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多重耐药鲍氏不动杆菌的碳青霉烯酶耐药基因的检测
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　　摘　要：目的　了解多重耐药鲍氏不动杆菌的碳青霉烯酶耐药基因的分布情况。方法　收集８０株多重耐药鲍氏不动杆菌，

采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测多重耐药鲍氏不动杆菌的碳青霉烯酶耐药基因犗犡犃２３、犗犡犃２４、犗犡犃５１、犗犡犃５８、犛犐犕、犐犕犘、

犞犐犕、犌犐犕、犛犘犕。结果　８０株多重耐药鲍氏不动杆菌检出耐药基因犗犡犃２３［４９（６１．３％）］、犗犡犃５１［７３（９１．３％）］、犗犡犃５８［７

（８．８％）］、犗犡犃２４［１（１．３％）］、犐犕犘［１７（２１．３％）］及犞犐犕［２（２．５％）］，未检测出犌犐犕、犛犐犕、犛犘犕 基因。结论　犐犕犘、犗犡犃、犞犐犕

是多重耐药鲍氏不动杆菌携带的主要基因类型。
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　　鲍氏不动杆菌对多种抗菌药天然耐药，随着广谱抗菌药的

广泛应用，其耐药谱也日益增宽。碳青霉烯类抗菌药是目前有

效治疗鲍氏不动杆菌的抗菌药物之一。１９９１年耐亚胺培南的

鲍氏不动杆菌被首次报道以来，人们发现鲍氏不动杆菌对碳青

霉烯类抗菌药的耐药性呈快速增加的趋势，国内、外学者相继

报道了耐碳青霉烯类抗菌药的鲍氏不动杆菌感染［１２］。为了解

本地区鲍氏不动杆菌中碳青霉烯酶基因的携带情况，本研究对

８０例多重耐药的鲍氏不动杆菌菌株进行了多种碳青霉烯酶基

因型检测。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　菌株来源于重庆医科大学附属第二医院检验

科菌种库，８０株多重耐药的鲍氏不动杆菌分离自２００８～２０１１

年的住院患者，标本包括痰液、创面或伤口分泌物、血液、脑脊

液等。８０株多重耐药菌株中，５２株对亚胺培南耐药，５３株对

替卡西林／克拉维酸耐药，５５株对左氧氟沙星耐药，６５株对氨

苄西林／舒巴坦耐药，对其他如庆大霉素、头孢吡肟、头孢曲松、

复方磺胺甲基异唑、环丙沙星及妥布霉素等常用药物的耐药

率均超过９０％。

１．２　主要试剂与仪器　主要试剂：ＭｉｃｒｏＳｃａｎＮＣ３１、ＮＣ３３微

生物鉴定／药敏测试复合板购自美国德灵公司，ＭｉｎｉＢＥＳＴ细

菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒、ｄＮＴＰ、狉犜犪狇ＤＮＡ聚合酶及其他

聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）配套试剂等购

自宝生物工程（大连）有限公司，ＤＮＡＭａｒｋｅｒ购自天根生化科

技（北京）有限公司。主要仪器：ＴｐｅｒｓｏｎａｌＣｙｃｌｅＰＣＲ仪为德

国Ｂｉｏｍｅｔｒａ公司产品，ＤＹＹ６Ｃ电泳仪为北京市六一仪器厂产

品，ＧｅｌＤｏｃＸＲＳｙｓｔｅｍ凝胶成像系统为美国美国Ｂｉｏｒａｄ公司

产品。

１．３　引物的设计与合成　根据各耐药基因序列，采用Ｐｒｉｍｅｒ

Ｄｅｓｉｇｎ引物设计软件，结合参考文献［３４］，设计９对ＰＣＲ引

物（表１），由上海英俊生物技术有限公司合成。

１．４　细菌培养　将细菌复苏后，采用哥伦比亚巧克力血平板

培养基进行分离纯化培养，于３７℃孵育过夜，挑取单个菌落，

并将其接种于３ｍＬ液体ＬＢ培养基中，以３００ｒ／ｍｉｎ、３７℃震

荡培养过夜。

１．５　基因组ＤＮＡ的制备　取３ｍＬ过夜培养的鲍氏不动杆

菌菌液，采用基因组ＤＮＡ提取试剂盒提取细菌基因组ＤＮＡ，

按照试剂说明书操作。提取的基因组ＤＮＡ用０．８％琼脂糖凝

胶电泳检测。

·８３２１· 国际检验医学杂志２０１４年５月第３５卷第１０期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１０
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表１　　靶基因ＰＣＲ扩增引物序列

