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［摘　 要］ 　 对贵州省规模化养猪场的 １６７ 株大肠杆菌进行 １６ＳｒＲＮＡ 甲基化酶基因的流行及转移情

况研究，为氨基糖类药物在兽医临床上的合理使用提供理论参考。 采用微量肉汤稀释法测定药物

敏感性，聚合酶链反应（ＰＣＲ，Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ｃｈａｉｎ Ｒｅａｃｔｉｏｎ）方法检测 １６ＳｒＲＮＡ 甲基化酶基因的携带和

转移。 结果显示，阿米卡星、卡那霉素、链霉素、庆大霉素、新霉素的平均耐药率分别为 １７． ５％、
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　 　 抗菌药物的发现与应用给人类和动物健康

带来了福利，但随着抗菌药物不规范地长期大量

使用甚至滥用，细菌耐药性问题变得十分严

峻 ［１］ ，新药研发的速度不及耐药性发展快，细菌

感染疾病的治疗陷入：用药→耐药→加大剂量和

种类用药→高度耐药和多重耐药→超级细菌产

生的恶性循环 ［２］ ，如何降低或消除细菌耐药性

的危害已成为全球关注的焦点 ［３］ 。
氨基糖苷类抗生素在临床主要的抗菌药

物 ［４］ ，由于广泛和过度使用，其耐药问题十分严

峻。 氨基糖苷类抗生素修饰酶（ ＡＭＥ，Ａｍｉｎｏｇｌｙ⁃
ｃｏｓｉｄｅ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ）和 １６ＳｒＲＮＡ
甲基化酶可以在不同细菌间快速水平传播并不

受菌属特异性限制，成为介导氨基糖苷类耐药最

为广泛的途径。 许多研究表明，氨基糖苷类药物

高水平耐药的主要途径是由外源 １６ＳｒＲＮＡ 甲基

化酶介导 ［５］ 。 贵州省养猪场细菌对氨基糖苷类

的耐药较为严重 ［６－７］ ，此现象是否与 １６ＳｒＲＮＡ 甲

基化酶耐药基因的存在有关，目前还未见相关报

道。 本研究以贵州省 ６ 个地州市规模化养猪场

的 １６７ 株大肠杆菌为对象，探讨贵州省规模猪场

的 １６ＳｒＲＮＡ 甲基化酶基因的流行情 况，并 对

１６ＳｒＲＮＡ 甲基化酶在细菌间的转移进行了研究，
以期为氨基糖类药物的合理使用提供理论参考。
１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 主要仪器　 ＳＷ－ＣＴ－１Ｆ 超净工作台：上海

