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摘要：【目的】对多重耐药的肺炎克雷伯菌 1512 中的质粒 p1512-KPC 进行测序及比较基因组学的分析。

【方法】利用 16S rRNA 基因测序进行菌种鉴定，根据 7 对管家基因(gapA、infB、mdh、pgi、phoE、rpoB

和 tonB)对菌株进行多位点序列分型(Multilocus sequence typing，MLST)。利用 PCR 进行耐药基因的筛

查，通过接合转移实验及电转化实验将质粒转入受体菌大肠杆菌 EC600。采用改良 Carba NP 法检测细

菌碳青霉烯酶的活性以及类型，使用 VITEK 2 Compact 全自动细菌鉴定及药敏分析仪检测菌株最小抑

菌浓度(Minimum inhibitory concentration，MIC)。最后通过高通量测序技术结合生物信息分析手段明确

菌株 1512 及质粒 p1512-KPC 的耐药基因谱，并通过比较基因组方法对质粒 p1512-KPC 的基本结构、耐

药基因遗传环境及移动元件等结构基因组学特征进行分析。【结果】菌株 1512 为产 A 类碳青霉烯酶的

多重耐药肺炎克雷伯菌，MLST 分型结果显示该菌为 ST11 型。经 PCR 筛查，菌株 1512 包含 blaKPC-2、

dfrA1 和 sul1 耐药基因，其中 blaKPC-2 基因位于不可结合转移但电转成功的质粒 p1512-KPC 上。测序结

果显示，质粒 p1512-KPC 长度为 117.69 kb，同时包含 IncFII 型复制子和属于 Rep_3 家族但类型未知的

复制子 repB，并携带耐药基因 blaKPC-2、blaCTX-M-65、blaTEM-1 及 rmtB。其中 blaKPC-2、blaCTX-M-65 及 blaTEM-1

分别存在于截短的 Tn6296、Tn6367 及截短的 Tn2 的基因环境中。【结论】携带 blaKPC-2、blaCTX-M-65、  

blaTEM-1 及 rmtB 基因的质粒 p1512-KPC 介导了肺炎克雷伯菌 1512 对青霉素类、头孢菌素类、碳青霉烯

类、单环 β-内酰胺类及氨基糖苷类抗生素耐药，并能引起相应耐药基因的水平传播。此外，本研究还

对 IncFII 型复制子和 Rep_3 家族复制子 repB 共存的质粒进行了比较基因组分析，为该类型质粒的多样

性和进化提供了更深入的理解。 

关键词：肺炎克雷伯菌，p1512-KPC，碳青霉烯酶，blaKPC-2 

 



350 Zhaofang Jiang et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2019, 59(2) 

actamicro@im.ac.cn 

 

