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摘要： 【目的】了解猪源性肠球菌的耐药性及肠球菌对重金属锌抗性的现状，探究耐药基因和锌抗性基因的流行特征及其

之间的相关性，为后期养殖临床上抗菌药物和 ＺｎＯ 的使用提供参考。 【方法】采集了 ３９５ 份猪粪便样品，使用特异性选择培

养基分离肠球菌，采用微量肉汤稀释法测定肠球菌分离株对 ９ 种抗菌药物和 ＺｎＳＯ４ 的敏感性，并采用 ＰＣＲ 检测耐药基因和

锌抗性基因。 【结果】共分离出 ３４８ 株肠球菌，分离率为 ８８．１０％。 药物敏感性检测结果显示：肠球菌对红霉素的耐药率最

高，达 ９６．８１％，对万古霉素耐药率最低，仅为 ０．７１％。 对锌敏感性的检测结果显示，对 ＺｎＳＯ４ 的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）≥１２
ｍｍｏｌ·Ｌ－１的肠球菌占 ５２．１３％。 多重耐药性检测结果显示，肠球菌四重耐药占比最高，为 ３１．９１％。 ＰＣＲ 检测结果显示，锌
抗性基因 ｚｎｔＡ 的检出率为 ３７．９３％，ＤＮＡ 旋转酶 Ａ 亚单位基因 ｇｙｒＡ 的检出率为 ９２．７９％，大环内酯类耐药基因 ｍｅｆＡ 的检出

率仅为 ０．３１％。 相关性分析显示，锌抗性基因与核糖体保护蛋白编码基因 ｔｅｔＳ、四环素外排基因 ｔｅｔＬ 呈显著正相关（Ｐ＜
０．０５），与四环素外排基因 ｔｅｔＧ 呈显著负相关（Ｐ＜０．０５），与 ｇｙｒＡ、核糖体甲基化酶基因 ｅｒｍＢ 呈负相关。 【结论】重金属锌可

能诱导猪肠道肠球菌的耐药以及多重耐药表型的出现，且抗菌药物可能会影响猪粪便中肠球菌的抗锌性。
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　 　 肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ），为革兰氏阳性细菌，无鞭

毛、无芽孢，可在有氧和无氧的环境中生长［１］。 肠球

菌曾一度被认为是人和动物的肠道共栖菌，能调节

肠道微生态平衡，促进畜禽生长［２］。 但目前的研究

表明，肠球菌是条件致病菌，感染动物会引发仔猪关

节炎、犊牛腹泻、禽败血症等［３］。 肠球菌耐药性的逐

年提高，且多为多重耐药性，加大了尿路感染、皮肤

软组织感染、腹腔感染、败血症、心内膜炎和脑膜炎

等疾病的治疗难度，因此需要对动物源肠球菌进行

研究。
许多对抗生素耐药的基因和重金属抗性基因位

于相同的移动遗传元件（如质粒、转座子、整合子）
上［４］。 由于重金属不易降解、易于富集等特点，可成

为细菌生长环境中重要的持久性刺激物质，诱导或

选择出耐药菌和抗性基因［５－６］。 美国的一项研究显

示，约 ９０％饲料中的铜和锌会从粪便中排出［７］；在英

国某些地方，牲畜可能是锌和铜对环境造成污染的

主要来源［８］。 几十年前，人们发现青霉素酶与汞暴

露有关，这说明了细菌对抗菌药物的抗药性与环境

中的重金属间存在着一定的联系［９－１０］。 关于环境中

重金属抗性与环境微生物耐药性的共选择现象已有

大量研究，普遍认为存在 ３ 个主要的作用机制：协同

抗性机制、交叉抗性机制（外排泵）、协同调控机制

（包含生物膜诱导机制） ［１１］。
重金属锌在保育猪抗腹泻以及促生长方面具有

独特作用，一直被用作动物饲料添加剂，曾经是我国

养猪业中高剂量添加的重金属。 养殖临床上的用药

情况极为复杂，会引起严重的细菌耐药性，近年来我

国已禁用砷制剂及高铜饲料，且在 ２０２０ 年禁用抗菌

药物为促生长剂。 为探究动物源肠球菌的耐药性与

抗锌性的相关性，本试验研究了肠球菌的耐药性、抗
锌性以及耐药基因、锌抗性基因的流行特征及其之

间的相关性，旨在为养殖临床上抗菌药物和 ＺｎＯ 的

使用提供参考。

１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１． １ 　 菌株与样品 　 粪便源肠球菌标准菌株

ＡＴＣＣ２９２１２，购自中国药品生物制品检验所。 本研究

选取 ３ 个猪场的猪作为试验对象，３ 个猪场的用药情

况均不同。 共采集 ３９５ 份新鲜猪粪便样品用于菌株

分离，并分 ５ 批次采集样品。 其中，从猪场 Ａ 采集

１４５ 份，从猪场 Ｂ 采集 １３０ 份，从猪场 Ｃ 采集 １２０ 份

（Ｃ１、Ｃ２ 组各 ６０ 份）。 各采样点用药情况如下。 猪

场 Ａ：福建某普通猪场，正常使用抗菌药物生长促进

剂（ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｇｒｏｗｔｈ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ， ＡＧＰ），且使用 ２ ｋｇ·
ｔ－１ ＺｎＯ 作为饲料添加剂。 猪场 Ｂ：浙江某从未使用

