
!论
!!

著!

复合转座子
>=70

$

9'

与
>=D-.

介导
3"g#;7='<6

新基因亚型传播机制的研究"

廖伟娇9

!江洁华*

!徐韫健9

!李
!

宁9

"广州医学院附属第一医院&

9B

检验科%

*B

输血科
!

)9-9*-

#

!!

摘
!

要"目的
!

研究肺炎克雷伯菌
b

$

,D

!

3"g#;

型超广谱
(

#

内酰胺酶"

7='<6

#新亚型的基因环境!并分析其传播的分子机

制$方法
!

用
b#'

药敏法分析肺炎克雷伯菌
b

$

,D

的耐药性%用多重聚合酶链反应"

(3/

#技术扩增
3"g#;#c9

(

"7;

(

=UX

(

]U:

(

:3"

(

>;(#9

(

X>;#9

(

>=70

$

9'

(

>=D-.

及
%

类整合子!

(3/

扩增
>=70

$

9'

下游的
3"g#;

型
7='<6

全序列并测序$结果
!

肺炎克雷伯菌
b

$

,D

只对亚胺培南敏感!对其余
*9

种抗菌剂均耐药$检出
"7;

(

=UX

(

3"g#;#c9

及
]U:

基因
%

类整合子$检

出
9

种新的
3"g#;7='<6

基因亚型!全长
+C84

$

!与
4J5

"g#;#9,

相比有
9

个核苷酸不同"

c2G'5G̀

登陆号&

7R,,89*8

#$

4J5

3"g#;#JF̀2

的上游是
>=70

$

9'

的遗传元件!下游是插入序列
>=D-.

的保守序列组成复合转座子$可能是
>=70

$

9'

序列通过转座子机制俘获

(

#

内酰胺酶!并提供
S.)

及
S9-

位点
*

个启动子!对下游
3"g#;

型
7='<6

的高水平表达起重要的调控作用$结论
!

插入序列

>=70

$

9'

与
>=D-.

组成的复合转座子可能介导了新的
3"g#;7='<6

基因亚型的水平传播!并驱使其高度表达!使
b

$

,D

对多种

抗菌剂耐药$

关键词"克雷伯菌!肺炎%

!

(

内酰胺酶类%

!

]!:

可移植因子%

!

疾病传播%

!

转座子

!"#

!

9-B.D8D

"

E

BF66GB98C.#,9.-B*-99B9-B--,

文献标识码"

:

文章编号"

98C.#,9.-

"

*-99

#

9-#9-*C#-.

O(35

0

,$(.&2,/&13/+42&1.+$)'2,-(.&5)''&2)$+(),$,-+$,%&/A9P:?:/)Q&&I(&$5&5'

6

&1(432

7&(+:/+1(+2+'&2&5)+(&57

0

1,2

6

/&I(4+$'

6

,',$'#OK1

6

9;+$5#OD-.

"

$%"0-.%

&

%"0

9

#

T%"#

*

T%.)'"

*

#

+'2'#

&

%"#

9

#

$%9%#

*

9

$

9P/.

C

"=<,.#<0

>

;:%#%A":$"?0="<0=

8

&

*P/.

C

"=<,.#<0

>

K:00@O="#B

>

'B%0#

#

O).1%=B<Q

>>

%:%"<.@30B

C

%<":0

>

G'"#

*

4)0'6.@%A":;0::.

*

.

#

G'"#

*

@0#

*

)9-9*-

#

;)%#"

%

=7'(4+1(

!

"7

>

&1()%&

!

"&FGH26IF

?

5I2I12

?

2G2IF02GHF%&@2GI5GMI12@2015GF6@&NMF662@FG5IF&G&NI12G&H2J3"g#;#I

K$

22Q#

I2GM2M6

$

20I%L@42I5#J50I5@5626

$

7='<6

%

FG J̀246F2JJ5

$

G2L@&GF52,D

$

b

$

,D

%

B?&(.,5'

!

bF%4

K

#'5L2%6L602

$

IF4FJFI

K

@2I1&MO56

$

2%N&%@2MI&5G5J

K

Y2I12M%L

?

