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摘   要：【目的】调查野生鸟类携带菌的耐药状况，探索其在细菌耐药性传播过程中的作用。

【方法】从野生鸟类石鸡、绯胸鹦鹉、太阳锥尾鹦鹉和黑领椋鸟的新鲜粪便分离 4 株 Klebsiella 
pneumoniae，采用微量肉汤稀释法评估其多重耐药表型，并利用全基因组测序技术和细菌全因

组关联分析、比较基因组学方法对分离株进行分子溯源，系统解析其携带的多重耐药质粒或基

因与其宿主、同源质粒间的关联。【结果】4 株肺炎克雷伯菌的耐药谱各不相同，来自石鸡样本

的分离株 S90-2 对 9 种药物耐受，绯胸鹦鹉样本分离株 S141 对 3 种药物耐受，太阳锥尾鹦鹉分

离株 M911-1 仅耐受氨苄西林，黑领椋鸟的样本分离株 S130-1 对所使用的 14 种药物完全敏感。

S90-2 属于 ST629 型，携带 blaCTX-M-14、fosA6、aac(3)-Iid 和 blaSHV-11 为主的 30 个耐药基因和携

带 1 个耐药性质粒 pS90-2.3 (IncR 型)。S141 属于 ST1662 型，携带 fosA5、blaSHV-217 等 27 个耐

药基因，1 个质粒 pS141.1 [IncFIB(K)(pCAV1099-114)/repB 型]仅携带耐药基因 adeF。M911-1
为新 ST 类型，携带 blaSHV-1、fosA6 等共计 27 个耐药基因，其质粒 pM911-1.1 携带了 3 个耐药
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基因。S130-1 属于 ST3753 型，携带 blaSHV-11、fosA6 等 27 个耐药基因，pS130-1 [IncFIB(K)型]
则仅携带一个耐药基因 tet(A)。质粒比对表明，质粒 pS90-2.3 携带的耐药基因片段源自不同的

肠杆菌科菌株染色体或质粒。pS90-2.3 的同源质粒主要来自人类宿主菌，且主要在中国分布，

这些质粒主要细菌宿主为 K. pneumoniae 和 Escherichia coli，且 ST11 型 K. pneumoniae 分离株为

重要宿主菌。【结论】本研究中来自野生鸟类的多重耐药 K. pneumoniae，其耐药基因主要来自

质粒，质粒耐药基因主要由转座子、插入序列、整合子和前噬菌体等可移动元件介导，这些多

重耐药质粒与人类的宿主菌密切相关。 

关键词：野生鸟类；多重耐药菌；肺炎克雷伯氏菌；耐药质粒  

Molecular evolutionary characterization of multidrug-resistant 
Klebsiella pneumoniae genes isolated from wild birds 
WANG Xue1, WANG Meng1,2, ZHAO Jia՚nan1, JI Fang1, WU Bin1, WANG Xuejing3,  
QIN Jianhua2, WANG Chengmin1* 
1 Guangdong Key Laboratory of Animal Conservation and Resource Utilization, Guangdong Public Laboratory of 

Wild Animal Conservation and Utilization, Institute of Zoology, Guangdong Academy of Sciences,  
Guangzhou 510260, Guangdong, China 

2 College of Veterinary Medicine, Hebei Agricultural University, Baoding 071000, Hebei, China 
3 Hebei Institute of Animal Husbandry and Veterinary Medicine, Baoding 071000, Hebei, China 

Abstract: [Objective] To investigate the drug resistance status of wild birds carrying bacteria and to 
explore their role in the transmission of bacterial drug resistance. [Methods] Four Klebsiella 
pneumoniae were isolated from fresh feces of captured Alectoris chukar, Psittacula alexandri, Aratinga 
solstitialis and Sturnus nigricollis, and were assessed for multidrug resistance phenotypes by 
micro-broth dilution method. Bacterial genome-wide association analysis and comparative genomics 
were used to trace the isolates and systematically analyze the association between the multidrug resistance 
plasmids/genes and their hosts/homologous plasmids. [Results] Four strains of K. pneumoniae showed 
different drug resistance phenotypes. Specifically, S90-2 from A. chukar was resistant to nine drugs 
including ampicillin, cefuroxime, cefazolin, ceftriaxone and cefepime; S141 from P. alexandri was 
resistant to ampicillin, cefuroxime and cefazolin; M911-1 from A. solstitialis was resistant to ampicillin 
only; S130-1 from S. nigricollis was sensitive to all of the 14 drugs. S90-2 belonged to ST629 type and 
carried 30 resistance genes including blaCTX-M-14, fosA6, aac(3)-Iid and blaSHV-11, and its plasmid 
pS90-2.3 (IncR) carried resistance genes of mphA, dfrA12, aadA2, qacEdelta1, sul1, tet(A), aph(3')-Ia, 
sul2 and aph(3'')-Ib. S141 belonged to ST1662 type and carried 27 resistance genes including fosA5 and 
blaSHV-217, and only plasmid pS141.1 [IncFIB(K)(pCAV1099-114)/repB] carried one resistance gene 
adeF. M911-1 was a new ST type, carrying 27 resistance genes such as blaSHV-1 and fosA6, and its 
plasmid pM911-1.1 (novel) carried three resistance genes qnrS1, blaLAP-2 and tet(A). S130-1 belonged 
to ST3753 type, carrying 27 resistance genes such as blaSHV-11 and fosA6, and its plasmid pS130-1 
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[IncFIB(K)] carried only one resistance gene tet(A). The plasmids pM911-1.1 and pS90-2.3 failed to 
perform conjugative transfer, but their resistance gene fragments were derived from multiple 
homologous chromosomes or plasmids of Enterobacteriaceae strains, and the formation of resistance 
gene fragments (MDR region) involved interactions between multiple mobile element genes, resulting 
in a complex and diverse structure of resistance plasmid. The homologous plasmids related to 
pM911-1.1 and pS90-2.3 were mainly from human bacteria hosts in China, such as K. pneumoniae and 
Escherichia coli, and the K. pneumoniae ST11 was a major host for the above drug-resistant 
homologous plasmids. [Conclusion] The multidrug-resistant K. pneumoniae from wild birds in this 
study had resistance genes mainly from plasmids, which were mediated by transposons, insertion 
sequences, integrons and prophage and other mobile elements, and these multidrug-resistant plasmids 
were closely related to the human host bacteria. 

