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［摘　 要］ 　 为了建立猪源大肠杆菌对氟苯尼考、β － 内酰胺类与粘杆菌素耐药基因的多重 ＰＣＲ 检

测方法，本研究以氟苯尼考耐药基因 ｆｌｏＲ、β －内酰胺耐药基因 ＣＴＸ － Ｍ、粘杆菌素耐药基因 ｍｃｒ － １
作为目的基因，设计 ３ 对特异性引物，通过对多重 ＰＣＲ 反应体系及条件的优化，成功建立了多重

ＰＣＲ 检测方法。 该方法的灵敏度为 １． ４６ × １０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ，具有高度特异性、敏感性和可重复性。 本方

法的建立为大肠杆菌中常见耐药基因的快速检测及分子流行病学调查提供了新的手段。
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ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｎｅｗ ｍｅａｎｓ ｆｏｒ ｒａｐｉｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ
ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ； ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ； ｆｌｏＲ ｇｅｎｅ；ＣＴＸ －Ｍ ｇｅｎｅ；ｍｃｒ － １ ｇｅｎｅ；ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ
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　 　 猪大肠杆菌病在我国许多地区的猪场都有发

生，是严重危害仔猪安全的重要传染病之一［１］。 近

些年来，猪源大肠杆菌对氟苯尼考的耐药性问题日

益严重，有报道指出氟苯尼考的耐药率有增加的趋

势［２］；其耐药机制的研究主要集中在 ｆｌｏＲ 基因

上［３］，而且 ｆｌｏＲ 基因在革兰氏阴性菌之间广泛传

播。 产超广谱 β 内酰胺酶 （ＥＳＢＬｓ） 是细菌对 β 内

酰胺类抗生素产生耐药的主要机制［４］，近年来，
ＣＴＸ －Ｍ 型 ＥＳＢＬｓ 已经取代传统的 ＴＥＭ 型和 ＳＨＶ
型成为全球流行最广的 ＥＳＢＬｓ［５］。 我国学者刘艺

云等［６］首次报道了大肠杆菌对粘杆菌素的耐药基

因 ｍｃｒ － １，引起了国内外研究人员的高度关注，报
道称 ｍｃｒ － １ 基因已经在我国畜禽源大肠杆菌中广

泛存在，并且有沿食物链传递，从而危害食品安全

和人类健康的风险。
氟苯尼考、头孢噻呋、粘杆菌素作为养猪场临

床常用的抗菌药物，其耐药性问题不容忽视。 目

前，国内外报道的大肠杆菌耐药基因检测方法主要

以大肠杆菌对同一类药物的不同耐药基因的多重

ＰＣＲ 为主，尚无针对大肠杆菌对不同药物的耐药基

因建立的多重 ＰＣＲ 检测方法。
本研究结合临床常用抗菌药的使用情况，建立

大肠杆菌 ｆｌｏＲ、ＣＴＸ －Ｍ、ｍｃｒ － １ 耐药基因多重 ＰＣＲ
的检测方法，能为大肠杆菌耐药基因的快速检测提

供新的检测技术，为耐药基因的分子流行病学调查

提供技术手段，为猪源大肠杆菌耐药性的风险评估

和临床用药提供科学依据，从而为保障食品安全、
公共卫生安全和生态环境安全提供技术支撑。
１　 材　 料

１． １　 菌株　 ＦｌｏＲ、ＣＴＸ － Ｍ、ｍｃｒ － １ 基因阳性菌株

（已测序鉴定），大肠杆菌标准菌株 ＡＴＣＣ２５９２２，鼠
伤寒沙门氏菌标准菌株、金黄色葡萄球菌标准菌

株、单核细胞增生李斯特氏菌标准菌株、志贺氏菌

标准菌株、肠炎沙门氏菌标准菌株、粪肠球菌标准

菌株均为河南省兽药饲料监察所实验室购买保存。
１． ２　 培养基与试剂 　 ＬＢ 肉汤、菌落计数培养基，
购自北京陆桥技术股份有限公司；细菌 ＤＮＡ 提取

试剂盒，购自天根生化（北京）有限公司；ＰＣＲ 预混

酶（２ × Ｆｌａｓｈ Ｈｏｔ Ｓｔａｒｔ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ，货号：ＣＷ３００７Ｍ，
批号：２０３４７），细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒（货号：
ＣＷ０５５２，批号：０００２１３０４），购自北京康为世纪生物

