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摘   要：【背景】耐药基因可通过水平转移在环境、动物和人体间发生转移，而远距离传播则主

要通过候鸟的迁徙。耐药基因可通过水平转移和候鸟迁徙跨地区传播至禽畜和人类，引起公共卫

生问题。【目的】分离广州南沙湿地公园候鸟粪便中肠杆菌科细菌，并鉴定菌种类别，研究其对常

见抗生素的耐药性及携带的主要超广谱 β-内酰胺酶(extended-spectrum beta-lactamase，ESBL)耐药

基因，评估广州南沙湿地公园候鸟储存、携带耐药菌和耐药基因的风险。【方法】2019 年 1 月−12 月，

采集广州南沙湿地公园候鸟粪便样本 393 份，并进行细菌分离、培养和鉴定。使用药敏检测板对

细菌进行耐药性检测。PCR 扩增待测细菌的 blaCTX-M、blaTEM和 blaSHV耐药基因，测序并进行 BLAST

比对。【结果】检出肠杆菌科细菌 59 株(检出率为 15.01%)，主要优势菌为成团泛菌(36 株，占肠杆

菌科细菌 61.02%)。肠杆菌科细菌的耐药率达 89.83%，对头孢唑啉、磺胺异噁唑和氨苄西林耐药

率分别为 81.36%、52.54%和 44.07%，多重耐药率达 55.93%。另外检出 7 株耐碳青霉烯类肠杆菌

科细菌。测序结果显示，所有粪便样本中检出 23 株细菌携带 blaTEM-1耐药基因(5.85%)。【结论】广

州南沙湿地公园候鸟粪便中肠杆菌科细菌种类复杂，多重耐药率较高，而且有储存耐碳青霉烯类

肠杆菌科细菌的风险，具有重要的公共卫生意义。 
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Abstract: [Background] Resistance genes can be transferred among environment, animal, and human, 

and transferred for a long distance by migratory birds, thus posing a great threat to public health. 

[Objective] We isolated and identified the main Enterobacteriaceae bacteria from the feces of 

migratory birds in Nansha Wetland Park, Guangzhou, and explored the resistance to common antibiotics 

and the main resistance extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) genes. On this basis, we assessed the 

risk of migratory birds in Guangzhou carrying and transferring resistance bacteria and genes. [Methods] 

From January to December 2019, 393 fecal samples were collected, and the bacteria were isolated, 

cultured, and identified. Through drug susceptibility test, the resistance of the bacteria was detected. 

PCR was performed to amplify the resistance genes blaCTX-M, blaTEM, and blaSHV, followed by sequencing 

and BLAST alignment. [Results] A total of 59 Enterobacteriaceae strains (isolation rate 15.01%) were 

detected from the 393 fecal samples, among which Pantoea agglomerans (36 strains, 61.02%) was most 

abundant. Of the 59 strains, 89.83% were resistant to the tested antibiotics, and the resistance rates to 

cefazolin (81.36%), sulfisoxazole (52.54%), and ampicillin (44.07%) were particularly high. Moreover, 

55.93% of the strains were resistant to multiple antibiotics. In addition, 7 strains were resistant to 

carbapenems. The sequencing result showed that 23 strains carried the resistance gene blaTEM-1 (5.85%). 

[Conclusion] Enterobacteriaceae bacteria in the feces of migratory birds in Nansha Wetland Park, 

Guangzhou are intricacy, and the rates of drug resistance and multi-drug resistance are high. The result 

suggests the risk of the migratory birds carrying carbapenem-resistant Enterobacteriaceae bacteria, 

which has important public health significance. 

Keywords: migratory birds; Enterobacteriaceae; drug resistance; drug resistance genes; TEM-1 

