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　 　 摘要:　 采用 ＰＣＲ 扩增、测序分析、接合试验、药敏试验、脉冲场凝胶电泳(ＰＦＧＥ)和 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法ꎬ分析了

１ 株兽医临床分离大肠杆菌(ｓｄ￣３)携带的超广谱 β￣内酰胺酶(ＥＳＢＬ)基因的状况、分型、定位及遗传环境ꎮ 结果显

示ꎬ该株大肠杆菌携带 ＥＳＢＬ 基因ꎬ属于 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣９亚群的 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣１２５亚型ꎬ系在大肠杆菌中首次检出ꎻ接合试验、ＰＦＧＥ
和 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ 证实该基因位于接合型质粒上ꎻｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣１２５基因的上、下游分别存在插入序列 ＩＳＥｃｐ１ 和 ＩＳ９０３ꎮ 这表

明插入序列和接合型质粒均可在大肠杆菌 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣１２５基因的水平转移中发挥重要作用ꎬ有必要在肠杆菌科细菌中开

展该基因的监视ꎮ
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中图分类号:　 Ｓ８５１.３４＋ ７.２０２　 　 　 文献标识码:　 Ａ　 　 　 文章编号:　 １０００￣４４４０(２０１７)０１￣０１４１￣０５

Ｔｈｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｏｆ ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣１２５ ＥＳＢＬ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｅｓｃｈ￣
ｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎｓ

ＷＡＮＧ Ｘｉａｎｇ￣ｙｕꎬ　 ＳＯＮＧ Ｙｕ￣ｈｕｉꎬ　 ＪＩＮＧ Ｗｅｉꎬ　 ＺＨＵ Ｘｉａｏ￣ｑｉｎｇꎬ　 ＸＵ Ｑｉａｎꎬ　 ＤＵ Ｘｉａｎｇ￣ｄａｎｇ
(Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ａｎｄ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙꎬ Ｈｅｎａｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５０００３ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅꎬ ｔｙｐｅｓꎬ ｌｏｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｏｆ ｅｘｔｅｎｄｅｄ￣ｓｐｅｃｔｒｕｍ β￣ｌａｃｔａｍａｓｅｓ (ＥＳＢＬｓ) ｇｅｎｅ
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　 　 超广谱 β￣内酰胺酶(ＥＳＢＬ)是一种丝氨酸蛋白

衍生物ꎬ在细菌质粒介导下能水解氧亚氨基 β￣内酰

胺类抗生素ꎬ并可被 β￣内酰胺酶抑制剂(克拉维酸、
他唑巴坦和舒巴坦)所抑制ꎬ它是导致革兰氏阴性

细菌对新型超广谱 β￣内酰胺类抗生素耐药的重要

因素[１]ꎮ 近年来ꎬ由于第 ３ 代头孢菌素和单环 β￣内
酰胺抗菌药物的开发和广泛使用ꎬ许多细菌能产生

质粒介导的 ＥＳＢＬꎬ尤其是 ＢｌａＣＴＸ￣Ｍ基因型已成为许

多国家流行的主要类型[２]ꎮ ＢｌａＣＴＸ￣Ｍ基因型主要包
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括 ６ 个亚群ꎬ其中 ＢｌａＣＴＸ￣Ｍ￣１亚群和 ＢｌａＣＴＸ￣Ｍ￣９亚群是

世界各地检出率最高的 ２ 个亚群[３]ꎮ 介导的 ＥＳＢＬ
基因可以通过质粒、转座子和整合子等移动元件进

行转移ꎬ进而使耐药基因在不同菌株之间进行水平

传播ꎬ造成多重耐药细菌发生率大幅提升ꎬ对动物疫

病防控及人类健康构成了很大威胁ꎮ
本试验通过 ＰＣＲ 扩增、测序分析、接合试验、药

敏试验、脉冲场凝胶电泳(Ｐｕｌｓｅｄ ｆｉｅｌｄ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏ￣
ｒｅｓｉｓꎬ ＰＦＧＥ)和 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ 等方法ꎬ对 １ 株兽医临

床分离的大肠杆菌( ｓｄ￣３)携带的 ＥＳＢＬ 基因的状

况、分型、定位及遗传环境进行分析ꎬ以期发现 ＥＳＢＬ
在耐药菌株中的传播机制ꎬ为兽医临床合理使用抗

菌药物提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 菌株、试剂和药物

鸡源大肠杆菌 ｓｄ￣３ 株ꎬ２０１３ 年分离自河南省周

口市某鸡场ꎻＬＢ 琼脂和肉汤ꎬ购自北京陆桥技术有

限责任公司ꎻ基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒购自天根生化

科技(北京)有限公司ꎻＰｒｅｍｉｘ Ｔａｑ 酶购自 ＴａＫａＲａ
公司ꎻＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ 购自宝生物工程有限公

