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肉与肉制品空肠弯曲菌耐药性和多位点序列分型

刘海霞，耿英芝，王伟杰，李雪，张眉眉

辽宁省疾病预防控制中心检验检测所，辽宁 沈阳 110005

摘要：目的 了解辽宁省肉与肉制品中分离的空肠弯曲菌的耐药性和多位点序列分型（MLST），为防治食源性空肠弯

曲菌感染提供依据。方法 于2020年对9株分离自肉与肉制品检测样品的空肠弯曲菌进行全基因组测序，采用琼脂稀

释法检测最低抑菌浓度，分析菌株耐药性。采用微生物耐药机制溯源参比数据库及分析系统鉴定MLST型别。结果 检

出耐药株6株，多重耐药株4株。对四环素、萘啶酸、环丙沙星、氟苯尼考、庆大霉素和链霉素耐药分别为6、5、4、
2、1和1株；对阿奇霉素、氯霉素和克林霉素敏感。9株空肠弯曲菌检出6种ST型别，以ST45和ST2274为主，ST未分

型1株。ST45型的KW028和KW029亲缘关系较近，同源性较高；ST2274型的KW040和KW042亲缘关系较近，同源性

较高；ST6701型的KW007与ST2274型的KW040、KW042遗传亲缘关系较近，仅相差1个pgm管家基因。结论 9株分

离自肉与肉制品检测样品的空肠弯曲菌对四环素、萘啶酸和环丙沙星耐药率较高，以ST45和ST2274为主。
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Antimicrobial resistance in and multilocus sequence typing of
Campylobacter jejuni in meat and meat products
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Institute of Inspection and Testing, Liaoning Provincial Center for Disease Control and Prevention,

Shenyang, Liaoning 110005, China

Abstract: Objective To investigate the antimicrobial resistance in and multilocus sequence typing (MLST) of Campylo⁃
bacter jejuni in meat and meat products in Liaoning Province, so as to provide insights into the management of C. jeju⁃
ni infection. Methods Nine C. jejuni isolates from meat and meat products in 2020 were subjected to whole genome
sequencing, and the minimum inhibitory concentration was measured with the agar dilution method. MLST of C. jejuni

isolates was performed with the microbial resistance mechanism traceability reference database and analysis system. Re⁃
sults Six drug-resistant C. jejuni isolates were detected, and there were four multidrug-resistant isolates. There were
six C. jejuni isolates resistant to tetracycline, five isolates resistant to nalidixic acid, four isolates resistant to ciprofloxa⁃
cin, two isolates resistant to florfenicol, one isolate resistant to gentamicin and one isolate resistant to streptomycin.
Nine C. jejuni isolates showed sensitive to azithromycin, chloramphenicol and clindamycin. MLST identified six ST types
in nine C. jejuni isolates, with ST45 and ST2274 as the predominant type, and detected one isolate with unclassified
ST type. Phylogenetic analysis showed that KW028 and KW029 of ST45 type were closely related and had high homolo⁃
gy, and KW040 and KW042 of ST2274 type were closely related with high homology, while KW007 of ST6701 type
was closely related to KW040 and KW042 of ST2274 type, with only one pgm housekeeper gene in difference. Conclu⁃
sions High resistance to tetracycline, nalidixic acid and ciprofloxacin was detected in nine C. jejuni isolates from meat
and meat products, and ST45 and ST2274 were predominant ST types of C. jejuni.
Keywords: Campylobacter jejuni; drug resistance; multilocus sequence typing
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弯曲菌是人畜共患病原菌，90% 的弯曲菌感染

