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猪场及周边环境中大肠埃希菌对几种消毒剂及

抗菌药的耐药性调查

杨秋娥，李　亮，廖晓萍，李幸萍，王明汝，方　茜，刘雅红，孙　坚
（华南农业大学 兽医学院，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：【目的】调查猪场及周边环境中大肠埃希菌Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ对消毒剂和抗生素耐药情况，分析消毒剂抗性与抗
菌药耐药之间的关系．【方法】从广东省某猪场采集１３０份样品，包括养殖场各阶段猪的粪便、猪场周边环境（猪舍
空气、池塘水、周边土壤样品）以及猪场人员的粪便样品．采用选择性培养基分离鉴定大肠埃希菌，琼脂稀释法测定
大肠埃希菌对４种消毒剂和１０种抗菌药的 ＭＩＣ值，ＰＣＲ法检测 ｑａｃＥ、ｑａｃＥ△１、ｑａｃＦ、ｑａｃＧ、ｅｍｒＥ、ｓｕｇＥ（ｃ）、ｓｕｇＥ
（ｐ）、ｍｄｆＡ和ｙｄｇＥ／ｙｄｇＦ消毒剂抗性基因．【结果和结论】１３０份样品中共分离到 ９７株大肠埃希菌，分离率达
７４６％．受试菌株对４种消毒剂表现出不同程度的抗性，不同来源的菌株对季铵盐类消毒剂苯扎氯铵和十六烷基
三甲基溴化铵都表现出较高的抗性水平，而对双胍类消毒剂三氯生和氯己定则较为敏感．８７６％（８５／９７）的大肠埃
希菌菌株表现为多重耐药，６８％～８８％的菌株对磺胺甲恶唑／甲氧苄啶、多西环素、萘啶酸、头孢噻肟和氟苯尼考等
抗菌药表现出耐药．消毒剂抗性基因的检出率不高（２１％～２０６％），其中检出率最高的为ｑａｃＥ△１．大肠埃希菌对
季铵盐类消毒剂的抗药性与抗菌药耐药性呈正相关，消毒剂抗性基因与一些特定的抗生素耐药表型也存在一定关

联．在磺胺甲恶唑／甲氧苄啶、萘啶酸、环丙沙星、头孢西丁、阿米卡星和黏菌素耐药菌株中，消毒剂抗性基因检出率
分别高于其敏感菌株的检测率．抗生素－消毒剂联合耐药给周边环境带来了风险，因此养殖场消毒剂和抗生素应
规范使用，以减少细菌耐药性的产生．
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　　由于抗生素长期不合理的使用，导致养殖场环
境中耐药菌株不断出现．耐药细菌的产生严重影响
了感染性疾病的治疗效果，增加了养殖场细菌感染

发生率以及治疗成本［１２］．消毒剂的用途与抗生素不
同，例如临床上常用的苯扎溴铵、氯己定等季铵盐类

阳离子表面活性剂和双胍类化合物等消毒剂，多用

于皮肤黏膜的防腐和表面消毒，在预防和控制致病

菌传播或感染等方面起到关键作用．此外，消毒剂对
细菌的作用机制与抗生素也不同，消毒剂可同时作

用于细菌多个靶位点，如细菌细胞壁和细胞膜，使渗

透性增加，内容物漏出，干扰氧化磷酸化过程，抑制

膜酶活性等．同时，它还可以作用于细胞内成分，与
生物大分子（蛋白质、ＤＮＡ、ＲＮＡ）发生交联、与巯基
交互作用以及烷基化作用等，使蛋白质变性、抑制酶

的活性、破坏 ＤＮＡ等，因此消毒剂可表现出更宽的
抗菌活性［３］．近年来，消毒剂在我国家畜、家禽、水产
和食用真菌的养殖业中的使用越来越多，常用的消

毒剂包括季胺盐类化合物、酚类化合物、双胍类、碘

及其复合物、醛类、过氧化物和银化合物．然而，越来
越多的研究结果表明，同滥用抗生素的后果一样，消

毒剂使用的增加同样也会导致细菌对其产生耐

药［４５］．细菌对消毒剂耐药是指对常用浓度消毒剂不
再敏感的菌株出现，一般认为，当消毒剂对细菌的最

小抑菌浓度（Ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）超
过一定值，就认为产生了耐药［３］．

目前，７种质粒介导的季铵盐类消毒剂（Ｑｕａｔｅｒ
ｎａｒｙａｍｍｏｎｉｕｍｃｏｍｐｏｕｎｄｓ，ＱＡＣｓ）特异抗性基因在大
肠埃希菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ中被发现，包括 ｑａｃＥ、
ｑａｃＥΔ１、ｑａｃＦ、ｑａｃＧ、ｑａｃＨ、ｑａｃＩ和 ｓｕｇＥ（ｐ）（质粒型
ｓｕｇＥ）．这些基因编码小蛋白家族多药外排泵（Ｓｍａｌｌ
ｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＳＭＲ），赋予细菌对 ＱＡＣｓ的抗药
性［５］，ＳＭＲ家族基因可由质粒或整合子介导传播，对

