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摘　要:目的　为研究肺炎克雷伯菌产 CTXＧMＧ１４型 ESBL基因的基因环境及其传播机制.方法　本试验对产 CTXＧ
MＧ１４型ESBL基因进行质粒接合传递试验;对阳性接合子进行质粒抽提并酶切,PBR３２２载体连接并转化,将转化子进行测

序,进行Blast比对研究基因环境.结果　质粒接合试验表明,产CTXＧMＧ１４型ESBL基因的阳性菌株能通过质粒接合试验传

递耐药性,CTXＧMＧ１４基因可经质粒传递,接合子的耐药表型与供体菌基本一致,具有与供体菌相似的耐药表型,仅个别药物

的 MIC值较供体菌有所降低.在含头孢噻肟平板上筛选的含 CTXＧMＧ１４基因的阳性转化子对头孢噻肟耐药,而对其它大多

数药物表现敏感.产CTXＧMＧ１４型ESBL基因的基因环境表明,阳性转化子含有２６３７bp的目的基因序列,经Blast比对,该
转化子序列的基因环境结构元件包括上游插入序列ISEcp１、Ｇ３５区和Ｇ１０区、重复序列IRR、８７６bp的 CTXＧMＧ１４基因开放阅

读框及下游插入序列IS９０３和IRL,上传 NCBI获基因序列号为 HQ６５０１３４.结论　产 CTXＧMＧ１４型 ESBL菌株的耐药情况

较严重,临床菌可通过接合方式编码ESBLs的传播,临床应加强细菌耐药性监测,进行深入研究.
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Abstract:TostudythegeneticcontextsurroundingblaCTXＧMＧ１４inKlebsiellapneumoniae,andtoexplorethetransmisＧ
sionmechanismoftheresistantgene,theconjugationassaywasperformedandtheblaCTXＧMＧ１４Ｇcarryingtransconjugantwas
screened．Theplasmidinthetransconjugantwasextractedanddigested．Thepurifiedrestrictionfragmentofplasmidinserted
intoPBR３２２vector,andthepositiverecombinantplasmidwasscreenedandsequenced．TheresultsshowedthatblaCTXＧMＧ１４
couldbesuccessfullytransferredtotherecipientstrain,andthesusceptibilityresultsofthecorrespondingtransconjugantwas
consistentwiththatoftheparentalstraintomostofthetestedantibacterialdrugs．A２６３７bpfragmentincludingblaCTXＧMＧ１４
inthepositiverecombinantplasmidwasobtainedandsubmittedtoGenBankundertheaccessionnumberwithHQ６５０１３４．The
sequenceanalysisshowedthattheISEcp１andIS９０３elementswerepresentintheupstreamanddownstreamregionofblaCTXＧ
MＧ１４respectively．ThemultidrugresistanceoftheblaCTXＧMＧ１４ＧcarryingK．pneumoniae,andtheselfＧtransmissiblecapacity
ofblaCTXＧMＧ１４remindusthatitisnecessarytostrengthenthemonitoringofantimicrobialresistanceinfuturestudies．
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　　肺炎克雷伯菌作为一种人兽共患条件病原菌,
可引起人和多种动物感染,危害人和畜禽健康[１].
近年来,随着抗菌药物的广泛应用,肺炎克雷伯菌对

抗生素的耐药情况日趋严重,携带βＧ内酰胺酶是该

菌产生耐药的主要机制之一[２].ESBLs主要由肠

杆菌科细菌产生,肺炎克雷伯菌和大肠杆菌是其代

表菌种[３].而 CTXＧM 型酶分布广泛,是一组逐渐

被认识且成员日益庞大的ESBLs,以对头孢噻肟高

水平耐药为主要特征[４].该酶目前已经成为亚洲国

家如日本、韩国主要的ESBLs类型,我国也是CTXＧ
M 型酶的高发区,有研究表明,CTXＧM 型 ESBLs
可能是我国华南地区,乃至全国常见的ESBLs类型

之一[５].其中,华北地区流行的 CTXＧM 型 ESBLs
主要为 CTXＧMＧ１４型[６].据报道,CTXＧM 型 ESＧ
BLs编码基因常位于质粒上,该质粒大多可以接合,
还常与周围可移动基因元件(如插入序列ISEcp１或

