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Abstract
A I M :  T o g e n o t y p e e x t e n d e d - s p e c t r u m 
β - l a c t a m a s e ( E S B L ) - p r o d u c i n g e n t e r o
bacteriaceae isolated from patients with 
antibiotic-associated diarrhea.

METHODS: The feces samples were collected 

from patients with antibiotic-associated diarrhea 
and cultured to isolate ESBL-producing entero-
bacteriaceae. Klebsiella pneumoniae carbapene-
mase production was evaluated by the modified 
Hodge test. Metallo-β-lactamase production was 
determined by the imipenem–EDTA double-
disk synergy test. Antibiotic resistance genes 
were amplified by polymerase chain reaction 
(PCR). The sequences of PCR products were de-
termined and compared with those deposited in 
GenBank. 

RESULTS: Fifty Klebsiella pneumoniae strains, 
21 Escherichia coli strains and 18 Proteus strains 
were isolated. Of all isolated strains, 64 carry ES-
BLs of the CTX-type, 68 carry ESBLs of the TEM-
type, and 21 carry ESBLs of the SHV-type. CTX-, 
TEM- and SHV-type ESBLs were present in 84% 
(42/50), 76% (38/50) and 15% (7/50) of Klebsi-
ella pneumoniae isolates, respectively. TEM- and 
CTX-type ESBLs were present in 100% (18/18) 
and 40% (7/18) of Proteus isolates, respectively. 
No SHV-type ESBLs were detected in Proteus 
isolates. CTX-, TEM- and SHV-type ESBLs were 
present in 100% (21/21), 83% (17/21) and 83% 
(17/21) of Escherichia coli isolates, respectively.  

CONCLUSION: The enterobacteriaceae isolated 
from patients with antibiotic-associated diarrhea 
in our study mainly carry TEM- and CTX-type 
ESBLs. 

Key Words: Antibiotic-associated diarrhea; Enteric 
bacilli; β-lactamase; Polymerase chain reaction; Se-
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摘要
目的: 研究抗菌药物使用后, 引起腹泻患者肠
道杆菌产超广谱β-内酰胺酶(ESBLs)细菌的耐
药基因型并进行序列分析.
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■背景资料
近年来, 由于头孢
菌素类抗菌药物
的大量使用甚至
是滥用, 导致肠道
杆菌产超广谱β -
内酰胺酶(ESBL)
的分离率越来越
高, 抗生素相关性
腹泻(AAD)在临
床发生率亦越来
越高. 研究该类患
者肠道杆菌产超
广谱β -内酰胺酶
基因型对于临床
抗感染治疗, 预防
抗生素相关性腹
泻, 控制院内感染
的暴发流行有着
重要意义.

■同行评议者
李瑜元, 教授, 广
州市第一人民医
院内科



方法:  收集临床住院应用抗菌药物后出现
腹泻患者的大便或肛拭子进行培养, 分离产
ESBLs的肺炎克雷伯菌50株、大肠埃希菌21
株和变形杆菌18株, 通过改良Hodge实验、

EDTA双纸片增效试验、分别测定KPC、金
属酶; 聚合酶链反应(PCR)检测其耐药基因、

分析PCR产物序列并在GenBank中比对分析, 
总结产ESBLs细菌同源性的和变异情况. 

结果: 89株产E S B L的菌株中, 有64株携带
C T X型耐药基因, 68株携带T E M型耐药基
因, 21株携带SHV型耐药基因. 肺炎克雷伯
菌中C T X型占到84%(42/50), T E M型占到
76%(38/50), SHV型占到15%(7/50); 变形杆菌
中没有SHV型, 而TEM型占到100%(18/18), 
CTX型占到40%(7/18); 大肠埃希菌中CTX
占到100%(21/21),  S H V型和T E M型均为
83%(17/21); 同时检出3株产KPC和22株产金
属酶的细菌.

结 论 :  本 院 抗 生 素 腹 泻 患 者 肠 道 杆 菌 产
ESBLs耐药基因主要以CTX和TEM为主, 同
时携带两个或两个以上耐药基因的细菌占
49%(44/89).

