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摘   要：【目的】旨在分析当前规模化养殖场副猪格拉菌(Glaesserella parasuis)优势血清型、耐

药特性、耐药基因与分子特征。【方法】对源自规模化养猪场 21 株副猪格拉菌临床分离株，采用

PCR 鉴定血清型；利用 K-B 纸片扩散法鉴定其对 25 种抗生素的耐药表型；采用 PCR 检测 bla-TEM、

bla-NDM 和 bla-CTX 等 7 种耐药基因，并采用 Chi-square test 和 Fisher exact test 分析耐药表型和耐药

基因型的相关性；耐药基因目的条带测序，并应用 CLC Sequence Viewer 软件分析 β-内酰胺类耐

药基因(bla-TEM)编码蛋白氨基酸关键位点差异与耐药性的关系。【结果】21 株副猪格拉菌临床分
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离株的优势血清型为 4 和 12 型；对 β-内酰胺类药物苯唑西林的耐药性较强，耐药菌占比达 61.9% 
(13/21)；多重耐药菌株占比高达 90.5% (19/21)；β-内酰胺类耐药基因 bla-TEM 携带率较高(52.4%，

11/21)，且 bla-TEM 与 β-内酰胺类药物青霉素 G、苯唑西林和头孢拉定的耐药性显著相关，部分

bla-TEM 编码氨基酸存在可能与副猪格拉菌耐药能力有关的差异位点。【结论】本研究表明，规模

化养猪场的副猪格拉菌多重耐药情况仍很严重，并明确了被调查区域 β-内酰胺类药物耐药率高的

主要原因是携带耐药基因 bla-TEM，为加强对规模化养猪场副猪格拉菌耐药性监测提供理论依据。 

关键词：副猪格拉菌；bla-TEM；分子特征  

Characterization of serotypes, antibiotic resistance, and 
bla-TEM gene of Glaesserella parasuis in large-scale pig farms 
in 5 southern provinces of China during 2017–2019 
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Abstract: [Objective] To analyze the serotypes, antibiotic resistance, and resistance genes of      
21 isolates of Glaesserella parasuis in large-scale pig farms. [Methods] Serotypes were identified by 
PCR and the resistance to 25 antibiotics with the K-B disk diffusion method. Seven resistance genes, 
including bla-TEM, bla-NDM, and bla-CTX, were detected by PCR. Then chi-square test and Fisher’s exact 
test were used to analyze the association between resistance phenotypes and genotypes. The β-lactam 
resistance gene bla-TEM was sequenced and the sequences of amino acids encoded by bla-TEM from 
different isolates were compared. Finally, the relationship between the differential sites of the amino 
acids and antibiotic resistance was analyzed by CLC Sequence Viewer. [Results] The isolates were 
dominated by serotypes 4 and 12. They showed high rate (61.9%, 13/21) of resistance to β-lactam 
antibiotic oxacillin and 90.5% (19/21) of the isolates demonstrated multi-antibiotic resistance. bla-TEM was 
identified in 52.4% (11/21) of the isolates, which was significantly correlated with the resistance 
phenotype of penicillin G, oxacillin, and cefradine. There were mutations of the amino acids encoded by 
bla-TEM among isolates, which may be related to the antibiotic resistance of the isolates. [Conclusion] 
Multi-antibiotic resistance of G. parasuis isolates is prevalent in large-scale pig farms, and the high rate 
of β-lactam resistance is attributed to the inborn resistance gene bla-TEM. The conclusion lays a theoretical 
basis for surveillance of antibiotic resistance of G. parasuis in large-scale pig farms. 
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副猪格拉菌(Glaesserella parasuis)原名副

