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·论著·

某院分离的大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌犈犛犅犔狊基因检测及分型
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［摘　要］　目的　了解某院分离的大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌产生的超广谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）基因型。方法

　采用表型确证试验测定并收集该院产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌（４０株）和肺炎克雷伯菌（２０株），提取质粒ＤＮＡ。采用

特异性引物扩增ＴＥＭ、ＳＨＶ和ＣＴＸＭ系列基因，测序后进行序列分析。结果　６０株表型确证试验阳性的大肠

埃希菌和肺炎克雷伯菌，聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增均阳性，包括ＴＥＭ、ＳＨＶ、ＣＴＸＭ３组和ＣＴＸＭ９组４种基因

型。大肠埃希菌中上述４种基因型阳性率分别为３７．５０％（１５株）、２．５０％（１株）、６２．５０％（２５株）、５０．００％（２０

株）；肺炎克雷伯菌上述４种基因型阳性率分别为４０．００％（８株）、９０．００％（１８株）、６５．００％（１３株）、４０．００％（８

株）。１００．００％的大肠埃希菌和８０．００％的肺炎克雷伯菌产生ｂｌａＣＴＸＭ，１２．５０％（５／４０）的大肠埃希菌和２５．００％（５／

２０）的肺炎克雷伯菌携带２种ＣＴＸＭ酶基因。２３例ＴＥＭ基因皆为ＴＥＭ１型；１９例ＳＨＶ型基因包括ＳＨＶ１型

６株、ＳＨＶ１１型６株、ＳＨＶ１２型５株及ＳＨＶ２５型２株，仅ＳＨＶ１２为ＥＳＢＬｓ基因，且均来源于肺炎克雷伯菌；６６

例ＣＴＸＭ型基因，其中ＣＴＸＭ１４在大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌的检出率分别为４５．００％和３５．００％，ＣＴＸＭ５５

检出率均为３５．００％，ＣＴＸＭ１５检出率分别为２０．００％和１５．００％，检出少量ＣＴＸＭ３、ＣＴＸＭ６５、ＣＴＸＭ１０１

及ＣＴＸＭ１２３基因型。结论　该院分离的大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌ＥＳＢＬｓ基因型以ＣＴＸＭ 为主，其次为

ＳＨＶ１２。ＣＴＸＭ基因型中以ＣＴＸＭ１４最为常见，ＣＴＸＭ１０１及ＣＴＸＭ１２３型ＥＳＢＬｓ为山东省首次检出。

［关　键　词］　大肠埃希菌；肺炎克雷伯菌；超广谱β内酰胺酶；基因
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［ＣｈｉｎＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１３，１２（５）：３３９－３４３］

　　大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌是临床常见的病原

菌，产生超广谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）是这两种菌对

β内酰胺类抗菌药物耐药的主要机制之一。目前我

院分离的大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌中，产ＥＳＢＬｓ

株已超过５０％。社区感染者，如急性化脓性阑尾炎

患者，肠道分离的大肠埃希菌中也有相当高的比例

产ＥＳＢＬｓ。产ＥＳＢＬｓ细菌一般为多重耐药菌，给临

床抗感染治疗带来极大挑战。不同地区ＥＳＢＬｓ基

因型差异较大，即使在同一地区、不同时间段，基因

型的分布也有变化。细菌产生的ＥＳＢＬｓ基因型不

同，使细菌对头孢菌素的耐药情况也有所区别。我

们对本院大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌ＥＳＢＬｓ基因

分型进行研究，以期能够有效控制产酶菌株的产生

及流行，为本地区合理使用抗菌药物提供帮助。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　收集２０１２年３—９月威海市立医

