成完整的单一染色体结构，蜡

样芽孢杆菌除单一染色体结构外，还具有 1 个质粒结

构（图 1-A），嗜酸乳杆菌（图 1-D）除单一染色体结

构外，还有 3 个片段未整合进染色体结构，经分析为

长度小于 1 000 bp 的未知构件，不具有生物功能，因

此对其不作分析。4 株微生物的具体基因组构件信

息见表 1。

表 1　染色体级构件汇总表

Tab. 1　Summary of chromosomal components
菌种名称

（strain name）
染色体级构件

（chromosome-level assembly）
长度

（length）/bp
Reads 数

（Reads count）

蜡样芽孢杆菌

（Bacillus cereus）
Utg1670 5 507 524 7 732 566

Utg1672（质粒）（plasmid） 591 149 860 696

婴儿双歧杆菌

（Bifidobacterium infantis）
Utg624 1 935 508 8 219 140

粪肠球菌

（Enterococcus faecalis）
Utg934 2 730 287 5 708 042

嗜酸乳杆菌

（Lactobacillus acidophilus）
Utg1212 3 020 417 8 926 005

2.7.2　基因及代谢通路分析结果　注释的基因组与

CARD 数据库 [23] 比对，检索收集蜡样芽孢杆菌、粪

肠球菌、嗜酸乳杆菌和婴儿双歧杆菌中含有的抗性

基因，涉及的抗生素种类包括青霉烷酸头孢菌素类、

大环内酯类、恶唑烷酮类、二氨基嘧啶类、氟喹诺酮

类、利福霉素类、链菌素类、林可酰胺类、磷霉素、氯

霉素、四环素类、肽类、胸膜菌素类等 13 类，共计 17
个基因。其中四环素类抗生素抗性相关基因为 4 种

菌株共有，其中双歧杆菌 1 种，嗜酸乳杆菌 1 种，粪

肠球菌 1 种，蜡样芽孢杆菌 2 种，这些基因通过改变

脂质 A 的结构、编码核糖体保护蛋白等机制影响抗

生素作用位点，促使微生物产生四环素抗性，这些基 
因涉及 map02024、map03070、map03060、map04112、 
map00520、map01503、map01250 和 map01100 等 8
个代谢通路 [18]（表 2）。

在确定的与四环素相关的抗性基因中，婴儿双歧

杆菌的 tetW（ARO：3000194）基因与四环素耐药性

具有明确相关性 [29-30]。嗜酸乳杆菌的 poxtA（ARO：

3004470）基因主要介导了苯酚和恶唑烷酮抗生素耐

药性，对四环素有轻微的菌体保护作用 [31-33]。粪肠

球菌的 emeA（ARO：3003551）基因可编码 1 种外排

泵蛋白将抗生素从细胞内排出，这种外排泵对四环素

和其他多种抗生素发挥抗药作用 [34]，emeA 基因被认

为是一种多药耐药性（MDR）基因 [35]。但是，emeA
并未列入常见的四环素抗性基因，tet（K）、tet（L）、
tet（M）、tet（O）和 tet（W）是粪肠球菌临床分离株

