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四川省食品动物源大肠埃希菌产 ESBLs 菌株 
blaCTX–M基因的分子流行特征 
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摘 要：2010—2016年，从四川省不同养殖场的食品动物源(猪源、鸡源)中分离和纯化并最终获得 123株大肠埃

希菌产超广谱 β–内酰胺酶(ESBL–EC)菌株，采用 PCR 法，并通过测序检测其 blaCTX–M基因，采用脉冲场凝胶电

泳法(PFGE)分析 33株不同来源菌株的亲缘关系。结果显示：123株菌株中 blaCTX–M检出率高达 91.9%(113/123)，

其中以 blaCTX–M–55和 blaCTX–M–65基因型为主；blaCTX–M流行率呈逐年上升的趋势；不同动物源菌株中 blaCTX–M流

行情况不同；12株菌中 blaCTX–M基因发生了 9种类型的突变，其中有 10株菌为有义突变，导致 7种类型氨基酸

被取代；33株不同来源菌株共有 32种 PFGE型。可见，四川省食品动物源产 ESBLs大肠埃希菌中 blaCTX–M基因

型复杂且存在变异，在不同遗传背景的 ESBL–EC菌株间广泛流行。 
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Abstract: 123 extended-spectrum β-lactamase-producing Escherichia coli(ESBL-EC) were isolated and collected from 
food-producing animals(swine and chicken) of different farms in Sichuan province from 2010 to 2016. PCR and DNA 
sequencing were performed to detection blaCTX-M genes. Pulsed-field gel electrophoresis(PFGE) was used for molecular 
typing of 33 isolates of the 123 isolates with different sources. The results showed that prevalence of blaCTX-M was 
91.9%(113/123) in ESBL-EC isolates, among which blaCTX-M-55 and blaCTX-M-65 were the dominant genotypes. The 
occurrence of blaCTX-M was increasing yearly; blaCTX-M variants were observed in isolates from chicken and swine; 9 types 
of mutations of blaCTX-M genes were found in 12 isolates, in which 10 were sense mutations, which made 7 types of amino 
acid substitutions; 33 isolates were classified into 32 types by PFGE. In sumary, blaCTX-M genotypes were mutated, and 
had spread widely among different molecular types of ESBL-EC isolates from food animals in Sichuan province. 
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自 2000年以来，CTX–M型超广谱 β–内酰胺酶
(ESBLs)在世界各地均有报道。尤其在发展中国家，
由于抗生素滥用和较低卫生防疫水平，导致包括

blaCTX–M 在内的多重耐药基因在人、动物和环境中

广泛传播，给公共卫生安全带来威胁[1]。近年来，

CTX–M 型已取代 TEM 和 SHV，成为最流行的
ESBLs，CTX–M 型以对头孢噻肟高水平耐药为主

要表型特征[2]。由于 blaCTX–M基因极易发生突变，

已报道的 CTX–M已超过 150种亚型，分属于 6群
(CTX–M–1、CTX–M–2、CTX–M–8、CTX–M–9、
CTX–M–25和 KLUC)[3]。blaCTX–M基因通常位于可

移动质粒上，而这些质粒可与耐四环素类、氨基糖

苷类、氯霉素类、磺胺–甲氧苄啶耐药基因发生共
转移，使用以上任何 1种抗生素都可诱导和筛选出
CTX–M 菌株[4–5]。blaCTX–M可借助插入序列、转座

子、整合子等多种可移动基因元件，如 ISEcpl可在
质粒间、质粒与染色体间转移，也可在不同菌株和

菌种间进行水平传播[6]。 
食品动物与人类有密不可分的联系，耐药细菌

可通过人与动物直接接触或食物链完成耐药基因

从动物到人类转移，对人类健康造成威胁[1]。大肠

埃希菌作为动物体内常见共生菌和致病菌，承受着

多种抗菌药物的诱导及选择压力，形成了严重的耐

药性，某些菌株甚至对所有的抗菌药物表现出耐药

性。在抗生素持续诱导和选择压力下，导致了

blaCTX–M 基因突变，也出现了一些新的流行类型，

如在中国 CTX–M–55 已经超过 CTX–M–15，成为
仅次于 CTX–M–14的流行类型，该酶对头孢他定具
有高水解活性。而 CTX–M–65型在中国动物源菌株
中快速传播[7]。目前，对于 CTX–M 的流行特征研
究主要集中在医学临床分离菌株，而食品动物源菌

