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·基础论著·

三株产 ＣＴＸＭ型超广谱 β内酰胺酶
大肠埃希菌的研究

殷俊　程君　孙震　张晓妮　高帆　朱玉林　叶英　李家斌

　　【摘要】　目的　探讨３株产 ＣＴＸＭ型超广谱 β内酰胺酶（ｅｘｔｅｎｄｅｄｓｐｅｃ
ｔｒｕｍβｌａｃｔａｍａｓｅｓ，ＥＳＢＬｓ）的大肠埃希菌分子生物学特征的改变及其与该突变位
点的关系。方法　３株产 ＣＴＸＭ型 ＥＳＢＬｓ的大肠埃希菌于２００５年收集自安徽
省内３家医院。克隆这３株细菌的突变基因后进行序列分析，测定野生株、转移
接合子与克隆子的最低抑菌浓度，提取突变基因所编码的蛋白质，进行等电聚焦

电泳和酶动力学检测，并使用脉冲场凝胶电泳分析这 ３株细菌的同源性。结
果　ＰＣＲ和序列分析结果显示，与ＣＴＸＭ１４相比，这３株大肠埃希菌的编码产物
各有２处氨基酸突变，１株为第７７位丙氨酸（Ａｌａ）突变为缬氨酸（Ｖａｌ）、第１６７位
脯氨酸（Ｐｒｏ）突变为亮氨酸（Ｌｅｕ）（等电点为９．１）；另２株均为第７７位 Ａｌａ突变
为Ｖａｌ、第２７２位丝氨酸（Ｓｅｒ）突变为精氨酸（Ａｒｇ）（等电点为９．３）。最低抑菌浓
度和酶动力学检测结果表明，这两种酶均可高度水解头孢噻肟。脉冲场电泳结果

提示这３株细菌无同源性。结论　本研究发现了２种新的分离自大肠埃希菌的
ＣＴＸＭ酶，探讨突变位点与其生物学性状改变的关系，为遏制耐药基因及研究新
的抗菌药物作用靶点提供依据，具体机制需进一步深入研究。
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　　第三代头孢菌素广泛应用于临床抗感染治疗，但带来了严重问题：在各级医
院中，革兰阴性菌ＣＴＸＭ型超广谱 β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）的检出率已呈逐年上升
趋势。本研究通过检测３株携带有突变ＣＴＸＭ基因的大肠埃希菌（Ｅ．ｃｏｌｉｐ１６８、
Ｅ．ｃｏｌｉｐ５１７和Ｅ．ｃｏｌｉｐ６６７），探讨其生物学性状，明确其耐药表型与基因型的关
系。

材料和方法

一、菌株来源

Ｅ．ｃｏｌｉｐ１６８分离于安徽省淮北市人民医院胸外科１例４３岁女性食道癌患者
的创口分泌物标本，Ｅ．ｃｏｌｉｐ５１７分离于安徽医科大学第一附属医院ＩＣＵ病房１例
６５岁男性肾衰竭患者的血液标本，Ｅ．ｃｏｌｉｐ６６７分离于安徽省立医院烧伤科１例
５９岁男性呼吸衰竭患者的血液标本。３株细菌均经ＭｉｃｒｏＳｃａｎＷａｌｋＡｗａｙ４０全自
动鉴定仪（ＤａｄｅＢｅｈｒｉｎｇ，ＵＳＡ）鉴定。质控菌株为 Ｅ．ｃｏｌｉＡＴＣＣ２５９２２和 Ｅ．ｃｏｌｉ
ＡＴＣＣ３５２１８，均由安徽省细菌耐药性监控中心保存。

二、抗菌药物及试剂

哌拉西林（Ｐｉｐｅｒａｃｉｌｌｉｎ，ＰＩＰ）、头孢噻肟（ｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ，ＣＴＸ）、头孢曲松（ｃｅｆｔｒｉａｘ
ｏｎｅ，ＣＲＯ）、头孢他啶（ｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅ，ＣＡＺ）、氨曲南（ａｚｔｒｅｏｎａｍ，ＡＴＭ）、左氧氟沙星
（ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎ，ＬＶＸ）等抗菌药物均购于中国药品生物制品检定所。ＭｕｅｌｌｅｒＨｉｎｔｏｎ
（ＭＨ）培养基、琼脂粉、酵母粉、胰蛋白胨等均购于英国Ｏｘｉｏｄ公司。限制性内切
酶、聚合酶链反应及克隆所用试剂均购于大连宝生物制品有限公司。

