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摘   要：【背景】大肠杆菌(Escherichia coli)是引起犊牛腹泻的最主要病原菌，其耐药性菌株的不

断出现引起广泛关注。【目的】了解内蒙古自治区通辽市犊牛腹泻大肠杆菌耐药性及耐药基因流行

情况。【方法】从通辽市多个旗县采集犊牛腹泻样品 40 份，经细菌分离纯化及 16S rRNA 基因测

序，最终鉴定出 20 株大肠杆菌。采用药敏试验和 PCR 方法对分离菌进行耐药性及耐药基因检测

分析，并对其中 1 株多重耐药菌株进行全基因组测序。【结果】20 株分离菌均具有多重耐药性，

对链霉素、环丙沙星、恩诺沙星和复方新诺明的耐药率达 80%以上。所检耐药基因中，aphA1、
strB、TEM-1 和 qnrS 检出率达 100%。通过对代表性菌株 TL-13 全基因组测序发现，其基因组大小为

4 897 185 bp，GC 含量为 50.68%，同时携带 2 个质粒，大小分别为 108 288 bp (pTL13-1)和 64 018 bp 
(pTL13-2)。质粒中共携带 18 个可移动耐药基因。【结论】通辽地区犊牛腹泻大肠杆菌多重耐药性
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普遍存在，4 种常见耐药基因普遍流行。 
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Abstract: [Background] Escherichia coli is the main pathogen causing diarrhea and the emerging of 
the drug-resistant strains has aroused wide concern. [Objective] To understand the prevalence of drug 
resistance and drug resistance genes of E. coli causing calf diarrhea in Tongliao city, Inner Mongolia 
Autonomous Region. [Methods] Forty samples of calves suffering from diarrhea were collected from 
multiple banners and counties of Tongliao, from which 20 strains of E. coli were isolated and identified 
via 16S rRNA gene sequencing. Drug sensitivity test and PCR were conducted to study the drug 
resistance and drug resistance genes of the isolated strains. The whole genome of a multi-drug resistant 
strain was sequenced. [Results] All the 20 isolates had multi-drug resistance and showed the drug 
resistance rate above 80% to streptomycin, ciprofloxacin, enrofloxacin, and compound 
sulfamethoxazole. The detection rates of aphA1, strB, TEM-1, and qnrS were 100%. The strain TL-13 had 
the genome size of 4 897 185 bp and the GC content of 50.68%, and it carried two plasmids with the sizes 
of 108 288 bp (pTL13-1) and 64 018 bp (pTL13-2), respectively. The plasmids carried 18 mobile drug 
resistance genes. [Conclusion] The E. coli strains causing calf diarrhea in Tongliao generally have 
multi-drug resistance, and the four common resistance genes were prevalent. 

Keywords: calf diarrhea; Escherichia coli; drug resistance; drug resistance gene; whole-genome 
sequencing 

犊牛腹泻是影响肉牛养殖效益的最重要因

素之一，具有较高发病率及死亡率，而且容易

产生预后不良，造成严重的经济损失[1]。在引

起犊牛腹泻的病因中，大肠杆菌原发或继发感

染是引起犊牛腹泻主要因素之一 [2]。目前，治

疗大肠杆菌腹泻仍大量依赖抗菌药物，造成近

年来大肠杆菌多重耐药株产生的频率增强，对

公共卫生造成严重威胁。因此，不定期开展对
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动物源大肠杆菌耐药性及耐药基因的流行性调

