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　　摘　要：目的　研究池州地区分离的大肠埃希菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）、肺炎克雷伯菌（Ｋ．ｐｎ）质粒编码的超广谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）分子

流行病学特征。方法　收集２０１０年９月至２０１２年４月期间从临床标本中分离的菌株，采用法国生物梅里埃（ＢｉｏＭｅｒｉｅｕｓ）全自

动细菌分析系统鉴定，大肠埃希菌２９４株，肺炎克雷伯菌１７８株，采用美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）规定的ＥＳＢＬｓ表型筛选

和确证试验，确定该地区ＥＳＢＬｓ的发生率，并用质粒提取试剂盒提取ＥＳＢＬｓ阳性菌株的质粒ＤＮＡ，通过特异性引物，聚合酶链反

应（ＰＣＲ）及核酸电泳分析上述菌株所携带的耐药基因并进行基因分型。结果　该地区１７．３％的大肠埃希菌和１９．７％肺炎克雷

伯菌产ＥＳＢＬｓ，其中大肠埃希菌耐药质粒编码ＴＥＭ型、ＳＨＶ型和ＣＴＸＭ型基因的百分率分别为４９．０％、３７．２％、３９．２％，肺炎

克雷伯菌分别为４８．６％、２５．７％、４２．８％。结论　该地区产ＥＳＢＬｓ菌株已经达到一定的比例，并且出现有些菌株同时携带两种或

两种以上应的耐药基因，临床上严格控制，合理使用抗菌药物已经刻不容缓。
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犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．０４．００５ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）０４０３９５０３

犜犺犲犻狀狏犲狊狋犻犵犪狋犻狅狀犿狅犾犲犮狌犾犪狉犲狆犻犱犲犿犻狅犾狅犵狔狅犳犈犛犅犔狊犻狀犆犺犻狕犺狅狌２０１０２０１２


犔狌狅犉犲犻１，犠犪狀犵犡犻犺狅狀犵
１，犔狌狅犙犻狀犵犾犻

２

（１．狋犺犲犉犻狉狊狋犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犆犺犻狕犺狅狌，犆犺犻狕犺狅狌，犃狀犺狌犻２４７１００，犆犺犻狀犪；２．犃狀犺狌犻犓犲狔犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔狅犳犘犪狋犺狅犵犲狀犻犮犅犻狅犾狅犵狔，

犃狀犺狌犻犕犲犱犻犮犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犎犲犳犲犻，犃狀犺狌犻２３００００，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｓｔｕｄｙｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙｏｆＥＳＢＬｓａｂｏｕｔＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉａｎｄＫｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｃｉｎ

Ｃｈｉｚｈｏｕ．犕犲狋犺狅犱狊　２９４Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｓｔｒａｉｎｓａｎｄ１７８ＫｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｃｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＡＴＢＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂａｃｔｅｒｉｕｍ

ａｎａｌｙｔｉｃａｌｓｙｓｔｅｍｆｒｏｍ２０１０ｔｏ２０１２．ＭｅｔｈｏｄｏｆＮａｔｉｏｎａｌＣｏｍｍｉｔｔｅｅｆｏｒＣｌｉｎｉｃａｌＬａｂｏｒａｔｏｒｙＳｔａｎｄａｒｄｓｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｆｏｒｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

ａｎｄａｓｃｅｒｔａｉｎｍｅｎｔｏｆＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉａｎｄＫｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｃｗｉｔｈＥＳＢＬｓ．ＰｌａｓｍｉｄｏｆｔｈｅｂａｃｔｅｒｉｕｍｗｉｔｈＥＳＢＬｓｗａｓｅｘｔｒａｃｔｅｄ

ａｎｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ．ＮｕｃｌｅａｔｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｆｏｒｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇｏｆＥＳＢＬｓ．犚犲狊狌犾狋狊　Ｔｈｅ

