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摘#要!目的#从食品和腹泻患者中分离耐环丙沙星大肠埃希菌进行耐药性及相关分子特征的研究" 方法#从
(%) 株食品和腹泻患者来源的大肠埃希菌中确定 "! 株#$*$+$环丙沙星耐药菌株!并对分离株进行药敏试验!采用

聚合酶链式反应和核苷酸序列分析技术对环丙沙星耐药菌株进行喹诺酮类染色体%质粒编码耐药机制%超广谱 !,

内酰胺酶耐药机制及系统发育分型研究" 结果#"! 株环丙沙星耐药菌株均为多重耐药菌株!所有菌株分别在
!"#$%%&#’和 %&#(发生 ! -% 个点突变!其中 !( 株菌携带了质粒介导的喹诺酮耐药基因!包括 )*+$%)*+,%*-#.%

&&/#01$2342/#和 *5%$!同时所有分离株均携带 46&./0,1基因" 结论#本研究提示食品和腹泻患者来源的耐环丙沙星

大肠埃希菌耐药机制具有多样性的特点!编码耐药基因质粒存在潜在的传播可能!对公众健康产生巨大威胁" 需

进一步开展此类耐药菌株的监测!为研究此类菌株在食品和人群中的可能传播和评估其对人群的健康风险提供基

础数据"
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##萘啶酸作为第一代喹诺酮类药物"于 "’ 世纪
(’ 年代广泛用于临床和养殖业"很快便出现了耐药
菌株"氟喹诺酮类#:BJRSRXJAFRBRFGE"WVE$于 "’ 世纪
4’ 年代进入临床和养殖行业"通过抑制细菌 _O3
双螺旋酶 #N[S3和 N[SK$或拓扑异构酶 # c@S.和
c@S>$达到广谱的杀菌活性"长期用于动物和人类感
染疾病的治疗 ’!,"( ) 然而"随着其应用的增多"近十
几年来"氟喹诺酮类耐药菌的问题越来越突出"其
在全球范围播散对人类健康产生巨大威胁 ’$( ) 目
前在我国 )’+ -5’+的大肠埃希菌 #(7/85#9/89&
/)69$对其耐药"尽管大多数大肠埃希菌为非致病菌
株"但部分菌株可以导致严重后果 ’%( )

细菌对氟喹诺酮类药物耐药存在多种耐药机
制"主要包括染色体基因突变和编码耐药基因的可
移动质粒 ’!( ) 引起高浓度氟喹诺酮耐药机制最常
见的为染色体编码耐喹诺酮耐药决定区# XJAFRBRFG
SGEAEH@F9G\GHGS?AFAFTSGTARFE"V2_2E$发生一个或多
个点突变) 其次还有外膜蛋白#e?cW$改变或是外
排泵#39S3K,/RB.$表达增加等都可以引起细菌对
氟喹诺酮类药物或其他药物耐药) 除此之外"可移
动质粒编码介导喹诺酮耐药 # cB@E?A\,?G\A@HG\
XJAFRBRFGSGEAEH@F9G"‘1V2$也在氟喹诺酮耐药中发
挥重要作用"包括了 VFS决定子*3@9# (f$,LC,9S*
VGc3和 eXI3K等耐药元件"它们通过不同方式#结
合药物靶点*外排泵$降低细菌对氟喹诺酮类抗生
素的敏感性 ’!( )

我国关于耐环丙沙星大肠埃希菌报道多分离
自肠道外感染病例#如血液*泌尿系统*腹腔等$ ’$( "
"’!% 年发布的第一份全球耐药报告显示耐环丙沙
星大肠埃希菌已成为重要的食源性致病菌"对人类
产生巨大的健康风险和疾病负担 ’%( ) 特别是其具
有复杂*可传播的喹诺酮耐药机制"引起全球科学
家的关注) 本研究针对食品和腹泻患者中分离耐
环丙沙星大肠埃希菌进行耐药表型及耐药机制等
研究)

