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Isolation and identification of multidrug-resistant bacteria in feces from large-scale livestock and poultry
farms and their antibiotic-resistance characteristics
TANG Wei-xin1, 2, SUN Xing-bin1*, GAO Hao-ze2, CHENG Shou-tao2, QIU Tian-lei2*, WANG Xu-ming2

（1.College of Forestry, Northeast Forestry University, Harbin 150040, China; 2.Beijing Agricultural Biotechnology Research Center, Bei⁃
jing Academy of Agriculture and Forestry Sciences, Beijing 100097, China）
Abstract：To investigate the characteristics of multidrug-resistant bacteria in livestock manure, the bacterial counts were determined in
poultry manure, cow manure, swine manure, and organic fertilizer. First, the multiantibiotic-resistant bacteria were isolated and purified.
Then, 16S rDNA sequence-based identification was performed, and their antibiotic susceptibilities were tested by disk diffusion suscepti⁃
bility method. The absolute and relative numbers of bacteria resistant to tetracycline, enrofloxacin, sulfamethoxazole, and tylosin in manure
were ranked, from highest to lowest, according to their percentage：poultry manure, swine manure and cow manure. The relative number of
multidrug-resistant bacteria was lower in organic fertilizer than in manure. By the identification and taxonomic analysis of drug-resistant
strains, it was found that most multidrug-resistant bacteria in livestock manure belonged to Proteobacteria, Firmicutes, and Actinobacteria;
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摘 要：为了解禽畜粪便中多重耐药菌的污染特征，本研究对鸡粪、牛粪、猪粪和有机肥这 4种不同样品中多重耐药菌进行了计数

分析，并对不同来源的多重耐药菌株进行了分离和纯化，进一步开展了基于 16S rDNA序列比对的分子生物学鉴定以确定其种属

地位，以及基于药敏试验的耐药性特征分析。结果表明：不同养殖动物粪便中四环素、恩诺沙星、磺胺甲恶唑和泰乐菌素 4种抗生

素多重耐药菌的绝对数量和相对数量排序均为鸡粪>猪粪>牛粪，粪源有机肥中可培养的多重耐药菌的绝对数量和相对数量在堆

肥后均有所下降。通过对耐药菌株鉴定和分类学分析，发现禽畜粪便中多耐药菌的菌门集中分布在 Proteobacteria、Firmicutes和
Actinobacteria，多重耐药菌的优势菌属为 Escherichia、Corynebacterium、Kurthia；而有机肥样品中多重耐药菌的优势菌属为

Staphylococcus、Glutamicibacter。菌株的药敏试验表明，3类动物粪污中的多重耐药菌都对红霉素、四环素有着较高的耐药率，均高

于 80%，而对阿米卡星这种抗生素表现出较好的敏感性，其耐药率低于 30%。通过对Ⅰ、Ⅱ类整合子基因盒的扩增，发现 PCR产

物的大小从0.8 kb到1.8 kb不等，基因盒adA2、dfrA17、dfrA1及 sat2在养殖场粪污中检出率均较高。
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为了满足消费者对禽畜产品日益增长的需求，我

