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摘*要!目的*分析南通地区沙门菌的耐药性!初步阐明定位于质粒上的整合子介导的耐药性传播的分子机制$

方法*收集 $++G*$+)) 年南通地区食品中分离的沙门菌 ,^ 株!采用 o2<纸片扩散法进行药敏试验!确定其耐药

谱'筛选出多重耐药性菌株!并以大肠杆菌为受体菌进行接合试验$ 84'分析受体菌整合子特异序列!并进行分型

检测$ 结果*南通地区检测出的沙门菌中有 ^5F,d的沙门菌株 "1+%,^#对抗生素产生耐药性!其中 3)F3d "$)%

,^#对超过 ) 种抗生素有耐药性!发展成为多重耐药性沙门菌'沙门菌
+

类整合子检出率为 $+F-d")5%,^#$ 结合

实验还发现沙门菌
+

类整合子可以介导耐药性向大肠杆菌的传播$ 结论*南通地区食品分离的沙门菌
+

类整合

子检出率较高$ 沙门菌携带的
+

类整合子是引起耐药性在种间和种内传播的重要因素$

关键词!沙门菌' 耐药性' 质粒' 整合子' 传播机制
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**沙门菌是引起腹泻的重要病原微生物之一"其引

起的感染已成为严重的公共卫生问题"而沙门菌耐药

性的出现也逐渐引起学者的关注* 细菌耐药性来源

于自身基因突变和耐药基因的获得"由基因突变引起

的细菌耐药性是不可传播的"所以大多数细菌的耐药

性都是因为获得外源性耐药基因所引起的* 细菌包

含了编码抗生素耐药的基因在不同菌种或菌属间水

平转移的基因元件"从而导致细菌耐药性的传播
())

*

细菌不仅能将自身携带的耐药基因传递给子代细菌"

也能将其传递给其他细菌* 病原菌抗性的产生主要

是通过自身基因的突变积累"或者在水平方向上获取

耐药性基因* 整合子是水平传播的重要因子"多位于

转座子和质粒等可移动基因元件上
($)

* 整合子的传

播借助于转化,转导及接合作用来完成"其中接合是

最为常见的水平传播方式*

以南通地区食品中分离的沙门菌为材料"分析

沙门菌耐药性"并确定沙门菌所携带的质粒"按照

质粒上含有的整合子,耐药基因类型对质粒进行分

类"确定各类质粒对细菌耐药及其传播的影响大

小"了解其传播途径和机制*

)*材料和方法

)F)*试验菌株
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沙门菌株为 $++G 年 ^ 月!$+)) 年 ^ 月"从 , 类

) 3+$份食品样品中分离的 ,^ 株* 阴性质控菌株大

肠埃希菌#&744$1-$$$购自北京中国药品生物制

品检定所*

)F$*仪器与试剂

)F$F)*仪器

全自动细菌鉴定药敏分析系统,<M>#HJ/$$'型

高速低温离心机 #德国 ?('&(YC 公司 $, D!&

7I/"VL=KWK=/"5G+ 型 84'仪#美国 8/"n M0 (=V/"公

司$,D!&测序仪#美国 <('oB&!公司$*

)F$F$*试剂

%

抗生素纸片%头孢他啶,头孢吡肟,氨曲南,

泰能,阿米卡星,头孢曲松,头孢噻肟,头孢呋新,头

孢西丁,庆大霉素,环苯沙星,左氧氟沙星,氨苄西

林和哌拉西林等 )3 种含药纸片由杭州微生物试剂

厂生产*

&

培养基%CC 培养基,9C 培养基,3$(生

化反应板,CC 培养基中加入 $++VJ%A氨苄青霉素即

是 CC&培养基,克氏双糖铁培养基,A<培养液 #均

由江苏博达生物公司提供$*

'