Keywords: wild birds; multidrug-resistant bacteria; Klebsiella pneumoniae; drug-resistant plasmids 
 

抗生素类药物滥用所致的抗生素耐药性

(anti-microbial resistance，AMR)问题日益严峻，

目前被视为全球公共卫生的主要威胁[1]。而质

粒、插入序列、转座子和噬菌体等可移动基因

元件可介导抗生素耐药基因在菌株间横向转

移，使得抗生素效力日益衰减 [2]。我们在前期

研究中发现，动物园的赤袋鼠携带多重耐药

Klebsiella pneumoniae 分离株 M297-1，与人类

宿主分离株同源性超过 95%，其染色体基因组

与 2 个质粒携带 blaCTX、blaTEM、aph、aac、qnr
和 fos 等多种耐药基因，与耐药表型密切相

关，且其质粒具有共轭转移能力 [3]。马来穿

山甲携带的 Proteus mirabilis 染色体中发现

了包括碳青霉烯酶 blaOXA-1 和 blaNDM-1 在内的

多种耐药基因，且与 IS26 型插入序列、Inti1
型整合酶等可移动元件有关[4]。此外马来穿山甲

来源的 Escherichia coli 分离株 M172-1 携带

IncX1/IncX1 型多复制子质粒 pM172-1.3，该质

粒 携 带 完 整 的 Is26/Inti1/arr-2/cmlA5/blaOXA-10/ 
ant(3'')-IIa/dfrA14/Is26 结 构 ， 可 能 由 2 个

pM172-1.4 质粒(IncX 型)拷贝融合形成，赋予菌

株更为广泛的抗生素耐药性[5]。由野生动物来

源细菌分离株携带的 β-内酰胺类、氨基糖苷类、

磺胺类和四环素类等多种耐药基因在世界各地

广泛扩散[6–9]。 
野生鸟类栖息地与人类活动区域存在明显

交叉，使其可能成为 AMR 菌株的重要宿主和

传播者[10]，每年约有 50 亿只候鸟飞越各大洲，

导致多种病原体的全球流行 [11]。研究认为，

ARGs 多样性与人类密度密切相关[12]，粪污、

废水等也可能有助于 ARGs 传播[13]。澳大利亚

野 生 银 鸥 (Chroicocephalus novaehollandiae) 
Salmonella enterica 分离株 SG17-135，对 β-内
酰胺类、大环内酯类、氨基糖苷类、磺胺类等

多种药物耐受，其携带了 IncHI2 型多重耐药

(multidrug resistance，MDR)质粒 pSG17-135-HI2，

该质粒携带了包括 blaCTX-M-55 在内的 16 个耐药

基 因 [14] 。 从 尼 日 利 亚 伊 巴 丹 野 生 牛 背 鹭

(Bubulcus ibis)和白脸树鸭(Dendrocygna viduata)
分离的 Escherichia coli 分离株，携带了 blaCTX-M

家族耐药基因，而牛背鹭分离株携带了更多的

ARGs，同时也携带了以 intI1 型整合酶基因为

主的整合子[15]。Yuan 等的研究发现，野生候鸟

携带了多重耐药的 Escherichia coli，478 株中的

43.7%耐受 β-内酰胺类药物，22.6%耐受四环素

类药物，73 株为多重耐药菌，携带的耐药基因
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主要包括 blaCTX-M、blaTEM-1、tet(A)、tet(B)、

tet(M)、sul1、sul2、sul3、cmlA 和 floR 等[16]。

罗马尼亚多瑙河三角洲野生鸟类携带的 Vibrio 
spp.分离株，76 个分离株中的 81.57%具有多重

耐药表型，主要耐受药物包括青霉素类、氨基

糖苷类和大环内酯类，同时也证实了野生候鸟

携带的 Vibrio spp.致病性和耐药性均高于野生

留鸟 [17]。来自西班牙野生鸟类携带的分离株

Staphylococcus 属于 MDR，且携带大量毒力基

因 lukF/S-PV、tst、eta、etb、etd 和 scn[18]。因

此 探 究 野 生 鸟 类 携 带 菌 株 耐 药 性 对 于 揭 示

AMRs 的扩散传播方式及建立相应防控措施具

有重要生物学意义。 

1  材料与方法 
1.1  菌株 

4 株 K. pneumoniae 均由本实验室分离保

藏，其中石鸡分离株 S90-2 和太阳锥尾鹦鹉分

离株 M911-1 的样品来自广东省广州市，绯胸鹦

鹉分离株 S141 和黑领椋鸟分离株 S130-1 来自广

西 河 源 市 。 将 菌 株 培 养 在 麦 康 凯 琼 脂 平 板 
(BeijingSanYao Science & Technology Development 
Co)表面，35.2 °C 条件下培养 18 h，挑取单个

