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摘要：【目的】研究质粒介导宋内志贺氏菌 1173 耐药基因 blaCTX-M-64 转移的机制。【方法】用双纸片协

同扩散法验证 1173 是否产超广谱 β-内酰胺酶(ESBL)，用 PCR 扩增鉴定其携带的耐药基因，接合转移

实验检验其耐药质粒是否可通过接合转移给其他细菌，并对接合子是否产 ESBL 和携带耐药基因进行检

验，利用 VITEK® 2 检测 1173 和接合子的耐药谱，提取质粒进行高通量基因组测序，并对质粒序列进

行生物信息学分析，以研究其耐药基因转移机制。【结果】1173 是产 ESBL 的多药耐药宋内志贺氏菌，

携带的耐药基因有 blaCTX-M-64 和 blaTEM，其中的 blaCTX-M-64 可通过接合转移作用传递给受体菌 EC600，

并使接合子具有相应的耐药谱。经序列测定和生物信息学分析表明，介导 blaCTX-M-64 水平转移的是

ISEcp1-blaCTX-M-64-Δorf477 转座单元。【结论】质粒携带的 blaCTX-M-64 介导 1173 对多类抗菌药物的耐药，

ISEcp1-blaCTX-M-64-Δorf477 转座单元介导 blaCTX-M-64 在细菌间的转移。 
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志贺氏菌属(Shigellae)通称痢疾杆菌，是广泛

存在于自然环境中的革兰氏阴性病原菌，其引起

的细菌性腹泻是常见的一种胃肠道疾病[1–2]。据报

道，全球每年约有 1.6 亿人因感染志贺氏菌患病，

约占腹泻病例的 15%以上[3]。根据血清型的不同，

志贺氏菌可以分为福氏志贺氏菌(S. flexneri)、宋内

志贺氏菌(S. sonnei)、鲍氏志贺氏菌(S. boydii)和痢

疾志贺氏菌(S. dysenteriae)四种[1]。志贺氏菌属菌
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群分布复杂，因国家、地区和年代的不同而有差

异，且世界各地流行的志贺氏菌每隔 20–30 年发

生一次变迁[2]。发达国家以宋内志贺氏菌为主，发

展中国家以福氏志贺氏菌为主[4]；在我国，以福氏

志贺氏菌和宋内志贺氏菌多见，且由福氏志贺氏

菌向宋内志贺氏菌转移的趋势[5]。由于抗菌药物在

临床及畜牧养殖业中的广泛应用导致的选择性压

力使大量多药耐药宋内志贺氏菌出现[6–7]，之前有

效的青霉素类、四环素类和磺胺类药物不再有效，

临床用药的形势变得严峻起来，严重威胁公众健

康[8–9]。 

产 β-内酰胺酶是革兰氏阴性菌耐药的重要方

式[10]。自上个世界八十年代早期大量使用有广谱

抗菌作用的头孢菌素以来，超广谱 β-内酰胺酶

(Extended-spectrum beta-lactamase，ESBL)开始出

现。它可以水解包括第三代头孢菌素和单环 β-内

酰胺类在内的广谱 β-内酰胺类抗菌药物，并使之

失去活性[10–11]。CTX-M 已成为目前世界上最常见

的超广谱 β-内酰胺酶类型，并且已发现存在于肠

杆菌科多个种属细菌可接合转移的质粒上，从而

能够在同种属和不同种属的细菌间水平转移[11]。

目前，CTX-M 型 β-内酰胺酶根据氨基酸序列的差

异可以分为至少 6 个类群：CTX-M-1、CTX-M-2、

CTX-M-8、CTX-M-9、CTX-M-25 和 KLUC。其中，

CTX-M-45、CTX-M-64、CTX-M-123 和 CTX-M-132

四个亚型是类群间的杂合体[12]。 

本研究中，我们对临床分离到的 1 株产 ESBL

宋内志贺氏菌 1173 的耐药表型进行了鉴定，确定

耐药质粒能够通过接合转移水平转移给其他细

菌，并提取质粒进行了高通量基因组序列测定及

生物信息学分析，对携带耐药基因的移动元件和

耐药基因座位进行了精细注释，以探明其耐药基

因转移的机制。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株：菌株 1173 分离自 2011 年就诊于 302

