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摘要：【目的】了解养殖场多重耐药大肠杆菌耐药性的传播机制，探讨人、动物与环境间耐药菌垂直克隆传

播的可能性。【方法】采用脉冲场凝胶电泳（PFGE）分型方法对分离自养殖场动物、环境和饲养员的 86 株耐药谱

相近多重耐药大肠杆菌进行 DNA 指纹图谱分型，比较菌株之间的亲缘关系。【结果】37 株鸡场来源大肠杆菌可分

为 20 种 PFGE 分型；49 株猪场来源大肠杆菌可分为 24 种 PFGE 分型；同一动物、环境或饲养员采样点分离菌株 PFGE

指纹图谱相同者较多；同一养殖场不同动物个体、养殖场环境不同采样点、动物和环境以及饲养员和环境都存在

PFGE 指纹图谱完全相同菌株；鸡场和猪场都发现有属同一 PFGE 分型的来自动物、饲养员和环境的菌株；86 株菌

全部对环丙沙星、氨苄西林、链霉素、四环素、多西环素和复方新诺明耐药，相同 PFGE 分型的菌株其耐药谱型不

一定相同。【结论】养殖场动物、环境及饲养员之间存在多重耐药大肠杆菌的克隆传播。 
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Abstract：【Objective】To investigate the mechanism responsible for the dissemination of multidrug-resistant E.coli in animal 

farms and the clonal relateness of the isolates from farm animals, farmers and environment.【Method】86 multidrug-resistant E.coli 

isolates with similar resistance profiles were characterized by pulsed-field gel electrophoresis(PFGE) after XbaI digestion and drug 

susceptibility testing.【Result】37 E.coli strains from one poultry farm and 49 E.coli strains from one swine farm were classified into 

20 and 24 different subtypes respectively according to the PFGE profiles. The PFGE patterns of strains isolated from different 

sources were heterogeneous,though strains from the same animal, farmer or environment sample were quite homologous. E. coli with 

an identical PFGE pattern were recovered from strains collected from different animals in the same farm, from animals and 

environment, and also from farmers and environment. Moreover, E.coli strains with very similar PFGE patterns were also isolated at 

both farms from animals and farmers. All isolates were resistant to ciprofloxacin, ampicillin, streptomycin, tetracycline, doxycycline 

and trimethoprim-sulfamethoxazole. A comparison of PFGE results with resistance results indicated that antibiotic resistance patterns 

varied considerably within several individual E coli clones.【Conclusion】Vertical transmission of resistant E. coli clones between 

farm animals, environment and farmers were commonly occurs.  
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0  引言 