菌落，于 Mueller-Hinton Broth (MHB)液体培养

基中，35.2 °C 条件下培养 18 h 获得富集液，以

备后续实验使用。同时，部分菌液被用于 16S 
rRNA 基因测序(RuBiotech)以确定其种属。 

1.2  药敏试验 
参照 CLSI 2021 年发布的《抗菌药物敏感

性试验标准》[19]与 EUCAST 2021 年发布的《欧

盟药敏试验标准》[20]，使用微生物药敏试剂盒

(BIO-KONT)进行微量肉汤稀释法检测氨苄西

林、头孢呋辛、头孢唑林、头孢曲松、头孢吡

肟、氨苄西林/舒巴坦、哌拉西林/他唑巴坦、美

罗培南、庆大霉素、阿米卡星、氯霉素、左氧

氟沙星、磺胺甲恶唑/甲氧苄啶和替加环素共计

14 种药物的最低抑菌浓度(minimum inhibitory 
concentration，MIC)，以评估其多重耐药表型。

使用参考菌株 Escherichia coli ATCC 25922 作

为质控菌株。 

1.3  全基因组测序 
利用 Nanopore 测序平台进行全基因组测

序(Biomarker Technologies)[21–22]。提取高质量基

因组 DNA，利用 Nanodrop、Qubit 和 0.35%琼

脂糖凝胶电泳进行纯度、浓度和完整性质检；

通过 BluePippin 全自动核酸回收系统回收大片

段 DNA；文库构建(SQK-LSK109 连接试剂盒，

包括 DNA 损伤修复和末端修复、接头连接、磁

珠纯化和 Qubit 文库定量)；上机测序。获得数

据后，过滤低质量和长度过短的 subreads，使

用软件 Canu v1.5 对过滤后的 subreads 进行从头

组装，并使用软件 Pilon 对组装后的 draft 基因组

进行纠错，构建基因组 DNA 文库，完成预估大

小为 6 M 的细菌完成图测序，测序深度≥100 X，

0 gap。 

1.4  基因组功能注释 
利用 Nr、Uniprot、COG 和 KEGG 等通用

数据库，转座子注册表 TN Number Registry 
(https://transposon.lstmed.ac.uk/)、插入序列数据

库 ISfinder (https://www-is.biotoul.fr/index.php)
和整合子数据库 INTEGRALL (http://integrall. 
bio.ua.pt/)等专有数据库对测序数据进行注释，

PlasmidFinder 数据库(https://cge.cbs.dtu.dk/services/ 
PlasmidFinder/)用于分析质粒的不相容群类型。

利用数据库 CARD (The Comprehensive Antibiotic 
Resistance Database，https://card.mcmaster.ca/home)，
检索耐药性基因。同时，提取 7 个保守持家基

因(rpoB、gapA、mdh、pgi、phoE、infB 和 tonB)
序列，利用 BIGSdb-Pasteur (https://bigsdb.pasteur.fr/)
提供的 K. pneumoniae MLST 分型数据库确定菌
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株序列类型(ST)。使用核糖体 MLST 数据库

(rMLST，https://pubmlst.org/species-id)确定菌株

种属信息。 

1.5  耐药质粒基因组分析 
依据 CARD 数据库注释结果，选取多重耐药

质粒 pM911-1.1 和 pS90-2.3，用 SnapGene Software 

(from Insightful Science；available at snapgene.com)

绘制质粒图谱。利用 NCBI 对质粒耐药基因片

段进行 BLAST，利用软件 EasyFig[23]对耐药基

因及其上下游耐药基因相关元件差异情况进行

深入比较(相似度≥95%)。在质粒数据库 PLSDB 

(https://ccb-microbe.cs.uni-saarland.de/plsdb/) 中 检

索相似质粒(检索条件限制为 Max.p-value=0，

Max.distance=0.04，Per.Ident≥60%)，收集其分

离年份、国家和宿主信息。选取部分相似质粒(相

似度≥90%)进行质粒基因组，用软件 Mauve[24]

绘图。 

1.6  全基因组进化树构建 
根据 PLSDB 数据库检索到的相似质粒结

果(相似度≥95%)，选取部分质粒的宿主分离株

K. pneumoniae 进行 MLST 分型，利用工具

REALPHY 1.13[25]构建全基因组进化树。 

2  结果与分析 
2.1  K. pneumoniae 分离株的耐药表型 

总体而言，4 株 K. pneumoniae 的耐药性各

不相同。来自石鸡样本的分离株 S90-2 耐受    
9 种药物(共 14 种药物)，包括氨苄西林、头孢

呋辛、头孢唑林、头孢曲松、头孢吡肟、庆大

霉素、氯霉素、左氧氟沙星和磺胺恶唑/甲氧苄

啶；来自绯胸鹦鹉样本的分离株 S141 对氨苄西

林、头孢呋辛、头孢唑林和庆大霉素高度耐受；

来自太阳锥尾鹦鹉的分离株 M911-1，仅对氨苄

西林耐受；来自黑领椋鸟的样本分离株 S130-1
对 14 种药物均敏感(表 1)。4 株 K. pneumoniae 均

对 β-内酰胺酶抑制剂类哌拉西林/他唑巴坦、碳

青霉烯类药物美罗培南、半合成氨基糖苷类药

物阿米卡星和甘氨酰环素类药物替加环素敏感

(表 1)。 

2.2  K. pneumoniae 分离株的基因组结构

组成分析 
分离株 S90-2 染色体全长 5 374.786 kb，属

于 ST629 型，基因组携带 12 个基因岛，同时携

带包括 blaCTX-M-14、fosA6、aac(3)-Iid 和 blaSHV-11

在内的 30 个耐药基因。S90-2 共携带 3 个质粒， 

 
表 1  Klebsiella pneumoniae 的耐药表型 
Table 1  Drug resistance of strains 
Name Host Non-susceptible phenotypea Susceptible phenotypea 

