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鲍氏不动杆菌对喹诺酮类药物的耐药机制及菌株同源性分析
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　　摘　要：目的　探讨鲍氏不动杆菌对喹诺酮类药物耐药机制及菌株同源性分析。方法　收集临床分离的喹诺酮类耐药鲍氏

不动杆菌２５株，采用纸片扩散法（ＫＢ）检测其对常规药物的敏感性；采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测喹诺酮类耐药相关基因犵狔狉Ａ

和狆犪狉Ｃ基因，并经限制性内切酶酶切及测序方法验证；基因外重复回文序列（ＲＥＰ）ＰＣＲ分析菌株同源性。结果　２５株鲍氏不

动杆菌对１２种抗菌药物呈现出多重耐药，仅对米诺环素和阿米卡星敏感，敏感率分别为４８．０％和３２．０％，对多黏菌素Ｂ全部敏

感［最低抑菌浓度（ＭＩＣ）≤２μｇ／ｍＬ］；所有菌株检出犵狔狉Ａ和狆犪狉Ｃ基因，２５株菌株均存在犵狔狉Ａ基因第８３位密码子ＴＣＡ→ＴＴＡ

突变（Ｓｅｒ→Ｌｅｕ），２３株菌株存在狆犪狉Ｃ基因第８０位密码子ＴＣＧ→ＴＴＧ突变（Ｓｅｒ→Ｌｅｕ），２株菌株存在狆犪狉Ｃ基因第８４位ＧＡＡ→

ＧＧＡ突变（Ｇｌｕ→Ｇｌｙ）；ＲＥＰＰＣＲ显示，所测菌株具有很高的同源性。结论　耐喹诺酮类鲍氏不动杆菌具有很高的同源性，存在

犵狔狉Ａ和狆犪狉Ｃ基因突变位点。
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　　鲍氏不动杆菌是一种引起院内感染的常见条件致病菌。

该菌可导致广泛的临床感染，如败血症、泌尿系统感染、伤口感

染、脑膜炎等，特别是院内机械通气相关性肺炎［１］。喹诺酮类

药物是临床上治疗鲍氏不动杆菌感染常用的抗菌药之一，具有

抗菌谱广、抗菌活性强、体内分布广等优点，但随着喹诺酮类药

物的广泛应用，其耐药性越来越严重，给临床治疗带来严峻挑

战。为了解本院多重耐药鲍氏不动杆菌对喹诺酮类药物的耐

药机制，笔者对相关基因进行了检测，旨在为临床抗菌药的合

理使用和耐药菌株的防控提供参考。

１　资料与方法

１．１　菌株来源　收集２０１１年１０月至２０１２年３月分离自南

京大学医学院附属鼓楼医院住院患者的喹诺酮类耐药鲍氏不

动杆菌２５株，其中，分离于痰液１５株，血液３株，腹水和引流

液各２株，脑脊液、尿液和胆汁各１株。所有菌株经ＡＴＢ细菌

鉴定试条（法国ＢｉｏＭｅｒｉｅｎｘ公司）鉴定。

１．２　主要试剂与仪器　主要试剂：犜犪狇ＤＮＡ聚合酶、１０×

ｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ
２＋ ）、ｄＮＴＰｓ 购 自 日 本 ＴａＫａＲａ 公 司，ＤＮＡ

Ｍａｒｋｅｒ为北京全式金生物技术有限公司产品，犎犻狀ＦⅠ限制性

内切酶为加拿大Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司产品，药敏纸片为英国Ｏｘｏｉｄ

公司产品，多黏菌素Ｂ为美国辉瑞公司产品；主要仪器：聚合

酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）扩增仪为美国ＰＥ

公司产品，生物电泳图像分析系统及ＳｍａｒｔＶｉｅｗ分析软件为

上海复日科技有限公司产品。

１．３　微生物敏感性试验　采用纸片扩散法（ＫｉｒｂｙＢａｕｅｒ，Ｋ

Ｂ）检测受试菌对阿米卡星、头孢吡肟、头孢他啶、头孢哌酮／舒

巴坦、亚胺培南、美罗培南、哌拉西林／他唑巴坦、替卡西林／克

拉维酸、环丙沙星、复方磺胺甲基异唑、左氧氟沙星、米诺环

素的耐药性；采用琼脂稀释法测定其对多黏菌素Ｂ的最低抑

菌浓度（ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）。按照美国临

床实验室标准化协会（ＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄＬａｂｏｒａｔｏｒｙＳｔａｎｄａｒｄｓＩｎｓｔｉ
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 基金项目：南京市卫生局课题资助项目（ＹＫＫ１００６１）。作者简介：曾慧，女，学士，检验师，主要从事微生物培养及鉴定的工作。　△　通
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ｔｕｔｅ，ＣＬＳＩ）２０１０版微生物敏感性试验的执行标准判断，以大肠

埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２、铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ２７８５３作为质控

菌株。

１．４　细菌ＤＮＡ的提取　以加热煮沸法提取细菌总ＤＮＡ。挑

取纯培养菌落置于０．５ｍＬ离心管内（内预置２００ｎｇ／ｍＬ蛋白

酶Ｋ 溶液２００Ｌ），５６ ℃水浴２ｈ，改９５ ℃水浴１０ｍｉｎ，

１３０００ｇ离心３０ｓ，上清液即为基因检测的模板液，置－２０℃

冰箱备用。

１．５　耐药基因检测　参照文献［２３］合成喹诺酮类耐药基因

ＤＮＡ旋转酶Ａ亚单位（ＤＮＡｇｙｒａｓｅＡｓｕｂｕｎｉｔ，ｇｙｒＡ）基因和

拓扑异构酶ⅣＣ亚单位（ｔｏｐｏｉｓｏｍｅｒａｓｅⅣ Ｃｓｕｂｕｎｉｔ，ｐａｒＣ）基

因，引物由上海英俊生物技术有限公司合成，犵狔狉Ａ 引物

（１０６７ｂｐ），Ｐ１：５′ＧＡＴＧＴＧＴＣＡＴＡＧＴＡＴＴＣＧＴＣＧ３′，

Ｐ２：５′ＴＣＡＣＡＡＣＡＡＣＴＡＡＡＡＧＣＡＣＴＧ３′；狆犪狉Ｃ引物

（９９５ｂｐ），Ｐ１：５′ＧＴＡＣＴＡＡＴＣＡＡＡＧＴＴＧＴＧＡＡ３′，Ｐ２：

５′ＴＴＣＣＣＣＴＡＡＣＡＴＧＡＡＴＴＴＧＴ３′。总反应体系为

５０μＬ，其中１０×ｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ
２＋）５μＬ，ｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）

各４μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ，上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各２μＬ，

犜犪狇ＤＮＡ酶０．３μＬ，ｄｄＨ２Ｏ３４．７μＬ。循环参数：９４℃预变

性５ｍｉｎ，９４℃变性１５ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共３０

个循环；７２℃补充延伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１５ｇ／Ｌ的琼脂糖

凝胶电泳观察结果。

１．６　限制性片段长度多态性（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＲＦＬＰ）分析及序列测定　采用限制性内切酶

ＨｉｎＦⅠ对基因扩增产物进行酶切，总体系为２０μＬ，其中，１０×

ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，ＰＣＲ产物５μＬ，灭菌ｄｄＨ２Ｏ１２μＬ，犜犪狇ＤＮＡ酶

１μＬ。３７℃水浴３ｈ，酶切产物与ＰＣＲ产物同时经１５ｇ／Ｌ的琼

脂糖凝胶电泳观察。另选取ＰＣＲ扩增产物送上海美吉生物医

药科技有限公司进行双向测序，测序结果在ＧｅｎＢａｎｋ进行比对。

１．７　基因外重复回文序列（ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅｅｘｔｒａｇｅｎｉｃｐａｌｉｎｄｒｏｍｅ，

ＲＥＰ）ＰＣＲ分析菌株同源性
［４５］
　ＲＥＰ引物上海英俊生物技

术有限公司合成，Ｐ１：５′ＩＩＩＧＣＧＣＣＧＩＣＡＴＣＡＧＧＣ３′；Ｐ２：

５′ＡＣＧＴＣＴＴＡＴＣＡＧＧＣＣＴＡＣ３′。总反应体系为５０Ｌ，

其中，１０×ｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ
２＋）５μＬ，ｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）各

４μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ，上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各５μＬ，犜犪狇