随着人类对抗生素的滥用，细菌耐药性成

为日益严重且备受关注的问题，尤其是产超广谱

β-内酰胺酶 (extended-spectrum beta-lactamase，

ESBL)细菌。大多数产 ESBL 的细菌对其他抗

生素也表现出耐药性 [1]。研究表明，产 ESBL

肠杆菌科细菌在全球范围内广泛流行 [2-3]，在

亚太地区的流行率非常高 [4]。ESBL 可分为

CTX-M、TEM、SHV 等分型，在中国主要流

行的是 TEM-1 型[5]。 

细菌群落之间的耐药基因转移主要通过基

因水平转移(horizontal gene transfer，HGT)，

而基因广泛传播的重要贡献者则是与人类密切

接触的候鸟[6]，这种传播方式可能导致耐药基

因的全球化。候鸟可在受污染的水生环境(如

医疗、畜牧业、工业废水、生活污水等)附近活

动时获得耐药菌和耐药基因，并通过迁徙传播

到不同地区[6]。因此候鸟可以作为耐药菌/耐药

基因的储存库和传播媒介，同时也是监测野外
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抗生素耐药性分布的良好样本[7]。监测候鸟携

带的耐药菌及 ESBL 耐药基因，对评估候鸟存

储/传播耐药菌和 ESBL 基因的风险具有重要意

义。南沙湿地公园是广州市最大的湿地公园，

处于候鸟迁徒路线上，每年前来越冬的候鸟达

10 万多只。本研究对 2019 年采集的广州南沙

湿地公园内候鸟粪便中肠杆菌科细菌进行了分

离鉴定、药敏试验及 ESBL 耐药基因检测，以

监测耐药菌 /耐药基因在广州南沙湿地公园候

鸟中的分布情况。 

1  材料与方法 

1.1  样品收集 
2019 年 1 月12 月，在广州南沙湿地公园

一期和二期中预设 8 个采样点，在树叶、树干

上刮取新鲜黏稠或大块固体的鸟类粪便，确保

无泥土或河水污染。样本置于装有 10 mL 生理

盐水试管中，2−4 h 内将试管移至 0−4 °C 冰箱

保存。共采集了 393 份鸟类粪便样本。 

1.2  主要试剂和仪器及培养基 
氧化酶试纸，广东环凯微生物科技有限公

司；革兰氏阴性需氧菌药敏检测板，上海星佰

生物技术有限公司。 

梅里埃 VITEK 2 Compact 全自动细菌鉴定

及药敏分析系统，Bio Mérieux 公司；脉冲凝

胶电泳仪、凝胶成像系统，Bio-Rad 公司。 

麦康凯琼脂 (MacConkey agar， MAC)平

板、血琼脂平板、营养肉汤(不含糖) (用于致泄

性大肠埃希菌的前增菌培养)，北京陆桥技术

股份有限公司；药敏接种培养液，上海星佰生

物技术有限公司。 

1.3  肠杆菌科细菌分离、培养及鉴定 
1.3.1  肠杆菌科细菌分离、培养 

无菌操作取 1 mL 样品至 10 mL 营养肉汤

(不含糖)内，37 °C 培养箱内静置培养 18 h。随

后使用无菌接种环将菌液接种至 MAC 平板

上，37 °C 培养箱内静置培养 18−24 h，观察菌

落特征，菌液保留备用。 

1.3.2  氧化酶试验 

用氧化酶试纸蘸取待测菌落，2 min 后试

纸无颜色变化或呈淡黄色者(氧化酶试验阴性)

