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摘  要：【背景】由于滥用抗生素导致细菌耐药性日益严重。对于双歧杆菌，人们往往注重其益

生功能的挖掘而忽视了对其耐药性的研究，存在一定的安全隐患。【目的】检测母婴肠道中假小

链双歧杆菌的耐药性，探究婴儿肠道中假小链双歧杆菌耐药性的来源。【方法】利用微量肉汤稀

释法测定 48 株分离自母婴肠道的假小链双歧杆菌对 14 种抗生素的耐药性，比较分离自不同家庭

母婴肠道中假小链双歧杆菌的耐药性。【结果】48 株母婴肠道分离株对四环素、氯霉素、新霉素、

环丙沙星 100%耐药，对其余 10 种抗生素耐药率依次为：卡那霉素 98%、利福平 80%、克林霉素

78%、甲氧苄啶 63%、红霉素 59%、庆大霉素 43%、链霉素 16%、万古霉素 14%、氨苄西林 6%、

利奈唑胺 2%。母婴肠道分离株的耐药性无显著差异，分离自同一家庭母婴肠道的菌株具有相似的

耐药表型。【结论】分离自母婴肠道的假小链双歧杆菌对多种抗生素具有耐药性，婴儿肠道中假

小链双歧杆菌的耐药性可能是由母亲肠道垂直传递而来。 
关键词：假小链双歧杆菌；母婴肠道；耐药性；最小抑菌浓度  
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Abstract: [Background] Caused by the abuse of antibiotics, the rapid emergence of resistant 
bacteria is occurring worldwide. For Bifidobacterium, the probiotic property has been 
emphasized, while there is a paucity of research on the antibiotic resistance. [Objective] To 
detect the antibiotic resistance of Bifidobacterium pseudocatenulatum isolated from the feces of 
mothers and infants and to explore the source of resistant strains in infant gut. [Methods] The 
resistance of 48 strains of B. pseudocatenulatum isolated from the feces of mothers and infants 
to 14 antibiotics was determined by the minimum inhibitory concentration method, and the 
resistance of strains isolated from different families was compared. [Results] All the 48 strains 
were resistant to tetracycline, chloramphenicol, neomycin, and ciprofloxacin, and 98%, 80%, 
78%, 63%, 59%, 43%, 16%, 14%, 6%, and 2% of the strains were resistant to kanamycin, 
rifamycin, clindamycin, trimethoprim, erythromycin, gentamicin, streptomycin, vancomycin, 
ampicillin, and linezolid, respectively. There were no significant differences in antibiotic 
resistance between the isolates from mothers and infants, and isolates from the same family had 
similar antibiotic-resistant phenotypes. [Conclusion] The B. pseudocatenulatum isolated from 
feces of mothers and infants were resistant to a variety of antibiotics. The resistant strains in 
infant gut may be vertically transmitted from the mother՚s gut. 
Keywords: Bifidobacterium pseudocatenulatum; maternal and infant intestines; antibiotic 
resistance; minimum inhibitory concentration 
 
 
 

假 小 链 双 歧 杆 菌 (Bifidobacterium 
pseudocatenulatum)是形态变化最大的双歧杆菌

菌种[1]，在儿童、成年人及健康老人的肠道中普

遍存在，是中国人群肠道中的优势菌种之一[2]，

它具有调节机体免疫、减少炎症、调节神经系

统和改善肥胖儿童糖脂代谢等益生功能，常用

在食品发酵和医疗保健等众多领域[3-5]。已有研

究表明，假小链双歧杆菌是母亲和婴儿肠道中

的优势菌种[6]，婴儿时期的肠道菌群定殖与宿

主健康有着密不可分的关系，会影响机体未来

的生长发育和健康状况[7]。 
近年来，由于滥用抗生素导致细菌耐药性

日益严重，抗生素的滥用严重威胁着公共卫生

和人类的健康。目前，乳酸菌耐药的研究越来

越多，乳酸菌安全性问题也逐渐引起人们的关

注。对于双歧杆菌，人们往往注重益生功能的挖

掘而忽视了对其耐药性的研究[8-9]。耐药性根据

其发生原因可分为获得耐药性和固有耐药性[10]。

固有耐药性又称天然耐药性，由细菌染色体基

因决定，代代相传，不会轻易改变；获得性耐
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药性可通过各种生态位传播，包括食物、动物、