84'试剂%所有引

物均为上海生物公司合成"84'试剂盒由宝生物公

司提供#7LoL'L公司$*

)F3*检测方法

)F3F)*分离鉴定

参照-食品卫生微生物学检验.,-临床检验病

原生物学.进行沙门菌分离鉴定* 标本经增菌培养

后"接种 9C 琼脂平板置3^ e培养$5 I"挑取可疑菌

落接种克氏双糖铁培养基置3^ e培养 $5 I"挑选符

合沙门菌属反应特征的菌落接种 3$(生化反应板

置3^ e培养 $5 I"在全自动细菌鉴定药敏分析系统

上读取结果* 对鉴定为沙门菌的菌株用沙门菌属

诊断血清进行确认,分型"按药敏卡使用说明书在

上述系统上进行药敏实验*

)F3F$*细菌接合实验

以含有耐药质粒的大肠埃希菌为供体菌"以不

耐药的病原菌为受体菌* 分别将供体菌和受体菌

接种在 A<培养液中"适温过夜培养"然后各取 ) V=

接种于 A<培养液"3+ e恒温培养"每隔一段时间取

出少量培养液进行 )+ 倍系列稀释"取适当稀释度菌

液 +F) V=分别涂布于含 $++ VJ%A氨苄青霉素和不

含氨苄青霉素的 CC 培养基 #标本中肠道杆菌的分

离培养$平板"3^ e恒温培养$5 I"计算菌落数* 能

在含 $++ VJ%A氨苄青霉素 CC 平板上生长的即为转

入耐药质粒的病原菌* 而在不含氨苄青霉素 CC 平

板上生长的是总病原菌* 按下列公式计算转化率%

转化率 f已转入耐药质粒的菌数%总菌数* 在含氨

苄青霉素 CC 平板上生长的有两种菌%已转入耐药基

因大肠埃希菌和的沙门菌数* 按下列公式计算转

化率%转化率 f已转入耐药基因的大肠埃希菌数%

总大肠埃希菌数*

)F3F3*b0;/J">0 分型检测

所得序列与 ./0<L0n 中 <=L:;进行同源分析*

84'反应体系为 1+

#

="各组分的浓度分别为%)Y

7Lr D!&聚合酶 )

#

="$

#

=模板 D!&"1++

#

V>=%A

R!78"$1 VV>=%ABJ4=

$

"$1

#

V>=%A的引物 #表 )$

5

#

A*

表 )*b0;/J">0 基因引物信息

7LU=/)*7I/X"MV/"::/rH/0K/:>#M0;/J">0 J/0/:

引物序列
扩增

基因

片段

长度

扩增

温度

1p2..4&744&&.4&.4&&.23p

1p2&&.4&.&477.&447.&23p

b0;/J">0 ) ) -++ UX 5- e

1p2.&4..4&7.4&4.&777.7&23p

1p2.&7.44&74.4&&.7&4.&.23p

b0;/J">0 $ ) -++ UX 1$ e

1p2477.477474..7..4.&.&.23p

1p2.4&&&44&4&&&&.4.4&&47..23p

b0;/J">0 3 ) -++ UX 1$ e

)F5*数据分析

数据分析采用 9?@!(71F3 软件"组间比较采

用 C8CC )3F+ 软件中的
!

$

检验*

$*结果

$F)*正常人群沙门菌携带情况与食品污染状况

$++G!$+)) 年自 , 类 ) 3+$ 份食品中共检出沙

门菌 ,^ 株"检出率为 1F)1d"生禽畜肉检出率最

高"为 )3F,3d"淡水水产品,豆制品未检出#表 $$*

表 $*南通地区各类食品沙门菌检出结果

7LU=/$*7I/"/:H=;>#&./01"2//. :;"LM0:M:>=L;/R

#">V#>>R:M0 !L0;>0JL"/L

样品名称
样品数

量#份$

检出数

#株$

检出率

#d$

生禽畜肉 5)) 1, )3F,3

熟肉制品 $-5 5 )F3,

蔬菜 3+1 , )F-^

海水产品 )5, ) +F,G

淡水产品 ^1 + +F++

豆制品 ^) + +F++

合计 ) 3+$ ,^ 1F)1

$F$*沙门菌耐药性

,^ 株沙门菌"经纸片扩散增强法检测"^5F,d

#1+%,^$的沙门菌株对抗生素产生耐药性"其中

3)F3d#$)%,^$对超过 ) 种抗生素有耐药性"为多

重耐药性沙门菌*

$F3*接合菌株的耐药谱

接合实验中以 )+ 株携带质粒的沙门菌作为供

体菌"与质控菌株#大肠埃希菌$按一定菌体量#)+j

)$混合培养 $5I 以完成接合* $5I 后"经 CC 培养基

鉴别培养后"黑色的菌落为供体菌"红色的菌落即
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为受体菌* 实验表明"大肠埃希菌转化率为 5F, g

