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摘 要: 为了分析猪源大肠杆菌中 mcr－1 阳性不可接合类噬菌体质粒 pD72－mcr－1 与 blaCTX－M－55阳性可接合

的 F33 ∶A－ ∶B－质粒 pD72－F33 融合形成的共整合质粒 pD72C 的生物学特性，评估该融合质粒对 mcr－1 传播的

潜在作用，本实验采用生长曲线测定、质粒稳定性实验、竞争性实验和接合实验，测定了融合质粒 pD72C 和亲

本质粒 pD72－F33 对宿主菌的适应性、融合能力和扩散能力。结果表明: 融合质粒 pD72C 在无抗生素的环境中

能稳定传代 9 d，对宿主菌有适应性优势，且比亲本质粒 pD72－F33 具有更好的竞争优势; 该融合质粒表现出较

高的融合频率和接合频率，说明该融合质粒能够扩展菌株的耐药谱并促进粘菌素耐药基因 mcr－1 的传播。
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Abstract: In order to analyze the biological characteristics of the cointegrated plasmid pD72C formed by the fusion of non－
conjugative mcr－1－positive－phage－like plasmid pD72－mcr－1 and conjugative blaCTX－M－55 positive IncF33 ∶A－ ∶B－plasmid pD72－
F33 and evaluate the potential role of the fusion plasmid in mcr－1 transmission，the growth curve test，plasmid stability test，com-
petition experiment，conjugation assay were used to determinate the fitness，fusion and diffusion potentiality of the co－integrated
pD72C and the parental plasmid pD72－F33． The results showed that the fusion plasmid remained stable for 9 days of passage in
an antibiotic－free environment，presented a adaptive advantage for its host，and showed higher fitness than the parental plasmid
pD72－F33． Moreover，the fusion plasmid exhibited the relatively high fusion frequency and conjugation frequency． Fusion plasmids
can expand the drug resistance spectrum of strains and promote the transmission of drug resistance gene mcr－1．
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F33 ∶A－ ∶B－型质粒是多重耐药质粒 IncF 型质

粒中最为流行的亚型之一，它广泛存在于肠杆菌

科细菌，尤其是大肠杆菌中，是介导 fosA3、blaCTX －Ms

和 rmtB 等 耐 药 基 因 快 速 传 播 的 主 要 载 体［1－3］。
F33 ∶A－ ∶ B－型质粒除了能够借助 IS26 和 IS1294
元件捕获和传播抗性基因外，还能够获得 IncN1、
IncI1、IncＲ 和 IncX1 型质粒的一些片段成为多复