查具有重要意义。王丽娟等[3]曾对 75 株牛源大

肠杆菌进行了氟喹诺酮类抗生素耐药性检测，其

中 60%的菌株对至少 2 种氟喹诺酮类药物耐药。

高海慧等[4]对 75 株牛源大肠杆菌进行耐药性检

测，结果显示，分离菌株对阿莫西林、哌拉西

林、氨苄西林、头孢唑啉、氟苯尼考、恩诺沙

星和四环素的耐药率均>90%。细菌耐药情况会

因不同地区用药习惯等因素产生差异，但牛源

大肠杆菌的耐药性问题已日趋严重[5]。 
大肠杆菌中携带的耐药基因常通过水平移

动元件在不同菌株中传递，如耐药质粒、整合

子、插入序列和转座子等。因此，通过对耐药

菌进行全基因组测序，可以全面了解耐药基因

的分布情况。在本研究中，为了解内蒙古通辽

地区犊牛腹泻大肠杆菌的耐药情况，采集通辽

地区犊牛腹泻样本进行大肠杆菌分离鉴定；对

20 株分离菌进行常用抗菌药物的耐药性及耐药

基因检测，并对其中 1 株耐药谱范围广的代表

性菌株进行全基因组测序分析，以期获得完整

的基因组信息并确定耐药基因的分布情况，为

通辽地区犊牛腹泻大肠杆菌耐药性及耐药基因

流行情况研究提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  样本 

犊牛腹泻样本于 2021 年 3−10 月采自内蒙

古自治区通辽市下属多个旗县，包括扎鲁特旗

7 份、科尔沁左翼后旗 13 份、库伦旗 10 份、

科尔沁左翼中旗 10 份。大肠杆菌 ATCC 25922
质控株由吉林农业大学动物医学院药理毒理实

验室惠赠。 

1.2  主要试剂和仪器 
大肠杆菌显色培养基，青岛海博生物技术

有限责任公司；16S rRNA 基因和 12 种耐药基

因引物，吉林省库美生物科技有限公司；细菌

基因组 DNA 提取试剂盒、PCR 相关试剂和

DL2000 DNA Marker，南京诺唯赞生物科技股

份有限公司；药敏片，杭州滨河微生物试剂有

限公司；革兰氏染色液，珠海贝索生物技术有

限公司。PCR 仪，赛默飞世尔科技(中国)有限

公司；电泳仪，北京六一仪器有限公司；冷冻

高速离心机，艾本德股份公司；凝胶成像系统，

北京原平皓生物技术有限公司；恒温振荡培养

箱，上海博讯实业有限公司医疗设备厂。 

1.3  细菌分离鉴定 
无菌采集腹泻犊牛粪便样本或病死犊牛肠

道样本作为细菌分离材料，接种于普通 LB 固

体培养基，37 ℃培养 10−12 h，挑取单菌落于

大肠杆菌显色培养基平板划线，37 ℃培养过

夜，挑取显色单个菌落进行后续试验。按细菌

基因组 DNA 提取试剂盒说明书提取菌株全基

因组 DNA。参照文献[6]合成 16S rRNA 基因通

用引物，使用 Primer 5.0 软件设计菌毛黏附素

基因 K88、K99 和 F41 的 PCR 引物(表 1)。PCR
反应体系(50 μL)：10×Taq Buffer 5 μL，dNTPs 
(10 mmol/L) 2 μL，MgCl2 (25 mmol/L) 2.5 μL，上、

下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，模板 6 μL，用

ddH2O 补足 50 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 5 min；
95 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，共 30 个循环；

72 ℃ 10 min。PCR 扩增产物经 1%琼脂糖凝胶

进行电泳检测并进行测序。 

1.4  药物敏感性检测 
采用 K-B 法对 15 种抗生素进行药物敏感性

检测。以 ATCC 25922 为质控株，参照美国临床实

验室标准协会(Clinical and Laboratory Standards 
Institute ， CLSI) 和 国 家 耐 抗 菌 素 监 测 系 统

(National Antimicrobial Resistance Monitoring 
System，NARMS)推荐标准进行试验操作和结

果判断[7]，结果分为敏感、中度敏感及耐药。 
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表 1  引物及序列 
Table 1  Primer sequences 
目的基因 
Target gene 

引物序列 
Primer sequence (5′→3′) 

