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摘 要：为了解湘西黄牛粪源大肠埃希菌的耐药情况，从湘西黄牛主产区花垣县和凤凰县 6 个不同规模的湘西黄

牛养殖场采集黄牛肛门拭子样品，用麦康凯培养基和大肠埃希菌特异性引物分离、鉴定大肠埃希菌；采用 K–B

法对分离的大肠埃希菌进行 5 类共 18 种常用抗菌药物的敏感性试验；利用超高通量荧光定量 PCR 对 16 株多重

耐药大肠埃希菌的 7 类共 22 种耐药基因进行检测；用大肠埃希菌 8 个管家基因对此 16 株分离株进行多位点序列

分型(MLST)，并运用 goeBURST 程序和 MEGA 7.0 对其进行 ST 聚类分析和进化树分析。结果表明：从采集的 206

份黄牛肛门拭子样品中共分离、鉴定出大肠埃希菌 170 株；分离自各牛场的大肠埃希菌对四环素、多西环素、氨

苄西林、复方新诺明和甲氧苄氨嘧啶的耐药性较高，耐药性最高的牛场对这 5 种抗菌药物的耐药率分别为 29.63%、

16.67%、22.22%、16.67%、33.33%，共有 16 株多重耐药菌，有 8 种耐药谱型；有 acrA–01(100.00%)、fox5(81.25%)、

sul1(68.75%)、sul2(75.00%)、folA(100.00%)、tetR–02(81.25%)、intI–1(clinic)(68.75%)和 tnpA–01(50.00%)等 6 类 8

种耐药基因被检出；共获得 11 种 ST 型，其中，有 9 种新的 ST 型；16 株分离株可分成 2 个克隆群和 7 个单独型；

所有分离株聚集归为 2 个大群，分别为 2 个分支和 7 个分支。可见，湘西黄牛粪源大肠埃希菌的耐药性整体偏低，

多重耐药菌主要出现于大型规模养殖场，且具有一定的复杂性，应加强对大型规模黄牛养殖场粪源大肠埃希菌耐

药性的监控。 
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Abstract: In order to understand the drug resistance of fecal Escherichia coli from Xiangxi cattle, anal swab samples of 
cattle were collected from six Xiangxi cattle farms of different scales in Huayuan County and Fenghuang County, the 
main production areas of Xiangxi cattle, and Escherichia coli was isolated and identified by maconkey medium and 
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Escherichia coli specific primers; the sensitivity test of 18 kinds of common antibiotics in 5 categories was carried out on 
the isolated Escherichia coli by K-B method; 22 drug resistance genes of 7 classes of 16 strains of multidrug resistant 
Escherichia coli were detected by ultra-high throughput fluorescence quantitative PCR; multifocus sequence 
typing(MLST) of 16 isolates was carried out by 8 housekeeping genes of Escherichia coli, and ST cluster analysis and 
evolutionary tree analysis were carried out by goeBURST program and MEGA 7.0. The results showed that 170 strains of 
Escherichia coli were isolated and identified from 206 cattle anal swab samples; Escherichia coli isolated from cattle 
farms had high resistance to tetracycline, doxycycline, ampicillin, compound sulfamethoxazole and trimethoprim. The 
resistance rates of these five antibiotics in cattle farms with the highest resistance were 29.63%, 16.67%, 22.22%, 16.67% 
and 33.33%, respectively. There were 16 multi drug resistant bacteria and 8 drug resistance patterns. Six classes and eight 
kinds of drug resistance genes were detected, including acra-01(100.00%), fox5(81.25%), sul1(68.75%), sul2(75.00%), 
folA(100.00%), tetr-02(81.25%), inti-1(clinic)(68.75%) and tnpa-01(50.00%). A total of 11 ST types were obtained, and 9 
new ST types were obtained. The 16 isolates were divided into 2 clonal groups and 7 haplotypes. All isolates were 
clustered into 2 groups, 2 branches and 7 branches, respectively. It could be concluded that the drug resistance of fecal 
Escherichia coli from cattle in Western Hunan was low. Multi drug resistant bacteria mainly appeared in large-scale farms 
and had a certain complexity. The monitoring of drug resistance of fecal Escherichia coli from large-scale cattle farms 
should be strengthened. 

