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［摘　 要］ 　 为了解河南省焦作市、许昌市规模化养殖厂耐黏菌素大肠杆菌的流行情况，对分离到的

３２ 株耐黏菌素大肠杆菌使用微量肉汤稀释法检测其药物敏感性，并采用脉冲场凝胶电泳（Ｐｕｌｓｅｄ

ｆｉｅｌｄ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ＰＦＧＥ）对分离株进行分型研究。 结果显示，３２ 株耐黏菌素大肠杆菌对四环

素、多西环素、磺胺异噁唑、复方新诺明的耐药率均高达 ９０％以上，３２ 株猪源大肠杆菌可分为 ３０ 种

带型。 结果表明，两地市养殖场猪源大肠杆菌耐药性普遍存在，且以多重耐药为主，ＰＦＧＥ 分型结果

显示，３２ 株耐黏菌素大肠杆菌整体上表现出较大的遗传多样性，但不同菌株存在着不同程度的亲缘

关系。
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ｔｈｅ ｍｏｓｔ． ＰＦＧＥ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ Ｅ．ｃｏｌｉ ｉｎ ｔｈｅ ｆａｒｍｓ ｏｆ Ｊｉａｏｚｕｏ， Ｘｕｃｈａｎｇ， Ｋａｉｆｅｎｇ ｍａｙ ｂｅ

ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｓｐｒｅａｄ ｏｆ ｍａｎｙ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｓｔａｉｎｓ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｅ ｃｏｌｉ； ｃｏｌｉｓｔｉｎ； ＰＦＧＥ

　 　 大肠埃希菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ），通常称为大肠

杆菌，为肠杆菌科，埃氏菌属的革兰氏阴性菌。 猪

感染大肠杆菌通常引起仔猪肠道传染性疾病，常见

的有仔猪黄痢、仔猪白痢和水肿病三种［１］。 近年，
随着抗菌药物的不当使用，耐药菌株越来越多，耐
药问题日趋严重［２］，因此对大肠杆菌进行长期的监
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测研究工作十分重要。 脉冲场凝胶电泳 （ Ｐｕｌｓｅｄ
ｆｉｅｌｄ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ＰＦＧＥ）是近年发展起来的

一种重要的分离大分子量线性 ＤＮＡ 分子的电泳技

术，因其重复性好，分辨力强被誉为细菌分子分型

技术的“金标准”，被广泛应用于分子分型研究［３］。
通过微生物分型可以鉴定菌株是否一致、比较它们

的亲缘关系，对于细菌性传染病的监测、传染源的追

踪、传播途径的调查和识别有着非常重要的意义［４］。
碳青霉烯类抗菌药物通常被认为是治疗泛耐

药肠杆菌的最后手段，而黏菌素是治疗耐碳青霉烯

类病原体感染的关键药物，因此，耐黏菌素的菌株

的传播，会严重影响临床治疗的有效性［５］。 本研究

对 ２０１４、２０１５ 年分离于河南省焦作市、许昌市养殖

场的耐黏菌素大肠杆菌进行 ＰＦＧＥ 基因分型及耐

药性研究，以达到对河南省内耐黏菌素大肠杆菌流

行情况的准确判断，从而对耐黏菌素大肠杆菌引起

的疾病的防治提供依据和参考。
１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 菌株来源 　 ２０１４ 与 ２０１５ 年从河南省焦作