司ꎻ头孢噻肟、头孢他啶、四环素、氟苯尼考、环丙沙

星购自中国兽医药品监察所和中国生物药品检定

所ꎮ
１.２　 ＰＣＲ 扩增及测序分析

模板 ＤＮＡ 制备:挑取 ＬＢ 琼脂板上生长的单菌

落接种于 ＬＢ 肉汤中ꎬ３７ ℃摇床培养至对数期ꎬ使用

细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒提取细菌 ＤＮＡꎮ 引物

设计:根据文献[４]、[５]及 ＮＣＢＩ(Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｏｆ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ) 中的 β￣内酰胺酶基因序

列ꎬ利用 Ｏｌｉｇｏ 软件设计 ＢｌａＣＴＸ￣Ｍ基因型的通用引物

以及常见亚群 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣１、ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣９基因的引物(表 １)ꎮ
ＰＣＲ 反应体系(５０ μｌ):２５ μｌ Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ 酶ꎬ２１ μｌ
灭菌水ꎬ上、下游引物各 １ μｌꎬ模板 ＤＮＡ ２ μｌꎬ以加

入 ２ μｌ 灭菌水为阴性对照ꎮ 阳性 ＰＣＲ 产物送华大

基因测序ꎮ 应用 ＤＮＡＳＴＡＲ 软件对序列进行分析ꎬ
并在 ｈｔｔｐ: / / ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ 上进行比

对ꎬ以确定基因亚型ꎮ
１.３　 接合试验

大肠杆菌 ｓｄ￣３ 作为供体菌ꎬ叠氮钠耐药的大肠

杆菌 Ｊ５３ 为受体菌ꎬ各取对数生长期的菌液 ０􀆰 ５ ｍｌ
接种于 ４ ｍｌ ＬＢ 肉汤中混匀ꎬ３７ ℃ ２００ ｒ / ｍｉｎ 培养

１２ ｈꎮ 以供体菌、受体菌为对照ꎬ在含头孢他啶(３２
μｇ / ｍｌ)和叠氮钠(５１２ μｇ / ｍｌ)的 ＬＢ 琼脂平皿上筛

选阳性接合子ꎬ按方法 １􀆰 ２ 扩增 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣９基因ꎮ

表 １　 β￣内酰胺酶基因引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ β￣ｌａｃｔａｍａｓｅ ｇｅｎｅ

靶基因 引物名称 　 　 引物序列 (５′→３′) 片段大小 (ｂｐ) 退火温度 (℃)

ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣ ｕ Ｍ￣ｕ￣Ｆ ＡＴＧＴＧＣＡＧＴＡＣＣＡＧＴＡＡＡＧＴ ５７２ ５７

Ｍ￣ｕ￣Ｒ ＴＧＧＧＴＲＡＡＧＴＡＲＧＴＣＡＣＣＡＧＡＡ

ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣１ Ｍ￣１￣Ｆ ＧＧＴＴＡＡＡＡＡＡＴＣＡＣＴＧＣＧＴＣ ８７６ ５８

Ｍ￣１￣Ｒ ＴＴＧＧＴＧＡＣＧＡＴＴＴＴＡＧＣＣＧＣ

ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣９ Ｍ￣９￣Ｆ ＡＴＧＧＴＧＡＣＡＡＡＧＡＧＡＧＴＧＣＡ ８７０ ５７

Ｍ￣９￣Ｒ ＣＣＣＴＴＣＧＧＣＧＡＴＧＡＴＴＣＴＣ

１.４　 药敏试验

用 ９６ 孔板倍比稀释法ꎬ测定头孢噻肟、头孢他

啶、叠氮钠、四环素、氟苯尼考、环丙沙星对供体菌、
受体菌和接合子的最低抑菌浓度(ＭＩＣ)ꎮ
１.５　 Ｓ１￣脉冲场凝胶电泳(Ｓ１￣ＰＦＧＥ)分析

Ｓ１￣ＰＦＧＥ 分析参照 ＰｕｌｓｅＮｅｔ ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ 的标

准方法[６]ꎮ 电泳参数:电压梯度 ６ Ｖ / ｃｍꎬ脉冲时间

２􀆰 １６ ｓ 至 ６３􀆰 ８ ｓꎬ１４ ℃ꎬ０􀆰 ５×ＴＢＥ 缓冲液２ ０００ ｍｌꎬ
电场角度 １２０°ꎬ总时间为 １４ ｈꎮ ＰＦＧＥ 结束后染色、
拍照ꎮ
１.６　 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

