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摘 要：【目的】系统了解高原鸦科鸟类肠道抗生素耐药菌的耐药性及耐药基因分布情况。【方

法】采用传统培养方法与测序技术相结合的方式对高原城市 5 种典型鸦科鸟类的 71 份肠道内容

物样本进行分析。【结果】共分离获得 70 株菌株，分属于 3 门 14 属 25 种。在含磺胺甲噁唑的培

养基和大嘴乌鸦 (Corvus macrorhynchos) 肠道样本中分离出的菌株数量最多。肠球菌属

(Enterococcus)为优势属，其下的蒙氏肠球菌(Enterococcus mundtii)为优势种。通过药敏纸片琼脂扩

散法(Kirby-Bauer 法)检测发现分离菌株对多黏菌素类抗生素的耐药率最高，且所有分离菌株均呈

现多重耐药性，其中 10 重及以上耐药的超级细菌占比近四成。在七大类耐药基因中碳青霉烯类

耐药基因检出率最高，检出率最高的耐药基因为 tetD。整合子和基因盒的检出率均较低。【结论】

鸦科鸟类肠道内耐药菌株种类多样且普遍具有多重耐药性，耐药基因广泛存在且具有较强的传播

潜能，是名副其实的耐药菌和耐药基因的储存库与传播媒介，对人类公共卫生医疗和环境安全构

成挑战与威胁。本研究填补了鸦科鸟类肠道耐药菌及其抗生素耐药性研究的空白，为后续评估野

生鸟类介导的抗生素耐药性传播风险以及制定公共卫生防控策略提供了初步科学依据。
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Abstract: [Objective] To systematically understand the antibiotic resistance and the distribution of 
resistance genes of intestinal antibiotic-resistant bacteria in Corvidae species on plateaus.
[Methods] The conventional culture method and sequencing were employed to analyze 71 
intestinal samples from five typical Corvidae species in plateau cities. [Results] A total of 70 
bacterial strains were isolated, belonging to 25 species, 14 genera of 3 phyla. The highest number 
of strains was isolated from the medium containing sulfamethoxazole and the intestinal samples of 
Corvus macrorhynchos, with Enterococcus and Enterococcus mundtii being the dominant genus 
and species, respectively. The Kirby-Bauer disk diffusion test revealed that the isolated strains had 
the highest resistance rate to polymyxin antibiotics, and all the strains exhibited multidrug 
resistance, with nearly 40% being superbugs resistant to 10 or more antibiotics. Among the seven 
major categories of resistance genes, carbapenem resistance genes showed the highest detection 
rate, with tetD being the most frequently detected resistance gene. The detection rates of integrons 
and gene cassettes were both low. [Conclusion] Avian species of Corvidae exhibit high diversity 
and widespread prevalence of multidrug-resistant bacterial strains in their intestinal microbiota. 
Antibiotic resistance genes are widely present within these strains and exhibit significant 
transmission potential. As a result, they serve as veritable reservoirs and vectors for antibiotic-
resistant bacteria and resistance genes, posing challenges and threats to human public health, 
medical care, and environmental safety. This study fills the gap in research on intestinal antibiotic-
resistant bacteria and their antibiotic resistance in Corvidae birds, providing a scientific basis for 
subsequent assessments of the transmission risk of antibiotic resistance mediated by wild birds and 
the formulation of prevention and control strategies.
Keywords: Corvidae birds; intestinal microbiota; antibiotic-resistant bacteria; antibiotic resistance 
genes

抗生素是人类历史上里程碑式的发现，其

不仅可在人类疾病治疗中显著降低感染性疾病

的死亡率，而且在畜牧养殖中可用于治疗动物

疾病、促进动物生长；同时，抗生素还应用于

农业领域以防治植物病害，在维护人类公共卫

生安全、保障农牧产业效益等方面发挥着重要

作用[1]。正是由于抗生素在这些方面的优势，其

使用量大幅增加，甚至出现滥用现象，使得抗

生素成为一种细菌选择压力广泛存在于环境中。

细菌可通过基因突变或水平基因转移等方式获

得耐药性以适应环境，进而进化为耐药菌甚至

超级耐药菌，致使许多传统抗生素的疗效下降
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甚至消失，给感染性疾病的治疗带来困难[2]。细

