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·论著·

肠杆菌科耐第三代头孢菌素临床株中犐犛犆犚１元件与犈犛犅犔狊基因的关系

吴晓妹，宋诗铎，祁　伟

（天津医科大学第二医院感染性疾病研究所，天津　３００２１１）

［摘　要］　目的　了解某地区肠杆菌科耐第三代头孢菌素临床株中携带新型可移动遗传元件插入序列共同区域

（ＩＳＣＲ１）的情况及其与超广谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）基因的关系。方法　以最低抑菌浓度（ＭＩＣ）法检测细菌耐药表

型；双纸片扩散法进行ＥＳＢＬｓ确证试验；聚合酶链反应（ＰＣＲ）、单链ＰＣＲ构象的多态性（ＰＣＲＳＳＣＰ）、ＤＮＡ序列分

析检测犐犛犆犚１基因和犛犎犞、犜犈犕、犆犜犡犕ＥＳＢＬｓ基因；ＰＣＲｍａｐｐｉｎｇ检测ＩＳＣＲ１与ＥＳＢＬｓ基因的关系。结果　

８３株肠杆菌科耐第三代头孢菌素临床株中，１７株携带ＩＳＣＲ１元件。携带ＩＳＣＲ１元件的菌株中，２株大肠埃希菌

（ＥＡ７９１、ＥＡ１３６７）、３株阴沟肠杆菌（ＥＣ１３２２、ＥＣ１３４２、ＥＣ５５３）及１株产酸克雷伯菌Ｋ３８６临床株ＥＳＢＬｓ确证试验

阳性，其中ＥＡ７９１、ＥＣ５５３及Ｋ３８６携带犆犜犡犕１组ＥＳＢＬｓ基因；ＥＡ１３６７同时携带犆犜犡犕１组和犆犜犡犕９组

ＥＳＢＬｓ基因；ＥＣ１３２２、ＥＣ１３４２携带犛犎犞１２型ＥＳＢＬｓ基因；６株细菌均携带犜犈犕型基因，经ＰＣＲＳＳＣＰ分析显示

均为犜犈犕１，但经ＰＣＲｍａｐｐｉｎｇ显示其ＩＳＣＲ１元件下游未连接ＥＳＢＬｓ基因。结论　该地区耐第三代头孢菌素

临床株中存在ＩＳＣＲ１元件，尚未发现菌株携带的ＩＳＣＲ１元件与ＥＳＢＬｓ基因的直接联系，此元件可能参与其他耐药

基因的水平传播。
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　　肠杆菌科细菌对第三代头孢菌素的耐药问题日

益严重，其主要的耐药机制之一是产超广谱β内酰

胺酶（ＥＳＢＬｓ）
［１］。对第三代头孢菌素耐药的菌株往

往对喹诺酮类、氨基糖苷类抗生素同时耐药。整合

子作为可移动元件可使多种耐药基因聚集，导致多

重耐药。近年来发现的插入序列共同区域（Ｉｎｓｅｒ

ｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｃｏｍｍｏｎｒｅｇｉｏｎ，ＩＳＣＲ１）元件存在于

复合Ⅰ类整合子的２个３’ＣＳ（保守区）之间，含有开

放读码框ｏｒｆ５１３，其下游连接的耐药基因无需被特

异性识别即可随之同时转座至其他位点，此元件被

视为新型高效的基因移动元件［２］。本研究拟了解本

地区肠杆菌科耐第三代头孢菌素的临床株中ＩＳＣＲ１

元件的分布及其与ＥＳＢＬｓ基因的关系，以深化

ＩＳＣＲ１元件在细菌耐药机制中的作用。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　天津医科大学第二医院２００９年１

