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［摘　要］　为了解克氏原螯虾产ＥＳＢＬｓ大肠杆菌的耐药流行情况，采集来自山东、江苏、浙江、湖北

和辽宁五省共计１９８份活体克氏原螯虾肠道样品，采用头孢噻肟抗性选择性培养基培养、ＰＣＲ方法

和ＢＤＰｈｏｅｎｉｘＴＭ－１００全自动微生物鉴定／药敏系统筛选、鉴定产 ＥＳＢＬｓ大肠杆菌并检测其药物敏

感性。结果显示，从 １９８份克氏原螯虾样品中共分离获得 １０７株产 ＥＳＢＬｓ大肠杆菌，分离率为

５４．０％。所有分离菌株对青霉素类、一代头孢和部分三代头孢菌素均耐药；对四环素类、氟喹诺酮

类、氯霉素类和磺胺类药物的耐药率均在６０％ 以上（＞６５株）；对氨基糖苷类药物耐药率较低；多重

耐药（Ｒ≥３类）菌株所占比例为 ８６．７％（９６／１０７），且以 ５类（３０％，３１／１０７）和 ６类耐药（２８％，

３０／１０７）为主。通过试验初步获得了克氏原螯虾产ＥＳＢＬｓ大肠杆菌耐药水平的基础数据，为克氏原

螯虾细菌耐药性防控和水产品公共卫生监测奠定基础。
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　　克氏原螯虾（Ｐｒｏｃａｍｂａｒｕｓｃｌａｒｋｉｉ），也称红沼泽

!

蛄（Ｒｅｄｓｗａｍｐｃｒａｗｆｉｓｈ），俗称小龙虾，属于淡水

螯虾［１］；它适应能力强，生长快，食杂性，肉质鲜嫩，

营养丰富，是原鳌虾属中很有经济价值的品种［２］。

近些年，伴随着抗生素的大量生产和使用，致使细

菌耐药成为全球性的公共卫生问题。现已在多种

环境介质如土壤、水体、水生生物和细菌体内检测

到耐药基因的存在，且耐药基因能通过可移动的遗

传元件在不同细菌及不同生物之间扩散、传播，进

一步对环境造成污染，危及公共健康和食品安

全［３］。在多种耐药细菌中，产 β－内酰胺酶，尤其

是产超广谱 β－内酰胺酶（ｅｘｔｅｎｄｅｄｓｐｅｃｔｒｕｍｂｅｌｔａ

ｌａｃｔａｍａｓｅ，ＥＳＢＬｓ）肠杆菌科细菌的耐药情况最为

严重，对人类健康危害也最大［４］。ＥＳＢＬｓ能钝化所

有青霉素类、头孢类药物包括第三代头孢菌素（如

头孢噻肟、头孢曲松、头孢他啶）和单酰胺环类药物

（氨曲南）的抗菌活性［５］。现阶段，我国对水产细

菌耐药性研究及监测远没有对人和畜禽细菌耐药

的研究深入和系统［６］。因此，本研究对小龙虾源产

ＥＳＢＬｓ大肠杆菌进行了分离和耐药性研究。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　小龙虾样品　２０１５年５－８月期间共采集