ｐｅｒｃｅｎｔｏｆＥＳＢＬｓｐｏｓｉｔｉｖｅＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｗａｓ１７．３％ ，ｏｆＫｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｃｗａｓ１９．７％．ＡｍｏｎｇｔｈｅＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｓｔｒａｉｎｓ，

ＴＥＭｔｙｐｅｗａｓ４９．０％，ＳＨＶｔｙｐｅｗａｓ３７．２％，ＣＴＸＭｔｙｐｅｗａｓ３９．２％．ＡｍｏｎｇｔｈｅＫｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｃｓｔｒａｉｎｓ，ＴＥＭｔｙｐｅｗａｓ

４８．６％，ＳＨＶｔｙｐｅｗａｓ２５．７％，ＣＴＸＭｔｙｐｅｗａｓ４２．８％．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＴｈｅｌｏｃａｌＥＳＢＬｓｐｒｏｄｕｃｉｎｇｓｔｒａｉｎｓｃｏｕｌｄｈａｖｅｒｅａｃｈｅｄａｃｅｒ

ｔａｉｎｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ．Ｓｏｍｅｓｔｒａｉｎｓｍｉｇｈｔｃａｒｒｙｔｗｏｏｒｍｏｒｅｋｉｎｄｓｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓ．Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓｓｈｏｕｌｄｂｅｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄａｎｄ

ｒａｔｉｏｎａｌｌｙｕｓｅｄａｔｃｌｉｎｉｃａｌ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｂｅｔａｌａｃｔａｍａｓｅｓ；　ｇｅｎｏｔｙｐｅ；　ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌａｇｅｎｔｓ；　Ａｎｈｕｉ

　　中国是世界上滥用抗菌药物最为严重的国家之一，耐药菌

引起的医院感染人数，已占到住院感染患者总人数的３０％左

右［１］。大肠埃希菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）和肺炎克雷伯菌（Ｋ．ｐｎ）是临床上

常见的分离菌，随着新一代β内酰胺类抗菌药物的广泛应用，

超广谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）逐渐进入人们的视野，并日益扩

散，有报道称武昌产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌的比

例从２００５年的３８．６％和３５．１％上升为２００９年的５９．２％和

５８．６％
［２］。本研究通过耐药表型筛选确定产ＥＳＢＬｓ大肠埃希

菌及肺炎克雷伯菌的检出率，并提取阳性菌株的质粒ＤＮＡ，合

成特异性引物，通过ＰＣＲ方法对阳性菌株进行基因分型，从分

子层面掌握池州地区产超广谱β内酰胺酶大肠埃希菌和肺炎

克雷菌的流行情况。

１　材料与方法

１．１　材料　大肠埃希菌２９４株，肺炎克雷伯菌１７８株，收集

２０１０年９月至２０１２年４月期间池州地区从临床标本中分离

的菌株。抗菌药物纸片购自北京天坛生物制品所。Ｍａｋｅｒ

２０００购自大连宝生物，质粒抽提试剂盒购自杭州爱思进生物

工程公司，ＴＢＥ、ＳＤＮＡＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＳｔａｉｎＤｙｅ购自ＢｏｉＢＡＳ

