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摘)要!目的)基于全基因组序列!对 + 株食源性产 !"#$%$&& 型超广谱 !$内酰胺酶",-./0#大肠埃希菌的耐药

和毒力分子机制进行研究$ 方法)采用微量肉汤稀释法对大肠埃希菌食品分离株进行药敏试验!设计产 ,-./0基

因引物并通过聚合酶链式反应"1!2#扩增筛选出 + 株产 !"#$%$&& 型 ,-./0大肠埃希菌"编号为 ,!**’ 和 ,!**+#

进行全基因组测序!并进行序列型"-"#%质粒复制子类型%血清型%耐药基因和毒力因子识别$ 结果)+ 株大肠埃

希菌均为头孢类和喹诺酮类抗生素双重耐药 ,-./0菌株&全基因组序列分析结果显示!+ 株菌的血清型均为肠道

致病性大肠埃希菌",1,!#3’’(456!-"型分别为 -"+’",!**’#和 -"78+",!**+#!,!**’ 菌株含有 !"#$!!%!"#%&%

!"#’%()*&+, 和 !"#!- & 个不相容群质粒!,!**+ 菌株含有 !"#$!!和 !"#%& + 个不相容群质粒!+ 株菌株染色体中均携

带 .*/!"#$%$&&和 .*/",%$’8’+ 种 ,-./0基因$ 此外!,!**’ 菌株还携带 01*-23%454"6#2"7#%89:6&-%04:627%/;<"3=#>!!/%

#?*2#?*6&%9*)@和 )AB627耐药相关基因!其染色体喹诺酮耐药决定区 CD:6基因存在 + 个突变位点" -67/!96:5#%

;/:(基因存在 ’ 个突变位点"-6*;#!多粘菌素耐药相关基因 ;?:E基因存在 7 个突变位点"9:7<!%’6&"!-++&"#&

而 ,!**+ 菌株携带 9)06和 A":F& 耐药相关基因$ + 株菌均携带致黏附与脱落"=>,#损伤的肠细胞脱落位点"/,,#

毒力岛基因 50#%50;%5/56和 4G:!且 ,!**’ 菌株还携带增强菌株在血清中存活能力的 G00基因$ 结论)对 + 株食源性

产 !"#$%$&& 型 ,-./0大肠埃希菌进行全基因组测序以及耐药和毒力的分子机制的研究!其结果可为后续开展大

肠埃希菌耐药和毒力表型预测%指导食用畜禽养殖过程中抗生素合理使用及耐药菌株防控提供依据$

关键词!全基因组测序& !"#$%$&& 型& 超广谱 !$内酰胺酶& 耐药& 大肠埃希菌

中图分类号!2’&&))文献标识码!=))文章编号!’**8$68&?#+*’:$*&$*&’($*:
!"#%’*@’7&(*>ABCADEB+*’:@*&@**’

收稿日期!+*’:$*($’7

基金项目!国家重点研发计划"跨境食品潜在#新发病原微生物筛查监控技术及溯源平台建设$ %+*’?<F9*8*’’*+& ’国家食品安全风险评估中

心青年科研基金项目"肠道菌群介导小鼠抵抗鸡蛋致敏模型的建立及调控机制研究$ %+*’:**8&

作者简介!王伟)男)助理研究员)研究方向为食品微生物),$GHIJ’KHLMKNIK0KOCD0HBLNPBCL

通信作者!李凤琴)女)研究员)研究方向为食品微生物),$GHIJ’JIDNLMQILOCD0HBLNPBCL

$%&%’())*+,+)’%,(-+’(.&./’0. 12345466 ’78%%9’%&:%:4;8%)’,<=
!4>+)’+=+;%48,.:<)(&? !"#$%&’#$’( #)*’(;.>+’%;