S90-2 Alectoris chukar AMP, CXM, CZO, CRO, FEP, GEN, 
CHL, LVX, SXT 

SAM, TZP, MEM, GEN, AMK, CHL, LVX, 
SXT, TGC 

S141 Psittacula alexandri AMP, CXM, CZO, GEN TZP, MEM, GEN, AMK, CHL, LVX, SXT, TGC 

M911-1 Aratinga solstitialis AMP CXM, CZO, CRO, FEP, SAM, TZP, MEM, GEN, 
AMK, CHL, LVX, SXT, TGC 

S130-1 Sturnus nigricollis N/A AMP, CXM, CZO, CRO, FEP, SAM, TZP, MEM, 
GEN, AMK, CHL, LVX, SXT, TGC 

aAMP: ampicillin; CXM: cefuroxim; CZO: cefazolin; CRO: ceftriaxone; FEP: cefepime; SAM: ampicillin/sulbactam; TZP: 
piperacillin/tazobactam; MEM: meropenem; GEN: gentamicin; AMK: amikacin; CHL: chloramphenicol; LVX: levofloxacin; 
SXT: trimethoprim/sulfamethoxazole; TGC: tigecycline; N/A: not applicable. Penicillins: AMP; cephalosporins: CXM, CZO, 
CRO, FEP; β-lactamaseinhibitors: SAM, TZP; carbapenems: MEM; aminoglycosides: GEN, AMK; chloramphenicols: CHL; 
fluoroquinolones: LVX; sulfonamides: SXT; glycylcyclones: TGC. 
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分 别 被 命 名 为 pS90-2.1 (110.388 kb ， IncFIB 
(pKPHS1)型)、pS90-2.2 (109.675 kb，IncFIA(HI1)/ 
IncFII(K)型)和 pS90-2.3 (57.825 kb，IncR 型)，
仅 pS90-2.3 携带耐药基因，主要包括 mphA、

dfrA12 、 aadA2 、 qacEdelta1 、 sul1 、 tet(A) 、

aph(3')-Ia、sul2 和 aph(3'')-Ib (表 2，附表 1)。 
分离株 S141 染色体全长 5 383.698 kb，属

于 ST1662 型，基因组携带 9 个基因岛，携带

27 个耐药基因，主要包括 fosA5、blaSHV-217 等重

要基因。S141 携带了 2 个质粒，分别被命名为

pS141.1 (194.302 kb，IncFIB(K)(pCAV1099-114)/ 
repB 型)和 pS141.2 [112.160 kb，IncFIB (pKPHS1)
型]。只有质粒 pS141.1 携带了一个耐药外排泵

基因 adeF (表 2，附表 1)。分离株 M911-1 染色

体全长 5 211.192 kb，可能为新的 ST 类型，基

因组携带 15 个基因岛，27 个耐药基因，包括

blaSHV-1、fosA6 等重要基因。其携带了 3 个质粒，

分别被命名为 pM911-1.1 (75.711 kb，novel 型)、
pM911-1.2 (85.824 kb，IncR/IncFII (pCTU2)型)
和 pM911-1.3 (21.377 kb，novel 型)。仅质粒

pM911-1.1 携带了 3 个耐药基因 qnrS1、blaLAP-2

和 tet(A)，其余 2 个质粒未携带耐药基因(表 2，

附表 1)。分离株 S130-1 染色体全长 5 249.027 kb，

属于 ST3753 型，基因组携带 10 个基因岛，27 个

耐药基因，包括 blaSHV-11、fosA6。S130-1 携带

了 1 个质粒，被命名为 pS130-1 [150.355 kb，

IncFIB(K)型]，其仅携带 1 个耐药基因 tet(A)  
(表 2，附表 1)。 

2.3  多重耐药质粒 pM911-1.1 和 pS90-2.3
质粒基因同源性分析 

质粒 pM911-1.1 全长 75 711 bp，在基因岛

pM911-1.1-GI-1 (3–35 601 bp)上存在 trbB、

traY、traL、traI 和 traJ 共轭转移调控基因，但

并未发现 finO 基因与完整 tra/trb 基因簇，其不

具备共轭转移能力。基因岛 pM911-1.1-GI-2  
(40 687–45 449 bp)上则存在 1 个 intI2 转座酶基

因 ， 但 该 基 因 上 下 游 未 发 现 耐 药 基 因 。

PlasmidFinder 数据库中未检索到 repA 所属的不

相容群类型，可能是新的不相容群质粒(图 1A)。
进一步分析，pM911-1.1 携带一个 MDR 区域(大 

 
表 2  野生鸟类肺炎克雷伯氏菌分离株基因组和质粒携带耐药基因 
Table 2  Genomic information of Klebsiella pneumoniae isolates from wild birds 
Chromosome group or plasmid 
name of strain 