菌作为肠道微生物的重要组成部分，广泛存在

于肠道中。耐药菌的产生使耐药性在肠道菌株

间迅速传播，致使鸟类肠道成为天然的耐药

菌储存库[3]。目前，关于抗生素及其耐药菌的研

究已较为完善，覆盖了高原鼠兔 (Ochotona 

curzoniae)、啮齿目(Rodents)等多个方向[4-5]。近

年来，关于鸟类肠道微生物中耐药菌和耐药基

因的研究也逐渐增多。Cao 等[6]和 Luo 等[7]分别

对 10 种不同候鸟和 7 种野生鸟类及其栖息环境

的耐药基因组和微生物组进行了分析，揭示了

鸟类肠道微生物群落结构、可移动遗传元件

(mobile genetic elements, MGEs)和环境残留抗生

素对耐药基因组的影响，但在鸦科(Corvidae)鸟

类中的相关研究较少。

鸦科鸟类可通过传播种子、进行生物监测

等方式提供生态系统服务，但也会因觅食垃圾、

发出噪声和传播病原等行为对生态系统产生负

面影响，在生态系统中具有双面作用[8]。作为野

生兼性食腐鸟类，鸦科鸟类活动范围广泛、食

性多样且复杂，更易接触存在抗生素的环境，

成为抗生素耐药菌和抗生素耐药基因的传播媒

介[9]。此外，鸦科鸟类体内还携带大量病原体，

且具有极强的传播潜能，在病原体和寄生虫的

传播动力学中发挥作用[10]。与大多数受城市化

负面影响的鸟种不同，鸦科鸟种凭借其复杂的

食性、高等的认知等优势对城市具有极强的适

应能力，成为为数不多的城市适应鸟类，其活

动范围与人类高度重合[11]。也正因如此，鸦科

鸟类携带的病原体和耐药菌能更频繁地与人类

和周围环境接触，成为病原菌和抗生素耐药性

的传播媒介，给公共卫生安全领域带来重大挑

战和威胁[12]。由于鸦科鸟类具有极强的病原传

播潜能且与人类密切接触，近年来对其的研究

主要集中在病原体传播方面，而对于鸦科鸟类

肠道菌群及其在抗生素耐药性传播方面的研究

尚显不足。

本研究将传统分离培养方法与测序技术相

结合，利用两者的优势初步对秃鼻乌鸦(Corvus 

frugilegus)、大嘴乌鸦 (Corvus macrorhynchos)、

红嘴山鸦(Pyrrhocorax pyrrhocorax)、渡鸦(Corvus 

corax)和达乌里寒鸦(Corvus dauuricus)这 5 种青

藏高原典型鸦科鸟类的肠道耐药菌进行分离、

培养和鉴定，以期初步掌握青藏高原鸦科鸟类

肠道内耐药菌株的分布、组成、耐药程度以及

耐药基因的分布和传播情况。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　样本

本研究采集了 71 只鸦科鸟类(表 1)，采样地

点分别为青海省湟源县(达乌里寒鸦、红嘴山

鸦)、互助土族自治县(秃鼻乌鸦)、泽库县(大嘴

乌鸦)和玉树藏族自治州(渡鸦)。5 种鸦科鸟类的

获取数量差异不大，数量由高到低依次为：红

嘴山鸦(19 只)、大嘴乌鸦(16 只)、渡鸦(13 只)、

达乌里寒鸦(12 只)、秃鼻乌鸦(11 只)。取同一只

鸟的肠道内容物或粪便混合后，加入适量无菌

水，12 000×g 离心 2 min，吸取上清液作为一份

样品，最终获得 71 份样品。本研究方案已通过

青海大学医学院伦理委员会审定。

1.1.2　主要试剂和仪器

细菌基因组 DNA 提取试剂盒，宝日医生物

表1　采样结果统计

Table 1　Result of sampling

Species

Pyrrhocorax pyrrhocorax

Corvus dauuricus

Corvus frugilegus

Corvus macrorhynchos

Corvus corax

Sampling point 
coordinates

101°16′43″E, 
36°40′01″N

101°17′26″E, 
36°41′21″N

101°54′10″E, 
37°04′10″N

101°55′43″E, 
35°15′21″N

96°59′35″E, 
32°59′25″N

Number of 
samples

19

12

11

16

13
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技术(北京)有限公司；DL2000 DNA marker，宝

