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摘"要!目的"了解山东地区肉鸡养殖环节大肠杆菌的分布情况!初步揭示山东地区大肠杆菌分离株的耐药性及

分子流行规律和特征!为该菌的分子溯源及风险评估提供依据$ 方法"选取山东地区 $&&&($&#$ 年肉鸡养殖场

分离的 7$ 株大肠杆菌为研究对象!用 #; 种抗菌药物进行药物敏感性试验!选用脉冲场凝胶电泳"3]D(#及多位点

序列分型"bC)1#两种分型方法对菌株进行分析$ 结果"3]D(方法可分为 ;7 个带型!菌株之间的相似系数为
9&c f#&&c!带型比较分散!未发现绝对优势的带型&bC)1方法得到 #8 个序列型")1#!菌株的 a 个管家基因均有

不同程度的变异&耐药性结果显示!7$ 株菌均为多重耐药!对氨苄西林 "6b#%复方新诺明 " )A1#和氧氟沙星
"*‘0#的耐药率较高!分别为 !a:9$c%!$:89c和 !&:78c$ 结论"山东省部分地区肉鸡养殖场中大肠杆菌耐药

谱较广!耐药现象比较严重!菌株基因呈多态性!菌株分布具有一定的时间性和地区性$
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""大肠杆菌 $-)<=(0+<=+# <>3+"-?<>3+%是人和动物
体内的肠道常驻菌*条件性致病菌"分布非常广泛)
禽大肠杆菌病是由致病性大肠杆菌引起的人和动
物局部或者全身性疾病"随着规模化*集约化养鸡
业的发展"大肠杆菌病成为危害养鸡业的主要传染
病之一"可给养鸡业造成重大经济损失) 在一些大
型*个体养鸡场中"由于饲养条件差$如饲养密度过
高*卫生条件较差等%"可引起大肠杆菌病的爆发)
基于上述情况"随着用药增多"多重耐药大肠杆菌
菌株的出现已对养鸡业的发展形成了严重威胁 ’#( )
目前大肠杆菌的流行规律*特点及耐药性问题是全
球关注的热点"监测动物源大肠杆菌流行规律*分
布特点及耐药性具有重要的公共卫生意义)

分子分型技术的应用已经对细菌流行病学的
发展产生了革命性的影响) 其中脉冲场凝胶电泳
$3]D(%技术"由于分型结果准确*稳定*不受表型
性状异变的干扰等优点 ’$( "已经成为细菌分型的
+金标准, ’;( "广泛用于细菌分型鉴定) 多位点序列
分型$bC)1%技术利用 M*6测序技术揭示管家基因
的突变来对病原菌进行分型和鉴定"该法具有分辨
率高*数据可靠*重复性好*结果便于不同实验室间
进行比较*使全球的分子流行病学数据标准化等优
点 ’7 ga( "因此 bC)1分型技术不仅广泛用于细菌的
分型和溯源"而且可以帮助了解细菌的克隆系和不
同宿主的关系"从而了解细菌的流行情况)

本研究收集 $&&&!$&#$ 年山东地区肉鸡养殖
场分离的大肠杆菌进行分型研究"对常用的 #; 种抗
菌药物进行药物敏感性检测"以了解大肠杆菌的耐
药表型"初步掌握山东地区肉鸡养殖场中大肠杆菌
的耐药分布特点#同时采用优化后的 3]D(分型方
法及 bC)1分型方法"对分离株进行分子分型分析"
以探索山东地区肉鸡养殖场中大肠杆菌分离株的
基因多态性及流行病学现状)

#"材料与方法
#:#"材料
#:#:#"菌株来源

7$ 株大肠杆菌$-?<>3+%分离于 $&&&!$&#$ 年
山东地区肉鸡养殖场"均为本实验室保存#用生化
反应试验*血清学方法及 340方法对 7$ 株菌株进
行鉴定"明确了菌株均为非 ‘#’a 产志贺毒素大肠
杆菌"同时明确了菌株携带毒力基因的情况 ’8( )

3]D(分子量标准菌株为沙门菌 RLN+/P+LES F!8#$"
由中国疾病预防控制中心传染病所 3EO,+*+-实验室
馈赠) 质控菌株为大肠杆菌$6144$’!$$%"购自中
国兽医药品监察所)
#:#:$"主要仪器与试剂

