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的有效磷水平均可较为适宜。综合考虑，Ｃ３组（能量为
１２３２ＭＪ／ｋｇ，粗蛋白质含量为１８％，钙含量为１．０％，有效磷
含量为０．６％）、Ｃ５组（能量为１２．７２ＭＪ／ｋｇ，粗蛋白质含量为
１６％，钙含量为１．０％，有效磷含量为０．３％）２个组合的营养
成分表观消化率高，Ｃ５饲料原料价格低于 Ｃ３。推荐１３周龄
黑羽番鸭饲粮营养水平为：能量为１２．３２ＭＪ／ｋｇ，粗蛋白质含
量为１６％，钙含量为１．０％，有效磷含量为０．６％。
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南京地区动物源大肠杆菌超广谱 β－内酰胺酶基因检测
方光远，胡志华，蒋加进，顾亚凤，晏文梅，戴鼎震

（金陵科技学院动物科学与技术学院，江苏南京２１００３８）

　　摘要：为了研究江苏省南京地区动物源大肠杆菌的耐药特性，对南京地区发生大肠杆菌病的动物进行细菌分离培
养，获得３８株大肠杆菌，采用 ＰＣＲ方法对３８株不同动物源大肠杆菌 ＴＥＭ、ＳＨＶ、ＣＴＸ－Ｍ－１、ＣＴＸ－Ｍ－９型超广谱
β－内酰胺酶基因进行检测，结果表明，有６株大肠杆菌检测出超广谱β－内酰胺酶基因，检出率为１５．８％。其中３株
为ＣＴＸ－Ｍ－１型，２株为ＣＴＸ－Ｍ－９型，１株为ＳＨＶ型。只有部分大肠杆菌对少数抗生素高敏。
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微生物学、兽医生物制品学教学及研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｆａｎｇｇｙ１２６＠
１２６．ｃｏｍ。

　　大肠杆菌广泛存在于自然界中及动物体内，正常情况下，
动物肠道内正常菌群中的大肠杆菌处于相对平衡的状态，对

于保持机体健康起到十分重要的作用；但一些特殊血清型的

大肠杆菌对动物有致病性，能引起发病动物出现精神沉郁、厌

食、下痢等临床症状，严重时可导致发病动物死亡。随着兽医

临床β－内酰胺类抗生素的广泛使用，动物源大肠杆菌对β－
内酰胺类抗生素的耐药性越来越普遍，同时产生耐药性的菌

株中检测出超广谱 β－内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）的概率也越来越
高。ＥＳＢＬｓ主要由大肠杆菌、肺炎克雷伯菌产生，能对 β－内
酰胺类抗生素进行水解，从而导致此类细菌对 β－内酰胺类
抗生素产生耐药性［１－３］。近年来，随着３代头孢菌素、单环酰
胺类抗生素在临床上的广泛使用，各地产生 ＥＳＢＬｓ动物源大
肠杆菌检出率不断增加［４－６］。为了研究动物源大肠杆菌的耐

药性，本研究采用ＰＣＲ方法对近年来江苏省南京地区分离鉴

定的３８株不同动物源大肠杆菌 ＴＥＭ、ＳＨＶ、ＣＴＸ－Ｍ－１、
ＣＴＸ－Ｍ－９型超广谱β－内酰胺酶基因进行检测，现将试验
过程及检测结果报告如下。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　病料来源　无菌采取近年来南京市范围的养殖场、宠
物医院发生大肠杆菌病动物的相关病料，其中鸽病料７份，犊
牛腹泻病料２７份，犬病料４份，送至金陵科技学院兽医微生
物实验室进行细菌分离培养鉴定。

１．１．２　培养基　普通营养琼脂平板、ＳＳ琼脂平板、三糖铁琼
脂斜面、普通营养肉汤均由金陵科技学院兽医微生物实验室

配制。

１．１．３　微量生化发酵管　肠杆菌科细菌 ＧＹＺ－１５ｅ生化编
码鉴定管购自杭州天和微生物试剂有限公司。微量生化编码

鉴定管包括硫化氢、苯丙氨酸、葡萄糖酸盐、蛋白胨水、葡磷胨

水、枸橼酸盐、尿素酶、半固体穿刺、葡萄糖、赖氨酸、鸟氨酸、

棉籽糖、山梨醇、侧金盏花醇、木胶糖。

１．１．４　ＰＣＲ扩增引物及试剂　根据文献已发表的 ＴＥＭ、
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ＳＨＶ、ＣＴＸ－Ｍ－１、ＣＴＸ－Ｍ－９型超广谱β－内酰胺酶基因序
列，由大连宝生物有限公司设计合成ＴＥＭ、ＳＨＶ、ＣＴＸ－Ｍ－１、
ＣＴＸ－Ｍ－９型超广谱β－内酰胺酶基因片段上下游引物［７］。