常见的几种四环素抗性基因 [36-37]，研究的粪肠球菌

菌株并未携带，因此，推测本株粪肠球菌不具有明

显的四环素抗性。蜡样芽孢杆菌的 MCR-4（ARO：

3004325）基因主要通过改变脂质 A 的结构使细菌耐

药。蜡样芽孢杆菌对四环素的耐药基因主要包括 tet
及其变体、tetL 和 tetM[34，38-39]，MCR-4 有四环素相关

抗性，但也非主要的四环素抗性基因。此外，在四联

活菌片的处方中，蜡样芽孢杆菌的活菌含量低于其他

3 种菌，相差约 1 个数量级，在可计数的稀释级范围

不会对其他活菌产生明显干扰，因此，暂且不关注蜡

样芽孢杆菌的四环素抗性。

综上，初步推测 4 株菌对四环素的敏感性存在差

异：婴儿双歧杆菌携带的四环素抗性基因明确，推测

对四环素抗性相对较强；嗜酸乳杆菌的 poxtA 基因对

菌体也有轻微的保护作用，推测可能对四环素具有一

定抗性；粪肠球菌的 emeA 基因编码的外排泵蛋白对

多种抗生素具有耐药性，但是并非常见的四环素抗性

基因，推测该菌株对四环素没有明显抗性。暂将四环

素作为筛选培养基的添加剂，进行进一步的浓度筛选

与优化试验。
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表 2　抗生素抗性基因及其代谢途径汇总表

Tab. 2　Summary of antibiotic resistance genes and their metabolic pathways

菌种名称

（strain name）
基因通用名

（gene_ID）

抗性基因编码

（ARO_accession）
抗性基因名称

（ARO_name）
抗性类别

（resistance category）
抗性机制

（resistance mechanism）

代谢分类

（KEGG 
orthology）

代谢网络

（pathway 
map）

婴儿双歧杆菌

（Bifidobacterium 
infantis）

GE000837 3004480 rpoB 肽类抗生素

（peptide antibiotic）
利福霉素类抗生素

（rifamycin antibiotic）

抗生素靶点置换

（antibiotic target replacement）
抗生素靶点改变

（antibiotic target alteration）

K03043 map03020

GE001211 3000194 tetW 四环素类抗生素

（tetracycline antibiotic）
抗生素靶点保护

（antibiotic target protection）
K18220 /

嗜酸乳杆菌

（Lactobacillus 
acidophilus）

GE000334 3004470 poxtA 四环素类抗生素

（tetracycline antibiotic）
恶唑烷酮类抗生素

（oxazolidinone antibiotic）
氯霉素抗生素

（phenicol antibiotic）

抗生素靶点保护

（antibiotic target protection）
K03110 map02024

map03070
map03060

粪肠球菌

（Enterococcus 
faecalis）

GE000689 3002875 dfrE 二氨基嘧啶类抗生素

（diaminopyrimidine 
antibiotic）

抗生素靶点置换

（antibiotic target replacement）
K00287 map01100

map01523
map01240
map00790
map00670

GE002435 3000300 lsaA 胸膜菌素类抗生素

（pleuromutilin antibiotic）
链菌素类抗生素

（streptogramin antibiotic）
林可酰胺类抗生素

（lincosamide antibiotic）

抗生素靶点保护

（antibiotic target protection）
K19350 map02010

GE001105 3003551 emeA 吖啶染料

（acridine dye）
四环素类抗生素

（tetracycline antibiotic）

抗生素通道改变

（antibiotic efflux）
K01358 map04112

GE002301 3003948 efrA 大环内酯类抗生素

（macrolide antibiotic）
氟喹诺酮类抗生素

（fluoroquinolone antibiotic）
利福霉素类抗生素

（rifamycin antibiotic）

抗生素通道改变

（antibiotic efflux）
K18887 map02010

GE002302 3003949 efrB 大环内酯类抗生素

（macrolide antibiotic）
氟喹诺酮类抗生素

（fluoroquinolone antibiotic）
利福霉素类抗生素

（rifamycin antibiotic）

抗生素通道改变

（antibiotic efflux）
K18888 map02010

蜡样芽孢杆菌

（Bacillus cereus）
GE000240 3002919 vanRA 糖肽类抗生素

（glycopeptide antibiotic）
抗生素靶点改变

（antibiotic target alteration）
K18349 map01502

map02020

GE000480 3004325 MCR-4 肽类抗生素

（peptide antibiotic）
四环素类抗生素

（tetracycline antibiotic）

抗生素靶点改变

（antibiotic target alteration）
/ /
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菌种名称

