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华南地区猪场环境中蔬菜细菌携带耐药基因情况调查
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摘要：【目的】了解华南地区猪场环境中蔬菜样品附生细菌和内生细菌的耐药基因携带情况．【方法】采用ＰＣＲ结合
测序的方法检测氨基糖苷类、四环素类、β－内酰胺类、喹诺酮类、大环内酯类和林可霉素类耐药基因的携带情况．
【结果和结论】四环素类耐药基因的分布范围比较广，附生细菌和内生细菌中此类耐药基因的场区检出率均为

９０％（９／１０）；蔬菜样品附生细菌和内生细菌所含的耐药基因是有差别的，而且附生细菌中的耐药基因比内生细菌
的丰富，Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ、Ｉ和Ｊ样品附生细菌耐药基因的检出率分别是７７７８％（２１／２７）、９２５９％（２５／２７）、
９２５９％（２５／２７）、５１８５％（１４／２７）、３３３３％（９／２７）、９２５９％（２５／２７）、７７７８％（２１／２７）、７４１％（２／２７）、８１４８％
（２２／２７）和 ７７７８％（２１／２７），内生细菌耐药基因的检出率分别是 ０（０／２７）、１１１１％（３／２７）、１１１１％（３／２７）、
１１１１％（３／２７）、２９６３％（８／２７）、４８１５％（１３／２７）、２９６３％（８／２７）、３３３３％（９／２７）、２５９３％（７／２７）和 ２２２２％
（６／２７）．表明蔬菜中细菌的耐药情况，尤其是附生细菌的耐药情况可能已经非常严重，长此以往甚至会抑制作物生
长，并且通过食物链危及动物和人体健康，应引起足够的重视．
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　　在畜禽养殖业中，抗生素作为禽畜疾病预防及
治疗药物、生长促进剂、饲料添加剂等被广泛应用．
抗生素的大量使用是导致细菌耐药性产生的重要原

因之一［１］，同时也刺激了耐药基因的传播，耐药基因

已经成为环境中的重要污染源．世界卫生组织已将
抗生素耐药基因作为２１世纪威胁人类健康最重大
的挑战之一，并宣布将在全球范围内对控制耐药基

因做战略部署．耐药基因作为一类新型的环境污染
物，与其他污染物不同之处是它具有遗传性，而且可

以通过物种间遗传物质的交换无限制地传播．耐药
基因一旦进入环境中，会持久性地存在，很难控制和

消除，将对人类的公共卫生和食品、饮用水的安全构

成威胁，损害人体的健康．研究表明，即使携带抗生
素耐药基因的微生物菌株死亡后，携带抗生素耐药

基因的裸露 ＤＮＡ也可以在脱氧核糖核酸酶
（ＤＮＡｓｅ）的保护下在环境中长期存在，直到环境中
这些裸露的 ＤＮＡ分子最终转入到其他生物体细胞
内，即使选择压力消失，这些产生的耐药基因也不会

随之消失［２］．
植物附生菌是一类附着在植物表面、以植物分

泌物为营养的微生物类群．内生菌是指在其生活史
的某一个阶段或整个阶段生活于健康植物各种组织

和器官内部或细胞间隙并且正常情况下不引起病害

的微生物，包括细菌、真菌、放线菌等［３］．有关蔬菜细
菌的报道大多集中于细菌的生物多样性及其在植物

中的分布，以及它们的生物学作用等方面，国外对环

境中耐药基因的研究又大多集中于医院和水环境

（包括地表水、地下水、沉积物和污水处理厂等）．因
此对蔬菜中耐药基因的污染水平和种类进行调查是

非常有必要的．本试验就华南地区蔬菜中细菌的耐
药基因携带情况进行调查，以期为保障蔬菜等植物

性食品的质量安全和人畜健康提供科学依据．

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　样品　受试样品是２０１２—２０１３年从华南地
区１０个不同猪场采集的地瓜叶、生菜、白菜和葱等
蔬菜．样品编号为Ａ～Ｊ，详见表１．

表１　华南地区采集的蔬菜样品

Ｔａｂ．１　ＶｅｇｅｔａｂｌｅｓａｍｐｌｅｓｓｅｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍＳｏｕｔｈｅｒｎＣｈｉｎａ