三、实验器材

电热恒温培养箱（上海精宏公司）、低温离心机（德国 Ｈｅｔｔｉｃｈ）、恒温摇床（江
苏国胜仪器厂）、凝胶成像系统（天能科技有限公司）、ＰＣＲ仪（德国Ｂｉｏｍｅｔｒａ）、电
泳仪（北京市六一仪器厂）、ＣＨＥＦＭａｐｐｅｒＸＡ型脉冲电泳仪（美国ＢｉｏＲａｄ）等。
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四、质粒转移接合试验

Ｅ．ｃｏｌｉｐ１６８、Ｅ．ｃｏｌｉｐ５１７和Ｅ．ｃｏｌｉｐ６６７为试验供体菌，使用Ｅ．ｃｏｌｉＣ６００（对链
霉素耐药）为受体菌。供体菌和受体菌各１０９ＣＦＵ／ｍｌ置于ＬＢ培养基，３７℃孵育
过夜，使用５００μｇ／ｍｌ链霉素和１０μｇ／ｍｌ头孢噻肟ＬＢ琼脂培养基筛选产ＣＴＸＭ
酶的接合子。

五、聚合酶链反应（ＰＣＲ）
ＰＣＲ反应体系为５０μｌ，包括 ＥｘＴａｑ酶０．２５μｌ（１．２５Ｕ）、１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ５

μｌ、ｄＮＴＰ４μｌ（０．２ｍｍｏｌ／Ｌ）、引物各１μｌ、模板２０～１００ｎｇ，加双蒸水至５０μｌ。设
Ｅ．ｃｏｌｉＡＴＣＣ２５９２２为阴性对照，各组标准产酶株为阳性对照，检测的 ＥＳＢＬｓ型别
及引物序列（表１）。

