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摘要:【目的】了解肉鸭发酵床使用过程中抗生素、各类金属元素累积特性，细菌抗生素耐受性演变特性。
【方法】2011 年 11 月至 2013 年 7 月，江苏某肉鸭发酵床养殖场饲养肉鸭期间，选取刚制作完成发酵床的鸭
舍，和饲养 4 批次、8 批次肉鸭时的鸭舍，检测发酵床中抗生素、金属元素含量，及发酵床中细菌的抗生素耐
受水平。【结果】肉鸭发酵床垫料内强力霉素残留量因每批次肉鸭饲料中的使用而显著上升，氧氟沙星未现
在垫料内累积。发酵床垫料饲养至 8 批次肉鸭时，垫料内耐受 16、100 μg /mL 强力霉素三种可培养细菌的平
均菌落数与比例为最高，而耐受 8、50 μg /mL 氧氟沙星的平均菌落数、菌落数比例未现明显的增长趋势。发
酵床使用过程中，垫料内 As、Pb、Hg 元素含量未显著增加，Cd 元素检测量极低，Zn、Mn 元素含量增加趋势明
显，Cu、Cr 元素累积速度缓慢。【结论】每批次使用强力霉素可在多批次肉鸭饲养后显著增加发酵床垫料中
强力霉素含量，显著增强垫料中肠道菌群耐受强力霉素能力，Zn、Mn 元素含量总体呈上升趋势。
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肉鸭发酵床旱养模式是一种基于控制鸭只粪便
排放与污染、特殊饲养设施设计的新型养殖方式，可
解决肉鸭规模饲养带来的严重环境污染问题。发酵
床体主要由木屑、稻壳以及各类农作物秸秆混制而
成，以商品菌剂、肉鸭排泄物、环境等来源微生物为
接种物，床体为微生物的生长提供了各类有机与无
机养分［1 － 3］，以及适宜的温湿度条件，也为各类细菌
特别是重要致病菌间的耐药基因水平转移创造了类
似于动物肠道环境的绝佳场所［4］。目前，畜禽养殖
业依赖使用各类抗生素来满足动物疫病防治、促生

长等生产需求［5］，这些抗生素除部分吸收以外、也
会以原形或代谢物形式进入发酵床，并伴随发酵床
使用时间的延长而累积［1］，这或将促使发酵床内细
菌面对抗生素的直接选择作用而加快耐药性的进化
和传播［6］;另外，面对养殖环境中重金属高残留量
的选择压力，同一遗传片段中的耐重金属、耐药基因
可在同一微生物区系的不同菌体间共同水平转移与
表达［7］，这也是近年来一些欧盟国家严格限制使用
抗生素后仍未能有效控制细菌耐药性的进化与传播
的可能原因［8］。
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发酵床中抗生素、金属的持续累积不仅可直接
影响发酵床的使用效果与使用年限，还将因触发、加
速发酵床内细菌耐药性的进化与传播而严重危及畜
禽养殖、人类的生物安全性。目前，国内有关该养殖
方式下抗生素、各类金属元素累积特性，重要致病菌
抗生素耐药特性的演变及相关影响因素的研究鲜有
报道。本研究依据鸭场饲养肉鸭过程中防治大肠杆
菌病、沙门氏菌病的抗生素使用类别与用量，追踪研
究发酵床使用过程中相应抗生素、饲料源金属累积
特性，以及总菌与肠道菌群耐药能力演变特性，并尝
试将细菌耐药能力与发酵床内抗生素、各金属残留
量进行相关性分析与初步探讨，以便为改善发酵床
垫料的生物与生态安全性提供理论依据。

1 材料和方法

1. 1 采样地点
样品采集地为江苏某肉鸭发酵床养殖场。每栋

鸭舍发酵床垫料均采用相同原料与比例、同批次制
作而成，垫料主要由木屑、稻壳、少量麸皮按特定比
例混合制作而成，厚约 40 cm，选取 3 栋未饲养肉
鸭、未接种菌剂的垫料进行取样并作为对照 (0 批
次)。发酵床自 2011 年 11 月制作完成并投入使用，
初次使用时接种有芽孢杆菌与放线菌等菌剂，至
2013 年 7 月间共饲养 8 批次樱桃谷肉鸭。每批次
肉鸭 1 － 15 日龄期间于特定育雏舍进行育雏，15 日
龄至出栏时 (38 － 39 日龄)均于发酵床鸭舍饲养。
每栋饲养 1200 － 1800 羽，饲养密度为 2. 4 － 3. 6 羽 /
平米，待饲养至 34 日龄(进入鸭舍第 20 天)时进行
垫料采样。发酵床垫料在使用过程中存在消耗，一
旦发酵床垫料消耗接近 40%，就必需及时添加新的
垫料与发酵床启动菌剂，以维系发酵床的有效发酵。
本研究为避免新添加垫料及菌剂对研究结果的影
响，选取垫料消耗未超过 40% 的时期进行采样，设

