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多重耐药铜绿假单胞菌氨基糖苷类修饰酶基因的检测及分析
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　　摘　要：目的　探讨多重耐药铜绿假单胞菌的氨基糖苷类药物的耐药机制。方法　分离出５０株多重耐药铜绿假单胞菌，

ＰＣＲ法检测４种氨基糖苷类修饰酶（ＡＭＥｓ）基因，即ａａｃ（６′）Ⅰ、ａａｃ（６′）Ⅱ、ａｎｔ（３″）Ⅰ、ａｎｔ（２″）Ⅰ的表达情况。并用 ＭＬＶＡ基

因分型的方法对菌株进行聚类分析。结果　５０株铜绿假单胞菌中，４种ＡＭＥｓ基因的总检出率为７０％。ａａｃ（６′）Ⅰ、ａａｃ（６′）Ⅱ、

ａｎｔ（３″）Ⅰ、ａｎｔ（２″）Ⅰ的检出率分别为６０％、４０％、２４％、３２％。ＭＬＶＡ基因分析聚类结果显示，没有多重耐药铜绿假单胞菌的暴

发流行。结论　多重耐药铜绿假单胞菌的ＡＭＥｓ基因携带率较高，没有发现其爆发流行。
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　　铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，ＰＡ）为条件致病

菌，近年来成为医院感染的重要病原菌之一［１］。随着临床的广

泛和不科学使用，ＰＡ对氨基糖苷类抗菌药物的耐药性逐年增

高［２］。细菌对其耐药主要是由于细菌产生氨基糖苷类修饰酶

（ａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓｍｏｄｉｆｙｉｎｇｅｎｚｙｍｅｓ，ＡＭＥｓ）对进入细胞内的

药物分子进行修饰使之失去生物活性而耐药［３４］。由于ＡＭＥｓ

的基因型分布具有明显的地域性，且不同基因型的流行特征也

不同。因此，了解不同地区ＰＡ的ＡＭＥｓ基因型有助于治疗和

控制产ＡＭＥｓ菌的流行。本研究对分离于２０１０年６～１２月期

间的５０株多重耐药 ＰＡ 菌株的 ＡＭＥｓ基因型进行了分析

研究。

１　材料与方法

１．１　实验菌株　５０株ＰＡ均分离于广东中山大学附属中山

医院２０１０年６～１２月住院患者的临床标本。标本类型分别为

痰液３７例、伤口分泌物８例、中段尿５例。阳性对照菌株为鲍

曼不动杆菌，为本实验室分离保存。

１．２　菌种鉴定及药敏试验　采用全自动细菌鉴定系统ＶＩＴＥＫ

２Ｃｏｍｐａｃｔ系统（梅里埃，法国）进行鉴定及药敏测定。

１．３　ＡＭＥｓ基因检测　采用煮沸的方法提取菌株 ＤＮＡ
［５］。

引物序列参照文献［６］，由上海生工合成（见表１）。实验采用２０

μＬ的反应体系，其中ＴａｑＥ、反应缓冲液、ｄＮＴＰ混合液１０μＬ，

上下游引物各０．４μＬ，标本１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ８．２μＬ。反应条件：

预变性９４℃１０ｍｉｎ，９４℃变性１ｍｉｎ，６０℃退火１ｍｉｎ，７２℃

延伸１ｍｉｎ，共２５个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。产物经１．

５％琼脂糖凝胶电泳，出现与阳性对照相对分子质量相当的目

的片段判为阳性。

表１　　氨基糖苷类修饰酶基因的引物序列

基因名称 引物序列（５′３′） 片段大小（ｂｐ）

ａａｃ（６′）Ⅰ Ｐ１：ＴＡＴＧＡＧＴＧＧＣＴＡＡＡＴＣＧＡＴ ３９４

Ｐ２：ＣＣＣＧＣＴＴＴＣＴＣＧＴＡＧＣＡ

ａａｃ（６′）Ⅱ Ｐ１：ＴＴＣＡＴＧＴＣＣＧＣＧＡＧＣＡＣＣＣＣ １７８

Ｐ２：ＧＡＣＴＣＴＴＣＣＧＣＣＡＴＣＧＣＴＣＴ

ａｎｔ（３″）Ⅰ Ｐ１：ＴＧＡＴＴＴＧＣＴＧＧＴＴＡＣＧＧＴＧＡＣ ２８４

Ｐ２：ＣＧＣＴＡＴＧＴＴＣＴＣＴＴＧＣＴＴＴＴＧ

ａｎｔ（２″）Ⅰ Ｐ１：ＧＡＧＣＧＡＡＡＴＣＴＧＣＣＧＣＴＣＴＧＧ ３２０

Ｐ２：ＣＴＧＴＴＡＣＡＡＣＧＧＡＣＴＧＧＣＣＧＣ

１．４　ＭＬＶＡ（ｍｕｌｔｉｐｌｅｌｏｃｕｓｖａｒｉａｂｌｅｎｕｍｂｅｒｔａｎｄｅｍｒｅｐｅａｔａ

·６６２· 国际检验医学杂志２０１３年２月第３４卷第３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．３