R=STRNI" 5U<V$AIN" #UWIL" 1,STXI$YIL" /;%NLM$EHL" <=S-EHZ$DNI"
T=S#IL" 93ST<IL$[ILM" .=;<HZ" /;FNLM$QIL
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[JH0GI‘ ZD,!**’ ^NJZLMN‘ PZ& ILCZG[HPÎJNM_ZV[0ILCJV‘ILM!"#$!!" !"#%&" !"#’" ()*&+," HL‘ !"#!-" HL‘ PEHPZD,!**+
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))!$内酰胺酶是细菌产生的可以水解青霉素类’
头孢类等抗生素的蛋白( 该酶数量众多"在抗生素
应用的压力下不断突变"导致超广谱 !$内酰胺酶
#NYPNL‘N‘$0[NCP_VG !$JHCPHGH0N" ,-./$的形成( !$
内酰胺酶分为染色体介导酶和耐药质粒介导酶两
大类"质粒介导的 !$内酰胺酶有 ",%型’3#=型’
!"#$%型’-5e$’ 型和 5%-$’ 型等"携带 ,-./0耐
药基因的质粒在不同细菌种属间的水平转移被认
为是多重耐药基因传播的重要机制之一"已成为全
球重要的公共卫生问题 )’* (

分子流行病学调查 )+*显示"’(6*!+*** 年间我
国多重耐药大肠埃希菌编码 .*/,-./0可转移质粒产
,-./0的基因型主要是 ",%型和 -5e型"而 +***

年以后"!"#$%已取代 ",%和 -5e成为我国最主
要的 ,-./0基因型"这一变化的产生一方面与
.*/!"#$%基因通过可移动基因元件如质粒和转座子

等介导的菌株间高频率传递有关 )7* &另一方面"
!"#$%型产 ,-./0菌株可同时对喹诺酮类和氨基
糖苷类抗生素表现为多重耐药"这种协同耐药性增
强了该型大肠埃希菌对抗生素的抵抗性"从而导致
其在环境或宿主 体内的 长 期 存 在 )8$&* ( 其 中"
.*/!"#$%$&&已成为我国人’动物和环境来源大肠埃希

菌分离株中流行的主要 !"#$%型别 )8* "给社区人群
健康和临床治疗带来严重隐患 )?$:* ( 我国虽有从食
品及养殖动物中分离到产 !"#$%$&& 型 ,-./0大肠
埃希菌的报道 )6$’** "但鲜有从全基因组水平对其耐
药性和致病性进行分析( 本研究通过二代测序技
术对从食品中分离的 + 株产 !"#$%$&& 型 ,-./0大
肠埃希菌进行全基因组测序"并在对测序数据进行
拼接组装的基础上"对其耐药和致病机制进行全景
式表征"旨在为食用畜禽养殖过程中抗生素的合理
使用及耐药菌株污染防控提供参考(

’)材料与方法
’@’)材料
’@’@’)菌株来源

以我国食品安全风险监测网从食品中分离到
的 &* 株食源性大肠埃希菌为研究对象"菌株初步鉴
定为致泻大肠埃希菌 )’’* "于 8*f甘油的脑心浸液
肉汤冻存管中" g6* h冰箱储存备用(
’@’@+)主要仪器与试剂

;JJVGILH5I0NQ +*** 测序系统#美国 ;JJVGILH$"
SHLZ9_Z[! /IPN紫外分光光度计 #美国 "EN_GZ$
FI0EN_$"全基因组 9S=提取试剂盒#德国 dIHMNL$(
"载体’感受态细胞均购自日本 "=\=2"试验用抗
生素均购自美国 -IMGH(
’@+)方法
’@+@’)抗生素敏感性试验

根据美国临床和实验室标准委员会 #!JILICHJ
HL‘ /ĤZ_HPZ_]-PHL‘H_‘0;L0PIPVPN"!/-;$推荐的微量
肉汤稀释法 )’+* "以大肠埃希菌 #="!!+&(++$作为
质控菌株"测定 ’: 种抗生素对受试菌株的最低抑菌
浓度 #GILIGVGILEÎIPZ_]CZLCNLP_HPIZL"%;!$"参考
!/-;和美国国家抗菌素耐药监测系统 #SHPIZLHJ
=LPIGIC_ẐIHJ2N0I0PHLCN%ZLIPZ_ILM-]0PNG"S=2%-$

