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摘#要!目的#研究陕西省某养猪场 ( 种细菌的耐药性和毒力基因流行状况# 方法#采用纸片扩散法测定
%$"!,%$"+ 年从陕西省扶风县某养猪场分离的 *! 株大肠埃希菌"/. 株肠球菌".. 株沙门菌和 , 株金黄色葡萄球

菌对 "( 种抗生素的耐药性# 采用聚合酶链式反应(]C&)方法检测肠球菌和沙门菌携带的部分耐药基因!以及肠

球菌和金黄色葡萄球菌携带的毒力基因# 结果#, 株金黄色葡萄球菌均对庆大霉素"阿米卡星"阿莫西林0克拉维

酸"头孢哌酮和头孢西丁敏感!对萘啶酸的耐药率 ("$$-$$‘!,0,)高于其他抗生素!差异有统计学意义 ($% t

!(-,,!Ev$-$!)# .. 株沙门菌均对阿莫西林0克拉维酸"头孢哌酮和头孢西丁敏感!对甲氧苄啶0磺胺甲噁唑
("$$-$$‘!..0..)和四环素(/+-/,‘!.%0..)的耐药率高于其他 / 种抗生素!差异有统计学意义 ($% t!-*.!Ev
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$-$!)!对阿莫西林0克拉维酸和头孢西丁的耐药率较低# 肠球菌对甲氧苄啶0磺胺甲噁唑的耐药率最高(/,-*!‘!

/"0/.)# 肠球菌中 ?H:(.p))$耐药基因的检出率最高((,-".‘!("0*,)# 沙门菌中 ??<-""??<-% 耐药基因的检出

率最高!均为 *(-*!‘(%*0..)# 肠球菌中毒力基因 ?C?;的检出率最高(!$-!,‘!((0*,)# 金黄色葡萄球菌中 C=?"

C==和 C=$毒力基因的检出率分别为 (%-*+‘ (.0,)"(%-*+‘ (.0,)和 "(-%/‘ ("0,)# 结论#陕西省某养猪场中
( 种细菌的耐药现象较为严重!部分菌株携带常见毒力和耐药基因!需要进一步加强监测!科学使用抗生素!从源头
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##随着经济的发展与人民生活水平的提高"食品
安全问题已经成为全世界关注的焦点"病原微生物
引起的食源性疾病则是影响食品安全的最主要因
素之一 (") * 目前"人类健康的威胁主要源于病原微
生物导致的感染* 食源性疾病是通过摄取食物而
进入人体的致病因子导致的人类中毒性或感染性
疾病"在世界范围内都是较为严重的公共卫生问
题"给各个国家带来了不小的经济压力 (%) * 美国作
为全球卫生系统较为完善的国家"每年仍然有上百
万人患食源性疾病"近万人死亡"亚太地区每年有
近 *$ 万人因患食源性疾病而死亡 (.)() "所以食源性
疾病不容小觑* 抗生素的使用能有效降低疾病的
发生率和死亡率"但随之带来的却是细菌耐药性的
出现和扩散"给食品安全’人类健康和疾病治疗带
来严重威胁"因此"开展细菌耐药性研究意义重
大 (!) * 本研究旨在对陕西省某养猪场分离到的 (

种细菌的耐药性及携带的耐药基因和毒力基因进
行研究"为养猪场合理用药和保障食品安全提供科
学依据*

"#材料与方法
"-"#材料
"-"-"#菌株

%$"!!%$"+ 年从陕西省扶风县某养猪场采集
生猪育肥前期’后期的养猪场环境样品以及猪和养
猪场工作人员生物标本共 "!$ 份"共分离出 *! 株大
肠埃希菌’/. 株肠球菌’.. 株沙门菌和 , 株金黄色
葡萄球菌* 菌株的分离和鉴定按照国家食品安全
风险评估中心+动物源食物链中耐药性细菌污染和
传递机制研究工作方案,中规定的方法进行* 鼠伤
寒沙门菌标准菌株#=U%$以及作为耐药试验质控菌
株的大肠埃希菌#’UCC%!/%%$和粪肠球菌#’UCC
%/%"%$均由中国食品药品检定研究院提供*

