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烟台地区嗜麦芽窄食单胞菌整合子分布及其

可变区所携带耐药基因盒的研究

杜江东，连培文，梁英凤，唐倩青△

（青岛大学医学院附属烟台毓璜顶医院检验中心，山东烟台２６４０００）

　　摘　要：目的　分析嗜麦芽窄食单胞菌对临床常用抗菌药物的耐药性，探讨明确嗜麦芽窄食单胞菌Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ类整合子的存在

情况以及所携带的耐药基因盒，为本地区更好地预防和控制嗜麦芽窄食单胞菌感染性疾病提供帮助。方法　收集临床分离的５１

株嗜麦芽窄食单胞菌采用微量肉汤稀释法测定嗜麦芽窄食单胞菌对１７种抗菌药物的最低抑菌浓度（ＭＩＣ）。根据ＧｅｎＢａｎｋ注册

的基因序列设计引物，ＰＣＲ扩增Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ类整合子。对整合子阳性菌株扩增其可变区产物进行测序分析，所得结果在ＧｅｎＢａｎｋ

数据库中进行同源性比对，了解可变区中含有基因盒的信息。结果　（１）５１株嗜麦芽窄食单胞菌标本来源分布以痰液最多，为４１

株，占８０．３９％，感染人群主要以６０岁以上年龄段为主，为３８株，占７４．５％。病房分布：重症监护室（ＩＣＵ）２０株，占３９．２２％；呼吸

内科１３株，占２５．４９％；干部病房６株，占１１．７６％，所占比例较大。（２）药敏结果显示嗜麦芽窄食单胞菌对多数常用抗菌药物耐药

性较高，部分菌株表现出对９种以上抗菌药物的多重耐药。（３）５１株嗜麦芽窄食单胞菌ＰＣＲ基因扩增结果７株菌Ⅰ类整合子阳

性（１３．７％），没有检测到Ⅱ、Ⅲ类整合子，Ⅰ类整合子可变区携带的耐药基因包括ａａｃＡ４、ａａｄＡ１、ｃａｔＢ８、ｄｆｒＡ１７和ａｐｈＡ１５五种。

结论　嗜麦芽窄食单胞菌对多数常用抗菌药物耐药性较高，部分菌株表现出多重耐药性。Ⅰ类整合子是嗜麦芽窄食单胞菌多重

耐药的重要因素之一。
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　　嗜麦芽窄食单胞菌（ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ）是一种 条件致病菌，广泛存在于自然界，以往认为其致病力低，临床上
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没有足够的重视。近几年该菌的临床感染率不断上升，已成为

引起医院感染的重要病原菌之一。嗜麦芽窄食单胞菌具有十

分复杂的耐药机制，且常表现为多种耐药机制并存，耐药性远

高于其他细菌。整合子属于可移动基因元件，可以捕获外源性

耐药基因并通过自身的转移使携带的基因盒共同转移，在细菌

耐药性的传播中起着重要作用。笔者对２０１０年１０月至２０１１

年１０月烟台毓璜顶医院临床分离的嗜麦芽窄食单胞菌进行研

究，通过分析Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ类整合子的存在情况，明确整合子与嗜

麦芽窄食单胞菌耐药性之间的关系。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株来源　５１株嗜麦芽窄食单胞菌分离自２０１０年１０