植物尤其是医院环境水平基因转移和哺乳期母

亲与子女之间垂直传播[11]。现基于宏基因组测

序和菌株水平分析已发现母亲肠道是健康婴儿

胃肠道定殖菌的最大来源[12]，研究婴儿肠道中

耐药菌株的来源非常必要。 
婴儿肠道中的细菌耐药会造成宿主肠道

菌群失调，影响宿主的先天性免疫、适应性免

疫及相关的代谢通路。抗生素的长期使用导致

肠道菌群组成产生影响[13]。研究表明，头孢菌

素进入肠道会抑制乳酸杆菌和双歧杆菌的生

长，促使艰难梭菌过度繁殖引发炎症，同时肠

道内的机会性病原菌阴沟肠杆菌也会增加[14]。

目前关于抗生素耐药基因的水平转移已有多

项研究，但对母亲体内的菌株耐药性垂直传播

的研究并不多。因此，本研究在此基础上测定

分离自不同家庭母婴肠道的假小链双歧杆菌

对 14 种常见抗生素的耐药性，进一步分析分离

自同一家庭母婴肠道菌株的耐药性是否存在

垂直传递现象。测定母婴肠道双歧杆菌耐药性

不仅可以了解婴儿肠道中双歧杆菌耐药的原

因，还可以为双歧杆菌的安全性评估提供基础

数据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  实验菌株 

实验选取的菌株全部由内蒙古农业大学乳

品生物技术与工程教育部重点实验室乳酸菌菌

种资源库(Lactic Acid Bacteria Collection Center, 
LABCC)提供，菌株分离自内蒙古呼和浩特市

5 对处于哺乳期母婴的粪便样品。为更好地评

估 实 验 的 准 确 性 ， 选 取 Bifidobacterium 
pseudocatenulatum DSM20438 作质控菌。菌株

来源详情见表 1。 

表 1  48 株假小链双歧杆菌菌株来源 
Table 1  Source of 48 Bifidobacterium pseudocatenulatum 
strains 
Family No. Strain Source of the isolate 
F F1M3 Mother feces 
F F6M7 Mother feces 
F F7M13 Mother feces 
F F7M9 Mother feces 
F F3M1 Mother feces 
F F10M13 Mother feces 
G G10M5 Mother feces 
G G8M1 Mother feces 
G G8M2 Mother feces 
G G8M4 Mother feces 
G G8M6 Mother feces 
G G1M1 Mother feces 
G G1M2 Mother feces 
G G2M1 Mother feces 
G G2M9 Mother feces 
L L2M2 Mother feces 
L L7M1 Mother feces 
L L7M6 Mother feces 
L L7M8 Mother feces 
L L8M4 Mother feces 
L L8M5 Mother feces 
T T10M2 Mother feces 
T T13M5 Mother feces 
T T19M4 Mother feces 
T T8M1 Mother feces 
T T9M7 Mother feces 
Z Z0M2 Mother feces 
Z Z0M3 Mother feces 
F F2C18 Infant feces 
F F3C11 Infant feces 
F F3C12 Infant feces 
F F5C10 Infant feces 
F F6C18 Infant feces 
F F10C9 Infant feces 
G G8C12 Infant feces 
G G8C3 Infant feces 
L L6C30 Infant feces 
L L7C12 Infant feces 
L L7C3 Infant feces 
L L7C6 Infant feces 
L L7C7 Infant feces 
L L8C19 Infant feces 
T T16C6 Infant feces 
Z Z0C4 Infant feces 
Z Z0C5 Infant feces 
Z Z0C6 Infant feces 
Z Z0C7 Infant feces 
Z Z0C8 Infant feces 
F、G、L、T 和 Z 代表 5 个家庭 
F, G, L, T and Z represent five families. 
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1.1.2  培养基、主要试剂和仪器 
强化梭菌培养基(RCM)配方为：磷酸二氢

