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一养殖场中质粒介导喹诺酮类药物耐药基因 @+&5的流行特性
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摘要#0目的1研究质粒介导喹诺酮类药物耐药基因 X-’, 在一养殖场中的流行特点& 0方法1分离养殖场不
同来源样品中的大肠杆菌菌株%利用美国临床标准委员会!6V21"推荐的药敏纸片法测定菌株耐药情况%通
过质粒接合试验获得 X-’, 阳性接合子%测定 X-’, 对喹诺酮类药物最小抑菌浓度!Z16"值的影响及其与其它
类抗生素耐药性的相关性%利用脉冲场凝胶电泳分析该场中 X-’, 阳性菌株遗传进化关系& 0结果1环境源菌
株 X-’, 的阳性率为 05]0_%显著高于禽源菌株基因检出率!$#](_"%新进的雏鸡可迅速从养殖场中获得
X-’, 基因并在鸡群中流行& X-’, 基因可使接合子对喹诺酮类药物 Z16值不同程度升高%并且与其它五类抗
生素具有相关性%不同 X-’, 阳性菌株间遗传关系较远%但也存在同一克隆株的流行& 0讨论1X-’, 基因主要
通过质粒的播散等进行水平传播%同时也存在同一克隆株的流行传播& X-’, 基因多样性及其水平传播方式
造成了它的广泛流行%加强对耐药基因的监测及研究对减少多重耐药菌株的产生具有重要意义&
关键词!质粒介导喹诺酮类药物耐药% X-’,% 最小抑菌浓度% 多重耐药% 脉冲场凝胶电泳
中图分类号!85##!!文献标识码!Q!!文章编号!%%%$K40%5 !0%$#"$%K$%D%K%’

!!0% 世纪 D% 年代%氟喹诺酮类药物环丙沙星以
其对革兰氏阴性菌广谱和体外良好的杀菌能力而被
广泛应用于临床治疗 ($) & 对其实际的高耐药率似
乎与传统认为的细菌对喹诺酮类药物耐药主要是由
染色体突变介导的垂直传播造成的不符 (0) & 自
$55D 年报道发现质粒上的基因也可介导喹诺酮类
药物耐药后 (#) %相继有多种质粒介导的喹诺酮类药
物 耐 药 ! U?>@CBOKC.OB>+.O P<B=,?,=. /.@B@+>=*.%
UZ8̂ "基因被报道%它们可以在不同菌株间相互传
播%提高了细菌对喹诺酮类药物的耐药率&

为了解质粒介导的喹诺酮类药物耐药基因 X-’,

的流行传播特点%本研究通过对某养殖场进行跟踪
监测%并对阳性菌株脉冲场凝胶电泳进行分析%探究
X-’, 基因可能的流行特点&

"#材料和方法

"’"#材料
"’"’"#样品及菌株来源!0%$% 年 0 月至 4 月于浙
江某养禽场采集样品%其中家禽样本采自各年龄段
随机抽取的个体%环境样包括灰尘’养殖场排出的污
水’饮用水及土壤等& 家禽采用肛拭获得样品%环境
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样本则在养殖场地内外就地采集灰尘’饮用水’污水
及土壤等%此外%还采集部分饲料样品& 共采集该场
样品 "(" 份%其中家禽肛拭样品 #5" 份’环境样品
$## 份’饲料样品 $’ 份!见表 $"& 共分离到 #’5 株
大肠杆菌%其中饲料源样品中未分离到细菌& X-’,

阳性菌株由浙江大学医学院蒋琰博士惠赠$b"#QaB^

由上海华山医院王明贵教授赠送& 药敏质控菌为大
肠杆菌 QG660"500%沙门菌 S5D$0 为脉冲场凝胶电
泳 Z>/‘./&

表 "%采集样品和细菌分离统计
G>-?.$A2<CC>/R,[*,??.*+.O @>C:?.@>=O .9"(*&B@,?>+.@

2>C:?.
3<C-./,[@>C:?.@!3,A,[+9.B@,?>+.@"

H.- Z>/ Q:/ Z>R b<= G,+>?

QXB>= @M>- @>C:?.@ $%% !"(" ’% !4$" D" !"(" 5% !’5" "% !(0" #5" !05%"

!!69B*‘.= D" !(#" 4% !"$" ’4 !(4" 5% !’5" (( !#’" #"" !0"4"

!!Y<*‘ $$ !$%" # !#" # !#" % 4 !"" 0# !0$"

!!\..@. ( !$" ’ !’" 4 !"" % % $’ !$#"

F=XB/,=C.=+@>C:?.@ % 04 !D" 0D !$D" $5 !$D" 4% !("" $## !D5"

!!Y<@+ % 4 !%" " !%" # !$" $" !4" 05 !’"

