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内蒙古无乳链球菌耐药性及四环素耐药基因检测
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内蒙古农业大学兽医学院,呼和浩特０１００１０

摘要　为了解内蒙古地区隐性乳房炎无乳链球菌分离株耐药性及耐药基因,采集内蒙古不同地区的规模化

养殖场隐性乳房炎乳样,采用 KirbyＧBauer(KＧB)纸片扩散法测试分离株对１６种抗菌药物的敏感性,PCR方法检

测其耐药基因.结果显示:无乳链球菌对大部分抗生素较敏感.对其有较强抑菌作用的药物为:青霉素 G、头孢

噻肟、头孢唑啉、阿莫西林、红霉素、环丙沙星、恩诺沙星、氧氟沙星、林可霉素、呋喃妥因、万古霉素.其敏感性达

到９０％~１００％.该菌株对四环素有较强的耐药性,耐药率达７７．２７％.PCR扩增四环素耐药基因tetM、tetO、

tetK、tetL,结果显示２２株无乳链球菌均含有tetM 基因,其基因的检出率为１００％.其中７株同时含有tetK 基

因,tetO、tetL 基因未检出.
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　　无乳链球菌(Streptococcusagalactiae),又称B
群链球菌,不仅可以引起奶牛乳房炎,还可引起妇女

生殖道感染和新生儿死亡[１Ｇ２].抗菌药物的应用,对
控制和预防细菌引起的疾病发挥了巨大的作用.目

前致病菌的耐药问题已经成为全球关注的热点,无
乳链球菌的耐药性同时也受到了重视,较多的研究

工作表明无乳链球菌对抗菌药物的耐药性在世界很

多国家都十分严重.目前国内外对人源性无乳链球

菌的研究较多[３],但对于奶牛乳房炎无乳链球菌的

耐药性及耐药基因未见详细报道,为此,笔者对

２０１２－２０１５年分离自内蒙古部分地区隐性乳房炎

乳样的２２株无乳链球菌进行研究,以期查明引起内

蒙古地区奶牛乳房炎的无乳链球菌耐药性及耐药基

因的情况,分析耐药性与耐药基因的关系,为临床提

供合理用药的选择范围.

1　材料与方法

1.1　病料来源

采集自内蒙古自治区不同地区的２９８份隐性乳

房炎病牛乳样.
1.2　培养基及药物

培养基为加５％绵羊脱纤血的 MH 培养基.

药敏纸片,由杭州天和微生物试剂有限公司生

产,包括:βＧ内酰胺类抗生素(青霉素 G、头孢噻肟、
头孢唑啉、阿莫西林);大环内酯类(红霉素);氨基糖

苷类(卡那霉素、庆大霉素、链霉素、阿米卡星);喹诺

酮类(环丙沙星、恩诺沙星、氧氟沙星);林可胺类(林
可霉素);四环素类(四环素);硝基呋喃类(呋喃妥

因);糖肽类(万古霉素).
1.3　试剂及仪器

２×startTaqPCR Mastermix、抽提基因组试

剂盒、DNA Maker、琼脂糖等,购于宝生物工程(大
连)有限公司;peasyＧT１载体、transＧT１感受态细胞

购于北京全式金生物技术有限公司.
所用仪器包括恒温振荡培养箱、超净工作台、微量

移液器、离心机、PCR仪、凝胶成像分析仪、电泳仪等.
1.4　病原菌的分离与培养

用灭菌棉拭子轻轻蘸取采集到的乳样在５％绵

羊脱纤血琼脂平板上划线,３７℃恒温培养２４h,观
察菌落形态.挑取疑似菌落进行纯培养,并对分离

获得的流行菌株编号、分离时间、分离地点等信息进

行记录归档.
1.5　菌株的鉴定

１)形态学鉴定.观察在５％绵羊脱纤血琼脂平
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板上生长的菌落形态.选取疑似菌落进行涂片,革
兰氏染色镜检,观察分离到的菌株的菌体形态.

２)生化鉴定.无菌挑取纯培养物,采用 API２０
STREP链球菌及有关种类的鉴定系统进行生化

鉴定.

