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摘要： 旨在探究宠物源大肠杆菌对抗菌药物的耐药情况及携带的质粒介导喹诺酮 （ＰＭＱＲ） 和超光谱 β－内酰胺酶 （ＥＳＢＬｓ） 耐药基因的检测。
采集营口市 ３０７ 份宠物犬、 猫肛拭子样品， 分离获得 ２８２ 株大肠杆菌， 通过 Ｋ－Ｂ 药敏纸片法对分离菌株进行药敏试验； 在头孢他啶和头孢噻肟药

敏纸片中加入克拉维酸来确定分离菌株是否为 ＥＳＢＬｓ 表型耐药菌株； 应用 ＰＣＲ 测定大肠杆菌菌株携带的 ＥＳＢＬｓ 和 ＰＭＱＲ 耐药基因型。 结果： 宠

物犬源、 猫源大肠杆菌对 β－内酰胺类药物耐药率分别为 ２１􀆰 １５％～６０􀆰 ００％和 ２２􀆰 ２２％～３７􀆰 ５０％； 对喹诺酮类药物耐药率分别为 ２５􀆰 ８５％～５２􀆰 ７３％和

４３􀆰 ７５％～５７􀆰 ５０％； 对氨基糖苷类药物的耐药率分别为 ７􀆰 ６９％～６９􀆰 ０９％和 １６􀆰 ６７％ ～ ５７􀆰 ５０％； 对四环素类药物的耐药率分别为 ５􀆰 ７７％ ～ ３９􀆰 １３％和

１８􀆰 ７５％～３７􀆰 ５０％； 对多肽类药物的耐药率分别为 ６􀆰 ５２％ ～ ２０􀆰 ９１％和 １２􀆰 ５０％ ～ ２７􀆰 ７８％； 对磺胺类药物的耐药率分别为 １７􀆰 ３１％ ～ ２９􀆰 ０９％和

２２􀆰 ２２％～３３􀆰 ７８％； 经测定， １４８ 株大肠杆菌检测为多重耐药菌株， 三重耐药菌株检出率最多， 共有 ５６ 株大肠杆菌为产 ＥＳＢＬｓ 表型； 在产 ＥＳＢＬｓ
表型大肠杆菌中， ｂｌａＣＴＸ－Ｍ耐药基因检出率最高为 ２８􀆰 ５７％ （１６ ／ ５６）， 其次为 ｂｌａＴＥＭ耐药基因， 检出率为 １７􀆰 ８６％ （１０ ／ ５６）； 共有 ７４ 株大肠杆菌携

带 ＰＭＱＲ 耐药基因， 其中 ｑｎｒＳ 耐药基因检出率最高为 ４４􀆰 ５９％ （３３ ／ ７４）， 其次为 ａａｃ （６′） －Ｉｂ－ｃｒ， 检出率为 １８􀆰 ９２％ （１４ ／ ７４）。 综上， 营口地区

宠物犬源、 猫源大肠杆菌耐药较为严重， 携带多种耐药基因， 菌株携带的 ＥＳＢＬｓ 耐药基因以 ｂｌａＣＴＸ－Ｍ为主； 携带的 ＰＭＱＲ 耐药基因以 ｑｎｒＳ 为主。
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　 　 根据 《２０２３—２０２４ 年中国宠物行业白皮书》 显

