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研究报告 

肺炎克雷伯菌 blaCARB-2基因的分布及结构分析 

祝力骋 1,2，卢俊婉 2,3，王建 3,4，许腾 3，徐娟华 1 
1. 浙江大学药学院，杭州 310000 
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3. 温州医科大学检验医学院，生命科学学院，温州 325000 
4. 宁波市第一医院检验科，宁波 315000 

摘要: 为探讨 β-内酰胺酶基因在临床分离肺炎克雷伯菌的分布及其相关可移动遗传元件的结构，本文利用基因

组测序、PCR、分子克隆、接合转移和基因组学分析等方法，在对 240 株临床分离的肺炎克雷伯菌进行混合基

因组测序的基础上，着重研究了 blaCARB-2 等耐药性基因相关可移动遗传元件的结构及其在肺炎克雷伯菌基因组

的定位，克隆获得耐药性质粒携带的若干耐药性基因并测定了它们的功能。结果显示，在 240 株肺炎克雷伯菌

中检出 11 种 β-内酰胺酶基因，其中 1 株肺炎克雷伯菌(KP1276)被检出 blaCARB-2 基因，阳性率为 0.42% 

(1/240)；blaCARB-2 位于一个大小为 182,450 bp 的可接合转移质粒(pKP1276-182)，pKP1276-182 共编码 222 个基

因，包含 7 个耐药性基因，分别是 blaCARB-2、blaKLUC、aadA1、aadA2、cmlA1、dfrA1 和 sul2。blaCARB-2 是首次

在肺炎克雷伯菌中被检出，且 blaCARB-2 与其他 3 个耐药性基因一起构成一个新型结构的 1 型整合子

(int-blaCARB-2-aadA2-cmlA1-aadA1)；对其中的 3 个耐药性基因 blaCARB-2、aadA2 和 CmlA1 进行了分子克隆和耐

药性测定，结果显示它们对相应药物都具有一定的耐药性, 其中 blaCARB-2 对青霉素类 β-内酰胺药物具有较高的

耐药性。本研究结果表明，blaCARB-2 基因已经在肺炎克雷伯菌中出现，其由 1 型整合子携带编码位于一个可接

合转移的质粒上，blaCARB-2 基因有可能在相同及不同种属肠杆菌之间进行水平转移，引起耐药性播散。 

关键词: 肺炎克雷伯菌；blaCARB-2；1 类整合子；克隆；耐药性 

Analyses on distribution and structure of blaCARB-2 in Klebsiella 
pneumoniae 
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Abstract: In order to characterize the structure of the beta-lactamase gene and its corresponding mobile genetic ele-
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ments in Klebsiella pneumoniae, the beta-lactamase genes from 240 clinical Klebsiella pneumoniae isolates were stud-

ied. blaCARB-2, a newly characterized gene, was extensively investigated utilizing next-generation sequencing, PCR, molec-

ular cloning, conjugation, and comparative genomics analysis. We identified 11 beta-lactamase genes among the 240 clini-

cal Klebsiella pneumoniae isolates; the blaCARB-2 gene exists only in one specific isolate (Klebsiella pneumoniae KP1276) 

(1/240, 0.42%). The blaCARB-2 gene lies on a conjugative plasmid pKP1276-82, a 182,450-bp plasmid, which encodes 222 

open reading frames. The plasmid has seven resistance genes, termed blaCARB-2, blaKLUC, aadA1, aadA2, cmlA1, dfrA1, and 

sul2. Among these genes, blaCARB-2 was identified for the first time in Klebsiella pneumoniae. Four of these resistance genes 

and an int gene form a class 1 integron (int-blaCARB-2-aadA2-cmlA1-aadA1). Further studies show that the blaCARB-2, aadA2, 

and cmlA1 genes are resistant to their corresponding antibiotics and the blaCARB-2 exhibits higher resistance activities to 

penicillin beta-lactams. These results reveal the possibility of horizontal transfer of the resistance genes and dissemination 

of resistance among bacteria of different genera or species of Enterobacteriaceae. 

