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摘要：对该临床菌株进行接合试验，采用ＰＣＲ扩增获得ｂｌａＴＥＭ－５７基因片段，定向克隆入表达载体ｐＥＴ－２８ａ构建重组

质粒，经酶切和ＤＮＡ测序鉴定后进行诱导表达，用双紫外分光光度仪测定表达蛋白的底物水解特性和抑制剂的抑

酶特性。结果显示，耐药质粒成功从供体菌接合转移到大肠杆菌Ｃ６００，接合子对青霉素类及氨基糖苷类药物耐药。

ＰＣＲ扩增产物电泳出现ｂｌａＴＥＭ－５７目的条带。重组质粒经ＥｃｏＲⅠ、ＸｈｏｌⅠ双酶切及测序鉴定后，显示ｐＥＴ－２８α／ＴＥＭ－５７
原核表达载体构建成功。原核表达的最优条件为ＩＰＴＧ浓度０．８ｍｍｏｌ／Ｌ、温度３７℃、诱导时间４ｈ。ｂｌａＴＥＭ－５７能水

解氨苄西林、阿莫西林、头孢氨苄、头孢噻呋钠、头孢曲松钠、头孢噻肟钠及头孢哌酮，对头孢氨苄的Ｋｍ最小为

２．４，对头孢噻呋钠的Ｋｍ最大为１２１．５；抑制剂舒巴坦钠和他唑巴坦对ｂｌａＴＥＭ－５７水解抗生素有不同程度的抑制作

用。ｐＥＴ－２８α／ＴＥＭ－５７重组质粒得到成功构建和诱导表达，为进一步研究酶的其他特性及制备特异性的单克隆抗

体奠定了基础。
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　　革兰阴性菌对β－内酰胺类药物产生耐药的主要

原因 是 产 生β－内 酰 胺 酶，而 ＴＥＭ 型β－内 酰 胺 酶

（ｂｌａＴＥＭ）是流行最广且种类最多的质粒编码丝氨酸

蛋白酶，其中ｂｌａＴＥＭ－１在革兰阴性菌中最为常见，约

９０％对 青 霉 素 耐 药 的 大 肠 杆 菌 都 产 生 ＴＥＭ－１［１］。

目前，ｂｌａＴＥＭ在全世界广泛流行，基因亚型也在逐渐

增 加 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｌａｈｅｙ．ｏｒｇ／ｓｔｕｄｉｅｓ／ｔｅｍｔａｂｌｅ．
ａｓｐ）。在我国，苑 丽 曾 报 道 的 鸡 大 肠 杆 菌ｂｌａＴＥＭ以

ｂｌａＴＥＭ－１型 最 为 多 见［２］，胡 功 政 等［３］研 究 发 现，产

ｂｌａＴＥＭ－１型菌株 在 药 物 的 持 续 作 用 选 择 下 能 突 变 为

产其他ｂｌａＴＥＭ基因亚 型 或 超 广 谱β－内 酰 胺 酶 菌 株。

ｂｌａＴＥＭ－５７型β－内酰胺 酶 最 早 于１９９９年 被 描 述［４］，国

内无论在人医或兽医方面，研究ｂｌａＴＥＭ的较多，但尚

未见ｂｌａＴＥＭ－５７亚型的研究报道。直到２００９年，本课

题 组 检 出 产 ｂｌａＴＥＭ－５７ （ＧｅｎＢａｎｋ 序 列 号 为：

ＦＪ４０５２１１）的 鸡 大 肠 杆 菌［５］。本 试 验 对ｂｌａＴＥＭ－５７基

因进行了原核表达及表达条件的优化，并观察了表

达产物的底物水解特性及酶抑制剂的抑酶特性，旨

在为兽医临床产ｂｌａＴＥＭ－５７细菌感染的防治提供理论

依据。

１　材料与方法

１．１　菌 株 来 源　分 离 的 鸡 大 肠 杆 菌Ｆ４株，经 过

ＶＩＴＥＫ－３２全自动细菌鉴定系统鉴定。质控菌株为

大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２（购自中国普通微生物菌种

保 存 中 心，阴 性 对 照 菌 ）；肺 炎 克 雷 伯 菌

ＡＴＣＣ７００６０３（购自北京大学医学部，阳性对照菌）。

１．２　药物及培养基　恩诺沙星、乳酸环丙沙星、左

氧氟沙 星、阿 莫 西 林、氨 苄 西 林、亚 胺 培 南、头 孢 噻

呋、头孢噻肟、头孢吡肟、多西环素、阿米卡星、氟苯

尼考、利福平、头孢氨苄、头孢哌酮、舒巴坦和他唑巴

坦等均为国产原料药（均在有效期内）；麦康凯琼脂

平板、ＬＢ琼脂和ＬＢ肉汤均购自广东环凯微生物科

技公司。

１．３　主要试剂　普通质粒小提试剂盒、Ｔ４ＤＮＡ连

接酶、凝胶回收试剂盒，购自北京天根生物技术有限

公司；ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ和Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　Ｔａｑ为 上 海 莱 枫

