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一株新现食源性多重耐药非典型肠致病

大肠杆菌特征分析

黄远斌，张淑红，杨广珠，吴清平*，张菊梅，吴诗，古其会，叶青华，张友雄，韦献虎

（广东省科学院微生物研究所，广东省微生物安全与健康重点实验室，华南应用微生物国家重点实验室，农业农

村部，广东广州 510070）

摘要：探究一株新现食源性多重耐药非典型肠致病大肠杆菌（aEPEC）表型、生化及遗传特征。从市售食品中

分离到一株产 ESBL 且携带质粒介导多粘菌耐药基因 mcr-1 的 aEPEC 菌株 E2892A1，利用 API 20E 对其生化特征进

行了分析，采用微量肉汤稀释法测定了常见抗生素 MICs，通过基因组测序分析了遗传特征（耐药基因、质粒类型、

毒力基因），并基于 cgSNP 对其遗传进化关系进行了探究。结果表明，该菌株对多种常用抗生素如头孢他定，头孢

曲松，四环素、氨苄西林等耐药，且属于 ESBL 菌株。测序结果显示，该菌株为 aEPEC，其携带 17 种耐药基因和

EPEC 特征毒力基因 eae，具有 4 种复制子类型。这是国内外首次发现多种耐药基因（特别是 CTX-123 和 mcr-1）共

存于同一株多重耐药 aEPEC ST752 菌株中。接合实验证实 mcr-1 基因可水平传播至大肠杆菌 C600。这类菌株存在

于食品中对人体健康构成了重要威胁，需特别关注其扩散情况。该研究为食品中高毒力多重耐药菌风险监测提供了

重要基础数据，可为畜牧养殖中抗生素合理使用和食源性疾病用药方案制定提供数据参考。

    关键词：非典型肠致病大肠杆菌；mcr-1 基因；ESBL ；生化特征；遗传特征 
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大肠埃希氏菌（Escherichia coli, E. coli），也称

大肠杆菌，是人和动物肠道中的常居菌，也是食品

和饮用水中重要的粪便污染指示菌，广泛存在于食

品、水、畜牧养殖、医院等环境。尽管大多数菌株

是无害的，部分菌株可携带各种毒力因子，引起人

严重腹泻感染甚至死亡，这部分菌株被称为致泻大

肠杆菌，包括肠致病大肠杆菌（Enteropathogenic E. 
coli, EPEC）、肠产毒性大肠杆菌（Enterotoxigenic 
E. coli, ETEC）、肠侵袭性大肠杆菌（Enteroinvasive 
E. coli, EIEC）、产志贺毒素大肠杆菌（Shiga toxin-
producing E. coli, STEC） 和 肠 集 聚 性 大 肠 杆 菌

（Enteroaggregative E. coli, EAEC）等  [1-3]  。当前全

球范围内，致泻大肠杆菌仍是导致腹泻感染的重

要因素，在发展中国家疾病病原监测中占突出位

置  [4,5]  。EPEC 是婴幼儿和成人腹泻的主要病原菌，

在我国部分省份哨点医院季节腹泻病原中居首位  [6]  。

EPEC 具有特征性粘附脱落（Locus of Entericyte 
Effacement, LEE）毒力岛（包含 eae、tir、espAB 等

基因），可分为典型 tEPEC 和非典型 aEPEC 两类，

典型菌株携带紧密黏附素编码基因 eae 和束状菌毛

编码基因 bfpA，非典型菌株仅携带紧密黏附素编码

基因 eae。EPEC 主要侵染十二指肠、空肠和回肠，

导致刷状缘破坏、绒毛萎缩、上皮细胞排列紊乱和

功能受损，引起严重腹泻  [7]  。此外，部分大肠杆菌

菌株还同时携带多重耐药基因，对多种类型的抗生

素产生耐药，给临床腹泻治疗带来巨大挑战。由于

抗生素广泛和不合理使用，大肠杆菌的耐药性逐

年上升。近期的文献资料显示，临床、动物源和

食源性大肠杆菌不仅对农业和临床常用药物如四

环素类、氨基糖苷类和大环内酯类等耐药，而且

对 β- 内酰胺类抗菌药物耐药（三代头孢）和喹诺酮

类药物呈现耐药  [8-11]  。食品中耐药菌调查发现，产

超广谱 β- 内酰胺酶类耐药（ESBL）大肠杆菌的检

出率为 10.1%~71.9%，部分菌株对多种抗生素如头

孢噻肟、氨苄西林、四环素等同时耐药  [12-14]  。ESBL
多重耐药菌株的出现，进一步限制了抗生素的选择，

细菌耐药已成为 21 世纪全球性重要公共卫生问题。

大肠杆菌基因组属于开放型基因组，具有捕获多种

毒力基因和耐药基因的能力，可通过质粒、转座子

和结合子等广泛传播耐药基因，因此常被列为耐药

行动计划的重要监测目标  [15]  。考虑到食品中多重

耐药致泻大肠杆菌可能通过食物直接进入人体消化

道，给人体健康造成严重危害，持续开展食品中多

重耐药菌监测和流行特征分析非常必要，这对于保

证食品安全和人类健康具有重要意义。本研究在对

市售食品致病菌污染监测中，发现一株同时对多粘

菌素且产 ESBL 的非典型肠致病大肠杆菌 aEPEC 菌

株（E2892A1），对其生理生化和基因组特征进行了

解析，旨在为食品耐药致病菌流行监测和临床指导

用药提供理论依据和参考。

atypical enteropathogenic Escherichia coli (aEPEC) strain were explored. An extended-spectrum β-lactamase (ESBL)-

