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摘$要!目的$了解四川省自贡市肉及其制品分离粪肠球菌的抗生素耐药性和携带毒力基因情况!以及多重耐药

菌株的序列分型#B@$" 方法$!-#% 年 ’ 月 #3 c!# 日对 #’3 份肉及其制品样品污染的粪肠球菌进行分离鉴定!使

用全自动微生物鉴定仪对分离菌株的耐药性进行检验!应用聚合酶链式反应#)X/$方法检测分离到的粪肠球菌携

带 ’ 种常见毒力基因的情况!并对多重耐药菌株进行多位点序列分型#NQB@$研究" 结果$从 #’3 份肉及其制品

样品中共分离到 2" 株粪肠球菌!其中耐药菌株比例为 "1."f #%152"$&分离菌株对四环素的耐药率最高!为
’#."f#!352"$!对利福平%氯霉素和红霉素也均有较高的耐药率&分离菌株对高浓度链霉素和高浓度庆大霉素的

耐药率分别达到了 #".’f##-52"$和 #!.%f#152"$&未分离到对青霉素类#青霉素和氨苄西林$%糖肽类#万古霉

素$和脂肽类#达托霉素$抗生素耐药的菌株" ’ 种常见毒力基因#2:8;%4’4<%:’=%.>8"$在 2" 株分离株中均有携带!

阳性率分别为 "2.4f#%352"$%!#."f##’52"$%4.!f#252"$和 3.3f#"52"$" #’ 株多重耐药菌株共有 4 个 NQB@

型别!包括 ’ 株 B@#2%! 株 B@1# 和 ! 株 B@’1- 菌株!且相同 B@型别的粪肠球菌有相似的耐药谱和毒力基因携带情

况" 结论$四川省自贡市肉及其制品中相同 B@型别的粪肠球菌有相似的耐药谱和毒力基因携带情况!应重视肉

及其制品中耐药粪肠球菌对公众健康的潜在威胁"
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$$粪肠球菌是我国农业部批准的可用于饲料添
加的菌种之一"其在畜禽养殖和肉制品生产加工的
各个环节中都有分布"是评估食品’食品加工设备
及食品生产环境卫生状况的指标菌之一* 耐药肠
球菌已经成为院内感染的重要病原菌* !-#’ 年我
国主要地区临床分离革兰阳性菌中"肠球菌属菌株
占第二位"其中粪肠球菌的比例为 ’".’f (#) * 食源
性途径是耐药菌株#包括其耐药基因$由动物到人
的主要传播途径* 动物肠道致病菌和耐药菌如沙
门菌’空肠弯曲菌等在屠宰和食品加工过程中极易
污染肉及其制品"人在摄食这些食物后除了会造成
食源性传染病的暴发外"细菌的耐药性也会造成临
床治疗的困难和耐药基因的传播 (!+") * 然而现在对
于食品中粪肠球菌的耐药性’致病基因’基因分型
等特征的了解较少"因此开展肉及其制品分离粪肠
球菌耐药及毒力基因携带特征调查"对于了解地区
范围内肉及其制品中粪肠球菌对人类健康的潜在
威胁具有重要意义*

多位点序列分型 #PHVZ>VC7H\\IoHI=7IZWY>=D"
NQB@$是一种基于管家基因序列比对的分子分型方
法"由于其操作简单"结果客观可靠"且易于实验室
间比较的特点而广泛用于多种病原菌的流行病学
研究* 通过公共数据库"NQB@可以实现某些病原
菌在全球范围的长期数据比较分析 (2) * 在欧洲的
一项对多个国家医院和社区分离的粪肠球菌研
究 (3)表明"多重耐药粪肠球菌多属于 XX!"XX#2 和
XX13 三个克隆群* 其中 XX#2# B@#2 为主要代表$
克隆群的多重耐药粪肠球菌在医院和社区都有分
布"且社区中对高浓度氨基糖苷类抗生素耐药的粪
肠球菌绝大多数都为 B@#2 型* 多个致病基因参与
粪肠球菌的致病过程"其感染机制较为复杂"目前
研究较透彻的致病基因为细胞溶血素 #7WZCVW\>="
.>8"$’ 明 胶 酶 a# DIV<Z>=<\I" 2:8;$’ 表 面 蛋 白
#I=ZÎC7C77<V\H 8̂<7I Y ĈZI>=" :’=$ 和 聚 集 物 质
#<DD̂ID<Z>C= \H]\Z<=7I"4’4<$这 ’ 种 (1+##) * 研究粪肠
球菌携带毒力基因的情况"并对其进行分子分型可
以有效筛查出具有潜在致病性的粪肠球菌*

