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摘要: 为了阐明不同补给水源的城市人工湖中异养菌耐药状况和耐药菌种属分布特征,选取分别以地表水和再生水为补水来

源的 XQ 湖和 FQ 湖为代表进行研究。 从 2018 年 4—11 月逐月采集水样,考察了各水样中对氨苄西林(AMP)、磺胺甲恶唑

(SMZ)和四环素(TET)这 3 种不同种类抗生素具有耐药性的异养菌含量,并对分离菌株的耐药表型、耐药菌株的种属分布以及

水质理化指标进行了分析。 结果表明,2 处人工湖中的 AMP 耐药菌和 SMZ 耐药菌含量约为 10
2
~ 10

4
CFU·(100 mL)

-1,而
TET 耐药菌含量则约 10

1
~ 10

3
CFU·(100 mL)

-1。 分离出的 84 株耐药菌归属于 19 个种,其中蜡状芽孢杆菌、大肠埃希氏菌、维
氏气单胞菌、豚鼠气单胞菌和鸟氨酸拉乌尔菌为 2 个湖共有耐药菌。 71.4%的耐药菌都是对 AMP 单一耐药,以蜡状芽孢杆菌

为主。 由于具有固有耐药性的细菌在分离出的耐药菌中占比很低,获得性耐药很可能在城市人工湖中异养菌耐药性的发展

上发挥了主要贡献作用。 地表水补水的 XQ 湖和再生水补水的 FQ 湖在总异养菌含量、耐药菌含量和检出率上均无显著差

异。 分离来源对 16 株耐药性气单胞菌的聚类无明显影响。
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Abstract: In order to clarify the antibiotic resistance of heterotrophic bacteria and the distribution characteristics of

antibiotic-resistant bacteria in urban artificial lakes supplemented with different water sources, XQ Lake and FQ

Lake, which are supplemented with surface water and reclaimed water respectively, were selected as representative

urban artifical lakes for research. From April to November 2018, we collected water samples from two lakes each

month and investigated the concentration of heterotrophic bacteria resistant to three different antibiotics including

ampicillin (AMP), sulfamethoxazole (SMZ) and tetracycline (TET). The antibiotic-resistant phenotype of isolated
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strains and the species distribution of antibiotic-resistant strains, as well as physical and chemical indicators of water
quality were analyzed. The results showed that the concentration of AMP-resistant bacteria and SMZ-resistant bac-
teria in two artificial lakes was about 10

2
~ 10

4
CFU·(100 mL)

-1
, while the concentration of TET-resistant bacteria

was about 10
1
~ 10

3
CFU·(100 mL)

-1
. The 84 antibiotic-resistant strains isolated belonged to 19 species, among

which Bacillus cereus, Escherichia coli, Aeromonas venroii, Aeromonas caviae, Raoultella ornithinolytica were anti-
� biotic-resistant bacteria shared by the two lakes. 71.4% of the antibiotic-resistant bacteria are mono-resistant to

AMP, mainly Bacillus cereus. Due to very low percentage of bacteria with intrinsic antibiotic resistance in isolated

antibiotic-resistant bacteria, it suggested that acquired antibiotic resistance had mainly contributed to the develop-
ment of antibiotic resistance in heterotrophic bacteria in urban artificial lakes. There was no significant difference in

the total heterotrophic bacteria concentration, antibiotic-resistant bacteria concentration and detection rate between

the XQ Lake supplemented by surface water and the FQ Lake supplemented by reclaimed water. The source of iso-
lation had no significant effect on the clustering of 16 strains of resistant Aeromonas.

Keywords: urban artificial lake; antibiotic-resistant bacteria; species distribution; acquired antibiotic resistance; re-
charge source

　 　 人工湖作为现代城市的重要组成部分,不仅能

增加水汽循环、调节区域气候,而且其景观娱乐功能
也随着人们生活水平的提高显得愈发重要[1]。 地表
水因取用方便,水质稳定等优点,是人工湖的主要补
给水源,但这对于缺水城市来说却是沉重的负担[2]。
随着水资源供需矛盾的日益加剧以及污水再生处理

技术的日臻完善,再生水作为城市人工湖的补给水
源逐渐受到青睐[3-4]。 北京奥林匹克公园的龙形水
系[5]、天津生态湿地公园[6]和昆明的翠湖[7]都是再生
水应用于城市人工湖的典型代表。

近年来的研究发现,城市地表水体可能是细菌
耐药性传播的重要媒介[8-9]。 城市人工湖耐药菌污
染状况不仅关系到生态环境,也在一定程度上影响
着社会公众的身体健康[10]。 然而,目前我国在城市
人工湖细菌耐药性污染方面的研究还处于起步阶
段,污染特征和内在规律尚不甚清楚[11]。 使用地表
水和再生水作为补给水源,对人工湖的细菌耐药特