生物科技有限公司；感受态细胞ＢＬ２１、Ｘ－ｇａｌ、ＩＰＴＧ、

ＥｃｏＲⅠ和ＸｈｏⅠ均购自大连宝生物公司；Ｅ．ｃｏｌｉ　Ｃ６００
由河南省人民医院检验科惠赠；ｐＥＴ－２８α表达载体由

河南农业大学分子免疫学实验室惠赠。

１．４　主要仪器　电泳仪、琼脂糖电泳漕、蛋白质垂

直电泳漕购自北京市六一仪 器 厂，Ｖｉｔｅｋ－３２全 自 动

细菌鉴定仪购自法国生物－梅里埃公司，恒温培养箱

购自上海跃进医疗器械厂，紫外可见光分光光度仪

购自北京普析通用仪器有限责任公司，电子分析天

平购自梅特勒－托利多仪器有限公司。

１．５　质粒接合传递试验及接合子的药物表型检测

　参考文献［６］介 绍 的 方 法 并 略 作 改 动，取 供 体 菌

Ｆ４及受体菌Ｃ６００（利福平抗性）分别接种于５ｍＬ
ＬＢ液体培养基，３７℃水浴震荡孵育１２ｈ后，将适量

供体菌液和受体菌液混合接种于５ｍＬ　ＬＢ中（同时

取供体菌和 受 体 菌 液 培 养 作 对 照），３７℃水 浴 孵 育

１２ｈ，取 适 量 混 合 菌 液 和 对 照 菌 液 分 别 接 种 于 含

１００ｍｇ／Ｌ利福平及５０ｍｇ／Ｌ氨苄西林的ＬＢ培养

基上筛选阳性接合子，用微量肉汤稀释法［７］对野生

菌株及筛选到的阳性接合子进行耐药表型检测。

１．６　ｂｌａＴＥＭ－５７基因的扩增

１．６．１　质粒ＤＮＡ的提取　取临床分离的Ｆ４株菌

过夜培 养，用 质 粒 小 提 快 速 提 取 试 剂 盒 提 取 质 粒

ＤＮＡ。

１．６．２　设计引物　根 据ＧｅｎＢａｎｋ已 发 表 的ＴＥＭ
基因序列，设计１对引物并引入ＥｃｏＲⅠ和ＸｈｏⅠ酶

切 位 点。ＴＥＭ 上 游 引 物：５′－ＣＧＧＧＡＡＴＴＣＡＴ－
ＧＡＧＴＡＴＴＣＡＡＣＡＴＴＴＣ－３′（划线为ＥｃｏＲⅠ酶切

位点），ＴＥＭ 下 游 引 物：５′－ＧＧＴＣＴＣＧＡＧＴＴＡＣ－
ＣＡＡＴＧＣＴＴＡＡＴＣＡ－３′（划线为ＸｈｏⅠ酶切位点）。
由上海 英 骏 生 物 技 术 有 限 公 司 合 成，扩 增 长 度 为

８６１ｂｐ。

１．６．３　扩增及纯化　以ｂｌａＴＥＭ－５７基因的质粒ＤＮＡ
为模 板 进 行 ＰＣＲ 反 应。５０μＬ反 应 体 系：２５μＬ
Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　Ｔａｑ酶，上、下游引物各１μＬ，模板ＤＮＡ
２μＬ，去离子水２１μＬ。反应参数：９４℃预热３ｍｉｎ，

９４℃变性１ｍｉｎ，５４℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，循
环３０次，７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１％琼脂糖

凝胶电泳，溴化乙锭染色紫外投射仪下观察结果并

用凝胶成像系统摄像，用凝胶回收试剂盒回收ＰＣＲ
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产物。

１．７　重组质粒的构建及鉴定

１．７．１　双酶切　用ＥｃｏＲⅠ和ＸｈｏⅠ对回收纯化后

的扩 增 片 段 过 夜 酶 切，酶 切 体 系 为：扩 增 片 段３０

μＬ，去离 子 水１８μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ　６μＬ，ＥｃｏＲ Ⅰ３

μＬ，ＸｈｏⅠ３μＬ，３７℃酶切１２ｈ；同时对ｐＥＴ－２８α纯

化回收质粒按同样条件做双酶切，酶切后用凝胶回

收试剂盒回收。

１．７．２　连接转化　将酶切纯化后的ｐＥＴ－２８α质粒

载体片段与回 收 纯 化 的ＴＥＭ 目 的 片 段 连 接，连 接

体系为：载体片段２μＬ、目的片段６μＬ、１０×Ｂｕｆｆｅｒ
１μＬ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶１μＬ，１６℃放于低温连接槽内