Keywords: Xiangxi cattle; fecal source; Escherichia coli; drug resistance; drug resistance gene; MLST typing 

 

湘西黄牛是中国国家级优良地方品种，被农业

部列入国家级品种资源保护名录，并颁发《农产品

地理标志登记证书》[1]。2014 年 3 月，湘西黄牛产

业被列为国家精准扶贫农业产业化重点项目。湘西

黄牛养殖业在近些年虽然得到了较快的发展，但也

存在着地方基层动物防疫条件简陋[2]、专业技术人

才缺乏[3]、养殖户养殖水平较低[4]等问题。所有这

些问题的存在，使得湘西黄牛的养殖在疾病防控这

一环节存在一定的风险。 

大肠埃希菌为条件致病菌，在动物和人体中以

共生和病原体的形式广泛存在[5]，被认为是人致病

菌重要的抗药性基因库[6]，常作为革兰氏阴性指示

菌广泛用于抗生素耐药性调查[7–8]。另外，大肠埃

希菌已被证明可与其他细菌物种交换遗传物质[9]，

进而传播耐药基因，这些耐药基因还可能传播到人

类携带的微生物中，对人类生命健康造成威胁[10]。

本研究中，对湘西黄牛粪源大肠埃希菌的耐药性进

行调查和分析，探究湘西黄牛粪源大肠埃希菌对抗

菌药物的耐药性及变化趋势，旨在为养殖场(户)合

理使用和选择抗菌药物、兽医防疫部门加强监管及

维护牛肉食品安全提供依据。 

1 材料与方法 

1.1 样品的采集及处理 

从湖南湘西凤凰和花垣 2 个县各选取 3 个湘西

黄牛养殖场，用灭菌肛拭子采集黄牛的粪样，将沾

有粪便的肛拭子置于装有灭菌生理盐水的 10 mL 离

心管中，24 h 内带至实验室。分离株编号为养殖场

代号+菌株序号+牛的生长阶段(A、B 分别代表成年

牛和犊牛)。采样的 6 个养殖场中，大规模养殖场 1

个，编号为 SN，养殖规模 1000 头左右；小规模养

殖场 5 个，编号分别为 YY、BC、BR、CH 和 NK，

养殖规模为 30~50 头。花垣县的 3 个养殖场 SN、

YY、BC 分别采集 60(成年牛和犊牛各 30 个)、30、

30 个样品；凤凰县的 3 个养殖场 BR、CH、NK 分

别采集 30、26、30 个样品。该地区小规模养殖场

主要从黄牛交易市场购进小牛育肥，故在采样过程

中从小规模牛场采集的肛门拭子来源均为成年牛；

大规模牛场主要采用自繁自养的模式，故肛门拭子

来源既有成年牛，也有犊牛。采样时根据饲养员描

述和现场观察，大部分犊牛均有拉稀和使用药物的

情况。使用的药物主要有乙酰甲喹、恩诺沙星注射

液、樟脑磺酸钠注射液、土霉素预混剂、磺胺氯吡

嗪钠可溶性粉和酒石酸泰乐菌素。 

1.2 主要试剂和仪器 

麦康凯培养基、肉汤琼脂培养基、药敏纸片购

自杭州微生物试剂有限公司；Takara PrimerSTAR 

Max DNA Polymerase 和 DL2000 DNA Marker 购自

宝生物工程(大连)有限公司；细菌基因组 DNA 提取

试剂盒购自天根生物科技(北京)有限公司。生化培
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养箱为常州冠军仪器制造有限公司的产品；PCR 仪