３)分子生物学鉴定.细菌基因组 DNA 的小量

提取:参照 TaKaRa提取细菌基因组 DNA 小量纯

化试剂盒说明书.１６SrRNA 基因的PCR扩增:以
提取出的无乳链球菌基因组 DNA 为模板,根据

GenBank上的DNA序列设计通用引物.其引物序

列为:Bacterial１６sＧF:ACGCGTCGACAGAGTTTＧ
GATCCTGGCT, Bacterial１６sＧR: CGCGGATCＧ
CGCTACCTTGTTACGACTT. 反 应 程 序 为:

９４℃预变性５min;９４℃变性４５s,５５℃ 退火４５s,

７５℃延伸９０s,反应进行３０个循环;７２℃延伸１０
min.预期目的条带大小为１５００bp.

４)PCR产物的基因测序及序列分析.将PCR
产物纯化后连接于peasyＧT１载体上,转化至transＧ
T１感受态细胞中,选取阳性克隆送上海生工生物科

技有限公司进行测序.所测基因序列与 GenBank
中已有序列进行Blast同源性比对.
1.6　药敏试验

采用世界卫生组织(WHO)推荐的 KirbyＧBauＧ
er(KＧB)纸片扩散法,测定菌株对抗菌药物的敏感

性.在加５％绵羊脱纤血的 MH 培养基上挑取培养

１８~２４h的细菌纯培养物,均匀溶解于２mL无菌

液体培养基中,用比浊仪调校浓度至０．５麦氏标准;
校正后的菌液应在１５min内接种.用无菌棉拭子

蘸取调好的菌液,将待检细菌混悬液涂布于平皿培

养基表面.涂布均匀致密,将接种好的平板在室温

下放置３~５min,待表面液体稍微干燥后,用无菌

镊子将药敏纸片紧贴于琼脂表面,为了使药敏片与

培养基紧密相贴,可用镊子轻按几下药敏片.每个

平板均匀贴４个,每个菌株设置３个重复.接种好

的平板放置于３７℃恒温培养２４h后,测量抑菌圈

直径,取平均值.参照美国临床实验室标准化协会

(CLSI,２００９)推荐标准[４]进行判定,用肺炎双球菌

标准株(ATCC４９６１９)作为质控菌,按抑菌圈直径大

小作为判定敏感度的标准,并且将其分为耐药(R)、
中度敏感(I)和高度敏感(S).
1.7　四环素耐药基因的检测

引物设计及 PCR 扩增:根据参考文献[５]及

GenBank上的四环素耐药基因 DNA 序列,应用

Primer５．０软件分析合成４对引物(表１).
1.8　 tet 基因分析

将PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳,在凝胶成像

仪上观察是否有预期的目的条带并拍照.将 PCR
产物纯化后连接于peasyＧT１载体上,转化至transＧ

表１　耐四环素基因引物序列、反应条件以及片段长度

Table１　Drugresistancegenesoftetracyclineprimersequence,thereactionconditionsandthefragmentlength

引物

Primername
引物序列５′Ｇ３′

Primersequence
循环参数

Reactionconditions
片段长度/bp

Fragmentlength

tetMＧF GTGGACAAAGGTACAACGAG ９４℃５min→９４℃４５s,５５℃４５s,７２℃１min３０s,
３０个循环→７２℃１０min

４０６

tetMＧR CGGTAAAGTTCGTCACACAC

tetOＧF AACTTAGGCATTCTGGCTCAC ９４℃５min→９４℃４５s,５５℃４５s,７２℃１min３０s,
３０个循环→７２℃１０min

１９０７
tetOＧR TGGAACATATGCCGAACCTT

tetKＧF GTTTCTTTACCTGATATTGCA ９４℃５min→９４℃４５s,５５℃４５s,７２℃１min３０s,
３０个循环→７２℃１０min

１２８６

tetKＧF TCAAACTGCTTTTCAGAACG

tetLＧF TGGAGGGTGAAATGTGAA ９４℃５min→９４℃４５s,５５℃４５s,７２℃１min３０s,
３０个循环→７２℃１０min

１３８７

tetLＧR GAAATCCCTTTGAGAATGTT

T１感受态 细 胞 中,选 取 阳 性 克 隆 交 予 上 海 生

工生物 科 技 有 限 公 司 进 行 测 序. 所 测 基 因 序

列与 GenBank 中 已 有 序 列 进 行 Blast同 源 性

比对.