置了 0、4、8 批次 3 个采样时间点，期间每 2 天需充
分翻耙垫料 1 次，饲养期间雇佣同一批饲养员。
1. 2 采样方法

本试验于饲养 0、4、8 批次肉鸭时，跟踪采集 3
栋鸭舍(长:53 m，宽:9. 5 m)的垫料样品。进入不
同鸭舍时，试验人员均需更换无菌手套、鞋套，并佩
戴医用口罩，按照五点采样法采集相邻 5 个点的发
酵床垫料样品，将各点垫料充分混匀后分别装入各
个无菌冻存管，立即放入冷藏盒内，并于 1 小时内带
入实验室立即进行细菌计数试验或者放入 － 30℃冰
箱保存，用于金属与抗生素含量测定。
1. 3 发酵床强力霉素含量测定
1. 3. 1 样品前处理:准确称取无抗样品 1. 00 g，加入
强力霉素标准替代物 500 ng 作为回收率指示物，并加
入 5 mL Mcllvaine-Na2EDTA 缓冲液，漩涡 1 min，振荡
10 min，再 2800 × g 离心 10 min，取上清，残渣中再加
入 5 mL Mcllvaine-Na2EDTA 缓冲液重复提取 1 次(方
法同上)，然后 4400 × g 离心 10 min，合并两次上清，
快速过滤。取待测溶液注入预先用 5 mL 甲醇，5 mL
水以及 5 mL Mcllvaine-Na2EDTA 活化的 HLB 小柱
中，用 5 mL 5% 甲醇水溶液淋洗，弃去淋洗液，用
10 mL甲醇:乙酸乙酯(V /V 为 1∶ 9) 溶液洗脱，收集洗
脱液，样品装载和洗脱过程流速 0. 5 mL /min，洗脱
液于 40℃水浴中氮气吹干，用 1 mL 甲醇溶解残留
物，涡旋混合 1 min，过 0. 45 μm 滤膜后供 LC- MS /
MS 测定。其余待测垫料样品方法同上。
1. 3. 2 色谱条件:色谱柱: Agilent ＲX-C8 (150 ×
2. 1 mm，3. 5 m)，流速:0. 3 mL /min;柱温:30℃ ;进样
量:10 μL。流动相:0. 1%甲酸水(A)，乙腈(B)，洗脱
梯度为:0 min(10% B)→ 2 min(20% B)→ 2. 01 min
(23% B)→ 5 min(35% B)→ 8 min(77% B)→ 13 min
(77% B)→ 13. 01 min(10% B)→ 20 min(10% B)。
1. 3. 3 质谱条件:离子化模式:ESI + ;脱溶剂气温:
300℃，脱溶剂气流速:12 L /min。其它条件见表 1。

表 1． 强力霉素和氧氟沙星的优化质谱条件
Table 1． The mass spectral parameters of doxycycline and ofloxacin

Antibiotics Precursor ion /(m / z) Fragmentor /V Product ion /(m / z) Collision energy /( eV)

Doxycycline 445. 1 135
428. 2
321
154

15
25
28

Ofloxacin 362. 1 95
318. 1
261

15
25

854
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1. 4 发酵床氧氟沙星含量测定
1. 4. 1 样品前处理:准确称取无抗样品 1. 00 g，加
入氧氟沙星标准替代物 400 ng 作为回收率指示物，
并加入 3 mL 磷酸盐提取液，漩涡 1 min，振荡
10 min，再 1100 × g 离心 10 min，取上清，残渣中再
加入 3 mL 磷酸盐提取液重复提取一次 (方法同
上)，然后 3600 × g 离心 10 min，合并两次上清，快速
过滤。取待测溶液注入预先用 2 mL 乙腈，2 mL 乙
腈(40% )-缓冲液和 2 mL 磷酸盐提取液活化的
HLB 小柱中，用 5 mL 水淋洗，弃去淋洗液，用乙腈
(40% )-缓冲液洗脱，收集洗脱液，21100 × g 离心
5 min，经过0. 45 μm滤膜后供 LC-MS /MS 测定。其
余待测垫料样品方法同上。
1. 4. 2 色谱条件:色谱柱:Agilent XDB-C8 (150 ×
2. 1 mm，3. 5 m)，流速:0. 3 mL /min;柱温:25℃ ;进
样量:10 μL。流动相:5 mmol /L 乙酸铵 (A)，乙腈
(B)，洗脱梯度为:0 min(15% B)→ 1 min(20% B)

→ 2 min (20% B)→ 2. 01 min (30% B)→ 10 min
(35% B)→ 10. 01 min(15% B)。
1. 4. 3 质谱条件:同上，其它检测参数见表 1。
1. 5 发酵床金属含量测定

肉鸭配合饲料 (15 － 39 日龄 ) 与发酵床垫料
As、Zn、Pb、Cd、Fe、Hg、Mn、Cr、Cu 含量测定:用硝
酸:高氯酸 = 4:1 在 130 － 170℃条件下消煮。采用
ICP( Inductively Coupled Plasma)电感耦合等离子体
测定样品中全量含量。
1. 6 发酵床各类细菌耐受强力霉素、氧氟沙星计数

准确称取每栋鸭舍各采样点样品 2 g，将 10 g
垫料样 /栋放入含 90 mL 无菌 PBS 的锥形瓶中(含
玻璃珠)，涡旋 3 min 制成垫料悬液并进行 10 倍系
列稀释，选择 3 个适宜稀释度的样品匀液，各取
200 mL分别加入平板计数琼脂培养基( PCA)，麦康
凯琼脂培养基(Mac)，SS 琼脂培养基( SS)，以及含
两种浓度梯度强力霉素(16、100 μg /mL)或者氧氟
沙星(8、50 μg /mL)的以上 3 种培养基，每个稀释度
做 3 个平行培养皿［9］。每个平板倒置于 37℃恒温
培养箱，培养 24 h 后对各种培养基分别计数。加入
培养基的抗生素均按照药物本身的效价进行计算与
称重。含强力霉素(16、100 μg /mL)或者氧氟沙星
(8、50 μg /mL)的培养基上生长菌落，定为耐受该浓
度药物的菌落［10］。随机挑取并分离含 16 μg /mL 强
力霉素或者 8 μg /mL 氧氟沙星的 Mac 平板上的大

