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·基础研究

多药耐药阴沟肠杆菌临床株ampC基因的克隆和表达

余丹阳刘又宁

【摘要】 目的克隆一株临床分离的多药耐药阴沟肠杆菌的ampC基因，并研究其编码的AmpClS-内酰胺酶的

特性。方{岳聚合酶链反应(PCR)扩增阴沟肠杆菌ECLC074的ampC基因，将扩增的目标片段连接人pMDl8-T进

行双链测序后，进一步克隆入pACYCl84质粒，用获得的pACYCl84／ampC重组质粒转化大肠杆菌MCAl00。采用

琼脂稀释法测定阴沟肠杆菌ECLC074，大肠杆菌MC4100及大肠杆菌MCAl00重组菌的抗生素敏感性，采用三维

试验及等电聚焦电泳研究}内酰胺酶的特性。结果DNA测序及限制性酶切分析结果表明，阴掏肠杆菌ECLC074

的ampC基因已被克隆人pACYCl84质粒，大肠杆菌MC4100重组菌和阴沟肠杆菌ECLC074均产生一种等电点为

7．8的p内酰胺酶，该酶具有AmpCl}内酰胺酶的耐药表型特征。结论 阴沟肠杆菌的ampC基因可以被克隆人

pACYCl84质粒，并能在大肠杆菌MC4100中表选，这为深入研究染色体AmpC争内酰胺酶刨造了条件。

【关键词】肠杆菌，阴沟；}内酰胺酶类；克隆；基因
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[Abstract]Objectives To clone the ampC gene from a multidtug resistant isolate of Enterobacter cloacae and

identify the properties of the ampC芦lactanmse encoded by the cloned gene．Methods The entire ampC gene of En—

terobacter cloacae ECLC074 was amplified by polymerase chain reaction．Tlle target amplifieation fragment was ligated

with pMDl8一T to be sequenced on both strands by the dideoxy chain termination method．The al'．pC gene was then

cloned into plasmid pACYCl84．The recombinant plasmid pACYCl84／ampC wfls transformed into E．colt MC4100．

Agar dilution susceptibility test was used to determine the antibiotics suseeptibilitiy of Enterobactercloacae ECLC074．

E colt Mc4100 and the recombinant E coli MC4100 strain．Three-dimensional extract test。and analytieal isoelectdc

focusing overlay technique were used to identify the properties of p[aetarnases．Results Sequencing and restriction

analysis revealed that ampC gene of Enterobacter cloacae ECLC074 w8s cloned into pACYCl84 plasmid．Both Enter-

obactercloacae ECI．C074 and the recomhinant E coli M(34100 strain produced a良lactamase with an isoeleetrie point

of 7，8 and adrug-resistant phenotype characteristic of an ampC B．1aetamase，Conclusion ampC gene of Enterobacter

doacae can be cloned into pACYCl84 plasmid and expressed in E coli MC4100一this forms the basis for further stud—

Y of chromosomal ampC p]actamases．

[Key words]Enterobacter cloacaefplactamases；cloning；gene

AmpC争lAl酰胺酶是一族具有碱性等电点、不被

克拉维酸抑制而能被氯唑西林抑制的“丝氨酸”头孢

菌素酶，按功能特征分类属Bush-J～M1组，按分子

结构分类属Ambler C类，高产此类酶可以导致细
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菌对除第四代头孢菌素和碳青霉烯类抗生素外的其

