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摘要：【目的】本文对山东某屠宰场的肉食鸡内脏中的大肠杆菌进行了 β-内酰胺类抗生素的耐药性监测

和分析。【方法】从屠宰场的肉食鸡中获取内脏样品，处理并筛选得到对 β-内酰胺类耐药的大肠杆菌。

通过抑菌圈法对细菌耐药性进行分析。提取细菌 DNA，进行系统发育亚型分析。检测并鉴定菌株中 β-

内酰胺酶基因和整合子的结构，并进行了接合转移实验。【结果】检测到对 3 种及以上的 β-内酰胺类药

物同时具有耐药性的大肠杆菌占总菌的 80%以上。编码 A 类 β-内酰胺酶的 blaTEM 和 blaCTX-M 耐药基因

存在率较高，分别为 86.7%和 81%，但仅 blaCTX-M 与 β-内酰胺类药物的耐药性呈现显著相关性。B1 和

D2 亚型的大肠杆菌中 β-内酰胺耐药基因的检出率较高，并且显著增强了大肠杆菌对 β-内酰胺类药物的

耐药性，而 A0 和 A1 亚型菌株对 β-内酰胺类药物较敏感。尽管整合子在大肠杆菌中普遍存在，但它们伴

随 β-内酰胺酶基因转移到受体菌的比例很低，说明二者之间的相关性较低。【结论】本文结果显示肉鸡

源大肠杆菌对 β-内酰胺类药物的耐药程度较高，多重耐药情况普遍存在。本文明确了大肠杆菌中 β-内

酰胺类抗生素的耐药性与系统发育之间的联系，为肉鸡源大肠杆菌中 β-内酰胺耐药性的流行监测提供

参考依据。 
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抗生素作为人类抵抗细菌感染的主要武器，

在医疗业和畜牧养殖业中被广泛使用。与医疗部

门相比，畜牧养殖业使用的抗生素数量更多，据

统计，在 2013 年，中国使用抗生素的总量为

162000 t，其中人类处方使用量占 48% (77760 t)，

而畜牧业使用量占 52% (84240 t)[1]。在抗生素压力
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下，细菌适应性进化导致抗生素耐药性的产生[2]，

监测并了解食源性细菌中的抗生素耐药性状况是

检测食品安全和探索抗生素耐药性解决方案的首

要任务。 

人类首次发现的青霉素属于 β-内酰胺类抗生

素，直至现在医疗上最常使用的处方药还是以 β-

内酰胺类抗生素为主，例如头孢菌素和碳青霉烯

类药物。β-内酰胺类抗生素的广泛使用导致了细

菌对 β-内酰胺类抗生素产生耐药性[1]，最常见的

机制是产生可以水解抗生素的 β-内酰胺酶[3]，根

据氨基酸序列同源性将这些酶分为 A, B, C 和 D 四 

类[3]。其中，A 类最常见，重要基因包括 blaTEM

和 blaCTX-M 等；B 类酶的活性需要锌的参与；C 类

有可以水解头孢菌素的 AmpC β-内酰胺酶，重要

基因有 blaCMY；D 类酶能够水解苯唑西林，如

blaOXA 基因，而这些耐药基因可能会参与 β-内酰

胺类抗生素耐药性的传播。耐药性的传播机制涉

及多种可移动遗传元件，如质粒，转座子，以及

整合子[4]。整合子能够将耐药基因整合到染色体或

质粒中，进一步通过遗传或水平转移进行传播[4]，

根据整合酶基因的序列相似性，整合子又可以被

分为五类，其中 1, 2 和 3 类整合子已经得到了广

泛的研究[5]。 

大肠杆菌是重要的人畜共患病的条件致病

菌，也是产超广谱 β-内酰胺酶的主要菌株之一，

它作为一种胃肠道病原菌，可以引起各种疾病，

例如肠胃炎，泌尿道感染和新生儿脑膜炎等。食

物中大肠杆菌含量超标会造成食物中毒事件[6]，这

会导致大规模召回食物，更导致消费者患病。而

且，(O157：H7)作为大肠杆菌中最致命的血清型

之一，会引起出血性腹泻，肾衰竭，甚至导致儿

童，老人和免疫力低下的人死亡[7]。据美国卫生部

在 2013 年的统计显示，大约有 90 例患者由于感

染碳青霉烯耐药的大肠杆菌而死亡，而感染产超

广谱 β-内酰胺酶的大肠杆菌导致死亡的病例约为

600 例[8]，因此在 2013 年，美国疾病控制与预防

中 心 (the US Centers for Disease Control and 

Prevention，CDC)就将产超广谱 β-内酰胺酶和对 

碳青霉烯类耐药的肠杆菌科(Enterobacteriaceae)