月—２０１０年７月感染科、呼吸科住院和门诊患者送

检标本分离获得的对第三代头孢菌素耐药的肠杆菌

科细菌，共８３株（同一患者同种标本只计１次）。包

括４４株大肠埃希菌，１６株克雷伯菌属（其中１０株

肺炎克雷伯菌，３株产酸克雷伯菌，１株鼻硬结肺炎

克雷伯菌，１株臭鼻克雷伯菌，１株催产克雷伯菌），

１４株阴沟肠杆菌，６株产气肠杆菌，３株其他菌株（１

株弗劳地柠檬酸杆菌，２株聚团肠杆菌）。门诊来源

标本２３份。全部菌株均经过ＡＰＩ２０ＮＥ系统鉴定。

大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２作为药敏质控菌株。大

肠埃希菌ＥＡ７９７为犆犜犡犕１组基因阳性对照株，

志贺菌ＡＢ６为犆犜犡犕９组基因阳性对照株，志贺

菌ＡＢ１２为犜犈犕１基因阳性对照株。

１．２　药敏试验　采用微量肉汤稀释法测定抗菌药

物最低抑菌浓度（ＭＩＣ），双纸片扩散法进行ＥＳＢＬｓ

确证试验。左氧氟沙星（ＬＶＸ）、环丙沙星（ＣＩＰ）、头

孢吡肟（ＦＥＰ）、头孢他啶（ＣＡＺ）、氧氟沙星（ＯＦＸ）、

阿米卡星（ＡＭＫ）、哌拉西林（ＰＦＰ）、头孢噻肟

（ＣＴＸ）、头孢哌酮（ＣＦＰ）、头孢曲松（ＣＲＯ）、头孢哌

酮／舒巴坦（ＣＰＳ）、庆大霉素（ＧＥＮ）等抗菌药物标准

品及药敏纸片头孢他啶、头孢噻肟、头孢他啶／克拉

维酸、头孢噻肟／克拉维酸，均购自中国药物生物制

品检定所。以上试验结果均依据美国临床实验室标

准化研究所（ＣＬＳＩ）２００９年颁布的准则为判断标准。

１．３　聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增及序列分析　参照

Ｐｉｔｏｕｔ等
［３］方法提取细菌总ＤＮＡ。根据Ｇｅｎｂａｎｋ

和欧洲分子生物学实验室（ＥＭＢＬ）数据库公布的相

关序列设计合成特异性引物扩增犐犛犆犚１基因、

犆犜犡犕ＥＳＢＬｓ基因（１、２、９组）、犜犈犕 基因和

犛犎犞基因。引物序列见表１。引物合成及ＰＣＲ产

物测序由上海英俊生物工程公司完成，ＤＮＡ测序结

果在Ｇｅｎｂａｎｋ中经ＢＬＡＳＴ分析比对。

表１　ＰＣＲ扩增犐犛犆犚１与ＥＳＢＬｓ基因引物序列及产物长度

犜犪犫犾犲１　ＴｈｅｐｒｉｍｅｒｓａｎｄａｍｐｌｉｃｏｎｓｉｚｅｏｆＰＣＲｆｏｒＥＳＢＬｓ

ｇｅｎｅ

目标基因 　引物序列 （５′—３′） 产物大小（ｂｐ）

犐犛犆犚１ ＣＲ１Ｆ：ＧＧＡＧＣＧＴＧＡＴＧＣＣＧＡＧＡＡＴ

ＣＲ１Ｒ：ＧＣＡＧＣＧＡＧＴＴＴＧＧＣＧＡＴＧ
４０５

犫犾犪犆犜犡犕１组 Ｍ１Ｆ：ＡＴＴＡＧＡＧＣＧＧＣＡＧＴＣＧＧ

Ｍ１Ｒ：ＣＣＡＣＡＡＣＣＣＡＧＧＡＡＧＣＡＧ
５８７

犫犾犪犆犜犡犕２组 Ｍ２Ｆ：ＡＣＧＣＴＡＣＣＣＣＴＧＣＴＡＴＴ

