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·基础实验研究论著·

耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌相关耐药基因研究

王丽娟，李　巍，季　萍△

（新疆医科大学第一附属医院检验科，新疆乌鲁木齐８３００５４）

　　摘　要：目的　探讨临床分离的对亚胺培南耐药的鲍曼不动杆菌耐药性和相关的耐药基因。方法　收集４２株对亚胺培南耐

药的鲍曼不动杆菌。采用纸片扩散法测定亚胺培南耐药菌株对１８种抗菌药物的敏感性，采用ＰＣＲ扩增碳青霉烯酶基因，超广谱

β内酰胺酶基因以及氨基糖苷类酶基因。结果　４２株对亚胺培南耐药的鲍曼不动杆菌对阿米卡星耐药率最低（２８．５％）；４２株对

亚胺培南耐药的鲍曼不动杆菌有３３株携带 ＯＸＡ２３组基因，ａａｃ（３）Ⅰ２１株，ａａｃ（３）Ⅱ１株，ａａｃ（６′）Ⅰｂ１５株，ａｎｔ（３＂）Ⅰ２０株，

ａｎｔ（２＂）Ⅰ３８株，ＰＥＲ１５株，ＴＥＭ１２４株，未检测到其他耐药基因。结论　耐亚胺培南鲍曼不动杆菌的耐药现象非常严重，ＯＸＡ

２３型是最主要的碳青霉烯酶，ＴＥＭ、ＰＥＲ是最主要的β内酰胺酶，ａａｃ（３）Ⅰ、ａａｃ（３）Ⅱａ、ａｃｃ（６′）Ⅰｂ、ａｎｔ（３＂）Ⅰ、ａｎｔ（２＂）Ⅰ是

最主要的氨基糖苷类酶。
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　　鲍曼不动杆菌（Ａｂ）是引起医院感染的一种重要的条件致

病菌。目前大多数鲍曼不动杆菌为多重耐药菌株，同时对β内

酰胺类、喹诺酮类、氨基糖苷类耐药，甚至出现了对碳青霉烯类

耐药，且不断增加，给临床治疗带来极大困难［１２］。本研究收集

了对碳青酶烯类耐药的鲍曼不动杆菌，分析其耐药性、碳青霉

烯酶基因型，同时检测超广谱β内酰胺酶以及氨基糖苷类酶，

现报道如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　４２株耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌均分离自

２０１３年１～６月间新疆医科大学第一附属医院住院患者临床

标本。

１．２　仪器与试剂　ＶｉｔｅｋⅡ全自动微生物分析仪（生物梅里

埃公司）、ＰＣＲ仪（ＢｉｏＲＡＤ公司）、ＤＹＹ６Ｄ电泳仪（北京市六

一仪器厂）、凝胶成像分析系统（ＢｉｏＲＡＤ公司）。抗菌药物及

药敏纸片：氨苄西林、哌拉西林、头孢吡肟、头孢替坦、头孢曲

松、头孢呋辛、头孢他啶、环丙沙星、左氧氟沙星、阿米卡星、庆

大霉素、呋喃妥因、氨曲南、复方磺胺甲唑、替考西林／棒酸、

哌拉西林／他唑巴坦、氨苄西林／舒巴坦、头孢哌酮／舒巴坦，以

上药敏纸片均来自英国Ｏｘｏｉｄ公司。引物合成由上海生工公

司完成，ＰＣＲ产物测序由博迈德生物公司完成。２×ＰＣＲＴａｑ

Ｍｉｘ购于东盛生物公司，ＤＮＡ标志物（ＤＮＡＭａｒｋｅｒＩＶ）购于博

迈德生物公司。

１．３　方法

１．３．１　药物敏感试验　用琼脂纸片扩散法（ＫＢ法）依据美国

临床实验室标准化委员会（ＣＬＳＩ）２０１３年标准判断。质控菌

株为大肠杆菌 ＡＴＣＣ２５９２２、铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ２７８５３购自

卫生部临床检验中心。

１．３．２　ＤＮＡ模板的提取　用煮沸法制备ＤＮＡ模板，将在 Ｍ

Ｈ平板上培养过夜的细菌菌落混悬于２ｍＬ的８．５ｇ／ＬＮａＣｌ

中，使成５个麦氏单位，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，并置干式恒

温器煮１０ｍｉｎ，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液保存

于－２０℃备用。

１．３．３　ＰＣＲ扩增耐药基因　碳青霉烯酶基因包括 ＯＸＡ２３、

ＯＸＡ２４、ＯＸＡ５８、ＩＭＰ、ＶＩＭ，超广谱β内酰胺酶基因包括

ＴＥＭ、ＰＥＲ、ＳＨＶ以及氨基糖苷类酶包括ａａｃ（３）Ⅰ、ａａｃ（３）

Ⅱ、ａａｃ（６＂）Ⅰａｄ、ａａｃ（６＂）Ⅰｂ、ａａｃ（６＂）Ⅱ、ａｎｔ（３＂）Ⅰ、ａｎｔ

（２＂）Ⅰ，各种靶基因引物序列和目的产物长度见表１。ＰＣＲ

扩增反应体系共２５μＬ：２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ，上
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下游引物（１０ｐｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，模板２μＬ，ｄｓＨ２Ｏ８．５μＬ。基