医院的一位 65 岁女性腹泻患者的大便样本。经沙

门氏菌-志贺氏菌(Salmonella-Shigella，SS)培养基

分离，挑单菌落进行玻片凝集实验鉴定，然后经

质谱仪(Bruker 公司)和 16S rRNA 基因扩增，最终

鉴定为宋内志贺氏菌。 

1.1.2  主要试剂：Taq DNA 聚合酶、DNA 分子

量标准为生工生物工程 (上海 )股份有限公司产

品，Pfu 酶和 dNTPs 购自 Fermentas 公司，Qiagen 

Large Construct Kit 购自 QIAGEN 公司，引物由北

京 博 迈 德 基 因 技 术 有 限 公 司 合 成 ， 头 孢 他 啶

(Ceftazidime，CAZ) (30 μg)、头孢他啶/克拉维酸

(Clavulanic acid，CA) (30 μg/10 μg)、头孢噻肟

(Cefotaxime，CTX) (30 μg)和头孢噻肟/克拉维酸

(30 μg/10 μg)药敏纸片购自 OXID 公司，MH、BHI

培养基购自 BD Bioscience 公司，SS 培养基购自

北京陆桥技术股份有限公司。 

1.2  ESBL 确证实验 

ESBL 确证实验参照美国临床和实验室标准

协会(CLSI)标准[13]，分别将头孢他啶和头孢他啶/

克拉维酸纸片、头孢噻肟和头孢噻肟/克拉维酸纸

片贴于涂布菌液的 MH 平板表面。37 °C 孵育

18–20 h 后观察、测量抑菌圈大小。含酶抑制剂的

抑菌圈直径与单药抑菌圈相比≥5 mm 时，即判定

该菌株产 ESBL。 

1.3  耐药基因扩增及 CTX-M 全序列测定 

根据 Chen 等[14]的报道，合成主要的 ESBL

基因和碳青霉烯酶基因扩增引物，稀释到浓度为

10 μmol/L 备用。根据试剂盒的说明，提取 1173
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的全基因组 DNA，稀释为 10 μmol/L 的工作液，

