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摘要：【目的】调查城市河流泰安市渿河(贯穿城区)中产超广谱 β-内酰胺酶(extended-spectrum β-lactamases，

ESBLs)大肠杆菌的分布及其多重耐药性与耐药基因携带情况，探究其耐药基因传递规律。【方法】采用

Kirby-Bauer 法测定耐药表型，用 PCR 和基因序列测定法进行耐药基因、整合子检测和多位点序列分型，

并进行细菌接合试验。【结果】从 272 份水样中分离 88 株产 ESBLs 大肠杆菌，分离率 32.4%，多重耐

药率为 59.1%。耐药基因检测出 blaTEM、qnrS、AacC2、aac(6’)-Ib-cr、oqxA、OXA、AacC4，携带率分

别为 94.3%、33.0%、29.5%、12.5%、11.4%、6.8%、5.6%，59.0%菌株携带多种耐药基因。MLST 分型

检测出 47 种 ST 型，ST38 为主要分型占 13.6%，发现 ST131 两株。I 类整合子检出率 26.1%，其中，

dfrA17-aadA5 阳性率为 13.6%。接合率为 83.0% (73/88)，72.6%的接合子发生耐药谱变窄，供体菌所携

带的七种耐药基因均发生了水平传递。【结论】城市河流中细菌多重耐药现象严重且耐药性可水平传递，

存在城市公共卫生安全隐患。 
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近年来，随着抗生素在人医和兽医中的广泛应

用，多重耐药菌及耐药基因急剧增长，已经对公共

卫生安全产生威胁[1–2]。水环境中耐药菌种类、数量、

多重耐药率不断增加等问题日益受到国内外学者的

关注 。产超广谱 β-内酰 胺酶 (extended-spectrum 

β-lactamases，ESBLs)菌在水环境中的出现应引起

高度重视。ESBLs 主要由肠杆菌科产生，由质粒介

导，目前已成为介导革兰阴性杆菌对新型广谱 β-

内酰胺类抗生素耐药的主要原因。大肠杆菌是重要

的条件致病菌广泛存在于自然界中，包括各式各样

的水环境如海水、污水、饮用水等。因其庞大的数

量，为细菌耐药基因的产生、复制、水平转移提供

了适宜的环境[3]。国内水体中也存在产 ESBLs 大肠

杆菌，其所携带的某些耐药基因可能会通过水平转

移的方式转移到人类的致病菌中，使人类细菌性疾

病的治疗更加困难。这些水环境中产 ESBLs 菌株
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的耐药基因可以在不同种属细菌甚至是致病菌和

条件致病菌之间传播[4]。人群一旦通过与水体接触

被水中产 ESBLs 菌株感染，比如开放性伤口感染，

将导致预防和治疗上的极大困难。 

城市河流——泰安市渿河贯穿城市中心区域，

河流上游发源于泰山自然风景区，中、下游居民生

活区、商场密集，下游又与医院相邻，其水质情况

与人们生活息息相关，虽然河流中未见生活垃圾或

工厂污染且有专业人员清理维护，但如果河流中存

在大量多重耐药菌及耐药基因，即使清理也无法将

其清除。有研究表明，污水流至污水处理厂，经过

工序处理，出水口仍能检测到大量的产 ESBLs 大

肠杆菌并呈现多重耐药和携带一定种类的耐药基

因[5]。尽管有学者从海水、污水、河口检测出大量

抗生素及耐药菌[6–7]，但对城市河流的研究报道比较

少。本实验拟通过对流经泰安市中心的渿河进行采

样，分离产 ESBLs 大肠杆菌，并对其进行耐药表型、

耐药基因、I 类整合子检测、多位点序列分型以及

细菌接合等测定城市河流渿河中产 ESBLs 大肠杆

菌的流行情况及探究其耐药基因的转移规律。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品来源：于 2018 年 4 月沿渿河河岸间隔均