关键词: 抗生素性腹泻; 肠道杆菌; β-内酰胺酶; 聚

合酶链反应; 序列分析
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0  引言

由于抗生素大量、甚至盲目使用, 临床在治疗

感染性疾病的同时, 使肠道中有益菌被抑制, 肠
道的微生态平衡被打破, 导致菌群失调, 此时肠

上皮细胞的代谢调节水平和生理功能发生紊

乱, 使腹泻进一步加重, 即产生抗生素相关性腹

泻[1]. 抗生素性腹泻、肠道菌群失调症、细菌的

耐药等问题给患者带来了经济、肉体上的痛苦. 
自1983年德国学者首先在肺炎克雷伯菌中发现

了超广谱β-内酰胺酶(ESBLs)[2], 由于这种酶能

够水解广谱头孢菌素, 近年来人们对于他的基

因分型、耐药机制及传播方式的研究越来越多. 
一般认为, ESBLs大多源于TEM、SHV位的基因

突变. 有关抗生素相关性腹泻患者的肠道杆菌

产ESBLs分型情况报道的很少. 本文对住院患者

因各种感染使用抗菌药物后导致腹泻的大便进

行培养, 分离出产ESBLs的肺炎克雷伯菌、大肠
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埃希菌和变形杆菌做耐药基因型和流行趋势及

序列分析, 结果如下.   

1  材料和方法

1.1 材料 收集2009年郑州大学第一附属医院临

床科室随机病例, 因非肠道感染使用抗菌药物

后出现轻微或严重腹泻, 取其不重复患者大便

126份进行培养, 他们均曾使用过头孢菌素类、

喹诺酮类、碳青霉烯类等两种或两种以上抗

菌药物. 质控菌株为大肠埃希菌ATCC25922(产
酶)、AT C C35218(不产酶)、肺炎克雷伯菌

ATCC700603; ATB细菌鉴定仪, 法国BioMerieux
公司; 药敏纸片、头孢噻肟、头孢噻肟/克拉

维酸、头孢他啶、头孢他啶/克拉维酸, 厄他培

南、美罗培南, 英国Oxoid公司产品; PCR扩增

仪(Biometra TGRADIENT); PCR MIX、标记物, 
天根生化科技有限公司; 电泳及凝胶成像系统

(BIO-RAD); 凝胶纯化及测序, 大连宝生物有限

公司; API 20E板条, 法国BioMerieux公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 耐药表型检测: (1)ESBLs检测: 常规K-B纸
片扩散法, 选择头孢噻肟(30 μg)、头孢噻肟/克
拉维酸(30 μg/10 μg); 头孢他啶(30 μg)、头孢他

啶/克拉维酸(30 μg/10 μg)两组进行ESBL表型确

证试验. 以CLSI2009版判定标准[3], 任何一组复

合剂纸片抑菌环直径大于或等于单独抗生素纸

片抑菌环直径5 mm, 即判定为产ESBL菌株, 并
将其进行基因分型; (2)改良Hodge实验: 将0.5个
麦氏单位ATCC25922做10倍稀释, 涂于MH平板