肠杆菌进行强力霉素、氧氟沙星敏感性测定，检验培
养基上生长菌落最低抑菌浓度值(MIC 值)是否分
别≥ 16 μg /mL 或者≥ 8 μg /mL。

耐受某浓度抗生素菌落数比例 =该浓度抗生素
平板菌落计数 /对应未加抗生素平板菌落计数。16、
8 μg /mL 分别为参照美国临床与实验标准协会
(CLSI，2012)判定大肠杆菌耐受强力霉素与氧氟沙
星的临界点，100、50 mg /kg 分别为强力霉素与氧氟
沙星家禽养殖常用治疗浓度，也是本试验鸭场饲养
每批次肉鸭至 15 日龄后添加入饲料的浓度，用于预
防或治疗肉鸭大肠杆菌病、沙门氏菌病等常见肠道
细菌性疾病。本试验利用 PCA 旨在反映肉鸭发酵
床垫料可培养的总细菌菌落计数，Mac 反映大肠杆
菌为主的肠杆菌科类细菌菌落计数，SS 反映以志贺
氏菌 +沙门氏菌为主的肠杆菌科类细菌菌落计数情
况。
1. 7 统计方法

采用 ANOVA、GLM 单因素方差分析分别对各
组间肉鸭发酵床垫料强力霉素残留量、不同琼脂培
养基细菌计数差异进行显著性比较。使用基于秩的
方差分析比较各组间肉鸭发酵床垫料耐药细菌数比
例差异显著性。使用 ANOVA 进行不同组肉鸭发酵
床垫料内金属含量显著性比较。对垫料强力霉素、
金属含量与耐受抗生素菌落计数比例进行简单相关
分析。

2 结果和分析

2. 1 不同使用阶段发酵床垫料抗生素积累特性
由图 1 所知，肉鸭饲粮中强力霉素添加浓度为

100 mg /kg，发酵床饲养多批次肉鸭可显著增加垫料
内强力霉素残留量。0 批次组发酵床垫料为刚制作
完成、未饲养过肉鸭的新垫料，检测不到强力霉素的
存在，饲养过 4 与 8 批次肉鸭后垫料内强力霉素平
均含量分别为 53. 3、63. 4 μg / kg，且各组间存在极显
著差异(P ＜ 0. 01)。而 0 批次组、饲养 4 与 8 批次
肉鸭时发酵床垫料内均未检测出氧氟沙星。
2. 2 发酵床使用过程中垫料总菌计数、耐强力霉素
(16 μg /mL，100 μg /mL)以及氧氟沙星(8 μg /mL，
50 μg /mL)总菌计数以及相应耐药菌落数比例

如表 2 所示，0 批次组肉鸭舍发酵床垫料平均
总菌数为 6. 70 log cfu / g，显著低于 4 批次的 7. 58

954
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log cfu / g 与 8 批次的 7. 42 log cfu / g，4 与 8 批次间
无显著差异。发酵床垫料耐受 16 μg /mL 强力类霉
素的平均总菌数由 0 批次组的 4. 53 log cfu / g，显著
上升至 4 批次组的 5. 74 log cfu / g，以及 8 批次组的
7. 05 log cfu / g，且各组间存在极显著差异 ( P ＜
0. 01)。0 批次组发酵床垫料耐受 100 μg /mL 强力
类霉素的平均总菌数为 4. 56 log cfu / g，4 批次组为
＜ 2. 70 log cfu / g，8 批次组为 6. 26 log cfu / g，且各组
间存在极显著差异(P ＜ 0. 01)。发酵床垫料耐受 8
μg /mL 氧氟沙星的平均总菌数由 0 批次组的 4. 80
log cfu / g，极显著上升至 4 批次组的 6. 44 log cfu / g，
以及 8 批次组的 6. 14 log cfu / g(P ＜ 0. 01)，4 与 8 批
次组间差异不显著。发酵床垫料耐受 50 μg /mL 氧
氟沙星的平均总菌数由 0 批次组的 4. 62 log cfu / g，
显著上升至 4 批次组的 5. 30 log cfu / g，8 批次组为
4. 69 log cfu / g、显著低于 4 批次组，但与对照无显著
差异。

耐受 16 μg /mL 强力类霉素的总菌数比例由 0
批次组的 0. 70%上升至 4 批次的 1. 46%，以及 8 批
次的 50. 83%，且各组间差异显著。8 批次耐受
100 μg /mL强力类霉素的总菌数比例为 9. 57%，显
著高于 0 批 次 组 的 0. 74%，以 及 4 批 次 组 的

0. 00%，且对照与 4 批次组间差异显著。耐受
8 μg /mL氧氟沙星的总菌数比例最高为 4 批次的
7. 55%，其次为 8 批次的 6. 51%，以及 0 批次组的
1. 33%，但各组间差异均不显著。耐受 50 μg /mL
氧氟沙星的总菌数比例由 0 批次组的 0. 92%降至 4
批次的 0. 53%，以及 8 批次的 0. 21%，但各组间差
异均不显著。

图 1． 肉鸭饲粮强力霉素添加量与发酵床垫料强力霉素积

累特性
Figure 1． Doxycycline level in the diet and accumulation of

doxycycline in the litter． Data with different capital letter are

significantly different (P ＜ 0. 01)

表 2． 发酵床垫料总菌计数，耐 2 种浓度强力霉素、氧氟沙星总菌计数( log cfu / g)

Table 2． Abundance of cultivable bacteria in PCA and PCA amended with doxycycline

(16 μg /mL，100 μg /mL)，or ofloxacin (8 μg /mL，50 μg /mL) ( log cfu / g)

Flock PCA

PCA

(Doxycycline，

16 μg /mL)

PCA

(Doxycycline，

100 μg /mL)