ＩＣＩｎｃ公司，琼脂糖购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司，引物由上海生工合成；

Ｔａｑ酶、ｄＮＴＰ、Ｍｇ
２＋ ＰＣＲ 缓冲液均购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司。

ＰＣＲ仪由美国伯乐公司生产，核酸电泳系统由南京大学普阳

科学仪器长生产，ＪＤ８０１凝胶成像系统为南京捷达公司产品。

１．２　方法　ＥＳＢＬｓ表型筛选试验：采用美国临床实验室标准

化协会（ＣＬＳＩ２００６）标准进行判定，凡头孢他啶（ＣＡＺ）抑菌环

直径小于或等于２２ｍｍ或头孢曲松抑菌环直径小于或等于２５

ｍｍ，安曲南或ＣＴＸ抑菌环直径小于或等于２７ｍｍ，均应高度

怀疑产ＥＳＢＬｓ，须进一步做确证试验。

ＥＳＢＬ确证实验：将头孢他啶或头孢噻肟纸片和头孢他啶

加棒酸或头孢噻肟加棒酸纸片固定在塑料胶片两端。两张纸

片的间隔距离是固定的。加有棒酸的纸片端有颜色，通常红色

是头孢他啶组合，头孢噻肟组合为蓝色，在第三代头孢菌素和

棒酸的混合纸片周围，耐药菌株可以出现抑菌环，单独头孢菌

素纸片和混有棒酸的头孢菌素纸片抑菌环相差５ｍｍ以上可

确认为是产ＥＳＢＬｓ菌株。

１．３　基因分型　ＴＥＭ 型引物Ｐ１：５′ＴＣＧＧＧＧＡＡＡＴＧＴ

ＧＣＧ３′（９７～１１１）；Ｐ２：５′ＴＧＣＴＴＡ ＡＴＣＡＧＴＧＡＧＧＣＡ

ＣＣ３′（１０４９～１０６８）；ＳＨＶ 型引物 Ｐ１：５′ＧＧＡ ＴＧＴ ＡＴＴ

ＧＴＧＧＴＴＡＴＧＣＧＴＴ３′（５９～８０）；Ｐ２：５′ＴＴＡＧＣＧＴＴＧ

·５９３·国际检验医学杂志２０１３年２月第３４卷第４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．４