上. 在平板中心贴厄他培南纸片, 将待检菌和阳

性对照菌分别按2009版CLSI方法接种至平板. 
35 ℃培养过夜, 取出观察; (3)金属碳青霉烯酶检

测0.5麦氏单位的待测菌涂布MH平板, 分别贴美

罗培南的纸片和含8 μL 0.5 mol/L EDTA-Na2的

美罗培南纸片, 纸片间距离大于15 mm.  35℃过

夜培养, 观察美罗培南和含EDTA-Na2美罗培南

纸片对细菌的抑制情况,   后者与前者抑菌环直

径相差>7 mm的为金属酶阳性. 
1.2.2 耐药基因检测: CTX型、SHV型和TEM型

β-内酰胺酶基因; KPC-2型碳青霉烯酶基因及

金属酶等基因表型及引物见相关文献(表1), 进
行PCR扩增, 所用引物均由大连宝生物有限公

司合成. PCR反应后经产物纯化、测序, 序列

在GenBank上检索比对, 确认表型. 分别与参考

序列EU938349.1、GQ343054.1、GU064388.1
比对. 反应体系: 缓冲液5 μL, dNTP 1 μL, 引物

www.wjgnet.com

■创新盘点
本文通过对该类
腹泻患者肠道杆
菌产超广谱β -内
酰胺酶进行基因
分型的调查与研
究 ,  不 仅 发 现 常
见流行的基因型
( C T X、S H V、

TEM等), 亦发现
了新的少见耐药
基 因 ( K P C - 2 、

IMP), 这种耐碳氢
霉烯类耐药基因
的出现会给临床
抗感染治疗带来
更得大困惑.
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各0.5 μL, 聚合酶0.25 μL, 模板2 μL. 反应条件: 
94 ℃, 5 min, 94 ℃, 1 min, 55 ℃, 1 min, 72 ℃, 1 
min, 72 ℃, 7 min, 4 ℃保存. 100 V电泳20 min.

2  结果

2.1 ESBLs检测 126株细菌经表型确认有89株为

ESBLs阳性, 总阳性检出率71%(89/126). 分别为

大肠埃希菌21株、肺炎克雷伯菌50株、变形杆

菌18株; 37株其他细菌, 其中ESBLs阴性大肠埃

希菌8株、肺炎克雷伯菌2株和变形杆菌1株; 非
发酵菌中铜绿假单胞菌7株, 粪肠球菌9株, 白色

念珠菌10株. 
2.2 改良Hodge实验和EDTA双纸片增效实验 改
良Hodge实验中, 3株肺炎克雷伯菌呈现阳性结

果(图1), 经PCR扩增、测序, 在GenBank中比对

后, 均为KPC-2型耐药基因; 金属酶表型检测结

果, 有22株细菌可以被EDTA抑制(图2), 经PCR
扩增、测序后证实其为19株VIM型和3株IMP型
产金属酶细菌.
2.3 基因型检测 
2.3.1 C T X-M型耐药基因 :  肺炎克雷伯菌中

含C T X耐药基因的菌株占84%(42/50); 大肠

埃希菌中为100%(21/21); 而变形杆菌中只有

40%(7/18)(表2). 测序结果经GenBank中比对后

的分型情况详见表2. PCR结果见图3.
2.3.2 TEM型耐药基因: 肺炎克雷伯菌中含TEM
耐药基因的菌株占76%(38/50); 大肠埃希菌为

82%(17/21); 而变形杆菌中所有的菌株均含有此

耐药基因. 经测序为TEM-1b型耐药基因(表2).
2.3.3 SHV型耐药基因: 肺炎克雷伯菌中只含

SHV耐药基因的菌株占14%(7/50); 大肠埃希菌

中为83%(17/21); 而变形杆菌中无此耐药基因. 
测序为SHV-11型、SHV-36型(表2).
2.4 测序结果 以SHV型引物为例, 测定结果为

SHV-11型, 除此之外, 还有SHV-36型耐药基因检

出(图4).
TEM型耐药基因全部为TEM-1b型; CTX耐

药基因为CTX-M1、CTX-M9型. 测序结果显示

表  1  引物和目标基因

     
目标基因		  引物序列(5'-3')	             大小(bp)

CTX[4]	 F: ATG TGC AGY ACC AGT AAR GT	 593

	 R: TGG GTR AAR TAR GTS ACC AGA	

TEM[5]	 F: TCA ACA TTT CCG TGT CG		 860

	 R: CTG ACA GTT ACC AAT GCT TA	

SHV[5]	 F: ATG CGT TAT ATT CGC CTG TG	 780

	 R: AGA TAA ATC ACC ACA ATG CGC	

KPC-2[6]	 F: GCT ACA CCT AGC TCC ACC TTC	 989

	 R: ACA GTG GTT GGT AAT CCA TGC	

VIM[7]	 F: ATG GTG TTT GGT CGC ATA TC	 500

	 R: TGG GCC ATT CAG CCA GAT C	

IMP[8]	 F: CAT GGT TTG GTG GTT CTT GT	 270

	 R: ATA ATT TGG CFF ACT TTG GC	

表  2  ESBLs菌株CTX、TEM、SHV等亚型基因总检出率

     
亚型种类             	              n              	          检出率(%)