ＱＡＣｓ的ＭＩＣ较高的菌株通常是由于其获得了携带
这些消毒剂抗性基因的可移动元件，如质粒、Ｉ型整
合子等［６］．研究表明，ｑａｃＩ、ｓｕｇＥ（ｐ）基因可共存于多
重耐药（Ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ）质粒，如 ＩｎｃＡ／Ｃ
和ＩｎｃＨＩ２型质粒中［７８］，其可介导对消毒剂高水平耐

药，并在大肠埃希菌中广泛传播．另有５种染色体编
码基因 ｓｕｇＥ（ｃ）（染色体型 ｓｕｇＥ）、ｅｍｒＥ、ｙｄｇＥ／ｙｄｇＦ
和 ｍｄｆＡ等也特异地介导对 ＱＡＣｓ的抗药性，并可在
大肠埃希菌中垂直传播［９］．相对革兰阳性细菌，革兰
阴性细菌对消毒剂表现出更强的抗药性［１０］，如大肠

埃希菌对苯扎氯铵（Ｂｅｎｚａｌｋｏｎｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＢＣ）的
ＭＩＣ为５０ｍｇ·Ｌ－１，而葡萄球菌对 ＢＣ的 ＭＩＣ只有
０５ｍｇ·Ｌ－１［１１］；假单胞菌Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．对ＢＣ的
ＭＩＣ达到了２００ｍｇ·Ｌ－１，而葡萄球菌对 ＢＣ的 ＭＩＣ
只有４～１１ｍｇ·Ｌ－１［１２］．尽管国内已经开展了一些
对动物源大肠埃希菌中消毒剂抗药性的调查［１０，１３］，

但是极少针对整个养殖场生态环境，包括动物 －环
境－人源大肠埃希菌中消毒剂抗药性的研究，而且
消毒剂的抗药性是否与抗菌药的耐药性相关还不得

而知．本研究通过分离不同阶段的猪粪便、猪场周边
环境样品和猪场工作人员粪便中大肠埃希菌，研究

大肠埃希菌对常用消毒剂和抗菌药耐药情况，同时

检测消毒剂抗性基因，分析其与抗菌药耐药表型相

关性，为消毒剂的规范合理使用提供科学依据．

１　材料与方法
１．１　培养基及试剂

ＴＳＡ培养基，麦康凯培养基，伊红美蓝培养基
（ＥＭＢ），ＭＨ培养基和 ＭＨＡ培养基，均为杭州微生
物试剂有限公司产品．

ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ５００、ｄＮＴＰ和 ｒＴａｑＤＮＡ聚合酶
等为ＴａＫａＲａ有限公司产品．消毒剂苯扎氯铵、十六
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烷基三甲基溴化铵（Ｃｅｔｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙａｍｍｏｎｉｕｍｂｒｏ
ｍｉｄｅ，ＣＴＡＢ），三氯生 （Ｔｒｉｃｌｏｓａｎ，ＴＣＳ）和氯己定
（Ｃｈｌｏｒｈｅｘｉｄｉｎｅ，ＣＬ）等均为普博欣试剂有限公司产
品．

１．２　引物的合成
消毒剂抗药性基因的１０对引物是依据ＧｅｎＢａｎｋ

公布的相关序列设计，由华大基因有限公司合成，如

表１所示．

表１　ＰＣＲ引物序列及条件
Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓａｎｄＰＣＲｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｕｓｅｄ

基因 引物序列 （５′→３′） ｔ退火／℃ 扩增长度／ｂｐ
ｑａｃＥΔ１ ＡＡＴＣＣＡＴＣＣＣＴＧＴＣＧＧＴＧＴＴ ５６ １７５

ＣＧＣＡＧＣＧＡＣＴＴＣＣＡＣＧＡＴＧＧＧＧＡＴ

ｑａｃＥ ＡＡＧＴＡＡＴＣＧＣＡＡＣＡＴＣＣＧ ５０ ２５８

ＣＴＡＣＴＡＣＡＣＣＡＣＴＡＡＣＴＡＴＧＡＧ

ｑａｃＦ ＧＴＣＧＴＣＧＣＡＡＣＴＴＣＣＧＣＡＣＴＧ ６０ ２２９

ＴＧＣＣＡＡＣＧＡＡＣＧＣＣＣＡＣＡ

ｑａｃＧ ＴＣＧＣＣＴＡＣＧＣＡＧＴＴＴＧＧＴ ５６ １２２

ＡＡＣＧＣＣＧＣＴＧＡＴＡＡＴＧＡＡ

ｅｍｒＥ ＴＡＴＴＴＡＴＣＴＴＧＧＴＧＧＴＧＣＡＡＴＡＣ ５５ １９５

ＡＣＡＡＴＡＣＣＧＡＣＴＣＣＴＧＡＣＣＡＧ

ｍｄｆＡ ＧＣＡＴＴＧＡＴＴＧＧＧＴＴＣＣＴＡＣ ５５ ２８４

ＣＧＣＧＧＴＧＡＴＣＴＴＧＡＴＡＣＡ

ｓｕｇＥ（ｃ） ＣＴＧＣＴＧＧＡＡＧＴＧＧＴＡＴＧＧＧ ５６ ２２６

ＧＣＡＴＣＧＧＧＴＴＡＧＣＧＧＡＣＴ

ｓｕｇＥ（ｐ） ＧＴＣＴＴＡＣＧＣＣＡＡＧＣＡＴＴＡＴＣＡＣＴＡ ５７ １９０

ＣＡＡＧＧＣＴＣＡＧＣＡＡＡＣＧＴＧＣ

ｙｄｇＥ ＧＧＣＡＡＴＣＧＴＧＣＴＧＧＡＡＡＴ ５５ １４９

ＣＧＡＣＡＧＡＣＡＡＧＴＣＧＡＴＣＣＣＴ

ｙｄｇＦ ＴＡＧＧＴＣＴＧＧＣＴＡＴＴＧＣＴＡＣＧＧ ５５ ３３０

ＧＧＴＴＣＡＣＣＴＣＣＡＧＴＴＣＡＧＧＴ

１．３　试验方法
１．３．１　样品采集　 从广东省某猪场采集了１３０份
样品，９４份来自不同养殖阶段猪的粪便，其中包括哺
乳仔猪２０份，保育猪２０份，育肥猪２０份，后备母猪
１４份，怀孕母猪２０份；１４份空气样品；８份猪场周边
的水样品；７份猪场周边土壤样品；７份猪场人员粪
便样品．各类样品采集方法如下：用无菌袋采集猪和
猪场人员粪便；在猪场的生产区，包括哺乳仔猪区、

保育区、育肥区和备怀母猪区等的通风口放置 ＴＳＡ
培养基，放置培养２４ｈ后取回作为空气样品；结合猪
场粪便收集、排放路线采集土壤和水样品（冲栏水收

集于化粪池，化粪池水通过沟渠排入鱼塘，鱼塘水连

接到周围的河道，同时河道里的水被用来浇灌周围

蔬菜），即水样从冲栏水、化粪池水、沟渠水、鱼塘水

和河道水处收集，每处各取１Ｌ；土壤样本收集每个
鱼塘、河道的地泥或蔬菜地土壤，每个采样点收集不

同方位３份样品混合，每个采样点各取２００ｇ．所有

样品用无菌袋封好后放置于带冰袋的有盖的泡沫箱

中，密封好泡沫箱后运回实验室，－２０℃条件保存，
９６ｈ内处理．
１．３．２　样品处理和菌株的分离鉴定　对于水样品，在
无菌条件下取２０μＬ接种于ＬＢ肉汤培养基，３７℃过
夜培养；对于土壤和粪便样品，先用无菌生理盐水洗涤

稀释后，取２０μＬ接种于ＬＢ肉汤培养基中，３７℃过夜
培养；空气中的ＴＳＡ培养基，放置培养箱，３７℃过夜培
养．每份样品挑取１个具有大肠埃希菌典型形态的单
菌落，接种划线到ＥＭＢ琼脂平板上３７℃培养１６～２４
ｈ；选择生长良好的紫黑色有金属光泽的菌落通过生
化鉴定，纯化后保存于含有体积分数为６０％甘油的
ＬＢ肉汤中，于－８０℃条件保存备用．
１．３．３　药敏试验　参照ＣＬＳＩ（２０１３版）指导原则和
执行标准［１４］，采用琼脂二倍稀释法，测定９７株大肠
埃希菌对４种消毒剂和１０种常用抗菌药物的敏感
性．测定的消毒剂包括ＢＣ、ＣＴＡＢ、ＴＣＳ和ＣＬ，测定的
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抗生素包括磺胺甲恶唑／甲氧苄啶（ＳＸＴ）、萘啶酸
（ＮＡＬ）、环丙沙星（ＣＩＰ）、喹乙醇（ＯＬＡ）、头孢噻肟
（ＣＴＸ）、头孢西丁（ＦＯＸ）、阿米卡星（ＡＭＫ）、多西环
素（ＤＯＸ）、氟苯尼考以及黏菌素（ＣＳ），均购自中国
药品生物制品检定所．用二倍稀释法把各种药物稀
释到所需浓度梯度，分别定量加入高压灭菌过的ＭＨ
琼脂在平皿中混合均匀，冷却凝固，制成含所需药物

