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鸡来源产超广谱13一内酰胺酶大肠埃希菌携带
整合子基因的研究

李景云 崔生辉 张力 胡昌勤 金少鸿 马越

【摘要】 目的分析鸡肠道内共生的产超广谱p．内酰胺酶(ESBLs)大肠埃希菌整合子携带状况

以及其与多重耐药性的关系。方法从甘肃、湖北、北京、四川地区养殖场鸡粪便标本中分离的大肠

埃希菌，肉汤稀释法检测菌株的耐药性，WHONET软件进行耐药性分析；筛选出的ESBLs菌株进行

整合子的PCR检测和基因测序。结果通过药敏试验从鸡粪中分离的224株大肠埃希菌中共检出

产ESBLs的菌株54株，分离率为24．1％。产ESBLs的菌株中I类整合子的携带率为63．0％，I类整

合子可变区发现的耐药基因有aadAl、aadA2、aadA5、aadA22，dfrAl2、dfrAl7、dfrI，aar-3，分别介

导氨基糖苷类、磺胺类抗生素以及利福平的耐药性。aadA22是在国内菌株中首次报道。Ⅱ类整合子

携带率为5．6％，携带的耐药基因包括sat、ereA、aodAl。ill类整合子酶阳性的有3株菌，但其町变区

未检出任何耐药基因。结论 I类整合子主要介导氨基精苷类抗生素和甲氧嘧啶的耐药性，在大肠

埃希菌ESBLs菌株的多重耐药性中具有重要的作用，加强养殖动物大肠埃希菌耐药性以及整合子携

带状况的监测，对防止耐药菌株的广泛传播，改善临床抗牛素的疗效具有重要意义。
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【Abstract】 objective To analysis the dissemination of integrons in the extended—spectrum

3-lactamases(ESBI盘)producing Escherichia coli，isolated from stool specimen of chicken and to study the

relations between the resistance and the integrons of these isolates．Methods The Escherichia coli isolates

were collected from Gansu，Hubei，Sichuan provinces and Beijing municipal city，and were isolated from stool

specimen of chickens．Using WHONET software，the Escherichia coli producing ESBL暑were selected，and

then detected by PCR method class 1，2，3，4 integrmse．PCR products of the variable region of the integron
were sequenced．Results 54 of the 224(24．1％)isolates were ESBLs producing Escherichia coli．Class 1

integron were detected in 63．0％of the isolates，and aadAl，aadA2，aadA5，aadA22，dfrAl2，dfrAl7，

dfrI，aar-3 were found in the variable region and aadA gene encodes resistant to streptomycin，

spectinomycin．dfr gene to trimethoprim and aar to rifampicin．We realized that aadA 22 was the first time

detected in China．C1ass 2 integron were detected in 5．6％of the isolates，Class 3 integron was detected in 3

isolates．Conclusion Class 1 integron was the most commonly seen integron in Escherichia coli，encoding
the resistance to streptomycin．spectinomycin and trimethopfim．Integrons were contfibuteel to the horizontal

transfer of resistant genes in the same or different species，suggesting that the antimicrobial resistance and

the dissemination of integrons should be monitored．
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由于畜牧养殖业中广泛使用抗生素，使动物肠

道正常寄殖的大肠埃希菌产生耐药性。携带有各种

耐药基因的大肠埃希菌可能是重要的潜在传染源，
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通过污染环境而在人群间传播，或将其耐药基因传

递给人体内源菌群。在美国，70％的抗生素用于农

业，养殖动物被认为是耐药性菌株出现的重要储存

宿主和场所u。j。近些年，超广谱p内酰胺酶

(ESBLs)的肠杆菌科细菌，特别是大肠埃希菌，分离

率明显增多，已引起国内外研究人员的普遍关注。
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ESBLs的广泛传播与环境中抗生素选择性压力、质

