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低剂量恩诺沙星对 SPF 小鼠肠道菌群的影响研究 
刘健华， 陈杖榴， 李 云， 柳阳伟 

（华南农业大学兽医学院/广东省兽药研制与安全评价重点实验室， 广州 510642） 

 

摘要：采用 SPF 小鼠动物模型研究了低剂量恩诺沙星对肠道菌群细菌数量、细菌耐药性和定植抗力的影响。

连续饮水给药（1、10 和 100 mg·L-1
）48 d 后，恩诺沙星对 SPF 小鼠肠道菌群的主要影响为：10 和 100 mg·L-1

恩诺

沙星可抑制部分需氧和兼性厌氧菌的生长（P＜0.05 或 P＜0.01）；100 mg·L-1
恩诺沙星可抑制肠球菌和部分拟杆菌

的生长（P＜0.05 或 P＜0.01）；1、10 和 100 mg·L-1
恩诺沙星使需氧和兼性厌氧菌对环丙沙星的耐药率增加（P＜

0.05 或 P＜0.01）；100 mg·L-1
恩诺沙星使拟杆菌对环丙沙星的耐药率增加；1、10 和 100 mg·L-1

恩诺沙星可降低部

分 SPF 小鼠肠道菌群的定植抗力，使菌群对外源细菌的屏障作用下降。低剂量恩诺沙星对肠道菌群数量和定植抗

力影响不大；恩诺沙星对肠道菌群的主要影响是使需氧和兼性厌氧菌的耐药率增加；中国现行规定的恩诺沙星和

环丙沙星的日允许摄入量（ADI）可能也会对人体肠道菌群产生影响，主要为选择出耐药需氧和兼性厌氧菌。 
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Effects of Low Concentration Enrofloxacin on  

SPF Mice Intestinal Microflora 
LIU Jian-hua, CHEN Zhang-liu, LI Yun, LIU Yang-wei   

(College of Veterinary Medicine, South China Agricultural University/Guangdong Key Laboratory for Veterinary             

Drug Development and Safety Evaluation, Guangzhou 510642) 

 
Abstract: In this study, SPF mice model has been developed to study the effects of enrofloxacin on fecal aerobic and anaerobic 

populations, selection of bacteria resistant to ciprofloxacin, maintenance of the intestinal barrier against exogenous E.coli. 
Enrofloxacin was administered via drinking water(1, 10 and 100 mg·L-1) to SPF femal mice for 48 d. Total aerobic flora counts, 
Enterococci counts and Bacteroides counts decreased significantly following exposure to 100 mg·L-1 enrofloxacin. Total aerobic flora 
counts were also affected by 10 mg·L-1 enrofloxacin. Enrofloxacin exposure at 1, 10 and 100 mg·L-1 increased the percentage of 
aerobic populations resistant to 1 µg·ml-1 ciprofloxacin. 100 mg·L-1 enrofloxacin also increased the percentage of Bacteroides 
resistant to 16 µg·ml-1 ciprofloxacin. The resistance colonization of some SPF mice was impaired at 1, 10 and 100 mg·L-1 
enrofloxacin.The results indicated that enrofloxacin can partly decrease the aerobic populations, but pose little effects on anaerobic 
populations. In conclusion, the effects of low concentrations enrofloxacin on SPF mice fecal bacteria population and resistance 
colonization were not significant, the most important impact of low concentrations enrofloxacin on SPF mice intestinal microflora 
may be resistance selection and increase the percentage of resistant aerobic flora to ciproflxacin. The ADI of enrofloxacin and 
ciprofloxacin established by Ministry of Agriculture may affect human intestinal microflora by selecting resistant aerobic flora. 
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动物性食品中残留的抗菌药可能对人体肠道菌群

产生负面影响，如破坏肠道菌群平衡和使肠道细菌对

抗菌药的耐药性增强等。因此，欧美等国家将对人体

肠道菌群的影响列为抗菌药残留安全性评价很重要的

一项内容，并由此制定某些抗菌药的日允许摄入量

（ADI）[1]。氟喹诺酮类药物近年来已成为化学合成
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抗感染药物中发展最迅速、疗效最突出的药物，并广

