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摘要： 通过对江苏省养殖场鸭源大肠杆菌氨基糖苷类抗生素的耐药基因携带以及耐药谱现状进行研究， 旨在为鸭大肠杆菌病的防治、 耐药菌株

的快速监测和合理用药提供指导。 选取 ２０２０—２０２４ 年分离自江苏部分地区水禽养殖场的 ６０ 株鸭源大肠杆菌， ＰＣＲ 检测革兰阴性菌中介导高水平

氨基糖苷类抗生素耐药的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 甲基化酶基因的流行情况， 并进行药物敏感性试验； 对 １６Ｓ ｒＲＮＡ 甲基化酶阳性基因菌株进行接合试验和稳定

性试验， 研究其是否具有水平传播的能力。 ＰＣＲ 鉴定结果显示， 从泰州鸭的肝脏中分离的大肠杆菌 ＴＺ２３ＹＧＥ６０ 携带 ｒｍｔＢ 基因 （１ ／ ６０， １􀆰 ６７％），
其他 １６Ｓ ｒＲＮＡ 甲基化酶基因未检测到； 药物敏感性试验结果表明， 分离菌株 ＴＺ２３ＹＧＥ６０ 呈现严重的多重耐药性， 耐药谱为氨苄西林－阿莫西林－

甲氧苄氨嘧啶－头孢拉定－头孢噻吩－头孢曲松－庆大霉素－阿米卡星－链霉素－卡那霉素－四环素－磺胺异噁唑－复方新诺明－环丙沙星－诺氟沙星－利
福平－洛美沙星－红霉素－克林霉素－新霉素－氯霉素－氟苯尼考； 接合试验结果表明， 受体菌接合频率为 ２􀆰 ３４×１０－５ ～ １􀆰 ５８×１０－１， ３７ ℃时接合效率

最高； 稳定性试验结果显示质粒稳定存在。 综上， 鸭源大肠杆菌 ＴＺ２３ＹＧＥ６０ 具有水平传播的能力； １６Ｓ ｒＲＮＡ 甲基化酶耐药菌株的出现， 严重影

响了氨基糖苷类药物作为治疗革兰阴性菌的常用药物抗感染治疗的效果， 限制了临床细菌感染治疗的药物选择， 且江苏地区鸭场耐药现象严重，
临床需要合理使用抗菌药物。

关键词： 鸭源； 大肠杆菌； １６Ｓ ｒＲＮＡ 甲基化酶基因； 耐药性
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ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｐｒａｃｔｉｃｅ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｄｕｃｋ ｓｏｕｒｃｅ； Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ； １６Ｓ ｒＲＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｓｅ ｇｅｎｅ； ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

　 　 大肠杆菌是鸭最常见的病原菌之一， 感染死亡率

可达 ５０％。 随着抗生素的广泛使用， 耐药谱越来越

广， 耐药现象非常严重， 且呈多重耐药性［１－２］。 氨基

糖苷类药物 （ａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ， ＡＧＡｓ） 由于

其高效、 性质稳定、 抗菌谱广、 杀菌效果好等特点，
一直作为治疗常用药物， 但随着其在兽医和人医临床

上的广泛应用， 大肠杆菌等革兰阴性菌对其耐药性迅

速增强。
氨基糖苷类药物的耐药机制主要有 ４ 种， 而 １６Ｓ

ｒＲＮＡ 甲基化酶是由质粒介导的一种新的耐药机制，
主要作用于 ３０Ｓ 核糖体， 经甲基化酶修饰后， 造成高

水平氨基糖苷类抗生素耐药［３］。 ２００３ 年， 首次在日

本临床分离的铜绿假单胞菌中发现 １６Ｓ ｒＲＮＡ 甲基化

酶 ＲｍｔＡ［４］， 由 ｒｍｔＡ 基因编码。 现已发现 １０ 种 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 甲基 化 酶 基 因， 包 括： ａｒｍＡ、 ｒｍｔＡ、 ｎｐｍＡ、
ｒｍｔＢ、 ｒｍｔＣ、 ｒｍｔＤ、 ｒｍｔＥ、 ｒｍｔＦ、 ｒｍｔＧ 和 ｒｍｔＨ［５－９］。
我国水禽源大肠杆菌主要流行 ｒｍｔＢ 和 ａｒｍＡ 基因， 常