为肠杆菌科细菌。 

1.3.3  肠杆菌科细菌鉴定 

从 MAC 平板上挑取氧化酶试验阴性的菌

落至装有 3 mL 无菌稀释液的鉴定专用试管

中，浊度调为 5.0−6.2，将鉴定专用试管装入梅

里埃 VITEK 2 Compact 全自动细菌鉴定及药敏

分析系统中自动鉴定。 

1.4  药敏试验 
已鉴定为肠杆菌科的细菌进一步接种至血

平板上，37 °C 培养箱内培养 18−24 h，以备药

敏检测。 

采用革兰氏阴性需氧菌药敏检测板 A3 板

对已鉴定为肠杆菌科的细菌进行 14 种常用抗

菌 药 物 的 敏 感 性 检 测 ， 包 括 氨 苄 西 林

(ampicillin，AMP)、氨苄西林/舒巴坦(ampicillin- 

sulbactam，AMS)、四环素(tetracycline，TET)、

氯霉素 (chloramphenicol，CHL)、复方新诺明

(paediatric compound sulfamethoxazole tablets，

SXT)、头孢唑啉 (cefazolin，CFZ)、头孢噻肟

(cefotaxime，CTX)、头孢他啶 (ceftazidime，

CAZ)、头孢西丁(cefoxitin，CFX)、庆大霉素

(gentamicin ， GEN) 、 亚 胺 培 南 (imipenem ，

IMI)、萘啶酸(nalidixic acid，NAL)、磺胺异噁

唑 (sulfamethoxazole ， Sul) 和 环 丙 沙 星

(ciprofloxacin，CIP)。质控菌株为大肠埃希氏

菌 ATCC 25922，由上海星佰生物技术有限公

司提供。 

1.4.1  菌液制备与加样 

从装有 12 mL 药敏接种培养液的玻璃试管
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中吸取 100 µL培养液，加入药敏检测板阴性对

照孔中。用无菌接种环从 1.4 的血平板上刮取

少量菌落至 2−3 mL 灭菌生理盐水中，混匀菌

液，用 0.5 麦氏比浊管进行比浊(菌液浓度约为

1.5×108 CFU/mL)。取 60 µL 上述菌液加至   

12 mL 药敏接种培养液中，在旋涡混匀器上以

1 200 r/min 条件下振荡混匀 10 s，吸取上述菌

液与药敏接种培养液的混合液加入 96 孔微量

药敏板条中，每孔 100 µL，35 °C 培养箱内培

养 18−20 h。 

1.4.2  药敏结果分析与判定 

使用微生物鉴定 /药敏分析系统读取结果

及分析报告，以肉眼判读为辅助判读，若孔的

颜色变为粉色、淡粉色、红色、紫红色则为阳

性，若为蓝色、蓝紫色、深紫色则为阴性，根

据美国临床实验室标准化委员会(Clinical and 

Laboratory Standards Institute，CLSI)的相应标

准获得相应敏感(S)、中介敏感(I)和耐药(R)的

结果，具体抗菌药物判定折点见表 1。 

1.5  ESBL 耐药基因检测 
吸取 1.3.1 中制备的菌液 1 mL 至 1.5 mL 离

心管中，12 000 r/min 离心 5 min，弃上清液；

加入 50 µL 无菌双蒸水，100 °C 水浴 10 min 后

12 000 r/min离心 1 min，以上清液作为 DNA 模

板，置于−80 °C 冰箱保存备用。 

根据文献[8-9]设计合成 CTX-M、TEM 和

SHV 相关引物，由广州昊天生物科技有限公司

合成，引物详情见表 2。对肠杆菌科细菌 ESBL

耐药基因进行 PCR 扩增，PCR 反应体系(总体

积 25 µL)：2×Taq PCR Master Mix 12.5 µL，上、

下游引物(10 µmol/L)各 1.0 µL，模板 2.0 µL，

d d H 2 O 补充至 2 5  µ L。P C R 反应条件：

blaCTX-M：94 °C 4 min；94 °C 30 s，56 °C 60 s，

72 °C 60 s，共 35 个循环；72 °C 7 min。

blaTEM：94 °C 4min；94 °C 30 s，56 °C 60 s， 

表 1  肠杆菌科细菌的种类分布 
Table 1  Species distribution of Enterobacteriaceae 

抗菌药物 

Antimicrobials 

敏感 

Susceptible 

中介敏感 

Intermediate

耐药 

Resistant

氨苄西林 AMP ≤8 16 ≥32 

氨苄西林/舒巴坦 AMS ≤8/4 16/8 ≥32/16 

四环素 TET ≤4 8 ≥16 

氯霉素 CHL ≤8 16 ≥32 

复方新诺明 SXT ≤2/38 − ≥4/76 

头孢唑啉 CFZ ≤2 4 ≥8 

头孢噻肟 CTX ≤1 2 ≥4 

头孢他啶 CAZ ≤4 8 ≥16 

头孢西丁 CFX ≤8 16 ≥32 

庆大霉素 GEN ≤4 8 ≥16 

亚胺培南 IMI ≤1 2 ≥4 

萘啶酸 NAL ≤16 − ≥32 

磺胺异噁唑 Sul ≤256 − ≥512 

环丙沙星 CIP ≤1 2 ≥4 

注：−：药敏检测板中抗菌药物的浓度设置未包括菌株

的中介敏感浓度 

Note: −: The intermediate susceptibility concentration of 
strains to antibiotics was not included in the concentration 
setting of antimicrobials in the drug susceptibility test 
board. 