样品编号 蔬菜样品 ｍ／ｇ
Ａ 地瓜叶 ５．０３
Ｂ 白菜 ５．３１
Ｃ 生菜 １２．７１
Ｄ 葱 ５．００
Ｅ 白菜 １４．１２
Ｆ 生菜 ５．１３
Ｇ 生菜 ５．２０
Ｈ 葱 １０．６６
Ｉ 葱 １０．６２
Ｊ 生菜 １７．０２

１．１．２　主要试剂与仪器　液氮购自佛山气体公司；
ＮＡ琼脂、ＮＢ肉汤购自青岛海博生物技术有限公司；
次氯酸钠、无水乙醇、ＰＢＳ为北京普博欣公司产品；
ｒＴａｑＤＮＡ聚合酶、ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、ｄＮＴＰＭｉｘ
ｔｕｒｅ、ＤＮＡ提取试剂盒ＢａｃｔｅｒｉａｌＤＮＡＫｉｔ为宝生物工
程（大连）有限公司产品；琼脂糖为西班牙 Ｂｉｏｗｅｓｔ公
司产品．
１．２　方法
１．２．１　样品的采集　猪场的菜地采样按照“Ｓ”形法
布点，采样点不少于５个，同一猪场菜地采集的样品
混合成１份样品．按试验所用量的３倍采集蔬菜的
茎、叶，分别装入塑料袋，粘贴标签，扎紧袋口．采集
好的样品放入冷藏箱中（４℃），立即送往实验室进
行分析检验．
１．２．２　细菌的提取（前处理）　将蔬菜样品用双蒸
水冲洗干净．先用体积分数为１％ 的次氯酸钠和体
积分数为００２％吐温 －２０的混合溶液浸泡１ｍｉｎ，
再用体积分数为７５％无水乙醇浸泡 １ｍｉｎ，最后用
ＰＢＳ溶液浸泡３次，每次１ｍｉｎ．用无菌水充分淋洗，无
菌滤纸吸干．在超净工作台内用无菌手术刀将茎切成
０１～０５ｃｍ的小段，将叶切成０５ｃｍ×０５ｃｍ的小
块．附生细菌的提取：取１０ｇ切好的茎、叶，加入２０ｍＬ
含质量浓度为０００８５ｋｇ·Ｌ－１的ＮａＣｌ溶液和体积分
数为００１％ 吐温－２０的混合溶液，于４℃条件下浸
泡１ｈ，将浸泡液用无菌水梯度稀释至 １０－２、１０－３、
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１０－４，取２００μＬ稀释液均匀涂布于 ＮＡ平板上，每个
梯度３个重复，静置３０ｍｉｎ后，倒置于２５℃恒温培养
箱中培养５ｄ．内生细菌的提取：取１０ｇ切好的茎、
叶，加入 ２０ｍＬ含质量浓度为 ０００８５ｋｇ·Ｌ－１的
ＮａＣｌ溶液和体积分数为００１％ 吐温 －２０的混合溶
液，于４℃条件下浸泡１ｈ，用体积分数为７５％ 无水
乙醇浸泡１ｍｉｎ，再用体积分数为５％ 的次氯酸钠溶
液浸泡５ｍｉｎ，用无菌水充分淋洗，无菌滤纸吸干．最
后加适量液氮到陶瓷研钵中迅速、充分研磨．取１００
μＬ研磨液加入ＮＢ培养液中，于３７℃恒温振荡器培
养２４ｈ，然后将培养液用无菌水梯度稀释至 １０－２、
１０－３、１０－４，取 ２００μＬ稀释液均匀涂布于 ＮＡ平板
上，每个梯度３个重复，正置３０ｍｉｎ后，倒置于２５℃

恒温培养箱中培养５ｄ．
１．２．３　基因的提取　选取长有１００～２００个单菌落
的梯度稀释的ＮＡ平板，用１０ｍＬ灭菌双蒸水将单菌
落冲洗下来，按照Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．ＢａｃｔｅｒｉａｌＤＮＡＫｉｔ试剂
盒的说明书提取细菌ＤＮＡ．
１．２．４　引物的设计与合成　根据参考文献报道的
相应基因的引物序列，由北京华大生物工程有限公