钾 4.5 g，磷酸氢二钠 6.0 g，L-半胱氨酸盐酸盐

0.5 g，吐温 0.5 g，加去离子水至 1 000 mL。

MRS 肉汤培养基(MRS. Broth)和 Iso-Sensitest 肉
汤培养基 (ISO-SENSITEST Broth)依照参考文

献[15]配制。 
所用引物(27F, 1492R)由上海桑尼生物有

限公司合成；DNA 提取试剂盒，天根生化有限

公司；10×EasyTaq 缓冲液、dNTPs、rTaq 酶和

10×TBE 缓冲液，北京全式金生物科技公司；核

酸染料 GELVIEW，北京百泰克。 
庆大霉素(gentamicin)、卡那霉素(kanamycin)、

链霉素(streptomycin)、新霉素(neomycin)、四环

素(tetracycline)、克林霉素(clindamycin)、环丙

沙星(ciprofloxcin)、红霉素(erythromycin)、氯霉

素(chloramphenicol)、甲氧苄啶(trimethoprim)、
利福平(rifamycin)购自北京酷来搏技术有限公

司；氨苄西林(ampicillin)、万古霉素(vancomycin)、
利奈唑胺 (linezolid)购自上海麦克林生化科技

有限公司。 
电热恒温水浴锅、电热恒温培养箱，上海

一恒科技仪器有限公司；超微量紫外分光光度

计，NanoDrop 公司；超净工作台，上海智城分

析仪器制造有限公司；超纯水系统，昆山总馨

企业有限公司；电子天平，奥豪斯仪器上海有

限公司；厌氧工作站，DWS 公司；光学显微镜，

Olympus 公司；漩涡振荡器，Scientific Industries
公司。 

1.2  方法 
1.2.1  菌株活化 

取出并解冻储藏在–80 ℃冰箱中的菌液，

用接种环取一环菌液，划线于强化梭菌培养基

(RCM)，置于厌氧工作站 37 ℃厌氧培养 48 h，
挑取长势好且周围无杂菌的单个菌落于 RCM

液体培养基，连续传二代以制备种子液。 
1.2.2  菌株的分子生物学鉴定 

按照细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取活

化至二代的菌株 DNA 为模板[16]，采用正向引

物 FA-27F (5′-GCAGAGTTCTCGGAGTCACGA 
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和反向引物

RA-1492R (5′-AGCGGATCACTTCACACAGGA 
CTACGGCTACCTTGTTACGA-3′)对菌株的 16S 
rRNA 基因进行 PCR 扩增[17]，PCR 扩增产物经

1%琼脂糖凝胶电泳检测后，送往上海桑尼生物

科技有限公司进行测序。 
1.2.3  抗生素敏感实验 

对活化至二代的菌株需观察菌落形态和染

色镜检，确认活化的菌株未受到其他杂菌污染，

再划线接种至 RCM 固体培养基，在 37 ℃厌

氧条件下(90%氮气、5%氢气、5% CO2)培养 48 h。
挑取长势较好的单个菌落用浓度为 0.85%的生

理盐水进行稀释，在 625 nm 处测其 OD625 值，

直至菌悬液 OD625 值介于 0.16–0.20 之间，此时

活菌数为 3×108 CFU/mL。 
48 株假小链双歧杆菌分离株采用肉汤稀

释法测定最小抑菌浓度 (minimum inhibitory 
concentration, MIC)。采用 LSM (90% ISO- 
SENSITEST Broth+10% MRS)液体培养基作为

药敏实验稀释剂[18]。水溶性种子液配制：将菌

液按 2%接种量加入药敏稀释剂。水不溶性种子

液配制：将菌液按 1%接种量加入药敏稀释。水

溶性抗生素稀释液中分别取 100 μL 与 500 倍稀

释的种子液 100 μL 共同置于 96 孔板中混合均

匀。水不溶性抗生素稀释液中分别取 20 μL 与

500 倍稀释的种子液 180 μL 共同置于 96 孔板中

混合均匀并 37 ℃厌氧培养(90%氮气、5%氢气、

5% CO2) 48 h。分别以不添加种子液和不添加

抗生素作为对照组，对每组浓度的抗生素设置

2 个平行。 
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1.2.4  最低抑菌浓度的测定及抗生素耐药率分析 
最低抑菌浓度(MIC)是抑制菌体生长的最

