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尿液分离大肠埃希菌耐复方磺胺甲唑相关基因研究

凌步致，马均宝，吴智刚，何艳嫦，崔东岚（广东省佛山市第一人民医院检验科　５２８０００）

　　【摘要】目的 了解尿液分离大肠埃希菌对复方磺胺甲唑耐药的相关基因的分布特征。方法　从临床尿液标

本中分离得到１４５株大肠埃希菌株，采用ＫＢ法对甲氧苄啶和复方磺胺甲唑的药物敏感性测定。对甲氧苄啶耐

药菌株中的Ⅰ、Ⅱ类整合子进行扩增，并酶切分析相应的可变区，从具有相同酶切图谱的菌株中各选取一株进行测

序。测序结果在ＧｅｎＢａｎｋ中进行核酸序列同源性搜索。对复方磺胺甲唑耐药株扩增ｓｕｌ１、ｓｕｌ２、ｓｕｌ３三种基因。

对Ⅰ类整合子阳性菌株进行ＥＲＩＣＰＣＲ基因分型。结果　对甲氧苄啶和复方磺胺甲唑耐药率分别为７３．１％、

７９．９％。在１０９株耐甲氧苄啶菌株中，Ｉ类整合子含有７种基因盒类型，Ⅱ类仅含有１种类型基因盒，发现４种类型

ｄｆｒＡ基因。在１１９株耐复方磺胺甲唑菌株中，ｓｕｌ１阳性７２株，ｓｕｌ２阳性８１株，ｓｕｌ３阳性２株。在甲氧苄啶和

（或）复方磺胺甲唑耐药株中，８０株Ⅰ类整合酶阳性株ＥＲＩＣ－ＰＣＲ分为５９个基因型。结论　在复方磺胺甲唑

的耐药基因分布中，ｄｆｒＡ１７、ｓｕｌ２、ｓｕｌ１携带率较高。在耐药性播散方面，耐药基因的水平转移比菌株克隆传播作用

更大。
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　　大肠埃希菌是泌尿系感染最常见的病原菌，复方磺胺甲

唑（ＳＸＴ）曾作为治疗该类感染的一线药物，是甲氧苄啶和磺胺

甲唑的复方制剂，其耐药性不断上升。复方磺胺甲唑相关

耐药基因主要有整合子、磺胺类耐药基因（ｓｕｌ）
［１］。Ⅰ、Ⅱ类整

合子可变区基因盒含有耐甲氧苄啶耐基因（ｄｆｒＡ）
［２］，而且Ⅰ类

整合子３′保守末端携带ｓｕｌ基因。ｓｕｌ基因编码低亲和力的二

氢叶酸合成酶，与磺胺类耐药的主要有３个基因型（ｓｕｌ１、ｓｕｌ２、

ｓｕｌ３）
［３］。本文主要对尿液分离大肠埃希菌的耐ＳＸＴ相关基

因进行研究，并对Ⅰ类整合子阳性菌株同源性进行分析。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　本院检验科微生物室２０１０年１～１１月分离

的非重复大肠埃希菌１４５株，标本来源于尿液，其中男４１例，

女１０４例；门诊患者５８例，住院患者８７例。

１．２　细菌鉴定和药敏试验　利用法国梅里埃公司的ＶＩＴＥＫ

２全自动微生物鉴定仪进行菌种鉴定和药敏试验，质控菌株为

大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２和铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ２７８５３。头孢

哌酮／舒巴坦、米诺环素、甲氧苄啶和磺胺甲唑的药敏试验采

用ＫＢ法，根据临床实验室标准化委员会（ＣＬＳＩ）２０１０年的标

准判断结果，其中甲氧苄啶的耐药标准为Ｒ≤１０ｍｍ，磺胺甲

唑的耐药标准为Ｒ≤１２ｍｍ。

１．３　仪器与试剂　德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司的ＰＣＲ扩增仪器；

ＢｉｏＲａｄ公司的凝胶成像仪；细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒、

ＰＣＲ相关试剂盒、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ均为ＴａＫａＲａ公司产品。

１．４　ＰＣＲ反应体系　细菌基因组ＤＮＡ提取按照试剂盒操作

说明书，于－２０℃保存。相关基因的ＰＣＲ反应体系均为５０

μＬ体积，其中含 Ｍｇ
２＋的１０×ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，ｄＮＴＰ２００μｍｏｌ／Ｌ，