司合成引物．将引物用灭菌双蒸水进行１００倍稀释，
存放至４℃冰箱，引物使用时置于冰上．所用引物见
表２．
１．２．５　目的基因测序　ＰＣＲ产物送北京六合华大
基因测序．Ｂｌａｓｔ程序在 ＧｅｎＢａｎｋＴＭ中对目的基因序
列进行相似性检索分析．

表２　试验所用的引物及其条件

Ｔａｂ．２　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

耐药基因 引物序列 （５′→３′） 产物大小／ｂｐ 退火温度／℃
喹诺酮类

ｑｎｒＳ ＧＣＡＡＧＴＴＣＡＴＴＧＡＡＣＡＧＧＧＴ［４］

ＴＣＴＡＡＡＣＣＧＴＣＧＡＧＴＴＣＧＧＣＧ［４］
４２８ ５４．０

ｑｅｐＡ ＣＣＡＧＣＴＣＧＧＣＡＡＣＴＴＧＡＴＡＣ［５］

ＡＴＧＣＴＣＧＣＣＴＴＣＣＡＧＡＡＡＡ［５］
５７０ ６０．０

ｏｑｘＡ ＣＴＣＧＧＣＧＣＧＡＴＧＡＴＧＣＴ［５］

ＣＣＡＣＴＣＴＴＣＡＣＧＧＧＡＧＡＣＧＡ［５］
３９２ ５７．０

ｏｑｘＢ ＴＴＣＴＣＣＣＣＣＧＧＣＧＧＧＡＡＧＴＡＣ［５］

ＣＴＣＧＧＣＣＡＴＴＴＴＧＧＣＧＣＧＴＡ［５］
５１２ ５２．０

四环素类

ｔｅｔ（Ｃ） ＣＴＴＧＡＧＡＧＣＣＴＴＣＡＡＣＣＣＡＧ［４］

ＡＴＧＧＴＣＧＴＣＡＴＣＴＡＣＣＴＧＣＣ［４］
４１８ ５５．０

ｔｅｔ（Ｇ） ＧＣＴＣＧＧＴＧＧＴＡＴＣＴＣＴＧＣＴＣ［４］

ＡＧＣＡＡＣＡＧＡＡＴＣＧＧＧＡＡＣＡＣ［４］
４６８ ５５．０

ｔｅｔ（Ｌ） ＴＣＧＴＴＡＧＣＧＴＧＣＴＧＴＣＡＴＴＣ［６］

ＧＴＡＴＣＣＣＡＣＣＡＡＴＧＴＡＧＣＣＧ［６］
２６７ ５５．０

ｔｅｔ（Ｑ） ＡＧＡＡＴＣＴＧＣＴＧＴＴＴＧＣＣＡＧＴＧ［７］

ＣＧＧＡＧＴＧＴＣＡＡＴＧＡＴＡＴＴＧＣＡ［７］
１６９ ５５．０

ｔｅｔ（Ｗ） ＧＡＧＡＧＣＣＴＧＣＴＡＴＡＴＧＣＣＡＧＣ［７］

ＧＧＧＣＧＴＡＴＣＣＡＣＡＡＴＧＴＴＡＡＣ［７］
１６８ ６０．０

ｔｅｔ（Ｘ） ＣＡＡＴＡＡＴＴＧＧＴＧＧＴＧＧＡＣＣＣ［６］

ＴＴＣＴＴＡＣＣＴＴＧＧＡＣＡＴＣＣＣＧ［６］
４６８ ５８．０

林可霉素

ｌｎｕＡ ＧＧＴＧＧＣＴＧＧＧＧＧＧＴＡＧＡＴＧＴＡＴＴＡＡＣＴＧＧ［８］

ＧＣＴＴＣＴＴＴＴＧＡＡＡＴＡＣＡＴＧＧＴＡＴＴＴＴＴＣＧＡ［８］
３２３ ５７．０

ｌｎｕＦ ＣＡＣＣＡＴＧＣＴＴＣＡＧＣＡＧＡＡＡＡＴＧＡＴＣ［９］

ＴＴＡＣＴＴＧＴＴＧＴＧＣＧＧＣＧＴＣ［９］
１２００　 ５５．０

ｌｓａＡ ＣＧＣＴＣＣＡＧＣＴＧＴＡＴＧＡＧＡＡＣＴＧＣ［１０］

ＴＣＡＡＧＣＧＡＴＴＧＡＣＴＴＣＴＴＴＴＴＴＧ［１０］
１２００　 ５５．０
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续表２　Ｃｏｎｔｉｎｕｅｔｏｔａｂ．２