4F(]2TNSS+L型 脉 冲 场 凝 胶 电 泳 仪* D(C
M‘4A0凝胶成像系统均购自美国 R.K20NP"l\1(k
浊度仪 $法国 R.Kb+L.+EY%"纯水仪系统"涡旋振荡
器"恒温培养箱"水浴摇床)

)+Nk+TDKOP 琼脂糖$美国 RM%"脑心浸液培养
基*细菌琼脂粉均购自北京陆桥技术有限公司"限
制性内切酶 @2# \$大连 1NkN0N%"大肠杆菌冻干型
定量药敏检测试剂盒 $天津金章科技发展有限公
司%"蛋白酶 k*其他试剂$分析纯%均购自上海生工
生物股份有限公司)
#:$"方法
#:$:#"3]D(分型分析

参照美国疾病控制与预防中心$4M4%3EO,+*+-
的统一非 ‘#’a 产志贺毒素大肠杆菌 3]D(方法 ’!( "
并经本实验室进行优化) 将试验获取的电泳图谱
用 R.K*ET+L.>,Q7:& 数据库软件进行处理"识别图
形条带) 电泳图谱以 @2# \酶切的 F!8#$ 作为统一
的分子量标准进行校准确定条带位置"必要时进行
手工校正) 聚类图和矩阵图使用非加权配对算数
平均法$B3Db6%构建"条带位置差异容许度选择
#:&c"优化值为 &:’c"RN/P UN,+P<M.>+系数来衡
量 3]D(带型之间的相似度"范围在 & f# 之间"& 表
示完全不相关"# 表示完全相同) 在限制性内切酶
的作用下"不同菌株会呈现不同的条带数和片段大
小"按照 3EO,+*+-的命名原则"对每一种不同的带型
进行命名)
#:$:$"bC)1分型分析

用水煮法提取菌株基因组 M*6"采用 -?<>3+
bC)1数据库 ’#&(提供的大肠杆菌 bC)1分型方案"
选择 a 对管家基因 $ #AB*C/DE*:F05*+<A*DA=*G/0%
和 0(<%%"对菌株进行 bC)1分析#340扩增体系及
条件参考文献’##() 340产物经纯化后"进行双向
测序) 用 )+ZTN/%软件结合菌株等位基因的正反
向序列图谱对等位基因序列进行拼接和校正"将校
正后的序列递交到 bC)1数据库进行分析"得出等
位基因型) a 个等位基因型的组合即为该菌的序列
型$)1%) 然后用 R.K*ET+L.>,Q7:& 软件分析 )1序
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列型构建的最小生成树"分析菌株之间的亲源关系)
#:$:;"药敏试验

采用半定量琼脂扩散试验法"按照美国临床实
验室标准化委员会 $4C)\% 推荐的操作程序进
行 ’#$( "判定各菌株对青霉素类 $氨苄西林*奥格门
丁%*头孢类$头孢噻呋%*氨基糖苷类$庆大霉素*大
观霉素%*四环素类$四环素*多西环素%*氯霉素类
$氟苯尼考%*磺胺及增效剂$磺胺异恶唑*复方新诺
明%*喹诺酮类$恩诺沙星*氧氟沙星%及其他抗菌药
物$多粘菌素%的敏感度"同时用大肠杆菌 $6144
$’!$$%作为质控菌株"参照 4C)\的标准判断耐药

$0%*敏感$)%或中介$\%)

$"结果
$:#"3]D(分析结果

7$ 株大肠杆菌经 @2# \酶切"3]D(分型后"每个
菌株产生 ## f#9 条电泳条带"大约在 ’& f7&& XU"采
用 R.K*ET+L.>,Q7:& 数据库软件分析图谱"结果如
图 # 所示) 7$ 株大肠杆菌可分为 ;7 个不同的带型"
命名为 &&&# f&&;7"菌株之间的相似系数为 9&c f
#&&c"带型比较分散"未发现绝对优势带型"说明菌
株在基因水平上具有多态性)