Keywords: Klebsiella pneumoniae; blaCARB-2; class 1 integron; cloning; antibiotics resistance 

肺炎克雷伯菌(Klebsiella pneumoniae)是重要的

引起医源性感染的条件致病菌，可引起典型的原发

性肺炎，是糖尿病人、慢性阻塞性肺部疾病病人及

酒精中毒者并发肺部感染的潜在危险因素。该菌在

正常人口咽部带菌率约为 6%，在住院病人中带菌率

高达 20%。近十几年来，肺炎克雷伯菌引起的免疫

力低下病人感染或医院内感染的病例不断增多[1~3]。 

随着抗菌药物的广泛应用、不同药物相关的耐

药基因在各种属病原菌间广泛传播，肠杆菌科细菌

的耐药性更是不断增加，在医院感染中占到了 50%

以上，且对大部分抗菌药物的敏感率呈下降趋势，

有些肠杆菌科的细菌多重耐药问题，已成为当今医

疗机构面临的最大难题之一，严重威胁着人类的生

命健康[4]。肠杆菌科细菌耐药监测结果显示克雷伯

菌属是仅次于大肠埃希菌属的最多见者，除头孢西

丁、头孢他啶和头孢吡肟之外，对其他头孢类抗生

素的耐药性均在 30%~50%以上，尤其是近年来肠杆

菌对碳青霉烯类药物的耐药性日趋严重[5, 6]。为深入

地开展细菌耐药性形成机制的研究，本文对 240 株

临床分离肺炎克雷伯菌进行混合基因组测序，并着

重研究了 blaCARB-2等耐药性基因相关可移动遗传元

件的结构及其在肺炎克雷伯菌基因组的定位，克隆

获得耐药性质粒携带的若干耐药性基因并测定了它

们的功能。 

1  材料和方法 

1.1  菌株来源 

收集 2009~2011 年间温州医科大学附属第一医
院临床送检的体液(如血液、腹水等)、分泌物(如痰
液、脓液等)中分离得到的 240株随机留取的肺炎克
雷伯菌。所有菌株都经过法国生物梅里埃公司

VITEK-32全自动微生物分析鉴定系统鉴定。药物敏
感性实验使用的质控菌株大肠埃希菌 ATCC25922
购自卫生部临床检验中心。接合转移受体菌大肠埃

希菌 C600，克隆受体菌大肠埃希菌 JM109、BL21
均来自实验室保存菌株。 

1.2  试剂和仪器 

M-H 琼脂和肉汤培养基购自美国 DIFCO 公司；
Taq DNA聚合酶、高保真DNA聚合酶(pfu)、1kb DNA 
Ladder、pMD18-T、pET28a等购自大连宝生物工程
有限公司)；引物合成及 PCR产物测序均由上海桑尼
生物科技有限公司完成。 

PCR 扩增仪(型号：Universal Hood Ⅱ ，美国
BIO-RAD 公司产品)，电泳仪(型号：DYY-5 型，北
京市六一仪器厂产品)，凝胶成像分析系统(型号：
GeneGenius，美国 SynGene公司产品)。 
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1.3  药物敏感性试验 

采用临床和实验室标准研究所(clinical and la-
boratory standards institute)的抗菌药物敏感性检验
操作标准 (performance standards for antimicrobial 
testing) (CLSI document M100-S27, 2017)[7]推荐的平

板稀释法测定细菌的最低抑菌浓度(minimun inhibi-
tory concentration, MIC)及其标准判定结果。将不同
药物按要求用无菌水等溶剂稀释后，用冷却至 55~ 
60℃的 M-H 培养基配制系列倍比浓度的含药平板；
将待测菌用无菌生理盐水配制成 0.5 麦氏单位的菌
悬液，取 2 μL点种于含抗菌药物平板，以不含药的
M-H平板为对照，大肠埃希菌 ATCC25922为质控菌
株。将 M-H 平板倒置放入 35℃±2℃孵箱孵育 20~ 
24 h，观察结果，实验以平板上无细菌生长的药物
浓度为 MIC的终点。 

1.4  肺炎克雷伯菌混合基因组 DNA 测序 

肺炎克雷伯菌接种于 5 mL LB液体培养基，在
37℃培养 16~18 h至菌浓度约 OD600=1.5±0.2，然后
将细菌等量混合，用 AxyPrep Bacterial Genomic DNA 
Miniprep kit (axygen scientific, Union City, CA，美
国)[8]提取混合细菌的 DNA，以 Illumina HiSeq-2000 
(北京华大基因研究中心)进行基因组测序。用 Phrap
软件拼接后筛选长度大于 150 bp的片段，用Glimmer 
软件预测开放阅读框[9]，用 BLASTX 比对蛋白质数
据库已知蛋白质序列进行开放阅读框的功能注释。 