ＡＧＰ 的猪场，但使用 ２ ｋｇ·ｔ－１ ＺｎＯ 作为饲料添加

剂。 猪场 Ｃ：福建某普通猪场，在保育阶段进行 ＺｎＯ
替代试验，在仔猪 ２８～５７ 日龄分为 Ｃ１、Ｃ２ 两个小组

饲养。 在 Ｃ１ 组饲料中添加 ２ ｋｇ·ｔ－１ ＺｎＯ，不使用

ＡＧＰ；在 Ｃ２ 组饲料中不添加 ＺｎＯ 和 ＡＧＰ，添加 ５００
ｇ·ｔ－１天然植物成分替代物。 各猪场分别在用药后

０、７、１４、２８ ｄ 采集 １５ 份粪便样品。
１．１．２　 主要试剂 　 ＤｕＲｅｄ 核酸染料（ＰＣＲ 级）购自

北京泛博生物化学有限公司；５０×ＴＡＥ 缓冲液、ＢＨＩ
培养基、Ｍ⁃Ｈ 培养基、亚胺培南购自索莱宝生物科技

有限公司；ＳＢＭ 培养基购自英国 ＯＸＯＩＤ 公司；氨苄

西林、环丙沙星、万古霉素、红霉素、氯霉素、四环素、
利福平、呋喃妥因购自中国食品药品检定研究院；
ＺｎＳＯ４·５Ｈ２Ｏ 购自上海麦克林生化科技有限公司。

１．２　 肠球菌的分离、纯化

将采好样的试管置于 ３７ ℃、１８０ ｒ·ｍｉｎ－１的恒

温、恒速摇床中培养过夜，将增菌后的菌液在超净

台上划线接种于特异性选择培养基 ＳＢＭ 上，于
３７ ℃培养箱中恒温培养 ２４～４８ ｈ 后，分别挑取典型

单菌落接种于新的 ＢＨＩ 培养基中增菌，摇床过夜。

１．３　 肠球菌的鉴定

１．３．１　 菌落形态观察　 将过夜培养后的菌液分别

划线接种于肠球菌显色培养基上，于 ３７ ℃恒温培

养 ２４～３６ ｈ，观察培养基中肠球菌的生长情况，初
步判定后进行 ＰＣＲ 鉴定。
１．３．２　 ＰＣＲ 鉴定　 肠球菌检测引物选取国内外常

用属特异性引物，参考 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中公布的肠

球菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列进行设计，按照同样的方

法设计抗性基因引物（表 １），并用 ＰＣＲ 检测这些

基因的携带情况。 这些基因包括对万古霉素耐药

的基因 ｖａｎＡ 和 ｖａｎＢ，核糖体甲基化酶基因 ｅｒｍＡ 和

ｅｒｍＢ，ＤＮＡ 旋转酶 Ａ 亚单位基因 ｇｙｒＡ，对大环内酯

类耐药的基因 ｍｅｆＡ，四环素外排基因 ｔｅｔＧ 和 ｔｅｔＬ，
核糖体保护蛋白编码基因 ｔｅｔＭ 和 ｔｅｔＳ，锌抗性基因
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ｚｎｔＡ、ｃｚｒＡ 和 ｃｚｃＤ，所有引物序列均由福州白鲸生物

技术有限公司合成。 采用煮沸法提取样品 ＤＮＡ。
按照 Ｔ５ Ｓｕｐｅｒ ＰＣＲ Ｍｉｘ 说明书配制反应体系并设

置反应程序。 ＰＣＲ 反应体系含有 １０ μＬ Ｍｉｘ、２ μＬ
Ｂｕｆｆｅｒ、２ μＬ 模板 ＤＮＡ、上游和下游引物各 １ μＬ，用
双蒸水补足至 ２０ μＬ。 反应程序： ９８ ℃ 预变性

２ ｍｉｎ；９８ ℃变性 １０ ｓ，按表 １ 中的退火温度退火

１０ ｓ，７２ ℃延伸 １０ ｓ，３２ 个循环；７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎ；
４ ℃保存。 将 ＰＣＲ 产物置于 １．０％琼脂糖凝胶中，
于 １３８ Ｖ、１１８ ｍＡ 电泳 ３０ ｍｉｎ，并用凝胶成像系统

拍照观察。

表 １　 肠球菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 特异性引物及抗性基因引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ １６Ｓ ｒＲＮＡ ａｎｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ

基因 Ｇｅｎｅ
序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′→３′）

上游引物 Ｕｐｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒｓ 下游引物 Ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒｓ

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃

片段长度
Ｆｒａｇｍｅｎｔ
ｌｅｎｇｔｈ ／ ｂｐ

１６Ｓ ｒＲＮＡ ＧＴＧＴＣＧＣＴＧＡＴＧＧＡＴＧＧ ＧＣＡＡＧＣＣＧＡＡＣＴＧＡＧＡＧＡ ５４ １ ０９６
ｖａｎＡ ＧＧＧＡＡＡＡＣＧＡＣＡＡＴＴＧＣ ＧＴＡＣＡＡＴＧＣＧＧＣＣＧＴＴＡ ５４ ７３２
ｖａｎＢ ＡＴＧＧＧＡＡＧＣＣＧＡＴＡＧＴＣ ＧＡＴＴＴＣＧＴＴＣＣＴＣＧＡＣＣ ５４ ６３５
ｅｒｍＡ ＴＣＴＡＡＡＡＡＧＣＡＴＧＴＡＡＡＡＧＡＡ ＣＴＴＣＧＡＴＡＧＴＴＴＡＴＴＡＡＴＡＴＴＡＧＴ ５２ ６４５
ｇｙｒＡ ＣＧＧＧＡＴＧＡＡＣＧＡＡＴＴＧＧＧＴＧＴＧＡ ＡＡＴＴＴＴＡＣＴＣＡＴＡＣＧＴＧＣＴＴＣＧＧ ５４ ２４１
ｅｒｍＢ ＧＡＡＡＡＧＡＧＴＡＣＴＣＡＡＣＣＡＡＡＴＡ ＡＧＴＡＡＣＧＧＴＡＣＴＴＡＡＡＴＴＧＴＴＴＡＣ ５２ ６３９
ｍｅｆＡ ＡＧＴＡＴＣＡＴＴＡＡＴＣＡＣＴＡＧＴＧＣ ＴＴＣＴＴＣＴＧＧＴＡＣＴＡＡＡＡＧＴＧＧ ５６ ４００
ｔｅｔＧ ＧＣＴＣＧＧＴＧＧＴＡＴＣＴＣＴＧＣＴＣ ＡＧＣＡＡＣＡＧＡＡＴＣＧＧＧＡＡＣＡＣ ５７ ４６８
ｔｅｔＭ ＡＣＡＧＡＡＡＧＣＴＴＡＴＴＡＴＡＴＡＡＣ ＴＧＧＣＧＴＧＴＣＴＡＴＧＡＴＧＴＴＣＡＣ ５５ １７１
ｔｅｔＳ ＣＡＴＡＧＡＣＡＡＧＣＣＧＴＴＧＡＣＣ ＡＴＧＴＴＴＴＴＧＧＡＡＣＧＣＣＡＧＡＧ ６０ ６６７
ｔｅｔＬ ＴＣＧＴＴＡＧＣＧＴＧＣＴＧＴＣＡＴＴＣ ＧＴＡＴＣＣＣＡＣＣＡＡＴＧＴＡＧＣＣＧ ５７ ２６７
ｚｎｔＡ ＣＣＧＣＴＴＣＴＴＴＡＧＧＴＧＴＣＧＣＴＡＴＧＧ ＧＴＧＣＴＴＣＣＴＴＣＧＴＧＴＣＣＴＡＣＡＡＣＴＣ ５５ ２４１
ｃｚｒＡ ＡＧＴＧＧＴＡＡＡＣＴＴＴＡＧＡＡＧＴＣＡＧ ＣＴＣＧＣＧＡＴＧＡＧＡＣＴＴＧＡＣＧＡＣ ５５ ２５９
ｃｚｃＤ ＡＣＴＧＴＣＴＴＣＧＧＴＡＡＧＴＧＴＧＡＴＴＡＴＣＧＧ ＴＣＣＴＴＴＧＣＣＴＴＴＧＴＣＴＣＴＧＣＴＴＧＧ ５５ ３９６

