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　　摘要：近年来，各种抗生素在禽畜养殖业中被大量滥用，导致抗生素耐药菌大量产生，严重危害生态环境和人体健
康。通过对４个不同地区禽畜粪便中的抗生素耐药菌进行分离，共分离到１７株不同的耐药菌，其中１２株可以耐受２
种及以上的抗生素。通过１６ＳｒＲＮＡ序列比对分析确定了耐药菌株的种属地位，对于了解喂食抗生素禽畜粪便中常见
的耐药菌具有一定的理论指导意义，同时也为含有抗生素废水的治理积累了菌种资源。
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　　我国是抗生素生产和使用大国，每年生产抗生素２０万ｔ，
其中有４０％左右被用于禽畜养殖业，尤其在鸡、鸭、猪的养殖
中使用更为严重［１－２］。常见的抗生素如四环素、氨苄青霉素、

庆大霉素、卡那霉素、红霉素等可以有效杀灭病原菌，在短时

间内可以减少畜牧养殖业因病原菌引起的经济损失［３］。然

而，随着我国规模化、集约式畜禽养殖业的快速发展，抗生素

的使用量急剧增加。养殖户为了追逐经济利益，滥用抗生素，

使得大部分抗生素未被利用便随粪便和尿液排出体外，造成

动物粪便中抗生素含量严重超标［４］，因此，在畜禽粪便中产

生了大量的抗生素耐药微生物［２，５］，甚至是超级细菌。

在我国，越来越多的禽畜粪便被资源化处理，制成有机肥

被施用在农田土壤中。粪便中含有的耐药微生物所携带的质

粒、转座子等成为抗性基因转移和传播的主要因素，这些耐药

微生物可以通过直接或者间接接触（如食物链）等途径进入

人体，从而给人类公共健康带来威胁［６－７］。耐药微生物和耐

药基因已经成为新型的污染源，引起人们的广泛关注，然而目

前对禽畜养殖粪便中常见耐药菌的研究还较少。

本研究从江苏不同地区的养殖场采集了４个禽畜粪便样
品，分别为无锡市宜兴养鸭场粪便、徐州市沛县养鸭场粪便、

徐州市沛县养鸡场粪便、徐州市丰县养鸭场粪便。通过耐药

—１９２—江苏农业科学　２０１９年第４７卷第１期



菌的分离纯化共筛选到１７株不同的耐药菌株，并对所获得的
菌株进行了多重抗生素耐药菌分析。在此基础上，利用１６Ｓ
ｒＲＮＡ分子生物学技术分析了所获得的耐药菌株的种属地
位。本研究对于了解禽畜粪便中常见的耐药微生物、指导抗

生素在畜牧养殖业中的合理使用具有很好的理论意义，同时

也为抗生素废水和抗生素污染土壤的修复提供了菌种资源。

１　材料与方法

１．１　禽畜粪便的来源与采集
禽畜粪便样品分别采集于江苏省无锡市宜兴养鸭场、徐州

市沛县养鸭场、徐州市沛县养鸡场、徐州市丰县养鸭场。采集粪

便样品后，迅速带回实验室于４℃保藏，并及时进行菌种分离。
１．２　分离培养基

ＬＢ培养基：１０ｇ／Ｌ胰蛋白胨，５ｇ／Ｌ酵母粉，１０ｇ／Ｌ氯化
钠，２０ｇ／Ｌ琼脂，于１１５℃灭菌３０ｍｉｎ。灭菌后待温度降至
５５℃左右，加入相应的抗生素后倒平板。抗生素的使用浓度
为其常用的抑菌浓度：５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素，２０ｍｇ／Ｌ四环素，
５０ｍｇ／Ｌ氨苄青霉素，５０ｍｇ／Ｌ红霉素，５０ｍｇ／Ｌ庆大霉素。
１．３　抗生素耐药菌的分离

分别取４个禽畜粪便样品各１ｇ，加入９ｍＬ０．９％ ＮａＣｌ
溶液中，利用涡旋振荡器充分混匀。静置５ｍｉｎ后，取０．１ｍＬ
上层液体均匀涂布于含有不同抗生素的固体培养基平板上

（以没有抗性的 ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＤＨ５α作为阴性对照，涂布于
抗性平板上以验证抗性平板的有效性），于３７℃恒温培养箱
中倒置培养２４ｈ后，从形态学上排除从同一样品中分离获得
的相同菌株，然后从平板上挑取单菌落在同种抗生素培养基