1.5  肺炎克雷伯菌质粒的全基因组测序 

肺炎克雷伯菌接种于 5 mL LB 液体培养基在 
37℃培养 16~18 h至菌浓度约 OD600=1.5±0.2，用碱
裂解法[8]提取细菌的质粒 DNA，以 Illumina HiSeq- 
2000 和 Pacific Bioscience RS 单分子实时测序平台
(北京华大基因研究中心)进行质粒基因组测序。对
Illumina HiSeq-2000测序得到的读长用 Phrap软件拼
接，得到框架序列，再用 Pacific Bioscience测序得
到的读长(10~20 kb)进行框架序列的定位，用 PCR
测序方法进行填补空缺，最后得到完整的质粒基因

组序列。用 Glimmer 软件预测开放阅读框 [9]，用

BLASTX 比对蛋白质数据库已知蛋白质序列进行开
放阅读框的功能注释。 

1.6  细菌基因组编码的 β-内酰胺酶基因分析 

将所获得的 11条 β-内酰胺酶基因序列作为参考
序列，将高通量测序获得的细菌所有短序列通过比

对，定位(mapping)到选取的 β-内酰胺酶基因参考序
列上，提取并计算比对结果中的参考序列的覆盖度

和平均丰度。短序列比对采用软件是 SOAPaligner/ 
soap2[10]；将平均覆盖度≥0.9且平均丰度≥2的基因
定义为阳性结果(即该混合基因组中极有可能含有
该 bla 基因序列)，由 Python3 语言编写的脚本提取
和计算覆盖度、平均丰度。 

1.7  PCR 扩增筛选携带耐药性基因的菌株 

用 AxyPrep Bacterial Genomic DNA Miniprep kit 
(axygen scientific, Union City, CA, 美国)提取基因组
DNA，用 Primer Premier 5设计引物，PCR反应体系：
10×Buffer 5μL ，Mg2+(25 mmol/L)3 μL，dNTP (2.5 
mmol/L) 3 μL，上、下游引物(5 μmol/L)各 1μL，模
板 3 μL，用 ddH2O补足至 50 μL。扩增整合子循环
参数：95℃变性 5 min；95℃ 50 s，55℃ 40 s，72℃ 
1 min，连续 35个循环；再 72℃延伸 10 min。PCR
产物经 1%琼脂糖凝胶电泳、EB 染色后用凝胶成像
系统拍照分析。 

1.8  耐药性基因的功能分析 

将 PCR产物连接至 pMD18-T 载体，PCR和双
酶切鉴定后测序。测序正确的片段用相应的限制性

核酸内切酶(大连宝生物工程有限公司)酶切，纯化后

克隆到表达载体 pET-28a，转化到宿主菌 E.coli 
BL21，在 LB平板(含 Km)上筛选阳性克隆，具体操
作参考分子克隆实验指南[8]进行。提取质粒双酶切

验证后，阳性重组子用 IPTG进行诱导表达。以 E.coli 
BL21-pET28a为对照，将经 IPTG诱导后的重组菌液
及对照菌液适当稀释后，进行平板稀释法测定对抗

菌药物的最低抑菌浓度。 

1.9  质粒的接合转移实验 

采用滤膜接合转移实验[11]。以临床分离耐药菌

为供体菌，以利福平耐药的大肠埃希菌 C600为受体
菌，并在含 1200 μg/mL利福平和 100 μg/mL的氨苄
西林的 Mueller-Hinton 平板上筛选接合子[12]。提取
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接合子质粒，用已知耐药性基因的筛选引物进行