%26F6I5G02&Nb

$

,DB"12

?

2G26&N3"g#;#c9

#

"7;

#

=UX

#

]U:

#

:3"

#

>;(#9

#

X>;#9

#

O1&J2J2G

?

I1

&N4J5

3"g#;#JF̀2 ?

2G2

#

FG62%IF&G62

P

L2G02>=70

$

9'

#

>=D-.5GMFGI2

?

%&G

%

O2%25@

$

JFNF2M4

K

@LJIF

$

J2(3/B"12O1&J2J2G

?

I1&N

4J5

3"g#;#JF̀2?

2G2FGI12M&OG6I%25@&N>=70

$

9'O565@

$

JFNF2M4

K

(3/5GM62

P

L2G02MB@&'3/('

!

$

9

%

b

$

,DO56&GJ

K

6L602

$

IF4J2I&

F@F

$

2G2@

#

4LIO56%26F6I5GII&I12&I12%*95GIF4F&IF06B

$

*

%

"7;

#

=UX

#

3"g#;#c9

#

]U:5GMFGI2

?

%&G

%

O2%2N&LGMFGb

$

,DB

$

.

%

:G&H2J+C84

$

4J5

3"g#;#JF̀2?

2G2O56N&LGM5GM0&GNF%@2MI&MFNN2%N%&@4J5

3"g#;#9,

4

K

9GL0J2&IFM2

$

c2G'5G̀ 500266F&GGL@42%

!

7R,,89*8

%

B

$

,

%

4J5

3"g#;#JF̀2

O56NJ5G̀2ML

$

6I%25@4

K

5G>=70

$

9'2J2@2GI5GMM&OG6I%25@4

K

5G>=D-.B"12>=70

$

9'@F

?

1I

$

%&HFM#

.)5GM#9-

$

%&@&I2%62

P

L2G026I15I@5

K

M%FH2I122Q

$

%266F&G&N4J5

3"g#;#JF̀2?

2G25I51F

?

1J2H2JBA,$1/3'),$

!

"121F

?

1J2H2J%26F6I5G02

&Nb

$

,DI&5GIF4F&IF06F6ML2I&I12

$

%&ML0IF&G&N0&@

$

J2QI%5G6

$

&6&G6

!

FG62%IF&G62

P

L2G02>=70

$

9'5GM>=D-.@2MF5I2I12MF662@F#

G5IF&G&NI12G&H2J3"g#;#JF̀27='<65GMM%FH2I122Q

$

%266F&G&NFI5I51F

?

1J2H2JB

B&

0

C,45'

!

J̀246F2JJ5

$

G2L@&GF52

&

!

42I5J50I5@5626

&

!

]!:I%5G6

$

&654J22J2@2GI6

&

!

MF62562I%5G6@F66F&G

&

!

I%5G6

$

&6&G

!!

由于抗菌剂的滥用#给临床治疗带来很大的困难'从

9DD-

年德国首先报道
9

种对头孢噻肟的水解活性远远大于头

孢他啶#但其抗菌活性可被克拉维酸所抑制的
7='<6

$

3"g#

;#J

%后#在世界各地不断地被发现#报道的
3"g#;

型
7='<6

已经有
)-

多种#本地区以
3"g#;#.

,

3"g#;#D

,

3"g#;#9,

等

型多见*

9#*

+

'目前#

3"g#;

型
7='<6

的传播机制仍不是很明

确#可能是质粒,转座子,插入序列等通过接合,转座多种形式

实现的#质粒携带的
(

#

内酰胺酶耐药基因在质粒间及质粒与染

色体间转移#主要是通过转座子或插入序列为工具实现的*

.#,

+

'

由
c2G'5G̀

数据库序列信息分析#

3"g#;

型
7='<6

的基因定

位在
%

型整合子或转座子等可转移基因元件上'虽然
%

型整

合子可增强
7='<6

基因的表达#但现有的报道与
3"g#;

内酰

胺酶有联系的并不多'近年来#通过对
3"g#;

酶的/基因环

境0进行研究#发现插入序列
>=70

$

#9'

,

>=*8

及
>=D-.