院门诊及住院部送检标本分离的大肠埃希菌和肺炎

克雷伯菌（不包括同一患者分离的重复菌株）。所有

菌株采用ＡＰＩ系统鉴定到种；药敏试验采用纸片扩

散法，药敏纸片均为ＯＸＯＩＤ公司产品，ＭＨ培养

基为Ｍｅｒｉｅｕｘ产品。按美国临床实验室标准化研究

所（ＣＬＳＩ）２０１２Ｍ１００－Ｓ２２版双纸片表型确证试验

方法对这两种细菌常规检测ＥＳＢＬｓ，随机收集到表

型确证试验阳性的大肠埃希菌４０株，肺炎克雷伯菌

２０株。质控菌株：阴性对照为大肠埃希菌ＡＴＣＣ

２５９２２，阳性对照为大肠埃希菌ＡＴＣＣ３５２１８，肺炎

克雷伯菌ＡＴＣＣ７００６０３。聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩

增以各型标准产酶株作阳性对照。

１．２　试剂与器材　药敏纸片头孢他啶、头孢噻肟、

头孢他啶／克拉维酸、头孢噻肟／克拉维酸均为英国

ＯＸＯＩＤ公司产品。Ｔａｑ酶、ｄＮＴＰ、１０×ｂｕｆｆｅｒ为青

岛生工生物科技有限公司产品；其他分子生物学试

剂为大连宝生物有限公司产品。根据文献［１－２］合

成引物，引物由南京金斯瑞生物工程技术服务有限

公司合成，见表１。ＰＣＲ扩增仪为ＡＢＩ７０００荧光定

量ＰＣＲ仪，凝胶成像系统为美国ＵＶＰ公司产品。

由北京六合华大基因科技股份有限公司青岛测序部

完成测序。

表１　ＰＣＲ引物
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　 （５’—３’）
Ｓｉｚｅｏｆ

ｐｒｏｄｕｃｔ（ｂｐ）
Ｇｅｎｂａｎｋ

ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ

Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ｐｏｓｉｔｉｏｎ

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（℃）

ＳＨＶ１ｆ ＧＧＴＴＡＴＧＣＧＴＴＡＴＡＴＴＣＧＣＣ ８６５ ＡＦ１２４９８４ １９５－２１４ ５５

ＳＨＶ１ｒ ＴＴＡＧＣＧＴＴＧＣＣＡＧＴＧＣＴＣ １０５９－１０４２

ＴＥＭ１ｆ ＡＴＡＡＡＡＴＴＣＴＴＧＡＡＧＡＣ １０７５ ＡＢ２８２９９７ １－１７ ４２

ＴＥＭ１ｒ ＴＴＡＣＣＡＡＴＧＣＴＴＡＡＴＣＡ １０７５－１０５９

ＣＴＸＭ３ｆ ＣＴＴＣＣＡＧＡＡＴＡＡＧＧＡＡＴＣ ９０８ ＪＱ６８６２０１ ９２－１０９ ４８

ＣＴＸＭ３ｒ ＣＣＧＴＴＴＣＣＧＣＴＡＴＴＡＣＡＡ ９９９－９８２

ＣＴＸＭ２ｆ ＡＣＧＣＴＡＣＣＣＣＴＧＣＴＡＴＴ ８３０ ＡＹ７５０９１５ ４６－６３ ５５

ＣＴＸＭ２ｒ ＣＡＧＡＡＡＣＣＧＴＧＧＧＴＴＡＣＧＡ ８７５－８５８

ＣＴＸＭ９ｆ ＡＡＣＡＣＧＧＡＴＴＧＡＣＣＧＴＡＴＴＧ ９０６ ＤＱ３０４４７８ ６５－８４ ５２

ＣＴＸＭ９ｒ ＴＴＡＣＡＧＣＣＣＴＴＣＧＧＣＧＡＴ ９７０－９５３

１．３　试验方法 １．３．１　双纸片法ＥＳＢＬｓ表型确证试验　按照
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ＣＬＳＩ２０１２版标准，头孢他啶、头孢他啶／克拉维酸、