猪嗜血杆菌(Haemophilus parasuis，Hps)是一种

兼性厌氧革兰阴性菌，无运动性，具有多种形

态，大多呈单个球杆状，也有稍长的杆状结构

或接近丝状等。副猪格拉菌可造成猪的革氏病

(Glasser’s disease)，主要引起仔猪纤维性多发性

浆膜炎、关节炎、胸膜炎和脑膜炎等，通常见

于 5–8 周龄的仔猪。该菌作为一种猪常见条件

致病菌，常继发于猪繁殖与呼吸综合征病毒和

猪圆环病毒 2 型等病毒感染的后期[1]，给养猪

业造成严重损失[2]。目前副猪格拉菌已被检测

出 15 种血清型，并且仍有 8.5%的分离株无法

定型。其中 1、5、10、12、13 和 14 型菌株毒

力较高，血清型 2、4、8 和 15 型菌株具有中等

毒力，3、6、7、9 和 11 型菌株几乎没有致病

力[3–4]。该菌血清型种类随各地区地理、气候条

件等差异而不同，5、4、1、12、13 型为主要

流行血清型[5–6]。临床上仍以抗生素为主控制其

流行，主要采用大环内酯类的替米考星[7]等抗

生素进行治疗，但临床上长期、广泛、不合理

地使用抗生素直接造成耐药菌株不断增多、耐

药谱日益变宽，还出现了比较严重的多重耐药

现象。 
本研究对 2017–2019 年来自中国 5 省规模

化养殖场的 21 株副猪格拉菌临床分离株，利用

PCR 技术进行分子血清型鉴定，利用 Kirby-Bauer 

(K-B)纸片扩散法鉴定其耐药谱，PCR 扩增耐药

基因检测耐药基因流行谱，对耐药基因测序和

氨基酸序列进行比对分析，并分析耐药表型和

基因型的相关性。分析副猪格拉菌在规模化养

殖场的血清型流行趋势、耐药基因的流行谱和

氨基酸变化规律，耐药表型与基因型的关系，

为副猪格拉菌临床防控提供理论依据及抗生素

的合理使用提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  菌株 

本研究检测的 21 株副猪格拉菌临床分离

株来源于 2017 年 6 月至 2019 年 2 月有严重呼

吸道症状的 5 个规模化猪场患猪的肺脏，其中

江西省吉安 9 株、广东佛山 3 株、湖北大冶     

5 株、浙江金华 3 株、湖南常德 1 株，由浙江

农林大学动物预防与公共卫生实验室分离、鉴

定和保存。质控菌株 E. coli ATCC 25922 由南京

农业大学农业部动物细菌学重点实验室惠赠。 

1.2  试剂 
NAD 辅酶和大豆酪蛋白琼脂培养基(TSA)

购自北京索莱宝科技有限公司；胎牛血清购自

Thermo Scientific 有限公司；胰蛋白胨大豆肉汤

(TSB)购自广东环凯为神武科技有限公司；药敏

片购自杭州微生物试剂有限公司；KOD plus 

Neo 购自东洋纺生物有限公司；PCR Mix、质

粒 DNA 小量提取试剂盒、细菌基因组 DNA 小

量提取试剂盒等购自生工生物工程(上海)股份

有限公司；引物由苏州金唯智生物科技有限公

司合成。 

1.3  细菌培养条件 
副猪格拉菌在含有 10%胎牛血清和 0.03% 

NAD 辅酶的 TSB 液体培养基或 TSA 固体培养

基中培养，液体在 37 °C 振荡培养；固体于

37 °C、5% CO2 静置培养；E. coli 在 LB 肉汤中

培养。 

1.4  血清型鉴定 
参照 Howell 等[8]报道提供的引物进行血清

型分型，14 对副猪格拉菌血清型分型引物序列

见表 1。模板为提取的细菌基因组 DNA，以此

作为模板进行 PCR 扩增。PCR 产物经琼脂糖凝

胶电泳检测。 
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表 1  血清型分型引物 
Table 1  The primers for serotyping 
Gene name Primer sequences (5′→3′) Product length/bp Molecular serotype 
funB  F: GTCCAACAGAATTTGGACCAATTCCTG  