PCR反应扩增，测序验证 PCR产物。 

2  结果与分析 

2.1  肺炎克雷伯菌混合基因组测序分析结果 

将 240 株临床分离肺炎克雷伯菌混合基因组进
行 HiSeq-2000测序，共得到长度为 100 bp以上的读
长 182 032 468条，总测序量为 18.2 Gb，拼接后得到
长度大于 200 bp片段 49 949条，总长度为 87.99 Mb。
基因组注释后得到长度大于 50 个氨基酸的多肽片
段 83444个，其中 β-内酰胺酶基因 11个。然后，以
11个 β-内酰胺酶基因的ORF序列对原始测序读长进
行定位，得到这些基因的覆盖度和冗余度结果(表 1)。
冗余度较高的是 blaSHV(652.6)、 blaTEM(408.9)、
blaCTX-M-9(276.4)和 blaCTX-M-1(198.6)，冗余度较低的
是 blaCARB-2(8.5)和 blaKLUC(7.9)等。 
 
表 1  β-内酰胺酶基因在肺炎克雷伯菌中的覆盖度和

丰度 
Table 1 Coverage and redundancy of the beta-lac-

tamase genes in the Klebsiella pneumoniae 
genomes 

基因型 参考序列 a 覆盖度 b 平均丰度 c 

blaCARB GU188441.1 1 8.51 

blaOKP-A FJ534513.1 0.99 13.24 

blaKPC KU176944.1 1 40.39 

blaLEN AJ635425.1 1 21.33 

blaKLUC NG_041577.1 1 7.92 

blaDHA JX495964.1 1 98.72 

blaSHV KF585134.1 1 652.56 

blaTEM NG_039599.1 1 408.85 

blaOXA CP013657.1 1 24.31 

blaCTX-M-9 KP975077.1 1 276.43 

blaCTX-M-1 KT779550.1 1 198.61 

blaOXY JX559323.1 1 22.77 

ampH CP000647.1 1 611.95 

a：指被测序读长定位(mapping)的已知 β-内酰胺酶基因的 ORF
序列；b：参考序列被测序读长覆盖的总长度/参考序列总长度；c：
参考序列的每一个核苷酸被测序读长覆盖的平均次数，也指参考

序列的平均测序深度。 

2.2  blaCARB-2 基因阳性菌株的筛选与接合转移

实验 

从测序分析结果可知，blaCARB-2 基因在肺炎克

雷伯菌中少见。为研究 blaCARB-2的来源及其进化，

本文以 240 株肺炎克雷伯菌基因组为模板，用
blaCARB-2 基因的筛选引物(CARB_SF 和 CARB_SR)  
(表 2)进行 PCR 反应，筛选 blaCARB-2阳性菌株，结

果仅在 1 株命名为肺炎克雷伯菌 KP1276 中扩增到
blaCARB-2 基因，阳性率为 0.42%1/240)。为检测
blaCARB-2基因是否编码于可接合转移的耐药性质粒，

以耐利福平的大肠埃希菌 EC600 为受体，进行接合
转移实验。结果显示，接合子携带一个大质粒，与

供体菌携带的 3 个质粒中的中等大小质粒相似。提
取接合子的质粒，用 blaCARB-2 基因的筛选引物进  
行 PCR扩增，结果为阳性；对接合子与供、受体菌
同时进行耐药性(MIC)测定，发现接合子对所检测 
的药物的抗性都介于供体菌与受体菌之间(表 3)， 
因此认为 blaCARB-2基因定位于这个可接合转移的质

粒中。 

2.3  肺炎克雷伯菌 KP1276 可接合转移质粒的

基因组测序 

提取接合子质粒，通过新一代基因组测序

(HiSeq-2000和 Pacific Bioscience RS单分子实时测
序平台)，拼接后得到接合子质粒的全序列，其为一
个环状 DNA 分子，大小为 182 450 bp，命名为
pKP1276-182，共编码 222个基因，其中包括 7个耐
药性基因，分别是 blaCARB-2、 blaKLUC、 aadA1、
aadA2、cmlA1、dfrA1 和 sul2。这些基因与已知相   
应耐药性基因的核苷酸水平的相似性都在 100%  
(表 4)。 

2.4  blaCARB-2 相关序列的比较基因组分析 

pKP1276-182基因组序列的注释结果显示，7个
已知的耐药性基因中的 4个(blaCARB-2、aadA2、cmlA1
和 aadA1等)组成一个基因簇，在这个耐药基因簇的

上游为一个整合酶基因(int)，在它们的下游为 Tn7

转座酶基因。对耐药基因簇及其进上下游序列的结

构分析发现，耐药基因簇与整合酶(int)一起构成一 
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表 2  耐药性基因相关的引物序列及克隆载体 
Table 2  Primers for the resistance genes and the cloning vectors 
引物名称(限制性核酸内切酶) 引物序列(5′→3′) 片段大小(bp) 克隆载体 