扩增长度 
Amplification length (bp) 

16S rRNA F: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 1 369 
R: GGTTACCTTGTTACGACTT 

K88 F: TGAATGACCTGACCAATGGTGGAACC 484 
R: GCGTTTACTCTTTGAATCTGTCCGAG 

K99 F: GCGACTACCAATGCTTCTGCGAATAC 230 
R: GAACCAGACCAGTCAATACGAGCA 

F41 F: TTAGCAGCGAAGATGAGTGATGGG 515 
R: GTACTACCTGCAGAAACACCAGATCC 

aadA5 F: CTTCAGTTCGGTGAGTGGC 398 
R: AGGTCGTCGTCCTCGCTAC 

aphA1 F: AAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAG 642 
R: GGCAATCAGGTGCGACAATCT 

strB F: GCGTTGCTCCTCTTCTCCAT 723 
R: ACCTTTTCCAGCCTCGTTTG 

floR F: CTGAACACGACGCCCGCTAT 751 
R: GGACCGCTCCGCAAACAA 

tetA F: GCTACATCCTGCTTGCCTTC 210 
R: CATAGATCGCCGTGAAGAGG 

tetR F: AACAACCCGTAAACTCGC 116 
R: GGTGCCTATCTAACATCTCAAT 

blaSHV F: GGGTTATTCTTATTTGTCGC 567 
R: TTAGCGTTGCCAGTGCTC 

TEM-1 F: TTTTCGTGTCGCCCTTAT 512 
R: GCTCGTCGTTTGGTATGG 

qnrS F: ACGACATTCGTCAACTGCAA 417 
R: TAAATTGGCACCCTGTAGGC 

qnrB F: GATCGTGAAAGCCAGAAAGG 469 
R: ACGATGCCTGGTAGTTGTCC 

qnrC F: ATTTCTCACAGGCAAACT 666 
R: CTGGAATAACAATCACCC 

qnrD F: TTTTCGCTAACTAACTCGC 984 
R: GAAAGGATAAACAGGCAAAT 

 
1.5  耐药基因检测 

使用 Primer 5.0 软件设计本次实验所需耐

药基因引物，利用 PCR 扩增及 DNA 测序对分

离菌株进行 12 种耐药基因检测(表 1)。以 1.3
中提取的细菌 DNA 为模板进行 PCR 扩增，PCR
反应体系及反应条件参照 1.3 方法。PCR 扩增

产物经 1%琼脂糖凝胶进行电泳检测，并将阳性

样本进行测序。 
1.6  全基因组测序 

测序流程按照 Oxford Nanopore Technologies 
(ONT)公司提供的标准操作流程执行，主要步骤

包括提取高质量细菌基因组 DNA，进行纯度、

浓度及完整性质检；BluePippin 全自动核酸回收

系统回收大片段 DNA；文库构建(SQK-LSK109
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连接试剂盒)；上机测序[8-9]。使用 Canu V1.5 软

件对过滤后 subreads 进行组装，通过 Racon 
V3.4.3 软件利用三代 subreads 对组装结果进行

矫正，采用 Pilon V1.22 软件利用二代数据进一

步进行纠错，得到准确度更高的基因组后进行

后续分析。 

1.7  测序信息分析 
通过软件 Prodigal V2.6.3[10]进行基因预

测；使用软件 IslandPath-DIMOB V0.2[11]预测

细菌基因组中基因岛；通过将基因序列与非冗

余蛋白序列(Non-Redundant Protein Sequence，NR)
数据库、基因本体论(Gene Ontology，GO)数据库、

京都基因和基因组百科全书(Kyoto Encyclopedia 
of Genes and Genomes，KEGG)功能数据库和抗

生素抗性数据库进行比对得到注释信息[12-13]。 

2  结果与分析 
2.1  分离菌株形态观察 

分离菌株在大肠杆菌显色培养基上呈蓝绿色、

中等大小的光滑型菌落(图 1)，镜检见两端钝圆，

散在或成对存在的革兰氏阴性无芽孢杆菌(图 2)。 

2.2  16S rRNA 基因序列鉴定结果 
分离菌 16S rRNA 基因序列的 PCR 产物经 

 
 
图 1  大肠杆菌显色培养基培养结果 
Figure 1  Culture results of Escherichia coli chromogenic 
medium. 