博迅实业有限公司医疗设备厂，２６００ 型基因扩

增 仪： 杭 州 明 朗 科 学 仪 器 有 限 公 司，
ＡＵＷ１２０Ｄ－型电子天平：岛津制作所，ＸＨ－Ｃ快

速混 匀 器 ＳＫ－１： 常 州 澳 华 仪 器 有 限 公 司，
ＨＨ．Ｂ１１－４２０－Ｓ－Ⅱ型恒温培养箱：上海贺德实

验设备有限公司，ＬＤＺＸ－３０ＦＢＳ－型全自动高压

蒸汽灭菌锅：上海申安医疗器械厂等。
１．１．２　 药品　 ＬＢ 肉汤培养基，伊红美兰琼脂培养

基（ＭＨＡ，Ｅｏｓｉｎ ｍｅｉｌａｎ ＡＧＡＲ ｍｅｄｉｕｍ），缓冲蛋白

胨水（ＢＰＷ，Ｂｕｆｆｅｒｅｄ Ｐｅｐｔｏｎｅ Ｗａｔｅｒ），木糖赖氨酸去

氧胆酸盐琼脂 （ ＸＬＤ， Ｂｉｌｅ ａｃｉｄ ｓａｌｔ ＡＧＡＲ ｘｙｌｏｓｅ

ｌｙｓｉｎｅ ｔｏ ｏｘｙｇｅｎ），米勒 －海顿肉汤培养基 （ＭＨＢ，
Ｍｉｌｌｅｒ－ Ｈａｙｄｎ ｂｒｏｔｈ ｍｅｄｉｕｍ），肠杆菌科生化鉴定

管，链霉素、庆大霉素、卡那霉素、阿米卡星、新霉素

等标准品（纯度达 ９９．９％），美仑生物公司。
１．１．３　 菌株　 １６７ 株实验大肠杆菌是贵州大学兽

医药理学实验室 ２０１２ 年 ７ 月至 ２０１３ 年 １ 月，从
贵阳、兴义、安顺、毕节、凯里、六盘水 ６ 个地州市

的规模猪场采集并分离鉴定；质控菌株为大肠杆

菌ＡＴＣＣ２５９２２，生工生物工程（上海）有限公司；
１６ＳｒＲＮＡ 甲基化酶基因阳性菌株由华南农业大

学兽医学院实验室惠赠；受体菌大肠杆菌和沙门

氏菌是贵州大学兽医药理学实验室分离鉴定。
１．２　 方法

１．２．１　 分离菌 ＭＩＣ 值测定　 按照临床和实验室标

准协会（ＣＬＳＩ，Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ａｎｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｓｔａｎｄａｒｄｓ Ｉｎ⁃
ｓｔｉｔｕｔｅ）推荐的方法和判定标准，采用微量肉汤稀释

法［８］测定大肠杆菌对链霉素、庆大霉素、卡那霉素、
阿米卡星、新霉素的最低抑菌浓度（ＭＩＣ，Ｍｉｎｉｍａｌ
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）值。
１．２．２　 １６ＳｒＲＮＡ 甲基化酶基因检测　 模板 ＤＮＡ 提

取：采用煮沸法提取细菌的总 ＤＮＡ。 引物：由贵州

大学兽医药理学实验室设计，生工生物工程（上海）
有限公司合成。

反应体系：为 ５０ μＬ ∶ ＭＩＸ９．３ μＬ，上、下游引物

各 １ μＬ，ＤＮＡ 模板 ２ μＬ，无菌水 ３６．７ μＬ。 反应条

件：ｒｍｔ Ｂ 为预变性 ９５℃，５ ｍｉｎ；变性 ９５ ℃，３０ ｓ；
退火 ５３．５ ℃，３０ ｓ；延伸 ７２ ℃，３０ ｓ； 再延伸 ７２ ℃，
５ ｍｉｎ；３０ 个循环。 ａｒｍＡ 为预变性 ９５ ℃，５ ｍｉｎ；变
性 ９５ ℃，３０ ｓ； 退火 ５３．５ ℃，３０ ｓ；延伸 ７２ ℃，３０ ｓ；
再延伸 ７２ ℃，５ ｍｉｎ；３２ 个循环。 ＰＣＲ 产物凝胶，胶
回收送生工生物工程（上海）有限公司测序。
１．２．３　 １６ＳｒＲＮＡ 甲基化酶基因在细菌间转移的研究

参考王冠玉的方法 ［９］ 检测 １６ＳｒＲＮＡ 甲基化

酶基因（ ｒｍｔＢ）从供体菌（为携带 ｒｍｔＢ 基因对阿

米卡星耐药的大肠杆菌） 向受体菌 （为不携带

ｒｍｔＢ 基因的大肠杆菌和沙门氏菌）的转移。
将供、受体菌的菌液稀释后，供体菌涂布于

含阿米卡星（ ５００ μｇ ／ ｍＬ） ，受体菌－大肠杆菌涂
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布于含环丙沙星（ １６ μｇ ／ ｍＬ） 、沙门氏菌涂布于

头孢噻肟（６４ μｇ ／ ｍＬ）的固体培养基上，３７ ℃ 培

养 过 夜； 调 整 菌 液 浓 度， 吸 光 值 （ ＯＤ， ｏｐｔｉｃａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｄ）约为０．５，培养；离心，弃上清液生理盐

