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Changes in a multidrug-resistant bacterial community and its antibiotic resistance characteristics in pig
farms after the ban on antibiotic growth promoters
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Abstract：Due to the frequent use of antibiotics, multidrug-resistant bacteria in farm manure may pose ecological risks to natural
environments. To understand the changes in multidrug-resistant bacterial communities in pig farms after the ban on antibiotic growth
promoters（AGPs）, we collected manure samples before and after the AGPs ban took effect, and counted, isolated, and identified the
multidrug-resistant bacteria. We analyzed the community structure of multidrug-resistant bacteria by 16S rRNA gene amplicon
sequencing. Multidrug-resistant strains present before and after the AGPs ban were analyzed by drug sensitivity testing. The residual
concentration of AGPs（mainly oxytetracycline）significantly affected the distribution of multidrug-resistant bacteria, and after the AGPs
ban the species abundance of multidrug-resistant bacteria in pig manure significantly decreased. The multidrug-resistant bacteria in pig
manure mainly belonged to the four phyla Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, and Bacteroidetes. Escherichia was the dominant
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摘 要：由于频繁使用抗生素，养殖动物粪便中多重耐药菌会给周边环境带来生态风险。为了解促生长类抗生素（Antibiotic
growth promoters，AGPs）禁用后养猪场来源多重耐药菌群的变化特征，本研究采集AGPs禁用前后猪场粪便样品，开展了多重耐药

菌计数、分离培养及鉴定，并利用 16S rRNA基因扩增子测序对可培养多重耐药菌群进行比对分析，同时利用药敏试验分析了

AGPs禁用前后多重耐药菌株的耐药变化特征。结果表明：禁用AGPs后猪场粪便中多重耐药率显著下降。AGPs（主要为土霉素）

残留浓度能够显著影响禁用前后的多重耐药菌群分布，同时AGPs禁用也能够显著减少猪粪中的多重耐药菌种类。猪粪中多重

耐药菌主要分布在变形菌门、放线菌门、厚壁菌门和拟杆菌门，Escherichia在所有样本中均是优势多重耐药菌属，Kurthia、

Providencia、Leucobacter、Corynebacterium、Ignatzschineria、Lysinibacillus、Staphylococcus等多重耐药菌属相对丰度在禁用AGPs后有所

减少。禁用AGPs能够降低猪粪中多重耐药菌的饲用抗生素的耐药率，如四环素类、氯霉素类、大环内酯类等，但也会升高治疗用

抗生素如氨基糖苷类、头孢类、利福平类抗生素的耐药率。

关键词：抗生素；多重耐药菌；养殖场；动物粪便
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为了促进动物生长、预防和治疗疾病，抗生素被

