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　　摘要：为研究２０日龄左右仔猪腹泻发病机理，检测仔猪腹泻大肠杆菌耐药性和超广谱β－内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）基因
种类，分析仔猪腹泻大肠杆菌耐药特性，为兽医临床更好地预防控制仔猪腹泻大肠杆菌病提供参考，从腹泻发病仔猪

粪便中分离出３４株致病性仔猪腹泻大肠杆菌，用１０种头孢类抗生素药敏纸片对其进行药物敏感试验，并设计针对
ＥＳＢＬｓ基因ＴＥＭ、ＳＨＶ、ＣＴＸ－Ｍ－１、ＣＴＸ－Ｍ－２、ＣＴＸ－Ｍ－８、ＣＴＸ－Ｍ－９的特异性引物，检测３４株仔猪腹泻大肠杆
菌ＥＳＢＬｓ基因ＴＥＭ、ＳＨＶ、ＣＴＸ－Ｍ－１、ＣＴＸ－Ｍ－２、ＣＴＸ－Ｍ－８、ＣＴＸ－Ｍ－９存在情况。药敏试验结果表明，３４株仔
猪腹泻大肠杆菌对１０种头孢类抗生素的敏感度不同，其中，对头孢唑啉、头孢噻吩、头孢呋辛的耐药率为６８％、６５％
和５６％，敏感率为２９％、１５％和３５％；对头孢哌酮、氨曲南的耐药率为１５％、９％，敏感率为７０％、７９％。ＥＳＢＬｓ基因检
测结果表明，３４株仔猪腹泻大肠杆菌全部检测到 ＴＥＭ耐药基因，检出率为１００％；检测到１株细菌具有 ＣＴＸ－Ｍ－９
耐药基因，检出率为２．８％。由于该养猪场分离出的仔猪腹泻大肠杆菌对头孢类抗生素普遍耐药，并且全部检测出
ＥＳＢＬｓ的ＴＥＭ基因，因此建议对养猪场的头孢类抗生素使用应定期进行耐药性检测和合理规范使用。
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　　大肠杆菌对头孢菌素产生耐药性的主要机理
是产生超广谱 β－内酰胺酶（ｅｘｔｅｎｄｅｄｓｐｅｃｔｒｕｍ
β－ｌａｃｔａｍａｓｅｓ，ＥＳＢＬｓ）。ＥＳＢＬｓ是通过质粒介导使
细菌对第３、４代头孢菌素（主要包含头孢曲松、头
孢噻肟、头孢他啶和头孢吡肟等）及单环类内酰胺

抗生素氨曲南和青霉素类抗生素产生耐药的一组

酶［１－２］。自从１９世纪８０年代欧洲国家发现并报道
了第１例产ＥＳＢＬｓ菌株后，目前已发现由质粒介导
的 ＥＳＢＬｓ基 因 亚 型 ２００ 多 种，其 中，ＴＥＭ
（Ｔｅｍｏｎｉｅｒａ）、ＳＨＶ（Ｓｕｌｐｈａｄｒｙｌｖａｒｉａｂｌｅ）和 ＣＴＸ－Ｍ
（Ｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ）基因型非常普遍［２－３］。根据基因同源

性的差异把ＥＳＢＬｓ分成三大类：ＴＥＭ型、ＳＨＶ型、非
ＴＥＭ非ＳＨＶ型，其中，ＴＥＭ型和 ＳＨＶ型占大多数。
最近，伴随ＣＴＸ－Ｍ型不断增加，且本来属于２ｄ亚
类β－内酰胺酶 ＯＸＡ型中又出现了多种 ＥＳＢＬｓ，所

以又把ＥＳＢＬｓ分类为ＴＥＭ型、ＳＨＶ型、ＣＴＸ－Ｍ型、
ＯＸＡ型、其他５种类型［４－５］。ＥＳＢＬｓ最常见的基因
型是ＴＥＭ，至今已有１６８种，全球广泛分布。目前，
我国滥用抗生素现象非常普遍，对超广谱 β－内酰
胺酶的研究较晚，抗生素产生耐药性的现象比较普

遍。本试验通过检测仔猪腹泻大肠杆菌超广谱

β－内酰胺酶基因型种类，分析仔猪腹泻大肠杆菌
的耐药机理，为兽医临床提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
试验时间：２０２１年 １２月 １０日至 ２０２２年 ４月

