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［摘　要］　目的　了解产气肠杆菌携带犫犾犪ＮＤＭ１质粒的转移性、复制子分型及周围环境。方法　产气肠杆菌 ＨＮ

ＮＤＭ０７１１为实验菌株，利用接合实验研究其质粒的转移性，对接合子进行稳定性试验，采用质粒复制子分型法对

质粒进行分型，利用染色体步移技术对基因犫犾犪ＮＤＭ１上下游进行测序，使用ＢＬＡＳＴＮ和ＢＬＡＳＴＰ对基因组序列进

行比对，使用ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ１１．５．１注释并生成序列管道图，序列通过软件Ｂａｎｋｌｔ递交至Ｇｅｎｂａｎｋ。结果　产气肠杆

菌 ＨＮＮＤＭ０７１１接合实验阳性，阳性接合子稳定传代４ｄ后，所有克隆株对亚胺培南和美罗培南的最低抑菌浓度

（ＭＩＣ）均未发生变化，基因犫犾犪ＮＤＭ１均为阳性。质粒复制子为ＩｎｃＡ／Ｃ型；基因犫犾犪ＮＤＭ１位于不常见的插入序列ＩＳＡ

ｂａ１４和ＩＳ９１之间，在犫犾犪ＮＤＭ１的上游出现一个Ｔｎ３转座子和Ｉ型整合子，整合子上含有一个由庞大镶嵌序列构成

的少见耐药基因盒。结论　ＩｎｃＡ／Ｃ型质粒ｐＨＮＮＤＭ０７１１携带基因犫犾犪ＮＤＭ１及耐药基因盒，可能源于不同抗菌药

物选择压力下的基因重组，建议严格控制临床、工业和农业抗菌药物的使用，从源头上减少此类细菌的产生。
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　　耐碳青霉烯类革兰阴性杆菌的出现和传播成为

