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　 　 摘要:　 为了调查江苏地区奶牛场大肠杆菌中 ｂｌａＮＤＭ基因的分子流行病学特征ꎮ 从江苏部分地区 ３ 个奶牛场

采集样品 １３４ 份ꎬ使用 ＰＣＲ 和测序的方法筛选 ｂｌａＮＤＭ阳性大肠杆菌ꎬ同时对其进行超广谱 β￣内酰胺酶类基因的检

测ꎬ采用药敏试验检测 ｂｌａＮＤＭ阳性大肠杆菌对 １９ 种常用抗生素的敏感性ꎬ通过多位点序列分型(ＭＬＳＴ)和脉冲场凝

胶电泳(ＰＦＧＥ)对携带 ＮＤＭ 基因的大肠杆菌进行亲缘关系分析ꎬ通过质粒结合试验验证 ｂｌａＮＤＭ基因的可转移性ꎮ
结果显示ꎬ从 １３４ 份奶牛场样品中共分离 １５ 株 ｂｌａＮＤＭ阳性大肠杆菌ꎬ包括 ＮＤＭ￣１ 和 ＮＤＭ￣５ ２ 种变体ꎮ １５ 株 ｂｌａＮＤＭ

阳性大肠杆菌对多种抗生素均呈现不同程度的耐药ꎬ奶牛场 １５ 株 ｂｌａＮＤＭ 阳性大肠杆菌包括 ７ 种 ＳＴ 型ꎬ分别是

ＳＴ４１０、ＳＴ８４６、ＳＴ２０６、ＳＴ１０１、ＳＴ１６４２、ＳＴ３０７６、ＳＴ１６２６ꎬ同一种 ＳＴ 型在粪便样品和环境样品中同时存在ꎬ表明相同 ＳＴ
型 ｂｌａＮＤＭ阳性大肠杆菌可在动物与环境间相互传播ꎮ ＰＦＧＥ 试验结果表明ꎬ１５ 株 ｂｌａＮＤＭ阳性大肠杆菌可以分为 １１
个簇ꎬ同一样品的分离株倾向于相同的簇ꎬ在比较小的范围内存在 ＰＦＧＥ 图谱相同的现象ꎻ对 １５ 株菌株的结合子进

行 ｂｌａＮＤＭ基因的转移性试验结果表明ꎬ１５ 株大肠杆菌的 ｂｌａＮＤＭ耐药基因均通过质粒结合转移至受体菌 Ｊ５３ꎮ 表明ꎬ
ｂｌａＮＤＭ阳性大肠杆菌在江苏省部分地区奶牛场中流行相对较为严重ꎬ存在多重耐药现象ꎬ推测 ｂｌａＮＤＭ基因主要通过

质粒结合转移的方式进行水平传播ꎬ这为食品源耐药菌的监测及风险评估提供了依据ꎮ
关键词:　 ＮＤＭ 耐药基因ꎻ 大肠杆菌ꎻ 多位点序列分型ꎻ 药敏试验
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｂｌａＮＤＭ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｆｒｏｍ ｄａｉｒｙ
ｆａｒｍｓ ｉｎ Ｊｉａｎｇｓｕ ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ １３４ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅ ｄａｉｒｙ ｆａｒｍｓ ｉｎ Ｊｉａｎｇｓｕ ｐｒｏｖｉｎｃｅ. Ｔｈｅ ｂｌａＮＤＭ ￣ｐｏｓ￣
ｉｔｉｖｅ Ｅ. ｃｏｌｉ ｗａｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ＰＣＲ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｔｅｎｄｅｄ￣ｓｐｅｃｔｒｕｍ β￣ｌａｃｔａｍａｓｅ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ. Ｔｈｅ ａｎｔｉ￣
ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｂｌａＮＤＭ ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｅ. ｃｏｌｉ ｔｏ １９ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ.
Ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ Ｅ. ｃｏｌｉ ｃａｒｒｙｉｎｇ ＮＤＭ ｇｅｎｅ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｍｕｌｔｉ￣ｌｏｃｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔｙｐｉｎｇ (ＭＬＳＴ) ａｎｄ ｐｕｌｓｅｄ￣