浓度的琼脂平板，把稀释至含菌量约为 １０×１０６

ＣＦＵ·ｍＬ－１的菌液用微量多点接种仪接种到 ＭＨ琼
脂平板上，３７℃倒置培养１６～１８ｈ后观察结果，以
完全不见细菌生长的最低药物浓度为该药物对细菌

的ＭＩＣ．１０种抗生素 ＭＩＣ试验判断标准则是根据
ＣＬＳＩ规定折点值范围判定结果［１４］．
１．３．４　消毒剂抗性基因检测　煮沸法制备模板，无
菌接种环刮取大肠埃希菌菌落，置于１５ｍＬＥｐｐｅｎ
ｄｏｒｆ离心管里，加无菌水２００μＬ，吹打混匀，沸水煮
１０ｍｉｎ后，迅速冰浴２～３ｍｉｎ，１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心
２ｍｉｎ，将上清液置于 －２０℃条件下储存．ＰＣＲ扩增
体系：ｒＴａｐ酶 ０１２５μＬ，ｄＮＴＰ２０μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ
２５μＬ，上、下游引物各０５μＬ，模板２０μＬ，无菌去
离子水１７５μＬ，总体积２５１２５μＬ．扩增循环条件：
９４℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性４５ｓ，退火（退火温度
如表１所示）３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共进行３０个循环；
最后７２℃延伸１０ｍｉｎ．扩增产物经１５ｍｇ·ｍＬ－１琼
脂糖凝胶电泳后用凝胶成像系统观察并保存．
１．４　统计分析

利用ＳＰＳＳ１９０软件ｔ检验进行数据显著性分析．

２　结果与分析

２．１　大肠埃希菌分离情况
１３０份样品中共分离鉴定９７株大肠埃希菌，分

离率达７４６％，详见表２．不同来源的大肠埃希菌的
分离率在６００％ ～９２９％范围，可见该猪场及猪场
周边环境中大肠埃希菌污染较为严重．

表２　大肠埃希菌分离情况

Ｔａｂ．２　ＩｓｏｌａｔｉｏｎｏｆＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ

样品来源 样品数量／份 大肠埃希菌／株 分离率／％
怀孕母猪 ２０ １６ ８０．０
育肥猪 ２０ １７ ８５．０
哺乳仔猪 ２０ １２ ６０．０
保育猪 ２０ １３ ６５．０
后备母猪 １４ １０ ７１．４
空气 １４ １３ ９２．９
池塘水样 ８ ５ ６２．５
周边土壤 ７ ５ ７１．４
猪场人员 ７ ６ ８５．７
总数 １３０ ９７ ７４．６

２．２　大肠埃希菌对消毒剂和抗生素的耐药情况
由表３可看出，不同来源大肠埃希菌对ＣＴＡＢ的

ＭＩＣ５０和 ＭＩＣ９０均达到 １２８ｍｇ·Ｌ
－１以上；对 ＢＣ的

ＭＩＣ５０和ＭＩＣ９０分别为３２和６４ｍｇ·Ｌ
－１以上；大肠埃希

菌对ＣＬ和 ＴＣＳ较敏感，ＭＩＣ５０和 ＭＩＣ９０分别在０２５～

４００和０２５～３２００ｍｇ·Ｌ－１之间，环境源大肠埃希
菌对ＣＬ和ＴＣＳ的ＭＩＣ９０分别达到１６和３２ｍｇ·Ｌ

－１，

高于人源大肠埃希菌对应的ＭＩＣ９０．

表３　不同来源大肠埃希菌对４种消毒剂的ＭＩＣ５０和ＭＩＣ９０
Ｔａｂ．３　ＭＩＣ５０ａｎｄＭＩＣ９０ｏｆｆｏｕｒｄｉｓｉｎｆｅｃｔａｎｔｓａｇａｉｎｓｔＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｕｒｃｅｓ

菌株来源
ＭＩＣ５０／（ｍｇ·Ｌ

－１） ＭＩＣ９０／（ｍｇ·Ｌ
－１）

ＣＴＡＢ ＢＣ ＣＬ ＴＣＳ ＣＴＡＢ ＢＣ ＣＬ ＴＣＳ
哺乳仔猪 １２８ ３２ ４．００ ０．２５ １２８ ２５６ １６ ０．２５
保育猪 １２８ ３２ ４．００ ０．５０ ２５６ ６４ ８ ３２．００
育肥猪 １２８ ６４ ２．００ ０．２５ １２８ ２５６ ８ ０．２５
后备母猪 １２８ ６４ ０．２５ ０．２５ １２８ １２８ ４ ０．５０
怀孕母猪 １２８ ６４ ２．００ ０．２５ ２５６ ２５６ １６ ０．２５
环境源 １２８ ６４ ４．００ ０．２５ １２８ ２５６ １６ ３２．００
人源 １２８ ３２ １．００ ０．２５ １２８ ６４ ２ ０．２５

　　药敏试验结果显示，９７株大肠埃希菌对 Ｓ／Ｔ的
耐药性最为严重，耐药率达 ８８％；其次是 ＤＯＸ和
ＣＴＸ，耐药率分别为 ７８％和 ７２％；对其他抗生素如
ＮＡＬ、ＦＦＣ、ＦＯＸ、ＣＩＰ和 ＯＬＡ，也有不同程度的耐药．
然而，大部分菌株对ＡＭＫ和ＣＳ比较敏感，其耐药率
分别为１１％和２３％（图１）．另外，９７株大肠埃希菌