!#材料与方法
!*!#材料
!*!*!#菌株

本次研究分析食品和腹泻患者来源的 (%) 株大
肠埃希菌"其中 %() 株来自 "’!$!"’!% 年全国食品

污染物监测网"!4’ 株来自于三个省级疾病预防控
制中心食源性疾病监测网病人来源大肠埃希菌株)
菌株通过 3‘L"’>生化鉴定确定为大肠埃希菌"并
置 )’+甘油肉汤中 g4’ h保存) 药敏质控标准菌
株大肠埃希菌 #3/..")6"" $和肺炎克雷伯杆菌
#3/..5’’$’($均为本实验室保存)
!*!*"#主要仪器与试剂

NGB_R902凝胶成像系统*高通量 _O3>FTAFG
/GHS@\ " ‘.2仪*]JC,.GBB! 1R\GB6( .GBB电泳仪均
购自美国 KAR,2@\" 生物安全柜 #新 加坡 >].e
KLe/>.U$"细菌多点接种仪#日本佐久间$"恒温培
养箱"小型高速离心机"细菌浊度分析仪"恒温振荡
器"纯水仪)

脑心浸液琼脂#KU3$*脑心浸液肉汤#KUL$均
购自北京陆桥技术股份有限公司"1JGBBGS,UAFHRF 肉
汤#1UK$*1JGBBGS,UAFHRF 琼脂 #1U3$均购自英国
eIRA\"庆大霉素 #N>O$*氯霉素 #.UM$*环丙沙星
#.L‘$*萘啶酸 #O3M$*氨苄西林 #31‘$*四环素
#/>/$*亚胺培南#L1‘$*头孢他啶#.3<$*头孢唑
林#.<e$*头孢噻肟#./0$*复方新诺明# ]0/$*替
加环素#/N.$*克拉维酸均购自美国 ]AT?@"/载体
#c1_! !4,/]A?cBGiG9HRS$*感受态细胞 #(*/)69
.R?cGHGFH.GBBEZ1!’6$均购自日本 /3=32)
!*"#方法
!*"*!#耐环丙沙星菌株筛选 ’)(

用 1U3平板#环丙沙星 " !T7?B$进行菌株筛
选) 挑取在抗生素平板上生长的单菌落"接种于
1U3平板"次日挑取单菌落接种于 KU3上"$5 h
过夜培养后取部分菌落于含有 )’+甘油脑心肉汤
保菌管中"于 g4’ h保存"用于后续研究) 分别取
一定量 KU3上传代的细菌于双蒸馏水中"!’’ h水
煮 !’ ?AF*!" ’’’ j! 离心 !’ ?AF 后吸取上清"即得
_O3模板)
!*"*"#抗生素最低抑菌浓度#1L.$

参考美国临床实验室标准化委员会 #.M]L$
"’!% 版 ’(( "使用琼脂稀释法测定大肠埃希菌 4 类
共 !" 种抗生素%青霉素类#氨苄西林$ *头孢类#头
孢噻肟"头孢他啶"头孢唑林$ *头孢噻肟7克拉维
酸*头孢他啶7克拉维酸*氨基糖甙类#庆大霉素$ *
四环素类#四环素"替加环素$ *氟喹诺酮类 #环丙
沙星"萘啶酸$ *碳青霉烯类#亚胺培南$ *氯霉素类
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#氯霉素$ *叶酸途径抑制剂 #复方新诺明$的 1L.
值"并参照 .M]L判断 1L.结果是否为耐药或
敏感)
!*"*$#喹诺酮类耐药基因的检测

V2_2E基因突变分析 ’)( %对 !*"*! 中筛选出对
环丙沙星耐药的大肠埃希菌进行 !"#$* !"#,*%&#’
及 %&#(基因 ‘.2扩增"引物由上海生工生物工程
有限公司合成) 扩增条件%6% h预变性 ) ?AF"6% h
变性 ! ?AF")) h退火 ! ?AF"5" h延伸 ! ?AF"共
$’ 个循环"最后 5" h延伸 !’ ?AF) 阳性扩增片段"
送上海英俊公司测序) NGFK@F^ 下载 (*/)69=,!"
#O<k3=Ki’!’’’’’!*!$的 !"#$*!"#,*%&#’*%&#(序
列"使用 ]GXJGF9;GS软件进行序列比对)