他所有p内酰胺抗生素产生耐药⋯。AmpCp-内酰

胺酶的结构基因——ampc基因广泛存在于阴沟肠

杆菌的染色体中，高产AmpC酶是阴沟肠杆菌最重

要的耐药机制之一口脚。本研究从一株临床分离的多

药耐药阴沟肠杆菌中克隆了完整的ampC基因，并在

大肠杆菌MC4100中成功表达，为深入研究AmpC酶

的结构与功能的关系、并进一步探索AmpC酶在抗生

素选择压力下的进化趋势创造了条件。
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1材料和方法

1．1茼株阴沟肠杆菌ECLC074为1 999年5月

31日从一例肺部感染患者的痰标本中分离得到的

临床菌株。大肠杆菌JMl09(感受态)由大连Takara

公司购得。大肠杆菌MC4100(AampC)由德国波恩

大学医学微生物和免疫学研究所Wiedemann B教

授赠送。标准诱导产AmpC酶阴沟肠杆菌029、标

准高产AmpC酶阴沟肠杆菌029M由北京协和医

院细菌室惠赠。

1．2质粒TA克隆载体为pMDl8一T，具氨苄青

霉素抗性，由大连Takara公司购得。pACYCl84

为表达载体，具氯霉素和四环素抗性，为解放军总

医院呼吸科实验室既往保存的质粒。

1．3主要试荆 MH琼脂、MH肉汤、TSB肉汤、

TSA琼脂、胰蛋白胨、酵母提取物以及Nitrocefin

均由英国OxOID公司购得。丙烯酰胺、N，NL甲

叉双丙烯酰胺、过硫酸胺、四甲基乙二胺

(TEMED)、氯霉素、四环素由美国Sigma公司购

得；氯唑西林、克拉维酸、头孢噻吩(CI。T)、氨苄西林

(AMP)、头孢呋辛(CFX)、头孢噻肟(cTx)、头孢他

啶(cAz)由中国药品生物制品检定所购得；头孢毗

肟(FEP)为中美上海施贵宝公司产品；头孢西丁

(Fox)为美国默沙东公司产品；X-Gal、IPTG、EX

Taq DNA聚合酶、Pyrobest DNA聚合酶、限制性内

切酶BamH I、限制性内切酶HindUI、DNA Marker

DL2000、^一HindⅢdigest Marker、PCR fragment

recovery kit试剂盒、DNA Ligation Kit Ver．2均购

自Takara公司；plasmid mini kit购自美国QIA—

GEN公司；Ampholine(pH3．5～10)购自Pharma—

cia公司。

1．4 ECLC074 ampC基因全序列的聚合酶链反应

(PCR)扩增PCR扩增引物根据阴沟肠杆菌P99

的ampC基因序列(Genebank／EMBl。accession no．

X07274)设计，由大连Takara公司合成。前向引物

为5。CGCGAAGCTTGCGTTTTCACATGCTG—

GC-3，，其5’端含HindII酶切位点；反向引物为5。

CGCGGGATCCTTTACTGTAGCGCCTCGAG(}

了，其5’端含BamH I酶切位点。采用常规煮沸法

提取阴沟肠杆菌ECI．C074的全基冈组DNA作为

模板，进行PCR扩增。PCR反应体系中含10×

Buffer 5pl、EX Taq DNA聚合酶2．5 U、MgCl2

2mmol／L、dNTP各200 tLmol／L、引物各1 ttmol／L，

模板约lOng，灭菌双蒸水加至50 pl。扩增条件为：

94℃预变性5 min}94℃45 s，60℃45 s，72℃

1 min，共30个循环i然后72℃延伸8 min，4"C保

护。取5 gl PCR扩增产物进行1．5％琼脂糖凝胶

电泳，切取仅含1．4 kb DNA片段的琼脂糖凝胶进

行回收纯化。

1．5 pMDl8一T／ampC重组质拉的构建将1．4 kb

的PCR产物片段连接人pMDl8-T，转化大肠杆菌

