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产超广谱p一内酰胺酶大肠埃希菌耐药表型和基因型分析

吴祥林h2。沈继龙3。徐元宏

[摘要】目的：分析临床分离大肠埃希菌耐药性、产超广谱B．内酰胺酶(ESBLs)阳性率及耐药基因之间的关系。方法：用K．B

法检测117株大肠埃希菌耐药性，用酶抑制剂增强实验纸片法检测产ESBLs菌株，用PCR法检测相关耐药基因，用DNA序列

分析确认基因亚型。结果：I 17株大肠埃希菌产ESBLs 49株，阳性率41．9％。产ESBLs菌株对青霉素类和第一、第二代头孢

菌素耐药率100％，对第三代头孢菌素中头孢哌酮、头孢噻肟和头孢曲松耐药率>95％，对酶抑制剂哌托西彬三唑巴坦和头
孢哌酮／舒巴坦耐药率<20％，未检测到弧胺培南耐药株。非产ESBLs菌株耐药率明显低于产ESBLs菌株。49株产ESBLs菌

株PCR均扩增到CTX·M型耐药基因．44株扩增到TEM型基因，未扩增到其他基因型。DNA序列分析证实为CTX—M．14亚

型、CTX·M-3亚型和广谱酶TEM—I亚型基因。结论：大肠埃希菌产ESBLs较高，耐药显著；耐药基冈以CTX—M一14亚型为主，其

次为CTX—M．3亚型，尚未检出其他ESBLs基因。TEM一1亚型广谱内酰胺酶基因在大肠埃希菌中普遍存在。
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Study on the antimicrobial resistance and genotypes of
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[Abstract]Objective：To study the relationship between antibiotic resistance and extended—spectrum B—laetamases(ESBLs)genes in

clinical isolates of E．coli．Methods：Antibiotic susceptibility was tested by Kirby—Bauer disk diffusion method and ESBLs production

was detected by CLSI phenotypie confirmatory test in E coli isolates．The B-laetamases genes were identified by PCR and sequencing．

Results：Fourty—nine of 1 l 7 strains collected were ESBLs—producing E coli and all of them were resistant to ampicillin，piperaeilfin。

eefazolin，eefuroxime．The resistance rates to eefotaxime，eeflriaxone，cefpodoxime，and eefoperazone were more than 95％，but only

41．8％to eefiazidime．The resistance rates to piperacillin-tazobaetam and eefoperazone-sulbactam were 8．1％and 1 8．4％．

respectively，to imipenem was 0．0％．ESBLs gene was found in all ESBLs—producing isolates，and CTX-M-14 genotype WAS dominated

(87．8％)．Conclusions：ESBLs—producing E coli areprevelance in our hospital and most of them are muhidrug resistant strains．CTX—

M一14 is the main genotype of ESBLs．and the second is CTX—M-3 genotype．No other genotype of ESBLs was detected．

[Key words]Escherichia coli；extended-spectrum p—lactamases；drug resistance；genotype ．

大肠埃希菌是临床分离率最高的病原菌，而产

超广谱B．内酰胺酶(ESBLs)导致多重耐药又给临床

选择抗菌药物带来压力。由质粒介导的ESBLs基

因可以使不同的国家和地区具有不同的流行特点，

甚至各医院之间的流行基因模式不同。为了解大肠

埃希菌产ESBLs基因型，我们对此进行了检测，并

与耐药表型进行了分析，现予报道。

1材料与方法

1．1 菌株来自安徽省铜陵市人民医院2005年
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1～12月临床分离的117株大肠埃希菌，排除了同一

患者同一部位重复菌株。菌种鉴定采用Vitek-32型

全自动微生物鉴定仪。质控菌株：大肠埃希菌

ATCC25922，肺炎克雷伯ATCC700603。

1．2药敏纸片 氨苄西林、氨苄西林一舒巴坦、阿

莫西林一克拉维酸、哌拉西林、哌拉西林／三唑巴坦、

替卡西彬克拉维酸、头孢噻肟、头孢曲松、头孢哌
酮、头孢哌酮一舒巴坦、头孢他啶、头孢泊肟、头孢吡

肟、氨曲南、亚胺培南、头孢西丁、复方磺胺甲c恶唑等

药敏纸片为英国Oxoid公司产品。头孢唑林、头孢

呋辛、庆大霉素、阿米卡星、氧氟沙星、环丙沙星为北

京天坛药物鉴定所生物技术开发公司产品。

1．3培养基和试剂 M—H琼脂为法国生物梅里埃

公司产品；质粒基因抽提纯化及聚合酶链反应

(PCR)试剂盒为上海申能博彩生物科技有限责任公

司产品，按试剂盒说明书操作。

 