泛用于兽医临床和医学临床。同属于氟喹诺酮类药物

的恩诺沙星、单诺沙星和沙拉沙星作为畜禽专用药在

兽医临床上已得到了广泛应用。已有许多关于治疗量

氟喹诺酮类药物对肠道细菌作用的资料，但很少有关

畜禽专用氟喹诺酮类药物或其残留物对人体肠道菌群

影响的研究[2,3]。离体肠道模拟系统的研究结果表明，

低剂量恩诺沙星对人体粪便菌群的主要影响是使耐药

大肠杆菌比例明显增加[4]，但此模型未考虑宿主代谢，

且细菌数量低于结肠内实际数量，因此难以客观地反

映活体的情况。国际上已采用人志愿者、普通动物、

无菌啮齿动物和携带人体肠道菌群的啮齿动物（HFA）

等活体模型来研究抗菌药对人体肠道菌群的影响，其

中 HFA 鼠是目前应用最多的活体模型[1,5,6]。HFA 鼠是

将正常人体粪便菌群定植于无菌小鼠肠道而建立的一

种活体模型，考虑到无菌小鼠的来源比较困难，本研

究采用 SPF小鼠模型从细菌耐药性和菌群定植抗力方

面初步评价了低剂量恩诺沙星对肠道菌群的影响，并

探讨 SPF小鼠作为抗菌药残留安全性评价模型的可行

性。 

1  材料与方法 

1.1  试验动物与分组 

5 周龄 SPF 级封闭群 NIH 雌性小鼠（由第一军医

大学实验动物中心提供）转入隔离器之后，随机分成

4 组：对照组、低剂量组、中剂量组和高剂量组，每

组 6 只，饲养在同一无菌隔离器中，饲养温度和湿度

分别控制在 22℃和 50%左右，自由采食和饮水，提供

高压灭菌蒸馏水和经 1.5～2.5Mrad60Co 照射除菌的饲

料。饲养适应 10 d 后，经饮水给药，低剂量组、中剂

量组和高剂量组小鼠分别饮用含盐酸恩诺沙星 1、10
和 100 mg·L-1的灭菌蒸馏水。盐酸恩诺沙星饮水每 2 d
更换 1 次，给药持续 48 d。给药 25 d 后经饮水给外源