示， ２０２３ 年我国宠物犬数量为 ５ １７５ 万只， 宠物猫数

量为 ６ ９８０ 万只， 宠物犬、 猫的数量呈现出逐渐增长

的趋势。 抗生素的不合理应用， 导致宠物源大肠杆菌

耐药性日益严重， 许多菌株携带多种耐药基因， 其中

携带质粒介导喹诺酮 （ＰＭＱＲ） 耐药基因和超光谱

β－内酰胺酶 （ＥＳＢＬｓ） 耐药基因的情况较为严重［１］。
ＰＭＱＲ 包括 ｑｎｒＳ、 ａａｃ （６′） －Ｉｂ－ｃｒ 和 ｑｅｐＡ 基因， 分

别可通过调控 ＤＮＡ 解旋酶活性、 编码乙酰基转移酶

修饰喹诺酮类药物和介导蛋白质主动外派机制来达到

喹诺酮耐药作用［２］。 ＥＳＢＬｓ 包括 ｂｌａＣＴＸ－Ｍ、 ｂｌａＴＥＭ 和

ｂｌａＳＨＶ基因， 均可产生超广谱 β－内酰胺酶对 β－内酰

胺类药物产生水解活性， 从而达到耐药作用［３］。 犬、
猫可成为耐药性大肠杆菌的储存库， 并可将耐药性大

肠杆菌传播给人类， 严重危害公共健康［４］。 本研究

旨在调查辽宁省营口地区宠物犬、 猫大肠杆菌的耐药

率和携带 ＥＳＢＬｓ、 ＰＭＱＲ 基因情况， 为辽宁省营口地

区宠物临床用药提供依据， 同时为营口地区宠物源大

肠杆菌 ＥＳＢＬｓ、 ＰＭＱＲ 基因流行情况提供可利用的流

行病学信息。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试剂、 药敏片

β－内酰胺类药敏纸片 （头孢噻肟、 氨苄西林、
头孢哌酮）、 喹诺酮类药敏纸片 （左氧氟沙星、 环丙

沙星、 洛美沙星）、 氨基糖苷类药敏纸片 （链霉素、
庆大霉素、 阿米卡星）、 四环素类药敏纸片 （四环

素、 多西环素）、 多肽类药敏纸片 （多黏菌素）、 磺

胺类药敏纸片 （复方新诺明）、 头孢他啶－克拉维酸

和头孢噻肟－克拉维酸药敏纸片， 均购自杭州微生物

试剂 有 限 公 司。 营 养 肉 汤 （ ＮＢ ）、 伊 红 美 蓝

（ＥＭＢ）、 水解酪蛋白胨肉汤 （ＭＨＢ） 和水解酪蛋白

胨琼脂 （ＭＨＡ） 培养基， 均购自青岛海博生物科技

有限公司。 质控菌株为大肠杆菌 ＡＴＣＣ ２５９２２ 和肺炎

克雷伯菌 ＡＴＣＣ ７００６０３， 为实验室保存菌株。
１􀆰 ２　 试验样品

从 ２０２３ 年 ３ 月至 １０ 月， 从辽宁省营口市 ３ 家宠

物医院搜集犬、 猫肛门拭子样本。 肛拭子样品分为健

康宠物样品、 肠道疾病宠物样品和非肠道疾病宠物样

品。 健康宠物样品为体检动物和接种疫苗动物的样

品； 肠道疾病宠物样品为患有腹泻、 消化不良等出现

肠道症状宠物的样品； 非肠道疾病宠物样品为患有心

脏病、 肿瘤等疾病的宠物样品。 共搜集到 ３０７ 份样

品， 其中犬源样品 ２２４ 份 （健康犬源 ４９ 份、 肠道疾

病犬源 １１６ 份、 非肠道疾病犬源 ５９ 份）； 猫源样品

８３ 份 （健康猫源 １８ 份、 肠道疾病猫源 ４２ 份、 非肠

道疾病猫源 ２３ 份）。
１􀆰 ３　 大肠杆菌的分离鉴定

在装有肛拭子样品的采集管中加入 ２􀆰 ５ ｍＬ 无菌

生理盐水， 振荡 １５ ｍｉｎ， 静置 ５ ｍｉｎ 后， 取 １５ μＬ 混

悬液接种到 ＮＢ 培养基中， 在 ３７ ℃恒温培养箱中培

养 １６ ｈ。 将培养好的菌液划线接种到 ＥＭＢ 培养基中，
在 ３７ ℃恒温培养箱中培养 １６ ｈ。 将 ＥＭＢ 培养基中带

有金属光泽的黑色菌落进行纯培养， 并进行 ＤＮＡ 提

取。 参考陈亮等［５］ 报道， 利用大肠杆菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 特

异性引物 （Ｆ： ５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′和
Ｒ： ５′－ＴＡＣＧＧＹＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′） 进行 ＰＣＲ
鉴定， ＰＣＲ 产物由吉林库美生物科技股份有限公司

测序， 测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ 中登录的大肠杆菌参考

株进行同源性分析， 以同源性≥９７％确定为大肠杆

菌。 扩增体系： ２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬ， 上

下游引物各 ０􀆰 ８ μＬ， ＤＮＡ 模板 ２ μＬ， 加双蒸水至

２５ μＬ。 扩增程序： ９５ ℃ ４ ｍｉｎ； ９５ ℃ ３０ ｓ， ５５ ℃
３０ ｓ， ７２ ℃ ３０ ｓ， 共 ３０ 个循环； ７２ ℃ １０ ｍｉｎ。
１􀆰 ４　 药敏试验

采用药敏纸片法对宠物源大肠杆菌分离菌株进行

敏感性试验。 根据 ２０２３ 年美国临床和实验室标准协

会 （ＣＬＳＩ） －３３ 版 （ＣＬＳＩ－Ｍ１００－Ｓ３３） 进行菌株药

物敏感性判读， 判读结果分为耐药、 中介和敏感， 判

定标准如表 １ 所示。 试验质控菌株为大肠杆菌

ＡＴＣＣ ２５９２２。
１􀆰 ５　 ＥＳＢＬｓ 表型试验

根据 ＣＬＳＩ－Ｍ１００－Ｓ３３ 进行 ＥＳＢＬｓ 表型验证试验，
将分离菌株分别进行头孢他啶 （３０ μｇ）、 头孢噻肟

（３０ μｇ）、 头孢他啶－克拉维酸 （３０ μｇ－１０ μｇ） 和头

孢噻肟－克拉维酸 （３０ μｇ－１０ μｇ） 药敏试验。 如果

任何一个药物， 加克拉维酸的抑菌圈直径相比较于不

加克拉维酸增加≥５ ｍｍ， 则分离菌株表型为产

ＥＳＢＬｓ， 试验质控菌株为大肠杆菌 ＡＴＣＣ ２５９２２ 和肺

炎克雷伯菌 ＡＴＣＣ ７００６０３。
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表 １　 药敏试验判定标准

药物
抑菌圈直径 ／ ｍｍ

敏感 中介 耐药

头孢噻肟 ≥２６ ２３～２５ ≤２２

氨苄西林 ≥１７ １４～１６ ≤１３

头孢哌酮 ≥２１ １６～２０ ≤１５

左氧氟沙星 ≥２１ １７～２０ ≤１６

环丙沙星 ≥２６ ２２～２５ ≤２１

洛美沙星 ≥２２ １９～２１ ≤１８

链霉素 ≥１５ １２～１４ ≤１１

庆大霉素 ≥１８ １５～１７ ≤１４

阿米卡星 ≥２０ １７～１９ ≤１６

四环素 ≥１５ １２～１４ ≤１１

多西环素 ≥１４ １１～１３ ≤１０

多黏菌素 ≥１２ １１ ≤１０

复方新诺明 ≥１６ １１～１５ ≤１０

１􀆰 ６　 ＥＳＢＬｓ 基因检测

应用 ＤＮＡ 提取试剂盒提取大肠杆菌基因， 根据

文献 ［６－９］ 合成 ＥＳＢＬｓ 基因引物， 并进行 ＰＣＲ 反

应， 引物序列如表 ２ 所示。 扩增反应体系： ２ ×Ｔａｑ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬ， 上下游引物各 ０􀆰 ５ μＬ， ＤＮＡ 模

版 １ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ １０􀆰 ５ μＬ。 ＥＳＢＬｓ 基因 ＰＣＲ 扩增程序