)+

a,

s)F)G g)+

a1

&受体菌株除有 CC&培养基中预

加的氨苄青霉素抗性外"还获得了其他的耐药性*

经过比较"发现受体菌和对应的供体菌的耐药谱具

有一定的相似性#表 3$"表现为受体菌含有部分供

体菌的耐药性"但是缺少供体菌的某些耐药性"而

且受体菌不具有供体菌没有的抗性* 因此可知受

体菌获得了沙门菌的部分或全部耐药基因*

表 3*接合实验中受体株与供体菌株的耐药性比较#株$

7LU=/3*4>VXL"LUM=M;W>#L0;MUM>;MK"/:M:;L0K/U/;N//0 R>0>"#$./01"2//.$ L0R "/K/MZ/"#3$45267457. 41/78$

抗生素
比例#相同数%总数$

) $ 3

抗生素
比例#相同数%总数$

) $ 3

头孢呋新 G %)+ ^ %)+ - %)+ 氨苄西林 G %)+ G %)+ ^ %)+

头孢西丁 , %)+ 1 %)+ ^ %)+ 哌拉西林 ^ %)+ ^ %)+ , %)+

庆大霉素 ^ %)+ ^ %)+ , %)+ 阿米卡星 , %)+ , %)+ - %)+

环苯沙星 G %)+ 1 %)+ ^ %)+ 头孢曲松 1 %)+ , %)+ 1 %)+

左氧氟沙星 G %)+ ^ %)+ ^ %)+ 头孢噻肟 , %)+ ^ %)+ G %)+

注%),$,3 分别对应 3 次重复实验*

$F5*菌株的整合子检测

整合子是耐药基因传播的主要运载工具* 根

据整合酶的不同"细菌携带的整合子分为 3 类"其中

最主要的是
+

型整合子* 分别对供体菌和受体菌

所携带的整合子进行检测* 84'扩增结果显示"南

通地区的 ,^ 株沙门菌
+

类整合子阳性检出率为

$+F-d#)5%,^$"未发现
*

,

,

型整合子* 为进一步

探讨细菌耐药性传播的机制"利用菌体 84'研究
+

B%./0/'H=/"7B)++UX D!&ALRR/"&4)%质控大肠

埃希菌 D!&&4$%

+

型整合子阳性大肠埃希菌 D!&&

) ŝ %受体菌#大肠埃希菌$染色体上整合子&G%供

体菌#沙门菌$染色体上整合子*

图 )*整合子受体菌#大肠埃希菌$在染色体上的分布

TMJH"/)*7I/RM:;"MUH;M>0 >#M0;/J">0) M0 ;I/"/K/MZ/"

:;"LM0:#3$45267457. 41/78$

型整合子在接合细菌#^ 株$染色体上分布情况* 图

) 显示接合细菌的染色体上定位了
+

型整合子的特

征片段* 设计整合子引物是以 1p与 3p端保守区域

#K>0:/"Z/R :/JV/0;:" 4C$为匹配位点"然而其扩增

产物分布的情况与供体菌中有所不同"除含有与供

体菌扩增片段共有一个最大的片段 #)F-nU$"部分

接合菌株染色体上整合子"受体菌染色体上整合子

有一些更小的片段#图 )$* 推测这些小的片段是供

体菌在整合子插入染色体过程中部分耐药基因盒

发生了丢失或突变* 结果也带来一个问题"较大质

粒是否有贡献于耐药性"目前尚不清楚*

3*讨论

3F)*南通地区沙门菌耐药性特点

沙门菌是引起腹泻的重要病原体之一"严重危

害人类的生存与健康* 全球范围内已达成共识%通

过在动物生产环节谨慎使用抗生素来抑制致病菌

抗生素耐药性的发展
(3)

