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西藏牦牛肠出血性大肠杆菌ＨＰＩ基因调查及耐药性分析
卢姊豪，贡　嘎，常　攀，武　琦，李天骄，吴　丹，罗润波，索朗斯珠

（西藏农牧学院动物科学学院，西藏林芝８６００００）

　　摘要：为明确西藏牦牛源肠出血大肠杆菌强毒力岛（ＨＰＩ）基因以及ＥＳＢＬｓ耐药基因携带情况，复壮笔者所在实验
室保存的１４株牦牛源肠出血性大肠杆菌，采用麦康凯培养基和伊红美蓝培养基进行筛选，镜检确定复壮成功后，应用
ＰＣＲ方法检测ＨＰＩ携带情况，并对ＨＰＩ相关毒力基因进行克隆与序列分析，测序结果同时采用Ｋ－Ｂ纸片法对被检菌
株进行药敏试验和ＥＳＢＬｓ表型检测，最后应用ＰＣＲ方法进行ＥＳＢＬｓ耐药基因检测。结果显示，１４株被检菌株中 ＨＰＩ
标志性基因ｆｙｕＡ的携带率最高，达４２．８６％（６／１４），其次分别为 ｙｂｔＡ、ｉｒｐ２和 ｉｒｐ８基因，携带率均为２１．４３％（３／１４），
ｉｒｐ３携带率为１４．２％（２／１４），而未检测到ｉｒｐ５阳性基因。分离菌株对青霉素、苯唑西林、氨苄西林、头孢氨苄、头孢唑
林、头孢拉定、阿米卡星的耐药率均≥５７．１４％，对派拉西林、羧苄西林、头孢他啶、环丙沙星耐药率均 ≥２１．４３％，并存
在多种耐药现象，耐药谱集中在３～１０耐，其中６耐菌株最多，有５株，其次为８耐３株、７耐２株，１０耐、９耐、５耐和３
耐均１株。对被检菌株进行１４种ＥＳＢＬｓ类基因检测，结果发现被检菌株只携带１种ＥＳＢＬｓ类基因，为ｂｌａＴＥＭ基因，携

带率２１．４３％（３／１４）。综上，西藏牦牛源肠出血性大肠杆菌中存在ＨＰＩ基因。对常用抗菌药产生较高的耐药性并存
在多种耐药现象，但对ＥＳＢＬｓ类药物具有较高的敏感性。
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Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｚｓｌｓｚ＠１６３．ｃｏｍ。

　　目前，出血性大肠杆菌（ｅｎｔｅｒｏｈａｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，ＥＨＥＣ）是６种大肠杆菌中重要的食
源性病原菌，给食品健康带来前所未有的挑战。牛

源ＥＨＥＣ是引起人类大肠杆菌病的主要来源之一。
据报道，国外健康牛以及牛肉中分离出 ＥＨＥＣ（Ｏ４６
血清型）并给人类健康带来一定的危害［１－２］。赵燕

娟等２０１９年从西藏牦牛体内分离鉴定出牦牛源肠
出血性大肠杆菌并确定主要毒力基因为 ｅｈｘＡ［３］，提
示西藏牦牛群中确实存在肠出血性大肠杆菌。

强毒力岛（ｈｉｇｈｐａｔｈｏｇｅｎｉｔｉｃｉｔｙｉｓｌａｎｄ，ＨＰＩ）也称
为耶尔森菌强毒力岛。它的核心基因主要有６种，
分别为 ｆｙｕＡ、ｉｒｐ２、ｉｒｐ８、ｉｒｐ５、ｙｂｔＡ和 ｉｒｐ３组成，其中
ｉｒｐ２和ｆｙｕＡ是 ＨＰＩ基因簇的核心基因［４］。耶尔森

菌强毒力岛在大肠杆菌和耶尔森菌之间进行水平

传播的相关报道很多，并与致病性大肠杆菌的毒力
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有关系［５］。Ｓｃｈｕｂｅｒｔ等早在 １９９７年就从大肠杆菌
中检测到ｉｒｐ２和ｆｙｕＡ。但目前西藏牦牛肠出血性大
肠杆菌ＨＰＩ基因检测鲜有报道。