科技有限公司；５０ × ＴＡＥ、溴化乙锭，购自索莱宝生

物 科 技 有 限 公 司； 琼 脂 糖， 购 自 西 班 牙

ＢＩＯＷＥＳＴ 公司。
１． ３　 主要仪器设备 　 ＰＣＲ 扩增仪，购自美国 Ａｐ⁃
ｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司；凝胶电泳仪，购自美国 Ｂｉｏ －
Ｒａｄ 公司；凝胶电泳成像系统，购自 Ａｌｐｈａｉｎｎｏｔｅｃｈ
Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ 公司；电子天平（ＢＳ２００２Ｓ），购自北京赛

多利斯仪器公司；生物安全柜，购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公

司；离心机，购自德国 Ｓｉｇｍａ 公司；水浴锅，购自金

坛市医疗仪器厂；电冰箱，购自青岛海尔股份有限

公司；超低温冰箱，购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司；纯水仪，
购自Ｍｉｌｉｐｏｒｅ 公司；恒温培养箱，购自上海一恒科技

有限公司；浊度仪，购自无锡市光明浊度仪厂；立式

自动压力蒸汽灭菌锅，购自日本三洋公司。
２　 方　 法

２． １　 引物设计 　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 提供的 ＣＴＸ － Ｍ、
ｍｃｒ － １、ｆｌｏＲ 基因及其亚型基因序列，利用 ＤＮＡＳｔａｒ
软件进行同源性分析，确定每个基因同源性高的保

守区域作为耐药基因的扩增靶序列，用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ ５． ０ 软件进行引物设计，引物交由生工生物

工程（上海）股份有限公司进行合成。 引物序列及

预期扩增片段长度见表 １。

表 １　 引物序列及扩增片段长度

Ｔａｂ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ

靶基因
Ｇｅｎｅ

引物序列（５′ｔｏ ３′）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′ｔｏ ３′）

长度 ／ ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ

ＣＴＸ －Ｍ
上游（Ｆ）ＡＴＧＴＧ ＣＡＧＴＡ ＣＣＡＧＴ ＡＡＡＧＴ

下游（Ｒ）ＴＧＧＧＴ ＲＡＡＧＴ ＡＲＧＴＣ ＡＣＣＡＧ ＡＡ
５９３ｂｐ

ｍｃｒ － １
上游（Ｆ）ＧＣＴＣＧＧＴＣＡＧＴＣＣＧＴＴＴＧＴＴＣ

下游（Ｒ）ＣＴＧＣＧＴＴＴＡＡＴＡＧＡＴＣＣＴＴＧＧＴＣＴＣＧ
３３８ｂｐ

ｆｌｏＲ
上游（Ｆ）ＣＴＧＡＡＣＡＣＧＡＣＧＣＣＣＧＣＴＡＴＧ

下游（Ｒ）ＣＡＧＧＡＣＣＧＣＴＣＣＧＣＡＡＡＣＡＡ
７５２ｂｐ

２． ２　 大肠杆菌模板 ＤＮＡ 的制备 　 参照试剂盒说

明书提供的步骤，利用细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂

·２·
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盒，提取大肠杆菌基因组 ＤＮＡ， － ２０ ℃ 冰箱保存

备用。
２． ３　 单基因 ＰＣＲ 的扩增及测序 　 选用耐药基因

阳性对照菌株模板 ＤＮＡ 作为扩增模板，参照常规

ＰＣＲ 标准添加量，根据引物的 ＴＭ 值、ＧＣ 含量等参

数，初步确定 ｆｌｏＲ、ＣＴＸ － Ｍ、ｍｃｒ － １ 单基因 ＰＣＲ 扩

增体系及条件，将 ＰＣＲ 产物送至生工生物工程（上
海）股份有限公司进行测序，并将测序结果与 Ｇｅｎ⁃
Ｂａｎｋ 上公布的序列进行同源性比较。
２． ４　 多重 ＰＣＲ 方法条件优化