头孢噻肟、头孢噻肟／克拉维酸纸片，若任一复合纸

片抑菌圈直径与相应单一纸片抑菌圈直径相比≥５

ｍｍ，即判定为产ＥＳＢＬｓ菌；若＜５ｍｍ则不收集该

菌株作研究对象。

１．３．２　质粒ＤＮＡ的提取　采用ＳＤＳ碱裂解法，结

合硅胶模技术提取细菌的质粒ＤＮＡ，按试剂盒说明

操作（ＴａＫａＲａＭｉｎｉＢＥＳＴＰｌａｓｍｉｄＰｕｒｉｆｕｃａｔｉｏｎＫｉｔ

Ｖｅｒ．３．０），所得质粒ＤＮＡ溶解于ＴｒｉｓＢｕｆｆｅｒ中

（提取质粒的浓度约３２０μｇ／ｍＬ），置于－７０℃冰箱

备用。

１．３．３　ＰＣＲ扩增质粒ＤＮＡ　ＰＣＲ扩增体系为５０

μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ（含有 ＭｇＣｌ２）５μＬ，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ

ｄＮＴＰ４μＬ，Ｔａｑ酶０．５μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ上下游引物

各２．５μＬ，稀释成１／１０的模板２μＬ，加ＰＣＲ专用

水补足５０μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性４ｍｉｎ，

９４℃变性３０ｓ，不同引物按表１所示温度退火３０ｓ，

７２℃延伸４５ｓ，共３３个循环，最后７２℃延伸１０

ｍｉｎ。ＰＣＲ产物在含有１．２％琼脂糖凝胶上电泳，

０．５％ＥＢ染色，于凝胶成像系统上成像。

１．３．４　ＰＣＲ产物测序　全部ＰＣＲ阳性产物送北

京六合华大基因科技股份有限公司青岛测序部进行

双向测序，测序结果采用Ｂｌａｓｔｎ和Ｂｌａｓｔｘ软件在

ＧｅｎＢａｎｋ进行网上比对。

２　结果

２．１　ＰＣＲ检测结果　６０株产ＥＳＢＬｓ菌均检测到

β内酰胺酶阳性基因，其扩增片段大小与预期相符，

见图１。经测序，证实为ＴＥＭ、ＳＨＶ、ＣＴＸＭ３组

和ＣＴＸＭ９组４种类型。大肠埃希菌上述４种类

型基因阳性率分别为３７．５０％（１５／４０）、２．５０％（１／

４０）、６２．５０％（２５／４０）、５０．００％（２０／４０）；肺炎克雷伯

菌阳性率分别为４０．００％（８／２０）、９０．００％（１８／２０）、

６５．００％（１３／２０）、４０．００％（８／２０）。１００．００％的大肠

埃希菌和８０．００％的肺炎克雷伯菌产生ｂｌａＣＴＸＭ，

１２．５０％（５／４０）大肠埃希菌和２５．００％（５／２０）肺炎

克雷伯菌携带２种ＣＴＸＭ酶基因。见表２。
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图１　４种基因型ＰＣＲ扩增产物琼脂糖凝胶电泳图

犉犻犵狌狉犲１　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｆｏｕｒｇｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆβｌａｃｔａｍａｓｅｓ

２．２　基因测序结果

２．２．１　ＴＥＭ型β内酰胺酶基因型　２３份ＴＥＭ

型阳性扩增产物，测序结果经网上Ｂｌａｓｔｎ比对，皆

为ＴＥＭ１型。
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表２　６０株细菌β内酰胺酶基因扩增结果（％，株数）

犜犪犫犾犲２　ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆβｌａｃｔａｍａｓｅｇｅｎｅｓｉｎ６０ｓｔｒａｉｎｓ（％，Ｎｏ．ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ）

　　　βｌａｃｔａｍａｓｅｇｅｎｏｔｙｐｅ 犈．犮狅犾犻（狀＝４０） 犓．狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲（狀＝２０）