制子质粒［3］。本 课 题 组 在 研 究 猪 源 大 肠 杆 菌 中

mcr－1 的水平转移能力时，首次发现在接 合 过 程

中，F33 ∶A－ ∶ B－型质粒 pD72－F33 捕获了大约 96

kb 的 mcr－1 阳性类噬菌体质粒 pD72－mcr－1 形成

融合质粒 pD72C; 序列分析发现，其质粒融合机制

是 pD72－F33 上 1 个拷贝的 IS26 攻击 pD72－mcr－
1 上 8 bp 的目标位点( CAGCATTT) ［4］。

质粒介导的粘菌素耐药基因 mcr－1 已经成为

全球关注的重点。自 2015 年 mcr－ 1 被首次报道

后，该基因在世界范围内不同来源的不同菌种中

广泛出现［5－7］。不同的 mcr－1 阳性不相容群质粒

不断 被 报 道，尤 其 是 较 流 行 的 IncI2、IncX4 和

IncHI2 型质粒，它们所具有的较高的稳定性和适



应性 优 势 对 mcr － 1 的 快 速 传 播 起 到 重 要 作

用［8－10］。除了可接合性质粒，Tn6330 ( ISApl1－mcr
－ 1 － ISApl1 ) 与 mcr － 1 的 快 速 传 播 密 切 相 关，

Tn6330 能够通过形成环形中间体形式促使 mcr－1
插入 到 其 它 细 菌 的 染 色 体 或 质 粒 的 TA 富 集

区［11－14］。目前报道的 mcr－1 阳性类噬菌体质粒具

有较高的核酸序列同源性，其中大多数不具有自

身转移性，因此这类质粒对 mcr－1 的快速水平传

播作用具有局限性［4］。本研究中的 mcr－1 阳性类

噬菌体质粒 pD72－mcr－1 具有不可接合性，然而，

可接合性 F33 ∶A－ ∶B－型质粒与之融合后的共整合

质粒具有可接合性，这暗示 F33 ∶A－ ∶B－型质粒能

够作为1个接合辅助质粒提供给不可接合质粒的

接合转 移 能 力，进 而 促 使 mcr－ 1 的 快 速 传 播［4］。
质粒融 合 使 质 粒 进 化 成 携 带 更 多 耐 药 基 因 的 质

粒，然而该融合质粒在受体菌中是否能够稳定存

在? 对受体菌是否产生适应性代价? 对该融合质

粒的融合频率和接合频率也不清楚。鉴于此，我

们研究了该融合质粒的生物学特性，评估了携带

mcr－1 多重耐药融合质粒在宿主菌中的适应性、融
合和扩散能力，旨在为多重耐药融合质粒介导 mcr
－1 传播的研究提供理论依据。

1 材料与方法

1．1 菌株信息

大肠杆菌 D72 菌株分离自猪肛门拭子样品;

接合实验得到携带融合质粒 pD72C ( blaCTX－M－55 阳

性 F33 ∶A－ ∶B－型质粒 pD72－F33 与 mcr－1 阳性类

噬菌体质粒 pD72－mcr－1 的共整合质粒) 的接合子

D72C、携带 pD72－F33 质粒的接合子 D72C－2。标

准菌 E． coli 25922 及工程菌 E． coli DH5α、E． coli
C600、E． coli J53 为本实验室保存。采用微量肉汤

稀释法测定原菌、受体菌及接合子的最小抑菌浓

度( minimal inhibitory concentration，MIC) 。
1．2 质粒转化实验

用小提质粒试剂盒分别提取两个接合子的质

粒，通 过 电 转 化 分 别 将 质 粒 转 入 受 体 菌 E． coli
DH5a 中，获 得 携 带 pD72C 的 转 化 子 D1 和 携 带

pD72－F33 的转化子 D2。
1．3 生长曲线测定

将接合子 D72C、D72C－2 和 E． coli C600 划线

培养后，分别挑取单菌落到 2 mL 空白 LB 肉汤中，

于 37 ℃下以 200 r /min 的转速过夜培养。分别测

定接合子 D72C、D72C－ 2 的母液的 OD 值，取 OD
值最接近的母液进行下一步实验。从母液中吸取

200 μL 接种到含 20 mL 新鲜 LB 肉汤的锥形瓶中，

在 37 ℃下以 200 r /min 震荡培养。每隔 1 h 准确

吸取 200 μL 到 96 孔板中，平行吸取 3 次，以空白

的 LB 肉汤作为空白对照，测定在 600 nm 处的吸

光值 OD600。
1．4 质粒稳定性实验

将接合子 D72C 和 D72C－2 分别划线于 LB 琼

脂培养基上，在 37 ℃ 下过夜培养。挑取单菌落，

将其接种 至 50 mL 无 抗 LB 肉 汤 中，过 夜 传 代 培

养，每株菌 3 个平行。吸取 50 μL 培养液，重复接

种至新的 50 mL 无 抗 LB 肉 汤 中，连 续 传 代 9 d。
每隔 1 d 进行 1 次检测，吸取 20 μL 细菌培养液，

用灭菌生理盐水倍比稀释到合适浓度，在无抗 LB
琼脂培养基上均匀地滴稀释液，每个稀释梯度滴 3
个平 行，过 夜 培 养。参 照 本 课 题 组 先 前 研 究 报