根据 Ambler 分类法，碳青霉烯酶可分为 A、

B 和 D 三类，能够水解绝大多数的 β-内酰胺类抗

生素。其中肺炎克雷伯菌碳青霉烯酶(Klebsiella 

Pneumoniae Carbapenemase，KPC)属于 A 类酶，

在产碳青霉烯酶的肠杆菌科细菌中最为常见。自

1996 年于美国北卡罗来纳州分离到第一株包含

blaKPC-2 的肺炎克雷伯菌以来[1–2]，目前已经报道了

23 个 blaKPC 亚型(blaKPC-2 到 blaKPC-24)
[3]。 

blaKPC 存在于多种不相容群质粒当中，如

IncFII、IncI、IncA/C、IncN、IncX 及 IncR 等[4]，

其中最为常见的质粒不相容群为 IncFII。IncFII 型

质粒多见于肠杆菌科细菌，通常表现为一个典型

的 IncFII 型复制子和其他不相容群复制子(FIA 型

及 FIB 型等)同时出现，从而成为一个包含两个或

多个复制子的质粒[5]。IncFII 型复制子还可进一步

分为多个亚型，从而产生更多的相容变种，用于

克服外来质粒带来的不相容压力[5]。 

首个 IncFII 型复制子和 Rep_3 家族复制子

repB 共存的质粒为肺炎克雷伯菌 283747 中分离的

质粒 p283747-KPC(GenBank 登录号：MF168406)。

本研究中的肺炎克雷伯菌 1512 中携带 blaKPC-2 的

质粒 p1512-KPC 为第二例包含相同复制子的质

粒。因此，本文将对 p283747-KPC 与 p1512-KPC

二 者 进 行 比 较 基 因 组 学 分 析 ， 旨 在 明 确 质 粒

p1512-KPC 的基本结构、耐药基因遗传环境及移

动元件等结构基因组学特征，同时增加对于 IncFII

型复制子和 Rep_3 家族复制子 repB 共存质粒的多

样性和进化的理解。 

1  材料和方法 

1.1   材料 

1.1.1  菌株来源和背景信息：菌株 1512 分离自南

方医科大学珠江医院重症监护室一名 53 岁原发性

肝癌术后患者静脉血，分离时间为 2017 年 4 月。

经 VITEK 2 Compact 全自动细菌鉴定及药敏分析

仪鉴定为多重耐药的肺炎克雷伯菌；接合转移实

验及电转化实验中受体菌 EC600 为利福平耐药的

大肠杆菌；改良 Carba NP 法中 ATCC BAA-1705

和 ATCC BAA-2146 分别为产 A 类和 B 类碳青霉

烯酶的标准株。 

1.1.2  试剂和仪器：Taq DNA 聚合酶、dNTPs 和

DNA marker(北 京 全 式 金 有 限 公 司 )； QIAGEN 

Blood & Cell Culture DNA Mini Kit 和 QIAGEN 

Plasmid Midi Kit (德国 Qiagen 公司)；PCR 仪(美国

ABI 公司)；VITEK 2 Compact 全自动细菌鉴定及

药敏分析仪(法国 bioMérieux 公司)；MicroPulser

电穿孔仪(美国 Bio-Rad 公司)。 

1.2  菌株鉴定及多位点序列分型 

采用 16S rRNA 基因测序对菌株 1512 进行菌

种的再次鉴定[6]。使用 7 对管家基因(gapA、infB、

mdh、pgi、phoE、rpoB 和 tonB)对菌株 1512 进行

多位点序列分型，引物序列见表 1[7]。PCR 扩增条

件为：94 °C 2 min；94 °C 20 s，50 °C 30 s，72 °C 

30 s，35 个循环；72 °C 5 min。PCR 产物经 1%琼

脂糖凝胶电泳后观察结果，之后通过 Sanger 测序

法获得序列信息。 

1.3  耐药基因筛查 

利用 PCR 对碳青霉烯酶基因及其他常见耐药

基因进行筛查，引物序列见表 2。PCR 扩增条件

为：94 °C 5 min；94 °C 40 s，50–56 °C 30 s，72 °C 

1 min，30 个循环；72 °C 7 min。PCR 产物在 1%

琼脂糖凝胶中电泳后观察结果，产物序列最终通

过 Sanger 测序法获得。 
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表 1.  MLST 引物序列 

Table 1.  Primer sequence for MLST 

Primer name Primer sequence (5′→3′) Locus  Size/bp 

gapA-F TGAAATATGACTCCACTCACGG 
gapA 450  

gapA-R CTTCAGAAGCGGCTTTGATGGCTT 

infB-F CTCGCTGCTGGACTATATTCG 
infB 318  

infB-R CGCTTTCAGCTCAAGAACTTC 

mdh-F CCCAACTCGCTTCAGGTTCAG 
mdh 477  

mdh-R CCGTTTTTCCCCAGCAGCAG 

pgi-F GAGAAAAACCTGCCTGTACTGCTGGC 
pgi 432  

pgi-R CGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAAT 

phoE-F ACCTACCGCAACACCGACTTCTTCGG 
phoE 420  

phoE-R TGATCAGAACTGGTAGGTGAT 

rpoB-F GGCGAAATGGCWGAGAACCA 
rpoB 501 

rpoB-R GAGTCTTCGAAGTTGTAACC 

tonB-F CTTTATACCTCGGTACATCAGGTT 
tonB 414 

tonB-R ATTCGCCGGCTGRGCRGAGAG 

 

表 2.  PCR 耐药基因筛查部分引物序列 

Table 2.  Primer sequence for PCR screening of resistence genes 
Primer name Primer sequence (5′→3′) Gene name Size/bp 

KPC-F GTATCGCCGTCTAGTTCTGC 
blaKPC 638[8] 

KPC-R GGTCGTGTTTCCCTTTAGCC 

NDM-F GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 
blaNDM 621[9] 

NDM-R CGGAATGGCTCATCACGATC 

IMP-F GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC  
blaIMP 232[9] 

IMP-R GGTTTAAYAAAACAACCACC  

VIM-F GATGGTGTTTGGTCGCATA 
blaVIM 390[9] 