R: CTGTGTATAATCTATCCCCGATCATCAGC  
180 1 

wzx 
 

F: GGCACTGAATAAGGGATAATTGTACTG  
R: CTAACAAGTTAGGTATGGAGGGTTTTGGTG  

295 2 

glyC 
 

F: TCCACATGAGGCCGCTTCTAATATACT  
R: CATGGTGTTTATCCTGACTTGGCTGT  

650 3 

wciP 
 

F: CTTTCCACAACAGCTCTAGAAACC  
R: GGTTAAGAGGTAGAGCTAAGAATAGAGG  

320 4 

wcwK 
 

F: CCATACATCTGAATTCCTAAGC  
R: CCACTGGATAGAGAGTGGCAGG  

450 5 or 12 

gltI 
 

F: CCTATTCTGTCTATAAGCATAGACAGGAC  
R: GATTCTGATGATTTTTGGCTGACGGAACG  

360 6 

funQ 
 

F: CGATAAACCATAACAATTCCTGGCAC  
R: CTCCGATTTCATCTTTTCTATGTGG  

490 7 

scdA 
 

F: CTCCATAGAACCTGCTGCTTGAG  
R: GGAAGGGGATTACTACTACCTGAAAG  

650 8 

funV 
 

F: CCTTAAATAGCCTATGTCTGTACC  
R: AGCCACATCAATTTTAGCCTCATCA  

710 9 

funX 
 

F: GCACTGTCATCAATAACAATCTTAAGACG  
R: GGTGACATTTATGGGCGAGTAAGTC  

790 10 

amtA 
 

F: GGACGCCAAGGAGTATTATCAAATG  
R: CCATCTCTTTAACTAATGGGACTG  

890 11 

gltP 
 

F: CAATCAAATGAAACAACAGGAAGC  
R: GCTGGAGGAGTTGAAAGAGTTGTTAC  

840 13 

funAB 
 

F: GCTCCCAAGATTAAACCACAAGCAAG  
R: GCTGGTTATGACTATTTCTTTCGCG  

730 14 

funI 
 

F: CCTATATCATTTGTTGGATGTACG  
R: CAAGTTCGGATTGGGAGCATATATC  

550 15 

 
1.5  副猪格拉菌的药敏试验 

采用 K-B 纸片扩散法进行 25 种抗生素

(表 2)的药敏试验，判定标准参照美国临床和

实验室标准协会(CLSI，2020)进行。 

1.6  副猪格拉菌耐药基因鉴定 
参照刘英玉 [9]报道的耐药基因引物，交由

金唯智生物科技有限公司合成。以 21 株副猪

格拉菌的基因组 DNA 为模板，分别扩增

bla-TEM、bla-OXA、bla-CTX、bla-SHV、bla-IMP、

bla-DHA 和 bla-NDM 共 7 种 β-内酰胺类抗生

素耐药基因，PCR 产物经核酸凝胶电泳分析

检测。 

1.7  副猪格拉菌耐药基因 bla-TEM 序列分

析比对及遗传进化分析 
针对各菌株已经确定的耐药基因，依据

NCBI 设计其全长 cDNA 引物序列：forward 
primer：5′-CATGCCATGGGCATGAGTATTCAA 
CATTTCCGTGTCG-3′/reverse primer：5′-CCGC 
TCGAGCCAATGCTTAATCAGTGAGGCAC-3′，
引物由苏州金唯智生物科技有限公司合成；

PCR 扩增耐药基因 bla-TEM 的全长 cDNA，由金

唯智公司测序。利用 Editseq、Clustalx1.83 和

MegAlign 软件对获得的 bla-TEM 基因序列进行

序列比对分析。 
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1.8  副猪格拉菌耐药表型与耐药基因相关

性分析 
采用卡方检验(Chi-square test)和费希尔精

确检验(Fisher exact test)分析耐药基因与耐药

表型的相关性。统计学差异使用 95%置信区间

(95% CI)和比值比(OR)表示，当 P<0.05 时，则

相关性显著。 

2  结果与分析 
2.1  副猪格拉菌优势血清型 

根据 PCR 结果判定、扩增技术鉴定副猪格

拉菌的血清型，并计算各种血清型副猪格拉菌

的占比。结果显示，21 株副猪格拉菌分离株分

布于 2、4、5、7、10、12、13 和 15 型等 8 个

血清型。其中，优势血清型为 4 和 12 型，分别

占比 33.3% (7/21)和 23.8% (5/21)；其次为血清

型 2 型、7 型和 13 型，各占比 9.5% (2/21)；5 型、

10 型和 15 型各占比 4.8% (1/21)。 
2.2  副猪格拉菌耐药谱型分析 

参照 CLSI 标准判定药敏试验结果。表 2
显示，被检 25 种抗生素中，副猪格拉菌分离株

对 β-内酰胺类的 8 种抗生素(氨苄西林、羧苄西

林、哌拉西林、头孢氨苄、头孢呋辛、头孢他

啶、头孢曲松、头孢哌酮)、氨基糖苷类 2 种抗

生素(庆大霉素和卡那霉素)、四环素类的多西环

素和喹诺酮类的氧氟沙星 12 种抗生素 100%敏

感；对环丙沙星、米诺环素、多粘菌素 E、丁

胺卡那、新霉素、替米考星和红霉素高度敏感，

敏感菌占 81.0%以上；对 β-内酰胺类的苯唑西

林耐受性较高，耐药菌占 61.9%。此外，副猪

格拉菌菌株还存在严重的多重耐药现象，多重

耐药菌占比 90.5% (19/21)。上述结果表明，在

被检规模化养殖场中，虽然有多种副猪格拉菌

候选敏感药物，但是副猪格拉菌也呈现出较严

重的耐药性。 

表 2  副猪格拉菌分离株对常用抗生素的敏感性 
Table 2  Sensitivity of G. parasuis isolates to 
commonly used antibiotics 