细菌确定为紧急的公共卫生威胁[8]。由此可见，大

肠杆菌对 β-内酰胺类抗生素产生耐药性可能会对

临床治疗产生严重的阻碍。 

本文从山东某屠宰场的肉食鸡内脏中鉴定

并分离了大肠杆菌，分析讨论了分离菌株的 β-

内 酰 胺 类 抗 生 素 耐 药 性 ， 阐 明 了 β-内 酰 胺 酶  

基因在肉食鸡中的流行和传播，并进一步研究

了 β-内 酰 胺 基 因 与 可 移 动 遗 传 元 件 的 相 互 关

系。这些信息将有助于进一步了解食源性病原

体的耐药性，从而增强食品安全性并减少耐药

性的传播。 

1  材料和方法 

1.1  样品采集和大肠杆菌的分离鉴定 

从山东某屠宰场的 89 只鸡的内脏各部位按照

之前的方法进行取样[9]，然后将处理后的样品接种

到分别补充有阿米卡星(AMK，32 μg/mL)，阿莫

西林-克拉维酸钾(AMC，32/16 μg/mL)，环丙沙星

(CIP，4 μg/mL)，磺胺间甲氧嘧啶(SXT，4/76 μg/mL)，

强力霉素(DC，16 μg/mL)和舒巴坦-头孢哌酮

(SBT/CPZ，60/64 μg/mL)的 6 种曙红亚甲基蓝琼

脂平板上，最终筛选得到 341 株大肠杆菌。接下
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来，按照细菌 DNA 提取试剂盒(GK1072，Generay  