IS９０３、转座子)相关[７Ｇ８].研究发现,位于 CTXＧM
基因周围的可移动元件对耐药基因的传播起重要作

用[９Ｇ１０].
目前,肺炎克雷伯菌耐药表型和分子分型报道

较为多见[１１Ｇ１６],但肺炎克雷伯菌产 CTXＧM 型βＧ内

酰胺酶报道鲜见[１７Ｇ１９].本试验在前期研究基础上,
开展产CTXＧMＧ１４型ESBL基因的遗传背景研究,
这对控制该型ESBLs的传播具有重要意义.

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　菌株来源　郑州某鸡场分离、经过 VITEKＧ
３２全自动鉴定仪证实、基因型鉴定的一株产 CTXＧ
MＧ１４型ESBL肺炎克雷伯菌(耐药表型及基因型鉴

定另文发表[２０],标号为F１),E．coliC６００受体菌由

河南省人民医院检验科惠赠.质控菌株为大肠埃希

菌 ATCC２５９２２(购自中国普通微生物菌种保存中

心,阴性对照菌);肺炎克雷伯菌ATCC７００６０３(购自

北京大学医学部,阳性对照菌).

１．１．２　培养基　LB琼脂、LB肉汤购自广东环凯微

生物科技公司.

１．１．３　药物　试验用抗生素为标准品或对照品,均
购自中国兽医药品监察所,均在有效期内.

１．１．４　试剂　普通质粒小提试剂盒(TIANGEN,北
京),PBR３２２载体、Taq酶等购自大连宝生物公司.

１．１．５　仪器　VitekＧ３２全自动细菌鉴定仪购自法

国生物Ｇ梅里埃公司,凝胶成象系统购自 AlphaInＧ

notechCorporation,PCR扩增仪购自美国ThermoＧ
cycler２７２０.

１．２　方　法

１．２．１　CTXＧMＧ１４型 ESBL基因的质粒接合传递

试验

１．２．１．１　供体菌(标号F１)与受体菌(E．coliC６００)
接合　用LB平板分离培养F１ 菌株和E．coliC６００
(受体菌对利福平耐药),３７ ℃过夜培养,挑培养的

供体菌和受体菌的单菌落分别接种入５mL的 LB
肉汤中,３７℃过夜培养,取培养的供体菌和受体菌

各５０μL同时加到５mLLB肉汤中混匀,３７℃过夜

培养.

１．２．１．２　阳性接合子的筛选与确认　１)取１００μL
接合菌液(剩余菌液４℃保存)及只含受体菌、供体

菌的对照菌液分别接种于 LB平板(含１６０μg/mL
利福平和２０μg/mL头孢噻肟),３７℃过夜培养;２)
接合菌液在利福平和头孢噻肟上述浓度耐受的平板

上能生长,生长的菌落即为阳性接合子;而对照菌液

在利福平和头孢噻肟上述浓度耐受的平板上不

生长.

１．２．１．３　阳性接合子的的 MIC值检测　根据美国

临床实验室标准化协会(CLSI)推荐的微量肉汤稀

释法[２１],分别测定阿莫西林(AMX)等２０种药物对

接合子及E．coliC６００的最小抑菌浓度(MIC).

１．２．１．４　阳性接合子的PCR检测　对筛选出的阳

性接 合 子 进 行 质 粒 抽 提,分 别 用 以 下blaCTXＧM、

blaTEM、blaSHV及blaACT特异性引物,PCR反应体系

和条件参考文献[２０],PCR扩增后分别取８μL产

物进行１％琼脂糖电泳,凝胶成像观察结果.