【本研究的重要意义】国内外大量的对动物源细

菌耐药性监测数据表明，随着抗菌药在畜牧业上的广

泛使用，细菌在抗菌药的选择性压力下产生的耐药性

不断加剧和蔓延，已引起了全球的关注[1,2]。耐药性的

普遍存在不仅严重影响兽医临床的治疗效果，而且耐

药性可能从动物通过食物链、环境或者动物和人的直

接接触进行传递，从而给人类医疗也带来压力[3]。【前

人研究进展】尽管目前有关食品动物使用抗菌药对人

类病原菌耐药性的影响还存在争议，耐药菌和耐药基

因从动物到人的转移机制也还不清楚[4,5]，但有证据表

明食品动物抗菌药使用与人类细菌的耐药性存在一定

的联系。据报道，人类几次暴发的沙门氏菌 DT104 感

染都可追踪到动物身上，其耐药性也与动物用药背景

相符[6,7]。此外，Fey 等[8]2000 年报道了一例由牛传给

人的头孢曲松耐药沙门氏菌感染病例。Van den 
Bogaard 等[9,10]从荷兰农民及其饲养的火鸡体内分离

到有相同 PFGE图谱的E.coli和万古霉素耐药肠球菌，

说明从火鸡到人发生了耐药菌的克隆传播。【本研究

的切入点】陈杖榴等 [11]调查了分离自养殖场内动物、

环境与饲养员的大肠杆菌对 21 种抗菌药物的耐药性，

结果发现各类养殖场来源不同的大肠杆菌对常用抗菌

药物的耐药性趋势分布有相似性，而且分离自同一养

殖场动物、环境及饲养员的大肠杆菌中存在一定比例

的同耐药谱多耐药菌株，推测养殖场内可能存在耐药

菌的相互传播，或者是由于处于相同的药物选择压力，

筛选出相似的耐药菌。这些相似耐药谱菌株的耐药性

在动物、环境及饲养员之间到底是通过耐药基因的水

平传播，还是通过垂直克隆传播？【拟解决的关键问

题】本研究采用脉冲场凝胶电泳（PFGE）方法，对养

殖场不同来源但耐药谱相似的大肠杆菌进行分型，分

析菌株之间的亲缘关系，探索人与动物、环境之间耐

药菌株垂直克隆传播的可能性，为正确评估动物使用

抗菌药及动物源耐药菌的危险性、指导临床合理用药

提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  菌株来源 

本研究所用菌株分离自广东省某一猪场和鸡场，

样本采集对象包括养殖场内养殖动物、环境及饲养员，

其中养殖动物样本采自各年龄段随机抽取个体，环境

样包括养殖场排出的污水、场内池塘水及土壤，饲养

员样本采自饲养员健康志愿者。从含 4 μg·ml-1环丙沙

星的伊红美兰琼脂平板上随机挑取典型大肠杆菌菌落

进行纯培养，采用杭州天和微生物试剂有限公司生产

的肠杆菌科细菌生化编码微量鉴定管鉴定细菌。纸片

扩散法测定细菌的药物敏感性后，挑取耐 6 种以上药

物的具相近耐药谱的多重耐药菌株进行本试验，其中

鸡场 37 株，猪场 49 株。 
1.2  主要仪器及试剂 

MH 琼脂、MH 肉汤购自浙江杭州天和微生物试

剂有限公司。 
蛋白酶K为Merck公司产品，限制性内切酶XbaI、

溶菌酶和 RNA 酶购自华美生物工程公司，Lambda 
Ladder Plug、低熔点琼脂糖、Agarose（pulsed-field 
certified，PFC）和 CHEF-MAPPER 型脉冲场电泳仪为

Bio Rad 公司产品。Brij 58、脱氧胆酸钠（sodium 
deoxycholate）和十二烷基肌氨酸钠（sodium lauryl 
sarcosine，Sarkosyl）为 Sigma 公司产品。 
1.3  药物敏感性试验 

采用微量肉汤稀释法测定环丙沙星、氨苄西林、

阿莫西林、头孢噻呋、链霉素、庆大霉素、卡那霉素、

阿米卡星、安普霉素、四环素、多西环素、氯霉素和

复方新诺明对菌株的最小抑菌浓度。判定标准参照美

国国家临床实验室标准化委员会（ NCCLS ）

M100-S15[12]和文献[13]。 
1.4  脉冲场凝胶电泳[14]  

（1）染色体 DNA 模板的制备：1 ml 细菌悬液离

心沉淀（10 min，7 000 r/min），沉淀用 1 ml 细胞稀释

液（10 mmol·L-1 Tris-HCl，50 mmol·L-1 EDTA，20 
mmol·L-1 NaCl，pH 7.2）冲洗 3 次后再用 1ml 细胞稀

释液混匀。取上述细菌悬液 96 μl 加入 4 μl 溶菌酶

（25g·L-1），50℃温育。然后与等体积、经 50℃温育

的 1.2%低熔点琼脂糖混匀，50℃温育。200 μl 注入模

具（reusable plug mold），4℃凝固 10 min。模块置入 1 
ml 溶菌酶缓冲液（10 mmol·L-1 Tris-HCl，0.1 mol·L-1 