生物工程(大连)有限公司；药敏纸片，杭州微生

物试剂有限公司；Biosharp 琼脂糖，北京白鲨易

科技有限公司；胶回收试剂盒，山东思科捷生

物技术有限公司；PCR 引物，由苏州金唯智生

物科技有限公司合成。

无菌超净台、恒温培养箱、摇床，上海昕

仪仪器仪表有限公司；PCR 扩增仪，赛默飞世

尔科技(中国)有限公司；凝胶成像系统，Bio-Rad 

Laboratories 公司。

1.2　菌株分离与保种

对上清液依次稀释 101、103、105、107 倍

后，涂布于含 5 种抗生素的 LB 培养基上，5 种

抗生素浓度设为美国临床实验室标准化协会

(clinical and laboratory standards institute, CLSI)发

布的最小抑菌浓度的 1 倍和 100 倍(最小抑菌浓度：

多黏菌素 B 为 4 mg/L、替加环素为 4 mg/L、亚胺

培南为 4 mg/L、氨苄青霉素为 32 mg/L、磺胺甲

恶唑为 76 mg/L)，置于 37 ℃恒温培养箱内培养

24 h。观察菌株生长情况，若菌株可正常生长，

待菌落生长达到操作要求后挑取单菌落进行划

线培养以纯化单菌落。将纯化后的单菌落接种

至含 1 mL 培养液的离心管中，37 ℃、180×g 振

荡培养 16 h，取 700 µL 菌液加入 300 µL 甘油混

匀保种，置于−80 ℃冰箱中保存备用，每株菌保

种 3 管。

1.3　药敏实验

根据美国临床和实验室标准协会提出的药

敏纸片琼脂扩散法(Kirby-Bauer 法)对分离菌株

进行八大类 21 种抗生素的耐药表型检测。将麦

氏度为 0.5 的菌液均匀涂布在 LB 培养基上，用

灭菌镊子夹取含不同抗生素的药敏片贴于培养

基表面，轻轻按压防止药敏片脱落，每个平板

保持适当间距贴 4 个药敏片。平板倒置后置于

37 ℃恒温培养箱中培养 16 h。培养后用游标卡

尺测量并记录抑菌圈直径，药敏片类别、含量、

缩写以及折点信息详见表 2。以由中国兽医药品

监察所提供的大肠埃希氏菌(ATCC 25922)为质

控菌株，若质控菌株的药物敏感度正常，则药

敏试验结果可靠。

1.4　耐药基因检测

参考文献[13]设计 28 种耐药基因的引物，

运用 PCR 扩增技术检测所有分离菌株是否存在耐

药基因。 PCR 扩增体系 (20 µL)： 2×Taq PCR 

Master Mix 10 µL，上、下游引物(0.4 µmol/L)各

0.8 µL，DNA 模板 1 µL，ddH2O 7.4 µL。PCR

反应条件：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性 30 s，

引物退火温度降低 5 ℃后持续 30 s，72 ℃延伸

1 min，共 5 个循环；95 ℃变性 30 s，引物退火

温度下持续 30 s，72 ℃延伸 1 min，共 25 个循

环；72 ℃终延伸 10 min；4 ℃保存。扩增完成

后，取 PCR 产物和 DNA marker 各 8 µL 进行

1.2% 琼脂糖凝胶电泳，在蛋白印迹成像系统下

观察结果。将出现相应条带的 PCR 产物送至天

津金唯智生物科技有限公司进行测序，之后将

序列上传至 NCBI 运用 BLAST 进行比对。

1.5　整合子和基因盒的检测

对 3 类整合子整合酶基因进行检测，参考

文献[14]并比照整合子保守区序列合成对应引物

筛选出整合酶基因检测呈阳性的分离菌，并对其

基因盒进行扩增及测序。PCR 扩增体系(50 µL)：

2×Taq PCR Master Mix 25 µL，上、下游引物

(0.4 µmol/L)各 2 µL，DNA 模板 2.5 µL，ddH2O 

18.5 µL。整合子整合酶 PCR 反应条件：95 ℃预

变性 5 min；95 ℃变性 30 s，引物退火温度降低

5 ℃后持续 30 s，72 ℃延伸 1 min，共 5 个循

环；95 ℃变性 30 s，引物退火温度持续 30 s，

72 ℃延伸 1 min，共 25 个循环；72 ℃终延伸

10 min。Ⅰ类整合子基因盒 PCR 反应条件：94 ℃

预变性 1 min；98 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30 s，

72 ℃延伸 4 min，共 35 个循环；72 ℃终延伸

10 min。 Ⅱ 类整合子基因盒 PCR 反应条件：
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94 ℃预变性 1 min；98 ℃变性 30 s，50 ℃退火