国的养殖模式已从散户养殖转向规模化、集约化养

殖。伴随着集约化禽畜养殖业的发展，抗生素作为疾

病预防和治疗药物、生长促进剂广泛应用于集约化畜

禽养殖[1]。我国每年抗生素原料生产量约 21万 t，其
中有近一半的抗生素应用于畜禽养殖业[2]。而这些

用于畜禽养殖的抗生素大多数不能被动物完全吸收，

约有 60%~90%的抗生素以原药或初级代谢产物的形

式排放到环境中，导致抗生素残留，并引起环境中耐

药菌和耐药基因的富集扩散[3-4]，如不经有效的无害

化处理，会给公共健康带来严重威胁[5-6]。众多研究

证实，畜禽粪便已经成为了自然环境中耐药细菌和耐

药基因的“储存库”[7]。多重耐药菌是指对临床使用

的 3类或 3类以上抗菌药物同时呈现耐药的细菌，牛

天琦[8]利用卡那霉素等 8种抗生素平板从鸡粪中分离

并鉴定了多株多重耐药菌，集中分布于厚壁菌门、放

线菌门、变形菌门中。张昊等[9]研究发现，在含有四

环素、环丙沙星及庆大霉素的平板上，从猪粪、鸡粪中

分离出的多重耐药菌主要为埃希氏菌属、不动杆菌

属、变形杆菌属、依格纳季氏菌属和费克蓝姆菌属。

Yang 等[10]在鸡粪样品中检测到包括大肠埃希氏菌

（Escherichia coli）、粪产碱杆菌（Alcaligenes faecalis）和

肠球菌（Enterococcus spp）在内的多种抗生素耐药的

致病菌。但以上研究多集中于养殖粪便中抗生素耐

药微生物的分离及鉴定，对猪、牛、鸡等不同养殖来源

粪便以及有机肥中多耐药细菌特征的对比研究并不

多见。

由于四环素类、大环内酯类、喹诺酮类和磺胺类

抗生素是我国畜禽规模化养殖常用的抗生素[11]，这四

类抗生素多重耐药菌的存在会对畜禽养殖造成危害，

如果粪污处理不当会造成一定的环境及健康风险。

因此，本研究从我国北方地区的典型集约化养殖场采

集了肉鸡、蛋鸡、肉牛、奶牛、生猪 5种不同禽畜粪便，

以及粪源有机肥样品。首先，通过对四环素、恩诺沙

星、磺胺甲恶唑和泰乐菌素 4类抗生素的多重耐药菌

计数，了解不同养殖粪污中多重耐药菌的污染状况及

堆肥前后多重耐药菌的数量变化特征；其次，通过对

多重耐药菌的分离、纯化及 16S rDNA基因全长对比，

确定所获得的耐药菌株的分类地位；通过药敏试验，

探讨不同养殖粪便来源的多重耐药细菌对不同抗生

素的耐药分布情况；最后，通过扩增整合子基因盒，总

结畜禽粪便中多重耐药菌的可移动元件特征。本研

究为了解禽畜粪便中常见的多耐药微生物种类及其

耐药特征，以及养殖粪污处理对耐药微生物的有效控

制等方面均提供了基础数据。

1 材料与方法

1.1 样品的来源、采集及含水率测定

本次试验所需用的畜禽粪便采取 5点混合取样

的方法，共采集16个样品，分别是鸡粪样品5种（蛋鸡

2种，肉鸡 3种）、牛粪样品 4种（奶牛 2种，肉牛 2种）、

猪粪 3种、鸡粪有机肥 2种、猪粪有机肥 2种，每种样

品各 20 g。鸡粪及猪粪有机肥样品均采自养殖小区

的堆肥设施，采样季节堆肥辅料以秸秆为主。采集粪

便样品后，迅速带回实验室于 4 ℃保藏，在 24 h内进

行耐药菌的计数和含水率测定。

1.2 培养基的配制

将溶化的 LB固体培养基降温至 50 ℃左右后，加

入 4种抗生素后倒平板。抗生素的最终浓度为：四环

素 16 µL·mL-1，恩诺沙星 1 µL·mL-1，磺胺甲恶唑 76
µL·mL-1，泰乐菌素 1 µL·mL-1。同时设置不加抗生素

的LB培养基平板，进行细菌总数的测定。

1.3 多重耐药菌的计数、分离及筛选

称取 10 g粪便或有机肥样品，倒入装有已灭好菌

的 90 mL生理盐水的三角瓶中，制成均匀的悬液。按

10倍法进行系列稀释，稀释到 10-6。土壤悬液涂布接

种：空白板选取 10-3、10-4、10-5 3个稀释度，添加抗生

素板选取 10-2、10-3、10-4 3个稀释度。待土壤悬液吸

收后将平板倒置于 28 ℃恒温箱中，培养 48 h。取出

平板，选取菌落数在 20~200的平板进行计数。同时

the dominant genus of multidrug-resistant bacteria were Escherichia, Corynebacterium, and Kurthia. The dominant genus of multidrug-re⁃
sistant bacteria in organic fertilizer were Staphylococcus and Glutamicibacter. Antibiotic susceptibility testing of the strains showed that the
multidrug-resistant bacteria in all the types of animal manure had high resistance rates to erythromycin and tetracycline, with more than
80%. Most of strains showed sensitivity to amikacin; the amikacin-resistant rate in all strains was less than 30%. The results of amplifica⁃
tion of class Ⅰ and class Ⅱ integron gene cassettes showed that the size of PCR products ranged from 0.8 kb to 1.8 kb, and adA2, dfrA17,
dfrA1, and sat2 were the majority class I integron gene cassettes in farm manure.
Keywords：livestock feces；multidrug-resistant bacteria；16S rDNA；antibiotic susceptibility testing；integron
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随机挑选 5个单菌落，接种新平板并培养 48 h。随后