!!2,?BO % $% !#" $% !(" D !5" 0" !0$" "# !#’"

!!2.M>L. % ( !"" D !$(" D !D" 0% !$D" (% !(""

!!c>+./ % 4 !%" " !%" % % $$ !%"

H..O @>C:?.@ % ( !%" " !%" 0 !%" 4 !%" $’ !%"

!!G,+>? $%% !"(" $%% !45" $$D !’0" $$$ !5’" $$4 !D’" "(" !#’5"

"’"’$ # 主 要 试 剂! @$XY3Q :,?RC./>@.’ Y3Q
H/>LC.=+U</B[B*>+B,= WB+’_)$"购自大连 G>W>̂>公
司$蛋白酶 W购自 6>?-B,*9.C公司$G/B@K->@.’2Y2’
FYGQ%E,/B*>*BO 和 2,OB<C V></,R?2>/*,@B=.购自
QC/.@*,公司$2.>W.C\,?O 琼脂糖购自6>C-/.IEB,
2*B.=*. ,̂*‘?>=O$U<?@.HB.?O 6./+B[B.O QL>/,@.购自
EB,K̂QY公司$麦康凯琼脂’ZS琼脂’药敏纸片和
药物标准溶液购自杭州微生物试剂有限公司& 其余
常规试剂为国产或进口分析纯产品&
"’$#样品处理

肛拭子样品用D%% )VUE2 浸泡%挑取适量三区
划线于麦康凯平板%环境样品!灰尘’土壤等"及饲
料样品用 UE2 浸泡后混匀%取适量涂布麦康凯平
板%水样品浓缩后涂布麦康凯平板% #’l 培养
$4 &$D 9$每份样品挑取 $ 个典型菌落在麦康凯平
板上分区划线%#’l培养$D 9%选取单个典型菌落纯
培养后进行生化鉴定和保存 (() &
"’(#药物敏感性测定

随机选取不同来源的 $%D 株大肠杆菌%0’#’(’"

和 4 月份分别选取 $4’$"’#%’0D 和 $5 株菌株& 其
中鸡源大肠杆菌 ’0 株!0’#’(’" 和 4 月份分别选取
$"’$(’$D’0$ 和 ( 株"$鸭源菌株 D 株 !0 月 $ 株’(

月 0 株和 4 月 " 株"%鹅源菌株 " 株!# 月 $ 株和 (

月 ( 株"%泥土源菌株 5 株!( 月 ( 株’" 月 # 株和 4
月 0 株"%灰尘源菌株 ( 株!" 月 $ 株和 4 月 # 株"%

污水源菌株 $% 株!( 月 0 株’" 月 # 株和 4 月 " 株"&

依据美国临床标准委员会!6V21" (")对肠杆菌科细
菌推荐测试的抗生素%按 WB/-RKE><./法进行药敏纸
片试验!萘啶酸’环丙沙星’庆大霉素’复方新诺明’

头孢西丁’氯霉素’四环素"%从培养了$4 &$D 9的
ZS琼脂平板上%挑取单个菌落%直接用生理盐水制
成 %]" 麦氏单位!约 $]" o$%D 6HT7CV"& 在$" CB=

内%用无菌棉拭子蘸取调好的菌液%在 ZS琼脂平板
表面涂布接种%将确定好的药敏纸片分贴到平板表
面& #’l倒置培养$4 &$D 9后%测量各药敏纸片抑
菌圈直径%参照 6V21手册中药物敏感性标准作出结
果判断& 质控菌为大肠杆菌 QG660"500&
"’)#@+&5基因的检测

根据文献报道 (4)对分离的细菌进行 X-’, 基因
的检测%细菌 Y3Q模板的制备按全菌裂解法进
行 (’) & U6̂ 反应条件#5(l预变性# CB=$5(l #% @%
"’l #% @%’0l (% @%#% 个循环& 取 U6̂ 产物# )V%
$]%_琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物%U6̂ 产物纯
化后送至北京华大基因进行测序&
"’*#细菌接合实验