耐药基因 引物序列 （５′→３′） 产物大小／ｂｐ 退火温度／℃

大环内酯类

ｍｅｆＡ ＡＧＴＡＴＣＡＴＴＡＡＴＣＡＣＴＡＧＴＧＣ

ＴＴＣＴＴＣＴＧＧＴＡＣＴＡＡＡＡＧＴＧＧ
３４５ ５６．０

ｅｒｅＡ ＡＡＣＡＣＣＣＴＧＡＡＣＣＣＡＡＧＧＧＡＣＧ［１１］

ＣＴＴＣＡＣＡＴＣＣＧＧＡＴＴＣＧＣＴＣＧＡ［１１］
４２０ ５０．０

ｃｆｒ ＴＧＡＡＧＴＡＴＡＡＡＧＣＡＧＧＴＴＧＧＧＡＧＴＣＡ［１２］

ＡＣＣＡＴＡＴＡＡＴＴＧＡＣＣＡＣＡＡＧＣＡＧＣ［１２］
７４６ ５５．０

ｅｒｍＡ ＧＴＴＣＡＡＧＡＡＣＡＡＴＣＡＡＴＡＣＡＧＡＧ

ＧＧＡＴＣＡＧＧＡＡＡＡＧＧＡＣＡＴＴＴＴＡＣ
４２１ ５４．０

ｅｒｍＢ ＧＡＡＡＡＧＧＴＡＣＴＣＡＡＣＣＡＡＡＴＡ

ＡＧＴＡＡＣＧＧＴＡＣＴＴＡＡＡＴＴＧＴＴＴＡＣ
６３９ ５６．０

氨基糖苷类

ａａｃ（３′）ＩＩｃ ＡＡＣＣＧＧＴＧＡＣＣＴＡＴＴＧＡＴＧＧ

ＴＧＴＧＣＴＧＧＣＡＣＧＡＴＣＧＧＡＧＴ
７７４ ５８．５

ａａｄＡ１ ＡＧＧＴＡＧＴＴＧＧＣＧＴＣＡＴＣＧＡＧ

ＣＡＧＴＣＧＧＣＡＧＣＧＡＣＡＴＣＣＴＴ
５８９ ５８．５

ａａｄＢ ＧＣＧＡＡＡＴＣＴＧＣＣＧＣＴＣＴＧ

ＴＧＣＧＡＧＣＣＴＧＴＡＧＧＡＣＴＣ
４１２ ５８．０

ａｐｈ（３′）ＩＩ ＴＣＴＧＡＡＡＣＡＴＧＧＣＡＡＡＧＧＴＡＧ

ＡＧＣＣＧＴＴＴＣＴＧＴＡＡＴＧＡＡＧＧＡ
５８２ ５４．０

ａｐｈ（３′）ＩＶ ＡＧＡＡＣＧＡＧＡＴＧＡＣＧＴＴＧＧＡＧ

ＡＧＴＴＧＧＴＣＡＡＧＡＣＣＡＡＴＧＣＧ
１０３７　 ５６．５

ａｐｈ（４′）Ｉａ ＴＣＣＧＧＡＡＧＴＧＣＴＴＧＡＣＡＴＴＧ

ＧＧＡＴＧＣＣＴＣＣＧＣＴＣＧＡＡＧＴＡ
５４０ ５８．５

β内酰胺类
ｂｌａＤＨＡ ＧＴＴＡＣＴＣＡＣＡＣＡＣＧＧＡＡＧＧＴ

ＴＴＴＴＡＴＡＧＴＡＧＣＧＧＧＴＣＴＧＧ
８００ ５６．０

ｂｌａＣＴＸＭ２Ｇ ＣＴＣＡＧＡＧＣＡＴＴＣＧＣＣＧＣＴＣＡ

ＣＣＧＣＣＧＣＡＧＣＣＡＧＡＡＴＡＴＣＣ
８４３ ５６．０

ｂｌａＯＸＡ ＡＴＡＴＣＴＣＴＡＣＴＧＴＴＧＣＡＴＣＴＣＣ

ＡＡＡＣＣＣＴＴＣＡＡＡＣＣＡＴＣＣ
６１９ ５６．０

２　结果与分析

２．１　蔬菜样品附生细菌中耐药基因的检测结果
从１０个蔬菜样品中提取１０份附生细菌样品，

对其进行６类２７种耐药基因检测．猪场环境附生细
菌耐药基因的携带情况见图１，按耐药基因的类别计
算，Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｆ、Ｇ、Ｉ和 Ｊ样品中均检测出了上述６
类耐药基因，检出率１００％（６／６）．样品 Ｅ中检测到