为美国应用生物系统公司的产品；电泳仪为北京六

一生物科技有限公司的产品；凝胶成像系统为上海

天能科技有限公司的产品。 

1.3 细菌的分离和纯化及鉴定 

将采集的肛拭子样品在麦康凯平板上划线，置

于 37 ℃恒温箱培养 16 h，挑取单个红色菌落在肉

汤琼脂平板上纯化培养 16 h，记录细菌的生长特征。

参照文献[11]的方法，用大肠埃希菌特异性引物

ATGAAAGCTGGCTACAGGAAGGC(Fp)和 GGTT 

TATGCAGCAACGAGACGTC(Rp)进行 PCR 验证。

采用煮沸法提取大肠埃希菌基因组 DNA，以提取的

DNA 为模板进行 PCR 试验。PCR 反应体系(25 µL)：

2×Taq PCR MasterMix 12.5 µL，上、下游引物(10 

µmol/L)各 1 µL，DNA 模板 1 µL，ddH2O 9.5 µL。

PCR 反应条件：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 45 s，

57 ℃退火 45 s，72 ℃延伸 50 s，30 个循环；72 ℃

再延伸 5 min。取 5 µL PCR 反应产物，用 1%琼脂

糖凝胶电泳检测，用凝胶成像系统观察并记录结

果。将验证为大肠埃希菌阳性的菌株增菌培养并加

甘油保存。 

1.4 细菌的耐药表型鉴定 

取 10 µL 大肠埃希菌，添加到 5 mL 肉汤培养

基中，于 37 ℃摇床中过夜培养，将培养好的菌液

稀释至 0.5 麦氏浓度，再在普通肉汤琼脂培养板上

涂板。参照美国临床实验室标准化委员会(CLSI)的
标准[12]，选取临床常见的四环素类、喹诺酮类、β–
内酰胺类、氨基糖苷类、磺胺类等 5 类共 18 种抗

菌药物进行药敏试验。18 种抗菌药物分别为四环素

(TCY)、米诺环素(MNO)、多西环素(DOX)、萘啶

酸(NAL)、吡哌酸(PPA)、诺氟沙星(NOR)、加替沙

星(GAT)、氨苄西林(SAM)、头孢氨苄(LEX)、头孢

呋辛(CXM)、头孢噻肟(CTX)、头孢吡肟(FEP)、链

霉素(STR)、庆大霉素(GEN)、卡那霉素(KAN)、妥

布霉素(TOB)、复方新诺明(SMZ–TMP)、甲氧苄氨

嘧啶(TMP)。 

1.5 细菌的耐药基因检测 

根据耐药表型结果，对 16 株多重耐药菌进行

耐药基因检测，所检基因列于表 1。取 2 mL 过夜培

养的菌液，用试剂盒提取细菌 DNA。抗生素抗性基

因检测使用 Wafergen Smartchip 超高通量荧光定量

PCR 系统完成。参照文献[13]的方法，共设置 23 对

引物，其中包括 1 对 16S rRNA 内参引物，检测其

中抗生素抗性基因(ARGs)的多样性和丰度信息。采

用纳升级多样品点样仪(MSND)的 216(samples)× 
24(assays)模式，将 PCR 反应混合液加到微孔芯片

中，随后在 PCR 上进行 qPCR 反应。共运行 1 张芯

片，单张芯片运行 16 个样品和 1 个阴性对照。每

个样本及阴性对照进行 3 次重复。PCR 反应体系及

条件参照文献[14]。使用仪器自带的 qPCR 软件对

qPCR 结果进行自动分析[15]。 

表 1 所检耐药基因的类别及耐药机制 
Table 1 Types of drug resistance genes and drug resistance 

mechanism 

序号 抗菌药物类别 耐药基因名称 耐药机制 

1 (氟)喹诺酮类 acrA–01，adeA，cmeA 外排泵 

2 氨基糖苷类 Aph，aacC，aadE，spcN–01 抗生素失活

3 β–内酰胺类 mecA，pbp 细胞保护 

  cfiA，fox5 抗生素失活

4 磺胺类 sul1，sul2 细胞保护 

  folA，dfrA1 抗生素失活