ｆｉｅｌｄ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ( ＰＦＧＥ). Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｒａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ
ｂｌａＮＤＭ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ. Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｆｉｆｔｅｅｎ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｂｌａＮＤＭ ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｅ. ｃｏｌｉ
ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ １３４ ｄａｉｒｙ ｓａｍｐｌｅｓꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ＮＤＭ￣１
ａｎｄ ＮＤＭ￣５. Ａｌｌ ｆｉｆｔｅｅｎ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｂｌａＮＤＭ ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｅ. ｃｏｌｉ
ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓ ａｎｄ
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ｂｅｌｏｎｇｅｄ ｔｏ ｓｅｖｅｎ ＳＴｓꎬ ｎａｍｅｌｙ ＳＴ４１０ꎬ ＳＴ８４６ꎬ ＳＴ２０６ꎬ ＳＴ１０１ꎬ ＳＴ１６４２ꎬ ＳＴ３０７６ꎬ ＳＴ１６２６. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ＳＴ ｗａｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ
ｂｏｔｈ ｆｅｃａｌ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓａｍｐｌｅｓꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｂｌａＮＤＭ ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｅ. ｃｏｌｉ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｙｐｅ ｏｆ ＳＴ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｄ
ｆｒｏｍ ａｎｉｍａｌｓ ｔｏ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＦＧＥ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｆｉｆｔｅｅｎ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｂｌａＮＤＭ ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｅ. ｃｏｌｉ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ
１１ ｃｌｕｓｔｅｒｓꎬ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｓａｍｐｌｅ ｔｅｎｄｅｄ ｔｏ ｈａｖｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ ＰＦＧＥ ｃｌｕｓｔｅｒꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｓａｍｅ ＰＦＧＥ ｐａｔｔｅｒｎ ｅｘｉｓｔｅｄ ｉｎ ａ
ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｓｍａｌｌ ｒａｎｇｅ. Ｔｈｅ ｂｌａＮＤＭ ｇｅｎｅ ｏｆ ｆｉｆｔｅｅｎ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ Ｅ. ｃｏｌｉ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ ｔｏ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ Ｊ５３ ｂｙ ｂｉｎｄｉｎｇ ｗｉｔｈ
ｐｌａｓｍｉｄｓ. Ｔｈｅ ｂｌａＮＤＭ ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｅ. ｃｏｌｉ ｉｓ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｍｏｒｅ ｐｒｅｖａｌｅｎｔ ｉｎ ｄａｉｒｙ ｆａｒｍｓ ｉｎ Ｊｉａｎｇｓｕꎬ ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｉｓ ｍｕｌｔｉ￣ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔ￣
ａｎｃｅ. Ｔｈｅ ｂｌａＮＤＭ ｇｅｎｅ ｉｓ ｍａｉｎｌｙ ｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｄ ｂｙ ｍｅａｎｓ ｏｆ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｔｒａｎｓｆｅｒꎬ ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ａｎｄ ｒｉｓｋ
ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｄｒｕｇ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｂａｃｔｅｒｉｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｄｒｕｇ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｇｅｎｅ ＮＤＭꎻ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎻ ｍｕｌｔｉ￣ｌｏｃｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔｙｐｉｎｇ(ＭＬＳＴ)ꎻ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｓｕｓ￣
ｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔｉｎｇ

　 　 新德里金属 β￣内酰胺酶(ＮＤＭ)能够水解除单

环 β￣内 酰 胺 酶 类 外 的 所 有 金 属 内 酰 胺 酶

(ＭＢＬ) [１￣２] ꎬ包括碳青霉烯酶ꎮ 碳青霉烯酶是治疗

许多革兰氏阴性细菌引起的严重感染的主要抗微

生物剂[３￣４] ꎬ是在临床治疗中的最后一道防线ꎮ 目

前临床上无法获得 ＮＤＭ 酶水解内酰胺类药物的

抑制剂ꎬ包括克拉维酸ꎬ他唑巴坦和舒巴坦ꎮ ＮＤＭ￣
１ 最初是在 ２００８ 年从印度新德里住院的瑞典患者

中分离出的肺炎克雷伯菌中鉴定出来的ꎬ此后陆

续在肠杆菌科、不动杆菌属和假单胞菌的各种物

种中发现 ＮＤＭ￣１ꎬ并已鉴定出 ２４ 种 ＮＤＭ 变体ꎬ其
中肺炎克雷伯菌和大肠埃希菌是 ｂｌａＮＤＭ基因主要

携带者ꎬ对于大肠杆菌ꎬ其 ＳＴ４１０、ＳＴ１６７、ＳＴ６１７ 是

最流行的[５] ꎮ ＮＤＭ 阳性菌株已在世界范围内传播

并被发现ꎬ在印度次大陆ꎬ中东和巴尔干各岛地区

的流行率最高ꎬ对临床管理和公共卫生构成了重

大挑战[６￣７] ꎮ
不仅在医院ꎬ这种携带 ｂｌａＮＤＭ基因的菌株在社区

和环境中也有发现ꎮ 近些年来ꎬ已在食品源动物、伴
侣动物、野生动物中发现 ＮＤＭ 阳性菌[８]ꎮ ２０１７ 年

Ｗａｎｇ 等[９]对肉鸡产业链中 ｂｌａＮＤＭ基因进行流行病学

调查研究ꎬ发现 ＮＤＭ 阳性大肠杆菌来源于商品鸡场ꎬ
并可在商品鸡场的鸡、狗、人、家燕和苍蝇等不同生物

间传播ꎮ ２０１９ 年 Ｌｉｕ 等[１０] 在鹅场的水样中发现了

ＳＴ４８ 型的携带 ｂｌａＮＤＭ￣５的大肠杆菌ꎬ这是第一次在水

禽环境中发现 ＮＤＭ 阳性大肠杆菌ꎮ ２０１７ 年 Ｈｅ
等[１１]首次在江苏省奶牛粪便和生牛乳中发现携带

ｂｌａＮＤＭ￣５ 的肺炎克雷伯菌ꎮ 在国外ꎬ２０１３ 年 Ｇｈａｔａｋ
等[１２]在牛奶样品中发现了携带有 ｂｌａＮＤＭ的大肠杆菌ꎬ
同年欧洲科学家分别在野生鸟类和宠物狗中分离得

