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　 　 摘要:　 为明确江苏省和山东省规模化养殖场奶牛粪便中大肠埃希菌的耐药情况与分子流行病学特征ꎬ本研究

从江苏省徐州市、淮安市、宿迁市、盐城市和山东省日照市 ５ 市规模化养殖场采集腹泻奶牛粪便样品 １５６ 份ꎬ使用伊红

美蓝琼脂培养基分离大肠埃希菌ꎬ利用微量肉汤稀释法测定分离株对常见抗菌药物的耐药性ꎬ基于全基因组测序结

果分析分离菌株耐药基因和毒力基因的携带情况及其分子分型和主要流行特征ꎮ 结果表明ꎬ从 １５６ 份奶牛粪便样品

中共分离获得 ４６ 株大肠埃希菌ꎬ分离率为 ２９.４９％ꎬ分离株对庆大霉素、氨苄西林、四环素和磺胺甲口恶唑的耐药率较

高ꎬ分别为 ６５􀆰 ２２％、６３􀆰 ０４％、６３􀆰 ０４％和 ６０􀆰 ８１％ꎻ５８􀆰 ７０％的分离株对 ３ 种及以上药物产生耐药性ꎮ 分离株中共检测出

４４ 种耐药基因和 ５７ 种毒力基因ꎬ耐药基因主要包括 ｂｌａＥＣ、ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣ ５５、ｂｌａＮＤＭ￣５、ｂｌａＮＤＭ￣６、ａｐｈ(３’)￣Ｉａ、ｔｅｔ(Ａ)、ｓｕｌ２、ｑｎｒＳ１
和 ｍｐｈ(Ａ)ꎬ检出率分别为 １００􀆰 ００％、４７􀆰 ８３％、６􀆰 ５２％、２􀆰 １７％、３０􀆰 ４３％、３４􀆰 ７８％、３０􀆰 ４３％、２６􀆰 ０９％、３２􀆰 ６１％ꎬ毒力基因主

要包括 ｅｓｐＸ１、ｆｅｄＣ、ｓｓｌＥ、ｉｓｓ、ｅａｅ、ａｓｔＡ、ｓｔｘＡ１ａ、ｓｔｘＢ１ａ、ｓｔｘＢ２ｃꎬ检出率分别为 ８４􀆰 ７８％、８０􀆰 ４３％、５０􀆰 ００％、３４􀆰 ７８％、８􀆰 ７０％、
４􀆰 ３４％、２􀆰 １７％、２􀆰 １７％、２􀆰 １７％ꎮ 从 ４６ 株分离株中共预测到 ３０ 种血清型和 ２８ 种多位点序列分型(ＭＬＳＴ)ꎬ其中 Ｏ１０１
为主要流行血清型ꎬ占比 ２１􀆰 ７４％ꎻＳＴ１０ 为优势 ＭＬＳＴꎬ占比 １７􀆰 ３９％ꎮ 分离株可分为 ４ 个进化分支ꎬ不同地区分离株之

间遗传进化关系较远ꎮ 本研究结果为江苏省和山东省地区奶牛大肠埃希菌引发的疾病的精准防治提供了参考依据ꎮ
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　 　 大肠埃希菌(Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ)属革兰氏阴性菌ꎬ
广泛存在于动物肠道及动物生活环境中ꎮ 大肠埃希

菌是引发奶牛腹泻的主要病原菌[１]ꎮ 大肠埃希菌

致病菌株毒力基因种类繁多ꎬ根据其临床特征及携

带的特定毒力基因ꎬ可将致病大肠埃希菌分为肠致

病性大肠埃希菌(Ｅｎｔｅｒｏｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎬ
ＥＰＥＣ)、肠产毒素性大肠埃希菌 ( Ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｇｅｎｉｃ
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎬＥＴＥＣ)、肠侵袭性大肠埃希菌(Ｅｎ￣
ｔｅｒｏｉｎｖａｓｉｖｅ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎬＥＩＥＣ)、肠出血性大肠埃

希菌(Ｅｎｔｅｒｏｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎬＥＨＥＣ)、肠
黏附性大肠埃希菌(Ｅｎｔｅｒｏａｇｇｒｅｇａｔｉｖｅ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏ￣
ｌｉꎬＥＡＥＣ)和弥散黏附性大肠埃希菌(Ｄｉｆｆｕｓｅｌｙ ａｄ￣
ｈｅｒｅｎｔ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉꎬＤＡＥＣ)６ 类[２]ꎮ