过夜。参照文献［８］，将连接产物转入ＢＬ２１感受态

细胞中，然后涂于含５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素的ＬＢ培养

基板上过夜筛选。

１．７．３　重组质粒ＰＣＲ及双酶切鉴定　挑取筛选的

菌落于加有卡那霉素的ＬＢ液体培养基内摇菌培养

１６ｈ，然后用ＴＥＭ 引物做菌液ＰＣＲ。ＰＣＲ鉴定阳

性的菌落再次培养，并用小提质粒试剂盒抽提重组

质粒，对重组 质 粒 进 行 双 酶 切 鉴 定 和ＤＮＡ测 序 鉴

定，把含 有 ＴＥＭ 基 因 序 列 的 重 组 质 粒 菌 命 名 为

ｐＥＴ－２８α／ＴＥＭ－５７。

１．８　ｐＥＴ－２８ａ／ＴＥＭ－５７重组质粒菌的诱导表达

１．８．１　不同ＩＰＴＧ浓度诱导表达　将重组质粒菌

接种于５ｍＬ含有５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素的于ＬＢ液体

培养基中，３７℃振荡培养过夜，将菌液以１％的比例

分别接种于６支５ｍＬ含 有５０ｍｇ／Ｌ卡 那 霉 素 的

ＬＢ液 体 培 养 基 中，同 时 做 阴 性 对 照。试 管 菌 液

３７℃振荡培养至Ｄ６００值达到０．６时，分别向培养液

中加入终浓度为０．２、０．４、０．６、０．８、１．０、１．２ｍｍｏｌ／

Ｌ的ＩＰＴＧ，恒温 诱 导 培 养４ｈ，收 集 诱 导 培 养 物 按

照文献［９］做ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，确定最佳诱导浓度。

１．８．２　不同时间诱导表达　按上述方法培养菌液

至Ｄ６００值 达 到０．６时，向 培 养 液 中 加 入 终 浓 度 为

０．８ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ，３７℃恒 温 振 荡 培 养，当 诱 导

培养２、３、４、５、６ｈ时，收 集 诱 导 培 养 物 做 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ电泳，确定最佳诱导时间。

１．８．３　不同温度诱导表达　按上述方法培养菌液

至菌液Ｄ６００值 达 到０．６时，向 培 养 液 中 加 入ＩＰＴＧ
最适浓度为０．８ｍｍｏｌ／Ｌ，分别放于３７、３０℃的恒温

振荡培养箱中按最佳诱导时间４ｈ进 行 振 荡 培 养，
收集菌液做ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，确定最适表达温度。

１．９　ｂｌａＴＥＭ－５７酶特性试验

１．９．１　重组质粒菌的大量诱导表达及β－内酰胺酶
提取　取１００ｍＬ经最适宜浓度ＩＰＴＧ诱导４ｈ后

的菌液，室温６　０００ｒ／ｍｉｎ离 心２０ｍｉｎ，弃 上 清 液，
沉淀 物 用 １０ ｍＬ　０．１ ｍｏｌ／Ｌ 的 磷 酸 盐 缓 冲 液

（ｐＨ７．０）冲洗２遍，然后在－８０℃及３７℃水浴交替

冻融（在－８０℃环境２０ｍｉｎ／次），反复１０次，加入５
ｍＬ　０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ｐＨ７．０），漩涡混匀，

４℃１２　０００ｒ／ｍｍ离心１ｈ，取上清。上清液即为β－
内酰胺酶提取液，用显色的头孢硝噻吩纸片鉴定。

１．９．２　β－内酰胺类抗生素吸收波长测定与确定　
以β－内酰胺类 抗 生 素 阿 莫 西 林、氨 苄 西 林、头 孢 氨

苄、头孢曲松钠、头孢噻肟钠、头孢噻呋钠和头孢哌

酮为水解底物，在各药物终浓度为１０－４　ｍｏｌ／Ｌ用紫

外分光光度计进行波长扫描，选取吸收幅度最大且

稳定的波长为各底物的为最佳吸收波长。最佳吸收

波长分别为：阿 莫 西 林２８６ｎｍ、氨 苄 西 林２２０ｎｍ、
头孢氨苄２５６ｎｍ、头孢曲松钠２４０ｎｍ、头孢噻肟钠

２３８ｎｍ、头孢噻呋钠２９２ｎｍ、头孢哌酮２５５ｎｍ。

１．９．３　ｂｌａＴＥＭ－５７的底物水解试验　以β－内酰胺类抗

生素为水解底 物，取 浓 度 分 别 为１０、２０、４０、６０、８０、

１００μｍｏｌ／Ｌ的 药 液 各３ｍＬ，另 取１支 试 管 加 入

０．０５ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐 缓 冲 液（ｐＨ７．０）３ｍＬ作 对 照，
依次放于７支试管中，各试管加入β－内酰胺酶提取

物３０μＬ，混匀后３７℃恒温水浴培养３０ｍｉｎ，温浴结

束后，在相应最佳波长处立即测定加酶前及加酶水

解后各底物的Ｄ 值，根据反应前后Ｄ 值变化，计算

酶对各 种 底 物 的 水 解 率。酶 对 抗 生 素 的 水 解 率＝
［（底物Ｄ值—底物加酶水解后Ｄ值）／底物Ｄ值］×
１００％。同时，根据最佳波长处各药物不同浓度时的

Ｄ值，建立标准回归方程，按照 Ｈａｎｅｓ－Ｗｏｏｌｆ（［Ｓ］／

Ｖ—［Ｓ］）方程，利 用 线 性 回 归 计 算 酶 对 不 同 底 物 的

米氏常数值（Ｋｍ）。

１．９．４　酶抑制剂的抑酶保护试验　以阿莫西林等

β－内酰胺类抗生素为水解底物，根据β－内酰胺酶 对

β－内酰胺类药物的水解率不同，以水解率在５０％左

右的药液浓度作为该试验的底物终浓度，酶抑制剂

舒巴坦和他唑巴坦与底物按质量比１∶２配比，反应

体系为３ｍＬ。将酶抑制剂和３０μＬ酶提取物放于

３７℃温浴５ｍｉｎ，然后加入底物温浴３０ｍｉｎ，立即测

其Ｄ值，计算酶抑制剂的抑酶保护率。酶抑制剂的

抑酶保护率＝ ［（不加抑制剂水解率—加抑制剂水

解率）／不加抑制剂水解率］×１００％。

２　结果

２．１　质粒接 合 及 接 合 子 耐 药 表 型　供 体 菌Ｆ４株

能通过质粒接合把对部分药物的耐药性传递给受体

菌。接合子及临床分离菌Ｆ４株的表型检测结果见
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表１，受体菌Ｃ６００仅对利福平耐药 ＭＩＣ值大于１２８
ｍｇ／Ｌ；而供体菌Ｆ４对阿莫西林、氨苄西林、氟喹诺