性以及耐药菌多样性会产生何种影响,是否会造成

差异化的结果,这些问题都亟待阐明。
本研究选取分别以地表水和再生水补水的 2 处

人工湖为研究对象,通过长期取样检测,系统考察了

人工湖中总异养菌群对常见抗生素的耐药状况,并
对分离菌株进行耐药表型分析和种属鉴定。 以期揭

示不同补给水源对人工湖中细菌耐药性和耐药菌种

属分布的影响,为城市水环境中细菌耐药性传播控

制提供科学依据。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 水样采集

选择西安市的 XQ 湖和 FQ 湖为研究对象,这 2

处人工湖坐落于西安市主城区的 2 处公园内,具有

景观和娱乐功能。 XQ 湖水面积约 1.0×105
m

2,平均

水深 2 m,地表水是其补水来源,FQ 湖水面面积约

4.0 × 104
m

2,平均水深 1.5 m,使用再生水补水。
2018 年 4—11 月,对这 2 处人工湖逐月进行水样采

集。 使用 1 L 水样采集器在水面下大约 0.5 m 处采

样,每个人工湖设置 5 个采样点,采集 5 L 混合水

样,置于预先灭菌的聚乙烯瓶中,在 6 h 内送回实验

室分析。
1. 2　 水质指标测定

按照文献[12]中的方法检测 2 个人工湖水样的
pH、溶解氧(DO)、化学需氧量(COD)、氨氮(NH

+

4 -N)、
总氮(TN)和总磷(TP)等常规理化指标。
1. 3　 异养菌和耐药菌含量测定

使用滤膜法对水样中的异养菌进行计数[13]。 将

水样梯度稀释后,真空抽滤通过 0.45 μm 孔径的混

合纤维素滤膜,将滤膜细菌截留面向上紧密贴在

PCA 培养平板上,30 ℃培养 24 h,对菌落数量为 20

~ 200 的培养平板进行菌落计数,每次检测做 2 个

平行样。 使用菌落数量的平均值计算出每 100 mL

水样中的异养菌数量。 根据美国临床和实验室标准

协会(CLSI 2017)标准[14],在 PCA 平板中分别加入氨

苄西林(AMP)、磺胺甲恶唑(SMZ)和四环素(TET)制

备出 AMP、SMZ 和 TET 抗性平板,其中相应抗生素

质量浓度分别为 32、512 和 16 μg·mL
-1。 类似地,

使用滤膜法测定水样中的耐药菌,计算得到水样中

AMP 耐药菌、SMZ 耐药菌和 TET 耐药菌的含量。
1. 4　 菌株分离纯化与耐药表型检测

随机挑取 PCA 平板上的菌落,平板划线进行分
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离纯化。 采用 K-B纸片琼脂扩散法对分离菌株进行

药敏试验,使用游标卡尺测量抑菌环直径,根据 CLSI

标准判定其是否为耐药菌。 3 种药敏纸片中的抗生

素含量为:AMP,10 μg·片-1;SMZ,300 μg·片-1;
TET,30 μg·片-1。 使用大肠埃希氏菌ATCC25 922 作

为质控菌株。 将分离所得的耐药菌逐一编号,菌株编

号上的“XQ”和“FQ”代表其来源人工湖。
1. 5　 菌株种属鉴定

针对分离菌株中的耐药菌,使用细菌基因组

DNA 提取试剂盒 (TaKaRa MiniBEST Bacterial Ge-
nomic DNA Extraction Kit Ver.3.0,TaKaRa 公司)提

取总 DNA。 选择通用引物 27 F 5’-AGAGTTTGAT-
CCTGGCTCAG-3’和 1492 R 5’-GGTTACCTTGTT-
ACGACTT-3’,以及 516 F 5’-TGCCAGCAGCCG-
CGGTA-3’和 1510 R 5’-GGTTACCTTGTTACGAC-
TT-3’,使用梯度 PCR 仪(Veriti 型,美国 Applied Bi-
osystem 公司)对 16S rDNA 进行 PCR 扩增[15-16],反
应程序:94 ℃预变性 5 min;35 个循环:94 ℃变性 60

s,55 ℃退火 45 s,72 ℃延伸 90 s;72 ℃延伸 5 min。
PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳(JY300C 型,北京君意