位于质粒或转座子上， 通过接合或者转化进行水平传

播［１０］， 且与可移动基因元件插入序列等相关［１１］。
２０２０—２０２４ 年， 课题组在江苏部分地区水禽养

殖场进行采样， 共分离鉴定出 ６０ 株大肠杆菌。 通过

对分离菌株进行耐药性、 １６Ｓ ｒＲＮＡ 甲基化酶基因的

检测和耐药基因传播机制的初步研究， 旨在为临床治

疗和预防大肠杆菌病提供理论基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 病料来源

６０ 份病料均为 ２０２０—２０２４ 年间收集自泰州、 徐

州、 南京、 淮安、 盐城、 南通等地区共 １５ 家养殖场

的病死鸭脏器， 相关信息见表 １。

表 １　 不同年份菌株来源 份

年份 心 肝 脾 肺 肾 脑 肠道内容物 合计

２０２０ ２ ７ １ １ ２ ０ ０ １３

２０２１ ３ ７ ０ ０ ０ ０ ０ １０

２０２２ ２ １３ ０ ０ ０ ０ ０ １５

２０２３ ２ ５ １ ０ ０ ２ １ １１

２０２４ ３ ８ ０ ０ ０ ０ ０ １１

１􀆰 ２　 菌株来源

质控菌大肠杆菌 ＡＴＣＣ® ２５９２２ 和耐链霉素的受

体菌大肠杆菌 Ｃ６００， 由本实验室保存。
１􀆰 ３　 主要试剂和仪器

麦康凯琼脂、 ＭＨ 琼脂和琼脂粉购自北京陆桥技

术股份有限公司； ＬＢ 肉汤、 ＢＰＷ 增菌液购自海博生

物技术有限公司； 抗菌药物药敏纸片购自杭州微生物

试剂有限公司； 阿米卡星 （ ６５５ Ｕ ／ ｍｇ） 和链霉素

（７２６ Ｕ ／ ｍｇ） 购自中国食品药品检定研究所； ｄＮＴＰ
Ｍｉｘｔｕｒｅ、 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 购自 ＴａＫａＲａ 公司； 琼脂糖购自

西班牙 Ｂｉｏｗｅｓｔ 公司。
－８０ ℃超低温冰箱 （型号： ８９４００８６Ｖ）， 各种微

量移液器 （型号： Ｆ１ 系列）， 离心机 （型号： ＭＴＸ－
１５０） 购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司； 摇床 （型号： ＳＨＡＫＥ
ＳＣＳ－ ２４） 购自上海离心机机械有限公司； ＰＣＲ 仪

（型 号： Ｔ１００ ）， 凝 胶 成 像 系 统 （ 型 号： ＧｅｌＤｏｃ
２０００） 购自美国 ＢＩＯ－ＲＡＤ 公司。
１􀆰 ４　 细菌分离、 纯化和鉴定

将病变脏器按 １ ∶ １０ 接种于 ＢＰＷ 增菌液中，
３７ ℃增菌 １８～ ２０ ｈ； 三区划线于麦康凯平板， ３７ ℃
培养 １６～２４ ｈ； 挑取疑似单菌落， 划线于麦康凯平板

进行纯化； 挑取纯化单菌落划线于 ＬＢ 平板， ３７ ℃培

养 １６～２４ ｈ， 待用。
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ＤＮＡ 制备： 挑取纯化后的单菌落划线于 ＬＢ 平板

上， ３７ ℃过夜培养。 刮取适量菌苔用 ５００ μＬ 灭菌

０􀆰 ８５％生理盐水悬浮， １００ ℃金属浴 １５ ｍｉｎ， １２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 收集上清液用作模板， －２０ ℃保存

备用。
引物合成和 ＰＣＲ 反应： 大肠杆菌种属鉴定引物

序列参照文献 ［１２］， ｐｈｏＡ－Ｆ， ５′ －ＣＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡ⁃
ＡＡＡＴＡＡＧＧＣＧ － ３′； ｐｈｏＡ － Ｒ， ５′ － ＴＧＣＣＣＡＡＡＧ⁃
ＣＡＧＡＧＡＧＡＴＴＣ－３′， 由生工生物工程有限公司合成。
ＰＣＲ 反应体系总体积 ２５ μＬ： ＤＮＡ 模板 １ μＬ， 上下游