低浓度，单位以 mg/L 表示，实验参照国际标准

抗生素敏感性实验肉汤微量稀释法测定 48 株

假小链双歧杆菌对 14 种抗生素的 MIC 值。假

小链双歧杆菌抗生素耐药性的判定参照参考文

献[19]和国际标准 ISO 10932 (IDF 223:2010)中
双歧杆菌属标准[15]。 
1.2.5  假小链双歧杆菌系统发育分析 

基于测序获得的 16S rRNA 基因序列，使

用 DNAStar 软件的 SeqMan 模块进行序列组装，

使用 MEGA 5.05 软件采用最大似然法(maximum 
likelihood method)构建系统发育树[20]并用在线

网站 iTOL (itol.embl.de)进行美化。 
1.2.6  分离自同一家庭母婴的菌株 16S rRNA
基因序列相似性比较 

挑选耐药表型完全相同且分离自同一家庭

母婴肠道的菌株，使用 DNAMAN[21]软件对其

16S rRNA 基因序列进行相似性比对分析。 
1.2.7  菌株的 16S rRNA 基因序列登录号 

48 株假小链双歧杆菌 16S rRNA 基因序列

已提交至国家微生物科学数据中心 (National 

Microbiology Data Center, NMDC)，获得序列号

为 NMDCN00011PT‒NMDCN00011RC。 

2  结果与分析 
2.1  假小链双歧杆菌的菌落形态 

分离菌株菌落直径为 1−2 mm，乳白色，圆

形，凸起，表面光滑，黏稠湿润，边缘整齐，

质地软，符合假小链双歧杆菌特性[22]，其菌落

和菌体如图 1 所示。 

2.2  分离自不同家庭的假小链双歧杆菌耐

药性分析 
分离自不同家庭的 48 株假小链双歧杆菌的

最低抑菌浓度详细结果见表 2，耐药率见图 2。
结果显示，分离自母婴肠道的假小链双歧杆菌

对四环素、氯霉素、新霉素和环丙沙星 100%耐

药，对其余 10 种抗生素耐药率依次为：卡那霉

素 98%、利福平 80%、克林霉素 78%、甲氧苄

啶 63%、红霉素 59%、庆大霉素 43%、链霉素

16%、万古霉素 14%、氨苄西林 6%、利奈唑胺

2%。测试菌株对氨苄西林和利奈唑胺耐药率较

低，在所有菌株中只有 3 株假小链双歧杆菌 

 

 
 