30 s，72 ℃延伸 4 min，共 12 个循环；98 ℃变

性 30 s，56 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 4 min，共

30 个循环；72 ℃终延伸 10 min。Ⅲ类整合子基

因盒 PCR 反应条件：94 ℃预变性 5 min；94 ℃

变性 45 s，55 ℃退火 45 s，72 ℃延伸 2 min，共

36 个循环；72 ℃终延伸 5 min。扩增完成后，

取 PCR 产物和 DNA marker 各 15 µL 进行 1.2%

琼脂糖凝胶电泳，之后在凝胶成像系统下观察。

对出现整合子基因盒条带的 PCR 电泳凝胶进行

切割并使用胶回收试剂盒回收，送至天津金唯

智生物科技有限公司进行测序，之后将序列上

传至 NCBI，运用 BLAST 进行比对。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　样本采集与菌株分离情况

采用不同浓度的 5 种抗生素进行菌株分离，

共分离获得 70 株菌株。从筛选条件来看，在

100×抗生素浓度下筛选出的菌株占比 31.43%，

在 1×抗生素浓度下筛选出的菌株占比 68.57%。

不同浓度下筛选出的菌株数仅在达乌里寒鸦样

本中存在显著差异。在添加了磺胺甲噁唑的培

养基上分离出的菌株数量最多(31.43%)。在添加

替加环素的条件下仅在 1×浓度下分离出 3 株菌

株，分别来源于达乌里寒鸦(2 株)和红嘴山鸦

(1 株)；而在添加其他 4 种抗生素的条件下均在

表2　药敏实验的区域直径折点

Table 2　Zone diameter breakpoints of disc diffusion method

Antibiotic categories

β-lactams

Aminoglycosides

Quinolones

Sulfonamides

Chloramphenicols

Macrolides

Polymyxins

Tetracyclines

Antibiotics

Amoxicillin

Ceftazidime

Meropenem

Aztreonam

Oxacillin

Amikacin

Kanamycin

Streptomycin

Gentamicin

Enrofloxacin

Ofloxacin

Ciprofloxacin

Trimethoprim

Sulfisoxazole

Cotrimoxazole

Chloramphenicol

Erythromycin

Azithromycin

Polymyxin B

Tetracycline

Minocycline

Abbreviation

AMX

CAZ

MEM

AT

OX

AK

KAN

STR

GM

ENR

OFX

CIP

TMP

SIZ

SXT

C

E

AZM

PB

TE

MI

Drug content (μg)

20

30

10

30

1

30

30

10

10

10

5

5

5

300

25

30

15

15

300

30

30

Zone diameter breakpoints (mm)

R

≤13

≤14

≤13

≤17

≤10

≤12

≤14

≤11

≤12

≤14

≤13

≤15

≤10

≤12

≤10

≤12

≤12

≤13

≤8

≤11

≤10

I

14−16

15−17

14−15

18−20

11−12

13−14

15−16

12−14

13−14

15−19

14−16

16−20

11−13

13−16

11−13

13−17

13−23

14−22

9−10

12−14

11−13

S

≥17

≥18

≥16

≥21

≥13

≥15

≥17

≥15

≥15

≥20

≥17

≥21

≥14

≥17

≥14

≥18

≥24

≥23

≥11

≥15

≥14

R：耐药；I：中介；S：敏感。

R: Resistant; I: Intermediate; S: Susceptible.
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1×和 100×浓度下分离出了菌株，这表明替加环