牛是大肠埃希菌的天然宿主ꎬＥＨＥＣ、ＥＰＥＣ 和

ＥＴＥＣ 都可导致犊牛腹泻[３]ꎮ Ｂａｃｈｍａｎｎ 等[４] 研究

发现ꎬ牛初乳中分离到的大肠埃希菌和粪便中分离

到的大肠埃希菌有高度同源性ꎬ说明大肠埃希菌可

能通过粪便污染初乳导致犊牛腹泻ꎮ 养殖环境中的

大肠埃希菌是导致奶牛乳腺炎的常见病原菌[５]ꎮ
大肠埃希菌存在于养殖垫料、饮水及动物粪便中ꎬ在
牛群之间广泛传播ꎬ同时牛粪的肥料化应用亦是造

成大肠埃希菌广泛传播的重要途径之一[６]ꎮ
临床大肠埃希菌中耐药菌株占比为 ７６.５％ꎮ ２０ 世

纪 ９０ 年代以来ꎬ牛源大肠埃希菌对 β￣内酰胺类、氨基

糖苷类、四环素类、氯霉素类、喹诺酮类和磺胺类抗生

素的耐药率均逐步上升到５０％~１００％[７]ꎮ 在中国北方

及云南和四川地区的奶牛场ꎬ大肠埃希菌导致的奶牛

腹泻严重ꎬ且大肠埃希菌携带多种耐药基因ꎬ多重耐药

现象严重[８￣９]ꎮ 大肠埃希菌耐药基因可以水平传播整

合到其他微生物群中ꎬ严重威胁人类和动物健康[１０]ꎮ
针对江苏省、山东省地区牛源大肠埃希菌耐药情

况与分子流行病学特征缺乏研究的现状ꎬ本研究拟从

江苏省徐州市、淮安市、宿迁市、盐城市和山东省日照

市 ５ 市规模化养殖场采集腹泻奶牛粪便样品 １５６ 份ꎬ
利用全基因测序技术分析江苏和山东地区奶牛养殖

场中大肠埃希菌耐药情况及其分子分型、毒力基因和

耐药基因携带情况ꎬ以期阐明该地区牛源大肠埃希菌

遗传特性和流行特征ꎬ为该地区牛源大肠埃希菌引发

的疾病的精准防治提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 主要试剂和仪器

伊红美蓝琼脂培养基、麦康凯琼脂培养基、
ＣＡＭＨＢ 肉汤培养基、ＬＢ 肉汤培养基和琼脂粉均购

自青岛海博生物科技有限公司ꎻ２×Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购

自南京诺唯赞生物科技有限公司ꎻ甘油购自上海阿

拉丁生化科技股份有限公司ꎻＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｋｅｒ、
Ｇｅｌ Ｒｅｄ 核酸染料购自生工生物工程(上海)股份有

限公司ꎻ细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒购自广州美基

(Ｍａｇｅｎ)生物科技有限公司ꎮ
ＳＭ８３０ 立式压力蒸汽灭菌器购自日本 ＹＡＭＡ￣

ＴＯ 公司ꎻ５８１０Ｒ 高速冷冻离心机、Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４２４Ｒ
高速冷冻离心机购自德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 股份公司ꎻ生物

安全柜购自苏净安泰空气技术有限公司ꎻＤＨＰ￣９０５２
电热恒温培养箱购自上海一恒科技有限公司ꎻＰＣＲ
仪、ＰｏｗｅｒＰａｃ ＨＣ 电泳仪、Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｈｏｏｄ Ⅱ凝胶成
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像仪购自美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ 公司ꎮ
１.２　 牛源大肠埃希菌的分离和鉴定

从江苏省盐城市、徐州市、淮安市、宿迁市和山

东省日照市 ５ 市的规模化奶牛场收集腹泻奶牛粪便

拭子样品 １５６ 份ꎬ于 ４ ℃保存待测ꎮ 粪便拭子样品

放入装有 ５ ｍＬ 无菌磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ)的微量离

心管内ꎬ充分振荡混匀ꎬ使用接种环取培养液在伊红

美蓝琼脂培养基平板划线ꎬ３７ ℃恒温培养 １８ ｈꎬ挑
取黑色带有绿色金属光泽的疑似大肠埃希菌单菌

落ꎬ纯化３~ ５ 次ꎬ使用大肠埃希菌鉴定引物(表 １)
ｕｉｄＡ￣Ｆ / ｕｉｄＡ￣Ｒ 对分离株进行 ＰＣＲ 鉴定[１１]ꎮ ＰＣＲ
程序为ꎬ９４ ℃预变性 ５􀆰 ０ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０􀆰 ０ ｓꎬ５５
℃退火 ３０􀆰 ０ ｓꎬ７２ ℃延伸 １􀆰 ５ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ７２ ℃
延伸 ５ ｍｉｎꎬ于 ４ ℃保存ꎮ ＰＣＲ 产物通过 １􀆰 ５％的琼

脂糖凝胶电泳检测ꎮ

表 １　 大肠埃希菌鉴定引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ

引物名称 引物序列(５′→３′) 　 　 　 产物长度(ｂｐ)