多次划线纯化后，将获得的菌液与 30％甘油等体积

比混合后，保藏于-80 ℃冰箱中待用。

1.4 多重耐药菌的分子鉴定

采用 EasyPure Bacteria Genomic DNA Kit 试剂盒

提取菌株 DNA，PCR 扩增 16S rDNA 基因，引物为：

27F、1492R。PCR 反应体系为：PCR mix 为 12.5 µL，
forward primer 及 reverse primer 均为 1 µL，ddH2O 为

9.5 µL，template DNA为 1 µL，共 25 µL。PCR反应条

件：初始变性 98 ℃，3 min循环 1次；变性 98 ℃，10 s循
环30次；退火55 ℃，10 s循环30次；延伸72 ℃，10 s循
环 30 次；最终延伸 72 ℃，3 min 循环 1 次；4 ℃保持。

待 PCR反应结束后，将扩增产物送到北京博迈德基

因技术有限公司测序。

1.5 多重耐药菌的耐药性试验

1.5.1 药敏纸片

本次试验采用药敏纸片琼脂扩散法（K-B）检测

细菌耐药性，所用的抗生素纸片有头孢噻呋、氟苯尼

考、环丙沙星、青霉素、庆大霉素、诺氟沙星、氨苄西

林、恩诺沙星、红霉素、氯霉素、磺胺甲恶唑、左氧氟沙

星、阿米卡星、四环素、头孢哌哃。

1.5.2 涂布法测定细菌耐药性

采用纸片法进行药物敏感性检测，具体试验方法

参照文献[12]。
1.6 耐药菌整合子扩增

1.6.1 Ⅰ、Ⅱ类整合子的扩增

对已有的 85株菌株进行 PCR扩增Ⅰ、Ⅱ类整合

子基因，引物为：intlF、intlR；int2F、int2R。PCR 反应

体系及反应条件参考文献[13]。待 PCR反应结束后，

对扩增出的DNA进行电泳，有电泳条带的则表示含

有Ⅰ、Ⅱ类整合子基因。

1.6.2 Ⅰ、Ⅱ类整合子基因盒的扩增

对上述有电泳条带的DNA进行 PCR扩增Ⅰ、Ⅱ
类整合子基因盒，引物为：intl-VF、intl-VR；int2-VF、

int2-VR。PCR 反应体系为：PCR mix 为 20 µL，引物

为 0.8 µL，ddH2O为 16.4 µL，template DNA为 2 µL，共
40 µL。PCR反应条件同上。待 PCR反应结束后，将

扩增产物送到北京博迈德基因技术有限公司测序。

1.7 数据分析

利用软件 Origin 8.5 进行试验数据的整理和作

图；采用R语言LSD方法对不同种类样品的计数结果

是否存在显著差异进行统计分析；利用MEGA-X软

件进行16S rDNA序列比对和系统发育树分析。

2 结果与分析

2.1 养殖场粪污中多重耐药菌概况

本文选择四环素、恩诺沙星、磺胺甲恶唑和泰乐

菌素作为典型抗生素，对 17个养殖场粪便及有机肥

样品进行多重耐药培养后计数，结果表明，所有粪样

品中，鸡粪中多重耐药菌绝对数量较高，范围在 8.23×
106~8.61×107 cfu·g-1；猪粪其次，范围在 2.83×104~
3.70×106 cfu·g-1；牛粪最少，范围在 2.53×105~1.70×106

cfu·g-1。而有机肥样品中耐药菌的绝对数量有明显

下降，其范围在5.30×103~1.23×106 cfu·g-1之间。

如表 1所示，在粪样品中，鸡粪中耐药菌平均绝

对数量和相对数量均最高，耐药菌的平均数量是

4.26×107 cfu·g-1，平均占比为 29.14%；其次为猪粪，耐

药菌的平均数量是 3.95×106 cfu · g-1，平均占比为

9.13%；而牛粪中耐药菌的绝对数量和相对数量均最

低，耐药菌的平均数量是 1.17×106 cfu·g-1，平均占比

为 0.79%。与Yang等[10]研究结果类似，虽然生猪养殖

过程中抗生素使用浓度和粪便中抗生素残留均高于

肉鸡养殖，但鸡粪中多重耐药菌的比例都远高于

猪粪，这说明抗生素残留浓度并不是多重耐药菌多

少的唯一决定因素，还与养殖动物肠道微生物组成相

关。而养牛场中抗生素使用频率和浓度均最低，这与

牛粪中多重耐药菌浓度较低的规律保持一致。统计

分析表明，鸡粪中多重耐药菌数显著高于其他粪源

注：同行中标有不同字母表示差异显著（P<0.05）
Note：Different letters in same row indicate significant difference（P<0.05）