全球公共健康的重大威胁，其中获得性金属类β内

酰胺酶，如新德里金属β内酰胺酶基因（ＮｅｗＤｅｌｈｉ

ｍｅｔａｌｌｏβｌａｃｔａｍａｓｅ１，犖犇犕１）也可造成碳青霉烯

类抗生素耐药［１２］。研究［２３］表明，基因 犖犇犕１多

发现于大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌等细菌中，常存

在于ＩｎｃＡ／Ｃ、ＩｎｃＦ、ＩｎｃＦＩＩ等不同类型的质粒上，该

基因周围存在不同的基因环境。在前期的实验中，本

课题组发现了３株因交叉感染而引起传播的产气肠

杆菌［４］，均表现为多重耐药，金属酶表型实验和聚合

酶链反应（ＰＣＲ）方法均证实携带基因犖犇犕１，脉冲

场凝胶电泳实验证实为同一型别，但尚不清楚其携带

犫犾犪ＮＤＭ１质粒的转移性、复制子分型及基因环境等特

征，且较少文献报道产气肠杆菌携带犫犾犪ＮＤＭ１的基因

周围环境，故对此进行研究，现将结果报告如下。

１　对象与方法

１．１　菌株及来源　本院有３株具有同源性的产气

肠杆菌（均携带犖犇犕１基因）引起的交叉感染，取

其中１株产气肠杆菌０７１１（ＨＮＮＤＭ０７１１），该菌株

仅对多粘菌素、左氧氟沙星和环丙沙星敏感，对碳青

霉烯类、头孢菌素类、喹诺酮类、单环β内酰胺类等

抗菌药物全部耐药，菌株及患者信息见文献［４］。质

控菌株为大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２，耐叠氮钠大肠

埃希菌Ｊ５３由河南农业大学杜向党教授提供。

１．２　仪器与试剂　全自动细菌鉴定仪Ｐｈｅｎｉｘ１００

为美国ＢＤ公司产品，ＰＣＲ扩增仪购自美国ＡＢＩ公

司，凝胶成像系统为美国ＢｉｏＲａｄ公司产品。质粒

ＤＮＡ提取试剂盒购自德国ＱＩＡＧＥＮ公司，叠氮钠

和美罗培南均购自Ｓｉｇｍａ公司，ＤＮＡＭａｒｋｅｒ和２×

ＰＣＲＰｒｅｍｉｘ购自大连宝生物公司，引物合成及测

序由上海生工技术有限公司完成。

１．３　接合试验　产气肠杆菌ＨＮＮＤＭ０７１１为供体

菌，大肠埃希菌Ｊ５３为受体菌，取两种细菌对数生长

期菌液各１ｍＬ，加入１００ｍＬ的营养肉汤中，３７℃静

置过夜，取２００μＬ均匀涂布于筛选平板上（含

１００μｇ／ｍＬ叠氮钠和２μｇ／ｍＬ美罗培南），培养１２～

２４ｈ，并用琼脂稀释法测定接合子的亚胺培南和美罗培

南 最小抑菌浓度（ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，

ＭＩＣ）。试剂盒提取接合子质粒 ＤＮＡ，命名为

ｐＨＮＮＤＭ０７１１，ＰＣＲ方法检测犫犾犪ＮＤＭ１基因
［４］。

１．４　接合子稳定性试验
［５］
　挑取阳性接合子接种

于不含 抗 菌 药 物 的 ＬＢ 肉 汤 培 养 基 中，３７ ℃

３００ｒ／ｍｉｎ震荡过夜，使用 ＬＢ肉汤培养基稀释至

１０３ＣＦＵ／ｍＬ，继续震荡过夜，用同样方法连续稀释

震荡培养４ｄ，分别在第２、３和４天取０．１ｍＬ的培

养液，用０．９ｍＬ的生理盐水稀释，倾注于营养琼脂

平板，３７℃培养过夜，挑１０个菌落（共３０个菌落）

测定亚胺培南和美罗培南的 ＭＩＣ，并提取质粒

ＤＮＡ检测犫犾犪ＮＤＭ１基因。

１．５　质粒复制子分型（ＰＣＲｂａｓｅｄｒｅｐｌｉｃｏｎｔｙｐｉｎｇ，

ＰＢＲＴ分型）　提取的质粒ＤＮＡ作为模板，利用１８

对引物，使用５次多重ＰＣＲ和３次单一ＰＣＲ扩增

ＦＩＡ、ＦＩＢ、ＦＩＣ、ＨＩ１、ＨＩ２、Ｉ１Ｉγ、Ｌ／Ｍ、Ｎ、Ｐ、Ｗ、Ｔ、

Ａ／Ｃ、Ｋ、Ｂ／Ｏ、Ｘ、Ｙ、Ｆ和ＦＩＩＡ等质粒复制子类型，

ＰＣＲ反应条件和结果判读均参照相关文献
［６］。

１．６　犫犾犪ＮＤＭ１基因周围序列测序　提取的质粒

ＤＮＡ送交上海生工项目部，采用ＤＮＡ步移技术对

目的基因犫犾犪ＮＤＭ１周围序列测序，犫犾犪ＮＤＭ１基因号：

ＫＪ５７７７４４
［４］。

１．７　ＤＮＡ序列注释和递交　使用ＧｅｎｅＭａｒｋ软件

进行基因 预测，并通过 软件 ＢＬＡＳＴＮ 和 软件

ＢＬＡＳＴＰ双向比对基因的相似性，使用ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ

１１．５．１注释并生成序列管道图，序列通过软件

Ｂａｎｋｌｔ递交到Ｇｅｎｂａｎｋ获得序列号为ＫＵ７６４６６５。

２　结果

２．１　接合实验和犫犾犪ＮＤＭ１基因扩增结果　筛选平板

培养１２ｈ有细小菌落，２４ｈ有明显单个菌落，鉴定

为大肠埃希菌，测定亚胺培南和美罗培南的 ＭＩＣ分

别为４、８μｇ／ｍＬ，犫犾犪ＮＤＭ１基因检测阳性。

２．２　接合子稳定性试验结果　阳性接合子稳定传

代４ｄ后，所有克隆株对亚胺培南和美罗培南的

ＭＩＣ均未发生变化，犫犾犪ＮＤＭ１均为阳性。

２．３　ＰＢＲＴ分型结果　使用Ａ／Ｃ的正反向引物扩

增，在４００ｂｐ附近（目的基因为４６５ｂｐ）处有清晰条

带，证明供体菌和阳性接合子的质粒均为ＩｎｃＡ／Ｃ型。

见图１。
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　　Ｍ：ＤＬ１０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ，１：阳性接合子，２：产气肠杆菌０７１１

图１　阳性接合子和产气肠杆菌０７１１质粒的ＰＢＲＴ分型电

泳图

犉犻犵狌狉犲１　ＰＢＲＴｍａｐｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｊｕｇａｎｔａｎｄ犈．犪犲狉狅犵犲狀犲狊