Biotech)的说明，提取细菌 DNA。基于重复元素

序列的聚合酶链反应(REP-PCR)鉴定并分析去除

重复的菌株[10]，最终筛选并得到 158 株非重复的

耐药大肠杆菌：在 AMC 板、CIP 板、AMK 板、

DC 板、CPZ 板、SXT 板上分别为 28、27、35、

29、18、21 株。 

1.2  药敏试验 

为了分析筛选出的耐药大肠杆菌对常见的抗

生素的耐药情况，我们按照 CLSI (Clinical and 

Laboratory Standards Institute ， M100-S25) 的 指   

南[11]，使用大肠杆菌 ATCC 25922 作为质量控制

菌株；使用以下抗生素：头孢他啶(CAZ)、氨苄西

林(AMP)、头孢噻肟(CTX)、头孢吡肟(CPE)、加

替沙星(GAT)、萘啶酸(NAL)、CIP、磷霉素、(FOS)、

四环素(TET)、甲氧苄啶(TMP)、氯霉素(CHL)、

卡那霉素(KAN)、链霉素(STR)、AMC、头孢西丁

(CFX)、亚胺培南(IMP)和美罗培南(MEM)；使用

Müller-Hinton 琼脂(MHA)平板进行 K-B 纸片扩散

试验，测量抑菌圈并计算是否耐药。在本实验中，

每个样品对每种抗生素的耐药性测试均设置 3 个

平行，并且定义对 3 种以上的抗生素耐药的菌株

被称为多重耐药菌。 

1.3  DNA 序列分析及 β-内酰胺酶活性分析 

按照先前报道的方法和引物[12–16]，PCR 扩增

β-内酰胺酶基因和整合酶基因片段，然后进行测

序分析。整合子基因盒阵列的鉴定使用先前报道

的限制性片段长度多态性方法(PCR-RFLP)[17]。接

下来根据先前报道的碘量法[18]测定了 β-内酰胺酶

的活性。 

1.4  系统发育亚型分组 

根据已报道的方法[19]，使用 PCR 确定了 chuA, 

yjaA 和 TSPE4.C2 的存在，对大肠杆菌进行了亚

型分组。依次根据 chuA/ yjaA/ TSPE4.C2 的有无

分 为 A0 (−/−/−) ； A1 (−/yjaA/−) ； B1 (−/−/ 

TSPE4.C2)；B21 (chuA/yjaA/−)；B22 (chuA/yjaA/ 

TSPE4.C2) ； D1 (chuA/−/−) 和 D2 (chuA/−/ 

TSPE4.C2)[20−21]。 

1.5  接合转移实验 

接合转移实验使用有固体支持面的接合测定

法[9]，选择对叠氮化钠(NaN3)具有抗性的大肠杆菌

J53 作为受体菌。挑选在含有 AMP (100 μg/mL)和

NaN3 (100 μg/mL)两种抗生素的平板上生长的接

合转移子，提取 DNA 并进行 β-内酰胺酶和整合酶

基因的检测。 

1.6  统计学分析 

使用双尾皮尔森相关性分析法计算 β-内酰胺

酶基因与 β-内酰胺抗性之间的相关性；使用超几

何统计学分布分析抗生素耐药性和不同系统发育

亚组中 β-内酰胺耐药性基因的存在关系。一般认

为概率 P<0.05 时，结果具有统计学意义。 

2  结果和分析 

2.1  大肠杆菌的系统发育亚型以及耐药性分析 

158 株非重复的大肠杆菌分离株的系统发育

亚型如下：A0 24 株(15.19%)，A1 30 株(18.99%)，

B1 44 株(27.85%)，B21 4 株 (2.53%)，B22 10 株

(6.33%)，D1 21 株(13.29%)和 D2 25 株(15.82%) (表

1)。分析这些分离株对 14 种抗生素的敏感水平，

结果发现除了对 CFP 和 FOS 耐药的分离株所占比

例较低，分别为 13.29%和 26.58%，对其余 12 种
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抗生素的耐药的分离株所占比例均大于 50% (图

1-A)。158 株分离株中，99.37%为多重耐药菌，

并且大多数对多达 10-13 种抗生素具有耐药性

(图 1-B)。测试了分离株对 5 种 β-内酰胺类抗生

素的敏感水平，发现对 3 种及以上的 β-内酰胺类

抗生素耐药的菌株超过 80%，有且仅有 4 株大肠

杆菌对这 5 种抗生素均表现为敏感(图 1-C)。这

表明，山东省的肉鸡源大肠杆菌对 β-内酰胺类抗

生素的耐药程度较高，多重耐药情况普遍存在；

大肠杆菌系统遗传亚型中的 B1 和 D2 亚型与抗生

素耐药显著相关，而 A0 和 A1 亚型与抗生素耐药

无显著相关(表 2)，大肠杆菌的 B1 和 D2 亚型与 3

种头孢菌素 CAZ，CTX 和 CPE 的耐药存在显著

相关性。 
 

 

 
 

图 1.  大肠杆菌耐药分离株的抗生素耐药分析 

Figure 1.  Resistance analysis of isolated drug-resistant E. coli to antibiotics. A: The percentage of E. coli strains 
to different antibiotics; B: The number of strains resistant to different numbers of antibiotics; C: The number of 
strains resistant to different numbers of β-lactams. 
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表 1.  大肠杆菌分离株中 β-内酰胺耐药基因及其分型和整合子及其基因盒序列的分析 

Table 1.  Prevalence of β-lactam resistance genes and integrons in isolated E. coli strains 

Strains Subtypes 
blaCTX-M 

blaTEM blaCMY Class 2 integron gene cassette Class 1 integron gene cassette 
Types Subtypes 

JN16 D1 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM   dfrA17-aadA5 

JN18 A1 CTX-M-9 CTX-M-65    dfrA17-aadA5 

JN22 A1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   Empty 

JN23 A0   TEM   Empty 

JN26 D1 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM   Empty 

JN27 A1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM    

JN28 B1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   dfrA12-orfF-aadA2 

JN29 D2 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   catB3-arr3 

JN58 A1   TEM    

JN61 A0 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM    

JN63 B22 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   catB3-arr3 

JN73 B21 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM  dfrA1-sat2-aadA1 dfrA17-aadA5 

JN104 A0 CTX-M-9 CTX-M-14 TEM   Empty 

JN106 D1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   dfrA12-orfF-aadA2 

JN109 A1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   dfrA17-aadA5 

JN122 A1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   Empty 

JN127 D2 CTX-M-9 CTX-M-27 TEM  dfrA1-sat2-aadA1  

JN130 B1 CTX-M-9 CTX-M-27 TEM   Empty 

JN131 B22       

JN134 A1   TEM    

JN138 B1 CTX-M-1 CTX-M-55    dfrA1-aadA1 

JN143 D2 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   Empty 

JN144 A0      Empty 

JN149 B1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   Empty 

JN155 D2 CTX-M-9 CTX-M-14 TEM   Empty 

JN163 D2 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   dfrA17-aadA5 

JN166 A1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   dfrA17-aadA5 

JN170 B1 CTX-M-1 CTX-M-55     

JN183 D2 CTX-M-9 CTX-M-14 TEM    

JN184 B1   TEM   Empty 

JN186 D1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM  dfrA1-sat2-aadA1 dfrA17-aadA5 

JN193 B1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   Empty 

JN199 D2 CTX-M-9 CTX-M-27 TEM    

JN202 D1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM    

JN203 D1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   dfrA12-orfF-aadA2 

JN205 D1 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM   dfrA17-aadA5 

JN209 B1 CTX-M-9 CTX-M-14 TEM  dfrA1-sat2-aadA1 aacA4-cmlA1 

(待续)
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(续表 1) 