producing atypical aEPEC strain, E2892A1, carrying the plasmid-mediated colistin resistance gene mcr-1 was isolated from 

retail food. The biochemical characteristics were analyzed using the Analytical Profile Index 20E test. The minimal inhibitory 

concentrations of antibiotics were determined using the microbroth dilution method. Further, the genetic characteristics 

(antibiotic resistance genes, plasmid replicon types, and virulence genes) were analyzed using whole-genome sequencing 

(WGS), and the genetic evolutionary relationship was constructed based on core genome single nucleotide polymorphism 

cluster analysis. The results indicated that the aEPEC E2892A1 strain had a high prevalence of resistance to ceftazidine, 

ceftriaxone, tetracycline, ampicillin, and other commonly used antibiotics and was an ESBL-producing strain. WGS results 

showed that the strain was an aEPEC and carried 17 antibiotic-resistance genes, the virulence gene eae, and four plasmid 

replicon subtypes. This is the first report of multiple resistance genes (especially CTX-123 and mcr-1) co-existing in the 

same ESBL-producing aEPEC ST752 strain. Conjugation experiments confirmed that the mcr-1 gene could be transmitted 

horizontally to E. coli C600. The presence of such a strain in food poses a potential health threat to humans. Thus, continuous 

attention to its spread is essential. This study provides important basic data for monitoring the risk of highly virulent 

multidrug-resistant bacteria in food, which can aid the rational use of antibiotics and the formulation of clinical protocols for 

the treatment of food-borne diseases. 

Key words: atypical enteropathogenic Escherichia coli; mcr-1; extended-spectrum beta-lactamase; biochemical 

characteristics; genetic characteristics
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1  材料与方法

1.1 试剂耗材 

Luria-Bertani（LB） 培 养 基、LB 肉 汤、

Mueller-Hinton（MH）培养基、麦康凯琼脂平板、

大肠杆菌显色板、营养琼脂平板（NA）、购自广东

环凯微生物科技有限公司；Mabio 细菌基因组 DNA
提取试剂盒，购自广州迈宝生物科技有限公司；

NEXTflex rapid DNA-Seq plus kit 文库构建试剂盒，

购自广州致邦生物科技有限公司；文库质控试剂盒

1×Qubit，浙江思博锐生物有限公司；NextSeq 550 
Reagent Kit v2.5（300-cycle），120 G 芯片，购自美

国 Illumina 公司；2×DreamTaq PCR Mix，购自广州

昂科生物科技有限公司；抗生素，购自广州翔博生

物科技有限公司；药敏板，购自千禧生物有限公司；

API20E 生化鉴定条，购自法国生物梅里埃公司；

DL2000 DNA Marker，购自上海生工生物有限公司。

1.2 主要仪器设备 

ES-215 全 自 动 灭 菌 锅， 日 本 Tomy Digital 
Biology 公司；台式离心机，德国 Siama 公司；超

纯水生成器，美国 Milipore 公司；T500 电子天

平，美国 G&G 公司；WB-502S 恒温水浴锅，广

东环凯微生物科技有限公司；ImageQuant 350 凝胶

成像仪，美国 GE Healthcare 公司；Bio Spec-nano 
spectrophotometer 微量核酸测定仪，日本岛津公

司；DHP-9162 型电热恒温培养箱，上海一恒科技

有限公司；Bio-Rad PTC-200 热循环仪，美国 Bio-
Rad 公司；Agilent 2100 生物分析仪，美国 Agilent 
Technologies ；Qubit 3.0 浓度测定仪器，赛默飞世

尔科技公司；Illumina NextSeq 550 测序仪，美国

Illumina 公司；DYY-6C 电泳仪，北京六一仪器厂。 

1.3 试验方法

1.3.1 菌株来源及生化特征

大肠杆菌 E2892A1 分离自中国杭州市的超市

鸡肉样品。参照《食品安全国家标准 食品卫生微

生物学检验 致泻大肠埃希氏菌检验》GB/T 4789.6-
2003 检测方法（略改动）分离获得。将菌株接种

大肠杆菌显色板并在 NA 板纯化后，用生物梅里埃

API 20E 鉴定系统对其生化特征进行鉴定。

1.3.2 毒力基因鉴定

将菌株在 LB 肉汤中复苏培养 18 h，取 1 mL 增

菌液，用 DNA 提取试剂盒提取细菌 DNA。参考文

献中  [16]  的引物进行致泻大肠杆菌毒力基因 eae 分子

鉴定，引物序列见表 1，由华大基因合成。PCR 扩

增反应体系 25 μL，包括包括 2×DreamTaq PCR Mix 
12.5 μL，10 μmol/L 上、下游引物各 1.0 μL，灭菌

ddH2O 8.5 μL，DNA 模板 2.0 μL。PCR 扩增条件：

95 ℃预变性 5 min ；95 ℃变性 30 s，58 ℃退火 45 s，
72 ℃延伸 60 s，进行 30 个循环，最后 72 ℃延伸

10 min。取 6~8 μL PCR 产物于 1.5% 琼脂糖凝胶电

泳分离（120 V，25 min）。

表 1  大肠杆菌E2892A1毒力基因和耐药基因检测引物

Table 1 The primers used for detection of virulence gene and 
antibiotic resistance genes