匀距离，用一次性无菌水样采集袋采集水下 0.5 m

水样，采样根据《中华人民共和国国家环境保护

标准》(HJ 494-2009)进行[8]。共采集 272 份水样(每

份水样 50 mL)，置于 50 mL 灭菌离心管中，密闭

保存于 4 °C 环境并于 24 h 内进行后续实验。 

1.1.2  培养基：伊红美蓝琼脂培养基(青岛高科园

海博生物技术有限公司)，Mueller-Hinton 琼脂培

养基(青岛高科园海博生物技术有限公司)，LB 固

体培养基、LB 液体培养基(OXOID, England)。 

1.1.3  试剂及试剂盒：ESBLs 测定盒(杭州滨和微

生物试剂有限公司)，细菌基因组 DNA 提取试剂

盒(北京天根生化科技有限公司)，DNA 纯化回收

试剂盒(上海生工生物有限公司)；Easy Taq DNA

聚合酶、10×PCR buffer，Dntp (北京全式金公司)；

50×TAE 电泳缓冲液(北京索莱宝科技有限公司)，

琼脂糖凝胶(agarose)，核酸染料 DuRed (北京泛博

生物试剂公司)，DNA 电泳 Marker (TaKaRa 公司)；

头孢噻肟(CTX)、叠氮钠(北京索莱宝科技有限公

司)；氨苄西林(AMP)、氨曲南(AZT)、卡那霉素

(KAN)、头孢噻吩(KF)、头孢吡肟(FEP)、链霉素

(STR)、亚胺培南(IPM)、庆大霉素(CN)、四环素

(TE)、奈啶酸(NA)、阿莫西林(AML)、多粘菌素 B 

(PB)、头孢他啶(CAZ)、头孢噻肟(CTX)(杭州滨和

微生物试剂有限公司)。 

1.2  大肠杆菌分离鉴定 

用 无 菌 注 射 器 吸 取 采 集 的 河 水 样 品 ， 经

Φ=0.45 μm 无菌水系滤膜加压过滤，取过滤后滤膜

置于 5 mL LB 液体培养基，37 °C、220 r/min 培养

12 h，菌液接种于含头孢噻肟(64 μg/mL)的伊红美蓝

培养基，37 °C 培养 18–24 h，挑取带有金属光泽的

可疑菌落进行 16S rRNA PCR 大肠杆菌菌种鉴定。 

1.3  产 ESBLs 大肠杆菌确证实验 

采用双纸片协同法，将菌液浊度调为 0.5 麦氏

比浊标准并均匀涂布于 M-H 琼脂平板，将 ESBLs

测定盒中的头孢噻肟(CTX，30 μg)、头孢噻肟/克

拉维酸(CTX/CLA，30 μg/10 μg)，头孢他啶(CAZ，

30 μg)、头孢他啶/克拉维酸(CAZ/CAL，30 μg/10 μg)

两组纸片贴在 M-H 琼脂平板表面，35 °C 过夜培

养。测量各纸片抑菌圈直径，计算每组抑菌圈直

径差值，若两组纸片中，有任何一组加克拉维酸
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比不加克拉维酸抑菌圈直径大于或等于 5 mm，即

为阳性，说明该株大肠杆菌产 ESBLs 酶。质控菌

株为大肠埃希氏菌 ATCC25922。将筛选出的产

ESBLs 大肠杆菌，经 3 次纯化，用无菌甘油按照甘

油∶菌液为 3∶7 的比例，将菌液保存于无菌 1.5 mL

离心管，保存于–20 °C，备用。 

1.4  耐药表型试验 

采用美国临床实验室标准化委员会(CLSI)推

荐的纸片扩散法，操作规范参照 CLSI2017 标准。

按照世界卫生组织(WHO)推荐的 Kirby-Bauer 法，

选取本地人和动物临床上常用的 14 种抗生素纸

片，氨苄西林(AMP，10 μg)、氨曲南(AZT，30 μg)、

卡那霉素(KAN，30 μg)、头孢噻吩(KF，30 μg)、

头孢吡肟(FEP，30 μg)、链霉素(STR，10 μg)、亚

胺培南(IPM，10 μg)、庆大霉素(CN，10 μg)、四

环素(TE，30 μg)、奈啶酸(NA，30 μg)、阿莫西林

(AML，20 μg)、多粘菌素 B (PB，300 μg)、头孢

他啶(CAZ，30 μg)、头孢噻肟(CTX，30 μg)进行

耐药表型测定。将菌液浊度调整为 0.5 麦氏比浊标

准，均匀涂布于 M-H 琼脂平板，将药敏纸片贴于

平板上，正置 15 min，倒置 37 °C 培养 16–18 h，

测量抑菌圈直径，判定结果。如细菌对三类或三

类以上抗生素耐受，则判定为多重耐药菌。 

1.5  耐药基因检测 

利用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取 DNA，

参照 GenBank 中耐药基因的序列及文献[9–12]，

合成 16 对引物，分别扩增 β-内酰胺类耐药基因

(blaTEM、OXA、blaCTX-M、blaPSE、blaSHV)，喹诺酮

类耐药基因(qnrA、qnrB、qnrC、qnrD、qnrS、oqxA、

aac(6’)-Ib-cr) ， 氨 基 糖 苷 类 耐 药 基 因 (AacC1 、

AacC2、AacC3、AacC4)。PCR 条件：95 °C 4 min；

94 °C 30 s，50–60 °C 30 s，72 °C 45 s，32 个循环；

72 °C 10 min；4 °C 保存。将 PCR 产物经 1%琼脂

糖凝胶电泳，将显示阳性 PCR 扩增产物送至上海

生工生物有限公司进行序列比对。 

1.6  多位点序列分型 

利用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取 DNA，

根据 MLST 官网提供的大肠杆菌 7 对管家基因序

列合成引物，分别扩增 adk、fumC、gyrB、icd、

mdh、purA、recA 基因。PCR 条件：94 °C 5 min；

94 °C 45 s，54–60 °C 45 s，72 °C 1 min，35 个循

环；72 °C 7 min；4 °C 保存。PCR 产物经 1%琼脂

糖凝胶电泳，紫外凝胶成像仪观察结果，将呈现

阳性结果的 PCR 产物送至生工生物工程(上海)股

份有限公司测序，测得序列经 MLST 官网(http:// 
enterobase.warwick.ac.uk/species/ecoli/allele_st_sea
rch)进行序列比对，获得序列分型即 ST 型[13]。