样品
Sample

总菌数/cfu·g-1

多耐药菌数/cfu·g-1

百分比/%

牛粪Cow manure
平均数
Average

1.89×108a
1.17×106a

0.79b

标准差
Standard deviation

1.22×108

5.81×105

0.46

猪粪Swine manure
平均数
Average

1.90×107a
3.95×106a

1.55ab

标准差
Standard deviation

1.93×106

1.50×106

0.68

鸡粪Poultry manure
平均数
Average

2.67×108a
4.26×107b

29.14a

标准差
Standard deviation

2.11×108

4.25×107

20.24

有机肥Organic manure
平均数
Average

3.03×107a
3.78×105a

1.80b

标准差
Standard deviation

2.89×107

5.03×105

1.41

表1 养殖场粪污与有机肥中可培养多耐药细菌计数结果

Table 1 Counting results of culturable multi-drug resistant bacteria in farm manure and organic fertilizer
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（P<0.01）。

在有机肥中，鸡粪有机肥耐药菌平均相对丰度最

低，耐药菌的平均数量是 7.45×103 cfu·g-1，平均占比

为 0.43%；而猪粪有机肥耐药菌平均相对丰度最高，

耐药菌的平均数量是 3.69×105 cfu·g-1，平均占比为

3.17%。鸡粪有机肥中耐药菌的绝对数量与鸡粪相

比下降了 4个数量级，平均相对数量也同时降低，从

29.14% 下降到 3.17%；猪粪有机肥中虽然平均绝对

数量变化不大，但由于堆肥能够减少总的微生物数

量，使得多重耐药微生物的相对数量有所下降，从

9.13%下降到 0.43%。统计分析表明，鸡粪和猪粪中

多重耐药菌的比例显著高于牛粪和有机肥，说明对

鸡粪和猪粪进行好氧堆肥能够有效降低其中的多重

耐药菌的绝对数量和相对数量，而牛粪中多重耐药

菌数量相对较少。

2.2 养殖粪污中多重耐药菌多样性分析

通过多重耐药培养基筛选、分离和纯化，总共分

离出75株多重耐药菌，其中来自于鸡粪源的有23株，

猪粪源的有 11株，牛粪源的有 18株，有机肥来源的

23株。经 16S rDNA序列全长测序及系统发育树分析

（图 2），75株菌共有 32个种（Species）分布于 17个属、

11个科、3个门中（表2）。

经系统发育树图分析表明，在门水平，禽畜养殖

粪便中多重耐药菌集中分布Proteobacteria、Firmicutes
和 Actinobacteria，这与王晓慧 [14] 研究的结果较为

一致。其主要分布在 Proteobacteria，有 41株，包括鸡

粪源 13株、牛粪源 16株、猪粪源 6株、鸡粪有机肥源

3株和猪粪有机肥源 3株；其次是Firmicutes，有 18株，

包括鸡粪源 7株、鸡粪有机肥源 5株和猪粪有机肥源

6株；在Actinobacteria中也有 16株分布，包括鸡粪源

图1 养殖场粪便中多重耐药菌系统发育树
Figure 1 Multi-drug resistant phylogenetic tree in farm manure
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3株、牛粪源 2株、猪粪源 5株和鸡粪有机肥源 6株。