图 1  假小链双歧杆菌的菌落(A)与在显微镜下的形态(B) 
Figure 1  Colony (A) and microscopic morphology (B) of Bifidobacterium pseudocatenulatum. 
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表 2  假小链双歧杆菌的最低抑菌浓度值 
Table 2  Minimum inhibitory concentration of Bifidobacterium pseudocatenulatum (μL/mL) 
Strains AMP VAN GEN KAN STR ERY CLI TET CHL NEO LIN RIF CIP TRI 
DSM20438 <0.032 2 >256 >1 024 >256 0.125 <0.032 >64 32 >256 1 16 64 16 
F1M3 0.062 5 >128 32 >1 024 64 >8 >16 >64 >64 64 1 16 >128 16 
F2C18 0.062 5 1 32 >1 024 64 >8 >16 >64 >64 64 1 1 >128 16 
F3C11 0.25 2 128 >1 024 64 >8 >16 >64 >64 >256 1 2 >128 8 
F3C12 0.25 2 64 >1 024 64 >8 >16 >64 >64 128 0.5 16 >128 16 
F5C10 0.125 2 >256 >1 024 64 >8 >16 >64 32 >256 2 16 >128 16 
F6C18 0.25 2 32 >1 024 64 >8 >16 >64 >64 >256 0.5 16 >128 16 
F6M7 0.125 1 64 >1 024 64 0.25 <0.032 >64 >64 >256 0.5 1 >128 16 
F7M13 0.125 2 64 >1 024 64 0.25 <0.032 >64 32 >256 1 1 >128 16 
F7M9 0.25 2 128 >1 024 64 >8 >16 >64 32 >256 2 16 >128 16 
F3M1 1 >128 >256 >1 024 >256 >8 8 >64 >64 >256 4 >64 >128 16 
F10M13 4 >128 >256 >1 024 >256 >8 8 >64 >64 >256 4 >64 >128 8 
F10C9 1 4 >256 >1 024 >256 >8 >16 >64 >64 >256 4 >64 >128 16 
G10M5 0.5 2 >256 >1 024 128 >8 >16 >64 32 >256 2 8 >128 16 
G8C12 0.125 1 32 >1 024 64 >8 >16 >64 32 128 2 16 >128 8 
G8C3 0.062 5 1 32 >1 024 16 >8 >16 >64 >64 64 2 8 >128 16 
G8M1 0.125 2 32 >1 024 64 1 >16 >64 32 64 1 8 >128 16 
G8M2 0.032 2 32 >1 024 128 0.25 >16 32 32 64 2 8 >128 8 
G8M4 2 2 32 >1 024 64 0.5 >16 32 >64 >256 2 16 >128 32 
G8M6 2 >128 128 >1 024 >256 2 >16 >64 >64 >256 4 8 >128 >64 
G1M1 2 2 64 >1 024 64 0.5 >16 >64 >64 128 1 4 64 16 
G1M2 0.125 2 64 >1 024 32 >8 >16 >64 32 128 2 4 64 8 
G2M1 0.125 1 16 >1 024 32 0.25 >16 >64 32 64 2 2 32 16 
G2M9 0.125 2 64 >1 024 64 0.5 >16 32 32 >256 1 4 64 8 
L2M2 0.125 2 128 >1 024 128 >8 >16 >64 32 >256 0.5 0.5 64 16 
L6C30 0.125 1 128 >1 024 128 0.25 0.0625 >64 32 >256 0.5 0.25 >128 16 
L7C12 8 1 2 >1 024 32 >8 >16 >64 32 32 0.125 4 32 8 
L7C3 1 2 128 >1 024 128 >8 >16 >64 >64 >256 0.5 4 64 8 
L7C6 0.5 1 128 >1 024 128 >8 >16 >64 >64 >256 0.5 8 64 16 
L7C7 1 1 128 >1 024 >256 0.25 >16 >64 32 >256 0.125 4 32 8 
L7M1 0.125 1 32 >1 024 32 >8 >16 >64 32 64 0.5 1 64 8 
L7M6 0.062 1 32 >1 024 64 >8 >16 >64 >64 32 0.5 4 32 8 
L7M8 0.125 1 128 >1 024 128 0.062 5 0.062 5 >64 32 >256 0.5 1 32 16 
L8C19 0.062 1 16 >1 024 32 0.25 >16 >64 16 16 2 4 32 16 
L8M4 0.125 1 16 >1 024 64 >8 4 >64 >64 64 0.25 4 32 16 
L8M5 0.25 2 128 >1 024 128 >8 >16 >64 >64 >256 0.5 16 64 16 
T10M2 0.25 2 128 >1 024 64 >8 >16 >64 >64 >256 1 8 >128 32 
T13M5 0.125 2 128 >1 024 64 >8 >16 >64 >64 >256 1 4 >128 8 
T16C6 0.25 1 128 >1 024 128 >8 >16 >64 >64 >256 1 4 >128 8 
T19M4 0.5 2 >256 >1 024 >256 >8 >16 >64 32 >256 1 32 >128 16 
             (待续) 
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             (续表 2) 
Strains AMP VAN GEN KAN STR ERY CLI TET CHL NEO LIN RIF CIP TRI 
T8M1 0.125 2 64 >1 024 64 >8 >16 >64 32 >256 2 8 >128 16 
T9M7 0.5 4 >256 >1 024 >256 >8 >16 >64 >64 >256 2 >64 >128 8 
Z0C4 0.125 1 4 >1 024 16 1 <0.032 >64 >64 128 <0.032 >64 >128 8 
Z0C5 4 2 64 >1 024 128 1 <0.032 >64 >64 >256 >16 >64 >128 8 
Z0C6 0.25 4 32 >1 024 64 0.25 <0.032 >64 >64 >256 1 >64 >128 8 
Z0C7 0.25 2 32 >1 024 32 0.25 <0.032 >64 >64 128 1 0.25 >128 16 
Z0C8 0.5 2 64 >1 024 128 1 <0.032 >64 >64 128 2 >64 >128 16 
Z0M2 0.25 1 16 >1 024 32 1 <0.032 >64 >64 128 0.5 >64 >128 16 
Z0M3 <0.032 1 16 8 16 >8 >16 >64 >64 16 ＜0.032 >64 >128 4 
AMP：氨苄西林；VAN：万古霉素；GEN：庆大霉素；KAN：卡那霉素；STR：链霉素；ERY：红霉素；CLI：克林霉

素；TET：四环素；CHL：氯霉素；NEO：新霉素；LIN：利奈唑胺；RIF：利福平；CIP：环丙沙星；TRI：甲氧苄啶 
AMP: Ampicillin; VAN: Vancomycin; GEN: Gentamicin; KAN: Kanamycin; STR: Streptomycin; ERY: Erythromycin; CLI: 
Clindamycin; TET: Tetracycline; CHL: Chloramphenicol; NEO: Neomycin; LIN: Linezolid; RIF: Rifampicin; CIP: 
Ciprofloxacin; TRI: Trimethoprim. 

