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［摘　 要］ 　 为研究鸡蛋壳表面携带耐药细菌的情况，选取吉林省四家蛋鸡养殖场内新鲜鸡蛋，采取

传统细菌学方法从鸡蛋壳表面进行病原菌分离鉴定和药敏试验，ＰＣＲ 方法进行耐药基因检测，成功

分离鉴定出 ４ 株嗜麦芽窄食假单胞菌；抑菌试验结果显示，分离菌对环丙沙星敏感，对林可霉素、氟
苯尼考、阿米卡星中敏感，对头孢曲松、阿莫西林、多粘菌素 Ｅ 不敏感；在 ４ 株假单胞菌分离株中检

出 ＣＴＸ－Ｍ 型 β－内酰胺酶耐药基因。 此结果为进一步研究假单胞菌对蛋鸡养殖的危害和食品卫生

安全提供了试验依据。
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　 　 鸡蛋是日常生活中常见的食物，２０００ 年以来，
城市居民人均鸡蛋年消费量保持在 １０ ｋｇ 以上［１］。
全世界每年发生的腹泻病有 １．５ 亿人，４６．４％是食

源性致病菌引起的疾病［２］。 假单胞菌是严重危害

动物的食源性细菌之一。 该菌可引起动物体发生

局部或全身不同程度的感染，条件性致病各日龄的

蛋鸡，使出壳率下降，导致大量死弱病鸡［３］。 陈力

力等对鸡蛋壳表面分离的细菌数量及种群结构研

究表明，以假单胞菌的分离率最高［４］。 为了保护消

费者，很多国家法律规定对鸡蛋进行各种消毒措

施，如紫外线辐射［５］，气态臭氧［６］，氯气［７］ 或热处

理［８］，以避免主要由假单胞菌、大肠杆菌等引起的

疾病感染，使消费者获得安全、卫生的鸡蛋。 本试

验通过对吉林省四家蛋鸡养殖场不同鸡舍内鸡蛋

壳表面细菌的分离培养，最终筛选出耐多粘菌素类

和 β－内酰胺类药物的假单胞菌，经测序分析该假

单胞菌分离株中携带 ＣＴＸ－Ｍ 型 β－内酰胺酶耐药

基因，这在国内外尚属首次发现［８－１０］。 本研究结果

为临床防治蛋鸡假单胞菌病提供了试验依据。
１　 材料与方法

１．１　 主要培养基及试剂　 ＳＳ 培养基、Ｍｕｅｌｌｅｒ－Ｈｉｎｔｏｎ
琼脂培养基购自青岛高科园海博生物技术有限公

司；麦康凯培养基购自北京奥博星生物技术有限公

司；ＥＳＢＬ 显色培养基购自法国科马嘉生物技术有

限公司；细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒、普通琼脂糖

凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ１５０００、ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００、ＥＸ Ｔａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ 购自天根生

化试剂（北京）有限公司；革兰氏染液购自南京建成

科技有限公司；药敏片购自杭州生物试剂有限公司。
１．２　 鸡蛋的选取　 选取吉林省某四家蛋鸡场内 １３ 个

不同鸡舍内的鸡蛋，每个鸡舍随机选取 １０ 枚鸡蛋。
１．３　 病原菌的分离　 无菌采集鸡蛋壳表面一定面

积，划线接种于 ＬＢ 固体培养基，３７ ℃培养 １８ ｈ，观
察细菌生长情况。 挑取单个菌落进行纯培养后，取
细菌纯培养物分别接种于多粘菌素 Ｂ 固体培养基、
多粘菌素 Ｅ 固体培养基、１０％兔血琼脂平板、ＳＳ 固

体培养基、麦康凯固体培养基和 ＥＳＢＬ 固体显色培

养基，３７ ℃培养 １８ ｈ，观察细菌生长情况。 对分离菌

株进行革兰氏染色镜检，观察细菌染色特性及形态。
１．４　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因扩增 　 取菌液按基因组 ＤＮＡ
提取试剂盒说明书提取基因组 ＤＮＡ，以其为模板利

用 １６Ｓ ｒＤＮＡ 通用引物进行基因扩增。 上游引物：
５＇－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３＇；下游引物：５＇－

ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３＇。 ２５ μＬ ＰＣＲ 体系，
扩增条件：９５ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ，９４ ℃ 变性 １ ｍｉｎ，
５６ ℃退火 １ ｍｉｎ，７２ ℃ 延伸 ２ ｍｉｎ，３０ 个循环后