等可能对

3"g#;

型基因的表达和水平传播起重要作用#作者对此进行

研究#并报道如下*

)

+

'

D

!

材料与方法

DBD

!

菌株来源
!

本研究所用的肺炎克雷伯菌
b

$

,D

收自本院

呼吸研究所的中心监护室#分离于胸腔积液标本#经
XFI2̀#*

药敏卡鉴定'质控菌株!大肠埃希菌$

:"33*)D**

%,肺炎克雷

伯菌$

:"33C--8-.

%'

DBE

!

抗菌剂
!

药敏纸片购自
TQ&FM

公司#

XFI2̀#*c!(

药敏

卡购自法国生物梅里埃公司'

DBF

!

(3/

引物
!

3"g#;#c9

带酶切位点引物为自行设计#其

余引物#由英俊生物公司合成'见表
9

'

DBG

!

仪器及试剂
!

X>"7b#*

全自动微生物鉴定仪$法国生物

.

C*-9

.

国际检验医学杂志
*-99

年
C

月第
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卷第
9-

期
!
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!

WLJ

K

*-99

!

X&JB.*

!

!&B9-

"

基金项目!广东省广州市医药卫生科技项目$
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%&广州医学院附属第一医院科研基金项目$
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梅里埃公司%&

(3/

扩增仪$美国
'F&/5M(7

公司%&双向电泳

分析仪和凝胶成像系统$英国
aX(>!3

公司%'常用试剂!

"5

P

酶,

M!"(6

,

]<*---;5%̀2%

,质粒抽提试剂盒均由
"5b5#

/5

公司提供'

DBH

!

药敏实验
!

采用
b#'

药敏法#取临床上已经分离的多重

耐药菌株#经
.)d

孵育
9+

!

*,1

后的细菌培养物#用无菌生

理盐水制成
-B)

麦氏单位的菌液#参照美国临床实验室标准委

员会$

3<=>

%文件$

*-9-

年%推荐的标准'

DBR

!

]!:

模板的制备
!

用加热裂解法#将过夜培养的细菌置

于
8-

$

<

$

U+B-

的
"7

缓冲液 $

9- @@&J

"

< "%F6#3J

和
9

@@&J

"

<7]":

%中配成一定浓度的菌悬液#并震荡混匀'将菌

悬液于
DCd

水浴
9-@FG

#

S*-d

放置
9@FG

#以离心半径
+

0@

#

9*---%

"

@FG

离心
)@FG

后取上清液#置
S*-d

备用'

DBS

!

(3/

反应条件
!

$

9

%

(

#

内酰胺酶,插入序列及整合子的筛

查!反应体系总体积
*-

$

<

#其中正,反引物各
9

$

<

#

9-\(3/

缓冲液
*

$

<

#

M!"(9)-

$

@&J

"

<

#

;

?

*V

*B)@@&J

"

<

#

"5

P

酶
9

a

#

]!:

模板
9

$

<

'反应条件!除退火温度不同外$表
9

%#

D)d

预变性
.@FG

#

D)d.-6

#

)-d.)6

#

C*d,)6

#

.-

个循

环#

C*d

延伸
9-@FG

&$

*

%

%

类整合子可变引物反应体系同上#

反应条件!

D)d

预变性
.@FG

#

D)d.)6

#

)8d.)6

#

C*dD-

6

#

.-

个循环#

C*d

延伸
9-@FG

&$

.

%自行设计
3"g#;

型
7=#

'<6

带酶切位点的引物#进行步移测序#扩增产物送上海英俊

生物工程公司测序#结果在
c2G2'5G̀

中经
'<:="

分析#以确

定其基因型别'

表
9

!!

(3/

引物及条件

引物名称 引物序列$

)h

*

.h

% 目的基因 产物长度$

4

$

% 退火温度$
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3;' c3c3"3c:c"":3:c333""3cc3c:"

>;9R

*

8

+

3":33c3:c3:c3:c:c"3"""c >;(#9 )+C )8
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X' :"c:::c"c3c"cc:c:3

>XR cc3:"33::c3:c3::c >GI2

?