表１　ＣＴＸＭ组通用引物
ＣＴＸＭ型ＥＳＢＬｓ 引物 引物序列（５’→３’） 产物（ｂｐ）

ＣＴＸＭ１ ＣＴＸＭ１Ｆ ＡＣＡＧＣＧＡＴＡＡＣＧＴＧＧＣＧＡＴＧ ２１６

ＣＴＸＭ１Ｒ ＴＣＧＣＣＣＡＡＴＧＣＴＴＴＡＣＣＣＡＧ
ＣＴＸＭ２ ＣＴＸＭ２Ｆ ＴＧＧＡＡＧＣＣＣＴＧＧＡＧＡＡＡＡＧＴ １６３

ＣＴＸＭ２Ｒ ＣＴＴＡＴＣＧＣＴＣＴＣＧＣＴＣＴＧＴＴ
ＣＴＸＭ８ ＣＴＸＭ８Ｆ ＡＣＴＴＣＡＧＣＣＡＣＡＣＧＧＡＴＴＣＡ ８７７

ＣＴＸＭ８Ｒ ＣＧＡＧＴＡＣＧＴＣＡＣＧＡＣＧＡＣＴＴ
ＣＴＸＭ９ ＣＴＸＭ９Ｆ ＣＴＧＣＴＴＡＡＴＣＡＧＣＣＴＧＴＣＧＡ ２２９

ＣＴＸＭ９Ｒ ＴＣＡＧＴＧＣＧＡＴＣＣＡＧＡＣＧＡＡＡ
ＣＴＸＭ２５ ＣＴＸＭ２５Ｆ ＣＣＧＡＴＡＡＣＡＣＧＣＡＧＡＣＧＣ ４８０

ＣＴＸＭ２５Ｒ ＣＣＴＴＴＣＡＧＣＣＡＣＡＴＣＡＣＣＡＧ
ＣＴＸＭ１Ｔ ＣＴＸＭ１ＴＦ ＧＧＣＣＣＡＴＧＧＴＴＡＡＡＡＡＡＴＣＡＣＴＧＣ ８９０

ＣＴＸＭ１ＴＲ ＣＣＧＴＴＴＣＣＧＣＴＡＴＴＡＣＡＡＡＣＣＧＴＴＧ
ＣＴＸＭ９Ｔ ＣＴＸＭ９ＴＦ ＴＴＧＡＡＴＴＣＧＣＧＣＡＴＧＧＴＧＡＣＡＡＡＧＡＧＡＧＴＧＣＡＡ ８７５

ＣＴＸＭ９ＴＲ ＴＴＧＧＡＴＣＣＧＴＴＡＣＡＧＣＣＣＴＴＣＧＧＣＧＡＴＧＡＴＴＣ

　　六、目的基因克隆及表达
提取转移接合子的质粒 ＤＮＡ为模板，使用引物 ＣＴＸＭ９Ｔ扩增获得全编码

目的基因，该序列在上下游引物的５’端分别加上ＥｃｏＲⅠ和ＰｓｔⅠ酶切位点。将
ＰＣＲ产物凝胶回收后克隆入 ｐＧＥＭＴｅａｓｙ载体，表达于感受态细胞 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α
中。提取重组菌质粒ＤＮＡ为模板，扩增目的基因，双脱氧链终止法测定核苷酸序
列，结果与ＧｅｎＢａｎｋ中相应序列进行比对，确定该ＡｍｐＣ酶的基因型。提取重组
菌质粒后用ＥｃｏＲⅠ和 ＰｓｔⅠ双酶切，将新基因型全编码基因克隆入表达载体
ｐＨＳＧ３９８，转化入感受态细胞Ｅ．ｃｏｌｉＪＭ１０９。

七、药敏试验测定最低抑菌浓度

琼脂稀释法测定１５种抗菌药物对３株大肠埃希菌的野生株、接合子及重组
菌的最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣｓ）。根据２００８年临床与
实验室标准（ｃｌｉｎｉｃａｌａｎｄｌａｂｏｒａｔｏｒｙｓｔａｎｄａｒｄｓｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＣＬＳＩ）读取细菌ＭＩＣｓ值，质
控细菌为Ｅ．ｃｏｌｉＡＴＣＣ２５９２２和Ｅ．ｃｏｌｉＡＴＣＣ３５２１８。
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　　八、等电聚焦电泳测定等电点
超声破碎法提取３株大肠埃希菌重组菌的酶粗制液，进行等电聚焦电泳，结

合标准产酶株的结果，按照标准曲线，分析该重组菌所表达酶的等电点。

　　九、酶的动力学特性
获得酶粗提液后，检测酶对不同抗菌药物的水解反应。每种抗菌药物首次检

测选择最适波长（２００～４００ｎｍ进行扫描，将空白管和试验管之间吸光度差值最
大的波长确定为该种抗菌药物的分析波长），在３７℃采用紫外分光光度计法测定
一定波长不同浓度下吸光度随时间的变化，ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ作图法测定Ｋｍ。

十、脉冲场凝胶电泳

将培养过夜的细菌用低熔点胶灌模，蛋白酶Ｋ消化２４ｈ，限制性内切酶 Ｘｂａ
Ⅰ （４０Ｕ）３７℃酶切２４ｈ。使用ＣＨＥＦＭａｐｐｅｒＸＡ型脉冲电泳仪，电压６Ｖ／ｃｍ，夹
角１２０°，脉冲参数５～３５ｓ，（２２ｈ，１４℃），ＥＢ染色２０ｍｉｎ，拍照。