道［4］中的引物，对在无抗 LB 琼脂平板上生长的所

有菌落进行 PCＲ 鉴定。
1．5 体外竞争性实验

为了评估融合质粒 pD72C 和亲本质粒 pD72－
F33 对宿主适应性的影响，采用转化子 D1、D2 与

E． coli DH5a 进 行 体 外 竞 争 实 验。挑 取 D1 和 E．
coli DH5a，分别接种于 2 mL 无抗 LB 肉汤中，于 37
℃、200 r /min 摇床上培养 12 ～ 16 h。取 OD600 值最

相近的初始培养物母液，以 1 ∶ 1的比例均匀混合。
分别取 100 μL 混合液接种到 100 mL 空白 LB 肉汤

中( 1 ∶1000) ，同时设 4 个平行，设此时为竞争性实

验 0 h。于 37 ℃、200 r /min 条件下震荡培养 24 h
后，取混合液 100 μL 接种到 100 mL 新鲜空白 LB
肉汤中( 1 ∶1000) 。此操作每 24 h 重复 1 次，连续

4 d。在培养的 0、24、48、96 h 时，对混合培养物各

取 50 μL 培养液，利用灭菌生理盐水将其倍比稀释

到合适的浓度，然后涂布于无抗 LB 琼脂板，在 37
℃ 下培养 14 ～ 18 h。将从 LB 琼脂板上获得的单菌

落全部转接到 2 μg /mL 粘菌素 LB 琼脂板上，于 37
℃恒温下培养 14 ～ 18 h。参照文献［4］报道的引

物，进行菌落 PCＲ 鉴定。转化子 D2 的体外竞争实

验也进行相同的操作。最后，参照文献［15］的报

道，根 据 以 下 公 式 计 算 相 对 适 应 度 ＲF: ＲF =
( lgS1d1 －lgS1d0 ) / ( lgS2d1 － lgS2d0 ) ，式中 S1d1 和 S1d0

分别是转化子在 24、48、72、96 和 0 h 时的菌落数;

S2d1和 S2d0分别是 DH5a 在 24、48、72、96 和 0 h 时
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的菌落数。当 ＲF＞1 时，表明转化子相对于宿主菌

有竞争优势; 当 ＲF = 1 时，表明质粒对宿主菌不产

生适应性代价; 当 ＲF＜1 时，说明质粒对宿主菌造

成了较 大 的 适 应 性 代 价，转 化 子 处 于 竞 争 劣 势。
体外竞争性实验重复 3 次，结果取 ＲF 的平均值。
1．6 质粒的融合频率和接合频率

以原 菌 D72 为 供 体，以 利 福 平 抗 性 E． coli
C600 为受体，通过接合实验观察 pD72－mcr－1 和

pD72－F33 ∶A－ ∶B－融合质粒的形成能力。分别在添

加头孢噻肟( 2 mg /L) 和利福平( 450 mg /L) 的麦康

凯琼脂板上，以及添加黏菌素( 2 mg /L) 和利福平

( 450 mg /L) 的麦康凯琼脂板上筛选接合子。进一

步以携带融合质粒 pD72C 和携带 pD72－F33 质粒

的接合子 D72C 和 D72C－2 为供体，以叠氮钠抗性

E． coli J53 为受体进行接合实验，在含有黏菌素( 2
mg /L) 和叠氮钠( 100 mg /L) 、头孢噻肟( 2 mg /L)

和叠 氮 钠 ( 100 mg /L) 的 琼 脂 板 上 筛 选 J53 接 合

子，以评价融合质粒和亲本质粒的水平转移能力。
参照文献［4］报道的引物，对所有接合子进行 PCＲ
鉴定。融合频率的计算: 融合频率 =携带融合质粒

pD72C 的接合子数量 /携带亲本质粒 pD72－F33 的

接合子数量。接合频率计算: 接合频率 =接合子数

量 / ( C600 数量+接合子数量) 。

2 结果与分析

2．1 接合子及原菌的药敏性

从表 1 可以看出: 原菌 D72 对多种药物耐药;