素与其他 4 种抗生素相比具有更强的抑菌效果。

从菌株来源看，5 种鸦科鸟类中所分离出的菌株数

量差异不大，由高到低依次为大嘴乌鸦(19 株)、达

乌里寒鸦(15 株)、红嘴山鸦(13 株)、秃鼻乌鸦

(12 株)、渡鸦(11 株)。

2.2　分离菌株的组成

对 70 株菌株进行测序比对后发现，其分属

于 3 门 14 属 25 种[原始数据存储在国家微生物

科学数据中心 (http://nmdc. cn)，编号分别为

NMDCN00098QR − NMDCN00098QT 、

NMDCN00098QU 、 NMDCN00098QV 、

NMDCN00098R0 − NMDCN00098R9 、

NMDCN00098RA − NMDCN00098RV 、

NMDCN00098S0 − NMDCN00098S9 、

NMDCN00098SA − NMDCN00098SV 、

NMDCN00098T0]。在门水平上，芽孢杆菌门

(Bacillota, 57.14%)和假单胞菌门(Pseudomonadota, 

41.43%)的相对丰度合计超过 98.00%。两者在大

嘴乌鸦、渡鸦和红嘴山鸦内分离出的菌株数相

近，而在达乌里寒鸦和秃鼻乌鸦内芽孢杆菌门

的 菌 株 数 多 于 假 单 胞 菌 门 。 放 线 菌 门

(Actinomycetota)的相对丰度最低，仅分离出

1 株，来源于大嘴乌鸦。在属水平上，肠球菌属

(Enterococcus, 45.71%) 和 假 单 胞 菌 属

(Pseudomonas, 22.86%)为优势属。与其他 4 种鸦

科鸟类相比(图 1)，大嘴乌鸦样本中分离出的属

最多(9 个属)，且牛奶杆菌属(Galactobacter)、柔

武氏菌属(Raoultella)和沙雷氏菌属(Serratia)为其

特有。在种水平上，蒙氏肠球菌(Enterococcus 

mundtii，15 株，21.43%)为优势种。

2.3　耐药表型结果

如图 2A 所示，分离出的菌株对八大类 21 种

抗生素具有不同的耐药性。从八大类抗生素的

角度看，所有分离菌对多黏菌素类抗生素的耐

药率最高(58.57%)，对氯霉素类抗生素的耐药率

最低(5.71%)。从 21 种抗生素的角度看，所有分

离菌对苯唑西林的耐药率最高(85.71%)，对美罗

图1　五种鸦科鸟类在属水平上分离出的菌株数量

Figure 1　Number of isolated strains at the genus level from five crow species.
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图2　分离菌株对21种抗生素的耐药率。A：所有分离菌株对八大类21种抗生素的耐药率；B：不同鸦科

鸟类分离菌株对21种抗生素的耐药率。AMX：阿莫西林；CAZ：头孢他啶；MEM：美罗培南；AT：氨

曲南；OX：苯唑西林；AK：丁胺卡那；KAN：卡那霉素；STR：链霉素；GM：庆大霉素；ENR：恩诺

沙星；OFX：氧氟沙星；CIP：环丙沙星；TMP：甲氧苄胺嘧啶；SIZ：磺胺异噁唑；SXT：复方新诺明；

E：红霉素；AZM：阿奇霉素；PB：多黏菌素B；TE：四环素；MI：米诺环素；C：氯霉素。

Figure 2　Resistance rate of isolated strains to 21 kinds of antibiotics. A: The resistance rates of all isolated 

strains to 21 antibiotics across 8 categories; B: Antibiotic resistance rates of isolated bacterial strains from 

different corvid bird species against 21 types of antibiotics. AMX: Amoxicillin; CAZ: Ceftazidime; MEM: 

Meropenem; AT: Aztreonam; OX: Oxacillin; AK: Amikacin; KAN: Kanamycin; STR: Streptomycin; GM: 

Gentamicin; ENR: Enrofloxacin; OFX: Ofloxacin; CIP: Ciprofloxacin; TMP: Trimethoprim; SIZ: Sulfisoxazole; 

SXT: Trimethoprim/sulfamethoxazole (co-trimoxazole); E: Erythromycin; AZM: Azithromycin; PB: Polymyxin 

B; TE: Tetracycline; MI: Minocycline; C: Chloramphenicol.
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培南和氯霉素的耐药率最低(5.71%)。5 种鸦科