了５类耐药基因，检出率８３３３％（５／６），而样品 Ｈ
中仅检测到了１类耐药基因，检出率１６６７％（１／６）．
从耐药基因的种类数目计算，Ａ～Ｊ样品中耐药基因
检出率分别是 ７７７８％（２１／２７）、９２５９％（２５／２７）、

９２５９％（２５／２７）、５１８５％（１４／２７）、３３３３％（９／２７）、
９２５９％（２５／２７）、７７７８％（２１／２７）、７４１％（２／２７）、
８１４８％（２２／２７）和 ７７７８％（２１／２７）．其中，Ｂ、Ｃ、Ｆ
样品的耐药基因检出率最高，均为９２５９％．从耐药基
因分布范围来看（图１），喹诺酮类耐药基因在１０个猪
场的蔬菜样品中均有分布，检出率 １００％（１０／１０），
四环素类、大环内酯类、氨基糖苷类和 β内酰胺类
耐药基因的检出率均为９０％ （９／１０），林可霉素耐
药基因的检出率为８０％（８／１０）．由此看出，猪场环
境蔬菜附生细菌中此６类耐药基因的分布范围是
非常广泛的，其中喹诺酮类耐药基因的分布最为

广泛．

４ 　　 华　南　农　业　大　学　学　报　　　 第３６卷　



图１　蔬菜附生细菌的耐药基因检出数

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓｉｎｅｐｉｐｈｙｔｉｃｂａｃｔｅｒｉａｉｓｏ

ｌａｔｅｄｆｒｏｍｖｅｇｅｔａｂｌｅｓ

２．２　蔬菜样品内生细菌中耐药基因的检测结果
从１０个蔬菜样品中提取１０份内生细菌样品，

对其进行６类２７种耐药基因的检测．猪场环境蔬菜
内生细菌耐药基因的携带情况见图２．按耐药基因的
类别计算，Ｈ样品检测出了上述６类耐药基因，检出
率１００％（６／６），Ｅ、Ｆ、Ｇ样品分别检测到５类耐药基
因，检出率８３３３％（５／６），Ｄ和Ｉ样品分别检测到了３
类耐药基因，检出率５０００％（３／６），Ｂ、Ｃ、Ｊ样品检测
到了２类耐药基因，检出率３３３３％（２／６），Ａ样品未
检出任何种类耐药基因．按耐药基因的种类数目计算，
Ａ～Ｊ样品中耐药基因的检出率分别是 ０（０／２７）、
１１１１％（３／２７）、１１１１％（３／２７）、１１１１％（３／２７）、
２９６３％（８／２７）、４８１５％（１３／２７）、２９６３％（８／２７）、
３３３３％（９／２７）、２５９３％（７／２７）和２２２２％（６／２７）．其
中，Ｆ样品中耐药基因的检出率最高（４８１５％），高于
耐药基因类别检出率高的Ｈ样品（３３３３％）．其次是
Ｈ、Ｅ、Ｇ、Ｉ、Ｊ样品，检出率较低的是 Ｂ、Ｃ、Ｄ样品，但
均高于Ａ样品的检出率（０００％）．对比蔬菜样品附
生细菌中的耐药基因检出情况，可以看出，蔬菜样品