VIM-R CGAATGCGCAGCACCAG 

sul1-F TAGCGAGGGCTTTACTAAGC 
sul1 299[10] 

sul1-R ATTCAGAATGCCGAACACCG 

dfrA1-F CTTGTTAACCCTTTTGCCAGA 
dfrA1 474[10] 

dfrA1-R TTGTGAAACTATCACTAATGGTAG 

 

1.4  接合转移实验 

以菌株 1512 为供体菌，大肠杆菌 EC600 为受

体菌，进行接合转移实验。供体及受体甘油菌分

别接种于新鲜的 BHI (Brain heart infusion broth，

BHI)液体培养基，37 °C 下过夜培养。分别取等量

供体菌和受体菌培养物混合、离心并弃上清，沉

淀物用 BHI 液体培养基重悬后点加在贴于 BHI 固 

体培养基的滤膜(孔径为 0.45 μm)上，37 °C 培养

12–18 h。然后用 BHI 液体培养基(含有 0.2 mg/mL

氨苄西林和 2.5 mg/mL 利福平)洗下菌体，涂布于

BHI 固体培养基(含有 0.2 mg/mL 氨苄西林和    

2.5 mg/mL 利福平)上，37 °C 下培养 24–48 h，最

后挑取单菌落进行耐药基因 blaKPC-2 以及 16S 

rRNA 基因测序验证[11]。 
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1.5  电转化实验 