2　结果与分析

2.1　无乳链球菌的分离与鉴定

对２９８份乳样进行分离鉴定,共分离得到２２株

５１１
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无乳链球菌.其中呼和浩特地区１５株,巴彦淖尔地 区２株,鄂尔多斯地区５株,其具体信息见表２.
表２　２０１２－２０１５从内蒙古各地区分离获得的牛源无乳链球菌病流行菌株信息

Table２　StreptococcusagalactiaestrainsisolatedfrombovineinInnerMongoliausedinthisstudyin２０１２－２０１５

编号 Straincode 采集地点Isolationlocality 时间 Time

１ 呼和浩特金川开发区JinchuanDevelopmentZoneinHohhotCity ２０１２．１１

２ 呼和浩特金川开发区JinchuanDevelopmentZoneinHohhotCity ２０１２．１２

３ 呼和浩特土默特左旗 TumotezuoqiinHohhot ２０１２．１２

４ 呼和浩特金川开发区JinchuanDevelopmentZoneinHohhotCity ２０１３．０３

５ 呼和浩特金川开发区JinchuanDevelopmentZoneinHohhotCity ２０１３．０３

６ 呼和浩特金川开发区JinchuanDevelopmentZoneinHohhotCity ２０１３．０３

７ 呼和浩特和林格尔县 HelingeerCountyinHohhotCity ２０１３．０６

８ 呼和浩特和林格尔县 HelingeerCountyinHohhotCity ２０１３．０６

９ 呼和浩特和林格尔县 HelingeerCountyinHohhotCity ２０１３．０６

１０ 呼和浩特托克托县 TogtohCountyinHohhotCity ２０１３．１０

１１ 呼和浩特土默特左旗 TumotezuoqiinHohhot ２０１４．０４

１２ 呼和浩特土默特左旗 TumotezuoqiinHohhot ２０１４．０４

１３ 呼和浩特土默特左旗 TumotezuoqiinHohhot ２０１４．０４

１４ 呼和浩特和林格尔县 HelingeerCountyinHohhotCity ２０１４．０８

１５ 呼和浩特和林格尔县 HelingeerCountyinHohhotCity ２０１４．０８

１６ 巴彦淖尔市 BayannurCity ２０１４．１２

１７ 巴彦淖尔市 BayannurCity ２０１４．１２

１８ 鄂尔多斯达拉特旗 DalateinErdosCity ２０１５．０１

１９ 鄂尔多斯达拉特旗 DalateinErdosCity ２０１５．０１

２０ 鄂尔多斯达拉特旗 DalateinErdosCity ２０１５．０１

２１ 鄂尔多斯达拉特旗 DalateinErdosCity ２０１５．０１

２２ 鄂尔多斯达拉特旗 DalateinErdosCity ２０１５．０１

　　对分离到的菌株鉴定结果如下:无乳链球菌在

普通培养基上生长不良,在５％ 绵羊脱纤血琼脂平

板上呈淡灰白色、隆起、闪光的小菌落.其菌落形态

如图１.

图１　５％绵羊脱纤血琼脂培养基上生长的无乳链球菌

Fig．１　Streptococcusagalactiaegrownon５％
defibrinatedsheepbloodculturemedium

　　分离株经革兰氏染色,在光学显微镜油镜下观

察,呈革兰氏阳性,长链状.其菌体形态见图２.

图２　油镜下无乳链球菌的形态

Fig．２　MorphologicalcharacteristicsofStreptococcus
agalactiaeunderoilmicroscopicmorphology

　　用API２０STREP链球菌及有关种类的鉴定系

统对分 离 株 进 行 生 化 鉴 定,将 鉴 定 结 果 经 API
StaphapiwebTM 软件处理,其中有２０株的相似率

６１１
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为９９．９％,２株菌的相似率为９９．４％,均可判断其为

无乳链球菌.
用通用引物对２２个菌株进行１６SrRNA 基因

的扩增.所得PCR产物经１％琼脂糖凝胶电泳,均
扩增出约１５００bp大小的片段(图３),与目的片段

大小相同.在NCBI上进行Blast比对,与无乳链球

菌同源性均在９９％以上.

M:DL２０００DNAmarker;１Ｇ６:１６SrRNAgenes．

图３　部分无乳链球菌菌株的１６SrRNA电泳

Fig．３　Electrophoreticgraphof１６SrRNAamplified
frompartofStreptococcusagalactiaestrains

2.2　药敏试验结果

本次试验分离到的无乳链球菌对药敏试验的大

部分抗生素均较敏感.对其有较强抑菌作用的药物

为:青霉素 G、头孢噻肟、头孢唑啉、阿莫西林、红霉

素、环丙沙星、恩诺沙星、氧氟沙星、林可霉素、呋喃

妥因、万古霉素.其敏感性达到９０％~１００％.对

其有较强耐药性的药物为四环素,其菌株耐药率达

７７．２７％.药敏试验结果详见表３.
表３　牛源无乳链球菌对常见药物的敏感性试验结果１)