大肠杆菌引起的腹泻病是西藏牦牛的主要疾

病之一，但由于抗菌药物的不合理使用，造成牦牛

大肠杆菌耐药现象不断增多，给牦牛大肠杆菌病的

防治带来严峻挑战。贡嘎等２０１４年报道西藏牦牛
大肠杆菌耐药率较高且存在多重耐药现象［６］，２０２０
年王刚等报道西藏牦牛源肠产毒性大肠杆菌的

ＥＳＢＬｓ阳性率为５５．３％，说明西藏牦牛大肠杆菌的
耐药现象较为严重［７］。但目前未见检测西藏牦牛

肠出血性大肠杆菌耐药性以及碳青霉烯类药物耐

药性的相关报道。因此，本研究对笔者所在实验室

保存的１４株牦牛源肠出血性大肠杆菌进行首次
ＨＰＩ标志基因检测、耐药性检测及碳青酶烯类药物
耐药性检测以明确西藏牦牛源肠出血大肠杆菌 ＨＰＩ
基因及ＥＳＢＬｓ耐药基因携带情况。

１　材料与方法

１．１　材料
１４株牦牛源肠出血性大肠杆菌株由笔者所在

实验室于２０１９年鉴定保存。其中，西藏阿里８株、
日喀则３株、林芝２株、昌都１株，按以上顺序分别
命名为 ＴＢＹ１、ＴＢＹ２、ＴＢＹ３、ＴＢＹ３、ＴＢＹ４、ＴＢＹ５、

ＴＢＹ６、ＴＢＹ７、ＴＢＹ８、ＴＢＹ９、ＴＢＹ１０、ＴＢＹ１１、ＴＢＹ１２、
ＴＢＹ１３、ＴＢＹ１４［４］。
１．２　主要试剂

大肠杆菌鉴别培养基由笔者所在实验室自

制［８］；常用抗菌药敏纸片购自杭州天和微生物试剂

有限公司。ＧｒｅｅｎＴａｑＭｉｘ、ＰＣＲ试剂、核酸染料 Ｇｅｌ
Ｖｉｅｗ等购自丰科生物科技有限公司（昆明）。
１．３　细菌复苏培养及鉴定

待复苏的菌株接种在普通营养肉汤培养基上，

在３７℃振荡培养箱中培养１８ｈ，观察培养特性，同
时进行细菌革兰氏染色镜检观察。普通肉汤上生

长的菌液划线接种至琼脂平板上，在３７℃培养１８ｈ
后挑取单个菌落接种至麦康凯琼脂平板和伊红美

蓝平板上，３７℃培养，观察。
１．４　ＨＰＩ相关基因ＰＣＲ检测

提取细菌基因组 ＤＮＡ，根据文献［９］中报道的
ＨＰＩ基因引物进行 ＰＣＲ鉴定，引物序列见表 １。
ＰＣＲ反应体系为：ＧｒｅｅｎＴａｑＭｉｘ２５μＬ，上游及下游
引物各２μＬ，模板 ＤＮＡ４μＬ、ｄｄＨ２Ｏ１７μＬ，５０μＬ
体系。ＰＣＲ扩增反应为：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃
３０ｓ，退火温度见表１，７２℃ １ｍｉｎ，３５个循环；７２℃
延伸１０ｍｉｎ。最后采用１．５％琼脂糖凝胶电泳观察
扩增结果。