携带融合质粒的接合子 D72C 对头孢喹肟和粘菌

素的 MIC 值比受体菌分别 升 高 了 约 512 倍 和 64
倍; blaCTX－M－55阳性质粒 pD72－F33 的接合子 D72C－
2 对粘菌素敏感，而对头孢喹肟的 MIC 值比受体

菌升高了约 512 倍。这些耐药表型与接合子携带

的耐药基因一致。
2．2 细菌的生长曲线

以时间( h) 为 横 坐 标，以 不 同 时 间 点 的 平 均

OD600值为 纵 坐 标，绘 制 D72C、D72C－ 2 和 E． coli
C600 的生长曲线。最初 D72C、D72C－2 和 E． coli
C600 母 液 的 OD600 值 比 较 接 近，分 别 为 0． 035、
0．033和 0．031。图 1 显示，所有菌株均在 4 h 时达

到对数期，在 10 h 时达到稳定期，且各时间节点的

OD600值相近，3 株菌的生长曲线趋于一致，即接合

子和受体菌的生长能力相似。
2．3 质粒的稳定性和竞争性

质粒的稳定性实验结果显示，在不 含 抗 生 素

的环境中，融合质粒 pD72C 和亲本质粒 pD72－F33
连续传代 9 d 后仍能保持稳定存在，说明该质粒具

有较高的稳定性，其携带的抗性基因可以稳定遗

传。竞争性实验结果( 图 2 ) 显示，在培养过程中，

携带融合质粒 pD72C 的转化子 D1 和携带亲本质

粒 pD72－F33 的转化子 D2 数量都高于受体菌 E．
coli DH5a 的数量，相对适应度 ＲF 均大于 1，说明

融合质粒 pD72C 和亲本质粒 pD72－F33 对宿主菌

均呈现出适应性优势。融合质粒 pD72C 的相对适

应性高于 pD72－F33 的相对适应性，尤其是在 96 h
时，质粒 pD72－F33 的相对适应度性稍微降低，而

融合质粒 pD72C 的突然增大，表现出比 pD72－F33
更明显的竞争优势。

表 1 大肠杆菌分离株 D72、接合子

及受体菌的 MIC 值 mg /L

抗菌药 D72 D72C D72C－2 E． coli C600
氨苄西林 ＞128 ＞128 ＞128 2
头孢噻肟 ＞256 64 64 ≤0．125
头孢他啶 32 8 8 ≤0．125
粘菌素 8 8 ≤0．125 ≤0．125
氟苯尼考 128 2 2 2
阿米卡星 1 1 1 1
卡那霉素 ＞256 8 8 8
新霉素 128 8 8 8
恩诺沙星 8 0．008 0．008 0．008
环丙沙星 8 0．015 0．015 0．015
磷霉素 ≤32 ≤32 ≤32 ≤32

图 1 接合子与受体菌的生长曲线

2．4 质粒的融合频率和接合频率

实验结果表明: 质粒的融合频率较高，为 6．43
×10－3 ; 融合质粒 pD72C 和亲本质粒 pD72－F33 的

接合频率分别为 0．82×10－1和 3．19×10－1。

3 讨论

适应性是指耐药菌在没有药物选择压力的情

况下生长、定殖等方面的能力。细菌在药物的选
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择压力下，可以通过染色体基因突变和质粒上耐