5 四环素类 tetA–01，tetR–02 外排泵 

  tetO–01 细胞保护 

6 整合子 cIntI–1(class1)，intI–1(clinic) 整合酶 

7 其他 tnpA–01，Tp614 转座酶 
 

1.6 细菌多位点测序分型 

依据网站(https://bigsdb.pasteur.fr/ecoli/primers_ 

used.html) 提 供 的 大 肠 埃 希 菌 多 位 点 序 列 分 型

(MLST)引物及条件，合成 8 个管家基因 dinB、icdB、

pabB、polB、putP、trpA、trpB 和 uidA，对 16 株多

重耐药大肠埃希菌基因组模板分别进行 PCR 扩增。

扩增产物测序后，将结果提交到网站(https://bigsdb. 

pasteur.fr/cgi-bin/bigsdb/bigsdb.pl?db=pubmlst_ecoli_ 

seqdef)进行菌株的序列分型。大肠埃希菌 8 个管家

基因引物序列和大肠埃希菌特异性引物的合成及

PCR 扩增产物测序均由深圳华大基因科技有限公

司完成。分别利用 goeBURST 程序和 MEGA 7.0 对

16 株多重耐药大肠埃希菌分离株进行 ST 聚类分析

及进化树分析。 
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2 结果与分析 

2.1 大肠埃希菌的分离结果 

从 6 个湘西黄牛养殖场采集的 206 份肛拭子中

初步分离得到大肠埃希菌 170 株，其中 28 株来自

犊牛，142 株来自成年牛。利用大肠埃希菌特异性

引物对 170 株初步鉴定的大肠埃希菌进行检测，结

果全部为阳性。部分大肠埃希菌特异性引物检测结

果如图 1 所示。 

 
M DNA Maker；“–” 阴性对照；“+” 阳性对照；

1~3 试验菌株。 

图 1 部分大肠埃希菌特异性引物检测结果 
Fig.1 Detection results of specific primers for Escherichia coli 

2.2 大肠埃希菌的耐药表型鉴定结果 

药敏结果显示，分离自 5 个小规模牛场的大肠

埃希菌仅对 TCY、SAM、STR、GEN、TOB、

SMZ–TMP、TMP 等 7 种药物表现出耐药性，耐药

率分别为 7.76%、7.76%、2.59%、1.72%、2.59%、

6.90%、12.07%，对其他 11 种药物均为敏感。从大

规模牛场分离的细菌耐药性较严重，除对 KAN 和

TOB 表现敏感外，其余均检出耐药，各抗菌药物耐

药检出率如下：TCY 为 29.63%、MNO 为 9.26%、

DOX 为 16.67%、NAL、PPA 为 12.96%、NOR 为

11.11%、GAT 为 9.26%、SAM 为 22.22%、LEX 为

7.41%、CXM 为 9.26%、CTX 为 1.85%、FEP 为

3.70%、STR 为 5.56%、GEN 为 12.96%、SMZ-TMP

为 16.67%、TMP 为 33.33%。在所检抗菌药物中，

除 TOB 外，大规模牛场的大肠埃希菌耐药率均高

于分离自 5 个小规模牛场大肠埃希菌的综合耐药

率。从图 2 可知，除 MNO、CTX、FEP 外，大型

牛场的耐药菌中，犊牛源大肠埃希菌的耐药率明显

高于成年牛源大肠埃希菌。 
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图 2 大型牛场犊牛与成年牛粪源大肠埃希菌的耐药率 
Fig.2 Drug resistance rate of Escherichia coli from feces of calves and adult cattle in large cattle farm 