ｕｉｄＡ￣Ｆ ＡＴＧＣＣＡＧＴＣＣＡＧＣＧＴＴＴＴＴＧＣ １ ４８７
ｕｉｄＡ￣Ｒ ＡＡＡＧＴＧＴＧＧＧＴＣＡＡＴＡＡＴＣＡＧＧＡＡＧＴＧ １ ４８７

１.３　 抗生素敏感性试验

以大肠埃希菌标准菌株 ＡＴＣＣ ２５９２２ 为质控菌

株ꎬ采用微量肉汤稀释法(Ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎ￣
ｔｒａｔｉｏｎꎬＭＩＣ)对大肠埃希菌进行以氨苄西林(ＡＭＰ)、
四环素(ＴＥＴ)、环丙沙星(ＣＩＰ)、硫酸黏菌素(ＣＳ)、美
罗培南(ＭＥＭ)、庆大霉素(ＧＥＮ)、氯霉素(ＣＨＬ)、替
加环素(ＴＩＧ)、磷霉素(ＦＯＳ)、磺胺甲口恶唑(ＳＭＺ)等
１０ 种抗菌药物为试验对象的的药敏检测ꎮ 根据美国

临床实验室标准协会(Ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｓｔａｎｄ￣
ａｒｄｓ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅꎬ ＣＬＳＩ)推荐标准[１２]ꎬ对结果进行判定ꎬ
结果分为耐药(ＲｅｓｉｓｔａｎｃｅꎬＲ)、中介(ＩｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅꎬＩ)、
敏感(ＳｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅꎬＳ)ꎮ 耐药性标准如表 ２ 所示ꎮ
１.４　 全基因组测序及分析

利用 ＤＮＡ 提取试剂盒提取菌株 ＤＮＡ 后ꎬ使用

Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ Ｘ￣Ｔｅｎ 系统(美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｉｎｃ 公司产

品)进行测序ꎮ 利用在线软件 ＳＰＡｄｅｓ( ｈｔｔｐ: / / ｃａｂ.
ｓｐｂｕ.ｒｕ / ｓｏｆｔｗａｒｅ / ｓｐａｄｅｓ / )进行序列读数组装ꎬ并使

用 Ｕｎｉｃｙｃｌｅｒ ｖ０.５.０ 软件对原始序列进行质量控制ꎬ
再利用 Ｐｉｌｏｎ 软件对数据进一步组装ꎬ最终得到精

确度高的全基因组ꎮ 使用 Ｒｅｓ Ｆｉｎｄｅｒ 和 ＶＦＤＢ Ｆｉｎｄ
ｅｒ[１３] 网络数据库分析大肠埃希菌分离株的耐药基

表 ２　 耐药性标准

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｒｉｔｅｒｉａ ｆｏｒ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

抗菌药物　 　 　 敏感(≤) 中介 耐药(≥)

氨苄西林 ８ １６ ３２

四环素 ４ ８ １６

环丙沙星 ０.２５ ０.５０ １.００

硫酸黏菌素 － ２ ４

美罗培南 １ ２ ４

庆大霉素 ４ ８ １６

氯霉素 ８ １６ ３２

替加环素 ０.５ １.０ ２.０

磷霉素 ６４ １２８ ２５６

磺胺甲口恶唑 ２５６ － ５１２

因和毒力基因ꎮ 使用基因组流行病学研究中心

(Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｇｎｏｍｉｃ Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙꎬ ＣＧＥ) 序列分型

(ＭＬＳＴ) ｖ２. ０ 数据库 ( ｈｔｔｐ: / / ｃｇｅ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖ￣
ｉｃｅｓ / ＭＬＳＴ / )对比分离株 ＭＬＳＴ 分型ꎬ使用 Ｓｅｒｏｔｙｐｅ
Ｆｉｎｄｅｒ ｖ２.０ 数据库(ｈｔｔｐ: / / ｃｇｅ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ /
ＳｅｒｏｔｙｐｅＦｉｎｄｅｒ / )对比分离株血清型ꎻ利用 Ｍａｓｈ ｖ２.１
软件构建分离株系统发育树ꎬ发育树分支网络通过

ｉＴＯＬ 在线软件(ｈｔｔｐ: / / ｉｔｏｌ.ｅｍｂｌ.ｄｅ)进行编辑ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 大肠埃希菌分离与鉴定结果

大肠埃希菌 ｕｉｄＡ 基因 ＰＣＲ 扩增结果如图 １ 所示ꎮ
从图中可以看出ꎬ阳性样品在１ ４８７ ｂｐ 处均出现明显的

条带ꎬ说明分离纯化得到的菌落为大肠埃希菌ꎮ

Ｍ:ＤＬ２ ０００ ＤＮＡ Ｍａｋｅｒꎻ１~１０ 为样品扩增阳性条带ꎮ
图 １　 大肠杆菌 ｕｉｄＡ 基因 ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｕｉｄＡ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ

　 　 １５６ 份样品共分离与鉴定出 ４６ 株大肠埃希菌ꎬ总
分离率为 ２９􀆰 ４９％ꎮ 各市奶牛粪便样品中大肠埃希菌

的分离率存在较大变化ꎬ其中ꎬ于江苏省盐城市采集的

９５３杜澳博等:江苏省和山东省部分地区奶牛粪便中大肠埃希菌耐药性及分子流行特征



样本中大肠埃希菌分离率高达 ５２􀆰 ９４％ꎬ而于江苏省淮

安市采集的样本中大肠埃希菌分离率最低ꎬ仅为

１１􀆰 ６３％(表 ３)ꎮ

表 ３　 样品信息

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓａｍｐｌｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

样品来源
样品数量

(个)
大肠埃希菌
菌株数(个)

分离率
(％)

日照市 ２０ ５ ２５.００

徐州市 ３０ ５ １６.６７

淮安市 ４３ ５ １１.６３

宿迁市 １２ ４ ３３.３３

盐城市 ５１ ２７ ５２.９４

２.２　 耐药表型与多重耐药分析

４６ 株大肠埃希菌分离株对 １０ 种抗菌药物的耐

药性如图 ２ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ６５􀆰 ２２％的分离

株对庆大霉素耐药ꎬ６３􀆰 ０４％的分离株对氨苄西林和

四环素耐药ꎬ６０􀆰 ８１％的分离株对磺胺甲口恶唑耐药ꎬ
３０􀆰 ４３％的分离株对环丙沙星和氯霉素耐药ꎬ１７􀆰 ３９％
的分离株对磷霉素耐药ꎬ所有的分离株对硫酸黏菌

素、替加环素和美罗培南均敏感ꎮ ５８􀆰 ７０％的分离株

为耐 ３ 类及以上药物的多重耐药性菌株(图 ３)ꎮ

ａ:氨苄西林ꎻｂ:四环素ꎻｃ:环丙沙星ꎻｄ:硫酸黏菌素ꎻｅ:美罗培南ꎻｆ:庆
大霉素ꎻｇ:氯霉素ꎻｈ:替加环素ꎻｉ:磷霉素ꎻｊ:磺胺甲口恶唑ꎮ
图 ２　 抗生素敏感性测试结果

Ｆｉｇ.２　 Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

２.３　 耐药基因分析

基于耐药基因预测网站 ＲｅｓＦｉｎｄｅｒꎬ４６ 株大肠埃

希菌分离株中共预测到 ４４ 个抗生素耐药基因(表
４)ꎬ其中包括 ９ 个氨基糖苷类耐药基因[ａａｄＡ１、ａａ￣
ｄＡ２、ａａｄＡ５、ａｐｈ(３’)￣Ｉａ、ａａｃ(３)￣ＩＩｄ、ａｐｈ(４)￣Ｉａ、ａａｃ
(６’)￣Ｉｂ￣ｃｒ５、ａｐｈ(６)￣Ｉｄ、ａａｃ(６’)￣Ｉｂ３]ꎬ１４ 个 β￣内酰

胺类 耐 药 基 因 ( ｂｌａＳＨＶ、 ｂｌａＮＤＭ￣６、 ｂｌａＮＤＭ￣５、 ｂｌａＣＴＸ ￣Ｍ、
ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣６５、 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣５５、 ｂｌａＥＣ、 ｂｌａＯＸＡ￣１０、 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣２７、

图 ３　 大肠埃希菌分离株的抗生素多重耐药性

Ｆｉｇ.３　 Ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｔｏ ａｎｔｉ￣
ｂｉｏｔｉｃｓ

ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣１４、ｂｌａＬＡＰ￣２、ｂｌａＴＥＭ、ｂｌａＴＥＭ￣１、ｂｌａＧＩＬ)ꎬ３ 个利福平

类耐药基因(ａｒｒ￣３、ａｒｒ￣２、ａｒｒ)ꎬ２ 个大环内酯类耐药基

因[ｅｒｍ(Ｂ)、ｍｐｈ(Ａ)]ꎬ５ 个氯霉素类耐药基因(ｃａｔＡ、
ｃａｔＢ３、ｃｍｌＡ５、ｃｍｌＡ１、ｆｌｏＲ)ꎻ６ 个磺胺类耐药基因(ｓｕｌ１、
ｓｕｌ２、ｓｕｌ３、ｄｆｒＡ１２、ｄｆｒＡ１７、ｄｆｒＡ１４)ꎬ２ 个四环素类耐药

基因 [ ｔｅｔ ( Ａ)、 ｔｅｔ (Ｂ)]ꎬ １ 个喹诺酮类耐药基因

(ｑｎｒＳ１)ꎬ１ 个磷霉素类耐药基因( ｆｏｓＡ３)ꎬ１ 个林可胺

类耐药基因[ ｌｎｕ(Ｆ)]ꎮ 其中 β￣内酰胺类耐药基因
ｂｌａＥＣ的检出率为 １００􀆰 ００％ꎬ氨基糖苷类耐药基因 ａｐｈ
(３’)￣Ｉａ、β￣内酰胺类耐药基因 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣５５、大环内酯类