图 #"大肠杆菌 3]D(聚类分析图
].HEL+#"M+/PLKHLNTK?3]D(SLK?.O+,K?-?<>3+

""从菌株的来源分析"不同地区菌株的 3]D(带
型差别比较明显"相同地区菌株的 3]D(带型差异
较大"未发现不同地区具有相同带型的情况) 从
分离的时间看"相同年份来源菌株的 3]D(带型散
在分布"各个带型菌株数量比较分散) 在 3]D(图
谱分析中"相似值在 &:8’ 以上的菌株可以判断为
流行病学相关的"该方法能够用于分析菌株之间
的相关性 ’#;( ) 按照该方法 $&&& 年山东省不同地
区分离的菌株均有相关性"莱西地区 $&## 年的
; 株菌也有相关性"说明这些菌株之间有非常近的
亲缘关系) 其他的分离株之间均不相关"说明亲
缘关系较远)
$:$"bC)1分型结果

将 7$ 株大肠杆菌的 a 个管家基因$ #AB"C/DE"

:F05"+<A"DA="G/0%和 0(<%%扩增产物的测序结果与
bC)1网络数据库中 -?<>3+菌株序列进行比对"获
得 7$ 个 )1序列"对 )1序列分析得到 #8 个不同的
)1型"见表 #) 其中 )12$; 序列型最多"占总数的
$;:8#c$#&<7$%"其次是 )12;’7*)12$’&’ 和 )12##a
均占总数的 !:’$c $ 7<7$ %"未出现新的等位基
因型)

采用 R.K*ET+L.>,Q7:& 软件对 7$ 株菌的 #8 个
不同的 )1型分别按照时间和地区构建最小生成
树"见图 $) 从图 $ 也可以看出"按照地区和时间聚
类所得结果基本一致" )1$; 与 )1$’&’" )1#9’ 与
)1#8! 分别构成 # 个克隆系"它们之间只有 # 个等
位基因的差异"其他 )1型之间都是 ; 个及 ; 个以上
等位基因的差异) 从遗传关系上可知")12$; 主要
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""""表 #"菌株的 )1类型及每个位点的类型
1NUO+#")1N/P NOO+O+SLK?.O+K?+N>@ .,KON-+"

分离株 )1型 #AB C/DE :F05 +<A DA= G/0% 0(<%

)M&827 #8! #& $a ’ #& #$ 8 7!

)M&82’"#;"#7 #;# ’; 7& 7a #; ;9 $8 $!

)M&829"a $a;$ 79 $9 $&8 9 ’ #9 7

)M&82!"#&*)M##2;"7 ;’7 8’ 88 a8 $! ’! ’8 9$

)M&82## !; 9 ## 7 #& $& 8 9

)M&82#’ 9&$ 9 #! ;; $9 ## 8 9

)M##2a #’9 9 $! ;$ #9 ## 8 77

)M##28 ##7& 8; $; #97 #8# 8& # 7$

)M##2$"#& 7’; !! 9 ;; ;; $7 8 a

)M&82;"#$ ;$8’ 9 9 #’ #& $& $; 9

)M#$2$*)M&&2#"##"#$ $’&’ 9 7# #$ # $& #; a

)M##2’*)M#$2; #& #& ## 7 8 8 8 $

)M&82# $;&! $a# $9 ;! $’ ’ ;# #!

)M&828 ;9$ 9$ #&& #a ;# ’ ’ 7

)M#$2# #9’ #& $a ’ #& #$ 8 $

)M##2#"9"!"## ##a $& 7’ 7# 7; ’ ;$ $

)M&&2; #&# 7; 7# #’ #8 ## a 9

)M&&2$"7"’"9"a"8"!"
#&"#;*)M&82#9

$; 9 7 #$ # $& #; a

来源于诸城$$&&& 年%*平度$$&&& 年%*安丘$$&&&
年%*莱芜 $$&&& 年%*东营 $$&&& 年%和莱西 $$&&8
年%9 个地区的分离株")12$’&’ 分布在诸城 $$&&&
年%和莱西 $$&#$ 年% $ 个地区"它们在等位基因
C/DE上有差异"说明 $&&& 年山东不同的地区的菌
株有较近的亲缘关系"莱西地区在 $&&8*$&#$ 年菌
株之间也有较近的亲缘关系#)12#9’ 和 )12#8! 都来
自莱西$$&#$*$&&8 年%分离株"它们在 0(<%等位基
因上有差异"同样说明莱西地区在 $&&8*$&#$ 年分
离菌株亲缘关系较近)
$:;"药敏试验结果