月至２０１１年１０月烟台毓璜顶医院住院患者痰液、尿液、血液、

分泌物等临床标本，剔除同一患者重复菌株。全部菌株均经

ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃ微生物鉴定系统（法国生物梅里埃公司）鉴定

确认。标准菌株为大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２和铜绿假单胞菌

ＡＴＣＣ２７８５３。

１．１．２　主要试剂　抗菌药物、９６孔微量细菌定量药敏测试板

购自天津金章科技发展有限公司；ＭＨ琼脂、水解酪蛋白肉汤

购自杭州天和生物；ＰＣＲ试剂盒、ＤＮＡ凝胶回收试剂盒购自

上海生物工程公司。

１．１．３　主要仪器　法国生物梅里埃公司ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全

自动微生物分析仪，长沙医疗器械厂隔水式恒温培养箱，美国

ＡＢＩ公司ＡＢＩ７０００ＰＣＲ扩增仪，北京六一仪器厂ＹＹＩＩ５型稳

压稳流电泳仪，美国ＢｉｏＲａｄ公司外凝胶分析系统。

１．１．４　引物设计　根据ＧｅｎＢａｎｋ注册的基因序列设计犻狀狋１、

犻狀狋２、犻狀狋３基因及犻狀狋１可变区引物，见表１。

表１　　ＰＣＲ引物序列

目的基因片段 引物序列（５′～３′）

犻狀狋１ 正向：ＡＣＡＴＧＴＧＡＴＧＧＣＧＡＣＧＣＡＣＧＡ；反向：ＡＴＴＴＣＴＧＴＣＣＴＧＧＣＴＧＧＣＧＡ

犻狀狋２ 正向：ＣＡＣＧＧＡＴＡＴＧＣＧＡＣＡＡＡＡＡＧＧＴ；反向：ＧＴＡＧＣＧＡＡＡＣＧＡＧＴＧＡＣＧＡＡＡＴＧ

犻狀狋３ 正向：ＧＣＣＴＣＣＧＧＣＡＧＣＧＡＣＴＴＴＣＡＧ；反向：ＡＣＧＧＡＴＣＴＧＣＣＡＡＡＣＣＴＧＡＣＴ

犻狀狋１可变区 正向：ＧＧＣＡＴＣＣＡＡＧＣＡＧＣＡＡＧ；反向：ＡＡＡＧＣＡＧＡＣＴＴＧＡＣＣＴＧ

１．２　方法

１．２．１　药敏试验　微量肉汤稀释法测定嗜麦芽窄食单胞菌对

１７种抗菌药物的最低抑菌浓度，试验结果按临床和实验室标

准委员会ＮＣＣＬＳ２００９年标准的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）及抑菌圈

直径折点判断敏感、耐药和中介。ＡＴＣＣ２５９２２和ＡＴＣＣ２７８５３

作为质控菌株。

１．２．２　ＤＮＡ模板的制备（加热裂解法）　先将细菌进行纯培

养，然后取单个菌落置于６０μＬ、ｐＨ８．０的ＴＥ缓冲液中，振荡

混匀，配置成一定浓度的菌悬液。将配置好的菌悬液放入

１００℃沸水中水浴１０ｍｉｎ取出，迅速置于－２０℃冷冻１ｍｉｎ，

最后以１２０００ｒ／ｍｉｎ高速离心５ｍｉｎ，取上清液置－２０℃冷冻

保存备用。

１．２．３　ＰＣＲ扩增　反应体系：ＰｒｅｍｉｘＴａｑＰＣＲ反应液２５

μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ，上游引物、下游引物各１μＬ，灭菌双蒸水

２１μＬ，总体积５０μＬ。反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；循环参数

为：９４℃变性１ｍｉｎ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３０循