株相关报道较少，尤其有关四川省产 CTX–M菌株
及其基因型流行特征和扩散演化变迁的研究鲜有

报道。本研究中，以四川省猪、鸡源产 ESBLs大肠
埃希菌为研究对象，分析 blaCTX–M基因在不同来源

菌株中的分子流行特征，旨在为科学应对食品动物

源菌株产 CTX–M在四川省的流行提供依据。 

1 材料与方法 

1.1 菌株来源 

2010—2016年，从四川省不同养殖场分离和纯
化 444株大肠埃希菌临床菌株。经双纸片确认试验，
获得 123株产 ESBLs菌株，其中鸡源菌 95株，猪
源菌 28株。 

1.2 blaCTX–M基因检测 

使用 OMEGA小量质粒提取试剂盒，提取 123
株产 ESBLs大肠埃希菌质粒 DNA，并以此为模板，
对其进行不同群 blaCTX–M PCR扩增[8–10]。PCR引物
序列及扩增条件见表 1。将获得的目的片段送往上
海英骏生物技术有限公司(北京)进行双向测序，测
序结果通过 GenBank进行比对分析。 

表 1 blaCTX–M 基因 PCR 引物及扩增条件 
Table 1 The PCR primer sequences and amplified conditions of blaCTX-M genes 

类别 引物序列(5'—3') 扩增长度/bp 退火温度/℃ 

blaCTX–M–1群 AGGAAGTGTGCCGCTGTATGC 505 59.5 

 CATTGCCCGAGGTGAAGTGGT   

blaCTX–M–2群 ATGATGACTCAGAGCATTCG 876 55.0 

 TCAGAAACCGTGGGTTACGA   

blaCTX–M–8/25群 AACACGCAGACGCTCTAC 326 56.0 

 TCGAGCCGGAAGGTGTCAT   

blaCTX–M–9群 CGCAGATAATACGCAGGTGCT 495 57.5 

 CCGGTCGTATTGCCTTTGAG   
 

1.3 亲缘关系鉴定 

采用脉冲场凝胶电泳(PFGE)对挑选的 33 株不
同来源、携带 blaCTX–M的菌株进行分子分型

[11]，以

确定这些菌株的遗传相关性或差异性，从而了解

blaCTX–M在菌株间的扩散是垂直还是水平传播。 

2 结果与分析 

2.1 不同来源菌株 blaCTX–M的流行特点 

从 123 株 ESBLs 大肠埃希菌中检出 blaCTX–M 

113 株(检出率 91.9%)，其中 blaCTX–M–1 群 83 株
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(73.5%)，blaCTX–M–9群 30 株(26.5%)，blaCTX–M–2、

blaCTX–M–8/25群尚未检出。测序结果显示，blaCTX–M–1

群以 blaCTX–M–55 为主(44/113)，其次是 blaCTX–M–65 

(23/113)、blaCTX–M–15(8/113)和 blaCTX–M–123(8/113)；
blaCTX–M–9 群以 blaCTX–M–14 为主(20/113)，其次是
blaCTX–M–24(6/113)和 blaCTX–M–121(4/113)。 