１．４　 肠球菌对抗菌药物耐药性的检测

肠球菌对抗菌药物耐药性的检测严格按照美

国临床和实验室标准协会（ＣＬＳＩ）推荐的方法操作。
采用微量肉汤稀释法，测定 ９ 种抗菌药物对肠球菌

的最小抑菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，
ＭＩＣ）。

１．５　 肠球菌对 ＺｎＳＯ４ 敏感性的检测

用灭菌的双蒸水配制浓度为 １ ｍｏｌ·Ｌ－１ 的

ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ 母液，再将其浓度稀释为 １２８ ｍｍｏｌ·

Ｌ－１，置于灭菌锥形瓶中备用。 将肠球菌培养至生

长对数期时，调整菌液浓度为（１ ～ ２） ×１０８ ＣＦＵ·
ｍＬ－１。 在 ９６ 孔板中于每个孔内先加入 １００ μＬ 灭

菌 Ｍ⁃Ｈ 培养基，再加入 ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，设置浓度依

次为 ６４、３２、２４、１６、１２、８、６、４、２、１ ｍｍｏｌ·Ｌ－１，以不

加 ＺｎＳＯ４ ·７Ｈ２Ｏ 作为阳性对照，以不加菌液和

ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ作为阴性对照。 其余各孔内均加入

１０ μＬ 调整好浓度的菌液，每株菌设置 ３ 次重复。
最后将 ９６ 孔板轻轻振荡，于恒温培养箱（３７ ℃）中
培养 １８～２０ ｈ 后观察结果。 用酶标仪于 ６００ ｎｍ 波

长处测定光密度（Ｄ），用 ＳＰＳＳ 软件对 Ｄ６００ ｎｍ进行分

析，以阳性与阴性差异显著为前提，而与阴性差异

不显著的对应最小浓度即为 ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ 对该肠

球菌的 ＭＩＣ。

１．６　 数据处理与分析

本研究中，由于肠球菌对锌的 ＭＩＣ 未呈现正态

分布，故使用 ＳＰＳＳ ２２．０ 软件中的 Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ
检验法和 Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关分析，分析肠球菌耐药性

与锌的相关性。 Ｒ＞０ 表示两者呈正相关，Ｒ＜０ 表示

两者呈负相关（Ｐ＜０．０５ 表示相关性显著），０．５≤
｜Ｒ ｜≤０．８ 表示两者中度相关， ｜Ｒ ｜ ＞０．８ 表示两者高

度相关。 使用 ＳＰＳＳ ２０．０ 软件中的卡方检验和皮尔

逊相关性分析，分析耐药基因与锌抗性基因的相关

性。 锌耐受性数据未呈现正态分布，故用 Ｋｏｌｍｏｇ⁃
ｏｒｏｖ⁃Ｓｍｉｒｎｏｖ 检验方法检测。

２　 结果与分析

２．１　 肠球菌的菌落形态和 ＰＣＲ 鉴定结果

肠球菌在 ＳＢＭ 培养基上培养 ２ ｄ，可见红色或

粉色的圆形、光滑菌落（图 １Ａ）。
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用肠球菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因特异性引物对 ＳＢＭ
培养基上的疑似肠球菌菌落进行 ＰＣＲ 鉴定，结果

（图 １Ｂ）显示，共有 ３４８ 份菌株扩增出片段长度为

１ ０９６ ｂｐ的目的条带，肠球菌的分离率为 ８８． １０％

（３４８ ／ ３９５）。 其中，从猪场 Ｃ 分离 ８８ 株（Ｃ１ 组 ４８
株，Ｃ２ 组 ４０ 株），从猪场 Ａ 分离 １４１ 株，从猪场 Ｂ
分离 １２１ 株。

Ｎ 表示阴性对照；１－１０ 表示样品组。
Ｎ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； １ ｔｏ １０ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｇｒｏｕｐｓ．

图 １　 肠球菌的菌落形态（Ａ）和 ＰＣＲ 鉴定结果（Ｂ）
Ｆｉｇ．１　 Ｃｏｌｏｎｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ （Ａ） ａｎｄ ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ （Ｂ） ｏｆ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ

２．２　 肠球菌对抗菌药物的耐药性

对 ２８２ 株肠球菌进行 ９ 种抗菌药物耐药性检

测，结果（表 ２）显示：３ 个猪场的肠球菌对红霉素和

四环素的耐药率最高，可达 ９０．００％以上；其次是对

利福平和氯霉素的耐药性，耐药率均高于 ５０．００％，
其中， 猪 场 Ａ 对 氯 霉 素 的 耐 药 率 更 高， 达 到

７５．８９％。 与其他两个猪场相比，猪场 Ｂ 的肠球菌

对环丙沙星的耐药率仅为 ６．６１％，低于猪场 Ａ 的

４３．２６％和猪场 Ｃ 的 ３５．００％；除了从猪场 Ｂ 分离到

２ 株耐万古霉素的肠球菌（ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｅｎ⁃
ｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ， ＶＲＥ）外，其他菌株均对万古霉素敏感；
３ 个猪场的肠球菌对呋喃妥因出现了不同程度的

耐药性，其中，猪场 Ｂ 的耐药率较高。

表 ２　 ３ 个猪场 ２８２ 株肠球菌对 ９ 种抗菌药物的耐药性

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ２８２ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ３ ｐｉｇ ｆａｒｍｓ ｔｏ ｎｉｎｅ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｇｅｎｔｓ

抗菌药物 Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ
耐药菌株数 ／ 株（耐药率 ／ ％） Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ （Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｒａｔｅ ／ ％）

猪场 Ａ　
Ｐｉｇ ｆａｒｍ Ａ（ｎ＝ １４１）　

猪场 Ｂ　
Ｐｉｇ ｆａｒｍ Ｂ（ｎ＝ １２１）　

猪场 Ｃ　 　
Ｐｉｇ ｆａｒｍ Ｃ（ｎ＝ ２０）　 　

总计
Ｔｏｔａｌ（ｎ＝ ２８２）　

氨苄西林 Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ０（０．００） ３（２．４８） ７（３５．００） １０（３．５５）
万古霉素 Ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ ０（０．００） ２（１．６５） ０（０．００） ２（０．７１）
红霉素 Ｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎ １３９（９８．５０） １１４（９４．２１） ２０（１００．００） ２７３（９６．８１）
四环素 Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ １３５（９５．７４） １１３（９３．１９） ２０（１００．００） ２６８（９５．０４）
环丙沙星 Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ６１（４３．２６） ８（６．６１） ７（３５．００） ７６（２６．９５）
氯霉素 Ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ １０７（７５．８９） ６８（５６．２０） １０（５０．００） １８５（６５．６０）
利福平 Ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ ８６（６０．９９） ７３（６０．３３） １２（６０．００） １７１（６０．６４）
呋喃妥因 Ｆｕｒａｄａｎｔｉｎ ４４（３１．２１） ７３（６０．３３） ８（４０．００） １２５（４４．３３）
亚胺培南 Ｉｍｉｐｅｎｅｍ ２３（１６．３１） ９（７．４４） １（５．００） ３３（１１．７０）

　 　 从猪场 Ｃ 分离的 ８８ 株肠球菌对 ８ 种抗菌药物

的耐药性（表 ３）可见：Ｃ１、Ｃ２ 组肠球菌对红霉素和

四环素的耐药性较高，耐药率达 １００．００％；对万古

霉素均敏感；对氨苄西林仅在第 ２８ 天出现了耐药，
但 Ｃ２ 组的耐药性低于 Ｃ１ 组。 总体而言，Ｃ１ 组的

耐药率高于 Ｃ２ 组，尤其是在第 ２８ 天，Ｃ１ 组对利福

平和呋喃妥因的耐药率显著高于 Ｃ２ 组（Ｐ＜０．０５）。
可见：不添加 ＡＧＰ，单独使用高水平 ＺｎＯ 就足以维

持猪场肠球菌对大部分抗菌药物的耐药性；而既不

添加 ＡＧＰ，又不使用高水平 ＺｎＯ 的猪群，在试验后

期，可以明显观察到肠球菌耐药率降低，但对红霉

素和四环素仍然维持较高的耐药率。
对 ２８２ 株肠球菌的多重耐药性进行分析，结果

（表 ４）显示，肠球菌多重耐药情况严重，多重耐药

率达 ９０．７８％。 猪场 Ｂ 的多重耐药性主要为三、四
重，而猪场 Ａ、Ｃ 主要为四、五重，猪场 Ｃ 的六重耐

药率较其他猪场高。 多重耐药性主要为三、四、五
重，占比分别为 ２３．０５％、３１．９１％、２６．９５％。 分离到
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４ 株七重耐药性的菌株。 其中：从猪场 Ａ 分离到

１ 株，耐红霉素、四环素、环丙沙星、氯霉素、利福

平、呋喃妥因、亚胺培南；从猪场 Ｂ 分离到 ２ 株耐氨

苄西林、红霉素、四环素、氯霉素、利福平、呋喃妥

因、亚胺培南，１ 株耐氨苄西林、红霉素、四环素、环
丙沙星、氯霉素、利福平、亚胺培南。

表 ３　 猪场 Ｃ 的 ８８ 株肠球菌对 ８ 种抗菌药物的耐药性

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ８８ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｒｏｍ ｐｉｇ ｆａｒｍ Ｃ ｔｏ ｅｉｇｈｔ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｇｅｎｔｓ

组别

Ｇｒｏｕｐ

ｔ（用药）

ｔ（Ｄｕｒａｔｉｏｎ） ／ ｄ

耐药率 Ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｒａｔｅ ／ ％

氨苄西林
Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ

万古霉素
Ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ

红霉素
Ｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎ

四环素
Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ

环丙沙星
Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ

氯霉素
Ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ

利福平
Ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ

呋喃妥因
Ｆｕｒａｄａｎｔｉｎ

Ｃ１ ０ ０．００ ０．００ １００．００ １００．００ ２５．００ ５０．００ ２５．００ ３３．３３
７ ０．００ ０．００ １００．００ １００．００ ５４．５４ １００．００ ６３．６４ ７２．７３

１４ ０．００ ０．００ １００．００ １００．００ ５３．８５ ７６．９２ ７６．９２ ４６．１５
２８ ５０．００ ０．００ ９１．６７ １００．００ ５０．００ ５８．３３ ８３．３３ ８３．３３