东方电泳设备有限公司)初步判定,然后送交上海生

工生物工程技术服务有限公司测序。 使用 BLAST

对测序结果在 GenBank 数据库中进行序列比对,确
认其种属。
1. 6　 统计分析

使用 SPSS Statistics 18.0 软件对常规理化指

标、总异养菌群含量、耐药菌含量和分离出的耐药

菌比例进行均值比较、相关性分析。 用 MEGA 7

软件对耐药菌株中的气单胞菌属进行聚类分析,
构建进化树。

2　 结果与讨论(Results and discussion)
2. 1　 人工湖水体的常规理化指标

为对比 2 个人工湖水质存在的差异,本研究利

用 t 检验对 XQ 湖和 FQ 湖 2018 年 4—11 月的水样

� 中 pH、DO、COD、NH+

4 -N、TN 和 TP 的具体数值进

行了对比。 结果如表 1 所示,XQ 湖和 FQ 湖水样

的 pH、DO 和 TP 存在显著性差异(P<0.05),XQ 湖

� 的水样 pH、DO 的平均值分别为 8.35 和 7.97 mg·
L

-1,低于 FQ 湖的 8.78 和 9.74 mg·L
-1;而 XQ 湖

的 TP 的平均值为 0.069 mg·L
-1,高于 FQ 湖的

0.032 mg·L-1。 2 处人工湖的其他理化指标并无显

著性差异。
2. 2　 人工湖中总异养菌及耐药菌含量

XQ 湖和 FQ 湖中的总异养菌含量分别维持在

10
4
~ 10

6 和 10
3
~ 10

5
CFU·(100 mL)

-1 范围内,平均

值分别为 3.17×105 和 1.75 ×105
CFU·(100 mL)

-1。
这 2 处人工湖中的 AMP 耐药菌、SMZ 耐药菌含量

都约为 10
2
~ 10

4
CFU·(100 mL)

-1,而 TET 耐药菌含

量则约为 10
1
~ 10

3
CFU·(100 mL)

-1
(图 1)。 可以看

出,3 种耐药菌的含量在 2 处人工湖中都呈现出相

似的规律。 在采样期的大多数月份中,XQ 湖中的

总异养菌和 3 种耐药菌含量都高于 FQ 湖,但在 9

月份这一关系却出现了反转,这可能与当时持续多

日的降雨有关。 连续降雨形成地表径流,冲刷周边

路面和表层土壤,将其中的细菌引入水体[17],造成总

异养菌和耐药菌的检出率上升[18]。 FQ 湖由于湖面

面积小,储存的水量少,并有景观喷泉运行,阴雨天

气时雨水和地表径流的汇入,以及喷泉增加的水流

扰动,使其水体中总异养菌和耐药菌含量的变化较

XQ 湖更为显著。 整体数据的统计分析结果表明,
XQ 湖和 FQ 湖在总异养菌群、3 种耐药菌的含量上

并不存在显著性差异(P>0.05);此外,在 FQ 湖中仅

� NH
+

4 -N 含量与总异养菌群、AMP 耐药菌和 TET 耐

药菌含量呈显著正相关(P<0.05),其余指标均与各

� 种细菌含量之间不存在显著相关性 (P>0.05 );而
� XQ 湖的各指标与各种细菌含量之间均不存在显

著相关性(P>0.05)。

表 1　 XQ 湖和 FQ 湖常规理化指标的 t检验结果

Table 1　 The t-test results for conventional physical and chemical indicators in XQ Lake and FQ Lake

pH

溶解氧

(DO)

Dissolved oxygen

(DO)

化学需氧量

(COD)

Chemical oxygen demand

(COD)

氨氮 NH+
4 -N

总氮

(TN)

Total nitrogen

(TN)

总磷

(TP)

Total phosphorus

(TP)

XQ 湖/FQ 湖

XQ Lake/FQ Lake
0.021 0.008 0.093 0.240 0.123 0.001
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图 1　 人工湖中总异养菌和耐药菌含量

注:AMP 表示氨苄西林,SMZ 表示磺胺甲恶唑,TET 表示四环素。

Fig. 1　 Total heterotrophic bacteria and antibiotic-resistant bacteria concentration in artificial lakes

Note: AMP stands for ampicillin; SMZ stands for sulfamethoxazole; TET stands for tetracycline.