目的基因 引物 产物大小（ｂｐ）

犫犾犪犗犡犃５１ｌｉｋｅ Ｆ：５′ＴＡＡＴＧＣＴＴＴＧＡＴＣＧＧＣＣＴＴＧ３′ ３５３

Ｒ：５′ＴＧＧＡＴＴＧＣＡＣＴＴＣＡＴＣＴＴＧＧ３′

犫犾犪犗犡犃２３ｌｉｋｅ Ｆ：５′ＧＡＴＣＧＧＡＴＴＧＧＡＧＡＡＣＣＡＧＡ３′ ５０１

Ｒ：５′ＡＴＴＴＣＴＧＡＣＣＧＣＡＴＴＴＣＣＡＴ３′

犫犾犪犗犡犃２４ｌｉｋｅ Ｆ：５′ＧＧＴＴＡＧＴＴＧＧＣＣＣＣＣＴＴＡＡＡ３′ ２４６

Ｒ：５′ＡＧＴＴＧＡＧＣＧＡＡＡＡＧＧＧＧＡＴＴ３′

犫犾犪犗犡犃５８ｌｉｋｅ Ｆ：５′ＡＡＧＴＡＴＴＧＧＧＧＣＴＴＧＴＧＣＴＧ３′ ５９９

Ｒ：５′ＣＣＣＣＴＣＴＧＣＧＣＴＣＴＡＣＡＴＡＣ３′

犫犾犪犌犐犕１ Ｆ：５′ＴＣＡＡＴＴＡＧＣＴＣＴＴＧＧＧＣＴＧＡＣ３′ ７２

Ｒ：５′ＣＧＧＡＡＣＧＡＣＣＡＴＴＴＧＡＡＴＧＧ３′

犫犾犪犛犐犕１ Ｆ：５′ＧＴＡＣＡＡＧＧＧＡＴＴＣＧＧＣＡＴＣＧ３′ ５６９

Ｒ：５′ＴＧＧＣＣＴＧＴＴＣＣＣＡＴＧＴＧＡＧ３′

犫犾犪犛犘犕１ Ｆ：５′ＣＴＡＡＡＴＣＧＡＧＡＧＣＣＣＴＧＣＴＴＧ３′ ７９８

Ｒ：５′ＣＣＴＴＴＴＣＣＧＣＧＡＣＣＴＴＧＡＴＣ３′

犫犾犪犐犕犘 Ｆ：５′ＧＡＡＴＡＧ（Ａ／Ｇ）（Ａ／Ｇ）ＴＧＧＣＴＴＡＡ（Ｃ／Ｔ）ＴＣＴＣ３′ １８８

Ｒ：５′ＣＣＡＡＡＣ（Ｃ／Ｔ）ＡＣＴＡ（Ｇ／Ｃ）ＧＴＴＡＴＣ３′

犫犾犪犞犐犕 Ｆ：５′ＧＴＴＴＧＧＴＣＧＣＡＴＡＴＣＧＣＡＡＣ３′ ３８２

Ｒ：５′ＡＡＴＧＣＧＣＡＧＣＡＣＣＡＧＧＡＴＡＧ３′

１６ＳｒＲＮＡ Ｆ：５′ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′ １４９９

Ｒ：５′ＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′

１．６　ＰＣＲ 反应　（１）ＰＣＲ 反应采用２５μＬ体系：狉犜犪狇酶

０．３μＬ，上、下游的引物各１μＬ，１×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ
２＋）

２．５μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ２．５μＬ，ＤＮＡ模板１μＬ，加入双蒸

水至２５μＬ。将该体系分为Ａ、Ｂ两组分别进行扩增，Ａ组包括

犗犡犃２３、犗犡犃２４、犗犡犃５１、犗犡犃５８；Ｂ组包括犐犕犘、犞犐犕、

犛犐犕、犌犐犕、犛犘犕，内参照为１６ＳｒＲＮＡ。（２）扩增条件：９４℃预

变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５３℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸９０ｓ，１１