 
170 株分离菌中，1 耐占 17.65%，2 耐占 7.65%，

3 耐占 4.71%，4 耐占 1.76%，5 耐占 1.18%。其中，

共有 16 株多重耐药菌，耐药谱复杂，有 8 种耐药

谱 型 ， 分 别 为 四 环 素 类 ＋ 喹 诺 酮 类 ＋ 磺 胺 类

(25.00%)，四环素类＋β–内酰胺类＋氨基糖苷类

(18.75%) ， 四 环 素 类 ＋ β– 内 酰 胺 类 ＋ 磺 胺 类

(12.50%)，四环素类＋β–内酰胺类＋氨基糖苷类＋

磺胺类(12.50%)，四环素类＋喹诺酮类＋β–内酰胺

类＋氨基糖苷类＋磺胺类(12.50%)，四环素类＋喹

诺酮类＋β–内酰胺类＋氨基糖苷类(6.25%)，四环素

类＋喹诺酮类＋氨基糖苷类＋磺胺类(6.25%)，喹诺

酮类＋β–内酰胺类＋氨基糖苷类＋磺胺类(6.25%)。
各菌株耐药谱列于表 2。 

表 2 16 株多重耐药大肠埃希菌的耐药谱 
Table 2 The drug resistance spectrum in 16 multidrug resistant Escherichia coli strains 

序号 菌株代号 耐药谱 耐药种类数

 1 NK15A 四环素类(TCY)＋β–内酰胺类(SAM)＋氨基糖苷类(STR)＋磺胺类(SMZ–TMP 和 TMP) 4 

 2 NK18A 四环素类(TCY)＋β–内酰胺类(SAM)＋磺胺类(SMZ–TMP 和 TMP) 3 

 3 SN5A 四环素类(MNO)＋喹诺酮类(PPA)＋β–内酰胺类(CXM 和 FEP)＋氨基糖苷类(GEN) 4 

2000 bp 

1000 bp 

750 bp 

500 bp 

250 bp 

100 bp 

264 bp

M    –      +     1      2     3 

犊牛 成年牛
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表 2(续) 
序号 菌株代号 耐药谱 耐药种类数