 

 
 
图 2  不同分离源的假小链双歧杆菌对不同种抗生素的耐药率    
Figure 2  The resistance frequency of Bifidobacterium pseudocatenulatum from different isolates to 
different antibiotics. AMP: Ampicillin; VAN: Vancomycin; GEN: Gentamicin; KAN: Kanamycin; STR: 
Streptomycin; ERY: Erythromycin; CLI: Clindamycin; TET: Tetracycline; CHL: Chloramphenicol; NEO: 
Neomycin; LIN: Linezolid; RIF: Rifampicin; CIP: Ciprofloxacin; TRI: Trimethoprim. 
 
F10M13、L7C12、Z0C5 对氨苄西林耐药。母

亲肠道分离株对利奈唑胺 100%敏感，婴儿肠道

仅有菌株 Z0C5 对利奈唑胺耐药。 
比较母婴肠道的假小链双歧杆菌耐药率发

现，婴儿肠道分离株平均对 8.4 种抗生素具有

耐药性，母亲肠道分离株平均对 8.7 种抗生素

耐药。母亲组对克林霉素、甲氧苄啶、万古霉

素的耐药率高于婴儿组，而婴儿组对氨苄西林和

利奈唑胺这两种抗生素的耐药率高于母亲组。 

2.3  分离自同一家庭的假小链双歧杆菌具

有相似的耐药谱 
通过分析 48 株假小链双歧杆菌的最低抑
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菌浓度值发现，分离自同一家庭的假小链双歧

杆菌具有相似的耐药谱。为进一步分析婴儿肠

道的耐药菌株的来源，基于 48 株假小链双歧杆

菌 MIC 值绘制了耐药表型热图，如图 3 所示。

比较分离自同一母婴对假小链双歧杆菌的耐药

表型发现，源自 5 个家庭的 6 组母婴配对的假

小链双歧杆菌对 14 种抗生素的耐药表型完全

相同，分别是菌株 L6C30-L7M8、F5C10-F7M9、
F3M1-F10C9 、 T13M5-T16C6 、 G8C12-G1M2
与 Z0C8-Z0M2。 

 

 
 
图 3  48 株假小链双歧杆菌耐药表型热图   S：敏感；R：耐药；Family：不同颜色代表菌株源自不同

家庭 
Figure 3  Heatmap of resistance phenotype of 48 strains of Bifidobacterium pseudocatenulatum. S: 
Sensitive; R: Resistant; Family: Different colors represent strains from different families. 
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菌株 L6C30-L7M8与 Z0C8-Z0M2耐药数量

最少，对 7 种抗生素耐药。F5C10-F7M9 对 10 种

抗生素耐药，而来自同一家庭的母婴配对菌株

F3M1-F10C9 耐药最严重，对 12 种抗生素耐药。

在 6 组母婴配对的菌株中只有 F3M1-F10C9 对

万古霉素和链霉素耐药，其他家庭未出现对万

古霉素和链霉素耐药的菌株，表明抗生素的耐

药性传递存在个体差异。婴儿体内的菌株可能

来自于母亲且随着菌株的垂直传递其耐药性很

可能也传递到婴儿肠道中。 
分离自同一个体菌株的耐药性也不完全相

同。例如，分离自志愿者 F 母亲肠道的菌株 F6M7
与 F10M13 的耐药性都不相同，F6M7 对 6 种抗

生素耐药，而 F10M13 对 12 种抗生素耐药。分

离自志愿者 L 婴儿肠道的菌株 L6C30 与 L7C6 对

红霉素、克林霉素与利福平的耐药性不同，L6C30
对 7 种抗生素耐药，L7C6 对 10 种抗生素耐药。 

2.4  分离自同一家庭的假小链双歧杆菌具

有较近的亲缘关系 
为进一步了解分离自同一家庭的假小链双

歧杆菌的遗传距离，基于 48 株实验菌株 16S 
rRNA 基因序列，通过最大似然法 (maximum 
likelihood method)以 Streptococcus thermophilus 
ATCC 19258 为外群构建了系统发育树。由图 4
可知，大部分菌株均以家庭为单位聚类，源自