以 X-’, 阳性菌为供体菌%叠氮钠抗性菌株

$D%$
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b"#QaB^作受体菌进行质粒接合实验%试验按照液体
接合法 (D &5)进行%供体菌和受体菌 #’l培养至对数
生长期%各取供受体菌"%% )V加入( CV新鲜的 VE
培养基中%#’l静置孵育过夜%取适量的液体涂于双
抗生素的 G2Q平板上%#’l培养& 所选择的抗生素
为叠氮钠及包括头孢他啶’庆大霉素’四环素’氯霉
素及甲氧苄啶等的非喹诺酮类药物组合筛选%以避
免在筛选过程中可能发生的喹诺酮类药物作用靶点
染色体的突变& 挑取双抗生素平板上的菌落分别在
含及不含环丙沙星的 G2Q平板上筛选%挑取纯化后
单菌落利用 U6̂ 测定 UZ8̂ 基因是否发生转移&
"’K#喹诺酮类药物 QDC值及多重耐药表型鉴定

参照 6V21推荐的标准 (") %采用微量稀释法测定
" 种喹诺酮类抗生素对受体菌’供体菌及接合子的
最小抑菌浓度& 依据 6V21(")对肠杆菌科细菌推荐
测试的抗生素%按 WB/-RKE><./法对受体菌’供体菌
及接合成功获得的接合子进行 $% 大类 $" 种抗生素
!青霉素类#氨苄西林’哌拉西林$头孢类#头孢噻
吩’头孢他啶’头孢噻肟$碳青霉烯类#美罗培南$单
环内酰胺类#氨曲南$氨基糖苷类#庆大霉素’阿米卡
星’链霉素$四环素类#四环素%磺胺类#复方新诺明$
氯霉素类#氯霉素$磷霉素类#磷霉素$硝基呋喃类#
呋喃妥因"的药敏纸片实验& 质控菌为大肠杆菌
QG660"500&
"’L#脉冲场凝胶电泳分析

选择不同时间不同来源的 04 株 X-’, 阳性菌进

行脉冲场凝胶电泳实验%分析其遗传进化关系& 按
照美国疾病预防控制中心 U<?@.K3.+的大肠杆菌
)$"’#S’ UH\F标准化方法操作 ($%) %Z>/‘./为沙门
菌 S5D$0&

$#结果

$’"#细菌分离
0%$% 年 0 月至 4 月在该养殖场中共分离到 #’5

株大肠杆菌%其中鸡源菌株 0"4 株%鸭源菌株 0$ 株%
鹅源菌株 $# 株%泥土源菌株 #’ 株%灰尘源菌株 ’
株%污水源菌株 (" 株%饲料源样品中未分离到细菌
!表 $"&
$’$#药物敏感性测定

在分离到 #’5 株细菌中%选取该场禽源大肠杆
菌和环境源大肠杆菌共 $%D 株进行药敏纸片实验%
结果显示分离菌株对抗生素的耐药性严重!表 0"%
D%_以上的菌株对萘啶酸’复方新诺明和四环素耐
药%对头孢西丁!美福仙"的耐药率最低& 禽源菌株
对四环素的耐药率达到 5’]4_%而环境源菌株达到
$%%_& 对于氯霉素类药物耐药性而言%通过比较同
一批鸡群不同时间的耐药率发现随着日龄的增大%
分离到的细菌对氯霉素的耐药性呈现下降趋势%这
可能与养殖场将氯霉素类药物!菌沙斯氟苯尼考溶
液"作为预防鸡群细菌性疾病的常规药物仅在 $ &0
周龄的小鸡中使用有关&

表 $%菌株药敏性测定
G>-?.0AG9.@<@*.:+B-B?B+R+.@+B=L,[.9"(*&B@,?>+.@

2,</*.@ 3,A,[@+/>B=@
U./*.=+>L.,[+9./.@B@+>=*.!3,A,[+9.B@,?>+.@"

3QV 61U \F3 2gG H)g 6SV GFG
QXB>= D" 50]5!’5" "’]4!(5" $D]D!$4" D(]’!’0" "]5!"" ’(]$!4#" 5’]4!D#"

F=XB/,=C.=+ 0# 5"]’!00" 4%]5!$(" 04]$!4" 5$]#!0$" % 4%]5!$(" $%%!0#"
G,+>? $%D 5#]"!$%$" "D]#!4#" 0%](!00" D4]$!5#" (]4!"" ’$]#!’’" 5D]$!$%4"

