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［摘　要］　目的　了解临床分离大肠埃希菌对常用抗菌药物的耐药状况；研究整合子在大肠埃希菌中的分布情

况，探讨其与大肠埃希菌耐药性之间的相关性。方法　收集广东省３所医院２０１０—２０１２年分离的大肠埃希菌，采

用ＫＢ纸片扩散法进行药敏试验；聚合酶链反应（ＰＣＲ）法扩增３类整合子整合酶基因和整合子可变区，测序分析

整合子所携带的耐药基因盒类型。结果　共收集１５６株大肠埃希菌，其对青霉素类、头孢菌素类、氟喹诺酮类、氨

基糖苷类和磺胺类等的大多数抗菌药物的耐药率＞５０％；耐药率＜１０％的抗菌药物有头孢哌酮／舒巴坦（０）、亚胺

培南（３．８５％）、头孢替坦（４．３５％）、厄他培南（７．６９％）和哌拉西林／他唑巴坦（８．９７％）；Ｉ类整合子的检出率为

５７．６９％（９０／１５６），多重耐药菌与非多重耐药菌的整合子检出率分别为６６．００％（６６／１００）和６４．７１％（２２／３４），两组

比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５），但分别与敏感菌组（９．０９％，２／２２）相比，差异均有统计学意义（犘＜０．０１）。所

检出的整合子可变区分为９种类型，大部分都含有犪犪犱犃和犱犳狉犃 耐药基因盒。结论　大肠埃希菌整体耐药情况

严重；Ｉ类整合子在临床分离大肠埃希菌中分布广泛，并与大肠埃希菌的耐药性关系密切，主要介导对氨基糖苷类、

磺胺类、β内酰胺类等多种抗菌药物的耐药性。

［关　键　词］　整合子；大肠埃希菌；耐药机制；多重耐药；抗药性，微生物；抗菌药物；合理用药
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［ＣｈｉｎＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１４，１３（９）：５２４－５２９］

　　大肠埃希菌是临床分离率最高的革兰阴性致病

菌。近年来，由于抗菌药物的滥用，大肠埃希菌的耐

药性不断增强，给临床造成了严重威胁。整合子

（ｉｎｔｅｇｒｏｎ）是一个与耐药基因水平传播有关的可移

动基因元件［１］，携带位点特异性重组系统组分，可捕

获并表达外来耐药基因盒（ｇｅｎｅｃａｓｓｅｔｔｅ），从而使

细菌获得耐药性。整合子常存在于质粒和转座子

上，能在不同细菌间转移，加强其研究对于耐药基因

的传播控制具有重要意义。本研究收集广东省３所

医院分离的１５６株非重复大肠埃希菌进行耐药性分

析和整合子研究，旨在探讨整合子与大肠埃希菌耐

药性的相关性及其流行情况。

１　材料与方法

１．１　实验材料

１．１．１　菌株来源　收集广东省中医院、中山大学第

二附属医院、梅州市人民医院２０１０—２０１２年期间临

床分离保存的非重复大肠埃希菌１５６株。所有菌株

均以脱纤维绵羊血－８０℃低温保存，临用前复苏。

质控菌株大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２、克隆菌株

ＤＨ５α和阳性对照菌株由中山医学院分子医学实验

室保存。

１．１．２　试剂　ＯＸＯＩＤ药敏纸片、ＭＨ培养基等购

自广州迪景公司；ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ和ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ○
Ｒ

ＭａｘＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ购自 ＴａＫａＲａ公司；犎犻狀犳Ｉ

限制性内切酶购自上海生工生物工程技术服务有限

公司。

１．２　实验方法

１．２．１　药敏试验　采用ＫＢ（ＫｉｒｂｙＢａｕｅｒ）纸片扩

散法进行药敏试验，结果根据美国临床实验室标准

化协会（ＣＬＳＩ）药敏试验２０１０版标准进行判读。

１．２．２　细菌总ＤＮＡ提取 　参考文献［２］中方法，采

用煮沸法提取细菌总ＤＮＡ，实验步骤如下：（１）从分

离平板上挑取３～５个菌落，用接种环研磨溶解于盛

有２００μＬ灭菌ｄｄＨ２Ｏ的１．５ｍＬＥＰ管中，振荡混

匀；（２）将装有菌液的ＥＰ管置于电磁炉上１００℃水浴

煮沸１０ｍｉｎ；（３）１２０００ｒ／ｍｉｎ以上离心１０ｍｉｎ，上

清即为ＤＮＡ提取液；（４）将ＤＮＡ提取液分装数管

后置于－２０℃保存。

１．２．３　引物设计与合成　参照文献［３－４］，设计合成

针对３类整合子整合酶编码基因的特异性引物以及整

合子可变区的聚合酶链反应（ＰＣＲ）引物（见表１），并交

由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

表１　３类整合子整合酶及整合子耐药基因盒的引物序列

犜犪犫犾犲１　Ｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇｉｎｔｅｇｒｏｎｇｅｎｅｓ

Ｔａｒｇｅｔｅｄｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ５’—３’ Ｌｅｎｇｔｈ（ｂｐ） Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

犻狀狋Ｉ１ ｉｎｔＩ１Ｆ ＧＣＡＴＣＣＴＣＧＧＴＴＴＴＣＴＧＧ ４５７ ［３］

ｉｎｔＩ１Ｒ ＧＧＴＧＴＧＧＣＧＧＧＣＴＴＣＧＴＧ

犻狀狋Ｉ２ ｉｎｔＩ２Ｆ ＣＡＣＧＧＡＴＡＴＧＣＧＡＣＡＡＡＡＡＧＧＴ ７８９ ［３］

ｉｎｔＩ２Ｒ ＧＴＡＧＣＡＡＡＣＧＡＧＴＧＡＣＧＡＡＡＴＧ

犻狀狋Ｉ３ ｉｎｔＩ３Ｆ ＡＴＣＴＧＣＣＡＡＡＣＣＴＧＡＣＴＧ ９２２ ［３］

ｉｎｔＩ３Ｒ ＣＧＡＡＴＧＣＣＣＣＡＡＣＡＡＣＴＣ

Ｖａｒｉａｂｌｅｒｅｇｉｏｎｓｏｆｉｎｔｅｇｒｏｎ ＣＳＦ ＧＧＣＡＴＣＣＡＡＧＣＡＧＣＡＡＧ Ｖａｒｉａｂｌｅ ［４］

ＣＳＲ ＡＡＧＣＡＧＡＣＴＴＧＡＣＣＴＧＡ

１．２．４　ＰＣＲ反应体系及条件　３类整合子整合酶

ＰＣＲ反应体系：ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ○
Ｒ
１０μＬ，上下游引物

各０．５μＬ，ＤＮＡ模板１μＬ，加水至２０μＬ；反应条

件：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃

４０ｓ，３５个循环，７２℃１０ｍｉｎ。整合子可变区ＰＣＲ

反应体系：ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ○ＲＭａｘＰｒｅｍｉｘ２５μＬ，上下

游引物各１μＬ，ＤＮＡ模板１μＬ，加灭菌水至５０μＬ；

反应条件：９８℃１０ｓ，５５℃１５ｓ，７２℃３５ｓ，３５个循

环；１．２％琼脂糖凝胶电泳检测结果。

１．２．５　犎犻狀犳Ｉ酶切鉴定　将同一大小的可变区
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ＰＣＲ产物用限制性内切酶犎犻狀犳Ｉ进行酶切反应，酶