Table３　Drugsensitivitytestoftheisolatedbacterialstrain

抗菌药物

Antimicrobialdrugs
药物敏感程度/％ Sensitivedegree

S I R
青霉素 GPenicillinG ９５．４５ ４．５５ ０．００
头孢噻肟 Cefotaxime １００．００ ０．００ ０．００
头孢唑啉 Cefazolin １００．００ ０．００ ０．００
阿莫西林 Amoxicillin ９０．９１ ９．０９ ０．００
红霉素 Erythromycin １００．００ ０．００ ０．００
卡那霉素 Kanamycin ７７．２７ １８．１８ ４．５５
庆大霉素 Gentamicin ８１．８２ １８．１８ ０．００
链霉素 Streptomycin ７２．７３ ２７．２７ ０．００
阿米卡星 Amikacin ７２．７３ ２２．７３ ４．５５
环丙沙星 Ciprofloxacin ９５．４５ ４．５５ ０．００
恩诺沙星 Enrofloxacin １００．００ ０．００ ０．００
氧氟沙星 Ofloxacin ９５．４５ ４．５５ ０．００
林可霉素 Lincomycin １００．００ ０．００ ０．００
四环素 Tetracycline １３．６４ ９．０９ ７７．２７
呋喃妥因 Nitrofurantoin １００．００ ０．００ ０．００
万古霉素 Vancomycin １００．００ ０．００ ０．００
　１)S:高度敏感 Highsensitivity;I:中度敏感 ModeratesensitiviＧ

ty;R:耐药 Lowornosensitivity．

2.3　PCR 扩增结果

利用合成的４对引物对２２株牛源无乳链球菌

的四环素耐药基因进行检测,并将测序结果在 NCＧ
BI上进行 Blast比对,结果表明:２２株牛源无乳链

球菌均含有tetM 基因(部分菌株tetM 基因检测如

图４),其基因的检出率为１００％,其中７株同时含有

tetK 基因(部分菌株tetK 基因检测见图５),tetO、

tetL 基因未检出(表４).
表４　四环素耐药性与四环素耐药基因的关系

Table４　Relationshipbetweentetracyclineresistance

andtetracyclineresistancegenes

菌株编号

Straincode

药物敏感性

Sensitive
degree

耐药基因

Tetracyclineresistancegene

tetM tetK tetO tetL

１ R ＋ － － －
２ R ＋ － － －
３ R ＋ ＋ － －
４ S ＋ － － －
５ R ＋ － － －
６ R ＋ － － －
７ R ＋ － － －
８ R ＋ ＋ － －
９ I ＋ － － －
１０ R ＋ － － －
１１ R ＋ － － －
１２ I ＋ － － －
１３ R ＋ ＋ － －
１４ R ＋ － － －
１５ R ＋ ＋ － －
１６ S ＋ － － －
１７ S ＋ － － －
１８ R ＋ － － －
１９ R ＋ ＋ － －
２０ R ＋ ＋ － －
２１ R ＋ ＋ － －
２２ R ＋ － － －

　注:＋:PCR阳性,即携带该基因;－:PCR阴性,即不携带该基

因.Note:＋:PCRpositive,itmeansthestainscarrythetet

gene;－:PCRnegative,itmeansthestainsdonotcarrythe

tetgene．

M:DL２０００marker;１Ｇ１１:tetM．

图４　部分菌株tetM 基因PCR检测

Fig．４　ElectrophoreticgraphoftetMamplified
fromStreptococcusagalactiaestrains
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M:DL２０００marker;１Ｇ７:tetK gene．