CARB_SF ACTCGTATAGGTGTTTCCGTTCT 314  

CARB_SR CCAATTTGTCTTAAAAAATCAGTAA 

CREB-FF (EcoRⅠ) CGGAATTCATGCTTTTATATAAAATGTG 932 pET28a 

CREB-FR (SalⅠ) ACGCGTCGACTCAGCGCGACTGTGATGTAT 

AadA2-FF (EcoR I) CGGAATTCATGGCGGCGTTAGACATCAT 822 pUCP20 

AadA2-FR (Hind III) CCAAGCTTTCATTTACCAACTGACTTGA 

CmlA1-FF (EcoR I) CGGAATTCGTGAGCTCAAAAAACTTTAG 1276 pUCP24 

CmlA1-FR (Hind III) CCAAGCTTTCAACGATTGGGATTTGATG 

带下划线处为引入的限制性核酸内切酶位点及保护性碱基序列 

 
表 3  相关菌株的耐药性(MIC)测定结果(μg/mL) 
Table 3  MIC results of the strains (μg/mL)  
菌株 CTX CAZ CRO FEP ATM PIP TZP AMP CL STR CB CBTB 

KP1276 64 8 128 32 64 >512 8 >512 16 >64 >512 >64 

pKP1276-182/EC600 4 1 8 2 4 128 4 >512 8 >64 >512 >64 

EC600 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 2 2 2 2 2 8 8 

CTX：头孢噻肟；CAZ：头孢他啶；CRO：头孢曲松；FEP：头孢吡肟；ATM：氨曲南；PIP：哌拉西林；TZP：哌拉西林-他唑巴坦；
AMP：氨苄西林；CL：氯霉素；STR：链霉素；CB：羧苄西林；CBTB：羧苄西林-他唑巴坦。 

 
表 4  pKP1276-182 编码的预测耐药性基因与数据库已知耐药性基因的相似性比较结果 
Table 4  Comparison of the predicted resistance genes encoded on pKP1276-182 with the homologous genes in 

public databases 

耐药基因 参考序列 ORF长度(bp) 核苷酸序列相似性(%) 氨基酸序列相似性(%) 

blaCARB-2 KP345882 1074 100 100 

blaKLUC NG_041577 876 100 100 

aadA1 KT316807 596 100 100 

aadA2 CP011317 810 100 100 

cmlA1 KT334335 1260 100 100 

dfrA1 CP013690 474 100 100 

sul2 CP013690 816 100 100 

 
个 1 型整合子。为研究整合子的起源及水平转移引
起耐药性播散的分子遗传学机制，对其进行比较基

因组学分析，通过与 NCBI GenBank 数据库现有的
数据比较分析，发现该 1型整合子结构(包含 4个耐
药性基因盒)在数据库里并不存在，与它最接近的 1型
整合子只包含其中 3 个耐药性基因盒(int-blaCARB-2- 
aadA2-cmlA1、KP345882.1和 CP010391.1等) (图 1)。 

2.5  耐药性基因的克隆与功能测定 

对 3 个基因的 ORF (分别是 β-内酰胺酶基因

blaCARB-2、氨基糖苷类药物抗性基因 aadA2和氯霉素
类药物抗性基因 cmlA1)进行了克隆和耐药性功能测
定。PCR 扩增这些耐药性基因的开放阅读框(ORF)  
(引物见表 2)，并将 blaCARB-2和 cmlA1 基因的 PCR
产物分别克隆至表达载体 pET28a 和 pUCP24(卡那
霉素抗性)，将 aadA2 基因的 PCR 产物克隆至表达
载体 pUCP20 (氨苄青霉素抗性)，将连接产物转化至
大肠埃希菌 BL21(利福平抗性)，得到含有重组质粒
的转化子(pUCP24-blaCARB-2/BL21、pUCP24-cmlA1/ 
BL21 和 pUCP20-aadA2/BL21)。克隆片段经测序验 
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图 1  blaCARB-2 相关 1 型整合子的结构 
Fig. 1  Structure of the blaCARB-2 related class 1 integron 
该 1型整合子携带 4个包括 blaCARB-2在内的耐药性基因盒，在其上下游各编码一个转座酶基因。 