ＴＥＭ上游引物Ｐ１：５′－ＧＧＧＧＡＴＧＡＧＴＡＴＴＣＡＡＣＡＴＴＴＣＣ－３′；
下游引物Ｐ２：５′－ＧＧＧＣＡＧＴＴＡＣＣＡＡＴＧＣＴＴＡＡＴＣＡ－３′，预计
扩增 ８６１ｂｐ基因片段。ＳＨＶ上游引物 Ｐ１：５′－ＴＣＣＣＧ
ＣＡＧＡＴＡＡＡＴＣＡＣＣＡ－３′；下游引物 Ｐ２：５′－ＴＣＧＧＣＣＴ
ＴＣＡＣＴＣＡＡＧＧＡＴＧ－３′，预计扩增８２１ｂｐ基因片段。ＣＴＸ－
Ｍ－１上游引物Ｐ１：５′－ＣＧＣＴＴＴＧＣＧＡＴＧＴＧＣＡＧ－３′；下游引
物Ｐ２：５′－ＡＣＣＧＣＧＡＴＡＴＣＧＴＴＧＧＴ－３′，预计扩增５５１ｂｐ基
因片段。ＣＴＸ－Ｍ －９上 游 引 物 Ｐ１：５′－ＡＴＧＧＴＧＡ
ＣＡＡＡＧＡＧＡＧＡＧＴＧＣＡ－３′；下游引物 Ｐ２：５′－ＣＣＣＴＴＣＧ
ＧＣＧＡＴＧＡＴＴＣＴ－３′，预计扩增８６８ｂｐ基因片段。试剂包括
２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、ｄｄＨ２Ｏ、ＴＢＥ缓冲液等，均购自大连宝
生物有限公司。

１．１．５　药敏纸片　抗生素药敏纸片购自杭州天和微生物试
剂有限公司。药敏纸片包括：苯唑西林、氨苄西林、头孢唑啉、

头孢哌酮、头孢呋辛、头孢噻肟、卡那霉素、妥布霉素、诺氟沙

星、氧氟沙星、左氧氟沙星、呋喃妥因共计１２种。
１．２　方法
１．２．１　细菌分离培养　将取自鸽、犊牛腹泻、犬的病料分别
接种于ＳＳ琼脂平板，贴上标签，３７℃培养２４ｈ。取生长典型
的单个菌落分区划线接种于 ＳＳ琼脂平板、普通营养琼脂平
板，穿刺接种于三糖铁琼脂斜面、营养肉汤中，３７℃培养
２４ｈ，观察菌落形态及菌落在三糖铁琼脂斜面及营养肉汤中
的生长情况。

１．２．２　细菌染色镜检　取纯培养获得的单个菌落在洁净载
玻片上涂片，火焰干燥固定后，进行革兰氏染色，在普通光学

显微镜油镜下进行观察。

１．２．３　细菌的生化特性鉴定　取上述３８株分离菌纯培养
物，分别接种于肠杆菌科细菌 ＧＹＺ－１５ｅ生化编码鉴定管硫
化氢、苯丙氨酸、葡萄糖酸盐、蛋白胨水、葡磷胨水、枸橼酸盐、

尿素酶、半固体穿刺、葡萄糖、赖氨酸、鸟氨酸、棉籽糖、山梨

醇、侧金盏花醇、木胶糖中，置于 ３７℃恒温培养箱中培养
１８～２４ｈ，观察结果。
１．２．４　细菌超广谱β－内酰胺酶基因 ＰＣＲ检测　ＤＮＡ模板
制备：分别取３７℃培养１８～２４ｈ的３８株分离菌肉汤培养物
２ｍＬ，用冷冻离心机４℃１００００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，倾去上清
液，加入无菌水２ｍＬ混匀，再同上离心洗涤１次，倾去上清
液，再加入无菌水２ｍＬ混匀，４℃保存备用。２５μＬＰＣＲ反应
体系：ＴａｑＰＣＲＭｉｘ１２．５μＬ、上游引物及下游引物各１μＬ、
ｄｄＨ２Ｏ１０μＬ、ＤＮＡ模板０．５μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变
性８ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５６℃退火４５ｓ，７２℃延伸 １ｍｉｎ，３０
个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ基因片段检测：取 ＰＣＲ产物
１０μＬ加样到１２ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶中，于１１０Ｖ５０ｍＡ核酸电
泳槽中电泳 ４５ｍｉｎ，电泳后在凝胶成像系统中观察检测
ＴＥＭ、ＳＨＶ、ＣＴＸ－Ｍ－１、ＣＴＸ－Ｍ－９型超广谱 β－内酰胺酶
基因片段。

１．２．５　超广谱β－内酰胺酶基因阳性大肠杆菌药敏试验　
对检测出超广谱β－内酰胺酶基因的６株大肠杆菌菌株按常
规纸片法进行药敏试验。在乙醇灯火焰旁，用灭菌接种环取

