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摘　要：为了解食品动物源沙门氏菌质粒介导喹诺酮类耐药性（Ｐｌａｓｍｉｄｍｅｄｉａｔｅｄｑｕｉｎｏｌｏｎｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＰＭＱＲ），采

用微量肉汤稀释法和ＰＣＲ方法，检测了３１６株食品动物源沙门氏菌对２０种抗菌药物的敏感性，以及菌株中

犘犕犙犚基因的携带率。结果显示：３１６株沙门氏菌对２０种抗菌药物呈不同程度的耐药性，９５．５７％菌株为多重耐

药菌；３１６株菌中未检出狇狀狉犃 、狇狀狉犆、狇狀狉犇、狇狀狉犛和狇犲狆犃 基因，７．９１％菌株检出狇狀狉犅基因，１５．１９％菌株检出犪犪犮

（６′）犐犫犮狉基因，７．９１％菌株检出狅狇狓犃基因，８．８６％菌株检出狅狇狓犅基因，这是首次在沙门氏菌中发现狅狇狓犃犅基

因；９８．１１％犘犕犙犚阳性菌同时携带２种及以上的耐药基因，呈８～１７耐的多重耐药性，其中以狇狀狉犅和犪犪犮（６′）犐犫

犮狉基因型为主；５３株ＰＭＱＲ阳性菌分属于５种不同的基因型，耐药表型或耐药基因型不同的菌株却有相同的ＰＦ

ＧＥ谱型。本次检测的３１６株食品动物源沙门氏菌耐药较为严重；菌株主要携带狇狀狉犅、犪犪犮（６′）犐犫犮狉及狅狇狓犃犅 基

因；不同来源菌株存在同一耐药克隆株的流行。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ｆｏｏｄａｎｉｍａｌ；犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪；ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；ＰＭＱＲｇｅｎｅｓ；ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