 
表 2  肠杆菌科细菌耐药基因引物 
Table 2  Primers of drug resistance genes in 
Enterobacteriaceae  

Primer 

name 

Primer sequence (5′→3′) Size 

(bp)

blaCTX-M F: TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA 544 

R: CGATATCGTTGGTGGTGCCATA 

blaTEM F: GTATCCGCTCATGAGACAATA 716 

R：AGAAGTGGTCCTGCAACTTT 

blaSHV F: GCCTTTATCGGCCTTCACTCAAG 885 

R: TTAGCGTTGCCAGTGCTCGATCA

 
72 °C 60 s，共 35 个循环；72 °C 7 min。

blaSHV：94 °C 3min；94 °C 30 s，58 °C 60 s，

72 °C 60 s，共 35 个循环；72 °C 10 min。扩增

产物采用 1%琼脂凝胶电泳检测。结果为阳性

的产物送至广州昊天生物科技有限公司测序，
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测序结果进行 BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih. 

gov)分析。 

2  结果与分析 

2.1  肠杆菌科细菌的分离与鉴定 
对 393 份候鸟粪便分离鉴定后，获得 59 株

肠杆菌科细菌，检出率为 15.01% (59/393)，共

12 种细菌种类，见表 3。其中成团泛菌为主要

优势菌群，检出 36 株，占总肠杆菌科细菌的

61.02%，占 393 份粪便样品的 9.16%；检出大

肠埃希氏菌 4 株，肺炎克雷伯菌 3 株，阴沟肠

杆菌复合菌 4 株，各占总肠杆菌科细菌的

6.78%、5.08%和 6.78%；其余细菌检出 1–3 株，

未检出其他常见肠杆菌科细菌，如变形杆菌、

沙门氏菌等。 

2.2  药敏试验结果 
应用药敏检测板进行药敏试验，结果显示

53 株肠杆菌科细菌为耐药菌，耐药率为 89.83% 

(53/59)，耐药性肠杆菌科细菌占总粪便样品细

菌分离总数的 13.49%。肠杆菌科细菌中，对

头孢唑啉(81.36%)、磺胺异噁唑(52.54%)和氨

苄西林(44.07%)耐药率最高；检出 7 株耐碳青

霉 烯 类 肠 杆 菌 科 细 菌 (carbapenem-resistant 

Enterobacteriaceae，CRE)，分别为成团泛菌 

3 株，肺炎克雷伯菌 1 株，美洲爱文氏菌 1 株，

阴沟肠杆菌复合菌 2 株，见表 4。 

成团泛菌和大肠埃希氏菌对头孢唑啉的耐

药率最高，分别为 80.56%和 100.00%；肺炎克

雷伯菌对氨苄西林和四环素的耐药率最高，均

为 66.67%，见表 4。 

2.3  多重耐药检测结果 
在 59 株肠杆菌科细菌中，有 33 株表现为多

重耐药，多重耐药率达 55.93%，占总粪便样品

细菌分离总数的 8.40%。成团泛菌的多重耐药率

为 44.44% (16/36)；大肠埃氏希菌的多重耐药率

为 75.00% (3/4)；检出肺炎克雷伯菌的多重耐药

菌 1 株，为前文所述的碳青霉烯类肺炎克雷伯

菌，占总肺炎克雷伯菌的 33.33% (1/3)，见图 1。 

 
表 3  肠杆菌科细菌种类检出分布 
Table 3  The prevalence of different genera of Enterobacteriaceae  

菌属 

Genera 

菌株数 

Number of strains 

检出率 

Isolation rate (%) 

阿氏耶尔森氏菌 Yersinia aldovae 1 0.25 

成团泛菌 Pantoea agglomerans 36 9.16 

大肠埃希氏菌 Escherichia coli 4 1.02 

法氏柠檬酸杆菌 Citribacter farmeri 1 0.25 

肺炎克雷伯菌 Klebsiella pneumoniae 3 0.76 

美洲爱文氏菌 Ewingella anericana 2 0.51 

摩氏摩根菌塞氏亚种 Morganella morganii ssp. morganii 1 0.25 

普城沙雷菌 Serratia plymuthica 2 0.51 

伤口埃希菌 Escherichia vulneris 1 0.25 

乡间布丘菌 Budvicia aqutica 3 0.76 

液化沙雷菌 Serrratia liquefaciens 1 0.25 

阴沟肠杆菌复合菌 Enterobacter cloacae complex 4 1.02 

合计 Total 59 15.01 
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图 1  肠杆菌科多重耐药结果   3−10DR：菌株对 310 种抗菌药物耐药 