广泛应用于集约化畜禽养殖[1]。一方面，长期过量使

用抗生素会加速动物肠道中抗生素多重耐药菌的产

生，若动物粪便不经过有效的无害化处理，其中的多

重耐药菌会给环境和周边人群带来生物安全风险[2]。

另一方面，由于持续的抗生素选择压力以及抗性基因

的水平转移，多重耐药菌在畜禽粪便中的检出率越来

越高，并且其携带的耐药基因可能随粪肥施用传播到

周边农田、水体等其他环境[3]。我国是世界上最大的

畜禽生产国之一，每年生产和排放的畜禽粪便高达

20 亿 t[4]。为了遏制全国范围内抗生素耐药性的增

长，2019年 7月，我国农业农村部颁布了第 194号公

告，要求 2020年起禁止在饲料里添加使用促生长类

药物（Antibiotic growth promoters，AGPs）。瑞典禁用

AGPs后，养殖场中粪肠球菌对大环内酯类、林可霉素

和四环素耐药率比禁用前有明显下降[5]。但根据欧

盟国家的禁抗经验，AGPs禁用后几年内治疗用的抗

生素发生替代性的增长[6]，同时也发现致病菌的耐药

性并没有相应出现明显下降[7]。而我国食品动物的

养殖规模较欧盟禁抗时期更为复杂，AGPs对养殖源

粪便中多重耐药菌群及其耐药基因的影响规律缺乏

相关研究。

在我国北方地区养殖场，畜禽粪便中四环素类抗

生素残留检出率最高，其次为喹诺酮类、磺胺类和大

环内酯类[8]。吴聪明等[9]的研究发现，长期添加磺胺

类和氨基糖苷类抗生素后，从猪粪中分离的菌株对多

种抗生素表现出耐药性。Zhu等[10]也发现畜禽粪便中

的耐药基因与青霉素、磺胺甲嘧啶、杆菌肽和四环素

等抗生素残留密切相关。已有报道显示[11]，越南某地

区磺胺甲噁唑耐药细菌数量与使用磺胺甲噁唑的浓

度呈正相关，以上结论均说明养殖过程中抗生素使用

种类和浓度，对养殖粪便中多重耐药菌及耐药基因有

较大影响。因此，为了揭示多重耐药菌群在养殖源猪

粪中的变化特征，本研究采集AGPs禁用前后我国北

方地区典型集约化养猪场的粪便样品进行分析比对。

通过多重耐药菌选择性计数及耐药率计算，评估

AGPs禁用对猪粪中多重耐药菌污染的消减作用；其

次利用 16S rRNA扩增子测序技术解析猪粪中多重耐

药菌群特征；进一步对猪粪中多重耐药菌进行分离、

纯化及鉴定，并对比不同批次猪粪中多重耐药菌的耐

药表型特征。本次研究为对比AGPs禁用前后，养猪

场来源多重耐药菌群的变化特征，评估AGPs禁用对

养殖源多重耐药菌污染的减量作用，为养殖源抗生素

污染监测和防控提供基础数据。

1 材料与方法

1.1 样品的来源及采集

本次试验所用猪粪均取自我国北方地区养猪场，

采取5点混合取样的方法，共采集13个养猪场的猪粪

样品，每个粪便样品收集 3 组重复。AGPs 禁用前

（2018年）采集河北省滦平县养猪场4个；AGPs禁用后

（2022年）分别采集河北省滦平县养殖场 3个，以及宁

夏回族自治区石嘴山地区养殖场6个。所有养猪场的

存栏量均在 2 000~4 000头之间。其中，河北省 2018
年与 2022年猪粪样品取自相同养猪场。所采样品均

低温运输，并在进行多重耐药菌培养前于4 ℃保存。

1.2 抗生素及培养基的配制

将溶化的 LB固体培养基降温至 50 ℃左右，加入

4种抗生素后倒入平板。抗生素的最终浓度为四环素

16 µg·mL-1，恩诺沙星 1 µg·mL-1，磺胺甲噁唑 76 µg·
mL-1，泰乐菌素1 µg·mL-1。同时设置不加抗生素的LB
培养基平板，进行多重耐药菌和细菌总数的测定[12]。

1.3 多重耐药菌的计数

称取 10 g粪便样品，倒入装有已灭菌的 90 mL生

理盐水的三角瓶中，制成均匀的悬液，按 10倍法进行

梯度稀释，将稀释液进行涂布接种：空白板选取 10-3、

10-4、10-5三个浓度，添加抗生素板选取 10-2、10-3、10-4

三个浓度[12]。每个平板重复 3次。涂布后平板倒置

于 28 ℃恒温箱中，培养 48 h，使用迅数全自动菌落计

数仪（icount33）对菌落数在 30~300的平板进行计数，

并将10-2浓度的添加抗生素板刮板与40%甘油1∶1保

存在-80 ℃冰箱。根据公式计算细菌耐药率：

细菌耐药率（%）=（多重耐药菌数/细菌总数）×
100%

multidrug-resistant genus in all samples, and Kurthia, Providencia, Leucobacter, Corynebacterium, Ignatzschineria, Lysinibacillus,
Staphylococcus, and other multidrug-resistant genera decreased in relative abundance after the AGPs ban. The AGPs ban reduced rates of
resistance to feed antibiotics including tetracyclines, chloramphenicol, and macrolides in multidrug-resistant bacteria in pig manure.
However, it also increased their rate of resistance to therapeutic antibiotics including aminoglycosides, cephalosporins, and rifampicin.
Keywords：antibiotics; multi-drug resistant bacteria; livestock farm; animal feces
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1.4 多重耐药菌的鉴定

