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摘要: 四环素类药物是在兽医临床中常用的一类抗生素，为了解胸膜肺炎放线杆菌 ( Actinobacillus pleuropneumoniae，APP ) 对四环素类抗生素的

耐药情况，本研究对从临床分离鉴定的 85 株 APP 进行了四环素类抗生素临床耐药情况和相关基因的分析和检测。应用药敏纸片法进行药敏试验，

结果: APP 对四环素的耐药率较高为 76. 5%，其次为金霉素 54. 1%、美他环素 48. 2%、多西环素 45. 9%、土霉素 28. 2%、米诺霉素 25. 9%、替加

环素 22. 3%。采用 PCＲ 方法对四环素类 10 种耐药基因 tetA、tetB、tetC、tetD、tetE、tetG、tetH、tet1、tetL1 和 tetL2 进行检测，结果: tetA、tetB、

tetC、tetD、tetE、tetG、tetH、tet1、tetL2、tetL1 耐药基因的扩增阳性率分别为 78. 8%、41. 2%、15. 3%、8. 2%、21. 2%、15. 3%、43. 5%、24. 7%

和 30. 6%，而 tetL1 扩增则全部阴性，未检出其耐药基因。本研究结果为四环素类抗生素在猪传染性胸膜肺炎临床上的应用和新药研发提供了一

定的理论依据。
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Abstract: Tetracycline antibiotics are commonly used in veterinary clinic． In order to understand the drug－resistant status of Actinobacillus
pleuropneumoniae ( APP) to tetracycline antibiotics，85 APP strains isolated and identified from clinical cases were analyzed and tested in
this study． First，drug resistance phenotype identification was conducted using the drug sensitive paper method，the drug resistance rate of
APP to tetracycline was 76. 5%，followed by 54. 1% aureomycin，48. 2% methacycline，45. 9% doxycycline，28. 2% oxytetracycline，

25. 9% minoramycin and 22. 3% tetracycline． PCＲ was used to detect ten antibiotic resistance genes of tetracycline，including tetA，tetB，

tetC，tetD，tetE，tetG，tetH，tet1，tetL1 and tetL2． The results were that tetA，tetB，tetC，tetD，tetE，tetG，tetH，tet1，tetL2 and tetL1
showed positive amplification rates of resistance genes which were 78. 8%，41. 2%，15. 3%，8. 2%，21. 2%，15. 3%，43. 5%，24. 7% and
30. 6%，respectively，while tetL1 amplification was all negative and no resistance genes were detected． The results of this study provided a
theoretical basis for clinical application of tetracycline antibiotics to Actinobacillus pleuropneumoniae and for development of new drugs．
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猪传染性胸膜肺炎是危害养猪业的一种严重的呼

吸道疾病，在规模化养猪场普遍流行，其病原菌为胸

膜 肺 炎 放 线 杆 菌 ( Actinobacillus pleuropneumoniae，
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APP) ［1］。该病原血清型众多，目前报道的有 20 多

种，而且不同血清型之间缺乏交叉保护性，这也是猪

传染性胸膜肺炎难防难控的最主要原因［2］。生长猪

感染 APP 后出现生长发育缓慢、饲料利用率低，育

肥猪出现急性死亡、口鼻流血等症状［3］。目前，该

病在世界范围内广泛流行，严重威胁规模化养猪业的

发展，给各国养猪业造成巨大的经济损失［4］。四环
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素类抗生素是兽医临床常用的一类抗生素，应用抗生

素治疗该病能挽回部分经济损失，但不能根治［5］。
康复后的猪往往成为带菌者，持续排毒，成为传染

源，严重威胁其他健康猪。经抗生素治疗后常引起细

菌耐药性增强，导致多重耐药或者超级耐药，给临床

治疗带来极大挑战［6］。
四环素、土霉素等四环素类抗生素是临床常用的

抗生素，这类抗生素具有共同多环并四苯羧基酰胺母

核衍生物［7］。四环素类抗生素易导致细菌产生耐药

性，并且具有交叉耐药性。这类抗生素的杀菌机制是

引起细菌细胞膜的通透和抑制蛋白质的合成。四环素

类抗 生 素 耐 药 决 定 因 子 TetM、TetO、OtrA、TetS、
TetT、TetQ、 TetB ( P ) 、 TetW、 Tet ( 32 ) 和 Tet
( 36) 与核糖体相互作用保护细菌自身免受四环素作