表１　ＨＰＩ基因引物信息

基因 引物序列（５′→３′）
片段大小

（ｂｐ）
退火温度

（℃）

ｉｒｐ２ Ｆ：ＣＴＧＴＴＡＣＣＧＧＡＣＡＡＣＣＧＣ；Ｒ：ＧＧＧＣＡＧＣＴＧＴＴＣＴＴＣＴＴＣ ２９７ ５５

ｆｙｕＡ Ｆ：ＣＣＧＴＣＴＴＡＣＡＧＧＧＡＣＴＣＡＣＡＡＣＡＡＴ；Ｒ：ＧＧＴＡＣＡＧＣＣＣＡＡＡＣＡＣＣＡＴＡＴＣＡＡＣ １０７１ ５８

ｙｂｔＡ Ｆ：ＣＡＴＧＡＴＧＧＡＴＣＣＣＣＴＧＣＡＡＡＣＧＡＴＧＧＣＡＡＴＡＡＴＣＣＴ；Ｒ：ＣＡＴＧＡＴＣＴＣＧＡＧＴＴＡＣＡＴＣＣＣＧＣＧＴＴＴＡＡＡＧＧＴＣＧＡ ８４６ ６５

ｉｒｐ３ Ｆ：ＣＧＧＡＡＴＴＣＣＣＡＴＧＧＡＣＣＧＧＡＧＡＡＣＡＣＧＴＴＡＴＧ；Ｒ：ＧＣＴＣＴＡＧＡＴＣＡＣＡＧＣＧＣＣＴＣＣＴＴＡＴＣＡＴＣ １１３９ ６４

ｉｒｐ５ Ｆ：ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＧＧＴＡＣＣＡＧＧＴＧＡＣＧＣＡＴＧＡＡＴＴＣＴＴＣ；Ｒ：ＡＡＣＴＧＣＡＧＴＣＡＡＣＣＴＧＴＴＴＣＧＧＧＴＣＧＧ １６３６ ６７

ｉｒｐ８ Ｆ：ＴＧＴＣＡＴＣＡＧＴＴＣＴＣＴＴＧＣＣＧ；Ｒ：ＣＴＧＧＴＡＴＣＧＧＣＧＣＴＧＴＣＴＡＴ １１７６ ５５

１．５　药敏试验、ＥＳＢＬｓ表型及ＥＳＢＬｓ耐药基因检测

取成功复苏的菌液涂布接种至普通琼脂上，将

临床常用１７种抗生素药敏纸片和１种碳青霉烯类
（亚胺培南）纸片贴于琼脂平板表面中央，倒置平

皿，放于３７℃培养箱中培养１８～２４ｈ后观察结果。
抑菌结果参照美国临床实验室标准委员会

（ＮＣＣＬＳ）２０１３年公布的标准作出判定，具体见表２。
提取细菌基因组 ＤＮＡ，根据文献［９］中报道的

ＥＳＢＬｓ类基因引物进行ＰＣＲ鉴定，引物序列见表３。
ＰＣＲ反应体系和程序见“１．４”节。

２　结果与分析

２．１　菌株复壮结果
由图１可知，被检菌株在伊红美蓝上生长为黑

色带金属光泽的湿润圆形菌落，在麦康凯上生长边

缘整齐、表面光滑的典型红色菌落，革兰氏染色染

结果为两端略圆的红色短杆菌。

２．２　ｆｙｕＡ基因携带情况及进化分析
通过ＰＣＲ检测、测序并在ＮＣＢＩ上进行比对，发

现被检１４株菌株中有６株与ＧｅｎＢａｎｋ上ｆｙｕＡ基
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表２　药敏试验判断标准