1．4主要仪器设备Vitek．32型全自动微生物鉴

定仪，法国生物梅里埃公司产品；PE一5700型基因扩

增仪，美国应用生物技术公司产品。

1．5 药敏试验 采用纸片扩散法(K．B法)，按

CLSI 2005年版标准判断药敏试验结果，采用

WHONET 5．3版软件统计分析。 ．

1．6 ESBLs检测采用CLSI 2005年版标准，初筛

试验：抑菌圈直径头孢泊肟≤17 mm，头孢噻肟≤

27 mm，头孢曲松≤25 mm，头孢他啶≤22 am，氨曲

南≤27 mm，判为ESBLs初筛阳性。确证试验：酶抑

制剂增强试验纸片法，即头孢他啶与头孢噻肟两个

药物中有任何一个，在加克拉维酸后，抑菌圈直径与

不加克拉维酸相比，增大值I>5 mm时，即判定为产

ESBLs菌株。

1．7 PCR扩增ESBLs根据编码基因的同源性，分

为TEM型、SHV型、C’Ⅸ．M型、OXA型和其他型5

种，根据GenBank的各型ESBLs基因序列，用Primer

5．0软件分别设计TEM型、SHV型、CTX．M型、OXA

型特异性引物，其中CTX．M型ESBLs根据同源

性¨o分成4组：CTX．M-2组，包括CTX．M-2、4、5、6、

7、20、3l及TOHO一1；CTX—M-3组，包括CTX—M一1、3、

10、11、12、15、22、23、28、29、30、33；CTX—M一8组，包

括CTX—M．8、25、26；CTX．M-9组，包括CTX—M-9、13、

14、16、17、18、19、2l、24、27及TOHO-2。OXA型分

为OXA-2组和OXA．10组。各型序列PCR引物见

表1。引物合成及PCR产物测序均由上海申能博彩

生物科技有限责任公司完成。由于各型扩增片段长

度接近，摸索统一PCR扩增条件为预变性94℃

5 min，变性94℃30 s，退火56℃45 s，复性72℃

1 min，共33个循环，最后延伸72℃5 min。扩增时

以大肠埃希菌ATCC25922为阴性对照，以各型标准

产酶株为阳性对照。PCR产物在含0．5¨g／ml EB

的1．2％琼脂糖凝胶上电泳，在紫外灯下观察结果，

在凝胶成像系统上成像。

1．8扩增片断序列检测 随机抽取10份TEM型、

10份CTX．M-9组、5份CTX-M一3组阳性扩增产物送

上海申能博彩生物科技有限责任公司进行纯化测

序，测序结果用BLAST(Nuceleotide query—proteindb，

http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／blast／)进行网上序

列相似性分析，以明确ESBLs基因型。

2结果

2．1 产ESBLs菌株的检出率117株大肠埃希菌

中产ESBLs菌株49株，阳性率为41．9％。

2．2产ESBLs大肠埃希菌耐药情况药敏结果显

示，我院产ESBLs大肠埃希菌对青霉素类和第一、

二代头孢菌素的耐药率为100％；第三代头孢中，头

孢噻肟、头孢曲松和头孢哌酮的耐药率也均在95％

以上，仅头孢他啶耐药率为41．8％；产ESBLs菌株

对氟喹诺酮类和复方磺胺甲嚼唑的耐药率也都在

75％以上；对B一内酰胺类／酶抑制剂复方制剂如哌

拉西彬三唑巴坦、头孢哌酮／舒巴坦的敏感性较好，
耐药率在20％以下；头孢西丁的耐药率为22．4％。

而非产ESBLs菌株除对青霉素类药物的耐药率在

45．6％一77．9％外，对所有头孢菌素类药物的耐药

率均在16％以下，对其它类抗菌药物的耐药率也均

明显低于产ESBLs菌株。未发现有耐亚胺培南大

肠埃希菌株(见表2)。

表1 ESBLs各基因型PCR特异引物

引物 核苷酸序列 产物长度(bp)