 基金项目：池州市科技局社会发展科技计划项目（２０１０４６０５）。　作者简介：罗飞，男，检验师，主要从事微生物学及分子生物学检验研究。



ＣＣＡＧＴＧＣＴＣ３′（５１１～５２８）；通用 ＣＴＸＭ 型引物 Ｐ１：５′

ＣＧＧＴＣＧＴＡＴＴＧＣＣＴＴＴＧＡＧＣＣ３′；Ｐ２：５′ＡＴＣＡＡＧ

ＣＣＴＧＣＣＧＡＴＣＴＧ３′。按下列了条件进行 ＰＣＲ反应：９４

℃，预变性，５ｍｉｎ；３步ＰＣＲ，９４℃，变性，４０ｓ５３℃，退火４０ｓ

７２℃延伸４０ｓ，共３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ；４℃ ＨＯＬＤ

３．１％琼脂糖凝胶电泳（５Ｖ／ｃｍ×３０ｍｉｎ）分析ＰＣＲ产物。

２　结　　果

２．１　产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）及肺炎克雷伯菌（Ｋ．ｐｎ）

的检出率见表１。

表１　　产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）及肺炎

　　克雷伯菌（Ｋ．ｐｎ）的检出率

菌种名称
菌株数目

（狀）

表型阴性

（狀）

表型阳性

（狀）

阳性率

（％）

大肠埃希菌（Ｅ．ｃｏｌｉ） ２９４ ２４３ ５１ １７．３

肺炎克雷伯菌（Ｋ．ｐｎ） １７８ １４３ ３５ １９．７

２．２　产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）及肺炎克雷伯菌（Ｋ．ｐｎ）

基因分型见表２。

图１　　药敏试验 ＭＨ琼脂培养图

　　Ｍ：Ｍａｋｅｒ２０００；泳道１：大肠埃希菌标准菌株ＥｃｏＡＴＣＣ２５９２２；泳

道２～９：为部分菌株ＳＨＶ引物扩增结果，其中泳道５、７、８为阴性，而

２、３、４、６、９在４８０ｂｐ左右出现条带的为ＳＨＶ型阳性。

图２　　ＳＨＶ型阳性ＰＣＲ产物电泳图

　　Ｍ：Ｍａｋｅｒ２０００；泳道１７：肺炎克雷伯菌标准菌株 ＡＴＣＣ７００６０３；泳

道１～１５为部分菌株ＴＥＭ引物扩增结果，其中泳道５为阴性，其余在

１０００ｂｐ左右出现条带的均为ＴＥＭ型阳性。

图３　　ＴＥＭ型阳性ＰＣＲ产物电泳图

２．３　ＭＨ琼脂上可见单独头孢菌素纸片和混有棒酸的头孢菌

素纸片抑菌环大于５ｍｍ，可确认为产ＥＳＢＬｓ表型菌株，见图１。

２．４　１％琼脂糖凝胶电泳（５Ｖ／ｃｍ×３０ｍｉｎ）分析ＰＣＲ产物见

图２～４。

表２　　产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）及肺炎

　克雷伯菌（Ｋ．ｐｎ）基因分型［狀（％）］

菌种名称
ＥＳＢＬｓ阳性

（狀）
ＴＥＭ型 ＳＨＶ型 ＣＴＸ型

大肠埃希菌（Ｅ．ｃｏｌｉ） ５１ ２５（４９．０１） １９（３７．２） ２０（３９．２）

肺炎克雷伯菌（Ｋ．ｐｎ） ３５ １７（４８．６０） ９（２５．７） １５（４２．８）

　　Ｍ：Ｍａｋｅｒ２０００；泳道８：肺炎克雷伯菌标准菌株 ＡＴＣＣ７００６０３；泳

道１～７为部分菌株ＣＴＸＭ引物扩增结果，其中泳道３、５为阴性，其余

在３６０ｂｐ左右出现条带的均为ＣＴＸＭ型阳性。

图４　　ＣＴＸＭ型阳性ＰＣＲ产物电泳图

３　讨　　论

近年来，世界各地的 ＥＳＢＬｓ的检出率相对较高，有报道

称［３］：美国ＥＳＢＬｓ的检出率为２％～１３％，西班牙为２８．８％，

法国为１９．０％。不同国家和地区产ＥＳＢＬｓ肺炎克雷伯菌分子

流行情况也不同。Ｑｕａｌｅ等
［４］对纽约布鲁克林区１５家医院研

究表明，产ＥＳＢＬｓ肺炎克雷伯菌主要为ＳＨＶ５型。欧洲国家

中，荷兰主要为 ＳＨＶ５型和 ＴＥＭ 型
［５］，意大利则主要为

ＴＥＭ型和ＳＨＶ型
［６］。有报道称［７］，欧洲各国产ＥＳＢＬｓ耐药

菌的类型从以ＴＥＭ 型、ＳＨＶ型变为以ＣＴＸＭ 型为主，其中

西班牙主要为ＣＴＸＭ９型和ＣＴＸＭ１４型，加拿大卡尔加里

主要为ＣＴＸＭ１４型
［８］。在亚洲，不同国家和地区产ＥＳＢＬｓ

肺炎克雷伯菌基因型亦不同。Ｊｅｏｎｇ等
［９］在韩国做的一项研

究发现，６３．３％的肺炎克雷伯菌ＥＳＢＬｓ为ＴＥＭ 型，６１．５％为

ＳＨＶ型，同时发现７．７％为ＣＴＸＭ 型。在中国不同地区产

ＥＳＢＬｓ肺炎克雷伯菌基因型也不同，Ｙａｎｇ等
［１０］利用 ＴＳＡＲ

ＩＶ项目对全台北、中、南、东地区医院的１１６产ＥＳＢＬｓ克隆主

要为ＳＨＶ型和ＣＴＸＭ 型。安徽熊自忠等
［１１］调查４２７株大

肠埃希菌和５５９株肺炎克雷伯菌中产ＥＳＢＬｓ菌株的检出率分

别为２３．６％和５１％，其中 ＴＥＭ 型酶最为常见，在产 ＥＳＢＬｓ