质粒介导 ‘1V2机制分析 ’)( %对 !*"*! 中筛
选出对环丙沙星耐药的大肠埃希菌 _O3模板进
行 *5%$**-#$**-#,**-#.**-#’**-#:*&&/#(1$2342/#*
)*+$,基因进行 ‘.2扩增"引物由上海生工生物
工程有限公司合成) 对阳性扩增的产物"送上海
英俊公司测序"并将序列在 O.KLKM3]/上进行
比对)
!*"*%#超广谱 !,内酰胺酶#>]KME$基因的检测

对 !*"*! 中筛选出的菌株进行 >]KME46&./0,1
分析 ’)( "先确定 ./0组别"再用 46&./0,1 EJCTSRJc 进
行分型) 对阳性扩增产物"将纯化 ‘.2产物连接至
/载体"并转至感受态细胞"操作步骤参照试剂盒说
明书"送上海英俊公司测序"将反馈的结果在 O.KL
KM3]/上进行比对)
!*"*)#系统发育分析

参照文献’5("对 !*"*! 中筛选出的菌株 _O3
模板 使 用 $ 个 检 测 基 因 /8;$# "56 Cc $* "<&$
#"!! Cc$*=7%(>#!)" Cc$将大肠埃希菌分为 3*K!*
K" 和 _四类) 扩增反应参数为% 6% h 预变性
) ?AF"6% h 变性 $’ E")) h退火 %) E"5" h延伸
! ?AF"$) 个循环后"5" h延伸 !’ ?AF)

"#结果
"*!#菌株情况

(%) 株大肠埃希菌中有 "! 株对环丙沙星耐药"
阳性率为 $*$+) 病人和食品中环丙沙星耐药菌株
分离率分别为 5*"+#!$7!4’$和 !*5+#47%()$"差
异有统计学意义 #"" l!"*%5!"?m’*’’! $) 除对
L1‘*/N.两种抗生素是完全敏感"对其余 !’ 种抗
生素均存在不同程度的耐药"均为多重耐药菌株)
耐药率最高的是 31‘*./0*.3<*.<e*.L‘*O3M"为
!’’*’+&其次是 />/"为 6)*"+&其余的耐药率依次
为 ]0/#6’*%+$*N>O#5(*"+$*.UM#)"*%+$) 共

有 5 种耐药谱"其中最常见的耐药谱为 31‘,.3<,
.UM,.L‘,./0,.<e,N>O,]0/,/>/# - l6 $ 和 31‘,
.3<,.L‘,./0,.<e,N>O,]0/,/>/# - l) $"见表 !)
其中对 O3M的 1L.值均大于 )!" !T7?B"对 .L‘的
1L.值在 " -(% !T7?B之间"具有较高的耐药浓度)
结果见图 !)

表 !#"! 株耐环丙沙星菌株来源和耐药谱

/@CBG!#eSATAF @F\ @FHA?A9SRCA@BSGEAEH@F9GcSR:ABGER:

"! 9AcSR:BRI@9AF SGEAEH@FH(7/85#9/89& /)699JBHJSG\ :SR?

:RR\ @F\ \A@SS;GA9c@HAGFHEAF .;AF@
菌株 来源 耐药谱
‘5 病人 31‘,.3<,.L‘,./0,.<e,N>O,]0/,/>/
‘!" 病人 31‘,.3<,.L‘,./0,.<e,N>O,]0/,/>/
‘!% 病人 31‘,.3<,.UM,.L‘,./0,.<e,N>O,]0/,/>/
‘!( 病人 31‘,.3<,.UM,.L‘,./0,.<e,N>O,]0/,/>/
‘"! 病人 31‘,.3<,.L‘,./0,.<e,N>O,/>/
‘") 病人 31‘,.3<,.L‘,./0,.<e,N>O,]0/,/>/
‘"( 病人 31‘,.3<,.UM,.L‘,./0,.<e,N>O,]0/,/>/
‘%! 病人 31‘,.3<,.L‘,./0,.<e,N>O,]0/,/>/
‘%$ 病人 31‘,.3<,.L‘,./0,.<e
‘%5 病人 31‘,.3<,.L‘,./0,.<e,N>O,]0/,/>/
‘)’ 病人 31‘,.3<,.L‘,./0,.<e,]0/,/>/
‘)! 病人 31‘,.3<,.UM,.L‘,./0,.<e,N>O,]0/,/>/
‘(! 病人 31‘,.3<,.UM,.L‘,./0,.<e,N>O,]0/,/>/
W!5 食品 31‘,.3<,.L‘,./0,.<e,N>O,]0/,/>/
W"" 食品 31‘,.3<,.UM,.L‘,./0,.<e,N>O,]0/,/>/
W4( 食品 31‘,.3<,.UM,.L‘,./0,.<e,]0/,/>/
W!!’ 食品 31‘,.3<,.UM,.L‘,./0,.<e,N>O,]0/,/>/
W!!! 食品 31‘,.3<,.UM,.L‘,./0,.<e,N>O,]0/,/>/
W!6) 食品 31‘,.3<,.UM,.L‘,./0,.<e,N>O,]0/,/>/
W!%4! 食品 31‘,.3<,.UM,.L‘,./0,.<e,]0/,/>/
W!%6’ 食品 31‘,.3<,.UM,.L‘,./0,.<e,]0/,/>/