同一母婴对的菌株形成了自己的集群。例如，

T16C16-T19M4、L7C6-L2M2、F10M13-F10C9
来自同一家庭的母婴肠道菌株分别聚集在同一

小分支上，表明亲缘关系较近，婴儿肠道的菌株

很可能来自于母亲。Makino 等[23]从同一家庭母

婴肠道中分离出的长双歧杆菌长亚种均以家庭

聚到系统发育树的一个分支，结果与文本一致。 
为深入了解耐药表型相同的同一家庭母婴

对菌株的同源性，本研究用 DNAMAN V6.0.3.99
软件对 6 组母婴对的假小链双歧杆菌 16S rRNA

基因序列进行比对，结果显示：源自同一家庭

母婴对的两条序列具有高度的相似性，耐药表型

相同的母婴对菌株序列相似性高达 100% (表 3)，
基于以上结果判定本实验中婴儿肠道的假小链

双歧杆菌分离株源自母亲体内，母亲与婴儿间

确实存在菌株共享情况。我们认为母婴对之间

耐药表型完全相同很可能是因为母亲体内的假

小链双歧杆菌通过菌株的垂直传递进一步把耐

药基因传递给婴儿。 

3  讨论 
婴儿肠道微生物群落在人类发育中发挥着

重要作用，包括免疫系统的成熟、营养利用和改

良，以及病原体定殖的预防。耐药细菌如果进入

婴儿肠道会对肠道稳态和身体健康造成威胁。 
本团队在前期分菌实验中发现假小链双歧

杆菌更普遍存在于母婴肠道，因此选择该菌进

行耐药性分析，探究婴儿肠道耐药菌株的来源。

研究发现 48 株假小链双歧杆菌对四环素、氯霉

素、新霉素和环丙沙星与卡那霉素具有较高的

耐药性。许多研究也已证实，双歧杆菌对氨基

糖苷类、四环素类、喹诺酮类和青霉素类等抗

生素表现出耐药并且在其基因组中也鉴定到相

关的耐药基因[24]，表明双歧杆菌对这些抗生素

固有耐药。本实验菌株表现出高耐药率可能与

菌种有关，赵芳[25]检测不同种双歧杆菌的耐药

性发现，与其他双歧杆菌的菌种相比，假小链

双歧杆菌的耐药率最高。48 株假小链双歧杆菌

对庆大霉素、红霉素、克林霉素、利福平和甲

氧苄啶的耐药性与 Cao 等[26]的结果相似，但与

Chung 等[27]的研究结果有出入，分析原因可能

是菌株分离地的差异导致假小链双歧杆菌耐药

性存在差异。潘琳等[28]采用微量肉汤稀释法对

不同种双歧杆菌进行最小抑制浓度的检测，发

现假小链双歧杆菌对 15 种抗生素的敏感性也 
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图 4  48 株假小链双歧杆菌基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   Tree scale：序列之间差异的

数字尺度 
Figure 4  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences of 48 strains of Bifidobacterium 
pseudocatenulatum. Tree scale: Distance scale of differences between sequences. 
 
存在差异。本实验也说明即使分离自同一个体

的菌株对同一种抗生素的耐药性也不完全相

同。实验菌株对氨苄西林、万古霉素、链霉素

和利奈唑胺的耐药率低于 20%。有研究表明[29]，

假小链双歧杆菌对利奈唑胺敏感，本实验中仅有

一株婴儿肠道分离株对利奈唑胺耐药。新生儿

在未接触抗生素的情况下也能够在婴儿粪便样

品中检测到耐药菌株，我们推测婴儿肠道的耐

药菌株可能来自母亲。其他研究结果也表明，

垂直传播是婴儿肠道耐药菌株定殖的途径之

一，母亲和婴儿之间的差异是由于微生物群适应

新生儿胃肠道特殊的环境而发生了重大变化[30]。

Kozak 等[31]在 15 对母婴配对的菌株中发现，   
5 组母婴配对的长双歧杆菌婴儿亚种分离株在

母婴对之间的序列相似度及抗生素耐药性情况

相似，证明了耐药菌株确实能够从母亲传递给 
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表 3  分离自同一家庭母婴的假小链双歧杆菌