上下游引物０．２μｍｏｌ／Ｌ，ＤＮＡ 模板１μＬ，ＴａｑＤＮＡ 聚合酶

１．２５Ｕ，加入灭菌去离子水至５０μＬ。相关耐药基因的引物序
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列和退火温度见表１，ｉｎｔⅠ、ｉｎｔⅡ、ｓｕｌ１的阳性对照为本实验室

ＰＣＲ扩增阳性并测序验证，ｓｕｌ２和ｓｕｌ３阳性对照菌株为南方

医科大学流行病学实验室惠赠。ＥＲＩＣＰＣＲ 的引物序列

ＥＲＩＣ２
［４］：ＡＡＧＴＡＡＧＴＧＡＣＴＧＧＧＧＴＧＡＧＣＧ，反应条

件为９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ；５２℃退火４０ｓ；７２℃

延伸４ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。

表１　ＰＣＲ反应引物序列

引物名称 引物序列（５′－３′） 基因名称 片段大小 参考文献

ｉｎｔⅠＦ ＧＣＡＴＣＣＴＣＧＧＴＴＴＴＣＴＧＧ Ⅰ类整合酶（ｉｎｔⅠ） ４５７ｂｐ
［５］

ｉｎｔⅠＲ ＧＧＴＧＴＧＧＣＧＧＧＣＴＴＣＧＴＧ

５ＣＳ ＧＧＣＡＴＣＣＡＡＧＣＡＧＣＡＡＧ Ⅰ类整合子基因盒 可变 ［６］

３ＣＳ ＡＡＧＣＡＧＡＣＴＴＧＡＣＣＴＧＡ

ｉｎｔⅡＦ ＧＣＡＡＡＣＧＣＡＡＧＣＡＴＴＣＡＴＴＡ Ⅱ类整合酶（ｉｎｔⅡ） ３９３ｂｐ
［７］

ｉｎｔⅡＲ ＡＣＧＧＡＴＡＴＧＣＧＡＣＡＡＡＡＡＧＧ

ｈｅｐ５１ ＧＡＴＧＣＣＡＴＣＧＣＡＡＧＴＡＣＧＡＧ Ⅱ类整合子基因盒 可变 ［８］

ｈｅｐ７４ ＣＧＧＧＡＴＣＣＣＧＧＡＣＧＧＣＡＴＧＣＡＣＧＡＴＴＴＧＴＡ

ｓｕｌ１Ｆ ＣＧＧＣＧＴＧＧＧＣＴＡＣＣＴＧＡＡＣＧ ｓｕｌ１ ４３３ｂｐ
［９］

ｓｕｌ１Ｒ ＧＣＣＧＡＴＣＧＣＧＴＧＡＡＧＴＴＣＣＧ

ｓｕｌ２Ｆ ＧＣＧＣＴＣＡＡＧＧＣＡＧＡＴＧＧＣＡＴＴ ｓｕｌ２ ２９３ｂｐ
［９］

ｓｕｌ２Ｒ ＧＣＧＴＴＴＧＡＴＡＣＣＧＧＣＡＣＣＣＧＴ

ｓｕｌ３Ｆ ＧＡＧＣＡＡＧＡＴＴＴＴＴＧＧＡＡＴＣＧ ｓｕｌ３ ７９０ｂｐ
［１０］

ｓｕｌ３Ｒ ＣＴＡＡＣＣＴＡＧＧＧＣＴＴＴＧＧＡＴＡ

１．５　整合子基因盒酶切分析　对Ｉ、Ⅱ类整合子基因盒进行

ＨｉｎｆＩ酶切
［８］，初步判断是否携带相同的基因盒，反应体系为：

ＨｉｎｆＩ（１０Ｕ／μＬ）０．５μＬ，１０×ＨＢｕｆｆｅｒ２μＬ，ＰＣＲ产物５μＬ，

加入灭菌去离子水至２０μＬ。反应温度为３７℃，反应时间为３

ｈ。９μＬ酶切产物加入１μＬ１０×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ琼脂糖电泳

进行鉴定。

１．６　ＰＣＲ扩增产物鉴定　ＰＣＲ扩增产物与ＤＮＡｍａｒｋｅｒ用

１．０％琼脂糖５ｖ／ｃｍ电压电泳５０ｍｉｎ左右，用凝胶成像仪观

察结果。对于整合子相同酶切图谱的基因盒ＰＣＲ产物，随机

挑取１例阳性产物，经纯化后送华大基因科技公司进行双相测

序，测序结果在 ＧｅｎＢａｎｋ进行序列比对分析。

２　结　　果

２．１　药敏结果　在１４５株大肠埃希菌中，对甲氧苄啶和磺胺