$’(#@+&5基因的检测
通过 U6̂ 测定%#’5 株大肠杆菌分离株中共检

测到 4" 株 X-’, 基因阳性细菌!表 #"%X-’, 基因存
在于所有来源的菌株中& 环境源菌株中该基因的阳
性率为 05]0_!047D5"%显著高于禽源菌株基因检
出率!$#](_%#5705%"& 该养殖场在二月份把鸡全
部卖出后%从三月起新购进一批雏鸡%新进雏鸡在三
月份的检测中未检出 X-’, 阳性菌株%经过一段时间

后再次在该鸡群的分离株中检测到 X-’, 基因菌株%
此后 X-’, 基因在鸡群中一直维持 $#]"_左右的流
行率&

通过对 X-’, 基因的亚型测定可知%养殖场内存
在两种亚型的 X-’, 基因 !X-’,$ 和 X-’,0"的流行&
部 分 序 列 上 传 \.=E>=‘% 序 列 号 为 bH’’###4K
bH’’###5%bH’’##("KbH’’##"%&

0D%$
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表 (%@+&5阳性菌株分布
G>-?.#AG9.OB@+/B-<+B,= ,[+9.X-’,K:,@B+BX.@+/>B=@

Z,=+9
3<C-./,[@+/>B=@ G9.:,@B+BX./>+.,[X-’,!_"

G,+>? 69B*‘.= Y<*‘ \..@. F=XB/,=C.=+ G,+>? 69B*‘.= Y<*‘ \..@. F=XB/,=C.=+
H.- "( (# $% $ % $D]" 0$]% $%]% % %
Z>/ 45 "$ # ’ D % % % % %
Q:/ ’0 (4 # " $D $#]5 $#]% 44]’ % $$]$
Z>R 5’ ’5 % % $D 0$]4 $#]5 % % ""]4
b<= D’ #’ " % (" 0’]4 $#]" $%% % #$]$
G,+>? #’5 0"4 0$ $# D5 $’]0 $0]$ #D]$ % 05]0

$’)#受供体菌抗生素敏感性测定
通过质粒接合实验共得到五株接合子%通过对

" 种喹诺酮类药物的最小抑菌浓度测定可知%X-’,
的转移可使接合子对萘啶酸的 Z16升高 D &$4 倍%
可使环丙沙星的 Z16升高 $4 &#0 倍!表 ("&

供体菌对除头孢他啶’氨曲南’呋喃妥因和美罗
培南外的 ’ 大类 $$ 种抗生素可表现耐药%其中氨苄
西林’链霉素’四环素’复方新诺明及氯霉素这 " 种
抗生素的耐药基因可随 X-’, 基因共同转移%使接合
子对这些抗生素表现耐药&

表 )%菌株及其接合子的多重耐药性测定
G>-?.(A .̂@<?+@,= *,=;<L>+BX.+/>=@[./.I:./BC.=+@>=O ZŶ :9.=,+R:.

2+/>B=@ X-’,@<-+R:. 2,</*.@ GBC.
Z16

3Q 61U 3)̂ )HV Vfg
ZŶ >

6#D5 X-’,T *9B*‘.= 0%$%]0 #0 %]$0" %]0" %]" %]" QZUKGFGK2gGKH)H
6"(( X-’,T *9B*‘.= 0%$%]( 4( %]0" $ 0 %]" QZUKU1UK6FHK6GgK\F3KQZWK2Ĝ KGFGK2gGK6SVKH)H
6"’D X-’,T O<*‘ 0%$%]( #0 %]" $ $ %]" QZUKGFGK2gG
6"5( X-’,T @,?BO 0%$%]" #0 %]$0" %]" $ %]" GFGK2gGK6SV
6’%5 X-’,T O<@+ 0%$%]4 #0 %]0" %]" $ %]" QZUKQZWKGFGK2gGK6SV
b"# ( %]%%D %]%$4 %]%# %]%$4

GK6#D5 X-’,T #0 %]0" %]" $ %]" GFGK2gG
GK6"(( X-’,T #0 %]$0" %]" $ %]" QZUK2Ĝ KGFGK2gGK6SV
GK6"’D X-’,T #0 %]" $ $ %]" QZUKGFGK2gG
GK6"5( X-’,T 4( %]0" $ $ %]" GFGK2gGK6SV
GK6’%5 X-’,T 4( %]0" $ 0 %]" GFGK2gGK6SV
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$’*#@+&5阳性菌遗传进化关系分析
选取 04 株不同来源的 X-’, 阳性株进行脉冲场