如表 ３ 所示。
１􀆰 ７　 ＰＭＱＲ 基因检测

根据文献 ［１０－１３］ 合成 ＰＭＱＲ 基因引物， 并进

行 ＰＣＲ 反应， 引物序列如表 ４ 所示。 扩增反应体系：
２× Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬ， 上下游引物各 ０􀆰 ５ μＬ，
ＤＮＡ 模版 １ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ８ μＬ。 ＰＭＱＲ 基因 ＰＣＲ 扩增

程序如表 ５ 所示。

表 ２　 ＥＳＢＬｓ 基因引物序列

引物名称 引物序列 （５′→３′） 片段大小 ／ ｂｐ 参考文献

ｂｌａＴＥＭ
Ｆ： ＣＡＴＴＴＣＣＧＴＧＴＣＧＣＣＣＴＴＡＴＴＣ
Ｒ： ＣＧＴＴＣＡＴＣＣＡＴＡＴＧＴＴＧＣＣＴＧＡＣ

８００ ［６］

ｂｌａＣＴＸ－Ｍ
Ｆ： ＴＴＴＧＣＧＡＴＧＴＧＣＡＧＴＡＣＣＴＧＴＡＡ
Ｒ： ＴＴＴＧＣＧＡＴＧＴＧＣＡＣＴＡＣＣＡＧＴＡＡ

５４４ ［６］

ｂｌａＳＨＶ
Ｆ： ＡＴＧＣＧＴＴＡＴＡＴＴＣＧＣＣＴＧＴＧ
Ｒ： ＴＧＣＴＴＴＧＴＴＡＴＴＣＧＧＧＣＣＡＡ

７４７ ［７］

ｂｌａＣＭＹ－２
Ｆ： ＡＴＧＡＴＧＡＡＡＡＡＡＴＣＧＴＴＡＴＧＣ
Ｒ： ＴＴＧＣＡＧＣＴＴＴＴＣＡＡＧＡＡＴＧＣＧ

１ １４３ ［８］

ｂｌａＤＨＡ
Ｆ： ＡＡＣＴＴＴＣＡＣＡＧＧＴＧＴＧＣＴＧＧＧＴ
Ｒ： ＣＣＧＴＡＣＧＣＡＴＡＣＴＧＧＣＴＴＴＧＣ

３８７ ［８］

ｂｌａＯＸＡ
Ｆ： ＧＧＣＡＣＣＡＧＡＴＴＣＡＡＣＴＴＴＣＡＡＧ
Ｒ： ＧＡＣＣＣＣＡＡＧＴＴＴＣＣＴＧＴＡＡＧＴＧ

５６４ ［９］

表 ３　 ＥＳＢＬｓ 基因 ＰＣＲ 扩增程序

目的基因
扩增程序

预变性 变性 退火 延伸 循环个数 延伸

ｂｌａＴＥＭ ９４ ℃ ７ ｍｉｎ ９４ ℃ ３０ｓ ５５ ℃ ３０ ｓ ７２ ℃ ３０ ｓ ３５ ７２ ℃ １０ ｍｉｎ

ｂｌａＣＴＸ－Ｍ ９４ ℃ ５ ｍｉｎ ９４ ℃ ４０ ｓ ５６ ℃ ４０ ｓ ７２ ℃ ４５ ｓ ３０ ７２ ℃ ７ ｍｉｎ

ｂｌａＳＨＶ ９４ ℃ ５ ｍｉｎ ９４ ℃ ３５ ｓ ５７ ℃ ３０ ｓ ７２ ℃ ４０ ｓ ３０ ７２ ℃ ７ ｍｉｎ

ｂｌａＣＭＹ－２ ９４ ℃ ５ ｍｉｎ ９４ ℃ ４５ ｓ ５５ ℃ ４５ ｓ ７２ ℃ ４５ ｓ ３０ ７２ ℃ １０ ｍｉｎ

ｂｌａＤＨＡ ９４ ℃ ５ ｍｉｎ ９４ ℃ ４５ ｓ ５６ ℃ ４５ ｓ ７２ ℃ ４５ ｓ ３０ ７２ ℃ １０ ｍｉｎ

ｂｌａＯＸＡ ９４ ℃ ５ ｍｉｎ ９４ ℃ ４０ ｓ ５６ ℃ ４０ ｓ ７２ ℃ ４５ ｓ ３０ ７２ ℃ ７ ｍｉｎ
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表 ４　 ＰＭＱＲ 基因引物序列