Ｃ２ ０ ０．００ ０．００ １００．００ １００．００ ３３．３３ ３３．３３ ２５．００ ４１．６７
７ ０．００ ０．００ １００．００ １００．００ １８．１８ ６３．６４ ４５．４５ ５４．５４

１４ ０．００ ０．００ １００．００ １００．００ ３７．５０ ５０．００ ３７．５０ ８７．５０
２８ １４．２９ ０．００ １００．００ １００．００ ２８．５７ ４２．８６ ２８．５７ １４．２９

Ｃ１ 组总耐药率
Ｃ１ ｔｏｔａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｒａｔｅ ／ ％

１２．５０ ０．００ ９７．９２ １００．００ ４５．８３ ７０．８３ ６２．５０ ５８．３３

Ｃ２ 组总耐药率
Ｃ２ ｔｏｔａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｒａｔｅ ／ ％

２．６３ ０．００ １００．００ １００．００ ２８．９５ ４７．３７ ３４．２１ ５０．００

表 ４　 ３ 个猪场 ２８２ 株肠球菌对 ９ 种抗菌药物的多重耐药性

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ２８２ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｓｔｒａｉｎｓ ｔｏ ｎｉｎｅ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｇｅｎｔｓ

耐药重数
Ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

多重耐药菌株数 ／ 株（占比 ／ ％） Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｕｌｔｉｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ （Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ／ ％）

猪场 Ａ
Ｐｉｇ ｆａｒｍ Ａ（ｎ＝ １４１）

猪场 Ｂ
Ｐｉｇ ｆａｒｍ Ｂ（ｎ＝ １２１）

猪场 Ｃ
Ｐｉｇ ｆａｒｍ Ｃ（ｎ＝ ２０） 总计 Ｔｏｔａｌ（ｎ＝ ２８２）

七重 Ｓｅｖｅｎ⁃ｄｒｕｇ １（０．７１） ３（２．４８） ０（０．００） ４（１．４２）
六重 Ｓｉｘ⁃ｄｒｕｇ １４（９．９３） ３（２．４８） ４（２０．００） ２１（７．４５）
五重 Ｆｉｖｅ⁃ｄｒｕｇ ４４（３１．２１） ２６（２１．４９） ６（３０．００） ７６（２６．９５）
四重 Ｆｏｕｒ⁃ｄｒｕｇ ４３（３０．５０） ４２（３４．７１） ５（２５．００） ９０（３１．９１）
三重 Ｔｈｒｅｅ⁃ｄｒｕｇ ３０（２１．２８） ３４（２８．１０） １（５．００） ６５（２３．０５）
二重 Ｔｗｏ⁃ｄｒｕｇ ９（６．３８） １１（９．０９） ４（２０．００） ２４（８．５１）
一重 Ｏｎｅ⁃ｄｒｕｇ ０（０．００） ２（１．６５） ０（０．００） ２（０．７１）
零重 Ｚｅｒｏ⁃ｄｒｕｇ ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００）

２．３　 肠球菌对 ＺｎＳＯ４ 的敏感性

肠球菌标准菌株 ＡＴＣＣ２９２１２ 对 ＺｎＳＯ４ 的 ＭＩＣ

为 １２ ｍｍｏｌ·Ｌ－１。 肠球菌对锌的 ＭＩＣ≥１２ ｍｍｏｌ·
Ｌ－１表示高耐受［１２］。 ２８２ 株肠球菌抗锌性的检测结

果（图 ２Ａ）显示，１４７ 株肠球菌对 ＺｎＳＯ４ 产生了高

耐受，占比 ５２．１３％。 猪场 Ｂ 的肠球菌对 ＺｎＳＯ４ 最

敏感（ＭＩＣ＜１２ ｍｍｏｌ·Ｌ－１），占比 ５７．８５％，高于其他

猪场；且猪场 Ｂ 的肠球菌还出现了 ＭＩＣ 为 ２、３２
ｍｍｏｌ·Ｌ－１的极端情况。 各猪场肠球菌对 ＺｎＳＯ４ 的

ＭＩＣ 均无显著差异（Ｐ＞０．０５）（图 ３Ａ）。 各猪场保育

猪分离的肠球菌抗锌性的检测结果（图 ２Ｂ）显示：猪
场 Ａ 的肠球菌对 ＺｎＳＯ４ 的 ＭＩＣ 均为 １２ ｍｍｏｌ·Ｌ－１；

猪场 Ｂ 的肠球菌对 ＺｎＳＯ４ 的 ＭＩＣ 为 ４ ～ １６ ｍｍｏｌ·
Ｌ－１，且 ＭＩＣ 主要为 ６、１２ ｍｍｏｌ·Ｌ－１（占比分别为

３６．１１％、３６．１１％）；猪场 Ｃ 的肠球菌对 ＺｎＳＯ４ 的 ＭＩＣ
为 ６～２４ ｍｍｏｌ·Ｌ－１，且 ＭＩＣ 主要为 ８、１２ ｍｍｏｌ·Ｌ－１

（占比均为 ４０．００％）。 猪场 Ａ 保育猪的肠球菌对

ＺｎＳＯ４的ＭＩＣ 极显著高于猪场 Ｂ（Ｐ＜０．０１），但与猪场

Ｃ 的差异不显著（Ｐ＞０．０５）（图 ３Ｂ）。

２．４　 肠球菌耐药基因和锌抗性基因的检出情况

对 ２８２ 株肠球菌 １０ 个耐药基因和 ３ 个锌抗性

基因进行 ＰＣＲ 检测，结果（表 ５）显示，ｇｙｒＡ 的检出

率最高（９２．７９％），ｔｅｔＭ 的检出率为 ８５．５８％，未检出

ｖａｎＢ。
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〛 图 ２　 ３ 个猪场 ２８２ 株肠球菌（Ａ）和保育猪源肠球菌（Ｂ）对 ＺｎＳＯ４ 的敏感性