从表 2 可知，blaCTX–M 检出率呈逐年上升的趋

势，2013—2016 年，分离菌株检出的 blaCTX–M基因

型逐年增多。如图 1 所示，猪源和鸡源菌均是
blaCTX–M–55检出率最高，其余基因型检出率呈菌株来

源性差异，鸡源菌比猪源菌检出更复杂的基因型。 

表 2 2010—2016 年 blaCTX–M基因型的检测结果 
Table 2 The detection result of blaCTX–M genotypes among isolates during 2010-2016 

耐药基因占比/% 
类群 基因型 2010 

(n=20) 
2011 

(n=11) 
2012 

(n=20) 
2013 

(n=18) 
2014 

(n=15) 
2015 

(n=20) 
2016 

(n=19) 
blaCTX–M–1群 blaCTX–M–55 30.0 36.4 30.0 33.3 40.0 40.0 42.1 

 blaCTX–M–65 10.0 18.2 15.0 16.7 20.0 25.0 26.3 

 blaCTX–M–15  0.0  9.1  5.0  5.6  6.7 10.0 10.5 

 blaCTX–M–123  0.0  9.1  5.0  6.7  6.7 10.0 10.5 

blaCTX–M–9群 blaCTX–M–14 10.0  9.1 15.0 16.7 20.0 20.0 21.1 

 blaCTX–M–24  5.0  0.0  5.0  5.6  6.7  5.0  5.3 

 blaCTX–M–121  0.0  0.0  0.0 11.1 13.3  0.0  0.0 
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图 1 猪和鸡源菌株 blaCTX–M 基因型的检测结果 

Fig.1 The detection result of blaCTX-M genetype among isolates 

from swine and poultry  

2.2 不同 blaCTX–M基因的突变特点 

将 113株菌株扩增获得的 blaCTX–M测序结果与

GenBank 收录序列进行比对，发现其中 12 株菌携
带的 4 种 blaCTX–M基因发生了 9 种突变，其中 10
株发生了有义突变，导致 7种氨基酸被取代(表 3)。 

 
 

表 3 不同菌株 blaCTX–M基因的突变及氨基酸取代特征 
Table 3 Distribution characteristics of blaCTX -M gene mutations and amino acid substitution 

基因型 突变位点 取代的氨基酸 突变菌株数 占比/% 

blaCTX–M–15 346(G→A) 缬氨酸→异亮氨酸 1 12.5 

blaCTX–M–123 308(C→G) 半胱氨酸→丝氨酸 1 12.5 

 725(G→A) 甘氨酸→谷氨酸 2 22.2 

blaCTX–M–65 793(T→A) 酪氨酸→天冬氨酸 2  6.1 

 814(A→T) 天冬氨酸→酪氨酸 1  3.0 

 858(A→T) 无意义 1  3.0 

blaCTX–M–14 825(C→A) 无意义 1  5.0 

 830(G→A) 精氨酸→组氨酸 1  5.0 

 280 (C→T) 亮氨酸→苯丙氨酸 2 10.0 
 

2.3 blaCTX–M阳性菌株的 PFGE 分型结果 

所选取的 33株不同时间、不同动物源菌株共产
生 32种不同 PFGE谱型，即便是携带相同 blaCTX–M 

 

基因型菌株，但其 PFGE 谱型也不相同，这说明检
测到的 blaCTX–M 阳性菌不存在克隆关系，遗传背景

具有多样性(图 2)。 

基
因
型
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图 2 33 株 blaCTX–M菌株的 PFGE 聚类分析结果 
Fig.2 PFGE dendrogram of Escherichia coli isolates harboured blaCTX-M  

 

3 讨论与结论 

本研究中，在 123株 ESBLs动物源大肠埃希菌
中检出 113 株携带 blaCTX–M，检出率达 91.9%，与
其他报道[12–14]的 blaCTX–M 检出率 84.8%~94.6%相
符，说明食品动物源大肠埃希菌是 blaCTX–M主要宿