将分离纯化后菌株接种到灭菌的 LB肉汤中，置

于 35 ℃、150 r·min-1的摇箱中培养 24 h。采用 Easy⁃
Pure Bacteria Genomic DNA Kit 试 剂 盒 提 取 菌 株

DNA，PCR 扩增 16S rRNA 基因序列，引物为：27F、
1492R[13]。PCR 反应体系：PCR mix 为 25 µL，上下游

引物各 2 µL，ddH2O 为 19 µL，模板 DNA 为 2 µL，共
50 µL。PCR反应条件：初始 98 ℃变性 3 min；98 ℃变

性 10 s，55 ℃退火 10 s，72 ℃延伸 20 s，循环 32次；最

终 72 ℃延伸 2 min。待PCR反应结束后，将扩增产物

送到北京擎科生物科技有限公司测序。

1.5 药敏试验

本次试验采用药敏纸片琼脂扩散法（K-B）检测

细菌耐药性。菌株不能在纸片周围抑菌浓度范围内

生长，但在抑菌范围外可以生长，从而在纸片的周围

形成透明的抑菌圈。使用菌落计数仪测量抑菌圈直

径。再参照药敏试验标准及抑菌圈的直径判定菌株

对不同抗生素的敏感性。抑菌浓度参考 2011年美国

临床实验室标准化协会（CLSI）规定值[14]。所用的药

敏纸片共包括 11类 18种抗生素[15]：头孢哌酮（CFP）、

头孢西丁（FOX）、青霉素（P）、氨苄西林（AMP）、链霉

素（S）、阿米卡星（AK）、庆大霉素（CN）、四环素（TC）、

恩诺沙星（ENR）、诺氟沙星（NOR）、环丙沙星（CIP）、

左氧氟沙星（LEV）、万古霉素（VA）、氯霉素（CHL）、

克林霉素（DA）、红霉素（ERY）、磺胺甲噁唑（SMX）、

利福平（RIP）。

1.6 多重耐药菌多样性检测

使用TIANamp Bacteria DNA Kit试剂盒，从-80 ℃
保存条件下 10-2浓度的多重耐药菌混菌中提取总细

菌 DNA，经检测后送往上海美吉生物科技有限公司

进行16S rRNA基因扩增子测序。

1.7 猪粪中残留抗生素检测

本次试验采用超高效液相色谱-串联质谱法检

测猪粪中的 15种抗生素残留[16]。所检测的抗生素有

盐酸土霉素（OTC）、强力霉素（DOX）、盐酸金霉素

（CTC）、四环素（TC）、磺胺二甲氧嘧啶（SDM）、磺胺氯

哒嗪（SCP）、磺胺甲噁唑（SMX）、磺胺对甲氧嘧啶（SM）、
磺胺二甲嘧啶（SM2）、磺胺喹噁啉（SQ）、恩诺沙星

（ENR）、盐酸环丙沙星（CIP）、诺氟沙星（NOR）、罗红霉

素（ROX）、红霉素（ERY）。其中OTC、CTC为促生长类

抗生素。本方法的15种抗生素的回收率[16]为54.50%~
97.90%，方法相对偏差为 2.60%~19.80%，检出限为

0.01~2.50 µg·kg-1，定量限为0.05~7.90 µg·kg-1。

1.8 数据分析

利用软件Origin（v9.6.5）进行试验数据的整理和

制图；利用R软件中 vegan统计学程序包计算AGPs禁
用前后多重耐药菌数量、耐药率及相对丰度的差异显

著性[17]；利用MEGA7软件进行 16S rRNA基因序列比

对和系统发育树分析。

2 结果与讨论

2.1 猪粪中多重耐药菌的分布特征

本次研究共计对 13个养殖场来源的猪粪样品进

行实验分析，选择养猪场常用的且易环境残留的泰乐

菌素、四环素、磺胺甲噁唑以及恩诺沙星 4种抗生素

进行多重耐药菌的培养计数。结果表明，禁用AGPs
前养殖源猪粪中多重耐药菌数量较高（图 1），范围在

2.8×104~2.4×107 cfu·g-1（以湿质量计，下同）之间，禁

用后猪粪中多重耐药菌的数量在 2.4×106~1.6×107

cfu·g-1之间。AGPs禁用前猪粪中多重耐药菌平均数

量较高，为 7.13×106 cfu·g-1，多重耐药率在 0.21%~
35.90%之间；AGPs禁用后猪粪多重耐药菌平均数量