以 Escherichia coli O157:H7 str. Sakai (NCBI 

Reference Sequence: NC_002695.2)为参考菌株[14]，

利用 BioNumerics software version 6.5 软件根据所

有的 STs 生成最小生成树。 

1.7  I 类整合子检测 

按照参考文献[15]以 CLASS I 为引物(CLASS 

I-F: 5′-TCATGGCTTGTTATGACTGT-3′ CLASS 
I-R: 5′-GTAGGGCTTATTATGCACGC-3′)，PCR 程

序：94 °C 10 min；94 °C 1 min，55 °C 1 min，72 °C 

1 min，35 个循环；72 °C 10 min。目的条带 1300 bp，

PCR 扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电泳，胶回收纯

化，将纯化产物送至生工生物工程(上海)股份有限

公司测序。 

1.8  接合试验 

根据膜过滤接合法[16]进行接合试验。供体菌

为产 ESBLs 大肠杆菌分离株(对头孢噻肟耐受，对

叠氮钠敏感)，受体菌为大肠杆菌 J53 (对叠氮钠
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耐受，对头孢噻肟及大多数药物敏感)；前期证明

全部供体菌对叠氮钠敏感，全部受体菌对头孢噻

肟敏感。将 10 μL 供体菌加入 5 mL 含有头孢噻肟

(64 μg/mL)的 LB 液体培养基中，将 10 μL 受体菌

加入 5 mL 含有叠氮钠(100 μg/mL) LB 液体培养

基中，37 °C、220 r/min，培养 6–8 h。当其浊度

达到 0.5 麦氏比浊标准时，分别取 500 μL 供体菌

和 500 μL 受体菌加至 4 mL LB 液体培养基中，混

合液用无菌水系滤器(Φ=0.45 μm)过滤，滤膜置于

LB 固体培养基，光滑面与培养基接触，37 °C 培

养 6 h。用 1 mL LB 液体培养基重悬菌体成菌悬液，

吸取 50 μL 涂布于含有叠氮钠(100 μg/mL)和头孢

噻肟(64 μg/mL)的 LB 固体培养基上；同时取等量

供、受体菌相同处理，作为对照。利用 ERIC-PCR

技术鉴定接合子，电泳图像经 Gel-Pro Analyzer 软

件分析，鉴定接合子。 

2  结果和分析 

2.1  大肠杆菌分离鉴定结果 

经初步分离鉴定，采集的 272 份河水样品中，

共初步分离到 101 株大肠杆菌。 

2.2  产 ESBLs 表型确证结果 

表型确证结果显示，101 株大肠杆菌中，共有

88 株 为 产 ESBLs 大 肠 杆 菌 ( 结 果 判 读 根 据

CLSI2017 标准)。272 份水样中共分离出 88 株产

ESBLs 大肠杆菌，阳性率为 32.4%。 

2.3  产 ESBLs 大肠杆菌耐药表型的测定结果 

88 株产 ESBLs 大肠杆菌，耐药表型测定结果

见图 1。对氨苄西林、阿莫西林、头孢噻吩的耐药

率均为 100% (88/88)；对头孢噻肟、萘啶酸、氨曲

南、头孢他啶、头孢吡肟、链霉素、卡那霉素、

庆大霉素、四环素耐药率分别为 77.2% (68/88)、

76.1% (67/88)、44.3% (39/88)、21.6% (19/88)、

17.0% (15/88)、38.6% (34/88)、34.0% (30/88)、

35.2% (31/88)、67.0% (59/88)。对碳青霉烯类药物

亚胺培南耐药率为 1.1% (1/88)，是检测所有药物

中耐药率最低的抗生素。值得注意的是，有 2.3% 

(2/88)的菌株对多粘菌素-B 耐药，多粘菌素被视为

人类抗生素最后一道防线；多重耐药菌所占比例

为 59.1% (52/88)。 
 

 
 

图 1.  88 株产 ESBLs 大肠杆菌对 14 种抗生素的多重耐药情况(S 表示敏感，I 表示中介，R 表示耐药) 
Figure 1.  Multiple antibiotic resistance of 88 ESBLs-producing Escherichia coli strains to 14 antibiotics (S for 
sensitive, I for intermediary, R for resistant). 
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2.4  产 ESBLs 大肠杆菌耐药基因测定结果 

耐药基因检测结果显示，blaTEM、OXA、AacC2、

aac(6’)-Ib-cr、AacC4、qnrS、oqxA 耐药基因携带

率 分 别 为 94.3% (83/88) 、 6.8% (6/88) 、 29.5% 

(26/88)、12.5% (11/88)、5.6% (5/88)、33.0% (29/88)、

11.4% (10/88)；其他 9 种耐药基因(blaCTX-M、blaPSE、

blaSHV、qnrA、qnrB、qnrC、qnrD、AacC1、AacC3)