 4 SN10A 四环素类(TCY)＋喹诺酮类(GAT)＋磺胺类(TMP) 3 

 5 SN17A 四环素类(TCY，MNO 和 DOX)＋β–内酰胺类(SAM)＋磺胺类(SMZ–TMP 和 TMP) 3 

 6 SN22A 四环素类(TCY 和 DOX)＋β–内酰胺类(SAM)＋氨基糖苷类(GEN) 3 

 7 SN1B 四环素类(TCY)＋喹诺酮类(NAL、PPA 和 NOR)＋氨基糖苷类(SAM，LEX 和 CXM)＋磺胺类

(SMZ–TMP 和 TMP) 
4 

 8 SN5B 四环素类(TCY)＋喹诺酮类(GAT)＋磺胺类(SMZ＋TMP) 3 

 9 SN6B 四环素类(TCY，MNO 和 DOX)＋喹诺酮类(NAL，PPA 和 NOR)＋磺胺类(TMP) 3 

10 SN13B 四环素类(TCY 和 DOX)＋喹诺酮类(NAL，PPA 和 NOR)＋磺胺类(SMZ–TMP 和 TMP) 3 

11 SN14B 喹诺酮类(GAT)＋β–内酰胺类(SAM)＋氨基糖苷类(STR)＋磺胺类(SMZ–TMP 和 TMP) 4 

12 SN15B 四环素类(TCY 和 DOX)＋β–内酰胺类(SAM)＋氨基糖苷类(GEN)＋磺胺类(TMP) 4 

13 SN16B 四环素类(TCY)＋喹诺酮类(NAL，PPA，NOR 和 GAT)＋β–内酰胺类(SAM，LEX 和 CXM)＋
氨基糖苷类(STR 和 GEN)＋磺胺类(SMZ–TMP 和 TMP) 

5 

14 SN19B 四环素类(TCY 和 DOX)＋喹诺酮类(NAL，PPA，NOR 和 GAT)＋β–内酰胺类(SAM，LEX 和

CXM)＋氨基糖苷类(STR 和 GEN)＋磺胺类(SMZ–TMP 和 TMP) 
5 

15 SN20B 四环素类(TCY)＋β–内酰胺类(SAM)＋氨基糖苷类(GEN) 3 

16 SN23B 四环素类(TCY)＋β–内酰胺类(SAM)＋氨基糖苷类(GEN) 3 

括号内为所耐的抗菌药物。  

2.3 大肠埃希菌耐药基因的检测结果 

以大肠埃希菌耐药基因检出的相对拷贝数所

绘的热图如图 3 所示。从图 3 可知，在所检测的 22
种耐药基因中共有 8 种耐药基因被检出，分别是

acrA–01(100.00%)、fox5(81.25%)、sul1(68.75%)、

sul2(75.00%) 、 folA(100.00%) 、 tetR–02(81.25%) 、

intI–1(clinic)(68.75%)、tnpA–01(50.00%)。检出的耐

药基因分别属于氟喹诺酮类(acrA–01)、β–内酰胺类

(fox5)、磺胺类抗菌药物(sul1、sul2、folA)和四环素

类(tetR–02)等 4 类抗生素耐药基因类型，且整合子

(intI–1(clinic))和转座子(tnpA–01)均有不同程度的

检出。可见，16 株菌的耐药机制包含有外排泵

(acrA–01、tetR–02)、抗生素失活(fox5、folA)、细胞

保护(sul1、sul2)、整合酶(intI–1(clinic))、转座酶

(tnpA–01)等 5 种类型。图 3 也显示，acrA–01 基因

在所有样品中均丰度较高，tetR–02、sul2、tnpA–01、

intI–1(clinic)等 4 种基因在大型牛场来源的部分样

品中丰度较高，而在小规模牛场来源的 2 个样品中

丰度较低。 

 
分类 NK15A  NK18A  SN5A  SN10A  SN17A   SN22A  SN1B  SN5B  SN6B  SN13B  SN14B  SN15B  SN16B  SN19B   SN20B  SN23B  

图 3 16 株多重耐药大肠埃希菌的耐药基因检出情况 
Fig.3 Detection of drug resistance genes in 16 strains of multidrug resistant Escherichia coli  
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2.4 MLST 结果 

16 株多重耐药菌中，仅有 3 株菌能够在网站分

型 (https://bigsdb.pasteur.fr/cgi-bin/bigsdb/bigsdb.pl? 
db=pubmlst_ecoli_seqdef&page=sequenceQuery)，分

别是 SN6B 的分型为 ST186，SN5A、SN23B 的分

型为 ST570，其余 13 株菌共有 9 种新的等位基因组

合，为新的 ST 型。将 9 种新的 ST 型分别命名为

STn–1 至 STn–9，优势 ST 型为 STn–7，占 18.75%。

各等位基因序列已上传至 NCBI，72 个基因登录号

为 MZ063546 至 MZ063553 共 8 个及 MZ146386 至

MZ146449 共 64 个。新 ST 型的等位基因号及组合

列于表 3。ST 聚类分析显示，16 株分离株分成 2
个克隆群和 7 个单独型，其中克隆 1 群和克隆 2 群

各含有 2 个 ST 型，各占分离株的 12.50%和 18.75%；

其余 ST 型均为单独型，占分离株的 68.75%。进化

树分析(图 4)显示，16 株大肠埃希菌分别位于 2 个

大分支上，共有 9 个小分支：第 1 个大分支有 2 个

小分支，共 3 种 ST 型；第 2 个大分支有 7 个小分

支，共 8 种 ST 型。 

表 3 新 ST 型的等位基因号及组合 
Table 3 Allele number and compose of new ST type 

等位基因号 
ST 型  菌株编号 

polB  putP trpA trpB uidA dinB icdA pabB 

STn–1 NK15A 25 65 3 10 26 53 135 65 

STn–2 NK18A 154 163 66 210 23 48 86 44 

STn–3 SN10A 82 37 3 10 5 28 2 55 

STn–4 SN17A 82 174 3 10 74 69 2 55 

STn–5 SN20B，SN22A 32 208 4 10 16 7 135 5 

STn–6 SN1B 151 42 21 210 78 46 36 38 

STn–7 SN5B，SN13B，SN14B  6 3 3 52 78 1 135 2 

STn–8 SN15B 32 208 4 10 16 7 98 5 

STn–9 SN16B，SN19B 151 42 21 210 38 46 36 38 

 