水混匀菌体沉淀；涂布于 ＭＨＡ 平板，培养；洗下

菌苔，１０ ２ ～ １０ ３ 倍稀释后，涂布于含阿米卡星和

环丙沙星、阿米卡星和头孢噻肟的选择性培养基

上，培养；挑选单菌落在不含抗生素的培养基上

传代 ３ 次，再挑取单菌落在含双抗的选择性培养

基上培养过夜，生长的菌落即初步认定为接合

子，然后进行 ＰＣＲ 检测验证，并按照＂ １． ２． １ 方

法＂测定接合子的 ＭＩＣ 值。
２　 结　 果

２． １ 　 ＭＩＣ 值 测 定 结 果 　 从 贵 州 省 ６ 个 地

（州、市）规模猪场分离到的 １６７ 株大肠杆菌对

氨基糖苷类药物的耐药程度较高，对阿米卡

星、卡那霉素、链霉素、庆大霉素、新霉素的平

均 耐 药 率 分 别 为 １７ ． ５％、 ６７． ８％、 ８０． ９％、
７７．７％、７５．３％；卡那霉素、庆大霉素和链霉素

的耐药率较高，ＭＩＣ 值最高是＞ ２５６ ｍｇ ／ Ｌ，为高

度耐药，达到耐药的１６ 倍，阿米卡星和新霉素

相对较低。

表 １　 １６ＳｒＲＮＡ 甲基化酶耐药基因（ｒｍｔＢ 和 ａｒｍＡ）的引物序列

基因类别 引物名称 核苷酸序列 （５′→３′） 大小 登录号

１６ＳｒＲＮＡ ｒｍｔＢ－Ｆ ５′－ＣＣＧＡＡＡＡＣＧＡＴＴＴＡＧＧＡＧＡＣＡＣＣ－３′ ９８２ １３９０６４０５

甲基化酶

ｒｍｔＢ－Ｒ ５′－ＧＧＣＴＴＧＧＣＡＧＴＧＧＧＧＡＡＡ－３′

ＡｒｍＡ－Ｆ ５′－ＧＧＣＧＴＧＡＡＧＧＴＧＡＴＧＡＡＣＡＡＧ－３′ １２１９ １３８７６８５３

ＡｒｍＡ－Ｒ ５′－ＣＡＧＣＣＧＴＴＧＧＡＣＡＧＡＧＴＴＴＡＧＴＡ－３′

表 ２　 贵州省内 １６７ 株猪源大肠杆菌对五种氨基糖苷类药物的平均耐药率

药物 阿米卡星 卡那霉素 链霉素 庆大霉素 新霉素

耐药率 ／ ％ １７．５ ６７．８ ８０．９ ７７．７ ７５．３

．

图 １　 贵州省各个地区大肠杆菌耐药率统计结果
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２．２　 ｒｍｔＢ 基因的 ＰＣＲ 检测结果　 在试验的１６７ 株

大肠杆菌中，检测到 １６ＳｒＲＮＡ 甲基化酶－ｒｍｔＢ 基

因，共检测到 ８ 株，检出率为 ４．７９％；图 ２ 为阳性菌

株，即携带有 ｒｍｔＢ 和 ａｒｍＡ 基因的大肠杆菌，１ 泳道

为阴性对照，２ 泳道为 ｒｍｔＢ 基因，３ 泳道为ａｒｍＡ基

因。 图 ３ 为在 １６７ 株大肠杆菌中检测到的 ８ 株，１ 泳

道为阴性对照，２ ～ ９ 泳道为检测到的 ８ 株，即 ｒｍｔＢ
基因，而未检测到 ａｒｍＡ 基因。 测序结果经对比相

似度均达到 ９９．９％，基本可确定其为 １６ＳｒＲＮＡ 甲基

化酶 ｒｍｔＢ 基因。
２．３　 ｒｍｔＢ 基因的转移 　 按照＂ １．２．３ 方法＂ ，进行

ｒｍｔＢ 的水平接合转移，结果表明大肠杆菌携带的

ｒｍｔＢ 耐药基因可成功转移至 ８ 株大肠杆菌和 １ 株

沙门氏菌。 ＰＣＲ 检测和 ｒｍｔＢ 转移的产物电泳图，
见图 ４，１ 泳道为阴性对照，２ ～ １０ 泳道为接合成功

的 ９ 株菌。 测序结果经对比相似度均达到 ９９．９％，
基本可确定其为 １６ＳｒＲＮＡ 甲基化酶 ｒｍｔＢ 基因。
２．４　 接合子 ＭＩＣ 值变化　 从表可以看出，转移之