环。最后７２℃延伸７ｍｉｎ结束。扩增产物进行琼脂糖凝胶电

泳分析。

１．２．４　测序分析　所有７株Ⅰ类整合子可变区扩增产物，送

上海生工纯化并进行ＤＮＡ双向测序。测序结果在Ｇｅｎｂａｎｋ中

ＢＬＡＳＴ序列比对并分析可变区所携带的耐药基因。

２　结　　果

２．１　细菌检出分布　５１株嗜麦芽窄食单胞菌来自５１个不同

的患者，其中１～１９岁的３例（５．８８％），２０～３９岁的ｌ例

（１．９６％）、４０～５９岁的９例（１７．６４％）、６０岁以上的３８例

（７４．５１％）；标本来源分布：痰液４１株（８０．３９％）、引流液３株

（５．８８％）、伤口分泌物２株（３．９２％）、尿液４株（７．８４％）、血液

１株 （１．９６％）；临 床 科 室 分 布：重 症 监 护 室 （ＩＣＵ）２０ 株

（３９．２２％）、呼 吸 内 科 １３ 株 （２５．４９％）、干 部 病 房 ６ 株

（１１．７６％）、肿瘤内科３株（５．８８％）、血液内科２株（３．９２％）、

其他科室７株（１３．７３％）。

２．２　药敏试验结果　临床分离的５１株嗜麦芽窄食单胞菌耐

药现象严重，未见有对所有测定抗菌药物敏感菌株，多重耐药

菌株（耐受３种或３种以上分属于不同类别抗菌药物的细菌）

为４５株，占细菌总数的８８．２％；３０株细菌耐受９种以上抗菌

药物，占５８．８％；５１株嗜麦芽窄食单胞菌对亚胺培南和美洛培

南耐药率均高达到１００％；值得关注的是，有１株ＩＣＵ病房分

离的菌株对所有测定的１７种抗菌药物全耐药。

２．３　整合子ＰＣＲ检测结果　５１株嗜麦芽窄食单胞菌检测到

７株Ⅰ类整合子阳性（１３．７％）分别为为样本ＳＭ００７、ＳＭ０１２、

ＳＭ０２１、ＳＭ０３２、ＳＭ０３３、ＳＭ０３７、ＳＭ０４６，没有检测到Ⅱ、Ⅲ类

整合子。

２．４　Ⅰ类整合子阳性样本可变区ＰＣＲ基因扩增结果　７例

犻狀狋１阳性样本可变区ＰＣＲ基因特异性扩增，有两株（ＳＭ００７、

ＳＭ０１２）扩增得到２５００ｂｐ阳性条带，３株（ＳＭ０２１、ＳＭ０３３、

ＳＭ０３７）扩增得到１２００ｂｐ阳性条带，两株（ＳＭ０３２、ＳＭ０４６）扩

增得到６００ｂｐ阳性条带。

２．５　Ⅰ类整合子可变区ＰＣＲ产物测序分析　所有７株Ⅰ类

整合子阳性样本可变区特异性扩增产物测序结果显示，２５００

ｂｐ长度片段携带３个耐药基因ａａｃＡ４ａｐｈＡ１５ｃａｔＢ８，１２００ｂｐ

长度片段耐药基因携带２个耐药基因ｆｒＡ１７ａａｄＡ１，６００ｂｐ长

度片段耐药基因携带１个耐药基因ａａｄＡ１。

３　讨　　论

近年来，随着科技技术迅猛发展，新的医疗技术和抢救措

施不断涌现，治愈率和抢救成功率得到很大提高。同时这些新

技术的使用也增加了一些条件致病菌引起医院感染的概率［１］。

大量的滥用广谱抗菌药物，也加速引发一些条件致病菌和多重

耐药菌的出现，嗜麦芽窄食单胞菌便是其中之一，该菌的临床

分离率呈逐年上升趋势，且常常伴有混合感染。同时该菌的耐

药机制十分复杂，常常表现为多重耐药，这导致临床对该菌治
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疗也十分棘手［２］。