７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ，４ ℃保存。 ＰＣＲ 产物用 １％琼脂糖

凝胶电泳检测，观察结果。 按照试剂盒步骤对产物

回收，送上海生工生物工程技术服务有限公司测序。
１．５ 　 抑菌试验 　 参照临床实验室标准化协会

（ＣＬＳＩ）的标准，利用琼脂纸片扩散法，检测所分离

细菌对上述药敏纸片的敏感程度。
１．６　 耐药基因检测　 采用 ＣＴＸ－Ｍ 引物进行基因

扩增，该引物扩增 ５９３ ｂｐ 的特异片段。 上游引物：
５＇－ＧＧＧＣＴＧＡＧＡＴＧＧＴＧＡＣＡＡＡＧＡＧ－３＇；下游引物：
５ ＇ － ＣＧＴＧＣＧＡＧＴＴＣＧＡＴＴＴＡＴＴＣＡＡＣ － ３ ＇。 ２５ μＬ
ＰＣＲ 体系，扩增条件：９５ ℃预变性 １０ ｍｉｎ， ９５ ℃变

性 ３０ ｓ，５５ ℃退火 １ ｍｉｎ，７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎ，３０ 个循

环后 ７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物用 １％琼脂糖凝胶

电泳检测，观察结果。 按照试剂盒步骤对产物回

收，送上海生工生物工程技术服务有限公司测序。
２　 结果与分析

２．１　 细菌分离培养与镜检　 在 ＬＢ 固体培养基（图 １
Ａ）和含多粘菌素的固体培养基（图 １ Ｂ）上生长为

边缘光滑、整齐、菌落黄色、略透明状微隆起的菌

落；在 １０％兔血琼脂平板上生长为金属色光泽的菌

落，周围出现溶血环（图 １ Ｃ）；在 ＥＳＢＬ 显色固体培

养基上生长为半透明状，绿色色素沉淀样的菌落，
表明该菌可能产 β－内酰胺酶（图 １ Ｄ）；镜检可见

革兰氏阴性杆菌（图 １ Ｅ）。
２．２　 细菌基因组 ＤＮＡ 提取结果　 提取的产物通过

１％琼脂凝胶电泳检测，可见一条大于 １５０００ ｂｐ 的

明亮条带（图 ２）。
２．３　 分离菌株的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列分析 　 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 引物 ＰＣＲ 产物通过 １％琼脂糖凝胶电泳检

测，在 １５００ ｂｐ 左右有明亮的条带，与目的条带相符
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（图 ３）。 测序得到的核苷酸序列在 ＮＣＢＩ ＢＬＡＳＴ 数

据库中对比分析，结果显示该菌与已知假单胞菌同

源性为 ９５．７％～９６．２％（图 ４），结合该菌株的培养染

色特征，可确定分离菌株为嗜麦芽窄食假单胞菌。

Ａ：ＬＢ 固体培养基；Ｂ：多粘菌素固体培养基；Ｃ：１０％兔血琼脂平板；Ｄ：ＥＳＢＬ 固体培养基；Ｅ：革兰染色镜检（× １０００）

图 １　 细菌分离培养与染色镜检结果

Ｆｉｇ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ｃｕｌｔｕｒｅ ａｎｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ

Ｍ：ＤＬ１５０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１～４：细菌基因组 ＤＮＡ 提取结果；５：阴性对照

Ｍ：ＤＬ１５０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１～４： Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｇｅｎｏｍｅ ＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ；５：ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ２　 细菌基因组 ＤＮＡ 提取结果

Ｆｉｇ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｇｅｎｏｍｅ ＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１～４： １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 扩增产物；５：阴性对照

Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１～４：ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｇｅｎｅ；５：ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ３　 分离菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 扩增产物

Ｆｉｇ ３　 ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ

图 ４　 分离菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ 同源性比较

Ｆｉｇ ４　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｇｅｎｅ

·２３·
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２．４　 抑菌试验结果　 ４ 株嗜麦芽窄食假单胞菌同