EDTA，1 mol·L-1 NaCl，0.5% Brij58，0.2%脱氧胆酸

钠，0.5%十二烷基肌氨酸钠，pH 8.0），加入 20 μl 溶
菌酶（25 g·L-1）和 2 μl RNA 酶（10 mg·ml-1），37℃水

浴 2 h。缓冲液 A 清洗模块 1 次，再加入 980 μl 蛋白

酶Ｋ裂解溶液（100 mmol·L-1 EDTA，0.2%脱氧胆酸钠，

0.5%十二烷基肌氨酸钠，pH 8.0）及 20 μl 蛋白酶 K（50 
mg·ml-1），50℃水浴 36 h。用含 1 mmol·L-1 PMSF 的缓

冲液 A 作用模块 1 h，然后再用缓冲液 A 冲洗模块 3
次，每次 30 min。（2）酶切及电泳：将模块切成小块

放置于 100 µl 内切酶缓冲液中，室温静置 1.5 h。吸出

内切酶缓冲液，加入 100 U XbaI/500 μl 内切酶缓冲液
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/90 μl 模块，37℃水浴消化 20 h。最后将凝胶块在 0.5
×TBE 中平衡 15 min，以终止消化作用。将消化好的

凝胶块以及事先切成小块的 Ladder Marker 贴附于制

胶梳子末端，置于水平放置的倒胶模具上，将 50℃已

熔化的 1%脉冲凝胶电泳琼脂糖（1%PFC）倒入电泳

槽，室温凝固 1 h。将电泳胶块放入电泳槽中，电泳条

件为：14℃，120º，脉冲时间 2～60s，电泳时间 22 h，
电压 6V/cm。取出电泳凝胶放入 EB 溶液（0.5 μg·ml-1），

染色 2 h，去离子水冲洗 1～5 min。用紫外成像系统

照相并保存图像。 
1.5  脉冲场凝胶电泳分型标准  

通过目测判定各带型之间的关系，PFGE 结果按

照美国疾病预防和控制中心 Tenover 等[15]推荐的方法

判读：PFGE 图谱条带大小和数量相近的为同一型别；

3 个及以下条带出现差异的为同一型别的不同亚型，

分别称为 A1、A2 和 A3；3 条以上差异者为不同型别。

同一型的各亚型间认为在基因上有相关性，来源于同

一亲代，而不同型的菌株认为在流行病学上无相关性。 

2  结果与分析 

2.1  PFGE 指纹图谱分析  

86 株菌的 DNA 经 XbaI 限制性内切酶酶切后电

泳，产生 12～18 条大小不同的片段，大部分片段介于

30～500 kb 之间。图 1 和图 2 分别显示了鸡场和猪场

部分菌株的 PFGE 电泳图谱。通过目测判定各菌株带

型之间的关系，采用 Tenover 等推荐的判断标准，可

将 37 株鸡场来源大肠杆菌分为 20 种 PFGE 分型，49
株猪场来源大肠杆菌分为 24 种 PFGE 分型。此外，同

一动物、环境或饲养员采样点分离菌株 PFGE 指纹图

谱相同者较多；同一养殖场不同动物个体、养殖场环

境不同采样点、动物和环境以及饲养员和环境都存在

PFGE 指纹图谱完全相同菌株（图 1、图 2 及表）。图

1的第 2泳道为一 9周龄大鸡来源菌株的图谱，与第 7、
8、9 泳道（饲养员）和第 20 泳道（鸡场环境-池塘水）

相比，仅有 1 个条带的差别（箭头所指），它们属于同

一 PFGE 分型的不同亚型。图 2 的第 9 泳道（饲养员）

与第 8（怀孕母猪）和第 10 （猪场环境--母猪运动场

污泥）泳道相比，有 3 个条带的差别（箭头所指），它

们也属于同一 PFGE 分型的不同亚型。说明鸡场和猪

场都存在有属同一 PFGE 分型的来自动物、饲养员和

环境的菌株。 
2.2  耐药谱型和 PFGE 分型之间的关系 

86 株菌全部对环丙沙星、氨苄西林、链霉素、四

环素、多西环素和复方新诺明耐药，85 株耐阿莫西林，

6 株耐头孢噻呋，70 株耐庆大霉素，72 株耐卡那霉素，

69 株耐新霉素，22 株耐阿米卡星，7 株耐安普霉素，

53 株耐氯霉素。对细菌的 PFGE 分型和 MIC 测定结

果进行比较可以看出（表），相同 PFGE 分型的菌株其

耐药谱型不一定相同，而不同 PFGE 分型的菌株也可

拥有完全相同的耐药谱型。 

 