酮类、氨基糖苷类（阿米卡星、庆大霉素和新霉素）、
多西环素、氟苯尼考呈现多重耐药，联合使用β－内酰

胺酶抑制剂后 ＭＩＣ值有所下降，说明该菌对抑制剂

敏感；接合子对氟喹诺酮类、氟苯尼考、多西环素变

为敏感，但对阿莫西林、氨苄西林、氨基糖苷类药物

耐药。

２．２　ｂｌａＴＥＭ－５７基因的扩增结果　用设计的ＴＥＭ型引

物对Ｆ４菌株质粒ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，扩增产物经

琼脂糖凝胶电泳后，获得与预期扩增长度相符合的特

异性目的条带，测序证明为ＴＥＭ－５７基因序列。

２．３　ｐＥＴ－２８α／ＴＥＭ－５７重组质粒ＰＣＲ及酶切鉴定

　ＴＥＭ－５７基因 片 段 与ｐＥＴ－２８α表 达 载 体 连 接 转

化后，抽提重组质粒进行ＰＣＲ扩增、电泳，在约８６１
ｂｐ处出现目的条带。重组质粒经ＥｃｏＲⅠ和ＸｈｏⅠ
双酶切、电泳，产物出现２条带，其中１条带为表达

载 体 质 粒（约５　３６９ｂｐ），另 一 条 带 为 所 克 隆 的

ＴＥＭ－５７基因片段（图１）。重组质粒经测序鉴定表

明，其插入片段与ＴＥＭ－５７型β－内酰胺酶基因序列

完全一致，表明重组质粒ｐＥＴ－２８α／ＴＥＭ－５７构建成

功。

表１　临床分离株、阳性接合子及Ｃ６００的药物敏感性试验

ｍｇ／Ｌ

抗菌药物
各菌株 ＭＩＣ

Ｃ６００ Ｆ４ 接合子

阿莫西林 ４ ＞１２８　 ６４
阿莫西林／克拉拉酸（４∶１） ４　 ８　 ８

氨苄西林 ８ ＞１２８　 １２８
氨苄西林／舒巴坦（２∶１） ８　 ８　 ８

头孢噻肟 ＜０．０６２　 ８　 ４
头孢曲松 ＜０．０６２　 ３２　 ８
头孢噻呋 １　 １　 ０．５００
亚胺培南 ０．２５０　 ０．５００ ＜０．０６２
头孢吡肟 ０．１２５ ＜０．０６２ ＜０．０６２
环丙沙星 １　 １６ ＜０．０６２
左氟沙星 １　 ３２ ＜０．０６２
氟苯尼考 １　 １６　 １
多西环素 ０．２５０　 ３２ ＜０．０６２
阿米卡星 ０．５００ ＞１２８　 ６４

新霉素 ０．１２５　 ６４　 ３２
庆大霉素 ０．２５ ＞１２８　 ３２

利福平 ＞１２８　 ３２　 １２８

２．４　ｐＥＴ－２８α／ＴＥＭ重组质粒菌的诱导表达结果

２．４．１　不同ＩＰＴＧ浓度诱导表达结果　ｐＥＴ－２８α／

ＴＥＭ重组 质 粒 菌 在３７℃、ＩＰＴＧ浓 度 分 别 为０．２、

０．４、０．６、０．８、１．０、１．２ｍｍｏｌ／Ｌ条件下诱导４ｈ进

行表 达，其 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电 泳 结 果 表 明，ｐＥＴ－２８α／

ＴＥＭ重组 质 粒 菌 在０．８ｍｍｏｌ／Ｌ　ＩＰＴＧ浓 度 时 蛋

白表达量较大（图２）。

图１　重组质粒双酶切电泳图　Ｍ．λ－ＥｃｏＴ　１４Ｉｄｉｇｅｓｔ；１．重

组质粒ｐＥＴ－２８α／ＴＥＭ－５７；２．ｐＥＴ－２８α质粒

图２　不 同ＩＰＴＧ浓 度 诱 导 重 组 质 粒 菌ｐＥＴ－２８α／ＴＥＭ－５７
的电泳图　Ｍ．蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；１～６．ＩＰＴＧ浓度为０．２、

０．４、０．６、０．８、１．０、１．２ｍｍｏｌ／Ｌ诱 导 重 组 质 粒 菌

ｐＥＴ－２８α／ＴＥＭ－５７

２．４．２　不同时间诱导表达　ｐＥＴ－２８α／ＴＥＭ 重 组

质粒菌在３７℃、ＩＰＴＧ浓 度 为０．８ｍｍｏｌ／Ｌ条 件 下

分别诱 导２、３、４、５、６ｈ进 行 表 达，ｐＥＴ－２８α／ＴＥＭ
重组质粒菌诱导４ｈ时蛋白表达量较大。

２．４．３　不同温度诱导表达　ｐＥＴ－２８α／ＴＥＭ 重 组

质粒菌 在 最 适 宜ＩＰＴＧ浓 度０．８ｍｍｏｌ／Ｌ条 件 下，
于３７、３０℃条 件 下 分 别 诱 导４ｈ进 行 表 达，ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ电 泳 表 明，ｐＥＴ－２８α／ＴＥＭ 重 组 质 粒 菌 在