时对头孢曲松、多粘菌素 Ｅ、阿莫西林 ３ 种药物

１００％耐药，对环丙沙星 １００％高度敏感，对磷霉素

１００％中度敏感，对林可霉素、氟苯尼考 ７５％中度敏

感，对阿米卡星 ５０％中度敏感（表 １）。 上述结果表

明，该菌对 β－内酰胺类药物（头孢曲松、阿莫西林）
和多粘菌素类药物具有很强的耐药性。

表 １　 分离菌株抑菌试验结果

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｓｉｓ ｔｅｓｔ

药物名称 含量（μｇ ／ 片） 耐药 Ｒｍｍ 中介 Ｉｍｍ 敏感 Ｓｍｍ
抑菌圈直径 ／ ｍｍ

菌株 １ 菌株 ２ 菌株 ３ 菌株 ４

头孢曲松 ３０ ≤１４ １５～１７ ≥１８ Ｒ（０） Ｒ（０） Ｒ（０） Ｒ（０）

阿莫西林 ２０ ≤１３ １４～１７ ≥１８ Ｒ（０） Ｒ（０） Ｒ（０） Ｒ（０）

环丙沙星 ５ ≤１５ １６～２０ ≥２１ Ｓ（３０） Ｓ（３１） Ｓ（３２） Ｓ（３４）

多粘菌素 Ｅ ３００ ≤８ ９～１１ ≥１２ Ｒ（０） Ｒ（０） Ｒ（０） Ｒ（０）

磷霉素 ２００ ≤１２ １３～１５ ≥１６ Ｓ（２０） Ｉ（１５） Ｓ（２１） Ｓ（２１）

氟苯尼考 ３０ ≤１２ １３～１７ ≥１８ Ｉ（１５） Ｉ（１６） Ｒ（１２） Ｉ（１４）

林可霉素 ２ ≤１３ １４～１７ ≥１８ Ｓ（２１） Ｒ（０） Ｉ（１４） Ｉ（１７）

丁胺卡那 ３０ ≤１４ １５～１６ ≥１７ Ｒ（０） Ｉ（１５） Ｉ（１６） Ｒ（０）

２．５　 耐药基因检测结果　 ＣＴＸ－Ｍ 引物 ＰＣＲ 产物

经 １％琼脂糖凝胶电泳检测，在 ５９３ ｂｐ 处有明亮的

条带，与目的条带相符（图 ５）。 说明所分离的 ４ 株

嗜麦芽窄食假单胞菌均携带 β－内酰胺酶耐药基因。

Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１～４：假单胞菌菌株；５．阴性对照

Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１～４：Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｔｒａｉｎ；５：ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 ５　 β－内酰胺酶基因 ＰＣＲ 结果

Ｆｉｇ ５　 Ｔｈｅ ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ β－ｌａｃｔａｍａｓｅ ｇｅｎｅ

３　 结　 论

随着生活水平的不断提高，食品安全问题越来

越成为人们关注的焦点。 由病原微生物引起的食

源性疾病是影响食品安全的最主要因素之一。 然

而，在鸡蛋的生产、运输和保存过程中，很多与蛋壳

接触的因素都可能造成鸡蛋的污染，鸡蛋对微生物

的侵入虽有一定的自卫能力（如溶菌酶的杀菌作

用），但随着贮存时间延长、贮存温度变化，这种能

力将会减弱，最后导致有害微生物侵入蛋内并繁

殖。 近年来，临床上由假单胞菌引起的人和畜禽感

染越来越多［９］，而且随着抗生素的过度使用，使其

耐药性不断上升，给临床用药带来很大困难。 抑菌

试验结果表明该假单胞菌分离株的多重耐药性较

为严重，对选取的 ８ 种药敏纸片，最高可达到 ５ 耐

的高度。 因此，在临床用药之前必须进行药敏试

验，从而提高治疗效果，减少使用无效药物造成的

经济损失。 在已有文献中，从人血液、鸡肠道内等

分离出了携带 ＣＴＸ－Ｍ 型 β－内酰胺酶耐药基因的

假单胞菌［１０－１２］，而本试验从鸡蛋壳表面分离出携

带此耐药基因的假单胞菌在国内外尚未见报道。

·３３·
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临床研究证实，ＣＴＸ－Ｍ 型超广谱 β－内酰胺酶是细

菌产生耐药性的重要机制［１３］。 本试验首次从吉林

省四家蛋鸡场内鸡蛋壳表面成功分离出 ４ 株携带

ＣＴＸ－Ｍ 型 β－内酰胺酶耐药基因的嗜麦芽窄食假

单胞菌，为进一步研究假单胞菌对蛋鸡养殖的危害

和食品卫生安全提供了试验依据，后续试验将扩大

样品数量及耐药性的检测，以便更加充分掌握鸡蛋

壳表面假单胞菌的相关数据。
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