引物名称 引物序列 （５′→３′） 片段大小 ／ ｂｐ 参考文献

ｑｎｒＳ
Ｆ： ＡＣＧＡＣＡＴＴＣＧＴＣＡＡＣＴＧＣＡＡ
Ｒ： ＴＡＡＡＴＴＧＧＣＡＣＣＣＴＧＴＡＧＧＣ

４１７ ［１０］

ｑｎｒＢ
Ｆ： ＣＣＴＧＡＧＣＧＧＣＡＣＴＧＡＡＴＴＴＡＴ
Ｒ： ＧＴＴＴＧＣＴＧＣＴＣＧＣＣＡＧＴＣＧＡ

６１７ ［１０］

ｑｎｒＤ
Ｆ： ＣＧＡＧＡＴＣＡＡＴＴＴＡＣＧＧＧＧＡＡＴＡ
Ｒ： ＡＡＣＡＡＧＣＴＧＡＡＧＣＧＣＣＴＧ

５８１ ［１１］

ａａｃ （６′） －Ｉｂ－ｃｒ
Ｆ： ＴＴＧＣＧＡＴＧＣＴＣＴＡＴＧＡＧＴＧＧＣＴＡ
Ｒ： ＣＴＣＧＡＡＴＧＣＴＴＧＧＣＧＣＧＴＴＴ

４８２ ［１２］

ｏｑｘＡＢ
Ｆ： ＣＴＣＧＧＣＧＣＧＧＡＴＧＡＴＧＣＴ
Ｒ： ＣＣＡＣＴＣＴＴＣＡＣＧＧＧＡＧＡＣＧＡ

３９２ ［１２］

ｑｅｐＡ
Ｆ： ＣＣＡＧＣＴＣＧＧＣＡＡＣＴＴＧＡＴＡＣ
Ｒ： ＡＴＧＣＴＣＧＣＣＴＴＣＣＡＧＡＡＡＡ

５７０ ［１３］

表 ５　 ＰＭＱＲ 基因扩增程序

目的基因
扩增程序

预变性 变性 退火 延伸 循环个数 延伸

ｑｎｒＳ ９５ ℃ ５ ｍｉｎ ９４ ℃ １ ｍｉｎ ５８ ℃ １ ｍｉｎ ７２ ℃ １ ｍｉｎ ３０ ７２ ℃ ７ ｍｉｎ

ｑｎｒＢ ９５ ℃ ５ ｍｉｎ ９４ ℃ １ ｍｉｎ ５８ ℃ １ ｍｉｎ ７２ ℃ １ ｍｉｎ ３０ ７２ ℃ ７ ｍｉｎ

ｑｎｒＤ ９４ ℃ ５ ｍｉｎ ９４ ℃ ３０ ｓ ５６ ℃ ３０ ｓ ７２ ℃ ４５ ｓ ３０ ７２ ℃ １０ ｍｉｎ

ａａｃ （６′） －Ｉｂ－ｃｒ ９５ ℃ ５ ｍｉｎ ９４ ℃ １ ｍｉｎ ５８ ℃ １ ｍｉｎ ７２ ℃ １ ｍｉｎ ３０ ７２ ℃ ７ ｍｉｎ

ｏｑｘＡＢ ９５ ℃ ５ ｍｉｎ ９４ ℃ １ ｍｉｎ ５８ ℃ １ ｍｉｎ ７２ ℃ １ ｍｉｎ ３０ ７２ ℃ ７ ｍｉｎ

ｑｅｐＡ ９５ ℃ ５ ｍｉｎ ９４ ℃ ３５ ｓ ６０ ℃ ３５ ｓ ７２ ℃ ４５ ｓ ３２ ７２ ℃ １０ ｍｉｎ

１􀆰 ８　 数据统计与分析

采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行数据分析， 因素分

析采用卡方检验或 Ｆｉｓｅｒ 精确分析， Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异

显著。

２　 结果

２􀆰 １　 大肠杆菌分离培养

通过 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因 ＰＣＲ 扩增及测序， 从 ３０７ 份

宠物源肛拭子样品中共分离出 ２８２ 株大肠杆菌。 从犬

源肛拭子样品中共分离出 ２０８ 株， 健康犬源、 肠道疾

病犬源和非肠道疾病犬大肠杆菌分离率分别为

９３􀆰 ８８％ （４６ ／ ４９）、 ９４􀆰 ８３％ （ １１０ ／ １１６） 和 ８８􀆰 １６％
（５２ ／ ５９）。 从猫源肛拭子样品中分理出 ７４ 株大肠杆

菌， 健康猫源、 肠道疾病猫源和非肠道疾病猫源大肠

杆菌分离率分别为 ８８􀆰 ８９％ （１６ ／ １８）、 ９５􀆰 ２４％ （４０ ／
４２） 和 ７８􀆰 ２６％ （１８ ／ ２３）。 部分阳性菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ
基因 ＰＣＲ 扩增结果如图 １ 所示， ＥＭＢ 培养基上的菌

落形态如图 ２ 所示。

Ｍ􀆰 ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 阳性对照； ２～９􀆰 阳性分离菌株； １０􀆰 阴性

对照。

图 １　 部分阳性菌株 １６ Ｓ ｒＤＮＡ 基因 ＰＣＲ 扩增

图 ２　 ＥＭＢ 培养基上的菌落形态
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２􀆰 ２　 药敏试验

宠物犬源大肠杆菌药敏试验结果如表 ６ 所示。 分

离出的大肠杆菌菌株对 １３ 种药物均表现出耐药性。
宠物犬源大肠杆菌对 β－内酰胺类药物头孢噻肟、 氨

苄西林和头孢哌酮的耐药率在 ２１􀆰 １５％ ～ ５８􀆰 １８％； 对

喹诺酮类药物左氧氟沙星、 环丙沙星和洛美沙星的耐

药率在 ２５􀆰 ８５％ ～ ５２􀆰 ７３％； 对氨基糖苷类药物链霉

素、 庆大霉素和阿米卡星的耐药率在 ７􀆰 ６９％ ～
６９􀆰 ０９％； 对四环素类药物四环素、 多西环素的耐药

率在 ５􀆰 ７７％ ～ ３９􀆰 １３％； 对多肽类药物多黏菌素的耐

药率在 ６􀆰 ５２％ ～ ２０􀆰 ９１％； 对于磺胺类药物复方新诺

明的耐药率在 １７􀆰 ３１％ ～２９􀆰 ０９％。 对于头孢噻肟、 头

孢哌酮、 多黏菌素， 肠道疾病犬源大肠杆菌耐药率显

著高于健康犬源和非肠道疾病犬源 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 对于

氨苄西林、 左氧氟沙星、 洛美沙星、 环丙沙星、 链霉

素和多西环素， 健康犬源大肠杆菌和肠道疾病犬源大

肠杆菌之间耐药率差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 两者的耐

药率皆显著高于非肠道疾病犬源大肠杆菌 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）； 对于多西环素， 健康犬源大肠杆菌耐药率显

著高于肠道疾病犬源大肠杆菌 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 对于四环

素， 健康犬源大肠杆菌耐药率显著高于肠道疾病犬源

和非肠道疾病犬源大肠杆菌 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 对于多黏菌

素， 肠道疾病犬源大肠杆菌耐药率要显著高于健康犬

和非肠道疾病犬 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 对于庆大霉素和阿米卡

星， 健康犬、 肠道疾病犬和非肠道疾病犬源大肠杆菌

之间耐药率差异不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
宠物猫源大肠杆菌药敏试验结果如表 ７ 所示。 宠