药物种类　　　 药物名称　　　
抑菌圈直径（ｍｍ）

耐药 中介 敏感

青霉素类 青霉素 ≤２８ ２８～２９ ≥２９

苯唑西林 ≤１０ １１～１２ ≥１３

氨苄西林 ≤１３ １３～１７ ≥１７

哌拉西林 ≤１８ １８～２０ ≥２０

羧苄西林 ≤１９ １９～２３ ≥２３

头孢菌素类 头孢噻肟 ≤１５ １５～２３ ≥２３

头孢氨苄 ≤１４ １５～１７ ≥１７

头孢唑啉 ≤１４ １４～１８ ≥１８

头孢他啶 ≤１８ １８～２０ ≥２０

头孢呋辛 ≤１６ １７～１９ ≥２０

头孢曲松 ≤２４ ２４～２７ ≥２７

头孢哌酮 ≤１６ １６～２０ ≥２０

头孢拉定 ≤１４ １５～１７ ≥１７

喹诺酮类 环丙沙星 ≤１５ １６～２１ ≥２１

多黏菌素类 多黏菌素Ｂ ≤８ ８～１２ ≥１２

氨基糖苷类 阿米卡星 ≤１５ １５～１６ ≥１６

头霉素类 头孢西丁 ≤１４ １４～１８ ≥１８

碳青霉烯类 亚胺培南 ≤１３ １３～１６ ≥１６

表３　ＥＳＢＬｓ类基因引物信息

ＥＳＢＬｓ基因 引物序列（５′→３′）　　
片段大小

（ｂｐ）
退火温度

（℃）

ｂｌａＳＨＶ Ｆ：ＡＴＧＣＧＴＴＡＴＡＴＴＣＧＣＣＴＧＴＧＴＡＴＴ；Ｒ：ＧＣＧＴＴＧＣＣＡＧＴＧＣＴＣＧＡＴＣＡＧＣＧＣ ８５８ ５７
ｂｌａＴＥＭ Ｆ：ＧＡＧＴＡＴＴＣＡＡＣＡＴＴＴＣＣＧＴＧＴＣ；Ｒ：ＴＡＡＴＣＡＧＴＧＡＧＧＣＡＣＣＴＡＴＣＴＣ ８４８ ５２
ｂｌａＣＴＸ－Ｍ－１ Ｆ：ＧＧＴＴＡＡＡＡＡＡＴＣＡＣＴＧＣＧＴＣ；Ｒ：ＴＴＧＧＴＧＡＣＧＡＴＴＴＴＡＧＣＣＧＣ ８７６ ５２
ｂｌａＣＴＸ－Ｍ－２ Ｆ：ＡＴＧＡＴＧＡＣＴＣＡＧＡＧＣＡＴＴＣＧ；Ｒ：ＴＧＧＧＴＴＡＣＧＡＴＴＴＴＣＧＣＣＧＣ ８６６ ５５
ｂｌａＣＴＸ－Ｍ－９ Ｆ：ＡＴＧＧＴＧＡＣＡＡＡＧＡＧＡＧＴＧＣＡ；Ｒ：ＣＣＣＴＴＣＧＧＣＧＡＴＧＡＴＴＣＴＣ ８７０ ５５
ｂｌａＣＴＸ－Ｍ－２５ Ｆ：ＡＴＧＡＴＧＡＧＡＡＡＡＡＧＣＧＴＡＡＧ；Ｒ：ＡＴＡＡＣＣＧＴＣＧＧＴＧＡＣＡＡＴＴＣ ８７３ ５０
ｂｌａＰＥＲ１ Ｆ：ＡＴＧＡＡＴＧＴＣＡＴＴＡＴＡＡＡＡＧＣ；Ｒ：ＡＡＴＴＴＧＧＧＣＴＴＡＧＧＧＣＡＧＡＡ ９２５ ４８
ｂｌａＰＥＲ２ Ｆ：ＴＧＴＧＴＴＴＴＣＡＣＣＧＣＴＴＣＴＧＣＴＣＴＧ；Ｒ：ＡＧＣＴＣＡＡＡＣＴＧＡＴＡＡＧＣＣＧＣＴＴＧ ８７８ ５９
ｂｌａＶＥＢＩ Ｆ：ＣＧＡＣＴＴＣＣＡＴＴＴＣＣＣＧＡＴＧＣ；Ｒ：ＧＧＡＣＴＣＴＧＣＡＡＣＡＡＡＴＡＣＧＣ ６４３ ５５
ｂｌａＧＥＳ１ Ｆ：ＡＴＧＣＧＣＴＴＣＡＴＴＣＡＣＧＣＡＣ；Ｒ：ＣＴＡＴＴＴＧＴＣＣＧＴＧＣＴＣＡＧＧ ８６４ ５５
ｂｌａＫＰＣ Ｆ：ＡＴＧＴＣＡＣＴＧＴＡＴＣＧＣＣＧＴ；Ｒ：ＣＣＴＴＡＣＴＧＣＣＣＧＴＴＧＡＣＧ ８８４ ５５
ｂｌａＯＸＡ－２ Ｆ：ＡＴＧＧＣＡＡＴＣＣＧＡＡＴＣＴＴＣＧＣ；Ｒ：ＡＴＡＧＡＧＣＧＡＡＧＧＡＴＴＧＣＣＣＧ ７７９ ５６
ｂｌａＯＸＡ－１０ Ｆ：ＴＴＴＣＧＡＧＴＡＣＧＧＣＡＴＴＡＧＣＴ；Ｒ：ＧＡＡＴＧＧＡＴＴＴＴＣＴＴＡＧＣＧＧＣ ７２３ ５２

因同源性９８％以上，确定为 ｆｙｕＡ基因阳性，阳性率
最高，达４２．８６％（６／１４），分别为 ＴＢＹ３～ＴＢＹ８，均
来自西藏阿里；ＴＢＹ１０和 ＴＢＹ１１，来自西藏日喀则。
系统进化分析（图２、图３）显示，６株菌株与韩国人
源ＣＰ０２６４７３和巴西人源 ＣＰ０１９６的 ｆｙｕＡ基因聚成
一簇，亲缘关系较近。