均未检测到阳性。59.0% (52/88)的菌株携带两种或

两种以上的耐药基因。 

2.5  产 ESBLs 大肠杆菌多位点序列分型结果 

多位点序列分型结果表明，88 株产 ESBLs 大

肠杆菌共分为 47 种 ST 型，最小生成树见图 2。

其中，圆圈面积代表菌株数量，每个圆圈代表一

种 ST 型。所选取参考菌株分型为 ST11。ST38 为

主要分型占 13.6% (12/88)；ST457、ST354、ST1722

各占 4.5% (4/88)；ST162、ST617、ST744 各占 3.4% 

(3/88)；ST48、ST69、ST58、ST115、ST131、ST410、

ST453、ST602、ST1589、ST1706、ST2003、ST2088、

ST2170、ST3331、ST156 各占 2.2% (2/88)；ST23、

ST34、ST10、ST46、ST75、ST88、ST155、ST167、

ST189、ST297、ST224、ST361、ST533、ST609、

ST746 、 ST1125 、 ST1163 、 ST1196 、 ST1290 、

ST1485、ST1421、ST3014、ST3346、ST3580、

ST4204 各占 1.1% (1/88)。 

2.6  I 类整合子检测结果 

88 株产 ESBLs 大肠杆菌 I 类整合子携带率为

26.1% (23/88)，共包含 7 种，分别为 dfrA17-aadA5、

dhfrA12-aadA2、dfr17-aadA5、dhfr12-aadA2、aadA5、

dfrA27-aadA16、dfrA12-aadA2。dfrA17-aadA5 携

带率为 13.6% (12/88)，dhfrA12-aadA2、dfr17-aadA5  
 

 
 

图 2.  产 ESBLs 大肠杆菌分离株最小生成树 
Figure 2.  The minimum spanning tree of ESBLs-producing Escherichia coli. 
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携带率为 3.4% (3/88)，dfrA12-aadA2 携带率为

2.2% (2/88)，dhfr12-aadA2、aadA5、dfrA27-aadA16

携带率为 1.1% (1/88)。 

2.7  接合试验与耐药性、耐药基因转移情况测定

结果 

接合试验中，共接合成功 73 株产 ESBLs 大

肠杆菌即接合子，接合率高达 83.0% (73/88)。接

合子对 14 种药物耐药表型检测结果见表 1，72.6% 

(53/73)的接合子耐药谱变窄，4.1% (3/73)的接合子

耐药谱变宽，11.0% (8/73)的接合子耐药谱未改变，

12.3% (9/73)的接合子丢失一种或多种耐药表型并 

获得一种或多种耐药表型。在耐药谱变窄的接合

子中有 17.8% (13/73)的接合子表现为完全不耐药

即与受体菌 J53 耐药谱一致，接合子多重耐药率

为 27.4% (20/73)。耐药基因的转移结果见表 2，

blaTEM 、 OXA 、 qnrS 、 oqxA 、 AacC2 、 AacC4 、

aac(6’)-Ib-cr 耐 药 基 因 转 移 率 分 别 为 84.9% 

(62/73)、100% (5/5)、45.8% (11/24)、62.5% (5/8)、

61.9% (13/21)、33.3% (1/3)、62.5% (5/8)。其他    

9 种耐药基因(blaCTX-M、blaPSE、blaSHV、qnrA、qnrB、

qnrC、qnrD、AacC1、AacC3)供体菌与接合子均

未检测到阳性。 
 

表 1.  供体菌与受体菌耐药表型 
Table 1.  Antibiotic resistance phenotypes of donor strains and transconjugants 