结　　果
一、质粒转移接合试验

抗菌药物平板３次传代后，筛选出接合子。将野生株与接合子使用碱裂解法
提取质粒后，使用ＣＴＸＭ９Ｔ进行目的基因扩增，可见相同大小的条带。

二、ＰＣＲ和目的基因克隆与基因序列分析
分别提取Ｅ．ｃｏｌｉｐ１６８、Ｅ．ｃｏｌｉｐ５１７和Ｅ．ｃｏｌｉｐ６６７质粒ＤＮＡ后扩增编码ＣＴＸ

Ｍ酶的全编码基因，成功克隆入 ｐＧＥＭＴｅａｓｙ载体，表达于感受态细胞 Ｅ．ｃｏｌｉ
ＤＨ５α中。经基因序列分析后至ＧｅｎＢａｎｋ比对以证明这些基因片段编码ＣＴＸＭ
１４型ＥＳＢＬｓ。确认Ｅ．ｃｏｌｉｐ１６８所携带的ＣＴＸＭ基因编码的酶有２个位点突变，
其中第７７位氨基酸由Ａｌａ变为Ｖａｌ，第１６７位氨基酸由Ｐｒｏ变为Ｌｅｕ；Ｅ．ｃｏｌｉｐ５１７、
Ｅ．ｃｏｌｉｐ６６７所携带的ＣＴＸＭ基因编码的酶突变相同，也有２个突变位点，其中第
７７位氨基酸由Ａｌａ变为 Ｖａｌ，第２７２位氨基酸由 Ｓｅｒ变为 Ａｒｇ。该序列已在 Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ注册，其序列授权号为分别为ＥＵ５４５４０９和ＥＵ５４５４１０。

三、药敏实验及酶动力学检测结果

Ｅ．ｃｏｌｉｐ１６８、Ｅ．ｃｏｌｉｐ５１７和Ｅ．ｃｏｌｉｐ６６７的野生株、接合子、重组菌均对哌拉西
林、头孢噻肟、头孢曲松高度耐药（≥ ６４μｇ／ｍｌ）（表２）。酶动力学结果提示这２
种新基因编码的 ＥＳＢＬｓ对头孢噻啶、头孢呋辛及头孢噻肟有较高的水解效率
（表３）。
　　四、等电聚焦电泳结果

使用头孢硝噻吩染色后，在标准曲线上与标准产酶株对照，计算得２种新酶
的等电点分别为９．１（Ｅ．ｃｏｌｉｐ１６８）与９．３（Ｅ．ｃｏｌｉｐ５１７、Ｅ．ｃｏｌｉｐ６６７）。

五、脉冲场凝胶电泳

当脉冲场凝胶电泳中电泳条带不一致的条带数≥３条时，则判定电泳菌株之
间没有同源性。如图１所示，Ｅ．ｃｏｌｉｐ１６８、Ｅ．ｃｏｌｉｐ５１７和 Ｅ．ｃｏｌｉｐ６６７的电泳条带
比较发现这３株细菌之间无同源性。
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图１　３株产ＣＴＸ－Ｍ型ＥＳＢＬｓ的大肠埃希菌的脉冲场电泳
Ｍ：标记物；１：Ｅ．ｃｏｌｉｐ１６８；２：Ｅ．ｃｏｌｉｐ５１７；３：Ｅ．ｃｏｌｉｐ６６７