用的蛋白质。这些耐药决定因子位于细菌质粒和转座

子上［8］。目前，国内外有关 APP 对四环素类抗生素

耐药基因的研究报道较少，APP 四环素类耐药现状

和耐药流行分子特征也不清楚。本研究就分离鉴定的

胸膜肺炎放线杆菌对四环素类抗生素的耐药基因进行

了系统研究，为今后猪传染性胸膜肺炎的防制和新药

研发提供基础，为临床用药和治疗提供参考。

1 材料与方法

1. 1 培养基及试剂

脑心浸液肉汤 ( 含有蛋白胨、酵母浸膏、葡萄

糖、甘 油、脂 肪 酸、 10% 马 血 清 和 100 μg /mL
NAD) 、Buffer、Taq 酶 等 购 于 Sigma 生 物 技 术 有 限

公司。
1. 2 APP 菌株及其复苏

2013—2019 年临床分离鉴定的 85 株胸膜肺炎放

线杆菌菌株，－80 ℃ 保存。将分离鉴定的 85 株 APP
接种于脑心浸液肉汤 ( 添加 10%马血清和 100 μg /mL
NAD) ，置于 37 ℃ 的 CO2 ( 5% ～ 10%) 培养箱中培

养 24 h，挑取菌落进行下一步试验。
1. 3 APP 菌株药物敏感试验

采用圆纸片扩散法检测 APP 对四环素类药物的

敏感性，包括: 四环素、土霉素、金霉素、多西环

素、美他环素、米诺霉素和替加环素，根据抑菌环直

径判定药物的敏感度［9］。
1. 4 APP 核酸提取

将每株细菌接种脑心浸液肉汤 ( 含有蛋白胨、
酵母浸膏、葡萄糖、甘油、脂肪酸、10%马血清和

100 μg /mL NAD) ，置于 37 ℃的 CO2 ( 5%～10%) 培

养箱中培养 24 h，收集细菌，提取 DNA。
1. 5 耐药基因的 PCＲ 检测

设计了 10 对特异性较高的引物 ( 表 1) ，分别检

测 tetA、 tetB、 tetC、 tetD、 tetE、 tetG、 tetH、 tet1、
tetL1 和 tetL2 共 10 种耐药基因［10］，引物由上海生工

生物工程有限公司合成。

表 1 耐药基因引物及扩增片段大小

引物名称 引物序列 ( 5'→3') 扩增片段 /bp

tetA－1 GGCGGTCTTCTTCATCATGC 500

tetA－2 CGGCAGGCAGAGCAAGTAGA

tetB－1 CATTAATAGGCGCATCGCTG 925

tetB－2 TGAAGGTCATCGATAGCAGG

tetC－1 GCCGGAAGCGAGAAGAATCA 880

tetC－2 GCTGTAGGCATAGGCTTGGT

tetD－1 ACACTGCTGGACGCGATG 1 050

tetD－2 TCCGCACTCTGCTGTGTC

tetE－1 GTGATGATGGCACTGGTCAT 1 200

tetE－2 CTCTGCTGTACATCGCTCTT

tetG－1 TGATCGTGGGTCTTGACG 1 130

tetG－2 TGCGAATGGTCTGCGTAG

tetH－1 TTATACTGCTGATCACCG 1 050

tetH－2 CATCCCAATAAGCGACGC

tet1 GCTCAYGTTGAYGCAGGAA 500

tet2 AGGATTTGGCGGSACTTCKA

tetL1－1 CCTGCGAGTACAAACTGG 1 020

tetL1－2 TCAAGGTAACCAGCCAAC

tetL2－1 GTGAATACGTCTTATTCACAG 1 370

tetL2－2 TTAGCCATGTCTCCGCGA

PCＲ 反 应 体 系 为 22 μL: 0. 22 mmol /L dNTPs
5 μL，0. 04 U /μL Taq 酶 1 μL，10. 5 μmol /L 引 物