ＤＮＡ酶０．３μＬ，ｄｄＨ２Ｏ２８．７μＬ。反应条件：９４ ℃预变性

１０ｍｉｎ，９４℃变性１ｍｉｎ，４０℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，共

３０个循环；７２℃补充延伸１６ｍｉｎ。扩增产物经１５ｇ／Ｌ的琼脂

糖凝胶电泳观察。如果主条带位置完全相同，则为同一分型；

若主条带位置相同，而副条带有１～２个条带不同，则为不同亚

型；不满足上述条件者，为不同分型［６］。

２　结　　果

２．１　微生物敏感性试验结果　２５株鲍氏不动杆菌对１２种抗

菌药物呈多重耐药，仅对米诺环素和阿米卡星敏感，敏感率分

别为４８．０％、３２．０％，对其他１０种检测药物的耐药率均为

１００％，对多黏菌素Ｂ全部敏感（ＭＩＣ≤２μｇ／ｍＬ），其中１８株

的 ＭＩＣ为０．５μｇ／ｍＬ，５株 ＭＩＣ为１μｇ／ｍＬ，２株 ＭＩＣ为

２μｇ／ｍＬ。

２．２　基因检测及ＲＦＬＰ分析　２５株耐喹诺酮类鲍氏不动杆

菌经ＰＣＲ扩增，均检出犵狔狉Ａ、狆犪狉Ｃ基因。经犎犻狀ＦⅠ酶切，２５

株犵狔狉Ａ基因扩增产物均被酶切；狆犪狉Ｃ基因扩增产物中，有２３

株未被酶切，有２株菌被酶切。

２．３　序列测定结果　经序列测定发现，２５株菌株都存在

犵狔狉Ａ基因第８３位密码子ＴＣＡ→ＴＴＡ有义突变（Ｓｅｒ→Ｌｅｕ）；

２３株菌株的狆犪狉Ｃ基因第８０位密码子出现ＴＣＧ→ＴＴＧ有义

突变（Ｓｅｒ→Ｌｅｕ），并同时存在２株狆犪狉Ｃ基因第８４位ＧＡＡ→

ＧＧＡ突变（Ｇｌｕ→Ｇｌｙ）。

２．４　ＲＥＰＰＣＲ结果　２５株喹诺酮类耐药鲍氏不动杆菌具有

相似的分型条带，为同一克隆株的播散，其中泳道５和泳道１７

稍有差别，为亚型。

　　１～２５：菌株；Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ。

图２　　２５株鲍氏不动杆菌菌株的ＲＥＰＰＣＲ结果

３　讨　　论

鲍氏不动杆菌为非发酵革兰阴性菌，广泛存在于自然界、

医院环境、人的体表及上呼吸道，属于条件致病菌。近年来，它

已经成为医院感染中重要的病原菌。在抗菌药物的过度使用

下，饱满不动杆菌的耐药菌株随之产生，并且临床分离的多重

耐药菌株越来越多。给临床治疗带来了严峻挑战，也对院内感

染的防控提出了更高的要求。

喹诺酮类药物是一类人工合成的化合物，最早问世于５０

多年前［７］，如今全球约２０个化学类似物进入临床应用。该类

药物作为治疗不动杆菌感染的抗菌药之一，主要作用于细菌拓

扑异构酶Ⅱ（ＤＮＡ旋转酶）或拓扑异构酶Ⅳ，使细菌ＤＮＡ无

法复制而起抑菌作用。然而，随着喹诺酮类药物的广泛应用，

鲍氏不动杆菌对其耐药性日益升高，这可能是由于多种耐药机

制参与的结果，其中靶位旁路或变更、膜通透性降低以及主动

外排作用等起主要作用［８９］。

本研究选用的２５株对喹诺酮类耐药的鲍氏不动杆菌同时

呈现多重耐药性，这可能是由于多种耐药机制参与的结果。而

染色体介导的喹诺酮类耐药性基因突变，即编码ＤＮＡ旋转酶

的犵狔狉Ａ或编码拓扑异构酶Ⅳ的狆犪狉Ｃ基因发生点突变被普遍

认为是细菌对喹诺酮类耐药的主要原因。本研究中，２５株菌

经ＰＣＲ扩增均检出犵狔狉Ａ基因和狆犪狉Ｃ基因，而ＲＥＰＰＣＲ结

果显示所测菌株具有很高的同源性，证实了犵狔狉Ａ和狆犪狉Ｃ基

因是细菌对喹诺酮类耐药的主要突变基因。本研究中，２５株

菌的犵狔狉Ａ基因均未被犎犻狀ＦⅠ酶切，表明２５株菌株均存在第

８３位密码子ＴＣＡ→ＴＴＡ的有义突变（Ｓｅｒ→Ｌｅｕ）；２３株菌的

狆犪狉Ｃ基因未被犎犻狀ＦⅠ酶切，证明在第８０位密码子出现ＴＣＧ

→ＴＴＧ有义突变（Ｓｅｒ→Ｌｅｕ），另外２株菌可被酶切，经测序证