上述大肠杆菌纯培养物致密划线于普通营养琼脂平板表面，

用无菌镊子将各种药敏纸片（直径６ｍｍ）分别贴于培养基表
面，每块平板贴３种，呈等边三角形，各片距离相等。每贴完
１个药敏纸片，镊子要在火焰上灼烧，以保证无菌。放在
３７℃ 培养箱中２４ｈ后取出观察并测量抑菌圈直径。细菌对
药物的敏感程度判定标准为：抑菌圈直径大于２０ｍｍ为极度
敏感，１５～２０ｍｍ为高度敏感，１０～１４ｍｍ为中度敏感，小于
１０ｍｍ为低度敏感，０ｍｍ为不敏感。

２　结果与分析

２．１　细菌分离培养结果
将取自鸽、犊牛腹泻、犬的病料分别接种于 ＳＳ琼脂平板

３７℃培养２４ｈ后，获得３８株细菌，均为圆形、隆起、湿润、边
缘整齐、表面光滑、直径３～４ｍｍ的红色菌落。上述３８株细
菌接种于普通营养琼脂平板上生长的单个菌落呈圆形、隆起、

湿润、边缘整齐、表面光滑、无色半透明状，直径３～４ｍｍ。接
种于普通营养肉汤３７℃培养２４ｈ后，肉汤呈浑浊状态，底部
有黏性沉淀。穿刺接种于三糖铁琼脂培养基３７℃培养２４ｈ
后，培养基斜面呈黄色，底部有大量气泡，不产生Ｈ２Ｓ。
２．２　细菌形态染色特性镜检结果

将上述３８株细菌纯培养后获得的单个菌落进行革兰氏
染色，镜检可见两端钝圆、散在革兰氏阴性中等大小杆菌，大

小为（１～３）μｍ×（０．４～０．７）μｍ。
２．３　细菌生化特性鉴定结果

３８株分离菌纯培养物分别接种于肠杆菌科细菌
ＧＹＺ－１５ｅ生化编码鉴定管，置于 ３７℃恒温培养箱中培养
１８～２４ｈ，分离菌生化特性鉴定结果见表１。根据上述生化反
应结果，计算每株细菌鉴定总值，查《肠杆菌科细菌生化鉴定

编码册》对应的编码检索表，可得鸽７株、犊牛腹泻２７株、犬
４株病料中的细菌鉴定值均为 ０６３６５，鉴定结果均为大肠
杆菌。

表１　分离菌生化特性鉴定结果

项目
分离菌株

鸽７株 犊牛腹泻２７株 犬４株
硫化氢 ０ ０ ０
丙苯氨酸 ０ ０ ０
葡萄糖酸盐 ０ ０ ０
蛋白胨水 ４ ４ ４
葡磷胨水 ２ ２ ２
枸橼酸盐 ０ ０ ０
尿素酶 ０ ０ ０
半固体穿刺 ２ ２ ２
葡萄糖产气 １ １ １
赖氨酸 ４ ４ ４
鸟氨酸 ２ ２ ２
棉籽糖 ０ ０ １
山梨醇 ４ ４ ４
侧金盏花醇 ０ ０ ０
木胶糖 １ １ １
鉴定总值 ０６３６５ ０６３６５ ０６３６５

２．４　细菌超广谱β－内酰胺酶基因ＰＣＲ检测结果
测定结果表明，分离得到的４株犬源大肠杆菌中，２株１
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号、２号犬源大肠杆菌具有ＣＴＸ－Ｍ－１型ＥＳＢＬｓ基因片段，２
株３号、４号犬源大肠杆菌具有ＣＴＸ－Ｍ－９型ＥＳＢＬｓ基因片
段。在２７株犊牛腹泻大肠杆菌中，有１株１３号犊牛腹泻大
肠杆菌产ＣＴＸ－Ｍ－１型ＥＳＢＬｓ基因片段。在分离到的７株
鸽大肠杆菌中，有１株９号鸽大肠杆菌具有ＳＨＶ型ＥＳＢＬｓ基
因片段。所有菌株均未扩增出ＴＥＭ型条带（图１）。

２．５　超广谱β－内酰胺酶基因阳性大肠杆菌药敏试验结果
对检测出超广谱β－内酰胺酶基因的６株大肠杆菌菌株

按常规纸片法进行药敏试验，结果见表２。药敏试验结果表
明，６株大肠杆菌对青霉素类药物氨苄西林、苯唑西林均不敏
感，产生很强的耐药性；对头孢唑啉、头孢哌酮、头孢呋辛大部