目的
基因

引物名称 引物序列（5’~3’） 扩增片
段 /(bp)

eae eae-F
eae-R

GACCCGGCACAAGCATAAGC
CCACCTGCAGCAACAACAGG 384

mcr-1 mcr-1-F
mcr-1-R

AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC
AGATCCTTGGTCTCGGCTTG 320

CTX-
M-123

CTX-M-123-F
CTX-M-123-R

GAAAAGTGAAAGCGAACCGA
CGACGTCGGTAAGCCG 439

1.3.3 耐药表型测定

将大肠杆菌 E2892A1 在 LB 肉汤中 37 ℃复苏

18 h，划线接种 MH 培养基，37 ℃复苏 24 h，挑取

1~2 个单菌落，用无菌生理盐水稀释，调整至 0.5
麦氏浊度，继续稀释至 1.0×105 CFU/mL。根据美国

临床实验室标准化委员会（Clinical and Laboratory 
Standards Institute，CLSI，2018） 标 准  [17]  ， 采 用

微量肉汤稀释法测定 10 种常用抗生素对大肠杆菌

E2892A1 菌株的最小抑菌浓度（Minimal Inhibitory 
Concentration，MIC），每组平行操作 3 次。所用抗

生素包括：氨苄西林（AMP）、阿莫西林 / 克拉维酸

钾（AMC）、头孢曲松（CRO）、硫酸多粘菌素 E
（COL）、复方新诺明（SXT）、四环素（TE）、萘啶

酮酸（NA）、环丙沙星（CIP）、卡那霉素（K）、

氟苯尼考（FFC）。以 E. coli ATCC25922 为质控

菌株，根据 CLSI（2018）标准的药敏折点判定菌

株耐药情况。

ESBL 表型测定：利用双纸片法测定 E2892A1
菌株产 β- 内酰胺酶情况。以头孢他啶（30 μg）、头

孢他啶／克拉维酸（CAZ/CAL，30 μg/10 μg）和头

孢噻肟（30 μg）、头孢噻肟／克拉维酸（CTX/CTL，
30 μg/10 μg）为测试纸片，将菌液涂布 MH 平板，

放置双纸片，置 37 ℃培养箱培养 18~24 h，测量抑
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菌圈大小，当每组中克拉维酸加与不加抑菌圈直径