由空肠弯曲菌（Campylobacter jejuni）导致［1-2］。空肠

弯曲菌是革兰阴性菌，微需氧环境生长，可寄居在

牛、羊等牲畜的肠道中，通过排泄物污染食物和水

源，可引发消化道疾病、吉兰-巴雷综合征和反应性

关节炎。临床上常使用大环内酯类、氯霉素类和喹诺

酮类抗生素治疗空肠弯曲菌感染。近年来，空肠弯曲

菌耐药水平不断上升。 2017 年世界卫生组织

（WHO） 指出喹诺酮耐药弯曲菌是威胁人类健康的

“十二恶菌”之一［3］。《2019 年美国抗生素耐药性威

胁》报告显示，耐药弯曲菌居严重威胁榜第一位［4］。

多位点序列分型（multilocus sequence typing，MLST）
是一种基于核酸序列测定细菌分型的方法，与传统

分子生物学分型方法相比，分辨力高、操作简单，

能识别更多亚型，并确定不同 ST 型别间的系统发

育关系及其与疾病的联系［5］。本研究选择肉与肉制

品中检出的空肠弯曲菌进行全基因组测序，分析耐

药性和 MLST 分型，为防治食源性空肠弯曲菌感染

提供依据。

1 材料与方法

1.1 菌株来源 9 株空肠弯曲菌分离自 2020 年辽宁

省 126 份市售肉与肉制品。样品来源于农贸市场、

超市、零售店和网络店铺，包括预包装样品 30 份和

散装样品 96 份。经辽宁省疾病预防控制中心复核确

认。药敏试验质控菌株空肠弯曲菌 ATCC 33560 由美

国典型微生物保藏中心生产。

1.2 主要仪器与试剂 BioNumerics 分析系统，全自

动核酸提取系统 Qiagen QIACUBEDNA （德国 Qia⁃
gen 公司）；实时荧光定量 PCR 检测系统（BAXQ7，
美国杜邦）；生物安全柜 （NU-425-400E Glass Ⅱ，

美国 NuAire）。哥伦比亚血琼脂（北京陆桥技术股份

有限公司）；QIAamp Viral DNA Mini Kit （德国 Qia⁃
gen）；空肠弯曲菌核酸检测试剂盒，弯曲菌琼脂稀释

法抗生素最低抑菌浓度检测试剂盒（青岛中创生物科

技有限公司）。以上所有试剂均在有效期内使用。

1.3 方法

1.3.1 菌株复苏 将冷冻的空肠弯曲菌菌株在微需氧

条件下，使用哥伦比亚血琼脂 42 ℃培养 48 h，传至

三代备用。

1.3.2 核酸制备和鉴定 按照仪器操作规范，采用全

自动核酸提取系统 Qiagen QIACUBEDNA 提取纯培养

的空肠弯曲菌核酸。依据 GB 4789.9—2014《食品安

全国家标准 食品卫生微生物学检验 空肠弯曲菌检

验》［6］，采用空肠弯曲菌核酸检测试剂盒鉴定菌株，

预变性 94 ℃，5 min，1 个循环；变性 94 ℃，15 s，
45 个循环；退火、延伸及检测荧光 60 ℃，1 min，
45 个循环，检测通道为 HEX。

1.3.3 药敏试验 采用琼脂稀释法检测红霉素、阿奇

霉素、萘啶酸、环丙沙星、庆大霉素、链霉素、氯霉

素、氟苯尼考、四环素、泰利霉素和克林霉素对空肠

弯曲菌的最低抑菌浓度，按照药敏检测板使用说明

书，人工判读最低抑菌浓度，并依据美国抗生素耐药

性监测系统（NARMS-2014）判定敏感和耐药。耐 3
种及以上抗生素的菌株为多重耐药株。

1.3.4 MLST 分析 将提取的核酸送至北京诺禾致源

生物信息科技有限公司进行二代测序分析。分析数据

平台为国家食品安全风险评估中心的全民健康保障信

息化工程食品安全风险评估业务应用平台微生物耐药

机制溯源参比数据库及分析系统 1.0（https://sppt.cfsa.
net.cn:8207/bacsys/software）。测序数据来源于北京诺

禾致源生物信息科技有限公司。经测序分析后，

系统直接显示 ST 型别。该系统使用 Prokka 1.14.6
软件 （https://github.com/tseemann/prokka） 对组装完

成的细菌基因组进行注释［7-8］。将组装完成的细菌基

因 组 序 列 上 Mlst 2.11 软 件 （https://github. com /
tseemann/mlst）分析 MLST 型别［9］，将所有菌株的测