–20 °C 保存备用或直接作为模板进行靶基因扩

增，扩增产物经 1%浓度的琼脂糖电泳后置于紫外

灯下观察拍照，PCR 产物送博迈德公司进行序列

测定。PCR 的反应体系为：DNA 10 ng，10× Buffer 

5 μL，dNTPs 0.5 μL，Taq 酶 2 U，Pfu 酶 0.5 U，

0.1 μmol/L 上下游引物各 0.5 μL，ddH2O 3 μL。

PCR 的反应程序为：95 °C 5 min；94 °C 40 s，52 °C 

30–50 s，72 °C 50 s，30 个循环；72 °C 5 min。 

以 ISEcp1-F1 (5′-GGAGTGTATGAAAAATGT 

CTGG-3′)/orf477-R1 (5′-CGTGCTGTCGCTGGATA 

CC-3′)为引物对进行 blaCTX-M-orf477 区全序扩增及

序列测定，与 GenBank 中的参考序列进行对比，

确定 blaCTX-M 的基因亚型。 

1.4  接合转移实验 

根据蒋晓圆等[15]的方法，以 blaCTX-M 阳性的

1173 为供体菌，以利福平耐药大肠杆菌 EC600 

(LacZ−，NalR，RifR)为受体菌进行接合转移实验。

将受体菌和供体菌分别接种于 BHI 肉汤中过夜培

养，分别取 3 mL 供体菌和受体菌混合，4 °C 下

3000×g 离心 5 min，加入 80 μL BHI 肉汤吹打悬浮，

点加于贴在 BHI 琼脂培养基的滤膜上(1 cm2 大

小，0.45 μm 孔径)，37 °C 倒置培养 12–18 h。取

滤膜用适量 BHI 肉汤培养基(200 μg/mL 氨苄西

林，2.5 mg/mL 利福平)将菌体洗下，涂布于含有

200 μg/mL 氨苄西林和 2.5 mg/mL 利福平的 BHI

琼脂培养基上，37 °C 倒置培养 24–28 h 后的单菌

落即为接合子(1173-CTXM-EC600)。以 ISEcp1-F1/ 

orf477-R1 为引物对，PCR 鉴定接合子是否存在

blaCTX-M 基因，利用质谱及 16S rRNA 基因扩增测

定接合子是否为受体菌，并对接合子进行双纸片

协同扩散法的 ESBL 确证实验。 

1.5  MIC 测定 

采用 VITEK® 2 仪器进行 MIC 的检测(法国梅

里埃公司)，并按照 CLSI[13]文件标准进行判定。 

1.6  质粒基因组序列测定及生物信息学分析 

将宋内志贺氏菌 1173 中携带 blaCTXM 的质粒

命名为 p1173-CTXM，用 Qiagen Large Construct 

Kit 提取接合子 1173-CTXM-EC600 的质粒 DNA，

用 Illumina HiSeq 2500 进行高通量全基因组鸟枪

法测序，并对 GenBank 中的数据进行 BLASTn 比

对分析，查找近缘质粒，并以近缘质粒的序列为

参考用 Velvet 软件进行序列拼接，然后采用 PCR

和 Sanger 双脱氧链终止法测序技术对缺失部分进

行 补 充 ， 获 得 质 粒 序 列 全 长 。 对 全 序 列 利 用

GeneMarkS 和 RAST 对全序列进行基因预测，随

后通过对 NR 库、UniProtKB/Swiss-Prot 等数据库

进行比对分析，对预测的编码区基因进行注释。

移动元件利用 ISfinder、INTEGRALL 及 Tn number 

registry 网站进行预测分析，并进行精细注释。使

用 Inkscape v0.48 软件进行质粒图谱的绘制。 

1.7  序列登录号 

将 p1173-CTXM 全序列及注释结果提交至

GenBank，登录号为 KY174331。 

2  结果和分析 

2.1  ESBL 确证实验 

双纸片协同扩散法结果表明(图 1)，1173 对头

孢噻肟/克拉维酸的抑菌圈为 35 mm，对头孢噻肟的

抑菌圈为 10 mm，相差 25 mm≥5 mm；对头孢他

啶/克拉维酸的抑菌圈为 30 mm，对头孢他啶的抑菌

圈为 21 mm，相差 9 mm≥5 mm。因此，1173 确证

产 ESBL。同理，1173-CTXM-EC600 亦产 ESBL。 
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图 1.  双纸片协同扩散实验 

Figure 1.  Double-disk synergy test. Each experiment was conducted with three parallel replicates: three plates 
inoculated with three independent bacterial cultures of strains 1173 and its transconjugant strains 
p1173-CTXM-EC600, respectively. Only a representative figure is shown here. CA: clavulanic acid; CAZ: 
ceftazidime; CTX: cefotaxime. 

 

2.2  耐药基因扩增及 CTX-M 全序列测定 

利用 PCR 方法对 1173 及接合子 1173-CTXM- 

EC600 进行 ESBL 基因及碳青霉烯耐药基因的鉴

定结果表明(图 2)，1173 及其接合子 1173-CTXM- 

EC600 都能扩增出 blaCTX-M-1G 基因，且 PCR 扩增

产物片段大小与理论值一致。利用 ISEcp1-F1/ 

orf477-R1 引物进一步扩增及序列分析表明，该基

因亚型为 blaCTX-M-64。此外，1173 还含有 blaTEM

基因，而其接合子无 blaTEM 基因。这表明，1173

只有 blaCTX-M-64 能够通过接合转移进入受体菌。 
 

 
图 2.  ESBL 及碳青霉烯酶基因 PCR 扩增结果 

Figure 2.  PCR detection of bla genes. Strains 1173 
and p1173-CTXM-EC600 were screened for the major 
ESBL and carbapenemase genes with PCR. Of all the bla 
genes tested, blaCTX-M-64, blaTEM were present in 1173, but 
only blaCTX-M-64 was detected in p1173-CTXM-EC600. 