本研究对四川省自贡市多个菜市场’农贸市场
和餐馆贩卖肉及其制品携带的粪肠球菌进行研究"
了解其耐药及携带毒力基因的情况"并对多重耐药

粪肠球菌进行 NQB@分析"以了解该地区肉及其制
品中携带具有潜在致病性粪肠球菌的情况"评估其
对人类健康的潜在威胁*

#$材料与方法
#.#$材料
#.#.#$样品采集和菌株来源

!-#% 年 ’ 月 #3 c!# 日在四川省自贡市的 2 个
菜市场’农贸市场和餐馆采集肉及其制品样品
#’3 份* 样品包括生肉#生牛肉$’腊肉’熟肉制品和
酱卤肉制品* 药敏试验质控菌株粪肠球菌 #0@XX
!4!#!$为本实验室保藏* 毒力基因检测阳性对照
菌株屎肠球菌#0@XXT00+’3!$和粪肠球菌#0@XX
"#!44$均购自美国模式培养物集存库 #0PÎ>7<=
@WYIXHVZH ÎXCVVI7Z>C="0@XX$*
#.#.!$主要仪器与试剂

N>7̂CB7<= K<Vm0M<W’- B:全自动微生物鉴定
仪#美国贝克曼库尔特$’BI=\COHI\ZQ<]7W7VÎ )X/
仪#德国 BI=\C$’FIV(C7G/lBW\ZIP凝胶成像系统
#美国 T>C+/<[$’T0FN:Ga/均质器*

aR?4@@N gÎ\>C= !.- YVH\[WI#大连宝生物工程
有限公司$&T<7ZÎ><FI= (E0细菌基因组提取试剂
盒#北京康为世纪公司$&)C\N:X)<=IV@WYI!4 革
兰阳性菌药敏板#美国贝克曼库尔特$&哥伦比亚血
平板#英国 URC>[$&S_链球菌选择性培养基#北京
陆桥技术有限公司$&引物由生工生物工程#上海$
有限公司合成")X/产物纯化及测序由北京天一辉
远生物科技有限公司完成*
#.!$方法
#.!.#$样品处理

在无菌条件下取 !" D肉及肉制品放入装有
!!" PV缓冲蛋白胨水的均质袋中"以 1 --- 5̂P>= 均
质 # c! P>="制成 #n#- 的样品匀液*
#.!.!$菌株分离和鉴定

将处理后的样品接种于 S_链球菌选择性培养
基"%3 e’"fXU! 条件下培养 ’1 9* 挑选 % c" 个
可疑单菌落#紫色’圆润’大菌落$接种于哥伦比亚
血平板上进行纯化培养* 采用 0):!- BẐIY 生化鉴
定系统对纯培养物进行生化鉴定&同时使用 (E0试
剂盒按照说明书提取纯培养物的基因组核酸"进行
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#2B (̂E0序列和 ’3*"基因序列 (#!)鉴定* 每份阳性
样品仅保留 # 株粪肠球菌*
#.!.%$药敏试验

使用 N>7̂CB7<= K<Vm0M<W’- B:全自动微生物
鉴定仪及其配套的 )C\N:X)<=IV@WYI!4 革兰阳性
菌药敏板"按照仪器和药敏板使用说明"使用快速
接种法进行药敏试验* 药敏结果判断参照 !-#" 年
美国临床和实验室标准协会#XQB:$标准 (#%) *
#.!.’$毒力基因的检测

使用聚合酶链式反应 #)X/$方法对粪肠球菌

分离株的 ’ 种毒力基因%.>8"’2:8;’:’=’4’4< 进行检
测* 引物序列及产物长度见表 #* )X/反应体系
为%! kaR?4@N>R#- !V"#- !PCV5Q的上下游引物
各 # !V"模板 (E0#.- !V"加水至 !- !V* )X/反应
程序为%4’ e预变性 " P>=&4’ e变性 %- \""! e退
火 %- \" 3! e延伸 ’" \" %- 个循环& 3! e延伸
#- P>=* 阳性对照基因为屎肠球菌 #0@XXT00+
’3!" 4’4<’ 2:8;基 因 阳 性 $ 和 粪 肠 球 菌 #0@XX
"#!44":’=基因阳性$* 对 .>8"基因扩增阳性产物
进行序列测定和比对以确认结果*