为 1.14×106 cfu·g-1，多重耐药率在 0.41%~17.80% 之

间。与AGPs禁用前相比，禁用后猪粪平均多重耐药

率下降了 81.30%（P<0.05），多重耐药菌平均数量降

低 84.00%。AGPs 禁用前猪粪中多重耐药率高可能

是因为饲料中常规添加抗生素，生猪肠道中残留的抗

生素消除了部分抗生素敏感菌株[18]。另一方面，在抗

生素的选择性压力下，动物肠道菌群可能通过突变产

生耐药性，从而导致粪便中多重耐药率升高[19]。此

外，吴翠蓉等[20]的研究发现，动物粪便中细菌耐药性

的产生与抗生素药物的使用情况有着密切联系。

AGPs与多重耐药菌的产生存在相关性，随着饲料中

AGPs浓度的增加，多重耐药菌的耐药率升高。同时，

动物肠道中耐药菌对抗生素的耐药特征与饲喂抗生

素剂量也存在显著的正相关关系[21]。以上结果表明，

AGPs禁用能够在一定程度上降低养殖源猪粪多重耐

药率，并对动物粪便中多重耐药菌的污染减量具有积

极作用。

2.2 猪粪中多重耐药菌群落组成变化分析

进一步利用 16S rRNA扩增子测序对 AGPs禁用

前后猪粪可培养多重耐药菌群进行解析。基于OTU
水平的 α多样性分析结果（图 2）表明，2018年（禁用

前）河北猪粪中多重耐药菌的 Sobs指数要显著高于

2022年（禁用后）猪粪样品，说明禁止AGPs饲喂能够

显著减少猪粪中的多重耐药菌种类。另一方面，同时
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间取样的宁夏地区和河北地区的 Sobs也有显著差异

（P<0.01），说明不同养殖地区的多重耐药菌种类丰度

有所不同。Shannon指数表征菌群的均匀度，AGPs禁
用前后虽然均值有所区别，但差异不显著，说明多重

耐药菌群的均匀度差异较小。这与Agyare等[22]的研

究结果较为类似，养殖过程中使用抗生素会加速动物

胃肠道中多重耐药菌的产生。

前期相关研究表明，长期使用抗生素会影响畜禽

粪便中的细菌多样性以及群落结构组成[23]。有学者

对江苏养猪场粪样进行研究发现[24]，饲喂四环素类抗

生素会影响猪粪中的细菌多样性；与不同农场相比，

同一农场内的菌群结构更相似[25]。但已有研究较少

关注多重耐药菌群的变化，本研究基于 OTU（opera⁃
tional taxonomic units）水平的主成分分析（图 3A）表

明，养殖源猪粪中多重耐药菌群组成在时间和空间上

均存在差异，且时间（即AGPs禁用前后）对猪粪中多

重耐药菌群落构成影响较大。禁用AGPs前养殖源猪

粪中多重耐药菌群落结构显著区别于禁用后的猪粪

样品（P=0.001）。虽然 2022年河北猪粪样品与 2018
年为同一地区养殖场，但两者有明显区别，且与 2022
年宁夏地区的多重耐药菌群结构更为类似。

进一步将各样品中抗生素残留与多重耐药菌群

OTU数据结合，经过方差膨胀因子分析（Variance in⁃
flation factor，VIF）筛选了显著影响群落结构的抗生素

残留种类，再进行典型相关分析（Canonical correla⁃
tion analysis，CCA）。结果表明，OTC残留浓度会明显

影响 AGPs禁用前后的多重耐药菌群分布。2018年

河北猪粪样品中OTC、CTC、SMX较高，同时AGPs禁
用前多重耐药菌群会明显受OTC浓度影响，而AGPs
禁用后治疗用抗生素CTC残留浓度对多重耐药菌群

影响更大。宁夏地区 2022年猪粪样品，受喹诺酮类

抗生素ENR和CIP残留影响更大。2018—2019年我

国猪源大肠杆菌的多重耐药率达到 91.00%，而且发

现了与新型治疗用抗生素黏菌素、碳青霉烯类和替

不同小写字母表示显著性差异（P<0.05）
Different lowercase letters indicate significant differences（P<0.05）