2. 3　 分离菌株的耐药表型

从 XQ 湖和 FQ 湖分别分离出 61 株和 60 株异

养菌。 药敏试验结果如表 2 所示,XQ 湖中的 AMP

耐药菌、SMZ 耐药菌和 TET 耐药菌的数量分别为

37、11 和 9;FQ 湖中这 3 种耐药菌的数量分别为

42、11 和 5。 显然,这 2 处人工湖分离菌株中的

AMP 耐药菌比例都较高(60.7%和 70.0% ),而 TET

耐药菌则占比较低(14.8%和 8.3% ),这与 2 处人工

湖总异养菌群中 AMP 耐药菌和 TET 耐药菌含量高

低状况基本吻合。 对 XQ 湖和 FQ 湖每月分离出的

3 种耐药菌株检出率进行比较,未发现它们存在显

著性差异(P>0.05)。
根据化学结构和作用机制,AMP、SMZ 和 TET

分别归属于 β-内酰胺类、磺胺类和四环素类抗生

素,它们的抗菌机制各不相同:AMP 主要是抑制菌

体细胞壁的合成,SMZ 抑制细菌叶酸合成过程中的

二氢蝶酸合酶,TET 则是抑制细菌蛋白质合成,从
而导致细菌无法生长繁殖[19]。 从 XQ 湖和 FQ 湖共

分离出 84 株耐药菌,产生了 5 种耐药表型。 如表 2

所示,对 AMP 单一耐药的占比高达 71.4% ,远高于

其他表型;其次为 AMP-SMZ-TET,占比 14.3% ;
AMP-SMZ 和 SMZ 单一耐药的占比都仅为 6.0% ;
AMP-TET 的最少,只有 2.4% 。 由此可见,这 2 处人

工湖中异养菌的耐药表型比较集中,对 AMP 单一

耐药是其最主要的耐药表型。
2. 4　 耐药菌株的种属鉴定

分离出的 84 株耐药菌在生物分类学上归属于

19 个种。 其中,XQ 湖耐药菌 39 株,12 个种;FQ 湖

耐药菌 45 株,12 个种。 蜡状芽孢杆菌(Bacillus cere-
us)、大肠埃希氏菌(Escherichia coli)、维氏气单胞菌

� (Aeromonas veronii)、豚鼠气单胞菌(Aeromonas cavi-
ae)和鸟氨酸拉乌尔菌(Raoultella ornithinolytica)是 2
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� 个湖共有的耐药菌(图 2)。
从 XQ 湖分离的 AMP 耐药菌共有 10 个种,主

要是蜡状芽孢杆菌,占比为 54.1% ;SMZ 耐药菌和

TET 耐药菌分别有 8 个种和 5 个种,主要种属是肺

炎克雷伯氏菌(Klebsiella pneumoniae)和大肠埃希氏

� 菌。 从 FQ 湖分离出的 AMP 耐药菌有 10 个种,蜡
状芽孢杆菌仍是主要菌株,占比 54.8% ;SMZ 耐药

菌和 TET 耐药菌分别有 8 个种和 4 个种,主要为维

氏气单胞菌和大肠埃希氏菌。 一些研究表明,从临

床和食物中分离出的蜡状芽孢杆菌对 β-内酰胺抗

生素具有高度耐药性[20],但对其他多种抗生素都敏

感[21]。 这与本研究从人工湖中分离出的蜡状芽孢杆

菌的耐药特性近似。
对照已知的固有耐药菌谱[14],可以发现从 XQ

湖和 FQ 湖中分离得到了一些对 AMP 的固有耐药

菌,包 括 肺 炎 克 雷 伯 氏 菌、 弗 氏 柠 檬 酸 杆 菌

(Citrobacter freundii)、铜绿假单胞菌 (Pseudomonas

aeruginosa)和嗜麦芽寡养单胞菌 (Stenotrophomonas

maltophilia),但它们在分离菌株中的占比均不超过

� 10% 。 这 2 处人工湖分离出的菌株中均不存在对

SMZ 或 TET 的固有耐药菌。
结合上述耐药性异养菌群测定结果分析可知,

获得性耐药很可能是城市人工湖中细菌耐药性的主

要来源。 很多研究都表明,人类活动对细菌耐药性

图 2　 人工湖中分离的耐药菌株种属

Fig. 2　 Species of antibiotic-resistant strains isolated from artificial lakes

表 2　 XQ 湖和 FQ 湖分离菌株的耐药表型

Table 2　 Antibiotic resistance phenotypes of isolates strains from XQ Lake and FQ Lake

耐药表型

Antibiotic resistance

phenotypes

XQ 湖

XQ Lake

FQ 湖

FQ Lake

合计

Total

株

Strain

耐药菌占比/%

Proportion of antibiotic-
resistant bacteria/%

株

Strain

耐药菌占比/%

Proportion of antibiotic-
resistant bacteria/%

株

Strain

耐药菌占比/%

Proportion of antibiotic-
resistant bacteria/%

AMP 27 69.2 33 73.3 60 71.4

SMZ 2 5.1 3 6.7 5 6.0

AMP-SMZ 1 2.6 4 8.9 5 6.0

AMP-TET 1 2.6 1 2.2 2 2.4

AMP-SMZ-TET 8 20.5 4 8.9 12 14.3
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的传播有重要贡献,在污水、地表水,甚至饮用水中