甲唑都耐药的为１０４株（７１．７％），仅对甲氧苄啶耐药的５株

（１．４％），仅对磺胺甲唑耐药的有１５株（８．２％）。对氨苄西

林、复方磺胺甲唑、哌拉西林、头孢唑林、环丙沙星、庆大霉

素、氨曲南的耐药率分别为９２．４％、７６．５％、７４．５％、７０．３％、

６１．４％、５３．１％、５２．４％，对左旋氧氟沙星、米诺环素、头孢他

啶、呋喃妥因、阿米卡星、哌拉西林／他唑巴坦、头孢哌酮／舒巴

坦分别为４４．８％、３７．９％、２５．５％、２０．６％、１７．９％、８．３％、

２．１％，对亚胺培南的耐药率为０．０％。

２．２　ＰＣＲ扩增结果　对１０９株甲氧苄啶耐药株进行整合子

扩增，有７６株Ⅰ类整合酶阳性，８株Ⅱ类整合酶阳性。对整合

子携带基因盒研究中发现，有８株Ⅰ类整合酶阳性基因盒扩增

阴性，有６４株单独Ⅰ类整合子基因盒阳性，有５株细菌单独Ⅱ

类整合子阳性，有３株细菌Ｉ、Ⅱ类整合子基因盒同时阳性。对

１１９株磺胺甲唑耐药株进行ｓｕｌ基因扩增发现，１１２株含有

ｓｕｌ基因，４４株ｓｕｌ１＋ｓｕｌ２阳性，２６株ｓｕｌ１阳性，４０株ｓｕｌ２阳

性，１株ｓｕｌ１＋ｓｕｌ２＋ｓｕｌ３阳性，１株ｓｕｌ１＋ｓｕｌ３阳性。在７２株

ｓｕｌ１阳性株，有５株Ⅰ类整合子阴性。在１２４株甲氧苄啶和

（或）复方磺胺甲唑耐药菌株中，Ⅰ类整合酶阳性有８０例，其

中甲氧苄啶耐药株有３例，磺胺甲唑耐药株有４例，两者同

时耐药的含有７３株。

２．３　ＰＣＲ产物序列分析　Ｉ、Ⅱ类整合子基因盒测序结果在

ＧｅｎＢａｎｋ中ｂｌａｓｔｎ比对分析，同一性（ｉｄｅｎｔｉｔｙ）均大于或等于

９９％，具体排列方式及菌株分布见表２。

表２　Ⅰ和Ⅱ类整合子在尿液分离大肠埃希菌的分布

整合子类型 基因盒类型 菌株数

Ⅰ ｄｆｒＡ１７ａａｄＡ５ ４７

Ⅰ ｄｆｒＡ１２＋ｏｒｆＦ＋ａａｄＡ２ １１

Ⅰ ｄｆｒＡ５ １

Ⅰ ｄｆｒＡ１ａａｄＡ１ ４

Ⅰ ａａｄＢａａｄＡ１ｃｍｌＡ６ １

Ⅰ ａａｄＡ１，ａａｃＡ４＋ｃｍｌＡ １

Ⅱ ｄｆｒＡ１ｓａｔ１ａａｄＡ１ ５

Ⅰ＋Ⅱ ａａｄＡ１，ｄｆｒＡ１ｓａｔ１ａａｄＡ１ ３

　　Ｍ：５０００ＤＬｍａｒｋｅｒ；１～１６：Ⅰ类整合酶阳性菌株。

图１　部分Ⅰ类整合酶阳性大肠埃希菌ＥＲＩＣＰＣＲ电泳结果

２．４　ＥＲＩＣＰＣＲ扩增结果　ＥＲＩＣＰＣＲ电泳条带集中分布在

２５０～３０００ｂｐ，根据条带的大小和多少，经ＳＰＳＳ软件分析，８０

株Ⅰ类整合酶阳性大肠埃希菌共分为５９个基因型，部分结果

见图１。
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３　讨　　论

随着头孢类和喹诺酮类等抗生素在治疗泌尿系感染的广

泛使用，大肠埃希菌的耐药性不断上升，复方磺胺甲唑与头

孢类、氨基糖苷类、喹诺酮类常呈交叉耐药。Ⅰ类整合子在临

床最常见，在Ⅰ类整合酶的催化作用下，对耐药基因进行特异

位点重组，插入可变区内，在介导尿致病性大肠埃希菌的复方

磺胺甲唑耐药性方面有重要作用。Ⅱ类整合子携带率较低，

其整合酶基因ｉｎｔ２被一个终止密码子中断，是缺陷的整合酶