（strain name）
基因通用名

（gene_ID）

抗性基因编码

（ARO_accession）
抗性基因名称

（ARO_name）
抗性类别

（resistance category）
抗性机制

（resistance mechanism）

代谢分类

（KEGG 
orthology）

代谢网络

（pathway 
map）

GE001453 3000251 msrA 大环内酯类抗生素

（macrolide antibiotic）
链菌素抗生素

（streptogramin antibiotic）

抗生素靶点保护

（antibiotic target protection）
K18231 map02010

GE004153 3000172 FosB 磷霉素类抗生素

（fosfomycin antibiotic）
抗生素失活

（antibiotic inactivation）
K11210 /

GE004528 3000318 mphB 大环内酯类抗生素

（macrolide antibiotic）
抗生素失活

（antibiotic inactivation）
K06979 /

GE004703 3002877 BcI 青霉烷头孢菌素抗生素

（penamcephalosporin 
antibiotic）

抗生素失活

（antibiotic inactivation）
K17836 map00311

map01110
map01501

GE004771 3004476 vmLR 林可酰胺类抗生素

（lincosamide antibiotic）
链菌素类抗生素

（streptogramin antibiotic）

抗生素靶点保护

（antibiotic target protection）
K18231 map02010

GE004802 3000318 mphB 大环内酯类抗生素

（macrolide antibiotic）
抗生素失活

（antibiotic inactivation）
/ /

GE005898 3002985 arnA 肽类抗生素

（peptide antibiotic）
四环素类抗生素

（tetracycline antibiotic）

抗生素靶点改变

（antibiotic target alteration）
K10011 map01100

map00520
map01503
map01250

表 2（续）

虽然预测了 4 株菌都携带四环素相关的抗性基

因，存在相关代谢通路，但是，基因抗药机制、作用强

弱各有不同，且尚不清楚这些抗性基因的表达情况。

下一步需要采用适宜浓度的四环素分别验证 4 株菌

的耐受浓度。在无法预测可能的浓度范围时，首先选

取一种菌进行体外药敏试验，确定其敏感浓度，然后

以该浓度为参考，上下游范围内寻找其他菌株的四环

素敏感浓度。基于前期分析结果，暂选择粪肠球菌作

为测试菌株。

2.8　四环素浓度筛选与确认

2.8.1　粪肠球菌体外药敏试验　分析过程中，采用

最小抑菌浓度（minimal inhibitory concentration，MIC）
作为评价微生物药敏反应的指标，该指标是指在体

外试验中，抗菌药物能抑制培养基中细菌生长的最

低药物浓度。将 3 批四联活菌片中的粪肠球菌分离

纯化，制备 3 种不同麦氏浊度的菌悬液，麦氏浊度

分 别 为 0.67（202201016）、0.83（202201017）、0.97
（202203198），上机测试。采用 3 个梯度浓度测试粪

肠球菌对抗生素的敏感浓度，同时考察菌株对该浓度

的药敏反应是否稳定。

粪肠球菌体外药敏实验结果（表 3）显示，粪肠

球菌对四环素抗性较弱，耐受浓度≤ 1 μg · mL-1，与

预测结果基本一致，可在此基础上进行浓度筛选和 
优化。

2.8.2　四环素浓度范围筛选　双歧杆菌四联活菌片

处方中，蜡样芽孢杆菌的活菌含量低于其他 3 种微生

物，相差 1 个数量级，在可计数的稀释级范围不会对

其他活菌计数产生明显干扰，因此，主要考察粪肠球

菌、嗜酸乳杆菌和婴儿双歧杆菌对四环素的耐受差异

（表 4）。以 1 μg · mL-1 作为四环素的基准浓度，设定

上下限度范围，寻找其他菌株的四环素敏感浓度，设

定的四环素浓度包括 0.062 5、0.125、0.25、1.0、2.0 以

及 4.0 μg · mL-1。制备含上述梯度浓度四环素的 EC
琼脂培养基、MRS 琼脂培养基和 TPY 琼脂培养基，

然后将制备好的活菌浓度＜ 100 cfu · mL-1 的粪肠球

菌、嗜酸乳杆菌和婴儿双歧杆菌菌悬液均匀涂布于相

应的培养基上，部分平板菌落生长情况如图 2 所示。

上述结果表明，3 株微生物对四环素的敏感性具

有明显差异，对四环素的敏感度由大到小依次为婴儿

双歧杆菌、嗜酸乳杆菌和粪肠球菌，这说明可以利用

四环浓度差异对菌株进行选择性抑制，并作为计数用

培养基添加剂进一步优化浓度。
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表 3　粪肠球菌 VITEK® Compact 2 药敏试验结果