因扩增的循环参数为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，５０℃

１ｍｉｎ，７２℃１．５ｍｉｎ，循环３５次；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。１．

２％琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下观察结果。

表１　　ＰＣＲ引物序列

基因名称 引物序列（５′～３′） 长度（ｂｐ）

ＯＸＡ２３ Ｐ１ＧＡＴＧＴＧＴＣＡＴＡＧＴＡＴ ＴＣＧＴＣＧＴ，Ｐ２ＴＣＡＣＡＡＣＡＡＣＴＡＡＡＡＧＣＡＣＴＧＴ １０５８

ＯＸＡ２４ Ｐ１ＡＴＧＡＡＡＡＡＡＴＴＴＡＴＡ ＣＴＴＣＣＴＡＴＡ ＴＴＣＡＧＣ，Ｐ２ＴＴＡＡＡＴＧＡＴＴＣＣＡＡＧＡＴＴＴＴＣＴＡＧＣ ８２５

ＯＸＡ５８ Ｐ１ＡＡＡＡＣＣＣＡＣＡＴＡ ＣＣＡＡＣＣ，Ｐ２ＡＣＧＣＡＴＴＴＡＧＡＣＣＧＡＧＣＡ ５０５

ＩＭＰ Ｐ１ＣＴＡＣＣＧＣＡＧＣＡＧＡＧＴＣＴＴＴＧ，Ｐ２ＡＡＣＣＡＧＴＴＴＴＧＣＣＴＴＡＣＣＡＴ ５８７

ＶＩＭ Ｐ１ＡＴＴＧＧＴＣＴＡＴＴＴＧＡＣＣＧＣＧＴＣ，Ｐ２ＴＧＣＴＡＣＴＣＡＡＣＧＡＣＴＧＡＧＣＧ ７８０

ａａｃ（３）Ⅰ Ｐ１ＡＣＣＴＡＣＴＣＣＣＡＡＣＡＴＣＡＧＣＣ，Ｐ２ＡＴＡ ＴＡＧＡＴＣＴＣＡＣＴＡＣＧＣＧＣ １６９

ａａｃ（３）Ⅱ Ｐ１ＡＣＴＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＡＣＧＣＧＴＣ，Ｐ２ＣＴＣＣＧＴＣＡＧＣＧＴＴＴＣＡＧＣＴＡ ２３７