PCA

(Ofloxacin，

8 μg /mL)

PCA

(Ofloxacin，

50 μg /mL)
Turn 0 6. 70 b 4. 53C(0. 70% c) 4. 56 B(0. 74 % b) 4. 80B(1. 33% a) 4. 62 b(0. 92 % a)
Turn 4 7. 58 a 5. 74 B(1. 46 % b) ＜ 2. 70 C(0. 00 % c) 6. 44 A(7. 55 % a) 5. 30 a(0. 53% a)
Turn 8 7. 42 a 7. 05 A(50. 83% a) 6. 26 A(9. 57% a) 6. 14 A(6. 51% a) 4. 69 b(0. 21 % a)

Data with different capital letter or small letter in the same column are significantly different at P ＜ 0. 01 or P ＜ 0. 05;The same is in the following tables．

2. 3 发酵床垫料使用过程中 Mac 肠道菌群计数、
耐强力霉素(16 μg /mL，100 μg /mL)以及氧氟沙
星(8 μg /mL，50 μg /mL)Mac 肠道菌群计数

如表 3 所示，0 批次组、4 批次以及 8 批次发酵
床垫料 Mac 平均肠道菌群数量范围在 5. 91 － 6. 21
log cfu / g 间，且各组间无显著差异。发酵床垫料耐
受 16 μg /mL 强力霉素的 Mac 平均肠道菌群计数随
使用批次的累积由 0 批次组的 3. 71 log cfu / g 显著
上升至 4 批次组的 5. 03 log cfu / g，以及 8 批次组的
6. 18 log cfu / g，且各组间存在极显著差异 ( P ＜

0. 01)。发酵床垫料耐受 100 μg /mL 强力霉素的
Mac 平均肠道菌群计数由 0 批次组的 2. 21 log cfu /
g，极显著上升至 4 批次组的 4. 34 log cfu / g，以及 8
批次组的 5. 41 log cfu / g(P ＜ 0. 01)，4 与 8 批次组
间无显著差异。0 批次组发酵床垫料耐受 8 μg /mL
氧氟沙星的 Mac 平均肠道菌群计数为 3. 20 log cfu /
g，极显著低于 4 批次组的 5. 77 log cfu / g，以及 8 批
次组的 5. 11 log cfu / g(P ＜ 0. 01)，且 8 批次组极显
著低于 4 批次组(P ＜ 0. 01)。0 批次组发酵床垫料
耐受 50 μg /mL 氧氟沙星的 Mac 平均肠道菌群计数
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为 0 CFU /g，极显著低于 4 批次组的 4. 81 log cfu / g
与 8 批次组的 4. 69 log cfu / g(P ＜ 0. 01)，8 批次组
低于 4 批次组，但无显著差异。

耐受 16 μg /mL 或者 100 μg /mL 强力霉素的发
酵床垫料 Mac 肠道菌群计数比例均由 0 批次组的
0. 51%、0. 03%，4 批次的 7. 52%、3. 35% 显著上升
至 8 批次的 226. 09%、43. 25%，且各组间均差异显
著。4 或 8 批次耐受 8 μg /mL 氧氟沙星的发酵床垫
料 Mac 肠 道 菌 群 计 数 比 例 分 别 为 47. 99%、
24. 23%，两组间无显著差异，且均显著高于 0 批次
组的 0. 18%。0 批次组耐受 50 μg /mL 氧氟沙星的

发酵床垫料 Mac 肠道菌群计数比例为 0. 0%，显著
低于 4 批次的 14. 36%，但与 8 批次的 12. 33%接近
差异显著(P = 0. 06)。

从 0、4 及 8 批次发酵床垫料耐 16 μg /mL 强力
霉素 Mac 计数平板上挑取、纯化的大肠杆菌菌株数
分别为 9 株、29 株及 23 株，在强力霉素敏感性测定
实验中 MIC 值均≥16 μg /mL;从相同发酵床垫料样
品耐 8 μg /mL 氧氟沙星 Mac 计数平板上挑取、纯化
的大肠杆菌菌株数分别为 10 株、19 株及 21 株，在
氧氟沙星敏感性测定实验中 MIC 值均≥ 8 μg /mL。

表 3． 发酵床垫料 Mac 肠道菌群计数，耐 2 种浓度强力霉素以及氧氟沙星 Mac 肠道菌群计数( log cfu / g)

Table 3． Abundance of cultivable bacteria in Mac and Mac amended with doxycycline

(16 μg /mL，100 μg /mL)，or ofloxacin (8 μg /mL，50 μg /mL) ( log cfu / g)

Flock Mac

Mac

( Doxycycline， 16 μg /

mL)

Mac

(Doxycycline，

100 μg /mL)

Mac

(Ofloxacin，

8 μg /mL)

Mac

(Ofloxacin，

50 μg /mL)
Turn 0 6. 21 3. 71C(0. 51% c) 2. 21 B(0. 03 % c) 3. 20 C(0. 18% b) —B (0. 00 % b)
Turn 4 6. 17 5. 03 B(7. 52% b) 4. 34 A(3. 35 % b) 5. 77 A(47. 99% a) 4. 81 A (14. 36% a)
Turn 8 5. 91 6. 18 A(226. 09% a) 5. 41 A(43. 25% a) 5. 11 B(24. 13% a) 4. 69 A (12. 33% ab)

2. 4 发酵床垫料使用过程中 SS 肠道菌群计数、耐
强力霉素(16 μg /mL，100 μg /mL)以及氧氟沙星
(8 μg /mL，50 μg /mL)SS 肠道菌群计数