引物各 １ μＬ， ｄＮＴＰｓ Ｍｉｘｔｕｒｅ １１ μＬ， 灭菌双蒸水

１１ μＬ。 ＰＣＲ 反应程序如下： ９４ ℃ ５ ｍｉｎ； ９４ ℃
４０ ｓ， ５５ ℃ １ ｍｉｎ， ７２ ℃ １ ｍｉｎ， ３０ 个循环； ７２ ℃
１０ ｍｉｎ。

结果判定： 取 １０ μＬ ＰＣＲ 扩增产物， 进行 １􀆰 ０％

琼脂糖凝胶电泳， 同时设立阴性对照， 在 ＧｅｌＤｏｃ
２０００ 凝胶成像系统下观察结果。
１􀆰 ５　 药物敏感性试验

以大肠杆菌 ＡＴＣＣ®２５９２２ 菌株作为药敏质控菌，
参照 ２０１９ 年临床和实验室标准协会 （ＣＬＳＩ） 推荐的

Ｋ－Ｂ 纸片扩散法进行 ２８ 种药物的药敏试验。
１􀆰 ６　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 甲基化酶基因的检测

参照相关文献设计 １０ 个 １６Ｓ ｒＲＮＡ 甲基化酶基因

引物 （表 ２）， 由生工生物科技有限公司合成。 ２５ μＬ
ＰＣＲ 反应体系同 １􀆰 ４。 ＰＣＲ 反应程序如下： ９４ ℃
５ ｍｉｎ； ９４ ℃ ４０ ｓ， 退火 （温度见表 ２） １ ｍｉｎ， ７２ ℃
１ ｍｉｎ， ３０ 个循环； ７２ ℃ １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物送至擎科

生物有限公司 （南京） 测序， 结果提交至 ＮＣＢＩ 进行

ＢＬＡＳＴ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）比对分析。

表 ２　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 甲基化酶基因的引物序列

引物名称 引物序列 （５′→３′） 产物大小 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃ 参考文献