JMl09(感受态)，转化菌液接种至含X-Gal40 mg／L、

IPTG 0．2 mmol／L、氨苄西林100 mg／L的LB琼脂

平皿，37"C孵育过夜。将过夜筛选平皿上生长的单

个白色菌落编号后分别移种至含氨苄西林100mg／L

的LB琼脂平皿上，孵育过夜，从此过夜平皿上挑取

单个菌落，提取重组质粒作为模板，以pMDl8一T的

通用测序引物RV-M(5。GAGcGGATAA—

CAATTTCACACAGG 3’)和M13—47(5。CGC—

CAGGGTTTTCCCAGTCACGAC一37)为引物进行

PCR，对重组子的插入片段长度进行鉴定。PCR反

应体系和扩增条件同前。如果PCR扩增出约1．6 kb

的DNA片段(含部分pMI)l 8 T的序列)，则说明插

入片段长度确为1．4 kb，与含ampC基因的目的片

段匹配。

1．6 ampC基因的测序提取pMDl8一T／ampC重

组质粒，对插入片段进行测序。测序引物为RV M、

M13—47、MC300P1(5。TTCGGCACGTTAATC

CAG 3’)以及MC300P2(5。AAACCCGTTACGC

CTCAG 3J)。RV—M和M13-47分别位于pMDl8一T

的BamHI和HindⅢ酶切位点两侧；MC300P1的5

端第1个碱基相当于阴沟肠杆菌P99 ampC基因

(Genebank／EMBL accession no．X07274)的第638

位碱基；MC300P21的5』端第1个碱基相当于阴沟肠

杆菌P99 ampC基因的第214位碱基。测序结果用

GeneTool Lite Ver．1．0软件进行分析。

1．7 pACYCl84／ampC重组质粒的构建厦转化

用BamH I／HindⅢ对pACYCl84质粒进行双酶

切，切胶回收酶切产物中的3．8 kb片段，作为亚克

隆的载体片段；用BamH I／HindⅢ对pMDl8一T／

ampC重组质粒进行双酶切，切胶回收酶切产物中

的1，4 kb片段，作为插入片段。将含ampC基因的

1．4 kb插入片段连接人pACYCl84，获得pACYC

184／ampC重组质粒，用以转化大肠杆菌MC4100。

转化菌液接种至含氯霉素25 mg／L、头孢噻吩50 mg／L

的LB琼脂平皿上，37℃孵育过夜。挑取在此平皿

上生长的单个菌落接种至含氯霉素25 mg／L、头孢

噻吩50 mg／L的12 ml LB肉汤中，37℃，200rpm
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振荡孵育过夜。提取10ml菌悬液中的质粒，用

BamHI／HindⅢ进行双酶切鉴定，目的菌株所携带

的质粒应同时含有3．8kb和1．4kb两个片段。

1．8抗生素药敏试验田 采用琼脂平皿二倍稀释

法测定抗生素的MIC，质控菌为大肠杆菌

ATCC25922。

1．9 p内酰胺酶的制备 菌液制备参照文献记载

的方法D3，培养液中含有50 mg／L头孢噻吩。p_内

酰胺酶的释放采用超声破碎法[1]。用Nitrocefin纸

片鉴定产酶阳性后，-20℃冻存备用。

1．10头孢西丁三维试验按Coudron等的方法

进行操作和结果判断“]。阴性对照菌和阳性对照菌

分别为阴沟肠杆菌029和029M。

1．11等电聚焦电泳等电聚焦电泳常规操作同文

献记载“]。p内酰胺酶抑制剂为氯唑西林(1mmol／

L)和克拉维鲮(1mmol／L)，p内酰胺酶显色剂为

Nitrocefin(500 mg／L)，计算等电点时参照的p内

酰胺酶包括TEM一1(pI 5．4)、TEM一4(pI 5．9)、

SHv-1(口I 7．6)、SHV一3(pI 7．0)、SHV-5(pI 8．2)