SHV F：5’一TGGTTATGCG盯ATAltrCGCC一3

R：5’-GGrrrAGCGTTGCCAGTGCT-3’

CTx—M-3 F：5’-TGmTTAGGAAGTGTGCCGc_3’
R：5’．TCGTTGGTGGTGCCATAGTC-3’

CTX．M-9 F：5’．ACCGTATTGGGAGTrrCAGATG-3’

R：5’．GGTCGTAll’GCCltrrGAGCC-3’

CTX．M-2 F：5’．CTCTACCG田GCCGA‘rGAAC-3’

R：5’．CGTTGGTGGTGCGATAATC．3’

CTX．M-8 F：5’．CCTGTATl’I'CGCTGlrrGC-3’

R：5’．GAC‘几TrCTGCCll℃TGCTc-3’

TEM F：5’．CAGAAACGC’l’GGTGAAAG-3’

R：5’．AACTACGAl'ACGGAGGG-3’

OXA-2 F：5’．ACGATGTTACGCAGCAGG-3’

R：5’．CGAAGAATACGGAGCCAGT．3’

OXA-10 F：5’．CCGTCAA7rcGTGl℃1TrcG-3’

R．5’．GCGACACCAGGAlf兀．GAC-3’

2．3 PCR检测结果49株产ESBLs大肠埃希菌

中，酶基因型扩增结果见表3。其中TEM型阳性44

株(89．8％)，CTX—M-9组阳性43株(87．8％)，CTX-

M一3组阳性lO株(20．4％)，CTX—M型49株均为阳

性(100％)。SHV一1型、CTX—M-2组、CTx—M一8组、

OXA-2组和OXA一10组PCR扩增结果均为阴性。

2．4基因测序结果10份CTX—M-9组阳性扩增产

物测序结果经网上比对，确证均为CTx—M．14型；

5份CTX．M-3组确证为CTX—M．3型；而10份TEM

型阳性扩增产物则均为TEM．1型，为广谱B．内酰胺

酶。未检出其它型ESBLs。
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表2 1 17株大肠埃希菌药敏试验结果

抗菌药物
耐药率(％)

ESBLs+(n=49) ESBLs一(n=68)