到 ＮＤＭ 阳性沙门氏菌和 ＮＤＭ 阳性大肠杆菌[１３￣１４]ꎮ
这些都表明伴侣动物和食品动物已成为携带 ｂｌａＮＤＭ

的细菌储库ꎬ对公共卫生安全造成潜在威胁ꎮ
对于 ＮＤＭ阳性细菌来说ꎬ优势克隆菌株的扩散传

播或质粒在动物、动物性食品和人之间进行快速传播

是导致 ＮＤＭ基因流行的主要分子机制ꎮ 中国作为食

品动物大国ꎬ加强对食品源动物中碳青霉烯酶耐药基

因 ＮＤＭ流行状况的监测显的尤为重要ꎬ对国家控制细

菌耐药性具有重要的意义ꎮ 本研究从江苏部分地区奶

牛场中采集样品ꎬ分离碳青霉烯酶耐药大肠杆菌ꎬ对
ｂｌａＮＤＭ耐药基因在食品动物源大肠杆菌中的流行状况

和传播特征进行了调查研究ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 样品和菌株来源

２０１８ 年 ６ 月从江苏淮安 ２ 个奶牛养殖场采集

样品 １０４ 份ꎬ包括粪便样品和环境样品ꎬ２０１８ 年 ５
月在徐州某奶牛养殖场采集粪便样品和环境样品共

３０ 份ꎬ其中环境样品包括皮肤擦拭子和环境水样

品ꎮ ３ 个奶牛养殖场均使用过 β￣内酰胺酶制剂来处

理牛乳腺炎ꎬ例如阿莫西林和头孢噻呋ꎮ 大肠埃希

菌 ＡＴＣＣ２５９２２ 和 Ｊ５３ 均由江苏省农业科学院农产

品质量安全与营养研究所何涛博士提供ꎮ
１.２　 主要试剂及培养基

头孢噻呋、头孢他啶、亚胺培南、美罗培南和氨

曲南均购自北京索莱宝科技有限公司ꎬＥＣ 肉汤、麦
康凯培养基、ＭＨ 琼脂以及 ＭＨ 肉汤购自青岛海博

生物技术有限公司ꎬＰＣＲｍｉｘ 购自广州东盛生物技术

有限公司ꎬ限制性核酸内切酶 ＸｂａⅠ购自大连宝生

物工程(ＴａＫａＲａ)有限公司ꎬ引物由南京金斯瑞生物

科技有限公司合成ꎮ
１.３　 ｂｌａＮＤＭ阳性大肠杆菌的分离与鉴定

将粪便样品和环境擦拭子用 ＰＢＳ 处理后ꎬ以
１％的比例加入到 １００ ｍｌ 含新生霉素的 ＥＣ 肉汤中
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３７~４０ ℃增菌８~ １２ ｈꎬ然后在含有 １ μｇ / ｍｌ美罗培

南的麦康凯琼脂板上划线ꎬ３７ ℃培养１６~２４ ｈꎬ挑取

平板上的红色单菌落用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 引物和微生物鉴

定仪(Ａｒｉｓ２×)来鉴定菌属ꎬ煮沸法制取模板ꎮ 鉴定

成功的大肠杆菌用 ＰＣＲ 方法扩增 ｂｌａＮＤＭ基因ꎬＮＤＭ
特异性引物按照参考文献[１５]合成ꎬ对扩增的阳性

ＮＤＭ 进行测序ꎬ测序结果使用 ＤＮＡＭＡＮ 软件进行

比对确定 ＮＤＭ 变体ꎮ
１.４　 耐药基因的检测

对携带有 ｂｌａＮＤＭ基因的大肠杆菌进行其他 ＥＳ￣
ＢＬ 类基因的检测ꎬ引物按参考文献[１６]合成ꎬ分别

检测了 ｂｌａＳＨＶ、 ｂｌａＴＥＭ、 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣１、 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣２、 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣９、
ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣２５、 ｂｌａＰＥＲ￣１、 ｂｌａＰＥＲ￣２、 ｂｌａＶＥＢ、 ｂｌａＧＥＳ、 ｂｌａＫＰＣ、
ｂｌａＯＸＡ￣２￣ｇｒｏｕｐ、ｂｌａＯＸＡ￣１０￣ｇｒｏｕｐꎮ
１.５　 毒力基因的检测

对携带有 ｂｌａＮＤＭ基因的大肠杆菌进行相关毒力

基因的检测ꎬ三重 ＰＣＲ 检测 ｓｔｘ１、ｓｔｘ２、ｈｌｙ 基因ꎬ二
重 ＰＣＲ 检测 ｓｔｘ２ｖ、ｅａｅ 基因ꎬ引物由本实验室保存ꎮ
１.６　 药敏试验

按照美国临床试验室标准委员会 ＣＬＳＩ(２０１３)

推荐的琼脂稀释法测定大肠杆菌对临床感染常用的

抗感染药物 β￣内酰胺酶类药物(头孢他啶、头抱噻

呋、美罗培南、亚胺培南和氨曲南)以及四环素、氨
基酸糖苷类药物(庆大霉素)、氟喹诺酮类(环丙沙

星)等几类药物的敏感性ꎮ 大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２
作为质控菌株ꎬ同时设 ＭＨ 肉汤为阴性对照ꎮ 每株

菌株做 ２ 个重复ꎮ 操作步骤及结果判定按照标准药

敏实验标准进行ꎮ
１.７　 多位点序列分型(ＭＬＳＴ)

本研究对 １５ 株 ｂｌａＮＤＭ阳性大肠杆菌进行 ＭＬＳＴ
分型ꎬ７ 对管家基因引物[１７]详见表 １ꎬＰＣＲ 扩增后进

行琼脂糖凝胶电泳ꎬ再送南京思普金公司进行测序ꎮ
把一代测序的结果参照 Ｅ. ｃｏｌｉ ＭＬＳＴ 的数据库(ｈｔ￣
ｔｐｓ: / / ｐｕｂｍｌｓｔ.ｏｒｇ / ｂｉｇｓｄｂ? ｄｂ ＝ ｐｕｂｍｌｓｔ＿ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ＿
ｓｅｑｄｅｆ)进行分型ꎮ
１.８　 脉冲场凝胶电泳试验(ＰＦＧＥ)