物猫源大肠杆菌对 β－内酰胺类药物头孢噻肟、 氨苄

西林和头孢哌酮的耐药率在 ２２􀆰 ２２％ ～ ３７􀆰 ５０％； 对喹

诺酮类药物左氧氟沙星、 环丙沙星和洛美沙星的耐药

率在 ４３􀆰 ７５％ ～ ５７􀆰 ５０％； 对氨基糖苷类药物链霉素、
庆大霉素和阿米卡星的耐药率在 １６􀆰 ６７％ ～ ５７􀆰 ５０％；
对四环素类药物四环素、 多西环素的耐药率在

１８􀆰 ７５％～３７􀆰 ５０％； 对多肽类药物多黏菌素的耐药率

在 １２􀆰 ５０％～２７􀆰 ７８％； 对于磺胺类药物复方新诺明的

耐药率在 ２２􀆰 ２２％ ～３３􀆰 ７８％。 对于氨苄西林、 头孢哌

酮、 阿米卡星和复方新诺明， 健康猫源大肠杆菌耐药

率显著高于肠道疾病猫源和非肠道疾病猫源大肠杆菌

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 对于左氧氟沙星、 环丙沙星、 洛美沙星、
链霉素、 四环素、 多西环素， 健康猫、 肠道疾病猫和

非肠道疾病猫源大肠杆菌之间耐药率差异不显著

（Ｐ＞０􀆰 ０５）； 对于头孢哌酮和庆大霉素， 健康猫源和

肠道疾病猫源大肠杆菌耐药率显著高于非肠道疾病猫

源大肠杆菌 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
多重耐药菌株情况如图 ３ 所示。 多重耐药菌株检