JN210 B1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM  dfrA1-sat2-aadA1 Empty 

JN215 B1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM    

JN220 B1 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM  dfrA1-sat2-aadA1 dfrA17-aadA5 

JN221 B1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM    

JN231 B1 CTX-M-1 CTX-M-55    dfrA1-aadA1 

JN236 A1 CTX-M-9 CTX-M-14  CMY-2  Empty 

JN239 D1 CTX-M-1 CTX-M-55  CMY-2  Empty 

JN241 D1 CTX-M-9 CTX-M-65    Empty 

JN248 A0   TEM    

JN261 A1 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM   dfrA17-aadA5 

JN262 D1 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM   Empty 

JN264 A0 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM   Empty 

JN268 A0 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM  Empty  

JN272 B1 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM  Empty Empty 

JN273 A0 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM    

JN274 A1      dfrA12-orfF-aadA2 

JN276 A0   TEM  Empty  

JN287 D1 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM    

JN288 D1 CTX-M-1 CTX-M-55  CMY-2  Empty 

JN292 A1 CTX-M-9 CTX-M-14    Empty 

JN293 D2 CTX-M-9 CTX-M-27 TEM   dfrA12-orfF-aadA2 

JN294 B1 CTX-M-9 CTX-M-14 TEM   dfrA17-aadA5 

JN295 A1   TEM   Empty 

JN297 D2 CTX-M-1 CTX-M-123 TEM   Empty 

JN307 B1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM    

JN308 A1 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM   dfrA12-orfF-aadA2 

JN310 A0 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM   Empty 

JN311 B1 CTX-M-9 CTX-M-14 TEM   dfrA17-aadA5 

JN326 A1   TEM   dfrA17-aadA5 

JN331 B1 CTX-M-9 CTX-M-14 TEM   dfrA17-aadA5 

JN336 D2 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   dfrA17-aadA5 

JN338 D2 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM   dfrA17-aadA5 

JN339 B1 CTX-M-9 CTX-M-14 TEM   dfrA12-orfF-aadA2 

JN340 A1   TEM   dfrA12-orfF-aadA2 

JN341 B1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   Empty 

JN343 D1 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM  dfrA1-sat2-aadA1 dfrA12-orfF-aadA2 

JN344 A0 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM   Empty 

JN345 A0 CTX-M-1 CTX-M-123    Empty 

JN349 D2 CTX-M-1 CTX-M-123 TEM   Empty 

JN351 A1   TEM   dfrA1-aadA1 

(待续) 
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       (续表 1)

JN353 A0 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM   Empty 

JN355 B22 CTX-M-9 CTX-M-65    Empty 

JN357 A1   TEM   Empty 

JN358 A1 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM   dfrA17-aadA5 

JN359 A1   TEM  dfrA1-sat2-aadA1 dfrA1-aadA1 

JN362 B1 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM    

JN363 A0 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   Empty 

JN365 B1 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM   Empty 

JN368 B1 CTX-M-9 CTX-M-14 TEM   dfrA17-aadA5 

JN371 A1   TEM   Empty 

JN374 A1 CTX-M-9 CTX-M-14    Empty 

JN376 A1 CTX-M-9 CTX-M-14    Empty 

JN379 B1 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM   dfrA17-aadA5 

JN381 A0 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   dfrA12-orfF-aadA2 

JN382 A0 CTX-M-9 CTX-M-27 TEM  dfrA1-sat2-aadA1 dfrA12-orfF-aadA2 

JN388 B1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   Empty 

JN389 B1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   Empty 

JN398 B22 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   dfrA17-aadA5 

JN399 B1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   dfrA12-orfF-aadA2 

JN407 B1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   Empty 

JN408 D2 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   Empty 

JN418 D2 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   Empty 

JN420 B22 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   catB3-arr3 

JN421 B22 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   dfrA12-orfF-aadA2 

JN430 B1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   dfrA12-orfF-aadA2 

JN431 A0 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   dfrA12-orfF-aadA2 

JN432 B1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   Empty 

JN436 B1 CTX-M-9 CTX-M-14     

JN437 B1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   Empty 

JN439 D1 CTX-M-9 CTX-M-14 TEM   dfrA17-aadA5 + aacA4-cmlA1 

JN440 A1 CTX-M-1 CTX-M-123 TEM   dfrA12-orfF-aadA2 

JN441 B21 CTX-M-1 CTX-M-55   dfrA1-sat2-aadA1 Empty 

JN443 D1 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM   dfrA12-orfF-aadA2 