药基因的水平转移等获得耐药性以适应环境的变

化，但是当药物选择压力去除后，耐药菌株中基因

的突变、外源基因的表达以及质粒的导入等会对

宿主菌造成负担，其适应性可能低于敏感菌，在菌

群中逐渐成为劣势菌，这一现象称为适应性代价。
一般说来，质粒和染色体抗性基因都会导致细菌

适应性代价的产生［16］。耐药菌的适应性研究主要

包括耐药菌是否能快速适应宿主或环境? 能否在

与敏感菌的生长竞争中成为优势菌群? 质粒的稳

定性是 指 质 粒 经 复 制 后 分 配 到 子 代 细 菌 中 的 能

力。耐药质粒在宿主菌中稳定的传代可以保证耐

药性的维持，同时有更多的机会传递到其他菌中，

增加耐药基因传播的机会。

图 2 转化子体外竞争的相对适应性

本文通过融合质粒的稳定性、生长竞争性实

验，以及融合频率和接合频率来研究融合质粒的

生物学特征，以评估在接合过程中形成的多重耐

药融合质粒对宿主菌的适应性、融合和扩散能力。

本研究通过测定生长曲线、质粒稳定性、体外竞争

实验来分析 mcr－1 阳性类噬菌体质粒与 blaCTX－M－55

阳性 F33 ∶A－ ∶B－型质粒共整合形成的融合质粒对

宿主的适应性代价。发现接合子 D72C、D72C－2 和

E． coli C600 的生长曲线基本一致，表明该融合质

粒不影响宿主菌的生长能力。融合质粒和亲本质

粒 pD72－F33 在无抗条件下能够稳定传代 9 d，这

表明通过共整合形成的融合质粒比较稳定，有促

进多重耐药菌株形成的可能。体外竞争实验结果

表明融合质粒和亲本质粒不对宿主菌产生适应性

代价。何良英等［17］报道 了 犬 源 大 肠 杆 菌 7A8 的

F33 ∶A－ ∶ B－型 多 重 耐 药 质 粒 pHN7A8 在 宿 主 菌

JM109 中具有较高的稳定性和适应性。F33 ∶A－ ∶B
－型质粒上存在的一些沉溺系统可以提高质粒的

稳定性和适应性，这可能是 F33 ∶ A－ ∶ B－型质粒在

肠杆菌中流行的主要原因［1］。本研究发现，携带

融合质粒的转化子的相对适应性高于亲本质粒的

相对适应性，尤其是在培养 96 h 时，融合质粒的相

对适应性突然增大，这表明质粒融合后，并没有因

为获得较大序列片段而增加宿主的负担，反而有

利于宿主的生存，其具体的原因有待进一步研究。
本研究结果显示，该融合质粒具有较高的融合频

率和接合频率，说明可接合性 F33 ∶ A－ ∶ B－质粒能

够以较高的频率捕获不可接合性 mcr－1阳性类噬

菌体质粒，进而促进 mcr－1 的水平传播，并且在捕

获类噬菌体质粒这个较大的片段后，F33 ∶ A－ ∶ B－

质粒自身的转移性和适应性不受到影响。本研究

中携带 mcr－1 的类噬菌体质粒本身不具有可接合

性，而该质粒通过与可接合的 blaCTX－M－55 阳性 F33 ∶
A－ ∶B－型质粒 pD72－F33 融合，不仅使自身具有了

可接合性，而且不对宿主菌产生适应性代价，同时

有着较高的融合频率和接合频率。该融合质粒所

具有的良好的生物学特性可能会促使 mcr－1 的快

速传播及多重耐药质粒的进化，这将导致多重耐

药菌的产生，从而给临床感染治疗带来挑战。以

后应进一步研究影响质粒融合的因素，为采取相

应措施避免多重耐药融合质粒的形成及传播提供

理论依据。

4 结论

mcr－1 阳性类噬菌体质粒和 F33 ∶A－ ∶B－质粒

共整合 形 成 的 融 合 质 粒 在 宿 主 菌 中 能 够 稳 定 传

代，对宿主菌有较好的适应性优势，拥有较强的扩

散能力。
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