"*"#V2_2E基因突变分析结果

V2_2E基因分析显示""! 株大肠埃希菌分别在
!"#$#- l"!$*%&#’#- l"’$和 %&#(# - l($发生 ! -
% 个点突变"!"#,没有发生突变) 不同菌株发生突
变点的数量不同"其中 !$ 株菌发生 $ 个位点突变"
突变点为 !"#$# ]4$M"_45O7Q7>7N$*%&#’# ]4’L$&
( 株菌发生 % 个突变点"为 !"#$# ]4$M"_45O$*%&#’
#]4’L$*%&#(#]%)437/$) 具有 " -% 个突变点的菌
株具有较高的 .L‘"其 1L.值为 % -(% !T7?B"仅具
有 !"#$#]4$M$一个突变点的菌株#‘%$$.L‘的 1L.
值为 " !T7?B"见图 !)

"*$#‘1V2分析结果

!( 株#5(*"+"!(7"!$大肠埃希菌携带了质粒
介导的喹诺酮耐药基因"包括 )*+$# - l6 $*)*+,
#- l6$**-#.# - l)$*&&/#01$2342/## - l)$和 *5%$
#- l!$"( 株菌携带 ! 种 ‘1V2"剩余 !’ 株菌携带
了 " 种或以上 ‘1V2) 其余 ) 株分离株均未检出
*-#$**-#,**-#’**-#:基因"见图 !) 携带 ‘1V2菌
株往往具有较高的 .L‘的 1L.值)
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注%‘为腹泻患者来源菌株&W为食品来源菌株&黑框代表阳性&白框代表阴性)

图 !#"! 株耐环丙沙星菌株耐药特征和耐药机制
WATJSG!#1RBG9JB@S9;@S@9HGSAEHA9ER:9AcSR:BRI@9AF SGEAEH@FH(7/85#9/89& /)699JBHJSG\ :SR?

:RR\ @F\ \A@SS;GA9c@HAGFHEAF .;AF@

"*%#>]KME基因检测结果
"! 株菌均携带 ./0,1型耐药基因) 经测序比

对 ./0,1型菌株具有 4 个不同的亚型"分别是
./0,1,$*./0,1,!%*./0,1,!)*./0,1,"%*./0,1,"5*
./0,1,"4*./0,1,()*./0,1,56"其中 ./0,1,!% 和
./0,1,56 型检出数量最多#- l)$"见图 !)
"*)#菌株系统发育检测结果

"! 株耐环丙沙星大肠埃希菌菌株中"!! 株属于
3型") 株属于 K! 型"$ 株属于 _型"" 株属于 K"
型"见图 !)

$#讨论
近年来"多重耐药菌株已成为全球重要的公共

卫生问题"特别是喹诺酮耐药的大肠埃希菌"在临
床和经济型动物中的分布在世界范围内已有广泛
研究) 在本研究中""! 株食品和腹泻患者来源耐环
丙沙星大肠埃希菌分别在 !"#$*%&#’和 %&#(发生
! -% 个点突变"!( 株菌携带了质粒介导的喹诺酮耐
药基因" 包括 )*+$* )*+,* *-#.* &&/# 01$2342/#和
*5%$"同时所有菌株均携带了 >]KME基因)