参照美国 ＣＤＣ (Ｃｅｎｔｅｒｓ ｆｏｒ ｄｉｓｅａｓｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ
ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ )Ｐｕｓｌｅ Ｎｅｔ 大肠杆菌标准 ＰＦＧＥ 操作规程ꎬ
对携带有 ｂｌａＮＤＭ基因的大肠杆菌进行 ＰＦＧＥ 分型ꎮ

表 １　 ７ 对管家基因序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｓｅｖｅｎ ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅｓ

管家基因 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 　 　 　 退火温度(℃) 片段大小(ｂｐ)

ａｄｋ Ｐ１:ＡＴＴＣＴＧＣＴＴＧＧＣＧＣＴＣＣＧＧＧ ５４ ５３６

Ｐ２:ＣＣＧＴＣＡＡＣＴＴＴＣＧＣＧＴＡＴＴＴ

ｆｕｍＣ Ｐ１:ＴＣＡＣＡＧＧＴＣＧＣＣＡＧＣＧＣＴＴＣ ５４ ４６９

Ｐ２:ＧＴＡＣＧＣＡＧＣＧＡＡＡＡＡＧＡＴＴＣ

ｇｙｒＢ Ｐ１:ＴＣＧＧＣＧＡＣＡＣＧＧＡＴＧＡＣＧＧＣ ６０ ４６０

Ｐ２:ＡＴＣＡＧＧＣＣＴＴＣＡＣＧＣＧＣＡＴＣ

ｉｃｄ Ｐ１:ＡＴＧＧＡＡＡＧＴＡＡＡＧＴＡＧＴＴＧＴＴＣＣＧＧＣＡＣＡ ５４ ５１８

Ｐ２:ＧＧＡＣＧＣＡＧＣＡＧＧＡＴＣＴＧＴＴ

ｍｄｈ Ｐ１:ＡＴＧＡＡＡＧＴＣＧＣＡＧＴＣＣＴＣＧＧＣＧＣＴＧＣＴＧＧＣＧＧ ６０ ４５２

Ｐ２:ＴＴＡＡＣＧＡＡＣＴＣＣＴＧＣＣＣＣＡＧＡＧＣＧＡＴＡＴＣＴＴＴＣＴＴ

ｐｕｒＡ Ｐ１:ＣＧＣＧＣＴＧＡＴＧＡＡＡＧＡＧＡＴＧＡ ５４ ４７８

Ｐ２:ＣＡＴＡＣＧＧＴＡＡＧＣＣＡＣＧＣＡＧＡ

ｒｅｃＡ Ｐ１:ＡＧＣＧＣＧＡＡＧＧＴＡＡＡＡＣＣＴＧＴＧ ５５ ５１０

Ｐ２:ＡＣＣＴＴＴＧＴＡＧＣＴＧＴＡＣＣＡＣＧ

１.９　 质粒结合试验

使用膜接合转移的方法对 ｂｌａＮＤＭ基因的传播方

式进行验证ꎬ分别以携带 ｂｌａＮＤＭ基因大肠杆菌和 Ｊ５３
作供体菌和受体菌ꎬ用含 １ ｍｇ / Ｌ 的美罗培南和 １００
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ｍｇ / Ｌ的叠氮化钠的麦康凯平板筛选携带 ｂｌａＮＤＭ基因

阳性接合子ꎬ通过 ＰＣＲ 方法验证结合子 ｂｌａＮＤＭ基因

是否被成功结合转移ꎮ

２　 结 果

２.１　 ＮＤＭ 阳性大肠杆菌的分离与鉴定

２０１８ 年 ５ 月至 ６ 月在江苏省淮安市和徐州市

奶牛场 １３４ 份样品中共分离出 １５ 株 ｂｌａＮＤＭ阳性大

肠杆菌ꎬ经测序ꎬ并在 ＤＮＡＭＡＮ 上与 ２４ 种 ＮＤＭ 变

体比对ꎬ发现包括 ＮＤＭ￣１ 和 ＮＤＭ￣５ ２ 种变体(１３ 株

ＮＤＭ￣１ꎬ２ 株 ＮＤＭ￣５)ꎬ其中有 ５ 份来自环境样品ꎬ１０
份来自粪便样品ꎮ ｂｌａＮＤＭ样品阳性率达 ７􀆰 ２３％(９ /
１３４)ꎬｂｌａＮＤＭ阳性大肠杆菌的阳性率为 ２５􀆰 ００％(１５ /
６０)ꎮ
２.２　 耐药基因检测结果统计