粒或基因的水平传播有关H1。-整合子可以捕获、整

合和表达耐药性基因盒编码的耐药基因，与转座子、

质粒一起水平传播耐药基因，并使多种耐药基因结

合在一起，通常编码对氨基糖苷类、8．内酰胺类、氯

霉素和甲氧嘧啶的耐药，导致细菌的多重耐药性。

目前研究较多的整合子分为四类，即I、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ类

整合子旧’51，I类整合子的存在增加了产ESBLs菌

在临床菌株中水平散播的危险，是造成多重耐药株

在院内暴发流行的重要原因怕o。本研究采用PCR

方法检测整合子在鸡标本分离的产ESBLs菌株中

的分布情况，并研究这些整合子中的耐药基因对该

类菌株多重耐药性的决定作用。

材料与方法

1．菌株来源：在2006年12月至2007年4月期

间，从甘肃省、湖北省、四川省和北京市每地2个共

8个养殖场新鲜鸡粪便样本中分离大肠埃希菌224

株，各地采样量分别为甘肃酒泉地区118份、湖北地

区50份、四川新都地区42份和北京地区70份，合

计280份，大肠埃希菌分离率为80．0％，分离菌株

数分别为98、29、34、63株，所有菌株采用APl20E

软件进行确认。

2．材料：药敏板购白天津金章生物科技公司。

所用引物均由上海英俊生物技术有限公司北京分公

司合成。PCR试剂购自宝生物工程(大连)有限公

司。PCR扩增仪采用Bio-rad公司生产的ICycler。M

THERMAL CYCLER，凝胶成像系统采用Bio．rad

公司生产的Gel／chemi doe。

3．药敏试验：采用微量肉汤稀释法。药敏结果

判断、产ESBLs菌株的确证参照CLSI(2007)标

准"]。头孢噻呋的判定标准参考头孢噻肟标准。检

测的抗生素种类包括环丙沙星、萘啶酸、复方新诺

明、氯霉素、四环素、庆大霉素、卡那霉素、亚胺培南。

采用大肠埃希菌ATCC25922、ATCC35218作为质

控菌株。

4．DNA模板的制备：取已分纯的菌落2～3个，

加入100 td无菌超纯水，制备浓菌液，100℃煮沸

10 min，10 000 r／min离心1 min取上清备用。

5．整合子检测：

(1)整合酶基因的检测：I、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ类整合子的整

合酶基因(intl)检测用引物及产物大小见表1。PCR

反应体系为50出，含2出DNA模板(约100 ng)，各
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0．4 Pmd／vJ整合酶正反向引物，1．5 U Taq DNA聚合

