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摘 要：为调查哈尔滨市周边地区鸡源大肠杆菌中超光谱β-内酰胺酶（ESBLs）基因型的

流行情况，探索携带ESBLs对鸡源大肠杆菌耐药性的影响，从哈尔滨市周边地区多个养殖场

分离了137株鸡源大肠杆菌，用微量肉汤稀释法测定137株菌对18种抗菌药物的最小抑菌浓

度，采用CLSI推荐的表型筛选和确证试验检测大肠杆菌携带ESBLs情况，用PCR方法检测

ESBLs基因（blaTEM、blaSHV、blaCTX-M、blaOXA）的流行分布情况。结果显示：109株大肠杆菌为产

ESBLs菌株，占79.6%；137株鸡源大肠杆菌对临床常用18种抗菌药物产生不同程度耐药，且

产ESBLs大肠杆菌的耐药性比非产ESBLs大肠杆菌的耐药性严重；blaTEM、blaCTX-M基因阳性率

分别为40.9%、71.5%，所有菌株均未扩增出blaSHV和blaOXA基因。提示，blaTEM和blaCTX-M基因为

哈尔滨地区鸡源产ESBLs大肠杆菌的流行基因型，且鸡源产ESBLs大肠杆菌菌株分布广泛，

应加强当地用药监管。
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Abstract：In order to investigate the genotype of extend spectrum β-lactamase（ESBLs）in Escherichia coli isolated
from chickens in Harbin region and the effect of ESBLs on E.coli resistance，137 E.coli isolates were identified，

antimicrobial susceptibility of which to 18 antimicrobials were detected by micro-dilution broth method. ESBLs in E.coli

isolates was detected by phenotype screening and confirmatory test according to CLSI guidelines，and the prevalence of
ESBLs genes（blaTEM，blaSHV，blaCTX-M，blaOXA）were detected by PCR. The results showed that 109 isolates were positive for
ESBLs；Resistance of ESBLs-positive strains were higher than that of ESBLs-negative strains. The detection rates of
blaTEM，blaCTX-M were 40.9% and 71.5%，while blaSHV and blaOXA type ESBLs were not detected in the E. coli isolates.
blaTEM- type and blaCTX- M- type were epidemic genotype of ESBLs in Harbin region，and the ESBLs producing E.coli

strains from chickens were widespread，the use of antimicrobial should be reinforcingly monitored.
Key words：E. coli；ESBLs；resistance；gene type
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包括青霉素类、头孢菌素类、单环β-内酰胺