2.3  MIC 测定结果 

采用VITEK® 2 仪器对菌株1173 及1173-CTXM- 

EC600 的 MIC 检测结果(表 1)表明，二者均对氨

苄西林、氨苄西林/舒巴坦、氨曲南、头孢唑啉、

头孢曲松、头孢吡肟耐药，均对亚胺培南、厄他

培南、环丙沙星、左氧氟沙星、呋喃妥因和替加

环素敏感；而对头孢西丁、阿米卡星、庆大霉素、

妥布霉素和复方新诺明，1173 均表现为耐药，

1173-CTXM-EC600 表现为敏感。 

2.4  质粒基因组序列测定及生物信息学分析 

对质粒 p1173-CTXM 的高通量测序结果表

明，该质粒全长为 63530 bp，平均 G+C%含量为

42.3%，预测有 90 个开放阅读框(ORF) (图 3)，平

均基因长度为 706 bp。将 p1173-CTXM 的序列与

GenBank 的 nr/nt 核酸数据库进行 BLASTn 比对分析

表明，p1173-CTXM 与 IncI2 型质粒 p1081-CTXM 

(GenBank 登录号 KJ460501)[16]和 pHN1122-1 

(GenBank 登录号 JN797501)[17]为近缘质粒，其覆

盖率(Coverage)和一致性(Identity)分别为 97%和 
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表 1.  MIC 结果 
Table 1.  Antimicrobial drug susceptibility profiles 

Category Antibiotics 
MIC (mg/L)/antimicrobial susceptibility 

1173 1173-CTXM-EC600 EC600 

Penicillins 
Ampicillin ≥32R ≥32R 16I 

Ampicillin/sulbactam ≥32R ≥32R 4S 

Monobactams Aztreonam 32R ≥64R ≤1S 

Cephalosporins Cefazolin ≥64R ≥64R ≤4S 

 
Ceftriaxone ≥64R ≥64R ≤1S 

 
Cefoxitin ≤4R 8S 8S 

 
Cefepime ≥64R ≥64R ≤1S 

Carbapenems 
Imipenem ≤1S ≤1S ≤1S 

Ertapenem ≤0.5S ≤0.5S ≤0.5S 

Fluoroquinolones 
Ciprofloxacin 0.5S ≤0.25S ≤0.25S 

Levofloxacin 2S ≤0.5S 0.5S 

Furanes Levofloxacin ≤16S ≤16S ≤16S 

Aminoglycosides 

Amikacin ≤2R ≤2S ≤2S 

Gentamicin ≥16R ≤1S ≤1S 

Tobramycin 4R ≤1S ≤1S 

Sulfanilamides Trimethoprim/sulfamethoxazole ≥320R ≤20S ≤20S 

Tetraciclinas Tigecycline 1S ≤0.5S ≤0.5S 

S: susceptible; I: intermediate; R: resistant. 
 