Ｆｉｇ．２　 Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ２８２ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｒｏｍ ３ ｐｉｇ ｆａｒｍｓ （Ａ） ａｎｄ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆｒｏｍ ｐｉｇ ｎｕｒｓｅｒｙ （Ｂ） ｔｏ ＺｎＳＯ４

ＩＱＲ 表示上四分位与下四分位的差值。 ＩＱＲ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｕｐｐｅｒ ａｎｄ ｌｏｗｅｒ ｑｕａｒｔｉｌｅｓ．
图 ３　 ２８２ 株肠球菌（Ａ）和保育猪肠球菌（Ｂ）对 ＺｎＳＯ４ 敏感性的差异

Ｆｉｇ．３　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ＺｎＳＯ４ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ２８２ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ （Ａ） ａｎｄ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆｒｏｍ ｎｕｒｓｅｒｙ ｐｉｇ （Ｂ）

表 ５　 ３ 个猪场 ２８２ 株肠球菌耐药基因和锌抗性基因的检出情况

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｒｕｇ ａｎｄ ｚｉｎｃ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ２８２ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｓｔｒａｉｎｓ

基因 Ｇｅｎｅ
菌株数 ／ 株（阳性率 ／ ％） Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ （Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ／ ％）

猪场 Ａ
Ｐｉｇ ｆａｒｍ Ａ（ｎ＝ １４１）

猪场 Ｂ
Ｐｉｇ ｆａｒｍ Ｂ（ｎ＝ １２１）

猪场 Ｃ
Ｐｉｇ ｆａｒｍ Ｃ（ｎ＝ ２０） 总计 Ｔｏｔａｌ（ｎ＝ ２８２）

ｖａｎＡ ２６（１８．４４） ０（０．００） ０（０．００） ２６（９．２２）
ｖａｎＢ ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００）
ｅｒｍＡ ３３（２３．４０） ６０（４９．５９） ８（４０．００） １０１（３５．８２）
ｅｒｍＢ ９１（６５．５４） ８３（６８．６０） １０（５０．００） １８４（６５．２５）
ｍｅｆＡ ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００） ０（０．００）
ｇｙｒＡ １２８（９０．７８） １１８（９７．５２） １９（９５．００） ２６５（９３．９７）
ｔｅｔＭ １２７（９０．０７） １１６（９５．８７） １４（７０．００） ２５７（９１．１３）
ｔｅｔＳ ０（０．００） １３（１０．７４） ４（２０．００） １７（６．０３）
ｔｅｔＧ ４５（３１．９１） ３０（２４．７９） ６（３０．００） ８１（２８．７２）
ｔｅｔＬ １２４（８７．９４） １０３（８５．１２） １７（８５．００） ２４４（８６．５２）
ｚｎｔＡ ４５（３１．９１） ６６（５４．５５） ７（３５．００） １１８（４１．８４）
ｃｚｒＡ ３２（２２．７０） ４３（３５．５４） ８（４０．００） ８３（２９．４３）
ｃｚｃＤ ２６（１８．４４） ４６（３８．０２） ５（２５．００） ７５（２６．６０）

２．５　 肠球菌对抗菌药物的耐药性与抗锌性的相关性

表 ６ 显示，２８２ 株肠球菌对 ９ 种抗菌药物的耐

药性与抗锌性均表现出一定的弱相关。 肠球菌对

氨苄西林、红霉素、呋喃妥因、亚胺培南的耐药性与

抗锌性呈负相关（Ｒ＜０），其中，对呋喃妥因的耐药

性与抗锌性呈显著负相关（Ｒ＜０， Ｐ＜０．０５）；肠球菌
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对万古霉素、四环素、环丙沙星、氯霉素、利福平的

耐药性与抗锌性呈正相关（Ｒ＞０），其中，对利福平

的耐药性与抗锌性呈显著正相关（Ｒ＞０， Ｐ＜０．０５）。
由表 ７ 可知，２８２ 株肠球菌 ｚｎｔＡ⁃ｃｚｒＡ⁃ｃｚｃＤ 与

ｇｙｒＡ、ｅｒｍＢ 呈负相关（Ｒ＜０），与 ｔｅｔＧ 呈显著负相关

（Ｒ＜０， Ｐ＜０．０５），与 ｔｅｔＭ、ｅｒｍＡ 呈正相关（Ｒ＞０），与
ｔｅｔＳ、ｔｅｔＬ 呈显著正相关（Ｒ＞０， Ｐ＜０．０５）。

表 ６　 ２８２ 株肠球菌对 ９ 种抗菌药物的耐药性与抗锌性的相关性

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｚｉｎｃ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ２８２ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｓｔｒａｉｎｓ

抗菌药物 Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ
抗锌性 Ｚｉｎｃ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
Ｒ Ｐ

抗菌药物 Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ
抗锌性 Ｚｉｎｃ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
Ｒ Ｐ

氨苄西林 Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ －０．０３３ ０．５５２ 氯霉素 Ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ ０．０５３ ０．３４２
万古霉素 Ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ ０．０６２ ０．２７１ 利福平 Ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ ０．２６４ ０．０００
红霉素 Ｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎ －０．０２８ ０．６２９ 呋喃妥因 Ｆｕｒａｄａｎｔｉｎ －０．３４０ ０．０００
四环素 Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ０．０２６ ０．１１５ 亚胺培南 Ｉｍｉｐｅｎｅｍ －０．０３３ ０．５８０
环丙沙星 Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ０．０９２ ０．１０３

表 ７　 ２８２ 株肠球菌锌抗性基因与耐药基因的相关性

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｚｉｎｃ ａｎｄ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ２８２ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｓｔｒａｉｎｓ

锌抗性基因 Ｚｉｎｃ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ

指标
Ｉｎｄｉｃａｔｏｒ ｇｙｒＡ ｔｅｔＧ ｔｅｔＳ ｔｅｔＭ ｔｅｔＬ ｅｒｍＡ ｅｒｍＢ

ｚｎｔＡ Ｒ －０．３０２ －０．３０２ ０．０７９ ０．０２７ ０．１２８ ０．０５４ －０．１０６
Ｐ ０．５７１ ０．０００ ０．１５９ ０．６３６ ０．０２２ ０．３３４ ０．０５８