１０日；地点：金陵科技学院动物科学与食品工程学
院兽医微生物实验室。

１．１．１　病料　南京某养猪场 ３４份仔猪腹泻
粪便［３］。

１．１．２　菌株　３４份腹泻仔猪粪便进行细菌分离培
养获得 ３４株细菌，经鉴定均为仔猪腹泻大肠杆
菌［３］，冻干保存备用。

１．１．３　试剂　琼脂糖、２×ＴａｑＰＣＲｍｉｘ、ＤＬ２０００
ＤＮＡＭａｒｋｅｒ等购自南京擎科生物有限公司；普通营
养琼脂平板、ＳＳ琼脂平板、普通营养肉汤等自行配制。
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１．２　方法
１．２．１　细菌复苏纯化培养　取保存的３４株仔猪腹
泻大肠杆菌冻干菌种，接种普通营养琼脂平板、ＳＳ
琼脂平板和普通营养肉汤，放入培养箱内培养。

１．２．２　细菌药敏试验　购自杭州滨河微生物试剂
有限公司１０种头孢类抗生素药敏纸片为头孢唑啉、
头孢噻吩、头孢呋辛、头孢哌酮、头孢噻肟、头孢他

啶、头孢曲松、头孢吡肟、头孢西丁和氨曲南。药敏

试验采用常规纸片法进行。菌液制备：挑选普通营

养琼脂平板上分离培养好的大肠杆菌菌落置于灭

菌的０．９％氯化钠溶液中，制成均匀悬液，使其浊度
与０．５麦氏单位比浊管浊度一致。用灭菌棉签蘸取
制备好的菌液，均匀涂布整个平板表面。用灭菌镊

子夹取药敏纸片１张，贴在平板表面，１块平板上贴
４种不同的药敏纸片，各药敏纸片间间隔 ≥３０ｍｍ，
且纸片距平板边缘 ≥ １５ｍｍ。操作完成的平板放
入恒温培养箱中３７℃ ２４ｈ后，仔细观察，并测量各
药敏纸片抑菌圈直径。结果判定参考《抗微生物药物

敏感试验执行标准（ＣＬＳＩ－Ｍ１００－Ｓ２０）》。
１．２．３　细菌超广谱β－内酰胺酶耐药基因检测
１．２．３．１　细菌ＥＳＢＬｓ耐药基因ＰＣＲ扩增引物　根
据已发表文献的 ＥＳＢＬｓＴＥＭ、ＳＨＶ、ＣＴＸ－Ｍ－１、
ＣＴＸ－Ｍ－２、ＣＴＸ－Ｍ－８、ＣＴＸ－Ｍ－９基因序列，设
计合成ＴＥＭ、ＳＨＶ、ＣＴＸ－Ｍ－１、ＣＴＸ－Ｍ－２、ＣＴＸ－
Ｍ－８、ＣＴＸ－Ｍ－９上下游引物（表１）。