表 #$粪肠球菌 NQB@分型所用管家基因及毒力基因引物情况
@<]VI#$)̂>PÎ\<=[ Y Ĉ[H7ZVI=DZ9\8ĈZ9I[IZI7Z>C= C8;A+4:.48#’NQB@<=[ ‘>̂HVI=7IDI=I\

基因 编码蛋白 引物序列#"r+%r$ 产物长度5]Y 参考文献
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#.!."$NQB@分析
粪肠球菌的 NQB@试验方案参考粪肠球菌

NQB@数据库 # 9ZZY%55YH]PV\Z&ĈD5I8<I7<V>\5$ 提供
的分型方案"3 个管家基因 2*B’2>*’=’0)’29#’4/3;’
%=0和 >@#C 的引物序列及产物大小见表 #* )X/反
应体系为%! kaR?4@N>R!" !V"#- !PCV5Q的上下
游引物各 !." !V"模板 (E0!.- !V"加无菌水至 "-

!V* )X/反应程序%4’ e预变性 " P>=&4’ e变性
%- \""! e退火 %- \"3! e延伸 ’" \" %- 个循环&
3! e延伸 #- P>=* )X/产物经纯化后"进行双向测
序* 序列分析用 BIoN<= 软件对等位基因序列进行
拼接和校正"将整理好的序列提交至 NQB@数据库"

确定每个管家基因的序列号"3 个管家基因序列号
的组合即为该菌株的 B@型* 应用 IT?/B@软件构
建 IT?/B@图以确定分离菌株与数据库其他菌株的
关系"以两个等位基因的差异为定义克隆群的标准*

!$结果
!.#$菌株分离及耐药分析

#’3 份肉及其制品样品中共有 2" 份样品分离
出粪肠球菌 #2" 株$"阳性率为 ’’.!f #2"5#’3 $*
2" 株粪肠球菌对 #% 种常见抗生素表现出不同程度
的耐药情况"详细结果见表 !* 其中耐药粪肠球菌
为 %1 株"耐药率为 "1."f #%152"$* 在 %1 株耐药
粪肠球菌菌株中"仅对 # 种抗生素耐药的菌株有
#1 株"对 ! 种抗生素耐药的菌株有 2 株"多重耐药
菌株有 #’ 株* 不耐药的菌株共 !3 株"其中 % 株菌
株对 #% 种抗生素全部敏感"对 # c! 种抗生素中介
的菌株有 !’ 株*

2" 株分离的粪肠球菌对四环素的耐药率最高"

达到了 ’#."f#!352"$&对利福平和氯霉素的耐药
率次之"分别为 !4.!f##452"$和 !-.-f##%52"$&
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$$$$表 !$2" 株粪肠球菌的抗生素耐药情况#( i2"$

@<]VI!$/I\HVZ\C8<=Z>]>CZ>7\̂I\>\Z<=7IC8;.+4:.48#’>\CV<ZI\

抗生素
耐药 中介 敏感

菌株数#f$ 菌株数#f$ 菌株数#f$

青霉素 -#-.-$ -#-.-$ 2"##--.-$

氨苄西林 -#-.-$ -#-.-$ 2"##--.-$

万古霉素 -#-.-$ -#-.-$ 2"##--.-$

利奈唑胺 -#-.-$ -#-.-$ 2"##--.-$

达托霉素 -#-.-$ -#-.-$ 2"##--.-$

高浓度庆大霉素 1##!.%$ -#-.-$ "3#13.3$

高浓度链霉素 #-##".’$ -#-.-$ ""#1’.2$

环丙沙星 %#’.2$ ####2.4$ "##31."$

左旋氧氟沙星 %#’.2$ -#-.-$ 2!#4".’$

四环素 !3#’#."$ -#-.-$ %1#"1."$

氯霉素 #%#!-.-$ -#-.-$ "!#1-.-$

红霉素 #!##1."$ %-#’2.!$ !%#%".’$

利福平 #4#!4.!$ #"#!%.#$ %##’3.3$

注%f i菌株数5总菌株数 k#--f

另外 分 离 菌 株 对 红 霉 素 也 有 较 高 的 耐 药 率
##1."f"#!52"$* 分离菌株对高浓度链霉素和高
浓度庆大霉素亦有较高的耐药率"分别为 #".’f
##-52"$和 #!.%f#152"$* 本研究未分离到对青霉
素类#青霉素"氨苄西林$’糖肽类#万古霉素$和脂
肽类#达托霉素$抗生素耐药的菌株*
!.!$毒力基因分布情况