相差≥5 mm 时，判为 ESBLs 阳性。

耐药基因 PCR 检测：参考文献方法  [18]  和本研究

设计的耐药基因引物，对 CTX-M 和 mcr-1 基因进

行 PCR 鉴定，引物序列如表 1 所示，PCR 扩增体

系和程序如前。

1.3.4 接合试验

以大肠杆菌 E2892A1 为供体菌，链霉素抗性大

肠杆菌 E. coli C600 为受体菌进行接合试验。取供

体菌和受体菌 1:3 体积的菌液于 5 mL LB 肉汤中，

37 ℃培养 8 h。吸取混合培养菌液均匀涂布于添加

多粘菌素 E（2 μg/mL）和链霉素（2 000 μg/mL）
的双抗麦康凯琼脂平板，37 ℃培养 18~24 h。从双

抗平板上挑取疑似接合子，参照 1.3.2 方法 PCR 扩

增 mcr-1 基因，同时采用微量肉汤稀释法检测接合

子对多粘菌素 E 和其他抗生素的敏感性。

1.3.5 肠致病大肠杆菌E2892A1全基因组测序 
（1）基因组 DNA 提取及文库构建

将大肠杆菌 E2892A1 在 LB 肉汤中 37 ℃复苏

18 h，吸取 1 mL 菌液，11 000 g 离心 10 min 收集菌

体。利用基因组提取试剂盒提取 DNA。采用微量

核酸测定仪测定 DNA 浓度，当 OD280/OD260 比值为

1.8~2.0，符合文库构建要求。取 100 ng 大肠杆菌

E2892A1 菌株 DNA，按 NEXTflex rapid DNA-Seq 
plus kit 试剂盒说明书进行 DNA 片段化、末端修复、

接头连接和纯化，用 Agilent 2100 生物分析仪检测

文库质量，并且通过 Qubit 3.0 检测文库浓度，合

格文库通过 Illumina NextSeq 550 测序仪进行基因

组测序。

（2）基因组组装及序列比对分析

对于通过 NextSeq550 测序平台获得的二代

测序数据，使用 cutadapt（v1.9.1）去除接头序列

及低质量序列等，得到后续分析使用的二代测序

clean data，使用 SPAdes software (SPAdes v3.6.218) 
SPAdes v3.6.2 软件进行组装，获得二代测序基因组

序列。采用本地程序 Staramr（0.7.2）将菌株基因组

序列与 Resfinder、Plasmidfinder 和 MLST 数据库进

行 Blast 比对。操作命令为“staramr search-out/fna/
E2892A1.fna”（输出文件夹 out）。最后在输出文件

“result.xlsx”获得比对结果。

表 2  参考菌株来源及基础信息

Table 2 Information of reference strains retrieved from NCBI database

菌株 地点 寄主 样品 ST 型 质粒复制子类型

GCF_004368015.1 South Korea / chicken 10 IncI2

GCF_001660565.1 Switzerland / poultry meat 7060 N/A

GCF_001679985.1 USA / swine cecum 7051 IncI2(Delta)

GCF_001682305.2 Malaysia Homo sapiens urine 744 N/A

GCF_001693635.1 Netherlands: Leiden Homo sapiens feces 359 IncX4

GCF_001735705.1 USA: Illinois swine cecum — IncI2

GCF_001886535.1 Germany Homo sapiens clinical 617 IncI2

GCF_001886555.1 USA Homo sapiens clinical 617 IncI2

GCF_001886575.1 USA Homo sapiens clinical 617 IncI2

GCF_001886755.1 USA Homo sapiens clinical 617 IncI2

GCF_001936315.1* China: Beijing Homo sapiens feces 189 IncHI2

GCF_001969285.4 China: Sichuan, Chengdu / Sewage 48 IncHI2

GCF_002142675.1 China: Jining Homo sapiens blood 405 IncI2

GCF_002142695.1 Taiwan: Tainan Homo sapiens urine 617 IncI2(Delta)

GCF_002142715.1 China: Hefei Homo sapiens blood 131 IncHI2

GCF_002165095.2 China: Sichuan Homo sapiens 156 N/A

GCF_002214205.1 USA: New York Homo sapiens urine 1485 IncHI2

GCF_002278115.2 Egypt missing raw milk cheese 69 IncHI2

GCF_002357875.1 Japan Bos taurus / 457 IncI2

GCF_002357895.1 Japan Bos taurus / 457 IncI2

GCF_002357915.1 Japan Sus scrofa / 117 IncI2
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菌株 地点 寄主 样品 ST 型 质粒复制子类型

GCF_002811555.3 China: Sichuan, Chengdu / Sewage 410 IncHI2

GCF_002846135.1 Qatar Homo sapiens Respiratory secretions 95 IncHI2

GCF_002853655.1* China / clinical patient 301 IncI2

GCF_002853715.1 China / clinical patient 117 IncI2(Delta)

GCF_002853805.1 China / clinical patient 88 IncI2

GCF_002853965.1* China / clinical patient — IncI2

GCF_002854065.1 China / clinical patient 2064 IncI2

GCF_002855325.1* China / clinical patient 793 IncP1

GCF_002855415.1* China / clinical patient 301 IncX4

GCF_002860105.1 China: Shenzhen Homo sapiens Rectal Swab 167 IncX4

GCF_002953435.1 China: Shenzhen Homo sapiens faecal sample 95 IncHI2

GCF_002996665.1 China: Shanghai / cow dung 278 IncX4

GCF_003030025.1 Denmark / poultry 7786 IncX4

GCF_003111785.1 China: Shandong Homo sapiens feces 8739 IncI2(Delta)

GCF_003204955.1 USA Homo sapiens Rectal swab 457 IncFIB(AP001918)

GCF_003231115.1 China: Shenzhen Homo sapiens fecal sample 3288 IncFIB(K)

GCF_003308955.1 USA unknown unknown 11 IncI2

GCF_003308975.1 USA unknown unknown 69 IncI2

GCF_003402955.1 China: Chongqing pig feces 88 IncI2

GCF_003443815.1 China / Broiler chicken farm — IncI2

GCF_003667385.1 China: Chengdu egret Bird (Egret) feces BE2 1684 IncP1

GCF_003667405.1 China: Chengdu / Jin River water W2 162 N/A

GCF_003667425.1 China: Chengdu / Jin River water W5 744 IncHI2

GCF_003691425.1 China: Sichuan / pig feces 206 IncFIA(HI1)