个循环；９４℃变性３０ｓ，５４℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸９０ｓ，２６个循

环；７２℃补充延伸８ｍｉｎ；４℃保持５ｍｉｎ。（３）扩增产物检测：产

物经１．５％琼脂糖凝胶电泳１ｈ（２５ｍＡ、７０Ｖ），紫外凝胶电泳成

像仪下观察，出现与ＤＮＡＭａｒｋｅｒ相当的目的条带为阳性。

２　结　　果

２．１　多重ＰＣＲ扩增产物电泳结果　ＰＣＲ扩增完成后，采用

琼脂糖凝胶电泳。１６ＳｒＲＮＡ片断为阳性质控，所有菌株均扩

增出该片断。犗犡犃２３、犗犡犃５１、犗犡犃５８、犗犡犃２４、ＩＭＰ 及

ＶＩＭ检测呈阳性，图１。

　　Ａ１、Ａ２、Ａ４、Ａ５、Ａ１０：犗犡犃２３＋犗犡犃５１；Ａ７、Ａ８：犗犡犃２３＋

ＯＸＡ５１＋ＯＸＡ５８；Ａ３：犗犡犃２４；Ａ６：犗犡犃５１；Ｂ３～５：１６ＳｒＲＮＡ；Ｂ２、Ｂ６、

Ｂ８～１０：１６ＳｒＲＮＡ＋ＩＭＰ；Ｂ１、Ｂ７：１６ＳｒＲＮＡ＋ＶＩＭ。

图１　　部分碳青霉烯酶多重ＰＣＲ扩增产物电泳图

２．２　细菌耐药基因的检测结果　８０株多重耐药细菌检出耐

药基因犗犡犃２３［４９（６１．３％）］、犗犡犃５１［７３（９１．３％）］、犗犡犃

５８［７（８．８％）］、犗犡犃２４［１（１．３％）］、ＩＭＰ［１７（２１．３％）］及ＶＩＭ

［２（２．５％）］，其中，Ｄ类碳青霉烯酶中以犗犡犃５１和犗犡犃２３

基因检出率最高，Ｂ类金属酶中检出ＩＭＰ和 ＶＩＭ 基因，未检

测出ＧＩＭ、ＳＩＭ、ＳＰＭ基因。

３　讨　　论

碳青霉烯酶属于β内酰胺酶，能水解多种碳青霉烯类抗菌

药，细菌对碳青霉烯类抗菌药物耐药的机制之一为产碳青霉烯

酶。根据 Ａｍｂｌｅｒ分子分类原则，碳青霉烯酶分 Ａ、Ｂ、Ｄ３

类［５］。Ａ类为丝氨酸蛋白酶，可被他唑巴坦、克拉维酸等药物

抑制，它对亚胺培南的水解作用高于美罗培南；Ｂ类为金属β

内酰胺酶，可被巯基类化合物、金属螯合剂等抑制，而不能被他

唑巴坦、舒巴坦、克拉维酸等药物抑制，大多数Ｂ类酶对亚胺

培南的水解作用高于美罗培南；Ｄ类为苯唑西林酶，可被舒巴

坦等药物抑制。在鲍氏不动杆菌中，Ｂ、Ｄ类酶多见，而Ａ类酶

较为少见。

Ｄ类酶（苯唑西林酶）主要由质粒或染色体上的基因盒编

码，对碳青霉烯类抗菌药的水解活性较低，常伴有膜通透性降

低和（或）外排泵的激活。按核苷酸序列，人们将Ｄ类酶分为

如下４组，第１组：犗犡犃２３，犗犡犃２７、犗犡犃４９，具有９９％的氨

基酸同源性；第２组：犗犡犃２４～２６、犗犡犃４０及犗犡犃７２，具有

９８％的同源性；第３组：犗犡犃５１、犗犡犃６４～６６、犗犡犃６８～７１、

犗犡犃７５～７８、犗犡犃８３、犗犡犃８４、犗犡犃８６～８９、犗犡犃９１、犗犡犃

９２、犗犡犃９４ 及 犗犡犃９５；第 ４ 组：犗犡犃５８ 及 犗犡犃９６。以

犗犡犃２３、犗犡犃２４、犗犡犃５８最为常见。犗犡犃（下转第１２４２页）
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２３主要流行于亚洲、南美洲及欧洲，犗犡犃５８主要流行于欧洲，