 
1～4. 分离自鸡的大肠杆菌（Df5-5, D9-5, D12-1, D12-3）；5～9. 分离自饲养员的大肠杆菌（D35-1, D35-3, D38-1,D38-2, D38-3）；10～20. 分离自

环境的大肠杆菌（D13-1, D13-3, D13-5, D14-1, D8-3, D8-4,D29-1, D29-2,D29-3,D29-4, D28-4）；M. Lambda ladder DNA standard; 箭头所指为鸡源菌株

（D9-5）比饲养员源菌株（D38-1, D38-2, D38-3）和环境源菌株（D28-4）多出的一条带 
1-4. E.coli isolated from chickens; 5-9, E.coli isolated from poultry farmers; 10-20. E.coli isolated from farm environment; M. Lambda ladder DNA standard. 
White arrow indicated a unique band that was found in one chicken isolate D9-5 compared with three farmers isolates D38-1, D38-2, D38-3 and one 
environmental isolate D28-4 

 

图 1  部分鸡场来源大肠杆菌 PFGE 图谱 

Fig. 1  Representative PFGE patterns of E.coli isolated from poultry farm after digestion of total DNA with XbaⅠ 
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1～9. 分离自猪的大肠杆菌（W4-3, W6-5, Wf11-1, wf11-3, W13-2, W13-5, W18-4, W26-5, Wf13-1）; 10～12. 分离自饲养员的大肠杆菌（W32-2, W36-3, 
W36-4）; 13～17. 分离自环境的大肠杆菌（W19-5, W21-1, W21-2, W39-4, W40-4）; M. Lambda ladder DNA standard。箭头所指为饲养员菌株 W32-2
与猪源菌株 Wf13-1 和环境菌株 W19-5 不同的条带 
1-9. E.coli isolated from pigs(W4-3, W6-5, Wf11-1, wf11-3, W13-2, W13-5, W18-4, W26-5, Wf13-1); 10-12. E.coli isolated from swine farmers(W32-2, 
W36-3, W36-4); 13-17. E.coli isolated from farm environment(W19-5, W21-1, W21-2, W39-4, W40-4); M: Lambda ladder DNA standard. Arrows indicated 
different bands of farmer isolate W32-2 compared with pig isolate Wf13-1 and environmental isolate W19-5  
 

图 2  部分猪场来源大肠杆菌 PFGE 图谱 

Fig. 2  Representative PFGE patterns of E.coli isolated from swine farm after digestion of total DNA with XbaⅠ 
 