１．２．２　CTXＧMＧ１４型ESBL的基因环境

１．２．２．１　接合子质粒双酶切　对筛选出的含有

CTXＧMＧ１４基因的阳性接合子用质粒小提试剂盒进

行抽提,经０．８％琼脂糖电泳(溴化乙锭染色),紫外

投射 仪 下 观 察 结 果,确 认 接 合 子 质 粒 存 在 后 用

BamHI和SalI双酶切.双酶切反应体积为２５

μL,反应体系为接合子质粒７μL,水８μL,１０×
Buffer４μL,BamHI３μL,SalI３μL,混匀并离心,

３７℃水浴酶切３~４h,经０．６％琼脂糖电泳(溴化乙

锭染色),用凝胶成像摄相.

１．２．２．２　PBR３２２克隆载体双酶切　PBR３２２载体

用BamHI和SalI２个限制性内切酶进行双酶切.
双酶切反应体积为２５μL,反应体系为载体质粒８

μL,水７μL,１０×Buffer４μL,BamHI３μL,SalI

１５９１０期 刘保光,等:肺炎克雷伯菌产CTXＧMＧ１４型超广谱βＧ内酰胺酶的基因环境研究



３μL,混匀并离心,３７℃水浴酶切３~４h,获得载体

质粒酶切片段,经０．６％琼脂糖凝胶电泳,紫外投射

仪下观察结果并摄相.

１．２．２．３　连接转化　酶切后的接合子质粒片段与酶

切后的PBR３２２载体连接,体系为:接合子质粒片段

６μL,PBR３２２ 载 体 ２μL,１０×Buffer１μL,T４
DNA连接酶１μL,１６℃连接过夜.将连接产物转

入大肠杆菌DH５α感受态细胞中然后涂于含头孢噻

肟钠(２０μg/mL)、氨苄西林(５０μg/mL)及各含４２

μLXＧgal、IPTG 及的 LB 固体培养板上过夜培养

筛选.

１．２．２．４　阳性转化子的筛选及双酶切鉴定　无菌条

件下,用牙签挑取白色的单个菌落(即阳性转化子)
接种于相应的培养基,经培养,再次抽提重组质粒,
所提质粒用BamHI和SalI进行双酶切鉴定,酶
切产物经０．６％琼脂糖凝胶电泳(溴化乙锭染色),紫
外投射仪下观察结果并摄相.

１．２．２．５　阳性转化子的 MIC值检测　根据CLSI推

荐的方法[２１],分别测定阿莫西林(AMX)等２０种药

物对阳性转化子的最小抑菌浓度(MIC).

１．２．２．６　核苷酸序列测定与分析　接合子质粒经转

化克隆及鉴定后得到转化子,培养后其菌液送大连

宝生物公司用 M１３通用引物PrimerWalking测序

(包括CTXＧMＧ１４基因,并向其上下游连续测序),
把测的３段基因序列拼为一段完整序列,结果用

BioXM２．６ 软 件 分 析,并 在 NCBI 数 据 库 中 用

BLAST工具进行同源序列比较.

１．２．２．７　CTXＧMＧ１４型基因上下游分析　根据测序

结果,分析 CTXＧMＧ１４基因的上游序列及下游序

列,对比CTXＧMＧ１４基因片段与原菌株测序结果有

无差异.

２　结　果

２．１　质粒接合传递试验结果　接合子PCR扩增显

示,blaCTXＧM及blaTEM基因呈现阳性,结果见图１,而
受体菌表现为阴性,说明blaCTXＧM及blaTEM基因能通

过接合试验传递;用blaACT型特异性引物扩增接合

菌表现为阴性,说明该基因不能与blaCTXＧM及blaTEM

等基因同时被接合.

２．２　接合子质粒及 PBR３２２载体双酶切结果　阳

性接合子及PBR３２２克隆载体抽提质粒后用BamH
I和SalI双酶切获得相应的质粒酶切片段,酶切后

结果如图２.