ＴＥＭ ０．００（０） ０．００（０）

ＳＨＶ ０．００（０） ２０．００（４）

ＣＴＸＭ３ ３２．５０（１３） ５．００（１）

ＣＴＸＭ９ ２５．００（１０） ０．００（０）

ＴＥＭ＋ＣＴＸＭ３ １５．００（６） ５．００（１）

ＴＥＭ＋ＣＴＸＭ９ １２．５０（５） ０．００（０）

ＴＥＭ＋ＣＴＸＭ３＋ＣＴＸＭ９ ７．５０（３） ０．００（０）

ＣＴＸＭ３＋ＣＴＸＭ９ ５．００（２） ０．００（０）

ＳＨＶ＋ＴＥＭ＋ＣＴＸＭ３ ２．５０（１） １５．００（３）

ＳＨＶ＋ＴＥＭ＋ＣＴＸＭ９ ０．００（０） ５．００（１）

ＳＨＶ＋ＴＥＭ＋ＣＴＸＭ９＋ＣＴＸＭ３ ０．００（０） １５．００（３）

ＳＨＶ＋ＣＴＸＭ３ ０．００（０） １５．００（３）

ＳＨＶ＋ＣＴＸＭ９ ０．００（０） １０．００（２）

ＳＨＶ＋ＣＴＸＭ９＋ＣＴＸＭ３ ０．００（０） １０．００（２）

２．２．２　ＳＨＶ型β内酰胺酶基因型　１９份ＳＨＶ型

阳性扩增产物经测序后比对，包括ＳＨＶ１型６株、

ＳＨＶ１１型６株、ＳＨＶ１２型５株（４株单独存在，１

株同时存在ＣＴＸＭ５５）、ＳＨＶ２５型２株。仅１株

ＳＨＶ２５来自大肠埃希菌，其余均来源于肺炎克雷

伯菌。仅ＳＨＶ１２为ＥＳＢＬｓ基因，占肺炎克雷伯菌

的２５．００％（５／２０）。

２．２．３　ＣＴＸＭ型β内酰胺酶基因型　６６份ＣＴＸ

Ｍ型阳性扩增产物全部测序，结果见表３。ＣＴＸ

Ｍ３组中，ＣＴＸＭ５５是主要基因型，在大肠埃希菌

和肺炎克雷伯菌的检出率均为３５．００％；其次为

ＣＴＸＭ１５基因型，检出率分别为 ２０．００％ 和

１５．００％；检出少量的 ＣＴＸＭ３、ＣＴＸＭ１０１及

ＣＴＸＭ１２３基因型。ＣＴＸＭ９组中，ＣＴＸＭ１４

是主要基因型，在大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌的检

出率分别为４５．００％和３５．００％；检出少量的ＣＴＸ

Ｍ６５基因型。未检测到ＣＴＸＭ２组基因。

表３　６０株细菌产生的ＣＴＸＭ型ＥＳＢＬｓ基因分布（株数，％）

犜犪犫犾犲３　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＣＴＸＭｇｅｎｏｔｙｐｅｓｉｎ６０ＥＳＢＬｓ

ｐｒｏｄｕｃｉｎｇｉｓｏｌａｔｅｓ（Ｎｏ．ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ，％）

　　Ｇｅｎｏｔｙｐｅ 犈．犮狅犾犻（狀＝４０） 犓．狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲（狀＝２０）