来自山东（４１份）、江苏（８１份）、辽宁（３６份）、浙

江（２０份）和湖北（２０份）五省共计１９８份成年活

体小龙虾样品。

１．１．２　主要试剂　麦康凯琼脂培养基（青岛海

博）；ＥＣＣ显色培养基（法国科玛嘉）；头孢噻肟

２００ｍｇ标准品（１３９４８３－２００２０４，中国药品生物制

品检定所）；胰蛋白胨、酵母提取物、牛肉浸粉、可溶

性淀粉和酸性水解酪蛋白（英国 Ｏｘｏｉｄ公司）；

ＭｕｅｌｌｅｒＨｉｎｔｏｎ培养基（法国梅里埃公司）。

１．１．３主要仪器　ＢＤＰｈｏｅｎｉｘＴＭ －１００全自动微生

物鉴定仪、ＰｈｏｅｎｉｘＳｐｅｃＴＭ比浊仪，均购自美国 ＢＤ公

司；ＰＣＲ扩增仪（ＥＤＣ－８１０），购自北京东胜创新生

物科技有限公司；生物安全柜（１３００Ａ２），购自美国

Ｔｈｅｒｍｏ公司。

１．２　方法

１．２．１　大肠杆菌的分离纯化　用７５％酒精棉擦拭

活体小龙虾体表，再用高压灭菌的剪刀剪掉尾部，

慢慢拔下头部。无菌操作取出小龙虾肠道组织移

至含有５００μＬＬＢ液体培养基的离心管中，使用无

菌研磨棒室温研磨、振荡混匀；静置３ｍｉｎ后，吸取

１００μＬ上清液涂布于头孢噻肟（８μｇ／ｍＬ）抗性麦

康凯显色培养平板上，３７℃过夜培养１４ｈ；每个平

板上随机挑取一个紫红色、边缘光滑的菌落划线于

头孢噻肟（８μｇ／ｍＬ）抗性 ＥＣＣ显色培养平板上进

行二次纯化，３７℃过夜培养１４ｈ；最后挑取一个绿

色单菌落接种于１ｍＬ头孢噻肟（８μｇ／ｍＬ）ＬＢ液

体培养基中，３７℃恒温 １６０ｒ／ｍｉｎ震荡过夜培养

１４ｈ。

１．２．２　大肠杆菌 ＰＣＲ鉴定　根据文献［７］，利用大

肠杆菌 １６ＳｒＤＮＡ特异性引物（Ｆｄ．５’－ＴＧＴＧＧ

ＧＡＡＣＧＧＣＧＡＧＴＣＧＧＡＡＴＡＣ－３’和Ｒｅｖ．５’－ＧＧＧ

ＣＧＣＡＧＧＧＧＡＴＧＡＡＡＣＴＣＡＡＣ－３’，由吉林库美生

物科技公司合成）对大肠杆菌分离株进行 ＰＣＲ鉴

定。５０μＬ反应体系包含：１×ＰＣＲ缓冲液（含

１．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２），２５ｐｍｏｌ上游、下游引物，
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２５０μｍｏｌｄＮＴＰｓ，１ＵＴａｑＤＮＡ聚合酶和 １００ｎｇ