耐药基因 ｍｐｈ(Ａ)、磺胺类耐药基因 ｓｕｌ２ 和四环素类

耐药基因 ｔｅｔ(Ａ)检出率均在 ３０􀆰 ００％以上ꎮ
２.４　 毒力基因分析

基于 ＶＦＤＢ Ｆｉｎｄｅｒ 网络数据库ꎬ４６ 株大肠埃希菌

分离株中共预测到 ５７ 种毒力基因(表 ５)ꎬ包括黏附

素类毒力基因(ｐａｐＣ、ｅａｅ、ｉｈａ、ｂｍａＥ、ｆｅｄＣ、ｐａｐＡ、ｐａｐＣ、
ｐａｐＥ、ｐａｐＨ、ｆ１７ａ、ｆ１７ｇ、ｅｆａ１、ｓｓｌＥ、ｐｉｃ)ꎬ毒素和细胞损

伤类毒力基因( ｓｔｘＢ１ａ、ｓｔｘＡ１ａ、ｓｔｘＢ２ｃ、ａｓｔＡ、ｅｈｘＡ、ｃｉｆ、
ｖａｃｔｏｘ、ｃｖａＣ)ꎬ效应器传递系统类毒力基因(ｅｓｐＡ、ｅｓ￣
ｐＸ１、ｅｓｐＢ、ｅｓｐＦ、ｅｓｐＬ、ｅｓｐＪ、ｅｓｐＫ、ｎｌｅＡ、ｎｌｅＢ２、ｎｌｅＣ、 ｔｉｒ、
ｉｒｅＡ、ｉｐｆＡ１、ｉｐｆＡ２、ｅｉｌＡ)ꎬ铁离子摄取类毒力基因( ｉｒｏＢ、
ｉｒｏＣ、ｉｒｏＤ、ｉｒｏＥ、ｉｒｏＮ、ｉｕｔＡ、ｉｕｃＡ、ｉｕｃＢ、ｉｕｃＣ、ｉｕｃＤ、ｙｂｔＱ、
ｙｂｔＰ、ｉｒｅＡ)ꎬ免疫逃避类毒力基因(ｃａｐＵ、ｉｓｓ、ｋａｔＰ)ꎬ及
其他类毒力基因(ｅｓｐＰ、ｓｉｎＨ、ｔｏｘＢ、ａｉｒ)ꎮ 其中ꎬ黏附素

类毒力基因 ｆｅｄＣ、ｓｓｌＥ 和效应器传递系统类毒力基因

ｅｓｐＸ１ 的检出率均≥５０􀆰 ００％ꎮ 致病性大肠埃希菌相

关毒力基因 ｅａｅ、ｓｔｘＢ１ａ、ｓｔｘＡ１ａ、ｓｔｘＢ２ｃ 的检出率分别

为 ８􀆰 ７０％、２􀆰 １７％、２􀆰 １７％、２􀆰 １７％ꎬ这些基因是大肠埃
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希菌导致疾病的主要毒力基因[１４]ꎮ

表 ４　 分离株耐药基因

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｄｒｕｇ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｉｓｏｌａｔｅｓ

抗生素类别　 　 耐药基因　 　 含耐药基因
菌株数

检出率
(％)

氨基糖苷类 ａａｄＡ１ ２ ４.３４
ａａｄＡ２ ２ ４.３４
ａａｄＡ５ ５ １０.８７
ａｐｈ(３’) ￣Ｉａ １４ ３０.４３
ａａｃ(３) ￣ＩＩｄ ４ ８.７０
ａｐｈ(４) ￣Ｉａ １ ２.１７
ａａｃ(６’) ￣Ｉｂ￣ｃｒ５ １ ２.１７
ａｐｈ(６) ￣Ｉｄ １１ ２３.９１
ａａｃ(６’) ￣Ｉｂ３ ５ １０.８７

β￣内酰胺类 ｂｌａＳＨＶ １ ２.１７
ｂｌａＮＤＭ￣６ １ ２.１７
ｂｌａＮＤＭ￣５ ３ ６.５２
ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ ２ ４.３４
ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣６５ ２ ４.３４
ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣５５ ２２ ４７.８３
ｂｌａＥＣ ４６ １００.００
ｂｌａＯＸＡ￣１０ ２ ４.３４
ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣２７ １ ２.１７
ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣１４ ３ ６.５２
ｂｌａＬＡＰ￣２ １ ２.１７
ｂｌａＴＥＭ １１ ２３.９１
ｂｌａＴＥＭ￣１ ５ １０.８７
ｂｌａＧＩＬ １ ２.１７