TEM-1b		             68		             76.4

CTX-M1		             31		             34.8

CTX-M9		             33		             37.1

SHV-11		             14		             15.7

SHV-36		               7		               7.9

KPC-2		               3		               3.4

VIM		             19		             21.3

IMP		               3		               3.4

新类型		               1		               1.1

1                                      2

图  2  EDTA增效实验. 1: 美罗培南; 2: 滴加了EDTA的美罗

培南纸片, H8: 菌株标号.

H8

图  3  肺炎克雷伯菌属菌CTX型PCR结果. M: Marker; 1, 2, 6, 

8, 11: 菌株标号.

M     1     2      6     8    11

bp
750 

500
593 bp

■相关报道
Beaugerie等对抗
生素性腹泻的主
要原因进行全面
分析, 证实他们多
是由梭状芽孢杆
菌、金黄色葡萄
球菌等引起; 钱英
等曾对健康人群
肠道大肠埃希菌
对氟喹诺酮药物
的耐药性及耐药
机制进行研究, 证
实了我国健康人
群肠道大肠埃希
菌对氟喹诺酮类
抗菌药物的耐药
率为很高, 耐药基
因主要由gyrA基
因和parC基因位
点 突 变 造 成 ,  以
gyrA基因为主. 

图   1   肺 炎 克 雷
伯菌Hodge试验阳
性结果. 9, 10, 11:

Hodge阳性的菌株

编号; 标: Hodge

阴性的标准菌株; 

ETP: 厄他培南.

ETP
标

11

10

9
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碱基发生一些变异, 碱基的缺失有20株、插入

的有36株、变异的有33株, 且不同的耐药基因

表现出一定的规律性. TEM型耐药基因没有碱

基插入现象, 碱基的缺失和变异常常表现在序

列末端; CTX型耐药基因没有出现碱基缺失, 而
碱基的插入和变异出现在序列前端; SHV型耐

药基因中碱基的缺失表现在序列前端、碱基的

插入出现在序列末端, 没有出现变异情况.