%&G

%

可变
)8

>X' ::c3:c:3""c:33"c:

>R

*

C

+

"c3ccc"̂ ::/c:"'"bc:" >GI2

?

%&G

%

,D9 )-

>' 3:/3:3:"c3c"/":/:"

>=7R

*

+

+

::::"c:""c:::cc"cc" >=70

$

9' ),8 )*

>=7' :3̂ "":3"cc"/3"c3:3:"

D-.R :c3cc":::"3c"cc:c"c: >=D-.

可变
)8

D-.' :3̂ "":3"cc"/3"c3:3:"

D-.3 3":3cc3:33:33::"c:":

)9.R "cc::c:ccc3c::c:3c:" T/R)9.

可变
)*

)9.' 3c::"c3"3"c:c"3:"3:"

)9.3 "c3:3"3"3"""c"3:33:"

*8R :c3cc":::"3c"cc:c"c: >=*8

可变
)*

*8' :3̂ "":3"cc"/3"c3:3:"

!!

R

!正义引物&

'

!反义引物&

"

!此研究所用引物'

E

!

结
!!

果

EBD

!

肺炎克雷伯菌
b

$

,D

的耐药特性
!

b

$

,D

对除亚胺培南

外的
*9

种抗菌剂均耐药'对氨苄西林,头孢噻肟,头孢他啶,

头孢曲松,头孢唑啉,头孢哌酮,头孢吡肟,头孢克罗,环丙沙

星,阿米卡星,头孢西丁等均耐药&克拉维酸,舒巴坦不能抑制

头孢噻肟,头孢他啶,头孢哌酮的耐药性'

.
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年
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月第
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卷第
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期
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K
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!
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EBE

!

初筛
(3/

结果
!

检出
b

$

,D

菌株携带
"7;

,

=UX

,

3"g#

;#c9

,

]U:#9

(

#

内酰胺酶基因,

%

类整合子,插入序列
>=70

$

9'

及
>=D-.

基因'

EBF

!

插入序列
>=70

$

9'(3/

产物电泳结果
!

见图
9

'

!!

9

!

]!: ;5%̀2%

&

*

!阴性对照&

.

!

b

$

,D

号菌基因组
>=70

$

9'(3/

产物电泳结果'

图
9

!!

>=70

$

9'(3/

产物电泳结果

EBG

!

插入序列
>=D-.

的
(3/

产物电泳结果
!

见图
*

'

!!

9

!

]!: ;5%̀2%

&

*

!阴性对照&

.

,

,

!

b

$

,D

'

图
*

!!

>=D-.(3/

产物的电泳结果

EBH

!

b

$

,D

的
>=70

$

9'

,

3"g#;#JF̀2

及
>=D-.

基因序列
!

该序

列已成功在
c2G'5G̀

登陆#登陆号为!

7R,,89*C

'其中的

4J5

3"g#;#JF̀2

与
4J5

3"g#;#9,

相比#在
+*)4

$

处有
9

个核苷酸不同#

导致
9

个氨基酸不同#第
*C)

位由脯氨酸取代谷氨酰胺#在

c2G'5G̀

登陆号为!

7R,,89*8

'

F

!

讨
!!

论

9DD-

年#最早发现的
3"g#;#9

型
7='<6

是在德国的
9

株

大肠埃希菌上找到的#是
9

种对头孢噻肟水解活性与等电点均

高的
7='<6

'新型的
3"g#;

型酶不断被发现#至今已有
)-

多种新的
3"g#;

型
7='<6

#他们与
"7;

,

=UX

的相关性不

大#但与产酸克雷伯菌的染色体的内酰胺酶高度同源#多见于

南美,东欧,东亚等国家和地区'肖庆忠等*

*

+经过连续
*

年来

的监测分析#广州地区以
3"g#;#.