ａｒｍＡ－Ｆ ＣＡＡＴＣＡＧＧＧＧＣＡＧＴＴＡＴＣＡ ５２８ ５５ ［１３］

ａｒｍＡ－Ｒ ＣＣＣＴＡＴＡＡＣＣＴＴＣＧＡＡＴＣ

ｒｍｔＡ－Ｆ ＣＴＡＧＣＧＴＣＣＡＴＣＣＴＴＴＣＣＴＣ ６３５ ５５ ［１３］

ｒｍｔＡ－Ｒ ＴＴＧＣＴＴＣＣＡＴＧＣＣＣＴＴＧＣＣ

ｒｍｔＢ－Ｆ ＡＣＡＴＣＡＡＣＧＡＴＧＣＣＣＴＣＡＣ ７２４ ５５ ［１３］

ｒｍｔＢ－Ｒ ＡＡＧＴＴＣＴＧＴＴＣＣＧＡＴＧＧＴＣ

ｒｍｔＣ－Ｆ ＣＧＡＡＧＡＡＧＴＡＡＣＡＧＣＣＡＡＡＧ ７１１ ５５ ［１３］

ｒｍｔＣ－Ｒ ＡＴＣＣＣＡＡＣＡＴＣＴＣＴＣＣＣＡＣＴ

ｒｍｔＤ－Ｆ ＣＧＧＣＡＣＧＣＧＡＴＴＧＧＧＡＡＧＣ ４０１ ５５ ［１３］

ｒｍｔＤ－Ｒ ＣＧＧＡＡＡＣＧＡＴＧＣＧＡＣＧＡＴ

ｒｍｔＥ－Ｆ ＡＴＧＡＡＴＡＴＴＧＡＴＧＡＡＡＴＧＧＴＴＧＣ ２０７ ５５ ［１４］

ｒｍｔＥ－Ｒ ＴＧＡＴＴＧＡＴＴＴＣＣＴＣＣＧＴＴＴＴＴＧ

ｒｍｔＦ－Ｆ ＡＴＴＣＡＴＣＴＧＧＧＣＴＧＣＧＴＧＣＧＡＣ ３３８ ７２ ［１５］

ｒｍｔＦ－Ｒ ＡＣＣＡＧＣＴＣＧＴＣＣＧＡＣＡＣＣＧＴＡＡ

ｒｍｔＧ－Ｆ ＣＧＴＧＴＡＴＧＣＧＣＧＴＣＴＧＴＴＧＧＧＴ ４２０ ７１ ［１５］

ｒｍｔＧ－Ｒ ＡＣＧＧＴＧＣＧＴＴＣＧＡＴＴＣＧＣＣＡＴＴ

ｒｍｔＨ－Ｆ ＡＣＡＡＡＡＡＧＣＣＣＡＡＧＣＡＧＧＣＧＧＴ ２５９ ７１ ［１５］

ｒｍｔＨ－Ｒ ＣＧＧＴＧＣＡＧＣＡＴＣＡＧＣＧＧＧＴＴＴＡ

ｎｐｍＡ－Ｆ ＡＧＧＧＣＴＡＴＣＴＡＡＴＧＴＧＧＴＧ ５２８ ５２ ［１６］

ｎｐｍＡ－Ｒ ＴＡＴＴＴＣＣＧＣＴＴＣＴＴＣＧＴＡＴ

１􀆰 ７　 接合试验

以携带 ｒｍｔＢ 基因的大肠杆菌分离株作为供体菌，
阿米卡星抗性平板浓度为 ３２ μｇ ／ ｍＬ， 大肠杆菌 Ｃ６００
作为受体菌， 链霉素抗性平板浓度为 ３ ０００ μｇ ／ ｍＬ，
在相应抗性平板上三区划线， ３７ ℃培养 ２４ ｈ， 分别

挑取单菌落接种于 ＬＢ 肉汤， ３７ ℃ 过夜培养； 按

１ ∶ １００ 扩大培养供体菌和受体菌， ３７ ℃振荡培养至

菌液 ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 ５ 左右； 按照 １ ∶ ４ 取供、 受体菌液混

合， 分别于 ３０ ℃、 ３７ ℃ 和 ４２ ℃ 静置共培养 １６ ～
２０ ｈ； 将上述共培养的菌液 ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，
弃上清液， 加入 ２００ μＬ 的 ＰＢＳ 进行混匀， 然后进行

１０－４、 １０－５和 １０－６的稀释梯度； 取上述菌液 ５０ μＬ 挂
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板于含阿米卡星 （ ３２ μｇ ／ ｍＬ） 和链霉素 （ ３ ０００
μｇ ／ ｍＬ） 双抗性的麦康凯平板上， ３７ ℃ 培养 １８ ～
２４ ｈ。
１􀆰 ８　 接合子鉴定

在含阿米卡星 （３２ μｇ ／ ｍＬ） 和链霉素 （３ ０００
μｇ ／ ｍＬ） 的双抗性麦康凯平板上呈光滑、 边缘有不规

则锯齿状的红色菌落， 初步筛选为疑似接合子； 将疑

似菌落再次接种在含阿米卡星 （３２ μｇ ／ ｍＬ） 和链霉

素 （３ ０００ μｇ ／ ｍＬ） 的双抗麦康凯平板上进行确认。
对抗性平板上长出的菌落进行 ｒｍｔＢ 基因的 ＰＣＲ 检

测， 确定为携带 ｒｍｔＢ 基因的接合子， 冻存于－８０ ℃
备用； 参照 １􀆰 ５ 进行药敏试验。
１􀆰 ９　 接合频率的计算

挑取供体菌 （携带 ｒｍｔＢ 基因的大肠杆菌分离

株） 和受体菌 （大肠杆菌 Ｃ６００） 的单菌落接种于 ＬＢ
肉汤中， ３７ ℃ 振荡培养 １６ ｈ， 每株菌做 ３ 个平行；
按 １ ∶ １００ 扩大培养供体菌和受体菌， 并分别在

３０ ℃、 ３７ ℃ 和 ４２ ℃ 条件下振荡培养， 使菌液的

ＯＤ６００ ＝ ０􀆰 ５ 左右； 将供体菌和受体菌按照 １ ∶ １ 体积

比混匀， 在 ３０ ℃、 ３７ ℃和 ４２ ℃条件下静置培养１６～
２０ ｈ； 将上述细菌共培养液以 ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心５ ｍｉｎ，
弃上清液并加入 ２００ μＬ 灭菌生理盐水， 重新悬浮菌