出率为 ５０􀆰 ４８％ （１４８ ／ ２８２）。 宠物犬源三重耐药大肠

杆菌检出率在 ２５􀆰 ４５％ ～ ３２􀆰 ６１％； 四重耐药大肠杆菌

检出率在 １３􀆰 ０４％～１５􀆰 ３８％； 五重耐药菌株检出率在

６􀆰 ５２％～１０􀆰 ９７％。 宠物猫源三重耐药菌株检出率为

１５􀆰 ００％ ～ １８􀆰 ７５％； 四重耐药大肠杆菌检出率在

７􀆰 ５０％～ １６􀆰 ６７％； 五重耐药菌株检出率在 ５􀆰 ５６％ ～
１２􀆰 ５０％。 六重耐药菌株在健康犬源大肠杆菌、 肠道

疾病犬源大肠杆菌和肠道疾病猫源大肠杆菌中检出，
检出率分别为 ４􀆰 ３４％、 ５􀆰 ４５％和 ２􀆰 ５０％。

表 ６　 宠物犬源大肠杆菌耐药率 ％

药物

不同来源大肠杆菌分离株

肠道疾病犬

（ｎ＝ １１０）
健康犬

（ｎ＝ ４６）
非肠道疾病犬

（ｎ＝ ５２）

合计

（ｎ＝ ２０８）

头孢噻肟 ５７􀆰 ２７ａ ４７􀆰 ８３ｂ ２３􀆰 ０７ｃ ４６􀆰 １５

氨苄西林 ５８􀆰 １８ａ ５４􀆰 ３５ｂ ２６􀆰 ９２ｃ ４９􀆰 ５２

头孢哌酮 ６０􀆰 ００ａ ５０􀆰 ００ｂ ２１􀆰 １５ｃ ４８􀆰 ０８

左氧氟沙星 ４８􀆰 １８ａ ４５􀆰 ６５ｂ ２５􀆰 ８５ｃ ４２􀆰 ７９

环丙沙星 ５０􀆰 ００ａ ４７􀆰 ８３ｂ ３２􀆰 ６９ｃ ４５􀆰 １９

洛美沙星 ５２􀆰 ７３ａ ５２􀆰 １７ｂ ３０􀆰 ７７ｃ ４７􀆰 １２

链霉素 ６９􀆰 ０９ａ ６５􀆰 ２２ｂ ５５􀆰 ７７ｃ ６４􀆰 ９０

庆大霉素 １０􀆰 ００ａ １３􀆰 ０４ｂ ９􀆰 ６２ｃ １０􀆰 ５８

阿米卡星 ９􀆰 ０９ｂ １０􀆰 ８７ａ ７􀆰 ６９ｃ ９􀆰 １３

四环素 ２８􀆰 １８ｂ ３９􀆰 １３ａ １５􀆰 ３８ｃ ２７􀆰 ４０

多西环素 ８􀆰 １８ｂ １３􀆰 ０４ａ ５􀆰 ７７ｃ ８􀆰 ６５

多黏菌素 ２０􀆰 ９１ａ ６􀆰 ５２ｃ １１􀆰 ５４ｂ １５􀆰 ３８

复方新诺明 ２９􀆰 ０９ａ ２１􀆰 ７４ｂ １７􀆰 ３１ｃ ２４􀆰 ５２

　 　 注： 不同来源大肠杆菌分离株同行数据肩标不同字母表示差异显

著 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 下同。

表 ７　 宠物猫源大肠杆菌耐药率 ％

药物

不同来源大肠杆菌分离株

健康猫

（ｎ＝ １６）
肠道疾病猫

（ｎ＝ ４０）
非肠道疾病猫

（ｎ＝ １８）

合计

（ｎ＝ ７４）

头孢噻肟 ３１􀆰 ２５ａ ３０􀆰 ００ａ ２２􀆰 ２２ｂ ２８􀆰 ３８

氨苄西林 ３７􀆰 ５０ａ ２７􀆰 ５０ｂ ２７􀆰 ７８ｂ ２９􀆰 ７３

头孢哌酮 ３１􀆰 ２５ａ ２５􀆰 ００ｂ ２７􀆰 ７８ｂ ２７􀆰 ０２

左氧氟沙星 ５６􀆰 ２５ａ ５７􀆰 ５０ａ ４４􀆰 ４４ｂ ５４􀆰 ０５

环丙沙星 ５０􀆰 ００ａ ５２􀆰 ５０ａ ５０􀆰 ００ａ ５１􀆰 ３５

洛美沙星 ４３􀆰 ７５ａ ５５􀆰 ００ａ ５５􀆰 ５６ａ ５２􀆰 ７０

链霉素 ５０􀆰 ００ａ ５７􀆰 ５０ａ ４４􀆰 ４４ａ ５２􀆰 ７０

庆大霉素 ２５􀆰 ００ａ ２２􀆰 ５０ａ １６􀆰 ６７ｂ ２１􀆰 ６２

阿米卡星 ３１􀆰 ２５ａ ２５􀆰 ００ｂ ２７􀆰 ７８ｂ ２７􀆰 ０２

四环素 １８􀆰 ７５ａ ２０􀆰 ００ａ ２２􀆰 ２２ａ ２０􀆰 ２７

多西环素 ３７􀆰 ５０ａ ３０􀆰 ００ａ ３３􀆰 ３３ａ ３２􀆰 ４３

多黏菌素 １２􀆰 ５０ｂ ２２􀆰 ５０ａ ２７􀆰 ７８ａ ２１􀆰 ６２

复方新诺明 ３１􀆰 ２５ａ ２５􀆰 ００ｂ ２２􀆰 ２２ｂ ３３􀆰 ７８
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图 ３　 宠物源大肠杆菌菌株多重耐药率

２􀆰 ３　 ＥＳＢＬｓ 表型及基因型检测

通过 ＥＳＢＬｓ 表型试验， 发现宠物犬、 猫分离出

的 ２８２ 株大肠杆菌中， 共有 ５６ 株大肠杆菌表型为产

ＥＳＢＬｓ 大肠杆菌， 其中健康犬源 ６ 株、 肠道疾病犬源

２７ 株、 非肠道疾病犬源 ５ 株； 健康猫源 ２ 株、 肠道

疾病猫源 １２ 株、 非肠道疾病猫源 ４ 株。 对表型确定

为 ＥＳＢＬｓ 大肠杆菌进行基因型检测， 结果如表 ８ 和

图 ４ 所示。 在表型为产 ＥＳＢＬｓ 大肠杆菌中， ｂｌａＣＴＸ－Ｍ

耐药基因检出率最高为 ２８􀆰 ５７％； 其次为 ｂｌａＴＥＭ， 检

出率为 １７􀆰 ８６％； 第三为 ｂｌａＳＨＶ， 检出率为 １６􀆰 ０７％。
对于 ｂｌａＣＭＹ－２、 ｂｌａＤＨＡ和 ｂｌａＯＸＡ耐药基因， 分别在肠道

疾病猫、 非肠道疾病猫和肠道疾病犬源大肠杆菌中各

检出 １ 株； 携带 ｂｌａＴＥＭ ＋ｂｌａＣＴＸ－Ｍ耐药基因菌株共有 ３
株， 分别在健康犬、 肠道疾病犬和肠道疾病猫中各检

出 １ 株。

表 ８　 携带 ＥＳＢＬｓ 基因分离菌株的检出率 ％　

样品来源
ＥＳＢＬｓ 基因分离菌株

ｂｌａＴＥＭ ｂｌａＣＴＸ－Ｍ ｂｌａＳＨＶ ｂｌａＣＭＹ－２ ｂｌａＤＨＡ ｂｌａＯＸＡ ｂｌａＴＥＭ＋ｂｌａＣＴＸ－Ｍ

健康犬 （ｎ＝ ６） １６􀆰 ６７ ３３􀆰 ３３ １６􀆰 ６７ ０ ０ ０ １６􀆰 ６７

肠道疾病犬 （ｎ＝ ２７） ７􀆰 ４１ ２５􀆰 ９３ ２５􀆰 ９３ ０ ０ ３􀆰 ７０ ３􀆰 ７０

非肠道疾病犬 （ｎ＝ ５） ４０􀆰 ００ ２０􀆰 ００ ０ ０ ０ ０ ０

犬携带率 （ｎ＝ ３８） １３􀆰 １６ ２６􀆰 ３２ ２１􀆰 ０５ ０ ０ ２􀆰 ６３ ５􀆰 ２６

健康猫 （ｎ＝ ２） ５０􀆰 ００ ５０􀆰 ００ ０ ０ ０ ０ ０

肠道疾病猫 （ｎ＝ １２） ３３􀆰 ３３ ２５􀆰 ００ ０ ８􀆰 ３３ ０ ０ ８􀆰 ３３

非肠道疾病猫 （ｎ＝ ４） ０ ５０􀆰 ００ ２５􀆰 ００ ０ ２５􀆰 ００ ０ ０

猫携带率 （ｎ＝ １８） ２７􀆰 ７８ ３３􀆰 ３３ ５􀆰 ５６ ５􀆰 ５６ ５􀆰 ５６ ０ ５􀆰 ５６

总携带率 （ｎ＝ ５６） １７􀆰 ８６ ２８􀆰 ５７ １６􀆰 ０７ １􀆰 ７９ １􀆰 ７９ １􀆰 ７９ ５􀆰 ３６

Ｍ． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 阳性对照； ２􀆰 大肠杆菌分离菌株； ３􀆰 阴性对照。

图 ４　 ｂｌａＴＥＭ （Ａ）、 ｂｌａＣＴＸ－Ｍ （Ｂ）、 ｂｌａＳＨＶ （Ｃ）、 ｂｌａＣＭＹ－２ （Ｄ）、 ｂｌａＤＨＡ （Ｅ）、 ｂｌａＯＸＡ （Ｆ） 基因扩增情况