99%。对 p1173-CTXM 质粒序列进行生物信息学

分析表明，p1173-CTXM 的结构可以分为骨架区

(Backbone)和外源插入区(Accessory modules)两部

分。骨架区含有保守的 IncI2 质粒骨架区基因，又

可进一步分为质粒复制区(Plasmid replication)、质

粒稳定区(Plasmid maintenance)和质粒接合转移区

(Conjugal transfer)。质粒复制区编码与质粒复制相

关的质粒复制起始蛋白 RepR/RepA，质粒稳定区

编码与质粒稳定相关的 Mok/Hok 蛋白等，质粒接

合转移区编码与质粒接合转移相关的 NikABC 和

菌毛蛋白 Pil/Tra 等。 

p1173-CTXM 的 外源插入 区由插入 序列

ISEcp1和其携带的耐药基因 blaCTX-M-64 组成的 

ISEcp1-blaCTX-M-64-Δorf477 转座单元和插入序列

IS2 组成。ISEcp1-blaCTX-M-64-Δorf477 转座单元长

度为 3080 bp，两端为同源重组形成的 5 bp 正向重

复序列(Direct repeat，DR)。ISEcp1由两端的 14 bp

反向重复序列[Inverted repeat left (IRL) (5′-GGAT 

CTAAGATGCA-3′)和 Inverted repeat right (IRR-1) 

(5′-ACGTGGAATTTAGG-3′)]和 1263 bp 的转座酶

(Transposase，tnpA)基因组成。 

p1173-CTXM 还携带有 2 个近缘质粒所没有

的 IS2；此外，与 p1081-CTXM 和 pHN1122-1 相

比，p1173-CTXM 分别有 1.1 kb 和约 500 bp 的片

段发生了颠转(图 4)。 
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图 3.  质粒 p1173-CTXM 全序列示意图 

Figure 3.  Schematic map of the sequence of plasmid p1173-CTXM. Genes are denoted by arrows and colored 
according to gene function classification. The innermost circle presents GC skew ([G−C]/[G+C]) with a window 
size of 500 bp and a step size of 20 bp. The next-to-innermost circle presents GC content. The backbone and 
accessory module regions are also shown. 
 

3  讨论 

目前，已报道的 CTX-M 基因已有 180 余种亚型

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/beta-lactam

ase-data-resources)，根据氨基酸序列的异质性可以 

分为 6 个群，其中 Group 1 和 Group 9 是世界范围

内最主要的流行群。blaCTX-M-64 隶属于 Group 1，

是 blaCTX-M-55 和 blaCTX-M-14 的杂合体[18]。已报道的

宋内志贺氏菌携带的 CTX-M 至少有 10 种亚型，

如 CTX-M-2、CTX-M-3、CTX-M-14、CTX-M-15、 
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图 4.  p1173-CTXM 与近缘质粒序列线性比较 

Figure 4.  Linear comparison of sequenced plasmid p1173-CTXM. Genes are denoted by arrows colored according 
to gene function classification. Shaded regions denote regions of homology (>95% nucleotide identity). 

 