鸟类分离菌株对苯唑西林、磺胺异噁唑和氨曲

南 3 种抗生素的耐药率均较高且相近(图 2B)，

而对喹诺酮类抗生素的耐药率则恰好相反。值

得注意的是，红嘴山鸦分离菌株对喹诺酮类、

丁胺卡那、卡那霉素、链霉素等抗生素的耐药

率高于其他鸦科鸟类，对苯唑西林的耐药率高

达 100.00%。

耐药敏感程度统计分析显示(图 3A)，分离

菌株已对 21 种抗生素中的 10 种产生较强耐药

性，其 R 值检出率均大于等于 50%。R 值检出

率最高的抗生素为苯唑西林和磺胺异噁唑，两

者 R 值检出率均大于等于 70%；R 值检出率最

低的抗生素为美罗培南和氯霉素，这表明苯唑

西林和磺胺异噁唑的抑菌效果明显减弱，而美

罗培南和氯霉素仍然具有较强的抑菌效果。此

外，所有分离菌株对多黏菌素 B 几乎完全处于

耐药或中介边缘，敏感型菌株极少出现。

对分离菌株的多重耐药性进行热图分析

(图 3B)，结果表明所有分离菌株至少具有 3 重

耐药性，4 重、5 重和 13 重耐药的菌株丰度最

高，且这些菌株主要对苯唑西林、磺胺异噁唑、

氨曲南、多黏菌素 B、链霉素、红霉素、阿奇霉

素和阿莫西林这几类抗生素耐药。若以具有 10 重

及以上耐药性为标准来定义超级细菌(superbug)，

分离菌株中超级细菌有 26 株，占比高达 37.14%。

2.4　耐药基因型结果

根据耐药基因库内七大类 28 种耐药基因对

分离菌株进行耐药基因筛查发现(图 4)，碳青霉

烯类和四环素类耐药基因检出率最高，分别为

74.29%、58.57%；磺胺类和多肽类耐药基因检

出率最低，为 18.57%；喹诺酮类、氨基糖苷类

和大环内酯类耐药基因检出率居中，分别为

38.57%、37.14%、28.57%。七大类中检出率最

高的耐药基因分别为 blaIMP 和 blaOXA-58、

tetD、ermA、sul3、aac(6′ ) -Ib-cr、qnrD、mcr-1。

在 28 种耐药基因中 tetD 检出率最高，为 32.86%，

ermB、mphB 和 sul2 未检出。

从样本来源角度分析，检出耐药基因的菌

株比例由高到低依次为：渡鸦(100.00%, 11/11)、

大嘴乌鸦(94.74%, 18/19)、达乌里寒鸦(93.33%, 

14/15)、红嘴山鸦 (92.31%, 12/13)、秃鼻乌鸦

(91.67%, 11/12)。值得注意的是，单一菌株检出

耐药基因种数最多达 11 种，该菌株来源于大嘴

乌鸦，此外共有 4 株分离菌株未检出耐药

基因。

2.5　整合子和基因盒检测结果

对整合子和基因盒进行检测(图 5)，其中整

合酶基因 intl-2 和 intl-3 的阳性检出率较高，均

为 25.71%； intl-1 的检出率较低，为 10.00%。

研究发现 7 株分离菌株同时携带多种类型整合

子，其中 3 株同时携带 I 类和Ⅱ类整合子，2 株

同时携带 I 类和Ⅲ类整合子，2 株同时携带Ⅱ类

和Ⅲ类整合子。整合酶阳性菌株中基因盒总检

出率为 10.26% (4/39)， I 类基因盒检出率为

7.69% (3/39)， Ⅲ 类 基 因 盒 检 出 率 为 2.56% 

(1/39)，II 类基因盒未检出。Ⅰ类和Ⅲ类整合子均

仅检出 1 种基因盒类型，I 类整合子耐药基因组

合类型为：aadA-aac(6′)-Ib7-aac(3)-Ib-carB-58，

针对氨基糖苷类和 β -内酰胺类抗生素；Ⅲ

类整合子耐药基因组合类型为：aadA-aad24-

qacEdelta1-qacE，针对氨基糖苷类抗生素和防

腐剂。

3　讨论与结论　讨论与结论

鸦科鸟类活动区域与人类活动区域广泛重

叠，易与人类以及被污染的环境接触而获得抗

生素耐药菌，成为多种抗生素耐药性的传播

者[11]。本研究对青藏高原 5 种典型鸦科鸟类的

肠道菌株进行分离，开展耐药表型和耐药基因

型实验以探究鸦科鸟类肠道菌群的耐药性。5 种

鸦科鸟类中分离出的菌株数量差异不大，这表

明 5 种鸦科鸟类与常见抗生素的接触程度相似，

值得注意的是，仅在达乌里寒鸦和红嘴山鸦中

分离出替加环素耐药菌，且菌株数量最少，这
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图3　分离菌株的耐药敏感程度和多重耐药性分析。A：耐药菌RIS率统计图(R表示耐药；I表示中介；S表

示敏感)；B：耐药菌多重耐药性热图(横坐标为抗生素简写。图中由深蓝色至深红色表示菌株数量由少

至多)。

Figure 3　Analysis of drug resistance susceptibility and multidrug resistance of isolated strains. A: Statistics on 

RIS rate of antibiotic-resistant bacteria (R indicates resistance; I indicates intermediate susceptibility; S indicates 

sensitivity); B: Heat map of multiple drug resistance of antibiotic-resistant bacteria (The horizontal axis 

represents abbreviations of antibiotics. The color ranging from dark blue to dark red indicates that the number of 

strains increases from small to large).
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表明两者与替加环素的接触较其他 3 种鸟类更