图1 猪粪中可培养多重耐药菌计数结果
Figure 1 Counting results of multidrug-resistant bacteria in pig manure
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图2 猪粪样品中可培养多重耐药菌菌群的α多样性分析
Figure 2 Alpha diversity of culturable multidrug-resistant bacteria in pig manure sample

不同小写字母表示显著性差异（P<0.01）
Different lowercase letters indicate significant differences（P<0.01）

OT
US

obs
指

数
Sob

sin
dex

ofO
TU

lev
el

OT
U香

农
指

数
Sha

nno
nin

dex
ofO

TU
lev

el

685



农业环境科学学报 第42卷第3期
加环素等最新型抗生素相关的耐药性[26]。而治疗用

抗生素如多黏菌素的使用也会显著提高肉鸡粪污中

的耐药菌检出率和数量[27]。以上结果说明，虽然随

着AGPs禁用土霉素对多重耐药菌的影响变小，但是

其他治疗用抗生素如 CTC、ENR、CIP 等替代性的增

长和残留，仍然有可能引起多重耐药菌的增长或群

落变化。

AGPs禁用后猪粪中多重耐药菌门水平相对丰度

变化如图 4所示。总体来说，猪粪中多重耐药菌主要

分布在变形菌门（Proteobacteria）、放线菌门（Actino⁃
bacteria）、厚壁菌门（Firmicutes）和拟杆菌门（Bacte⁃
roidetes）。2018年AGPs禁用前河北猪粪中多重耐药

菌群主要分布在变形菌门（71.60%）、放线菌门

（20.00%）、厚壁菌门（7.30%）、拟杆菌门（1.10%）。

2022年AGPs禁用后河北猪粪中变形菌门、厚壁菌门

的相对丰度分别上升至 80.50%、13.30%，放线菌门、

拟杆菌门相对丰度分别下降到 5.40%、0.83%。在禁

止添加AGPs后，多重耐药菌中厚壁菌门占比有所上

升，放线菌门占比有所下降，说明AGPs在一定程度上

抑制了厚壁菌门的多重耐药菌生长，并促进放线菌门

的耐药菌生长。此外，2022年宁夏猪粪中门水平相

对丰度从高到低依次为变形菌门（65.40%）、拟杆菌

门（18.10%）、放线菌门（8.20%）、厚壁菌门（8.00%）。

与 2022年河北猪粪样品相比拟杆菌门多重耐药菌较

高，说明即使在AGPs禁用后，不同养殖地区的多重耐

药菌群组成也有所差异。

进一步对比禁用AGPs前后猪粪中多重耐药菌属

水平上相对丰度变化（图 5）。结果表明，Escherichia

在所有样品中占绝对优势。这与宏基因组学分析结

果类似，Escherichia是肉鸡和生猪粪中主要的多重耐

药基因的宿主[28]。另一种广泛优势的多重耐药菌为

Psychrobacter，其在 AGPs 禁用前样品中分布比较广

泛，但在AGPs禁用后的河北猪粪中相对丰度有所减

少。禁用前多重耐药菌属的种类明显高于禁用后，禁

用前菌属相对丰度明显偏高，其中包含Kurthia、Provi⁃

dencia、Leucobacter、Corynebacterium、Ignatzschineria、

Lysinibacillus、Staphylococcus，而 在 河 北 和 宁 夏 的

AGPs禁用后粪样中，这些多重耐药菌属的丰度有明

显下降。Kurthia广泛分布于自然界中[29]，暂未发现其

致病性，常见于肉制品及畜禽粪便中。Ignatzschineria

是一种致病性革兰氏阴性菌，其对四环素类、氟喹诺

酮类抗生素有较高的耐药性[30]，因此其在禁用 AGPs
前样品中分布较多。另一方面，Acinetobacter、Entero⁃

coccus、Sphingobacterium等多重耐药菌属相对丰度有

所上升，其中 Acinetobacter目前被怀疑是一种食品源

多重耐药菌的重要成员，受其污染的乳制品、水果和

蔬菜是医院外多重耐药菌的重要储存库，会给免疫

力低下群体或者儿童带来食品安全风险 [31]。对比

图4 多重耐药菌菌群在门水平上的分布
Figure 4 Distribution of multidrug-resistant bacterial community

at the phylum level

图3 猪粪样品中可培养多重耐药菌菌群的PCA（A）及CCA（B）分析
Figure 3 PCA（A）and CCA（B）analysis of culturable multidrug-resistant bacterial flora in pig manure samples
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宁夏和河北猪粪样品可以发现，在河北猪粪样品中