切体系如下：ＰＣＲ产物１０μＬ，灭菌水１８μＬ，１０×

ＢｕｆｆｅｒＲ２μＬ，犎犻狀犳Ｉ１μＬ，轻轻混匀后３７℃孵育

２～３ｈ，酶切产物经１％琼脂糖凝胶电泳检测；ＤＮＡ

酶切图谱属同一带型的ＰＣＲ产物视为同一类型的耐

药基因盒，各取１例进行后续操作。

１．２．６　核酸序列分析　取酶切鉴定后的整合子可变

区ＰＣＲ 产物进行纯化、回收和加 Ａ 反应，再与

ｐＭＤ１９Ｔ载体连接并转化犈．犮狅犾犻ＤＨ５α，经蓝白斑筛

选后送１ｍＬ克隆菌液至上海生工生物工程技术服务

有限公司进行测序。测序结果用Ｃｈｒｏｍａｓ、ＤＮＡＳｔａｒ

等软件进行序列拼接校正，并进行ＢＬＡＳＴ（ｈｔｔｐ：／／

ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）比对分析。

１．３　统计学分析　应用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２０１０对

试验数据进行统计分析，统计方法为χ
２ 检验。

２　结果

２．１　标本类型与科室分布　所收集的大肠埃希菌分

布于１７个科室，分布较多的科室为外科（３２．０５％）、

消化内科（１９．２３％）和肿瘤科（１６．０３％）。

２．２　大肠埃希菌对常用抗菌药物的耐药性　１５６株

大肠埃希菌对青霉素类、头孢菌素类、氟喹诺酮类、氨

基糖苷类和磺胺类等的大多数抗菌药物的耐药率在

５０％以上；耐药率在１０％以下的抗菌药物有头孢哌酮／

舒巴坦（０）、亚胺培南（３．８５％）、头孢替坦（４．３５％）、厄

他培南（７．６９％）和哌拉西林／他唑巴坦（８．９７％）；耐药

率在１０％～５０％之间的抗菌药物 有阿 米卡星

（１５．３８％）、头孢他啶（２４．３６％）、头孢吡肟（１９．２３％）、妥

布霉素（２１．７４％）、氨曲南（４３．５９％）。见表２。

１５６株大肠埃希菌中，对３类或３类以上抗菌

药物不敏感的多重耐药菌（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，

ＭＤＲ）
［５］占６４．１０％（１００／１５６），非多重耐药菌占

２１．７９％（３４／１５６），而对所有测试药物全部敏感的菌

株占１４．１０％（２２／１５６）。

２．３　ＰＣＲ扩增３类整合子结果及不同耐药模式检

出率比较　共有９０株大肠埃希菌成功扩增出Ｉ类

整合酶基因（图１），阳性率为５７．６９％（９０／１５６）；Ⅱ、

Ⅲ类整合酶ＰＣＲ结果均为阴性。

在不同的耐药模式中，多重耐药菌Ｉ类整合子

的检出率最高，为６６．００％（６６／１００）；其次是非多重

耐药菌６４．７１％（２２／３４）；敏感组检出率最低，只有

９．０９％（２／２２）。多重耐药模式和非多重耐药模式的

检出率与敏感菌相比，差异有统计学意义（犘＜

０．０１），但多重耐药模式与非多重耐药模式之间的检

出率差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

表２　１５６株大肠埃希菌对２１种抗菌药物的耐药情况（％）

犜犪犫犾犲２　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｔｒａｔｅｏｆ１５６犈．犮狅犾犻ｔｏ２１ｋｉｎｄｓｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ（％）

Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ

ａｇｅｎｔ

Ｏｖｅｒａｌｌ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒａｔｅ

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎｔｅｇｒｏｎ（狀＝９０）

Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ

Ｎｅｇａｔｉｖｅｉｎｔｅｇｒｏｎ（狀＝６６）

Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ
χ
２ 犘

Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ９１．３０ ３．４５ ０．００ ９６．５５ １７．６５ ０．００ ８２．３５ ８．９７ ０．００４

Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ／ｓｕｌｂａｃｔａｍ ６５．２２ １７．２４ １０．３４ ７２．４１ ２３．５３ ２３．５３ ５２．９４ ６．２８ ０．０２０

Ｐｉｐｅｒａｃｉｌｌｉｎ ６２．５０ １１．７６ ０．００ ８８．２４ ５６．２５ ６．２５ ３７．５０ ４４．１８ ＜０．００１

Ｐｉｐｅｒａｃｉｌｌｉｎ／ｔａｚｏｂａｃｔａｍ ８．９７ ７５．５６ １１．１１ １３．３３ ９３．９４ ３．０３ ３．０３ ４．９５ ０．０２６

Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ５６．４１ ４０．００ ２．２２ ５７．７８ ４５．４５ ０．００ ５４．５５ ０．１６ ０．６８８

Ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎ ５８．９７ ３７．７８ ０．００ ６２．２２ ４５．４５ ０．００ ５４．５５ ０．９３ ０．３３６

Ａｚｔｒｅｏｎａｍ ４３．５９ ４６．６７ ０．００ ５３．３３ ６０．６１ ９．０９ ３０．３０ ８．２１ ０．００４

Ｃｅｆｏｔｅｔａｎ ４．３５ ９３．１０ ０．００ ６．９０ １００．００ ０．００ ０．００ ３．１１ ０．０５５

Ｃｅｆａｔｒｉａｘｏｎｅ ５８．９７ ２４．４４ １１．１１ ６４．４４ ３６．３６ １２．１２ ５１．５２ ２．６３ ０．１０５

Ｃｅｆａｚｏｌｉｎ ７８．２６ ２０．６９ ０．００ ７９．３１ ２３．５３ ０．００ ７６．４７ ０．０８ ０．６９６

Ｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ ７８．２６ ２０．６９ ０．００ ７９．３１ ２３．５３ ０．００ ７６．４７ ０．０８ ０．６９６

Ｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅ ２４．３６ ４８．８９ ２０．００ ３１．１１ ７８．７９ ６．０６ １５．１５ ５．２６ ０．０２２

Ｃｅｆｅｐｉｍｅ １９．２３ ７１．１１ ４．４４ ２４．４４ ７８．７９ ９．０９ １２．１２ ３．７２ ０．０５４

Ｉｍｉｐｅｎｅｍ ３．８５ ９３．３３ ２．２２ ４．４４ ９３．９４ ３．０３ ３．０３ ０．００ ０．６５０

Ｅｒｔａｐｅｎｅｍ ７．６９ ８４．４４ ４．４４ １１．１１ ９６．９７ ０．００ ３．０３ ３．５０ ０．０６１

Ｔｏｂｒａｍｙｃｉｎ ２１．７４ ３１．０ ３７．９３ ３１．０３ ５８．８２ ３５．２９ ５．８８ １４．８４ ＜０．００１

Ａｍｉｋａｃｉｎ １５．３８ ７５．５６ ０．００ ２４．４４ ９３．９４ ３．０３ ３．０３ １３．４１ ＜０．００１

Ｇｅｎｔａｍｙｃｉｎ ６０．２６ ２４．４４ ２．２２ ７３．３３ ５７．５８ ０．００ ４２．４２ １５．１９ ＜０．００１

Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｘａｚｏｌｅ ７１．７４ １３．７９ ０．００ ８６．２１ ５２．９４ ０．００ ４７．０６ ２７．６１ ＜０．００１

Ｆｕｒａｄａｎｔｉｎ ２．１７ ９６．５５ ０．００ ３．４５ ７６．４７ ２３．５３ ０．００ ０．８９ ０．１８

Ｃｅｆｏｐｅｒａｚｏｎｅ／ｓｕｌｂａｃｔａｍ ０．００ ９６．５５ ３．４５ ０．００ ８２．３５ １７．６５ ０．００ － －
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２．４　整合子耐药基因盒ＰＣＲ扩增结果　对４５株Ｉ

类整合子阳性菌株进行整合子可变区ＰＣＲ扩增，结

果有２８株成功扩增出可变区片段（图１），其中１５００

ｂｐ片段共有１０株，１７００ｂｐ片段１０株，１０００ｂｐ片

段４株，２０００ｂｐ片段１株，＞３０００ｂｐ片段１株，另

有１株同时扩增出１５００ｂｐ和２０００ｂｐ片段，１株同

时扩增出１７００ｂｐ和１０００ｂｐ左右的片段。
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图１　犻狀狋Ｉ１和整合子可变区ＰＣＲ扩增结果

犉犻犵狌狉犲１　ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆ犻狀狋Ｉ１ａｎｄｖａｒｉａｂｌｅｒｅｇｉｏｎ

２．５　可变区ＰＣＲ产物 犎犻狀犳Ｉ酶切反应　将同一

大小的可变区ＰＣＲ产物用限制性内切酶犎犻狀犳Ｉ进

行酶切反应，经电泳和 ＤＮＡ 图谱分析，有１０株

１５００ｂｐ产物、４株１０００ｂｐ产物分别属同一带型；

而１０株１７００ｂｐ片段产物则分为５种带型，另外

１株３５００ｂｐ和１株２０００ｂｐ片段产物呈现为独立

带型，共分为９种带型。

２．６　整合子耐药基因盒测序分析　经测序和

ＢＬＡＳＴ比对分析，９种耐药基因盒结构见图２。

图２　检出的整合子结构图

犉犻犵狌狉犲２　Ｇｅｎｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｉｎｔｅｇｒｏｎｓ
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３　讨论