ｃｚｒＡ Ｒ －０．０１８ －０．３１３ ０．１１９ －０．０６６ ０．０８２ ０．０９９ －０．２０６
Ｐ ０．７５１ ０．０００ ０．０１４ ０．２３９ ０．１４５ ０．０７８ ０．０００

ｃｚｃＤ Ｒ －０．００９ －０．２９７ ０．０８２ ０．０４９ ０．１０９ ０．１１６ －０．０７５
Ｐ ０．８９７ ０．０００ ０．１４４ ０．３７９ ０．０５２ ０．０３８ ０．１８３

ｚｎｔＡ⁃ｃｚｒＡ⁃ｃｚｃＤ Ｒ －０．０１４ －０．２７０ ０．１１２ ０．０１６ ０．１４１ ０．０５０ －０．１０４
Ｐ ０．８０８ ０．０００ ０．０４５ ０．７７４ ０．０１２ ０．３６９ ０．０６３

３　 讨论
肠球菌普遍存在于人和动物的肠道中，有研究

表明肠球菌是对人和动物无害的共栖菌［１３］；但越

来越多的调查和研究显示，肠球菌作为条件致病菌

可导致人和动物产生多种疾病甚至死亡，是重要的

致病菌［３］。
本研究分离的肠球菌对氨苄西林和亚胺培南

高度敏感，其耐药率分别为 ３．５５％、１１．７０％；对其他

抗菌药物呈现出不同程度的耐药性，其中对四环素

和红霉素的耐药率最高，均达 ９３．００％。 此结果与

姚晓慧等［１４］、李金磊等［１５］ 报道的猪源性肠球菌耐

药情况没有明显差异，可能与近些年四环素类抗菌

药物的广泛使用有关。 本研究分离的肠球菌对呋

喃妥因的耐药率为 ４４．３３％，此结果与冯雯雯等［１６］

的研究结果一致；对利福平的耐药率（６０．００％）高

于江苏北部地区（３４． ０７％） ［１７］。 Ａａｒｅｓｔｒｕｐ ｅｔ ａｌ［１８］

在牛的饲料中添加铜和锌，牛粪便中的肠球菌对氯

霉素的 ＭＩＣ 升高，此结果与本研究中猪场 Ｃ 对氯

霉素的耐药率低于其他两个猪场的结果相符。
２０００ 年初，研究者发现动物源性金黄色葡萄球菌

对 ＺｎＣｌ２ 的正常ＭＩＣ为０．２５ ～ ２．００ ｍｍｏｌ·Ｌ－１，与正

常体内的锌稳态相容［１８］；但到了 ２０１０ 年，在 ７５％
的耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）ＳＴ３９８ 菌株

中发现的ＭＩＣ为４～１２ ｍｍｏｌ·Ｌ－１，因此被认为具有

抗 ＺｎＣｌ２ 的能力［１９］。 Ｆａｒｄ ｅｔ ａｌ［２０］ 检测了猪粪便源

肠球菌，显示有 ４０％的分离株（主要是粪肠球菌）
对锌具有高水平或中等水平抗性；本研究共分离到

１４７ 株对锌的 ＭＩＣ≥１２ ｍｍｏｌ·Ｌ－１的肠球菌，占比

５２．１３％，其中，猪场 Ａ 的占比最高（６０．２８％），其次

是猪场 Ｃ（５５．００％）。 猪场 Ｃ 组仔猪断奶后一直使用

１５０ ｇ·ｔ－１基础锌和 ５００ ｇ·ｔ－１纯植物替代 ＡＧＰ，但
其哺乳母猪的饲料含有高剂量 ＺｎＯ，且该猪场之前

在饲料中正常添加 ＺｎＯ，推测发生了耐锌肠球菌的

垂直传播，这需要对该组哺乳母猪和仔猪的肠球菌

进行同源性分析。
本研究中，从猪场 Ｂ 分离的肠球菌对 ＺｎＳＯ４ 的

敏感性高于其他两个猪场，从猪各生长阶段分离的

肠球菌对 ＺｎＳＯ４ 的敏感性均高于猪场 Ａ，但差异不

显著；从猪场 Ａ 保育猪分离的肠球菌对 ＺｎＳＯ４ 的敏

感性显著高于猪场 Ｂ（Ｐ＜０．０５），这可能是因为 ＺｎＯ
的添加主要是用于治疗断奶仔猪腹泻，因此在保育
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阶段更多地使用 ＺｎＯ。 本研究也发现肠球菌对抗