 
证正确，并对转化子进行了有关药物的耐药性测定，

结果显示克隆的耐药性基因都对相应的药物具有一

定的耐药性，耐药水平较对照菌上升了 3 个以上的
稀释度，其中 blaCARB-2基因对青霉素类药物如羧苄

西林和哌拉西林具有较高的耐药性，耐药水平较对

照菌上升了 6个稀释度(64倍)，且它的耐药性(对药
物的水解活性)能被他唑巴坦抑制，而对其它类型的
β-内酰胺类药物(如头孢类药物等)没有抗性(表 5)。 

3  讨  论 

本研究发现的肺炎克雷伯菌携带的耐药性质粒

pKP1276-182 携带有 7 个耐药性基因，包括 1 型整
合子的 4个耐药性基因(blaCARB-2、aadA2、cmlA1和
aadA1)以及 blaKLUC、dfrA1和 sul2。其中 aadA2、cmlA1、
aadA1、dfrA1和 sul2在肺炎克雷伯菌中比较常见[13]，

但 β-内酰胺类耐药性基因 blaCARB-2目前还未见在肺

炎克雷伯菌中有过报道。本文对由整合子携带的 3
个耐药性基因(blaCARB-2、cmlA1 和 aadA2)进行了克
隆与耐药性测定，结果发现这些耐药性基因都具有

耐药功能。接合转移实验证明 pKP1276-182 为可接

合转移质粒，因此推测 pKP1276-182 可能在同种不
同菌株或同属不同菌种中进行水平转移，引起耐药

性播散[14]。 
肺炎克雷伯菌等肠杆菌对 β-内酰胺类药物的耐

药机制主要是获得对 β-内酰胺类药物起降解作用而
使抗菌药物失去活性的酶类。根据 Bush-Jacoby- 
Medeiros 1995年提出的 β-内酰胺酶分类方法[15]，所

有的 β-内酰胺酶可分为 4组(Bush-Jacoby- Medeiros1、
2、3和 4组)和 4个分子类别(Ambler A、B、C和 D
分子分类)。第 2组 β-内酰胺酶对 β-内酰胺类药物的
水解活性可被克拉维酸抑制，根据对青霉素、头孢

菌素类 β-内酰胺抗生素、氯唑西林、羧苄西林、碳
青霉烯类抗生素的水解活性的差别，第 2 组 β-内酰
胺酶又分为 2a、2b、2be、2c、2d、2e共 6个亚组。
除 2d 的分子类别为 D 类外，其余各亚组分子类别
均为 A类[16]。blaCARB基因编码产生的 β-内酰胺酶属
于 Bush-Jacoby-Medeiros分组的第二组和 Ambler分
子分类的 A类。该酶能高效率地水解羧苄青霉素，
其水解活性能被他唑巴坦、舒巴坦和克拉维酸等抑

制[17]。本研究克隆获得的 blaCARB基因同样表现出对

羧苄西林的高度耐药性，与受体菌比较，耐药性上 
 
表 5  相关菌株的耐药性(MIC)测定结果(μg/mL) 
Table 5  MIC results of the strains (μg/mL)  
菌株 CTX CAZ CRO FEP ATM PIP TZP AMP CL STR CB CBTB 

pET28a-blaCARB/BL21 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 64 0.5 4 2 2 256 4 

pET28a/BL21 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 1 0.5 1 2 2 4 4 

BL21 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 1 0.5 1 2 2 4 4 

pUCP20- aadA2/ DH5a <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 1 0.5 >512 2 >64 − − 

pUCP20/DH5a <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 1 0.5 >512 2 2 − − 

pUCP24- cmlA1/ DH5a <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 1 0.5 1 16 2 − − 

pUCP24/DH5a <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 1 0.5 1 2 2 − − 

DH5a <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 1 0.5 1 2 2 − − 

ATCC25922 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 1 0.5 2 4 2 16 16 

CTX：头孢噻肟，CAZ:头孢他啶，CRO：头孢曲松，FEP：头孢吡肟，ATM：氨曲南，PIP：哌拉西林，TZP：哌拉西林-他唑巴坦，
AMP：氨苄西林，CL：氯霉素，STR：链霉素，CB：羧苄西林，CBTB：羧苄西林-他唑巴坦，−：未检测。 
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升了 6个倍比稀释度(64倍)，且其耐药性也被他唑巴