对消毒剂ＣＴＡＢ呈现较高的耐药率，为７６％，而对另
外３种消毒剂 ＢＥＢ，ＣＬ和 ＴＣＳ的耐药率相对较低
（图１）．９７株大肠埃希菌中绝大多数表现为多重耐
药（即对３类及３类以上药物耐药），多重耐药率达
８７６％．对１０种抗菌药物产生了６３种耐药谱，其中
仅有６株耐１类抗生素，６株耐２类抗生素，８５株耐
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抗生素或消毒剂

图１　９７株大肠埃希菌对１０种抗生素和４种消毒剂的耐药率

Ｆｉｇ．１　Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒａｔｅｓｔｏ１０ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓａｎｄ４ｄｉｓｉｎｆｅｃｔａｎｔｓｉｎ

９７Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｉｓｏｌａｔｅｓ

３类及３类以上抗生素（表４）．
２．３　消毒剂抗性基因的检测结果

９７株大肠埃希菌中，共检出３２株大肠埃希菌携
带消毒剂抗性基因，检出率为３３０％，其中 ｑａｃＥ△１
（ｎ＝２０，２０６％）和 ｅｍｒＥ（ｎ＝１７，１７５％）基因检出
率最高，其次是ｙｄｇＦ（ｎ＝１０，１０３％）和ｑａｃＦ（ｎ＝５，
５２％）基因；ｙｄｇＥ（ｎ＝４，４１％）、ｓｕｇＥ（ｐ）（ｎ＝２，
２１％）和ｍｄｆＡ（ｎ＝１，１．０％）等基因检测率最低；ｑａｃＥ
和ｑａｃＧ基因没有检测出．根据携带消毒剂抗性基因的
个数不同，可将３２株携带消毒剂抗性基因大肠埃希菌
分为１５种不同组合（表５）．

表４　大肠埃希菌对抗生素耐药谱
Ｔａｂ．４　ＤｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｉｓｏｌａｔｅｓ

耐药谱１） 菌株数 耐药谱１） 菌株数

Ｓ／Ｔ ４ ＮＡＬＣＩＰＤＯＸＦＯＸＳ／Ｔ １
ＮＡＬ １ ＮＡＬＣＩＰＤＯＸＯＬＡＦＦＣ １
ＮＡＬＣＩＰ １ ＮＡＬＣＳＤＯＸＳ／ＴＦＦＣ １
ＮＡＬＦＦＣ １ ＮＡＬＣＩＰＤＯＸＳ／ＴＯＬＡ ４
Ｓ／ＴＦＦＣ １ ＮＡＬＣＩＰＳ／ＴＯＬＡＦＦＣ ２
ＦＯＸＯＬＡ １ ＮＡＬＣＳＤＯＸＦＯＸＳ／Ｔ １
ＤＯＸＳ／Ｔ ２ ＮＡＬＣＴＸＤＯＸＦＯＸＡＭＫ １
ＮＡＬＣＩＰＳ／Ｔ １ ＮＡＬＤＯＸＦＯＸＳ／ＴＦＦＣ １
ＤＯＸＳ／ＴＯＬＡ ２ ＮＡＬＣＩＰＤＯＸＳ／ＴＦＦＣ ２
ＦＯＸＳ／ＴＦＦＣ １ ＮＡＬＤＯＸＦＯＸＳ／ＴＯＬＡ ３
ＦＯＸＳ／ＴＯＬＡ １ ＮＡＬＤＯＸＳ／ＴＯＬＡＦＦＣ １
ＮＡＬＤＯＸＳ／Ｔ １ ＮＡＬＣＩＰＤＯＸＦＯＸＳ／ＴＡＭＫ １
ＮＡＬＦＯＸＳ／Ｔ １ ＮＡＬＣＩＰＣＳＦＯＸＳ／ＴＦＦＣ １
ＣＴＸＤＯＸＦＯＸＳＸＴ １ ＮＡＬＣＩＰＣＳＤＯＸＳ／ＴＦＦＣ １
ＮＡＬＤＯＸＳ／ＴＯＬＡ ３ ＮＡＬＣＩＰＦＯＸＳ／ＴＡＭＫＯＬＡ １
ＮＡＬＤＯＸＦＯＸＳ／Ｔ ２ ＮＡＬＣＩＰＤＯＸＦＯＸＳ／ＴＯＬＡ １
ＮＡＬＣＳＤＯＸＳ／Ｔ １ ＮＡＬＤＯＸＦＯＸＳ／ＴＯＬＡＦＦＣ ３
ＤＯＸＳ／ＴＯＬＡＦＦＣ ３ ＮＡＬＣＳＤＯＸＳ／ＴＯＬＡＦＦＣ １
ＤＯＸＦＯＸＳ／ＴＯＬＡ ２ ＮＡＬＣＩＰＦＯＸＳ／ＴＯＬＡＦＦＣ ３
ＤＯＸＦＯＸＳ／ＴＦＦＣ ２ ＮＡＬＣＩＰＤＯＸＳ／ＴＯＬＡＦＦＣ ５
ＣＳＦＯＸＯＬＡＦＦＣ １ ＮＡＬＣＩＰＣＳＤＯＸＳ／ＴＯＬＡＦＦＣ １
ＣＳＤＯＸＳ／ＴＯＬＡ １ ＮＡＬＣＩＰＣＳＤＯＸＦＯＸＳ／ＴＯＬＡ １
ＣＳＤＯＸＯＬＡＦＦＣ １ ＮＡＬＣＩＰＦＯＸＡＭＫＯＬＡＦＦＣ １
ＣＳＤＯＸＦＯＸＯＬＡ １ ＮＡＬＣＩＰＤＯＸＦＯＸＳ／ＴＯＬＡＦＦＣ ５
ＣＩＰＳ／ＴＯＬＡＦＦＣ １ ＮＡＬＣＩＰＣＳＤＯＸＦＯＸＳ／ＴＡＭＫ １
ＣＩＰＤＯＸＦＯＸＳ／Ｔ ３ ＮＡＬＣＩＰＣＳＤＯＸＳ／ＴＯＬＡＦＦＣ １
ＣＴＸＤＯＸＳ／ＴＯＬＡＦＦＣ １ ＮＡＬＣＩＰＤＯＸＦＯＸＳ／ＴＡＭＫＦＦＣ １
ＣＩＰＤＯＸＦＯＸＳ／ＴＡＭＫ １ ＮＡＬＣＴＸＣＩＰＤＯＸＳ／ＴＡＭＫＦＦＣ １
ＣＳＤＯＸＦＯＸＳ／ＴＯＬＡ １ ＮＡＬＣＩＰＣＳＤＯＸＦＯＸＳ／ＴＯＬＡＦＦＣ １
ＤＯＸＦＯＸＳ／ＴＡＭＫＦＦＣ １ ＮＡＬＣＴＸＣＩＰＤＯＸＦＯＸＳ／ＴＯＬＡＦＦＣ １
ＤＯＸＦＯＸＳ／ＴＯＬＡＦＦＣ １ ＮＡＬＣＴＸＣＩＰＤＯＸＦＯＸＳ／ＴＡＭＫＯＬＡＦＦＣ ２
ＮＡＬＣＩＰＤＯＸＦＯＸＳ／ＴＡＭＫＯＬＡＦＦＣ １