性大肠杆菌 24 h，以检测肠道菌群的定植抗力，菌株

为环丙沙星和恩诺沙星耐药菌株，菌液浓度为 5×
108CFU/ml。 
1.2  培养基和药品 

脑心浸液琼脂（BHI）为 Acumedia 公司产品，

AN 厌氧菌琼脂（anaerobic agar）为 Oxoid 公司产品，

TPY 培养基和脱纤维羊血购自上海疾病控制中心，万

古霉素、卡那霉素购自中国药品生物制品检定所，盐

酸恩诺沙星购自浙江新昌国邦制药厂。拟杆菌选择性

培养基（Bd）：以 AN 厌氧菌琼脂为基础，加入万古

霉素 7.5 µg·ml-1，卡那霉素 100 µg·ml-1及 4%脱纤维羊

血[7]。 
1.3  检测指标与方法 

在给药前、给药期和给药后每隔一定时间采集小

鼠粪样，每次用 Eppenderf 管收集小鼠排出的新鲜粪

便或轻轻挤压肛门以助粪便排出，粪样立即-20℃冻

存。称取 20 mg 左右粪样，加 0.4～0.5 ml 粪便稀释液

震荡混匀，10 倍系列稀释，按常规微生物平板菌落计

数法测定各细菌数量。EMB、EC 和 BHI 培养基分别

培养粪便肠杆菌、肠球菌和总需氧兼性厌氧菌数量，

37℃需氧培养 24～48 h；TPY、LCC 和 Bd 培养基分

别培养粪便双歧杆菌、乳酸杆菌和拟杆菌数量，37℃
厌氧培养 48 h。同时在 EMB、EC、BHI 和 Bd 培养基

中添加一定浓度的环丙沙星，以检测细菌耐药率的变

化。 
1.4  数据处理 

数据用 X±SD 表示，用 t 检验分析有关数据的差

异显著性。 

2  结果与分析 

2.1  恩诺沙星对 SPF 小鼠粪便细菌数量的影响 

结果如表 1 所示，中剂量和高剂量组小鼠粪便需

氧和兼性厌氧菌数明显低于对照组（P<0.05 或

P<0.01）；高剂量组小鼠粪便肠球菌和拟杆菌的数量明

显低于对照组（P<0.05 或 P<0.01）；各组的双歧杆菌

和乳酸杆菌数量无显著差异。 
2.2  恩诺沙星对 SPF 小鼠粪便细菌耐药性的影响 

在BHI培养基里添加 1 µg·ml-1环丙沙星选择耐药

需氧和兼性厌氧菌，耐药率为有药培养基和无药培养

基菌落计数结果的百分比值，结果如表 2 所示。与对

照组相比，用药 37 d 后低剂量、中剂量和高剂量组小

鼠粪需氧和兼性厌氧菌耐药率显著高于对照组

（P<0.05 或 P<0.01）。 
在肠球菌的选择性培养基里添加 1 µg·ml-1 环丙沙

星选择耐药肠球菌，结果从用药前至试验结束时，所

有小鼠粪便都未检测到耐环丙沙星肠球菌。说明用药

48 d，恩诺沙星未诱导肠球菌耐药。 
在拟杆菌的选择性培养基里添加 16 µg·ml-1 环丙

沙星选择耐药拟杆菌，结果如表 3 所示，高剂量恩诺

沙星可选择出耐药拟杆菌（P<0.01）。 
2.3  恩诺沙星对 SPF 小鼠肠道菌群定植抗力的影响 

在给药前用伊红美兰选择性培养基培养 SPF小鼠

粪便，发现无 E. coli。因此将从人体粪便分离的 E. coli 
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表 1  SPF 小鼠粪便各种细菌数量的变化[log(CFU/g)] 
Table1  Counts of bacteria in SPF mice feces 

细菌 
Bacteria 

采样时间 
Sampling time (d) 

1 mg·L-1 10 mg·L-1 100 mg·L-1 
对照组 
Control 

总的需氧和 
兼性厌氧菌 

0 6.70±0.42 6.66±0.56 6.35±0.46 6.48±0.46 

5 6.70±0.69 6.06±0.79 5.32±0.89* 6.46±0.35 
9 6.16±0.19 7.29±0.84 5.80±0.62** 7.29±0.88 

20 8.70±0.79 7.04±0.86* 4.95±0.42** 8.57±0.87 
24 8.13±0.01* 8.21±0.31** 4.28±0.39** 8.78±0.20 
37 7.83±0.01** 6.47±0.92 5.58±0.69** 6.88±0.44 
41 7.94±0.38 6.44±0.42** 5.90±1.26** 8.33±0.63 
48 7.50±0.01** 6.41±0.71 5.69±0.68 6.35±0.53 
52 7.78±0.05 6.71±1.31 6.46±0.43 6.78±0.76 

Total aerobic flora 

56 7.58±0.01** 6.60±1.31 4.80±0.77* 5.79±0.53 
肠球菌 0 4.77±0.30 4.32±0.96 5.00±0.27 4.89±0.24 

4 5.22±0.63 4.77±0.46 0** 4.81±0.67 
25 4.72±0.73 5.79±0.70 0.73±1.63** 5.80±0.81 
32 5.67±0.22 6.29±0.34 1.74±2.71** 5.77±1.02 
45 6.01±0.26 5.61±1.08 0** 6.28±0.08 
47 6.79±0.24 5.50±1.11 3.45±1.78* 6.39±0.21 

Enterococcus. 

58 6.21±0.27 5.69±0.88 1.05±2.56** 5.75±0.56 
拟杆菌 0 8.01±0.10 7.83±0.13 8.15±0.14 8.03±0.13 

3 7.70±0.30 7.49±0.34 6.65±0.51* 7.60±0.43 
6 8.40±0.55 8.38±0.45 6.31±0.69** 8.21±0.26 

14 8.08±0.56 7.75±0.51 7.52±0.32** 8.23±0.17 

Bacteroides. 

42 8.72±0.17 8.18±0.26 7.68±0.40* 8.54±0.22 
* 表示与对照组相比，差异显著（P<0.05）；**表示与对照组相比，差异极显著（P<0.01）。下同 
* Denoting that the difference is high compared with control（P<0.05）；** Denoting that the difference is significantly high compared with control (P<0.01). The 

same as below 
 
表 2  SPF 小鼠粪便需氧和兼性厌氧菌对 1µg·ml

-1
环丙沙星耐药率的变化 

Table 2  Percentage of aerobic flora resistant to 1µg·ml-1 ciprofloxacin in SPF mice feces (%) 

采样时间 
Sampling time （d） 

1 mg·L-1 10 mg·L-1 100 mg·L-1 
对照组 
Control 

0 1.82±1.13 0.83±0.52 1.87±1.29 2.97±1.22 
5 6.08±3.50 3.89±1.42 15.36±4.45** 6.20±1.69 
9 1.18±0.90 8.09±6.49 11.06±8.78 3.68±2.03 

20 1.22±1.15* 4.85±4.19 22.11±19.89 1.84±1.47 
24 0.24±0.11 1.19±0.52 55.14±39.36* 0.51±0.27 
37 31.95±23.65* 27.48±12.29** 40.63±34.18* 3.99±3.66 
41 6.30±3.65* 20.34±19.17* 44.22±27.03* 1.31±0.79 
48 30.32±22.01* 51.42±12.13** 73.76±37.83** 3.10±2.42 
56 37.97±23.74* 13.81±12.23 32.80±28.16 2.73±2.06 