表  部分菌株的耐药谱型、PFGE 基因分型和来源 

Table  Resistance patterns, PFGE types and sources of some strains 

鸡场 Poultry farm 猪场 Swine farm 

菌株 
Strain 

耐药谱型 
Resistance pattern 

PFGE 
 

来源 
Source 

菌株 
Strain 

耐药谱型 
Resistance pattern 

PFGE 
 

来源 
Source 

D3-2 CipApAxSKGNTetDTsu B1 Chi3 W4-3 CipApAxSKGNTetDChlTsu C Pig4 
D12-1 CipApAxCefSKGNTetDChlTsu B2 Chi12 W39-4 CipApAxSKGNAkTetDChlTsu C Env39 
D29-2 CipApAxCefSKGNTetDChlTsu B1 Env29 W2-4 CipApAxSKGNTetDChlTsu B Pig2 
Df5-5 CipApAxSKNAkTetDChlTsu M Chi5 W13-2 CipApAxSGTetDChlTsu B Pig13 
D8-3 CipApAxSKNAkTetDChlTsu M Env8 W13-5 CipApAxSKGAkArTetDChlTsu B Pig13 
D9-5 CipApAxSKGNTetDChlTsu N1 Chi9 W6-5 CipApAxSKGNAkTetDChlTsu D Pig6 
D38-1 CipApAxSGTetDChlTsu N2 Far38 W21-2 CipApAxSKGNTetDChlTsu D Env21 
D38-2 CipApAxSGTetDChl Tsu N2 Env38 W40-4 CipApAxSKNTetDChlTsu D Env40 
D38-3 CipApAxSGTetDChlTsu N2 Far38 W40-3 CipApAxSKGNTetDTsu T Env40 
D28-4 CipApAxSGTetDChlTsu N2 Env28 W19-1 CipApAxCeffSKGNAkTetDTsu T Env19 
D26-1 CipApAxSKGNTetDTsu J Env26 W38-1 CipApAxSKGNTetDTsu T Far38 
D28-5 CipApAxSTetDTsu J Env28 W36-3 CipApAxSKGArTetDChlTsu L Far36 
D13-1 CipApAxSKNAkArTetDChlTsu S Env13 W36-4 CipApAxSKGAkArTetDChlTsu L Far36 
D13-4 CipApAxSKNTetDChlTsu S Env13 Wf13-1 CipApAxSKGAkArTetDChlTsu H1 Pig13 
D8-4 CipApAxSKNTetDChlTsu V Env8 W19-5 CipApSKNArTetDChlTsu H1 Env19 
D29-1 CipApAxSKGNTetDChlTsu V Env29 W32-2 CipApAxSKGNArTetDChlTsu H2 Far32 

Ak, 阿米卡星 Amikacin；Ax, 阿莫西林 Amoxicillin；Ap, 氨苄西林 Ampcillin；Ar, 安普霉素 Apramicin； Cef, 头孢噻呋 Ceftiofur；Chl, 氯霉素

chloramphenicol；Cip, 环丙沙星 Ciprofloxacin；D, 多西环素 Doxycycline； G, 庆大霉素 Gentamicin；K, 卡那霉素 Kanamycin；N, 新霉素 Neomycin；
S, 链霉素 Streptomycin；Tet, 四环素 Tetracycline；Tsu, 复方新诺明 Trimethoprim-sulfamethoxazole；Chi, 鸡 Chicken；Env, 环境 Environment；Far,
饲养员 Farmer; Pig, 猪 Pig 

 

3  讨论 

非人类（畜牧业、水产业）使用抗菌药导致耐药

菌株的出现和传播对人类健康的影响近年成为全世界

关注的焦点。中国是畜牧业大国，抗菌药的使用种类

和数量都非常大，但由此导致的对人体健康和公共卫

生的影响有多大还不甚清楚。为明确畜禽养殖场大肠

杆菌耐药性的传播途径及其方式，探索人与动物间耐

药菌垂直克隆传播的可能性，本研究采用被公认为许

多细菌基因分型金标准的 PFGE 方法[16]，对分离自养
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殖场动物、环境和饲养员的 86 株耐药谱相近多重耐药