以及阴沟肠杆菌029M产生的AmpC酶(pI 8．8)。

2结果

2．1阴沟肠杆茵ECLC074 ampC基因的PCR扩

增结果 阴沟肠杆菌临床株ECLC074和高产

AmpC酶的标准菌株阴沟肠杆菌029M均扩增出一

条1．4kb的DNA片段(图1)，与引物设计时预期的

扩增片段大小一致。

2．2 pMDl8-T／ampC重组质粒的构建结果 将

1．4kb的PCR产物片段连接人pMDl8 T载体，并

转化大肠杆菌JMl09后，提取重组质粒作为模板，

通过I：'CR鉴定插入片段的长度(图2)。其中，以T6

号菌株的质粒DNA为模板时，扩增出一条约1．6kb

的DNA片段，与预期的扩增片段大小一致，说明其

插入片段长度为1．4kb。因此，该菌株所携带的

pMDl8一T重组质粒中已经被成功地插入了ampC

基因。

2．3 anapC基因的测序结果对T6号菌株所携带

的pMDl8一T重组质粒的插入片段的测序结果显

示，该插入片段中包含了完整的ampC基因序列。

DNA序列比对分析结果显示，临床菌株ECLC074

的ampC基因与阴沟肠杆菌P99 ampC基因(Gene—

hank／EMBL accession no．X07274)的同源性为

99．2％，与阴沟肠杆菌OUDhyp ampC基因(Gene—

bank accession no．AJ278995)的同源性为97．o％；

相应氨基酸序列比对分析结果显示，临床菌株

ECLC074AmpC酶与阴沟肠杆菌P99AmpC酶的同

源性为99．4％，与阴沟肠杆菌OUDhyp AmpC酶的

同源性为97．0％。在ECLC074AmpC酶的氨基酸

序列中，丝氨酸p内酰胺酶所共有的活性接台位点

SXXK以及AmpC酶的特征性结构YXN、KTG均

未发生变化。

2．4 ampC基因的亚克隆结果pACYC]84重组

质粒经BamH I／Hindm双酶切后获得3．8kb和

1．4kb两个片段，与预期酶切结果完全一致(图3)，

说明ECLC074的ampC基因已经被正确插入

pACYCl84质粒中。

z．5 ECLC074厦重组细菌的抗生素药敏试验和头

孢西丁三雏试验结果(袁1)ECLC074和携带ampC

M1，DNA Marker DL2000I T6号菌株(第6泳遭)扩增出一条约

1．6kb的DNA片腔，为阳性菌落。其余均为阴性茁落

图2 PCR鉴定pMDl8-T重组质粒中插入片段的长度

M1：DNA Marker DL2000；M2：hHindⅢdigest DNA Marker F1；

M1：DNA Marker DL2000}1泳道为阴沟肠杆菌ECLC074 ampC基pACYCl84载体片段i 2～13；pACYCl84重组质粒114t古有ampC

因的扩增产物}2袜道为阴i勾肠杆菌029M ampC基因的扩增产物 基因的插人片段

圈l ECLC074 ampC基因的PCR扩增结果 图3 pACYCl84重组质粒的：炙酶切鉴定结果
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基因的重组菌的头孢西丁三维试验结果均为阳性。