酶，0．1 mmol／L dNTP，5皿10×PCR缓冲液，

2 mmot／L㈣(宝生物公司)。PCR反应条件为：
94℃预变性5 min；94"C变性1 min，I类整合酶55℃退

火1 min，II、HI、Ⅳ类整合酶50℃退火1 min；72"C延伸

1 min，共30个循环，最后72℃延伸7 rain。

表1 整合酶基因检测用引物‘21

(2)可变区检测：通过I、Ⅱ、Ⅲ类整合子的可变

区检测用引物分别对不同整合子的可变区进行扩增

(引物序列见表2)。PCR反应体系为50脚，含2脚

DNA模板(约100 ng)，各0．4 pmol／／A整合子正反向

引物，1．5 U Taq DNA聚合酶，0．1 mmol／L dNTP，

5肛l 10×PCR缓冲液，2 mmol／L MgCl2(宝生物公

司)。PCR反应程序为：94℃预变性5 min；94℃变

性1 rain，I、U、Ⅲ类整合子55℃退火1 min；72℃延

伸2 min，共30个循环，最后72℃延伸7 rain。

表2 I、Ⅱ、Ⅲ类整合子可变区检测用引物

引物 引物序列

Integron l(L) GGCATCCAAGCAGCAAG

Integron 1(R)L8
J AAGCAGACTTGACCTGA

Integron 2(I。) GACx3G(：ATGCACGAlvrrGTA

Integron 2(R)【9
J GATGCCJ盯CGCAAGTACGAG

Integron 3(L)CTTGC可TCTCGGTGGCGAGAG

Integron 3(R)【10】 GCAAACCACAAAAGCGCAACTGG

(3)整合子可变区PCR产物检测：用1．5％琼脂

糖凝胶电泳检测，EB溶液染色，采用Gel／chemi doe

凝胶成像系统记录实验结果。所有的PCR产物均

由华大基因生物技术公司测序，测序结果采用

Sequencher 4．1．4软件进行分析，并与GenBank数

据库(www．ncbi．nlm．nih．gov)中已有的序列进行

对比，进一步阐明各基因盒的功能。

结 果

通过药敏试验结果分析，从224株大肠埃希菌

中共检出产ESBLs的菌株54株(24．1％)。所有的
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产ESBLs株均为多重耐药株，B．内酰胺类以外的抗