Proteus、Glutamicibacter、Enterobacterales 等菌属占明

显优势；而在宁夏猪粪样品中Psychrobacter、Myroides、

Micrococcaceae等菌属优势明显，说明养猪场中多重

耐药菌构成也有一定的地域差异。

2.3 猪粪中多重耐药菌多样性分析

经过多重耐药培养基的筛选、分离和纯化，共分

离出 51株多重耐药菌，其中来自AGPs禁用前的有 15
株，禁用后的有 36株。经 16S rRNA 基因全长比对，

得到系统进化树（图 6）。51株多重耐药菌共有 20个

种分布于14个属、12个科、4个门中。在门水平上，分

离培养与群落测序结果一致，猪粪中可培养多重耐药

菌分布在变形菌门、厚壁菌门、放线菌门、拟杆菌门等

4个门中。其中，AGPs禁用前属于变形菌门的有 10

株，分布在放线菌门的有 5株；AGPs禁用后分布在变

形菌门的有 21株，分布在厚壁菌门的有 7株，分布在

放线菌门的有 5株，分布在拟杆菌门的有 3株。在属

水平上，Escherichia菌株数量占绝对优势，分别占禁

用前、后分离多耐药菌株的 60.00%、48.38%。该属多

重耐药菌中主要以 E.coli为主（65.00%），其次是 E.

fergusonii，两者均是常见动物肠道肠杆菌，也是多种

耐药基因的携带者[32-33]。多重耐药菌Corynebacterium

主要有 C. stationis与 C. glutamicum，这两种菌均为非

致病的饲料添加剂生产菌株，但Corynebacterium中有

人类条件致病菌Corynebacterium glutamicum[34]。虽然

未在本研究中分离到，但由于近缘关系，多重耐药基

因有可能向致病菌中转移。在所有多重耐药菌株中，

仅在 2022年宁夏猪粪分离出的菌属有 Sphingobacteri⁃

图5 多重耐药菌菌群在属水平上的分布

Figure 5 Distribution of multidrug-resistant bacterial flora at the genus level
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um、Acinetobacter、Myroides、Bacillus、Enterococcus。En⁃