在属水平中，Escherichia中分离到的耐药菌株数量最

高，为 13 株，占总耐药菌株数量的 17.33%，该属细菌

在鸡粪、猪粪、牛粪和有机肥中均有分离。Escherichia

是动物粪便中常见的耐药菌属[15-16]，其分离源主要有

猪粪、鸡粪等[17]，我们应更加重视其在环境中的传播

风险。其次为Corynebacterium，占总耐药菌株数量的

14.67%，已有研究表明棒状杆菌能够引起严重的

呼吸道感染、心内膜炎、骨髓炎、肺炎等[18-19]。再次为

Staphylococcus，占总耐药菌株数量的9.33%，葡萄球菌

也是重要的人畜共患致病菌，近年来MRSA[20-22]由于

其超强的耐药性而受到临床和环境研究领域的广泛

关注，虽然本研究中并未发现金黄色葡萄球菌，但有

两个近源属被分离，且都分离自有机肥，说明堆肥对

葡萄菌属耐药菌的控制作用有限。最后为 Kurthia，

占总耐药菌株数量的 8%，目前，并未发现特库氏菌

为病原菌的明确记载，其广泛分布于环境中，尤其是

动物粪便中[23]。

通过对比不同养殖用途畜禽粪便中多重耐药菌

的数量及种类可知，在 23株鸡粪分离源的菌株中，有

8株菌来自于蛋鸡源，15株菌来自于肉鸡源。蛋鸡源

中分离出的变形杆菌属菌株最多，有 3株，占 37.5%；

而在肉鸡源中，分离出的库特氏菌属最多，有 6 株，

占 40%。其次是志贺氏菌属，有 5株，占 33.33%。在

18株牛粪分离源的菌株中，来自于奶牛源和肉牛源

的株菌各为 9株。奶牛源的菌株中，嗜冷杆菌属比例

表2 多重耐药菌系统发育关系

Table 2 Phylogenetic relationships of multi-drug resistant bacteria
门Phylum

Proteobacteria

Firmicutes

Actinobacteria

科Family
Enterobacteriaceae

Ignatzschineria_f
Moraxellaceae

Morganellaceae

Pseudomonadaceae

Aerococcaceae

Bacillaceae
Planococcaceae

Staphylococcaceae

Corynebacteriaceae

Micrococcaceae

属Genus
Escherichia

Shigella

Ignatzschineria

Acinetobacter

Psychrobacter

Proteus

Providencia

Oblitimonas

Pseudomonas

Aerococcus

Oceanobacillus

Kurthia

Lysinibacillus

Jeotgalicoccus

Staphylococcus

Corynebacterium

Glutamicibacter

种Species
Escherichia fergusonii

KE701379_s
LFHY_s

Shigella flexneri

Ignatzschineria cameli

Acinetobacter indicus

Acinetobacter variabilis

KB849267_s
Psychrobacter faecalis

Psychrobacter maritimus

Psychrobacter pulmonis

Proteus mirabilis

Proteus penneri

Providencia alcalifaciens

Oblitimonas alkaliphila

LK391969_s
Pseudomonas pertucinogena

Aerococcus urinaeequi

Aerococcus viridans

Oceanobacillus caeni

Kurthia gibsonii

Lysinibacillus jejuensis

Jeotgalicoccus nanhaiensis

Staphylococcus arlettae

Staphylococcus lentus

Corynebacterium casei

Corynebacterium freneyi

Corynebacterium glutamicum

Corynebacterium stationis

Glutamicibacter creatinolyticus

Glutamicibacter halophytocola

分离源Separation source
牛粪、鸡粪

牛粪

牛粪、猪粪、鸡粪

牛粪、鸡粪、猪粪

鸡粪

鸡粪有机肥

猪粪有机肥

猪粪有机肥

牛粪

猪粪

牛粪

鸡粪

鸡粪

牛粪

牛粪

猪粪有机肥

鸡粪有机肥

鸡粪有机肥

鸡粪有机肥

鸡粪有机肥

鸡粪

鸡粪

鸡粪有机肥

猪粪有机肥

猪粪有机肥，鸡粪有机肥

牛粪

牛粪

鸡粪、鸡粪有机肥

猪粪、鸡粪、鸡粪有机肥

鸡粪有机肥

鸡粪

211



农业环境科学学报 第39卷第1期
最多，有 4株，占 44.44%，其次是埃希氏菌属，有 3株，

占 33.33%。肉牛源的 9株菌中，分离出的埃希氏菌属

菌株最多，有5株，占55.56%。

在所有耐药菌株中，仅在鸡粪中分离出的菌有：

Ignatzschineria cameli、Proteus mirabilis、Proteus penne⁃

ri、Kurthia gibsonii、Lysinibacillus jejuensis、Glutamici⁃

bacter halophytocola，其中 Ignatzschineria是鸡粪中主

要的多重耐药菌属之一，并且其菌体内携带有能够整

合多重耐药基因的整合子结构[10]。Proteus mirabilis是

一种腐生性的条件致病菌，其自身的多重耐药性可能

与养殖场抗生素使用不规范有关[24-25]。Kim等[26]在猪

粪中分离出 Lysinibacillus jejuensis，本研究表明其分离

源并不仅限于猪粪中。仅在牛粪中分离出的菌有

KE701379_s、Psychrobacter faecalis、Psychrobacter pul⁃
monis、Providencia alcalifaciens、Oblitimonas alkaliphi⁃