JN445 A1   TEM   Empty 

JN446 B22 CTX-M-9 CTX-M-27    dfrA1-aadA1 

JN447 D1 CTX-M-1 CTX-M-55   dfrA1-sat2-aadA1 Empty 

JN452 D2 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM  dfrA1-sat2-aadA1 Empty 

JN455 B1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM  dfrA1-sat2-aadA1 Empty 

JN460 B1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   Empty 

JN461 A1   TEM   Empty 

       (待续)
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(续表 1) 

JN463 D1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM    

JN470 D2 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   Empty 

JN472 D2 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM   dfrA17-aadA5 

JN474 D2 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM  Empty Empty 

JN475 B1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM  Empty Empty 

JN478 B1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   Empty 

JN484 B1 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM  Empty dfrA17-aadA5 

JN486 B1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   Empty 

JN495 A0 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   Empty 

JN499 D1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   Empty 

JN500 B22 CTX-M-9 CTX-M-27    dfrA1-aadA1 

JN501 A0 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   dfrA17-aadA5 

JN507 A1 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM  dfrA1-sat2-aadA1 dfrA12-orfF-aadA2 

JN511 B1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM  dfrA1-sat2-aadA1 Empty 

JN514 B21 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM CMY-2  dfrA12-orfF-aadA2 

JN525 D2 CTX-M-9 CTX-M-14 TEM   dfrA12-orfF-aadA2 

JN566 B22 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   dfrA17-aadA5 

JN567 A0 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM   Empty 

JN573 D1 CTX-M-1 CTX-M-123 TEM   Empty 

JN583 B1 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM   dfrA17-aadA5 

JN592 A1 CTX-M-9 CTX-M-65    dfrA17-aadA5 

JN593 A0 CTX-M-9 CTX-M-14 TEM   dfrA17-aadA5 

JN597 A0 CTX-M-1 CTX-M-55   dfrA1-sat2-aadA1 Empty 

JN598 B22 CTX-M-1 CTX-M-123 TEM   dfrA12-orfF-aadA2 

JN599 A1      dfrA17-aadA5 

JN600 D1     dfrA1-sat2-aadA1 Empty 

JN601 B21 CTX-M-1 CTX-M-55   dfrA1-sat2-aadA1 Empty 

JN602 B1 CTX-M-1 CTX-M-55    Empty 

JN603 D2 CTX-M-1 CTX-M-55     

JN604 A1 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM   Empty 

JN606 D1 CTX-M-1 CTX-M-123 TEM  dfrA1-sat2-aadA1 Empty 

JN608 A0 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM   Empty 

JN610 B1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM  dfrA1-sat2-aadA1 Empty 

JN615 B1 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM  dfrA1-sat2-aadA1 dfrA17-aadA5 

JN616 D2 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM  dfrA1-sat2-aadA1 Empty 

JN617 D2 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   Empty 

JN631 D2 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM   Empty 

JN633 B1 CTX-M-9 CTX-M-14     

JN641 A0      Empty 

JN660 D2 CTX-M-1 CTX-M-55 TEM  dfrA1-sat2-aadA1 dfrA12-orfF-aadA2 

JN662 D2 CTX-M-9 CTX-M-65 TEM CMY-2  dfrA1-aadA1 
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表 2.  大肠杆菌系统发育亚型与抗生素耐药性菌株和敏感性菌株之间相关性的统计分析 

Table 2.  Statistical analysis of the correlation between E. coli phylogenetic subgroups and resistance/sensitivity to 
antibiotics 