对 １５ 株 ｂｌａＮＤＭ阳性大肠杆菌进行 １３ 种 ＥＳＢＬ
类基因的检测ꎬ结果发现所有 ｂｌａＮＤＭ阳性大肠杆菌

携带一种或多种 ＥＳＢＬ 类基因ꎬ有 １ 株从粪便样品

中分出的菌株同时携带 ＮＤＭ 基因和多黏菌素耐药

基因 ｍｃｒ￣１ꎬ由表 ２ 可知ꎬ环境样品比粪便样品含有

ＥＳＢＬ 类基因种类多ꎮ

表 ２　 不同来源 ｂｌａＮＤＭ阳性大肠杆菌中耐药基因阳性率

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｄｒｕｇ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｆ
ｂｌａＮＤＭ ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ

基因
耐药基因阳性率(％)

粪便样品 环境样品

ｂｌａＴＥＭ １００ １００

ｂｌａＳＨＶ ０ ２０

ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣９ ２０ ４０

ｂｌａＯＸＡ￣２ ０ ２０

ｂｌａＯＸＡ￣１０ ０ ４０

ｍｃｒ￣１ １０ ０

２.３　 药敏试验

由图 １ 可看出ꎬ１５ 株 ｂｌａＮＤＭ阳性大肠杆菌对头

孢类(头孢噻呋、头孢他啶、头孢唑啉)、四环素、氨
苄西林都呈现 １００％的耐药率ꎬ对氨曲南的耐药率

为 ０ꎻ１５ 株菌对 β￣内酰胺酶类药物美罗培南和亚胺

培南的耐药率分别为 ３３􀆰 ３％(５ / １５)和 ６０％(９ / １５)ꎬ
对亚胺培南的耐药率高于美罗培南ꎻ对氨基酸糖苷

类药物庆大霉素、妥布霉素和阿米卡星的耐药率分

别为 ５３􀆰 ３％(８ / １５)、３３􀆰 ３％(５ / １５)和 ６􀆰 ７％(１ / １５)ꎻ
对四环素类抗生素米诺环素的耐药率达 ６６􀆰 ７％
(１０ / １５)ꎻ对喹诺酮类药物环丙沙星和左氟沙星的

耐药率分别为 ６０％(９ / １５)和 ３３􀆰 ３％(５ / １５)ꎮ

ａ:头孢噻呋ꎻｂ:氨曲南ꎻｃ:头孢他啶ꎻｄ:美罗培南ꎻｅ:亚胺培南ꎻｆ:
亚胺硫霉素ꎻｇ:呋喃妥因ꎻｈ:哌拉西啉ꎻｉ:四环素ꎻｊ:头孢吡肟ꎻｋ:
头孢唑啉ꎻｌ:左氟沙星ꎻｍ:妥布霉素ꎻｎ:庆大霉素ꎻｏ:氨苄西林ꎻ
ｐ:环丙沙星ꎻｑ:米诺环素ꎻｒ:阿米卡星ꎮ
图 １　 １５ 株 ｂｌａＮＤＭ阳性大肠杆菌对不同抗生素的耐药率

Ｆｉｇ.１　 Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｒａｔｅｓ ｏｆ １５ ｂｌａＮＤＭ ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｅ.ｃｏｌｉ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

２.４　 多位点序列分型结果

通过多位点序列分型将 １５ 株 ｂｌａＮＤＭ阳性大肠

杆菌共分成 ７ 种 ＳＴ 型ꎬ包括 ＳＴ２０６(２ 株)、ＳＴ８４６(４
株)、ＳＴ４１０ (１ 株)、ＳＴ１６２６ ( １ 株)、 ＳＴ１０１ ( １ 株)、
ＳＴ３０７６(１ 株)、ＳＴ１６４２(１ 株)ꎬ以 ＳＴ２０６ 和 ＳＴ８４６ 较