将凝胶依次放入脱嘌呤液、变性液、中和缓冲液

中洗胶ꎬ之后用 ２０×ＳＳＣ 缓冲液将 ＤＮＡ 转移至 Ｈｙ￣
ｂｏｎｄ￣Ｎ＋尼龙膜上ꎬ２０ ｈ 转移结束后 １２０ ℃烘烤 ３０
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ｍｉｎꎻ以 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣９(８７０ ｂｐ)为探针ꎬ采用 ＰＣＲ 法用地

高辛标记探针ꎬ将尼龙膜置于预杂交液中 ４８ ℃ ２
ｈꎬ之后加入变性探针 ４８ ℃杂交 １６~１８ ｈꎬ杂交结束

后ꎬ将尼龙膜依次放入洗涤缓冲液、阻断液、抗体液、
检测缓冲液中洗涤ꎬ最后放入底物显色液中反应过

夜ꎬ用 ５０ ｍｌ 无菌双蒸水洗膜 ５ ｍｉｎ 中止反应ꎬ拍照

记录ꎮ
１.７　 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣１２５基因遗传环境分析

文献[７]、[８]报道ꎬｂｌａＣＴＸ￣Ｍ上游常为插入序列

ＩＳＥｃｐ１ 和 ＩＳ２６ꎬ下游常为 ＩＳ９０３ 和 ＯＲＦ４７７ꎮ 以上述

基因序列为依据ꎬ设计引物(表 ２)ꎮ

表 ２　 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ基因遗传环境分析引物序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ

靶位点 引物名称 　 　 引物序列 (５′→３′) 片段大小 (ｂｐ) 退火温度 (℃)

ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ上游 ＩＳＥｃｐ１￣Ｆ ＴＧＣＴＣＴＧＴＧＧＡＴＡＡＣＴＴＧＣ １ ０２４ ５６

ＩＳ２６￣Ｆ ＡＧＣＧＧＴＡＡＡＴＣＧＴＧＧＡＧＴＧＡ ４４１ ５６

ＣＴＸ￣Ｕ￣Ｒ ＴＧＧＧＴＲＡＡＧＴＡＲＧＴＣＡＣＣＡＧＡＡ

ＣＴＸ￣Ｕ￣Ｆ ＡＴＧＴＧＣＡＧＴＡＣＣＡＧＴＡＡＡＧＴ

ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ下游 ＩＳ９０３￣Ｒ ＧＴＴＴＡＡＴＧＡＣＣＡＧＣＡＣＡＧＴ ９３５ ５６

ＯＲＦ４７７￣Ｒ ＴＣＧＴＴＴＣＧＴＧＧＴＧＣＴＧＡＡＴＴＴ ３７５ ５５

２　 结果与分析

２.１　 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ基因的检测

分别设计引物 Ｍ￣ｕ、Ｍ￣１ 和 Ｍ￣９ꎬ对大肠杆菌 ｓｄ￣
３ 基因组 ＤＮＡ 进行扩增ꎬ其中引物 Ｍ￣１ 未扩增出目

的条带ꎬ引物 Ｍ￣ｕ 和 Ｍ￣９ 扩增获得与预期片段长度

相符合(分别为 ５７２ ｂｐ 和 ８７０ ｂｐ)的特异性条带(图
１)ꎮ 对引物 Ｍ￣９ 的扩增产物进行测序ꎬ测序结果在

ｈｔｔｐ: / / ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ 上比对ꎬ发现为

ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣１２５基因ꎬ系在大肠杆菌中首次检出ꎮ

１:引物 Ｍ￣ｕꎻ ２:引物 Ｍ￣１ꎻ ３:引物 Ｍ￣９ꎮ
图 １　 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ基因的 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ ｇｅｎｅ

２.２　 大肠杆菌接合子的 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣９基因检测

选取 ４ 株 接 合 子ꎬ 提 取 基 因 组 ＤＮＡ 扩 增

ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣９基因ꎬ４ 株接合子均为阳性 (图 ２)ꎬ说明

ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣９基因可以通过接合的方式进行转移ꎮ

１:大肠杆菌 ｓｄ￣３ 株ꎻ ２~５:接合子 Ｊｓ￣１ꎬ、Ｊｓ￣２ꎬ、Ｊｓ￣３ꎬ、Ｊｓ￣４ꎮ
图 ２　 大肠杆菌接合子 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣９基因的 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ.２　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣９ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ

ｔｒａｎｓｃｏｎｊｕｇａｎｔｓ

２.３　 大肠杆菌接合子的药敏性

对 ｓｄ￣３、Ｊ５３ 及接合子 Ｊｓ￣１、Ｊｓ￣２、Ｊｓ￣３、Ｊｓ￣４ 进行

药物敏感性检测ꎬ发现野生株和接合子均对头孢类

药物表现高水平耐药ꎬ此外对四环素、氟苯尼考也表

现出较高的耐药性(表 ３)ꎮ

３４１王翔宇等:鸡源大肠杆菌 ＢｌａＣＴＸ￣Ｍ￣１２５型 ＥＳＢＬ 基因的定位及遗传环境



表 ３　 大肠杆菌接合子对 ６ 种药物的敏感性

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｔｒａｎｓｃｏｎｊｕｇａｎｔｓ ｔｏ ｓｉｘ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｇｅｎｔｓ

菌株 头孢他啶(μｇ / ｍｌ) 头孢噻肟(μｇ / ｍｌ) 叠氮钠(μｇ / ｍｌ) 四环素(μｇ / ｍｌ) 氟苯尼考(μｇ / ｍｌ) 环丙沙星(μｇ / ｍｌ)

ｓｄ￣３ ６４ >１２８ １２８ １２８ >１２８ >１２８

Ｊｓ￣１ ３２ >１２８ >１ ０２４ ６４ >１２８ ８

Ｊｓ￣２ ６４ >１２８ １ ０２４ １２８ >１２８ ４

Ｊｓ￣３ ６４ １２８ １ ０２４ ６４ １２８ ８

Ｊｓ￣４ ６４ >１２８ >１ ０２４ ６４ >１２８ ８

Ｊ５３ ２ ４ >１ ０２４ ４ ８ ２

２.４　 Ｓ１￣ＰＦＧＥ 和 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果

野生株(ｓｄ￣３)和 ２ 株接合子(Ｊｓ￣１、Ｊｓ￣２)的 Ｓ１￣
ＰＦＧＥ 结果显示ꎬ至少有 １ 个质粒通过接合的方式

由供体菌转移到受体菌中ꎮ 以 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣９ 为探针的

Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ 杂交结果表明 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣９基因位于 １ 个

９７ ｋｂ 大小的质粒上(图 ３)ꎮ

Ｍ:Ｌｏｗ￣ｒａｎｇｅ ＰＦＧ ｍａｒｋｅｒ ( ＮＥＢ)ꎻ ｓｄ￣３:野生株ꎻ Ｊｓ￣１、 Ｊｓ￣２:接合

子ꎮ
图 ３　 大肠杆菌野生株和接合子的 Ｓ１￣ＰＦＧＥ( ａ)及 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ

ｂｌｏｔ(ｂ)分析

Ｆｉｇ.３　 Ｓ１￣ＰＦＧＥ ( ａ) ａｎｄ Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ (ｂ) ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｗｉｌｄ
ｔｙｐｅ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｏｎｊｕｇａｎｔｓ ｏｆ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ

２.５　 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣１２５基因的遗传环境

分别用 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ上游引物 ＩＳＥｃｐ１、ＩＳ２６ 和下游引

物 ＩＳ９０３、ＯＲＦ４７７ 进行扩增ꎬ其中 ＩＳ２６ 和 ＯＲＦ４７７
未扩增出阳性条带ꎬＩＳＥｃｐ１ 和 ＩＳ９０３ 扩增出与目的

条带相符(分别为 １ ０２４ ｂｐ 和 ９３５ ｂｐ)的特异性条

带(图 ４)ꎮ

３　 讨 论

ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ基因在猪、牛、禽中均被检测到ꎬ是主要

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１: 引物 ＩＳＥｃｐ１￣Ｆꎻ ２: 引物 ＩＳ２６￣Ｆꎻ ３: 引物 ＩＳ９０３￣Ｒꎻ
４: 引物 ＯＲＦ４７７￣Ｒꎮ
图 ４　 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣１２５基因侧翼区的 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ.４　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣１２５ ｆｌａｎｋｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ

流行的基因[９￣１０]ꎬ并且 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣９亚群基因是主要流行

的亚型[１１]ꎮ 本研究发现的新型 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣１２５亚型基因

就属于 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣９ 亚群 (ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＪＱ７２４５４２.
１)ꎬ系在大肠杆菌中首次检出ꎮ