Sub-types CAZ AMP CTX CPE NAL CIP STR FOS TET TMP CHL KAN CFP GAT Overall 

A0 

pR 
pS 

(11) 
1.0 
0.054 

(22) 
1.0 
0.2 

(20) 
0.9 
0.2 

(15) 
1.0 
0.09 

(21) 
0.9 
0.3 

(21) 
0.9 
0.4 

(21) 
0.6 
0.6 

(4) 
0.9 
0.2 

(22) 
0.9 
0.4 

(15) 
1.0 
0.01

(22) 
0.5 
0.8 

(17) 
0.9 
0.2 

(4) 
0.4 
0.8 

(16) 
0.2 
0.9 

(24) 
1.0 
0.01

A1 

pR 
pS 

(10) 
1.0 
3.0×10−4 

(27) 
1.0 
0.03 

(21) 
1.0 
5.6×10–4

(15) 
1.0 
5.0×10–4 

(26) 
0.9 
0.2 

(27) 
0.7 
0.5 

(20) 
1.0 
7.3×10–4

(5) 
0.9 
0.1 

(27) 
0.9 
0.2 

(27) 
0.2 
0.9 

(22) 
1.0 
0.008

(18) 
1.0 
0.005 

(1) 
1.0 
0.06 

(16) 
0.7 
0.4 

(30) 
1.0 
2.7×10–9

B1 

pR 
pS 

(34) 
0.01 
1.0 

(44) 
0.1 
1.0 

(43) 
0.04 
0.8 

(39) 
0.01 
1.0 

(43) 
0.08 
1.0 

(42) 
0.2 
0.9 

(40) 
0.3 
0.9 

(8) 
0.9 
0.1 

(43) 
0.2 
1.0 

(41)
0.02 
1.0 

(42) 
0.07 
1.0 

(40) 
0.02 
0.1 

(9) 
0.09 
1.0 

(24) 
0.7 
0.4 

(44) 
5.1×10–5

1.0 

B21 

pR 
pS 

(3) 
0.5 
0.9 

(4) 
0.9 
1.0 

(4) 
0.7 
1.0 

(4) 
0.3 
1.0 

(3) 
1.0 
0.3 

(4) 
0.7 
1.0 

(4) 
0.6 
1.0 

(1) 
0.7 
0.7 

(4) 
0.8 
1.0 

(3) 
0.9 
0.5 

(4) 
0.6 
1.0 

(4) 
0.4 
1.0 

(1) 
0.41 
0.9 

(2) 
0.8 
0.6 

(4) 
0.2 
0.9 

B22 

pR 
pS 

(8) 
0.2 
0.9 

(9) 
1.0 
0.3 

(10) 
0.4 
1.0 

(7) 
0.8 
0.5 

(10) 
0.4 
1.0 

(9) 
0.8 
0.6 

(9) 
0.6 
0.8 

(3) 
0.5 
0.8 

(10) 
0.5 
1.0 

(8) 
0.7 
0.6 

(7) 
1.0 
0.09 

(8) 
0.7 
0.6 

(2) 
0.4 
0.9 

(4) 
0.9 
0.2 

(10) 
0.5 
0.6 

D1 

pR 
pS 

(12) 
0.8 
0.4 

(21) 
0.4 
1.0 

(20) 
0.4 
0.7 

(16) 
0.6 
0.6 

(18) 
0.9 
0.2 

(20) 
0.4 
0.9 

(19) 
0.5 
0.8 

(10) 
0.02 
1.0 

(19) 
0.9 
0.3 

(18) 
0.5 
0.8 

(20) 
0.3 
0.9 

(17) 
0.6 
0.7 

(2) 
0.8 
0.4 

(17) 
0.01 
1.0 

(21) 
0.06 
1.0 

D2 

pR 
pS 

(21) 
0.01 
1.0 

(25) 
0.4 
1.0 

(25) 
0.07 
1.0 

(24) 
0.006 
0.7 

(24) 
0.4 
0.9 

(21) 
1.0 
0.2 

(25) 
0.02 
1.0 

(10) 
0.07 
1.0 

(24) 
0.6 
0.2 

(18) 
0.9 
0.1 

(23) 
0.4 
0.8 

(22) 
0.2 
0.9 

(2) 
0.9 
0.3 

(11) 
0.9 
0.1 

(25) 
0.02 
1.0 

pR and pS: p-values for correlation of antibiotic resistance and susceptibility, respectively. Significant correlation is marked with bold 
numbers, p-values smaller than 0.05 are considered statistically significant. 
 
 

2.2  β-内酰胺类耐药基因的检测及分型 

对 3 种常见的 β-内酰胺耐药基因 blaTEM、

blaCTX-M 和 blaCMY 进行检测，分离株中 blaCTX-M 和

blaTEM 耐药基因的存在最普遍，存在率分别是

86.7%和 81% (图 2)。我们对存在率最高的 blaCTX-M

家族进行了分型，其中有 77 株菌属于 blaCTX-M-1

家族，有 60 株菌属于 blaCTX-M-9 家族(图 2)。 

blaCTX-M-1 家族中，blaCTX-M-55 和 blaCTX-M-123 的存在

率分别为 90.91%和 9.09%；blaCTX-M-9 家族中，

blaCTX-M-65、blaCTX-M-14 和 blaCTX-M-27 家族的存在率

分别为 58.33%、30%和 11.67% (图 2)。仅在 5 个

分离株中发现了编码 AmpC 型 β-内酰胺酶的

blaCMY 基因，并且均为 blaCMY-2 家族。分析发现

blaCMY-2 与 blaCTX-M 两个基因在同一个分离株中有 

 

图 2.  β-内酰胺耐药基因的流行性分析图 

Figure 2.  Prevalence of β-lactam resistance genes. TEM: 
blaTEM; CMY: blaCMY; CTX-M: blaCTX-M; CTX-M-9: 
blaCTX-M-9; CTX-M-1: blaCTX-M-1; CTX-M-14: blaCTX-M-14; 
CTX-M-27: blaCTX-M-27; CTX-M-55: blaCTX-M-55; 
CTX-M-65: blaCTX-M-65; CTX-M-123: blaCTX-M-123. 
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表 3.  β-内酰胺耐药表现型与 β-内酰胺耐药基因存在的相关性 