犗犡犃２４、犗犡犃４０主要发现于亚洲及伊比利亚半岛，但在伊

朗、比利时、捷克、美国均有报道［６］。本研究收集的８０例菌株

中，以犗犡犃５１及犗犡犃２３为主，这与沈定霞
［７］、张伟红等［８］报

道结果相似。

Ｂ类酶因活性位点为金属离子Ｚｎ２＋，称为金属β内酰胺

酶。可水解除单环类抗菌药外的其他β内酰胺类抗菌药，其水

解活性可被乙二胺四乙酸抑制，不能被β内酰胺酶抑制剂抑

制，使细菌对青霉素类、头孢菌素类、β内酰胺酶抑制剂、碳青

霉烯类等常见药物耐药。目前，报道的鲍氏不动杆菌Ｂ类酶

主要包括ＩＭＰ、ＶＩＭ、ＳＩＭ、ＧＩＭ、ＳＰＭ、ＡＩＭ、ＮＤＭ１型酶
［９］。

Ｂ类酶主要由整合子上的基因盒编码，大部分为Ⅰ类整合子。

本研究中，Ｂ类金属酶中未检测出犌犐犕、犛犐犕、犛犘犕 基因，检出

犐犕犘、犞犐犕 基因，低于汤荣睿等
［１０］的报道。

鲍氏不动杆菌的耐药机制复杂，同一菌株可携带不同的耐

药基因，表现为多重耐药性，耐药基因又可通过质粒、整合子等

遗传单元实现水平传播，导致医院感染的暴发和流行。对细菌

耐药基因进行分子分型以及整合子、质粒等可移动遗传单元的

研究，可快速进行耐药菌的克隆传播分析，为控制病原菌的传

播提供参考。
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ｇｅｎｅｓｅｎｃｏｄｉｎｇｐｒｅｖａｌｅｎｔＯＸＡｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅｓｉｎＡｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ

ｓｐｐ［Ｊ］．ＩｎｔＪＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＡｇｅｎｔｓ，２００６，２７（４）：３５１３５３．

［４］ ＭｅｎｄｅｓＲＥ，ＫｉｙｏｔａＫＡ，ＭｏｎｔｅｉｒｏＪ，ｅｔａｌ．Ｒａｐｉｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄ

ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｍｅｔａｌｌｏｂｅｔａｌａｃｔａｍａｓｅｅｎｃｏｄｉｎｇｇｅｎｅｓｂｙｍｕｌｔｉ

ｐｌｅｘｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｓｓａｙａｎｄｍｅｌｔｃｕｒｖｅａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＭｉ

ｃｒｏｂｉｏｌ，２００７，４５（２）：５４４５４７．

［５］ ＰｏｉｒｅｌＬ，ＮｏｒｄｍａｎｎＰ．ＣａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎＡｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ

ｂａｕｍａｎｎｉｉ：ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓａｎｄｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌＩｎ

ｆｅｃｔ，２００６，１２（９）：８２６８３６．

［６］ＺａｒｒｉｌｌｉＲ，ＧｉａｎｎｏｕｌｉＭ，ＴｏｍａｓｏｎｅＦ，ｅｔａｌ．Ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ｉｎＡｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｂａｕｍａｎｎｉｉ：ｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｐｉｄｅｍｉｃｆｅａｔｕｒｅｓｏｆａｎ

ｅｍｅｒｇｉｎｇｐｒｏｂｌｅｍｉｎｈｅａｌｔｈｃａｒｅｆａｃｉｌｉｔｉｅｓ［Ｊ］．ＪＩｎｆｅｃｔＤｅｖＣｔｒｉｅｓ，

２００９，３（５）：３３５３４１．

［７］ 沈定霞，闫中强，罗燕萍，等．检测多药耐药鲍氏不动杆菌的碳青

酶烯酶及整合酶基因［Ｊ］．中华医院感染学杂志，２００８，１８（１）：１１

１３．

［８］ 张伟红，叶惠芬，杨银梅，等．耐亚胺培南鲍曼不动杆菌耐药表型

和碳青霉烯酶基因型分析［Ｊ］．中国感染与化疗杂志，２０１１，１１

（１）：４５４８．

［９］ＰｏｇｕｅＪＭ，ＭａｎｎＴ，ＢａｒｂｅｒＫＥ，ｅｔａｌ．ＣａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔＡｃｉｎ

ｅｔｏｂａｃｔｅｒｂａｕｍａｎｎｉｉ：ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ，ｓｕｒｖｅｉｌｌａｎｃｅａｎｄｍａｎａｇｅｍｅｎｔ

［Ｊ］．ＥｘｐｅｒｔＲｅｖＡｎｔｉＩｎｆｅｃｔＴｈｅｒ，２０１３，１１（４）：３８３３９３．

［１０］汤荣睿，龚雅利，张晓兵．碳青霉烯耐药鲍曼不动杆菌耐药性分析

及金属β内酰胺酶检测［Ｊ］．重庆医学，２０１１，４０（２１）：２０９４２０９５．

（收稿日期：２０１４０２２１）

·２４２１· 国际检验医学杂志２０１４年５月第３５卷第１０期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１０