la、Corynebacterium casei、Corynebacterium freneyi，嗜冷

杆菌属（Psychrobacter）主要存在于鱼类、家禽及肉制

品中[27]，目前并未发现它的致病性。由于长期滥用广

谱抗生素，造成普罗威登斯菌属（Providencia）对β-内
酰胺类、氟喹诺酮类、氨基糖苷类等11类的13种常用

药物高度耐药[28]，此外王建昌等[29]也在一进口美国种

猪新鲜粪便样品中分离到一株 blaNDM-1基因阴性

的雷氏普罗威登斯菌；仅在猪粪中分离出的菌有Psy⁃

chrobacter maritimus、Corynebacterium stationis，棒杆菌

属（Corynebacterium）的部分细菌是一类生猪鼻腔内

常携带的病原菌，目前有研究表明，其有可能通过空

气传播给人类[30]。有机肥中耐药菌与养殖粪便中有

所不同，其主要分布在不动杆菌、假单胞菌、气球菌和

葡萄球菌属内，而在畜禽粪便耐药菌中占优势的肠杆

菌和棒状杆菌并不占据优势，可能原因是肠杆菌和棒

状杆菌的耐热性不好，在堆肥的高温过程中多被有效

杀灭，曾维扬[31]的研究中指出在 60 ℃水浴处理 0.5
min后，肠杆菌的死亡率高达 99.9%。王晓慧[14]也指

出棒状杆菌在经过高温堆肥后也呈现下降趋势，而革

兰氏阳性菌的Aerococcus和 Staphylococcus相对有更好

的耐热性，因此在有机肥中更易于存活。续彦龙等[32]

研究指出在堆肥第 0 d，样品中金黄色葡萄球菌浓度

均达到 108 cfu·g-1，堆肥第 7 d时，实验组样品中金黄

色葡萄球菌即使降低至 103 cfu·g-1，但仍有较好存活。

此外，Aerococcus和 Staphylococcus同属于厚壁菌门，许

修宏等[33]指出，在堆肥中其相对丰度整体呈先升后降

趋势，在升温期和高温期相对丰度最高表明其耐热性

较好。

2.3 分离菌株的耐药性特征

对 23株鸡粪多重耐药菌样品、18株牛粪多重耐

药菌样品、11株猪粪多重耐药菌样品进行药敏试验，

其抗生素耐药检测结果见表3~表5。
在鸡粪中分离出的 23株多重耐药菌中，对 15种

抗生素的耐药性由弱至强依次为：阿米卡星<头孢噻

呋<庆大霉素=左氧氟沙星<头孢哌哃<氨苄西林<青
霉素=诺氟沙星<四环素<磺胺甲恶唑<环丙沙星=恩
诺沙星<氯霉素=氟苯尼考<红霉素；而在牛粪中分离

出的 18株多重耐药菌中，耐药性由弱至强依次为：阿

米卡星<庆大霉素<头孢噻呋<左氧氟沙星=环丙沙星

=头孢哌哃<恩诺沙星<氟苯尼考<氯霉素<诺氟沙星<
氨苄西林<四环素=青霉素<磺胺甲恶唑=红霉素。在

猪粪中分离的 11株多重耐药菌的耐药性由弱至强依

次为：阿米卡星<头孢噻呋=头孢哌哃<恩诺沙星<青
霉素=庆大霉素=氨苄西林=诺氟沙星<左氧氟沙星<
环丙沙星<氟苯尼考=氯霉素=磺胺甲恶唑<四环素<
红霉素。其中，3种分离源的菌株对红霉素和四环素

的耐药性均高于 70%，这可能与养殖过程中长期使用

大环内脂类和四环素类抗生素作为饲料添加剂有关，

Pan等[34]检测表明猪粪中四环素类抗生素残留量达到

764.4 mg·kg-1。除此以外，鸡粪分离源菌株中检测到

耐药率超过 70%的抗生素有 5种，为磺胺甲恶唑、环

丙沙星、恩诺沙星、氯霉素及氟苯尼考。在牛粪分离

源菌株中检测到耐药率超过 70%的抗生素也有 5种，

为氯霉素、诺氟沙星、氨苄西林、青霉素及磺胺甲恶

唑，它们常用于治疗和预防疾病，Zhao等[35]对我国规

模化养殖场畜禽粪便调查发现，环丙沙星、恩诺沙星

在牛粪中含量分别为29.59 mg·kg-1和46.70 mg·kg-1。

蛋鸡和肉鸡分离源菌株耐药性对比结果表明，在

8株蛋鸡分离源的菌株中，其对氟苯尼考、磺胺甲恶

唑、红霉素的耐药率均达 100%；而对头孢哌哃及阿米

卡星的耐药率低于 30%。与肉鸡分离源的 8株菌对

比，除红霉素耐药率相同外，氯霉素和恩诺沙星的耐

药率也为 100%；敏感率较高的是阿米卡星和头孢噻

呋。奶牛和肉牛分离源菌株耐药性对比结果表明，两

者对磺胺甲恶唑和红霉素的耐药率均达到 100%。在

奶牛的分离源株菌中，其对头孢稀类、氟喹诺酮类和

氨基糖苷类抗生素耐药率均低于 50%，而耐药率低于

50%的肉牛分离源菌株中只有氨基糖苷类中的阿米

卡星。

3类动物粪污中的多重耐药菌均对养殖中常用

的抗生素如氯霉素类、氟喹诺酮类、β-内酰胺类、磺
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胺类、四环素类、大环内脂类等抗生素有着较高的耐