相关标准对耐药折点进行判读( 若菌株对头孢他
啶耐药"则按照 !/-;推荐的琼脂稀释法对其进行
,-./0表型确证( 确证试验中若头孢他啶>克拉维
酸配伍对受试菌株的 %;!值较头孢他啶单独试验
的 %;!值降低了 6 倍及以上时"判定为 ,-./0

阳性(
’@+@+),-./0分型

对 ’@+@’ 中筛选出的菌株进行 ,-./0.*/!"#$%
分析 )’7* "先确定 !"#组别"再用 .*/!"#$%亚分组

#0V^M_ZV[$进行分型 )’8$’&* ( 对阳性扩增产物"将纯
化后的聚合酶链式反应 #1!2$产物连接至 "载
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体"并转至感受态细胞"操作步骤参照试剂盒说明
书"送赛默飞世尔公司测序"将测序结果在美国国
家生物技术信息中心 #S!.;$./=-"上进行比对
获得亚 分型"同 时对菌株进行 ,-./0.*/",%分

析 )’?* ( 引物序列见表 ’( 试验共筛选出 + 株产
!"#$%$&& 型 ,-./0大 肠 埃 希 菌"分 别 编 号 为
,!**’ 和 ,!**+"于 8*f甘油的脑心浸液肉汤冻
存管中" g6* h冰箱储存备用(

表 ’)食源性大肠埃希菌 ,-./0分型所用引物及序列
"ĤJN’)1_IGN_0DZ_,-./00V^P][ILMV0N‘ IL PEI00PV‘]

引物分组 引物名称 引物序列#&+$7+ $ 产物大小 >̂[ 参考文献

T_ZV[ ’

T_ZV[ +

T_ZV[06 HL‘ +& >+?

T_ZV[ (

.*/!"#$%#!"#$%$’ M_ZV[$

.*/!"#$%#!"#$%$+ M_ZV[$

.*/!"#$%#!"#$%$( M_ZV[$

测序引物H

.*/",%

.*/",%$-,d
^

!"#%: T!T"T="=!!=!""!=!!"!
!"#%6 "T==T"==T"T=!!=T=="!
!"#%’: "T="=!!=!!=!T!!T!"!
!"#%’6 "=""T!="!=T===!!T"TTT
!"#%’( !=="!"T=!T""TTT!=="T
!"#%+* ="==!!T"!TT"T=!==""
!"#%’’ ="!==T!!"T!!T="!"TT""=
!"#%’+ T"==T!"T=!T!==!T"!"T!
%’7U TT""======"!=!"T!T"!
%’7/ ""TT"T=!T=""""=T!!T!
%+&U ="T="T=!"!=T=T!=""!T
%+&/ "TTT""=!T=""""!T!!T!
%(U ="TT"T=!===T=T=T"T!=
%(/ !!!""!TT!T="T=""!"!
2e$% T=T!TT="==!=="""!=!=!=TT
%’7$8: !T!!=TTT""""!!!=T"!=!T=!
",%$U "=!T="=!TTT=TTT!""=
",%$/ ""!!"T"""""T!"!=!!!=
-,d$U TTTT=T!"!="====""!""T==T=!
-,d$U TTTTT="!!""=!!=="T!""=="!=

+?* )’7*

78’ )’7*

+*: )’7*

+(7 )’7*

6?7 )’8$’&*

6?& )’8$’&*

6:* )’8$’&*

! !