① 质 粒 提 取 ： 菌 株 1512 接 种 于 新 鲜 LB 

(Lysogeny-Broth，LB)液体培养基，37 °C 下培养

12–16 h。利用 QIAGEN Plasmid Midi Kit 并按照试

剂盒操作说明对菌株 1512 进行质粒提取。②感受

态细胞制备：受体菌 EC600 接种于新鲜 SOB(Super 

optimal broth，SOB)液体培养基，37 °C 下培养至

OD600 值为 0.4–0.6。取 10 mL 上述培养物冰浴    

15 min 后离心并弃尽上清，再用电转缓冲液洗菌  

3 次，最后用 100 μL 电转缓冲液重悬。③电击：

将 100 ng 质粒 DNA 与 100 μL 感受态细胞混合，

冰浴 30 min 后转入电转杯，MicroPulser 电穿孔仪

设置为 Ec1 模式(25 μF，200 Ω，1.80 kV)电击。④电

转子筛选：将电击后的菌体接种到 SOB 固体培养

基(含有 0.2 mg/mL 氨苄西林和 2.5 mg/mL 利福

平)，37 °C 下培养 24–48 h，挑取单菌落进行耐药

基因 blaKPC-2 以及 16S rRNA 基因测序验证[12]。 

1.6  碳青霉烯酶活性检测 

菌 株 1512 ( 甘 油 菌 ) 接 种 于 新 鲜 的 MH 

(Mueller-Hinton，MH)液体培养基，37 °C 下培养

至 OD600 值为 1.0–1.4。取 2 mL 上述培养物，用

20 mmol/L Tris-HCl (pH 7.8)清洗 2 遍后，用 500 μL 

20 mmol/L Tris-HCl (pH 7.8)重悬菌体，超声破碎

并离心后，取 50 μL 上清分别与 50 μL 底物Ⅰ(含

0.054%酚红和 0.1 mmol/L ZnSO4)、Ⅱ(含 0.054%

酚红、0.1 mmol/L ZnSO4 和 600 mg/mL 亚胺培南)、

Ⅲ(含 0.054%酚红、0.1 mmol/L ZnSO4、600 mg/mL

亚胺培南和 800 mg/mL 他唑巴坦)、Ⅳ(含 0.054%

酚红、0.1 mmol/L ZnSO4、600 mg/mL 亚胺培南和

3 mmol/L EDTA)和Ⅴ(含 0.054%酚红、0.1 mmol/L 

ZnSO4、600 mg/mL 亚胺培南、800 mg/mL 他唑巴

坦和 3 mmol/L EDTA)混合 37 °C 孵育，1–2 h 后判

定碳青霉烯酶活性及其类型[11–12]。 

1.7  药敏检测 

使用 VITEK 2 Compact 全自动细菌鉴定及药

敏分析仪对菌株 1512、电转子 1512-KPC-EC600

以及受体菌 EC600 分别进行药敏检测，并依据美

国临床与实验室标准协会(Clinical and Laboratory 

Standards Institute, CLSI)2015 标准判读结果[13]。 

1.8  全基因组测序及组装 

使用 QIAGEN Blood & Cell Culture DNA 

Mini Kit 提取菌株 1512 基因组，针对菌株 1512，

构建 Mate Pair 大片文库，再通过 Illumina Miseq

测序平台进行高通量测序。测序原始数据过滤后，

利用 Newbler 3.0[14]软件构建 contigs 和 scaffolds，

然后采用 PCR 和 Sanger 测序法对 contigs 间缺失

部分进行补充，最终得到质粒 p1512-KPC 全序列。 

1.9  序列注释和对比分析 

开放阅读框首先采用 RAST[15]初步确定，之后

通过 BLASTN/BLASTP[16]与 UniProtKB/Swiss-Prot[17]

及 RefSeq[18]数据库比对进行进一步的注释。所有的

移动元件均利用 ISfinder[19]、the Tn Number Registry[20]

以及 INTEGRALL[21]网站进行鉴定及注释。 

1.10  GenBank 登录号 

质粒 p1512-KPC 序列已提交 GenBank，登录

号为 MF918372。 

2  结果和分析 

2.1  菌株鉴定、多位点序列分型及耐药基因筛查 

菌株 1512 经 16S rRNA 基因测序鉴定为肺炎

克雷伯菌。细菌多位点序列分型结果显示该菌为

广泛流行的序列型 ST11。经 PCR 耐药基因筛查，

该菌含有碳青霉烯酶基因 blaKPC-2、甲氧苄啶类耐
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药基因 dfrA 及磺胺类耐药基因 sul1。 

2.2  接合转移实验及电转化实验 

本研究多次尝试接合转移实验，均不能将菌

株 1512 中的耐药基因 blaKPC-2 转移到受体菌

EC600 当中。但在电转化实验中，通过 PCR 及 

Sanger 测序法鉴定，发现电转子 1512-KPC-EC600

包含耐药基因 blaKPC-2，但不包含耐药基因 dfrA1

和 sul1 (图 1)，16S rRNA 序列等同于受体菌

EC600。表明 blaKPC-2 基因由质粒携带并且该质粒

能够通过电转化实验转移到受体菌 EC600 中。 

2.3  碳青霉烯酶活性及类型检测 

改良 Carba NP 法结果判断原则[12–13]：底物Ⅱ和

Ⅳ呈橙黄色，其他底物呈红色判断为 A 类酶；底物

Ⅱ和Ⅲ呈橙黄色，其他底物呈红色判断为 B 类酶；底

物均呈红色则为不产酶。本研究实验结果显示菌株

1512和电转子1512-KPC-EC600均为产A类酶株(图2)。 

 

图 1.  blaKPC-2、dfrA1 和 sul1 耐药基因 PCR 扩增结果 

Figure 1.  Results of PCR amplification for resistance genes screening. Resistance genes blaKPC-2, dfrA1 and sul1 
were located in drug-resistant strain 1512, but only carbapenemase gene blaKPC-2 was transferred into EC600 and 
generated electroporant 1512-KPC-EC600. 
 

 
 

图 2.  改良 Carba NP 法检测碳青霉烯酶活性及类型结果 

Figure 2. Results of Carba NP. Both 1512 and 1512- 
KPC-EC600 showed Ambler class A carbapenemase. 
ATCC BAA-1705 and ATCC BAA-2146 were 
quality-control strains producing Ambler class A and B 
carbapenemase respectively. 

2.4  药敏分析结果 

抗生素敏感试验结果显示，菌株 1512 及电转

子 1512-KPC-EC600 都对青霉素类、头孢菌素类、

碳青霉烯类、单环 β-内酰胺类及氨基糖苷类抗生

素耐药，此外菌株 1512 还对喹诺酮类、磺胺类及

呋喃类抗生素耐药，而受体菌 EC600 对以上抗生

素均不耐药(表 3)。 

2.5  生物信息分析 

2.5.1 菌株 1512 及质粒 p1512-KPC 的耐药基因

谱：通过对菌株 1512 的基因组进行测序，可知，

菌株 1512 携带：超广谱 β-内酰胺酶基因 blaTEM-1、

blaCTX-M-65 和 blaSHV-11；碳青霉烯酶基因 blaKPC-2； 
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表 3.  菌株 MIC 鉴定结果 

Table 3.  MIC identification results of bacterial strains 

Category Antibiotics 
MIC (μg/mL) 