Ｍ２Ｒ：ＴＧＴＧＣＣＣＧＣＴＧＡＧＴＴＴＣ
５８１

犫犾犪犆犜犡犕９组 Ｍ９Ｆ：ＡＴＧＧＴＧＡＣＡＡＡＧＡＧＡＧＴＧＣＡ

Ｍ９Ｒ：ＣＣＣＴＴＣＧＧＣＧＡＴＧＡＴＴＣＴＣ
８７０

犜犈犕 ＴＥＭＦ：ＴＴＴＣＣＧＴＧＴＣＧＣＣＣＴＴＡＴ

ＴＥＭＲ：ＧＣＡＡＣＴＴＴＡＴＣＣＧＣＣＴＣＣ
６３０

犛犎犞 ＳＨＶＦ：ＴＣＴＣＣＣＴＧＴＴＡＧＣＣＡＣＣＣＴＧ

ＳＨＶＲ：ＣＣＡＣＴＧＣＡＧＣＡＧＣＴＧＣＣＧＴＧ
５９３

１．４　单链ＰＣＲ构象的多态性（ＰＣＲＳＳＣＰ）分析　

将犜犈犕基因ＰＣＲ阳性产物变性后，进行非变性聚

丙烯酰胺凝胶电泳，经ＥＢ染色，与犜犈犕１阳性对

照株ＡＢ１２进行比较。

１．５　ＰＣＲ定位（ＰＣＲｍａｐｐｉｎｇ）技术　应用犐犛犆犚１

上游引物ＣＲ１Ｆ和菌株中携带的ＥＳＢＬｓ基因的下

游引物对产ＥＳＢＬｓ的犐犛犆犚１阳性菌株进行ＰＣＲ

扩增，判断ＩＳＣＲ１与ＥＳＢＬｓ基因的关系。见图１。

图１　ＰＣＲｍａｐｐｉｎｇ示意图

犉犻犵狌狉犲１　ＣｈａｒｔｏｆＰＣＲｍａｐｐｉｎｇ

２　结果

２．１　药敏试验　８３株肠杆菌科耐第三代头孢菌素

临床株对１２种抗生素的敏感试验见表２。所有菌

株除对第三代头孢菌素耐药外，对喹诺酮类及氨基

糖苷类药物均有不同程度耐药，其中多重耐药菌株

（ＭＤＲ）５２株，包括大肠埃希菌２９株，克雷伯菌属１２
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株（７株肺炎克雷伯菌，３株产酸克雷伯菌，１株鼻硬

结肺炎克雷伯菌，１株催产克雷伯菌），阴沟肠杆菌６

株，产气肠杆菌３株，２株其他菌株（１株弗劳地柠檬

酸杆菌，１株聚团肠杆菌）；对含酶抑制剂的头孢哌

酮／舒巴坦较为敏感，耐药率为２５．３０％（２１／８３）。

２．２　ＰＣＲ扩增ＩＳＣＲ１元件及序列分析　８３株肠

杆菌科耐第三代头孢菌素临床株中，以ＣＲ１Ｆ和

ＣＲ１Ｒ为引物扩增犐犛犆犚１基因，１７株细菌可见一条

约４０５ｂｐ的扩增片段，见图２。犐犛犆犚１阳性菌株

ＫＰ２４１４的 ＰＣＲ 产物经测序并与 Ｇｅｎｂａｎｋ 中

犐犛犆犚１的基因序列比对，一致性为９９％。

表２　８３株肠杆菌科耐第三代头孢菌素临床株对１２种抗菌药物的耐药情况（耐药株，％）

犜犪犫犾犲２　Ｒｅｓｉｓｔａｎｔｒａｔｅｓｏｆ８３ｔｈｉｒｄｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｃｅｐｈａｌｏｓｐｏｒｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅｓｔｒａｉｎｓｔｏ１２ｋｉｎｄｓｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ

ａｇｅｎｔｓ（ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｔｒａｉｎ，％）

抗菌药物 大肠埃希菌（狀＝４４） 克雷伯菌属（狀＝１６） 阴沟肠杆菌（狀＝１４） 产气肠杆菌（狀＝６） 其他（狀＝３）

ＬＶＸ ２５（５６．８２） １１（６８．７５） ６（４２．８６） ２（３３．３３） １（３３．３３）

ＣＩＰ ３５（７９．５５） ８（５０．００） ６（４２．８６） ３（５０．００） １（３３．３３）

ＦＥＰ ３９（８８．６４） １５（９３．７５） １３（９２．８６） ６（１００．００） ２（６６．６７）

ＣＡＺ ２５（５６．８２） １３（８１．２５） １３（９２．８６） ６（１００．００） ２（６６．６７）

ＯＦＸ ３２（７２．７３） １２（７５．００） ５（３５．７１） ２（３３．３３） １（３３．３３）

ＡＭＫ １１（２５．００） １０（６２．５０） ６（４２．８６） １（１６．６７） ０（０．００）

ＰＦＰ ３５（７９．５５） １３（８１．２５） １１（７８．５７） ６（１００．００） ２（６６．６７）

ＣＴＸ ３５（７９．５５） １４（８７．５０） ９（６４．２９） ５（８３．３３） １（３３．３３）

ＣＦＰ ４０（９０．９１） １５（９３．７５） ９（６４．２９） ６（１００．００） １（３３．３３）

ＣＲＯ ３９（８８．６４） １５（９３．７５） ９（６４．２９） ５（８３．３３） １（３３．３３）

ＣＰＳ ９（２０．４５） ７（４３．７５） ２（１４．２９） ２（３３．３３） １（３３．３３）

ＧＥＮ ３２（７２．７３） １２（７５．００） １４（１００．００） ４（６６．６７） １（３３．３３）

!"#$

%&'''

(&'''

)*'

*''

%*'

(''

+'*&"#

(&&&&&&%&&&&&&,&&&&&&+&&&&&&*&&&&&&-&&&&&&)&&&&&&&.

　　 Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）；１：ＥＡ１３６７；２：ＫＰ２４１４；

３：ＥＡ７９１；４：ＡＴＣＣ２５９２２；５：Ｋ３８６；６：ＥＣ１３２２；７：ＥＣ１３４２

图２　肠杆菌科耐第三代头孢菌素细菌犐犛犆犚１基因的ＰＣＲ

电泳图

犉犻犵狌狉犲２　ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆ犐犛犆犚１ｇｅｎｅｉｎｔｈｉｒｄｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｃｅｐｈａｌｏｓｐｏｒｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅｓｔｒａｉｎｓ

２．３　ＥＳＢＬｓ确证试验　１７株犐犛犆犚１阳性菌株中，

ＥＳＢＬｓ确证试验阳性６株，分别为２株大肠埃希菌

（ＥＡ７９１、ＥＡ１３６７），３ 株阴沟肠杆菌 （ＥＣ１３２２、

ＥＣ１３４２、ＥＣ５５３），１株产酸克雷伯菌（Ｋ３８６）。６株

携带犐犛犆犚１基因且产ＥＳＢＬｓ的肠杆菌科耐第三代

头孢菌素临床株相关情况见表３。

２．４　ＰＣＲ扩增ＥＳＢＬｓ基因、ＰＣＲＳＳＣＰ分析及

序列分析

２．４．１　犆犜犡犕ＥＳＢＬｓ基因的ＰＣＲ扩增及序列分

析　犐犛犆犚１阳性同时 ＥＳＢＬｓ确证试验阳性的

ＥＡ７９１、ＥＡ１３６７、ＥＣ１３２２、ＥＣ１３４２、ＥＣ５５３及Ｋ３８６

６株菌株，分别以Ｍ１Ｆ和Ｍ１Ｒ、Ｍ２Ｆ和Ｍ２Ｒ、Ｍ９Ｆ

和Ｍ９Ｒ为引物进行ＰＣＲ扩增犆犜犡犕ＥＳＢＬｓ基

因的１、２、９组。其中犆犜犡犕１组基因扩增结果：

ＥＡ７９１、ＥＡ１３６７、ＥＣ５５３、Ｋ３８６ 及 阳 性 对 照 株

ＥＡ７９７均可见一条约５８７ｂｐ的扩增片段，另２株菌

及阴性对照株ＡＴＣＣ２５９２２均未得到阳性扩增结

果。将ＥＡ７９１、ＥＡ１３６７、ＥＣ５５３、Ｋ３８６的扩增产物

进行测序并在Ｇｅｎｂａｎｋ中进行序列比对，ＥＡ７９１、

ＥＡ１３６７与犆犜犡犕１５的一致性为９９％（Ｇ４５４Ａ），

ＥＣ５５３、Ｋ３８６与犆犜犡犕１５的一致性为１００％。６

株细菌的犆犜犡犕２组基因扩增结果均为阴性。

犆犜犡犕９组基因扩增结果：ＥＡ１３６７和阳性对照株

ＡＢ６可见一条约８７０ｂｐ的扩增片段，余５株细菌及

阴性对照株ＡＴＣＣ２５９２２均未得到阳性扩增结果。

将ＥＡ１３６７的扩增产物进行测序并在Ｇｅｎｂａｎｋ中

进行序列比对，与犆犜犡犕１５的一致性为９９％

（ｎｔ２９Ｃ→Ｔ、ｎｔ８６０Ｔ缺失）。见图３。
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表３　６株产ＥＳＢＬｓ且犐犛犆犚１阳性肠杆菌科耐第三代头孢菌素临床株的相关信息

犜犪犫犾犲３　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ６ＥＳＢＬｓｐｒｏｄｕｃｉｎｇａｎｄ犐犛犆犚１ｐｏｓｉｔｉｖｅｔｈｉｒｄｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｃｅｐｈａｌｏｓｐｏｒｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ

ｓｔｒａｉｎｓ

菌株 来源 耐药表型 犆犜犡犕１ 犆犜犡犕２ 犆犜犡犕９ 犛犎犞１２ 犜犈犕１

ＥＡ７９１ 住院患者 Ｑ＋β＋Ａ ＋ － － － ＋

ＥＡ１３６７ 住院患者 Ｑ＋β＋Ａ ＋ － ＋ － ＋

ＥＣ５５３ 住院患者 Ｑ＋β＋Ａ ＋ － － － ＋

ＥＣ１３２２ 住院患者 β＋Ａ － － － ＋ ＋

ＥＣ１３４２ 住院患者 β＋Ａ － － － ＋ ＋

Ｋ３８６ 住院患者 Ｑ＋β＋Ａ ＋ － － － ＋

　　Ｑ：喹诺酮类耐药；β：β内酰胺类耐药；Ａ：氨基糖苷类耐药；＋：阳性；－：阴性
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　　Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００），从上自下分别为：２０００ｂｐ、１０００ｂｐ、７５０ｂｐ、５００ｂｐ、２５０ｂｐ、１００ｂｐ；１：ＥＡ７９１；２：ＥＡ１３６７；

３：ＥＡ７９７；４：ＡＴＣＣ２５９２２；５：ＡＢ６；６：ＡＢ１２；７：ＥＣ１３２２；８：ＥＣ１３４２

图３　肠杆菌科耐第三代头孢菌素细菌犆犜犡犕１、犆犜犡犕９、犜犈犕、犛犎犞基因ＰＣＲ电泳图

犉犻犵狌狉犲３　ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆ犆犜犡犕１，犆犜犡犕９，犜犈犕ａｎｄＳＨＶｇｅｎｅｓｉｎｔｈｉｒｄｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｃｅｐｈａｌｏｓｐｏｒｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉ

ａｃｅａｅｓｔｒａｉｎｓ

２．４．２　犛犎犞基因的ＰＣＲ扩增及序列分析　以

ＳＨＶＦ和ＳＨＶＲ为引物ＰＣＲ扩增犐犛犆犚１阳性同

时 ＥＳＢＬｓ 确证试验阳性的 ＥＡ７９１、ＥＡ１３６７、

ＥＣ１３２２、ＥＣ１３４２、ＥＣ５５３及Ｋ３８６６株菌株，其中菌
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株ＥＣ１３２２、ＥＣ１３４２可见一条约５９３ｂｐ的扩增片