２． ４． １ 　 引物浓度优化　 以阳性菌株为模板，各组

分浓度和参数均参照常规多重 ＰＣＲ 反应的一般原

则，在单重 ＰＣＲ 基础上，为了取得引物最佳组合浓

度，在预实验基础上按三因素五水平 Ｌ２５（５３） 设计

正交实验表，选取扩增效果较好的一组引物浓度组

合，初步确立多重 ＰＣＲ 扩增体系。 正交实验方案

见表 ２。
２． ４． ２　 退火温度优化 　 在优化引物组合的基础

上，进行退火温度优化。 将退火温度分别设置为

５１℃、５２℃、 ５３℃、 ５４℃、 ５５℃、 ５６℃、 ５７℃、 ５８℃、
５９℃、６０℃进行 ＰＣＲ 扩增，扩增产物用 １． ５％ 浓度

的琼脂凝胶进行电泳，用凝胶成像系统对扩增结果

进行分析。
２． ４． ３　 循环次数优化　 在优化好退火温度的基础

上，将循环次数分别设置为为 ３０ 次、３１ 次、３２ 次、
３３ 次、３４ 次、３５ 次进行 ＰＣＲ 扩增，扩增产物用

１􀆰 ５％浓度的琼脂凝胶进行电泳，用凝胶成像系统

对扩增结果进行分析。
２． ５　 多重 ＰＣＲ 方法的验证

２． ５． １ 　 多重 ＰＣＲ 特异性实验 　 分别以阳性对照

菌株、大肠杆菌标准菌株、鼠伤寒沙门氏菌标准菌

株、金黄色葡萄球菌标准菌株、单核细胞增生李斯

特氏菌标准菌株、志贺氏菌标准菌株、肠沙门氏菌

标准菌株、粪肠球菌标准菌株，进行多重 ＰＣＲ 的扩

增，观察 ＰＣＲ 结果特异性。
２． ５． ２　 多重 ＰＣＲ 敏感性实验 　 选取 １０ 株 ＦｌｏＲ、
ＣＴＸ － Ｍ、ｍｃｒ － １ 基因阳性的分离菌株（已经检测

证实），进行多重 ＰＣＲ 的扩增，扩增产物用 １． ５％浓

度的琼脂凝胶进行电泳，观察多重 ＰＣＲ 敏感性。

表 ２　 引物正交试验方案

Ｔａｂ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ ｐｒｏｔｏｃｏｌ

引物组合
Ｆｌｏｒ（μＬ）

（２０ μｍｏｌ ／ ｍＬ）
ｃｔｘ － ｍ（μＬ）

（２０ μｍｏｌ ／ ｍＬ）
ｍｃｒ － １（μＬ）

（２０ μｍｏｌ ／ ｍＬ）

１ ０． １ １． ８ ０． ３

２ ０． １ １． ９ ０． ４

３ ０． １ ２． ０ ０． ５

４ ０． １ ２． １ ０． ６

５ ０． １ ２． ２ ０． ７

６ ０． ２ １． ８ ０． ４

７ ０． ２ １． ９ ０． ５

８ ０． ２ ２． ０ ０． ６

９ ０． ２ ２． １ ０． ７

１０ ０． ２ ２． ２ ０． ３

１１ ０． ３ １． ８ ０． ５

１２ ０． ３ １． ９ ０． ６

１３ ０． ３ ２． ０ ０． ７

１４ ０． ３ ２． １ ０． ３

１５ ０． ３ ２． ２ ０． ４

１６ ０． ４ １． ８ ０． ６

１７ ０． ４ １． ９ ０． ７

１８ ０． ４ ２． ０ ０． ３

１９ ０． ４ ２． １ ０． ４

２０ ０． ４ ２． ２ ０． ５

２１ ０． ５ １． ８ ０． ７

２２ ０． ５ １． ９ ０． ３

２３ ０． ５ ２． ０ ０． ４

２４ ０． ５ ２． １ ０． ５

２５ ０． ５ ２． ２ ０． ６

２． ５． ３ 　 多重 ＰＣＲ 灵敏度实验 　 将阳性对照菌株

接种于 ＬＢ 肉汤，３７ ℃过夜培养，调节菌液浓度至

０． ５ ＭＣＦ，然后用无菌生理盐水将菌液递增稀释至

１０ － ８浓度，分别取 １ ｍＬ 稀释菌液制备扩增模板，用

多重 ＰＣＲ 方法进行 ＰＣＲ 检测。 同时，选取 １０ － ６ ～

１０ － ８稀释液，取 １ ｍＬ 涂布于菌落计数培养基。 根

据平板菌落计数结果和多重 ＰＣＲ 检测结果，确定

多重 ＰＣＲ 灵敏度。

·３·
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２． ５． ４　 多重 ＰＣＲ 重复性实验 　 用同批 ＰＣＲ 反应