如表 4 所示，0 批次组、4 批次以及 8 批次发酵
床垫料平均 SS 肠道菌群数量范围在 5. 81 － 6. 32
log cfu / g 间，各组间均无显著差异。发酵床垫料耐
受 16 μg /mL 强力霉素的平均 SS 肠道菌群计数随
使用批次的累积，由 0 批次组的 3. 05 log cfu / g 极显
著升高至 4 批次组的 5. 49 log cfu / g，以及 8 批次组
的 6. 01 log cfu / g(P ＜ 0. 01)，4 批次与 8 批次组间
差异接近显著(P = 0. 057)。各阶段发酵床垫料耐
受 100 μg /mL 强力霉素的 SS 平均肠道菌群计数随
使用批次的累计，由 0 批次组的 0 CFU /g，升高至 4

批次组的 4. 92 log cfu / g，以及 8 批次组的 5. 98 log
cfu / g，且各组间存在极显著差异(P ＜ 0. 01)。发酵
床垫料耐受 8 μg /mL 或者 50 μg /mL 氧氟沙星的 SS

平均肠道菌群计数均由 0 批次组的 3. 00 log cfu / g、
0. 82 log cfu / g，极显著升高至 4 批次组的 5. 75 log
cfu / g、4. 87 log cfu / g，以及 8 批次组的 5. 09 log cfu /
g、4. 79 log cfu / g(P ＜ 0. 01)，且 8 批次组均略低于 4
批次组，但差异不显著。

耐受 16 μg /mL 或者 100 μg /mL 强力霉素的发

酵床垫料 SS 肠道菌群计数比例均由 0 批次组的
0. 19%、0. 00%，4 批次的 15. 02 %、5. 13% 显著上
升至 8 批次的 130. 36%、116. 84%，且各组间均差
异显著。耐受 8 μg /mL 氧氟沙星的发酵床垫料 SS

肠道菌群计数比例由 0 批次组的 0. 26%，显著上升
至 4 批次的 32. 02%，但到 8 批次时降为 17. 76%，
其 8 批次组与 0 批次组或者 4 批次组差异不显著。

耐受 50 μg /mL 氧氟沙星的发酵床垫料 SS 肠道菌
群计数比例由 0 批次组的 0. 02% 上升至 4 批次的
5. 73%，但差异不显著，8 批次组为 13. 58%，显著高
于 0 批次组，但与 4 批次差异不显著。
2. 5 发酵床垫料使用过程中金属累积特性

由表 5 所知，肉鸭配合饲料(15 － 39 日龄)未检
测到 As、Hg 元素;检测值最高的三类金属元素依次
为:Fe ( 594. 86 mg /kg)，Mn ( 142. 17 mg /kg)，Zn
(92. 82 mg /kg);其余各金属元素含量很低，均在
0 － 10 mg /kg间。

各使用阶段发酵床垫料内 As、Pb 以及 Hg 元素
含量均无显著差异，且平均含量很低或未检测到;0

批次组、4 批次发酵床垫料内 Cd 元素含量均未能检
测到，均显著低于 8 批次的 0. 91 mg /kg;0 批次组发
酵床垫料内 Fe 与 Cr 元素含量均显著低于 4 批次，
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但与 8 批次无显著差异，但 4 批次 Fe 元素平均含量
高至 2391. 52 mg /kg;发酵床垫料内 Zn、Mn 以及 Cu
元素含量随使用批次累积有增加趋势，其中 4 批次
发酵床垫料内 Zn 与 Mn 元素含量均显著高于 0 批

次组，但与 8 批次无显著差异，而 0 批次组发酵床垫
料内 Cu 元素含量显著低于 8 批次，但 0 批次组与 4
批次间以及 4 批次与 8 批次间均无显著差异。

表 4． 发酵床垫料 SS 肠道菌群计数，耐 2 种浓度强力霉素

以及氧氟沙星 SS 肠道菌群计数( log cfu / g)

Table 4． Abundance of cultivable bacteria in SS and SS amended with doxycycline

(16 μg /mL，100 μg /mL)，or ofloxacin (8 μg /mL，50 μg /mL) ( log cfu / g)

Flock SS

SS

(Doxycycline，

16 μg /mL)

SS

(Doxycycline，

100 μg /mL)

SS

(Ofloxacin，

8 μg /mL)

SS(Ofloxacin，

50 μg /mL)

Turn 0 5. 81 3. 05 B(0. 19% c) — C(0. 00 % c) 3. 00B(0. 26% b) 0. 82 B(0. 02% b)
Turn 4 6. 32 5. 49 A(15. 02% b) 4. 92 B(5. 13 % b) 5. 75 A(32. 02 % a) 4. 87 A(5. 73 % ab)
Turn 8 5. 91 6. 01 A(130. 36% a) 5. 98 A(116. 84 % a) 5. 09 A(17. 76% ab) 4. 79 A(13. 58 % a)

表 5． 肉鸭饲粮金属含量与发酵床垫料金属积累特性(mg /kg)

Table 5． Metals level in the diet and accumulation of metals in the litter (mg /kg)