图５　部分菌株tetK 基因PCR检测

Fig．５　ElectrophoreticgraphoftetKamplifiedfrom
Streptococcusagalactiaestrains

3　讨　论

3.1　流行病学分析

无乳链球菌是奶牛乳房炎感染的主要病原菌之

一,选择性应用青霉素 G等βＧ内酰胺类抗生素化学

预防是奶牛养殖场常用的预防手段之一[６Ｇ８].尽管

采集乳样的牧场之前防治应用过一段时间的βＧ内酰

胺类药物,但本次试验结果表明,内蒙古地区牛源无

乳链球菌对青霉素 G 等βＧ内酰胺类药物仍高度敏

感,βＧ内酰胺类药物仍可作为治疗的首选药物,并对

其应进行连续监测,及时调整治疗方案.
3.2　四环素耐药性与耐药基因的关系

本 次 试 验 结 果 表 明,四 环 素 的 耐 药 率 为

７７．２７％,中度敏感率为９．０９％.通过对临床分离的

无乳链球菌的检测,所有分离株均含有四环素耐药

基因tetM,表明tetM 是内蒙古地区无乳链球菌中

的流行tet基因,此外tetK 基因也有较低的检出率,
且有７株同时含有tetM 和tetK 基因.同时含有

２种tet基因的菌株达３１．８２％,说明在内蒙古地区

tetM 或tetM 加tetK 是导致无乳链球菌四环素耐

药的主要机制.
在我国其他地区对无乳链球菌进行耐药基因的

检测,四环素耐药基因主要以tetM 和tetO 为主[９].

tetK 基因主要存在于耐甲氧西林的金黄色葡萄球

菌中[１０].在我国人医分离的无乳链球菌中有少量

菌株含有tetK 基因[１１],本次试验首次在我国牛源

无乳链球菌中扩增出tetK 基因.
细菌产生四环素耐药性的原因有多种,其中包

括核糖体保护机制、药物排出泵机制、酶钝化机制

等.在本研究中存在的基因tetM 是编码核糖体保

护蛋白的基因,使四环素无法与细菌核糖体结合而

无效[１２].tetK 基因与药物排出泵机制相关.药物

排出泵是将细胞内的四环素由导出泵排出细胞外,
从而使四环素无法发挥作用[１１Ｇ１３].四环素耐药性很

少由于自身突变引起,多为获得性,并可以在不同物

种之间转移,导致其在人源、动物源和环境性分离菌

之间广泛传播和流行.这些耐药基因常与相同或相

似的质粒、转座子或接合转座子结合,因此,共生菌

可能作为耐药基因的贮存库,对耐药基因在动物和

人类病原菌的保存和传播起着至关重要的作用[１２].
本次试验中扩增出的tetK 基因就可能来源自共

生菌.
从本次试验结果分析,耐药性菌株含有tet 基

因,其中同时含有tetM 和tetK 基因的菌株与药敏

试验结果相符,均表现为四环素耐药.这表明用

PCR方法同时检测tetM 和tetK 基因对于快速诊

断无乳链球菌的耐药性有一定的可靠性和实用价

值.有３株菌携带tetM 基因,但并不对四环素耐

药,这可能与基因不表达或表达量低有关.
由于四环素存在多种耐药基因,且基因分布比

较复杂,为了完全弄清内蒙古地区四环素基因的分

布情况,还需要进行更广泛更深入的研究.
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Drugresistanceandtetracyclineresistancegeneidentification
ofStreptococcusagalactiaeisolatesfrombovineinInnerMongolia

DULin　HAOYongqing

CollegeofVeterinaryMedicine,InnerMongoliaAgriculturalUniversity,Hohhot０１００１０,China

Abstract　InordertounderstanddrugresistanceandtetracyclineresistancegeneofStreptococcus
agalactiaeepidemicstrains,theprevalentstrainsofS．agalactiaefromthemainbovinecultureareaof
InnerMongoliaAutonomousRegionweredetectedthroughKirbyＧBauer(KＧB)methodandPCR．Drug
susceptibilitytestingindicatedthattheS．agalactiaeisolatedstrainsweresensitivetomostantibiotics．
TheS．agalactiaeisolatesweresusceptibletopenicillin,cefotaxime,cefazolin,amoxicillin,erythromyＧ
cin,ciprofloxacin,enrofloxacin,ofloxacin,clindamycin,nitrofurantoin,andvancomycinwithsusceptibiliＧ
tiesratesof９０％to１００％．Incontrast,theS．agalactiaeisolateswereresistanttotetracyclinewithreＧ
sistanceratesof７７．２７％．FourresistancegenesincludingtetM,tetO,tetK,andtetL werecharacterized
byPCR．AllstrainscarriedtheresistancegenetetM and７strainsalsocarriedtheresistancegenetetK．
TheresistancegenestetOandtetL werenotdetected．Theresultsindicatedthattheresistancegenewere
relatedtotheresistanttypeofantimicrobialagentsandwasimportantforfurtherresearchandclinical
therapyresistancemechanisms．

Keywords　Streptococcusagalactiae;KＧBmethod;PCR;drugresistance;resistancegene
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