No. Donor strain Transconjugant 
A1 AML-KF-TE-AMP-AZT-NA-CTX AML-KF-AMP-CTX 
A2 AML-FEP-KF-KAN-STR-TE-AMP-CN-AZT-CTX-CAZ AML-KF-KAN-STR-AMP-CN-CTX-CAZ 
A3 AML-KF-TE-AMP-NA – 
A5 AML-KF-STR-TE-AMP-CTX AML-KF-STR-TE-CTX 
A8 AML-KF-KAN-STR-AMP-CN-NA-CTX AML-KF-AMP-CAZ 
A11 AML-KF-KAN-STR-TE-AMP-CN-CTX AML-KF-TE-AMP-CTX-CAZ 
A12 AML-PB-KF-TE-AMP AML-KF-AMP-AZT-CTX 
A14 AML-FEP-KF-KAN-STR-TE-AMP-CN-AZT-NA-CTX AML-KF-KAN-TE-AMP-CTX 
A16 AML-KF-KAN-AMP-CN-NA AML-KF-KAN-AMP 
A18 AML-KF-AMP-CN-NA AML-KF-AMP-CN-NA 
A24 AML-KF-KAN-AMP-CN-NA-CTX – 
A27 AML-KF-KAN-STR-TE-AMP-NA-CTX AML-KF-KAN-STR-TE-AMP-CTX 
A28 AML-FEP-KF-TE-AMP-AZT-CTX-CAZ AML-FEP-KF-AMP-NA-CTX 
A33 AML-KF-AMP-NA-CTX AML-AMP-AZT-CTX-CAZ 
A35 AML-KF-STR-TE-AMP-NA-CTX AML-KF-STR-TE-AMP-NA-CTX-CAZ 
A36 AML-KF-AMP-CTX AML-KF-AMP 
A40 AML-FEP-KF-AMP-AZT AML-KF-AMP-CTX 
A47 AML-KF-KAN-TE-AMP-AZT-NA-CTX-CAZ AML-KF-KAN-AMP-CTX 
A48 AML-KF-KAN-AMP-AZT-NA-CTX-CAZ AML-KF-KAN-AMP-CTX 
A49 AML-KF-KAN-STR-TE-AMP-CN-AZT-NA-CTX AML-KF-KAN-STR-TE-AMP-CN-NA 
A50 AML-KF-STR-TE-AMP-AZT-NA-CTX AML-KF-KAN-AMP-CAZ 
A52 AML-FEP-KF-KAN-TE-AMP-AZT-NA-CTX-CAZ AML-FEP-KF-KAN-TE-AMP-AZT-NA-CTX-CAZ 
A60 AML-KF-KAN-STR-TE-AMP-NA-CTX AML-KF-KAN-TE-AMP-NA-CTX 
B1 AML-KF-AMP-CTX-CAZ AML-KF-AMP 
B2 AML-KF-STR-TE-AMP-AZT-CTX AML-KF-STR-AMP-AZT-CTX 
B5 AML-KF-AMP-CN-CTX – 
  (待续)
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(续表 1) 

B7 AML-KF-TE-AMP-CN-AZT-NA-CTX-CAZ AML-KF-AMP-CN-NA 
B8 AML-KF-STR-TE-AMP-NA-CTX AML-KF-STR-TE-AMP-CN-NA-CTX 
B9 AML-KF-AMP-CTX – 
B10 AML-PB-KF-AMP-KAN-STR-TE-AMP-CN-NA-CTX AML-KF-KAN-STR-TE-AMP-NA-CTX 
B12 AML-KF-AMP-NA-CTX – 
B14 AML-KF-AMP-AZT-NA-CTX-CAZ AML-KF-AMP-CTX 
B16 AML-KF-TE-AMP-AZT-NA-CTX AML-FEP-KF-AMP-AZT-CTX 
B17 AML-KF-AMP-CN-NA AML-KF-AMP 
B18 AML-KF-KAN-TE-AMP AML-KF-TE-AMP-CTX 
B52 AML-KF-AMP-CN-NA-CTX – 
B70 AML-KF-TE-AMP-CTX AML-KF-STR-TE-AMP-CTX 
B78 AML-KF-STR-TE-AMP-AZT-NA-CTX AML-KF-STR-TE-AMP-AZT-NA-CTX 
B84 AML-FEP-KF-TE-AMP-AZT-CTX-CAZ AML-KF-AMP-CTX 
B85 AML-KF-KAN-TE-AMP AML-KF-TE-AMP-CTX 
B86 AML-FEP-KF-AMP-NA AML-KF-AMP-CTX 
B89 AML-KF-STR-TE-AMP-NA AML-KF-STR-TE-AMP-NA 
C1 AML-FEP-KF-STR-TE-AMP-CN-NA-CTX AML-KF-STR-TE-AMP-CN-NA-CTX 
C3 AML-KF-KAN-STR-TE-AMP-NA-CTX TE 
C4 AML-FEP-KF-KAN-TE-AMP-CN-NA-CTX AML-KF-KAN-AMP-CN-CTX 
C6 AML-KF-STR-TE-AMP-NA-CTX AML-KF-STR-TE-AMP-CTX 
C14 AML-FEP-KF-KAN-STR-TE-AMP-AZT-NA-CTX AML-KF-KAN-AMP-CTX 
C16 AML-KF-KAN-TE-AMP-NA-CTX-CAZ – 
C19 AML-KF-TE-AMP-CN-AZT-NA-CTX-CAZ AML-KF-TE-AMP-CN-AZT-NA-CTX-CAZ 
C21 AML-KF-TE-AMP-CN-NA – 
C23 AML-KF-KAN-TE-AMP-AZT-NA AML-KF-AMP-AZT 
C24 AML-KF-AMP-NA – 
C25 AML-FEP-KF-KAN-TE-AMP-CN-AZT-NA-CTX-CAZ AML-FEP-KF-KAN-TE-AMP-CN-AZT-NA-CTX-CAZ 
C26 AML-KF-KAN-STR-TE-AMP-AZT-NA STR-NA 
C27 AML-KF-STR-TE-AMP-CTX AML-KF-STR-TE-AMP-NA-CAZ 
C29 AML-KF-TE-AMP-NA-CTX – 
C30 AML-KF-TE-AMP-AZT-NA-CTX AML-KF-TE-AMP-AZT-CTX 
C31 AML-KF-STR-TE-AMP-AZT-NA-CTX AML-KF-STR-TE-AMP-CTX 
C32 AML-KF-TE-AMP-NA AML-KF-AMP 
C35 AML-KF-KAN-STR-TE-AMP-CN-NA-CTX AML-KF-TE-AMP-CN-CTX 
C36 AML-KF-STR-TE-AMP-AZT-NA-CTX AML-KF-TE-AMP-CTX 
C38 AML-FEP-KF-TE-AMP-CN-AZT-NA-CTX-CAZ AML-KF-AMP-AZT-CTX-CAZ 
C39 AML-KF-AMP-NA-CTX – 
C40 AML-KF-STR-TE-AMP-AZT-NA-CTX – 
C41 AML-KF-STR-AMP-NA-CTX-CAZ AML-KF-AMP-CTX 
C44 AML-KF-TE-AMP-CN-AZT-NA-CTX-CAZ – 
C49 AML-KF-AMP-AZT-CTX-CAZ AML-KF-AMP-AZT-CTX-CAZ 
C53 AML-FEP-KF-KAN-STR-TE-AMP-AZT-NA-CTX KAN-TE-AZT-CTX 
C56 AML-KF-KAN-STR-TE-AMP-CTX AML-KF-KAN-AMP 
C58 AML-FEP-KF-STR-TE-AMP-CN-AZT-NA-CTX-CAZ AML-KF-TE-AMP-AZT-CTX 
C59 AML-KF-AMP-CN-NA-CTX – 
C61 AML-KF-AMP-AZT-NA-CTX AML-KF-AMP-AZT-NA-CTX 
C62 AML-KF-KAN-STR-TE-AMP-AZT-NA-CTX AML-KF-KAN-AMP 
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表 2.  供体菌与受体菌携带耐药基因的转移情况 
Table 2.  The resistant genotype of 74 strains of donors and transconjugants 