类和碳青霉烯类在内的β-内酰胺类药物是医学

临床上应用最为广泛的抗菌药物之一，同样β-内

酰胺类药物在兽药临床上也发挥着极其重要的作

用，随着该类药物的大量使用，β-内酰胺类药物

耐药问题也越来越突出，严重影响了该药物的临

床效果［1］。超广谱β-内酰胺酶（Extend spectrum
β-lactamases，ESBLs）是一种近年来发现的能够水

解第三代头孢菌素类的β-内酰胺酶，能够介导对青

霉素类、头孢菌素类、单环β-内酰胺类耐药，并可被

β-内酰胺酶抑制剂所抑制［2］。根据ESBLs基因及其

编码蛋白质的同源性将其分为 TEM 型、SHV型、

CTX-M型、OXA型及其他型共5种类型，其中ESBLs
中最常见的是TEM型和CTX-M型［3，4］。近年来随

着头孢类药物大量应用于人医和兽医临床，携带

ESBLs的细菌呈现逐年增加的趋势，给临床选药带

来压力。介导ESBLs的耐药基因常位于质粒上，能

在同种或者不同种间进行传播，且携带ESBLs基因

的质粒往往同时携带氨基糖苷类、氟喹诺酮类等的

耐药基因，引起多重耐药。本研究对哈尔滨周边地

区分离的137株鸡源大肠杆菌进行ESBLs的筛选并

对ESBLs基因型进行鉴定，以期了解哈尔滨地区鸡

源产ESBLs大肠杆菌流行情况以及ESBLs基因和

药物敏感性的相关性，为指导临床合理用药和大

肠杆菌质粒介导的耐药传播机制研究提供参考。

1 材料与方法

1.1 菌株来源

2013年6~8月从哈尔滨周边7个县市（呼兰、

阿城、双城、五常、尚志、方正、宾县）规模化养鸡场

采集鸡肛拭子分离鉴定出 137株鸡源大肠杆菌。

药敏试验质控菌株 ATCC25922 购自中国微生物

菌种保藏中心。

1.2 抗菌药物与药敏纸片

抗菌药物：阿莫西林（AMX）、阿莫西林/克拉

维酸（AMC）、头孢噻呋（CEF）、头孢曲松（CRO）、

头孢他啶（CAZ）、头孢噻肟（CTX）、头孢西丁（FOX）、

氨曲南（AZM）、亚胺培南（IPM）庆大霉素（GEN）、

阿米卡星（AMK）、四环素（TET）、多西环素（DOX）、

氯霉素（CHL）、氟苯尼考（FLO）、恩诺沙星（ENR）、

环丙沙星（CIP）和复方新诺明（SXT）药物原粉均

购自中国兽医药品监察所。

药敏纸片：头孢噻肟（CTX，30 g/片）、头孢他

啶（CAZ，30 g/片）、头孢噻肟/克拉维酸（CTX/Clav，

30/10 g/片）、头孢他啶/克拉维酸（CAZ/Clav，30/
10 g/片）购自北京天坛药物生物技术开发公司。

1.3 主要试剂

LB 肉汤、MH 肉汤、MH 琼脂，购自北京陆桥

技术有限责任公司；质粒提取试剂盒、DNA 胶回

收试剂盒购自北京天根生化科技有限公司；Taq
PCR Mix、DNA Marker、pMD18-T载体、DH-5α感

受态细胞等均购自大连宝生物公司。

1.4 ESBLs表型检测

ESBLs表型检测按照CLSI标准［5］进行操作和

结果判读。ESBLs表型初筛试验：将受试菌株均

匀涂布于MH琼脂平板，在每个平板贴上CTX和

CAZ 两种纸片。当抑菌圈直径满足以下任一条

件：CTX≤27 mm，CAZ≤22 mm时，提示为产ESBLs
疑似菌株，需要进一步进行 ESBLs 表型确证试

验。ESBLs表型确证试验：将受试菌株均匀涂布

于MH琼脂平板，分别贴CTX、CTX/Clav以及CAZ、

CAZ/Clav 两组纸片。当两组中任何一组加克拉

维酸后与不加克拉维酸抑菌圈直径差值≥5 mm
时可确认为产ESBLs菌株。

1.5 药物敏感性试验

以大肠杆菌ATCC25922为质控菌株，用微量

肉汤稀释法［6］分别测定18种抗菌药物对137株鸡

源大肠杆菌的最小抑菌浓度（MIC）值。药敏试验

结果解释标准参照CLSI（2012版）［5］判读。

1.6 ESBLs基因型检测

1.6.1 引物的设计及合成

ESBLs基因 blaTEM、blaSHV、blaCTX-M、blaOXA引物参

照 GenBank 中收录的序列及相关文献［7，8］设计

（见表1）。所有引物均由上海英骏生物技术有限

公司合成。

表1 PCR引物序列

目的基因

blaTEM

blaSHV

blaCTX-M

blaOXA

引物序列（5′-3′）
F：ATGAGTATTCAACATTTCCG
R：TTACCAATGCTTAATCAGTGAG
F：AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC
R：ATCCCGCAGATAAATCACCAC
F：TGCGATGTGCAGTACCAGTAA
R：ATATCGTTGGTGGTGCCATA
F：GGCACCAGATTCAACTTTCAAG
R：GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG

片段大小（bp）
861

713

540

564

注：F上游引物；R下游引物。
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1.6.2 PCR扩增

用质粒提取试剂盒提取大肠杆菌质粒作为PCR
反应模板。PCR反应体系（20 μL）：Taq PCR Mix
10 μL，上下游引物各 1 μL，质粒DNA模板 1 μL，

超纯水7 μL。循环参数：94 ℃预变性5 min；94 ℃
变性30 s，58 ℃退火30 s，72 ℃延伸45 s，进行30个

循环；72 ℃终延伸 7 min。PCR 扩增产物在 1.0%
琼脂糖凝胶中电泳，溴化乙锭（EB）染色在凝胶成

像系统上观察电泳结果。

1.6.3 PCR产物回收测序

把 阳 性 的 PCR 产 物 进 行 胶 回 收 ，连 接 到

pMD18-T载体上，转化DH-5α感受态细胞，筛选

阳性克隆，经PCR鉴定为阳性的菌落送上海英骏

生物技术有限公司测序，将测序结果登陆 Gen⁃
Bank进行BLAST分析。

1.7 统计学分析

用SPSS 17.0软件进行数据统计。根据检测结

果，将大肠杆菌分为ESBLs阳性组和ESBLs阴性

组，采用 SPSS统计软件中的T检验对ESBLs阳性

组和ESBLs阴性组菌株的药敏试验结果进行统计

学分析。

2 结 果

2.1 ESBLs表型检测结果

137株鸡源大肠杆菌经过ESBLs表型初筛试

验和表型确证试验，证实有 109 株菌为ESBLs阳

性，检出率为79.6%（109/137）。

2.2 药敏试验结果

137株鸡源大肠杆菌对18种抗菌药物产生不

同程度耐药且均都为多重耐药菌株，除了头孢西

丁、阿米卡星以外，对其他 15种抗菌药物的耐药

率菌超过了 50%，对复方新诺明耐药率达到了

100%。所有菌株对亚胺培南都敏感。ESBLs阳性

组大肠杆菌的耐药性显著高于ESBLs阴性组大肠

杆菌结果（见表2）。

2.3 ESBLs基因型的PCR扩增及测序结果

对 109 株 ESBLs 阳 性 大 肠 杆 菌 进 行 blaTEM、

blaSHV、blaCTX-M、blaOXA 4种主要基因型的PCR检测，

结果显示：109株产ESBLs鸡源大肠杆菌基因型扩

增106株为阳性，其中98株blaCTX-M基因阳性，检出

率为71.5%（98/137），占ESBLs阳性大肠杆菌比例

为89.9%（98/109）；56株blaTEM基因阳性，检出率为

40.9%（56/137），占 ESBLs 阳性大肠杆菌比例为

51.4%（56/109）；其中有 26 株大肠杆菌同时携带

blaTEM 和 blaCTX-M 两种基因，所有菌株均没有检出

blaSHV基因和blaOXA基因。测序结果在GenBank上进

行BLASTN比对，结果显示，blaTEM基因和blaCTX-M基

因与 GenBank 中已报道的 blaTEM基因和 blaCTX-M基

因同源性超过 99%。部分菌株 PCR 产物电泳结

果见图1。

3 讨 论

本研究对哈尔滨周边地区 7 个县市分离的

137株鸡源大肠杆菌调查了耐药情况及携带ESBLs
情况。研究发现，哈尔滨地区鸡源大肠杆菌中

ESBLs的携带率较高（79.6%），这种高携带率与曲

志娜等（81%）［9］和Endimiani等（79%）［10］的报道相

吻合，表明鸡源大肠杆菌中已经普遍存在ESBLs，

表2 137株鸡源大肠杆菌对18种抗菌药物的敏感性

抗菌药物

AMX
AMC
CEF
CRO
CAZ
CTX
FOX
AZM
IMP
GEN
AMK
TET
DOX
CHL
FLO
ENR
CIP
SXT

ESBLs阳性（n=109）
菌株数

109
100
103
95
75
83
50
99
0

101
35
93