药敏结果显示，１５６株大肠埃希菌对２１种抗菌

药物耐药严重。耐药率在５０％以上的有头孢菌素类

的头孢噻肟（７８．２６％）、头孢唑林（７８．２６％）和头孢曲

松（５８．９７％），青霉素类的哌拉西林（６２．５０％），喹诺

酮类的环丙沙星（５６．４１％）、左氧氟沙星（５８．９７％），

氨基糖苷类的庆大霉素（６０．２６％）以及磺胺类的复方

磺胺甲口恶唑（７１．７４％）。这些抗菌药物的高耐药性

可能与其临床使用率较高有关。而目前临床上治疗

肠杆菌科细菌感染最常用的头孢菌素类药物，大部

分已呈现较高的耐药性，只有头孢他啶（２４．３６％）、

头孢吡肟（１９．２３％）以及头霉素类的头孢替坦

（４．３５％）耐药率较为稳定，这与２０１１年全国性的细

菌耐药监测数据［６］相符，需引起关注。另外，大肠埃

希菌对氟喹诺酮类药物的较高耐药率，已成为我国

肠杆菌科细菌耐药性的一个显著特点［７］。大肠埃希

菌呈现良好敏感性的抗菌药物主要有：头孢哌酮／舒

巴坦（耐药率为０）、亚胺培南（耐药率３．８５％）、厄他

培南（耐药率７．６９％）、阿米卡星（耐药率１５．３８％）、

哌拉西林／他唑巴坦（耐药率８．９７％）、呋喃妥因（耐

药率２．１７％）和头孢替坦（耐药率４．３５％）。

基因转移是临床上细菌耐药性播散最常见的机

制［８－９］。耐药基因可以位于质粒上，也可以是移动

性基因元件（如转座子、整合子、基因盒）的一部分，

它们可以在同种或不同种细菌的质粒或染色体上进

行传递和转移［１０－１３］，造成耐药菌株的暴发流行，给

感染的防治带来严重威胁。

本研究中，大肠埃希菌Ｉ类整合子的检出率为

５７．６９％，这与国内李彬等
［１４］报道的６０．２０％、刘衡

川等［１５］报道的５９．３０％相近。多重耐药菌组和非多

重耐药菌组Ｉ类整合子的检出率分别为６６．００％和

６４．７１％，两组间差异并无统计学意义（犘＞０．０５），

但两组分别与敏感菌组比较，差异均存在统计学意

义（犘＜０．０１），提示整合子与大肠埃希菌的耐药性

密切相关。

结果显示，Ｉ类整合子可变区大小在１０００～

３５００ｂｐ之间，其中１５００ｂｐ左右的耐药基因盒最

多，该耐药基因盒包含了犪犪犱犃５和犱犳狉犃１７两种耐

药基因。介导氨基糖苷类药物耐药的犪犪犱犃型基因

盒和介导磺胺类药物耐药的犱犳狉犃 型基因盒在Ｉ类

整合子中出现最为频繁，９种类型的耐药基因盒中

共有７类包含了犪犪犱犃型基因，３类包含了犱犳狉犃型

基因，这两种基因盒是整合子介导的最常见的耐药

基因，同文献报道［１６］相符。

整合子阳性组和阴性组的耐药谱（表２）显示，

除了耐药率较低的碳青霉烯类、呋喃妥因、头孢哌

酮／舒巴坦、头孢替坦和耐药性较高的氟喹诺酮类、

头孢菌素类外，青霉素类、氨基糖苷类、磺胺类和β

内酰胺类及酶抑制剂复方药物差异均有统计学意义

（０．０１＜犘＜０．０５或犘＜０．０１），推测可能与整合子

携带了氨基糖苷类、磺胺类和β内酰胺类的耐药基

因有关。

当然，大肠埃希菌的耐药机制极其复杂，其多重

耐药性是由多种耐药机制共同作用的结果。本次成

功扩增出整合子可变区的菌株中，多重耐药菌占了

８５．７１％（２４／２８），这些多重耐药菌对氨基糖苷类、磺

胺类以及青霉素类药物均呈较高的耐药率。虽然无

法在耐药基因盒类型与耐药表型的关系上作进一步

的深入分析，但可以肯定的是，整合子耐药基因盒是

其耐药发生和传播的重要角色。

整合子的功能在于转录和表达基因盒。基因盒

的可移动性以及抗菌药物的选择性压力，可能是驱

使细菌捕获外源基因盒的原因［１７］，这种特性使细菌

提高了对生存环境的适应能力和生存能力［１８］。有

研究［１９］发现，在没有抗菌药物压力的自然环境中，

整合子的检出率仅为３％～６％，这说明了抗菌药物

的滥用与整合子的广泛存在有关。因此，加强整合

子的研究将有助于了解细菌耐药的发生机制以及耐

药性的播散防控工作。
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