段，另４株菌株及阴性对照株ＡＴＣＣ２５９２２均未得

到阳性扩增结果，见图３。将菌株 ＥＣ１３２２和

ＥＣ１３４２的犛犎犞基因ＰＣＲ产物进行测序并在Ｇｅｎ

ｂａｎｋ中进行序列比对，ＥＣ１３２２与犛犎犞１２基因的

一致性为９９％（ｎｔ５０Ｃ→Ｇ），ＥＣ１３４２为１００％。

２．４．３　犜犈犕 基因的ＰＣＲ扩增及ＰＣＲＳＳＣＰ分析

　以ＴＥＭＦ和ＴＥＭＲ为引物ＰＣＲ扩增犐犛犆犚１阳

性同时ＥＳＢＬｓ确证试验阳性的ＥＡ７９１、ＥＡ１３６７、

ＥＣ１３２２、ＥＣ１３４２、ＥＣ５５３及Ｋ３８６６株菌株，６株临

床株及阳性对照株ＡＢ１２均可见一条约６３０ｂｐ的

扩增片段，见图３。将其犜犈犕 基因的ＰＣＲ产物进

行ＰＣＲＳＳＣＰ分析，与阳性对照株ＡＢ１２未见差异。

因犜犈犕 基因ＰＣＲ产物含有ＥＳＢＬｓ的突变热点

Ｇ５１２Ａ（ｎｔ５１２Ｇ→Ａ），ＰＣＲＳＳＣＰ分析时电泳条带

无差异，考虑以上６株菌株所含犜犈犕 基因均为

犫犾犪犜犈犕１基因。ＰＣＲＳＳＣＰ电泳图见图４。

!"""""""""""""""#""""""""""""""""$"""""""""""""""%""""""""""""""""&

　　１：ＡＢ１２；２：ＥＡ７９１；３：ＥＡ１３６７；４：ＥＣ１３２２；５：ＥＣ１３４２

图４　肠杆菌科耐第三代头孢菌素细菌犜犈犕基因的ＰＣＲ

ＳＳＣＰ电泳结果

犉犻犵狌狉犲４　ＰＣＲＳＳＣＰｒｅｓｕｌｔｓｏｆ犜犈犕ｇｅｎｅｉｎｔｈｉｒｄｇｅｎｅｒａ

ｔｉｏｎ ｃｅｐｈａｌｏｓｐｏｒｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ

ｓｔｒａｉｎｓ

２．４．４　ＰＣＲｍａｐｐｉｎｇ　应用犐犛犆犚１基因上游引物

ＣＲ１Ｆ和菌株中携带的ＥＳＢＬｓ基因的下游引物对

犐犛犆犚１阳性同时ＥＳＢＬｓ确证试验阳性的ＥＡ７９１、

ＥＡ１３６７、ＥＣ１３２２、ＥＣ１３４２、ＥＣ５５３及 Ｋ３８６６株菌

株进行ＰＣＲ扩增。以ＣＲ１Ｆ和Ｍ１Ｒ为引物，对携

带犆犜犡犕ＥＳＢＬ（１组）的菌株ＥＡ７９１、ＥＡ１３６７、

ＥＣ５５３及Ｋ３８６进行ＰＣＲ扩增；以 ＣＲ１Ｆ和 Ｍ９Ｒ

为引物，对携带 犆犜犡犕ＥＳＢＬ（９ 组）的菌株

ＥＡ１３６７进行ＰＣＲ扩增；以ＣＲ１Ｆ和ＳＨＶＲ为引

物，对携带 犛犎犞ＥＳＢＬ 基因的菌株 ＥＣ１３２２、

ＥＣ１３４２进行ＰＣＲ扩增，均未测到阳性结果。

３　讨论

随着第三代头孢菌素在临床的广泛应用，革兰

阴性细菌特别是肠杆菌科细菌对其的耐药情况日益

严重，使多种抗菌药物失效。产ＥＳＢＬｓ是革兰阴性

细菌对β内酰胺类抗生素耐药的主要原因之一。

犜犈犕ＥＳＢＬ、犛犎犞ＥＳＢＬ、犆犜犡犕ＥＳＢＬ是ＥＳＢＬｓ

基因的主要基因型，前两者主要由犜犈犕１、犜犈犕

２、犛犎犞１结构基因点突变衍生而来。犆犜犡犕

ＥＳＢＬ为非犜犈犕、非犛犎犞型ＥＳＢＬｓ的主要类型，

其中１、２、９组较为常见。

近半个世纪以来，耐药基因的水平传播是导致

耐药性迅速扩散的最主要原因。其主要传播机制包