　１）ＳＸＴ：磺胺甲恶唑／甲氧苄啶；ＮＡＬ：萘啶酸；ＣＩＰ：环丙沙星；ＯＬＡ：喹乙醇；ＣＴＸ：头孢噻肟；ＦＯＸ：头孢西丁；ＡＭＫ：阿米
卡星；ＤＯＸ：多西环素；ＦＦＣ：氟苯尼考；ＣＳ：黏菌素．

　　从菌株来源分析，２３／６８（６０５％）株携带消毒剂
抗性基因的菌株来自猪粪便样品，其中分离自育肥

猪（８／１７，４７１％）和保育猪（６／１３，４６２％）的大肠埃

希菌数最多；其次是怀孕母猪（５／１６，３１３％）和后备
母猪（３／１０，３００％）；哺乳仔猪最少（１／１２，８３％）．
８／２３（３４８％）株携带消毒剂抗性基因的分离自猪场

９１　第６期 　　　　　杨秋娥，等：猪场及周边环境中大肠埃希菌对几种消毒剂及抗菌药的耐药性调查 　　　



环境源，其中 ３／１３（２３１％）株来自空气样品；２／５
（４００％）株来自土壤样品；３／５（６００％）株来自水样

品．猪场人员的粪便样品中分离得到 １／６（１６７％）
株携带ｅｒｍＥ的大肠埃希菌．

表５　大肠埃希菌中消毒剂抗性基因分布
Ｔａｂ．５　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｓｃｏｎｆｅｒｒｉｎｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｓｔｏｄｉｓｉｎｆｅｃｔａｎｔｉｎＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｉｓｏｌａｔｅｓ

　消毒剂抗性基因组合 菌株数
ＭＩＣ／（ｍｇ·Ｌ－１）

ＣＴＡＢ ＢＣ ＣＬ ＴＣＳ
ｅｍｒＥ ７ ６４～２５６ １６～２５６ ０．２５～１６．００ ０．２５～３２．００
ｙｄｇＥ ２ ６４～１２８ ６４～２５６ ２．００～４．００ ０．２５
ｑａｃＥ△１ ７ ６４～２５６ ３２～２５６ ０．２５～１６．００ ０．２５～５１２．００
ｓｕｇＥ（ｐ） １ ６４ ３２ ０．５０ ０．２５
ｅｍｒＥｑａｃＥ△１ ２ １２８ １６～２５６ ２．００～４．００ ０．２５
ｑａｃＥ△１ｑａｃＦ １ ２５６ ２５６ ８．００ ０．２５
ｅｍｒＥｙｄｇＦ １ ６４ ３２ ０．２５ ０．２５
ｓｕｇＥｐｑａｃＥ△１ １ １２８ ４ １６．００　 ６４．００　
ｍｄｆＡｙｄｇＦｓｕｇＥ（ｃ） １ ３２ ３２ ０．２５ ０．２５
ｓｕｇＥ（ｃ）ｙｄｇＥｑａｃＥ△１ １ ６４ ６４ ０．２５ ０．２５
ｅｍｒＥｙｄｇＦｑａｃＥ△１ ３ ６４～２５６ ４～６４ ２．００～１６．００ ０．２５
ｅｍｒＥｙｄｇＦｙｄｇＥｑａｃＥ△１ １ １２８ ３２ １．００ ０．２５
ｅｍｒＥｙｄｇＦｑａｃＥ△１ｑａｃＦ ２ ６４～１２８ ６４～２５６ ０．２５～１．００ ０．２５
ｓｕｇＥｃｙｄｇＦｑａｃＥ△１ｑａｃＦ １ ６４ ６４ ０．２５ ０．２５
ｙｄｇＦ／ＥｅｍｒＥｓｕｇＥｃｑａｃＥ△１ｑａｃＦ １ １２８ ２５６ ４．００ ０．２５

２．４　大肠埃希菌对消毒剂抗药性与抗菌药耐药性
的关系

２．４．１　消毒剂抗药性表型与抗生素耐药表型的关
系　通过比较发现，２４／９７（２４７％）株大肠埃希菌
对季铵盐类消毒剂 ＣＴＡＢ和 ＢＣ表现较高水平的耐
受，ＭＩＣ≥１２８ｍｇ·Ｌ－１（ＡＴＣＣ２５９２２对应的 ＭＩＣ为
３２和１６ｍｇ·Ｌ－１）．这２４株大肠埃希菌不仅表现出
对季铵盐类消毒剂耐受，同时对多种抗菌药也表现

较高水平的抗药性，如 ＣＳ耐药率为 ９５８％；Ｓ／Ｔ、
ＤＯＸ和ＦＦＣ耐药率均达到８３３％；喹诺酮类抗生素
耐药率为６２５％．该结果表明，大肠埃希菌对季铵盐
类消毒剂的抗药性与抗菌药耐药性呈正相关，这与

ＢｕｆｆｅｔＢａｔａｉｌｌｏｎ等［１５］的研究结果一致．
２．４．２　消毒剂抗性基因与抗生素耐药表型的关系
　大肠埃希菌对季铵盐类消毒剂抗性基因和抗生素
的耐药性之间的关系，如图２所示，在６种抗生素耐药
菌株中（ＳＸＴ、ＮＡＬ、ＣＩＰ、ＦＯＸ、ＡＭＫ和 ＣＳ），消毒剂抗
性基因检出率分别高于其敏感菌株，而且ＣＩＰ、ＦＯＸ和
ＣＳ耐药菌株分别与其敏感菌株消毒剂抗性基因检
出率差异显著（Ｐ＜００５）．但是，在 ＯＬＡ、ＣＴＸ、ＤＯＸ
和ＦＦＣ的耐药菌株的检测率分别低于其敏感菌株消
毒剂抗性基因检出率．结果表明，大肠埃希菌消毒剂
抗性基因与一些特定的抗生素耐药表型呈正相关，

如ＳＸＴ、ＮＡＬ、ＣＩＰ、ＦＯＸ、ＡＭＫ以及ＣＳ等．

抗生素

用ｔ检验法进行分析，抗生素耐药菌株与敏感菌株中消毒剂耐药基因的检测率相比，表示差异极显著（Ｐ＜００１），表示差异显著（Ｐ＜
００５）．

图２　抗生素耐药与消毒剂抗性基因的关系
Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｎｄｄｉｓｉｆｅｃｔａｎｔｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓ
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３　讨论