　　沙门氏菌（犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪）在自然界中分布极为广

泛，多数菌株能引起人和动物发生以肠炎和败血症

为特征的沙门氏菌病，也是引起人食物中毒的主要

病原菌。随着抗菌药物广泛使用，沙门氏菌耐药率

逐年上升，耐药谱型迅速增宽［１３］。其耐药性日益严

重已成为世界范围的公共健康问题，加强该菌耐药

性检测具有重要的医学、兽医学和公共卫生意义。

喹诺酮类药物，主要是氟喹诺酮类，是目前控制

沙门氏菌病的常用药物。自１９９３年德国报道高水

平耐氟喹诺酮类沙门氏菌后［４］，其他国家和地区也

相继分离出耐氟喹诺酮类菌株［５］。以往研究显示，

由染色体突变介导靶位改变，主动外排和外膜通透

性下降是造成细菌对喹诺酮类耐药的机制。１９９８

年第１个质粒介导喹诺酮类耐药基因狇狀狉犃 的发

现，改变了之前认为质粒不介导喹诺酮类耐药的观

点，随后一系列 犘犕犙犚 基因，如狇狀狉犅、狇狀狉犛、犪犪犮

（６’）犐犫犮狉、狅狇狓犃犅、狇犲狆犃 等陆续被报道。尽管

犘犕犙犚基因只介导氟喹诺酮类低水平耐药，但这些

基因的存在使细菌更容易发生高水平耐药，并使耐

药性迅速扩散成为可能导致多重耐药菌株流行［５７］，

故开展质粒介导喹诺酮耐药的研究是必要的。本研

究检测ＰＭＱＲ在食品动物源沙门氏菌中流行情况，

旨在为指导临床合理用药和防止喹诺酮类耐药性扩

散提供依据。

１　材料与方法

１．１　菌株

２００３年至２０１０年间，从四川、河南、江苏、广

东、江西等省采集食品动物粪便、肝、肺或脑组织样

本，经分离纯化，生化、血清型和沙门氏菌犻狀狏犃 基

因ＰＣＲ鉴定出３１６株沙门氏菌。鸡白痢沙门氏菌

标准菌株（１０３９８）购自中国兽医药品监察所，大肠杆

菌 ＡＴＣＣ２５９２２ 购自杭州天和微生物试剂有限

公司。

１．２　主要试剂和仪器

氧氟沙星（ＯＦＬ）、萘啶酸（ＮＡＬ）购自ｓｉｇｍａ公

司，氨苄西林（ＡＭＰ）、阿莫西林／克拉维酸（ＡＭＣ）、

头孢唑啉（ＣＦＺ）、头孢噻呋（ＸＮＬ）、链霉素（ＳＴＲ）、

庆大霉素（ＧＥＮ）、阿米卡星（ＡＭＩ）、卡拉霉素

（ＫＡＮ）、四环素（ＴＥＴ）、多西环素（ＤＯＸ）、氯霉素

（ＣＨＬ）、氟苯尼考（ＦＦＮ）、诺氟沙星（ＮＯＲ）、左氟

沙星（ＬＥＶ）、洛美沙星（ＬＯＭ）、环丙沙星（ＣＩＰ）、恩

诺沙星（ＥＮＲ）、磺胺异唑（ＳＵＬ）均购自中国兽医

药品监察所；ＰｒｅｍｉｘＥｘ犜犪狇Ｖｅｒｓｉｏｎ
ＴＭ ２．０购自

ＴａＫａＲａ公司；犅狊狋犆Ⅰ酶购自 ＮＥＢ公司；ＰＦＧＥ级

琼脂糖购自Ｂｉｏｒａｄ公司；ＰＣＲ仪购自 ＨＹＢＡＩＤ公

司；脉冲场凝胶电流仪购自Ｂｉｏｒａｄ公司。

１．３　方法

１．３．１　抗菌药物敏感性试验　　采用微量肉汤稀

释法测定奈啶酸等２０种药物的敏感性，并根据美国

临床实验室标准化委员会（ＣＬＳＩ）标准进行药物敏

感性判断［８］。

１．３．２　狇狀狉、犪犪犮（６′）犐犫、狇犲狆犃和狅狇狓犃犅 基因的检

测　　采用水煮法制备细菌ＤＮＡ模板。犘犕犙犚基

因ＰＣＲ引物序列见表１，ＰＣＲ扩增条件参考表１中

文献。犪犪犮（６′）犐犫基因ＰＣＲ产物用犅狊狋犆犐酶切，通

过观察酶切图谱可判断是否为犪犪犮（６′）犐犫犮狉
［１２］；随

机挑选部分ＰＭＱＲ阳性菌ＰＣＲ产物经胶回收纯化

后，送北京英俊生物技术有限公司测序。

１．３．３　ＰＭＱＲ阳性菌脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）分

析　　ＰＭＱＲ阳性菌用琼脂糖固定、裂解及洗涤

后，被包埋的ＤＮＡ在３７℃水浴中用５０Ｕ犡犫犪Ⅰ酶

切，得到的限制性酶切片段用脉冲场凝胶电泳分型，

以确定菌株的基因型和同源关系［１３］。

２　结　果

２．１　药敏试验结果

３１６株食品动物源沙门氏菌对头孢唑啉等１２

种药物耐药率低于３０％，对其余８种药物耐药率超

过３６．７１％，尤其对四环素、多西环素、奈啶酸、磺胺

异唑耐药率超过６０％。尽管对氟喹诺酮类耐药

率较低，但其中介率较高，说明存在耐药率上升的趋

势。９５．５７％菌株呈３耐及以上的多重耐药性，以４

～５耐菌株为主（占总菌数３５．１３％）。

４０８
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表１　沙门氏菌犘犕犙犚基因犘犆犚引物序列

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犘犕犙犚犵犲狀犲狊狅犳犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ

目的基因

Ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

片段大小／ｂｐ

Ｆｒａｇｍｅｎｔｓｉｚｅ
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表２　３１６株食品动物源沙门氏菌对２０种抗菌药物的药敏试验结果

犜犪犫犾犲２　犛狌狊犮犲狆狋犻犫犻犾犻狋狔狅犳３１６犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪犻狊狅犾犪狋犲狊犳狉狅犿犳狅狅犱犪狀犻犿犪犾狊狋狅２０犪狀狋犻犿犻犮狉狅犫犻犪犾犪犵犲狀狋狊 ％

药物 Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔ 敏感率 Ｒａｔｅｏｆｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ 中介率 Ｒａｔｅｏｆｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ 耐药率 Ｒａｔｅｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ＡＭＰ ５７．５９ １．２７ ４１．１４