:’? )’?*

’ ’** )’?*

注%H%测序引物用于!"#$%分型1!2扩增产物连接"载体后的测序&^ %.*/",%$-,d用于",%分型1!2扩增产物的测序&!表示所用引物为通用
测序引物

’@+@7)全基因组 9S=提取
从冻存管中分别挑取 ’@+@+ 筛选出的 + 株产

,-./0大肠埃希菌"划线接种于脑心浸液琼脂平板"
#7: i’$ h培养 ’6 j+8 E 后"挑取单菌落转种于
’* GJ脑心浸液肉汤"#7: i’$ h培养 ’6 j+8 E 后"

按试剂盒说明书操作提取基因组 9S="提取的基因
组 9S=浓度要求 k&* LM>GJ"总量均 k+ !M"并经
*@6f琼脂糖凝胶电泳检测验证(
’@+@8)全基因组序列测定

+ 株大肠埃希菌基因组提取产物送往北京诺禾
致源科技股份有限公司进行全基因组序列测定(

采用超声法将 + 株大肠埃希菌基因组大片段 9S=

随机打断并产生主带"6** ^[ 的一系列 9S=片段"

用 "8 9S=聚合酶’9S=聚合酶和"8 多聚核酸激酶
将打断形成的 9S=粘性末端修复成平末端"再通过
7l端加碱基腺嘌呤#=$"使得 9S=片段能与 7l端带
有胸腺嘧啶#"$碱基的特殊接头连接"用电泳法选
择需回收的目的片段连接产物"再使用 1!2技术扩
增两端带有接头的 9S=片段&最后进行文库构建和
;JJVGILH5I0NQ +*** 平台测序(
’@+@&)基因组组装及注释

通过 .IZSVGN_IC0e:@? 软件内置全基因组测序

数据生物信息学分析流程进行 + 株产 !"#$%$&& 型
大肠埃希菌基因组组装及注释( 每株菌原始测序
数据读长各碱基质量值#d值$的平均值均 k7*"序
列拼 接 组 装 基 于 全 基 因 组 多 位 点 序 列 分 型
#KM%/-"$内置从头组装# ‘NLZbZH00NĜ JN$算法完
成"序列型 #0NQVNLCNP][N" -"$ 等位基因号基于
KM%/-"内置自动组装#H00NĜ J]D_NNCHJJ0$算法获
取&质粒复制子类型’血清型’耐药基因和毒力基因
的识别基于软件大肠埃希菌基因分型 #E@#)*G
MNLZP][ILM$模块内置数据库完成( 此外"通过待测
菌株序列与大肠埃希菌 \’+ c’?&& #TNL.HLa%S!c
***(’7$染色体喹诺酮耐药决定区#d2920$拓扑异
构酶 ;;的 CD:6和 CD:7序列’拓扑异构酶 ;e的 ;/:(

和 ;/:E序列以及染色体编码多粘菌素耐药的
;<)IJ系统’;?:67双分系统’;?:K$LMNO操纵子
以及 ;?:E基因序列的比对"确定本研究 + 株菌的喹
诺酮及多粘菌素耐药突变位点(

+)结果
+@’)药敏结果

,-./0分型试验共从 &* 株食源性大肠埃希菌获
得 + 株产 !"#$%$&& 型 ,-./0大肠埃希菌"其药敏结
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果见表 +( 由表可见"+ 株菌均为头孢类和喹诺酮类
抗生素双重耐药菌株"其中,!**’ 菌株除对美罗培南
#碳青霉烯类$’庆大霉素#氨基糖苷类$和阿奇霉素
#大环内酯类$抗生素敏感外"对其他所有测试的抗

生素均耐药&,!**+ 菌株则对氨苄西林#青霉素类$’
头孢他啶#头孢类$’阿莫西林>克拉维酸#!$内酰胺酶
类抑制剂$’萘啶酸和环丙沙星#喹诺酮类$耐药( +
株菌均为产 ,-./0菌株(

表 +)+ 株大肠埃希菌对 ’7 类 ’: 种抗生素药敏及对应耐药基因情况H

"ĤJN+)=LPIGIC_ẐIHJ0V0CN[PÎIJIP]ZD+ 0P_HIL0ZD!"#$%$&& [_Z‘VCILME@#)*GHMHIL0P’: HLPIGIC_ẐIHJ0

抗生素种类 抗生素名称

,!**’ ,!**+

%;!
>#GM>/$

药敏
结果

介导耐药的基因
%;!