２．３　ｉｒｐ２基因携带情况及进化分析
通过ＰＣＲ检测、测序并在ＮＣＢＩ上进行比对，发

现被检的１４株菌株中有３株与 ＧｅｎＢａｎｋ上 ｉｒｐ２基

因同源性９９％以上，确定为 ｉｒｐ２基因阳性，阳性率
最高，达２１．４３％（３／１４），分别为 ＴＢＹ７来自西藏阿
里，ＴＢＹ１０和ＴＢＹ１１来自西藏日喀则。系统进化分
析（图４、图５）显示，３株菌株单独聚成一个小簇，与
荷兰人源ＣＰ０６８９９０、美国鸡源 ＣＰ０５６０７７、中国合肥
鸭源ＣＰ０４５２０６及日本人源ＡＰ０２４１１的 ｉｒｐ２基因聚
成一个大簇，亲缘关系相对较近。

２．４　ｉｒｐ３基因携带情况及进化分析
通过ＰＣＲ检测、测序并在ＮＣＢＩ上进行比对，发
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现被检的１４株菌株中有２株与 ＧｅｎＢａｎｋ上 ｉｒｐ３基
因同源性９８％以上，确定为 ｉｒｐ３基因阳性，阳性率
最高，达１４．２９％（２／１４），分别为 ＴＢＹ７来自西藏阿
里，ＴＢＹ１０来自西藏日喀则。系统进化分析（图６、
图７）显示，２株菌株与美国人源ＣＰ０５４３７９和

ＣＰ００３０３４的ｉｒｐ３基因聚成一簇，亲缘关系相对较
近，而其他物种鸡源、旱濑源、鸭源等 ｉｒｐ３的基因亲
缘性较远。

２．５　ｉｒｐ８基因携带情况及进化分析
通过ＰＣＲ检测、测序并在ＮＣＢＩ上进行比对，发
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现被检的１４株菌株中有３株与 ＧｅｎＢａｎｋ上 ｉｒｐ８基
因同源性９８％以上，确定为 ｉｒｐ８基因阳性，阳性率
最高，达２１．４３％（３／１４），分别为 ＴＢＹ７来自西藏阿
里，ＴＢＹ１０和ＴＢＹ１１来自西藏日喀则。系统进化分
析（图８、图９）显示，３株菌株与美国人源 ＣＰ０５４３５３
和中国杭州人源 ＣＰ０４１０１的 ｉｒｐ８基因亲缘关系相
对较近。

２．６　ｙｂｔＡ基因携带情况及进化分析
通过ＰＣＲ检测、测序并在ＮＣＢＩ进行比对，结果

发现，被检的１４株菌株中有３株与ＧｅｎＢａｎｋ上ｙｂｔＡ

基因同源性９８％以上，确定为 ｙｂｔＡ基因阳性，阳性
率最高，达２１．４３％（３／１４），分别为 ＴＢＹ７来自西藏
阿里，ＴＢＹ１０和ＴＢＹ１１来自西藏日喀则。系统进化
分析（图１０、图１１）显示，３株菌株与澳大利亚智人
源ＣＰ０５８５７４的ｙｂｔＡ基因亲缘关系相对较近。

２．７　耐药表型结果
由药敏试验结果（表４）可知，本研究对牦牛源

肠出血性大肠杆菌进行７类１８种抗菌药物耐药表
型检测，结果耐药率达到５０％以上的有７种药物，
耐药最严重的是青霉素（１００％），其次是头孢唑林、
头孢氨苄、苯唑西林、阿米卡星、头孢拉定和氨苄西

林，耐药率分别为９２．８６％、８５．７１％、７１．４３％、７１．４３％、
５７１４％和５７．１４％。并且存在多重耐药现象，其中，
６耐５株、８耐３株、７耐２株，１０耐、９耐、５耐和３
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表４　药敏试验结果

药物名称
药敏结果

ＴＢＹ１ ＴＢＹ２ ＴＢＹ３ ＴＢＹ４ ＴＢＹ５ ＴＢＹ６ ＴＢＹ７ ＴＢＹ８ ＴＢＹ９ ＴＢＹ１０ ＴＢＹ１１ ＴＢＹ１２ ＴＢＹ１３ ＴＢＹ１４

青霉素 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

苯唑西林 Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

氨苄西林 Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｉ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ｉ