1512 1512-KPC-EC600 EC600 

Penicillins 

Ampicillin 
Ampicillin/sulbactam 
Piperacillin 
Piperacillin/tazobactam 

≥32/R 

≥32/R 

≥128/R 

≥128/R 

≥32/R 

≥32/R 

≥128/R 

≥128/R 

16/I 
8/S 
≤4/S 

≤4/S 

Cephalosporins 

Cefazolin 
Cefuroxime axetil 
Ceftazidime 
Ceftriaxone 
Cefepime 

≥64/R 

≥64/R 

≥64/R 

≥64/R 

≥64/R 

≥64/R 

≥64/R 
16/R 
≥64/R 

≥64/R 

≤4/S 
16/I 
≤1/S 
16/I 
≤2/S 

Carbapenems 
Imipenem 
Meropenem 

≥16/R 

≥16/R 
≥16/R 
8/R 

≤1/S 

≤0.25/S 

Aminoglycosides 
Gentamicin 
Amikacin 
Tobramycin 

≥16/R 

≥64/R 

≥16/R 

≥16/R 

≥64/R 

≥16/R 

≤1/S 

≤2/S 

≤1/S 

Monobactams Aztreonam ≥64/R ≥64/R ≤1/S 

Fluoroquinolones 
Ciprofloxacin 
Levofloxacin 

≥4/R 

≥8/R 
≤0.25/S 
0.5/S 

≤0.25/S 
0.5/S 

Nitrofurans Nitrofurantoin ≥512/R ≤16/S ≤16/S 

Folate pathway inhibitors Trimethoprim/sulfamethoxazole ≥320/R ≤20/S ≤20/S 

S: Susceptible; R: Resistant; I: Intermediate.  
 

氨基糖苷类耐药基因 aadA1、aphA1、aacC2 和

rmtB；喹诺酮类耐药基因 oqxAB；磷霉素类耐药

基因 fosA；甲氧苄啶类耐药基因 dfrA1 及磺胺类耐

药基因 sul1，其中 blaKPC-2、blaTEM-1、blaCTX-M-65

及 rmtB 由质粒 p1512-KPC 携带，剩余耐药基因则

位于染色体和其他质粒上。 

2.5.2  质 粒 p1512-KPC 基 本 信 息 ： 质 粒

p1512-KPC 总长度为 117.69 kb，包含 180 个开放

阅读框，平均 GC 含量为 53.72%(图 3-A)。通过将

p1512-KPC 的全序列与 GenBank 数据库比对，发

现该质粒与质粒 p283747-KPC 包含相同的复制子

并且序列高度相似。二者都包含保守的骨架区和

多个外源插入区。保守的骨架区都由质粒复制相

关区(含 repA2、repA6、repA1、repA4 和 repB 等

基因)、质粒稳定相关区(含 parAB、stbAB 和 ssb

等基因)以及质粒接合转移相关区(含 tra、tivF 和

finO 等基因)组成。p1512-KPC 的外源插入区由

Tn6367 相关区、blaKPC 相关区和其他外源插入区

(由 ΔTn6346、ISKpn26 和 Tn3 家族转座子等构成)

组成(图 3-A)。p283747-KPC 的外源插入区由多重

耐药(Multidrug resistance，MDR)区、blaSHV-blaKPC

相关区和其他外源插入区组成(图 3-B)。 

2.5.3  骨架区：p1512-KPC 的骨架区总长度为

76.91 kb，其中质粒复制相关区由一个典型的

IncFII 型的复制子和一个属于 Rep_3 家族但类型

未知的复制子 repB 组成。质粒稳定区包含大量与

质粒稳定相关的基因，该区占据 p1512-KPC 骨架

区的大部分。质粒接合转移区包含编码 F 型Ⅳ分

泌 系 统 及 质 粒 接 合 转 移 调 控 的 基 因 ， 但 在

p1512-KPC 中该区被打断成两部分，并且编码释

放酶的 rlx 基因被截短，但这是否是导致质粒

p1512-KPC 接合转移实验失败的原因还有待研究。 
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p1512-KPC 与 p283747-KPC 的骨架区较为相