ST typea PlasmidFindera Movable resistance determinantsa 

Chr-S90-2 ST629 N/A blaCTX-M-14, fosA6, aac(3)-Iid, blaSHV-11 
pS90-2.1 N/A IncFIB(pKPHS1) N/A 
pS90-2.2  IncFIA(HI1)/IncFII(K) N/A 
pS90-2.3 N/A IncR mphA, dfrA12, aadA2, qacEdelta1, sul1, 

tet(A), aph(3')-Ia, sul2, aph(3'')-Ib 
Chr-S141 ST1662 N/A fosA5, blaSHV-217 
pS141.1 N/A IncFIB(K)(pCAV1099-114)/repB N/A 
pS141.2 N/A IncFIB(pKPHS1) N/A 
Chr-M911-1 Novel N/A blaSHV-1, fosA6 
pM911-1.1 N/A Novel qnrS1, blaLAP-2, tet(A) 
pM911-1.2 N/A IncR/IncFII(pCTU2) N/A 
pM911-1.3 N/A Novel N/A 
Chr-S130-1 ST3753 N/A blaSHV-11, fosA6 
pS130-1 N/A IncFIB(K) tet(A) 
aN/A: not applicable. 
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图 1  多重耐药质粒 pM911-1.1、pS90-2.3 的质粒图谱 
Figure 1  Plasmid profiles of multi-drug resistant plasmids pM911-1.1 and pS90-2.3. 
 
小为 13 104 bp，50 659–63 762 bp，图 2A)，包含

3 个耐药基因 qnrS1、blaLAP-2 和 tet(A)及其上下

游转座元件。BLAST 比对发现，该基因区域与中

国杭州分离的 K. pneumoniae 质粒 pCRKP78R- 
4-tetA、浙江 K. pneumoniae 质粒 p4_L39、日本

东京 Raoultella ornithinolytica 质粒 pWP8-W19- 
CRE-01_3 和瑞士 K. grimontii 质粒 p2481359-2
携带的耐药基因结构高度同源(图 2B，附表 2)。
此外，pM911-1.1 MDR 区域中一个大小 1 180 bp
基 因 片 段 (54 463–55 643 bp) ， 包 含 ISEcl1 
insC21、ISRso10 transposase 和 ISMaq2 insD   
3 部分，而同源质粒 pCRKP78R-4-tetA、p4_L39、

pWP8-W19-CRE-013 和 p2481359-2 该区域则为

完整的 IS3 家族转座酶基因。质粒 pM911-1.1 携

带的四环素类耐药基因 tet(A) (60 925–62 124 bp)
在质粒 p2481359-2 相应片段中缺失(图 2B)。 

质粒 pS90-2.3 全长 57 825 bp，PlasmidFinder
数据库 BLAST 分析表明，位于其基因岛 pS90- 

2.3-GI-1 (5 483–20 485 bp)区域的复制调控蛋白

基因 repB 属于 IncR 型。基因岛 pS90-2.3-GI-2  
(47 134–52 200 bp)，主要包含 TnAs1、IS15DIV
和 IS26 家族转座酶基因(图 1B)。该质粒 63.40%
的区域由前噬菌体结构组成(19 709–56 370 bp)，
除介导氨基糖苷类药物耐受的磷酸转移酶基因

aph(3'')-Ib (56 431–57 234 bp)外，其余耐药基因

均存在于前噬菌体中，且还包含一个 IntI1 型整

合子结构(图 1B)。根据 pS90-2.3 携带的耐药基因

不同，进一步分为 MDR1 区域(长度 13 626 bp，

26 378–40 003 bp，图 3A)，携带耐药基因 mphA、

dfrA12、aadA2、qacEdelta1 和 sul1 与 MDR2 区

域(长度 15 907 bp，41 417–57 234 bp，图 3C)，
携 带 耐 药 基 因 tet(A) 、 aph(3')-Ia 、 sul2 和

aph(3'')-Ib。基因溯源发现，MDR1 区域中的   
一个基因片段(长度 7 644 bp，32 359–40 003 bp)
与中国浙江、中国台湾，瑞士，美国分离得到的

Escherichia fergusonii 质粒 pEF01、K. pneumonia 
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图 2  质粒 pM911-1.1 MDR 区域结构及其同源片段结构 
Figure 2  Structure of plasmid pM911-1.1 MDR region and its homologous fragment structure. A: schematic 
diagram of gene element combination in pM911-1.1 MDR region; B: comparison of pM911-1.1 homologous 
fragment structure. Red fragment, drug resistance gene; blue fragment, transposase gene. The arrow direction 
represents the gene coding direction. 
 
质 粒 p2018C01-046-3 、 K. pneumoniae 质 粒

pMV-u1-SK2-O-a 和 Salmonella Typhimurium 质

粒 p24362-1 部分片段高度同源，该结构还与

中国广西的分离株 Citrobacter freundii Cf.1 部

分染色体基因组高度同源(图 3B，附表 2)。与

pS90-2.3 MDR1 结 构 相 比 ， 质 粒 pMV-u1- 
SK2-O-a 和 p2018C01-046-3 缺少 IS26 tnp 片段 
(39 299–40 003 bp)，Citrobacter freundii Cf.1 和

质粒 p24362-1 缺少了 TnAs3 tnpM 片段(32 359– 
32 709 bp)与 IS26 tnp 片段(39 299–40 003 bp) 
(图 3B)。对于 pS90-2.3 MDR2，则未检索出与

该区域高度同源的片段(图 3C)。  

2.4  多重耐药质粒流行分析 
在 PLSDB 数据库中，筛选出了 155 个相似

质粒，其中与质粒 pM911-1.1 高度相似质粒有

61 个，来源时间和地点分析，发现 52.46% (32/61)
的相似质粒是在 2020 年分离的，且主要来自中

国(62.30%，38/61)。来源宿主细菌分析发现，

68.85% (42/61)来自人类宿主菌，其余来自猪和

未知来源宿主菌(图 4A)。与 pS90-2.3 高度相似

质粒有 94 个，2020 年分离占 42.43% (38/94)，
有 17.02% (16/94)来自中国，36.17% (34/94)来
自人类宿主菌，其余来自狗、猫、猪、鸭子、