大肠杆菌进行 DNA 指纹图谱分型，比较菌株之间的

亲缘关系。结果发现同一养殖场不同动物个体、养殖

场环境不同采样点、动物和环境以及饲养员和环境都

存在 PFGE 指纹图谱完全相同菌株，说明同一养殖场

不同动物之间、动物与环境之间以及环境与饲养员之

间存在着耐药大肠杆菌的克隆传播。 
同时，鸡场和猪场都发现有属同一 PFGE 分型的

来自动物、饲养员和环境的菌株。鸡场一 9 周龄大鸡

分离菌株D9-5的 PFGE图谱与 3株鸡场饲养员分离菌

（D38-1、D38-2 和 D38-3）和 1 株鸡场环境（池塘水）

分离菌 D28-4 相比，仅有 1 个条带的差别。猪场 1 饲

养员分离菌株 W32-2 的 PFGE 图谱与 1 猪怀孕母猪分

离菌 Wf13-1 和 1 母猪运动场污泥分离菌 W19-5 相比

有 3 个条带的差别。1995 年美国疾病预防和控制中心

Tenover 等[15]提出了菌株同源性的 PFGE 判别标准，

即由于单个基因在酶切位点处发生突变、插入或缺失

的遗传改变导致在电泳带型上与主要表型有 2～3 个

差别的菌株被认为是主要型中的亚型，菌株间有相近

关系；如有两个独立基因发生遗传改变将导致 4～6
条带的变化，可认为菌株间可能有相近关系；如菌株

间有 6 条或更多带型变化，说明有 3 个或更多基因发

生变化，被视为无相关性。由此可见，以上菌株间有

很近的亲缘关系，充分说明养殖场动物、环境及饲养

员之间存在多重耐药大肠杆菌的克隆传播。台湾最近

的研究也表明人和猪之间存在氟喹诺酮耐药猪霍乱沙

门氏菌的克隆传播[17]。 
菌株 W32-2、Wf13-1 和 W19-5 间 PFGE 图谱条

带的差异可以用单个基因在 XbaⅠ酶切位点处发生突

变来解释，即 W32-2 的基因组 DNA 在某处发生突变，

增加了 1 个酶切位点，导致缺少 1 个 400 kb 左右的条

带（图 2 白箭头所指），而增加 1 个 290 kb 和 110 kb
左右的条带（图 2 黑箭头所指）。但菌株 D9-5 的 PFGE
图谱与 D38-1、D38-2、D38-3 和 D28-4 相比，增加了

1 个 60 kb 左右的条带，这有可能是质粒的条带。Fey
等[8]报道从牛和儿童分离的头孢曲松耐药沙门氏菌间

不同的 PFGE 条带来自质粒，本研究菌株 D9-5 增加的

60 kb 左右的条带是否为质粒还有待进一步研究证实。 
对细菌的 PFGE 分型和耐药谱型进行比较可以看

出，相同 PFGE 分型的菌株其耐药谱型不一定相同，

而不同 PFGE 分型的菌株也可拥有完全相同的耐药谱

型。提示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，而不同

克隆株之间可能通过耐药质粒水平传播耐药性。 

Donabedian 等[18]从人和超市鸡肉中分离到 PFGE
图谱完全一致的庆大霉素耐药肠球菌，说明耐药菌可

通过食物链传递到人。本研究发现养殖场不同环境采

样点分离菌株的 PFGE 指纹图谱也有完全相同的，说

明克隆传播的耐药菌在养殖场环境广泛传播和分布。

另外有较多养殖场环境分离大肠杆菌与动物或饲养员

分离大肠杆菌拥有相同的 PFGE 图谱，如从鸡场工作

人员的食堂污水中分离的菌株 D29-2 与动物分离菌

D3-2 的 PFGE 图谱一致，提示这些多重耐药菌通过污

染周围环境、水源或食物，经食物链可能传播给人，

但这尚需深入的流行病学研究加以证实。 
由于即使是同一个体内寄殖的大肠杆菌的 PFGE

指纹图谱也是不尽相同，所以从不同个体上找到指纹

图谱相同的大肠杆菌，这种筛选效率是非常低的[9]。

但本研究还是从少量的样本中找到了有亲缘关系但来

源不同（自动物、饲养员和环境）的菌株，说明耐药

菌在养殖场内的动物、环境及饲养员间进行克隆传播

是相当普遍的。这一点应引起高度注意，因为通过养

殖场扩散的多重耐药菌非常有可能通过各种途径传播

到普通人群，从而对人体健康和公共卫生产生很大危

害。 

4  结论 

尽管样本量不大，但本研究还是从鸡场和猪场都

找到了属同一 PFGE 分型的分别来自养殖场动物、环

境及饲养员的多重耐药大肠杆菌，充分说明耐药菌在

养殖场内的动物、环境及饲养员之间进行克隆传播是

相当普遍的。对细菌的 PFGE 分型和耐药谱型进行比

较可以看出，相同 PFGE 分型的菌株其耐药谱型不一

定相同，而不同 PFGE 分型的菌株也可拥有完全相同

的耐药谱型。本研究结果还提示，从养殖场扩散的多

重耐药菌非常有可能通过各种途径传播到普通人群，

从而对人体健康和公共卫生产生很大危害，所以在养

殖业应小心谨慎使用抗菌药物，并加强动物源细菌耐

药性的监测。 
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