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　　摘要：为调查云南大理某地区猪源致病性大肠杆菌对链霉素、卡那霉素、新霉素、妥布霉素、阿米卡星和庆大霉素
的耐药性，并获悉氨基糖苷类２个耐药基因ｓｔｒＡ、ｓｔｒＢ的携带情况，试验采用抗菌药物敏感试验纸片法探究５５株大肠
杆菌对６种氨基糖苷类药物的耐药性，通过常规ＰＣＲ检测ｓｔｒＡ、ｓｔｒＢ携带率。结果表明，链霉素、卡那霉素、新霉素、妥
布霉素、阿米卡星和庆大霉素的耐药率依次为５０．９％、４０．０％、３０．９％、４３．６％、１２．７％、４１．８％。ｓｔｒＡ、ｓｔｒＢ检出率分别
为７６．４％和７２．７％，同时含有２种耐药基因的频率高达５０．９％，说明云南大理受检地区猪源致病性大肠杆菌的耐药
情况严重。
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　　大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）是肠杆菌科细菌的模式种，是
在特定条件下可引起人畜共患病的一种病原菌，是在养猪业

中最常见的病原菌之一。大肠杆菌可引起败血症、水肿病、新

生仔猪腹水和仔猪黄白痢等多种疾病，并且具有较高的发病

率和死亡率［１］。

为避免大肠杆菌病的产生，农户与猪场通常会把氨基糖

苷类药物加入饲料中饲喂畜禽［２］，以便对各种大肠杆菌疾病

进行预防和控制，但随着抗菌药物的广泛应用和在疾病治疗

中的不当使用，常导致猪场环境中大肠杆菌耐药菌株产生，对

氨基糖苷类药物的耐药性发生变化［３－４］。大肠杆菌耐药菌株

对氨基糖苷类的耐药机制主要有３种：一是细胞内膜转运异
常使药物在细菌体内的蓄积减少或者细菌外膜蛋白通透性发

生改变；二是出现氨基糖苷类钝化酶；三是药物作用靶位改

变［５－６］，使药物进入细菌后不可以有效地与核糖体结合而产

生耐药性。杨慧等发现，饲料中添加铜盐导致猪铜抗性基因

的产生，同时协同选择了氨基糖苷类药物 ｓｔｒＡ、ｓｔｒＢ耐药基因
的产生［７］。这些认识有利于对云南大理猪源致病性大肠杆

菌耐药性、耐药基因进行研究。

本试验采用笔者所在实验室分离保存的云南大理部分地

区猪源致病性大肠杆菌进行６种氨基糖苷类抗生素耐药性检
测，ｓｔｒＡ和ｓｔｒＢ属于编码磷酸转移酶的基因，用来编码修饰链
霉素钝化基因，对耐药基因进行 ＰＣＲ扩增，获悉其耐药性与
耐药基因关系，以明确云南大理被检测区猪源致病性大肠杆