液， 按照 １０ 倍倍比稀释从 １００稀释至 １０－７， 分别吸取

１０－２ ～ １０－４ 的菌液 １００ μＬ 均匀涂至含有阿米卡星

（３２ μｇ ／ ｍＬ） 和链霉素 （３ ０００ μｇ ／ ｍＬ） 双抗性的麦

康凯培养基上， 吸取 １０－５ ～１０－７梯度的菌液 １００ μＬ 均

匀涂至含有链霉素 （３ ０００ μｇ ／ ｍＬ） 的单抗的麦康凯

琼脂培养基上筛选 Ｃ６００ 总数。 每个稀释梯度 ２ 个重

复， 随机挑取双抗药平板上的接合子进行药敏试验和

ＰＣＲ 验证。 接合频率＝接合子数量 ／ Ｃ６００ 数量。
１􀆰 １０　 ｒｍｔＢ 阳性接合子复制子分型

将 ２ 个接合子进行基因组 ＤＮＡ 模板的制备， 方

法同 １􀆰 ４。 根据参考文献 ［１７］ 设计质粒复制子分型

引物， 序列由生工生物科技有限公司合成。 ２５ μＬ
ＰＣＲ 反应体系同 １􀆰 ４。 复制子 ＦｒｅｐＢ ＰＣＲ 运行程序：
９４ ℃ ５ ｍｉｎ； ９４ ℃ １ ｍｉｎ， ５２ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃ １ ｍｉｎ，
３０ 个循环； ７２ ℃ ５ ｍｉｎ。 剩余 １７ 种复制子 ＰＣＲ 运行

程序： ９４ ℃ ５ ｍｉｎ； ９４ ℃ １ ｍｉｎ， ６０ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃
１ ｍｉｎ， ３０ 个循环； ７２ ℃ ５ ｍｉｎ。
１􀆰 １１　 稳定性试验

挑取受试菌株单菌落接种于 ２ ｍＬ 的 ＬＢ 肉汤中，
３７ ℃振荡培养 ２４ ｈ； 取 １００ μＬ 培养液转接新的 ２ ｍＬ
ＬＢ 肉汤， 继续 ３７ ℃振荡培养 １０ ｈ 为传代 １ 次； 连

续传代接种 ７ 次。 接种菌液于 ＬＢ 平板， 每个菌划

３～５ 块平板； 挑取 ＬＢ 平板上的单菌落 （每个菌挑选

５０ 个） 转接于含抗性的 ＬＢ 平板上， ３７ ℃静置培养

１４～１６ ｈ。 在含抗性 ＬＢ 平板上生长的菌株为质粒稳

定存在的菌株， 不生长的为质粒丢失的菌株。 稳定

性＝耐药菌株数 ／总菌株数×１００％。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 大肠杆菌 ＰＣＲ 鉴定

挑取麦康凯平板上可疑菌落， 进行大肠杆菌种属

的 ＰＣＲ 鉴定， 共获得 ６０ 株鸭源大肠杆菌， 结果见

图 １。

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １～６０􀆰 分离菌株； ６１􀆰 阴性对照。

图 １　 ６０ 株分离菌株 ｐｈｏＡ 基因 ＰＣＲ 鉴定

２􀆰 ２　 药物敏感性试验

由表 ３ 可知， ６０ 株大肠杆菌分离株对克林霉素

１００％ 耐 药， 对 利 福 平 和 红 霉 素 耐 药 率 分 别 为

９８􀆰 ３３％、 ９６􀆰 ６７％， 对氨苄西林和阿莫西林耐药率达

到 ８０％以上， 对甲氧苄氨嘧啶、 头孢拉定、 四环素、
磺胺异噁唑、 复方新诺明、 氯霉素和氟苯尼考耐药率

达到 ５０％以上， 耐药率较低的是美罗培南和阿米卡

星 （＜５％）， 所有菌株都对多黏菌素敏感。 对氨基糖

苷类药物耐药的菌株有 ４０ 株， 耐药率为 ６６􀆰 ６７％。 由

图 ２ 可知， 所有菌株均对 ３ 类及 ３ 类以上的抗菌药物

耐药， 多重耐药率达 １００％； ９ 耐的菌株最多， 有 ２１
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株， 占 ３５％； 最高可对 １０ 类抗生素耐药。 最流行的