０７１１ｐｌａｓｍｉｄ

２．４　基因环境分析　测序获得一段１８６２１ｂｐ的

ＤＮＡ序列，共包含１７个核心编码序列（ｃｏｄｉｎｇｓｅ

ｑｕｅｎｃｅｓ，ＣＤＳ）。犫犾犪ＮＤＭ１位于ＩＳ９１和ＩＳＡｂａ１４之间，

下游为ＩＳＡｂａ１２５，上游为ｂｌｅｏ、ｔｒｐＦ和ｄｓｂＣ；紧接此

序列是Ｉ型整合子，除携带实现其自身功能的整合酶

基因（ｉｎｔＩ１）外，还携带由一个由ｄｆｒＡ１４、ａｒｒ２、ｃｍ

ｌＡ７、ｂｌａＯＸＡ１０、ａａｄＡ１、ｑａｃＥｄｅｌｔａ１、ｓｕｌＩ构成的庞大

耐药基因盒。在Ｉ型整合子的上游，含有一个Ｔｎ３的

转座子，同时携带有实现其自身功能的转座酶和解旋

酶。比对发现序列上游（１～１３０９９ｂｐ）与来自于肺炎

克雷伯犖犇犕１基因阴性的ｐＨＭ８８１ＱＮ（ＬＣ０５５５０３）

和ＩｎｃＡ／ＣＬＳ６（ＪＸ４４２９７６）具有高度相似性（＞９９％），

而下游携带犫犾犪ＮＤＭ１（１３１００～１８６２１ｂｐ）序列与来

自鲍曼不动杆菌ＧＢ６６１的质粒（ＫＰ００９５９０）具有高

度的相似性（＞９９％），但方向相反。见图２。
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　　注：箭头代表转录方向，灰色表示一致性序列。基因名称、编码蛋白分别为犜狀３ｔｎｐＡ（Ｔｎ３转座酶）、犜狀３ｔｎｐＲ（Ｔｎ３解旋

酶）、犐狀狋Ｉ１（ＩｎｔＩ型整合酶）、犱犳狉Ａ１４（二氢叶酸还原酶，磺胺类增效剂耐药）、犪狉狉２（利福平ＡＤＰ核糖基化转移酶）、犮犿犾Ａ７（氯

霉素耐药蛋白）、犫犾犪ＯＸＡ１０（β内酰胺酶）、犪犪犱Ａ１（氨基糖苷乙酰转移酶）、狇犪犮Ｅｄｅｌｔａ１（季铵盐类外排泵）、狊狌犾Ｉ（二氢蝶酸合成

酶，磺胺类耐药）、ＩＳ９１（插入序列元件）、犱狊犫Ｃ（二硫键异构酶）、狋狉狆Ｆ［Ｎ（５’磷酸核糖基）邻氨基苯甲酸异构酶］、ｂｌｅｏ（博来霉

素耐药蛋白）、ＮＤＭ１（金属β内酰胺酶）、犪狆犺Ａ６（氨基糖苷类３＇磷酸转移酶）、Ｉｓｂａ１４（插入序列元件）

图２　犫犾犪ＮＤＭ１的基因环境示意图

犉犻犵狌狉犲２　Ｄｉａｇｒａｍｏｆｇｅｎｅｔｉｃｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｏｆ犫犾犪ＮＤＭ１

３　讨论

本文接合实验及ＰＢＲＴ分型表明，产气肠杆菌

携带犫犾犪ＮＤＭ１基因的质粒为可转移性ＩｎｃＡ／Ｃ质粒。

犫犾犪ＮＤＭ１位于ＩＳ９１和ＩＳＡｂａ１４之间，为一段保守的

序列［７８］，ＩｎｃＡ／Ｃ型质粒是携带犫犾犪ＮＤＭ１的重要载

体［２３，８］，该质粒能介导多重耐药，其宿主广泛，普遍

存在于人和家禽的肠道菌群中，ＩｎｃＡ／Ｃ型质粒也是

携带超广谱β内酰胺酶和Ａｍｐｃ酶等碳青霉烯酶的

重要载体。近几年引起人们的关注，ＩｎｃＡ／Ｃ型质粒

上常存在可转移性的基因元件，如转座子、Ｉ型整合

子和ＩＳＣＲｓ类插入序列，使其携带耐药基因易发生

转移［８９］。

接合子稳定性试验表明，阳性接合子的多重耐

药特征可稳定传代，符合ＩｎｃＡ／Ｃ质粒的特征，与文

献［２，７８］报道一致。文献［１０］报道，来自鲍曼不动杆菌

产犖犇犕１的质粒导入大肠埃希菌Ｊ５３后，接合子

质粒不稳定，容易丢失，因此，转移性ＩｎｃＡ／Ｃ型质

粒引起的潜在传播方式应引起更多的关注。

基因测序获得了一段１８６２１ｂｐ的序列，比对

发现序列上游（１～１３０９９ｂｐ）与来自于肺炎克雷伯
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犖犇犕１基因阴性的ｐＨＭ８８１ＱＮ（ＬＣ０５５５０３）和Ｉｎ