 

 
 
图 2  革兰氏染色镜检结果 
Figure 2  Gram stain microscopy results. 
 
1%琼脂糖凝胶电泳后，获得单一条带(图 3)。
PCR 产物测序结果经 NCBI 比对，与已登录的

大肠杆菌序列一致性均在 98%以上，证实 20 株

分离菌均为大肠杆菌。 

 

 
 
图 3  分离菌株 16S rRNA 基因 PCR 扩增结果 
Figure 3  PCR amplification results of 16S rRNA gene of the isolated strain. M: DL2000 DNA Marker; 
1−20: Strain number.  
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2.3  黏附素检测结果 
对 20 株大肠杆菌菌毛黏附素基因进行

PCR 检测，结果显示 20 株大肠杆菌中有 15 株

检出黏附素基因 K99，检出率为 75%，其他    
2 种黏附素基因均未检出。表明 20 株分离菌中

有 15 株为产肠毒素性大肠杆菌。检测结果如图 4
所示。 

2.4  耐药性检测结果 
分离的 20 株犊牛腹泻大肠杆菌普遍存在

多重耐药性(表 2)。其中，4 号菌株耐药性最为

严重，只对阿莫西林克拉维酸钾敏感，对多西环

素中度敏感，对其余 13 种抗生素均呈耐药。全

部受试菌株对链霉素、环丙沙星、恩诺沙星和

复方新诺明耐药率较高，均在 80%以上；对阿莫

西林克拉维酸钾的耐药率仅为 15%；此外，分离

菌除对丁胺卡那和妥布霉素耐药率分别为 30%及

35%外，其他抗生素耐药率均在 50%以上。 

2.5  耐药基因检测结果 
利用 PCR 技术对 20 株大肠杆菌进行耐药

基因检测，结果如表 3 所示。其中，氨基糖苷

类耐药基因 aphA1、strB 和 β-内酰胺类耐药基

因 TEM-1、喹诺酮类耐药基因 qnrS 的检出率均

为 100%。喹诺酮类耐药基因 qnrB、qnrC 和 qnrD
均未检测到，其他耐药基因检出率不等，除 tetR
基因外，检出率均在 50%以上。 

2.6  全基因组测序结果 
将 4 号菌株命名为 TL-13 并进行全基因组测

序。获得TL-13菌株全基因组大小为 4 897 185 bp，
GC 含量为 50.68%。包括 1 个完整的菌体染色体

序列和 2 个完整的质粒序列。其中染色体大小为

4 724 879 bp，质粒 pTL13-1 大小为 108 288 bp，
质粒 pTL13-2 大小为 64 018 bp，共编码 4 585 个

基因，测序结果上传至 NCBI 数据库，登录号

为 CP103295‒CP103297。质粒 pTL13-1 包含

IncFIB 和 IncFIC 这 2 个复制子，质粒 pTL13-2
包含 IncFII 和 IncN 这 2 个复制子。 

2.7  基因组序列分析结果 
2.7.1  基因岛预测结果 

基因岛的存在常会赋予菌体特殊的表型，

如对抗生素的抗性、更强的致病性和多样的代

谢适应性，有助于菌体适应环境。在测序菌株

的全部基因序列中，共预测到 22 个基因岛，其

中 19 个位于染色体上、3 个位于质粒 pTL13-1
上，如表 4 所示。 

 

 
 
