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多重耐药志贺菌整合子的序列分析
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志贺菌属(Shigella)频繁出现耐药菌株，严重影响临床治

疗的疗效。近年研究发现整合子一耐药基因盒与志旋菌属的

耐药性有关⋯，为探索志贺菌属多蕈耐药株携带整合子的序

列结构特点，本研究对多重耐药志旋菌株的1类和2类整合

子一耐药基因盒进行PCR扩增和序列分析。

1．材料与方法：

(1)菌株与主要试剂：菌株为多重耐药志贺菌06208和

H24(对磺胺甲基异恶唑、四环素、吡哌酸和氨苄青霉素耐

药)。细菌基因组DNA提取试剂盒为美国Axygen公司产

品，具有高保真功能的Taq plus DNA聚合酶购自天根生化科

技(北京)有限公司。

(2)PCR扩增：1类整合子和耐药基因盒上游引物为

intllF(5 7一GGACGCAGG GAG GAC TTT-3’)、下游引物为

hep59(5’一AAG CAGACT TGACCT G朋■3’)；2类整合子引

物上游引物为intl2F(5 7一CGC AAG CTT AGG GGC TAC

TCAGGGCTA一3’)，下游引物为7泖74(5’一CCGAATTCG

ATG CCATCG CAAGTACGAG一3’)。退火温度从68℃开

始每个循环降低1～56℃，共进行30个循环。引物合成及

PCR产物测序由北京博尚生物公司完成。

(3)序列分析：采用GenBank数据库的Blastn软件，在

GenBank、EMBL、DDBJ和PDB数据库中对目的基因进行序

列检索和同源性比较。用Clustal x软件进行多重序列比较，
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用MEGA 4．1软件构建系统进化树，构建方法选择基于距离

的邻接法(neighborjoining，NJ)，用Bootstrap法进行进化树

的验证分析。

2．结果：

(1)1类整合子序列的测序和聚类分析：对多霞耐药志贺

菌的基因组DNA进行1类整合子全序列PCR扩增后，测序

获得2813 bp片段，包括整合酶基因intll(97～1110bp)和耐

药基因盒dfrAl-aadA5(1268—2660bp)。序列提交至GenBank

数据库获得的序列号为FJ895301。对FJ895301序列中的整合

酶基因intll进行Blast检索分析，发现3’末端的耐药基因盒启

动子为P1(TGG AcA一17 bp—TAA GCT)和P2(TTG TTA—

14bp—TACAGT)。聚类分析发现进化树上的自引导值均<

70，提示1类整合子的整合酶基因尚未发生分化。对

FJ895301序列中的耐药基因盒dfrAl7一aadA5序列进行比对

分析，在包括大肠埃希菌科在内的多个菌属中均发现相似序

列，3个来自克雷伯菌和大肠埃希菌的dfrAl7一aad45序列自

成一类。而本研究获得的耐药志贺菌属的dfrA 17-aadA5序列

与绝大多数其他相似序列属于另一类(图1)。
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图1 l类整合子耐药基因盒磅似17一口。泓5(FJ895301)的

系统进化树分析

(2)2类整合子序列的测序和聚类分析：对多重耐药志贺

菌的基因组DNA进行2类整合子全序列PCR扩增后，测序

获得3395 bp片段，包括整合酶基因intl2(40—1017bp)和耐

药基因盒dfrAl-satl一aadAl(1349—3287 bp)。序列提交至

GenBank数据库获得的序列号为EF634237。对2类整合子

的整合酶基因intl2进行序列比对，发现编码第179个氨基酸

编码位置为终止密码子TAA。聚类分析发现来自多重耐药

志贺菌的intl2基因序列与绝大多数相似序列为一类(图
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2)。另一类来自大肠埃希菌和普罗威登斯菌的intl2序列第

1 79位氨基酸编码位置并非终止密码子TAA而是CAA，编码

谷氨酸。来自多重耐药志贺菌的dfrAl-satl—aadAl基因序列

与大多数序列为一类，来自其他志贺菌属的2个序列和来自

沙|'j菌属、霍乱弧菌的序列组成了另外一类(图3)。
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3．讨论：已有研究表明志贺菌属中1类整合子较为少

见口一，而本研究得到的1类整合子耐药基因盒的启动子序列

Pl和P2均为弱变异体。3。，提示这个肩动子功能不强，将影响

后续耐药基因盒的表达。本研究得到的2类整合子整合酶

基凶含有终止密码子，其功能值得怀疑。但有研究表明，当2

类整合子与l类整合子共存时，2类整合子可以借用l类整合

子的整合酶基因完成整合或切除’41。因此，有必要对志贺菌

属2类整合子与1类整合子共存时的作用进行深入的研究。

另外，2类整合子的整合酶基因突变、恢复活性的现象提示应

注意这些突变可能带来的细菌耐药性的变化。聚类分析发

现，来自多重耐药志贺菌的1类整合子耐药基因盒dfiAl7一

aadA5、2类整合子的整合酶基因intl2和2类整合子耐药基因

盒dfrAlqml一aadAl在其基因家族中均发生了分化，来自多

重耐药志贺菌的上述基因，与已报道的来自其他细菌的大多

数相应序列为一类，提示多重耐药志贺菌中的整合子一耐药

基因盒系统与其他诸多菌属、菌株关系密切。
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