No. Donor strain Transconjugant No. Donor strain Transconjugant 
A1 blaTEM blaTEM B84 blaTEM blaTEM 

A2 blaTEM-qnrS-AacC2 blaTEM-AacC2 B85 blaTEM-OXA blaTEM-OXA 

A3 blaTEM blaTEM B86 blaTEM-qnrS-AacC2 blaTEM-qnrS 

A5 blaTEM-qnrS blaTEM-qnrS B89 blaTEM-oqxA-AacC2 blaTEM-oqxA 

A8 blaTEM-qnrS-AacC2 blaTEM-qnrS-AacC2 C1 blaTEM-qnrS-AacC2 AacC2 

A11 blaTEM-qnrS blaTEM C3 blaTEM-oqxA blaTEM-oqxA 

A12 blaTEM-qnrS blaTEM-qnrS C4 blaTEM blaTEM 

A14 blaTEM-oqxA blaTEM-oqxA C6 blaTEM – 

A16 blaTEM-AacC2 blaTEM-AacC2 C14 blaTEM-AacC2 blaTEM 

A18 blaTEM-AacC2 blaTEM-AacC2 C16 blaTEM-qnrS-AacC2-aac(6’)-Ib-cr – 

A24 blaTEM-AacC2 blaTEM-AacC2 C19 blaTEM-OXA-qnrS- blaTEM-OXA-AacC2- 

A27 blaTEM blaTEM  aac(6’)-Ib-cr aac(6’)-Ib-cr 

A28 blaTEM-qnrS – C21 blaTEM-qnrS-AacC4 blaTEM 

A33 blaTEM blaTEM C23 blaTEM-aac(6’)-Ib-cr blaTEM-aac(6’)-Ib-cr 

A35 blaTEM blaTEM C24 blaTEM blaTEM 

A36 blaTEM-qnrS blaTEM-qnrS C25 blaTEM-AacC2-aac(6’)-Ib-cr blaTEM-AacC2-aac(6’)-Ib-cr