表１　供试基因上下游引物

基因 上下游引物（５′→３′）
长度

（ｂｐ）

ＴＥＭ Ｆ：ＴＣＣＧＴＧＴＣＧＣＣＣＴＴＡＴＴＣ；Ｒ：ＣＡＧＴＧＡＧＧＣＡＣＣＴＡＴＣＴＣＧ ８３０

ＳＨＶ Ｆ：ＴＣＴＣＣＣＴＧＴＴＡＧＣＣＡＣＣＣＴＧ；Ｒ：ＣＣＣＧＣＡＧＡＴＡＡＡＴＣＡＣＣＡＣＡ ７５６

ＣＴＸ－Ｍ－１ Ｆ：ＡＡＴＴＡＧＡＧＣＧＧＣＡＧＴＣＧＧ；Ｒ：ＣＣＡＣＡＡＣＣＣＡＧＧＡＡＧＣＡＧ ５８８

ＣＴＸ－Ｍ－２ Ｆ：ＴＴＧＣＧＡＴＧＴＧＣＡＧＴＡＣＣＡＧ；Ｒ：ＡＴＡＴＣＣＣＧＡＣＧＧＣＴＴＴＣＣ ６３１

ＣＴＸ－Ｍ－８ Ｆ：ＣＧＴＴＡＡＧＣＧＧＡＴＧＡＴＧＣＴ；Ｒ：ＴＴＣＴＧＣＣＴＴＣＴＧＣＴＣＴＧＧ ８０８

ＣＴＸ－Ｍ－９ Ｆ：ＴＴＧＡＣＣＧＴＡＴＴＧＧＧＡＧＴＴＴＧ；Ｒ：ＧＣＴＧＡＡＧＣＣＡＧＣＡＣＡＴＣＧ ８７０

１．２．３．２　细菌 ＤＮＡ模板制备及 ＥＳＢＬｓ耐药基因
ＰＣＲ检测　取各仔猪腹泻大肠杆菌营养肉汤培养
物１ｍＬ，４℃１００００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，去除上清，加
生理盐水１ｍＬ摇匀；再同上离心洗涤１次，弃上清
液，取１ｍＬ生理盐水加入管中摇匀，作为细菌ＤＮＡ
模板。ＰＣＲ反应条件：９４℃ 预变性 ５ｍｉｎ；９４℃ 变
性４５ｓ，５６℃退火４５ｓ，７２℃延伸 １ｍｉｎ，３０个循环；
然后７２℃延伸 １０ｍｉｎ［３－６］。ＰＣＲ基因片段检测：用
１倍ＴＢＥ缓冲液配备１．２％琼脂凝胶１００ｍＬ，加入
５μＬＧｏｌｄｖｉｅｗ倒板冷却后，取各ＰＣＲ产物 １０μＬ加
样后电泳。电泳仪设定电压１２０Ｖ、电流１３０ｍＡ、时
间４５ｍｉｎ，电泳后采用紫外检测仪观察结果。

２　结果与分析

２．１　细菌复苏纯化培养结果与分析
在普通营养琼脂平板上分区划线接种３４株仔

猪腹泻大肠杆菌菌种冻干粉，３７℃培养２４ｈ后，菌
落均生长良好，呈圆形、湿润、无色半透明状菌

落［４－６］（图１）。ＳＳ琼脂平板上生长出圆形、光滑的
红色菌落［４－６］（图２）。营养肉汤中呈均匀、浑浊状
态，底部出现黏性沉淀物，液面管壁出现菌环。
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２．２　细菌药敏试验结果与分析
　　由表２结合《抗微生物药物敏感试验执行标准
（ＣＬＳＩ－Ｍ１００－Ｓ２０）》的判断标准可知，３４株仔猪
腹泻大肠杆菌对头孢唑啉、头孢噻吩、头孢呋辛、头

孢哌酮、头孢吡肟、头孢噻肟、头孢他啶、头孢曲松、

头孢西叮、氨曲南１０种抗生素的敏感度不同，其中，

对头孢唑啉、头孢噻吩、头孢呋辛的耐药率比较高，

分别为 ６８％、６５％和 ５６％，敏感率比较低，分别为
２９％、１５％和３５％，这可能与临床使用上述３种抗生
素较多有关；对头孢哌酮、氨曲南的耐药率比较低，分

别为１５％和９％，敏感率比较高，分别为７０％和７９％，
这可能与临床使用上述２种抗生素较少有关。

表２　细菌药敏试验结果

编号
抑菌圈直径（ｍｍ）

头孢唑啉 头孢噻吩 头孢呋辛 头孢哌酮 头孢曲松 头孢噻肟 头孢他啶 头孢吡肟 头孢西丁 氨曲南

１ ０ ０ ０ ２３ ２１ ２８ ２５ ２６ １８ ２５
２ ２１ １５ １１ ０ ０ ０ ７ ０ １８ ７
３ ９ １６ １８ ２３ ２０ ０ ０ ２４ １５ ２４
４ ０ ０ ０ ２１ ２５ ２０ １９ ９ １１ ２３
５ ２２ ０ ２４ ２３ ２１ ２４ １１ ２５ ２２ ２９
６ １３ ０ ２１ ２１ ２９ ２３ ２４ ２８ １４ ２８
７ １３ １１ １４ ２５ １４ １６ ２６ ２０ ２０ ２９
８ １２ ９ １２ ２３ ２３ ２３ ２２ ２４ １７ ２４
９ １３ ０ １２ ２９ １９ １９ ２１ ２６ １９ ２５
１０ ０ ０ ０ ２６ ０ ２１ １５ ２４ ０ ２０
１１ ２１ １４ ０ ２１ ２３ ８ ７ １３ ０ ２５
１２ １１ ９ ０ ２１ ２１ ０ ２２ ２７ １５ ２４
１３ ２２ １９ ２１ ２１ ２１ ２９ ２４ １０ １８ ２３
１４ ２１ １６ １９ １６ ９ ２７ ０ １３ １４ ２５
１５ ０ １５ ２０ ０ １７ ０ ０ ０ ０ ２５
１６ ０ ０ ０ １３ ０ ２３ ２５ ２４ １８ １８
１７ ７ ０ ０ １２ １８ ０ ２０ ２４ １４ １９
１８ ２４ １３ ０ ２１ ２０ １８ １６ ２５ ０ ２４
１９ ０ ０ ０ ２１ ９ ２３ ０ ０ １１ ２７
２０ ２５ ０ ０ ２２ ２７ ２１ ０ ０ １６ ２９
２１ ８ ２０ ０ １３ １９ ０ ２１ ２５ ２１ ２３
２２ ７ ０ ０ ２０ ２７ ０ ２７ ２５ １５ ２６
２３ ０ ０ ０ ２１ ２３ １９ ２０ １８ １４ ２２
２４ １２ ２１ １６ ２７ ２７ ２９ ２８ １４ ０ ２９
２５ ２０ １５ １６ １６ １１ ０ １２ ０ ０ １０
２６ ２１ １６ ２０ １９ ０ ２０ １７ ２１ １７ １８
２７ ０ ０ ０ ９ １６ ０ ０ ２０ １５ １７
２８ １２ １５ １７ ２４ ２５ ２４ １８ ２６ １２ ２１
２９ ０ ０ １９ ２１ ２５ １８ ２０ ２３ １８ ２６
３０ ０ ０ １８ ２４ ０ ０ １３ ０ ２０ ２８
３１ ０ ０ ０ １３ ０ ２３ ０ ２４ １７ ２５
３２ ２１ １８ １９ ２３ ２２ ２０ ２１ ２５ ２０ ２４
３３ ９ ０ ２１ ２５ １９ ２２ ２４ １８ １８ ２３
３４ １５ １８ ２２ ２８ ２９ ２４ １４ １７ ２４ ２８