表２　３株产ＣＴＸＭ型ＥＳＢＬｓ的大肠埃希菌野生株和接合子及重组菌对１５种抗菌药物的最低抑菌浓度

菌株
ＭＩＣ（μｇ／Ｌ）

ＰＩＰ ＴＺＰ ＣＴＸ ＣＲＯ ＣＡＺ ＦＥＰ ＦＯＸ ＡＴＭ ＩＰＭ ＭＥＭ ＬＶＸ ＣＩＰ ＧＡＴ ＡＭＫ ＧＥＮ

Ｅ．ｃｏｌｉｐ１６８ ＞５１２ ３２ ６４ １２８ ＞１２８ １６ ８ ８ １ １ １６ １６ ２ ４ １６

Ｅ．ｃｏｌｉｐ５１７ ＞５１２ ６４ ＞１２８ ＞１２８ １２８ １２８ １６ ８ １ １ ３２ ＞１６ ＞３２ ４ ＞６４

Ｅ．ｃｏｌｉｐ６６７ ＞５１２ ８ ＞１２８ ＞１２８ ８ １６ ４ ４ １ １ ８ ８ １６ １６ ＞６４

Ｅ．ｃｏｌｉｐ１６８接合子 ＞５１２ ８ ６４ ６４ ＞１２８ ８ ８ ４ ０．５０ ０．５０ ２ ２ ２ １ ４

Ｅ．ｃｏｌｉｐ５１７接合子 ２５６ ８ １２８ ６４ ＞１２８ １６ １６ ４ ０．２５ ０．２５ ４ ３２ ４ ４ ＞６４

Ｅ．ｃｏｌｉｐ６６７接合子 ５１２ ４ ＞１２８ ＞１２８ ８ １６ ４ ４ ０．５０ ０．５０ ２ ８ ８ ８ １６

Ｅ．ｃｏｌｉｐ１６８重组菌 ＞５１２ ２ ６４ ６４ ８ １６ ８ ４ ０．２５ ０．２５ １ １ ２ ２ １

Ｅ．ｃｏｌｉｐ５１７重组菌 ２５６ ２ １２８ ６４ ８ １６ １６ ２ ０．２５ ０．２５ １ ２ ２ １ ４

Ｅ．ｃｏｌｉｐ６６７重组菌 ２５６ ４ ＞１２８ ＞１２８ ８ １６ ４ １ ０．５０ ０．２５ ２ ４ ２ １ １
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表３　２种新酶对６种抗菌药物的酶动力学参数
抗菌药物 ＧｅｎＢａｎｋ编号 ｋｃａｔ（ｓ－１） Ｋｍ（μｍｏｌ／Ｌ） ｋｃａｔ／Ｋｍ 相对 ｋｃａｔ／Ｋｍ
青霉素 ＥＵ５４５４０９ １１００±４５ 　４９±５．６ ２２．４ １００

ＥＵ５４５４１０ ２１００±８０ 　４１±３．２ ５１．２ １００
头孢噻啶 ＥＵ５４５４０９ １６００±４５ １１６±６．５ １３．８ ６２

ＥＵ５４５４１０ ２３００±１１０ １６４±４．４ １４．０ ２７
头孢呋辛 ＥＵ５４５４０９ ３５００±１５０ ４４３±２４ ７．９ ３５

ＥＵ５４５４１０ ４７００±４０ ４６０±３２ １０．２ ２０
头孢噻肟 ＥＵ５４５４０９ １３００±３０ 　５２±４．３ ２５．０ １１２

ＥＵ５４５４１０ ９５０±１４０ 　３５±３．２ ２７．１ ５３
氨曲南 ＥＵ５４５４０９ ＜０．０１ ４６０±４６ ＜０．０１ ＜０．０１

ＥＵ５４５４１０ ＜０．０１ ３２０±１５ ＜０．０１ ＜０．０１
头孢吡肟 ＥＵ５４５４０９ ＜０．０１ ０．５２±０．１２ ＜０．０２ ＜０．０１

ＥＵ５４５４１０ ＜０．０１ ０．８４±０．０９ ＜０．０２ ＜０．０１

讨　　论
１９８６年，日本学者从实验动物体内分离出了一株能产生 ＥＳＢＬｓ的大肠埃希

菌，该 ＥＳＢＬｓ对头孢噻肟具有强水解作用，并被命名为 ＦＥＣ１［１］。１９８９年，
Ｂａｕｅｍｆｅｉｎｄ等［２］从临床患者体内分离出了一种同样对头孢噻肟有高水解活性，并

有较高等电点（ｐＩ为８．９）的ＥＳＢＬｓ，命名为ＣＴＸＭ１。此后，ＥＳＢＬｓ在阿根廷、日
本也相继发现，尤其多见于南美、东欧、东亚等国家和地区。ＣＴＸＭ型 ＥＳＢＬｓ按
照核苷酸序列的相似程度分为 ４类，第一类：ＣＴＸＭ１、３、１０、１１、１２、１５、２２、
２３、２８、２９、３０和３３；第二类：ＣＴＸＭ２、４、５、６、７、２０和Ｔｏｈｏ１；第三类：ＣＴＸ
Ｍ９、１３、１４、１６、１７、１８、１９、２１、２４、２７和 Ｔｏｈｏ２；第四类：ＣＴＸＭ８、２５和
２６。目前世界上主要的流行型别为 ＣＴＸＭ２、３和１４，但各国各地区之间存在
差异。美国以ＣＴＸＭ２多见，近２年 ＣＴＸＭ５逐渐成为欧洲局部暴发的最流行
型别，而ＣＴＸＭ型ＥＳＢＬｓ在我国分布并不均匀，全国范围内主要的流行亚型为
ＣＴＸＭ３和ＣＴＸＭ１４。在我国，ＣＴＸＭ型ＥＳＢＬｓ越来越多地被发现，Ｃｈａｎａｗｏｎｇ
等［３］报道了在中国发现ＣＴＸＭ１３和ＣＴＸＭ１４型ＥＳＢＬｓ，Ｃｈｅｎｇ等［４］报道了我国