中附生细菌（图１）和内生细菌（图２）所含的耐药基
因的种类是有差别的，并且附生细菌中的耐药基因

比内生细菌的丰富．从耐药基因分布范围来看（图
２），四环素类和大环内酯类耐药基因在９个猪场的
蔬菜内生细菌样品中均有分布，检出率均为

９０％（９／１０），氨基糖苷类、β内酰胺类、林可霉素和
喹诺酮类耐药基因的检出率分别为 ５０％（５／１０）、
４０％（４／１０）、３０％（３／１０）和３０％（３／１０）．由此看出，
四环素类和大环内酯类耐药基因的分布范围是非常

广泛的．对比附生细菌中耐药基因的分布情况，喹诺酮
类耐药基因在附生细菌中的检出率为１００％（１０／１０），
而在内生细菌中检出率为３０％（３／１０），可见附生细

菌中喹诺酮类耐药基因的分布范围比内生细菌的广

泛．四环素类和大环内酯类耐药基因在附生细菌和
内生细菌的检出率均为９０％（９／１０），其分布范围是
非常广泛的．

图２　蔬菜内生细菌的耐药基因检出数

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓｉｎｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｂａｃｔｅｒｉａ

ｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｖｅｇｅｔａｂｌｅｓ

３　讨论与结论

本研究中，对从华南地区１０个不同猪场采集的
地瓜叶、生菜、白菜和葱等蔬菜中提取的附生和内生

细菌进行耐药基因携带情况的调查发现，Ａ样品的
附生细菌中检测出了 ６类耐药基因，检出率 １００％
（６／６），而Ａ样品的内生细菌中没有检出任何耐药基
因，检测率０，Ｈ样品的附生细菌中只检测到１类耐
药基因，检出率是１６６７％（１／６），而 Ｈ样品的内生
细菌中检测到了６类耐药基因，检出率１００％（６／６），
这可能与蔬菜对抗生素的吸收富集能力、其生产环

境污染状况等因素及附生细菌、内生细菌所处的环

境不同有关，内生细菌在植物体内具有稳定的生存

空间，不易受环境条件的影响，也可能是由于某些细

菌的内生性很强，用一般条件根本无法分离到．Ｋｕ
ｍａｒ等［１３］研究了玉米、洋葱与卷心菜从施用粪肥的

土壤中吸收金霉素与泰乐菌素的情况，３种作物均可
从土壤中吸收金霉素而不吸收泰乐菌素，说明蔬菜

对抗生素的吸收是有选择性的．在本研究中，附生细
菌中喹诺酮类耐药基因在１０个猪场的蔬菜样品中
均有分布，检出率１００％（１０／１０），其分布范围是最广
的，这可能与喹诺酮类药物具有抗菌谱广、抗菌活性

强、体内分布广泛等优点，而且可以大量地人工合

成，在结构上也具有较好的可塑性，在人类和畜牧业

广泛应用有关．朱恒乾等［１４］对广州分离得到的宠物

源（主要是宠物猫、狗）分离株进行质粒介导喹诺酮

类耐药 ＰＭＱＲ基因流行性调查，检测到 ｑｎｒＡ、ｑｎｒＢ、
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ｑｎｒＤ、ｑｎｒＳ和 ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ基因．Ｈａｔａ等［１５］在福氏

志贺菌Ｓｈｉｇｅｌｌａｆｌｅｘｎｅｒｉ２ｂ临床分离株中发现了 ｑｎｒＳ
基因．Ｊａｃｏｂｙ等 ［１６］在肺炎克雷伯菌 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕ
ｍｏｎｉａｅ中发现了 ｑｎｒＢ基因．岳磊等［１７］从广东地区兽