生素的耐药率：复方新诺明(89％)、氯霉素(61％)、

卡那霉素(98％)、庆大霉素(74％)、四环素(98％)、

萘啶酸(94％)和环丙沙星(81％)，亚胺培南未发现

耐药菌株。

表3显示，在54株产ESBLs菌株中，43株

(79．6％)I类整合子酶阳性，34株(63．O％)I类整

合子可变区扩增阳性。对l类整合子可变区进行序

列测定后发现：12株含有dfrAl7、aadA5基因，13

株含有dfrAl2、orfF、aadA2基因，4株含有dfrI、

aadAl基因，分离自北京地区的1株含有aa?'-3基

因，还有1株菌携带aadA22基因分离自甘肃省，来

自四川省1株菌所携带的基因未见报道，作用不明

确，其进一步研究正在进行中，有2株菌携带空的整

合子可变区。湖北地区分离株未检出整合子，其他

三地区菌株中几类整合子的检出情况有所不同，甘

肃分离株未发现aadA5、dfrAl7两个基因盒。北

京、四川两地检出的I类整合子类型最多。dfr基

因导致甲氧嘧啶的耐药性，aadA基因多导致链霉

素／大观霉素的耐药性，aa?'-3基因介导利福平的耐

药性。

Ⅱ类整合子整合酶基因检测出5株阳性菌，全

部分离自甘肃省。其中可变区扩增阴性的2株；3

株阳性所携带的基因包括sat、ereA、aadAl(携带率

为5．6％)，分别导致氯霉素、红霉素、链霉素／大观霉

素的耐药。同时这3株菌I类整合子可变区携带

dfrAl2、orfF、aadA2基因。

Ⅲ类整合子整合酶基因在此次调查的大肠埃希

菌中检出3株菌，整合子可变区测序结果显示没有

与耐药性相关的基因序列。

在此次调查的大肠埃希菌中未检出Ⅳ类整合子

整合酶基因。

讨 论

大肠埃希菌是人类和动物肠道中的共生菌和条

件致病菌，食源性动物是携带耐药基因菌株的储存

宿主，给临床抗生素的治疗带来潜在危害¨¨。整合

子在肠杆菌科细菌中分布广泛，包含编码多种抗生

素耐药的基因盒，参与了大肠埃希菌多重耐药性的

产生和耐药基因的传播，在没有抗生素选择压力的

情况下仍可导致多重耐药大肠埃希菌克隆株的流

行【lJ’51。文献报道l、Ⅱ类整合子在养殖动物分离

的大肠埃希菌中较多见心J1’12]。

我们从鸡粪分离的224株大肠埃希菌中共检出

产ESBLs菌株54株，分离率为24．1％。这54株菌

均为多重耐药株，除对亚胺培南未见耐药株外，对其

他临床和养殖业中应用时间较长的常用抗生素(四

环素类、喹诺酮类、氨基糖苷类、磺胺类、氯霉素)的

耐药率都很高，由于使用B一内酰胺类抗生素对上述

菌株感染的治疗易引起失败，因而亚胺培南成了该

类菌株所致临床重症感染的首选药物。

本研究中产ESBLs菌株l类整合子的携带率

为63．0％，与其他报道临床分离株的携带率接

近№J引。I类整合子可变区发现的耐药基因有

aadAl，aadA2，aadA5，aadA22，dfrAl2，dfrAl71

dfrI，aar-3，每组基因分别介导氨基糖苷类、磺胺类

抗生素以及利福平的耐药性，与临床发现的结果类

似。I类整合子各种基因盒的组合中常见的是

dfrA 17一aadA5，占所有I类整合子可变区扩增产物

的34．3％(12／35)，此型在食品分离株中也多见；

dfrAl2一aadA2占所有上类整合子可变区扩增产物

的40．0％(14／35)；dfr!．aadAl占所有I类整合子

可变区扩增产物的11．4％(4／35)，此基因型在欧洲

临床和养殖动物分离菌株中多见¨0l，而aadA22为

首次在国内报道。本次研究显示，分离菌株中Ⅱ类

整合子携带率为5．6％，携带的耐药基因包括sat、

ereA、aadAl，分别介导链丝菌素、红霉素、链霉素／

大观霉素的耐药性，文献报道家禽分离株Ⅱ类整合

子的携带率可达23％。分离菌株中Ⅲ类整合子阳

表3 整合子可变区包含的基因盒及其地域分布

注：“序列同”是指100％完全相同
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性的5株菌中，可变区扩增阳性的3株菌没有携带

已知的耐药基因，其中2株菌同时携带I类整合子。

Ⅳ类整合子未在实验菌株中检出，与Goldstein等拉1

报道结果相同。本研究在国内首次进行动物来源大

肠埃希菌分离株Ⅲ、Ⅳ类整合子基因的检测。四环

素、喹诺酮类抗生素的耐药基因在整合子中未检测

到。文献报道，部分介导阻内酰胺类抗生素的基因

存在于整合子可变区¨4’15J，但我们的测序结果显

示，整合子中未见相关基因序列，文献报道整合子与

头孢噻肟型B一内酰胺酶基因(blaCTX)经质粒共同

转移的频率高于TEM、SHV两类抗性编码基因，提

示CTX型酶的编码基因具有更强的扩散优势H 3l，

两者可能作为连锁基因而存在。同一种抗生素的耐

药性可由不同的耐药基因盒来介导，同时大肠埃希

菌还存在其他耐药机制，如外排泵、核糖体保护，而

导致产ESBLs菌株的耐药谱与整合子之间的关系

还不十分明确¨6J，另外由于四环素、喹诺酮类抗生

素的耐药也与整合子无关，整合子不能完全解释产

ESBLs菌株的多重耐药性，但是其对耐药菌株的传

播，对氨基糖苷类、磺胺类等多种抗生素的多重耐药

性起到决定性的作用是显而易见的。

由表3的结果显示各地分离菌株整合子的携带

状况有所不同，说明整合子在菌株间的分布存在一

定地域差异，其他影响整合子携带状况的原因包括

抗生素应用情况、菌株自身的生物学特性、宿主的生

物特性、养殖人员的养殖习惯，从而导致耐药菌的相

互传播。文献报道使用四环素类抗生素可以导致工

类整合子携带率降低，使用喹诺酮类抗生素可以导

致U类整合子携带率降低¨¨。推测当前三代头孢

菌素中的头孢噻呋、喹诺酮类抗生素、氨基糖苷类抗

生素在家禽养殖中多用，四环素类用得很少是携带

I类整合子的产ESBLs菌株流行的重要原因之一。

在整合子中新出现的一些基因盒如blalMP

(编码亚胺培南和超广谱内酰胺类抗生素的耐药性

基因)、aacA7(编码阿米卡星、奈替米星的耐药性基

因)等有可能伴随抗生素选择压力的增大而逐渐发

展成为优势的基因盒旧1，虽然某些耐药基因盒在整

合子中不表达，但是基因盒的可传播性及表达的可

调控性也使抗生素这些菌株感染的治疗带来威

胁u6|。清除了抗生素选择压力，细菌的耐药性并不

会很快的彻底消失旧’51。总之，加强临床和家养禽

畜分离的大肠埃希菌整合子携带状况的监测，对于
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动物养殖业中抗生素的应用策略、消除共生的大肠

埃希菌的多重耐药性及防止其扩散具有一定的指导

意义。
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