序数据传入 BioNumerics 7.6 系统后，聚类分析并构建

最小生成树。

2 结 果

2.1 药敏试验结果 9 株空肠弯曲菌检出耐药株 6
株，多重耐药株 4 株。对四环素、萘啶酸、环丙沙

星、氟苯尼考、庆大霉素和链霉素耐药分别为 6、5、
4、2、1 和 1 株；对阿奇霉素、氯霉素和克林霉素敏

感。对萘啶酸、环丙沙星和四环素 3 种抗生素耐药 1
株；对萘啶酸、环丙沙星、氟苯尼考和四环素 4 种

抗生素耐药 2 株；对萘啶酸、环丙沙星、庆大霉素、

链霉素和四环素 5 种抗生素耐药 1 株 （菌株型号

KW011）。
2.2 MLST 分析结果 9 株空肠弯曲菌共检出 6 种

ST 型别，分别为 ST45 和 ST2274 各 2 株，ST6701、
ST8089、ST354 和 ST51 各 1 株，见表 1。亲缘关系

结果显示：ST45 型的 KW028 和 KW029 亲缘关系较

近，同源性较高；ST2274 型的 KW040 和 KW042 亲

缘关系较近，同源性较高；ST6701 型的 KW007 与

ST2274 型的 KW040、KW042 仅相差 1 个 pgm 管家

基因，亲缘关系较近；ST 未分型 1 株。见图 1。
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表 1 9 株空肠弯曲菌 ST 型别

Table 1 ST types of 9 Campylobacter jejuni isolates
菌株型号

KW007
KW008
KW011
KW016
KW028
KW029
KW040
KW042
KW079

ST基因型

6701
—

8089
354
45
45

2274
2274
51

管家基因

aspA(9)，glnA(17)，gltA(5)，glyA(10)，pgm(10)，tkt(3)，uncA(3)
aspA(2)，glnA(23)，gltA(4)，glyA(64)，pgm(488)，tkt(25)，uncA(23)

aspA(8)，glnA(455)，gltA(291)，glyA(668)，pgm(127)，tkt(24)，uncA(19)
aspA(8)，glnA(10)，gltA(2)，glyA(2)，pgm(11)，tkt(12)，uncA(6)
aspA(4)，glnA(7)，gltA(10)，glyA(4)，pgm(1)，tkt(7)，uncA(1)
aspA(4)，glnA(7)，gltA(10)，glyA(4)，pgm(1)，tkt(7)，uncA(1)

aspA(9)，glnA(17)，gltA(5)，glyA(10)，pgm(350)，tkt(3)，uncA(3)
aspA(9)，glnA(17)，gltA(5)，glyA(10)，pgm(350)，tkt(3)，uncA(3)
aspA(7)，glnA(17)，gltA(2)，glyA(15)，pgm(23)，tkt(3)，uncA(12)

3 讨 论

近年来，我国针对可能受到污染的肉与肉制品加

强了空肠弯曲菌感染监测。本研究对肉与肉制品中分

离出的 9 株空肠弯曲菌耐药性进行分析，结果显示 6
株空肠弯曲菌对四环素耐药 （6/9），低于湖南省

（96.15%）［10］和浙江省温州市（83.33%）［11］的调查结

果。空肠弯曲菌对阿奇霉素、克林霉素、氯霉素和红

霉素敏感，与既往研究报道其对红霉素、阿奇霉素部

分耐药的结果［12］略有不同。耐药率的差异可能与不

同地区空肠弯曲菌的感染及流行程度有关，也可能与

样本种类、采样方式、样本数量和检测方法不同有

关。检出多重耐药菌 4 株，其中 1 株多重耐药株对

5 种抗生素耐药，耐药情况不容乐观。

MLST 分析结果显示，9 株空肠弯曲菌分属 6 个

ST 型别，以 ST45 和 ST2274 为主，相同 ST 型别的

菌株亲缘关系相近，同源性较高。 ST6701 型的

KW007 与 ST2274 型的 KW040、KW042 仅相差 1
个管家基因，其他管家基因均相同， ST6701 和

ST2274 亲缘关系也较近。1 株 ST 未分型，为新发现

的 ST 型别，7 个管家基因分别为 aspA(2)、glnA(23)、
gltA(4)、glyA(64)、pgm(488)、 tkt(25)和 uncA(23)。新

ST 型别的出现提示空肠弯曲菌发生新的变异，同时

也扩充了空肠弯曲菌的 MLST 数据库。

本研究由于样本量有限，结果存在一定的局限

性。细菌的耐药性除了本身的特性，也受到外界环境

的影响，销售环节也可能引起二次污染。未来可通过

全基因组测序结果进一步分析耐药性和耐药基因的关

联性。
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图 1 9 株空肠弯曲菌 MLST 亲缘关系分布

Figure 1 Phylogenetic relationships of 9 Campylobacter jejuni
isolates as revealed by MLST
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量较少有关。
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