似 (93%的 序 列 覆 盖 度 上 有 >95%的 核 苷 酸 一 致

性)(图 4)。但二者不同的地方表现为：p1512-KPC

在质粒稳定区缺少一段长约 15.2 kb 的片段(包含

psiA、psiB、umuC 及 umuD 等基因)(图 4-①)。在

转录调节蛋白基因 ydeA 下游，p1512-KPC 缺少

ydaB 和 ssb 等质粒稳定相关基因(图 4-②)。此外，

两个质粒在复制起始基因 repB 下游虽然都包含两

个 parB 蛋白结合位点(该位点由一系列的串联重复

构成)[22]：parC1(ATcTTGtT)和 parC2 (ATCTTGTT)，  

 
图 3.  p1512-KPC 和 p283747-KPC 全序列示意图 

Figure 3.  Schematic maps of plasmids. Genes are denoted by arrows and colored based on gene function 
classification. The innermost circle presents GC-Skew [(G-C)/(G+C)]. The blue circle presents GC content. Shown also 
are backbone and accessory module regions. A: schematic map of p1512-KPC; B: schematic map of p283747-KPC. 



356 Zhaofang Jiang et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2019, 59(2) 

actamicro@im.ac.cn 

 
 

续图 3.  
 

但在 p1512-KPC 中的 parB 结合位点 parC1 和

parC2 都 由 10 个 串 联 重 复 构 成 ， 而 在

p283747-KPC 中的 parC1 和 parC2 则分别由 10 个

和 11 个串联重复构成。 

2.5.4  外源插入区：p1512-KPC 的 Tn6367 相关区

长度约为 13.2 kb，包含 β-内酰胺类耐药基因

blaCTX-M-65 、 blaTEM-1 以 及 氨 基 糖 苷 类 耐 药 基 因

rmtB。该区与 p283747-KPC 的 MDR 区结构相似，

二者都是由两个插入序列 IS1R 作为边界的复合性

结构，其内部都包含 3 个大片段。第一个片段是
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由以 IS26 作为侧翼的 Tn6367 构成，Tn6367 内部

包含截短的转座单元 ISEcp1-blaCTX-M-65-IS903D 及

Tn1722 残余。第二个片段为 IS26-fosA3-IS26 转座

单元，但在 p1512-KPC 中该片段仅剩余 IS26。第

三个片段由 rmtB 基因与截短的 Tn2 构成，截短的

Tn2 携带耐药基因 blaTEM-1(图 5)。 
 

 
 

图 4.  p1512-KPC 和 p283747-KPC 全基因线型结构比对图 

Figure 4.  Linear comparison of p1512-KPC and p283747-KPC. Genes are denoted by arrows and colored based on 
gene function classifications. Shading regions denote shared DNA regions of homology (>95% nucleotide identity). 
 

 
图 5.  p1512-KPC 的 Tn6367 相关区线性比较图 

Figure 5.  Comparison of Tn6367-related region from p1512-KPC. Genes are denoted by arrows and colored 
based on gene function classifications. Shading regions denote shared DNA regions of homology (>95% nucleotide 
identity). 
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p1512-KPC 的 blaKPC 相关区长度为 17.79 kb，携

带耐药基因 blaKPC-2 及汞抗性操纵子 merEDACPTR。

该区与 p283747-KPC 的 blaSHV-blaKPC 相关区相比，

二者都包含两端被 IS26 截短的转座子 ΔTn6296 

(ΔtnpA_Tn1722-tnpR_Tn1722-ΔrepB-orf396-orf279

-klcA-korC-ΔISKpn6-blaKPC-2-ISKpn27-ΔtnpR_  

Tn6376) 以 及 5ʹ 端 被 IS26 截 短 的 转 座 子

ΔTn21(ΔtniA_In2-urf2-merEDACPTR)。不同的地

方在于，p283747-KPC 的 blaSHV-blaKPC 相关区多

包含一个由截短的转座单元 IS26-blaSHV-12-IS26 和

ΔtnpA_Tn1722 组成的区域。此外，与 p283747- 

KPC 的 blaSHV-blaKPC 相关区相比，p1512-KPC 的

blaKPC 相关区整体序列发生了颠转(图 6)。 

p1512-KPC 的其他外源插入区包括不携带任

何耐药基因的 ΔTn6346 相关区和散布在不同位置

的单个移动元件。p1512-KPC 和 p283747-KPC 的

ΔTn6346 相 关 区 结 构 相 同 ， 均 为 ISKpn14-the 

IS903D remnant-IS5075-ΔTn6346-IS26 (图 7)。二

者剩余的外源插入区也都分别由 ISKpn26、IS26

及截短的 Tn3 家族转座子组成，但在 p1512-KPC

中，Tn3 家族转座子仅剩余长度为 640 bp 的两端

均被截短的转座酶(假基因)，而在 p283747-KPC

中，Tn3 家族转座子剩余长度为 2095 bp，包含完

整的转座酶、解离酶及左侧的反向重复序列。 

 