利福平类 ａｒｒ￣３ １ ２.１７
ａｒｒ￣２ ２ ４.３４
ａｒｒ １ ２.１７

大环内酯类 ｅｒｍ(Ｂ) ９ １９.５７
ｍｐｈ(Ａ) １５ ３２.６１

氯霉素类 ｃａｔＡ ２ ４.３４
ｃａｔＢ３ １ ２.１７
ｃｍｌＡ５ ２ ４.３４
ｃｍｌＡ１ ２ ４.３４
ｆｌｏＲ ４ ８.７０

磺胺类 ｓｕｌ１ ４ ８.７０
ｓｕｌ２ １４ ３０.４３
ｓｕｌ３ ２ ４.３４
ｄｆｒＡ１２ １ ２.１７
ｄｆｒＡ１７ ４ ８.７０
ｄｆｒＡ１４ ９ １９.５７

四环素类 ｔｅｔ(Ａ) １６ ３４.７８
ｔｅｔ(Ｂ) ３ ６.５２

喹诺酮类 ｑｎｒＳ１ １２ ２６.０９
磷霉素类 ｆｏｓＡ３ １ ２.１７
林可酰胺类 ｌｎｕ(Ｆ) １ ２.１７

表 ５　 大肠埃希菌分离株毒力基因

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｉｓｏｌａｔｅｓ

毒力基因类别　 　 　 毒力基因　 　 　 含毒力基因
菌株数

检出率
(％)

黏附素类 ｐａｐＣ ７ １５.２２
ｅａｅ ４ ８.７０
ｉｈａ ４ ８.７０
ｂｍａＥ ８ １７.３９
ｆｅｄＣ ３７ ８０.４３
ｐａｐＡ ６ １３.０４
ｐａｐＣ ７ １５.２２
ｐａｐＥ １ ２.１７
ｐａｐＨ ７ １５.２２
ｆ１７ａ １ ２.１７
ｆ１７ｇ １ ２.１７
ｅｆａ１ ２ ４.３４
ｓｓｌＥ ２３ ５０.００
ｐｉｃ １ ２.１７

毒素和细胞损伤类 ｓｔｘＢ１ａ １ ２.１７
ｓｔｘＡ１ａ １ ２.１７
ｓｔｘＢ２ｃ １ ２.１７
ａｓｔＡ ２ ４.３４
ｅｈｘＡ ２ ４.３４
ｃｉｆ ２ ４.３４
ｖａｃｔｏｘ １ ２.１７
ｃｖａＣ ２ ４.３４

效应器传递系统类 ｅｓｐＡ ６ １３.０４
ｅｓｐＸ１ ３９ ８４.７８
ｅｓｐＢ ３ ６.５２
ｅｓｐＦ ２ ４.３４
ｅｓｐＬ ２ ４.３４
ｅｓｐＪ ２ ４.３４
ｅｓｐＫ ３ ６.５２
ｎｌｅＡ ３ ６.５２
ｎｌｅＢ２ ２ ４.３４
ｎｌｅＣ ３ ６.５２
ｔｉｒ ３ ６.５２
ｉｒｅＡ １ ２.１７
ｉｐｆＡ１ ３ ６.５２
ｉｐｆＡ２ ２ ４.３４
ｅｉｌＡ ４ ８.７０

铁离子摄取类 ｉｒｏＢ １ ２.１７
ｉｒｏＣ ２ ４.３４
ｉｒｏＤ ２ ４.３４
ｉｒｏＥ ２ ４.３４
ｉｒｏＮ ２ ４.３４
ｉｕｔＡ ５ １０.８７
ｉｕｃＡ ５ １０.８７
ｉｕｃＢ ５ １０.８７
ｉｕｃＣ ５ １０.８７
ｉｕｃＤ ５ １０.８７
ｙｂｔＱ １１ ２３.９１
ｙｂｔＰ １１ ２３.９１
ｉｒｅＡ １ ２.１７

免疫逃避类 ｃａｐＵ ３ ６.５２
ｉｓｓ １６ ３４.７８
ｋａｔＰ １ ２.１７

其他 ｅｓｐＰ ２ ４.３４
ｓｉｎＨ ３ ６.５２
ｔｏｘＢ ２ ４.３４
ａｉｒ ２ ４.３４
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２.５　 基因型分析

大肠埃希菌分离株的全基因组序列构建的

Ｍａｓｈ 系统发育树如图 ４ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ４６

株大肠埃希菌可划分为 ４ 个大的进化分支ꎬ分支中

存在多种不同的克隆株ꎬ大肠埃希菌亲缘关系较为

复杂ꎬ存在同一地区流行多种不同血清型的情况ꎮ

图 ４　 大肠埃希菌分离株遗传进化树

Ｆｉｇ.４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｉｓｏｌａｔｅｓ

　 　 基于 Ｓｅｒｏｔｙｐｅ Ｆｉｎｄｅｒ ｖ２.０ 在线数据库比对后ꎬ
４６ 个菌株可分为 ３０ 种不同的血清型ꎬ其中主要流

行血清型为 Ｏ１０１ꎬ占比 ２１􀆰 ７４％(表 ６)ꎮ 基于 ＭＬＳＴ
ｖ２.０在线数据库比对后ꎬ４６个菌株的多位点序列分
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表 ６　 大肠埃希菌分离株血清型