 
图 4 16 株多重耐药大肠埃希菌株进化树分析结果 

Fig.4 Phylogenetic tree analysis of 16 multidrug resistant strains  

3 结论与讨论 

与其他食用动物粪便中的大肠埃希菌相比，来

自牛粪便中的共生大肠埃希菌往往对抗生素的耐

药性较小[16]。轩慧勇等[17]对新疆奎屯地区不同团场

牛源大肠埃希菌进行临床常用抗菌药物的耐药情

况调查发现，各团场多重耐药均以 1 耐、2 耐为主。

需要注意的是，牛场细菌耐药性的发生与养殖规

模、饲养方式、牛的年龄等息息相关。GULLIKSEN
等[18]、HILL 等[19]研究证实，相比于散养牛和小型

牛场分离的大肠埃希菌，大型规模养牛场分离的细

菌更容易产生耐药性。牛场耐药性的发生与药物使

用有直接关系。ALEXANDER 等[20]研究显示，饲

喂抗生素生长促进剂的牛的粪便中细菌的耐药性

也随之增高；BERGE 等[21]证实了与未接受抗生素

治疗的犊牛大肠埃希菌耐药性相比，接受抗生素治

疗的犊牛中分离的大肠埃希菌耐药性倍增。牛的年

龄与耐药性的发生也息息相关，多项研究[22–23]证实

小牛犊的耐药性比成年牛的更强。BERGE 等[22]对

来自美国加州、俄勒冈州和华盛顿州的 38 个农场

的粪便样本分离大肠埃希菌并对分离菌进行耐药

性检测的结果显示，来自犊牛牧场的大肠埃希菌分

离株的多重抗菌耐药性最高，而来自饲养场阉牛、

奶牛和肉牛的分离株的多重抗菌耐药性逐渐降低。

DEFRANCESCO 等[23]对来自发病牛场和正常农场
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的小牛大肠埃希菌进行耐药性测试，结果其耐药水