耐药谱为氨苄西林－阿莫西林－甲氧苄氨嘧啶－链霉

素－四环素－磺胺异噁唑－复方新诺明－利福平－红霉

素－林霉素－氯霉素－氟苯尼考 （５％）。

表 ３　 ６０ 株分离菌株的药敏试验及 ９ 株接合子耐药结果

抗生素种类 抗生素
耐药 中介 敏感 接合子耐药

菌株数 占比 ／ ％ 菌株数 占比 ／ ％ 菌株数 占比 ／ ％ 菌株数 占比 ／ ％

青霉素类

（＋抑制剂）

氨苄西林 ４９ ８１􀆰 ６７ ４ ６􀆰 ６７ ７ １１􀆰 ６７ ９ １００

阿莫西林 ５０ ８３􀆰 ３３ ４ ６􀆰 ６７ ６ １０ ６ ６６􀆰 ６７

头孢类 甲氧苄氨嘧啶 ３６ ６０ ２ ３􀆰 ３３ ２３ ３８􀆰 ３３ ９ １００

头孢拉定 ３２ ５３􀆰 ３３ １４ ２３􀆰 ３３ １４ ２３􀆰 ３３ ２ ２２􀆰 ２２

头孢噻吩 ２８ ４６􀆰 ６７ ８ １３􀆰 ３３ ２４ ４０ ８ ８８􀆰 ８９

头孢曲松 １９ ３１􀆰 ６７ ０ ０ ４１ ６８􀆰 ３３ ５ ５５􀆰 ５６

头孢他啶 １７ ２８􀆰 ３３ ３ ５ ４０ ６６􀆰 ６７ ７ ７７􀆰 ７８

头孢吡肟 ９ １５ ２ ３􀆰 ３３ ４９ ８１􀆰 ６７ ５ ５５􀆰 ５６

碳青霉烯类 美罗培南 ２ ３􀆰 ３３ １ １􀆰 ６７ ５７ ９５ ０ ０

氨基糖苷类 庆大霉素 １４ ２３􀆰 ３３ ０ ０ ４６ ７６􀆰 ６７ ９ １００

链霉素 ２ ３􀆰 ３３ ０ ０ ５８ ９６􀆰 ６７ ９ １００

阿米卡星 ２３ ３８􀆰 ３３ ２２ ３６􀆰 ６７ １５ ２５ ９ １００

卡那霉素 ２６ ４３􀆰 ３３ ２ ３􀆰 ３３ ３２ ５３􀆰 ３３ ９ １００

四环素类 四环素 ３８ ６３􀆰 ３３ １ １􀆰 ６７ ２１ ３５ ９ １００

磺胺类 磺胺异噁唑 ３４ ５６􀆰 ６７ ３ ５ ２３ ３８􀆰 ３３ ６ ６６􀆰 ６７

复方新诺明 ３３ ５５ ３ ５ ２４ ４０ ９ １００

喹诺酮类 环丙沙星 １９ ３１􀆰 ６７ ０ ０ ４１ ６８􀆰 ３３ ４ ４４􀆰 ４４

诺氟沙星 １７ ２８􀆰 ３３ ２ ３􀆰 ３３ ４１ ６８􀆰 ３３ ２ ２２􀆰 ２２

利福平 ５９ ９８􀆰 ３３ １ １􀆰 ６７ ０ ０ ６ ６６􀆰 ６７

洛美沙星 １９ ３１􀆰 ６７ ３ ５ ３８ ６３􀆰 ３３ ５ ５５􀆰 ５６

大环内酯类 红霉素 ５８ ９６􀆰 ６７ ２ ３􀆰 ３３ ０ ０ ３ ３３􀆰 ３３

阿奇霉素 １８ ３０ ２０ ３３􀆰 ３３ ２２ ３６􀆰 ６７ ３ ３３􀆰 ３３

林可酰胺类 克林霉素 ６０ １００ ０ ０ ０ ０ ４ ４４􀆰 ４４

大观霉素 １４ ２３􀆰 ３３ ８ １３􀆰 ３３ ３８ ６３􀆰 ３３ ０ ０

新霉素 ２２ ３６􀆰 ６７ １０ １６􀆰 ６７ ２８ ４６􀆰 ６７ ５ ５５􀆰 ５６

氯霉素类 氯霉素 ３４ ５６􀆰 ６７ ０ ０ ２６ ４３􀆰 ３３ ３ ３３􀆰 ３３

氟苯尼考 ３４ ５６􀆰 ６７ ０ ０ ２６ ４３􀆰 ３３ ２ ２２􀆰 ２２

多黏菌素 多黏菌素 Ｂ ０ ０ ０ ０ ６０ １００ ０ ０

图 ２　 ６０ 株分离菌株多重耐药统计

２􀆰 ３　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 甲基化酶基因检测

图 ３ 结果显示， 只有 １ 株大肠杆菌携带 ｒｍｔＢ 基

因， 命名为 ＴＺ２３ＹＧＥ６０。 此菌株对氨基糖苷类药物

阿米卡星和庆大霉素 １００％耐药， 基因型与耐药表型

一致； 此菌株的耐药谱为氨苄西林－阿莫西林－甲氧

苄氨嘧啶－头孢拉定－头孢噻吩－头孢曲松－庆大霉素－
阿米卡星－链霉素－卡那霉素－四环素－磺胺异噁唑－复
方新诺明－环丙沙星－诺氟沙星－利福平－洛美沙星－红
霉素－克林霉素－新霉素－氯霉素－氟苯尼考。 其他