针对养殖场及动物性食品中大肠埃希菌污染的

情况已有较多报道［１３］，这些研究主要是围绕猪体内

细菌抗生素的耐药情况，而对猪场及周边环境细菌

污染及耐药情况，尤其是消毒剂抗药性的研究很少．
本研究中９７株大肠埃希菌分离于养殖场中各阶段
猪粪便样品、空气样品、池塘水样、周边土壤以及工

作人员粪便样品，分离率为７４６％，可见猪场及周边
环境中大肠埃希菌污染相当严重．同时，分离于猪粪
便样品，周边环境样品（空气、土壤、水样）和猪场人

员粪便样品的大肠埃希菌，对ＱＡＣｓ消毒剂ＣＴＡＢ和
ＢＣ均表现较高的 ＭＩＣ，由此我们推测，大肠埃希菌
可能是通过以下途径传播的：猪粪便排出后，流入水

渠，污染了水源和土壤；水又被用于浇灌农作物，从

而导致猪场及周边环境中大肠埃希菌污染严重．结
果提示我们，消毒剂的滥用很可能会污染养殖环境，

给临床上细菌感染性疾病的治疗带来困难，因此在

养殖生产中应规范使用消毒剂，谨防耐药细菌的产

生与传播．
通过分析大肠埃希菌对消毒剂的ＭＩＣ结果及耐

药基因检测结果发现，９７株大肠埃希菌对季铵盐类消
毒剂ＣＴＡＢ和ＢＣ的ＭＩＣ９０普遍在１２８ｍｇ·Ｌ

－１以上，

环境源大肠埃希菌对消毒剂ＢＣ和ＣＬ的ＭＩＣ９０普遍高
于其他来源的大肠埃希菌．例如环境源大肠埃希菌对
ＢＣ和ＣＬ的ＭＩＣ９０分别为２５６和１６ｍｇ·Ｌ

－１，而保育

猪粪源大肠埃希菌对 ＢＣ和 ＣＬ的 ＭＩＣ９０为 ６４和

８ｍｇ·Ｌ－１．在３２株携带消毒剂抗性基因的大肠埃希
菌中，２３株（７１８％）来自猪粪便样品，其中分离自育
肥猪和保育猪的菌株数最多，猪场环境源大肠埃希菌

的消毒剂抗性基因检出率也达到２５０％（８／３２）．这可
能是由于猪场在使用消毒剂后，残留的部分被排出到

环境中，形成一定的消毒剂选择性压力，并最终诱导环

境中携带消毒剂抗性基因的细菌富集．令人担忧的是，
在人粪源大肠埃希菌中，检测出１株（１６７％）携带
ｅｒｍＥ基因，这些消毒剂抗性基因可能是通过污染环
境或食物传播给人，对人类健康构成威胁［１１］．

本研究发现，２４７％（２４／９７）大肠埃希菌不仅
对季铵盐类消毒剂 ＣＴＡＢ和 ＢＣ表现较高水平的耐
受，同时对黏菌素、磺胺甲恶唑／甲氧苄啶，多西环素
和氟苯尼考耐药率达到８３３％ ～９５８％，表明大肠
埃希菌对季铵盐类消毒剂耐受与抗菌药的抗性之间

存在正相关．经统计分析，６种抗生素耐药菌株中

（ＳＸＴ、ＮＡＬ、ＣＩＰ、ＦＯＸ、ＡＭＫ和ＣＳ），消毒剂抗性基因
检出率分别高于其敏感菌株，而且 ＣＩＰ、ＦＯＸ和 ＣＳ
耐药菌株分别与其敏感菌株的消毒剂抗性基因检出

率差异显著（Ｐ＜００５）．可见，大肠埃希菌消毒剂抗
性基因与一些抗生素耐药表型存在密切关联，如

ＣＩＰ、ＦＯＸ、ＡＭＫ和ＣＳ等．这类在消毒剂和抗生素共
筛选（Ｃｏｓｅｌｅｃｔｉｏｎ）压力下存活的细菌，可以称之为
“抗生素－消毒剂耐药菌株”．细菌能同时获得消毒
剂抗药性和抗生素耐药性，其机制可能是通过交叉

耐药（Ｃｒｏｓｓｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ）实现，即不同的药物对同一靶
位作用或使用同一作用途径；一般由单个外排泵介

导，同时可以泵出ＱＡＣｓ和其他抗菌物质［１６］，如葡萄

球菌中ｑａｃＣ基因可赋予宿主对 β内酰胺药物的抗
性［１７］．第２种机制为共同耐药（Ｃｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ），指赋
予耐药表型的基因存在于同一个可移动元件上，如

质粒、Ｉ类整合子等．这些移动元件可携带２个或更
多的耐药基因，并可以导致更为广泛的水平传播［１８］．
有研究发现，临床分离的多重耐药菌株，如耐甲氧西

林金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌等，其消毒剂抗性

基因携带率非常高［１９２０］．Ｓｏｕｍｅｔ等［２１］研究发现大肠

埃希菌长期暴露在ＱＡＣｓ亚抑菌浓度下，可导致对抗
生素耐药菌株的筛选，给临床治疗带来更大的挑战．
本研究中，８７％大肠埃希菌为多重耐药菌株，对消毒
剂同样表现较高的抗药性，与之前的报道一致．这类
抗生素－消毒剂联合耐药菌株对抗生素或消毒剂的
使用不再有效，一旦感染动物或污染环境甚至传播

给人类，则可能引起公共卫生安全问题，因此合理使

用抗生素和消毒剂十分必要．动物养殖业的良好操
作规范，低密度养殖和营养均衡，可以使动物健康生

长并减少对抗生素和消毒剂的依赖；同时污水应通

过生物降解、吸附、化学制剂及其他经济有效手段，

去除耐药菌株，从根本上减少耐药菌株的传播．
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