３７℃诱导条件下蛋白表达量较大。

２．５　ｂｌａＴＥＭ－５７酶特性试验结果

２．５．１　底物水解试验结果　ｂｌａＴＥＭ－５７酶提取物对８
种β－内酰 胺 类 药 物 的 水 解 率 见 表２。从 表 中 可 看

出，在药物浓度１０～１００μｍｏｌ／Ｌ之间，该酶对药物

的水解率随 药 物 浓 度 升 高 而 降 低。ｂｌａＴＥＭ－５７对 氨 苄

西林及头孢氨苄的Ｋｍ值相对较小，说明该酶对这

３种药物亲和力最强，即这几个药物最易水解；对头
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孢噻呋钠的Ｋｍ值 最 大 为１２１．５，说 明 该 酶 对 头 孢 噻呋钠的亲和力最弱，即该药最难水解。

表２　ＴＥＭ－５７型β－内酰胺酶对８种β－内酰胺类抗生素的水解率 ％

抗菌药物 １０μｍｏｌ／Ｌ　 ２０μｍｏｌ／Ｌ　 ４０μｍｏｌ／Ｌ　 ６０μｍｏｌ／Ｌ　 ８０μｍｏｌ／Ｌ　 １００μｍｏｌ／Ｌ　 Ｋｍ
阿莫西林 １００　 １００　 ９０．８　 ８９．４　 ４９．３　 ２１．５ Ｕ
氨苄西林 １００　 ９４．３　 ８７．３　 ５９．４　 ３０．２　 １０．８　 ５．８
头孢氨苄 １００　 ９４．４　 ７８．２　 ４１．３　 ２０．７　 １２．４　 ２．４
头孢曲松 ９２．３　 ６７．１　 ４４．６　 ３０．１　 １４．２　 ３．４　 ３５．９
头孢噻肟 ７４．６　 ６３．７　 ４５．７　 ２９．６　 １２．６　 ５．１　 ８２．４
头孢噻呋 ５６．４　 ４３．９　 ２７．３　 １６．５　 ９．３　 ２．４　 １２１．５
头孢哌酮 １００　 ８２．１　 ６４．２　 ５５．４　 ３９．１　 ３２．１　 ２９．６

　　注：Ｕ 无法测定

２．５．２　酶抑制剂的抑酶保护试验结果　酶 抑 制 剂

舒巴坦和他唑巴坦对β－内酰胺类抗生素的抑酶保护

作 用 试 验 结 果 见 表 ３。舒 巴 坦 和 他 唑 巴 坦 对

ｂｌａＴＥＭ－５７均有一定的抑制作用，对阿莫西林的抑酶保

护率均最高（分 别 为８７．３％和９２．４％）。他 唑 巴 坦

对阿莫西林、氨苄西林及头孢曲松钠的抑酶保护作

用强于舒巴坦，但他唑巴坦对头孢噻呋钠的抑酶保

护作用弱于 舒 巴 坦。舒 巴 坦 对 头 孢 氨 苄、头 孢 噻 肟

钠及头孢哌酮的抑酶保护率为０，而他唑巴坦仅对头

孢氨苄的抑酶保护率为０。

表３　酶抑制剂的抑酶保护率 ％

抗菌药物 舒巴坦 他唑巴坦

阿莫西林 ８７．３　 ９２．４
氨苄西林 ７４．６　 ８２．１
头孢氨苄 ０ ０
头孢曲松 １９．２　 ２８．６
头孢噻肟 ０　 １１．３
头孢噻呋 ７５．２　 ５８．７
头孢哌酮 ０　 １１．２