ＡＭＣ ４８．４１ ３．４８ ４８．１１

ＣＥＺ ８４．８１ ６．９６ ８．２３

ＸＮＬ ６６．４６ ４．１１ ２９．４３

ＳＴＲ ５０．９５ ０．００ ４９．０５

ＧＥＮ ６８．３５ ３．１６ ２８．４９

ＡＭＩ ８７．０２ ０．９５ １２．０３

ＫＡＮ ７５．３２ ７．２８ １７．４０

ＴＥＴ １７．７２ ２１．５２ ６０．７６

ＤＯＸ １７．０９ １０．７６ ７２．１５

ＣＨＬ ６７．７２ ３．８０ ２８．４８

ＦＦＮ ５６．０１ ７．２８ ３６．７１

ＮＡＬ １１．３９ ３．１６ ８５．４５

ＮＯＲ ５７．９１ ２２．１５ １９．９４

ＯＦＬ ７６．５８ ８．５４ １４．８８

ＬＥＶ ７８．８０ ５．３８ １５．８２

ＬＯＭ ７１．５２ １８．０４ １０．４４

ＣＩＰ ７９．１１ ８．５４ １２．３５

ＥＮＲ ３６．７１ ５０．９５ １２．３４

ＳＵＬ １４．５６ ０．００ ８５．４４

５０８
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２．２　沙门氏菌犘犕犙犚基因检测情况

沙门氏菌犘犕犙犚 基因ＰＣＲ检测结果见表３。

测序结果显示：５株菌狇狀狉犅与注册号ＥＵ６４３６１７株

相似性为９６％～９９％，表明这些菌株携带基因为

狇狀狉犅２亚型；５株菌的狅狇狓犃、狅狇狓犅、犪犪犮（６′）犐犫犮狉与

注册号ＦＮ８１１１８４、ＦＮ８１１１８４和ＦＪ５９４７６５相似性

分别为９９％、９９％和９８％。

２．３　犘犕犙犚阳性菌基因型与耐药表型的相关性

５３株 ＰＭＱＲ阳性菌中除１株（１．８７％）携带

狅狇狓犅 单 基 因，耐 药 表 型 为 ５ 耐 外，其 余 ５２ 株

（９８．１１％）携带２种及以上的耐药基因，呈８～１７耐的

多重耐药性，其中以狇狀狉犅牔犪犪犮（６′）犐犫犮狉为主（表４）。

表３　３１６株食品动物源沙门氏菌犘犕犙犚基因阳性率

犜犪犫犾犲３　犜犺犲狆狅狊犻狋犻狏犲狉犪狋犲狊狅犳犘犕犙犚犵犲狀犲狊犻狀３１６犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪犻狊狅犾犪狋犲狊犳狉狅犿犳狅狅犱犪狀犻犿犪犾狊 ％

类型 Ｔｙｐｅ 狇狀狉犃 狇狀狉犅 狇狀狉犆 狇狀狉犇 狇狀狉犛 犪犪犮（６′）犐犫犮狉 狇犲狆犃 狅狇狓犃 狅狇狓犅

数量 Ｎｏ． ０．００ ２５．００ ０．００ ０．００ ０．００ ４８．００ ０．００ ２５．００ ２８．００

阳性率Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ ０．００ ７．９１ ０．００ ０．００ ０．００ １５．１９ ０．００ ７．９１ ８．８６

表４　沙门氏菌携带犘犕犙犚基因型和多重耐药表型

犜犪犫犾犲４　犜犺犲犻狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳犘犕犙犚犵犲狀狅狋狔狆犲犪狀犱犿狌犾狋犻狉犲狊犻狊狋犪狀狋狆犺犲狀狅狋狔狆犲犻狀狊狋狉犪犻狀狊