哌拉西林 Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｉ Ｒ

羧苄西林 Ｉ Ｉ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ Ｓ Ｒ Ｉ

头孢噻肟 Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

头孢氨苄 Ｒ Ｒ Ｒ Ｉ Ｒ Ｒ Ｒ Ｉ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

头孢唑啉 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｉ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

头孢他啶 Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｉ Ｒ

头孢呋辛 Ｓ Ｉ Ｉ Ｉ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｉ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ

头孢曲松 Ｓ Ｒ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

头孢哌酮 Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

头孢拉定 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｉ Ｉ Ｓ Ｒ Ｒ Ｉ Ｉ

环丙沙星 Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ Ｒ Ｓ Ｉ Ｒ Ｒ Ｓ Ｉ Ｓ Ｉ

多黏菌素Ｂ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

阿米卡星 Ｒ Ｒ Ｓ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｓ

头孢西丁 Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

亚胺培南 Ｓ Ｓ Ｉ Ｓ Ｉ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｉ

　　注：Ｒ表示耐药；Ｉ表示中介；Ｓ表示敏感。

耐均为１株。１４株被检菌株对碳青霉素烯类（亚胺
培南）、头孢噻肟、头孢呋辛、头孢曲松、头孢哌酮、

多黏菌素Ｂ和头孢西丁等７种药物敏感率１００％。
２．８　ＥＳＢＬｓ基因检测结果

对１４株牦牛源肠出血性大肠杆菌进行 １４种
ＥＳＢＬｓ类基因的检测，结果发现被检菌株只携带１
种 ＥＳＢＬｓ类基因，为 ｂｌａＴＥＭ基因，携带率 ２１．４３％
（３／１４）。ＰＣＲ扩增电泳图见图１２、图１３。

３　讨论

致病性大肠杆菌毒力的强弱与从宿主摄取铁

的能力直接相关。强毒力岛（ＨＰＩ）基因是致病性大
肠杆菌的重要毒力因子，具有保守的核心区域，致

病性大肠杆菌在宿主体内获得这些毒力因子并生

存在宿主体内，最终导致宿主发病。此外，这些毒

力因子可在人和动物间发生水平转移，因此，存在

一定的公共卫生安全问题。

耶尔森菌强毒力岛是牛源、兔源、人源致泻性

大肠杆菌的重要毒力因子［１０－１３］，但有关西藏地区牦

牛源大肠杆菌 ＨＰＩ毒力岛的检测尚未见报道。本
研究复苏笔者所在实验室保存的牦牛源肠出血大

肠杆菌１４株，通过 ＰＣＲ方法检测其强毒力岛基因
ｆｙｕＡ、ｉｒｐ２、ｉｒｐ３、ｉｒｐ８，ｙｂｔＡ、ｉｒｐ５。结果发现，１４株牦牛
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源肠出血性大肠杆菌中检出５种 ＨＰＩ基因，分别为
ｆｙｕＡ、ｉｒｐ２、ｉｒｐ３、ｉｒｐ８和 ｙｂｔＡ，检出率分别为４２８６％
（６／１４）、２１．４３％（３／１４）、１４．２％（２／１４）、２１．４３％
（３／１４）和 ２１．４３％（３／１４），其中 ｆｙｕＡ基因检出率
最高。

ｆｙｕＡ和 ｉｒｐ２基因是 ＨＰＩ基因簇的主要结构基
因之一，编码产物对于细菌在低铁环境下的生存具

有重要的意义。本研究中ｆｙｕＡ基因携带率最高，为
４２．８６％（６／１４），远低于高海慧等报道的宁夏犊牛
大肠杆菌的阳性率８２．６７％（６２／７５）［８］、朱利霞等报
道的河北肉牛溶血性大肠埃希菌的阳性率９５７％
（２２／２３）［１３］和元振杰等报道的新疆致犊牛腹泻大肠
杆菌的阳性率９１．６７％（１１／１２）［１４］，而高于王姣姣
等报道的吉林省犊牛腹泻大肠杆菌的检出率３０％
（１０／３３）［１５］和徐继英等报道的中国北京等７个省份
奶牛 乳 腺 炎 源 大 肠 杆 菌 的 阳 性 率 １８．９４％
（３６／１９０）［１６］。与不同种动物（猪源、禽源）相比，本
次结果与云南撒坝猪源大肠杆菌的检测率４３．１８％
（１９／４４）［１７］基本相一致，辽宁锦州地区鸡大肠杆菌
的检测率１８．７％（２８／１５０）［１８］明显低于本次结果。
不同地域、不同品种的动物之间ｆｙｕＡ基因检出率的
差异原因有待进一步研究。有研究表明，ｉｒｐ２基因
仅在强致病性大肠杆菌中才能存在，本研究中被检