凝胶电泳%对所得到的 UH\F图谱基于 TU\ZQ聚
类分析%绘制菌株的系统进化树!图 $"&

通过 UH\F对养殖场内 X-’, 阳性菌株的遗传
进化关系分析显示%04 株菌株共分成 00 个 UH\F
型%聚类分析显示虽然菌株分离自同一养殖场并且
均为 X-’, 阳性菌株%但是菌株间亲缘关系普遍较
远%说明 X-’, 基因主要通过水平传播%同时也存在
细菌的克隆传播造成的流行& 分离于环境!污水"
及鸭肛拭样品中的 0 株 X-’,0 阳性菌株 6’04 及
6’’% 的 UH\F带型相同%显示环境中与动物种群中
携带 X-’, 基因的菌株可通过某些途径进行传播$分
离自棚舍上灰尘’地面泥土及鸭肛拭样品中的 ( 株
X-’, 阳性菌株!6"5(’64%’’6’%5 和 6’45"的 UH\F

带型相同%说明可能为同一克隆株的传播!图 $"&

(#讨论

质粒介导的喹诺酮类药物耐药基因 X-’虽然仅
介导低水平的喹诺酮类药物耐药%但是其可显著升
高接合子对喹诺酮类药物的 Z16值 ($$) %8=/蛋白产
生低水平耐药%但治疗浓度的喹诺酮类药物可以促
进高水平耐药性的出现 ($0) & X-’, 基因于 0%%# 年 $%
月在日本的一株痢疾杆菌 0- 中被发现 ($#) %其存在
于一个独特的接合型质粒上%并且可以引起低水平
的喹诺酮类药物耐药性的转移%它编码 0$D 个氨基
酸的五肽重复序列蛋白%与 8=/Q$ 的氨基酸具有
"5_的同源性&

本研究通过对养殖场不同来源样品 X-’, 基因

#D%$
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图 "%某养殖场 @+&5阳性菌株聚类分析
HBL</.$AY.=O/,L/>C,[*?<@+./>=>?R@B@,[X-’,K:,@B+BX.@+/>B=@,= >[>/CA

的跟踪监测可知%在多数来源的样品中均可检测到
阳性菌株%并且存在 0 个亚型的 X-’, !X-’,T 和
X-’,P"基因流行& 在环境源菌株中基因检出率为
05]0_!047D5"显著高于禽源菌株检出率 $#](_
!#5705%"!;s%]%%""& 其中%三月份的采样主要是
养殖场新进的一批小鸡%未能检测到阳性菌株%但是
经过一段时间后%四月份鸡群中 X-’, 基因阳性率迅
速升高!$#]%_"%说明经过一定时间的生活后%鸡
群可以从养殖场中获得 X-’, 基因&

结合该养殖场用药习惯%$ &0 周龄鸡中用磺胺
类药物红球磺胺氯吡嗪钠可溶性粉和氯霉素类药物
菌沙斯氟苯尼考溶液%( &4 周龄鸡中用氨基糖苷类

诺达肠乐硫酸新霉素可溶性粉%成年鸡用肠杆泰硫
酸安普霉素可溶性粉& 与 X-’, 共同转移的抗生素
耐药性中含有这三大类药物的耐药性%说明药物的
使用可能一定程度上促使了耐药基因的整合与转
移&

聚类分析显示%同一养殖场中 X-’, 阳性菌遗传
关系普遍较远%但也发现有 0 组不同来源的细菌显
示出相同的 UH\F带型%如分离于污水及鸭肛拭样
品中的两株 X-’,P 阳性菌株 6’04 及 6’’% 的 UH\F

带型相同%说明环境中与动物种群中携带 X-’, 基因
的菌株可通过某些途径进行传播$分离自棚舍上灰
尘’地面泥土及鸭肛拭样品中的 ( 株 X-’, 阳性菌株
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UH\F带型相同%说明可能来源于同一克隆株& 而
通过对 X-’, 接合子的多重耐药表型测定显示%X-’,
基因与其他抗生素耐药基因具有相关性%" 株 X-’,T
亚型的接合子耐药表型并不一致%说明 X-’, 基因主
要通过质粒播散或整合子等水平模式进行传播流
行%也可在小范围内以克隆株的形式传播&

本研究显示 X-’, 基因与其他类型抗生素具有
相关性%而当在其它抗生素的压力下共同转移入另
一菌株时%可造成菌株对多种抗生素的耐药$而 X-’,
基因多样性的传播及流行方式造成基因在各个来源
的菌株中广泛存在和流行& 因此%加强对质粒介导
的喹诺酮类药物耐药基因的监测及研究%降低耐药
基因的流行率对减少多重耐药菌株的产生具有重要
意义&
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