,

3"g#;#D

,

3"g#;#9,

,

3"g#"#9C

,

3"g#;#9+

,

3"g#;#*,

等型多见#该研究结果和近

来国内外的研究报道可基本推测出
3"g#;

型
7='<6

可能是

广州地区,华南地区乃至全国最为常见的
7='<6

类型之一'

本实验的肺炎克雷伯菌
b

$

,D

只对亚胺培南敏感#对头孢

噻肟,头孢他啶,头孢哌酮及头孢西丁等
*9

种抗菌剂均耐药&

克拉维酸,舒巴坦不能抑制头孢噻肟,头孢他啶,头孢哌酮的耐

药性#这对临床的治疗造成很大的困难'用多重
(3/

技术对

b

$

,D

进行了
(

#

内酰胺酶筛查#发现
b

$

,D

同时携带
3"g#;#

c9

,

"7;

,

=UX

,

]U:

等
(

#

内酰胺酶'

3"g#;

型
7='<6

具有

7='<6

的一般特性#能水解头孢菌素,单环
(

#

内酰胺类抗菌

剂#对酶抑制剂敏感'

3"g#;

型
7='<6

对窄谱头孢菌素水解

活性最高#而水解青霉素类的活性不及
"7;

和
=UX

型&其最

主要的特征就是大部分
3"g#;

型
7='<6

$除了
3"g#;#8

,

3"g#;#9)

和
3"g#;#9D

外%对头孢噻肟水解力高于头孢他

啶'对头孢他啶水解活性弱是多数
3"g#;

型
7='<6

区别于

"7;

,

=UX

型
7='<6

的标志之一'此外#

3"g#;

型
7='<6

还表现出对头孢匹罗有高度的水解活性#而对头孢西丁和碳青

酶烯类$亚胺培南,美罗培南%无水解活性'由于
b

$

,D

产

"7;

,

=UX

的作用#故对头孢他啶高度耐药#

]U:#9

则水解头

孢西丁#这与其耐药表型相符'

目前
(

#

内酰胺酶的传播与表达的机制仍不是很明确#可能

是质粒,转座子,插入序列等通过接合,转座多种形式实现的'

质粒通过接合作用,整合子通过整合酶俘获耐药基因通过共用

的启动子进行表达的研究已有大量的报道#整合子只有
9

!

*

个共用的启动子#如何调控远距离耐药基因盒的表达#是否还

有别的调控机制'
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b

$

,D
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$

9'

,

>=D-.

及
%

类整合子'对
%
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9*--4
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片段有磺胺

类耐药基因的
@)
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基因&

9+--4
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片段有
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基因和氨基糖

苷类药物的
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基因'
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耐药基因的传播'套式
(3/
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3"g#

;#JF̀2

基因#在
b

$

,D

中两者的相关性不大'

>=70

$

9'

测序结果提示#插入序列连接
3"g#;

型
7=#

'<6

#由于
3"g#;#c9

扩增的
]!:

片段较短#自行设计两端带

酶切位点引物进行扩增#测序结果显示全长
+C84

$

#与

4J5

3"g#;#9,

相比#在
+*)4

$

处有
9

个核苷酸不同#导致
9

个氨基

酸不同#第
*C)

位由脯氨酸取代谷氨酰胺$

c2G'5G̀
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4J5
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的遗传元件#下游是插入序列
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7R,,89*C
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插入序列
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$
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$长度
98))4
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%由
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9

衍生而来#有
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个亚型#作用弱于其他的
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元件#其转座酶的氨基酸序列与
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转座子家族只有
*)Z

的同源性'
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9'

包括围绕着

推断与
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9
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改变的编码

<#

C

Q

基因#有
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反向重复序列$
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]]7
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D
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3"g#;
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9-
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由
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3"g#;

型
7='<6

功能性
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相似的敏感性和特异性#而
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E

*8#=

E

.*

与华支睾吸虫病,卫氏

并殖吸虫病和泡型棘球蚴病患者血清无交叉反应#与
%=

E

*8

和

=

E

.*

作为单个抗原已报道的结果相一致*

9C#9D

+

'本研究提示#

纯化的
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E
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融合蛋白用于急性日本血吸虫病患者血清

中抗体的检测具有良好的免疫反应性#是
9

种有价值的诊断抗

原'今后需扩大样本量进行检测#进一步研究
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E

.*

融合

蛋白在急性日本血吸虫病免疫诊断中的使用价值#为其现场应

用提供有价值的材料'
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