对 2" 株粪肠球菌进行 ’ 种常见毒力基因
#.>8"’2:8;’:’=和 4’4<$携带情况检测"结果表明
’ 种毒力基因在 2" 株分离株中均有携带"其中 2:8;
基因阳性率最高"为 "2.4f # %352" $" 4’4<’:’=和

.>8"基因的阳性率分别为 !#."f ##’52" $’4.!f
#252"$和 3.3f#"52"$*

耐药粪肠球菌 2:8;基因阳性率为 3%.3f#!15%1$"
而不耐药的菌株阳性率为 %%.%f#45!3$* 4’4< 基
因在粪肠球菌中的携带情况与 2:8;基因相似"其在
耐药菌株中的阳性率为 !1.4f###5%1$"而在不耐
药菌株中的阳性率为 ##.#f #%5!3$* 除# 株不耐
药菌株携带 :’=基因外"其他 :’=基因阳性菌株均为
多重耐药粪肠球菌".>8"基因的携带情况与:’=基因
一致*
!.%$NQB@分析

#’ 株多重耐药菌株共有 4 个 NQB@型别"分
别为 B@#2#’ 株$ ’B@1# # ! 株 $ ’B@’1- # ! 株 $以及
B@4%’B@#-!’ B@##2’ B@’#!’ B@’3! 和 B@2%’ 各 #
株"各个 B@型别在 NQB@数据库中的位置见图 #*
相同 B@型别的粪肠球菌有相似的耐药谱和毒力
基因携带情况* 在 ’ 株 B@#2 粪肠球菌中除 # 株为
利福平中介"且 :’=基因阴性的菌种外"其他 % 株
的耐药谱和毒力基因携带情况一致"耐药谱为高
浓度庆大霉素+四环素+氯霉素+红霉素+利福平":’=1
4’4<1.>8"阳性* 而 B@1# 和 B@’1- 耐药谱和毒力
基因携带情况也存在一致性"表现为 ! 株 B@1# 菌
株耐药谱为四环素+氯霉素+利福平"红霉素中介和
2:8;基因阳性&! 株 B@’1- 菌株则是对本试验中的
#% 种抗生素都耐药"同时 :’=基因呈阳性* 具体情
况见表 %*

注%箭头标记的为本研究中分离菌株的 B@型别

图 #$2" 株粪肠球菌 B@型别的 IT?@B@聚类分析图
_>DH Î#$IT?/B@<=<VW\>\C82" ;A+4:.48#’\Ẑ<>=\/ B@\

%$讨论
随着现代养殖业的发展"抗生素的使用量和使

用范围不断扩大"抗生素不仅用于治疗感染性疾
病"还被用于饲料添加剂以加快畜禽生长速度和提
高饲料转化效率* 据统计"!-#% 年我国消耗抗生素

#2.! 万吨"其中 "!f为兽用 (#’) * 喹诺酮类’氨基糖
苷类’大环内酯类’四环素类以及利福平等抗生素
广泛用于畜牧业和水产养殖业"这些抗生素的大量
使用造成动物中耐药菌的大量出现和耐药基因的
广泛传播* 在屠宰及食品加工过程中"这些耐药菌
可能会污染肉及其制品"最终导致食品中携带对



自贡市肉及其制品中粪肠球菌耐药性毒力基因和多位点序列分析!!!杨晶"等 !!1#$$ !

$$$$ 表 %$B@#2’B@’1 及 B@’1- 粪肠球菌的耐药谱及毒力基因携带情况
@<]VI%$0=Z>]>CZ>7Î\>\Z<=Z<=[ ‘>̂HVI=7IDI=I\C8B@#2" B@’1 <=[ B@’1- ;A+4:.48#’\Ẑ<>=\

菌株号 B@型别
抗生素 毒力基因

高浓度
链霉素

高浓度庆
大霉素

环丙
沙星

左旋氧
氟沙星

四环素 氯霉素 红霉素 利福平 :’= 4’4< .>8" 2:8;

a-!4s# B@#2 B / B B / / / / l l l j
a-1- B@#2 B / B B / / / : j l l j
a-43 B@#2 B / B B / / / / l l l j
a%##s# B@#2 B / B B / / / / l l l j
a%2#s# B@1# B B B B / / : / j j j l
a%2!s# B@1# B B B B / / : / j j j l
a-1’ B@’1- / / / / / / / / l j j j
a%#-s! B@’1- / / / / / / / / l j j j