Tab. 3　Drug sensitivity results of Enterococcus faecalis measured on VITEK® Compact 2

抗生素名称

（antibiotic name）

202201016 202201017 202203198

MIC
评价

（evaluation）
MIC

评价

（evaluation）
MIC

评价

（evaluation）

头孢西丁筛选（cefoxitin）

苄青霉素（benzylpenicillin） 4 ø 8 ø 16 ø

氨苄西林（ampicillin） ≤ 2 ø ≤ 2 ø ≤ 2 ø

苯唑西林（oxacillin）

庆大霉素高水平 - 协同作用

（gentamicin high level-synergy）
SYN-S S SYN-S S SYN-S R

链霉素高水平 - 协同作用

（streptomycin high level-snergy）
SYN-R R SYN-R R SYN-R R

庆大霉素（gentamicin）

环丙沙星（ciprofloxacin） 2 I 4 R ≥ 8 R

左氧氟沙星（levofloxacin） 2 S ≥ 8 R ≥ 8 R

莫西沙星（moxifloxacin）

克林霉素诱导耐药性

（inducible clindamycin resistance）

红霉素（erythromycin） 2 I 2 I 4 I

克林霉素（clindamycin）

奎奴普汀 / 达福普丁

（quinupristin/dalfopristin）
1* *R 1* *R 2 *R

利奈唑胺（linezolid） 2 S 2 S 2 S

万古霉素（vancomycin） 1 S ≥ 32 R ≥ 32 R

四环素（tetracycline） ≤ 1 S ≤ 1 S ≤ 1 S

替加环素（tigecycline） ≤ 0.12 S 0.5 0.5

呋喃妥因（nitrofurantoin） 64 I 128 R ≥ 512 R

利福平（rifampicin）

复方新诺明

（trimethoprim/sulfamethoxazole）

注（note）：+. 推断药物（deduced drug）；*.AES 修正（AES modified）；**. 使用者修正（user modified）；ø. 缺少所需测试（missing required test）；S. 敏
感（susceptible）；R. 耐药（resistanc）；I. 中度敏感（intermediate）；空格处表示仪器未给出药敏试验结果（the blank indicates that the instrument has not 
provided drug sensitivity test results）

表 4　四环素敏感性测定结果

Tab. 4　Results of tetracycline sensitivity test

菌种

（strain name）
培养基

（culture medium）

抗生素

（antibiotic）
MIC/（μg · mL-1）

粪肠球菌（Enterococcus faecalis） EC 四环素（tetracycline） 0.062 5~0.125

嗜酸乳杆菌（Lactobacillus acidophilu） MRS 四环素（tetracycline） 2.0~4.0

婴儿双歧杆菌（Bifidobacterium infantis） TPY 四环素（tetracycline） ＞ 4.0
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0.062 5 μg · mL-1 0.125 μg · mL-1 0.25 μg · mL-1