坦所抑制，在他唑巴坦存在下，它对羧苄西林的 MIC
值从 256 μg/mL下降至 4 μg/mL。根据 blaCARB酶蛋

白氨基酸序列的不同，GenBank 数据库已经收集了

40个左右的亚型。其中大多数来自于副溶血性弧菌，

也有相当一部分来自于假单胞菌和不动杆菌属细菌。

本研究检测到的 blaCARB 基因与该数据库中已有

的 blaCARB比较，与属于 blaCARB-2型的序列(KP345882)

相似性达 100%，为 blaCARB-2。根据本文的研究结

果，blaCARB基因除对青霉素类药物(羧苄西林和哌拉

西林等)具有较高的耐药性外，对其他种类的 β-内酰

胺类药物如头孢类、碳青霉烯类、单环内酰胺类等

药物不耐药。因此认为，对于由携带 blaCARB基因细

菌引起的感染，应选用除青霉素类药物之外的 β-内

酰胺类药物进行抗菌治疗。 

blaCARB 主要存在于革兰氏阴性菌，如弧菌
[18]、

假单胞菌[17]、不动杆菌属细菌[19]及肠杆菌科细菌[20]。

从现有的文献报道来看，blaCARB基因通常由整合子

或转座子携带，定位于耐药性质粒。整合子(常见的
是 1 型整合子)和转座子是可携带多种功能基因(如
耐药性相关基因)的可移动遗传元件[17, 21]。在整合酶

或转座酶的作用下，它们可捕获耐药性相关基因(如
耐 β-内酰胺类、氯霉素类和氨基糖苷类等抗菌药物
基因)。一方面不同的整合子/转座子由于携带的外源
性基因的数量和种类的不同，而表现出结构的多样

性，另一方面，它可通过原核生物的遗传重组机制(
接合、转化、转导等)在不同种属或同种不同株细菌
之间进行水平转移，引起耐药性的播散[17, 21]。早在

1980年，在法国临床标本中分离得到的铜绿假单胞
菌 P83372，在其携带的质粒 pUD12上就发现了一个
存在于转座子结构中的 blaCARB-4 基因

[22]。Fonseca
等[17]报道在巴西临床分离的铜绿假单胞菌中也发现

由 1 类整合子携带的 blaCARB-4基因；后来在南美洲

的阿根廷报道了超级整合子携带的 blaCARB-7
[23]和

blaCARB-9
[24]。本文报道了在临床分离的肺炎克雷伯

菌耐药性质粒上同样存在于 1 型整合子的 blaCARB-2

基因。对耐药性质粒的全基因组序列分析发现，该

整合子除包含 blaCARB-2基因外，还包含 3 个其他耐
药性基因，它们组成的基因盒结构(blaCARB-2-aadA2- 
cmlA1-aadA1)是一种新的基因盒结构，在已经发表

的文献中没有类似的整合子基因盒结构的报道。曾

有几篇文章报道了有关携带 blaCARB 基因的整合子

基因盒结构的文章，如在对我国临床分离的 300 株
嗜麦芽寡养单胞菌(Stenotrophomonasmaltophilia)进
行耐药性基因调查时，检出由 1 型整合子携带的
aadB-aac(6')-II-blaCARB-8基因盒结构

[25]，而最近的另

外一个研究发现，在对 743 株分离自我国 8 个省市
鸡肉的细菌进行研究时，发现有 15.2% (113/743)的
细菌检出 1型整合子，共有 10种基因盒结构，其中
一种携带 blaCARB 基因 [aacA4-catB8-aadA1-dfrA1- 
(aac6-II)-(blaCARB-8)][26]。 

β-内酰胺类药物是治疗感染性疾病的主要药物，
由于抗生素在临床、农业、水产养殖业的大量应用，

多重耐药甚至泛耐药细菌的不断增加，给临床治疗

造成极大困难。研究细菌耐药性基因的分布及其与

可移动遗传元件的关系，有助于揭示细菌耐药性形

成及播散的分子机制，可为合理使用抗菌药物和控

制细菌耐药性发展提供依据。 
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