在肠杆菌科的喹诺酮耐药中"拓扑异构酶的改
变#N[S3*N[SK*‘@S.和 ‘@S>$"可降低喹诺酮类抗

生素对其的亲和力"从而降低微生物对抗生素的敏
感性) 研究 ’4(报道在我国大肠埃希菌最主要染色
体编码耐喹诺酮耐药决定区突变点是 !"#$# ]4$M7
_45O" "($ 株" 45*!+$" %&#’ # ]4’L" "$$ 株"
55*"+$"本研究中的结果与此报道的结果一致)
大部分菌株具有 $ -% 个突变位点) 除此之外"本次
研究中除了在常见 !"#$和 %&#’上有突变点以外"
有 ( 株菌在 %&#(上也有突变点#见图 !$) ‘%$ 仅有
一个突变位点#N[S3]4$M$呈现低水平的环丙沙星
耐药#" !T7?B$)

在一项覆盖全国 $’ 家医院耐氟喹诺酮类大肠
埃希菌的调查结果 ’4( 中显示"*-#* &&/# 01$2342/#*
*5%$*)*+$,基因分别占所有菌株的 "*5+*"%*)+*
!!*6+*(*$+"其中 $5*$+菌株至少携带了 ! 种
‘1V2) 本研究中"5(*"+#!(7"!$菌株携带了 ! 种
‘1V2"具有较高的携带率)

"! 株分离株均对三代头孢耐药"使临床上对于
此类感染疾病用药大大受到限制 ’)( ) 进一步分析
>]KME编码基因"发现 "! 株分离株携带编码的耐药
基因 ./0,1呈现多样性"具有 4 种不同的 ./0,1
型别"说明这些菌株来源广泛) 其中以 ./0,1,!%
#"$*4+")7"!$和 ./0,1,56 #"$*4+")7"!$居多"



食品和腹泻患者分离耐环丙沙星大肠埃希菌耐药特征及耐药机制的比较研究!!!白莉"等 !!")## !

肠道外感染的患者样本中检测的 >]KME大肠埃希
菌往往携带 ./0,1,!% 和 ./0,1,!) 型别 ’6,!’( "本研
究中 ./0,1,!% 全部来自于腹泻患者"说明该型别
是肠道外和肠道内引起感染大肠埃希菌的主要型
别) 目前国际上对耐药质粒进化研究方法"主要为
质粒分型技术"该方法可以检测肠杆菌科耐药质粒
的传播和进化"特别是 >]KME的传播特点分析"是
今后需要进一步完善的地方)

系统发育分析显示"与致病相关的大肠埃希菌
往往属于 K" 型和 _型) 在本研究中大部分菌株属
于 3型#)"*%+"!!7"!$和 K! 型#"$*4+")7"!$"仅
有 " 株属于 K" 型 #6*)+""7"!$"且均来源于腹泻
患者的菌株) 在一项连续 !% 年教学医院耐环丙沙
星大肠埃希菌研究 ’$(中发现"$4*5+的菌株都属于
K" 型"且 K" 型的菌株近几年#"’’5!"’!)$已成为
优势型别)

耐环丙沙星大肠埃希菌已成为全球重要的食
源性致病菌"特别是其具有复杂*可传播的喹诺酮
耐药机制"应引起相关部门的广泛重视) 本研究通
过对耐药菌株耐药表型及耐药机制等的探索"发现
食品和腹泻患者来源的耐环丙沙星大肠埃希菌耐
药机制具有多样性"携带多种耐药基因质粒存在潜
在的传播可能"对公众健康产生巨大威胁) 需进一
步开展此类耐药菌株的监测"为评估其对人群的健
康风险提供基础数据)
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欧盟制定食品中二恶英"二恶英样多氯联苯和非二恶英样
多氯联苯残留限量的取样和分析方法

##欧盟委员会发布 >Y"’!57(%% 号法规!制定食品中二恶英%二恶英类多氯联苯#‘.KE$和非二恶英类多
氯联苯取样和检测方法!并废除 >Y)467"’!% 条例" >Y)467"’!% 条例由 >Y"’!57(%% 号法规的附件 L-Li
替代!附件 L列出定义和缩写!附件 LL规定了官方控制抽验水平!附件 LLL规定二恶英%呋喃%二恶英类 ‘.KE
的样品制备和检测方法!附件 Li规定非二恶英类 ‘.KE的检测方法及其要求!本法规拟于官方公报发布后
"’ 天生效"
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