都发现了多种抗生素抗性基因[22-23]。 此外,基因水

平转移(horizontal gene transfer, HGT)在微生物群落

中普遍存在,胞内 DNA 和胞外 DNA 都在细菌间的

耐药性传播中发挥着重要作用[24-25]。 XQ 湖的补给

水源为地表水,其在输送过程中流经村庄及农田时

不可避免地会有耐药菌和耐药基因汇入,最终进入

XQ 湖;FQ 湖的补给水源为再生水,其由城市污水

经深度处理所得,亦含有数量可观的耐药菌和耐药

基因[26]。 耐药菌进入湖水后生长繁殖会增加这类耐

药菌的数量;耐药基因的水平转移会扩大耐药菌的

种属分布范围,二者都会导致人工湖总异养菌群耐

药率的提高。 此外,在 XQ 湖和 FQ 湖中分离出的

耐药菌株中,大部分属于条件致病菌,有些在临床

和环境样品中都经常检出,例如气单胞菌、葡萄球

菌等。 这在一定程度上也反映了人类活动与环境

之间的交互作用。
2. 5　 耐药性气单胞菌的聚类分析

气单胞菌属在环境中分布非常广泛,是水环境

中的主要耐药菌群之一[27]。 从 XQ 湖和 FQ 湖中共

分离出 16 株耐药性气单胞菌,分别归属于维氏气单

胞菌、豚鼠气单胞菌和嗜水气单胞菌(Aeromonas hy-
drophila)。 通过聚类分析构建进化树(图 3),可以发

� 现,大多数豚鼠气单胞菌 16S rDNA 序列的相似性

极高。 相比嗜水气单胞菌,维氏气单胞菌与豚鼠气

单胞菌的关系更疏远,分离出的维氏气单胞菌在进

化树中的亲缘关系也更为复杂。 这些气单胞菌中有

10 株仅对 AMP 耐药,1 株(FQ80901)仅对 SMZ 耐

药,5 株(XQ81001、FQ81003、FQ81001、FQ81004 和

FQ80903)对 AMP 和 SMZ 二重耐药。 从进化树来

看,除了属于豚鼠气单胞菌的 FQ80903 之外,其余 4

株二重耐药菌都是维氏气单胞菌,处在相近的分支

图 3　 耐药性气单胞菌属进化树

Fig. 3　 Phylogenetic tree of antibiotic-resistant Aeromonas
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上。 总体来看,维氏气单胞菌耐药谱较为多样,而豚

鼠气单胞菌耐药表型较单一。 值得注意的是,本研

究并未发现分离来源对这些耐药性气单胞菌的聚类

有明显影响,例如 FQ80903、FQ80705、XQ81004 和

XQ805-2-01,尽管来自 2 处不同的人工湖,但它们在

进化树中都在同一分支;也没有发现某种来源的气

单胞菌具有明显的耐药性聚类特征。
综上所述:
(1)XQ 湖和 FQ 湖中 AMP 耐药菌、SMZ 耐药菌

含量约为 10
2
~ 10

4
CFU·(100 mL)

-1,TET 耐药菌含

量约为 10
1
~ 10

3
CFU·(100 mL)

-1。 2 个湖共分离出

84 株耐药菌,71.4% 都是对 AMP 单一耐药。 蜡状

芽孢杆菌是主要的 AMP 耐药菌。
(2)从 XQ 湖和 FQ 湖分离出的耐药菌归属于 19

个种,其中蜡状芽孢杆菌、大肠埃希氏菌、维氏气单

胞菌、豚鼠气单胞菌和鸟氨酸拉乌尔菌为 2 个湖共

有耐药菌。 仅有不足 10%的细菌对 AMP 具有固有

耐药性,没有发现对 SMZ 和 TET 具有固有耐药性

的菌种。 获得性耐药很可能是城市人工湖中细菌耐

药性的主要来源。
(3)地表水补水的 XQ 湖和再生水补水的 FQ 湖

在总异养菌含量、耐药菌含量和检出率上均无显著

差异。 进化树分析结果表明,分离来源对 16 株耐药

性气单胞菌的聚类并无明显影响。

通讯作者简介:张崇淼(1978—),男,博士,教授,主要研究方

向为环境微生物的风险控制、污水处理与资源化。
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