"-"-%#主要仪器与试剂
RK3K3FGH]C&仪’ZD’电泳仪’凝胶成像系统

均购自美国 O;?)&:J"高速离心机"超净工作台"高压
灭菌锅"超纯水处理器" w($’ w*$ k低温冰箱*

=PH;:)OGHE:A;#=O$和 RPGFFGH9;AE?A#R9$营养
琼脂均购自北京陆桥技术股份有限公司"]C&用
]HGN;<’L?MZD’聚合酶’JDU]’]C&QP44GH和 RBCF%
均购自宝生物工程#大连$有限公司"药敏纸片#英
国 YjY8Z$"耐药试验包括 "( 种抗生素"分别为萘
啶酸#D’=$’庆大霉素#\VD$’卡那霉素#a’D$’链
霉素#6U&$’阿米卡星#’Ra$’氨苄西林#’R]$’阿
莫西林0克拉维酸#’RC$’头孢曲松#C&Y$’头孢哌
酮#CI]$’头孢西丁#IYj$’氯霉素#C9=$’四环素
#UVU$’环丙沙星 #C8]$和甲氧苄啶0磺胺甲噁唑
#6jU$*
"-%#方法
"-%-"#耐药性测定

参考 临 床 实 验 室 标 准 化 委 员 会 # CF;A;3:F
=:Q?H:E?HK6E:AJ:HJ 8ALE;EPEG"C=68$ (+)推荐使用的纸
片扩散法测定 "( 种抗生素对待测菌抑菌圈直径大
小"依据 C=68推荐的抑菌圈直径范围及标准菌株的
耐药试验结果对菌株的耐药性进行判定*
"-%-%#耐药基因和毒力基因的 ]C&检测

使用煮沸法制备 ZD’模板* ]C&反应体系
#%! !F$%]C&]HGN;<"$ !F"正’反向引物 # $-$!

!N?F0=$各 $-. !F"ZD’模板 % !F"JJ9%Y"%-( !F*

本研究中"肠球菌耐药基因包括 ! 类"分别为产 !)内
酰胺酶类#$;?UVR$’产氨基糖苷水解酶类( ??A#+N$"
?H:#%N$’?H:#.p$)$’?&4#+$)#’?&4#%x$)#和 ?&4
#(p"(p$)’红霉素水解酶类#G8F.和 F=G-$’四环素
类#4=43$和糖肽类#B?&-’B?&.和 B?&6$ (,) &沙门菌
耐药基因包括 . 类"分别为 #氟$喹诺酮类 (M&8-’
M&8.’M&8!’??A#+p$)#$IA8) (*) ’氨基糖苷类( ??<-"’
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??<-%’??<.’ ??</’ ?H: #.p$)" ?’ ??A6(’ ??A#+p$’
??A# . $)# ? 和 ??A# . $)" ? ) (/) 和 !I内酰胺类
#$;?UVR’$;?Yj’’$;?CUj)R’$;?69d$

("$) &肠球菌毒力基因
包括 ?A=’AK;-’AK;.’AK;3’AK;("’=G?-’=CH’ @=;0’:K;’
-! 和 ?C?;("")"() &金黄色葡萄球菌毒力基因包括 HB;’
C=?’C=$’C=A’C=<’C==’C=@’C=:’C=>’C=O’4C4’=4? 和 =4$("!) *
]C&检测用引物序列’退火温度’产物大小和结果
判定等均参考现有研究 (*)"!) "引物由杨凌天润奥科
生物科技有限公司合成*
"-.#统计学分析

用 R;A;E:Q 进行数据处理"本研究为计数资料"
采用 $% 检验比较"以 Ev$-$! 为差异有统计学
意义*

%#结果与分析
%-"#( 种细菌的耐药性

( 种细菌对 "( 种抗生素的耐药情况各不相同*
, 株金黄色葡萄球菌均对 \VD’’Ra’’RC’CI]和
IYj敏感&对 D’=的耐药率 #"$$-$$‘",0,$高于
对其他抗生素的耐药率"差异有统计学意义 #$% t
!(-,,"Ev$-$!$"见表 "*