A40 blaTEM-qnrS – C26 blaTEM-oqxA blaTEM 

A47 blaTEM blaTEM C27 blaTEM blaTEM 

A48 blaTEM blaTEM C29 blaTEM-oqxA-qnrS-AacC2- blaTEM 

A49 blaTEM-oqxA-AacC2 blaTEM-oqxA-AacC2  aac(6’)-Ib-cr  

A50 blaTEM blaTEM C30 blaTEM-qnrS blaTEM-qnrS 

A52 blaTEM-OXA-aac(6’)-Ib-cr OXA-aac(6’)-Ib-cr C31 blaTEM blaTEM 

A60 blaTEM blaTEM C32 blaTEM blaTEM 

B1 blaTEM-qnrS blaTEM-qnrS C35 blaTEM-oqxA-AacC4 blaTEM-oqxA-AacC4 

B2 blaTEM-qnrS blaTEM C36 blaTEM blaTEM 

B5 blaTEM-qnrS-AacC4 blaTEM C38 blaTEM-qnrS-AacC2 blaTEM-qnrS 

B7 blaTEM-AacC2 blaTEM-AacC2 C39 blaTEM blaTEM 

B8 blaTEM blaTEM C40 aac(6’)-Ib-cr – 

B9 blaTEM-qnrS – C41 blaTEM blaTEM 

B10 blaTEM blaTEM C44 blaTEM-OXA-AacC2- blaTEM-OXA-AacC2- 

B12 blaTEM-oqxA-qnrS blaTEM  aac(6’)-Ib-cr aac(6’)-Ib-cr 

B14 – – C49 blaTEM blaTEM 

B16 blaTEM blaTEM C53 blaTEM blaTEM 

B17 blaTEM-qnrS-AacC2 blaTEM-qnrS-AacC2 C56 blaTEM-qnrS blaTEM-qnrS 

B18 blaTEM-OXA OXA C58 blaTEM-AacC2 blaTEM 

B52 blaTEM-AacC2 blaTEM C59 blaTEM blaTEM 

B70 blaTEM-qnrS blaTEM-qnrS C61 blaTEM-AacC2 blaTEM-AacC2 

B78 blaTEM – C62 blaTEM blaTEM 
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3  讨论 

自 20 世纪 40 年代，β-内酰胺类抗生素就被

选择用作治疗各种感染人或动物的疾病，但由于

细菌耐药性的产生，导致临床上此类抗生素的疗

效减弱，尤其是在肠杆菌科，这就导致了产 ESBLs

大肠杆菌数量的增长[17–18]。本研究从泰安城市河

流中分离鉴定产 ESBLs 大肠杆菌，阳性率 32.4%。 

根据其分布位置及耐药基因携带情况发现，

产 ESBLs 大肠杆菌及所携带耐药基因大多分布于

城市生活区，自然景区明显小于城市生活区，下

游医院附近比中游人群居住社区的分布更为集

中。blaTEM 为河水中产 ESBLs 大肠杆菌主要携带

的耐药基因，OXA、AacC2、aac(6')-Ib-cr、AacC4、

qnrS 和 oqxA 主要分布于河流中下游，上游只检测

出少量 blaTEM、OXA、qnrS 和 AacC2 等耐药基因。

自然景区处于河流上游，且商场与居民区较少；

而河流中段，河岸有大量商场、居民区，产 ESBLs

大肠杆菌分离率明显高于上游风景区地段且携带

耐药基因种类丰富；医院靠近河流下游，菌株分

布密度最高且耐药基因检出率更高。由此看出，

产 ESBLs 大肠杆菌分离率及耐药基因携带情况与

河岸的建筑物、人员流动以及商业活动有关系。

医院附近产 ESBLs 大肠杆菌分离率与耐药基因携

带率最高，可能由于医院临床治疗用药较多或污

水处理系统不完善等所致[19]。 

本研究药敏试验结果显示河水中产 ESBLs 大

肠杆菌多重耐药率达 59.1%，对碳青霉烯类药物

耐药性最弱，说明碳青霉烯类药物对产 ESBLs 大

肠杆菌具有良好的抑菌作用。检测耐药基因发现，

所分离的产 ESBLs 大肠杆菌中高达 97.7% (86/88)

菌株携耐药基因，说明城市河流中存在大量耐药

基因。检测 β-内酰胺类耐药基因发现 blaTEM 检出

率最高，而未检测到 blaCTX-M，这与我国目前 ESBLs

菌主要分型为 CTX-M 不同[20]。接合试验中，接合

成功率高达 83.0%，高于李晴等[5]从污水厂分离产

ESBLs 大肠杆菌接合率 70%。接合前后 blaTEM、

OXA、qnrS、oqxA、AacC2、AacC4、aac(6’)-Ib-cr

耐药基因均发生转移，说明耐药基因的传递由质

粒介导。72.6%的接合子发生了耐药谱变窄，可能

由于有的耐药基因位于可移动质粒之外的遗传片

段上或是因为质粒不相容性；而 4.1%的接合子耐

药谱变宽，12.3%的接合子丢失一种或多种耐药表

型并获得一种或多种耐药表型则提示在细菌疾病

治疗中要谨慎选择应用抗生素，避免用药不当引

起细菌耐药性增强；11.0%的接合子耐药谱未发生

改变，则说明有的耐药基因位于可移动质粒上，

通过接合试验使其得以传递。整合子作为一个可

移动的基因元件，能够通过整合酶的作用，识别、

捕获、剪切或整合外源性耐药基因并在自身启动

子作用下，表达外源耐药基因从而获得细菌耐药

表型[21]，整合子/基因盒系统在耐药基因携带和细

菌耐药性扩散过程中发挥着重要作用，耐药菌株

可通过动物传递给人，对公共卫生安全造成危胁。

本试验检测 I 类整合子发现河水中产 ESBLs 大肠

杆菌主要以介导甲氧苄啶和氨基糖苷类耐药的

dfrA 和 aadA 基 因 为 主 ， 且 基 因 盒 排 列

dfrA17-aadA5 最为流行。由此说明，城市河水中

细菌耐药性问题不容小觑，不仅耐药泛滥，并且

可以通过移动质粒进行传递，而一定比例 I 类整

合子的存在又加重了其危害。证明城市河水中存

在公共卫生安全隐患。 

本试验对河水中产 ESBLs 大肠杆菌多位点序

列分型发现，河水中产 ESBLs 大肠杆菌 ST 型众
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多且分布广泛，ST38 为河水中主要型，分布于整