CTX-M-55 和 CTX-M-64 等，而在中国，常见的类

型为 CTX-M-14、 CTX-M-15 和 CTX-M-55[16] 。

blaCTX-M 通常由插入序列 ISEcp1 和 ISCR1 或噬菌体

相关序列携带，形成 ISEcp1-blaCTX-M-IS903D 或

ISEcp1-blaCTX-M-orf477 转座单元，在相同或不同

种属的肠杆菌科细菌间进行水平转移、传播[11]。 

ISEcp1 属于 IS1380 家族，与普通的插入序列

不同，ISEcp1 为单末端插入序列，它仅靠单个插入

序列即可介导其下游邻近的耐药基因进行转移，从

而 大 大 提 高 了 耐 药 基 因 转 移 的 概 率 [19–20] 。 在

p1173-CTXM 的 ISEcp1-blaCTX-M-64-Δorf477 转座单

元中，ISEcp1 通过识别其自身的 IR 和转座单元下

游 另 外 一 个 与 IRR-1 序 列 高 度 相 似 的 IRR-2 

(5′-ACGTAGGTCCCAGG-3′)介导 ISEcp1-blaCTX-M-64- 

Δorf477 转座单元整体在细菌间的传播[16,19]。ISEcp1

的 IRR-1 与 blaCTX-M-64的起始密码子 ATG 间有 45 bp

间隔区(Spacer)。常见的间隔区还有 42 bp 和 127 bp

等形式，其长短可影响 blaCTX-M-64 的表达[21]。对

GenBank 中的 blaCTX-M-64 序列分析表明，CTX-M-64

质粒的宿主菌范围比较窄。目前已报道的携带

CTX-M-64 质粒的宿主菌有大肠埃希菌(GenBank

登 录 号 KX013540 、 KJ020576 、 KP091735 、

AB976601、KC576517、GQ456156)、阴沟肠杆菌

(GenBank 登录号 GQ300937)等，本研究是第一例关

于宋内志贺氏菌携带完整的 ISEcp1-blaCTX-M-orf477

转座单元的报道。 

本研究中从腹泻患者大便样本中分离到一株产

ESBL 的宋内志贺氏菌 1173，PCR 检测表明其携带

2 种 ESBL 编码基因——blaCTX-M-64 和 blaTEM。接合

转移实验获得一个接合子 1173-CTXM-EC600，也为

产 ESBL 菌株，但其只携带 blaCTX-M-64 耐药基因，这

说明 blaCTX-M-64 和 blaTEM 在 1173 基因组中的位置可

能是不同的：blaCTX-M-64 位于质粒上，且可通过性菌

毛接合转移至受体菌 EC600 中，同时使接合子

1173-CTXM-EC600 获得了 blaCTX-M-64 编码的 ESBL

表型；blaTEM 可能位于另一个不可接合质粒上或者

染色体上(对后期基因组测序结果分析表明，其位于

染色体上)。MIC 测定结果可以看出，1173 和

1173-CTXM-EC600 对青霉素类、单环 β-内酰胺类、

一代、二代和四代头孢菌素类、碳青霉烯类、喹诺

酮类、呋喃类、四环素类抗菌药物的敏感性一致，

都对青霉素类、单环 β-内酰胺类、一代、二代和四

代头孢菌素类耐药，说明 1173 对这些药物的耐药性

是由携带 blaCTX-M-64 的质粒介导的，并可通过性菌毛

将耐药性传递给受体菌。 
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Bacterial plasmid genome analysis and the mechanism of 
resistance gene transfer in the clinical Shigella sonnei isolate 
1173 
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Abstract: [Objective] To sequence and analyze plasmid p1173-CTXM from the clinical multidrug-resistant 

Shigella sonnei isolate 1173 with the aim of investigating the mechanism of blaCTX-M-64 resistance gene transfer. 

[Methods] A double-disk synergy test was conducted to determine if strain 1173 produced extended-spectrum 

beta-lactamase (ESBL), then antibiotic resistance genes were PCR-amplified and sequenced. Conjugation 

experiments were used to verify the transferability of plasmids carrying ESBL genes. The transconjugant was 

detected to certify the production of ESBL and the existence of corresponding resistance genes. Strains 1173 and 

1173-CTXM-EC600 underwent testing for antimicrobial drug susceptibility. Plasmid p1173-CTXM-EC600 was 

sequenced by high-throughput genomic sequencing to illustrate the mechanism of resistance gene transfer. [Results] The 

multidrug-resistant isolate Shigella sonnei 1173 was shown to be an ESBL-producing strain and to carry the antibiotic 

resistance genes blaCTX-M-64 and blaTEM; however, only blaCTX-M-64 was horizontally transferred to the recipient strain 

EC600 which endowed the corresponding antibiotic resistant profiles to EC600. Sequencing and bioinformatics analysis 

revealed that the resistance gene blaCTX-M-64 was carried by the ISEcp1-blaCTX-M-64-Δorf477 transposition unit. 

[Conclusion] The resistance gene blaCTX-M-64 carried by plasmid p1173-CTXM mediated the resistance of Shigella 

sonnei isolate 1173 to multiple antibacterial agents. Horizontal transfer of blaCTX-M-64 was mediated by the 

ISEcp1-blaCTX-M-64-Δorf477 transposition unit. 

Keywords: Shigella sonnei, plasmid, multidrug resistance, transposition unit, mobile element, blaCTX-M-64 
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