的１４株菌株中 ｉｒｐ２基因的检出率为 ２１．４３％
（３／１４）［１９］。此外，１４株被检菌株对６种毒力基因
组合模式进行分析发现，携带５种基因的菌株３株，
分别为ＴＢＹ７、ＴＢＹ１０和 ＴＢＹ１１，毒力基因组合模式
为：ｉｒｐ２＋ｉｒｐ３＋ｉｒｐ８＋ｆｙｕＡ＋ｙｂｔＡ，占阳性菌株的
３５７１％。与孙武文研究的携带５种基因的模式［２０］

一致，这是否成为牛种动物致病性大肠杆菌的 ＨＰＩ
毒力基因的组合模式需要更多数据的支撑。

新德里金属β－内酰胺酶（ＮＤＭ）能够水解所有
金属内酰胺酶（除单环β－内酰胺酶类外）［２２－２３］，在
革兰氏阴性细菌临床治疗中碳青霉烯酶是最后一

道防线［２４－２５］。世界范围内传播的 ＮＤＭ阳性菌株
已发现，给临床管理和公共卫生带来了严重的影

响［２６］。ｂｌａＮＤＭ基因可随着优势克隆株或质粒在动
物、动物性食品和人之间快速传播［２７］。因此，即便

碳青酶烯类药物被禁用于动物养殖和动物临床，在

动物中也会出现 ＮＤＭ阳性细菌的报道，首次报道
是２００９年［２８］，随后全球多个国家和地区相继报道

了ｂｌａＮＤＭ基因的发现
［２９］。近几年，我国个别地区动

物群中 ＮＤＭ阳性细菌报道较多［３０－３２］。２０２０年王

刚等首次报道西藏地区存在产 ＥＳＢＬｓ大肠杆菌菌
株［７］。本研究对牦牛源出血性大肠杆菌进行 ７类
１８种抗菌药物耐药表型检测，结果耐药率达到５０％
以上的有７种药物，其中青霉素耐药率最高，达到
１００％。１４株被检菌株对碳青霉素烯类（亚胺培
南）、头孢噻肟、头孢呋辛、头孢曲松、头孢哌酮、多

黏菌素Ｂ和头孢西丁等７种药物敏感率１００％。本
次检测的奎诺酮类药物、头霉素类及大部分头孢菌

素类的耐药表型结果与王刚等报道西藏牦牛源肠

产毒性大肠杆菌的耐药检测结果［７］一致，但头孢噻

肟的耐药性结果完全相反，这可能与被检大肠杆菌

的种类不同有一定的关系。另外，测试了１４株分离
菌ＥＳＢＬｓ基因携带情况，发现仅有３株大肠杆菌携
带ｂｌａＴＥＭ基因，携带率２１．４３％（３／１４），其余菌株均
未检测到ＥＳＢＬｓ基因，这与本次试验耐药表型结果
一致。

王刚等报道西藏牦牛源肠产毒性大肠杆菌

ＥＳＢＬｓ基因检出率为５５．３％，其中，ＴＥＭ检出率为
７８．９％［７］，王警等报道江苏奶牛源大肠杆菌 ＥＳＢＬｓ
基因检出率为 １１．２％，其中 ＴＥＭ 检出率为
１００％［９］。本次西藏牦牛源肠出血大肠杆菌 ＥＳＢＬｓ
基因检出率７．１４％，ＴＥＭ检出率为 ２１．４３％，检出
率远低于以上报道的结果。而佟盼盼等报道新疆