药性，而对氨基糖苷类和头孢稀类抗生素都有着较高

的敏感率，尤其是对阿米卡星这种抗生素，猪粪中的

多抗菌对其耐药率为 0，而在鸡粪和牛粪中多抗菌的

耐药率也分别仅为 13.04%和 27.78%。杨永珍等[12]的

研究也表明，在河南部分地区大多数鸡志贺氏菌对氨

苄/舒巴坦和阿米卡星较为敏感。佟盼盼[36]对来自东

北和江苏地区鸡粪样品中的大肠杆菌进行的药敏试

验指出，其对四环素、环丙沙星、氯霉素、左氧氟沙星、

庆大霉素耐药率在 50%以上，而对阿米卡星为敏感。

对新疆耆县规模化猪场大肠杆菌药敏试验显示，对氨

苄西林、氟苯尼考、庆大霉素、诺氟沙星及恩诺沙星这

五种药物耐药率在 26.5%~66.3%[37]，采集于武汉郊区

规模化养殖场的样品中分离的大肠杆菌对于头孢噻

呋、头孢哌哃及阿米卡星的高敏率均在 80%以上[38]。

这表明不同地区多重耐药菌的耐药性都是类似的，与

本研究相符。庞歌[39]在 2010年研究显示，针对河南

区域鸡源志贺氏菌的药敏试验，其对磺胺类及氟喹诺

菌名
Fungus name

Escherichia fergusonii

LFHY_s
Shigella flexneri

Proteus penneri

Kurthia gibsonii

Corynebacterium glutamicum

Ignatzschineria cameli

Proteus mirabilis

Lysinibacillus jejuensis

Corynebacterium stationis

Glutamicibacter halophytocola

共计

耐药率/%

头孢稀类
Cephalosporin
头孢噻
呋CTX

3

1

1

1

6
26.09

头孢哌
哃SCF

1

4

3

1
9

39.13

氯霉素类
Chloramphenicol
氟苯尼
考FFC

1
1
6
1
4
1
1
3
1
1
1
21

91.30

氯霉素
CHL

1
1
6
1
6
1

3

1
1
21

91.30

氟喹诺酮类
Fluoroquinolone

环丙沙
星CIP

1

6
1
6
1
1
3
1

20
86.96

诺氟沙
星NOR

6

3

1
2
1

13
56.52

恩诺沙
星ENR

1
1
6
1
6
1

3
1

20
86.96

左氧氟
沙星
LEV

5

1

2

8
34.78

β-内酰胺类
β-lactam

青霉素
CHL

1
1
4
1
3
1

1
1

13
56.52

氨苄西
林AMK

1
1
4
1
1
1

1
1
1

12
52.17

氨基糖苷类
Aminoglycosides
庆大霉
素CN

1
4

1

1
1

8
34.78

阿米卡
星AMK

1

2

3
13.04

磺胺类
Sulfonamide
磺胺甲恶
唑SMZ

1
1
5
1
4

1
3
1
1
1
19

82.61

四环素类
Tetracycline

四环素
TET
1
1
6
1
2
1
1
3
1
1

18
78.36

大环内酯类
Macrolides
红霉素
ERY

1
1
6
1
6
1
1
3
1
1
1
23
100

表3 鸡粪中抗生素耐药检测结果（株）

Table 3 Statistical results of antibiotic resistance test in poultry manure

表4 牛粪中抗生素耐药检测统计结果（株）

Table 4 Statistical results of antibiotic resistance test in cow manure

菌名
Fungus name

Escherichia fergusonii

KE701379_s
LFHY_s

Shigella flexneri

Oblitimonas alkaliphila

Corynebacterium casei

Psychrobacter faecalis

Psychrobacter pulmonis

Providencia alcalifaciens

Corynebacterium freneyi

共计

耐药率/%

头孢稀类
Cephalosporin
头孢噻
呋CTX

3
1
1
3

8
44.44

头孢哌
哃SCF

1
1
1
3

1

3

10
55.56

氯霉素类
Chloramphenicol
氟苯尼
考FFC

1
1
1
3

1
1
3
1

12
66.67

氯霉素
CHL

3
1
1
3

1
1
3

1