·３４·畜牧与兽医　 ２０２５ 年　 第 ５７ 卷　 第 ３ 期



２􀆰 ４　 ＰＭＱＲ 基因型检测

通过 ＰＭＱＲ 基因检测， 发现共有 ７４ 株大肠杆菌

携带 ＰＭＱＲ 耐药基因。 宠物犬源携带 ＰＭＱＲ 基因的

大肠杆菌共有 ５２ 株， 其中健康犬源 １２ 株、 肠道疾病

犬源 ３１ 株、 非肠道疾病犬源 ９ 株； 宠物猫源携带

ＰＭＱＲ 大肠杆菌 ２２ 株， 其中健康猫源 ６ 株、 肠道疾

病猫源 １１ 株、 非肠道疾病猫源 ５ 株。 结果如表 ９ 和

图 ５ 所示， 在携带 ＰＭＱＲ 耐药基因的菌株中， ｑｎｒＳ

耐药基因携带菌株做多， 检出率为 ４４􀆰 ５９％ （３３ ／
７４）； 其次为 ａａｃ （６′） － Ｉｂ － ｃｒ， 检出率为 １８􀆰 ９２％
（１４ ／ ７４）； ｑｎｒＢ、 ｑｎｒＤ、 ｏｑｘＡＢ 和 ｑｅｐＡ 耐药基因检出

率分别为 ８􀆰 １１％ （６ ／ ７４）、 １０􀆰 ８１％ （８ ／ ７４）、 ５􀆰 ４１％
（４ ／ ７４） 和 １２􀆰 １６％ （９ ／ ７４）。 从肠道疾病犬源、 非肠

道疾病犬源和肠道疾病猫源大肠杆菌中共检测 ３ 株携

带 ｑｎｒＳ＋ａａｃ （６′） －Ｉｂ－ｃｒ 耐药基因的大肠杆菌。

表 ９　 携带 ＰＭＱＲ 基因分离菌株的检出率 ％　

样品来源
ＰＭＱＲ 基因分离菌株

ｑｎｒＳ ｑｎｒＢ ｑｎｒＤ ａａｃ （６′） －Ｉｂ－ｃｒ ｏｑｘＡＢ ｑｅｐＡ ｑｎｒＳ＋ａａｃ （６′） －Ｉｂ－ｃｒ

健康犬 （ｎ＝ １２） ４１􀆰 ６７ ０ １６􀆰 ６７ ２５􀆰 ００ ０ １６􀆰 ６７ ０

肠道疾病犬 （ｎ＝ ３１） ５８􀆰 ０６ ９􀆰 ６８ ６􀆰 ４５ ９􀆰 ６８ ９􀆰 ６８ ６􀆰 ４５ ３􀆰 ２３

非肠道疾病犬 （ｎ＝ ９） ２２􀆰 ２２ １１􀆰 １１ １１􀆰 １１ ３３􀆰 ３３ ０ ２２􀆰 ２２ １１􀆰 １１

犬携带率 （ｎ＝ ５２） ４８􀆰 ０８ ７􀆰 ６９ ９􀆰 ６２ １７􀆰 ３１ ５􀆰 ７７ １１􀆰 ５４ ３􀆰 ８５

健康猫 （ｎ＝ ６） ５０􀆰 ００ ０ ０ ３３􀆰 ３３ １６􀆰 ６７ ０ ０

肠道疾病猫 （ｎ＝ １１） ２７􀆰 ２７ １８􀆰 １８ １８􀆰 １８ １８􀆰 １８ ０ １８􀆰 １８ ９􀆰 ０９

非肠道疾病猫 （ｎ＝ ５） ４０􀆰 ００ ０ ２０􀆰 ００ ２０􀆰 ００ ０ ２０􀆰 ００ ０

猫携带率 （ｎ＝ ２２） ３６􀆰 ３６ ９􀆰 ０９ １３􀆰 ６４ ２２􀆰 ７３ ４􀆰 ５５ １３􀆰 ６４ ０

总携带率 （ｎ＝ ７４） ４４􀆰 ５９ ８􀆰 １１ １０􀆰 ８１ １８􀆰 ９２ ５􀆰 ４１ １２􀆰 １６ ４􀆰 ０５

Ｍ． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 阳性对照； ２􀆰 大肠杆菌分离菌株； ３􀆰 阴性对照。

图 ５　 ｑｎｒＳ （Ａ）、 ｑｎｒＢ （Ｂ）、 ｑｎｒＤ （Ｃ）、 ａａｃ （６′） －Ｉｂ－ｃｒ （Ｄ）、 ｏｑｘＡＢ （Ｅ）、 ｑｅｐＡ （Ｆ） 基因扩增情况