ＤＮＡ模板。ＰＣＲ扩增条件为９５℃预变性１０ｍｉｎ，

９４℃变性４０ｓ，６０℃退火４０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，

７２℃总延伸７ｍｉｎ，３０个循环，４℃保存。使用２％

的琼脂糖凝胶进行电泳，缓冲液为１×ＴＡＥ，１１０Ｖ

恒压电泳３０ｍｉｎ，后，进行成像观察。目的产物为

１４６７ｂｐ大小。

１．２．３　产ＥＳＢＬｓ大肠杆菌生化鉴定和药敏检测　

使用 ＢＤＰｈｏｅｎｉｘＴＭ －１００ｓｙｓｔｅｍ全自动微生物鉴

定／药敏系统和双纸片协同实验［８］对大肠杆菌分离

株进行生化鉴定、药敏检测和ＥＳＢＬｓ表型确认。

１．２．４　大肠杆菌的系统进化分群　利用 ＰＣＲ方

法对分离到的大肠杆菌进行分群鉴定，实验方法参

考文献［９］，ＰＣＲ扩增条件：９４℃预变性 ５ｍｉｎ，

９４℃变性 ３０ｓ，５５℃退火 ３０ｓ，７２℃延伸 ３０ｓ，

７２℃总延伸７ｍｉｎ，３０个循环，４℃保存，余下步骤

同１．２．２。可将获得的产 ＥＳＢＬｓ大肠杆菌分为五

群：Ａ、Ｂ１、Ｂ２、Ｄ和未知群，大肠杆菌分群引物序列

及产物大小详见表１。
表１　大肠杆菌分群鉴定引物

基因 引物序列（５’－３’） 产物片段／ｂｐ
ｃｈｕＡ Ｆ：ＧＡＣＧＡＡＣＣＡＡＣＧＧＴＣＡＧＧＡＴ ２７９

Ｒ：ＴＧＣＣＧＣＣＡＧＴＡＣＣＡＡＡＧＡＣＡ
ｙｊａＡ Ｆ：ＴＧＡＡＧＴＧＴＣＡＧＧＡＧＡＣＧＣＴＧ ２１１

Ｒ：ＡＴＧＧＡＧＡＡＴＧＣＧＴＴＣＣＴＣＡＡＣ
ｔｓｐＥ４Ｃ２ Ｆ：ＧＡＧＴＡＡＴＧＴＣＧＧＧＧＣＡＴＴＣＡ １５２

Ｒ：ＣＧＣＧＣＣＡＡＣＡＡＡＧＴＡＴＴＡＣＧ
　大肠杆菌分群鉴定引物由吉林库美生物科技公司合成

２　结 果

２．１　大肠杆菌的分离鉴定　通过头孢噻肟抗性麦
康凯显色培养基、抗性 ＥＣＣ显色培养基及大肠杆
菌１６ＳｒＤＮＡ特异性ＰＣＲ方法进行分离鉴定，获得
耐头孢噻肟（８μｇ／ｍＬ）大肠杆菌分离株１０７株。
２．２　产 ＥＳＢＬｓ大肠杆菌的鉴定 　 使用 ＢＤ
ＰｈｏｅｎｉｘＴＭ－１００全自动微生物鉴定仪对１０７株大肠
杆菌分离株进行ＥＳＢＬｓ表型筛选，然后进行双纸片
协同实验［８］验证，结果１０７株大肠杆菌分离株均为
产ＥＳＢＬｓ大肠杆菌。
２．３　大肠杆菌分离株药敏鉴定　根据文献［８］，参
考ＣＬＳＩ２０１２耐药标准对１０７株小龙虾大肠杆菌分
离株进行氨基糖苷类、β－内酰胺类（下分为碳青霉
烯类、一、三、四代头孢菌素、青霉素类等类）、氯霉

素类、四环素类、磺胺类和氟喹诺酮类６大类共计
１９种临床治疗常用抗菌药物进行药物敏感性检测，
结果见表２。１０７株大肠杆菌分离株对青霉素类、
一代头孢和部分三代头孢菌素１００％耐药。对四环
素类药物的耐药率为９３．５％（１００／１０７）；对氟喹诺
酮类（６０．８％，６５／１０７）、氯霉素类（７８．５％，８４／１０７）、
磺胺类（８０．４％，８６／１０７）药物的耐药率均在 ６０％
以上；所有检测菌株对碳青霉烯类药物敏感。另

外，我们又对小龙虾源产 ＥＳＢＬｓ大肠杆菌进行了
β－内酰胺类药物／酶抑制剂（阿莫西林－克拉维酸、
哌拉西林－他唑巴坦、氨苄西林－舒巴坦）的药物敏
感性进行了检测，结果１０７株样品分离菌株对阿莫
西林－克拉维酸（８．４％，９／１０７）、哌拉西林－他唑巴
坦（０．９％，１／１０７）仍保持较好的敏感性。