4.0 μg · mL-12.0 μg · mL-11.0 μg · mL-1

1.0 μg · mL-1 2.0 μg · mL-1 4.0 μg · mL-1

粪肠球菌

（Enterococcus faecalis）
EC 培养基

（EC medium）

嗜酸乳杆菌

（Lactobacillus acidophilus）
MRS 培养基

（MRS medium）

婴儿双歧杆菌

（Bifidobacterium infantis）
TPY 培养基

（TPY medium）

图 2　四环素最低抑菌浓度培养图

Fig. 2　Cultivation diagram of tetracycline minimum inhibitory 
concentration

2.8.3　培养基的四环素浓度优化　抗生素敏感性

试验表明，四环素对粪肠球菌的 MIC 值在 0.0625~ 
0.125 μg · mL-1 范围内，因此，选择并制备四环素质量

浓度为 0.1、0.125 以及 0.2 μg · mL-1 的 MRS 琼脂培

养基，用于考察粪肠球菌及嗜酸乳杆菌的抗性情况。

在 MRS 培养基培养过程中，四环素质量浓度为 
0.1 μg · mL-1 时，粪肠球菌有少量生长，菌落较小，四

环素质量浓度为 0.125 μg · mL-1 时，粪肠球菌不生

长，四环素质量浓度达到 0.2 μg · mL-1 时，嗜酸乳杆

菌被抑制，因此综合考虑，选择 0.125 μg · mL-1 作为

嗜酸乳杆菌计数培养基中四环素的使用浓度（图 3）。

0 μg · mL-1 0.1 μg · mL-1 0.125 μg · mL-1 0.2 μg · mL-1

图 3　MRS 培养基四环素浓度优化结果

Fig. 3　Optimization results of tetracycline concentration in MRS medium

抗生素敏感性试验表明，四环素对嗜酸乳杆菌

的 MIC 值在 2.0~4.0 μg · mL-1 范围内，为进一步优化

TPY 培养基中四环素适宜的添加量，考察四环素质量

浓度为 3.0、4.0 以及 5.0 μg · mL-1 的 TPY 琼脂培养基

上粪肠球菌、嗜酸乳杆菌和婴儿双歧杆菌的生长情况。

未添加四环素时的 TPY 琼脂培养基培养时，非

目的微生物严重干扰婴儿双歧杆菌的计数，在添加四

环素质量浓度分别为 3.0、4.0 和 5.0 μg · mL-1 时，婴

儿双歧杆菌可生长，嗜酸乳杆菌、粪肠球菌均不生长。

因此，可选择 3.0~5.0 μg · mL-1 作为双歧杆菌计数培

养基中四环素的使用浓度（图 4）。

0 μg · mL-1 3.0 μg · mL-1 4.0 μg · mL-1 5.0 μg · mL-1

图 4　TPY 培养基四环素浓度优化结果

Fig. 4　Optimization results of tetracycline concentration in TPY medium

在 MRS 培养基和 TPY 培养基基础上，经四环素

浓度优化试验获得可用于双歧杆菌四联活菌片中嗜

酸乳杆菌和婴儿双歧杆菌活菌计数的选择性培养基，

具体配方见表 5（发明专利号：ZL 2023 1 1319236.7）。

表 5　优化后的培养基配方

Tab. 5　Optimized formula of culture medium

培养基成分

（composition of culture 
medium）

含量（content）/（g · L-1）

嗜酸乳杆菌计数

培养基

（Lactobacillus 
acidophilus

counting medium）

婴儿双歧杆菌计

数培养基

（Bifidobacterium 
infantis

counting medium）

酪蛋白胨（casein peptone） 10.0 10.0

牛肉膏（beef extract） 10.0 2.0

大豆蛋白胨（soya peptone） / 5.0

葡萄糖（glucose） 20.0 5.0

酵母浸膏（yeast extract） 5.0 3.0

吐温 80（tween 80） 1.0 1.0

L- 半胱氨酸（L-cysteine） / 0.3

磷酸氢二钾（K2HPO4） 5.0 2.0

氯化镁（MgCl2） / 0.5

硫酸锌（ZnSO4） / 0.25

氯化钙（CaCl2） / 0.15

三氯化铁（FeCl3） / 0.05

维生素 B1（vitamin B1） / 0.015

维生素 B2（vitamin B2） / 0.015

维生素 B6（vitamin B6） / 0.015

泛酸钙（calcium pantothenate） / 0.001 5

柠檬酸三胺（triamine citrate） 2.0 /

乙酸钠（sodium acetate） 10.0 /

硫酸镁（MgSO4） 0.5 /

硫酸锰（MnSO4） 0.2 /

琼脂（agar） 15.0 15.0

四环素（tetracycline） 0.000 125 0.003~0.005

pH（25 ℃） 5.2±0.2 7.2±0.1

进一步分析优化后培养基的适用性，挑取 TPY
培养基上的婴儿双歧杆菌和 MRS 培养基上的嗜酸乳

杆菌适量，分别转移至 10 mL 灭菌生理盐水中，充分

混匀，制成待测菌悬液。采用未加入四环素的培养基
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与优化后的培养基对嗜酸乳杆菌和婴儿双歧杆菌的