terococcus是一种主要的医院感染病原菌，可以导致尿

路感染和术后感染[35]；仅在 2022年河北猪粪分离出

的菌有 Aerococcus、Lysinibacillus、Psychrobacter、Brevi⁃

bacterium。其中Psychrobacter主要存在于家禽和鱼类

中[36]，目前并未发现其致病性。现有研究已经阐明了

一些多重耐药菌从环境转移和扩散到人体的机制[37]，

如 Enterococcus、Sphingobacterium对公共健康存在潜

在威胁，因此需要进一步关注养殖粪便中多重耐药菌

的环境污染及有效控制。综上所述，禁用前后的猪粪

中主要的多重耐药菌株变化较小，肠杆菌仍然是主

力，但不同用药水平下其他携带多重耐药基因的细菌

类型有明显区别，这一点除了体现在AGPs禁用前后

的河北地区猪场外，也体现在不同地域的养殖场上。

2.4 分离多重耐药菌株的耐药性特征

对 15株 2018年河北猪粪多重耐药菌、16株 2022
年河北猪粪多重耐药菌、20株 2022年宁夏猪粪多重

耐药菌进行药敏试验。表 1为多重耐药菌的抗生素

耐药率统计数据。

在 2018年河北猪粪中分离出的 15株多重耐药菌

中，对 18种抗生素的耐药率由弱至强依次为阿米卡

星=庆大霉素<头孢哌酮=头孢西丁<万古霉素=利福

平<链霉素=克林霉素<左氧氟沙星<青霉素<诺氟沙

星=氨苄西林<恩诺沙星=环丙沙星<磺胺甲噁唑<氯
霉素<四环素=红霉素；在 2022年河北猪粪中分离的

16株多重耐药菌中，对 18种抗生素的耐药率由弱至

强依次为阿米卡星<头孢哌酮=头孢西丁<左氧氟沙

星<庆大霉素=利福平=氨苄西林<恩诺沙星=万古霉

素=环丙沙星=青霉素<诺氟沙星<链霉素<磺胺甲噁

唑<氯霉素<四环素=红霉素=克林霉素。在 2022年宁

夏猪粪中分离的 20株多重耐药菌中，对 18种抗生素

的耐药率由弱至强依次为头孢西丁<头孢哌酮<庆大

霉素<阿米卡星<利福平<左氧氟沙星<青霉素=万古

霉素<氨苄西林<氯霉素<磺胺甲噁唑<恩诺沙星=克
林霉素=四环素=环丙沙星=诺氟沙星<链霉素=红霉

素。AGPs禁用后庆大霉素、万古霉素、克林霉素等抗

生素耐药率排名升高，氯霉素、左氧氟沙星、头孢西丁

等抗生素耐药率排名下降。其中，2018年河北猪粪分

离的菌株对四环素的耐药率为100.00%，这可能与生猪

养殖过程长期添加四环素类抗生素有关[38]。而禁用

AGPs后，2022年宁夏及河北样品中分离菌株对四环素

的耐药率有所下降，说明AGPs禁用能减少多重耐药菌

对四环素类抗生素的耐药性。

对比三种不同分离源菌株耐药率可以发现，在

图6 猪粪中多重耐药菌系统发育树

Figure 6 Phylogenetic tree of multidrug-resistant bacteria in pig manure
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2018年河北猪粪分离菌株中有 6种抗生素的耐药率