表 "#( 种细菌对 "( 种抗生素的耐药性
U:QFG"#6PL3G@E;Q;F;EK?4( M;AJL?4Q:3EGH;:E?"( :AE;Q;?E;3L

抗生素
耐药菌株数#‘$

金黄色葡萄
球菌# & t,$

沙门菌
# & t..$

大肠埃希菌
# & t*!$

肠球菌
# & t/.$

\VD $#$-$$$B %#+-$+$ JG !#!-**$;1 ++#,$-/,$ J

a’D .#(%-*+$ QG %"#+.-+($3 ..#.*-*%$G4 !.#!+-//$G

’Ra $#$-$$$B "#.-$.$ JG "$#""-,+$ M ,,#*%-*$$3J

6U& (#!,-"($ Q (#"%-"%$ J "*#%"-"*$B5 .+#.*-,"$G

’R] "#"(-%/$4 %/#*,-**$ Q !+#+!-**$ JG $#$-$$$ 5

’RC $#$-$$$B $#$-$$$G %#%-.!$1M "#"-$*$B5

CI] $#$-$$$B $#$-$$$G "%#"(-"%$ 5; .#.-%.$B

C&Y "#"(-%/$4 "*#!(-!!$3 ,#*-%($;1 *.#*/-%!$ Q3

IYj $#$-$$$B $#$-$$$G %#%-.!$1M *!#/"-($$ Q3

C9= "#"(-%/$4 %/#*,-**$ Q !%#+"-"*$3J ",#"*-%*$4

UVU %#%*-!,$G4 .%#/+-/,$: ,(#*,-$+$: *(#/$-.%$ Q3

6jU .#(%-*+$ QG ..#"$$-$$$: +(#,!-%/$ Q /"#/,-*!$:

C8] %#%*-!,$G4 .#/-$/$ J %,#."-,+$4B (/#!%-+/$G

D’= ,#"$$-$$$: %,#*"-*%$ Q !/#+/-("$ Q3 *,#/.-!!$:Q

注%表中每一列中不同字母标记的数据间差异有统计学意义 #Ev
$-$!$

##.. 株沙门菌均对 ’RC’CI]和 IYj敏感&对
6jU#"$$-$$‘"..0..$和 UVU#/+-/,‘".%0..$的
耐药率高于对其他 / 种抗生素耐药率 #.-$.‘ m
*,-**‘$"差异有统计学意义 #$% t!-*." Ev
$-$!$*

*! 株大肠埃希菌对 UVU的耐药率 #*,-$+‘"
,(0*!$高于对其他 ". 种抗生素的耐药率"差异有统
计学意义#$% t(-+*"Ev$-$!$"对 ’RC’IYj的耐
药率#%-.!‘"%0*!$最低*

/. 株肠球菌对 6jU和 D’=的耐药率分别为
/,-*!‘#/"0/.$和 /.-!!‘#*,0/.$"明显高于对除
UVU’C&Y和 IYj外其他抗生素的耐药率"差异有
统计学意义#$% t!-/("Ev$-$!$*

对生猪育肥前期和后期环境样品分离菌株的
耐药性结果分析发现"育肥前期环境样品分离的大
肠埃希菌’肠球菌和沙门菌中耐药菌株占比高于育
肥后期*
%-%#( 种细菌的多重耐药性

/. 株肠球菌均为耐药菌株"多重耐药菌株检出
率为 /+-,,‘#/$0/.$"以耐 , m/ 种抗生素的菌株
最为常见#,$-/,‘"++0/.$* 其中"耐药谱为 a’D)
UVU)’Ra)C&Y)C8])IYj)6jU)\VD)D’=的 肠 球菌
占比为 .(-("‘#.%0/.$"明显高于其他耐药谱的菌
株比例"差异有统计学意义#$% t%/-%("Ev$-$!$*
*! 株大肠埃希菌中" 多重耐药菌株检出率为
*.-!.‘#,"0*! $"耐 ( m+ 种抗生素的菌株最多
#(%-.!‘".+0*!$* .. 株沙门菌中"耐 , m/ 种抗生
素的菌株最多#!,-!*‘""/0..$"见图 "* , 株金黄
色葡萄球菌中"耐 " 种抗生素的菌株最多#(%-*+‘"
.0,$"耐 (’+’, 种抗生素的菌株比例均为 "(-%/‘
#"0,$*

图 "#( 种细菌对不同种类抗生素耐药菌株数量占比
I;BPHG"#&:EG?4( M;AJL?4Q:3EGH;:T;E5 J;44GHGAEM;AJL

?4:AE;Q;?E;3L

%-.#肠球菌和沙门菌中耐药基因检测
针对肠球菌的耐药基因和毒力基因的检测中"