为流行(表 ３)ꎮ
２.５　 ＰＦＧＥ 分型结果

如图 ２ 所示ꎬ将 １５ 株 ｂｌａＮＤＭ阳性大肠杆菌使用

ＸｂａⅠ酶进行 ＰＦＧＥ 分型ꎬ根据 ＰＦＧＥ 聚类结果ꎬ１５
株大肠杆菌可以分为 １１ 个簇ꎬ菌株 １￣２８￣１３９ 和菌株

１￣２８￣１４４ 具有相同的 ＰＦＧＥ 型别ꎮ 菌株 Ｍ３￣１、Ｍ３￣
２１ 和菌株 Ｍ３￣２７ 具有相同的 ＰＦＧＥ 型别ꎮ 菌株 Ｍ１￣
４１ 和菌株 １￣５￣１０６ 具有相同的 ＰＦＧＥ 型别ꎮ 其他 ８
个型别分别只包含 １ 株菌株ꎮ 同一样品的分离株倾

向于相同的 ＰＦＧＥ 型别ꎬ在小范围内存在相同的

ＰＦＧＥ 图谱ꎮ
２.６　 质粒结合试验

通过 ＰＣＲ 方法对结合子进行 ｂｌａＮＤＭ基因的验

证ꎬ１５ 株大肠杆菌的 ｂｌａＮＤＭ耐药基因全部结合转移

至大肠杆菌 Ｊ５３ 中ꎮ 这表明 ＮＤＭ 耐药基因可能会

在不同的 ＳＴ 型大肠杆菌中以质粒转移的方式进行

传播扩散ꎮ
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表 ３　 １５ 株 ｂｌａＮＤＭ阳性菌的 ＳＴ 型及耐药表型

Ｔａｂｌｅ ３　 ＳＴ ａｎｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ １５ ｂｌａＮＤＭ ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｅ.ｃｏｌｉ

细菌编号 ＮＤＭ 型 耐药基因及毒力基因 ＳＴ 型 耐药表型

Ｍ１６￣１９４ ＮＤＭ５ ｂｌａＴＥＭ ＳＴ１６２４ ＣＥＦ / ＴＡＺ / ＭＥＭ / ＩＰＭ / ＩＭＩ / ＰＩＰ / ＴＥＴ / ＣＰＤ / ＣＺ / ＬＶＸ / ＴＯＢ / ＧＭ / ＡＭ / ＣＩＰ / ＭＩＮ
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图 ２　 １５ 株 ｂｌａＮＤＭ阳性大肠杆菌的 ＰＦＧＥ 分型

Ｆｉｇ.２　 Ｐｕｌｓｅｄ￣ｆｉｅｌｄ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ(ＰＦＧＥ) ｔｙｐｉｎｇ ｏｆ １５ ｂｌａＮＤＭ ￣ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｅ.ｃｏｌｉ