为频繁，而替加环素多用于临床医疗，几乎不

用于畜牧养殖[15]，这说明达乌里寒鸦和红嘴山

鸦可能与医疗废物的接触较多。磺胺甲噁唑与

由磺胺甲噁唑和甲氧苄啶制成的复合药物复方

新诺明被广泛应用于畜牧养殖等过程，以至于

多数菌株对其产生抗性，这与替加环素的情况

形成鲜明对比[16]。

芽孢杆菌门和假单胞菌门广泛存在于鸟类

肠道内[17]。芽孢杆菌门可为宿主提供所需的营

养和能量，而假单胞菌门又与宿主能量积累密

切相关，两者的高比例可能与鸦科鸟类需要大

量能量以应对青藏高原的高寒环境有关[18]。放

线菌门大多与病原菌相关[19]，分离出的菌株中

仅包含 1 株，分属于牛奶杆菌属的嗜缬氨酸牛

奶杆菌(Galactobacter valiniphilus)。嗜缬氨酸牛

奶杆菌最早由 Hahne 等在 2019 年于生牛奶中分

离出来[20]，其在肠道菌群中的作用以及耐药性

还需进一步研究。肠球菌属在动物胃肠道中普

遍存在，本研究中蒙氏肠球菌相对丰度最大，

图4　耐药基因检出率柱状图。A：七大类耐药基因检出率；B：28种耐药基因检出率。

Figure 4　Detection rate of resistance genes. A: Detection results of resistance genes in seven categories; B: 

Detection results of 28 resistance genes.
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作为肠道中重要的益生菌，其可产生肠菌素，

具有较强的抑菌潜力，对维持肠道菌群的平

衡发挥重要作用[21]。假单胞菌属是最多样和

最普遍的细菌属，本研究中相对丰度最大的

假 单 胞 菌 为 韦 氏 假 单 胞 菌 (Pseudomonas 

weihenstephanensis)，最早于 2016 年在生牛奶中

分离出，目前对其耐药性的研究相对较少[22]。

克雷伯氏菌属(Klebsiella)可引起多种传染病，且

已获得多重耐药性和高毒力性，推测其可能与

鸦科鸟类肠道炎症的发生有关[23]。其中，肺炎

克雷伯氏菌(Klebsiella pneumoniae)不仅可以造成

感染，且近年来耐碳青霉烯类高毒力肺炎克雷

伯氏菌的检出率越来越高[24]。本研究中分离出

的巴斯德氏克雷伯氏菌(Klebsiella pasteurii)和格

氏克雷伯氏菌 (Klebsiella grimontii)通常与其他

7 种克雷伯氏菌相互作用形成 Klebsiella 复合物，

对碳青霉烯类、头孢曲松、环丙沙星等抗生素

具有一定的耐药性[25]。

K-B 药敏实验被用于鉴定分离菌株的耐药

表型，结果表明所有分离菌株对多黏菌素 B 几

乎处于完全耐药或中介边缘状态。大多数革兰

氏阳性菌对多黏菌素天然耐药，而多黏菌素 B

对革兰氏阴性菌具有强效活性。结合耐药基因

检测发现，部分革兰氏阴性菌株携带 mcr-1 基

因，参与 mcr 家族介导的多黏菌素 B 耐药。结

合先前研究，革兰氏阴性菌多黏菌素 B 耐药性

的产生可通过 mgrB、 phoP、 phoQ、 pmrB 和

pmrA 等基因介导，这些基因与脂多糖修饰、外

膜蛋白表达改变和外排泵系统激活等多黏菌素 B

的耐药机制有关[26]。所有分离菌株至少具有

3 种耐药性，耐药重数多集中在 4 重、5 重和

13 重，这主要与抗生素耐药基因的共同表达和

水平转移相关[27]。在 5 种鸦科鸟类中，红嘴山

鸦肠道分离菌的耐药程度最高，推测其可能与

山鸦属和鸦属在生态习性方面的差异有关，最

终导致两者肠道菌群组成和多样性的不同[28]。

值得注意的是，10 重及以上耐药的超级细菌占

比近四成，这从侧面反映了鸦科鸟类是多种病

原菌的载体，且这些病原菌能够逃避多种抗生

素，尤其是传统抗生素的灭杀作用，为公共医

疗卫生带来挑战[29]。

对抗生素耐药基因进行检测发现，七大类

图5　耐药菌整合子检出率柱状图。A：耐药菌整合子检出率；B：耐药菌整合子中基因盒检出率。

Figure 5　Bar chart of detection rate of integrons in drug-resistant bacteria. A: Detection rate of integrons of 

drug-resistant bacteria; B: Detection rate of gene cassettes in integrons of drug-resistant bacteria.
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耐药基因中碳青霉烯类耐药基因检出率最高，