Table 3.  Correlation between β-lactam resistance and the prevalence of β-lactam resistance genes 

β-lactam resistance and resistance genes 
blaCTX-M 

prevalence 
blaTEM 

prevalence 
blaCMY-2 

prevalence 
Number of β-lactam resistance genes 

Correlation 0.607 
(n=158) 

0.107 
(n=158) 

0.001 
(n=158) 

0.448 
(n=158) 

P-value 2.64×10–17 

(n=158) 

0.181 
(n=158) 

0.988 
(n=158) 

3.68×10–9 

(n=158) 
 

共存的现象，但是 blaCMY-2 与 β-内酰胺类抗生素的

耐药性之间没有相关性(表 3)。尽管先前的研究显

示 blaTEM 作为最流行的 β-内酰胺耐药基因之一，

是环境中最普遍的 β-内酰胺酶基因[22]，但是进一

步对耐药表型和基因型的相关性分析，发现 β-内

酰胺类抗生素的耐药性与 blaCTX-M 基因有显著的

相关性，而与 blaTEM 基因没有显著相关性(表 3)。

与其他亚型相比，blaCTX-M 基因普遍存在于大肠杆

菌的 B1 和 D2 亚型中(P 值分别为 0.0046 和 0.0167) 

(表 2)，与之呼应的是大肠杆菌的 B1 和 D2 这两个

亚型与 β-内酰胺类抗生素的耐药性存在显著的相

关 性 。 这 一 发 现 表 明 在 肉 鸡 源 大 肠 杆 菌 中 ，

blaCTX-M 基因在表达 β-内酰胺耐药性中起着更加

重要的作用。 

2.3  大肠杆菌中整合子的检测及鉴定 

整合子作为重要的可移动遗传元件，可以参

与耐药基因的整合剪切和转移。对分离株中 1、2

和 3 整合子的调查显示，携带 1 类整合子的分离

株有 135 株(85.44%)，其中有 72 株(52.94%)的整

合子中没有基因盒阵列(表 1)。携带 2 类整合子的

分离株有 29 株(18.35%)，其中 23 株(79.31%)的整

合子中含有通用基因盒阵列(dfrA1-sat2-aadA1)，

其余 6 株(20.69%)的整合子中没有基因盒阵列，然

而 3 类整合子在所有样品中均未检测到(表 1)。肉

鸡源大肠杆菌中普遍存在整合子，这表明整合子

在耐药性的传播中可能发挥作用。 

2.4  β-内酰胺耐药基因的接合转移与整合子相关

性较低 

研究肉食鸡源的大肠杆菌中 β-内酰胺类耐药

基因以及整合子基因与接合转移的相互关系，发

现除了 blaCMY-2 基因以外，blaTEM 和 blaCTX-M 基因

均可以通过接合被转移至受体菌中。产生 β-内酰

胺酶活性的分离株占所有分离株的 55.28%，然而

仅有大约 30%的 β-内酰胺类耐药基因可以通过接

合转移进行传播，我们推测这是因为 β-内酰胺酶

基因中的其中 1 个基因发生转移后，就能表达出

足够的 β-内酰胺酶。尽管整合子在肉鸡源大肠杆

菌中存在率很高，但相关性分析后发现 β-内酰胺

类的耐药基因与整合酶基因之间的相关性较弱，分

离株的整合酶基因中，伴随着 β-内酰胺耐药基因同

时被转移进受体菌中的整合酶基因比例不足 10% 

(表 4)，这表明 β-内酰胺类耐药基因的接合转移对整

合子的依赖程度较低，这也可以解释为什么分离株

的整合子基因盒阵列中缺少 β-内酰胺酶基因。 

 
表 4.  β-内酰胺类耐药基因和整合酶基因的接合转移

比率 

Table 4.  Ratio of conjugation of β-lactam resistance 
genes and integrase genes 
Number of strains intI1 intI2 blaCTX-M blaTEM blaCMY-2

Gene-harboring strains 135 29 137 128 5 

Successful conjugation 
count 

5 3 42 45 0 

Ratio of conjugation/% 3.70 10.34 30.66 35.16 0.00 
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3  讨论 