Metals
Diet

(15 － 39 day)
Turn 0 Turn 4 Turn 8

As 0. 00 1. 70 ± 2. 12 0. 04 ± 0. 08 0. 95 ± 0. 95

Zn 92. 82 9. 77 ± 8. 96 b 110. 56 ± 13. 75 a 167. 90 ± 82. 90 a

Pb 3. 50 2. 27 ± 0. 81 2. 77 ± 0. 62 3. 14 ± 1. 17

Cd 0. 51 0. 00 ± 0. 00 b 0. 00 ± 0. 00 b 0. 91 ± 0. 45 a

Fe 594. 86 355. 24 ± 181. 10 b 2391. 52 ± 656. 49 a 1101. 54 ± 654. 89 b

Hg 0. 00 0. 05 ± 0. 09 1. 95 ± 1. 75 0. 00 ± 0. 00

Mn 142. 17 65. 90 ± 36. 51 b 198. 96 ± 11. 44 a 212. 55 ± 108. 80 a

Cr 6. 23 9. 85 ± 4. 82 b 57. 68 ± 5. 84 a 27. 71 ± 20. 19 b

Cu 4. 08 2. 67 ± 0. 18 b 15. 87 ± 1. 28 a b 18. 61 ± 11. 76 a

2. 6 发酵床垫料强力霉素、金属含量与耐受抗生素
菌落数比例的相关性

由表 6 所知，垫料使用过程中强力霉素含量与
PDM、MDM、MDＲ、SDM、SDＲ5 种含强力霉素培养基
菌落计数比例呈显著正相关，氧氟沙星在垫料中未
显现累积现象，因此其与含氧氟沙星的 6 种培养基
菌落计数比例未作相关性分析;垫料中 Cd 含量与
PDM、PDＲ、MDM 等 7 种培养基菌落计数比例呈显
著正相关;Zn 含量与 PDM、MDM、MDＲ 等 6 种培养
基菌落计数比例呈显著正相关;Cu 含量与 PDM、
MDM、MDＲ 等 5 种培养基菌落计数比例呈显著正相
关;Mn 含量与 PDM、MDM、MDＲ 等 4 种培养基菌落
计数比例呈显著正相关;其余种类金属含量与培养
基菌落计数比例呈显著正相关的均少于或等于
1 种。

3 讨论

本试验肉鸭养殖场自发酵床制作完成以后，共
饲养 8 批次肉鸭，每批次肉鸭均使用氧氟沙星与强
力霉素，作为防治大肠杆菌病、沙门菌病等肠道类疾
病的主要用药。畜禽养殖使用的抗生素除少量为动
物体吸收以后，其余会以原形或初级代谢产物的形
式随粪便排出体外［11 － 12］，最终伴随粪便堆肥与还田
而污染了土壤环境。 2002 至 2003 年间，C． S．
Hlzel 随机选取德国 305 家规模化养猪场采集粪样
并检测其中抗生素残留含量，检测结果表明，猪粪中
多西环素平均含量为 0. 29 mg /kg，最高达 0. 7 mg /
kg，四环素平均含量为 0. 71 mg /kg，最高达 46. 0
mg /kg，土霉素平均含量为 0. 14 mg /kg，最高达 0. 9
mg /kg［13］。万位宁等对天津、沈阳地区牛粪、鸡粪以
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及猪粪三类畜禽粪便氟喹诺酮残留的检测结果显
示，天津与沈阳地区样品含量分别为 2. 1 － 10110
μg / kg，1. 1 － 279 μg / kg［14］。本试验肉鸭发酵床内
强力霉素残留量呈显著增长趋势，饲养 4 与 8 批次
肉鸭时强力霉素平均含量分别为 53. 3、63. 4 μg / kg，
而所有发酵床垫料样品中均未检测出氧氟沙星。四

环素类药物在环境中半衰期长是引发肉鸭发酵床强
力霉素残留量显著增长的主要因素之一［14］，氧氟沙
星进入动物体内几乎不代谢，其未被吸收部分仍以
原形物随粪尿排出，但此次试验中各使用阶段肉鸭
发酵床垫料样品均未被检出，其机理有待进一步研
究［15］。

表 6．发酵床垫料强力霉素、金属含量与耐受强力霉素(16 μg /mL，100 μg /mL)，

氧氟沙星(8 μg /mL，50 μg /mL)菌落数比例的相关性
Table 6． Correlation between content of doxycycline，metals in the litter and the percentage of resistant cultivable

bacteria in the three sorts of medium amended with 16 μg /mL，100 μg /mL doxycycline，or 8 μg /mL，50 μg /mL ofloxacin

Items PDM PDＲ MDM MDＲ SDM SDＲ POM POＲ MOM MOＲ SOM SOＲ
Doxy 0. 9154＊＊ 0. 4828 0. 9323＊＊ 0. 8815＊＊ 0. 8815＊＊ 0. 9662＊＊ — — — — — —
As 0. 0522 0. 4958 －0. 1654 －0. 1045 －0. 0957 0. 0261 －0. 1828 －0. 0348 －0. 4787 －0. 4700 －0. 4091 －0. 4090
Zn 0. 8167＊＊ 0. 1865 0. 7833* 0. 7333* 0. 6667* 0. 8500＊＊ 0. 7000* －0. 8333＊＊ 0. 6500 0. 6333 0. 5833 0. 6000
Pb 0. 3833 0. 1695 0. 3167 0. 4833 0. 6667* 0. 4000 0. 2000 －0. 3166 0. 2500 0. 3833 0. 5167 0. 4500
Cd 0. 7822* 0. 7956* 0. 7624* 0. 8218＊＊ 0. 8218＊＊ 0. 7624* 0. 2079 －0. 7822* 0. 1980 0. 3763 0. 3070 0. 6833*

Fe 0. 3500 －0. 5425 0. 4667 0. 3167 0. 2833 0. 3500 0. 6000 －0. 3500 0. 7167* 0. 6000 0. 6500 0. 4333
Hg －0. 2374 －0. 8913＊＊ －0. 0730 －0. 1826 －0. 1826 －0. 2008 0. 2556 0. 2008 0. 4930 0. 3469 0. 4017 0. 0730
Mn 0. 7500* 0. 1356 0. 7167* 0. 6667* 0. 5667 0. 5667* 0. 6167 －0. 7167* 0. 5833 0. 5500 0. 5667 0. 5333
Cr 0. 1333 －0. 6611 0. 2167 0. 1167 0. 0000 0. 1833 0. 4667 －0. 2500 0. 7000* 0. 5000 0. 5000 0. 2333
Cu 0. 7667* 0. 1356 0. 8333＊＊ 0. 6833* 0. 6167 0. 8000＊＊ 0. 6833* －0. 8333＊＊ 0. 6500 0. 6333 0. 5333 0. 6000