 
 

图 6.  p1512-KPC 的 blaKPC 相关区线性比较图 

Figure 6.  Comparison of the blaKPC-related region from p1512-KPC. Genes are denoted by arrows and colored 
based on gene function classifications. Shading regions denote shared DNA regions of homology (>95% nucleotide 
identity). 
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图 7.  p1512-KPC 的 ΔTn6346 相关区线性比较图 

Figure 7.  Comparison of the ΔTn6346-related region from p1512-KPC. Genes are denoted by arrows and colored 
based on gene function classifications. Shading regions denote shared DNA regions of homology (>95% nucleotide 
identity). 
 

3  讨论 

3.1  菌株的多重耐药 

药 敏 检 测 结 果 显 示 菌 株 1512 及 电 转 子

1512-KPC-EC600 都对青霉素类、头孢菌素类、碳

青霉烯类、单环 β-内酰胺类及氨基糖苷类抗生素

耐药，这是由于菌株 1512 及电转子 1512-KPC- 

EC600 都包含了携带 blaKPC-2、blaTEM-1、blaCTX-M-65

及 rmtB 基因的质粒 p1512-KPC[23–24]。此外，由于

菌株 1512 还携带 oqxAB、dfrA1 和 sul1 基因，所

以对喹诺酮类抗生素及叶酸通路抑制剂复方新诺

明耐药[25]。而菌株 1512 对呋喃类抗生素耐药可能

是由于位于染色体上的硝基还原酶编码基因 nfsA

和 nfsB 突变导致[26]。 

3.2  p1512-KPC 质粒复制子 

质粒 p1512-KPC 同时包含 IncFII 型复制子和

Rep_3 家族复制子 repB。典型的 IncFII 型复制子

由 repA2、repA6、repA1 和 repA4 四部分组成。其

中长度为 858 bp 的 repA1 是复制起始的核心基因，

其表达最初依赖于前导肽 RepA6，后期受 RepA2

的负性调节(通过抑制 RepA6 的表达)，RepA4 则

参与复制的终止[27]。p1512-KPC 的另一个复制子

repB 属于 Rep_3 家族未知不相容群复制子[28]，

Rep_3 家族复制子包括许多不同的亚型，迄今为

止还没有明确定义的划分标准。目前，IncFII 型复

制子与 Rep_3 家族复制子 repB 共存的质粒在

GenBank 数据库中仅有两例，即 p283747-KPC 和

本 研 究 中 的 质 粒 p1512-KPC 。 并 且 质 粒
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p283747-KPC 仅提交了序列信息，并未对其全序