 基金项目：中山市科技计划项目（２０１２２Ａ０３３）。　作者简介：王娟，女，博士，主要从事结核分枝杆菌的耐药和其他病原菌耐药方面的研

究。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｚｘｍ０７６０＠１６３．ｃｏｍ。



ｎａｌｙｓｉｓ）基因分型　分析５０株菌株的７个 ＶＮＴＲ（ｖａｒｉａｂｌｅ

ｎｕｍｂｅｒｔａｎｄｅｍｒｅｐｅａｔａｎａｌｙｓｉｓ）位点的多态性，引物序列见表

２
［７］。ＰＣＲ的反应体系及反应条件同上。采用１．５％的琼脂糖

凝胶进行电泳，１００ｂｐＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ（宝生物，大连）作为标准

来确定位点分子量的大小，以标准菌株ＰＡＯ１作为对照。使用

ＩｍａｇｅＬａｂ
?软件（伯乐，美国）来计算每个位点的重复个数。

使用Ｒ２．１４．１软件对菌株的基因型进行聚类分析
［８］。

表２　　７个位点的引物序列

位点名称 引物名称 引物序列（５′－３′） 重复单位大小（ｂｐ） ＰＡＯ１的大小（重复个数）

ｍｓ１４２ ｍｓ１４２Ｌ ＡＧＣＡＧＴＧＣＣＡＧＴＴＧＡＴＧＴＴＧ １１５ ８９０（７）

ｍｓ１４２Ｒ ＧＴＧＧＧＧＣＧＡＡＧＧＡＧＴＧＡＧ

ｍｓ２１１ ｍｓ２１１Ｌ ＡＣＡＡＧＣＧＣＣＡＧＣＣＧＡＡＣＣＴＧＴ １０１ ６６３（５）

ｍｓ２１１Ｒ ＣＴＴＣＧＡＡＣＡＧＧＴＧＣＴＧＡＣＣＧＣ

ｍｓ２１２ ｍｓ２１２Ｌ ＴＧＣＴＧＧＴＣＧＡＣＴＡＣＴＴＣＧＧＣＡＡ ４０ ５２２（９）

ｍｓ２１２Ｒ ＡＣＴＡＣＧＡＧＡＡＣＧＡＣＣＣＧＧＴＧＴＴ

ｍｓ２１３ ｍｓ２１３Ｌ ＣＴＧＧＧＣＡＡＧＴＧＴＴＧＧＴＧＧＡＴＣ １０３ ６４０（５）

ｍｓ２１３Ｒ ＴＧＧＣＧＴＡＣＴＣＣＧＡＧＣＴＧＡＴＧ

ｍｓ２１５ ｍｓ２１５Ｌ ＧＡＣＧＡＡＡＣＣＣＧＴＣＧＣＧＡＡＣＡ １２９ ７６５（４）

ｍｓ２１５Ｒ ＣＴＧＴＡＣＡＡＣＧＣＣＧＡＧＣＣＧＴＡ

ｍｓ２１７ ｍｓ２１７Ｌ ＴＴＣＴＧＧＣＴＧＴＣＧＣＧＡＣＴＧＡＴ １０９ ６０６（２）

ｍｓ２１７Ｒ ＧＡＡＣＡＧＣＧＴＣＴＴＴＴＣＣＴＣＧＣ

ｍｓ２２２ ｍｓ２２２Ｌ ＡＧＡＧＧＴＧＣＴＴＡＡＣＧＡＣＧＧＡＴ １０１ ３９０（２）

ｍｓ２２２Ｒ ＴＧＣＡＧＴＴＣＴＧＣＧＡＧＧＡＡＧＧＣＧ

２　结　　果

２．１　耐药表型结果　５０株ＰＡ对阿米卡星、庆大霉素２种氨

基糖苷类药物的不敏感率为１００％。其他１１种药物的敏感性

见表３。

表３　　５０株多重耐药铜绿假单胞菌对１３种

　　　抗菌药物的敏感性

抗菌药物
敏感

菌株数 百分比％

中介

菌株数 百分比％

耐药

菌株数 百分比％

庆大霉素 ０ ０ １ ２ ４９ ９８

阿米卡星 ０ ０ ４ ８ ４６ ９２

妥布霉素 ２ ４ ４ ８ ４４ ８８

环丙沙星 ３ ６ ３ ６ ４４ ８８

左氧氟沙星 ２ ４ ０ ０ ４８ ９６

氨曲南 ２７ ５４ ３ ６ ２０ ４０

亚胺培南 ３４ ６８ １ ２ １５ ３０

美罗培南 ３４ ６８ ５ １０ １１ ２２

哌拉西林 ２ ４ ０ ０ ４８ ９６

派拉西林／他唑巴坦 ２０ ４０ ０ ０ ３０ ６０

头孢他啶 １５ ３０ ２ ４ ３３ ６６

头孢吡肟 １０ ２０ ２ ４ ３８ ７６

头孢曲松 ４ ８ １６ ３２ ３０ ６０

２．２　ＡＭＥｓ基因检测的结果　图１为ａｎｔ（３″）Ｉ和ａａｃ（６′）Ｉ