表２　小龙虾大肠杆菌对抗菌药物的耐药性结果

抗菌药物
耐药率／％

江苏（ｎ＝４２） 浙江（ｎ＝８） 湖北（ｎ＝６） 山东（ｎ＝３０） 辽宁（ｎ＝２１） 总计（ｎ＝１０７）

阿米卡星① １１．９ ０ ０ ２０．０ ４．８ １１．２

庆大霉素① ３５．７ ２５．０ ３３．３ ４３．３ ３３．３ ３６．５

亚胺培南② ０ ０ ０ ０ ０ ０

美罗培南② ０ ０ ０ ０ ０ ０

头孢唑林② １００ １００ １００ １００ １００ １００

头孢他啶② ２６．２ ３５．７ ３３．３ ４３．３ ２８．６ ３２．７

头孢噻肟② １００ １００ １００ １００ １００ １００

头孢吡肟② ９５．２ ８７．５ １００ １００ ８５．７ ９４．４

氨曲南② ８１．０ ８７．５ ８３．３ ８３．３ ７１．４ ８０．４

氨苄西林② １００ １００ １００ １００ １００ １００

·８·
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续表　

抗菌药物
耐药率／％

江苏（ｎ＝４２） 浙江（ｎ＝８） 湖北（ｎ＝６） 山东（ｎ＝３０） 辽宁（ｎ＝２１） 总计（ｎ＝１０７）

哌拉西林② １００ １００ １００ １００ １００ １００

阿莫西林－克拉维酸③ ２．４ ０ ０ ２０．０ ９．５ ８．４

氨苄西林－舒巴坦③ ３１．０ １２．５ ０ ３３．３ ６６．７ ２９．０

哌拉西林－他唑巴坦③ ０ ０ ０ ３．３ ０ ０．９

复方新诺明④ ９２．９ ６２．５ ８３．３ ７０．０ ８１．０ ８０．４

氯霉素⑤ ８１．０ ６２．５ ８３．３ ８３．３ ７６．３ ７８．５

环丙沙星⑥ ６６．７ ５０．０ ６６．７ ５６．７ ８５，７ ６５．４

左氧氟沙星⑥ ５２．４ ５０．０ ６６．７ ５６．７ ８５．７ ６０．８

四环素⑦ ９７．６ ７５．０ ５８３．３ ９６．７ ９５．２ ９３．５

　①：氨基糖苷类药物；②：β－内酰胺类药物；③：抗生素／抑制剂；④：磺胺类药物；⑤：氯霉素类药物；⑥：喹诺酮类药物；⑦：四环素类药物

　　在１０７株大肠杆菌分离株中，多重耐药（同时
对三类以上抗生素耐药）大肠杆菌菌株有 ９６株，
占总分离株的８９．７％，其中耐５类抗生素（５Ｒ）的
菌株最多，占总分离株的 ３０％（３１／１０７）；其次是
耐６类抗生素（６Ｒ）的菌株，占总分离株的 ２８％
（３０／１０７）。多重耐药性统计结果见图１。
２．４　大肠杆菌系统进化分群结果　大肠杆菌经过
长期进化演变成为致病群和非致病群，致病群一般

为Ｂ２群和Ｄ群，非致病群一般为 Ａ群、Ｂ１群和未
知群［９］。本研究中，１０７株产 ＥＳＢＬｓ大肠杆菌分群
结果见表３：Ｂ１群为主要优势群（４７．６６％，５１／１０７），
Ａ群次之（２７．１０％，２９／１０７），未知群（１４．９５％，

图１　小龙虾大肠杆菌不同耐药类型菌株数

１６／１０７）、Ｄ群（９．３５％，１０／１０７）较少，Ｂ２群（０．９３％，
１／１０７）最少；除江苏地区以外，其他四个地区在系统进
化分群结果上高度相似，均以Ｂ１群为主。

表３　大肠杆菌系统进化分群结果
大肠杆菌来源 Ａ Ｂ１ Ｂ２ Ｄ 未知群

山东（ｎ＝３０） ９（３０．０％） ２０（６６．７％） ０ ０ １（３．３％）
江苏（ｎ＝４２） １７（４０．５％） １２（２８．６％） ０ ５（１１．９％） ８（１９．０％）
浙江（ｎ＝８） ２（２５．０％） ４（５０．０％） １（１２．５％） １（１２．５％） ０
湖北（ｎ＝６） ０ ２（３３．３％） ０ ２（３３．３％） ２（３３．３％）
辽宁（ｎ＝２１） １（４．７６％） １３（６１．９％） ０ ２（９．５％） ５（２３．８％）