5 μL，1. 5 mmol /L Mg2+ 2 μL，水 9 μL。PCＲ 扩增程

序为: 94 ℃预变性 2. 5 min; 95 ℃ 变性 50 s，55 ℃
退火 32 s，72 ℃ 延 伸 3. 2 min，33 个 循 环; 最 后

72 ℃延伸 4. 2 min。扩增产物经 1. 5%琼脂糖凝胶电

泳，然后进行回收和测序。

2 结果与分析

2. 1 药敏试验

APP 对各药物的耐药率分别为: 四环素 76. 5%
( 65 /85) ，土霉素 28. 2% ( 24 /85 ) ，金霉素 54. 1%
( 46 /85 ) ， 多 西 环 素 45. 9% ( 39 /85 ) ， 美 他 环 素

48. 2% ( 41 /85) ，米诺霉素 25. 9% ( 22 /85 ) ，替加

环素 22. 3% ( 19 /85) 。
2. 2 APP 耐药基因的 PCＲ 检测

采用 PCＲ 方 法 对 四 环 素 类 抗 生 素 耐 药 基 因

( tetA、 tetB、 tetC、 tetD、 tetE、 tetG、 tetH、 tet1、
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tetL1、tetL2) 进行检测，结果显示，tetA、tetB、tetC、
tetD、tetE、tetG、tetH、tet1、tetL2、tetL1 耐药基因的

耐药 率 分 别 为 78. 8% ( 67 /85 ) 、41. 2% ( 35 /85 ) 、
15. 3% ( 13 /85) 、8. 2% ( 7 /85) 、21. 2% ( 18 /85) 、

15. 3% ( 13 /85) 、43. 5% ( 37 /85) 、24. 7% ( 21 /85) 、
30. 6% ( 26 /85) 、tetL1 全部阴性，未检出其耐药基

因。部分检测结果的电泳图谱见图 1 至图 9。

M． DL2000 DNA Marker; 1～17． 部分样品

图 1 部分样品耐药基因检测结果

3 讨论

四环素类抗生素是广谱抗菌药物，是兽医临床常

用的一类抗生素类预防或者治疗性药物，在规模化养

猪生产中被广泛应用，长期应用或者不合理应用，常

常造成细菌耐药，出现多重耐药菌株或者超级耐药菌

株［11］。四环素类药物的抗药性普遍存在于细菌中，

其耐药的主要机制是抑制蛋白质的合成和诱导活性外

排系统［12］。APP 血清型众多，根据报道目前有 20 多

个，各血清型之间既无交叉反应，又无交叉免疫力。

市场上现有疫苗菌株大多是单个血清型或者双重血清

型，预防效果有限，这就给猪传染性胸膜肺炎的防控

带来了极大挑战。
APP 是猪细菌病中最重要的一种病原菌，世界

范围内均有分布。该菌可导致各种年龄段的猪发病，

可引起育肥猪的急性死亡。感染该菌后，病原菌迅速

导致猪肺脏纤维素性出血、坏死性胸膜肺炎、胸腔粘

连。耐过的猪肺脏中常有坏死骨片，其含有致命性的

载量细菌，抗生素类药物很难穿透这种坏死骨片，成

为带菌传染源，从而引起该病的暴发。该菌不同菌株
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的致病力差别较大，高毒力菌株可导致高死亡率［13］。
猪传染性胸膜肺炎的防控主要依靠严格的生物安

全措施、卫生防疫制度及疫苗预防接种。市场上的疫

苗主要有灭活疫苗和亚单位毒素疫苗［14］。由于本病

原的血清型较多，互相之间的交叉免疫能力差，各血

清型之间交叉保护性不强。猪感染 APP 后应及早采

取药物治疗，抗生素的选择需要依据药物敏感性试验

结果和现场药物使用情况而定。
本研究结果表明，分离鉴定的 85 株 APP 对四环

素类药物耐药基因 tetA、tetB、tetC、tetD、tetE、tetG、
tetH、tet1、tetL2 的 耐 药 率 分 别 为 78. 8%、41. 2%、
15. 3%、8. 2%、 21. 2%、 15. 3%、 43. 5%、 24. 7%、
30. 6%，tetL1 全部阴性，未检出其他耐药基因。APP
对四环素的耐药率最高为 76. 5%，其他依次为金霉

素、美他环素、多西环素、土霉素、米诺霉素和替加

环素，药敏试验结果与耐药基因基本一致。本研究就

APP 对四环素类抗生素的耐药性及耐药基因进行了

系统的研究，为抗生素的应用和新药研发及临床应用

提供了基础。
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