7$ 株大肠杆菌全部为耐药菌株"结果见表 $"其
中对氨苄西林 $6b%*复方新诺明 $ )A1%和氧氟沙
星$*‘0%的耐药率较高"分别为 !a:9$c*!$:89c
和 !&:78c"对恩诺沙星$(*0%*多西环素$M‘A%的
耐药率为 8’:a#c) 而多粘菌素$3b(%的敏感性最
高"达 a8:’ac"氟苯尼考 $]]4%和奥格门丁 $64%
的敏感性次之"均为 7a:9$c) 同时 7$ 株菌的多重
耐药率也达到了 #&&c"其中最小的为 ’ 耐"最多的
为 #$ 耐"优势表型是 *‘021(2M‘A2)]2)A126b2
Db"结果见图 #)

;"讨论
大肠杆菌传统的分型方法只能从血清型*耐药

谱*噬菌体等分型方法上区分"都是从细菌的表型
上进行分型) 随着对细菌感染研究的日益深入"传
统的细菌表型分析技术已不能满足疾病的诊断和
流行病学调查的需要) 因此"需要从分子水平对细

""""

注&每个圆圈中的数据代表 # 种 )1型#圆圈大小代表菌株的多少#

圆圈周围的阴影区域表示区域内的 )1型属于同一克隆群#圆圈之

间的粗*细实线分别表示 )1型相差 # 个或 $ 个等位基因"虚线表示

)1型之间存在 ; 个或以上等位基因差异#圆圈内不同颜色菌株的

地区或时间

图 $"大肠杆菌 bC)1遗传关系分析图
].HEL+$"D+/+-.>L+ON-.K/,@.S,K?-:<>3+.,KON-+,UN,+P K/ bC)1

表 $"大肠杆菌对 #; 种抗菌药物的药敏试验结果
1NUO+$"#; X./P,K?L+,.,-N/>+-KN/-.T.>LKU.NONH+/-,K?-?<>3+

药物名称 0 \ ) 耐药率<c 敏感率<c

氧氟沙星$*‘0% ;8 $ $ !&:78 7:a9

恩诺沙星$(*0% ;9 ’ # 8’:a# $:;8

四环素$1(% $# #9 ’ ’&:&& ##:!&

多粘菌素$3b(% a $ ;; #9:9a a8:’a

庆大霉素$Db% ;& ; ! a#:7; $#:7;

大观霉素$ )31% $$ 9 #7 ’$:;8 ;;:;;

多西环素$M‘A% ;9 $ 7 8’:a# !:’$

头孢噻呋$(]1% $a & #’ 97:$! ;’:a#

氟苯尼考$]]4% #a ’ $& 7&:78 7a:9$

磺胺异恶唑$ )]% ;’ & a 8;:;; #9:9a

复方新诺明$ )A1% ;! & ; !$:89 a:#7

氨苄西林$6b% 7# & # !a:9$ $:;8

奥格门丁$64% #a ’ $& 7&:78 7a:9$

注&参照 4C)\的标准判断"耐药$0% *敏感$ )% *中介$\%

菌进行基因分型) 分子分型技术可以揭示菌株之
间的关系"在流行病学调查中起着非常重要的作
用) 用于细菌分子分型的方法有核糖体分型*随机
扩增 340$063M%*多位点串联重复序列 $bCl6%
和扩增片段长度多态性$6]C3%等"分别从不同方面
提供流行病学信息"但是有的方法结果不容易辨认
或者结果不稳定)

3]D(方法是基于 M*6结构的分子分型方
法"被认为是分子分型的可靠方法"在国外被广泛
应用于菌株的分子流行病学研究 ’#7( ) bC)1通过
分析多个$9 f8 个%管家基因内部片段核苷酸序
列"对每个基因位点指派 # 个等位基因数值"从而
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建立对应的等位基因图谱 ’#’( ) 该方法在大肠杆菌
中得到了很好地应用 ’#9( "用该方法对动物源性大
肠杆菌 )1序列与人流行的大肠杆菌 )1序列进行
聚类分析"了解大肠杆菌在动物源与人流行的规
律及相关性)