白鹭和未知来源宿主菌(图 4B)。pM911-1.1 和

pS90-2.3 与数据库中的部分质粒(相似度≥90%)，
以 K. pneumoniae 和 Escherichia coli 为主要宿

主，质粒 pM911-1.1 与相似质粒存在 7 个同源

区域(附图 1A)，质粒 pS90-2.3 与相似质粒存在

10 个同源区域(附图 1B)。但由于进化环境差异，

同源区域存在重排现象。 
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图 3  质粒 pS90-2.3 MDR 区域结构及其同源片段结构 
Figure 3  Structure of plasmid pS90-2.3 MDR region and its homologous fragment structure. A: schematic 
representation of gene element assembly in pS90-2.3 MDR1 region; B: comparison of pM911-1.1 
homologous fragment structure; C: schematic representation of gene element assembly in pS90-2.3 MDR2 
region. Red fragment, drug resistance gene; blue fragment, transposase gene; green fragment, integrase 
gene; purple fragment, prephage; cyan, gene island. The arrow direction represents the gene coding 
direction. 
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图 4  质粒 pM911-1.1、pS90-2.3 同源质粒的全球分布情况 
Figure 4  Global distribution of plasmids pM911-1.1, pS90-2.3 homologs. A: time of isolation, country and host 
information of pM911-1.1 homologs; B: time of isolation, country and host information of pS90-2.3 homologs. 
 
2.5  相似质粒 K. pneumoniae 宿主菌的全

基因组进化分析 
在 155 个相似质粒中，筛选了与多重耐药

质粒 pM911-1.1 和 pS90-2.3 13 株 K. pneumoniae
宿主菌株(相似度≥95%)，以及本实验室前期研

究中分离的 K. pneumoniae 分离株 S210-3、

BS433-2 和 BM334-2 (人类样品)和 M63-1 (熊猫

样品)，构建全基因组进化树。系统进化分析结

果表明，10 株 K. pneumoniae 分离株属于 ST11
型，在进化树处于同一分支，6 株携带的质粒

与质粒 pM911-1.1 高度同源，4 株携带的质粒与

质粒 pS90-2.3 高度同源。菌株 19KM1053 分离

自家猫，菌株 KP18-29 宿主未知，其余菌株均

来自人类宿主(图 5，红色分支)。此外，携带

pS90-2.3 同源质粒的分离株 K. pneumoniae 2e 
(ST4024 型)与人类来源分离株 BM334-2 (ST86 型)
处于同一分支，分离株 2018C01-046 (novel 型)
与 M911-1 (novel 型)处于同一分支，分离株

SCKP020135 (ST1 型)与 M63-1 (ST628 型，熊猫)
处于同一分支(图 5)。同源质粒宿主 K. pneumoniae
主 要 分 离 自 中 国 的 人 类 样 品 ， 分 离 时 间 段

2010‒2019 年(图 5)。  
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图 5  质粒 pM911-1.1、pS90-2.3 同源质粒 Klebsiella pneumoniae 宿主与菌株 M911-1、S90-2.3 的全基

因组进化树 
Figure 5  Genome-wide evolutionary tree of plasmids pM911-1.1, pS90-2.3 homologous plasmids 
Klebsiella pneumoniae host and strains M911-1 and S90-2.3. Red branch: main clustering branch of similar 
plasmid hosts; orange pentagons: pM911-1.1 similar plasmid; blue diamond: pS90-2.3 similar plasmid. 
 

3  讨论与结论 
本研究中，我们评估了 4 株来自野生石鸡、

绯 胸 鹦 鹉 、 太 阳 锥 尾 鹦 鹉 和 黑 领 椋 鸟 的      

K. pneumoniae 分离株的耐药性(表 2)。有研究

表明，野生鸟类能够携带介导以 blaCTX-M、blaSHV

型为主的超广谱 β-内酰胺酶(extended-spectrum 
β-lactamases，ESBL)为主高致病多重耐药性的

Escherichia coli[26–28]、K. pneumoniae[29]、Pseudomonas 

spp.[30]和 Campylobacter jejuni[31]，这些 MDR

菌株的耐药性主要由其携带的耐药质粒赋予。

因此，野生鸟类已经成为耐药性细菌重要贮存

宿主。 

本研究中分离株的染色体组中均携带了

SHV 型 ESBL 耐药基因(表 2)，该型 ESBL 与

TEM 型 ESBL 共享 68%左右的氨基酸序列，

整体结构相似，主要存在于 Escherichia coli、
K. pneumoniae 和 Pseudomonas aeruginosa 中[32–33]。

S90-2 与 M911-1 所携带的 blaSHV-1 是 SHV 型

ESBL 家族中最早被描述的水解酶基因，它存在

于大多数 K. pneumoniae 中，由染色体或质粒介

导表达，Escherichia coli 质粒也可携带 blaSHV-1
[34]。

S130-1 携带的 blaSHV-11 型 ESBL 则最早发现于

来自瑞士的 K. pneumoniae 分离株[35]，其除了介

导 β-内酰胺类药物的耐受外，可与菌株核苷酸

切除修复、错配修复、DNA 复制、芳香化合物

降解、氮代谢以及氨基酸代谢调控基因互作，

blaSHV-11 还与 dnaJ、ligA、mutS、recA 和 recF
协同诱导 DNA 损伤修复，有利于维持基因组的

完整性[36]。S141 中携带了 blaSHV-217，该基因发

现较晚，相关信息比较少，blaSHV-217 基因序列

全部来自 K. pneumoniae。上述 SHV 型 ESBL 均
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可介导青霉素类、头孢菌素类药物的耐受，与本