Antibiotics  Percentage of 
resistant isolates/% 

Percentage of 
sensitive isolates/% 

Penicillin G 47.6  52.4 
Oxacillin 61.9  38.1 
Ampicillin 0 100.0 
Carbenicillin 0 100.0 
Piperacillin 0 100.0 
Cefalexin 0 100.0 
Cephazolin 38.1 61.9 
Cefradine 47.6 52.4 
Cefuroxim 0 100.0 
Ceftazidime 0 100.0 
Cefatriaxone 0 100.0 
Cefoperazone 0 100.0 
Amikacin 19.0  81.0 
Gentamicin 0 100.0 
Kanamycin 0 100.0 
Neomycin 19.0  81.0 
Tetracycline 23.8  76.2 
Doxycycline 0 100.0 
Minocycline 14.3  85.7 
Norfloxacin 23.8  76.2 
Ofloxacin 0 100.0 
Ciprofloxacin 4.8  95.2 
Erythromycin 19.0  81.0 
Tilmicosin 19.0 81.0 
Polymyxin E 14.3  85.7 

 
2.3  副猪格拉菌耐药基因检测结果 

采用 PCR 技术对 21 株副猪格拉菌进行了

bla-TEM、bla-OXA、bla-CTX、bla-SHV、bla-IMP、bla-DHA

和 bla-NDM共 7 种 β-内酰胺类抗生素耐药基因的

检测。其中，11 株(52.4%)菌株 β-内酰胺类耐药

基因 bla-TEM 阳性，所有菌株均不携带其他被检

耐药基因，β-内酰胺耐药菌株 bla-TEM 的阳性率

为 84.6% (11/13)。 
β-内酰胺类药物耐药表型与耐药基因相关

性分析结果显示，副猪格拉菌对青霉素 G、苯

唑西林和头孢拉定 3 种药物的耐药表型与耐药

基因 bla-TEM 呈显著相关(OR>1，P<0.05，表 3)，
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头孢唑林与耐药基因 bla-TEM 不相关(OR=4.8，
95% CI=0.68–33.80，P=0.183)。 

2.4  副猪格拉菌耐药基因 bla-TEM 的氨基酸

比对 
对其中 8株副猪格拉菌临床分离株的 bla-TEM

基因进行测序，利用 CLC Sequence Viewer 软件

对 bla-TEM 编码的氨基酸序列进行比对，各菌株

中 bla-TEM 基因编码的氨基酸相似性较高，菌株

JX201810 存在 3 个氨基酸差异位点(37Q→K、

82I→V、182V→A)，GD201901 存在 2 个氨基

酸差异位点(82I→V，182V→A)，JX201706 有

1 个氨基酸差异位点(284K→R) (图 1)。 
 

表 3  副猪格拉菌临床分离株 β-内酰胺类药物耐药表型与耐药基因的相关性 
Table 3  Associations between phenotypes and genotypes of β-lactams in G. parasuis strains 
Antibiotics Number of resistance isolates Number of P+/G+ Number of P–/G– OR 95% CI P 
Penicillin G 10 9 9 40.50 3.09–530.29 0.002 
Oxacillin 13 10 7 23.33 1.99–273.29 0.008 
Cefradin 10 9 9 40.50 3.09–530.29 0.002 
Cephazolin 8 6 8 4.80 0.68–33.80 0.183 
An association is significant if the P value is lower than 0.05. 
 

 
 

图 1  副猪格拉菌分离株中 Bla-TEM 氨基酸序列相似性 
Figure 1  Similarity of Bla-TEM amino acid sequences from G. parasuis isolates. 
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3  讨论与结论 
副猪格拉菌作为影响养猪业的重要细菌