GCF_003711005.1 China: JiangSu / goose anus swab 48 N/A

GCF_003856995.1 Saudi Arabia: Riyadh Homo sapiens urine 131 IncHI2

GCF_003966445.1 Japan Bos taurus / 16 IncI2

GCF_003966465.1 Japan Bos taurus / 21 IncI2

GCF_003991155.1 Viet Nam: Ho Chi Minh city Homo sapiens blood 457 IncI2

GCF_004006545.1 China: Zhejiang / feces 206 IncHI2

GCF_004006575.1 China: Zhejiang / chicken 2705 IncHI2

GCF_004114395.1 Bangladesh: Dhaka Homo sapiens rectal swab 648 IncHI2

GCF_004135775.1 Thailand: Chiang Mai Homosapiens urine 448 IncI2

GCF_004135815.1 Thailand: Chiang Mai Homosapiens stool 448 IncI2

GCF_004135855.1 South Korea / chicken meat 93 IncI2

GCF_004328685.1 China: Henan pig / 1114 p0111

GCF_004526255.1 Tanzania Homo sapiens / 46 IncX4

GCF_004924275.1 China: Jiangxi pig feces 515 IncX4

GCF_004924355.1 China: Guangxi pig feces 1196 IncHI2

GCF_005156265.1 Japan: Tokyo Homosapiens / 167 IncHI2

GCF_900174635.1 France Homo sapiens clinical isolate 1288 IncX4

注：* 表示参考菌株为非典型肠致病大肠杆菌 aEPEC。

续表 2
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（3）cgSNP 聚类及 mcr-1 基因环境分析

为进一步探究 mcr-1 阳性菌株的遗传特征，采

用核心基因组 cgSNP 对 E2892A1 和 63 株 NCBI 数
据中的 mcr-1 阳性大肠杆菌菌株进行系统发育分析

（表 2）。以菌株 E. coli K12（GCA_000005845.2）
菌株基因组为参考，使用 Snippy v4.6.0（https://
github.com/tseemann/snippy） 调 用 cgSNPs， 通 过

Gubbins v3.2.1 对重组进行筛选，并利用 Fasttree 
v2.1.11 和默认参数的最大似然模型进行系统发育计

算，构建系统发育树。另外，参考文献中描述的方

法  [19]  对 mcr-1 基因环境和遗传背景进行分析。

2  结果与讨论 

2.1 菌株生化特征

 