注%B 为敏感&:为中介&/为耐药& l为阳性& j为阴性

这些抗生素耐药的粪肠球菌* 本研究对四川省自
贡市 #’3 份肉及其制品中污染的粪肠球菌对 #% 种
临床常用抗生素的耐药性进行了分析* 研究表明
肉及其制品中污染的粪肠球菌对四环素类’大环内
酯类’氨基糖苷类抗生素以及利福平类抗生素均有
较高的耐药率*

本研究对自贡市肉及其制品中分离到的 2" 株
粪肠球菌携带 ’ 种常见毒力基因的情况进行了检
测"结果表明 ’ 种毒力基因在 2" 株分离株中均有携
带* 动物试验 (#")表明"携带 .>8"’ 2:8;’:’=和 4’4<
等毒力基因的粪肠球菌菌株"其毒力高于毒素不表
达株* 多项基于流行病学研究 (1+##)显示"致病粪肠
球菌中 :’=’4’4<’.>8"和 2:8;基因的检出率均高于
健康人粪便标本中的检出率* 肠球菌致病原因可
能是其多种毒力因子和多重耐药性共同作用的结
果 (#") * 研究食品中污染的粪肠球菌耐药性及其携
带毒力基因的情况"有助于了解食品中污染细菌的
耐药情况"进而评估肉及其制品中耐药菌对人类健
康和公共卫生的影响*

本研究从自贡市肉及其制品中分离到 ’ 株
B@#2’! 株 B@1# 以及 ! 株 B@’1- 粪肠球菌"且相同
B@型别的菌株具有相似耐药谱和毒力基因谱* 根
据 NQB@数据库信息"B@#2 型别粪肠球菌在全球范
围包括欧洲 #如西班牙’荷兰以及挪威$’亚洲 #日
本$以及北美州#古巴$等多个国家均有分布"菌株
来源 包 括 动 物’ 社 区 及 院 内 感 染 的 患 者* 研
究 (3"#2+#3)表明"多重耐药 B@#2 粪肠球菌在医院和社
区均有分布"而在欧洲多个国家都分离到了 B@#2 型
别的耐万古霉素粪肠球菌* 日本的一项对院内感
染粪肠球菌的研究 (#1) 表明" 2 年间临床分离的
# 3## 株粪肠球菌中"多数多重耐药粪肠球菌为
B@#2 型别* 本研究从肉及其制品中分离到 ’ 株
B@#2 型别对多种抗生素耐药且携带多种毒力基因
的粪肠球菌"提示需要重视该类食品中耐药菌对人
类健康的潜在威胁*
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X9>=<% \CH 7̂I<=<VW\>\" PHVZ>PI[><PC[IV>=D" <=[ V>=m<DIZC
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澳新修订氟啶虫酰胺等最大残留限量标准
$$!-#3 年 " 月 #2 日!澳新食品标准局发布 _!-#3Q--"! 号通告!修订氟啶虫酰胺#8VC=>7<P>[$%甲氧咪草烟
#>P<J<PCR$%PC=IY<=ZIV%抗蚜威 # Y>̂>P>7<̂] $%丙环唑 # Y ĈY>7C=<JCVI$%吡丙醚 # YŴ>Y ĈRW8I= $%螺虫乙酯
#\Y>̂CZIẐ<P<Z$3 种药物残留限量标准" 具体如下’

药物名称 食品名称 最大残留限量5#PD5mD$

氟啶虫酰胺

甲氧咪草烟

PC=IY<=ZIV

抗蚜威

丙环唑

吡丙醚

螺虫乙酯

除动物源性食品以外的食品 -&!

除动物源性食品以外的食品 -&-"

牛脂肪 3

牛肾 #

牛肝 !

牛肉 -&%

牛奶 -&-"

除动物源性食品以外的食品 -&-"

除动物源性食品以外的食品 -&-"

除动物源性食品以外的食品 -&#

细叶芹%香菜#根茎叶$%水菜%玫瑰和石竹#食用花$%芝麻菜 "

高良姜#大%小$%姜黄根 -&-"

除动物源性食品以外的食品 -&#

$$#相关链接’9ZZY’55MMM&<o\>o&DC‘&7=5RRDms#%%125ZJ[Z5DJ[Z5!-#3-"5Z!-#3-"#2s’113!!&9ZP$