试剂，分别在不同时间（间隔 ７ ｄ）、不同操作条件

（包括 ＰＣＲ 仪、操作人员）下对同一批阳性菌株（已
测序鉴定）检验批内重复性检测。

分别用 ３ 个不同批次的 ＰＣＲ 反应试剂，对同一

批次阳性菌株（已测序鉴定）进行批间重复性检测。
２． ５． ５　 多重 ＰＣＲ 符合性实验 　 随机选取 ８０ 株猪

源大肠杆菌 （已分离鉴定），同时采用已发表的

Ｆｌｏｒ［２］、ＣＴＸ －Ｍ［７］、ｍｃｒ － １［６］ 基因 ＰＣＲ 检测方法与

本文建立的多重 ＰＣＲ 方法进行耐药基因的检测，对
检测结果进行比较分析，检验多重 ＰＣＲ 的符合性。
２． ６　 对临床大肠杆菌样品的检测　 用优化好的多

重 ＰＣＲ 方法对河南部分地区猪源大肠杆菌样品进

行检测（为了方便对大量临床样品的检测，进行了

试剂盒提取样品 ＤＮＡ 模板、煮沸法提取 ＤＮＡ、菌液

ＰＣＲ 和菌落 ＰＣＲ 等提取方法对检测结果影响的对

比试验）。
３　 结果与分析

３． １　 单基因 ＰＣＲ 扩增和测序结果　 根据 ２． ３ 提供

的方法进行单基因 ＰＣＲ 扩增，最终在预期目的条

带附近都能扩增出单一目的条带。 其中退火温度

的优化结果为：ｆｌｏＲ 基因最佳退火温度为 ５７℃，可
变范围为 ５１℃ －６０℃；ＣＴＸ －Ｍ 基因的最佳退火温

度为 ５７℃，可变范围为 ５３℃ －６０℃；ｍｃｒ － １ 基因的

最佳退火温度为 ５６℃，可变范围为 ５３℃ － ５９℃；对
３ 个目的基因片段进行测序，分别进行序列比对分

析，结果证明扩增片段均为目的基因的片段。
３． ２　 多重 ＰＣＲ 方法条件优化

３． ２． １ 　 引物浓度优化结果　 按照 ２． ４． １ 的方法，
将 ３ 对引物进行组合后进行 ＰＣＲ 扩增，结果如

图 １。 结果显示，组合 １３ 的扩增效果最好，即 ｆｌｏＲ、
ＣＴＸ －Ｍ、ｍｃｒ － １ 的添加量分别为 ０． ３、２、０􀆰 ７ μＬ
时，扩增效果最好。
３． ２． ２　 退火温度优化结果　 根据 ２． ４． ２ 的方法调

整退火温度，用凝胶成像系统对扩增结果进行分

析，见图 ２。 结果显示，在 ５５℃ ～ ５８℃均能进行高

效的扩增，最终，选取 ５７℃为最佳退火温度。
３． ２． ３ 　 循环次数优化结果　 根据 ２． ４． ３ 的方法，

Ｍ： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００；１：引物组合 ３；２：引物组合 ４；

３：引物组合 ５；４：引物组合 １２；５：引物组合 １３；６：引物组合 １４；

７：阴性对照

图 １　 部分引物组合的 ＰＣＲ 产物凝胶电泳结果

Ｆｉｇ １　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ

ｐａｒｔｉａｌ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ

Ｍ： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００；１ － １０：５１℃ －６０℃；１１：阴性对照

图 ２　 不同退火温度的 ＰＣＲ 产物凝胶电泳结果

Ｆｉｇ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

在退火温度优化完毕的基础上，进行循环次数的优

化，循环次数优化结果，见图 ３。 根据结果，在 ３３
次、３４ 次、３５ 次循环时均有比较好的扩增结果，结
合扩增时间双重条件，选择 ３４ 次循环为最佳循环

次数。
根据全部优化结果最终确定多重 ＰＣＲ 反应体

系，见表 ３。
３． ３　 多重 ＰＣＲ 方法验证

３． ３． １　 多重 ＰＣＲ 特异性实验结果　 按照 ２． ５． １ 所

述的方法，对上述菌株进行 ＰＣＲ 扩增，结果见图 ４。
图中可以看出，只有阳性菌株扩增出了 ３ 条特异性

目的条带，其他标准菌株的模板均没有扩增出来。
说明本方法具有很高的特异性。

·４·
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Ｍ： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００；１ － ６：３０ － ３５ 个循环次数；７：阴性对照

图 ３　 不同循环次数的 ＰＣＲ 产物凝胶电泳结果

Ｆｉｇ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｙｃｌｅ ｔｉｍｅｓ

表 ３　 多重 ＰＣＲ 扩增体系

Ｔａｂ ３　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ
体系组成

Ｓｙｓｔｅｍ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ
组分用量（μＬ）

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｄｏｓａｇｅ （μＬ）
模板 ２
ｆｌｏＲ ０． ３ × ２