菌对氨基糖苷类药物的耐药情况，旨在为今后的兽医临床用

药提供参考，为猪源致病性大肠杆菌在畜禽体内的抗逆机制

和耐药机制研究提供帮助。

１　材料和方法

１．１　试验菌株
云南农业大学动物医学院病理实验室保存的５５株，于

２０１７年６月从云南省大理市部分猪场腹泄仔猪粪便中分离
纯化好的猪源致病性大肠杆菌。

１．２　主要试剂
药敏纸片，购自杭州微生物试剂有限公司；细菌 ＤＮＡ提

取试剂盒，购自北京百泰克生物技术有限公司；引物由生工生

物工程（上海）股份有限公司合成；其他试剂，均为实验室常

规试剂。

１．３　药敏试验
选用抗菌药物敏感试验纸片法对６种氨基糖苷类药物

（链霉素、妥布霉素、新霉素、庆大霉素、卡那霉素和阿米卡

星）进行药敏试验。药敏试验判断标准参见美国临床实验室

标准委员会（ＣＬＳＩ）所推荐的抗菌药物敏感试验纸片法［８］。

１．４　细菌基因组ＤＮＡ的提取
按照细菌ＤＮＡ提取试剂盒说明书中方法进行细菌基因

组ＤＮＡ的提取，最后溶于４０μＬＴＥ缓冲液中备用。
１．５　ＰＣＲ扩增

参照文献［９］，在 ＧｅｎＢａｎｋ上，找到序列并下载序列，用
Ｐｒｍｉｅｒ５．０引物设计软件设计相应引物，由生工生物工程（上
海）股份有限公司合成。引物序列及信息见表１。
　　ＰＣＲ反应体系见表２。
　　ＰＣＲ反应程序：９５℃ ３．０ｍｉｎ；９４℃ ０．５ｍｉｎ，５５℃
０．５ｍｉｎ，７２℃１．０ｍｉｎ，３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ。在１％琼脂
糖凝胶进行电泳鉴定，结果在紫外灯下观察并用凝胶成像系

统进行拍照记录保存。
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表１　引物核苷酸序列

基因
引物序列

（５′→３′）
参考文献

ｓｔｒＡ Ｆ：ＴＧＣＴＣＣＴＣＴＴＣＴＣＣＡＴＣＣ ［９］
Ｒ：ＣＧＣＣＧＣＣＡＡＴＡＴＧＴＴＣＴＡ

ｓｔｒＢ Ｆ：ＡＴＧＡＴＧＣＡＧＡＴＣＧＣＣＡＴＧＴＡ ［９］
Ｒ：ＣＧＧＴＣＧＴＡＧＡＧＧＣＡＡＴＣＴＧ

表２　ＰＣＲ反应体系

试剂 剂量（μＬ）
ＰＣＲＭａｓｔｅｒｍｉｘ １２．５
水 ９．５
底物 ２．０
上游引物 ０．５
下游引物 ０．５

２　结果和分析

２．１　药敏试验结果
药敏试验结果（表３、图１）显示，分离纯化后的５５株云南

大理部分地区猪源致病性大肠杆菌对链霉素的耐药率最高，

达５０．９％，其次是妥布霉素（４３．６％）、庆大霉素（４１．８％）、卡
那霉素（４０．０％）、新霉素 （３０．９％），耐药率最低的是阿米卡
星（１２．７％）。
２．２　耐药基因检测结果

表３　５５株云南大理猪源致病性大肠杆菌药敏试验结果

药物
耐药 中敏 敏感

菌株数 比例（％）菌株数 比例（％）菌株数 比例（％）
链霉素 ２８ ５０．９ １０ １８．２ １７ ３０．９
卡那霉素 ２２ ４０．０ ３０ ５４．５ ３ ５．５
新霉素 １７ ３０．９ ３７ ６７．３ １ １．８
妥布霉素 ２４ ４３．６ １７ ３０．９ １４ ２５．５
阿米卡星 ７ １２．７ ７ １２．７ ４１ ７４．５
庆大霉素 ２３ ４１．８ ９ １６．４ ２３ ４１．８

２．２．１　目的基因ｓｔｒＡ扩增结果　由图２可知，在５５株云南
大理部分地区猪源致病性大肠杆菌中出现４２株阳性菌株，
ｓｔｒＡ阳性率为７６．４％，所得条带片段大小为１９７ｂｐ。

２．２．２　目的基因 ｓｔｒＢ扩增结果　由图３可知，在５５株云南
大理部分地区猪源致病性大肠杆菌中出现４０株阳性菌株，
ｓｔｒＢ阳性率为７２．７％，所得条带片段大小为３２６ｂｐ。