Figure 1  Results of multi-drug resistance in Enterobacteriaceae. 310DR: Strains were resistant to 3–10 
different antimicrobials. 

 

2.4  耐药基因检测结果 
2.4.1  耐药基因扩增结果 

对候鸟粪便中 59 株肠杆菌科细菌进行

blaCTX-M、blaTEM 和 blaSHV 基因扩增，只检出

blaTEM耐药基因存在目的片段，见图 2。 

2.4.2  候鸟粪便中肠杆菌科细菌携带耐药基因

情况  

PCR 扩增结果显示，有 23 株细菌检出

blaTEM，占总粪便样品细菌分离总数的 5.85% 

(23/393)，占总肠杆菌科细菌的 38.98% (23/59)，

占耐 β - 内酰胺类抗生素肠杆菌科细菌的 

 

 
 
图 2  肠杆菌科细菌 blaTEM 基因扩增结果   
Figure 2  Gene amplification results of blaTEM in 
Enterobacteriaceae. M: DL5000 DNA Marker. 

46.00% (23/50)。未检出 blaCTX-M和 blaSHV耐药

基因。23 株携带 blaTEM耐药基因的肠杆菌科细

菌中，成团泛菌 11 株(47.82%)、大肠埃氏希菌

2 株(8.69%)、肺炎克雷伯菌 1 株(4.34%)，其余

菌株的扩增结果显示，所有检出的阿氏耶尔森

氏菌、法式柠檬酸杆菌、美洲爱文氏菌和普城

沙雷菌均携带 blaTEM耐药基因。 

携带 blaTEM 耐药基因的肠杆菌科细菌对氨

苄西林-舒巴坦、四环素、头孢西丁和亚胺培

南这 4 种药物的耐药率高于未携带 blaTEM耐药

基因菌株的对应药物耐药率，见图 3。将基因

片段测序，并与 NCBI 数据库 BLAST 比对，结

果显示，待测序列与已知序列(GenBank 登录

号 CP055262.1)的相似度达 100%，所有 blaTEM

耐药基因均为 TEM-1 型。 

3  讨论与结论   

肠杆菌科细菌是候鸟肠道中研究最多的能

使人致病的菌群，多种海鸥和水禽是传播肠杆

菌科细菌的主要动物[10-11]，而且传播范围也是

全球性的[12]。 
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图 3  携带与未携带 blaTEM-1 肠杆菌科细菌对多

种药物耐药率结果   AMP：氨苄西林；AMS：

氨苄西林 -舒巴坦；TET：四环素；CHL：氯霉

素；SXT：复方新诺明；CFZ：头孢唑啉；CTX：

头孢噻肟；CAZ：头孢他啶；CFX：头孢西丁；

GEN：庆大霉素；IMI：亚胺培南；NAL：萘啶

酸；Sul：磺胺异噁唑；CIP：环丙沙星 

Figure 3  Results of drug resistance rates of 
Enterobacteriaceae with and without blaTEM-1. AMP: 
Ampicillin; AMS: Ampicillin-sulbactam; TET: 
Tetracycline; CHL: Chloramphenicol; SXT: 
Paediatric compound sulfamethoxazole tablets; CFZ: 
Cefazolin; CTX: Cefotaxime; CAZ: Ceftazidime; 
CFX: Cefoxitin; GEN: Gentamicin; IMI: Imipenem; 
NAL: Nalidixic acid; Sul: Sulfamethoxazole; CIP: 
Ciprofloxacin. 