平板上进行四区划线纯化，将纯化后的单菌落接种于含有相

应抗生素的液体培养基中进行摇瓶培养，于３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ
培养２４ｈ验证其耐药性。将获得的纯种耐药菌株发酵液与
３０％甘油等体积比混合后，保藏于－８０℃冰箱中待用。
１．４　菌株的多重抗生素耐受性分析

将分离得到的１７株抗生素耐受菌株进行多重抗生素耐
受性分析。将纯化好的菌株进行活化培养，然后涂布在不同

的抗生素平板上（分别含 ５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素、２０ｍｇ／Ｌ四环

素、５０ｍｇ／Ｌ氨苄青霉素、５０ｍｇ／Ｌ红霉素、５０ｍｇ／Ｌ庆大霉
素），检测其耐受性，若生长，即为耐受，若不生长，即为不耐

受，统计菌株对抗生素的多重耐药性。

１．５　抗生素耐药菌的分子鉴定
将分离获得的１７株耐药菌株接种于含有相应抗生素的

ＬＢ液体培养基中，摇瓶过夜培养。于１００００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心
收集菌体，利用细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒［天根生化科技
（北京）有限公司］提取菌株的基因组ＤＮＡ。以提取获得的基
因组ＤＮＡ作为模板，分别扩增菌株的１６ＳｒＲＮＡ序列。用于
ＰＣＲ扩增的上下游引物分别为５′－ＧＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣ
ＡＧ－３′和５′－ＣＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡ－３′。ＰＣＲ反应体系
的总体积为５０μＬ，在０．２ｍＬＥｐｐｅｎｄｏｒｆ管中依次加入５μＬ
１０×ｂｕｆｆｅｒ、１μＬｄＮＴＰ、１μＬ正向引物、１μＬ反向引物、１μＬ
模板 ＤＮＡ、０．５μＬＤＮＡ聚合酶，加 ｄｄＨ２Ｏ补足总体积至
５０μＬ。ＰＣＲ反应条件如下：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５６℃
３０ｓ，７２℃ ９０ｓ，３０个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。将扩增获得的１６Ｓ
ｒＲＮＡ产物经１％琼脂糖凝胶电泳检测，利用ＰＣＲ产物纯化试
剂盒［天根生化科技（北京）有限公司］纯化后，交北京博迈德

基因技术有限公司测序。将测得的 １６ＳｒＲＮＡ序列提交至
ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行ＢＬＡＳＴ比对分析，确定耐药菌株的种
属地位。

２　结果与分析

２．１　抗生素耐受菌株的分离
本研究利用含有常用抑菌浓度的卡那霉素、四环素、氨苄

青霉素、红霉素、庆大霉素的平板分离禽畜粪便中的耐药菌

株。如表１所示，从４份禽畜粪便样品中共分离获得１７株不
同种属的抗生素耐药菌株，其中从无锡市宜兴养鸭场分离到

５株，从徐州市沛县养鸭场分离到４株，从徐州市沛县养鸡场
分离到４株，从徐州市丰县养鸭场分离到４株。４个样品中
的耐药菌都以耐受四环素为主，这一趋势符合当前四环素被

大量用于禽畜养殖业的现状。四环素是在禽畜养殖业中实际

使用量最大的抗生素［８－９］，在抗生素的选择性压力下，导致禽

畜养殖粪便中四环素耐药菌最多。

表１　不同禽畜粪便样品中耐药菌的分离结果（ｎ＝４）

抗生素
宜兴鸭粪（ｎ＝５） 沛县鸭粪（ｎ＝４） 沛县鸡粪（ｎ＝４） 丰县鸭粪（ｎ＝４）

耐药菌数（株） 耐受率（％） 耐药菌数（株） 耐受率（％） 耐药菌数（株） 耐受率（％） 耐药菌数（株） 耐受率（％）
四环素 ４ ８０ ４ １００ ２ ５０ ４ １００
卡那霉素 ３ ６０ １ ２５ １ ２５ １ ２５
氨苄青霉素 ４ ８０ ３ ７５ １ ２５ ２ ５０
红霉素 ２ ４０ ３ ７５ ３ ７５ ２ ５０
庆大霉素 ２ ４０ ０ ０ １ ２５ ０ ０