在 66.67%以上，而 2022年河北和宁夏猪粪分离菌株

中抗生素耐药率在 66.67%以上的仅分别为 4种和 2
种。2018 年河北猪粪分离菌株中，对红霉素、四环

素、氯霉素、恩诺沙星、环丙沙星、磺胺甲噁唑的耐药

率均达到 66.67%以上，而对阿米卡星、庆大霉素的耐

药率低于 10.00%。2022年河北猪粪分离菌株中耐药

率除红霉素、四环素为 75.00% 外，克林霉素也为

75.00%；对头孢哌酮、头孢西丁、阿米卡星耐药率均

低于 20.00%。2022年宁夏猪粪分离菌株中红霉素及

链霉素耐药率最高均为 70.00%；对头孢类抗生素耐

药率较低，为10.00%~20.00%。

相较于禁用 AGPs后的 2022年河北、宁夏猪粪，

2018年河北猪粪中分离出的多重耐药菌对氟喹诺酮

类、四环素类、大环内酯类、氯霉素类以及磺胺类等生

猪养殖过程中常用的抗生素有着较高的耐药率，而三

种分离源的多重耐药菌株对头孢类及氨基糖苷类抗

生素耐药率较低，尤其是头孢西丁和阿米卡星，猪粪

中多重耐药菌对其耐药率均低于 20.00%。有研究对

新疆耆县猪粪中多重耐药大肠杆菌进行药敏试验发

现[39]，其对恩诺沙星、诺氟沙星、庆大霉素以及氨苄西

林四种抗生素耐药率在 26.50%~66.30%，武汉养猪场

分离源菌株对头孢西丁、头孢哌酮及阿米卡星耐药率

均在20.00%以下[40]，与本研究结果一致。

药敏试验结果表明，禁用AGPs后多重耐药菌对

氨基糖苷类、头孢类及利福平类抗生素的耐药率均有

所上升（表 1）。同一养殖场在禁用AGPs后，氨基糖

苷类抗生素耐药率上升了 5.83%~30.83%，头孢类抗

生素耐药率上升了 5.42%，利福平类抗生素耐药率上

升了 17.50%。这与韩国猪场禁用 AGPs后致病性大

肠杆菌治疗类抗生素耐药率上升相类似[41]，禁用

AGPs后其对链霉素（从 45.80%到 67.90%）、头孢噻吩

（从 34.00% 到 59.40%）和头孢唑啉（从 10.40% 到

28.80%）的耐药率显著增加；Kyung 等 [42]也发现，禁

用 AGPs 后猪粪中致病性大肠杆菌对头孢噻吩（从

51.40%到 66.50%）、头孢吡肟（从 0到 2.40%）和黏菌

素（从 7.30%到 11.00%）的耐药率也会有所增加。可

能原因是禁用AGPs后，养殖场使用治疗用抗生素部

分替代了促生长抗生素，导致其抗生素耐药率有所

上升。

综上所述，禁用AGPs能够降低猪粪中多重耐药

菌的部分抗生素的耐药率，如四环素类、氯霉素类、大

环内酯类等饲用抗生素的耐药率，但也会升高药用抗

生素如氨基糖苷类、头孢类、利福平类抗生素的耐药

率。因此，在养殖AGPs禁用后需要关注是否出现药

用抗生素替代性增长现象，以及相应耐药菌和耐药基

氟喹诺酮类

氨基糖苷类

头孢类

β-内酰胺类

四环素类

糖肽类

氯霉素类

林可霉素类

大环内酯类

磺胺类

利福平类

恩诺沙星 ENR
诺氟沙星 NOR
环丙沙星 CIP

左氧氟沙星 LEV
链霉素 S

阿米卡星 AK
庆大霉素 CN
头孢哌酮 CFP
头孢西丁 FOX

青霉素 P
氨苄西林 AMP

四环素 TC
万古霉素 VA
氯霉素 CHL
克林霉素 DA
红霉素 ERY

磺胺甲噁唑 SMX
利福平 RIP

河北-2018年[12]

耐药菌株数（株）

10
9
10
7
4
1
1
2
2
8
9
15
3
12
4
15
11
3

耐药率/%
66.67
60.00
66.67
46.67
26.67
6.67
6.67
13.33
13.33
53.33
60.00
100.00
20.00
80.00
26.67
100.00
73.33
20.00

河北-2022年

耐药菌株数（株）

7
8
7
4
9
2
6
3
3
7
6
12
7
11
12
12
10
6

耐药率/%
43.75
50.00
43.75
25.00
56.25
12.50
37.50
18.75
18.75
43.75
37.50
75.00
43.75
68.75
75.00
75.00
62.50
37.50

宁夏-2022年

耐药菌株数（株）

13
13
13
10
14
6
5
4
2
11
12
13
11
12
13
14
12
9

耐药率/%
65.00
65.00
65.00
50.00
70.00
30.00
25.00
20.00
10.00
55.00
60.00
65.00
55.00
60.00
65.00
70.00
60.00
45.00

表1 猪粪中抗生素耐药检测结果（株）

Table 1 Statistical results of antibiotic resistance test in swine manure

689



农业环境科学学报 第42卷第3期
因的风险水平的变化规律，开展养殖源高风险耐药菌

及耐药基因预警，保证AGPs禁用后养殖业绿色健康

发展。

3 结论

（1）禁用促生长类抗生素（AGPs）后养殖场猪粪

中可培养多重耐药菌数量有所降低，多重耐药率显著

下降，说明AGPs禁用对生猪养殖中多重耐药菌的污

染减量具有积极作用。

（2）土霉素残留浓度会显著影响AGPs禁用前后

的多重耐药菌群分布，AGPs禁用能够显著减少猪粪

中的多重耐药菌种类；此外，不同地域（宁夏与河北）

间养殖场猪粪中多重耐药菌构成也有所差异。

（3）养殖场猪粪中多重耐药菌主要分布在变形

菌门、放线菌门、厚壁菌门和拟杆菌门，Escherichia在

所有样本中均是优势多重耐药菌属，Kurthia、Provi⁃

dencia、Leucobacter、Corynebacterium、Ignatzschineria、

Lysinibacillus、Staphylococcus等多重耐药菌属相对丰

度在禁用AGPs后有所减少。

（4）禁用AGPs能够降低猪粪中多重耐药菌的饲

用抗生素的耐药率，如四环素类、氯霉素类、大环内酯

类等，但也会升高治疗用抗生素如氨基糖苷类、头孢

类、利福平类抗生素的耐药率，需要进一步关注相关

耐药污染风险。
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