图 4  大肠杆菌黏附素基因 K99 PCR 扩增结果 
Figure 4  PCR amplification results of Escherichia coli adhesin gene K99. M: DL2000 DNA Marker; 1−20: 
Strain number. 
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表 3  大肠杆菌耐药基因检测阳性率 
Table 3  The determination of drug-resistant genes 
in Escherichia coli 
耐药基因 
Drug resistance 
gene 

耐药基因种类 
Types of drug resistance 
genes 

检出率 
The detection 
rate (%) 

floR 氯霉素类

Chloroamphenicols 
55 (11/20) 

blaSHV β-内酰胺类 
Beta-lactams 

80 (16/20) 
TEM-1 100 (20/20) 
tetA 四环素类 

Tetracyclines 
60 (12/20) 

tetR 45 (9/20) 
aadA5 氨基糖苷类

Aminoglycosides 
55 (11/20) 

aphA1 100 (20/20) 
strB 100 (20/20) 
qnrS 喹诺酮类 

Quinolones 
100 (20/20) 

qnrB 0 (0/20) 
qnrC 0 (0/20) 
qnrD 0 (0/20) 

 
2.7.2  NR 数据库注释分析 

通过与 NR 数据库的比对，可以查看本物

种基因组序列与相近物种的相似情况及同源序

列的功能信息。本研究中共有 4 568 条序列注

释到 NR 数据库，注释结果如图 5 所示，共有   
1 989 条序列与肠杆菌科基因组具有同源性，占

总 NR 注释的 43.54%，其次是大肠杆菌(1 276，
27.93%)和变形菌门(981，21.48%)。 
2.7.3  GO 数据库注释 

对基因组序列进行 GO 注释后，结果如图 6
所示，共有 3 963 条序列获得了 GO 注释，涉及

到了三大分支的 41 个二级功能条目。细胞组分

注释条目约占总功能条目的 33.99%，主要包括

细胞及细胞膜组分。分子功能注释约占总注释

条目的 25.53%，主要包括催化活性、结合功能

和转运活性。生物学过程注释条目约占总功能

注释的 40.48%，主要与代谢过程、细胞过程和

单有机体过程有关。 
2.7.4  KEGG 功能统计分析结果 

KEGG 注释表明，共有 3 208 条序列得到注 

表 4  基因岛预测结果 
Table 4  Gene island prediction results 
基因岛 
Genomic_island 

位置 
Location 

基因位点 
Position 

Genomic_island_1 
染色体

Chromosome 
20 522−58 730 

Genomic_island_2 
染色体

Chromosome 
943 173−949 462 

Genomic_island_3 
染色体

Chromosome 
950 350−960 298 

Genomic_island_4 
染色体

Chromosome 
967 628−976 181 

Genomic_island_5 
染色体

Chromosome 
1 225 186−1 231 304 

Genomic_island_6 
染色体

Chromosome 
1 352 617−1 360 222 

Genomic_island_7 
染色体

Chromosome 
1 435 851−1 443 492 

Genomic_island_8 
染色体

Chromosome 
1 598 463−1 606 978 

Genomic_island_9 
染色体

Chromosome 
1 844 681−1 854 778 

Genomic_island_10 
染色体

Chromosome 
2 278 652−2 291 383 

Genomic_island_11 
染色体

Chromosome 
2 388 094−2 401 258 

Genomic_island_12 
染色体

Chromosome 
2 577 489−2 590 216 

Genomic_island_13 
染色体

Chromosome 
2 708 837−2 718 926 

Genomic_island_14 
染色体

Chromosome 
3 010 175−3 025 705 

Genomic_island_15 
染色体

Chromosome 
3 165 526−3 198 838 

Genomic_island_16 
染色体

Chromosome 
3 862 106−3 881 888 

Genomic_island_17 
染色体

Chromosome 
4 083 440−4 110 957 

Genomic_island_18 
染色体

Chromosome 
4 539 988−4 548 976 

Genomic_island_19 
染色体

Chromosome 
4 584 358−4 596 058 

Genomic_island_20 pTL13-1 33 489−46 613 
Genomic_island_21 pTL13-1 58 661−68 118 
Genomic_island_22 pTL13-1 70 829−80 670 
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图 5  菌株 TL-13 NR 数据库的注释结果统计 
Figure 5  NR database annotation result statistical chart of strain TL-13. 
 