基因［１１］，其基因盒有携带ｄｆｒＡ１，但在介导甲氧苄啶耐药性有

限。在整合子研究仅发现四种ｄｆｒＡ基因型，以ｄｆｒＡ１７类型最

为常见，这与文献报道一致［２，１２］，而且ｄｆｒＡ基因与氨基糖苷类

耐药基因密切相关。Ｙｕ等
［１２］发现ｄｆｒＡ基因的分布具有时间

差异，１９８０～１９８５年以ｄｆｒＡ１２为主；１９９６～１９９７年和２００１～

２００２年内以ｄｆｒＡ１７和ｄｆｒＡ１２为主，但ｄｆｒＡ１７稍占优势。在

耐甲氧苄啶菌株中，２株Ⅰ类整合子不含有ｄｆｒＡ基因，２８株Ｉ、

Ⅱ类整合酶扩增阴性，可能存在其他的耐药机制，如外膜通透

性的降低，或者其他ｄｆｒＡ亚型并不位于整合子上，如ｄｆｒＡ１０、

ｄｆｒＡ１８、ｄｆｒＡ２３位于ＩＳＣＲ１转座元件上
［１３］。Ｓｏｌｂｅｒｇ等

［２］、Ｙｕ

等［１２］、Ｂｌａｈｎａ等
［１］分别在美国、韩国、加拿大和欧洲地区对该

类大肠埃希菌Ⅰ类整合子检出ｄｆｒＡ１、ｄｆｒＡ５、ｄｆｒＡ７、ｄｆｒＡ１２、

ｄｆｒＡ１５、ｄｆｒＡ１７六种基因型。

在对ｓｕｌ研究中发现，三种基因型两者以上共存的比例占

到了８０％，尤其是ｓｕｌ１ｓｕｌ２组合，可能在整合子和接合性质粒

的作用下，进行了基因的水平转移。这些表明上述耐药基因从

精简角度来说，对细菌基因组的组装没有明显负担，反而会增

加宿主菌对外界环境的适应性，比如Ｅｎｎｅ等
［１４］报道携带ｓｕｌ２

质粒ｐ９１２３提高了宿主菌的生长率。在ｓｕｌ基因分布中，ｓｕｌ２

携带率最高，大都位于多重耐药质粒上，常与ｓｔｒＡｓｔｒＢ相

连［３］。ｓｕｌ１与Ⅰ类整合子高度相关，但有５株ｓｕｌ１阳性株而

Ⅰ类整合酶却阴性，表明ｓｕｌ１可能不是位于Ⅰ类整合子上或

者Ⅰ类整合酶在引物结合区发生突变，导致ＰＣＲ扩增失败。

ｓｕｌ３的携带率最低，最初在瑞士猪身上分离得到
［１０］，常位于非

典型Ⅰ类整合子３′末端，而且与ＩＳ２６高度相关
［１５］。虽然磺胺

类药物在临床很少应用，但携带率仍较高，可能是ｓｕｌ基因位

于多种类型的转座元件上，导致了在大肠埃希菌的广泛播散。

耐药性的播散方式主要有耐药菌株的克隆传播和耐药基

因水平转移，８０株Ⅰ类整合子阳性菌ＥＲＩＣＰＣＲ基因分型分

布较广，未见优势基因型，可得出复方磺胺甲唑的耐药性主要

由耐药基因在不同细菌之间水平转移导致，这与Ｌａｎｄｇｒｅｎ等
［１６］

得出的克隆传播在耐药性播散方面作用较小的结论相一致。
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ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｉｎｔｅｇｒｏｎｓａｎｄｄｉｓｓｅｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｄｆｒＡ１７ａ

ｍｏｎｇｕｒｉｎａｒｙｉｓｏｌａｔｅｓｏｆＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｉｎＫｏｒｅａ［Ｊ］．Ｊ

ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，２００４，５３（３）：４４５４５０．

［１３］ＴｏｌｅｍａｎＭＡ，ＢｅｎｎｅｔｔＰＭ，ＷａｌｓｈＴＲ．ＩＳＣＲｅｌｅｍｅｎｔｓ：

ｎｏｖｅｌｇｅｎｅｃａｐｔｕｒｉｎｇｓｙｓｔｅｍｓｏｆｔｈｅ２１ｓｔｃｅｎｔｕｒｙ？［Ｊ］．

ＭｉｃｒｏｂｉｏｌＭｏｌＢｉｏｌＲｅｖ，２００６，７０（２）：２９６３１６．

［１４］ＥｎｎｅＶＩ，ＢｅｎｎｅｔｔＰＭ，ＬｉｖｅｒｍｏｒｅＤＭ，ｅｔａｌ．Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ

ｏｆｈｏｓｔｆｉｔｎｅｓｓｂｙｔｈｅｓｕｌ２ｃｏｄｉｎｇｐｌａｓｍｉｄｐ９１２３ｉｎｔｈｅ

ａｂｓｅｎｃｅｏｆｓｅｌｅｃｔｉｖｅｐｒｅｓｓｕｒｅ［Ｊ］．ＪＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＣｈｅｍｏｔｈ

ｅｒ，２００４，５３（６）：９５８９６３．

［１５］ＤａｗｅｓＦＥ，ＫｕｚｅｖｓｋｉＡ，ＢｅｔｔｅｌｈｅｉｍＫＡ，ｅｔａｌ．Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

ｏｆｃｌａｓｓ１ｉｎｔｅｇｒｏｎｓｗｉｔｈＩＳ２６ｍｅｄｉａｔｅｄｄｅｌｅｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｉｒ

３′ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｓｅｇｍｅｎｔｓｉｎＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｏｆｈｕｍａｎａｎｄ

ａｎｉｍａｌｏｒｉｇｉｎ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１０，５（９）：ｅ１２７５４．

［１６］ＬａｎｄｇｒｅｎＭ，ＯｄéｎＨ，ＫüｈｎＩ，ｅｔａｌ．Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｍｏｎｇ２４８１

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉｆｒｏｍ ｗｏｍｅｎ ｗｉｔｈｃｏｍｍｕｎｉｔｙａｃｑｕｉｒｅｄ

ｌｏｗｅｒｕｒｉｎａｒｙｔｒａｃｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｉｎ１７ｃｏｕｎｔｒｉｅｓ［Ｊ］．ＪＡｎｔｉ

ｍｉｃｒｏｂＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，２００５，５５（６）：９２８９３７．

（收稿日期：２０１３０１１５　修回日期：２０１３０３１２）

·４５６１· 检验医学与临床２０１３年７月第１０卷第１３期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｊｕｌｙ２０１３，Ｖｏｌ．１０，Ｎｏ．１３