ＣＴＸＭ３ｇｒｏｕｐ ２５（６２．５０） １３（６５．００）

　ＣＴＸＭ３ ０（０．００） ２（１０．００）

　ＣＴＸＭ１５ ８（２０．００） ３（１５．００）

　ＣＴＸＭ５５ １４（３５．００） ７（３５．００）

　ＣＴＸＭ１０１ １（２．５０） ０（０．００）

　ＣＴＸＭ１２３ ２（５．００） １（５．００）

ＣＴＸＭ９ｇｒｏｕｐ ２０（５０．００） ８（４０．００）

　ＣＴＸＭ１４ １８（４５．００） ７（３５．００）

　ＣＴＸＭ６５ ２（５．００） １（５．００）

　ＣＴＸＭ２ｇｒｏｕｐ ０（０．００） ０（０．００）

３　讨论

本院分离到的ＳＨＶ型ＥＳＢＬｓ皆为ＳＨＶ１２

型，在肺炎克雷伯菌中检出率为２５．００％（５／２０），目

前在很多国家和地区发现了该基因型的流行，也是

亚洲地区ＥＳＢＬｓ主要流行亚型之一
［３］。ＳＨＶ系列

各亚型存在１～４个氨基酸的差异，用一对引物即可

扩增出ＳＨＶ起源的所有ＥＳＢＬｓ。ＳＨＶ１２型与

ＳＨＶ１型相比，在３５（Ｌ→Ｑ）、２３８（Ｇ→Ｓ）、２４０（Ｅ→

Ｋ）３个氨基酸位点发生了突变，其中２３８位点的突

变主要提高了酶对头孢噻肟的水解，而２４０位的突

变主要提高了酶对头孢他啶的水解，因此ＳＨＶ１２

对头孢噻肟和头孢他啶都有很强的水解能力。本研

究检出ＳＨＶ２５基因型，国内报道较少。ＳＨＶ２５

型与ＳＨＶ１型相比，发生了第１８位氨基酸Ｔ→Ａ、

第３５位氨基酸Ｌ→Ｅ、１２９位氨基酸 Ｍ→Ｖ突变，

ＳＨＶ２５不水解超广谱头孢菌素，为广谱酶
［４］。

近年来，新ＣＴＸＭ基因型不断被发现，从１９９０

年德国Ｂａｕｅｒｎｆｅｉｎｄ首次报道ＣＴＸＭ１以来，迄今

为止，共发现了１３４种ＣＴＸＭ 型β内酰胺酶
［５］。

我国ＣＴＸＭ系列的酶主要是ＣＴＸＭ３组和ＣＴＸ

Ｍ９组，其他亚组极少发现。国内主要多见ＣＴＸ

Ｍ１４、３，亦有ＣＴＸＭ９、１３、１５、１２、２４、１、２２等型别

的散发报道［６－８］。近年来，可水解头孢他啶的ＣＴＸ

Ｍ１５已成为全球最常见的ＥＳＢＬｓ型；国内近５年，

报道ＣＴＸＭ１５也逐渐增多
［９－１０］。ＣＴＸＭ１５与

ＣＴＸＭ３相比，仅有１个氨基酸的差别（２４０位Ｄ→

Ｇ），但是对头孢他啶的最低抑菌浓度（ＭＩＣ）比

ＣＴＸＭ３高出约８个对倍稀释浓度
［１１］。我院

ＣＴＸＭ５５型ＥＳＢＬｓ在大肠埃希菌和肺炎克雷伯
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菌的检出比率较高（３５．００％），除２０１１年深圳兰全

学等［１２］报道较高的ＣＴＸＭ５５比例，国内其他报道

ＣＴＸＭ５５占比例很少
［７］，可能与近年来对ＥＳＢＬｓ

基因分布的研究较少有关。ＣＴＸＭ５５于２００７年

在泰国首先发现［１３］，能够同时水解头孢他啶和头

孢噻肟，其与ＣＴＸＭ１５相比，７７位氨基酸由Ａ→

Ｖ。而我国许多地区流行的ＣＴＸＭ３，在本院分离

的菌株中分布较少，可能与研究的标本较少有关，也

可能与地域分布有关。另外，ＣＴＸＭ３组还检测到

１株ＣＴＸＭ１０１型，３株ＣＴＸＭ１２３型，均为我国

华南农业大学学者于２０１０、２０１１年首次报道猪来源

的ＥＳＢＬｓ（基因登录号ＪＮ７９０８６４．１和ＨＱ３９８２１４），目

前国内外尚未检索到有关这两个基因的其他报道，山

东省为首次报道。

本研究组对我院临床分离的革兰阴性杆菌产

ＣＴＸＭ、ＳＨＶ和ＴＥＭ型ＥＳＢＬｓ基因分布进行研

究，是否还存在其他基因型，有待于大量样本的调查

及本地区多个医院的合作。值得关注的是，ＣＴＸ

Ｍ１０１及ＣＴＸＭ１２３基因型在山东省为首次报

道，这两个基因型在ＧｅｎＢａｎｋ首次登录菌株来源是

猪，而且近年来国内外也有许多文献［１４－１５］报道在食

源性动物的粪便分离细菌中检测到多种基因型

ＥＳＢＬｓ，因此，还应该警惕食源性动物来源的细菌污

染食物，防止产酶菌在社区内的播散。
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