 
 
图 6  菌株 TL-13 GO 功能分类图 
Figure 6  GO functional classification diagram of strain TL-13. 
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释，其中 2 071 条序列参与到了 49 条通路。对

这 49 条通路进行归类统计后，共分为环境信息

处理、细胞加工、新陈代谢和遗传信息处理    
4 个大类，如图 7 所示。注释到“新陈代谢”大类

的序列数量最多，共 1 428 条，共涉及 38 个次

级条目。 

2.7.5  耐药基因预测结果 
在测序菌株中，共预测到 72 个耐药相关基

因，其中染色体存在的耐药基因以外排泵、细

菌转运蛋白为主。质粒中共携带有 17 个可移动

耐药基因(表 5)，其中 TEM-1 为 2 个质粒的共

有耐药基因。质粒中耐药基因分布集中，附近 

 

 
 
图 7  菌株 TL-13 KEGG 功能统计分类图 
Figure 7  KEGG functional statistics classification diagram of strain TL-13. 
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表 5  质粒携带耐药基因预测结果 
Table 5  Prediction results of plasmid carrying drug resistance genes 
耐药基因 
Antimicrobial resistance genes 

位置 
Location 

基因位点 
Position 

耐药表型 
Antibiotic resistance phenotype 

APH(3′)-Ia pTL13-1 28 600−29 415 氨基糖苷类抗生素 Aminoglycoside antibiotic 
cmlA6 pTL13-1 23 822−25 081 苯丙醇类抗生素 Phenicol antibiotic 
aadA2 pTL13-1 25 343−26 122 氨基糖苷类抗生素 Aminoglycoside antibiotic 
qacH pTL13-1 22 436−22 768 氟喹诺酮类抗生素 Fluoroquinolone antibiotic 
aadA pTL13-1 22 938−23 717 氨基糖苷类抗生素 Aminoglycoside antibiotic 
sul3 pTL13-1 20 465−21 256 磺胺类抗生素 Sulfonamide antibiotic 
TEM-1 pTL13-1 16 525−17 385 β-内酰胺类抗生素 Beta-lactam antibiotic 
mef(B) pTL13-1 18 450−18 704 大环内酯类抗生素 Macrolide antibiotic 
dfrA12 pTL13-1 26 542−27 039 二氨基嘧啶类抗生素 Diaminopyrimidine antibiotic 
TEM-1 pTL13-2 29 571−30 431 β-内酰胺类抗生素 Beta-lactam antibiotic 
floR pTL13-2 36 612−37 826 苯丙醇类抗生素 Phenicol antibiotic 
tet(C) pTL13-2 38 426−39 625 四环素类抗生素 Tetracycline antibiotic 
rmtB pTL13-2 30 601−31 356 氨基糖苷类抗生素 Aminoglycoside antibiotic 
APH(6)-Id pTL13-2 40 961−41 704 氨基糖苷类抗生素 Aminoglycoside antibiotic 
TEM-206 pTL13-2 11 190−11 927 β-内酰胺类抗生素 Beta-lactam antibiotic 
FosA3 pTL13-2 9 628−10 044 磷霉素类抗生素 Fosfomycin 
vgaC pTL13-2 51 394−51 624 链霉素抗生素 Streptogramin antibiotic 
CTX-M-55 pTL13-2 12 709−13 584 头孢菌素类抗生素 Cephalosporin 
 