3  讨论

众所周知 ,  肠杆菌科及其相关细菌大肠埃希

菌、肺炎克雷伯菌、变形杆菌、柠檬酸杆菌、

摩根摩根菌、普罗维登斯菌和假单胞菌等, 对
人类是极其有益并组成人类肠道的正常菌群[9]. 
但是近年来, 有关该类细菌引起的院内感染、

尤其是产ESBLs的多重耐药的肠杆菌科细菌引

起的内源性感染, 在世界各地陆续有报道, 分离

率各不相同. 我国深圳、广东等经济发达地区

ESBLs检出率24%-37%[10,11], 姜森等报道的大肠

埃希菌ESBLs检出率为40%[12], 台湾地区也报道

了有关ESBLs在阴沟肠杆菌中的流行[13]. 本研究

126株肠道杆菌ESBLs检出率为71%, 远远高于

我国其他地区, 亦高于国外报道[14,15]. 该类患者

的共同特点是: 抗生素使用时间大多超过1 wk以
上, 且均使用过头孢菌素类、喹诺酮类、碳青

霉烯类等两种以上抗菌药物. 考虑与抗菌药物

的使用有着密切关系; 而这类腹泻患者患者培

养结果大多显示菌群失调, 极易引起内源性感

染甚至是院内感染的暴发流行. 
ESBLs出现对临床感染治疗带来了极大的

威胁, 成为目前亟待解决的问题. 本实验结果显

示, 我院因应用抗菌药物导致的腹泻患者大便

培养肠道杆菌的ESBLs基因型是以CTX、TEM
为主, 大肠埃希菌中100%含有CTX耐药基因, 
肺炎克雷伯菌CTX为84%, 变形杆菌100%含有

TEM-1b型耐药基因. 与国内报道大致相同[16-18], 
与文献报道的亚洲地区流行亦较符合[19,20]. 这
类细菌以水解头孢噻肟、头孢曲松等三代头孢

菌素为主, 因此对其显示高度耐药性. SHV耐药

基因在变形杆菌中没有检出, 肺炎克雷伯菌中

检出率为14%, 但在大肠埃希菌中83%的菌株均

含有此耐药基因, 该基因是巯基变量(sulphydryl 
variable)的简称, 以能够水解头孢噻吩中的巯基

而得名. SHV型ESBLs是由广谱酶SHV-1的编码

基因的1-4个核苷酸突变引起氨基酸改变而形

成的一系列酶蛋白, 其中第238位和第240位氨

基酸是影响酶水解能力的主要位点. 第238位由

丝氨酸替换甘氨酸, 引起对头孢他啶水解能力

增强; 第240位由赖氨酸替换谷氨酰胺,造成对

头孢噻肟的水解能力增强[21]. 临床表现对头孢

他啶、头孢噻肟、头孢哌酮等抗菌药物表现高

度耐药性; 但上述三种基因对含酶抑制剂复合

制剂敏感性较好、目前且没有发现耐碳青霉烯

类抗菌药物菌株. 本组资料显示, 89株产ESBLs
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图  4  SHV型基因图谱.
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■名词解释
超广谱β -内酰胺
酶(ESBLs): 属质
粒介导, 是当前细
菌出现的新的耐
药 趋 势 之 一 ,  多
发生在肠杆菌科
等革兰阴性杆菌
中; 细菌一旦产生
该类酶, 则对第三
代头孢菌素(如头
孢噻肟、头孢他
啶、头孢哌酮、

头孢曲松等)以及
单环酰胺类抗生
素产生耐药.
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耐药菌株往往同时含有多个耐药基因型, 例如: 
CTX型、TEM型、SHV型可同时出现在同一菌

株中, 因此造成了严重的多重耐药的产生, 这一

点与王贺等[22]、张晓梅等[23]关于肠杆菌科细菌

的研究一致. 从相同耐药基因的高度同源性来

看, 他们来源于同一细菌. 又因个别碱基的差异, 
可能是导致不同菌株的药敏实验结果不同的主

要原因. 有关变异碱基是否导致蛋白表达的变

异还有待于我们进一步研究. 
本研究还检出产碳青霉烯酶KPC-2型和金

属酶IMP和VIM型细菌. KPC-2型是1998年美国

首次在肺炎克雷伯菌中检出[24], 以后世界各地关

于KPC型耐药菌的报道逐渐增多, 希腊的一家医

院内爆发了KPC-2型耐药基因在肺炎克雷伯菌中

的流行[25]. 国内山东、江苏等陆续分离出KPC-2
型的沙雷菌[26]和大肠埃希菌[27], 河南也曾报道分

离出1株产KPC-2的肺炎克雷伯菌[28], 金属酶早在

20世纪90年代中国香港在亚胺培南耐药的不动

杆菌中就发现IMP-4型耐药基因[29]. 2001年广州

报道在绿脓杆菌中发现了IMP-4型耐药基因[30], 
浙江大学附属第二医院发现1种IMP-4型产酸

肺炎克雷伯菌[31]. 本次我们从大便中检出1株产

IMP-4型肺炎克雷伯菌, 河南尚属首例. 这些菌

株能够水解碳青霉烯类抗生素导致耐药. 由于

其耐药基因存在于质粒上, 且能横向传播, 极易

造成医院内感染的暴发流行, 应该引起我们的

高度重视. 同时提示, 临床医生在治疗抗生素相

关性腹泻时, 应注意防止自身肠源性感染, 慎重

使用广谱抗生素; 必要情况下, 可以加服一些肠

道微生态制剂[32].
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