>#GM>/$
药敏
结果

介导耐药的基因

青霉素类
头孢类
碳青霉烯类
!$内酰胺酶类抑制剂
多粘菌素类
叶酸通路抑制剂

氨基糖苷类

四环素类

氯霉素类

大环内酯类

喹诺酮类

磷霉素类
,-./0表型

氨苄西林 k’+6 耐药
头孢他啶 7+ 耐药
美罗培南 *@’+& 敏感

阿莫西林>克拉维酸 k?8>7+ 耐药

多粘菌素C k7+ 耐药
复方新诺明 k6>’&+ 耐药

链霉素 ^ k7+ 耐药
庆大霉素 ’ 敏感
四环素 k7+ 耐药
氯霉素 k7+ 耐药

氟苯尼考C k’? 耐药

阿奇霉素C 8 敏感
萘啶酸 k’+6 耐药
环丙沙星 ’? 耐药

恩诺沙星C k6 耐药
磷霉素 ! !

头孢他啶>克拉维酸 *@& 阳性

.*/!"#$%$&& " .*/",%$’8’

.*/!"#$%$&& " .*/",%$’8’
!

.*/!"#$%$&& ".*/",%$’8’
;?:E#9:7<" %’6&"" -++&"$

01*-23" 89:6&-

04:627" /;<#3=$>!!/

454#6$2#7$

#?*2#?*6’" 9*)@

!

)AB627" CD:6# -67/" 96:5$ ";/:(# -6*;$

!
.*/!"#$%$&& " .*/",%$’8’

?8 耐药
’? 耐药

*@’+& 敏感
k?8>7+ 耐药
*@+6 敏感

*@+&>8@:& 敏感
’ 敏感
+ 敏感

*@+& 敏感
’ 敏感

*@& 敏感
6 敏感
7+ 耐药
6 耐药
’ 中介
! !

*@+& 阳性

.*/!"#$%$&& " .*/",%$’8’

.*/!"#$%$&& " .*/",%$’8’
!

.*/!"#$%$&& " .*/",%$’8’
!
!

!

!

!

!

A":F&

9)06
.*/!"#$%$&& " .*/",%$’8’

注%H%解释标准参考 !/-;&^ %解释标准参考 S=2%-&C%通常为兽用抗生素&!表示未识别到该基因或未开展抗生素药敏测试&复方新诺明%甲氧
苄啶>磺胺甲恶唑

+@+)基因组序列组装结果
用 .IZSVGN_IC0软件对 + 株菌基因组序列数据

进行拼接组装"结果显示",!**’ 菌株基因组大小为
8@6* %̂ "鸟嘌呤和胞嘧啶所占的比率#T!含量$为
&*@:+f"含有 8 ?(’ 个基因"总长度 8 :(( ’’? ^["

平均长度 ’ *+7 ^["占基因组全长的 6(@7?f"含有
2S=:8 个&,!**+ 菌株基因组大小为 8@8& %̂ "T!
含量 为 &*@6(f" 含 有 8 +:+ 个 基 因" 总 长 度
8 88: ’86 ^["平均长度 ’ *8’ ^["占基因组全长的
66@(&f"含有 2S=67 个( 详见表 7 和图 ’(

表 7)+ 株大肠埃希菌基因组注释结果
"ĤJN7)TNLZGICCEH_HCPN_ImHPIZL HL‘ HLLZPHPIZL ZD+ E@#)*G0P_HIL0

类别
基因组
大小
>%̂

T!
含量
>f

基因
个数

总长度
>̂[

平均
长度
>̂[

占基因
组全长
>f

2S=
个数

=CEPGHL
%/-"

血清
型

毒力基因

编码"
型分泌
系统

编码分
泌型蛋
白质

编码外
膜蛋白
紧密素

编码转
位紧密
粘附素
受体

编码增
强血清
存活
能力

,!**’ 8@6* &*@:+ 8 ?(’ 8 :(( ’’? ’ *+7 6(@7? :8 -"+’ 3’’(456 50# 50; 5/56 4G: G00

,!**+ 8@8& &*@6( 8 +:+ 8 88: ’86 ’ *8’ 66@(& 67 -"78+ 3’’(456 50# 50; 5/56 4G: !