２．２　抗生素耐受菌株的分子生物学鉴定
对分离获得的１７株抗生素耐药菌的１６ＳｒＲＮＡ基因进行

ＰＣＲ扩增和序列分析，将得到的序列结果通过与 ＮＣＢＩ（美国
国立生物技术信息中心）数据库中目前已报道的１６ＳｒＲＮＡ
序列进行比对，确定耐药菌种的种属地位。如表２所示，从无
锡宜兴养鸭场粪便中分离到的５株抗生素耐药菌分别为气味
类香菌（Ｍｙｒｏｉｄｅｓｏｄｏｒａｔｕｓ）、大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）、粪产
碱杆菌（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｆａｅｃａｌｉｓ）、吉氏库特菌（Ｋｕｒｔｈｉａｇｉｂｓｏｎｉｉ）、
坚强芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｆｉｒｍｕｓ）；从徐州沛县养鸭场粪便中分

离到的 ４株耐药菌分别为汉氏盐单胞菌 （Ｈａｌｏｍｏｎａｓ
ｈａｍｉｌｔｏｎｉｉ）、肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｅｕｒｅｋｅｎｓｉｓ）、贝莱斯芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ）、嗜气芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｅｒｏｐｈｉｌｕｓ）；从徐
州沛县养鸡场粪便中分离到的４株耐药菌分别为副凝胶短状
杆菌 （Ｂｒａｃｈｙｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｐａｒａｃｏｎｇｌｏｍｅｒａｔｕｍ）、尿 道 气 球 菌
（Ａｅｒｏｃｏｃｃｕｓｕｒｉｎａｅｅｑｕｉ）、孔 氏 葡 萄 球 菌 （Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ｃｏｈｎｉｉ）、弯曲芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｆｌｅｘｕｓ）；从徐州丰县养鸭场中
分离到的 ４株耐药菌分别为酯香微杆菌（Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｅｓｔｅｒａｒｏｍａｔｉｃｕｍ）、微杆菌（Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｕｗｏｎｅｎｓｅ）、玫瑰红
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红球菌（Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｒｈｏｄｏｃｈｒｏｕｓ）、蜡样芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｃｅｒｅｕｓ）。
２．３　多重抗生素耐受菌株分析

如表２所示，从４个禽畜粪便样品中分离到的１７株耐药
菌中有４株可以耐受２种抗生素，３株可以耐受３种抗生素，
４株可以耐受 ４种抗生素［分别为气味类香菌（Ｍｙｒｏｉｄｅｓ

ｏｄｏｒａｔｕｓ）、大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）、贝莱斯芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ）和孔氏葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｃｏｈｎｉｉ）］，
１株可以耐受 ５种抗生素，为粪产碱杆菌（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ
ｆａｅｃａｌｉｓ）。多重抗生素耐药菌的出现会导致抗生素失效，威胁
禽畜养殖的安全，同时对环境与人类健康构成严重威胁，因此

应采取措施积极引导和监督养殖户减少或避免使用抗生素。

表２　不同禽畜粪便样品中耐药菌的分离及抗生素耐受结果

取材地点 不同样品中的耐药菌及抗生素耐受结果

宜兴鸭场（ｎ＝６） ＢＷＬ１１０３ａｂｃｅ，Ｍｙｒｏｉｄｅｓｏｄｏｒａｔｕｓ（气味类香菌）；ＢＷＬ１１０５ａｂｃｄ，Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ（大肠杆菌）；ＢＷＬ１１０６ａｂｃｄｅ，Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ
ｆａｅｃａｌｉｓ（粪产碱杆菌）；ＢＷＬ１１０９ａ，Ｋｕｒｔｈｉａｇｉｂｓｏｎｉｉ（吉氏库特菌）；ＢＷＬ１１０８ｃ，Ｂａｃｉｌｌｕｓｆｉｒｍｕｓ（坚强芽孢杆菌）

沛县鸭场（ｎ＝５） ＢＷＬ１０５７ａ，Ｈａｌｏｍｏｎａｓｈａｍｉｌｔｏｎｉｉ（汉氏盐单胞菌）；ＢＷＬ１０５４ａｃｄ，Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｅｕｒｅｋｅｎｓｉｓ（肠球菌）；ＢＷＬ１０５８ａｂｃｄ，
Ｂａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ（贝莱斯芽孢杆菌）；ＢＷＬ１０５９ａｃｄ，Ｂａｃｉｌｌｕｓａｅｒｏｐｈｉｌｕｓ（嗜气芽孢杆菌）