菌悬液进行计数比对，结果见表 6。

表 6　优化后的培养基适用性比对

Tab. 6　Comparison of applicability of optimized culture media

菌种

（strain name）

培养基计数结果

（counting results of culture 
medium）/（cfu · mL-1） 比值

（ratio）

菌落形态

（colony 
morphology）

无四环素

（not containing 
tetracycline）

含四环素

（containing 
tetracycline）

婴儿双歧杆菌

（Bifidobacterium 
infantis）

55×106 72×106 0.76 一致

（consistent）

嗜酸乳杆菌

（Lactobacillus 
acidophilu）

56×107 42×107 1.33 一致

（consistent）

与不添加四环素的培养基比较，婴儿双歧杆菌和

嗜酸乳杆菌的菌落数比值均在 0.5~2.0 范围内，且菌

落形态大小基本一致（图 5、6），增加四环素的筛选

培养基适用性检查符合 2020 年版《中华人民共和国

药典》三部的相关要求。

无四环素 
（not containing tetracycline）

含四环素 
（containing tetracycline）

图 5　培养基嗜酸乳杆菌计数结果比较（1 ∶ 1×106）

Fig. 5　Comparison of Lactobacillus acidophilus count results between 
different media(1 ∶ 1×106)

无四环素 
（not containing tetracycline）

含四环素 
（containing tetracycline）

图 6　2 种培养基婴儿双歧杆菌计数结果比较（1 ∶ 1×107）

Fig. 6　Comparison of Bifidobacterium infantis counts in two different 
media(1 ∶ 1×107)

3　讨论

3.1　基于基因和代谢网络的药敏分析方法

基因型和表型是药敏检测中的 2 个重要概念，基

因型是指个体所拥有的基因组合，表型则是基因型的

表现形式，基因型控制着个体表型，基因型与个体所

处的特定环境使表型呈现出多样性。随着分子生物

学的快速发展，人们对分子的耐药机制、耐药基因有

了更深入的了解，并据此开发出了分子药敏快速诊断

及检测技术，将药敏试验时间缩短到 48 h。目前，分

子药敏快速诊断及检测技术可以大致分为表型药敏

（体外测定细菌对抗菌药的敏感程度或耐药水平的试

验）和分子药敏（基于高通量测序等技术的耐药基

因研究分析方法）2 类 [40]。其中，高通量测序（next 
generation sequencing，NGS）技术是目前分子诊断中

开展细菌耐药基因检测分析的重要技术，促进了耐药

基因的快速鉴定和特征耐药基因组的发现。使用基

于基因网络和 NGS 技术的微生物分离纯化和选择培

养基优化方法可以同时鉴别培养和不可培养微生物

的耐药基因特性 [13]，具有较高灵敏性和特异性，可大

幅度缩短试验周期，为微生态制剂筛选和评价研究提

供前所未有的新视角 [40]。

虽然这种基于基因和代谢网络的药敏分析方法

具有很好的创新性，但这种方法在微生物分离纯化和

相关培养基开发过程中也存在其自身的问题。

首先是抗生素抗性基因（antibiotics resistance 
genes，ARGs）数据库的完善程度。2013 年发布的综

合抗生素耐药性数据库（the comprehensive antibiotic 
resistance database，CARD）利用抗生素耐药性本体

（the antibiotic resistance ontology）将耐药基因突变与

耐药基因家族、作用机制、靶点和抗生素等数据联系

起来，并开展相关分析，是比较权威的耐药基因数据

库，也是本文研究所使用的主要数据库。然而，随着

生物信息数据的爆炸式增长，目前没有任何耐药基因

数据库是完备的，仍有许多潜在的 ARGs 有待确定和

挖掘。

其次是基因组测序数据对预测结果的影响。一

般情况下，测序使用的拼接方法为基于参考序列拼接

的方法，顾名思义就是与参考序列保持一致。但这种

方法得到的序列并不是真实存在的基因组序列，主要

有以下原因：1）已发表的参考序列并不是 100% 准

确的，如果参考序列中存在累积性错误，则错误序列

信息会被逐渐累积并传递；2）该方法受参考序列影
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响很大，选择不同的参考序列会得到不同的测序结