＊＊ Significant at P ＜ 0. 01 level;* Significant at P ＜ 0. 05 level; Doxy: Doxycycline;PDM，MDM，SDM: PCA / Mac / SS amended with 16 μg /mL

doxycycline;PDＲ，MDＲ，SDＲ: PCA / Mac / SS amended with 100 μg /mL doxycycline;POM，MOM，SOM: PCA / Mac / SS amended with 8 μg /mL

ofloxacin;POＲ，MOＲ，SOＲ: PCA / Mac / SS amended with 50 μg /mL ofloxacin．

发酵床垫料中抗生素的累积也存在着加速床体
中复杂的微生物区系耐药能力的进化与传播的风
险。本研究采用 PCA、Mac、SS 三种培养基同时检测
各阶段肉鸭发酵床中可培养总细菌、肠杆菌科类细
菌(大肠杆菌、沙门氏菌等)耐受常用抗生素的水
平。本研究从含 16 μg /mL 强力霉素或者 8 μg /mL
氧氟沙星的 Mac 平板上随机挑取并分离的大肠杆
菌进行抗生素敏感性测定，试验结果表明，分离的大
肠杆菌耐受强力霉素的 MIC 值均≥16 μg /mL，并且
耐受氧氟沙星的 MIC 值均≥8 μg /mL，验证了含特
定浓度强力霉素或者氧氟沙星培养基进行菌落计数
的方法的可靠性。

使用 PCA、Mac 与 SS 三种均含 16 μg /mL 或者
100 μg /mL 强力霉素培养基进行的耐药菌落计数试
验表明，除 100 μg /mL 强力霉素 PCA 培养基外，其
余均呈现出耐药菌落数随饲养批次的累积而增长的
规律，相应的耐药菌落数比例增长趋势也与之对应。
另外，8 批次发酵床垫料耐受 16 μg /mL 强力霉素
Mac 或者 SS 培养基，以及 100 μg /mL 强力霉素 SS
培养基的平均菌落数比例均已超出 100%，分别为

226. 09%，130. 26%以及 116. 84%，说明 8 批次发酵
床垫料中可培养细菌耐受强力霉素情况已经相当严
重，甚至在 100 μg /mL 强力霉素条件下仍可存活，
可能原因是该鸭场频繁使用强力霉素，在诱发鸭只
体内微生物耐药的同时，也因半衰期长在垫料中持
续累积、长期诱导垫料内微生物耐药能力的进化与
传播，甚至某些细菌可能进化至通过降解抗生素、作
为自身生长所需的营养元素［14 － 16］。耐受 100 μg /
mL 强力霉素 PCA 培养基平板菌落计数与相应的耐
受菌落数比例菌均显著低于 0 批次垫料，其机理有
待进一步的探索。

使用 PCA、Mac 与 SS 三种均含 8 μg /mL 氧氟沙
星培养基进行的耐受菌落计数试验中，4 批次垫料
耐受该浓度氧氟沙星的平均菌落数值为最大，均显
著高于 0 批次组(P ＜ 0. 05)，相应的平均耐受菌落
数比例也以 4 批次组为最高，分别为 7. 55%、
47. 99%以及 32. 02%，除 8 μg /mL PCA 培养基外，
均显著高于 0 批次组;使用相同三种均含 50 μg /mL
氧氟沙星培养基进行的耐受菌落计数试验结果表
明，4 批次垫料耐受该浓度氧氟沙星的平均菌落数
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值为最大，均显著高于 0 批次组(P ＜ 0. 05)，4 批次
与 8 批次组相应的平均耐受菌落数比例均无显著差
异，各组间 50 μg /mL 氧氟沙星 PCA 平均耐受菌落
数比例均无显著差异。氧氟沙星在本试验鸭场使用
频率与强力霉素相当，但未能在发酵床内形成累积，
可能是造成耐受氧氟沙星菌落数以及相应耐受菌落
数比例并未呈现明显增长趋势的主因。

肉鸭发酵床中重金属含量主要受饲料中相应金
属含量的影响。张霞等研究表明，使用 7 年的猪发
酵床垫料 As、Zn、Pb、Cd、Cu 含量均高于使用两年的
垫料［17］，不同原料构成的猪发酵床垫料内 As、Zn、
Cr、Cu 含量均随垫料使用时间延长而显著增加［18］。
本试验中，肉鸭饲粮中各金属元素含量与发酵床垫
料内相应金属元素的累积特性存在较为明显的因果
关系。各阶段发酵床垫料内 As、Pb、Hg 元素含量均
无显著差异，并且仅在 8 批次垫料组中检测到 Cd
(平均含量为 0. 91 mg /kg)，这主要由于肉鸭饲粮中
未检测到 As、Hg 元素，而 Pb、Cd 元素检测值仅为
3. 50 与 0. 51 mg /kg。4 与 8 批次发酵床垫料内 Zn、
Mn 元素均显著高于 0 批次组，有较为明显的累积趋
势。发酵床垫料内 Cu、Cr 元素随肉鸭饲养批次的
增加累积速度缓慢，8 批次垫料组中 Cu 元素平均含
量仅为 18. 61 mg /kg，Cr 元素于 4 批次组中平均含
量为 57. 68 mg /kg，均远低于前人有关猪发酵床的
研究结果［17 － 19］，养猪业内通常通过添加高 Cu 来达
到促生长的目的，这可能是猪发酵床中 Cu 元素累
积的成因。0 批次组发酵床垫料内 Fe 元素含量显
著低于 4 批次，但与 8 批次无显著差异，4 批次 Fe
元素平均含量高至 2391. 52 mg /kg，可能由于肉鸭
日粮含有硫酸亚铁脱毒过的棉籽粕，造成发酵床内
Fe 元素含量因为鸭粪的持续排泄而升高［20］。