图 1 耐药基因和毒力基因 PCR 检测

Fig.1 Detection of drug resistance gene and 

virulence gene by PCR 

注：（a）M ：Maker DL2000 ；Line 1~5 ：CTX-M-123、

mcr-1、CTX-M-123+mcr-1、eae、 阴 性 对 照。（b）M ：

Maker DL2000 ；Line 1~4 ：E2892A1（mcr-1+）、 接 合 子

J2892A1（mcr-1+）、阳性对照、阴性对照。

非典型肠致病大肠杆菌 2892A1 在大肠杆菌显

色培养基上呈圆形、光滑、边缘整齐、直径 1.5 mm
左右蓝绿色菌落。其生化特征如下：ONPG试验（+），
精氨酸双水解酶（-），赖氨酸脱羧酶（+），鸟氨酸

脱羧酶（+），柠檬酸盐（-），产生硫化氢（-），尿

素酶（-），苯丙氨酸脱氨酶（-），吲哚试验（+），
VP 试验（-），不能液化明胶，发酵葡萄糖、甘露醇、

山梨醇、鼠李糖、蔗糖、密二糖、阿拉伯糖，不发

酵肌醇和苦杏仁苷。API20E 鉴定为大肠杆菌（代

码 5144572），符合率 99.5%。毒力基因 eae PCR 鉴

定结果证实菌株 E2892A1 为致泻大肠杆菌中的非典

型肠致病大肠杆菌 aEPEC（图 1）。

2.2 药敏表型和耐药基因检测结果

非典型肠致病大肠杆菌 E2892A1 对 10 种常

见抗生素的耐药情况如表 3 所示。E2892A1 菌株

对青霉素类抗生素（阿莫西林 / 克拉维酸、氨苄

西林、头孢曲松）、多粘菌素类（多粘菌素 E）、
氨基糖苷类抗生素（卡那霉素）、氯霉素类抗生

素（氟苯尼考）、喹诺酮类抗生素（萘啶酮、环

丙沙星）、四环素类抗生素（四环素）、磺胺类抗

生素（复方新诺明）等抗生素均表现耐药，属于

多重耐药菌。这 10 种抗生素对 E2892A1 的最小

抑菌质量浓度分别为：氨苄西林（＞128 μg/mL）、
阿莫西林 / 克拉维酸钾（＞128/64 μg/mL）、头孢曲

松（＞64 μg/mL）、多粘菌素 E（4 μg/mL）、复方新

诺明（＞16/304 μg/mL）、四环素（64 μg/mL）、萘

啶酮酸（＞128 μg/mL）、环丙沙星（8 μg/mL）、卡

那霉素（128 μg/mL）、氟苯尼考（＞128 μg/mL）。
双纸片测试结果证实，E2892A1 为 ESBL 阳性菌

（图 2）。耐药基因 PCR 检测结果证实菌株携带

CTX-M 和 mcr-1 基因（图 1）。通过接合实验获得 1
株结合子，MIC 测定结果显示，接合子对多粘菌素

E 耐药（MIC=8 µg/mL），对氨苄西林（16 μg/mL）、
阿莫西林 / 克拉维酸钾（2/1 µg/mL）、头孢曲松

（≤ 0.5 µg/mL）、复方新诺明（≤ 0.25/4.75 µg/mL）、
四环素（≤ 1 μg/mL）、萘啶酮酸（4 μg/mL）、环丙

沙星（≤ 0.5 µg/mL）、卡那霉素（4 μg/mL）和氟苯

尼考（2 μg/mL）等敏感（表 3）。
菌株对四环素、氨苄西林、复方新诺明具有较

高耐药性，这与国内外其他学者的报道一致  [20-23]  ，

高耐药性可能与畜牧养殖业长期使用这些抗生素相

关。氯霉素和喹诺酮类是养殖业常用抗生素，目前

已被我国禁用于饲料添加，然而从现有文献报道看，

氯霉素和喹诺酮类抗生素耐药影响依然存在  [22,24]  ，

我国微生物耐药形势仍十分严峻。

多粘菌素通常被认为是治疗多重耐药肠杆菌科

细菌菌感染的最后选择，然而近年来随着多粘菌素

在畜牧养殖业的长期使用，多粘菌素耐药率不断上

升  [25]  。2015 年 Liu 等  [26]  在动物源大肠杆菌中首次报

道了质粒介导的多粘菌素耐药基因 mcr-1，引起了全

球的广泛关注。Mcr 基因可导致菌株多粘菌素 E 耐

药，并通过各种接合质粒迅速传播扩散。这类菌株
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的出现进一步限制了抗生素的选择和使用，给全球

公共卫生安全构成了新威胁。因此，世界各国都加

强了耐多粘菌素菌株监测。2017 年，我国农业部禁

止在养殖场使用黏菌素作为饲料添加剂，旨在减少

黏菌素耐药产生，但鉴于目前 mcr-1 菌株流行现状，

持续监测和防控质粒介导多粘菌素耐药菌传播扩散

非常必要。

表 3  非典型肠致病大肠杆菌E2892A1菌株药敏检测结果

Table 3 Antibiotic resistance of atypical enteropathogenic 
E. coli E2892A1 (µg/mL)

抗生素种类 抗生素 耐药折点
最小抑菌、
质量浓度

MIC

接合子耐药
情况MIC

β- 内酰
胺酶类

氨苄西林 ≥32 >128 16

阿莫西林 /
克拉维酸钾

≥32/16 >128/64 2/1

头孢曲松 ≥4 >64 ≤0.5

多粘菌素类 多粘菌素 E ≥4 4 8

磺胺类 复方新诺明 ≥4/76 >16/304 ≤0.25/4.75

四环素类 四环素 ≥16 64 ≤1

喹诺酮类
萘啶酮酸 ≥32 >128 4

环丙沙星 ≥4 8 ≤0.5

氨基糖苷类 卡那霉素 ≥64 128 4

氯霉素类 氟苯尼考 ≥16 >128 2

图 2 ESBL 双纸片法鉴定结果

Fig.2 ESBL identification results using double disks  

注：a ：E2892A1 ESBL 表型测定（+），头孢他啶 + 克拉

维酸和头孢噻肟 + 克拉维酸双纸片；b ：接合子 J2892A1ESBL

表型测定（-），头孢他啶 + 克拉维酸和头孢噻肟 + 克拉维酸

双纸片。

2.3 肠致病大肠杆菌E2892A1基因组基本特征

二代测序结果显示（表 4 和图 3），非典型肠致

病大肠杆菌 E2892A1 基因组大小 5 231 388 bp，GC
含量 50.24%，基因组通过注释后共有 5 084 个基因，

4 998 个编码蛋白序列，72 个 tRNA 和 13 个 rRNA
基因。血清型 ON ：H40，MLST 多位点序列分型为

ST752，位点分别为：adk（10）、fumC（11）、gyrB（4）、
icd（8）、mdh（8）、purA（8）、recA（49）。质粒预

测结果提示，E2892A1 菌株含有 4 种类型质粒复制

子：IncFIB（AP001918）、IncHI2、IncHI2A、IncI2
和 IncN。耐药基因数据库比对结果表明，该菌株同

时携带 17 种耐药基因，包括 β- 内酰胺类耐药基因

（blaCTX-M-123、blaOXA-1），多粘菌素耐药基因

mcr-1.1，氨基糖苷类耐药基因  [aac(3’)-IV、aac(3’)-
IV、aph(3’’)-Ib、aph(4’)-Ia、aph(6’)-Id、mph(A)]  ，
喹诺酮类耐药基因 aac(6’)-Ib-cr，氯霉素耐药基因

（floR、catB3）、磺胺类耐药基因（sul1、sul2）、四

环素类耐药基因 tetA，利福平类耐药基因 ARR-3 和二

氨基嘧啶类抗生素基因 dfrA12 等。这与其他文献报

道 tetA、floR、sul 具有较高流行率结果类似  [20,27]  ，表

明这些抗生素基因是畜禽养殖中的优势耐药基因。

图 3 非典型肠致病大肠杆菌 E2892A1 基因组图谱

Fig.3 The draft genome of aEPEC E2892A1

根据 Contigs 序列比对结果提示，多粘菌素

耐药基因 mcr-1 基因位于 IncI2 类型质粒上。目前

mcr-1 基因被发现存在于各种类型的质粒上（包括

IncHI2、IncI2 和 IncX4 等），并通过这些质粒在不

同细菌间中迅速传播扩散  [28-31]  。IncI2 质粒是全球流

行的重要质粒类型，携带 mcr-1 基因的 IncI2 质粒已

在在不同国家地区的食品和动物源大肠杆菌中报道，

具有较强的水平传播能力  [30,32]  。本研究结果也表明，

E2892A1 可通过接合试验将 mcr-1 转移至大肠杆菌

E. coli C600。接合子对多粘菌素 E 耐药，PCR 检测结

果证实 mcr-1 基因转移成功。与受体菌相比，接合子
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果发现，ST752 是全球禽类大肠杆菌中主要流行 ST
型，这也是首次报道 mcr-1、CTX-M-123 等 17 种耐