ａａｃ（６′）Ⅰａｄ Ｐ１ＡＴＧＡＴＴＡＧＡＡＡＡＧＣＡＡＣＴＧＴＣＣＡＡＧ，Ｐ２ＴＴＡＡＡＧＴＴＧＣＴＴＴＧＴＡＡＡＡＣＡＡＡＴＣ ４３５

ａａｃ（６′）Ⅰｂ Ｐ１ＴＡＴ ＧＡＧＴＧＧＣＴＡＡＡＴＣＧＡ，Ｐ２ＣＣＣＧＣＴＴＴＣＴＣＧＴＡＧＣＡ ３９４

ａａｃ（６′）Ⅱ Ｐ１ＴＴＣＡＴＧＴＣＣＧＣＧＡＧＣＡＣＣＣＣ，Ｐ２ＧＡＣＴＣＴＴＣＣＧＣＣＡＴＣＧＣＴＣＴ １７８

ａｎｔ（３＂）Ⅰ Ｐ１ＴＧＡＴＴＴＧＣＴＧＧＴＴＡＣＧＧＴＧＡＣ，Ｐ２ＣＧＣＴＡＴ ＧＴＴＣＴＣＴＴＧＣＴＴＴＴＧ ２８４

ａｎｔ（２＂）Ⅰ Ｐ１ＧＡＧＣＧＡＡＡＴＣＴＧＣＣＧＣＴＣＴＧＧ，Ｐ２ＣＴＧＴＴＡＣＡＡＣＧＧＡＣＴＧＧＣＣＧＣ ３２０

ＰＥＲ１ Ｐ１ＡＴＧＡＡＴＧＴＣＡＴＴＡＴＡ ＡＡＡＧＣ，Ｐ２ＡＡＴＴＴＧＧＧＣＴＴＡＧＧＧＣＡＧＡＡ ９６７

ＴＥＭ１ Ｐ１ＡＴＡ ＡＡＡＴＴＣＴＴＧＡＡＧＡＣＧＡＡＡ，Ｐ２ＧＡＣＡＧＴＴＡＣＣＡＡＴＧＣＴＴＡＡＴＣＡ １０５６

ＳＨＶ Ｐ１ＧＧＴＴＡＴ ＧＣＧＴＴＡＴＡＴ ＴＣＧＣＣ，Ｐ２ＧＧＴＴＡＧＣＧＴＴＧＣＣＡＧＴＧＣＴＣ ６５０

２　结　　果

２．１　药敏结果　氨苄西林、头孢吡肟、头孢曲松、头孢呋辛、呋

喃妥因五种药物耐药率达到 １００．０％，哌拉西林耐药率

８５．７％，头孢替坦耐药率９６．４％，头孢他啶耐药率５３．６％，环

丙沙星耐药率达到８９．３％，左氧氟沙星耐药率５３．６％，阿米卡

星耐药率２８．５％，庆大霉素耐药率５３．６％，氨曲南耐药率

８９．３％，氨曲南耐药率８９．３％，复方磺胺甲唑耐药率８９．

３％，替考西林／棒酸耐药率８９．３％，哌拉西林／他唑巴坦耐药

率９２．９％，氨苄西林／舒巴坦耐药率８２．２％，头孢哌酮／舒巴坦

啶耐药率３９．３％。

２．２　相关耐药基因ＰＣＲ扩增结果　ＯＸＡ２３基因３３株阳

性，阳性率７８．６％；ＰＥＲ１基因５株阳性，阳性率１１．９％；

ＴＥＭ基因２４株阳性，阳性率５７．１％；ａａｃ（３）Ⅱ基因１株阳

性，阳性率２．４％；ａａｃ（６？）Ⅰｂ基因１５株阳性，阳性率３５．７％；

ａｎｔ（３＂）Ⅰ基因２０株阳性，阳性率４７．６％；ａａｃ（３）Ⅰ基因２１

株阳性，阳性率５０．０％；ａｎｔ（２＂）Ⅰ基因３８株阳性，阳性率

９０．５％；其他耐药基因均阴性。见图１。

　　Ｍ：ＤＮＡ标志物，从下至上依次为１００、２００、３００、４００、５００、６００、

７００、８００、９００、１０００、１５００ｂｐ；１：ａｎｔ（２＂）Ⅰ；２：ａａｃ（３）Ⅰ；３：ａａｃ（３）Ⅱ；

４：ａｎｔ（３＂）Ⅰ；５：ａａｃ（６′）Ⅰｂ；６：ＰＥＲ１；７：ＴＥＭ；８：ＯＸＡ２３。

图１　　ＰＣＲ扩增产物电泳图

３　讨　　论

鲍曼不动杆菌对碳青霉烯抗菌药物耐药涉及的分子机制

有多个方面，如产生灭活酶、抗菌药物作用靶位点的改变、细菌

外膜孔道蛋白的缺失、突变而导致膜通透性降低、细菌对药物

的主动外排［３］等，其中以产碳青霉烯酶最为重要［４］。鲍曼不动

杆菌所产生的该类酶分为Ｂ和Ｄ两大类
［４］，Ｂ类酶主要是指金

属酶，包括ＩＭＰ类以及ＶＩＭ类。Ｄ类酶在鲍曼不动杆菌中报

道的主要是 ＯＸＡ２３、ＯＸＡ２４、ＯＸＡ５１、ＯＸＡ５８四组
［５］。本

研究显示３３株ＯＸＡ２３基因阳性，未检出ＯＸＡ２４、ＯＸＡ５８、

ＩＭＰ、ＶＩＭ基因，说明ＯＸＡ２３酶是介导鲍曼不动杆菌对亚胺

培南耐药最主要的碳青霉烯酶基因，与文献报道基本相符［６］。

耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌的耐药性普遍较高，本研究除阿

米卡星耐药率为２８．５％外，对临床常用的１８种药物耐药率高

达３９．９％～１００％，值得注意的是检出ＯＸＡ２３型基因的３３株

Ａｂ，均属ＰＤＲＡ株，表明亚胺培南耐药与泛耐药有密切关系。

细菌对β内酰胺类抗菌药物耐药主要是产生ＢＬＡ，作用

机制为使酰胺键断裂从而水解β内酰胺环。在土耳其
［７］、广