３　讨论

ｂｌａＴＥＭ型β－内酰胺酶能够水解氨苄西林，但能被

克拉维酸 抑 制［１０］。ｂｌａＴＥＭ－１是 第 一 个 被 人 们 认 识 的

β－内酰胺酶，在革兰阴性菌中最常见，现已在世界范

围内被报道，其流行最广、检出率最高。目前，ｂｌａＴＥＭ
的分布已由最早的欧美国家发展到了世界各地，而

中国所分布的ｂｌａＴＥＭ酶以ｂｌａＴＥＭ－１最常见［２，１１－１２］，同时

ｂｌａＴＥＭ－１２［１３］、ｂｌａＴＥＭ－１０５［１４］、ｂｌａＴＥＭ－１１６［１５］、ｂｌａＴＥＭ－１４１ 及

ｂｌａＴＥＭ－１５７［１６］、ｂｌａＴＥＭ－１６６［１７］等 也 有 报 道。本 试 验 用 本

实验室在国内检出的ｂｌａＴＥＭ－５７，通过ＰＣＲ扩 增 获 得

ｂｌａＴＥＭ－５７基因，将 其 克 隆 入 表 达 载 体 构 建 重 组 质 粒，
使其诱导表达，并初步研究了酶的相关特性，为掌握

细菌产酶的耐药机制、合理选用酶抑制剂及兽用抗

菌药物新复方研制提供了理论依据。

ｂｌａＴＥＭ－５７基因编码２８６个氨基酸，其基因序列与

ＡＹ２９３０７２（ＴＥＭ－１）相 比，２６９位 碱 基 突 变（Ｇ→Ａ）
引起相应９２位 氨 基 酸 突 变（甘 氨 酸→天 冬 氨 酸）。

药敏试验表明，产ｂｌａＴＥＭ－５７的Ｆ４菌株对阿莫西林、氨
苄西 林 耐 药，但 对 第 三 代 头 孢 菌 素、亚 胺 培 南 均 敏

感，这与 王 慧 等［１７］报 道 的 产ｂｌａＴＥＭ－１６６、ｂｌａＴＥＭ－１菌 株

及Ｂｏｎｎｅｔ等［４］报道的产ｂｌａＴＥＭ－５７菌株的耐药特性一

致，说明 产ｂｌａＴＥＭ－５７较ｂｌａＴＥＭ－１型β－内 酰 胺 酶 的 耐 药

谱并未扩 大，应 为 广 谱β－内 酰 胺 酶。β－内 酰 胺 酶 抑

制剂与氨苄西林联用能降低Ｆ４菌株的耐药性，这与

胡功 政 等［１８］报 道 的 结 果 一 致。质 粒 接 合 表 明，

ｂｌａＴＥＭ－５７基因及 对 阿 莫 西 林、氨 苄 西 林 的 耐 药 性，可

通过质粒传递给受体菌。接合子还对氨基糖苷类耐

药，推测携带ｂｌａＴＥＭ－５７基 因 的 质 粒 上，可 能 还 同 时 携

带对氨基糖苷类的耐药基因。
本试验选 用 的 大 肠 杆 菌 表 达 载 体ｐＥＴ－２８α，是

一个融合表达载体，带有 Ｈｉｓ标签和Ｔ７标签序列，
使所得的重组蛋白能通过金属离子（Ｎｉ　２＋）配体亲和

层析快速纯化，故该载体具有表达效率高、产物易于

纯化等优点［１９］。鸡大肠杆菌产ｂｌａＴＥＭ－５７基因所表达

的蛋白 编 码２８６个 氨 基 酸（相 对 分 子 质 量 大 约 为

２９　０００），其融合表 达 产 物 的 Ｎ端 融 合 了３６个 氨 基

酸残基（相对分子质量大约为４　０００），因此融合表达

产物共有３２２个氨基酸残基（相对分子质量大约为

３３　０００）。由ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳检测可知，融合蛋白表

达条带所处位置的相对分子质量大约为３３　０００，表明

ＴＥＭ－５７基因在大肠杆菌中成功表达出ＴＥＭ－５７型的

融合蛋白。通过对表达条件的优化，确立的最佳蛋白

表达条件为获得高纯度的ｂｌａＴＥＭ－５７提供了基础。

β－内酰胺酶对β－内酰胺类药物的水解作用是由

于β－内酰胺酶对药物分子上β－内酰胺环的乙酰化和

去乙酰化反应而使β－内酰胺环打开使药物失效，其

中去乙酰 化 过 程 是β－内 酰 胺 酶 水 解 作 用 的 限 速 反

应［２０］。从水解试验结果可知，ｂｌａＴＥＭ－５７对头孢氨苄的

Ｋｍ值最小为２．４，即对该 药 亲 和 力 最 强，水 解 效 率

最高，稳定性最 差。该 酶 对 头 孢 噻 呋 钠 的Ｋｍ值 最

大为１２１．５，即对该药亲和力最弱，最难水解，稳定性

最好。这与孙亚伟等［２１］报道的ｂｌａＴＥＭ－１Ｖ对头孢曲松
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Ｋｍ值最大 存 在 差 异。从 抑 酶 保 护 试 验 可 知，他 唑

巴坦对阿莫西林、氨苄西林及头孢曲松钠的抑酶保

护作用强于舒巴坦，这与孙亚伟等［２１］报道的他唑巴

坦对ｂｌａＴＥＭ－１Ｖ水解头孢曲松钠的抑制作用优于舒巴

坦研究结果相符。此外，ｂｌａＴＥＭ－５７较难水解头孢噻呋

钠，同时舒巴坦及他唑巴坦对该底物又有较好的抑

酶保护作用，所以头孢噻呋钠与舒巴坦、他唑巴坦联

用是治疗产ｂｌａＴＥＭ－５７型β－内酰 胺 酶 细 菌 感 染 的 较 好

方法。因此，寻找对Ｋｍ值稳定、不易被水解或对β－
内酰胺酶有抑制作用的抗生素是今后β－内酰胺抗生

素的研究方向。
本 试 验 选 用 ｐＥＴ－２８α高 效 原 核 表 达 载 体 对

ＴＥＭ－５７基因进 行 了 原 核 表 达 及 酶 特 性 研 究，对 分

析β－内酰胺酶耐药基因质粒接合传递及耐药机制研

究都具有重要作用，对指导兽医临床合理搭配用药

及产酶细菌感染的治疗具有重要的指导意义。ｐＥＴ－
２８α／ＴＥＭ－５７重组 质 粒 的 成 功 构 建 和 诱 导 表 达，为

进一步研究酶的其他特性及制备特异性的单克隆抗

体奠定了基础。

参考文献：

［１］　Ｂｒａｄｆｏｒｄ　Ｐ　Ａ．Ｅｘｔｅｎｄｅｄ－ｓｐｅｃｔｒｕｍβ－Ｌａｃｔａｍａｓｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ

２１ｓｔ　ｃｅｎｔｕｒｙ：ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ，ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ，ａｎｄ　ｄｅｔｅｃ－
ｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｉｓ　ｉｍｐｏｎａｎｔ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ｔｈｒｅａｔ［Ｊ］．Ｃｌｉｎ　Ｍｉｃｒｏ－
ｂｉｏｌ　Ｒｅｖ，２００１，１４：９３３－９５１．

［２］　苑　丽，刘建华，胡功政，等．鸡大肠杆菌ＴＥＭ和ＣＴＸ－
Ｍ型超广谱β－内酰胺酶基因分型研究［Ｊ］．中国农业科

学，２０１０，４３（２０）：４３１０－４３１６．
［３］　胡功政，孙亚伟，陈红英，等．鸡 志 贺 氏 菌 产 超 广 谱β－内

酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）的分子进 化［Ｊ］．中 国 农 业 科 学，２００８，

４１（２）：５９３－５９８．
［４］　Ｂｏｎｎｅｔ　Ｒ，Ｄｅ　Ｃｈａｍｐｓ　Ｃ，Ｓｉｒｏｔ　Ｄ，ｅｔ　ａｌ．Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ

ＴＥＭ　ｍｕｔａｎｔｓ　ｉｎ　Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｍｉｒａｂｉｌｉｓ［Ｊ］．Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ

Ａｇｅｎｔｓ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ，１９９９，４３（１１）：２６７１－２６７７．
［５］　Ｙｕａｎ　Ｌ，Ｌｉｕ　Ｊ　Ｈ，Ｈｕ　Ｇ　Ｚ，ｅｔ　ａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａ－

ｔｉｏｎ　ｏｆ　ｅｘｔｅｎｄｅｄ－ｓｐｅｃｔｒｕｍβ－ｌａｃｔａｍａｓｅ－ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ　Ｅｓｃｈ－
ｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　ｉｓｏｌａｔｅｓ　ｆｒｏｍ　ｃｈｉｃｋｅｎｓ　ｉｎ　Ｈｅｎａｎ　Ｐｒｏｖｉｎｃｅ，

Ｃｈｉｎａ［Ｊ］．Ｊ　Ｍｅｄ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００９，５８：１４４９－１４５３．
［６］　Ｇｉｒｌｉｃｈ　Ｄ，Ｐｏｉｒｅｌ　Ｌ，Ｌｅｅｌａｐｏｒｎ　Ａ，ｅｔ　ａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｅｐｉｄｅ－

ｍｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｉｎｔｅｇｒｏｎ－ｌｏｃａｔｅｄ　ＶＥＢ－１ｅｘｔｅｎｄｅｄ－ｓｐｅｃ－
ｔｒｕｍβ－ｌａｃｔａｍａｓｅ　ｉｎ　ｎｏｓｏｃｏｍｉａｌ　ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｉｓｏｌａｔｅｓ

ｉｎ　Ｂａｎｇｋｏｋ　Ｔｈａｉｌａｎｄ［Ｊ］．Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００１，３９（１）：

１７５．
［７］　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　ａｎｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｓｔａｎｄａｒｄｓ　ｌｎｓｔｉｔｕｔｅ．ＣＬＳＩ　ｄｏｃｕ－

ｍｅｎｔ　Ｍ１００－Ｓ１８ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｓｔａｎｄａｒｄｓ　ｆｏｒ　ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉ－
ａｌ　ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ　ｔｅｓｔｉｎｇ，ｅｉｇｈｔｅｅｎｔｈ　ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｌ　ｓｕｐ－

ｐｌｅｍｅｎｔ［Ｓ］．Ｃｌｉｎｉｃａｌ　ａｎｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｓｔａｎｄａｒｄｓ　ｌｎｓｔｉ－
ｔｕｔｅ．Ｗａｙｎｅ，Ｐｅｎｎｓｙｌｖａｎｉａ：２００８，２８（１）：１－８３．

［８］　萨姆布鲁克Ｊ，拉塞 尔 Ｄ　Ｗ．分 子 克 隆 实 验 指 南［Ｍ］．３
版，黄培堂，译．北京：科学出版社，２００２：８７－１０５．

［９］　Ｈｅｎｒｉｋ　Ｈ，Ｄｉｋ　Ｍ，Ｋｅｅｓ　Ｖ．β－ｌａｃｔａｍａｓｅｓ　ａｍｏｎｇ　ｅｘｔｅｎｄ－
ｅｄ　ｓｐｅｃｔｒｕｍβ－ｌａｃｔａｍａｓｅ（ＥＳＢＬ）－ｒｅｓｉｓｔａｎｔ　Ｓａｌｍｏｎｅｌ　ｌａ

ｆｒｏｍ　ｐｏｕｌｔｒｙ，ｐｏｕｌｔｒｙ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ａｎｄ　ｈｕｍａｎ　ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｉｎ

ｔｈｅ　Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ［Ｊ］．Ｊ　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ，２００５，

５６：１１５－１２１．
［１０］　Ｐａｔｅｒｓｏｎ　Ｄ　Ｌ，Ｂｏｎｏｍｏ　Ｒ　Ａ．Ｅｘｔｅｎｄｅｄ－ｓｐｅｃｔｒｕｍβ－ｌａｃ－

ｔａｍａｓｅｓ：ａ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｕｐｄａｔｅ［Ｊ］．Ｃｌｉｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｒｅｖ，