在临床分离的菌株中ꎬｂｌａＣＴＸ￣Ｍ编码基因通常位

于 ７~ １６０ ｋｂ 的质粒上ꎬ携带 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ的质粒能够在

体外通过接合的方式进行转移ꎮ 每个供体细胞的转

移频率在 １×１０￣７至 １×１０￣２之间ꎮ 大部分携带 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ

基因的质粒ꎬ同时也携带一些其他耐药基因ꎬ例如

ｔｅｔ、ｑｎｒ、ａａｃ(６′) ￣Ｉｂ￣ｃｒ 和 ｓｕｌ[１２]ꎬ呈现多重耐药性ꎮ
２００８ 年ꎬ田勇等[１３]检测的结果表明 ９５％(１９ / ２０)的
大肠杆菌对 ４ 种或以上的药物耐药ꎬ个别菌株可同

时耐受 １３ 种药物ꎮ 本研究中药敏试验结果表明ꎬ野
生株 ｓｄ￣３ 及接合子都对三代头孢、四环素、氟苯尼

考呈现高度耐药ꎬ说明大肠杆菌的多重耐药性已普

遍存在ꎮ 目前ꎬ多重耐药的志贺氏菌、阴沟肠杆菌、
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变形杆菌和沙门氏菌等革兰氏阴性菌已大量存在于

动物和人肠道内ꎬ大肠杆菌比其他致病菌更容易接

受耐药性质粒ꎬ已成为动物和人体内耐药基因的储

存库ꎮ 质粒不仅可以在同一种属细菌间转移ꎬ也可

以在不同种属间转移ꎬ造成耐药性的广泛传播ꎮ 带

有多个耐药基因的质粒传播ꎬ导致多重耐药性的日

益严重ꎬ给临床治疗带来很大的困难ꎮ 本研究通过

接合试验、药敏试验、ＰＦＧＥ 和 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析证

实 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ￣１２５基因位于接合型质粒上ꎬ且该接合型质

粒携带有多个耐药基因ꎮ
研究 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ基因的遗传环境有助于从分子生

物学角度对其来源以及基因的表达、转移等有更深

刻的了解ꎮ 在试验中ꎬ我们通过定位 ＰＣＲ 分析了该

大肠杆菌所含 ＥＳＢＬ 耐药基因的遗传环境ꎮ ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ

基因上游存在插入序列 ＩＳＥｃｐ１ꎬ下游存在插入序列

ＩＳ９０３ꎮ 插入序列 ＩＳＥｃｐ１ 属于 ＩＳ１３８０ 家族ꎬ由一个

编码转座酶的开放阅读框(ＯＲＦ)和两端的反向重

复序列组成ꎮ ＩＳＥｃｐ１ 首次在英国的 １ 株大肠杆菌中

被发现ꎬ位于 ｂｌａＣＭＹ￣４上游(ＡＪ２４２８０９)ꎮ ＩＳＥｃｐ１ 包含

典型的启动子序列￣３５ (ＴＴＧＡＡＡ)和￣１０(ＴＡＣＡＡＴ)
区ꎬ可以促进 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ基因高水平表达ꎮ ＩＳＥｃｐ１ 是一

个重要的遗传因子ꎬ与 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ基因的传播与扩散有

关[１４]ꎮ 大部分菌株 ｂｌａＣＴＸ￣Ｍ基因下游与 ＩＳ９０３ 相连

接ꎮ ＩＳ９０３ 的结构类似 ＩＳＥｃｐ１ꎬ由 ２ 个域组成ꎬ主要

涉及与外源 ＤＮＡ 结合的 Ｃ￣端结构域和参与催化的

Ｎ￣端结构域[１５]ꎮ 插入序列 ＩＳ９０３ 编码 １ 段含有 ３０７
个氨基酸残基的蛋白质ꎬ它是耐药基因传播的一个

必要因素ꎬ使其容易在质粒间、或者质粒和染色体间

复制和传播ꎮ
综上所述ꎬＢｌａＣＴＸ￣Ｍ基因广泛、快速的传播所导

致的对抗生素耐药ꎬ给临床治疗带来巨大挑战ꎮ 但

其传播机制和基因环境还需进一步研究ꎬ以发现其

传播的分子生物学基础ꎬ为发掘潜在的药物靶点ꎬ找
到有效的控制方法以及合理有效地使用抗生素提供

有力依据ꎮ
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