大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌中分别为８４．５％（４９／５８）和

８０．２％（６５／８１）。上海同济大学附属东方医院收集２２７株大肠

埃希菌进行常见的６种ＥＳＢＬｓ基因ＰＣＲ扩增，产物利用变性

高效液相色谱法进行检测，ＴＥＭ 型的总检出率最高，并且

６３％以上携带两种以上耐药基因
［１２］。河南地区郑州大学附属

医院及河南省人民医院分离的ＥＳＢＬｓ阳性大肠埃希菌中有

ＴＥＭ１型 （８０．４％）、ＳＨＶ 型 （６０．９％）和 ＣＴＸＭ１４（５８．

７％）
［１３］。崔雪萍等［１］对山西医科大学第一医院、山西省人民

医院临床微生物室分离的１７８株患者标本ＥＳＢＬｓ阳性的３０

株肺炎克雷伯菌均携带有ＴＥＭ 型基因。本实验结果表明：本

地区产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌较２００７～２０１０年基本相当，而产

ＥＳＢＬｓ肺炎克雷伯菌有较大幅度减少，这可能与本市积极开
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展抗菌药物临床应用专项整治有关［１４］。ＴＥＭ 型、ＳＨＶ型和

ＣＴＸＭ型ＥＳＢＬｓ在本地区均有存在，并且出现有些菌株同时

携带两种或两种以上耐药基因，进一步亚型分析尚需作进一步

的序列分析和鉴定。
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型（单一或混合感染）的患者占全部腺癌病例的７２．３％（３４／

４７），占全部阳性病例的７７．２％（３４／４４）；感染 ＨＰＶ１８型（单一

或混合感染）的患者占全部腺癌病例的５５．３％（２６／４７），占全部

阳性病例的５９．１％（２６／４４）。同时感染 ＨＰＶ１６型和 ＨＰＶ１８

型的患者占全部宫颈腺癌病例的４２．６％（２０／４７），占全部阳性

病例的４５．５％（２０／４４）。以上结果提示，ＨＰＶ１６型和 ＨＰＶ１８

型为宫颈腺癌患者感染优势型别，与宫颈癌的发生、发展密切

相关。

近几十年来宫颈腺癌的发病率不断升高，有人认为这是因

为宫颈脱落细胞学筛查的广泛开展，使得子宫颈鳞状细胞癌得

以早期发现和早期治疗，从而造成了宫颈腺癌的发病率相对升

高。但也有研究表明宫颈腺癌发病的绝对数量确实一直在不

断增加。本研究描述了 ＨＰＶ在４７例宫颈腺癌中的基因型别

分布，ＨＰＶ１６型和 ＨＰＶ１８型为优势型别。因此，研究者可以

通过基因芯片检测技术对宫颈疾病进行广泛筛查，对高危型阳

性患者进一步实施阴道镜检查以及必要的病理活检，从而有效

地预防和治疗宫颈癌患者。
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［１１］ＬｉＪ，ＺｈａｎｇＤ，ＺｈａｎｇＹ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅａｎｄｇｅｎｏｔｙｐｅｄｉｓｔｒｉｂｕ

ｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓｉｎｗｏｍｅｎｗｉｔｈｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒｏｒ

ｈｉｇｈｇｒａｄｅｐｒｅｃａｎｃｅｒｏｕｓｌｅｓｉｏｎｓｉｎＣｈｅｎｇｄｕ，ｗｅｓｔｅｒｎＣｈｉｎａ［Ｊ］．

ＩｎｔＪＧｙｎａｅｃｏｌＯｂｓｔｅｔ，２０１１，１１２（１）：１３１１３４．

［１２］ＬａｎＨＹ，ＴｗｕＮＦ，ＣｈｅｎＰＣ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｈｕ

ｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓａｎｄＥｐｓｔｅｉｎＢａｎｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｉｎｒｅｌａｔｉｏｎｔｏ

ａｇｅｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｃｅｒｖｉｃａｌａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＴａｉｗａｎＪＯｂｓｔｅｔ

Ｇｙｎｅｃｏｌ，２００９，４８（３）：３７０３７４．

（收稿日期：２０１２０９２３）
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