２􀆰 ５　 ＥＳＢＬｓ 和 ＰＭＱＲ 共有耐药基因型检测

ＥＳＢＬｓ 和 ＰＭＱＲ 共有耐药基因检测结果如表 １０
所示， ＥＳＢＬｓ 基因和 ＰＭＱＲ 基因共检测到 ８ 种组合形

式， 其中 ｂｌａＴＥＭ＋ｑｎｒＳ 的组合检出最多， 共检出 ３ 株

大肠杆菌， 其次是 ｂｌａＣＴＸ－Ｍ＋ｑｎｒＳ， 共检测到 ２ 株大肠

杆菌， 其余组合形式均检测到 １ 株大肠杆菌。

·４４· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 ３



表 １０　 共有耐药基因检测结果

共同耐药基因 菌株数

ｂｌａＴＥＭ＋ｑｎｒＳ ３

ｂｌａＣＴＸ－Ｍ＋ｑｎｒＳ ２

ｂｌａＳＨＶ＋ｑｎｒＳ １

ｂｌａＴＥＭ＋ａａｃ （６′） －Ｉｂ－ｃｒ １

ｂｌａＳＨＶ＋ａａｃ （６′） －Ｉｂ－ｃｒ １

ｂｌａＴＥＭ＋ｑｅｐＡ １

ｂｌａＣＴＸ－Ｍ １

ｂｌａＴＥＭ＋ｂｌａＣＴＸ－Ｍ＋ａａｃ （６′） －Ｉｂ－ｃｒ １

３　 讨论

细菌耐药性问题目前是全球主要关注的问题之

一， 世界卫生组织将其列为 ２０１９ 年全球十大公共卫

生威胁之一［１５］。 近些年， 多重耐药细菌的流行率逐

渐增加， 对于细菌感染治疗难度逐渐增大［１６］。 宠物

因与人类、 环境密切接触， 宠物源细菌耐药性问题正

在受到国内外研究人员的广泛关注［１７］。 周一帆［１８］ 对

东北地区犬、 猫源大肠杆菌耐药性进行探究， 发现

８４􀆰 ５１％的受试菌株具有耐药性， ６８􀆰 ７５％的受试菌株

为多重耐药菌株， ４１􀆰 ０３％的菌株为产 ＥＳＢＬｓ 菌株。
韩婧娥等［１９］对上海地区宠物犬源沙门菌的耐药情况

进行调查， 发现分离的沙门菌株对阿莫西林－克拉维

酸完全耐药， 对头孢氨苄耐药率高达 ８３􀆰 ３０％。 Ｐａｈｌ⁃
ａｖａｎｚａｄｅｈ 等［２０］对 ２０ 株宠物源分离的金黄色葡萄球

菌进行药物敏感性试验， 发现菌株 β－内酰胺类药物

的耐药率高达 ７８􀆰 ５０％。 Ｙａｏｖｉ 等［２１］ 对非洲地区犬源

细菌耐药性情况进行 ｍｅｔａ 分析， 发现犬源大肠杆菌

的多重耐药性最为严重， 多重耐药率高达 ９８％， 且

对 β－内酰胺类药物、 喹诺酮类药物、 氨基糖苷类和

四环素类药物高度耐药。 本研究， 多重耐药大肠杆菌

的检出率为 ５０􀆰 ４８％， 略高于佟盼盼等［２２］在乌鲁木齐

市宠物源大肠杆菌中测定的 ４８􀆰 ３０％， 低于郑荣嘉

等［２３］在郑州地区测定的 ５９􀆰 ００％。 本研究， 多重耐药

菌株的模式多集中于三重耐药至五重耐药， 并且大多

数菌株同时对 β－内酰胺类药物、 喹诺酮类药物和链

霉素耐药， 这可能是本地宠物医院多年来的用药习惯

造成的。
产 ＥＳＢＬｓ 菌株可有效破坏 β－内酰胺类药物的结

构， 从而使细菌产生耐药性［２４］。 宠物源携带的产

ＥＳＢＬｓ 菌株可能会传播给人类， 对公共卫生安全造成

威胁［２５］。 ＥＳＢＬｓ 耐药基因 ｂｌａＣＴＸ－Ｍ、 ｂｌａＴＥＭ、 ｂｌａＣＭＹ和

ｂｌａＳＨＶ 等为主要流行基因［２６］。 在中国， 耐药基因

ｂｌａＣＴＸ－Ｍ检出率高， 为主要 ＥＳＢＬｓ 耐药基因［２７］。 本研

究， 表型为产 ＥＳＢＬｓ 菌株共有 ５６ 株。 在表型为产

ＥＳＢＬｓ 菌株中， 耐药基因 ｂｌａＣＴＸ－Ｍ 的检出率最高为

２８􀆰 ５７％， 低于 Ｃｈｅｎ 等［２８］ 在北京地区宠物源大肠杆

菌中测定的 ３４􀆰 ６５％， 高于易梦颖等［２９］在广州地区宠

物大肠杆菌中测定的 ２２􀆰 ６６％。 耐药基因 ｂｌａＴＥＭ检出

率为 １７􀆰 ８６％， 低于佟盼盼等［２２］在乌鲁木齐地区宠物

源大肠杆菌中测定的 ３４􀆰 ３０％， 低于在邓翔文等［３０］在

福州地区宠物犬源大肠杆菌中测定的 ２４􀆰 ００％。 本研

究， 耐药基因 ｂｌａＣＭＹ－２、 ｂｌａＤＨＡ和 ｂｌａＯＸＡ检出率低， 可

能因为这 ３ 种基因非营口地区流行 ＥＳＢＬｓ 耐药基因。
喹诺酮类药物在兽医临床上应用多年， 常用的喹

诺酮类药物包括恩诺沙星、 环丙沙星和左氧氟沙星

等。 多年的不合理应用造成喹诺酮类药物耐药性较为

严重。 喹诺酮类耐药机制包括多种， 其中质粒介导的

喹诺酮耐药检出较多［３１］。 质粒介导的喹诺酮类药物

机制包括 Ｑｎｒ 家族蛋白、 氨基糖苷类乙酰转移酶 Ａａｃ
（６′） －Ｉｂ－ｃｒ 以及外排泵 Ｑｅｐ 和 ＯｑｘＡＢ［３２］。 本研究

对营口地区宠物源大肠杆菌进行 ＰＭＱＲ 基因检测，
发现 ｑｎｒＳ 检出率最高为 ４４􀆰 ５９％， 高于孟楠等［１２］ 在

扬州地区犬源大肠杆菌中测定的 ２５􀆰 ００％， 高于宋超

慧等［６］ 在乌鲁木齐地区宠物猫源大肠杆菌中测定的

３４􀆰 ００％。 ｑｎｒＳ 基因可保护细菌 ＤＮＡ 免受喹诺酮类药

物的破坏［３３］。 本研究中， 耐药基因 ａａｃ （６′） －Ｉｂ－ｃｒ
检出率为 １８􀆰 ９２％， 低于赵勇等［３４］在昆明地区宠物源

大肠杆菌中测定的 ２６􀆰 ６７％。 ａａｃ （６′） －Ｉｂ－ｃｒ 能够编

码两种不同氨基糖苷 ６′－Ｎ－乙酰转移酶， 可使喹诺酮

类药物乙酰化， 从而使药物失去抗菌活性［３５］。

４　 结论

营口地区宠物源大肠杆菌耐药情况较为严重， 存

在大量的多重耐药和携带耐药基因的菌株。 面对如此

严峻的情况， 应更加重视抗生素的合理使用， 并且加

强对宠物源细菌的耐药性监测， 遏制耐药性愈发严重

的趋势。
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