ＰＣＲ扩增结果。５０株多重耐药ＰＡ对４种ＡＭＥｓ基因的检测

结果中，ａａｃ（６′）Ｉ的检出率最高，为６０％（３０／５０）。其余３个

基因的检出率结果，ａａｃ（６′）ＩＩ、ａｎｔ（３″）Ｉ、ａｎｔ（２″）Ｉ的检出率分

别为４０％（２０／５０）、２４％（１２／５０）、３２％（１６／５０）。ＡＭＥｓ基因总

检出率为７０％（３５／５０）。其中有１５株未检出 ＡＭＥｓ基因，其

中１０株检出一种 ＡＭＥｓ基因，１０株检出２种 ＡＭＥｓ基因，５

株检出３种ＡＭＥｓ基因，２株同时检出４种ＡＭＥｓ基因。

　　１（ａ）为ａａｃ（６′）Ｉ的ＰＣＲ扩增电泳图；１（ｂ）为ａｎｔ（３″）Ｉ的ＰＣＲ扩

增电泳图；Ｍ：ＤＬ２００ＤＮＡ标志物；Ｐ：阳性对照；Ｎ：阴性对照；１～１２为

临床菌株。

图１　　ａｎｔ（３″）Ｉ和ａａｃ（６′）ＩＰＣＲ扩增结果
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２．３　ＭＬＶＡ基因分型结果　本研究中，使用 ＭＬＶＡ基因分

型方法对５０株多重耐药ＰＡ进行基因分析，聚类分析（图２）。

从图中可以看出，４个菌株成２簇，分为１和３为一簇，１７和２６

为一簇。菌株１，３为痰标本分离，但分别位于ＩＣＵ和呼吸内

科，菌株１７和２６分别分离于尿标本和痰标本，来自于肾内科

和ＩＣＵ。在ＡＭＥｓ的扩增结果中，菌株１是ａａｃ（６′）Ｉ和ａｎｔ

（２″）Ｉ为阳性，菌株３是ａｎｔ（３″）Ｉ和ａａｃ（６′）Ｉ为阳性。菌株

１７为ａａｃ（６′）Ｉ、ａｎｔ（２″）Ｉ和ａｎｔ（３″）Ｉ为阳性，菌株２６只有ａａｃ

（６′）ＩＩ基因为阳性。

图２　　５０株多重耐药菌株的 ＭＬＶＡ基因聚类图

３　讨　　论

氨基糖苷类药物通过与细菌３０Ｓ核糖体亚基高度保守的

Ａ位点不可逆地结合抑制细菌蛋白质的合成从而导致细菌死

亡。细菌产生的ＡＭＥｓ能够对氨基糖苷类药物分子中特定的

氨基和羟基进行共价修饰使得药物与细菌核糖体的结合能力

大大降低，从而导致耐药［９］。ＡＭＥｓ灭活氨基糖苷类药物的机

制非常复杂。截止目前，已发现超过５０种 ＡＭＥｓ，其中在ＰＡ

中存在的有１０多种。最常见的是ａａｃ（６′）ＩＩ和ａｎｔ（２″）Ｉ
［１０］。

本研究中，多重耐药 ＰＡ 菌株中 ＡＭＥｓ基因的总检出率为

７０％，其中，ａａｃ（６′）Ｉ的检出率最高（６０％），其次为ａａｃ（６′）ＩＩ、

ａｎｔ（２″）Ｉ、ａｎｔ（３″）Ｉ。与国内文献报道的流行基因型有一定差

别。史伟峰等［１１］的研究显示，ＡＭＥｓ基因的检出中，ａａｃ（６′）ＩＩ

和ａｎｔ（２″）Ｉ的检出率最高，分别为６０％和６５％，未发现ａｎｔ

（３″）Ｉ基因的存在。糜祖煌和秦玲
［１２］的研究结果中，ａｎｔ（２″）Ｉ

基因检出的阳性率最高，为６３．６％，ａｎｔ（３″）Ｉ的阳性率为

４８．５％。可能与各地区常用的氨基糖苷类药物不同有关，表明

了地域性。其中ＡＭＥｓ基因的菌株比例有３４％（１７／５０），说明

多重耐药机制有共存现象。

ＭＬＶＡ基因分型结果中，有２个簇菌株存在，但从患者的

资料中看来，簇菌株不存在流行病学上的联系，没有暴发流行

的存在。

ＡＭＥｓ基因流行特点的研究，对于合理应用氨基糖苷类抗

菌素，延缓耐药的产生具有重要意义。ＰＣＲ方法具有灵敏度

高、特异性好的特点，且适于大规模的流行病学调查，该方法的

使用有利于耐药菌株的监控。
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