２００５，１８（４）：６５７－６８６．
［１１］　季淑娟，顾 怡 明，谭 文 涛，等．中 国 部 分 地 区 大 肠 埃 希

菌和肺 炎 克 雷 伯 菌 超 广 谱β－内 酰 胺 酶 基 因 型 研 究

［Ｊ］．中华检验医学杂志，２００４，２７：５９０－５９３．
［１２］　张珍珍，吴 俊 伟，魏 述 永，等．动 物 源 大 肠 杆 菌 超 广 谱

β－内酰胺酶与 头 孢 菌 素 酶 基 因 型 分 析［Ｊ］．畜 牧 兽 医

学报，２００９，４０（６）：８９８－９０３．
［１３］　王　瑶，徐英 春，杨 启 文，等．１９家 医 院 大 肠 埃 希 茵 和

肺炎克雷伯茵中ＴＥＭ型β－内酰胺酶的研究［Ｊ］．临床

检验杂志，２００８，２６（２）：８５－８９．
［１４］　李家斌，李　旭，马 亦 林，等．ＴＥＭ－１０５编 码 基 因 的 功

能研究［Ｊ］．中国药理学报，２００５，２１（２）：１６３－１６４．
［１５］　Ｈｕ　Ｇ　Ｚ，Ｃｈｅｎ　Ｈ　Ｙ，Ｓｉ　Ｈ　Ｂ，ｅｔ　ａｌ．Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ　ａｎｄ　ｍｏ－

ｌｅｃｕｌａｒ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＴＥＭ－１１６ｅｘｔｅｎｄｅｄ－Ｓｐｅｃ－
ｔｒｕｍβ－ｌａｃｔａｍａｓｅ　ｐｒｏｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ａ　Ｓｈｉｇｅｌｌａ　Ｆｌｅｘｎｅｒｉ　ｃｌｉｎ－
ｉｃａｌ　ｉｓｏｌａｔｅ　ｆｒｏｍ　ｃｈｉｃｋｅｎｓ［Ｊ］．ＦＥＭＳ　Ｍｉｃｅｏｂｉｏｌ　Ｌｅｔｔ，

２００８，２７９：１６２－１６６．
［１６］　Ｌｉｕ　Ｇ，Ｌｉｎｇ　Ｂ　Ｄ，Ｘｉｅ　Ｙ　Ｅ，ｅｔ　ａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ

ＣＴＸ－Ｍ－２２ａｎｄ　ＴＥＭ－１４１ｅｎｃｏｄｅｄ　ｂｙ　ａ　ｓｉｎｇｌｅ　ｐｌａｓｍｉｄ

ｆｒｏｍ　ａ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｉｓｏｌａｔｅ　ｏｆ　Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｃｌｏａｃａｅ　ｉｎ　Ｃｈｉｎａ
［Ｊ］．Ｊｐｎ　Ｊ　Ｉｎｆｅｃｔ　Ｄｉｓ，２００７，６０：２９５－２９７．

［１７］　王　慧，熊 自 忠，李　睿．ＴＥＭ 型β－内 酰 胺 酶 新 亚 型

ＴＥＭ－１６６编码基因的克隆表 达［Ｊ］．中 国 感 染 与 化 疗

杂志，２０１０，１０（２）：１２０－１２２．
［１８］　胡功政，许兰菊，苑　丽，等．β－内酰胺酶抑制剂舒巴坦

与氨苄西林联用 的 体 内 外 抗 菌 作 用 研 究［Ｊ］．畜 牧 兽

医学报，２００２，３３（４）：３８９－３９４．
［１９］　Ｓｃｈａｌｌｅｒ　Ａ，Ｋｕｈｎｅｒｔ　Ｐ，ｄｅ　ｌａ　Ｐｕｅｎｔｅ－Ｒｅｄｏｎｄｏ　Ｖ　Ａ，ｅｔ

ａｌ．Ａｐｘ　ｔｏｘｉｎｓ　ｉｎ　Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａｃｅａｅ　ｓｐｅｃｉｅｓ　ｆｒｏｍ　ａｎｉｍａｌｓ
［Ｊ］．Ｖｅｔ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０００，７４：３６５－３７６．

［２０］　Ｄｏｒｉｔｚａ　Ｐ　Ｒ，Ｘｉａｎｇ　Ｚ．Ｔａｚｏｂａｃｔａｍ　ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｏｆ

ＳＨＶ－１ａｎｄ　ｔｈｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔ　Ｓｅｒ１３０－Ｇｌｙ　ＳＨＶ－１

β－ｌａｃｔａｍａｓｅ［Ｊ］．Ｊ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃｈｅｍ，２００４，２７９（１９）：

１９４９４－１９５０１．
［２１］　孙亚伟，胡 功 政，陈 红 英，等．鸡 福 氏 志 贺 菌 产 超 广 谱

β２内酰胺酶ＳＨＶ－１２和ＴＥＭ－１Ｖ基因的重组表达及

酶特性［Ｊ］．中国兽医学报，２００９，２９（５）：５６６－５７１．

７３　中 国 兽 医 学 报　２０１３年１月　第３３卷　第１期　Ｃｈｉｎ　Ｊ　Ｖｅｔ　Ｓｃｉ　Ｊａｎ．２０１３　Ｖｏｌ．３３　Ｎｏ．１　