进行结构基因组学分析。因此，本研究首次对

IncFII 型复制子与 Rep_3 家族复制子 repB 共存的

质粒进行了精细结构的比较分析，明确了该类型

质粒的骨架区及外源区基因结构、耐药基因周边

遗传环境异同。 

3.3  Tn6367 相关耐药区 

p1512-KPC 的 Tn6367 相关区包含耐药基因

blaCTX-M-65、blaTEM-1 和 rmtB。其中 blaCTX-M 和 blaTEM

为超广谱 β-内酰胺酶基因，blaCTX-M 通常由插入序

列 ISEcp1 和 ISCR1 携带，形成 ISEcp1-blaCTX-M- 

IS903D 或 ISEcp1-blaCTX-M-orf477 转座单元[29]；

blaTEM 则常由转座子 Tn1、Tn2 和 Tn3 携带，其中

又以 Tn2 最为常见[30]。rmtB 是一种介导氨基糖苷

类抗生素高水平耐药的 16S rRNA 甲基转移酶基

因，rmtB 常位于转座子 Tn2 下游，构成 Tn2-rmtB

元件[31]。在 Tn6367 相关区中，blaCTX-M-65 和 blaTEM-1

分别由转座子 Tn6367(内部包含截短的 ISEcp1- 

blaCTX-M-65-IS903D 转座单元)和截短的转座子 Tn2

携带，rmtB 位于 Tn2 下游。由此可见，在 p1512- 

KPC 的 Tn6367 相关区中，耐药基因 blaCTX-M-65、

blaTEM-1 及 rmtB 均由较为典型的移动元件携带，

但这些移动元件都经历了不同程度的截短。 

3.4  blaKPC 相关耐药区 

碳青霉烯酶基因 blaKPC 通常出现在基因环境

Tn4401 和 Tn6296 中，目前在国内以 Tn6296 多  

见[32]，如质粒 pKP048[33]、p0716-KPC[28]、p12181- 

KPC[28]及本研究的 p1512-KPC 中的 blaKPC 均存在

于 Tn6296 中 。 Tn6296 在 肺 炎 克 雷 伯 菌 质 粒

pKP048[33]中首次被鉴定，是由一个以 blaKPC 为核

心 的 基 因 结 构 (Tn6376-blaKPC-ΔISKpn6-korC- 

klcA-orf279-orf396-ΔrepB) 插 入 到 Tn1722 中 形  

成[34]。在肠杆菌科细菌中，由于各种复杂重组事

件 的 发 生 ， Tn6296 经 常 以 各 种 截 短 的 形 式 存    

在[28,33–34]。此外，Tn6296 还常与 Tn21 相邻出现，

如在质粒 pKP1034[35]、pKPC-LK30[35–36]及本研究

的 p1512-KPC 中。Tn21 为携带耐药基因 aadA1、

sul1 和汞抗性操纵子 merEDACPTR 的转座子，是

由 1 型整合子 In2 整合到 tnpM 和 urf2 基因之间所

形成[37]。 

综上所述，携带耐药基因 blaKPC-2、blaCTX-M-65、

blaTEM-1 及 rmtB 的质粒 p1512-KPC 介导了肺炎克

雷伯菌 1512 对青霉素类、头孢菌素类、碳青霉烯

类、单环 β-内酰胺类及氨基糖苷类抗生素耐药，

并 能 导 致 相 应 耐 药 基 因 的 水 平 转 移 。 在 质 粒

p1512-KPC 中，耐药基因 blaKPC-2、blaCTX-M-65 及

blaTEM-1 分别存在于截短的 Tn6296、Tn6367 及截

短的 Tn2 的基因环境中。此外，本研究还将包含

IncFII 型复制子和 Rep_3 家族复制子 repB 的质粒

p283747-KPC 及 p1512-KPC 进行了比较基因组学

分析，为该类型质粒的多样性和进化提供了更深

入的理解。 
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Sequencing and comparative genomics analysis of Klebsiella 
pneumoniae plasmid p1512-KPC 
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Abstract: [Objective] Comparative genomics analysis of the fully sequenced plasmid p1512-KPC from the 

multi-drug resistant clinical Klebsiella pneumoniae 1512 isolate. [Methods] We used 16S rRNA gene sequencing to 

identify the bacterium. Seven housekeeping genes (gapA, infB, mdh, pgi, phoE, rpoB, and tonB) were used for the 

multilocus sequence typing (MLST) scheme. Resistance genes were screened by PCR amplification. The plasmid 

was transferred into recipient Escherichia coli EC600 using conjugal transfers and electroporation experiments. The 

activity and type of carbapenemase were detected using Carba NP, and the minimum inhibitory concentration 

(MIC) was determined using VITEK 2 compact system. Sequencing and bioinformatics analysis were used to 

characterize the plasmid p1512-KPC. [Results] The 1512 isolate was an ST11 multi-drug resistant K. pneumoniae 

strain showing Ambler class A carbapenemase. PCR demonstrated strain 1512 harbored blaKPC-2, dfrA1 and sul1 

genes. The blaKPC-2 gene was located in non-self-transmissible plasmid p1512-KPC. Sequencing and bioinformatics 

analysis revealed that p1512-KPC, 117.69 kb in length, harbored IncFII replicon and replicon repB belonging to 

Rep_3 family unknown incompatibility groups. In addition, p1512-KPC contained blaKPC-2, blaCTX-M-65, blaTEM-1 

and rmtB genes, among which blaKPC-2, blaCTX-M-65 and blaTEM-1 were carried by ΔTn6296, Tn6367 and ΔTn2 

respectively. [Conclusion] The resistance of K. pneumoniae 1512 to penicillin, cephalosporin, carbapenem, 

monobactam and aminoglycoside were mediated by non-self-transmissible plasmid p1512-KPC. Moreover, the 

comparative genomics analysis provided a deeper insight into the diversification and evolution of those plasmids 

that harbored IncFII replicon and replicon repB belonging to Rep_3 family unknown incompatibility groups. 
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