２．３　阳性转化子双酶切鉴定结果　筛选的阳性转

化子抽提重组质粒用BamHI和SalI进行双酶切

注:１为 Marker２０００;２为TEM 型PCR产物;３为CTXＧM 型

PCR产物;４为阴性对照.

图１　接合菌PCR产物凝胶电泳

Fig．１　GelelectrophoresisofthezygomycetesPCRprodＧ
ucts

注:１为 Marker１９３２９;２为接合子质粒双酶切图;３为PBR３２２
载体双酶切图.

图２　接合子质粒及PBR３２２载体质粒双酶切电泳图

Fig．２　ElectrophoresispictureoftheconjugalandPBR３２２

plasmidsdigestedbytworestrictionenzymes

注:１为 Marker１９３２９;２为阴性对照;３为阳性转化子双酶切图.

图３　阳性转化子双酶切电泳图

Fig．３　ElectrophoresispictureofthetransformantplasＧ
midsdigestedbytworestrictionenzymes

鉴定,结果见图３.

２．４　耐药表型的测定结果　通过测定供体菌、含
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CTXＧMＧ１４基因片段的阳性接合子及筛选的阳性转

化子对阿莫西林、阿莫西林＋克拉维酸、头孢噻肟、
环丙沙星及阿米卡星等药物的耐药表型,分析各菌

株对各种药物的敏感性,见表１.供体菌对利福平

敏感,而接合子对利福平耐药,原因在于接合子具有

受体菌对利福平耐药的特性.接合子的其余耐药表

型与供体菌保持一致,具有供体菌相似的耐药表型.
在含头孢噻肟平板上筛选的含 CTXＧMＧ１４基因片

段的阳性转化子对头孢噻肟耐药,而对其余的大多

数药物表现敏感.

表１　供体菌、阳性接合子及转化子对多种抗菌药物的敏感性

Tab．１　Susceptibilityofthevarioustypesofstrainstovarietiesofantimicrobialagents

抗菌药物
MIC/(μg/mL)

F１ C６００ F１ 阳性接合子 含CTXＧMＧ１４基因的转化子

阿莫西林 AMX ＞１２８ ４ ＞１２８ １２８

阿莫西林/克拉拉酸(４:１) 无 ４ １２８ ３２

氨苄西林 AM ＞１２８ ８ ＞１２８ １２８

氨苄西林＋舒巴坦 AM/SU(２:１) １２８ ８ ３２ ３２

头孢噻肟钠CTX ６４ ＜０．０６２５ ６４ ６４

头孢曲松CRO ６４ ＜０．０６２５ ６４ ＜０．０６２５

头孢噻呋CTF １６ 无 无 ０．５

亚胺培南IMI ＜０．０６２５ 无 无 无

头孢吡肟CPM １ 无 无 无

粘菌素COM ＜０．０６２５ ０．１２５ ０．２５ ＜０．０６２５

恩诺沙星ENF １６ 无 无 无

环丙沙星CIP １６ １ ３２ ＜０．０６２５

左氟沙星LVF ３２ １ １６ ＜０．０６２５

氟苯尼考FLO ３２ １ ６４ ０．５

多西环素 DOX ３２ ０．２５ ３２ １

阿米卡星 AK ６４ ０．５ １２８ ＜０．０６２５

磷霉素FOS ＞１２８ ２ ＞１２８ ＜０．０６２５

新霉素 NEO ３２ ０．１２５ ０．５ ＜０．０６２５

庆大霉素 GM １２８ ０．２５ １２８ 无

利福平 RIF ８ ＞１２８ １２８ ４

２．５　转化子核苷酸序列测定结果　经测序,通过

DNASTAR软件把所得 CTXＧMＧ１４及其上下游序

列进行拼接,拼接出２６３７bp的基因序列,将序列

在 NCBI数据库进行 Blast比对,包含上游序列

ISEcp１、下游序列IS９０３及完整的 CTXＧMＧ１４基因

开放阅读框等移动元件,序列号为 HQ６５０１３４,其基

因序列如图４.