后的菌株耐药水平大部分都有所提高，其中阿米卡

星的 ＭＩＣ 值变化最大，从敏感变为高度耐药，ＭＩＣ
值均大于 ２５６ ｍｇ ／ Ｌ，其次是新霉素。 这与陈琳

等［１０］猪阴沟肠杆菌 １６ＳｒＲＮＡ 甲基化酶耐药基因分

析报道一致。 因此，判断细菌是否含有 １６ＳｒＲＮＡ 甲

基化酶，提示药物可能可以用阿米卡星和新霉素。
如果该细菌对这两种药物均为高度耐药，那么该细

菌很可能含有 １６ＳｒＲＮＡ 甲基化酶。
３　 讨　 论

１６ＳｒＲＮＡ 甲基化酶介导的细菌对氨基糖苷

类药物高度耐药，是通过菌体内 １６ＳｒＲＮＡ 甲基

化酶的甲基化作用，对该菌产生的氨基糖类物质

形成高水平耐药，使其在复杂的微生物环境下形

成生态学优势，导致革兰氏阴性杆菌对多种临床

常用氨基糖苷类药物高度耐药。 由 １６ＳｒＲＮＡ 甲

基化酶介导的氨基糖苷类药物的高水平耐药，以
及由其与其他基因同时存在，引起高水平多重耐

药，对临床药物选择造成了很大的压力，引起抗

菌药物用药危机 ［１１］ 。 本研究发现贵州省内出现

１６ＳｒＲＮＡ 甲基化酶基因 ｒｍｔＢ 基因，同样将对贵州

省养猪场氨基糖苷类药物的使用造成一定的压力。

Ｍ：ＤＬ ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１：大肠埃希菌 ＡＴＣＣ ２５９２２；
２：ｒｍｔＢ；基因 ３：ａｒｍＡ 基因

图 ２　 阳性菌 ＰＣＲ 产物电泳结果

Ｍ：ＤＬ ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１：大肠埃希菌 ＡＴＣＣ ２５９２２；
２～９：检测基因 ｒｍｔＢ

图 ３　 检测菌 ＰＣＲ 产物电泳结果

Ｍ：ＤＬ ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１：大肠埃希菌 ＡＴＣＣ ２５９２２；
２～１０：接合子

图 ４　 接合子 ＰＣＲ 产物电泳结果
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表 ３　 接合子对常见抗生素 ＭＩＣ 值测定结果

药物名称

接合试验前 接合试验后

平均 ＭＩＣ 值 结果判定 平均 ＭＩＣ 值 结果判定

／ （ｍｇ·Ｌ－１） ／ （ｍｇ·Ｌ－１）
变化

阿米卡星 ２．５ 敏感 ＞５１２ 高度耐药 ↑

卡那霉素 ３４１．３３ 耐药 ＞５１２ 高度耐药 ↑

磺胺嘧啶钠 ８１０．７ 耐药 １０２４ 耐药 ↑

诺氟沙星 ３２．４ 耐药 １７４．２ 耐药 ↑

庆大霉素 １６５．５ 耐药 ２３４．７ 耐药 ↑

头孢他啶 １９２ 耐药 ６５４．８ 高度耐药 ↑

新霉素 ２９．３ 耐药 ３４１．８ 耐药 ↑

　 　 诸多研究及本研究均发现，１６ＳｒＲＮＡ 甲基化

酶能在一些细菌间交换或转移，所以将可能致使

越来越多的临床分离菌对氨基糖苷类药物产生

高水平耐药 ［４］ 。 大量氨基糖苷类药物在畜牧养

殖业的使用，促进 １６ＳｒＲＮＡ 甲基化酶在动物病

原菌中的出现和扩散 ［１２］ 。 近年来有研究表明，
动物源细菌的耐药基因可以通过与人体直接接

触或间接地通过食物链向人体进行传递。 因此，
在动物源细菌中检测到的 １６ＳｒＲＮＡ 甲基化酶基

因，存在着传递给人类病原菌的危险 ［１３］ 。 而且

许多可用抗生素治疗后，出现严重的人类病原体

产生耐药性的情况，可能构成现代医疗的最大威

胁 ［１４］ 。 目前，动物源细菌耐药性已引起全世界

的高度关注 ［１５］ 。 因此，加强耐药基因的耐药传

播机制的研究以及对临床上耐药菌株的流行情

况调查监控具有重要意义。
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