研究观察到的氨苄西林耐受结果相符(表 1)。 
S90-2、M911-1 和 S130-1 染色体组携带了

fosA6 型磷霉素耐药基因，该基因在美国某医院

产 blaCTX-M-2 酶的 Escherichia coli 临床菌株中发

现，fosA6 位于 69 kb 大小的 IncFII 型质粒基因

组上，介导高水平磷霉素抗性，该耐药基因与

多株 K. pneumoniae 染色体基因组片段高度同

源[37]。S141 基因组携带的 fosA5 型磷霉素耐药

基因，该基因发现于产 ESBL Escherichia coli 
E265 分离株，介导高水平磷霉素抗性。基因溯源

表明质粒介导的 fosA5 可能来源于 K. pneumoniae 
CG4 分离株，插入序列 IS10 在其转移中起重要

作用[38]。本研究还发现菌株 S90-2 染色体组携

带了 blaCTX-M-14 型 ESBL 基因与乙酰转移酶基因

aac(3)-Iid，这与菌株具有较高水平的 β-内酰胺

类、氨基糖苷类药物耐受表型相一致(表 1)。因

此，肠杆菌科菌株间可能存在较为频繁的基因

交流。 
耐药基因的横向转移通常由可移动遗传元

件(如插入序列、转座子、整合子和前噬菌体等)
介导[2]。多重耐药质粒中 pM911-1.1 和 pS90-2.3
携带的 MDR 片段与肠杆菌科多种菌株染色体

或质粒高度同源(图 2 和图 3，附表 2)，表明其

耐药基因转移可能存在多种机制。pM911-1.1
的 MDR 区域由 tnpR-qnrS1-insC21-transposase- 
insD-blaLAP-2-tnpA-tet(A)-tnp 组成，该片段中的

耐药基因的上下游均存在转座酶基因，耐药基

因明显被 ISEcl1 insC21、ISRso10 transposase
和 ISMaq2 insD 3 个转座酶基因隔开，该片段中

的 qnrS1 与 blaLAP-2 不再共享 Tn3 转座酶基因 
(图 2A)。值得注意的是，在同源参考序列中基

因 qnrS1 与 blaLAP-2 之间仅存在 1 个完整的 IS3
家族转座酶基因(图 2B)。因此推测 pM911-1.1
的 MDR 的耐药基因可在 ISEcl1、ISRso10 和

ISMaq2 转座酶介导下，能够同时发生水平转移，

而同源参考质粒片段(质粒 pCRKP78R-4-tetA、

p4_L39、pWP8-W19-CRE-01_3 和 p2481359-2，

图 2)中的耐药基因簇仅发生 qnrS1 或 blaLAP-2 的

单个水平转移。pM911-1.1 MDR 片段中耐药基

因 qnrS1 发现于 Shigella flexneri 可共轭转移质

粒中，介导低水平氟喹诺酮类药物耐受[39]，而

blaLAP-2 是 一 种 源 自 Enterobacter cloacae 的

Ambler A 型 β-内酰胺酶耐药基因[40]。tet(A)型四

环素外排泵基因发现于多种革兰氏阴性细菌[41]，

质粒 p2481359-2 的同源片段缺少 tet(A) (图 2)。
因此，该 MDR 区域可能由多次发生的转座或

同源重组事件进化而成。 
PlasmidFinder 数据库中，BLAST 结果表明

pM911-1.1 的 rep 基因与 IncFII (pCRY)型不相容

质粒 rep 片段的同源性为 81.32%，其可能为一种

新型的质粒不相容群类型。IncFII 型不相容群

质粒在世界各地广泛流行，成为 blaNDM、blaSHV、

blaOXA 和 blaKPC 等多种 ESBLs 的载体，其介

导 高 水 平 β-内 酰 胺 类 药 物 耐 受 ， 其 中 包 括     
K. pneumoniae、Escherichia coli 和 Enterobacter 

cloacae 在内的多种肠杆菌科菌株 [42–45]。质粒

pCRY 发现于 Yersinia pestis 分离株 91001[46]，

研究证实 K. pneumoniae 临床分离株携带的多

重耐药质粒 pMET1 与质粒 pCRY 复制调控蛋白

基因 repA 相似度≥95%[47]，这表明细菌宿主携带

的质粒在适应环境的过程中可能发生自然进化。 

质粒 pS90-2.3 携带的 MDR1 片段由 IS26 
transposase-mphA-IS6100 tnp-IS26 tnp-TnAs3 
tnpM-intI1-dfrA12-aadA2-qacEdelta1-sul1-IS26 tnp
组成(图 3A)，介导大环内酯类、甲氧苄啶、氨

基糖苷类和磺胺类等多种药物的耐受 [48–52]。 
BLAST 显示该区域内存在 7 645 bp 大小(32 359– 
40 003 bp)的同源序列，其核心结构为 TnAs3 
tnpM-intI1-dfrA12-aadA2-qacEdelta1-sul1-IS26 tnp，
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其中存在一个 4 199 bp 大小的整合子结构