２．６　含 CTXＧMＧ１４型 ESBL的基因上下游分析　
测序结果经比对,测出２６３７bp的基因序列,其中

包括上游序列ISEcp１tnpA、Ｇ３５区和Ｇ１０区、重复序

列IRR、８７６bp的CTXＧMＧ１４基因开放阅读框及下

游序列IS９０３和IRL,见图５.

图５　CTXＧMＧ１４型ESBL基因的基因环境结构图

Fig．５　GeneticenvironmentstructurepictureofCTXＧMＧ
１４geneβＧlactamase
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Sbjct１ TTATCAGCTTTTATGACTCGATATATGGTAAAATAATAGTAAGAAAAGTAGTAAAAAGGG ６０

Sbjct６１ GTTCTAATTATGATTAATAAAATTGATTTCAAAGCTACGAATCTAACATCAAATGCAGGT １２０

→ISEcp１(７０Ｇ１３３２bp)

Sbjct１２１ 􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺 １３２０

Sbjct１３２１ TGTCTGGTATAATAAGAATATCATCAATAAAATTGAGTGTTGCTCTGTGGATAACTTGCA １３８０

ISEcp１←

Sbjct１３８１ GAGTTTATTAAGTATCATTGCAGCAAAGATGAAATCAATGATTTATCAAAAATGATTGAA １４４０

－３５区

Sbjct１４４１ AGGTGGTTGTAAATAATGTTACAATGTGTGAGAAGCAGTCTAAATTCTTCGTGAAATAGT １５００

－１０区

Sbjct１５０１ GATATTTGAAGCTAATAAAAAACACACGTGGAATTTAGGGAATACTGATGTAACACGGAT １５６０

IRR

Sbjct１５６１ TGACCGTATTGGGAGTTTGAGATGGTGACAAAGAGAGTGCAACGGATGATGTTCGCGGCG １６２０

→blaCTXＧMＧ１４ORF(８７６bp)