注%!表示未识别到该基因

+@7)全基因组序列的注释结果
经.IZSVGN_IC0软件的注释结果表明"+ 株菌的血

清型均为 3’’(456"属于肠道致病性大肠埃希菌
#,LPN_Z[HPEZMNLICE0#<5:G#<G/ #)*G",1,!$",!**’ 和
,!**+ 菌株的 -"型分别为 -"+’ 和 -"78+( 其中
,!**’菌株携带的质粒属于 & 个不相容群"即 !"#$!!’
!"#%&’!"#’’()*&+, 和 !"#!-",!**+ 菌株携带的质粒属
于 +个不相容群"即!"#$!!和!"#%&"详见表 7和图 ’(
+@8)耐药和毒力基因注释结果

通过与 .IZSVGN_IC0软件大肠埃希菌基因分型
模块内置的耐药基因数据库比对"+ 株菌共识别到
介导 ’* 类抗生素耐药的 +* 个耐药基因#具体见表
+’图 ’ 和图 +$( 其中 ,!**’ 菌株基因组中共识别
到介导 ( 类抗生素耐药的 ’6 个耐药基因"包括介导
磺胺类抗生素#磺胺甲恶唑$耐药的 01*-23’介导四
环素类抗生素耐药的 454#6$2#7$’介导甲氧苄啶类
抗生素#甲氧苄啶$耐药的 89:6&-’介导氨基糖苷类
抗生素耐药的 04:627和 /;<#3=$>!!/’介导 !>内酰胺



产 !"#$%$&& 型超广谱 !$内酰胺酶大肠埃希菌全基因组序列耐药和毒力特征研究!!!王伟"等 !&+7)) !

注%=和 .分别为菌株 ,!**’ 和 ,!**+ 的基因组圈图"每个圈图从内到外依次为 T!含量’T!偏倚’

正义链’反义链和注释的功能基因"绿色字体为质粒复制子"红色字体为耐药基因"黑色字体为毒力基因

图 ’)+ 株大肠埃希菌基因组圈图
FIMV_N’)TNLZGN0ZD+ EH#)*G0P_HIL0H00NĜ JN‘ ^].IZSVGN_IC00ZDPKH_N

注%A":F& 和 9)06为 ,!**+ 独有基因".*/!"#$%$&&和 .*/",%$’8’

为 + 株菌共同携带的基因"其余基因均为 ,!**’ 独有基因

图 +)+ 株大肠埃希菌抗生素耐药基因热图
FIMV_N+)5NHPGH[ ZDHLPÎIZPIC_N0I0PHLCNZLPZJZM]CHPNMZ_IN0

HL‘ HLPÎIZPIC_N0I0PHLCNMNLN0ZL + E@#)*G0P_HIL0

酶类抗生素耐药的 .*/!"#$%$&&和 .*/",%$’8’’介导氯霉
素类抗生素耐药的 #?*2#?*6& 和 9*)@等( ,!**+ 菌
株基因组中共识别到介导 & 类抗生素耐药的 8 个耐
药基因"包括介导青霉素类’头孢类’!>内酰胺酶类
抗生素耐药的 .*/!"#$%$&&’.*/",%$’8’和介导喹诺酮类抗
生素耐药的 A":F& 以及介导磷霉素耐药的 9)06( 与
大肠埃希菌 \’+ c’?&& 菌株 d2920拓扑异构酶编
码基因序列的比对发现",!**’ 菌株的染色体
d2920存在突变"分别为 CD:6第 67 位由丝氨酸突
变为亮氨酸# -67/$’第 6: 位由天冬氨酸突变为组
氨酸#96:5$以及 ;/:(第 6* 位丝氨酸突变为异亮
氨酸#-6*;$"详见表 +( 同时"与大肠埃希菌 \’+ c
’?&& 菌株染色体上编码多粘菌素耐药相关基因的
比对发现",!**’ 菌株的 ;?:E基因存在 7 个突变位
点"分别为第 :7 位由天冬氨酸突变为酪氨酸
#9:7<$’ 第 ’6& 位由甲硫氨酸突变为 苏氨 酸
#%’6&"$ 和第 ++& 位由丝氨酸突变为 苏氨 酸