药基因共存与同一株 ST752 致病大肠杆菌中。

毒 力 因 子 VFDB 数 据 库 比 对 结 果 表 明，

E2892A1菌株除携带 aEPEC标识性毒力基因 eae外，

还携带其他多种毒力基因。E2892A1 基因组中存在

LEE 毒力岛，LEE 毒力岛上含有编码粘附和脱落损

伤的基因如紧密素基因 eae 和紧密素受体 tir 基因，

以及分泌型蛋白基因（espA 和 espB），这些基因介

导 aEPEC 在肠细胞粘附和脱落损伤，引起肠上皮

细胞骨架和形态改变。此外，该菌株还携带肠毒素

astA 基因，可产生热稳定肠毒素，引起食源性腹泻。

这些结果提示该菌株具有较强的致病潜力，属于高

毒力多重耐药致病菌，对人体健康具有重要威胁。

仅对多黏菌素表现耐药，药物 MIC 值稍高于供体菌，

对头孢曲松、四环素、复方新诺明、环丙沙星、氟苯

尼考等抗生素敏感，推测对应的耐药基因与 mcr-1 基

因可能不在同一个质粒，未同时转移至受体菌。

CTX-M-123 是 2013 年首次发现的一种新型

超广谱 β- 内酰胺酶类耐药基因 CTX 亚型，由

CTX-M-14 和 CTX-M-15 部分序列杂合形成  [33]  ，可

导致菌株对三代头孢如头孢曲松、头孢噻肟、头孢

他定以及其他青霉素类药物氨苄西林、阿莫西林等

高度耐药。CTX-M-123 在禽源大肠杆菌中已有报

道，但分属于不同样品来源的菌株和 ST 型  [34,35]  。据

文献调研，这是国内外首次在非典型致泻大肠杆菌

aEPEC 中同时检出 CTX-M-123、mcr-1、aac(6’)-Ib-
cr 和其他多种耐药基因。pubMLST 数据库检索结

表 4  肠致病大肠杆菌E2892A1菌株基因组测序及比对结果

Table 4 Genome characteristics of atypical enteropathogenic E. coli E2892A1

菌株
基因组
大小 /(bp)

基因型
（MLST） 血清型 质粒复制子类型 耐药基因 毒力基因

E2892A1 5 231 388 ST752 ON:H40

IncFIB(AP001918)、
IncHI2、IncHI2A、 

IncI2(Delta)、
IncN

aac(3’)-IV、aac(6’)-Ib-cr、aph(3’’)-
Ib、aph(4’)-Ia、aph(6’)-Id、ARR-3、
blaCTX-M-123、blaOXA-1、catB3、

dfrA12、floR、mcr-1.1、mdf(A)、
mph(A)、sul1、sul2、tet(A) 

eae、espA、 
espB、tir、

astA

图 4 mcr-1 阳性菌株 cgSNP 聚类分析

Fig.4 Cluster analysis of cgSNP of mcr-1-positive E. coli strains

注：不同颜色代表不同 ST 型。
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图 5 mcr-1 阳性大肠杆菌菌株基因环境比较

Fig.5 Comparative analysis of gene environment of 

mcr-1-positive E. coli strains 

注：相同颜色大小的箭头代表相同的基因排列。

2.4 进化分析

cgSNP 聚类分析结果显示，除标准参考菌株 E. 
coli K12（非 mcr-1 菌株）外，来自不同国家和食

品来源的 mcr-1 阳性菌株主要划归成两大簇，这些

菌株携带不同质粒且属于不同的 ST 型。在第二簇，

E2892A1 与韩国鸡肉样品分离菌株 GCF_4368015.1
亲缘关系较近（图 4），但分属于不同 ST 型（ST752
和 ST10）和致病型，这些结果提示携带 mcr-1 基因