ＣＴＸ －Ｍ ２． ０ × ２
ｍｃｒ － １ ０． ７ × ２

ＥｘＴａｑ Ｍｉｘ 酶 ２５
灭菌双蒸水加至 ５０

　 ＰＣＲ 运行参数为：（９５℃，５ｍｉｎ） ＋ ｛（９５℃，３０ｓ） ＋ （５７℃，４０ｓ） ＋
（９５℃，３０ｓ）｝ × ３４ｃｙｃｌｅｓ ＋ （７２℃，１０ｍｉｎ）。

３． ３． ２　 多重 ＰＣＲ 敏感性实验结果　 根据 ２． ５． ２ 所

述的方法，对实验菌株进行 ＰＣＲ 扩增，结果见图 ５。
结果显示，１０ 株已知 ｆｌｏＲ、ＣＴＸ － Ｍ、ｍｃｒ － １ 基因阳

性的分离菌株，均能扩增出 ３ 条特异性条带。 说明

本方法具有很高的敏感性。
３． ３． ３　 多重 ＰＣＲ 灵敏度实验结果　 按照 ２． ５． ３ 所

述的方法进行实验，平板菌落计数结果表明，在
１０ － ６稀释度时，平板上长有 １４６ 个菌落，由此可以

得出 ０． ５ ＭＣＦ 的原菌液浓度为 １． ４６ × １０８ＣＦＵ ／ ｍＬ；

多重 ＰＣＲ 实验结果（见图 ６）表明，在 １０ － ３ 稀释度

时仍能扩增出 ３ 条特异性条带，此时的菌液浓度为

１． ４６ × １０５ＣＦＵ ／ ｍＬ，即平均每毫升 ＰＣＲ 反应体系中

有 １． ４６ × １０５个细菌存在时，３ 个耐药基因全部能

够被检测出来，说明本方法具有很好的灵敏度。

Ｍ： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００；１：大肠杆菌 ＡＴＣＣ２５９２２；２：阪崎杆菌；

３：志贺氏菌；４：肠炎沙门氏菌；５：鼠伤寒沙门氏菌；６：粪肠球菌；

７：单核细胞增生李斯特氏菌；８：金黄色葡萄球菌；

９：阳性对照；１０：阴性对照

图 ４　 特异性实验电泳图

Ｆｉｇ ４　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍ

Ｍ： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００；１ － １０：１０ 个样品；

１１：阳性对照；１２：阴性对照

图 ５　 敏感性实验电泳图

Ｆｉｇ ５　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍ

３． ３． ４　 多重 ＰＣＲ 重复性实验结果　 根据 ２． ５． ４ 的

方法，进行批间和批内重复性实验，结果分别见表 ４
和表 ５，结果显示，批间和批内重复性结果均一致，
说明本方法具有良好的重复性。

表 ４　 批内重复性试验结果

Ｔａｂ ４　 Ｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｂａｔｃｈ
实验次数 试剂批次 操作时间 阳性结果 阴性结果

１ ２０１８． ６． ２０ ２０１８． ８． １３ １０ ／ １０ １ ／ １

２ ２０１８． ６． ２０ ２０１８． ８． ２０ １０ ／ １０ １ ／ １

３ ２０１８． ６． ２０ ２０１８． ８． ２８ １０ ／ １０ １ ／ １

·５·



中国兽药杂志 ２０１９ 年 ７ 月第 ５３ 卷第 ７ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

Ｍ： ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００；１：１． ４６ × １０７ ｃｆｕ ／ ｍＬ；２：１． ４６ × １０６ ｃｆｕ ／ ｍＬ；