 
表 3  SPF 小鼠粪便拟杆菌对 16 µg·ml-1

环丙沙星耐药率的变化 

Table 3  Percentage of Bacteroides. resistant to16 µg·ml-1 ciprofloxacin in SPF mice feces (%) 

采样时间 Sampling time （d） 1 mg·L-1 10 mg·L-1 100 mg·L-1 对照组 Control 

0 1.88±1.120 4.72±1.62 4.05±1.56 2.45±0.94 

3 8.42±7.83 14.38±18.70 68.53±15.48** 4.38±2.93 

6 3.35±1.81 4.92±6.30 62.48±26.87** 6.53±5.32 

14 31.62±16.11* 12.19±6.43 100.0±0.00** 7.53±5.24 

42 3.82±2.92 39.27±11.70** 86.44±19.32** 1.96±1.01 
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作为外源菌定植于 SPF 小鼠肠道，以研究恩诺沙星处

理后是否会降低肠道菌群对外源细菌的屏障作用。如

表 4 所示，停止细菌供给后，粪便排出 E. coli 逐渐下

降，停菌 15 d 后，对照组小鼠粪便再也没检测到 E. 
coli，100 mg·L-1盐酸恩诺沙星组在停菌 28 d 后没有检

测到 E. coli，而 10 mg·L-1和 1 mg·L-1盐酸恩诺沙星组

有些小鼠的粪便在试验结束时（停菌 32 d 后）仍能检

测到 E. coli。表 5 显示的是停菌后不同时间各组能检

测到 E. coli 的 SPF 小鼠数，可以看出，停菌 4 d 后，

各组仅部分小鼠粪便能检测到 E. coli。结果说明恩诺

沙星可降低部分 SPF 小鼠肠道菌群的定植抗力，使肠

道菌群对外源细菌的屏障作用下降。

 

表 4  SPF 小鼠粪便 E.coli 的消除变化 

Table 4  Counts of E.Coli in SPF mice feces after implantation [log(CFU/g)] 

采样时间 
Sampling time（d） 

1 mg·L-1 10 mg·L-1 100 mg·L-1 
对照组 
Control 

1 6.67±0.74 7.76±0.62 7.38±0.67 7.44±0.70 
1.5 5.05±0.38 5.99±1.15 6.12±0.97 5.28±0.96 
3 4.90±0.55 4.29±1.13 3.96±1.36 3.79±1.76 
4.5 5.30±0.63 4.77±1.40 4.51±1.36 3.65±2.22 
6.5 3.57±1.08 4.05±2.07 2.59±0.98 2.53±2.18 
8.5 2.24±1.39 1.95±1.80 1.90±2.46 1.82±2.19 

10.5 2.87±1.59 1.50±1.97 2.32±2.07 2.04±2.29 
12.5 3.05±1.37 0.66±1.62 2.74±2.21 1.65±2.06 
14.5 2.90±2.57 0.84±1.33 2.63±2.36 0.67±1.03 
16.5 1.89±2.33 1.75±2.71 1.88±2.33 0 
19.5 1.21±2.13 2.32±2.67 1.70±2.21 0 
21.5 1.98±2.39 1.79±1.62 1.87±1.81 0 
26 2.52±2.76* 0.98±2.05 1.07±0.82 0 
28 1.92±2.21 1.25±2.05 0 0 
32 1.77±1.70* 1.09±1.88 0 0 

 
表 5  停菌后不同时间各组能检测到 E.coli 的 SPF 小鼠数（个） 

Table 5  Number of SPF mices with E.coli after implantation 

采样时间 
Sampling time （d） 

1 mg·L-1 10 mg·L-1 100 mg·L-1 
对照组 
Control 

1 6 6 6 6 
1.5 6 6 6 6 
3 6 6 5 4 
4.5 6 6 6 4 
6.5 5 4 2 3 
8.5 2 2 3 2 

10.5 5 1 3 3 
12.5 3 1 4 2 
14.5 3 1 3 0 
16.5 2 2 2 0 
19.5 1 3 2 0 
21.5 3 2 2 0 
26 3 1 1 0 
28 3 2 0 0 
32 1 1 0 0 

3  讨论 

肠道菌群对保持人体健康起着非常重要的作用，

它不仅构成一道防止外来细菌侵入和过度生长的生物 

屏障，还参与物质代谢、营养转化和合成，并且作为

抗原刺激，使机体获得对许多致病菌及其毒性产物的

抵抗能力。残留在动物性食品中的抗菌药被人体摄入

后，有可能破坏肠道菌群对外来病原菌的抵御能力并
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使细菌的耐药性增强，因此，近年来抗菌药残留的微