#-++&"$"详见表 +( 与软件大肠埃希菌基因分型模
块内置毒力基因数据库比对结果表明"+ 株菌均携
带致黏附与脱落 #H‘EN_NLCN>NDDHCNGNLP"=>,$损伤
的肠 细 胞 脱 落 位 点 # JZCV0ZDNLPN_ZC]PN HL‘
NDDHCNGNLP" /,,"又称 /,,毒力岛$"主要包括编码
"型分泌系统 50#基因’分泌型蛋白质 50;基因’外
膜蛋白紧密素 5/56基因和转位紧密粘附素受体 4G:

基因等"此外在 ,!**’ 染色体中还识别到增强菌株
在血清中存活能力的 G00基因"具体详见表 7 和
图 ’(

7)讨论
自 ’((* 年产 !"#$%型 ,-./0大肠埃希菌首次

报道以来 )’:* "世界各国食用畜禽及人类感染产
!"#$%型 ,-./0大肠埃希菌的情况日益严重"我国
社区人群和食用畜禽中产 !"#$%$&& 型 ,-./0大肠
埃希菌的检出率自 +*’’ 年以来也呈逐年上升趋
势 )’6* ( 本研究结果显示"除,!**+ 菌株对恩诺沙星
表现为中介外"+ 株菌几乎对测试的所有头孢类和
喹诺酮类抗生素均耐药( 环丙沙星和头孢类抗生
素是临床治疗肠杆菌科感染的首选用药"而恩诺沙
星又是养殖动物专用的喹诺酮类抗生素 )’($+’* "人或
动物一旦感染上述产 !"#$%$&& 型 ,-./0大肠埃希
菌"极有可能导致治疗失败( 此外",!**’ 菌株对多
粘菌素’链霉素’四环素’氯霉素和氟苯尼考等均表
现为较高的耐药水平"而多粘菌素和氟苯尼考是我
国肉猪养殖中常用的饲料添加剂 )++$+7* "提示上述产
!"#$%$&& 型 ,-./0大肠埃希菌已成为威胁我国居
民健康和生命安全的重要食源性致病菌"因此在基
因水平对其耐药机制的基础研究"是发展耐药菌有
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效防控措施的关键(

研究 )+8$+&*显示".*/!"#$%$&&可位于相同或异种复
制子类型的质粒上进行传播( 本研究 + 株产 !"#$
%$&& 型 ,-./0大肠埃希菌携带有 & 种不同的复制
子类型 #!"#$!!’!"#%&’!"#’’()*&+,’!"#!- $"其中
!"#$!!和 !"#!- 是近年来报道较多的复制子类
型 )+?* "提示该 + 株菌携带的 .*/!"#$%$&&耐药基因可随
!"#$!!和 !"#!- 型质粒在动物源大肠埃希菌及其他
菌属间传播"并通过食物链传递给人类(