本研究显示从嗜麦芽窄食单胞菌的病区分布看，重症监护

室（ＩＣＵ）和呼吸内科所占的比 例 最 高，达 到 ３９．２２％ 和

２５．４９％，原因是这２个病房患者往往年龄偏大，多有严重的基

础疾病，且住院时间较长，普遍应用广谱抗菌药物，并发严重呼

吸衰竭时需要进行气管插管和机械通气等侵入性操作。干部

病房住院患者也存在年龄偏大、抵抗力弱等因素，故其所占比

例也较高，为１１．７６％。从标本来源分布看，呼吸道标本所占

比例最高，为８０．３９％，占总量的五分之四，在各种标本中具绝

对优势，说明嗜麦芽窄食单胞菌以引起呼吸道感染为主。另

外，尿液、脓液、血液和其他组织液等多种标本均分离出嗜麦芽

窄食单胞菌，说明它可以引起多种部位感染。因此，应该引起

临床足够的重视，积极做好预防和治疗措施，避免该菌的发展

和蔓延。

嗜麦芽窄食单胞菌对大多数常用抗菌药物都耐药，对临床

使用的全部抗菌药物几乎都有耐药的报道，对部分抗菌药物甚

至表现出高度耐药［３］。嗜麦芽窄食单胞菌自身可产生金属β

内酰胺酶，故绝大多数嗜麦芽窄食单胞菌都表现出对亚胺培南

和美洛培南天然耐药。国内外很多研究都发现嗜麦芽窄食单

胞菌对亚胺培南耐药率高于９０％，甚至高达１００％
［４］。本研究

显示，５１株嗜麦芽窄食单胞菌对亚胺培南和美洛培南耐药率

均高达到 １００％，多重耐药菌株为 ４５ 株，占细菌总数的

８８．２％。这给临床治疗带来很大的困难，应该引起临床医生的

高度关注。

嗜麦芽窄食单胞菌经常表现出对３种或３种以上结构不

相关的抗菌药物耐药，即多重耐药性。导致其出现多重耐药的

机制很多，质粒、整合子、转座子等可转移元件携带耐药基因转

移便是其中之一。

近年来整合子介导的耐药性越来越受到学者们关注。整

合子基因盒
［５］系统属于可移动的基因元件，它由两侧的保守

区及中间的可变区构成，可变区可含有一个或多个耐药基因。

在整合酶的作用下，整合子可以捕获外源性耐药基因并通过自

身的转移使携带的基因盒共同转移。整合子可位于细菌的染

色体上，也可借助可移动的质粒、转座子在不同细菌之间水平

传播，在细菌耐药性的传播中起着重要作用。目前已发现的整

合子有１０多种，其中Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ类整合子最常见并且与细菌耐

药基因的传播关系密切，被合称为耐药整合子（ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｔｅ

ｇｒｏｎ，ＲＩ），整合子所携带的耐药基因盒现已发现超过８０种
［６］。

已有研究证实，Ⅰ类整合子广泛存在于革兰阴性杆菌中，与细

菌的多重耐药密切相关。本研究共检测５１株临床分离的嗜麦

芽窄食单胞菌，其中Ⅰ类整合子阳性７株菌，占１３．７％，未检

测到Ⅱ、Ⅲ类整合子说明现阶段在本地区嗜麦芽窄食单胞菌中

传播以Ⅰ类整合子为主。

从本院临床标本中分离的嗜麦芽窄食单胞菌Ⅰ类整合子

携带５种耐药基因分别是ａａｃＡ４、ａａｄＡ１、ａｐｈＡ１５、ｃａｔＢ８和

ｄｆｒＡ１７。其中ａａｃＡ４编码６′Ｎ氨基糖苷乙酰转移酶，ａａｄＡ１

编码氨基糖苷核苷转移酶，ａｐｈＡ１５编码磷酸转移酶，都引起对

氨基糖苷类抗菌药物耐药；ｃａｔＢ８编码氯霉素乙酰转移酶，引

起对氯霉素耐药；ｄｆｒＡ１７编码二氢叶酸还原酶主要介导甲氧

苄啶耐药。这与７株Ⅰ整合子阳性嗜麦芽窄食单胞菌耐药表

型相吻合。

尽管有文献报道显示整合子在细菌耐药机制的发展和传

播中具有非常重要的作用，但是细菌的耐药性并不完全是由整

合子介导的，细菌的耐药机制复杂而多样，在细菌的耐药机制

中整合子的介导作用只是一小部分［７］。整合子基因盒系统的

发现，为细菌的耐药机制研究指出了新的方向，耐药基因的捕

获和表达系统并能在不同细菌间水平和垂直传播，成为细菌抵

抗抗菌药物的又一个强有力的武器。因此，研究临床菌株中整

合子的种类、性质和作用机制有利于了解细菌多重耐药的发生

和转移机制，更好地控制细菌耐药性的发展，加强临床合理使

用抗菌药物，有效防止细菌耐药性的产生并阻止耐药性的

传播。
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３１９６．

［１０］王维鹏，夏剑波，李磊，等．重叠延伸ＰＣＲ法构建 ＶＰＳ４Ｂ基因定

点突变真核表达载体［Ｊ］．临床检验杂志，２０１１，２９（１）：５７５９．

［１１］ＸｉａＪ，Ｗａｎｇ Ｗ，ＬｉＬ，ｅｔａｌ．ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＨＢＶｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｂｙ

ＶＰＳ４ＢａｎｄｉｔｓｄｏｍｉｎａｎｔｎｅｇａｔｉｖｅｍｕｔａｎｔＶＰＳ４ＢＫ１８０Ｑｉｎｖｉｖｏ

［Ｊ］．ＪＨｕａｚｈｏｎｇＵｎｉｖＳｃｉＴｅｃｈｎｏｌｏｇＭｅｄＳｃｉ，２０１２，３２（３）：３１１

３１６．

（收稿日期：２０１４０１２４）

·９６６１·国际检验医学杂志２０１４年７月第３５卷第１３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｌｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１３