分菌株不敏感，产生耐药性；对氨基糖苷类药物卡那霉素、妥

布霉素不太敏感；４号犬大肠杆菌对头孢噻肟产生耐药性，其
他５株菌较敏感；６株菌对诺氟沙星、氧氟沙星、左氧氟沙星
敏感度不一致，可能与不同动物使用上述３种药物程度不同
有关；５株菌对呋喃妥因均高度敏感。其中１～４号犬大肠杆
菌对大多数抗生素都不敏感，耐药性较强，这可能与宠物医院

滥用抗生素有关。鸽大肠杆菌虽然测定出具有 ＳＨＶ型
ＥＳＢＬｓ基因片段，但对多种药物高度或中度敏感，具体原因有
待进一步分析。

表２　超广谱β－内酰胺酶基因阳性大肠杆菌药敏试验结果

药名

抑菌圈直径（ｍｍ）

１３号犊牛腹泻
Ｅ．ｃｏｌｉ

１号犬
Ｅ．ｃｏｌｉ

２号犬
Ｅ．ｃｏｌｉ

３号犬
Ｅ．ｃｏｌｉ

４号犬
Ｅ．ｃｏｌｉ

９号鸽
Ｅ．ｃｏｌｉ

苯唑西林 ０ ０ ０ ０ ０ ０
氨苄西林 ０ ０ ０ ０ ０ ０
头孢唑啉 ０ ０ ０ ０ ０ ２１
头孢哌酮 ０ ０ ２０ １４ ９ ２０
头孢呋辛 ０ ０ ０ ０ ０ １８
头孢噻肟 １３ １５ １４ １４ ０ ２１
卡那霉素 ０ １３ ０ ０ ０ １８
妥布霉素 ９ ７ ０ ０ ０ １７
诺氟沙星 １５ １８ １７ ０ ０ ０
氧氟沙星 ０ １３ １５ １１ ８ ２３
左氧氟沙星 １７ ２０ １７ ０ ０ ２２
呋喃妥因 １７ ２２ １６ １９ １９ １６

３　结论与讨论

超广谱β－内酰胺酶 （ＥＳＢＬｓ）是一类由细菌质粒介导的

β－内酰胺酶，能使细菌对青霉素类，第一代、第二代、第三代
头孢菌素β－内酰胺类抗生素，氨曲南（不包括第四代头孢菌
素或碳青霉烯类）产生耐药性。ＥＳＢＬｓ主要由大肠杆菌、肺炎
克雷伯菌产生，是该类细菌对 β－内酰胺酶类抗生素产生耐
药性最重要的机制。目前已发现２００余种超广谱β－内酰胺
酶（ＥＳＢＬｓ），根据编码基因同源性不同分为：ＴＥＭ（ｔｅｍｏｎｉ
ｅｒａ）、ＳＨＶ（ｓｕｌｐｈａｄｒｙｌｖａｒｉａｂｌｅ）、ＣＴＸ－Ｍ（ｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ）、ＯＸＡ
（ｏｘａｃｉｌｌｉｎ）、其他５类。ＣＴＸ－Ｍ型 ＥＳＢＬｓ主要由大肠杆菌、
鼠伤寒沙门菌等细菌产生，根据基因序列同源性不同，将

ＣＴＸ－Ｍ型 ＥＳＢＬｓ分为 ４组，分别为 ＣＴＸ－Ｍ －１组、
ＣＴＸ－Ｍ－２组、ＣＴＸ－Ｍ－８组、ＣＴＸ－Ｍ－９组。我国主要为
ＣＴＸ－Ｍ型，以ＣＴＸ－Ｍ－１组与ＣＴＸ－Ｍ－９组最为常见；其
次为ＳＨＶ型；欧美国家常见的 ＴＥＭ型 ＥＳＢＬｓ在我国罕见。
本研究表明，３８株动物源大肠杆菌 ＥＳＢＬｓ基因总检出率为
１５８％，其中３株为ＣＴＸ－Ｍ－１型，２株为ＣＴＸ－Ｍ－９型，１
株为ＳＨＶ型。只有部分大肠杆菌对少数抗生素高敏，说明含
有ＥＳＢＬｓ的大肠杆菌对常规抗生素已产生较强的耐药性；但
大肠杆菌对氟喹诺酮类、呋喃类抗菌化学药物敏感性较高，这

与这些药物抑制大肠杆菌的核酸复制有关。因此在治疗大肠

杆菌感染时，应先通过药敏试验对发病动物选用高度敏感药

物来进行治疗，才能取得满意的效果。大肠杆菌的特点是易

形成耐药性，而且大肠杆菌可通过菌毛将其耐药性质粒传递

给其他大肠杆菌，所以大肠杆菌的耐药性形成较快，环境中大

肠杆菌耐药性菌株越来越多，所以在使用药物治疗大肠杆菌

病时，应采用轮换用药、穿梭用药、联合用药的方法避免或延

缓大肠杆菌耐药性的产生［８－９］。
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