的 IncI2 质粒可在不同国家和地区大肠杆菌中水平

传播。在国际上，ST752 型大肠杆菌为鸡源中的重

要流行株，携带 mcr-1 基因的 ST752 型菌株可能出

现跨地区传播，对养殖业和食品安全造成危害，应

特别关注。

2.5 基因环境分析

将 E2892A1 与 NCBI 数据库中 mcr-1 阳性大肠

杆菌菌株进行基因环境分析，发现 mcr-1 基因上下

游结构多样（图 5）。Contigs 序列比对显示，在大部

分菌株中，位于相同质粒上的 mcr-1 基因环境相似。

携带 mcr-1/IncI2 质粒的菌株呈现两类优势结构图

谱，一类包括菌株（E2892A1、GCF_004368015.1、
G C F _ 0 0 1 7 3 5 7 0 5 . 1、G C F _ 0 0 2 1 4 2 6 7 5 . 1、
G C F _ 0 0 2 1 4 2 6 9 5 . 1、G C F _ 0 0 2 8 5 3 7 1 5 . 1、
G C F _ 0 0 3 1 1 1 7 8 5 . 1、G C F _ 0 0 3 3 0 8 9 7 5 . 1、
GCF_003966445.1 和 GCF_004135855.1 ；-mcr-
1-pap2-），另一类包括菌株（GCF_001886535.1、
G C F _ 0 0 1 8 8 6 5 5 5 . 1、G C F _ 0 0 1 8 8 6 5 7 5 . 1、
G C F _ 0 0 2 8 5 3 6 5 5 . 1、G C F _ 0 0 2 3 5 7 8 7 5 . 1、
G C F _ 0 0 2 3 5 7 8 9 5 . 1、G C F _ 0 0 2 3 5 7 9 1 5 . 1、
G C F _ 0 0 3 4 0 2 9 5 5 . 1、G C F _ 0 0 3 9 9 1 1 5 5 . 1、
GCF_004135775.1 和 CF_004135815.1 ；-ISApl1-mcr-
1-pap2-）。

携带 IncX4 质粒的菌株（GCF_004526255.1、
G C F _ 0 0 4 9 2 4 2 7 5 . 1、G C F _ 9 0 0 1 7 4 6 3 5 . 1、
GCF_002996665 .1 和 GCF_002855415 .1 ；-
mcr-1-pap2-）， 以 及 携 带 IncHI2 质 粒 的 菌

株（GCF_004924355.1、GCF_005156265.1、
G C F _ 0 0 4 0 0 6 5 7 5 . 1、G C F _ 0 0 2 9 5 3 4 3 5 . 1 和

GCF_002811555.3 ；-mcr-1-pap2-）， 也 具 有 相

同或相似的基因图谱，这些基因结构为优势

图谱类型。除优势图谱外，携带 IncX4 质粒的

菌 株（GCF_002854065.1、GCF_002860105.1
和 GCF_003030025.1） 和 IncHI2 质 粒 菌 株
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（GCF_002214205 .1、GCF_002278115 .2 和

GCF_002846135.1）还存在其他基因排列结构。这

些结果提示 mcr-1 基因环境在不同国家地区菌株间

有一定差异，可能存在缓慢进化的情况。插入序列

ISApl1 通常位于 mcr-1 基因的上游或下游，有利于

mcr-1 基因水平转移，然而，在部分菌株中 ISApl1
元件出现缺失（仅存在 -mcr-1-pap2-）。本研究菌

株 E2892A1 的 mcr-1 基因上下游也未发现插入序列

ISApl1，与韩国菌株 GCF_4368015.1 基因环境相同，

这些结果表明 PAP2 蛋白在 mcr-1 水平转移过程中

发挥着重要作用  [36]  。

3  结论

为积极应对微生物耐药带来的挑战，国家卫生

健康委等 13 部门制定了《遏制微生物耐药国家行

动计划（2022~2025 年）》，加强对动物源性食品、

临床多重耐药菌追踪和监测，减少其扩散风险。世

界卫生组织（WHO，2015）也宣布实施全球耐药

行动计划，加强耐药菌监测和管理。无论在发达国

家还是发展中国家，及时准确地报告耐药菌流行状

况对于有效控制其传播扩散，建立针对性感染治疗

方案至关重要。本研究团队从市售食品中监测到一

株耐多种抗生素的大肠杆菌 E2892A1，该菌株同时

携带质粒介导的多粘菌素耐药基因 mcr-1，超广谱

β- 内酰胺酶类耐药基因 CTX-M-123 以及其他多种

抗生素抗性基因，导致菌株对畜牧和临床常用抗生

素如氨苄西林、阿莫西林 / 克拉维酸钾、头孢曲松、

多粘菌素 E、复方新诺明、四环素、环丙沙星、卡

那霉素、氟苯尼考等高度耐药。该菌株还同时携带

致泻大肠杆菌特有毒力基因 eae 基因以及 LEE 毒力

岛基因和肠毒素基因，属于非典型肠致病大肠杆菌

aEPEC，具有较高的致病潜力。这是国际上首次发

现 mcr-1、CTX-M-123 和其他耐药基因共存于同一

株非典型致泻大肠杆菌中，属于新现的多重耐药致

病菌，这类 ESBL-mcr-1 多重耐药菌株有可能通过

食物链传播至人体消化道和环境中，对人类健康造

成危害，应给予高度重视。本研究的不足在于未进

行三代测序，无法充分展示耐药基因在质粒上分布

状况，然而本文的研究结果仍可为食品中高毒力多

重耐药菌监测提供重要预警信息，为风险评估提供

基础数据。此外，该菌株还可作为筛选新型抗菌药

物的参考菌株，为新型靶向药物开发以及致病大肠

杆菌腹泻治疗新策略的制定提供支持。
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