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｓｅｒｏｔｙｐｅｓ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｉｓｏｌａｔｅｓ

血清型　 　 　 菌株数量 占比(％)

Ｏ１０１ １０ ２１.７４

Ｏ１３２ ２ ４.３４

Ｏ１６９ ２ ４.３４

Ｏ１８０ ２ ４.３４

Ｏ２２ ２ ４.３４

Ｏ２６ ２ ４.３４

Ｏ５５ ２ ４.３４

Ｏ８ ２ ４.３４

Ｏ１０ １ ２.１７

Ｏ１１ １ ２.１７

Ｏ１１９ １ ２.１７

Ｏ１２５ａｂ １ ２.１７

Ｏ１３０ １ ２.１７

Ｏ１３４ １ ２.１７

Ｏ１４４ １ ２.１７

Ｏ１５３ １ ２.１７

Ｏ１７ １ ２.１７

Ｏ１７１ １ ２.１７

Ｏ１７４ １ ２.１７

Ｏ３６ １ ２.１７

Ｏ４ １ ２.１７

Ｏ４５ １ ２.１７

Ｏ４９ １ ２.１７

Ｏ５ １ ２.１７

Ｏ８６ １ ２.１７

Ｏ９３ １ ２.１７

Ｈ２８ １ ２.１７

Ｈ３１ １ ２.１７

Ｈ４０ １ ２.１７

Ｈ４８ １ ２.１７

型(ＭＬＳＴ)共有 ２８ 种ꎬ其中 ＳＴ１０ 为优势分型ꎬ占比

１７􀆰 ３９％(表 ７)ꎮ

３　 讨论与结论

在长期的动物养殖过程中ꎬ随着抗生素使用量

的增加ꎬ动物致病菌的耐药性呈增强趋势ꎮ 对动物

致病菌的耐药性及分子流行特征进行研究对中国养

殖业的健康发展有重要意义ꎮ 大肠埃希菌是奶牛腹

泻的主要致病菌ꎬ对奶牛健康有重要影响ꎮ本研究

表 ７　 大肠埃希菌分离株多位点序列分型

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔｙｐｉｎｇ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｉｓｏｌａｔｅｓ

ＭＬＳＴ 分型 菌株数量 占比(％)

ＳＴ１０ ８ １７.３９

ＳＴ５８ ３ ６.５２

ＳＴ１４１５ ３ ６.５２

ＳＴ２９ ２ ４.３４

ＳＴ１５５ ２ ４.３４

ＳＴ１６２ ２ ４.３４

ＳＴ４４６ ２ ４.３４

ＳＴ５４３ ２ ４.３４

ＳＴ６８ １ ２.１７

ＳＴ６９ １ ２.１７

ＳＴ１０１ １ ２.１７

ＳＴ１１７ １ ２.１７

ＳＴ１９５ １ ２.１７

ＳＴ２２４ １ ２.１７

ＳＴ３４５ １ ２.１７

ＳＴ５４０ １ ２.１７

ＳＴ７４４ １ ２.１７

ＳＴ１１２１ １ ２.１７

ＳＴ１１７８ １ ２.１７

ＳＴ１４３１ １ ２.１７

ＳＴ１５８９ １ ２.１７

ＳＴ１８１９ １ ２.１７

ＳＴ２０７３ １ ２.１７

ＳＴ６４０１ １ ２.１７

ＳＴ６７２１ １ ２.１７

ＳＴ６７３２ １ ２.１７

ＳＴ６８４４ １ ２.１７

ＳＴ８６７７ １ ２.１７

无分类 ２ ４.３４

发现ꎬ江苏省和山东省部分地区奶牛粪便中大肠埃

希菌分离株对庆大霉素、氨苄西林、四环素和磺胺甲
口恶唑的耐药率均超过 ６０􀆰 ００％ꎬ且 ５８.７０％的分离株

表现为多重耐药性ꎮ 其中ꎬ本研究筛选得到的奶牛

源大肠埃希菌分离株对氨苄西林的耐药率高于吴少

鹏等[１５]分离得到的山东省部分地区奶牛源大肠杆

菌ꎬ亦显著高于苏北地区奶牛源大肠杆菌对庆大霉

素和四环素的耐药水平[１６]ꎮ 此外ꎬ本研究还发现ꎬ
所有分离株对硫酸黏菌素、替加环素和美罗培南均

敏感ꎬ说明这些药物可作为该地区大肠埃希菌感染
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的治疗选择ꎮ 多重耐药菌株的高比例存在可能与养