３：１． ４６ × １０５ ｃｆｕ ／ ｍＬ； ４：１． ４６ × １０４ ｃｆｕ ／ ｍＬ；５：１． ４６ × １０３ ｃｆｕ ／ ｍＬ；

６：１． ４６ × １０２ ｃｆｕ ／ ｍＬ；７：１． ４６ × １０１ ｃｆｕ ／ ｍＬ；８：１． ４６ × １００ ｃｆｕ ／ ｍＬ；

９：阴性对照

图 ６　 灵敏度实验电泳图

Ｆｉｇ ６　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍ

表 ５　 批间重复性试验结果

Ｔａｂ ５　 Ｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｉｎ ｂａｔｃｈｅｓ

实验次数 试剂批次 操作时间 阳性结果 阴性结果

１ ２０１８． ６． ２０ ２０１８． ９． １０ １０ ／ １０ １ ／ １

２ ２０１８． ７． ２０ ２０１８． ９． １０ １０ ／ １０ １ ／ １

３ ２０１８． ８． １０ ２０１８． ９． １０ １０ ／ １０ １ ／ １

３． ３． ５　 多重 ＰＣＲ 符合性实验结果　 根据 ２． ５． ５ 的

方法对 ８０ 株分离菌进行 ＰＣＲ 的扩增，比较单重

ＰＣＲ 和本文建立的多重 ＰＣＲ 结果，得出如下结果：

ｆｌｏＲ 基因有 ２ 个样品结果不一致 （ 符合率为

９７􀆰 ５％ ）；ＣＴＸ －Ｍ 有 ２ 个样品的结果不一致（符合

率为 ９７． ５％ ）；ｍｃｒ － １ 有 １ 个样品的结果不一致

（符合率为 ９８． ８％ ）。 符合率均为 ９８％左右。

３． ４　 对临床大肠杆菌样品的检测　 用优化好的多

重 ＰＣＲ 方法对河南部分地区的猪源大肠杆菌进行

检测（经过不同提取方法对检测结果影响的对比发

现，菌液 ＰＣＲ 和菌落 ＰＣＲ 均有良好的检测结果，鉴

于菌液 ＰＣＲ 和菌液 ＰＣＲ 更方便快捷，本文在检测

临床样品时选取菌液 ＰＣＲ 的方法），调查了该地区

１００ 株猪源大肠杆菌分离株的 ｆｌｏＲ、ＣＴＸ －Ｍ、ｍｃｒ －１

基因的携带情况，进一步验证了该方法的实用性。

检测结果表明，ｆｌｏＲ 基因检出率为 ７５． ０％ ，ＣＴＸ － Ｍ

检出率为 １８． ０％ ，未检出 ｍｃｒ － １ 基因。

４　 讨论与结论

目前在耐药基因的检测方面，主要还是以单重

ＰＣＲ 检测为主，单重 ＰＣＲ 每次只能检测一种耐药

基因，耗时费力，而目前建立的多重 ＰＣＲ 方法，也

多以同一类药物耐药基因的检测为主，如田国宝

等［８］建立的三重 ＰＣＲ 检测方法，针对的是大肠杆

菌 β －内酰胺酶的耐药基因 ｂｌａＴＥＭ、ｂｌａＳＨＶ、ｂｌａＣＴＸ －Ｍ。

本研究更好的结合临床药物使用情况，选取临床常

用抗生素的主要耐药基因，建立了多重 ＰＣＲ 检测

方法，为临床上筛选大肠杆菌的敏感抗生素提供技

术支撑。

本研究中对临床样品的检测结果显示，ｆｌｏＲ 基

因检出率为 ７５． ０％ ，这一结果与包义斐［９］ ２０１７ 年

的研究结果相吻合，说明河南地区对氟苯尼考的耐

药性严重；本研究中 ＣＴＸ － Ｍ 的检出率为 １８． ０％ ，

与杨守深等［１０］在福建地区的 １８． ０％的检出率结果

一致；随着农业农村部 ２０１６ 年公布的 ２４２８ 号公告

的实施，禁止硫酸粘杆菌素作为饲料添加剂用于促

进动物生长使用，本研究中并未检出大肠杆菌对粘

杆菌素的耐药基因 ｍｃｒ － １。

需要指出的是，本研究建立的多重 ＰＣＲ 检测

方法是基于我国目前兽医临床用药习惯以及各耐

药基因流行特点设计的，随着抗生素的继续使用，

可以预见我国的动物源大肠杆菌耐药基因也会随

之发生改变。 因此，研究人员有必要持续跟踪耐药

基因的分子流行病学变化，以及临床用药习惯的改

变，适时调整 ＰＣＲ 检测方法的靶基因和各反应体

系参数，使之能更准确有效的服务于临床。

通过对 ＰＣＲ 条件的优化，建立了猪源大肠杆

菌中对临床常用药物氟苯尼考、头孢噻呋、粘杆菌

素的主要耐药基因 ｆｌｏＲ、ＣＴＸ － Ｍ、ｍｃｒ － １ 的多重

ＰＣＲ 检测方法，经验证，该方法灵敏度为 １． ４６ × １０５

ＣＦＵ ／ ｍＬ，并且具有较高的特异性、稳定性。

·６·
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