条河流并未出现集中分布趋势。值得注意的是，

有两株分型为 ST131 型的产 ESBLs 大肠杆菌，大

肠杆菌 ST131 型是世界流行的分型而 ST131 型一

般表现较高的毒性和耐药性，并且能够传递而成

为流行株，既可以在人类之间传播，也可以在人

与动物中传播[22]。但世界范围内只有少数 ST131

型大肠杆菌从水中分离检测出，在国内还未发现

从水环境中分离检测出 ST131 的报道。另外，通

过 BioNumerics software version6.5 软件，规定等

位 基 因 相 同 个 数 ≥ 6 为 一 个 克 隆 复 合 群 (clone 

complex)，则 ST10 与 ST744、ST34、ST48、ST167、

ST3331、ST617、ST744 为克隆复合群 1 即 CC1；

ST155 与 ST58、ST2170 为 CC2；ST2003 与 ST38

为 CC3；ST88、ST23、ST410 为 CC4。其中，CC1

占比 18.2% (16/88)，CC2 占比 5.7% (5/88)，CC3

占比 15.9% (14/88)，CC4 占比 4.5% (4/88)。由此

发现，CC1 为河水中产 ESBLs 大肠杆菌主要流行

的克隆复合群，并由图 3 推测，ST10 型为 CC1

的祖代 ST 型；ST155 型为 CC2 的祖代 ST 型；ST88

型为 CC4 的祖代 ST 型[23]。 

本 研 究 完 成 了 城 市 河 流 泰 安 市渿河 中 产

ESBLs 大肠杆菌耐药情况及耐药基因转移情况探

究，发现河流中产 ESBLs 大肠杆菌多重耐药现象

严重，对规范和限制抗生素使用及当地细菌感染

性疾病的临床治疗具有指导意义，对维护公共卫

生安全具有参考意义。本研究中所分产 ESBLs 大

肠杆菌数量庞大，且耐药性强，能够成为耐药基

因庞大的载体。因此，产 ESBLs 大肠杆菌有望作

为了解某些水环境中细菌多重耐药情况的监测

菌。但如果只限于研究、监测少数重要致病菌耐

药性的现状，可能会极大地限制对耐药问题的全

面了解，对于耐药问题的警示作用非常有限；另

外，细菌多重耐药状况以及水环境中细菌多重耐

药情况与季节性疾病流行等环境因素的相关性有

待于进一步探究。 
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Antibiotic resistance and antibiotic resistance gene transfer of 
ESBLs-producing Escherichia coli in Naihe, Taian 

Shoujing Yi, Qingxiao Liu, Zhiyu Jiang, Shuhong Sun* 
College of Animal Science and Technology, Shandong Agricultural University, Tai’an 271000, Shandong Province, China 

Abstract: [Objective] To study the distribution of extended-spectrum β-lactamase-producing Escherichia coli in 
Naihe, Taian City, as well as its multiple antibiotic resistance and relative antibiotic resistance genes, and further 
reveal the mechanism of antibiotic resistance gene transmission. [Methods] We used Kirby-Bauer method to 
determine the antibiotic resistance profiles, PCR for the detection of antibiotic resistance genes and Class I 
integrons, and multilocus sequence typing among ESBLs-producing Escherichia coli strains, and conducted the 
bacterial conjugation test. [Results] We isolated 88 ESBLs-producing Escherichia coli strains out of 272 water 
samples with the detection rate of 32.4% and the multiple antibiotic resistance rate of 59.1%. Resistance genes 
including blaTEM, qnrS, AacC2, aac(6’)-Ib-cr, oqxA, OXA and AacC4 were detected with the detection rates of 
94.3%, 33.0%, 29.5%, 12.5%, 11.4%, 6.8% and 5.6% respectively. 59% of strains carried multiple drug resistance 
genes. We observed 47 sequence types (STs) in 88 isolates, and 13.6% of them were ST38; we also detected two 
ST131 strains. The positive rate of Class I integrons was 26.1%, and the predominate gene cassette was 
dfrA17-aadA5 with detection rate of 13.6%. The conjugation rate was 83.0% (73/88), 72.6% of the conjugates 
turned into narrower antibiotic resistance profiles. We observed horizontal transfer in all seven antibiotic resistance 
genes carried by the donor bacteria. [Conclusion] The bacterial multiple antibiotic resistance existed in urban rivers 
and the resistance genes were capable to transfer horizontally, which could be potential hazard that threatened 
public health. 

Keywords: urban rivers, ESBLs-producing Escherichia coli, multiple antibiotic resistance, Class I integron, 
conjugation test, horizontal transmission 
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