市、许昌市规模化养殖厂健康猪或病猪中分离并保

存的共 ３３３ 株大肠杆菌中 ３２ 株耐黏菌素大肠杆

菌。 沙门菌标准菌株 Ｈ９８１２ 由河南农业大学牧医

工程学院微生物实验室提供。
１．１．２　 主要仪器和试剂　 动物源细菌耐药性药敏

检测板，购自上海星佰生物技术有限公司；营养琼

脂培养基、脑心浸萃液琼脂培养基，购自北京路桥

公司；蛋白酶 Ｋ、限制性内切酶 ＸｂａⅠ购自宝生物工

程（大连）有限公司；ＰＦＧＥ 专用琼脂糖为 Ｂｉｏ－Ｒａｄ
公司配套产品；细胞悬浮液 （ ＣＳＢ）、细胞裂解液

（ＣＬＢ）均为新鲜配制；ＣＨＥＦ－ＭａｐｐｅｒＸＡ 型脉冲电

泳仪、ＧＥＬＤＯＣ 凝胶成像系统购自 ＢＩＯ－ＲＡＤ 公司。
１．２　 方法

１．２．１　 药敏试验　 使用药敏检测板对 ３２ 株耐黏菌

素大肠杆菌进行药敏试验，结果判定依照美国临床

实验室标准委员会推荐的标准。
１．２．２　 ＰＦＧＥ 分型

１．２．２． １ 　 细菌的培养 　 将受试菌株和标准菌株

Ｈ９８１２ 划线接种于营养琼脂培养基， ３７ ℃ 过夜

培养。
１．２．２．２　 胶块的制备　 挑取适量的过夜培养的新鲜

菌落制备菌悬液，加入 １０ μＬ 的蛋白酶 Ｋ 和 ２００ μＬ
溶化的 ５６ ℃的 １％ ＳｅａＫｅｍ Ｇｏｌｄ １％ ＳＤＳ 琼脂糖。
１．２．２．３　 细胞裂解　 将胶块于细胞裂解液中（５ ｍＬ
ＣＬＢ，２５ μＬ 蛋白酶 Ｋ）裂解，水浴摇床 ５５ ℃，１６５
ｒ ／ ｍｉｎ孵育 ５ ｈ。
１．２．２．４　 裂解后洗胶　 分别用超纯水和 ＴＥ 缓冲液

洗涤胶块。
１．２．２．５　 酶切　 用刀片切下约 １ ／ ３ 的小胶块，加入

ＸｂａⅠ酶切体系，３７ ℃水浴 ３ ｈ。
１．２．２．６　 电泳　 弃去酶切体系，将胶块按顺序置于

梳子上，倒入溶解的 １％的琼脂糖制胶；使用 ＣＨＥＦ
－ｍａｐｐｅｒＸＡ 型脉冲场凝胶电泳仪和 ０．５×ＴＢＥ 进行

电泳。
１．２．２．７　 染色与图像的获取　 将凝胶置于 ５００ ｍＬ
含 １ μｇ ／ ｍＬ 的 ＥＢ 溶液中染色 ３０ ｍｉｎ，然后纯水脱

色 ３０ ｍｉｎ，用凝胶成像系统 Ｇｅｌ Ｄｏｃ 获取胶图，并用

Ｂｉｏ Ｎｕｍｅｒｉｃｓ 软件聚类分析。
２　 结果与分析

２．１　 药敏试验 　 ３２ 株猪源大肠杆菌分离株对 １３
种临床常用抗菌药物耐药情况见表 １。

药敏试验结果表明，３２ 株猪源耐黏菌素大肠杆

菌对四环素的耐药性（１００％）最为普遍，其次是磺

胺异噁唑（９６．８％），多西环素（９６．８％），复方新诺明

（９０．６％），耐药率均高达 ９０％以上，对氟苯尼考、氨
苄西林、大观霉素、恩诺沙星的耐药率分别为

８７．５％、８４．４％、８１．３％、５９．４％，均在 ５０％以上，对氧氟

沙星（４６．９％）、庆大霉素（３１．３％）、阿莫西林 ／棒酸

（１２．５％）耐药率较低，对头孢噻呋耐药率最低（０）。
２．２　 ＰＦＧＥ　 ３２ 株猪源耐黏菌素大肠杆菌的聚类

分析见图 １，其中 Ｍ１４ ～ ３９ 于 ２０１４ 年分离于许昌，
２０１５Ｍ２９、 ２０１５Ｍ３１ 于 ２０１５ 年 分 离 于 许 昌，
２０１５Ｍ３２、２０１５Ｍ３５、２０１５Ｍ３８、２０１５Ｍ３９ 于 ２０１５ 年

分离于焦作，分离株共存在 ３０ 种带型，其中，１、２、
３、４ 带型间相似性在 ９０％以上，各菌株带型间基本

无差异，可认为是同一流行亚种，５、６、７、８、９ 各带型

·２２·



中国兽药杂志 ２０１８ 年 ６ 月第 ５２ 卷第 ６ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

间相似性约为 ８５％，可能存在克隆相关，其他带型

相似性均低于 ８５％，说明亲缘关系较远，菌株遗传

基因之间不紧密相关，流行病学上可能不存在相

关性。

表 １　 ３２ 株猪源大肠杆菌耐药情况

Ｔａｂ １　 Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ３２ ｃｈｉｃｋｅｎ Ｅ．ｃｏｌｉ ｉｓｏｌａｔｅｓ
抗菌药

Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓ
耐药

Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
耐药率 ／ ％

Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ Ｒａｔｅ
抗菌药

Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓ
耐药

Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
耐药率 ／ ％

Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ Ｒａｔｅ

氧氟沙星 １５ ４６．９ 多西环素 ３１ ９６．８

恩诺沙星 １９ ５９．４ 头孢噻呋 ０ ０

黏菌素 ３２ １００ 氟苯尼考 ２８ ８７．５

四环素 ３２ １００ 磺胺异噁唑 ３１ ９６．８

庆大霉素 １０ ３１．３ 复方新诺明 ２９ ９０．６

大观霉素 ２６ ８１．３ 氨苄西林 ２７ ８４．４

阿莫西林 ／ 棒酸 ４ １２．５

图 １　 ３２ 株耐黏菌素大肠杆菌 ＰＦＧＥ 聚类分析图

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ３２ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ Ｃｏｌｉｓｔｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ Ｅ．ｃｏｌｉ
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３　 讨论与小结

来自中国、英国和美国多所大学的研究者在期

刊《柳叶刀·传染病》上宣布［６］，发现了一种新形

式的抗药性，首次在肠杆菌科中发现了质粒介导的

黏菌素抗性机制，ＭＣＲ－１。 在此之前，黏菌素耐药

性仅由染色体突变介导，从未有过耐药基因水平转

移的报道。 面对最后的防线之一多粘菌素，而且这

种抗药性还在肉用动物和人类中同时存在，可能是

因为该药的农业使用。 这种抗药性可在细菌之间

轻易地转移，而且可能已经蔓延至多个国家。
为了对河南省许昌市、焦作市两规模化养殖场

黏菌素耐药菌株作流行病学分析，对分离于两地市

的黏菌素耐药大肠杆菌进行药敏试验和分子分型

研究，研究发现，３２ 株猪源耐黏菌素大肠杆菌对四

环素的耐药性最为普遍，其次是磺胺异噁唑，多西

环素，复方新诺明，耐药率均高达 ９０％以上，此外，
对氟苯尼考、氨苄西林、大观霉素、恩诺沙星的耐药

率均在 ５０％以上，对氧氟沙星（４６．９％）、庆大霉素

（３１．３％）、阿莫西林 ／棒酸（１２．５％）耐药率较低，对
头孢噻呋耐药率最低，为 ０。 分离株对多种抗菌药

物耐受，耐药谱广，可能与 ＰＦＧＥ 型较多有关。
脉冲场电泳（ＰＦＧＥ）技术重复性好，特异性、分

辨性高，作为一种成功的基因分型方法，广泛应用

于各种病原微生物分型和溯源中。 在欧美等发达

国家中，许多公共卫生实验室采用 ＰＦＧＥ 技术进行

ＤＮＡ 指纹图谱鉴定，确定食源性疾病发生时致病菌

的种属［７－８］。 美国疾病预防及控制中心（ＣＤＣ）通

过建立细菌基因分型国家电子网络（ＰｕｌｓｅＮｅｔ），将
来自各地市的病人或可疑食品样本的细菌 ＰＦＧＥ
实验结果与全国各地的结果进行比较，根据来自同

一亲代的个体具有共同的遗传物质，故可以在

ＰＦＧＥ实验中表现出相同的指纹图谱这一原理，确
定各地致病菌的亲缘关系，追溯共同的致病食品的

源头所在［９－１０］。 目前美国已应用这种方式成功地

查获了多起食源性疾病的源头食品，并通过对生产

这些食品的单位进行有效地干预控制［１１］，从根本

上防止了食源性疾病的发生［１２］。
３２ 株耐黏菌素大肠杆菌整体上表现出较大的

遗传多样性，但不同菌株存在着不同程度的亲缘关

系，其中，带型 ５ 中菌株 Ｍ３５ 和 ２０１５Ｍ３１ 分别于

２０１４ 年，２０１５ 年分离于许昌，其带型具有较高的同

源性，可能是许昌该养殖厂优势流行的菌株，菌株

Ｍ２０ 与 ２０１５Ｍ３５ 分别于 ２０１４ 年，２０１５ 年分离于许

昌和焦作，其带型间相似性约为 ８５％。
综上所述，本研究为猪源耐黏菌素大肠杆菌的

流行病学提供了一些本底数据，为今后大肠杆菌的

监测提供数据参考，为临床筛选安全敏感抗菌药

物，初步建立细菌耐药性流行病学调查数据库及疾

病流行和暴发过程中的追踪溯源提供参考。
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