生物学作用越来越受到重视，成为抗菌药安全评价很

重要的一项内容[1,5,6,8]。 
尽管早在 20 世纪 80 年代抗菌药残留对肠道菌群

的影响就被一些学者和国际组织提出和关注，但到目

前为止，国际上尚未建立统一的评价模型和方法，美

国和欧盟最近出台了有关这方面的草案性纲要以供参

考[5,6,8]。他们推荐的评价模型和方法分为离体和活体

两类，其中活体模型包括人志愿者、普通动物、无菌

啮齿动物和 HFA 等，这些方法都各有优缺点，HFA
小鼠定植的是人体粪便菌群，与人体更为接近，被食

品法典委员会（CAC）、欧洲医药评价署（EMEA）和

兽药登记技术要求国际一体化（VICH）推荐使用[5,6,8]，

美国 FDA 曾专门资助一项采用 HFA 小鼠评价环丙沙

星、四环素和新霉素对肠道菌群影响的研究[2,5]。但无

菌小鼠的来源困难，饲养技术要求高，难以进行大样

本量试验。本研究采用来源相对容易的 SPF 小鼠评价

恩诺沙星对肠道菌群的影响，结果提示，虽然 SPF 小

鼠的肠道菌群与人体存在很大差异，如 SPF 小鼠的粪

便检测不到 E.coli，但在进行抗菌药残留对人体肠道

菌群影响的安全评价时，采用 SPF 小鼠模型得到的结

果还是有一定参考价值的。有一点要提到的是，SPF
小鼠的样本量尽量大一些，否则由于个体差异大，会

导致结果不好判断。 
抗菌药对肠道菌群最主要的影响是破坏肠道菌群

的定植抗力和选择出耐药菌[6,8]。正常肠道菌群中各种

微生物除能相互制约外，还能阻止或干扰其它病原菌

和条件致病菌的定植，构成一道防止外来细菌侵入和

过度生长的生物屏障，这种拮抗作用，被称为定植抗

力(colonization resistance, CR)，对宿主具有一定的保

护作用[9]。定植抗力主要是由肠道菌群占优势地位的

厌氧菌决定的，肠道不同菌属的细菌数目和相对比例

的改变是反映肠道菌群定植抗力很重要的一个指标。

对肠道细菌的 MIC 测试结果表明，恩诺沙星等氟喹诺

酮类药物主要作用于需氧和兼性厌氧革兰氏阴性杆

菌，厌氧菌如双歧杆菌、优杆菌、乳酸杆菌、拟杆菌、

梭杆菌和消化链球菌等人体胃肠道的主要构成成分，

大部分不受恩诺沙星和环丙沙星的影响[10]。FDA 的离

体或活体实验结果都表明残留量环丙沙星对肠道菌群

的主要影响是选择出耐药拟杆菌，对细菌数量和定植

抗力影响不大[2,5]。本研究的计数结果显示低剂量恩诺

沙星主要使需氧和兼性厌氧菌的耐药率增加，说明在

本试验条件下，需氧和兼性厌氧菌的耐药率变化是一

个比较敏感的指标。但这种耐药率的增加是因为药物

诱导还是因为药物抑制敏感菌促进耐药菌生长的结果

还有待进一步研究。从本研究结果来看，用药 20 d 后

低剂量组耐药率才明显升高，提示药物长期低剂量作

用会使肠道细菌耐药性增强，这种作用不容忽视，对

人体健康影响很大。 
在本试验条件下，恩诺沙星对肠道菌群的无作用

剂量小于 1 mg·L-1，假定小鼠每天饮水 5 ml，平均体

重 20 g，则 1 mg·L-1 恩诺沙星饮水相当于摄入 0.25 
mg·kg-1体重，一般来说，小鼠和人的用药比例为 25～
50∶1[11]，那么小鼠 1 mg·L-1恩诺沙星饮水相当于人体

摄入量 5～10 µg·kg-1 体重，中国现行规定的恩诺沙星

和环丙沙星的 ADI 为 0～6.2 µg·kg-1体重，介于 5～10 
µg·kg-1之间，也就是说，中国现行规定的恩诺沙星和

环丙沙星的 ADI 也可能会对人体肠道菌群产生影响，

主要为选择出耐药需氧和兼性厌氧菌。 

4  结论 

中国现行规定的恩诺沙星和环丙沙星的ADI也可

能会对人体肠道菌群产生影响，主要为选择出耐药性

强的需氧和兼性厌氧菌。 
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