３　讨论

展天松等对江苏地区大肠杆菌耐药性分析结果显示，对

阿米卡星耐药率最低，仅为１５．７％，对链霉素耐药率最高为
６２．９％［１０］，与本研究结果大致相同，原因可能是链霉素价格

较为低廉，抗菌谱广，众多农户长期大量使用此类药物预防和

治疗疾病。朱永江等对４０株畜禽大肠杆菌常用氨基糖苷类抗
生素进行药敏试验，结果显示，对卡那霉素耐药率高达

５７５％［１１］，与本试验结果存在较大出入，产生此种现象原因可

能是不同地区养殖模式和预防观念不同，也可能与研究基数有

关，或与地区用药差异有关，相关影响因素还需进一步调查。

　　金文杰等在对２１６株大肠杆菌进行检测时，检测到编码
修饰链霉素的钝化酶基因 ｓｔｒＡ的阳性率为５６％，ｓｔｒＢ的阳性
率为６５．７％［１２］。本试验中，在５５株云南大理部分地区猪源
致病性大肠杆菌中ｓｔｒＡ阳性率为７６．４％，ｓｔｒＢ阳性率为
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７２．７％，其中有２８株菌株同时存在 ｓｔｒＡ和 ｓｔｒＢ耐药基因，占
５０．９％，表明猪源致病性大肠杆菌普遍携带耐药基因 ｓｔｒＡ和
ｓｔｒＢ，进一步说明大肠杆菌的耐药性和耐药基因存在关系。

云南大理部分地区猪源致病性大肠杆菌对氨基糖苷类药

物的耐药特性有所改变，在用药时需选有效药。其中，合理用

药是关键，合理选择用药，具体为开发新药、使用以耐万古霉素

肠球菌（ＶＲＥ）［１３］和耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）［１４］为
靶点的新抗生素和发展生物制剂；目前，已知黄连、金银花、艾

叶、五倍子４类中药水提物对大肠杆菌表现出明显的抑菌效
果［１５］，寻找安全有效治疗猪大肠杆菌病的药物是畜牧养殖业

中亟待解决的关键问题。耐药性的差异可为畜场合理选用兽

药提供依据，掌握不同时期大肠杆菌的耐药情况，便于防控大

肠杆菌疾病，以选择合理的方案进行用药。抗菌药物的大量使

用，使细菌更容易自发突变，加快耐药性传播和扩散。不同猪

场大肠杆菌可能存在不同的耐药谱和耐药率，兽医临床应根据

本场病原菌的药敏特征正确选用合适的防治药物。

４　结论

５５株云南大理部分地区猪源致病性大肠杆菌对６种氨
基糖苷类抗生素存在不同程度的耐药率，使这６种氨基糖苷
类药物不能完全有效发挥作用，其中对链霉素耐药率最高，达

到５０．９％，且检测到编码修饰链霉素的钝化酶基因 ｓｔｒＡ阳性
率为７６．４％，ｓｔｒＢ阳性率为７２．７％，充分说明耐药基因与耐
药表型具有一定相关性。大肠杆菌耐药性的普遍存在对畜牧

业具有一定的影响，需要进一步控制。只有抑制耐药性的产

生、阻断耐药机制的形成，才能真正地防治云南大理部分地区

猪源致病性大肠杆菌疾病。

参考文献：

［１］李迎晓，焦凤超，易本驰，等．猪源大肠杆菌的分离鉴定及药敏试
验［Ｊ］．江苏农业科学，２０１３，４１（１）：２１７－２１８．

［２］梁　乔，赵凤菊，顾贵波，等．辽宁地区猪源大肠埃希菌氨基糖苷
类抗生素耐药基因的检测与分析［Ｊ］．河南农业科学，２０１７，４６
（６）：１３４－１３７．

［３］ＨｅＷＺ，ＺｈａｎｇＸＨ，ＺｈａｎｇＪ，ｅｔａｌ．Ｒｉｂｏｓｗｉｔｃｈｃｏｎｔｒｏｌｏｆｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ｏｆａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｃｅｔｙｌａｎｄａｄｅｎｙｌ－ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ［Ｊ］．
ＲＮＡＢｉｏｌｏｇｙ，２０１３，１０（８）：１２６６－１２７３．