牛源产志贺毒素大肠杆菌 ＥＳＢＬｓ基因鉴定，结果
ＥＳＢＬｓ检出率为 １．９１％，并说明检测到的主要是
ｂｌａＴＥＭ和ｂｌａＣＴＸ－Ｍ

［３３］，本次结果与之一致。

ＨＰＩ是一个强毒力岛，含有 ＨＰＩ的大肠杆菌毒
力要高于不含ＨＰＩ的大肠杆菌，因此，ＨＰＩ可能增强
细菌的致病力。牦牛腹泻病是西藏地区牦牛主要

传染病之一，对牦牛的生产带来很大的危害。其

中，大肠杆菌是牦牛腹泻病的主要病原菌。本研究

首次对西藏地区分离鉴定的１４株牦牛源肠出血性
大肠杆菌进行ＨＰＩ的主要基因检测，填补了这一研
究数据空白。此外，监测了西藏地区牦牛源肠出血

性大肠杆菌ＥＳＢＬｓ基因的携带情况，可为西藏牦牛
致病性大肠杆菌引起的腹泻病防治提供理论支撑。
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［２７］ＮｏｒｄｍａｎｎＰ，ＮａａｓＴ，ＰｏｉｒｅｌＬ．ＧｌｏｂａｌｓｐｒｅａｄｏｆＣａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅ－

ｐｒｏｄｕｃｉｎｇＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ［Ｊ］．ＥｍｅｒｇｉｎｇＩｎｆｅｃｔｉｏｕｓＤｉｓｅａｓｅｓ，

２０１１，１７（１０）：１７９１－１７９８．

［２８］孙　坚，刘雅红，冯友军．动物源细菌耐药性研究现状与对策

［Ｊ］．生物工程学报，２０１８，３４（８）：１２４６－１２５８．

［２９］ＬｉｕＢＴ，ＳｏｎｇＦＪ，ＺｏｕＭ，ｅｔａｌ．ＨｉｇｈｉｎｃｉｄｅｎｃｅｏｆＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ

ｓｔｒａｉｎｓｃｏｈａｒｂｏｒｉｎｇｍｃｒ－１ａｎｄｂｌａＮＤＭ ｆｒｏｍ ｃｈｉｃｋｅｎｓ［Ｊ］．

ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌＡｇｅｎｔｓａｎｄＣｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ，２０１７，６１（３）：ｅ０２３４７－

１６．　

［３０］ＫｏｎｇＬＨ，ＬｅｉＣＷ，ＭａＳＺ，ｅｔａｌ．Ｖａｒｉｏｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｅｓｏｆ

ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｉｓｏｌａｔｅｓｃｏｈａｒｂｏｒｉｎｇｂｌａＮＤＭ －５ａｎｄｍｃｒ－１ｇｅｎｅｓ

ｆｒｏｍａｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｓｗｉｎｅｆａｒｍｉｎＣｈｉｎａ［Ｊ］．ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌＡｇｅｎｔｓ

ａｎｄＣｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ，２０１７，６１（３）：ｅ０２１６７－１６．

［３１］ＬｉｎＤＣ，ＸｉｅＭＭ，ＬｉＲＣ，ｅｔａｌ．ＩｎｃＦＩＩｃｏｎｊｕｇａｔｉｖｅｐｌａｓｍｉｄ－

ｍｅｄｉａｔｅｄｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｏｆｂｌａＮＤＭ－１ｅｌｅｍｅｎｔｓａｍｏｎｇａｎｉｍａｌ－ｂｏｒｎｅ

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｓｔｒａｉｎｓ［Ｊ］． Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ａｇｅｎｔｓ ａｎｄ

Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ，２０１６，６１（１）：ｅ０２２８５－１６．

［３２］ＨｅＴ，ＷａｎｇＹ，ＳｕｎＬＣ，ｅｔａｌ．Ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ

ｂｌａＮＤＭ－５－ｐｏｓｉｔｉｖｅＫｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅｉｓｏｌａｔｅｓｆｒｏｍｄａｉｒｙｃｏｗｓ

ｉｎＪｉａｎｇｓｕ，Ｃｈｉｎａ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌＣｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ，

２０１６，７２（１）：９０－９４．

［３３］佟盼盼，杨银萍，谢金鑫，等．乌鲁木齐市宠物犬、猫粪源大肠杆

菌耐药性分析与ＥＳＢＬｓ基因型检测［Ｊ］．中国农业大学学报，

２０２０，２５（１１）：９０－９８．
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