实这２株菌并无第８０位的突变，而存在狆犪狉Ｃ基因第８４位密

码子ＧＡＡ→ＧＧＡ突变（Ｇｌｕ→Ｇｌｙ），证明了犵狔狉Ａ基因的第８３

位和狆犪狉Ｃ的第８０位密码子突变是鲍氏不动杆菌对喹诺酮类

药物耐药的主要机制。从分子进化分析可确认，本研究狆犪狉Ｃ

第８４位密码子 ＧＡＡ→ＧＧＡ 的突变为新的变异型。袁星

等［１０］研究亦发现，犵狔狉Ａ基因存在第１２１位ＴＧＴ→ＣＧＴ的突

变，但笔者检测该基因并没有发现除了第８３位之外的其他突

变位点。另外，分析发现狆犪狉Ｃ基因第１４４位密码子 ＡＧＣ→

ＡＡＣ突变
［１０］，第８０位密码子ＴＣＧ→ＴＴＧ突变

［１１］，第４０位密

码子 ＣＣＣ→ＣＣＴ 突变
［１１］，第４１位密码子 ＧＴＡ→ＧＴＴ 突

变［１１］，第４４位密码子ＣＧＴ→ＣＧＣ突变
［１１］，说明喹诺酮类耐药

机制具有多样性。多黏菌素Ｂ和替加环素被（下转第１２６５页）
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实相关的疫苗政策，降低儿童的乙肝疫苗无应答率，以提高对

ＨＢＶ的免疫力。

研究还发现，总体全阴性模式和总体 ＨＢｓＡｇ阳性模式出

现相互对应的随年龄增大而变化的趋势，总体 ＨＢｓＡｇ阳性率

在出生后逐渐上升，＞３５～４０岁时达高峰，随后随年龄增大缓

慢下降；而总体全阴性率随年龄增大而逐渐下降，＞２５～３０岁

组为低点，然后缓慢上升。

此外，本研究中，ＨＢｓＡｇ＋ＨＢｅＡｇ模式为罕见模式，推测

是前Ｃ区突变后，ＨＢｅＡｇ检测系统不能检出 ＨＢｅＡｂ，或由于

宿主选择性免疫缺陷，缺乏 ＨＢｃＡｇ特异性 Ｔ淋巴细胞，对

ＨＢｃＡｇ没有淋巴细胞增殖反应
［９］。ＨＢｓＡｇ是 ＨＢＶ感染的特

异性指标，ＨＢｓＡｂ一般于 ＨＢｓＡｇ消失数周后在血液中出现，

是 ＨＢｓＡｇ刺激机体产生的特异保护性抗体，也是 ＨＢＶ感染

终止及人体获得免疫力的标志。一般情况下，血清中 ＨＢｓＡｇ

与 ＨＢｓＡｂ不可能同时存在，但可出现在下列情况：ＨＢｓＡｇ模

式人群接种乙肝疫苗后，有正常的 ＨＢｅＡｂ应答，但仍能感染ɑ

决定簇变异的免疫逃避病毒株，从而与 ＨＢｓＡｂ并存；ＨＢｅＡｇ

阳性者接种疫苗后产生 ＨＢｓＡｂ，由于Ｓ基因的变异，其编码的

ＨＢｓＡｇ抗原性改变，原型 ＨＢｓＡｂ与 ＨＢｓＡｇ构成免疫复合

物，因此，少数慢性乙肝患者，可出现 ＨＢｓＡｂ与 ＨＢｓＡｇ同时

阳性的情况［１０］。ＨＢｓＡｇ＋ＨＢｅＡｇ＋ＨＢｅＡｂ＋ＨＢｃＡｂ的模式

中，ＨＢｅＡｇ阳性一般反映 ＨＢＶ复制活跃，传染性较强，ＨＢｅ

Ａｂ一般在 ＨＢｅＡｇ转阴后产生，表明部分病毒被清除，传染性

较低，在抗 ＨＢＶ的药物治疗过程中，会发生 ＨＢｅＡｇ向ＨＢｅＡｂ

的转换，此外，可伴有前Ｃ区的变异，出现 ＨＢｅＡｇ和ＨＢｅＡｂ同

时阳性［１１］。

综上所述，通过掌握人群的 ＨＢＶ免疫情况，可进一步提

高乙肝防护意识，为采取切实可行的防护措施提供可靠依据。
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证实对多重耐药鲍氏不动杆菌具有很好的抗菌活性［１２］。本研

究显示，所测菌株对多黏菌素Ｂ均敏感。

了解喹诺酮类药物的耐药机制，对合理应用喹诺酮类抗菌

药，减少耐药株的产生具有重要意义。本研究的２５株菌具有

高度的同源性，系克隆株，说明本院耐喹诺酮类鲍氏不动杆菌

流行的主要传播形式为克隆株的存在和传播。因此，加强院内

感染防控力度至关重要，简单、有效的方法就是医护人员做好

无菌操作、及时发现和隔离受感染的患者等。
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