［４］ＮｉｕＨＹ，ＹｕＨ，ＨｕＴＰ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｐｒｅｖａｌｅｎｃｅｏｆａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅ－
ｍｏｄｉｆｙｉｎｇｅｎｚｙｍｅａｎｄｖｉｒｕｌｅｎｃｅｇｅｎｅｓａｍｏｎｇｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｉｗｉｔｈｈｉｇｈ－
ｌｅｖｅｌａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎＩｎｎｅｒＭｏｎｇｏｌｉａ，Ｃｈｉｎａ［Ｊ］．
ＢｒａｚｉｌｉａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１６，４７（３）：６９１－６９６．

［５］张凤珍．大肠杆菌耐药机制和消除耐药性方法概述［Ｊ］．内蒙古
民族大学学报（自然科学版），２００９，２４（２）：１８４－１８７．

［６］李基棕，周碧君，文　明，等．猪场环境中大肠杆菌的耐药性检测
及其耐药机理［Ｊ］．中国兽医科学，２０１２，４２（１）：７８－８２．

［７］杨　慧，姜中其．猪源大肠杆菌、沙门氏菌和葡萄球菌铜抗性与
抗菌药物耐药性的相关性初探［Ｃ］／／中国畜牧兽医学会兽医药
理毒理学分会第十一届会员代表大会暨第十三次学术讨论会与

中国毒理学会兽医毒理专业委员会第五次学术研讨会论文集．长
沙，２０１５：２２４－２４５．

［８］张俊丰，陈　琳，魏冬霞，等．９２株猪腹泻大肠杆菌的耐药性分析
［Ｊ］．中国畜牧兽医，２０１０，３７（１１）：１５３－１５６．

［９］ＳｈａｗＰＣ，ＬｉａｎｇＣＴ，ＫａｍＫＭ，ｅｔａｌ．ＰｒｅｓｅｎｃｅｏｆＳｔｒＡ－ＳｔｒＢｇｅｎｅ
ｗｉｔｈｉｎａｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ－ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｐｅｒｏｎｉｎａｃｌｉｎｉｃａｌｉｓｏｌａｔｅｏｆ
Ｓｈｉｇｅｌｌａｆｌｅｘｎｅｒｉ［Ｊ］．Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ，１９９６，２８（４）：３５６－３５８．

［１０］展天松，李军朝，邹宇靖，等．动物源性大肠杆菌对氨基糖苷类
药物的耐药性及其耐药基因的检测［Ｊ］．畜牧与兽医，２０１６，４８
（１０）：９４－９７．

［１１］朱永江，吕文新，吴铁花，等．４０株动物源性大肠杆菌耐药性分
析及氨基糖苷修饰酶耐药基因的检测［Ｊ］．黑龙江畜牧兽医，
２０１７（２２）：１１５－１１７．

［１２］金文杰，秦爱建，郑志明，等．禽致病性大肠杆菌中四种抗氨基
糖苷类药物耐药基因的分子流行病学调查［Ｊ］．中国预防兽医
学报，２００７，２９（５）：４０１－４０４．

［１３］张利霞，胡同平，郭　翔，等．万古霉素耐药肠球菌感染的流行病
学研究进展［Ｊ］．中国医院药学杂志，２０１７，３７（２０）：２１０３－２１０５．

［１４］翟　蕙，李家斌．万古霉素单用及联合用药对 ＭＲＳＡ耐药性的
影响［Ｊ］．中国现代医学杂志，２０１７，２７（２９）：１６－２０．

［１５］韦　嫔，谭艾娟，吕世明，等．中药消除致病性大肠杆菌耐药性
的研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（１１）：１２７－１２９．

—４２２— 江苏农业科学　２０１９年第４７卷第１１期