存在转座酶等移动元件，证实质粒中携带的耐

药基因可通过整合的方式水平传递。 

3  讨论与结论 
现阶段，在肉牛养殖业中预防和及时有效治

疗犊牛腹泻仍是世界范围内较为严峻的挑战[14]。

据报道，在美国 39%犊牛死亡是由腹泻引起[15]；

韩国的犊牛因腹泻死亡比例达 53.4%[16]。犊牛

腹泻病因复杂多样，包括非感染性和感染性(非
病原性和病原性)因素[17]。本试验采集的 40 份

样本中，犊牛腹泻大肠杆菌的分离率为 50%，

虽在其他样本中也检出有沙门氏菌、志贺氏菌

和牛病毒性腹泻病毒等病原微生物，但致犊牛

腹泻主要为大肠杆菌感染。 
本试验中 20 株犊牛腹泻大肠杆菌药敏试

验结果显示，在选取的阿米卡星、卡那霉素和

恩诺沙星等 15 种药物中，链霉素、庆大霉素和

环丙沙星等 9 种药物的耐药率在 50%以上。在

国内牛源大肠杆菌耐药性研究中，张金宝等[18]

对宁夏地区牛源大肠杆菌耐药性的调查显示，

环丙沙星和恩诺沙星的耐药率分别为 6.12%和

19.70%；庆大霉素和阿米卡星的耐药率分别为

40.91%和 15.15%。赵红霞等[19]研究表明，呼和

浩特地区致病性奶牛源大肠杆菌对链霉素、氨苄

西林、土霉素和四环素的耐药率分别为 76.2%、

90.5%、100%和 95.2%。结合王丽娟等[3]和高海

慧等[4]研究结果表明，我国不同地区的牛源大

肠杆菌耐药性有所差异，但对四环素、庆大霉

素和链霉素等临床常用药物均已呈现较高耐药

率，因此，在临床用药选择中，应结合所在区

域耐药流行情况合理选用抗生素。 
耐药基因检测结果表明，20 株分离菌中，

β-内酰胺类耐药基因 TEM-1、喹诺酮类耐药基

因 qnrS、氨基糖苷类耐药基因 aphA1 和 strB 的
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检出率均为 100%；而喹诺酮类耐药基因 qnrB、

qnrC 和 qnrD 均未检出。由此可见，上述 3 种

耐药基因在通辽地区的流行率较低。此外，对

4 号菌株(TL-13)进行全基因组测序，结果获得

了完整的染色体序列和 2 个质粒序列。其耐药

基因的携带和分布显示，可水平传递的耐药基

因主要存在于质粒中，2 个质粒分别携带有 9 个

可移动耐药基因，其中 TEM-1 为共有基因。另

外，在 2 个质粒中均预测有 2 个复制子，证实

质粒的适应性较强，可在不同菌株中复制。在

耐药基因簇附近序列中，存在转座酶、松弛酶

和细菌Ⅳ型分泌系统基因，证实其具有较强的

水平转移潜力。质粒携带的 18 个耐药基因中，

包含 9 类抗生素耐药基因，其中氨基糖苷类耐

药基因数量最多。在其他相关报道中，APH(3)、
aadA、TEM、sul3、dfrA、tetC 和 CTX-M 等基

因在牛源大肠杆菌中流行率较高，而且在不同

国家均有流行，常以基因盒形式存在，以整合

子、转座子或插入序列方式存在于染色体或质

粒 DNA 中[20-21]。然而本实验全基因组测序菌株

染色体中未发现可移动元件所携带的耐药基

因，18 个可水平转移耐药基因均存在于质粒中。

本实验中所分离菌株时间跨度较短，且菌株数

量较少，不能完全体现通辽地区犊牛腹泻大肠

杆菌的耐药现状。在后续研究中，将继续分离

犊牛腹泻大肠杆菌，持续监测耐药性发展及耐

药基因携带情况，并选择更多菌株进行全基因

组测序。本研究为持续监测犊牛腹泻大肠杆菌

耐药性发展、耐药基因携带情况和后续深入研

究提供了参考。 
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