出现ＣＴＸＭ４６型ＥＳＢＬｓ，产ＣＴＸＭ型酶的革兰阴性杆菌已成为医院感染的流行
菌，也是医院感染治疗的重点和难点。

本研究中３株大肠埃希菌的野生株、接合子和重组菌的ＭＩＣｓ结果接近，对哌
拉西林、头孢噻肟、头孢曲松均有耐药性（≥ ６４μｇ／ｍｌ），与ＣＴＸＭ型耐药表型相
符。野生株的耐药性略高于接合子及重组菌，尤其对头孢他定，Ｅ．ｃｏｌｉｐ１６８和
Ｅ．ｃｏｌｉｐ５１７都达到了耐药标准，故而考虑这３株细菌还存在其他耐药机制，如靶
位改变、孔蛋白丢失以及携带其他编码抗菌药物水解酶的基因（如 ＡｍｐＣ）等，将
行进一步研究。

这２种新酶的等电点分别为９．１和９．３，与ＣＴＸＭ１４的等电点（８．１）有较大
的差异（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｌａｈｅｙ．ｏｒｇ／ｓｔｕｄｉｅｓ／ｏｔｈｅｒ．ａｓｐ＃ｔａｂｌｅ１）。酶动力学分析也显示
这２类新的ＣＴＸＭ酶对头孢噻肟的水解率较高，与ＣＴＸＭ１４的分子生物学特征
接近，但略高于ＣＴＸＭ１４，此结果与药敏结果相符。脉冲场电泳提示这些细菌间
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没有同源性，它们之间不存在水平克隆传播。

ＣＴＸＭ型ＥＳＢＬｓ氨基酸序列中，第１０４位天冬酰胺、第１３２位天冬酰胺、第
１６０位苯丙氨酸、第１６７位脯氨酸、第２３２位甘氨酸、第２３７位丝氨酸和第２７６精
氨酸是重要的活性位点。其中第１６７位脯氨酸位于决定水解活性的 Ω环［５］，所

以当该处氨基酸残基发生突变时，通常会导致其分子生物学特征改变，如脯氨酸

突变为丝氨酸，分子间的作用力发生变化，分子构象发生改变，活性中心空间变

大，对头孢他定的水解效率大大增加。本研究中，Ｅ．ｃｏｌｉｐ１６８所产的 ＣＴＸＭ型
ＥＳＢＬｓ的第１６７位氨基酸发生了改变，由脯氨酸变为亮氨酸，对菌株的表型产生
了一定影响，故推测此突变并非中性突变，而是在一定程度改变了Ω环的空间构
象。Ｅ．ｃｏｌｉｐ５１７和Ｅ．ｃｏｌｉｐ６６７所产的ＣＴＸＭ型ＥＳＢＬｓ虽然在Ω环处没有改变，
但是其靠近第２７６位精氨酸活性位点第２７２位氨基酸由丝氨酸变为精氨酸，故而
推测由于空间位置接近，第２７６位氨基酸的改变也影响了分子间的作用力，使底
物与活性中心的结合力发生了变化，从而导致耐药表型的改变，也将对该方面行

进一步研究。

本研究通过检测３株携带突变 ＣＴＸＭ型基因的大肠埃希菌，了解其表型及
生物学特性，探讨突变位点与其生物学性状改变的关系，为遏制耐药基因及研究

新的抗菌药物作用靶点提供科学理论依据。
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