ｃＡ／ＣＬＳ６（ＪＸ４４２９７６）具有高度相似性（＞９９％），而

下游携带犫犾犪ＮＤＭ１（１３１００～１８６２１ｂｐ）序列与来自

鲍曼不动杆菌ＧＢ６６１的质粒（ＫＰ００９５９０）具有高度

的相似性（＞９９％），但方向相反；进一步分析发现除

犫犾犪ＮＤＭ１上下游保守序列外，还存在ＩＳＡｂａ１４及

ＩＳ９１，与通常插入序列（如ＩＳＣＲ１
［１１］或ＩＳ２６

［１２］）不

同，推测类似ｐＨＭ８８１ＱＮ的质粒通过ＩＳＡｂａ１４及

ＩＳ９１作用发生了ＤＮＡ反向重组
［１３］。

犫犾犪ＮＤＭ１基因的上游序列（１～１３０９９ｂｐ）含有

Ｔｎ３转座子、Ｉ型整合子及其携带的“镶嵌拼接区

（ｍｏｓａｉｃｐｌａｓｍｉｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅ）”，此区域除了含有实现

其自身功能的转座酶、解旋酶和整合酶外，还含有一

个高达７个耐药基因的庞大基因盒（犱犳狉Ａ１４犪狉狉２

犮犿犾Ａ７犫犾犪ＯＸＡ１０犪犪犱Ａ１狇犪犮Ｅｄｅｌｔａ１狊狌犾Ｉ），分别

介导对磺胺类、氨基糖苷类、利福平、季铵盐类、窄谱

头孢菌素等耐药。通常犫犾犪ＮＤＭ１的上游类似区域整

合子携带的基因盒多为２～５个
［８，１１１２］，而本组结果

高达７个，说明此区域的高度可变性，可能此区域内

发生多次ＤＮＡ重组。携带耐药基因的细菌所耐抗

菌药物中，部分药物虽与临床有关，但更多的药物与

家禽养殖和环境消毒有关，如季铵盐类并不是临床

使用的抗菌药物，仅用于食品工业和环境消毒，因其

选择性压力，造成在零售的肉类等食品中检出率很

高［１４］；氯霉素、氨基糖苷类、利福平也是兽药的常见

成分，推测本研究发现的由Ｉ型整合酶携带的超级

耐药基因盒可能与食品工业和环境消毒滥用抗菌药

物／消毒剂有关。

总之，产气肠杆菌 ＨＮＮＤＭ０７１１多重耐药的

原因是ＩｎｃＡ／Ｃ型可转移性质粒携带的犫犾犪ＮＤＭ１及

一个庞大的耐药基因盒，此质粒可能来源于临床、农

业和环境所使用的不同抗菌药物／消毒剂压力下的

基因重组，因此，减少细菌耐药不仅要加强临床合理

使用抗菌药物的管理，也应加强对工农业使用抗菌

药物的控制，从源头上减少此类“超级细菌”的产生。
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［１１］ＳａｒｋａｒＡ，ＰａｚｈａｎｉＧＰ，ＣｈｏｗｄｈｕｒｙＧ，ｅｔａｌ．Ａｔｔｒｉｂｕｔｅｓｏｆ

ｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅｅｎｃｏｄｉｎｇｃｏｎｊｕｇａｔｉｖｅｐｌａｓｍｉｄｐＮＤＭＳＡＬｆｒｏｍ

ａｎｅｘｔｅｎｓｉｖｅｌｙｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔ犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪犲狀狋犲狉犻犮犪ＳｅｒｏｖａｒＳｅｎ

ｆｔｅｎｂｅｒｇ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１５，１５（６）：９６９－９７９．

［１２］ ＭａｔａｓｅｊｅＬＦ，ＢｏｙｄＤＡ，ＬｅｆｅｂｖｒｅＢ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐｌｅｔｅｓｅ

ｑｕｅｎｃｅｓｏｆａｎｏｖｅｌ犫犾犪ＮＤＭ１ｈａｒｂｏｕｒｉｎｇｐｌａｓｍｉｄｆｒｏｍ犘狉狅狏犻

犱犲狀犮犻犪狉犲狋狋犵犲狉犻ａｎｄａｎＦＩＩｔｙｐｅｐｌａｓｍｉｄｆｒｏｍ犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌

犿狅狀犻犪犲ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｉｎＣａｎａｄａ［Ｊ］．ＪＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，

２０１４，６９（３）：６３７－６４２．

［１３］ＬｅｗｉｎＢ．ＧｅｎｅⅧ［Ｍ］．ＯｘｆｏｒｄＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＰｒｅｓｓ，２００４．

［１４］ＺｏｕＬ，ＭｅｎｇＪ，ＭｃＤｅｒｍｏｔｔＰＦ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｄｉｓｉｎｆｅｃｔａｎｔ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓｉｎ犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻ｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｒｅｔａｉｌｍｅａｔｓ

ｉｎｔｈｅＵＳＡ［Ｊ］．ＪＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，２０１４，６９（１０）：

２６４４－２６４９．

（本文编辑：豆清娅）
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