性病原之一，每年对养猪业造成巨大的经济损

失。针对该菌的流行，养殖场主要使用抗生素

进行该病的预防和治疗，由于长期大量使用抗

生素，一方面导致细菌的耐药情况越来越严

重，特别是多重耐药的增加；另一方面抗生素

残留导致食品卫生安全问题严重。因此研究副

猪格拉菌的流行菌株特征，对科学防控该病具

有重要意义。 
副猪格拉菌在全球范围内呈散发流行态

势，欧洲、澳大利亚、巴西和北美以 4、5 和

13 型为主要流行的血清型[10]。在国内不同的省

份和地区副猪格拉菌流行情况也有所差异。邱

文彬等[11]对山东省 2016–2018 年副猪格拉菌临

床分离株鉴定 4 型和 5 型最为流行，1 型和    
12 型次之。王迪等[12]对安徽省副猪格拉菌临床

分离株鉴定 4、13、7 和 5 型为优势血清型。本

研究 21 株副猪格拉菌临床分离株的分子血清

型鉴定结果表明，4 型和 12 型为流行的优势血

清型，这与江军等[13]分析的 2010–2015 年浙江

省副猪格拉菌流行血清型结果基本一致。 
抗菌药物的使用是控制副猪格拉菌感染的

有效手段。由于长期、广泛和不合理使用抗菌

药，猪群对抗菌药物的依赖性不断增加，导致

临床上副猪格拉菌耐药菌株频繁产生、耐药谱

日益扩大。本研究检测了 21 株副猪格拉菌对

25 种药物的敏感性，较系统地建立耐药图谱，

为浙江省规模化猪场选择用药提供了依据。结

果显示，虽然副猪格拉菌对 12 种被检药物敏

感，但是对另外 13 种抗生素，包括常用于治疗

副猪格拉菌感染的替米考星等药物呈现出不同

程度的耐受，特别是对苯唑西林的耐受率

(61.9%)较高，有 90%以上的菌株为多重耐药。

这说明，当前规模化猪场副猪格拉菌耐药情况

较严重。 
副猪格拉菌耐药性的产生不仅与使用抗菌

药物的频率有关，还与携带的耐药基因有关。

在外界抗生素选择压力下，其耐药机制可发生

改变引起耐药性，耐药基因是细菌产生耐药性

的重要影响因素之一。产生 β-内酰胺酶是革兰

氏阴性菌产生耐药的重要机制，TEM 型的    
β-内酰胺酶在中国南部地区副猪格拉菌分离株

中最为常见[14]。耐药基因鉴定结果显示，本研

究副猪格拉菌临床分离株 bla-TEM 携带率为

52.4%，β-内酰胺类耐药副猪格拉菌菌株 bla-TEM

基因的携带率为 81.8%。革兰氏阴性菌的质粒、

转座子和整合子等抗生素抗性基因(ARG)移动

元件的水平基因转移，以及 ARG 宿主增殖的垂

直基因转移，可促进抗药性扩散[15]。随着抗生

素在各大规模化养殖场中大量使用，bla-TEM 在

细菌间已广泛流行和传播。2016–2017 年，源

自江苏 14 个养猪场的大肠杆菌 bla-TEM 携带率

为 18.5%[16]；2005–2017 年，我国西北地区养猪

场 β内酰胺(ESBL)阳性大肠杆菌 bla-TEM携带率

为 68.2%[17]；2014–2017 年国内规模化养猪场副

猪格拉菌分离株 bla-TEM 阳性率 6.3%[12]。本研

究中，2017–2019 年所有副猪格拉菌或 β-内酰

胺类耐药副猪格拉菌菌株的 bla-TEM 携带率，都

分别远高于上述 2017年前已报道细菌 bla-TEM的

携带率。这进一步证明，bla-TEM 基因广泛存在

于养殖场内多种细菌且携带率较之前显著提

高，导致 β-内酰胺类抗生素的耐药谱增宽，因

此，为了降低耐药性，应该科学使用抗生素。 
同时，研究发现副猪格拉菌耐药基因

bla-TEM 与 β-内酰胺类药物青霉素 G、苯唑西林

和头孢拉定耐药性呈显著相关，但存在部分  
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β-内酰胺类药物耐药但未鉴定出耐药基因的副

猪格拉菌菌株，其原因可能是菌株存在未检测

的耐药基因[18]。进一步比对分析副猪格拉菌耐

药基因 bla-TEM 的氨基酸序列与耐药性，发现部

分 bla-TEM编码氨基酸位点的突变可能与副猪格

拉菌对 β-内酰胺类药物的耐药能力有关。 
综上所述，本研究源自规模化猪场有呼吸

道症状猪的副猪格拉菌临床分离株的血清型当

前仍为 4 和 12 型，但多重耐药情况仍很严重，

β-内酰胺类耐药基因 bla-TEM 携带率较高且部分

bla-TEM 编码氨基酸 bla-TEM 存在可能与副猪格

拉菌耐药能力有关的差异位点，bla-TEM 与 β-内
酰胺类药物青霉素 G、苯唑西林、头孢拉定的

耐药性显著相关。因此，应加强规模化养猪场

副猪格拉菌耐药性及耐药基因的监测。 
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