 
本研究对 393 份广州南沙湿地公园的候鸟

粪便中肠杆菌科细菌进行分离，并鉴定菌种类

别。肠杆菌科细菌总检出率为 15.01% (59/393)，

低于 Liao 等 [13]在中国西南部鸢鸥肠道中肠杆

菌科细菌的检出率 (52.40%)，高于安徽省升

金 湖 白头鹤粪便中肠杆菌科细菌的检出率

(6.40%)[14]。本文检出的肠杆菌科细菌包括成团

泛菌、大肠埃氏希菌和肺炎克雷伯菌等，主要

优势菌为成团泛菌，有别于青海湖[15]、成都[16]

等地区候鸟肠道菌的研究结果，提示广州南沙

湿地公园候鸟具有独特的肠杆菌科细菌群落组

成，可能与候鸟迁徙路线和生活习性不同有

关。成团泛菌广泛存在于自然环境和动物体

内，可致农作物枯萎、腐败[17]及致人败血症或

软组织感染 [18]。Zhao 等 [19]发现假单胞菌属和

泛菌属与候鸟感染 H5N1 有一定关联。本研究

检出成团泛菌为主要优势菌，另检出了 8 株假

单胞细菌，提示候鸟有感染 H5N1 的风险。 

本研究检出肠杆菌科细菌的耐药率为

89.83% (53/59)。除了 β-内酰胺类抗生素，检

出细菌还对磺胺类、喹诺酮类抗生素表达高耐

药性，提示该公园候鸟携带的产 ESBL 肠杆菌

科细菌也可对其他抗生素表达耐药性。本研究

肠杆菌科细菌药敏结果与广州临床检出细菌药

敏结果(主要对头孢唑啉、复方磺胺和氨苄西

林耐药)[20]较为相似，与广州市市售畜禽肉源

大肠杆菌(主要对氨苄西林、多西环素和复方

新诺明耐药)[21]、广东地区鱼源大肠埃希菌(主

要对氟苯尼考耐药)[22]和 2018 年 CHINET 中国

细菌耐药性监测(主要对呋喃妥因耐药)[23]中的

药敏结果有所差异，提示广州地区候鸟粪便中

的肠杆菌科细菌耐药情况可能与当地医院中的

耐药菌株有关联，仍需进一步研究。主要优势

菌成团泛菌对头孢唑啉和磺胺异噁唑耐药率最

高，与 Kampf[24]的结果较为相似，但是与陈卓

等[15]的研究结果相差甚远，提示不同地区候鸟

携带的相同种类菌落其耐药表型也可能不同。

Munoz-Price 等 [25]研究表明，若细菌对碳青霉

烯类抗生素耐药，则提示这种细菌对其他多种

抗生素耐药，可引起严重的临床感染，而耐碳

青霉烯类肺炎克雷伯菌 (carbapenem-resistant 

Klebsiella pneumoniae，CRKP)可引起血液感染

患者较高的死亡率。本研究检出 7 株 CRE，检

出率高于广东临床检出率[23,26]，提示南沙湿地

公园候鸟有储存 CRE/CRKP 的风险，需要重点
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监测这类细菌在候鸟体内的定殖及传播。 

本文肠杆菌科细菌的多重耐药率(55.93%)

高于新加坡[27]和阿拉伯半岛[28]候鸟携带细菌的

多重耐药率，高于 2019 年中国广东省某医院[29]

及 2016 年中国广东省某三甲医院多重耐药菌检

出率[26]，提示我国广州南沙湿地公园候鸟携带

的多重耐药性肠杆菌科细菌占比较高，可能与

候鸟所接触的水体和土壤有关，今后还需加强

对候鸟活动周围环境中多重耐药菌监测。肠杆

菌 科 细 菌 携 带 的 ESBL 耐 药 基 因 主 要 是

blaTEM-1，检出率低于牛金利[30]、黄琴[31]的研究

结果。携带 blaTEM-1肠杆菌科细菌对四环素的耐

药率高于未携带 blaTEM-1的耐药率，提示该园区

候鸟携带的含 blaTEM-1 肠杆菌科细菌具有更高

的公共卫生风险。blaTEM-1是革兰氏阴性菌中普

遍存在的质粒编码 β-内酰胺酶，可有效催化青霉

素和早期头孢菌素的水解 [32]，需要重点监测

blaTEM-1 在该地区附近候鸟源肠杆菌科细菌的分

布，以及质粒介导的 ESBL 耐药基因的水平转移。 
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