果，结果不唯一；3）参考序列与测序物种之间如果存

在较大的结构变异，则无法体现这些结构变异。因

此，本文未使用参考基因组测序，而是使用独立组装

（de novo）方法，这样可以最大程度地保证结果源自

物种序列自身。

最后是基因型与表型的有效关联性。在获得

ARGs 相关信息后，需要将基因型与耐药性表型相关

联。常见 ARGs（通常是广泛存在于微生物中的耐药

基因）的耐药性表型和编码蛋白质已被广泛研究，然

而还有一些 ARGs 或突变仅在基因组数据中被鉴定

到，尚未开展具体研究和分析。此外部分氨基酸突变

对表型的影响也存在位点和菌株的差异，存在改变细

菌药物敏感性的可能。最关键的是，细菌对抗菌药物

的耐药性还受到基因表达水平的影响。这一系列问

题将影响从预测结果获得准确耐药信息的判断。解

决这一问题就需要在预测结果的基础上，通过体外验

证确认最终的药敏信息。

本文采用的基于基因网络和 NGS 技术的微生

物分离纯化和选择培养基优化方法预测获得的药敏

结果，结合预测结果简化后的体外验证试验，可有效

提高基因型与表型的关联性。文献报道也体现了现

有研究在这一问题上取得的进展 [41-42]。虽然从基

因组数据推断抗菌药物敏感性仍然面临许多挑战，

但通过优化分析过程，同时结合简化的体外试验，可

以较好地实现从预测结果获得较准确的微生物耐药 
信息。

3.2　非目标菌敏感抗生素筛选方案

在非目标菌消除的抗生素筛选方案上，选择基

于共有抗性基因的单一抗生素，而非多种抗生素配合

使用来抑制非目标菌，主要出于以下考虑：如果针对

目标菌之外的其他 3 种非目标菌筛选各自敏感抗生

素配合使用，则会大大增加工作量和制备成本，并带

来许多不确定因素。每种菌的潜在敏感抗生素会有

多种，例如，文献报道 [43-44] 的嗜酸乳杆菌的敏感抗生

素有青霉素类、头孢菌素类、大环内酯类、氯霉素类、

克林霉素类等，如果针对每种非目标菌的不同抗生素

进行排列组合设计，筛选出不会对目标菌产生影响

的抗生素配伍，则工作强度较大，此外，多种抗生素

抑制效果叠加也会带来许多不确定因素，甚至对目

标菌产生抑制或杀灭。因此，采用共有抗生素抗性

基因分析的方法，快速找出几种菌存在敏感性差异的

抗生素，仅需通过浓度调整，分别抑制 1 种或多种非

目标菌，结果经过简单的减法运算，即可得出每种菌

的实际数量。单一抗生素不会引入更多不确定因素，

以添加剂的形式与培养基配合使用，成本低廉，容易 
操作。

采用以上技术方案，本文构建了一种基于代谢通

路分析的微生态活菌制品活菌计数用培养基的筛选

方法，该方法在四联活菌计数试验过程中，有效消除

了非目标微生物对活菌计数的干扰 [45]。基于生物信

息学的基因功能预测及代谢通路分析是基于微生物

细胞内的遗传物质基础上的理论预测，具有极强的前

瞻性和专属性，通过基因组分析及代谢通路分析可有

效预测微生物的抗生素敏感性，并根据预测结果进行

实验设计，该方法大大缩小了抗生素的筛选范围，降

低了工作强度，提升了实验效率，可为微生态制剂监

管提供更好的技术支撑，相关技术也可在抗性基因等

领域的研究中得到广泛应用。
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