由于有 + 株菌株失活"因此仅对 *, 株肠球菌进行了
耐药基因和毒力基因检测"其中"介导产氨基糖苷
水解酶类抗生素耐药的基因 ??A#+p$0?H:#%p$’?H:
#.p$)$ 和 ?&4# (p" (p$ 检 出 率 分 别 为 .%-"*‘
#%*0*,$’(,-".‘ #("0*,$和 .-(!‘ #.0*,$"介导
红霉 素 水 解 酶 类 耐 药 的 基 因 =8F.检 出 率 为
%$-+/‘#"*0*,$"未检出其他待测耐药基因* .. 株
沙门菌中"介导 #氟$喹诺酮类抗生素耐药的基因
??A#+p$)#$IA8和 M&8! 的检出率分别为 !"-!%‘
#",0..$和 %(-%(‘#*0..$"介导氨基糖苷类抗生素
耐药的基因 ??<-"’??<-%’?H:#.p$)"?’??A#.$)"?
和 ??</的检出率分别为 *(-*!‘#%*0..$’*(-*!‘
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#%*0.. $’ +.-+(‘ # %"0.. $’ .-$.‘ # "0.. $ 和
.-$.‘#"0..$"介导 !)内酰胺类抗生素的耐药基因
$;?UVR的检出率为 (*-(*‘#"+0..$*
%-(#肠球菌和金黄色葡萄球菌中毒力基因检测

在肠球菌中共检出了 ! 种毒力基因"分别是
?C?;’@=;0’AK;("’?A=和 =CH"检出率分别为 !$-!,‘
# ((0*, $’ %,-!/‘ # %(0*, $’ "/-!(‘ # ",0*, $’
"*-./‘#"+0*,$和 "-"!‘#"0*,$"未检出其他待测
毒力基因* 金黄色葡萄球菌中肠毒素编码基因 C=?

和 C==最为常见"检出率均为 (%-*+‘#.0,$&其次是
C=$基因 #"(-%/‘""0, $"未检出其他待测毒力基
因* 有 . 株金黄色葡萄球菌 #(%-*+‘$同时携带
% 种以上毒力基因*

.#讨论
农业和畜牧业领域使用的抗生素有一部分与

人类临床所用抗生素相同* 在全球范围内"食源性
动物的抗生素年使用量占全球抗生素年使用量的
/$‘* 在我国"抗生素的使用量同样不容小觑* 早
在 "//, 年"国内 #氟$喹诺酮类抗生素的年生产量
就已经达到 " .!$ 吨"其中有约 !$$ 吨用于食源性
动物* 食源性动物养殖中大量使用抗生素"极易造
成人畜共患病病原菌耐药性的出现和扩散* 有研
究 (!)表明""/*+!%$$" 年"我国猪源大肠埃希菌对
C8]的耐药率从 $-$$‘增加到 +!-($‘"对 UVU’
6U&和 6jU等抗生素的耐药率也大幅增加*

本研究表明"陕西省某养猪场 ( 种细菌的耐药
性已经非常严重"分离菌株对 ’RC和 CI]较为敏
感"但对 UVU’6jU’D’=和 a’D的耐药率较高* 据
此"养猪场在使用抗生素时"最好选择 ’RC和 CI]

等"以便能够同时有效杀死 ( 种细菌"避免使用
UVU等*

本研究与邹立扣等 ("+)对四川省猪源大肠埃希
菌和沙门菌对 ", 种抗生素的耐药性检测结果一致"

该研究表明"大肠埃希菌和沙门菌对各种抗生素的
耐药率在 $-$‘ m!!-.‘"大肠埃希菌对 UVU’’R]

耐药率较高"分别为 !!-.‘’!%-.‘"对 ’RC耐药
率较低#$-*‘$&沙门菌对UVU’’R]’6U&的耐药率
较高"依次为 !!-!‘’.*-/‘’%,-*‘"对 ’RC耐药
率较低#""-"‘$* %$"$ 年陕西省西安’杨凌和宝鸡
地区沙门菌对 "! 种抗生素的耐药性研究结果 (",)表
明"沙门菌对 6jU’UVU’a’D和 D’=的耐药率均较
高"分别为 !*‘’!+‘’.,‘和 .!‘"但略低于本研
究结果"其原因可能是样品来源不同"但 % 项研究结
果均提示陕西省部分地区沙门菌的耐药率有所上
升"需合理使用抗生素* 陶晓亚等 ("*)对陕西关中地