临床菌株ECLC074对头孢噻吩、头孢呋辛、头孢噻

肟、头孢他啶、头孢西丁均呈高度耐药，但对头孢吡

肟敏感，这是单纯高产AmpC酶细菌的典型耐药特

点。携带ampC基因的MC4100重组菌同样对头孢

吡肟高度敏感，对头孢噻吩、头孢呋辛、头孢西丁、头

孢噻肟、头孢他啶的耐药性也明显强于MCAl00宿

主菌，相应MIC值均升高了8倍以上，其耐药特点

与临床莆株ECLC074相似。但是，就头孢呋辛、头

孢两丁、头抱噻肟、头孢他啶而言，携带ampC基|天【

的MC4100重组菌的MIC值均明显低于临床菌株

ECI。C074的MIC值，说明MC4100重组菌的

AmpC酶产量尚未达到临床菌株的水平。

2．6 等电聚焦电泳和p内酰胺酶抑制试验

ECLC074和携带ampC基因的MC4100重组茁所

产的p内酰胺酶均不能被克拉维酸失活，而能被氯

唑西林失活，两者所产p一内酰胺酶的等电点也完全

一致，均为7．8。

3讨论

AmpCp内酰胺酶的编码基因广泛存在于大多

数革兰阴性致病菌的染色体中(如各种肠杆菌科细

菌、不动杆菌和绿脓假单胞菌)，临床常见的革兰阴

性致病菌大多具有高产AmpCp-内酰胺酶的潜在能

力。近年来，原来局限于染色体的ampC基因开始

在耐药质粒中出现，这使得原本没有产AmpC酶能

力的细菌(如克雷伯菌属)也可以通过耐药质粒的横

向传播获得高产AmpC酶的能力，这为高产AmpC

酶菌株的广泛流行创造了更好的条件。

临床上，产生高水平AmpC酶的致病菌不仅对

除第四代头孢菌素之外的各种广谱头孢菌素耐药，

对现有的各种含有酶抑制剂(克拉维酸、舒巴坦或他

唑巴坦)的p内酰胺抗生素复合制剂也表现为耐药，

这种有别于超广谱}内酰胺酶(extended—spectrum

plactamase，ESBL)的耐药特性是由AmpC酶的分

子结构所决定的。在ESBL等Ambler A类酶中．

克拉维酸等酶抑制剂的接合位点为Ar9244氨基酸

残基，但是，根据ECLC074的ampC基因测序结果

及相应的氨基酸序列分析，在ampC基因所编码的

氨基酸序列中并没有类似于Ambler A类酶的

Ar9244克拉维酸接合位点，这与国外学者对阴沟肠

杆菌P99菌株ampC基因(Genebank／EMBL acces—

sion no．X07274)和OUDhyp菌株ampC基因

(Genebank accession no．AJ278995)的分析结果是

一致的，这是AmpC酶不能被现有的各种p内酰胺

酶抑制剂所抑制的分子基础。

通常认为，产染色体AmpCp内酰胺酶细菌的

耐药性变化主要取决于AmpC酶表达水平的高低，

其分子基础足表达调控基因的突变或结构基因启动

子的突变“]，这与ESBL等Ambler A类争内酰胺

酶不同。但是，最近的一些研究发现，在某些临床分

离的高产AmpC酶菌株中，ampC基因某些碱基的

替换或删除确实改变了染色体AmpC酶的酶学特

性[”103，甚至最著增强了染色体AmpC酶对头孢吡

肟、头孢匹罗等第四代头孢菌素的水解活性，导致这

些菌株对第四代头孢菌素的敏感性降低”“⋯，这使

得人们开始重视研究结构基因突变对染色体AmpC

酶分子结构和酶学特性的影响。

将位于染色体中的ampC基凼克隆入合适的质

粒载体中，可以更加方便地通过定点突变技术研究

ampC基因突变对染色体AmpC酶分子结构和酶学

特性的影响，也可以进一步通过易错PCR技术探索

染色体AmpC酶在抗生素选择压力下的耐药性进

化潜力。本研究选择的AmpC酶表达载体pA—

CYCl84本身不携带任何p一内酰胺酶的编码基因，

大肠杆菌MC4100染色体中的ampC基因也已经被

敲除，因此，将ampC基因克隆入pACYCl84质粒

后，在大肠杆菌MC4100中进行表达，完全排除了

其他p内酰胺酶的干扰，可以准确地反映所研究的

AmpC酶的耐药表型和酶学特性。这一克隆表达体

系的建立为进一步采用定点突变技术或易错PCR

技术深入研究分子结构变异对AmpC酶功能的影

响创造了条件。
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能量就是生命
——记美国2007年线粒体医学会议

2007年8月13日，美国美丽的海滨城市圣地亚哥迎来

了一年一度的线粒体医学盛会一一2007年线粒体医学会议

(Mitoehondrial Medicine 2007 Riding the Wave of the Fu-

ture)。来自世界各地的遗传病学专家，线粒体疾病医务人员

及青年学者会聚一堂，就线粒体的基础研究及线粒体与人类

疾病的关系展开了深刻而广泛的讨论。线粒体为人体提供

了95％以上的能量，与人类多种疾病特别是老年性疾病息息

相关。从1850年该细胞器发现以来，日渐成为遗传学家，医

学家们关注的焦点。美国线粒体疾病基金会本着促进线粒

体疾病诊治水平的发展，帮助线粒体疾病患者及家庭的宗

旨·自1996年以来，组织一年一度的线粒体医学会议，已经

为线粒体疾病的研究提供了近4 000 000美元的基金支持，

为广大的线粒体疾病患者及家庭提供了医疗诊治、康复上的

各种援助。本次线粒体医学会议内容涉及线粒体基础研究

和其在衰老、帕金森病、神经系统退行性病、Lebefs病等多种

疾病发病机制中的作用，线粒体疾病诊治的现状及发展前

景。线粒体奠基人之一美国科学院院士Giuseppe Attardi，

美国科学院院士DouglasC．Wallace及日本的线粒体疾病专

家Masashi Tanaka都作了精彩的发言。6月16日，为期4

会议纪要·

天的线粒体大会在紧张、充实、愉悦的气氛中落下了帷幕。

中国工程院院士，解放军总医院老年心血管病研究所所

长王士雯教授及博士研究生朱海燕参加了本次大会。老年

心血管病研究所向大会投出摘要2篇，录用2篇。“左室肥

厚中国家系与新的线粒体A4401G突变相关性研究”，“高血

压中国家系与线粒体tRN创。A4295G相关性研究”两篇摘要

分别在会议上作了介绍．得到专家们的一致赞赏。其中美国

的科学院院士DouglasC．Wallace教授指出：该研究首次较

系统地阐明了线粒体在高血压病发病机制中的作用。美国

加州理工学院David Chan教授对A4401G突变在碱基剪切

方面的影响产生了浓厚的兴趣。而来自日本的Masashi

Tanaka教授称赞了老年心血管病研究所探人、系统的临床

工作及线粒体功能方面的开拓研究。

老年心血管病研究所近年来积极探索线粒体与老年心

脏病、衰老及多器官功能衰竭等疾病的关系，与多名国内外

遗传学专家建立友好关系，遣扳研究生赴美国学习和合作研

究，在线粒体——这一人类动力工厂的研究道路上迈出了坚
实的步伐。

(刘昱圻整理)
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