平和多重耐药性均高于成年牛。本研究中，采样自

小型牛场的大肠埃希菌耐药性普遍较低，而大型牛

场牛源细菌耐药性偏高，这与前人的研究结果基本

一致。由于大的畜群比小的畜群更容易出现疾病问

题，导致抗菌药物使用频繁，不合理的使用抗菌药

物将导致细菌耐药性的产生，加之大型牛场的人员

流动更频繁，促进了耐药基因的传播。犊牛在饲养

期间由于天气、消化不良等原因导致腹泻，使得抗

菌药物使用频率较高，在大型牛场出现犊牛细菌耐

药性比成年牛相对偏高。本次采样在冬季和春初进

行，由于受低温影响，犊牛普遍腹泻，药物使用频

率较高，耐药性的发生与临床情况也相吻合。 
随人或动物粪便排到体外的抗性细菌是环境

中抗菌药物抗性基因的主要来源。本研究中，检测

到的 8 种耐药基因中，acrA–01、folA 在所有多重耐

药样品中均有检测到。acrA 属于药物周质融合蛋

白，与药物质子转运体 AcrB 和外膜通道蛋白 TolC
共同组成 AcrAB–TolC 外排泵系统。该系统是大肠

埃希菌的最主要多重药物外排系统，其高水平表达

可表现出对多种化合物的耐药，外排底物包括氟喹

诺酮类、四环素类、氯霉素等。folA 属于二氢叶酸

还原酶的染色体基因，该基因突变会使二氢叶酸合

成酶过量表达，表现出对甲氧苄啶的耐药[24]。对照

耐药表型，16 株多重耐药菌中，有 13 株菌表现出

了对甲氧苄啶的耐药，从而导致耐药性的产生。 
fox5 为 β–内酰胺酶中的 C 类酶，大部分大肠

埃希菌均能产生该类酶[25]，它们都能水解青霉素和

头孢菌素，诱导调控细胞壁合成和利用相关基因的

表达。本研究中，β–内酰胺类抗菌药物中的头孢类

抗菌药物出现耐药可能与 fox5 基因有关。 
tetR–02 为四环素阻遏基因，能够调控 tetA 的

转录，当机体环境中存在四环素时，tetR 与四环素

结合，导致 tetA 的转录启动。王丽等[26]对不同宿主

来源香港海鸥菌的耐药基因进行分析，结果 tetA、

tetR 检出率分别为 72.7%、68.2%。本研究中，tetA
的检出率为 0，而 tetR–02 的检出率为 81.25%。综

合分析牛场用药情况，牛场的四环素主要为预混

剂，在牛场的使用频率较少，所以 tetA 的转录可能

并未启动。 
磺胺类药物的抗药性机制是由质粒介导的靶

酶改变，靶酶改变往往是由耐药基因 sul1、sul2 介

导的[27]。sul1、sul2 在大肠埃希菌中检出率很高，

并使细菌表现出对磺胺类耐药，二者在临床中检出

率相近[24,28]。本研究中，此 2 种耐药基因的检出率

接近，分别为 68.75%和 75.00%。 
intI–1(clinic)和 tnpA–01 基因分别为整合子和转

座子，属于可移动基因，它们可以在同种或不同种

微生物的质粒或染色体上进行转移[29]。抗药基因可

以插入到可移动遗传元件中，与其他抗药性基因形

成一个抗药性基因簇，从而导致宿主同时获得许多

不相关药物的耐药性[30]。本研究中，耐药基因的出

现与抗菌药物的使用基本相符，但可移动遗传元件

导致的多重抗药性的产生必须要引起重视。 
耐药基因的检出率也存在与抗菌药物的使用

频率不一致的情况，如 16 株多重耐药菌中介导甲

氧苄啶耐药的 folA 基因的检出率为 100.00%，而只

有 13 株细菌表现出耐药表型，这种情况属于存在

抗性基因，但不表达表型抗性，也属于正常现象[31]。

耐药基因分度显示，tetR–02、tnpA–01、intI–1(clinic)、
sul2 等 4 种基因的丰度在犊牛来源样品中偏高，这

可能与临床中犊牛药物的使用频率过高有关。 
MLST 技术常用于细菌进化和分子流行病学调

查研究分析[32–33]。本研究中，MLST 分型结果显示，

16 株分离株有 11 种 ST 型，且 11 种 ST 型有 9 种为

新的分型。吴少鹏等[34]利用 MLST 技术分析从山东

省某地区 4 个健康奶牛养殖场分离得到的 171 株大

肠埃希菌的 ST 型，共分为 8 种 ST 型。江婉琳等[35]

对新疆克拉玛地区健康成年荷斯坦奶牛的新鲜粪便

分离的 55 株大肠埃希菌进行 ST 型鉴定，分离株中

存在 24 种 ST 型，其中有 15 种新的 ST 型。本研究

中，16 株细菌仅有 3 株细菌获得了 2 种分型，其余

13 株细菌获得 9 种新的分型。9 种新的 ST 型中，各

ST 型的等位基因均能从巴斯德系统中得到比对，只

是各等位基因之间进行了新的组合，并没有新的等

位基因出现。江婉琳等[35]研究中，新的 ST 型中有新

的等位基因出现，说明不同来源、不同品种的牛源

大肠埃希菌 ST 型差异性较大，湘西黄牛粪源大肠埃

希菌丰富多样。ST 聚类分析显示，16 株黄牛粪源大

肠埃希菌有 2 个克隆群，占分离株的 31.25%，还有

7 个单独型。进化树显示，2 个大的分支有 9 个小分

支，各分支细菌株数差异不大。综合 ST 分型、ST
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聚类分析、进化树分析结果，本研究分离的大肠埃

希菌具有一定的复杂性。 
本研究结果表明，湘西黄牛粪源大肠埃希菌的

耐药性整体偏低，多重耐药菌主要出现于大型规模

养殖场，且具有一定的复杂性，应加强对大型规模

黄牛养殖场粪源大肠埃希菌的耐药性监控。 
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