* 大量报道表明
(5)

"各种病

原菌都已经产生了不同程度的耐药性"而且它们的

耐药谱呈现出多样化和复杂化的趋势* 多重耐药

菌株的不断出现已成为现代社会所面临的公共健

康问题之一
(1 â )

*

9IM;/等
(G)

报告称 )--G 年美国从地摊零售肉

中分离到的 51 株沙门菌中"3, #G+d$,33 #^3d$

和 )$ #$^d$株分别对四环素,链霉素和氨苄西林

具有耐药性* 8>XX/等
(-)

在加拿大从动物,动物性

食品和动物生产的环境中分离到的 ) 33, 株菌株

中"35) #$1F1d$,315#$,F1d$和 $)$ #)1F-d$株

分别对四环素,链霉素和氨比西林具有耐药性* 这

些抗生素的耐药性在东南亚的发展中国家也有过

报到* iL0 等
()+)

报道在越南胡志明市零售生肉中

分离到的 -) 株沙门菌中"$$d,$$d,$F$d,$F$d,

)5F3d,),F1d,GFGd,$F$d,3F3d分别对氨比西

林,阿莫西林,卡那霉素,庆大霉素,链霉素,磺胺异

恶唑,尼克酰胺,噻孢霉素,甲氧苄啶具有耐药性*

在美国"儿童感染的沙门菌检测出对头孢噻肟耐

药"9?@)--G 年从美国地摊零售肉中分离到 51 株

沙门菌有 ^ 株#),d$对其具有耐药性
()))

*

本研究的药敏试验选用了 )5 种临床上常用的

抗生素"对所分离的 ,^ 株沙门菌进行了药敏分析*

耐药谱显示%,^ 株分离株的多重耐药分布于 $ sG

耐不等"主要集中在 $,1 和 )3 耐"占其中的 ,+d左

右* 这些数据表明"沙门菌多重耐药的情况已经比

较严重* 沙门菌多重耐药增长的重要因素是耐药

基因在细菌内的水平及垂直传播* 因此"南通地区

有必要加强对抗生素药物的销售管理*

3F$ *整合子介导的耐药性传播机制



整合子介导的沙门菌耐药性水平播散机制的初步研究!!!练维"等 ! )-*** !

由于整合子本身无法进行转移"因此常常出现

在转座子或者接合性质粒上"如
+

类整合子被携带

在 70$) 及 70$) 类似转座子上"而这些转座子又常

常位于质粒上"这种情况提高了耐药基因扩散的能

力
()$2)3)

* 国外的研究资料显示"菌株的耐药性与携

带大分子质粒有关
()5 a),)

* 质粒上的整合子能建立

与耐药谱,耐药机理和播散方式三者对应的关系"

按整合子的类型标准建立致病菌数据库系统"为解

决耐药性传播问题提供了新的思路* 本实验显示"

+

类整合子阳性检出率为 $+F-d#)5%,^$"与国内

申进玲等
()^)

报道 #),d$比较接近* 此外"实验还

对结合实验中的沙门菌和受体菌进行了整合子基

因的检测"结果发现"整合子可能存在于较大的质

粒上"也可能存在受体菌的染色体上* 原因可能是

由于质粒携带整合子进入受体菌后全部或部分整

合于染色体上*

3F3*整合子转移中的一些问题

病原菌抗生素抗性的产生主要是通过自身基

因的突变积累"或者在水平方向上获取耐药性基

因"整合子是水平传播的重要因子"多位于转座子

和质粒等可移动基因元件上
()G)

* 整合子的传播借

助于转化,转导及接合作用来完成"其中接合是最

为常见的水平传播方式* 本研究显示"大肠埃希菌

通过整合子将某些耐药基因水平传播至其他菌*

在模拟人体体温#3^ e$条件下效率较高"转化率达

到 5F,$ g)+

a,

s)F)G g)+

a1

* 受体菌的整合子除了

含有与供体菌扩增片段共有一个最大片段 # )F-

nU$"还有一些较短的整合子片段 # E)F- nU$* 这

也说明整合的过程并不是简单的基因交流"也会发

生整合子自身的变化*
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