敏感度 ６８％Ｒ
３％Ｉ
２９％Ｓ

６５％Ｒ
２０％Ｉ
１５％Ｓ

５６％Ｒ
９％Ｉ
３５％Ｓ

１５％Ｒ
１５％Ｉ
７０％Ｓ

２６％Ｒ
２７％Ｉ
４７％Ｓ

３２％Ｒ
３３％Ｉ
３５％Ｓ

３８％Ｒ
９％Ｉ
５３％Ｓ

３２％Ｒ
３％Ｉ
６５％Ｓ

３８％Ｒ
２４％Ｉ
３８％Ｓ

９％Ｒ
１２％Ｉ
７９％Ｓ

　　注：Ｓ为敏感，Ｉ为中介，Ｒ为耐药。

２．３　细菌耐药基因检测结果与分析
３４株仔猪腹泻大肠杆菌菌株超广谱β－内酰胺

酶ＴＥＭ、ＳＨＶ、ＣＴＸ－Ｍ－１、ＣＴＸ－Ｍ－２、ＣＴＸ－Ｍ－
８、ＣＴＸ－Ｍ－９基因片段 ＰＣＲ检测结果表明，其中
３４株仔猪腹泻大肠杆菌均被检测到超广谱β－内酰

胺酶ＴＥＭ基因片段，７号菌株细菌被检测到 ＣＴＸ－
Ｍ－９基因片段，其他基因片段未被检测到。
２．３．１　ＴＥＭ耐药基因检测结果与分析　由图３、图
４可知，３４株仔猪腹泻大肠杆菌均检测到ＴＥＭ耐药
基因，该耐药基因检出率为１００％。
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２．３．２　ＣＴＸ－Ｍ－９耐药基因检测结果与分析　由图
５、图６可知，３４株仔猪腹泻大肠杆菌７号菌株被检测
到ＣＴＸ－Ｍ－９耐药基因，该耐药基因检出率为２．８％。

３　讨论

头孢类抗生素是兽医临床抗细菌感染治疗中

最常应用的抗生素，随着３代头孢类抗生素的大量
应用，细菌对头孢类抗生素耐药现象越来越严重，

细菌对此类药物耐药的很大一部分因素是产生

β－内酰胺酶和 ＥＳＢＬｓ。ＴＥＭ型耐药基因是 ＥＳＢＬｓ
中最常见的基因型，至今已有１６８种，呈全球性分
布，也是我国最常见的ＥＳＢＬｓ［７］。本试验结果表明，
３４株仔猪腹泻大肠杆菌全部检测到 ＴＥＭ耐药基
因，阳性率为１００％；检测到１株 ＣＴＸ－Ｍ－９耐药

基因，检测率为２．８％。Ｋａｗａｍｕｒａ等报道，ＴＥＭ可
水解羧苄西林、苯唑西林或头孢菌素；ＳＨＶ具有水
解头孢噻肟巯基的功能；ＣＴＸ－Ｍ对头孢噻肟水解
作用很大，对头孢他啶水解作用很小［８］。根据本试