农业部门中抗生素的大范围和大规模使用导

致耐药性食品病原菌的数量不断增加，这对人类

健康造成威胁，这个问题在肉类产品中表现的更

加严重，因为：(1) 在畜牧业中，抗生素一般会直

接注射或者喂食给动物，所以肉类产品中出现耐

药性的机会比蔬菜和水果中高得多。(2) 在食用肉

类产品或者鸡蛋时，因为不同的饮食习惯或者为

了获得更好的口感，不完全煮熟就食用的情况经

常存在。然而肉类中经常会含有细菌、真菌和病   

毒[23]，鸡蛋内容物中也普遍携带大肠杆菌和沙门

氏菌等致病菌[24]，不完全加热就食用经常会引起

胃肠道发生细菌感染，而抗生素被广泛的应用到

治疗细菌感染中，这可能会促进耐药基因在胃肠

道中传播。β-内酰胺类药物常用于治疗大肠杆菌

引 起 的 感 染 ， 也 是 畜 牧 业 中 常 见 的 饲 料 添 加    

剂[25]。因此这项研究主要涉及肉食鸡内脏中大肠

杆菌的 β-内酰胺耐药性：(1) 普遍性和耐药原因。

(2) 抗生素耐药性与系统发育之间的联系；(3) β-

内酰胺类耐药的表现型与耐药基因以及整合酶基

因之间的相互关系。 

研究发现，山东省肉鸡源大肠杆菌对 β-内酰

胺类药物的耐药程度较高，多重耐药情况普遍存

在，这表明肉鸡源大肠杆菌绝大多数都是对 β-内

酰胺耐药的多重耐药菌，并且 blaCTX-M 和 blaTEM

两种 β-内酰胺酶基因在肉食鸡中流行性高。这一

结论与其他省份的研究相吻合，证明肉鸡源大肠

杆菌在不同地区都普遍存在耐药性较高的情况[26]。

基因水平转移向来被认为是细菌间耐药性传播的

最有效方法，而整合子作为可移动的遗传元件一

直与抗生素耐药性的传播有关，这项工作分离出

的耐药大肠杆菌中整合子的高流行率证实了这一

点。然而与 β-内酰胺酶基因较高的转移率相比，

整合子的转移比率较低，表明 β-内酰胺耐药基因

的接合转移对整合子的依赖性较低，这与整合子

的基因盒阵列中缺乏 β-内酰胺酶基因是一致的。

此外肉鸡源大肠杆菌的 B1 和 D2 亚型与抗生素耐

药显著相关，而 A0 和 A1 亚型与抗生素耐药无显

著相关，这是令人担忧的，因为大肠杆菌的高致

病率血清型绝大部分属于 D 亚型[19]。 

肉鸡源大肠杆菌中的 β-内酰胺耐药性已经逐

渐成为一个全民关注的问题，一旦饮食不当，致

使耐药菌进入人体内并引发感染，将导致抗生素

治疗效果降低，甚至会威胁到免疫力较低的人群

的生命。目前人类无法做到消除耐药基因，因此

不仅应该呼吁大家尽可能的避免食用未煮熟的肉

类蛋类食品，还要注意卫生避免感染携带耐药基

因的耐药菌，此外在抗生素和消炎药的使用上，

一定要严格遵从医嘱，避免不当的药物压力促使

耐药基因快速传播。 
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Detection of extended spectrum β-lactamase producing E. coli 
from broiler chickens 

Ziyun Li#, Yanyan He#, Juan Wang, Mingyu Wang, Hai Xu* 
State Key Laboratory of Microbial Technology, Shandong University, Qingdao 266237, Shandong Province, China 

Abstract: [Objective] We detected and analyzed β-lactam resistance in E. coli in broiler chickens in Shandong 

province. [Methods] The viscera samples were obtained from broiler chickens in the slaughterhouse. We screened 

β-lactam resistant E. coli, used the disk diffusion assay to determine antimicrobial-resistance, extracted bacterial 

DNA, conducted phylogenetic and biochemical assays, identified β-lactam-resistance genes and the structure of 

integrons and performed conjugation assays. [Results] More than 80% isolates were resistant to 3 or more 

β-lactams. The blaTEM and blaCTX-M resistance genes encoding class A β-lactamases have a higher rate, 86.7% and 

81%, respectively, but only blaCTX-M and β-lactam resistance showed a significant correlation. The rate of β-lactam 

resistance genes in B1 and D2 subtypes of E. coli was higher, and the resistance was significantly enhanced, while 

the A0 and A1 subtypes were more sensitive. Although integrons were commonly detected in E. coli, their 

correlation with β-lactamase genes is low. [Conclusion] The results show that broiler-derived E. coli has highly 

resistant to β-lactams, and multi-drug resistance is widespread. The relationship between the resistance of β-lactams 

and the phylogeny in E. coli is clarified, and it provides a reference for the epidemiological surveillance of β-lactam 

resistance in E. coli from broilers. 
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