３　讨 论

近年来，产ＥＳＢＬｓ肠杆菌科细菌在亚洲呈现蔓
延和上升趋势。２０１１年报道显示，中国７１％的大
肠杆菌分离株和超过一半的肺炎克雷伯菌分离株

均为ＥＳＢＬｓ阳性株［１０］；２００９－２０１０年，对从１１个
亚洲国家的尿路感染患者体内分离的肠杆菌科细

菌分析发现，有２８％ 是ＥＳＢＬｓ阳性，且对三代和四
代头孢菌素耐药率介于２６％至５０％之间［１１］，足见

其传播、蔓延的广泛性和严重性。

本研究对我国小龙虾产 ＥＳＢＬｓ大肠杆菌的耐
药情况进行了初步调查，从１９８份小龙虾样品中获
得１０７株产ＥＳＢＬｓ大肠杆菌分离株，对 β－内酰胺
类抗生素如头孢唑林，氨苄西林，头孢吡肟等具有

较高的耐药性，对头孢唑林、头孢噻肟则是完全耐

药（１００％）；多重耐药率也高达８９．７％（９６／１０７），
且以５类和６类耐药最为普遍，这与之前报道过的
鸡源［１２］、犬源［１３］大肠杆菌多重耐药状况基本相似，

由此可见小龙虾体内大肠杆菌耐药水平高，耐药丰

·９·
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度大，应当加强对水产细菌耐药性的流行本底统

计，重视水体环境内细菌耐药性扩散、传播的危害

性，同时也不能忽视水体环境的抗生素污染问题。

从地域来看，五个省份小龙虾源大肠杆菌耐药

水平与趋势基本一致，但也有一些不同之处，如山

东省小龙虾肠道产 ＥＳＢＬｓ大肠杆菌对阿米卡星和
阿莫西林－克拉维酸的耐药性高于其他省份，辽宁
省小龙虾样品中分离出的产 ＥＳＢＬｓ大肠杆菌对氨
苄西林－舒巴坦的耐药性也远高于其他省份，这可
能与不同省份该类药物对水体污染程度有一定关

系。由于本研究中部分地区的样品数量较小，所以

还需扩大样品基数，以便提高其科学性。

本研究还对分离的大肠杆菌进行了遗传进化

分群并结合多重耐药进行了分析。基于大肠杆菌

的致病性可将大肠杆菌分为非致病群（Ａ＋Ｂ１＋
未知群）和致病群（Ｂ２＋Ｄ）两组，本研究结果发现，
多重耐药的致病性大肠杆菌所占比例较小（９．４％，
９／９６），耐药性远低于非致病性大肠杆菌（９０．６％，
８７／９６），可见非致病菌的多重耐药程度十分严重。
有研究表明，携带耐药基因的细菌死亡后，其耐药

基因会释放到环境中并持久存在［１４－１６］。由此推

断，小龙虾源非致病性大肠杆菌携带较大丰度的耐

药基因，在死亡后这些耐药基因仍会游离在复杂的

水体环境中，并随时可能转入其他微生物细胞内；

更为重要的是，这些细菌虽然不能致病，但是可以

通过接合、转化等方式扩大传播范围，造成耐药基

因的传播、扩散，甚至可以将这些耐药基因传递给

致病菌［１７］，这些获得多种耐药基因的致病性细菌

一旦感染人、动物后，就会给临床治疗带来巨大的

困难，最终导致无药可治。

本研究通过对克氏原鳌虾源产 ＥＳＢＬｓ大肠杆
菌进行分离和耐药性研究，发现克氏原鳌虾体内携

带的产ＥＳＢＬｓ大肠杆菌具有多样性，并初步获得了
克氏原鳌虾肠道产 ＥＳＢＬｓ大肠杆菌耐药性的基础
数据。通过数据分析发现，耐药，尤其是多重耐药

情况严重，因此需要加强对抗生素的监管力度，同

时对水产品公共卫生实施监测并建立有效的耐药

性监控体系。
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