多肽类耐药基因检出率最低，主要原因如下：

每一类抗生素耐药基因检出率随受检测耐药基

因种数的增多而提高，碳青霉烯类耐药基因种

数最多，而多肽类最少；碳青霉烯类抗生素在

医疗过程中大量使用，未被吸收的药物会排入

环境中，加之医疗废物处理不当、历史残留、

药物非法使用等原因，增大了鸦科鸟类与碳青

霉烯类抗生素的接触机会[30]。所有耐药基因中

检出率最高的是 tetD，其在鸦科鸟类肠道中的

来源包括：内在抗性，通过肠道菌株之间的竞

争和垂直基因转移产生；外部抗性，通过可移

动遗传元件介导的基因水平转移获取[31]。所有

分离菌株中七大类耐药基因都能被检出，但每

株分离菌中并不存在每类耐药基因中的所有基

因，且不同菌株内检出的耐药基因有所不同，

这说明这些耐药基因已在不同乌鸦种群间传播，

使乌鸦肠道成为耐药菌以及耐药基因的储存库，

通过其活动传播到人类和环境中，为公共卫生、

环境安全带来负担[7]。分离菌株的耐药表型与基

因型之间不存在明确的相关性，可能是由耐药

基因表达调控、菌株的异质性耐药、耐药表型

的可逆性以及表型检测和基因型检测的局限性

与不完全性所致[32]。

整合子由整合酶基因、重组位点和基因盒

组成，其能够捕获和积累多种基因盒，而基因

盒内可携带不同的耐药基因，在整合酶的作用

下基因盒中的耐药基因能够被表达，使菌株获

得多重耐药性[33]。同时，整合子可以与可移动

遗传元件结合，通过水平基因转移机制在不同

菌株间传递，促进耐药基因在菌株之间的广泛

传播，进而对环境和人类造成威胁[34]。目前，

已鉴定出的整合子有 10 类，与编码抗生素耐药

基因有关的基因盒有 5 类(I、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、V 类

整合子)[35]。本研究中 3 类整合子对应的整合酶

均有被检出，说明在鸦科鸟类肠道菌群内 3 类

整合子十分流行。I 类整合子整合酶基因 intl-1

检出率最低，Ⅱ类和Ⅲ类整合子整合酶基因

intl-2 和 Intl-3 检出率较高，与先前对家禽的研

究结果有所出入，可能是由野生环境和饲养环

境之间的差异所致[36]。整合子基因盒类型仅有

2 种，耐药基因类型为氨基糖苷类和 β-内酰胺

类。值得注意的是，在整合子基因盒内还检测

出了防腐剂抗性基因，这表明鸦科鸟类已受到

防腐剂的影响，提醒我们在关注抗生素的同时

要注重防腐剂的规范使用[37]。整合子和基因盒

的检出率均较低，表明在鸦科鸟类肠道菌群内

整合子可能不具备广泛存在性，且整合子基因

盒尚未对耐药基因进行广泛的捕获和拼接。

本研究运用来自 5 种典型鸦科鸟类的 71 份

样本，对鸦科鸟类肠道抗生素耐药菌的耐药性

以及耐药基因的分布作了初步分析。本研究分

离出 70 株菌株，其中克雷伯氏菌属中部分菌种

已获得多重耐药性和高毒力性，而鸦科鸟类肠

道可能成为高毒性耐药菌株孕育的场所。10 重

及以上耐药的超级菌株在鸦科鸟类肠道分离菌

株中占四成，这进一步说明鸦科鸟类在多重耐

药菌株传播中的作用。分离菌株对碳青霉烯类

抗生素和替加环素产生抗性，说明鸦科鸟类可

能与医疗废物等接触较为频繁，医疗机构附近

与其他区域鸟类肠道微生物耐药性差异还需进

一步研究。此外，防腐剂的使用已经对城市生

物产生了影响，防腐剂规范使用不容忽视。综

上所述，鸦科鸟类肠道内耐药菌株多样且普遍

具有多重耐药性，耐药基因广泛存在且具有较

强的传播潜能，是名副其实的耐药菌和耐药基

因的储存库和传播媒介。此外，本研究存在一

定的局限性，样本数量相对较少，耐药菌株的

筛选较为粗糙，未对厌氧耐药菌株进行充分筛

选，且并未进行耐药菌株的后续处理分析，仅

对鸦科鸟类肠道耐药菌进行了初步探究。将来

还需完善和改进实验步骤，对更大规模样本进

行分析，进一步研究鸟类肠道耐药菌株的组成、

传播以及耐药机制等内容，从多方面探究鸦科鸟

类在耐药性传播方面对人类和周围环境的影响。
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