医临床动物源肠杆菌中检测到 ｑｎｒＡ、ｑｎｒＢ、ｑｎｒＳ基
因．ＲｏｄｒｉｇｕｅｚＭａｒｔｉｎｅｚ等［１８］从美国和欧洲人体中以

临床分离株检测到了 ｑｎｒＡ基因．Ｗａｎｇ等［１９］从上海

人体中以临床分离株检测到了 ｑｎｒＡ基因．Ｗｕ等［２０］

从中国台湾人体中以临床分离株检测到 ｑｎｒＡ、ｑｎｒＢ、
ｑｎｒＳ基因．不同来源的细菌都分离到喹诺酮类耐药
基因，说明喹诺酮类耐药基因的分布非常广泛．

在本研究中，蔬菜附生细菌和内生细菌中四环

素类耐药基因的检出率较高，说明这些细菌很可能

存在严重的耐药问题．这可能是由于长期施用含四
环素抗生素的粪便作为肥料或者蔬菜吸收了土壤中

的抗生素造成的．猪场是四环素等抗生素使用较为
频繁的地方．吴楠等［２１］提取了北京一规模化养猪场

周边土壤的微生物ＤＮＡ，利用普通 ＰＣＲ检测到５种
四环素抗性基因（ｔｅｔＢ／Ｐ、ｔｅｔＭ、ｔｅｔＯ、ｔｅｔＴ、ｔｅｔＷ）的存
在．邹世春等［２２］采用ＰＣＲ方法研究了养殖场土壤细
菌 ＤＮＡ中 ９种四环素抗性基因的存在和污染水平．
结果表明，所研究的 ９种四环素抗性基因中除 ｔｅｔＤ
之外，其他 ８种抗性基因（ｔｅｔＡ、ｔｅｔＢ、ｔｅｔＣ、ｔｅｔＧ、ｔｅｔＬ、ｔｅ
ｔＯ、ｔｅｔＱ和 ｔｅｔＸ）均可检出．ＣｈｅｅＳａｎｆｏｒｄ等［２３］采用

ＰＣＲＤＧＧＥ和序列分析技术在养猪场附近的粪池中
检测到８种编码核糖体保护蛋白（ＲＪＰＰ）的四环素耐
药基因，分别是 ｔｅｔＯ、ｔｅｔＱ、ｔｅｔＷ、ｔｅｔＭ、ｔｅｔＢ／Ｐ、ｔｅｔＳ、ｔｅｔＴ
和 ｏｔｒＡ，在其他许多养殖场如猪场、牛场等的周围环
境中也常被检测到耐药基因 ｔｅｔＷ、ｔｅｔＴ、ｔｅｔＭ、ｔｅｔＯ，说
明这几种四环素耐药基因在养殖场周围环境中是广

泛存在的．本试验蔬菜样品 Ｂ、Ｃ、Ｆ、Ｇ和 Ｊ的附生细
菌中分别检测到 ５种四环素类耐药基因．Ｓｃｈｍｉｔｔ
等［２４］通过ＰＣＲ方法也证明了土壤中四环素耐药基
因的多样性，这与本试验的结果是一致的．由于不同
种类的抗生素对应存在着不同的耐药基因，而每种

抗生素的耐药基因又有很多种，加上客观条件（如环

境条件）、检测方法等因素的影响，很难将各种耐药

基因进行详细统计．虽然本试验只基于１０个猪场蔬
菜样品的部分耐药基因进行研究，但从一定程度上

证实了耐药基因的多样性以及在动物养殖系统与周

围环境之间传播的可能性．另外，由于耐药基因可以
整合到一些可移动元件（如质粒、转座子、整合子等）

上，并且能够在致病菌和非致病菌之间，甚至在革兰

阳性菌和革兰阴性菌之间相互传播．通过这种基因
横向转移，耐药基因很可能通过食物链危及动物和

人体健康．
本试验调查了华南地区１０个不同猪场蔬菜样

品中附生细菌和内生细菌的耐药基因携带情况．通
过ＰＣＲ结合测序的方法检测氨基糖苷类、四环素类、
β内酰胺类、喹诺酮类、大环内酯类和林可霉素共计
６类２７种耐药基因，结果发现，内生细菌中四环素类
耐药基因的检出率特别高，附生细菌携带的耐药基

因不论种类还是数目都比内生细菌的广泛和丰富．
提示猪场蔬菜中附生细菌耐药基因携带情况已经非

常严重，应给予足够的关注和重视．
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