１６Ｓ ｒＲＮＡ 甲基化酶基因未检测到， 阳性率为 １􀆰 ６７％
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（１ ／ ６０）； 此菌株分离自 ２０２３ 年泰州某鸭场鸭肝脏。

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １、 ２􀆰 ｒｍｔＢ 阳性菌株 ＴＺ２３ＹＧＥ６０； ３􀆰 阴性对照。

图 ３　 ｒｍｔＢ 基因 ＰＣＲ 检测结果

２􀆰 ４　 接合试验

成功在双抗平板上筛选出接合子， 经过 ＰＣＲ 检

测为 ｒｍｔＢ 基因阳性 （图 ４）， 说明 ｒｍｔＢ 阳性分离菌

株 ＴＺ２３ＹＧＥ６０ 能通过接合方式将 １６Ｓ ｒＲＮＡ 甲基化酶

基因 ｒｍｔＢ 传递给受体菌 Ｃ６００。 药物敏感性试验结果

显示， Ｃ６００ １００％ 获得了氨苄西林、 甲氧苄氨嘧啶、
庆大霉素、 链霉素、 阿米卡星、 卡那霉素、 四环素和

复方新诺明的耐药性， 未获得美罗培南和大观霉素和

多黏菌素的耐药性 （表 ３）。

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １、 ２􀆰 接合子； ３􀆰 阳性对照； ４􀆰 阴性对照。

图 ４　 接合子 ＰＣＲ 检测结果

２􀆰 ５　 接合频率

温度在 ３０ ℃时， 接合频率为 ５􀆰 ３８×１０－４； 温度在

３７ ℃时， 接合频率为 ２􀆰 ３４×１０－５； 温度在 ４２ ℃ 时，
接合频率为 １􀆰 ５８×１０－１， 以 ３７ ℃时接合频率最高。
２􀆰 ６　 ｒｍｔＢ 阳性接合子复制子分型

复制子分型结果显示， 分离菌株中 ｒｍｔＢ 质粒属

于 ＩｎｃＦｒｅＢ 群， 见图 ５。
２􀆰 ７　 稳定性试验

观察菌株 ＴＺ２３ＹＧＥ６０ 在无抗生素的 ＬＢ 肉汤中

连续传代培养 ７ 代， 检测结果显示质粒均稳定存在。

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １、 ２􀆰 接合子； ３􀆰 阴性对照。

图 ５　 接合子质粒分型结果

３　 讨论

１６Ｓ ｒＲＮＡ 甲基化酶耐药菌株的出现， 严重影响

了氨基糖苷类药物作为治疗革兰阴性菌感染的常用药

物的治疗效果， 限制了临床细菌感染治疗的药物选

择。 ｒｍｔＢ 基因首次在 ２００３ 年日本临床样品中分离出

的 １ 株黏质沙雷菌中发现［１８］， 是世界上流行较多的

１６Ｓ ｒＲＮＡ 甲基化酶基因［１９－２０］。 本研究选用 ６０ 株江

苏省部分养殖场病死鸭分离的大肠杆菌进行 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 甲基化酶基因的筛选， 结果仅检测到 １ 株 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 甲基化酶基因 ｒｍｔＢ， 检出率为 １􀆰 ６７％ （１ ／ ６０），
低于 陈 燕 杰 等［２１］、 Ｙａｎｇ 等［２２］、 Ｘｉａ 等［２３］、 Ｌｏｎｇ
等［２４］和 Ｌｉ 等［２５］的研究结果。 携带 ｒｍｔＢ 阳性菌的大

肠杆菌 ＴＺ２３ＹＧＥ６０ 株是 ２０２３ 年从病死鸭的肝脏分离

的， 耐药谱为氨苄西林－阿莫西林－甲氧苄氨嘧啶－头
孢拉定－头孢噻吩－头孢曲松－庆大霉素－阿米卡星－链
霉素－卡那霉素－四环素－磺胺异噁唑－复方新诺明－环
丙沙星－诺氟沙星－利福平－洛美沙星－红霉素－克林霉