(intI1-dfrA12-aadA2-qacEdelta1-sul1)，发现该

整合子经典结构主要存在于 Escherichia coli 和  
K. pneumoniae 为主的多种肠杆菌科菌株染色体

组上(相似度 100%)，但其上下游大多缺少转座

酶基因(图 3B)，而 pS90-2.3 中的整合子结构上

下游存在 tnpM 与 tnp 基因，因此该片段既构成

整合子结构又构成了转座子结构。这一结果暗

示其原宿主菌株染色体组该片段的上下游获得

了转座酶基因[53–54]，菌株染色体整合子片段转

移至质粒并进一步增强耐药基因的传播。 
pS90-2.3 的 MDR2 区 域 则 由 ISVsa3 

transposase-tet(A)-TnAs1 tnpA-TnAs1 tnpA-TnAs1 
tnpA-TnAs1 tnpA-TnAs1 tnpR-IS15DIV tnp-IS26 
transposase-aph(3')-Ia-IS15DIV tnp-IS26 transposase- 
IS5075 insD2-sul2-aph(3'')-Ib 组成，该片段包含

4 个耐药基因，主要介导四环素类、氨基糖苷类

和磺胺类药物的耐受。此外该区域存在 11 个转

座酶基因，其中 7 个转座酶基因位于基因岛上

(图 3C)，表明 MDR2 可能由转座子介导多次基

因水平转移而形成。值得注意的是，pS90-2.3
质 粒 基 因 组 中 的 63.40% 为 前 噬 菌 体 结 构    
(19 709–56 370 bp)，这一片段与血清型 O8:H19 
Escherichia coli 725 中发现的 P1 样噬菌体 RCS47 
(accession：NC_042128.1) 100%同源。RCS47
中仅携带了 1 个抗生素耐药基因 blaSHV-2，在其上

下游存在多个 IS26、IS5 和 IS1 转座酶基因[55]，

而本研究中的质粒 pS90-2.3 共携带 9 个耐药基

因，除 aph(3'')-Ib (56 431–57 234 bp)外，其余   
8 个耐药基因均由前噬菌体提供(图 1B，图 3)。
这一点虽与其同源噬菌体 RCS47 不同，但同样

与多个转座酶基因相关联，这些转座酶为质粒

获取耐药基因与整合携带耐药基因的噬菌体提

供了条件。质粒 pS90-2.3 属于 IncR 型，IncR
型质粒在 2009 年首次发现，不具备接合转移能

力[56]。在 K. pneumoniae 临床分离株中，IncR
型质粒主要携带 blaKPC-2、blaDHA-1、blaNDM-1、

blaVIM-1、qnrS1 或 armA 的耐药基因为主[57–59]。

IncR 型质粒能够与 IncC、IncN、IncHI 和 IncFII
等多种类型的复制子质粒共存，其携带的耐药

基因可通过转座或质粒重组事件横向转移，从

而促进耐药基因在细菌种间扩散[60]。 
与质粒 pM911-1.1 和 pS90-2.3 高度同源的

155 个质粒主要分布在中国及其周边国家，但

欧洲、美洲部分国家亦有报道(图 4)。2020 年之

前，pM911-1.1 的 15 个相似质粒在德国、泰国、

老挝和中国均有报道；52.46% (32/61)的相似质

粒在 2020 年发现，22 株分布在中国，其余则

分布在日本；2021 年发现的 14 个相似质粒则

分别分布于中国、泰国、美国和瑞士。pS90-2.3
的相似质粒在 2020 年以前共发现 34 个，分布

在美国、加拿大、德国、希腊、埃及、泰国和

中国 7 个国家；2020 年分离质粒占 42.43% 
(38/94)，瑞士发现 11 个，数量最多，其余质粒

则分布在德国、智利、澳大利亚、加拿大和中

国；2021 年发现最多国家为捷克和中国，分别

为 9 个，其余质粒则分布在美国和瑞士。因此，

上述 2 种与人类来源的宿主菌密切相关质粒已

经广泛扩散传播，且在中国地区广泛分布，可

能正在逐步成为流行的优势质粒类型。本研究

中，野生留鸟太阳锥尾鹦鹉、石鸡携带耐药性

细菌，且其栖息地和候鸟的栖息地与人类聚集

地存在交叉区域 [10]，而鸟类的迁徙行为可能

会进一步增加耐药菌株和耐药质粒的扩散传

播 风险。耐药性质粒的宿主菌以 ST11 型的     
K. pneumoniae 为主(图 5，红色分支)，近十年

来 ST11 型 K. pneumoniae 已成为我国流行的优

势克隆[61]。ST11 型 K. pneumoniae 中广泛出现

的 ESBLs 与 IncFII 样质粒关联密切[62]，在插入
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序列 IS26 的介导下，多种 ESBLs 基因可在 ST11
型 K. pneumoniae 携带的 IncF/IncR 型质粒中共

存[63]。亚洲地区流行的 K. pneumoniae ST11 分

离株携带的 ESBLs 质粒，主要是重组质粒[64]。

而本研究中的分离株 M911-1 与 S90-2 均非

ST11 型，同源质粒宿主与其他 ST 型非耐药性

K. pneumoniae 存在较近的亲缘关系(图 5)。因

此，ST11 型 K. pneumoniae 可能是多重耐药质

粒重要宿主，但在多种不同宿主菌中也存在传

播扩散。 
综上所述，野生鸟类携带的 K. pneumoniae

可携带多重耐药质粒，且与人类临床分离株之

间存在密切联系，这些质粒通过多种可移动元

件获取耐药基因，并赋予菌株多重耐药表型。

因此，野生鸟类也许成为耐药细菌和临床上重

要耐药基因的潜在储存库，并存在耐药基因扩

散的巨大风险，进一步增加 AMRs 在人类-动
物-环境间水平转移的可能性，从而构成公共安

全隐患。 
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