区猪肉中金黄色葡萄球菌的耐药性研究表明"金黄
色葡萄球菌对甲氧苄啶的耐药性最强#"$$-$$‘$"
对 UVU的耐药率 #.(-/!‘$较高"对 IYj’CI]和
’Ra均敏感"与本研究结果基本一致*

本研究耐药基因检测结果显示"介导产氨基糖
苷水解酶类抗生素耐药的基因 ??A#+N$"?H: #%N$’
?H:#.p$)$的检出率分别为 .%-"*‘和 (,-".‘"表
明该养猪场肠球菌对产氨基糖苷水解酶类抗生素
耐药可能与 ??A#+N$"?H:#%N$和 ?H:#.p$)$基因编
码相关修饰酶导致抗生素被水解有关"这与张姝
等 (,)报道的自临床患者分离出的肠球菌中 ??A
#+N$"?H: # %N$’ ?H: # .p$)$基因的检出结果相似
#/$-!‘和 !%-(‘$"只是本研究检出率相对较低*

本研究还发现"虽然肠球菌中编码对 UVU耐药
的 4=43基因检出率为 $-$$‘"但对 UVU的耐药率为
/$-.%‘"目前所知的 UVU耐药基因#4=4基因$有 ($

余种"包括 .$ 种外排泵基因和 "$ 余种核糖体保护
蛋白基因"这可能是细菌通过其他机制介导了对
UVU的耐药性 ("/)%%) * 本研究选取的 4=43属于核糖
体保护蛋白基因"因此"/. 株肠球菌对 UVU的耐药
机制可能不是核糖体保护机制所介导"而是外排泵
机制"但需要检测外排泵相关编码基因的存在和表
达后才能确定* 本研究中沙门菌携带耐药基因 ?H:
#.p$)"? 的检测结果 #+.-+(‘$与马孟根等 ("%)从
四川省猪源沙门菌中检测到 ?H:#.p$)"? 基因的结
果#+$‘$相似*

金黄色葡萄球菌肠毒素 # !4?H:K;%A%AA7C?78=7C
GAEGH?E?<;A" 6VL$为葡萄球菌和链球菌产生的耐热
毒素的总称"目前所发现的除 C=? mC==等传统的肠
毒素编码基因外"还有 C=@’C=:’C=>’C=>’C=9’C=;和 C=7

等基因* 人如果食用了含有一定量金黄色葡萄球
菌肠毒素的食物"会在食用后 % m+ 5 内出现呕吐’

腹泻等症状 (%.) * 本研究中"金黄色葡萄球菌毒力基
因 C=? 和 C==的检出率均为 (%-*+‘"C=$基因检出率
为 "(-%/‘"虽未检出 HB;和 C=O等基因"但仍可表明
这些金黄色葡萄球菌可能具有较强的致病性* 本
研究结果与曹虹 (%()报道的临床分离的金黄色葡萄
球菌肠毒素中以 C=? 为主的现象相同"表明不同来
源的金黄色葡萄球菌毒素基因的分布存在一致性*
生猪育肥后期环境样品中肠球菌毒力基因的携带
率较育肥前期有所降低"根据这一结果可以推测"
该养猪场在饲养过程中使用的抗生素可能较好的
抑制了前期环境中的细菌*

总之"本研究表明陕西省某养猪场分离的 ( 种
细菌具有较强的耐药性"部分菌株携带有相关致病
基因"存在食品安全隐患* 有关部门应对这一现象



陕西省某养猪场 ( 种细菌耐药性和毒力基因检测!!!柳江山"等 !!*"## !

加以遏制和改善"密切关注畜禽养殖业的细菌耐药
状况"保障食品源头的安全性和消费者的身体健康*
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关于聚氧乙烯山梨醇酐三硬脂酸酯等食品相关产品新品种的公告
%$"* 年第 / 号

##根据*食品安全法+规定!审评机构组织专家对聚氧乙烯山梨醇酐三硬脂酸酯等 , 种食品相关产品新品
种的安全性评估材料审查并通过#

特此公告#
附件’聚氧乙烯山梨醇酐三硬脂酸酯等 , 种食品相关产品新品种

国家卫生健康委员会

二〇一八年八月三十一日
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