括接合性质粒、转座子和整合子。２０世纪９０年代

初，ＩＳＣＲ１首次在复合Ⅰ类整合子Ｉｎ６和Ｉｎ７中被

发现，位于复合Ⅰ类整合子２个３’保守区（ＣＳ）之

间，长２１５４ｂｐ，含有一个开放读码框序列
［４］。最初

的研究发现它编码一个推定的５１３个氨基酸组成的

转座酶，故被称为ｏｒｆ５１３。随着研究的深入，发现

它在结构和功能上与ＩＳ９１家族相似，缺少了末端反

向重复序列，通过滚环复制方式进行转座，为了强调

其与插入序列的同源性和发现的历史，改称为ＩＳＣＲ

元件［２］。犐犛犆犚基因可位于质粒或染色体ＤＮＡ上，

与多种耐药基因相连，包括Ａ类和Ｃ类β内酰胺

酶、喹诺酮类、氨基糖苷类、氯霉素类、甲氧苄啶类、

四环素类等［２］，这些耐药基因与Ⅰ类整合子耐药基

因盒不同，不需要与５９ｂｅ重组位点相连
［４］。由于

其复制终止序列ｔｅｒＩＳ的不精确性，转座时有１％

～１０％的概率会出现复制终止于超越ｔｅｒＩＳ的邻

近序列，所以其终止存在一定的随机性，可以移

动与其相邻的任何ＤＮＡ片段
［５］。已报道的与

ＩＳＣＲ１相关联的 ＥＳＢＬ耐药基因有：犫犾犪犆犜犡犕２、

犫犾犪犆犜犡犕１、犫犾犪犆犜犡犕９、犫犾犪犆犜犡犕１４、犫犾犪犆犜犡犕２０、犫犾犪犞犈犅３、

犫犾犪犘犈犚３、犫犾犪犆犕犢１１
［６－１１］。

本研究中８３株耐第三代头孢菌素的肠杆菌科

细菌中，１７株携带了犐犛犆犚１基因，其中４株为门诊

标本分离所得，表明ＩＳＣＲ１元件在本地区社区及医

院感染耐药细菌临床株中均有分布。１７株携带

ＩＳＣＲ１元件的细菌中，ＥＡ７９１、ＥＡ１３６７、ＥＣ１３２２、

ＥＣ１３４２、ＥＣ５５３及Ｋ３８６６株菌ＥＳＢＬｓ确证试验阳
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性，其中ＥＡ７９１、ＥＣ５５３及Ｋ３８６携带犆犜犡犕１组

基因，ＥＡ１３６７同时携带犆犜犡犕１、犆犜犡犕９组基

因；ＥＣ１３２２、ＥＣ１３４２携带犛犎犞１２ＥＳＢＬｓ基因；以

上６株菌株均携带犜犈犕 基因，经ＰＣＲＳＳＣＰ分析

均为犜犈犕１型基因。经ＰＣＲｍａｐｐｉｎｇ分析，６株

菌株所携带的ＩＳＣＲ１元件下游均未连接犆犜犡犕

ＥＳＢＬ／犛犎犞ＥＳＢＬ基因。１７株犐犛犆犚１阳性菌株

中，１３株细菌为多重耐药菌，余菌株除对第三代头

孢菌素耐药之外，亦对喹诺酮类或氨基糖苷类药物

耐药。如上所述，ＩＳＣＲ１元件下游可与多种耐药基

因相连，而本地区此１７株细菌携带的犐犛犆犚１基因

下游尚未发现ＥＳＢＬｓ基因，但不能排除连接其他类

型的耐药基因，参与耐药基因的水平传播机制。以

上分析有待下一步分子生物学试验进行确证。

ＩＳＣＲ元件作为强有力的新型基因捕获系统，在

耐药基因的水平传播中发挥了重要作用。ＩＳＣＲ１

所在的复合Ⅰ类整合子具有更强的导致多重耐药的

能力，给临床抗感染治疗带来了更大的挑战。因此，

需要我们对其给予更多的关注与研究。
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