耐药基因型

ＰＭＱＲｇｅｎｏｔｙｐｅ

多重耐药菌株 Ｍｕｌｔｉｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｔｒａｉｎｓ

５耐 ８耐 ９耐 １０耐 １１耐 １２耐 １６耐 １７耐

狅狇狓犅 １

狅狇狓犃牔狅狇狓犅 １ ２ １

狇狀狉犅 ＆犪犪犮（６′）犐犫犮狉 １５ １０

犪犪犮（６′）犐犫犮狉＆狅狇狓犅 １ １

犪犪犮（６′）犐犫犮狉＆狅狇狓犃 ＆狅狇狓犅 １６ ４ １

２．４　犘犕犙犚阳性菌的犘犉犌犈检测

５３株ＰＭＱＲ阳性菌除菌株Ｓ２７是２００３年分

离自广东省外，其余５２株菌均分离自四川省不同地

区养殖场。菌株编号，分离时间、动物源、血清型、多

重耐药性和犘犕犙犚基因，以及ＰＦＧＥ谱型见图１。

由图１可知，５３株阳性菌分为５型，其中２５株菲利

斯河沙门氏菌（犛．犳狔狉犻狊）尽管分离自不同养殖场，分

离时间、耐药表型及携带的犘犕犙犚基因不尽相同，

但属于同一ＰＦＧＥ谱型；２５株吉夫沙门氏菌（犛．

犵犻狏犲）分离地、分离时间、动物源及耐药表型也不尽

相同，但属于同一ＰＦＧＥ谱型；其余３株分属于３种

不同的谱型。

３　讨　论

从药敏试验结果可知，３１６株食品动物源沙门

氏菌对２０种抗菌药物均产生不同水平的耐药性，其

中对氨苄西林、阿莫西林／克拉维酸、链霉素、四环素

类药、萘啶酸、磺胺异唑等使用时间较长或抗菌活

性低的药物耐药严重（耐药率超过４０％）；对氟喹诺

酮类药物，虽然耐药率低于２０％，但中介率较高，说

明如果存在药物压力，这些菌株有可能转变为耐药

菌，导致耐药率上升；本次检测菌株呈严重的多重耐

药性，９５．５７％菌株为多重耐药菌株。以上检测结果

与其他来源菌株，包括医源、食品源、动物源，也包括

中国在内的世界其他国家和地区分离菌株耐药情况

相似［２３，１６１８］。这表明沙门氏菌耐药性，特别是多重

耐药沙门氏菌的出现和传播已无法避免，给人类及

动物健康已带来莫大的威胁，食品动物养殖业应谨

慎使用抗菌药物。

质粒介导的喹诺酮类耐药（ＰＭＱＲ）由狇狀狉、犪犪犮

（６′）犐犫犮狉、狇犲狆犃、狅狇狓犃犅 等基因参与。其中狇狀狉

（狇狀狉犃 、狇狀狉犅、狇狀狉犛、狇狀狉犆及狇狀狉犇 等）编码ＱＮＲ蛋

白，该蛋白能保护ＤＮＡ回旋酶和拓扑异构酶ＩＶ不

受喹诺酮类的抑制；犪犪犮（６′）犐犫犮狉基因编码氨基乙

酰化酶，通过对喹诺酮类（诺氟沙星、环丙沙星）哌嗪

环上氨基氮原子的乙酰化而介导低水平耐药；狇犲狆犃

６０８



　５期 林居纯等：食品动物源沙门氏菌质粒介导喹诺酮类耐药基因的检测与分析

和狅狇狓犃犅 编码质粒介导的外排泵，通过对亲水性喹 诺酮类药物的外排而介导低水平耐药［１９］。

图１　５３株犘犕犙犚阳性菌株的犘犉犌犈图

犉犻犵．１　犘犉犈犌狆狉狅犳犻犾犲狊狅犳５３犘犕犙犚狆狅狊犻狋犻狏犲狊狋狉犪犻狀狊

　　国内外对沙门氏菌ＰＭＱＲ基因检测结果显示，

狇狀狉犃检出率为０．０５‰～２．７７％
［２０２２］，狇狀狉犅检出率

为０．０２６‰～１１．３４％
［２０，２３］，狇狀狉犛检出率为０．５７‰～

１０．２９％
［２０２３］，狇狀狉犇检出率为１．８１％～２５％

［１１，２３］，犪犪犮

７０８
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（６′）犐犫犮狉检出率为０．０５‰～３７．１％
［１７，２０］，狅狇狓犃犅和

狇犲狆犃尚未从沙门氏菌中检出。本次在３１６株食品动

物源沙门氏菌中未检出狇狀狉犃、狇狀狉犛、狇狀狉犇 基因；

狇狀狉犅检出率７．９１％低于欧洲检出率
［２３］，但远远高

于美国等其他国家和我国医学临床菌株检出

率［２０２２］；犪犪犮（６′）犐犫犮狉检出率１５．１９％高于其他国

家检出率［２０２１，２３］，但低于我国医学临床菌株检出

率［１７］；首 次 在 沙 门 氏 菌 中 检 出 狅狇狓犃（检 出 率

７．９１％）和狅狇狓犅 基因 （检出率 ８．８６％）。５３ 株

ＰＭＱＲ阳性菌中，９８．１１％菌株同时检出２种或２

种以上的耐药基因，尤其以狇狀狉犅 和犪犪犮（６′）犐犫犮狉

基因型检出率最高，这与其他犘犕犙犚阳性菌以单耐

药基因检出为主的报道不同［１１，１７，２０２３］，携带ＰＭＱＲ

多耐药基因菌株呈８～１７耐的多重耐药性。

５３株犘犕犙犚 阳性菌株的ＰＦＧＥ检测为５个

型，其中血清型相同的菌株，尽管菌株的分离时间及

地点、动物源、携带的耐药基因或耐药表型不尽相

同，但其基因相似性为１００％。以上现象说明了不

同时间、地点分离的沙门氏菌在进化上可能是某一

特定克隆菌在不同环境，药物诱导和选择压力下衍

变而来，或菌株在不同时间和地点交替出现，导致其

感染在时间和空间上呈现持续性和普遍性。

４　结　论

本次检测的３１６株食品动物源沙门氏菌耐药较

为严重，多重耐药现象普遍；狇狀狉犅和犪犪犮（６′）犐犫犮狉

基因在菌株中检出率高，且首次检出狅狇狓犃犅基因；

犘犕犙犚阳性菌主要以多耐药基因同时出现为主，呈

多重耐药表型；ＰＦＧＥ分析显示，不同时间、不同地

点、不同动物源分离的耐药菌株存在同一克隆株的

流行。
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