饲粮中添加亚治疗剂量抗生素可引发动物肠道
中细菌间耐药基因的水平转移［4，21］。Looft 等报道，
与无抗对照组相比，饲料中添加亚治疗剂量氨苄西
林等抗生素的试验组仔猪 21 天后粪便中耐药基因
种类与数量显著增长［21］。Shoemaker 等在对比研究
1980 前与 1980 年后不同人群来源拟杆菌属菌株的
耐药基因携带类型以及序列相似度的试验中发现，
低剂量四环素可引发同一环境中细菌间的耐药基因
转移［4］。本试验中，发酵床垫料饲养至 4 与 8 批次
肉鸭时垫料内强力霉素平均含量分别为 53. 3、63. 4
μg / kg，0 批次垫料未检测出强力霉素，且各阶段垫

料强力霉素含量与 PDM，MDM，MDＲ 等 5 种含强力
霉素培养基菌落计数比例呈显著正相关，发酵床垫
料内强力霉素低剂量的累积是否引发垫料内总菌与
肠道菌群耐药能力的增强，贡献率是多少，还需后续
试验的进一步的验证与探索。

重金属可引发细菌耐药性与耐金属特性的形成
与传播，这一现象已愈发引起人们的关注。Hlzel

等随机选取德国各猪场粪样、研究猪粪中各重金属
含量与相应分离的大肠杆菌耐药率相关性的结果显
示:猪粪中 Cu、Zn 含量与受试菌青霉素等经典抗生
素的耐药率呈显著正相关，另外 Zn 含量与受试菌多
耐比例呈显著正相关［2］。Knapp 等在土壤中 Cu、
Zn、Cd 等各金属含量与 tet、bla 及 erm 类细菌耐药基
因拷贝数是否存在显著相关性的研究中发现，Cu 含
量与多种耐药基因拷贝数存在显著正相关，Cd、Ni、
Pb、Fe 四类金属各自与特异性的耐药基因拷贝数存
在显著正相关［22］。本试验中 Cd、Zn、Cu 均与多种
培养基耐药菌落计数比例呈显著正相关，表明发酵
床垫料中 Cd、Zn、Cu 的累积存在引发细菌耐药性形
成与传播的风险，但供本试验分析的垫料样品为 9

个，还需后续进一步的研究。

4 结论

本试验表明，肉鸭发酵床垫料内强力霉素残留
量因每批肉鸭饲养中使用而显著增加，而使用同样
频率的氧氟沙星未在垫料内形成累积。8 批次发酵
床垫料中可培养细菌耐受强力霉素情况最为严重，
而床体内细菌耐受特定浓度氧氟沙星的平均耐药菌
落数以及耐药菌落数比例并未呈现明显的增长趋
势，其机理有待进一步研究。随着饲养批次的增加，
垫料内 As、Pb、Hg 元素含量未发生显著变化，Cd 元
素检测量极低，Zn、Mn 元素有较为明显的累积趋
势，Cu、Cr 元素累积速度缓慢，Fe 元素累积规律有
待进一步研究与探讨。
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Accumulation of antibiotics， heavy metals and
antimicrobial-resistant bacteria in duck bio-bed

Yong Lin1，2#，Xiaoting Zhang1#，Xu Ji1，Xueting Zou1，Wei Zhao2，Zhendan Shi2，
Hongru Gu2，Wen Yao1*
1 College of Animal Science and Technology，Nanjing Agricultural University，Nanjing 210095，Jiangsu Province，China
2 Institute of Animal Science，Jiangsu Academy of Agricultural Sciences，Nanjing 210014，Jiangsu Province，China

Abstract:［Objective］ The objective of this study is to understand the accumulation of antibiotics，metals in the litter，
and evolution features of bacterial antimicrobial-resistance during the fermentation of duck bio-bed． ［Methods］ The
experiment was conducted in meat duck bio-bed farm of Jiangsu province from November 2011 to July 2013． The new litter
and spent litter from 4th，8th meat duck flock were studied for the accumulation of consumed antimicrobials and metals．
Bacterial resistance levels to consumed antimicrobials were measured in the collected litter． ［Ｒesults］ The residues of
doxycycline in the litter increased significantly after successive flocks of meat ducks，but ofloxacin had not been detected
in all litter samples． The litter for the 8th meat duck flock had the highest level of resistant cultivable bacteria in the three
sorts of medium amended with 16 μg /mL，100 μg /mL doxycycline． Meanwhile，the level of resistant cultivable bacteria
in the same sort of medium amended with 8 μg /mL，50 μg /mL ofloxacin differed insignificantly between different flock
litter sample． Different flock litter differed insignificantly in the accumulation content of As，Pb and Hg，and was low in
Cd． The 4th，8th flock litter increased significantly in Zn and Mn than new litter，and increased slowly in Cu and Cr．
［Conclusion］With the application of doxycycline in each flock of meat ducks，the content of doxycycline and doxycycline
resistance in enterobacteriaceae bacteria in the litter increased significantly，Zn and Mn had an increasing trend overall．
Keywords: bio-bed，antibiotic，metal，antimicrobial-resistant，accumulation
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