３　 讨 论

本研究对江苏省部分地区奶牛场的 ｂｌａＮＤＭ耐药

基因的流行状况及其传播规律进行了研究ꎮ 本研究

从 ３ 个不同的奶牛场共采集样品 １３４ 份ꎬ其中

ｂｌａＮＤＭ样品阳性率达 ７􀆰 ２３％(９ / １３４)ꎬｂｌａＮＤＭ阳性大

肠杆菌的阳性率 ２５􀆰 ００％(１５ / ６０)ꎬ主要流行 ＮＤＭ￣１
和 ＮＤＭ￣５ ２ 种变体ꎬ在粪便样品和环境样品中均检

测到这 ２ 种变体的存在ꎬ表明 ｂｌａＮＤＭ基因可能在动

物体与环境间相互传播ꎬ并存在从动物向人群扩散

的风险ꎮ ｂｌａＮＤＭ￣５阳性大肠杆菌相比 ｂｌａＮＤＭ￣１阳性大

肠杆菌对以美罗培南为代表的碳青霉烯酶类抗生

素ꎬＭＩＣ 高出 １４ 倍ꎬ推测 ＮＤＭ￣５ 变体的酶活性高于

ＮＤＭ￣１ꎬ可诱导菌株产生更强的耐药能力ꎻ同时发现

在环境样品分离的菌株中携带有比较多种类的 β￣
内酰胺酶基因ꎮ

５９３王　 警等:江苏地区奶牛场 ｂｌａＮＤＭ阳性大肠杆菌的分子流行病学



碳青霉烯酶类药物作为治疗肠杆菌科细菌感染

效果最好的抗菌药物之一ꎬ治疗效果都好于三、四代

头孢[１８]ꎬ从本研究结果看ꎬｂｌａＮＤＭ阳性大肠杆菌除对

单环 β￣内酰胺酶类抗生素氨曲南耐药率为 ０ 外ꎬ几
乎对所有的碳青霉烯酶类抗生素都表现为不同水平

的耐药性ꎬ对头孢类药物已达到比较高的耐药水平ꎬ
对亚胺培南和美罗培南的耐药率分别达 ６０􀆰 ０％和

３３􀆰 ３％ꎬ这与报道一致[１９]ꎮ 不仅如此ꎬ１５ 株 ｂｌａＮＤＭ

阳性大肠杆菌对氨基酸糖苷类药物、四环素类抗生

素、喹诺酮类药物都有不同水平的耐药性ꎻ作为在兽

医临床上使用率较高的药物ꎬ本研究中 １５ 种 ｂｌａＮＤＭ

阳性大肠杆菌对庆大霉素和环丙沙星的耐药率分别

为 ５３􀆰 ３％和 ６０􀆰 ０％ꎬ这可能跟牛场的饲养管理有

关ꎬ３ 个奶牛养殖场的养殖方式均是农户散养ꎬ饲养

管理水平比较落后ꎬ使得奶牛源大肠杆菌存在多重

耐药性ꎬ这也更有利于 ｂｌａＮＤＭ基因从动物扩散到环

境ꎮ
１５ 株 ｂｌａＮＤＭ阳性大肠杆菌共分成 ７ 种 ＳＴ 型ꎬ包

括 ＳＴ４１０、 ＳＴ２０６、 ＳＴ８４６、 ＳＴ１６２６、 ＳＴ１０１、 ＳＴ３０７６、
ＳＴ１６４２ꎬ奶牛场以 ＳＴ２０６ 和 ＳＴ８４６ 较为流行ꎮ 除

ＳＴ４１０ 外ꎬ其余都鲜少在奶牛中报道ꎬ只在人医临床

中有报道ꎮ 不同 ＳＴ 型对各种药物的最小抑菌浓度

无明显差异ꎬ但当携带相同 ｂｌａＮＤＭ基因时ꎬ大肠杆菌

ＳＴ２０６ 对美罗培南 ＭＩＣ 值比大肠杆菌 ＳＴ８４６ 高出 ４
倍ꎮ １５ 株 ｂｌａＮＤＭ 阳性大肠杆菌使用 ＸｂａⅠ酶进行

ＰＦＧＥ 分型ꎬ根据 ＰＦＧＥ 聚类结果ꎬ１５ 株大肠杆菌可

以分为 １１ 个簇ꎬ小范围内存在相同的 ＰＦＧＥ 图

谱[２０￣２１]ꎮ 从质粒结合转移试验结果中看出ꎬ１５ 株大

肠杆菌的 ｂｌａＮＤＭ耐药基因可全部结合转移至大肠杆

菌 Ｊ５３ 中ꎬ推测 ＮＤＭ 耐药基因可在不同的 ＳＴ 型中

以质粒转移的方式进行传播ꎬ为确定 ＮＤＭ 耐药基

因位于哪种质粒以哪种方式进行的传播ꎬ后续需要

做 Ｓ１￣ＰＦＧＥ 和 Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ 进行验证ꎮ
近年来ꎬ随着抗菌药物在人医临床及动物养殖

中的广泛使用ꎬ多重耐药现象普遍存在ꎮ ２０１７ 年世

界经济全球风险报告指出ꎬ病菌对抗生素的耐药性

己经成为人类健康的最大威胁之一ꎬ同时也给环境

微生态平衡以及养殖产业的健康发展带来了巨大损

害[２２]ꎮ 本研究通过在江苏部分地区奶牛场采集

１３４ 份样品ꎬ分离到 １５ 株碳青霉烯酶耐药大肠杆

菌ꎬ对 ｂｌａＮＤＭ耐药基因在奶牛场的流行状况和传播

特征进行了调查研究ꎬ为食品动物源 ｂｌａＮＤＭ阳性大

肠杆菌的流行病学调查研究提供依据ꎬ加强了兽医

临床动物中 ｂｌａＮＤＭ基因的流行监测ꎬ对控制耐药性

的扩散具有重要意义ꎮ
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