州［８］有产ＰＥＲ１型超广谱β内酰胺酶菌株报道的，本研究中

本院耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌中有 ５株 ＰＥＲ１ 阳性占

１１．９％，有２４株ＴＥＭ１阳性占５７．１％，检出率低于头孢类抗

菌药物的耐药率，由于超广谱β内酰胺酶种类很多，因此有存

在其他耐药基因的可能。

细菌对氨基糖苷类药物耐药的机制十分复杂，包括产生

ＡＭＥ，膜通透性改变，主动外排，核糖体位点改变等，但主要机

制是产生多种修饰酶。一种氨基糖苷药物能被一种或多种酶

修饰，而不同的氨基糖苷药物可被同一种酶所修饰，因此在不

同的氨基糖苷药物之间可存在不完全的交叉耐药性［９］。本研

究从４２株Ａｂ中有３８株（９０．５％ ）ＡＭＥ基因阳性，共涉ａｎｔ

（２＂）Ⅰ、ａａｃ（３）Ⅰ、ａａｃ（３）Ⅱ、ａｎｔ（３＂）Ⅰ、（下转第２９４８页）
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　　Ｍ：标记物；１：ＨｅｐＧ２中βａｃｔｉｎｍＲＮＡ；２：ＨｅｐＧ２．２．１５中βａｃｔｉｎ

ｍＲＮＡ；３：ＨｅｐＧ２ 中ＩＧＦＢＰ３ ｍＲＮＡ；４：ＨｅｐＧ２．２．１５ 中 ＩＧＦＢＰ３

ｍＲＮＡ。

图１　　ＲＴＰＣＲ检测 ＨｅｐＧ２和 ＨｅｐＧ２．２．１５

细胞ＩＧＦＢＰ３ｍＲＮＡ

图２　　免疫印迹检测 ＨｅｐＧ２和 ＨｅｐＧ２．２．１５

细胞ＩＧＦＢＰ３蛋白表达

２．２　乙肝患者ＩＧＦＢＰ３血清学水平降低　采用ＥＬＩＳＡ检测

了乙肝患者和对照组的ＩＧＦＢＰ３的血清学水平，结果表明，

ＩＧＦＢＰ３在乙肝患者［（１２５５．７±５６４．５）ｎｇ／ｍＬ］显著低于健康

对照组［（２９８７．５±９５３．２）ｎｇ／ｍＬ］，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。

３　讨　　论

ＨＢＶ感染引起急慢性肝炎，最终导致肝癌的发生，中国

８０％以上的肝癌患者伴有 ＨＢＶ感染
［１］，但目前为止，ＨＢＶ的

致癌机制还不清楚。为探讨 ＨＢＶ的致病及致癌机制，本研究

前期工作采用基因芯片筛选整合了 ＨＢＶ全基因组的 ＨｅｐＧ

２．２．１５细胞及其对照细胞 ＨｅｐＧ２的差异表达基因
［４］，结果发

现ＩＧＦＢＰ３在 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞表达水平降低，进一步采用

ＲＴＰＣＲ和免疫印迹对芯片结果进行了验证，发现 ＨｅｐＧ２．２．

１５细胞中ＩＧＦＢＰ３ｍＲＮＡ和蛋白的表达均降低，表明ＨＢＶ能

够在体外抑制ＩＧＦＢＰ３的表达。

ＩＧＦＢＰ３是一种分泌型蛋白，能够分泌到人体血液中，本

研究对比乙肝患者和健康对照者ＩＧＦＢＰ３的血清学水平差异，

发现乙肝患者ＩＧＦＢＰ３血清含量降低，表明 ＨＢＶ能够体内抑

制ＩＧＦＢＰ３的分泌。

研究证实，ＩＧＦＢＰ３能够抑制肺癌细胞、肝癌细胞、乳腺癌

细胞和直肠癌细胞的增殖和分化，通过ＩＧＦ依赖性作用和ＩＧＦ

非依赖性作用的方式，促进细胞凋亡，并抑制血管的生成，具有

抗肿瘤的作用［５６］。本研究发现 ＨＢＶ能够在体内外抑制ＩＧ

ＦＢＰ３的表达，因此，ＨＢＶ可能通过抑制ＩＧＦＢＰ３的表达进而

促进肝癌的发生。但 ＨＢＶ具体如何调节ＩＧＦＢＰ３的表达，ＩＧ

ＦＢＰ３又如何参与肝癌的发生和发展过程，这些都有待进一步

研究与探讨。

总之，本研究通过体内外实验探讨了 ＨＢＶ对ＩＧＦＢＰ３的

调节作用，为 ＨＢＶ相关的肝癌的诊断和治疗提供重要的理论

依据。
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耐药机制研究［Ｊ］．医学研究生学报，２０１０，２３（１０）：１０３８１０４１．

（收稿日期：２０１３０８１８）
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