素－新霉素－氯霉素－氟苯尼考； 发现携带 １６Ｓ ｒＲＮＡ
甲基化酶基因的菌株除了对氨基糖苷类抗生素表现出

耐药， 对其他类抗生素也表现出很高的耐药性， 与我

国 Ｘｉａ 等［２３］的研究类似。
６０ 株大肠杆菌分离株对克林霉素 １００％耐药， 对

利福平和红霉素的耐药率达到 ９０％以上， 对氨苄西

林和阿莫西林的耐药率达到 ８０％以上， 对甲氧苄氨

嘧啶、 头孢拉定、 头孢噻吩、 四环素、 磺胺异噁唑、
复方新诺明、 氯霉素和氟苯尼考耐药率达到 ５０％以

上， 多重耐药率达 １００％， ９ 耐及以上的菌株占

３８􀆰 ３３％， 耐药现象严重。 焦凤超等［２６］ 研究发现， 河

南鸭养殖场对四环素、 阿莫西林、 氨苄西林和多西环

素耐药率达到了 １００％， 对磺胺异噁唑、 链霉素、 卡

那霉素的耐药率达到了 ５０％以上， 对阿米卡星的耐

药率达到了 ８１􀆰 ８２％。 本文优势耐药谱型为氨苄西

林－阿莫西林－甲氧苄氨嘧啶－链霉素－四环素－磺胺异
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噁唑－复方新诺明－利福平－红霉素－林霉素－氯霉素－
氟苯尼考， 而四川畜禽耐药谱为氨苄西林－阿莫西林

克拉维酸－头孢噻肟－头孢曲松－头孢唑啉－阿米卡星－
氯霉素－多西环素－萘啶酸－环丙沙星－复方新诺明－卡
那霉素， 说明大肠杆菌多重耐药问题在全国范围内都

很严重［２７］。
携带 ｒｍｔＢ 阳性菌的大肠杆菌 ＴＺ２３ＹＧＥ６０ 株对阿

米卡星和庆大霉素表现出耐药， 基因型与表型一致，
且呈多重耐药性， 与相关文献结果一致［１３，２８－２９］。 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 甲基化酶基因的传播通常与可移动的遗传元

件， 如质粒、 转座子和整合子有关， ｒｍｔＢ 基因的转

移与 Ｔｎ２、 ＩＳ２６、 ＩＳＣＲ１、 ＩＳＣＲ３ 和 ＩＳ９０３ 有关［３０］。
本研究中 ｒｍｔＢ 阳性大肠杆菌接合成功， 复制子分型

结果显示 ｒｍｔＢ 基因位于 ＩｎｃＦｒｅＢ 型质粒上。 质粒的接

合性转移依赖于 ＤＮＡ 转移、 复制和细菌配对相关的

基因表达， 基因的表达受药物、 温度等外界因素的影

响［７］， 本研究发现 ３７ ℃更利于接合转移。 质粒的稳

定性是将其在细胞内进行增殖并向后代扩散的能力。
质粒可通过位点特异性的基因表达系统 （高拷贝）、
主动分布系统 （中拷贝） 以及质粒依赖株 （低拷贝）
３ 种方式［１５，３１－３２］ 进行增殖并向后代扩散。 本研究中

ｒｍｔＢ 基因的稳定性为 １００％， 进一步说明 ｒｍｔＢ 基因

位于质粒上， 且可以进行稳定的水平传播， 这提高了

氨基糖苷类药物耐药的风险。

４　 结论

本研究发现江苏地区鸭源大肠杆菌中存在携带

ｒｍｔＢ 基因的菌株， 该 ｒｍｔＢ 阳性菌株呈严重的多重耐

药性， 可以通过质粒水平传播， 并可稳定存在于菌株

中， 说明 １６Ｓ ｒＲＮＡ 甲基化酶是氨基糖苷类药物高度

耐药的主要原因。 药物敏感性结果表明， 分离菌对克

林霉素、 红霉素、 氨苄西林、 阿莫西林、 利福平具有

很高的耐药性， 对其他的抗菌药物也表现出不同程度

的耐药性， 且耐药性严重。 药敏试验结果可为江苏部

分地区鸭场的临床用药和防治提供一定的依据。
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