主菌，该类基因在产 ESBLs大肠埃希菌中已获得稳
固传播能力。本研究检出的 blaCTX–M 主要分属于

blaCTX–M–1群(73.5%)和 blaCTX–M–9群(26.5%)，其中
blaCTX–M–55(44/113)、blaCTX–M–65(23/113)和 blaCTX–M–14 

(20/113)检出率较高，为优势基因型，blaCTX–M–15、

blaCTX–M–123、blaCTX–M–24 也有检出。可见，在四川

省食品动物源的分离菌株中，检出的 blaCTX–M–55、

blaCTX–M–65 基因型已经超过了 blaCTX–M–14，尤其是

blaCTX–M–65基因，作为 blaCTX–M–14的突变体，具有

水解头孢噻肟、头孢曲松的能力，而且该基因常常

与其他耐药基因，如 blaKPC–2、blaNDM–5、fosA3、blaSHV

和 rmtB 共同存在于同一质粒，呈多重耐药性，这
给耐药性防控和临床感染治疗带来严峻挑战[15]，故

兽医临床上对新型 blaCTX–M基因流行、对其介导耐

药性及耐药机制的研究应进一步加强。 
自 2000年后CTX–M型 ESBLs流行逐年上升。

RAO 等[7]对分离自 2003—2012 年间中国食品动物

源产 CTX–M 大肠埃希菌动态监测结果显示，产

CTX–M 菌株从 2003—2005 年的 5.7%显著上升到

2009—2012 年的 35.3%。本研究结果也显示，

2010—2016年，blaCTX–M流行逐年上升，且基因型

更加复杂。blaCTX–M 流行特点除与菌株分离时间有

关外，还与菌株分离自不同动物有关。本研究中，

除 blaCTX–M–55在不同动物源检出率均较高外，鸡源

菌比猪源菌检出更复杂的基因型。这可能与养鸡场

使用抗菌药物种类较多且交叉或轮换使用药物更

频繁有关。 

对 blaCTX–M 基因遗传结构研究发现，CTX–M

型 ESBLs的种类以惊人的速度发生变化。已报道的

CTX–M亚型已超过 150种[6]，这些亚型的产生，是

在药物选择压力下，同源基因发生变异并逐渐累积

的结果，导致各亚型间水解活性也不尽相同。而基

因发生变异多发生于 blaCTX–M–1 群和 blaCTX–M–9 群

间，可能是这 2个基因群具有更高的可塑性，能为

基因进化提供更多机会[16–17]。本研究中的 113 株

blaCTX–M 测序的结果表明，属于 blaCTX–M–1 群的

blaCTX–M–15、blaCTX–M–123、blaCTX–M–65 和 blaCTX–M–9

群的 blaCTX–M–14共 4种亚型基因发生了突变，导致

7 种氨基酸被取代。这些位点氨基酸被取代对酶水

解活性的影响有待进一步研究。 

尽管克隆株介导的垂直传播对 blaCTX–M流行起

到了一定作用，但不同遗传元件(结合型质粒、插入

序列、转座子和整合子等)参与的传播，在 blaCTX–M

基因传播和表达中起到了更重要作用。从 33 株不

同来源 blaCTX–M菌株 PFGE分型发现，除 2株菌具

有高度遗传相似度外，其余菌株间亲缘关系远，未

发现四川地区优势克隆株。这也间接说明，blaCTX–M

在本次研究的菌株中被广泛检出，可能存在质粒等

可移动基因元件参与的水平传播。 
CTX–M 酶流行广泛，具有较强的水平传播能

力，在四川省食源动物中检出率高，且其亚型逐渐

多样化，水解底物种类逐渐增多，故需要重新审视

40           60            80           100 
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β–内酰胺类抗菌药在兽医临床及畜牧业中的使用，
特别是在禽类养殖业中应禁止某些不规范使用药

物的现象，如作为饲料添加剂使用、盲目用药及超

量使用等，同时加强对大肠埃希菌 CTX–M酶流行
的监测，以控制其进一步发展。 
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