菌药物的耐药性与抗锌性相关，而猪场 Ｂ 从未使用

ＡＧＰ，这可能也是导致猪场 Ｂ 对锌的敏感性高于猪

场 Ａ 的原因。
Ｓｅｉｌｅｒ ｅｔ ａｌ［２１］ 指出，用于动物养殖和水产养殖

的重金属可以通过共选作用间接影响细菌对抗菌

药物的耐药性，并且能促进耐药性的传播。 高剂量

锌的长期使用会导致细菌产生锌抗性，而重金属抗

性基因与耐药基因常位于同一遗传元件上，故重金

属锌的使用会在一定程度上影响细菌耐药性。 有

研究发现，细菌对铜的抗性通常与其对大环内酯类

和糖肽类抗药性相关［２２］。 本研究中，从３ 个猪场分

离的肠球菌对锌的 ＭＩＣ 均无显著差异（Ｐ＞０．０５）；
但对于保育猪，猪场 Ａ 与猪场 Ｂ 的肠球菌对锌的

ＭＩＣ 出现极显著差异（Ｐ＜０．０１），这可能与养殖者

为预防断奶仔猪腹泻而在饲料中添加过多的 ＺｎＯ
有关。 为了进一步探究肠球菌对抗菌药物的耐药

性是否与抗锌性相关，本研究使用 ＳＰＳＳ 软件分析

了肠球菌对抗菌药物的耐药表型与锌表型之间的

相关性，发现肠球菌对不同抗菌药物的耐药表型与

锌表型表现出不同的相关性：对氨苄西林、红霉素、
呋喃妥因、亚胺培南的耐药性与抗锌性呈负相关，
其中对呋喃妥因的耐药性与抗锌性表现为显著的

负相关；对四环素、环丙沙星、氯霉素、利福平的耐

药性与抗锌性呈正相关，其中对利福平的耐药性与

抗锌性表现为显著的正相关。 推测重金属锌可作

为选择压力影响肠球菌对抗菌药物的耐药性。
ｔｅｔＭ 是肠球菌中最常见的四环素抗性基因。

研究表明：猪源性肠球菌分离物中最流行的对四环

素耐药的基因为 ｔｅｔＭ 和 ｔｅｔＬ［２３－２４］。 四环素抗性基

因 ｔｅｔＬ 和 ｔｅｔＧ 为编码外排泵的基因，ｔｅｔＭ 和 ｔｅｔＳ 为

编码核糖体保护蛋白的基因。 本研究中，猪源性肠

球菌对四环素类耐药的 ｔｅｔＳ 的检出率仅为 ６．０３％，
而 ｔｅｔＭ 和 ｔｅｔＬ 的检出率分别为 ９１．１３％、８６．５２％，高
于王送林［２５］ 对湖南某猪场肠球菌 ｔｅｔＭ 的检出率。
由于大多数对四环素具有抗性的肠球菌也对红霉

素具有抗性，且 ｔｅｔＭ 经常与高度可移动的结合转座

子 Ｔｎ１５４５ 上的 ｅｒｍＢ 相关［２６］，本研究对 ３ 个猪场

ｔｅｔＭ 和 ｅｒｍＢ 的检出情况一致。 本研究对 ３ 个猪场

肠球菌 ｔｅｔＧ 和 ｔｅｔＳ 的检出率差异不大，可能是肠球

菌对四环素耐药的 ｔｅｔＧ 和 ｔｅｔＳ 没有处于主导地位；

对肠球菌 ｇｙｒＡ 的检出率高达 ９３．９７％，其中对环丙

沙星耐药的 ｇｙｒＡ 的检出率为 ９２．６８％，对环丙沙星

敏感的 ｇｙｒＡ 的检出率也高达 ９３．２６％。 ｇｙｒＡ 是否与

耐药有关，还需分析是否由 ｇｙｒＡ 突变引起，这需要

对这些阳性菌株进行基因测序。
万古霉素 １９５６ 年被发现以来，一直用于治疗

革兰氏阳性细菌的感染。 ＶＲＥ 被发现以后，研究者

已在肠球菌属鉴定出针对万古霉素的 ９ 种抗性基

因 ｖａｎＡ、ｖａｎＢ、ｖａｎＣ、ｖａｎＤ、ｖａｎＥ、ｖａｎＧ、ｖａｎＬ、ｖａｎＭ、
ｖａｎＮ［２７］。 ｖａｎＡ 和 ｖａｎＢ 型在 ＶＲＥ 中普遍存在，
ｖａｎＡ 型赋予肠球菌对万古霉素的耐药性（ＭＩＣ＞６４
ｍｇ·ｍＬ－１），并在所有基因型中处于主导地位［２８］。
流行病学研究显示，我国分离的 ＶＲＥ 的基因型主

要为 ｖａｎＡ、ｖａｎＢ、ｖａｎＭ 型［２９］。 本研究检测到 ２ 株

ＶＲＥ，基因型为 ｖａｎＡ 型，来源于猪场 Ｂ 的中猪和大

猪，猪场 Ｂ 虽然在饲料中不添加抗菌药物，但在猪

细菌病的治疗中可能会使用泰乐菌素，泰乐菌素的

使用可能会选择出对万古霉素耐药的基因，因为

ｅｒｍＢ 与 ｖａｎＡ 位于同一可遗传元件上［３０］。 据报道，
革兰氏阳性菌锌转运体操纵子含有结构基因 ｚｎｔＡ
和调控基因 ｚｎｔＲ，ｚｎｔＡ 编码跨膜蛋白，负责细菌中

锌和钴离子的流出，而 ｚｎｔＲ 则编码调控蛋白，ｚｎｔＡ
和 ｚｎｔＲ 在染色体片段中形成 ３． ２ ｋｂ 的开放阅读

框，赋予细菌对重金属离子的抗性［３１］。 本研究中，
猪场 Ｂ 肠球菌对锌的 ＭＩＣ 总体上较其他两个猪场

低，但锌抗性基因 ｚｎｔＡ 和 ｃｚｃＤ 的检出率却高于其

他两个猪场，其中，猪场 Ｂ 的检出率显著高于猪场

Ａ（Ｐ＜０．０５）。 李侃竹等［３２］ 研究表明，污水中细菌

对红霉素耐药的基因与重金属铬、铜、锌、铅之间存

在一定的正相关性，表明环境中的重金属与细菌耐

药性有着一定的联系。 本研究结果显示，肠球菌对

红霉素耐药的基因 ｅｒｍＡ 与锌抗性基因呈正相关，
但 ｅｒｍＢ 与锌抗性基因呈负相关，而 ｅｒｍＡ 和 ｅｒｍＢ
均为核糖体甲基化酶基因。

２０２０ 年前，抗菌药物在畜禽养殖过程中常被

作为饲料添加剂，用于促进动物生长及预防疾病，
导致大量使用的抗菌药物在动物粪便中高度残留，
而粪便是环境中抗菌药物污染的主要来源。 在饲

料中使用亚治疗水平的抗菌药物导致动物粪便中

细菌对抗菌药物耐药性的增强；此外，通过在饲料

中添加重金属锌来促进动物生长及预防疾病，也会
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为细菌的耐药性提供长期的选择压力。 本研究在

肠球菌中检测出多种对抗菌药物耐药的基因，且耐

药基因与锌抗性基因具有一定的相关性，此结果可

为后期养殖临床上抗菌药物和 ＺｎＯ 的使用提供一

定的依据。
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