沛县鸡场（ｎ＝４） ＢＷＬ１１１０ａｄ，Ｂｒａｃｈｙｂａｃｔｅｒｉｕｍｐａｒａｃｏｎｇｌｏｍｅｒａｔｕｍ（副凝胶短状杆菌）；ＢＷＬ１１１１ｄ，Ａｅｒｏｃｏｃｃｕｓｕｒｉｎａｅｅｑｕｉ（尿道气球菌）；
ＢＷＬ１１１２ａｂｄｅ，Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｃｏｈｎｉｉ（孔氏葡萄球菌）；ＢＷＬ１１１５ｃ，Ｂａｃｉｌｌｕｓｆｌｅｘｕｓ（弯曲芽孢杆菌）

丰县鸭场（ｎ＝５） ＢＷＬ１１２０ａｄ，Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｅｓｔｅｒａｒｏｍａｔｉｃｕｍ（酯香微杆 菌）；ＢＷＬ１１２１ａｄ，Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｕｗｏｎｅｎｓｅ（微 杆 菌）；
ＢＷＬ１１２２ａｂｃ，Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓｒｈｏｄｏｃｈｒｏｕｓ（玫瑰红红球菌）；ＢＷＬ１１２５ａｃ，Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ（蜡样芽孢杆菌）

　　注：ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ表示菌株对５种抗生素的耐受性，其中 ａ表示耐受四环素，ｂ表示耐受卡那霉素，ｃ表示耐受氨苄青霉素，ｄ表示耐受红霉
素，ｅ表示耐受庆大霉素。

３　讨论

近年来，多种抗生素被添加到禽畜饲料中，用于防范养殖

过程中病害的发生。抗生素的大规模滥用导致抗生素耐药菌

问题恶化，而且出现了多重耐药菌，甚至是超级细菌。耐药菌

的产生严重威胁着环境安全和人类健康［１０］。耐药菌导致抗

生素效果减弱，如药物使用剂量增大、抑菌过程延长、疾病复

发率升高等，甚至会使抗生素失效，导致禽畜或病人的死亡率

升高。目前，人们已经发现了多株多重耐药病菌，如粪肠球

菌、肺炎分支杆菌和绿脓假单胞菌，因此可见耐药菌的问题引

起了人们的广泛关注［１１－１２］。然而，目前对抗生素滥用导致禽

畜粪便中耐药菌形成情况的研究还较少。

本研究从４种禽畜粪便样品中共分离获得１７株不同的
耐药菌，并分析了这些菌株对多重抗生素的耐受性。结果表

明，在１７株耐药菌中有３株可以耐受３种抗生素；４株可以
耐受４种抗生素，分别为气味类香菌、大肠杆菌、贝莱斯芽孢
杆菌和孔氏葡萄球菌；１株可以耐受５种抗生素，为粪产碱杆
菌。本研究新发现了多株多重耐药菌，其中包括致病菌株，如

气味类香菌、大肠杆菌、葡萄球菌和粪产碱杆菌等，粪产碱杆

菌可寄生在动物的肠腔中，可机会性致病，引起肠炎等。本研

究对于指导禽畜养殖中合理使用抗生素具有一定的理论指导

意义。

抗生素在畜牧养殖业中的长期滥用导致养殖动物粪便中

耐药菌株数增加，这些携带抗生素抗性基因的菌株是环境中

抗生素抗性基因最重要的来源之一［５］。目前从世界上很多

国家、地区的肉、牛奶等样品中检测到的肠球菌均携带抗生素

抗性基因。虽然一些耐药性菌株不具有致病性，却能够将耐

药基因水平转移给致病菌，因此严格控制禽畜养殖等领域的

抗生素使用量迫在眉睫。

４　结论

本研究从４个地区的禽畜粪便样品中共分离出１７株不
同的耐药菌，其中有４株可以耐受２种抗生素，３株可以耐受

３种抗生素，４株可以耐受４种抗生素，１株可以耐受５种抗
生素。本研究对于了解禽畜养殖业中常见的耐药菌具有一定

的理论指导意义，同时也为含有抗生素废水的处理积累了菌

种资源。
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