验药敏试验和耐药基因检测结果可知，３４株仔猪腹
泻大肠杆菌对１０种抗生素耐药性和敏感性情况差
别较大，但检测出ＣＴＸ－Ｍ－９耐药基因的７号菌株
对头孢噻肟的耐药性明显比其他未检测出的菌株

高。３４株仔猪腹泻大肠杆菌全部检测到 ＴＥＭ耐药
基因，说明该猪场仔猪腹泻致病性大肠杆菌对头孢

类抗生素均已经产生耐药，应重视。由于检测的仔

猪腹泻大肠杆菌菌株数较少，检测出的 ＥＳＢＬｓ基因
类型也较少，仔猪腹泻大肠杆菌具体的耐药特性和

ＥＳＢＬｓ基因分布状况有待更进一步探索。
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夜间增温下施生物炭和硅肥对冬小麦生长、

生理及产量的影响

高安妮１，２，娄运生１，２，刘迎霞２，杜泽云２，郭峻泓２，潘德丰２

（１．南京信息工程大学气象灾害预报预警与评估协同创新中心，江苏南京２１００４４；

２．南京信息工程大学江苏省农业气象重点实验室，江苏南京２１００４４）

　　摘要：气候变暖是全球气候变化的显著特征之一，表现为昼夜不对称增温，即夜间温度增幅大于白天。夜间增温
明显影响冬小麦生产，通过施肥能否调控夜间增温的不利影响尚不清楚。通过田间模拟试验，采用３因素３水平正交
试验设计，研究了夜间增温条件下施用生物炭和硅肥对冬小麦生长、生理特性及产量的影响。夜间增温设 Ｗ０（常温
对照）、Ｗ１（５ｍｍ铝箔膜覆盖）和Ｗ２（１１ｍｍ铝箔膜覆盖）３个水平，夜间用铝箔膜覆盖植株冠层以模拟增温（１９：００—

０６：００）；施生物炭设Ｂ０（对照）、Ｂ１（５ｔ／ｈｍ２生物炭）和 Ｂ２（１７．５ｔ／ｈｍ２生物炭）３个水平；施硅肥设 Ｓｉ０（对照）、Ｓｉ１

（２００ｋｇ／ｈｍ２钢渣）和Ｓｉ２（２００ｋｇ／ｈｍ２矿粉）３个水平。结果表明，Ｗ１和Ｗ２处理使全生育期５ｃｍ土层夜间均温分别
升高０．７２℃和０．３４℃，１０ｃｍ土层升高０．２２℃和０．１８℃。夜间增温降低冬小麦关键生育期分蘖数、株高、叶面积指
数（ＬＡＩ）和产量，提高叶绿素含量（ＳＰＡＤ值）、叶片净光合速率（Ｐｎ）、蒸腾速率（Ｔｒ）和气孔导度（Ｇｓ）。与 Ｗ０处理相

比，Ｗ１处理胞间ＣＯ２浓度（Ｃｉ）降低０．４１％、Ｗ２处理提高０．７５％；Ｗ１和Ｗ２处理分别减产３９．３４％和４６．１６％。施用

生物炭可提高冬小麦分蘖数、株高、Ｐｎ、ＬＡＩ和 Ｔｒ，降低 Ｇｓ和 Ｃｉ。与 Ｂ０处理相比，Ｂ１处理使叶片 ＳＰＡＤ值降低

２９８％，Ｂ２处理则升高０．５１％；Ｂ１处理使叶片Ｇｓ降低２．４４％，Ｂ２处理降低７．３２％；Ｂ１和Ｂ２处理分别增产５．９７％和

２２７６％。施硅肥可提高分蘖数、ＬＡＩ、ＳＰＡＤ值和Ｐｎ，降低株高、Ｇｓ、Ｔｒ和Ｃｉ。与Ｓｉ０处理相比，Ｓｉ１和Ｓｉ２处理分别减产

１６．４４％和２０．１８％。研究认为，施用生物炭（１７．５ｔ／ｈｍ２）可有效缓解夜间增温对冬小麦生产的不利影响，提高产量。
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　　政府间气候变化专门委员会（ＩＰＣＣ）第６次评 估报告指出，２０１４—２０１８年全球地表平均气温已升
高１．０４℃，预计２０２１—２０３０年全球升温幅度将达
１．５℃［１］。气候变暖呈现明显的非对称性，即夜间

最低气温增幅大于日间最高气温，冬春季增温趋势

明显高于夏秋季［２－４］。温度是影响作物生长发育、

生理代谢和产量构成的重要因素［５］。小麦是我国

主要粮食作物，气候变暖使小麦生产面临的不确定
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