16S rRNA 基因序列相似性比对 
Table 3  16S rRNA gene sequence similarity analysis 
of Bifidobacterium pseudocatenulatum isolated from 
mother and infant pairs from the same family 
Strains Accession No. Sequence 

length (bp) 
Sequence 
similarity (%) 

Z0M2 NMDCN00011RB 1 392 100 
Z0C8 NMDCN00011RA 1 392 
F3M1 NMDCN00011Q6 1 407 99.79 
F10C9 NMDCN00011Q8 1 407 
F5C10 NMDCN00011Q1 1 525 100 
F7M9 NMDCN00011Q5 1 404 
G8C12 NMDCN00011QA 1 525 100 
G1M2 NMDCN00011QH 1 525 
L7M8 NMDCN00011QS 1 525 100 
L6C30 NMDCN00011QL 1 525 
T13M5 NMDCN00011R1 1 107 99.00 
T16C6 NMDCN00011R2 1 110 

 
婴儿体内，在本次实验中也发现 6 组母婴配对的

假小链双歧杆菌 16S rRNA 基因序列以及抗生

素耐药表型相同的结果。 
关于母婴间的菌群进行传递的时间和方

式，Zhang 等[32]在母乳中观察到抗生物素细菌，

但在婴儿配方奶粉和食品中未发现，这就说明

母乳可能是婴儿体内耐药菌株的传递途径之

一，母体来源的细菌通过母婴传播将耐药菌株

转移到胎儿和新生儿肠道中。除了哺乳，新生

儿在母体内可能已经与母亲共享了肠道菌群。

研究表明，部分新生儿胎便中可检测到多种四

环素类及 β-内酰胺类耐药基因，这就意味着耐

药菌在新生儿肠道菌群形成初期就已经伴随着

正常菌群进入肠道之中[33]。 
本次实验中氨苄西林和利奈唑胺这 2 种抗

生素的耐药率婴儿组高于母亲组。表明耐药菌

可能不仅通过母婴垂直传递，也可能从环境中

传播到人体内[34]。一项关于新生儿抗生素的研

究显示，在胎儿排泄物中发现了抗药性细菌，

由于目前医院环境中的细菌普遍存在，细菌来

源于医院的可能性较大[35]。  
近年来，随着抗生素的大量使用，肠道内

定殖了大量的耐药菌株甚至多重耐药菌，造成

各种感染性疾病使抗菌药物治疗无效，病死率

增加，严重危害人类健康，尤其对婴幼儿和老

年人、免疫力低下者的生命构成威胁。当宿主

使用抗生素时，具有耐药性的益生菌对肠道微

生物具有很好的存储和保护作用。适量具有耐

药性的双歧杆菌和抗生素的配合使用不但能够

抑制致病菌的生长繁殖，同时可以调节肠道菌

群有益于宿主肠道内稳态平衡[36]。因此，将具

有耐药性的双歧杆菌和抗生素科学地配伍使

用，使人们在益生菌与抗生素的共同应用过程

中更合理化及安全化，为双歧杆菌的应用打好

基础。 

4  结论 
为探究分离自同一家庭母婴肠道菌株的耐

药性是否存在垂直传递现象，本研究测定分离

自 6 组家庭母婴肠道的假小链双歧杆菌对 14 种

常见的抗生素的耐药性，结果显示，48 株分离

自母婴肠道的假小链双歧杆菌对四环素、氯霉

素、新霉素和环丙沙星 100%耐药，对其余 10 种

抗生素表现出不同程度的耐药。源自不同家庭

的 6 组母婴配对的菌株对 14 种抗生素耐药表型

完全相同，其分离自同一家庭母婴肠道的菌株

16S rRNA 基因序列相似度最高达 100%，初步

判定母亲体内的耐药菌株及其耐药性能够垂直

传递给婴儿，这表明母亲的肠道菌群在婴儿生

命早期建立健康微生物群和免疫发育起着至关

重要的作用，并可能会影响婴儿后期抗生素治

疗的效果。 
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