Sbjct１６２１ 􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺 ２４００

Sbjct２４０１ GAGAGCCGCCGCGATGTGCTGGCTTCAGCGGCGAGAATCATCGCCGAAGGGCTGTAACTG ２４６０

blaCTXＧMＧ１４ ORF← →IS９０３

Sbjct２４６１ GTTTTGTTGAATAAATCGAACTTTTGCTGAGTTGAAGGATCAGATCACGTATCTTCCCGA ２５２０

　IRL

Sbjct２５２１ CAACGCAGACCGTTCCGTGGCAAAGCAATAGTTCAAAATCACCAACTGGCCCACCTACAA ２５８０

Sbjct２５８１ TAAAGCCCTCATCAAGCGTGGCTCCATAACTTTCTGGCTGGATGATGAAGCTATTCA ? ２６３７

IS９０３(２４６０Ｇ＞２６３７bp)←

图４　基因序列

Fig．４　Genesequence

３　讨　论

据报道,肺炎克雷伯菌容易把耐药质粒转移给

大肠埃希菌C６００,表明介导质粒的转移在不同种属

的细菌之间具有一定的通用性[２２].据报道,携带

CTXＧMＧ１４基因的质粒大多含有多重耐药基因,表
现出对多种抗生素的耐药特征,具有更多的传播机

会[２０].本 研 究 发 现 供 体 菌 同 时 含 CTXＧMＧ１４、

SHVＧ１１、TEMＧ１及 ACTＧlike等基因,但质粒接合

试验及接合菌PCR扩增表明这些基因并不同时存

在１个质粒上.该试验中 CTXＧM 和 TEM 基因可

以通过质粒在细菌间转移,但是 ACT 基因不能和

CTXＧM 及 TEM 基因同时转移,这说明 ACT 基因

可能存在于不同质粒或转座子上,有些质粒能通过

质粒接合试验进行转移,有些质粒不能进行转移,说
明这些细菌的耐药基因存在于不可转移的质粒上,
细菌之间可以通过质粒接合传递耐药基因及耐药

性,这是导致细菌产生多重耐药的重要原因之一.
药物敏感性试验表明,供体菌对青霉素类、三代

头孢菌素类、氨基糖苷类及阿米卡星均耐药,而只对

碳青酶烯类的亚胺培南和四代头孢菌素类头孢吡肟

表现敏感,这体现了 ESBLs和 AmpC酶结合的效

果,这与管希周等[２３]研究报道一致.供体菌还表现

对利福平敏感,而接合子对利福平耐药,原因在于接

合子具有受体菌对利福平耐药的特性.接合子的其

余耐药表型与供体菌基本一致,具有与供体菌相似

的耐药表型,仅有个别药物的 MIC值较供体菌降

低.另外,具有临床意义的是供体菌把对三代头孢

菌素的耐药性,转移给了受体菌E．coliC６００,预示

耐药性的横向传播以及暴发流行的可能.含 CTXＧ
MＧ１４基因的阳性转化子对头孢噻肟耐药,而对其余

的大多数药物表现敏感,这与朱恒乾等[２４]报道一

致.本试验中,接合子均具有 ESBLs的表型,这显

示该接合子在产生 TEM 型基因的同时一定产生其

它类型的 ESBLs(如SHV 型、CTXＧM 型等),因为

受体菌E．coliC６００本身不存在对βＧ内酰胺类耐药

的其它机制.另外,该接合子PCR检测结果也支持

了这点.接合子中的 TEM 型和 CTXＧM 型基因是

由产ESBLs供体菌通过接合传递而来,揭示临床菌
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株通过接合试验在编码ESBLs基因的水平传播,导
致了ESBLs菌株的流行.因此,临床应加强细菌耐

药性监测、深入研究其耐药机制,对于减缓耐药性的

产生和传播具有重要意义.
本研究发现,在blaCTXＧMＧ１４基因的上游存在插入

序列ISEcp１,据有关研究,该插入序列已在肺炎克

雷伯菌、变形菌和沙门菌等多种肠杆菌科细菌中发

现[２５].Eckert等[２６]发现,产blaCTXＧMＧ１４基因的上游

均存在插入序列ISEcp１,同时其余 CTXＧM 型 ESＧ
BLs基因的上游也大多发现插入序列ISEcp１.本

研究还发现,在blaCTXＧMＧ１４基因的下游存在插入序列

IS９０３,在blaCTXＧMＧ１４基因的上游和下游均存在反向

重复序列IRR和IRL,且在blaCTXＧMＧ１４基因的上游与

反向重复序列IRR间有４２bp的间隔,在blaCTXＧMＧ１４

基因下游的反向重复序列IRL中发现了公认的启

动元件Ｇ３５区,推测可能是对其下游基因表达的一

种机制.Eckert等[２６]发现,５株产blaCTXＧMＧ１４基因的

下游有４株显示存在插入序列IS９０３.据 Diestra
等[２７]发现,含blaCTXＧMＧ１４基因的周围环境区域高度

保守,发现blaCTXＧMＧ１４基因的上下游分别出现插入序

列ISEcp１ 和 IS９０３.据 Lartigue 等[２８] 报 道,在

blaCTXＧMＧ１４基 因 的 上 下 游 也 分 别 出 现 ISEcp１ 和

IS９０３,但在blaCTXＧMＧ１４基因的上游与反向重复序列

IRR间有４３bp的间隔,这与本研究发现的４２bp
间隔有差异.可见,ISEcpl和IS９０３在blaCTXＧMＧ１４基

因的传播中具有重要作用,除了能介导blaCTXＧMＧ１４基

因从染色体转移到质粒外,也可使blaCTXＧMＧ１４基因在

不同的质粒之间进行传播.
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