95

104
103
102
98

109

耐药率（%）

100.0
91.7
94.5
87.2
68.8
76.1
45.9
90.8
0.0

92.7
32.1
85.3
87.2
95.4
94.5
93.6
89.9

100.0

ESBLs阴性（n=28）
菌株数

23
18
13
9
0
0
2

10
0

15
2

23
22
20
26
21
20
28

耐药率（%）

82.1*

64.3*

46.4*

32.1*

0.0*

0.0*

7.1*

35.7*

0.0
53.6*

7.1*

82.1
78.6
71.4*

92.9
75.0*

71.4*

100.0

总耐药率

（%）

96.4
86.1
84.7
75.9
54.7
60.6
37.9
79.6
0.0

84.7
27.0
84.7
85.4
90.5
94.2
89.8
86.1

100.0
注：*表示ESBLs阳性大肠杆菌和ESBLs阴性大肠杆菌耐药性存在显

著性差异（P<0.05）。

5 000 bp3 000 bp2 000 bp1 000 bp750 bp500 bp
250 bp100 bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

注：M.DNA相对分子质量标准；1.blaCTX-M基因阴性对照；2~8、10、11.临
床blaCTX-M基因阳性菌株；9.临床blaCTX-M基因阴性菌株；12.blaTEM基因阴性对

照；13~23.临床blaTEM基因阳性菌株；24.临床blaTEM基因阴性菌株。

图1 部分菌株PCR产物电泳结果

-- 21



2014年第36卷第15期 China Poultry Vol.36，No.15.2014
实验研究实验研究

兽医临床上头孢菌素类药物的广泛应用，再加上

亚剂量、不规范使用抗菌药物，使得ESBLs基因传

播速度增加，细菌产 ESBLs的频率升高，导致ES⁃
BLs阳性菌株检出率提高［11］。

耐药性检测结果表明，137 株大肠杆菌除了

对头孢西丁、亚胺培南和阿米卡星以外的其他

15种抗菌药物的耐药率均达到了50%以上，对阿

莫西林、氯霉素、氟苯尼考、复方新诺明的耐药率

超过了 90%，提示哈尔滨地区鸡源大肠杆菌的耐

药状况比较严重，这可能与该地区养殖过程中大

量应用抗菌药物有关。ESBLs 阳性大肠杆菌对

β-内酰胺类抗菌药物、氨基糖苷类药物、氟喹诺

酮类药物的耐药率显著高于 ESBLs 阴性大肠杆

菌，这与介导ESBLs基因的质粒往往携带氨基糖

苷类和氟喹诺酮类耐药基因有关［12］。亚胺培南

和头孢西丁及阿米卡星等对ESBLs阳性和ESBLs

阴性大肠杆菌具有较高的抗菌活性，因此可作为

治疗因产 ESBLs 鸡源大肠杆菌引起疾病的首选

药物，但由于这几种药物价格昂贵、治疗成本较

高、兽医临床尚未批准，限制了其在兽药临床上

的应用。

对 109株ESBLs阳性大肠杆菌进行ESBLs基

因型的检测结果发现，blaTEM型和 blaCTX-M型ESBLs
为哈尔滨地区主要的ESBLs流行基因型，这与许

颖等［13］和杜向党等［14］的检出结果相似，显示在我

国主要存在blaTEM和blaCTX-M型ESBLs基因型。而在

欧洲各国则以 blaSHV和 blaCTX-M型为主［15］。国内外

ESBLs的流行基因型不同，进一步揭示了不同国

家、不同地区流行的 ESBLs 基因型存在着差异

性。本试验未扩增出 blaTEM、blaSHV、blaCTX-M、blaOXA

4种基因型的 3株ESBLs阳性大肠杆菌是否存在

其他ESBLs耐药基因有待进一步的研究。
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