14

77.78

氟喹诺酮类
Fluoroquinolone

环丙沙
星CIP

2
1
2
3
1

1
10

55.56

诺氟沙
星NOR

1
1
2
3
1

1
9

80.0

恩诺沙星
ENR

2
1
2
4
1

1
11

61.11

左氧氟
沙星
LEV

1
1
2
3
1
1

1
10

55.56

β-内酰胺类
β-lactam

青霉素
CHL

3
1
2
4

1
1
3

1
16

88.89

氨苄
西林
AMK

3
1
2
4

1
3

1
15

83.33

氨基糖苷类
Aminoglycosides
庆大霉
素CN

3

3

6
33.33

阿米卡
星AMK

1

2

1

1
5

27.78

磺胺类
Sulfonamide
磺胺甲恶唑

SMZ
3
1
2
4
1
1
1
3
1
1
18
100

四环素类
Tetracycline

四环素
TET
3
1
2
4
1

1
3
1

16
88.89

大环内酯类
Macrolides
红霉素
ERY

3
1
2
4
1
1
1
3
1
1
18
100
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酮类抗生素耐药性较高，而对氨基糖苷类抗生素较

为敏感。由此可知，近些年来β-内酰胺类抗生素的

耐药性有所提高。畜禽养殖动物发病的复杂性增加

了抗菌药物在临床上的预防及治疗用量，这使得来

自于粪便的细菌也产生了严重的耐药性。本研究也

为日后养殖粪污处理过程中抗生素耐药细菌的去除

规律研究提供了基础数据，也使进一步改进粪污处

理工艺的相关研究更易聚焦关键耐药细菌和耐药基

因。

2.4 多重耐药菌的整合子构成

整合子（Integrons）是耐药基因传播的重要参与

者，它们常常能整合启动子与新耐药基因，虽然耐药

整合子本身不具有移动性，但其能与一系列耐药基因

的转移和插入作用相关联，对整合子结构的解析有助

于研究多重耐药菌的进化及转移能力评估。笔者对

获得的 85株多重耐药菌进行整合子检测，结果表明，

有 69株菌含有Ⅰ类整合子基因，占 81.2%；有 50株菌

含有Ⅱ类整合子基因，占 58.8%。进一步对整合子的

基因盒进行扩增，总共获得了 11种基因盒（表 6），片

段长度从 0.8 kb到 1.8 kb不等。在Ⅰ类整合子中有

10个基因盒，其中分布较为广泛的基因为氨基糖苷

类耐药基因 aadA2 36％（n=12/33）和磺胺类耐药基

因 dfrA17 33％（n=11/33）两种，在鸡粪、牛粪和有机

肥中均有检出。在Ⅱ类整合子中，仅有 sat2-dfrA1一

种基因盒检出，片段大小均为 1.2 kb，这一结果与

Yang等[13] 研究相类似，说明Ⅱ类整合子基因盒较为

保守。

3 结论

（1）规模化畜禽养殖场粪便中，四环素、恩诺沙

星、磺胺甲恶唑和泰乐菌素 4种抗生素的多重耐药菌

污染状况（绝对数量和相对数量）排序为鸡粪>猪粪>

牛粪，粪源有机肥中可培养的多重耐药菌的绝对数

量和相对数量均有所下降，说明堆肥是一种控制多

重耐药细菌的有效手段。

（2）规模化禽畜养殖粪便中多重耐药菌主要集

中在 Proteobacteria、Firmicutes和Actinobacteria3个门

中，多重耐药菌的优势属为Escherichia、Corynebacteri⁃

um、Kurthia；而有机肥样品中多抗耐药菌的优势属与

粪 便 中 有 所 不 同 ，为 Staphylococcus 和 Glutamici⁃

bacter。

（3）多重耐药菌株的药敏试验结果表明，3类养

殖动物粪便中的多重耐药菌均对养殖常用抗生素如

氯霉素类、氟喹诺酮类、β-内酰胺类、磺胺类、四环素

类、大环内脂类抗生素等都有着较高的耐药性；而对

氨基糖苷类和头孢稀类抗生素，尤其是阿米卡星都

有着较高的敏感率。

（4）通过对Ⅰ、Ⅱ类整合子基因盒的扩增，明确

了在养殖粪便和堆肥中广泛存在的Ⅰ类整合子基因

盒类型为aadA2和dfrA17，以及Ⅱ类整合子基因盒主

要类型是 sat-dfrA1。
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表6 分离菌株的抗生素耐药性及其与整合子的关系

Table 6 Antibiotic resistance of isolated strains and their relationship to integrons
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