表3产ESBLs大肠埃希菌PCR扩增结果

3讨论

ESBLs耐药基因主要由质粒介导通过多种方式

进行传播，检出率逐步增高，据报道2005年国内产

ESBLs大肠埃希菌平均占38．9％[21，本研究为

41．9％。胡大春等【31实验显示垂直传播途径的存

在。ESBLs除可水解青霉素类和第一、第二代头孢

菌素外，还能水解第三、第四代头孢菌素以及单酰胺

类抗生素。产ESBLs菌株常同时伴有对氨基苷类、

喹诺酮类等抗菌药物的多重耐药基因。最近来自法

国的报道显示有产CTX．M．15类ESBLs大肠埃希菌

607

存在HJ，国内徐元宏首次报道了产CTX—M-15类

ESBLs大肠埃希菌∞J。ESBLs主要分为TEM、SHV、

Crl-X．M和OXA四类，分别作用于不同的底物；

ESBLs的基因型分布带有明显区域特征，甚至同一

地区不同医院各不相同，导致耐药性各不相

同∞叫2|。本研究中，CTX．M型ESBLs以CTX—M一14

亚型为主(87．8％)，其次为CTX-M一3亚型

(20．4％)，与蔡琰等¨引报道相一致。这一特点提示

各小区域内抗菌药物使用习惯不同，可能是导致不

同选择性耐药菌株强势出现的原因。

CTX．M类ESBLs水解头孢噻肟和单酰胺类抗

菌药物导致耐药，对头孢他啶水解力弱和B-内酰胺

酶抑制剂敏感。本研究49株产ESBLs大肠埃希菌

中对头孢噻肟的耐药率为98．O％，对抗菌药物氨曲

南的耐药率为63．3％，对头孢他啶的耐药率为

41．8％，对B一内酰胺酶抑制剂哌拉西彬三唑巴坦
和头孢哌酮／舒巴坦的耐药率分别为8．1％和

18．4％。说明CTX．M类ESBLs普遍存在，与其基因

型阳性率相符合。

TEM一1是广谱酶，出现较早，于1963年发现，水

解各种青霉素和部分第一代头孢菌素，对第三代头

孢菌素和B．内酰胺酶抑制剂敏感，但若高度表达也

会对酶抑制剂耐药。本院49株产ESBLs大肠埃希

菌检出44株TEM一1广谱酶基因，说明其存在的普

遍性。非ESBLs大肠埃希菌68株对氨苄西林耐药

率77．9％，对哌拉西林耐药率45．6％，推测TEM—l

广谱酶在非ESBLs大肠埃希菌也普遍存在。

SHV、TEM类ESBLs介导对青霉素和一、二、三

代头孢菌素以及单酰胺类耐药，可被B一内酰胺酶抑

制剂抑制，不水解碳青霉烯类和头霉素类抗菌药物。

虽然本次实验只检测到TEM．1一类广谱酶基因和

CTX—M一类ESBLs基因，未检测到SHV、TEM、OXA

类ESBLs基因，但药敏结果显示对B一内酰胺类抗生

素均有一定程度耐药，耐药率最低为头孢他啶

41．8％，对头孢西丁耐药率为22．4％，是否存在其

他类型B．内酰胺酶基因，如AmpC酶耐药基因，有

待进一步研究。本组产ESBLs大肠埃希菌对喹诺

酮类抗菌药物氧氟沙星、环丙沙星耐药率为75．5％，

而非产ESBLs大肠埃希菌耐药率为25．0％，产

ESBLs大肠埃希菌可能伴有qnrA等耐喹诺酮类抗

菌药物基因存在。

本实验检测到CTX—M基因以CTX—M-14型为

主，各菌株之间是否有同源性，是否有产ESBLs大

肠埃希菌株的流行，有待进一步做分子生物流行病

 



学研究。

CLSI指出，对产ESBLs的菌株，不管其体外药

敏试验结果如何，都应视为对所有头孢类抗菌药物

耐药。可用于治疗的药物有碳青霉烯类、头霉素类、

阿米卡星、氟喹诺酮类及p一内酰胺酶类／B．内酰胺

酶抑制剂复方剂。本组资料显示，49株产ESBLs大

肠埃希菌对碳青霉烯类抗生素亚胺培南全部敏感，

对头霉素类抗生素头孢西丁敏感率近80％，对阿米

卡星敏感率近90％，对B一内酰胺酶抑制剂复方剂哌，

拉西彬三唑巴坦、头孢哌酮／舒巴坦敏感率廖80％，
支持上述观点。临床经验用药可选亚胺培南、阿米

卡星或哌拉西林／三唑巴坦。

大肠埃希菌产ESBLs菌株比例逐年升高。由

于产ESBLs基因型流行区域的多样化和伴有其他

耐药基因的复杂性，加强区域内ESBLs菌株耐药性

和耐药基因检测分析，指导临床合理选择抗菌药物

成为必然趋势。
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类风湿性关节炎患者IL．17和

淋巴细胞CD45 RO表达的临床意义
谭有为1，胡守锋2，史兵伟3

·检验医学·

[摘要]目的：检测类风湿性关节炎(RA)患者血中自细胞介素(IL—17)和CD4+、CD8+T细胞表达CD45RO抗原的水平，探讨其

在RA发病过程中的作用。方法：采用ELlSA和双色流式细胞技术分析92例RA患者血中IL—17水平和CD4+、CD8+T细胞

表达CD45RO抗原阳性率。结果：IL一17在RA患者血清中出现明显的升高(P<0．05)，血浆中CD4+CD45RO+、CD8+

CD45RO+T淋巴细胞阳性率也均明显高于对照组(P<0．01)。结论：CD45RO+T细胞参与了RA发病，这些细胞在RA炎症

部位大量聚集，促使IL—17的大量分泌，导致疾病的发生。

【关键词]关节炎，类风湿性；IL一17；CD45RO
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类风湿性关节炎(rheumatoid arthritis，RA)是一

种以关节的慢性炎症和骨质破坏为主的疾病，病因

尚不明，但一般认为是感染后引起的自体免疫反应，

与众多细胞因子有关。白细胞介素．17(interleukin．

17，IL．17)是具有广泛生物学功能的细胞因子，它参

 