殖场长期不合理使用 β￣内酰胺类、氨基糖苷类和四

环素类抗生素有关[７]ꎬ因此ꎬ生产中需要通过药敏

试验指导临床用药ꎬ避免耐药性进一步扩散ꎮ
随着抗生素的长期不合理应用ꎬ病原菌耐药基

因呈现多样化特点ꎬ其中 β￣内酰胺类耐药基因在牛

源大肠埃希菌中广泛流行[１６￣１７]ꎮ 本研究筛选得到

的奶牛源大肠埃希菌全基因组测序共检测到 ４４ 个

耐药基因ꎬ其中 β￣内酰胺类耐药基因 ｂｌａＥＣ检出率达

１００􀆰 ００％ꎮ 此外ꎬｂｌａＮＤＭ￣５和 ｂｌａＮＤＭ￣６等碳青霉烯类耐

药基因的检出率虽然比例较低(分别为 ６􀆰 ５２％和

２􀆰 １７％)ꎬ但因其可通过质粒水平传播至其他革兰氏

阴性菌ꎬ因此ꎬ需警惕其在养殖环境中的扩散风险ꎮ
本研究分离株中四环素耐药基因 ｔｅｔ(Ａ)和 β￣内酰胺

类 ｂｌａＴＥＭ的携带率分别高达 ３４􀆰 ７８％和 ２３􀆰 ９１％ꎬ与
河南地区奶牛源大肠杆菌的检出率相差不大ꎬ而其

他耐药基因携带率存在较大差距[１８]ꎬ这可能与不同

地区抗生素使用类型及方法有关ꎮ 耐药基因的多样

性和水平传播能力加剧了耐药性治理的复杂性ꎬ因
此ꎬ加强养殖场抗生素使用监管及养殖环境中耐药

菌的监测对健康养殖至关重要[１０]ꎮ
本研究从分离得到的 ４６ 株大肠埃希菌中共鉴

定出 ５７ 种毒力基因ꎬ其中菌毛黏附素基因 ｆｅｄＣ 和

毒素因子 ｅｓｐＸ１ 的检出率分别高达 ８０􀆰 ４３％ 和

８４􀆰 ７８％ꎬ说明黏附素与毒素分泌是该地区奶牛腹泻

的主要致病机制[２]ꎮ ｆｅｄＣ 基因参与 Ⅰ 型菌毛的合

成ꎬ促进细菌在肠道黏膜表面的定植[１９]ꎬｅｓｐＸ１ 作为

肠集聚性大肠埃希菌(ＥＡＥＣ)的毒力因子ꎬ可能与

犊牛腹泻的发生相关ꎮ 本研究分离 株 中 ｅａｅ、
ｓｔｘＢ１ａ、ｓｔｘＡ１ａ、ｓｔｘＢ２ｃ 等毒力基因的检出率虽然仅

为 ８􀆰 ７０％、２􀆰 １７％、２􀆰 １７％和 ２􀆰 １７％ꎬ但这些基因是

肠致病性疾病和肠出血性疾病的主要毒力因子[２０]ꎬ
因此需要重点关注ꎮ ｅａｅ 基因编码的紧密黏附素是

ＥＰＥＣ 引发肠道炎症的关键因子ꎬ ｓｔｘ 毒素基因是影

响人类食品安全的重要风险因子ꎬ因此ꎬ生产中亟需

加强奶牛养殖环境中 ＥＰＥＣ 和 ＥＨＥＣ 的监测[２１]ꎮ
本研究分离得到的 ４６ 株分离株血清型和多位

点序列分型结果显示ꎬ优势血清型为 Ｏ１０１ꎬ优势序

列分型为 ＳＴ１０ꎮ Ｏ１０１ 血清型在土耳其犊牛腹泻菌

株中检出率高达 ５２􀆰 ５０％[２２]ꎬ说明其可能具有广泛

的宿主适应性和传播能力ꎮ ＳＴ１０ 作为全球流行的

克隆复合体ꎬ常与病原菌多重耐药性相关ꎮ 本研究

在盐城地区分离得到 ６ 株 Ｏ１０１ ∶ Ｈ９￣ＳＴ１０ 菌株ꎬ与
新疆腹泻犊牛粪便样品中大肠埃希菌的分型相同ꎬ
均为全球流行的多重耐药菌株ꎬ且 ＳＴ１０ 菌株均携带

ｂｌａＥＣ、ｔｅｔ(Ａ)和 ｓｕｌ２ 等耐药基因ꎬ因此ꎬ生产中加强

该类菌株引起的疾病的防治、减少其传播对健康养

殖非常重要[２３]ꎮ
本研究为江苏省和山东省部分地区奶牛大肠埃

希菌病的临床治疗和流行病学防治、抗生素合理使

用提供了重要参考ꎬ未来的研究中可以进一步扩大

样品采集范围ꎬ结合抗生素使用情况调查ꎬ深入分析

大肠埃希菌的传播路径ꎬ明确大肠埃希菌耐药性与

用药方式的相关性ꎬ从而实现研究地区奶牛大肠埃

希菌病的精准防控ꎮ
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