本研究收集山东地区 $&&&!$&#$ 年肉鸡养殖
场分离到的大肠杆菌进行分型研究"经 3]D(分析
获得 ;7 个不同的带型"菌株型较多"变异较大"M6\

等 ’#a(对来自不同养殖场的 #9 株多重耐药的鸡源大
肠杆菌进行 3]D(分型分析"获得 #9 个不同的带
型) 李琳等 ’#8(对 ; 个养殖场 ’& 株鸡源大肠杆菌进
行了 3]D(分型分析"获得了 77 个不同的带型"这
些都充分体现大肠杆菌分布的多态性)

全部菌株的图谱结果显示$见图 #%"3]D(分型
和 bC)1分型具有相关性")1型相同的菌株"3]D(
型不一定相同"但是 3]D(型相同的")1型一定相
同"如 )12$; 分离株"来自于 $&&&*$&&8 年不同的分
离时间和分离地点"但其 3]D(是不同的#分离株
)M&82’*)M&82#; 和 )M&82#7 的 3]D(型是相同的"

其 )1型均为 )12#;#) 同时 3]D(相同的菌株")1
型相同的菌株"既有来自于同一年份同一个地区同
一个养殖场的"也有不同年份同一地区的"说明大
肠杆菌分离菌株之间存在垂直传播和水平传播"因
此结合 3]D(分型方法和 bC)1分型方法有利于发
现大肠杆菌流行优势株的分子特征"确定不同地区
的菌株特点)

人类*经济型动物及食品之间存在一个相互紧密
联系的微生态环境"养殖业大量使用抗生素"会使动
物体内的微生物长期存在耐药筛选压力"必定会产生
耐药株’#!( ) 养殖环节的这些耐药菌株"必定会通过
食物链定植于人体的肠道中"从而对人体的健康产生
危害) 因此研究肉鸡场中大肠杆菌菌株的耐药性及
分布情况"可以从源头上控制用药"阻止抗生素在食
物链中的转移) 本研究选用 #; 种抗菌药物对 7$ 株
大肠杆菌进行药敏试验"结果显示 7$ 株菌株对 #; 种
药物的耐药性呈现两极分化"氨苄西林$6b%*复方新
诺明$)A1%和氧氟沙星$*‘0%的耐药率较高"分别为
!a:9$c*!$:89c和 !&:78c"对恩诺沙星$(*0%*多
西环素$M‘A%的耐药率为 8’:a#c"与国内其他报道
结果一致’8( ) 分析 3]D(分型结果与耐药谱之间的
关系"发现 3]D(型相同的菌株其耐药谱型不一定相
同"而 3]D(型不同的菌株其耐药谱型可能相同"这
与余婷等’$&(报道的结果一致) 由此可以看出同一克
隆型的菌株在增殖播散的过程中存在耐药质粒的获
取或丢失"导致耐药性的改变"使 3]D(型相同的菌
株具有不同的耐药谱)

本研究揭示了 $&&&!$&#$ 年山东地区肉鸡养
殖场中大肠杆菌的耐药谱*3]D(型和 )1型的分布
特征"建立了包括耐药信息*毒力基因及 3]D(分型
和 bC)1分型等数据库"为发现大肠杆菌病跨地区
传播和散在分布于不同地理区域的暴发流行及从
源头上控制和减少多重耐药菌株的产生"防止抗生
素在食物链中的传播奠定基础)
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摘"要!目的"研究不同发酵豆腐的细菌菌群组成!了解此类产品的食品安全风险$ 方法"从市场收集 7 个省份

生产的 a 个品牌的发酵豆腐样品!并从中提取 M*6!对 #9) L0*6基因的 l; 区进行 340扩增!通过高通量测序和

序列分析了解样品的细菌组成特征$ 结果"各样品获得序列数平均为 7 ;&a 条$ 序列分析结果表明 a 种样品中厚

壁菌门%变形菌门%拟杆菌门和梭杆菌门约占全部细菌的 !a:7c&各样品在门水平上为 7 f#; 类!在属水平上!样品

的菌群组成复杂!大多数样品的细菌菌属都在 #& 类以上!并发现样品的菌群组成与地域性和制作工艺密切相关&

另外!部分样品检出较高丰度的克雷伯菌属%沙门菌属%克罗诺杆菌属等致病菌!及弧菌属%肠杆菌属和变形杆菌属

等潜在有害菌属$ 结论"产地和工艺对豆腐中的细菌具有明显的影响!现有发酵豆腐的生产模式造成产品病原菌

的过度繁殖!产品存在食品安全风险$
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