本研究采用 .IZSVGN_IC0软件内置的耐药基因
数据库"对 + 株大肠埃希菌基因组中耐药基因进行
了识别( 结果显示 + 株产 !"#$%$&& 型 ,-./0大肠
埃希菌均识别到 .*/!"#$%$&&和 .*/",%$’8’基因"这与菌
株对头孢类和青霉素类抗生素的耐药表型及 1!2
扩增获得的基因型完全符合( 喹诺酮类抗生素耐
药机制中 CD:6和 ;/:(的点突变是最常见的 )+:* "本
研究通过对 + 株菌染色体比对发现",!**’ 菌株
CD:6存在两个点突变 -67/和 96:5";/:(存在一个
点突变 -6*;( 此外"在 + 株菌中还识别到质粒介导
的喹 诺 酮 耐 药 基 因 # [JH0GI‘$GN‘IHPN‘ QVILZJZLN
_N0I0PHLCN"1%d2$ )+6* "分别为 )AB627和 A":F& 基
因( ,!**’ 还携带磺胺类抗生素耐药基因01*-23 和
甲氧苄啶耐药基因 89:6&-"菌株获得 01*- 基因后可
编码产生磺胺类抗生素所无法抑制的二氢叶酸合
成酶来介导耐药 )+(* "而 01*3 则是一种新型的质粒介
导的磺胺类抗生素耐药基因"多出现在携带 ;类整
合子的耐药质粒上"通常也会带有 //86和 89:6#包
括 89:6&- 基因$基因盒"可调控菌株对复方新诺明
的耐药 )7** ( ,!**’ 还携带四环素类耐药基因 454
#6$2#7$"在介导四环素类耐药的 : 个 454基因中"
454#6$基因是大肠埃希菌菌株中出现频率最高的"
其次为 454#7$基因"并且 454#6$在动物来源耐药大
肠埃希菌中的检出率呈逐年上升趋势 )7’* ( ,!**’

还携带氨基糖苷类抗生素耐药基因 04:627和 /;<
#3=$>!!/"均为耐药大肠埃希菌最常见的修饰酶"其
中 04:627基因介导链霉素耐药"而 /;<#3=$>!!/ 基因
则主要介导卡那霉素和新霉素耐药 )7+$77* "未识别到
介导庆大霉素耐药的 //## 3 $>!!/ 基因 )78* "这与
,!**’ 对所测试的链霉素耐药而庆大霉素敏感的表
型试验相符( ,!**’ 还携带氯霉素类抗生素耐药基
因 #?*2#?*6& 和 9*)@"#?*和 #?*6& 编码的细胞内膜
CGJ蛋白"通过介导主动外排系统可使氯霉素在菌
体内的含量明显减少从而实现耐药 )7&* "而 9*)@基因
介导的大肠埃希菌对氟苯尼考的耐药性"在经济型
动物中日益严重"已成为国内外的研究热点 )7?* ( 值
得注意的是"在 ,!**’ 染色体中还识别到与多粘菌

素耐药相关的 ;?:E基因存在 7 个突变位点#9:7<"
%’6&"" -++&"$" ;?:E 基 因 上 有 脂 多 糖
#JI[ZJ[ZJ]0HCCEH_I‘N" /1-$修饰酶"可使菌株对多粘
菌素类药物敏感度降低 )7:* ( 此外",!**’ 菌株中还
识别与保护菌株抵抗血清杀灭作用相关的 G00基因"
说明该菌株感染人类后在血液中可以抵抗来自机
体的杀伤作用 )7?* ( 研究数据可为开展大肠埃希菌
血清型鉴定’耐药表型和毒力表型等的预测’耐药
和毒力机制解析提供新思路"同时可为指导食用畜
禽动物养殖过程中抗生素的合理使用及耐药菌株
污染防控提供依据(
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=[[J,LbI_ZL %IC_ẐIZJ"+*’’" ::#+*$ % :’*8$:’’+B

)’:*).=U,2SF,;S9="WUSTR;2"52"-!5R,;T5=2"-"NPHJB
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!ENGZPEN_"+*’7"&:#?$ %+6+8$+6+:B

)+?*)!=2=""3/;=B1JH0GI‘0IL T_HGLNMHPIbN0%GZJNCVJH_P][ILMZD

_N0I0PHLCN[JH0GI‘0)W*B;LPW%N‘ %IC_ẐIZJ"+*’’"7*’#6$ %?&8$
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