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多重耐药铜绿假单胞菌的金属酶表型与基因型研究
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　　摘　要：目的　研究临床分离铜绿假单胞菌金属酶产生及其相关基因携带情况。方法　采用头孢他啶和亚胺培南分别进行

铜绿假单胞菌金属酶初筛，用２巯基丙酸（２ＭＰＡ）或ＥＤＴＡ组合纸片试验检测耐亚胺培南（ＩＭＰ）和耐头孢他啶（ＣＡＺ）的铜绿假

单胞菌进行表型确证，初筛试验阳性菌株用ＰＣＲ法检测金属酶基因型。结果　多重耐药菌株金属酶初筛实验阳性率为１０．９％，

用ＣＡＺ／ＥＤＴＡ、ＣＡＺ／２ＭＰＡ、ＩＭＰ／ＥＤＴＡ和ＩＭＰ／２ＭＰＡ检测多重耐药菌株金属酶阳性率分别为７．５％、７．９％、８．８％和９．５％。

ＰＣＲ扩增结果犻狆犿１和狏犻犿基因阳性率分别达１０．４％、８．３％，尚未发现狊狆犿、狊犻犿１及犵犻犿阳性菌株。结论　不同方法对金属酶

检测结果不尽相同；携带犻狆犿１和狏犻犿金属酶基因是该院多重耐药的铜绿假单胞菌耐碳青霉烯类的主要原因。
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　　铜绿假单胞菌（ＰＡＥ），又称绿脓杆菌，是一种常见的医院

感染致病菌。ＰＡＥ广泛存在于自然环境中、人体皮肤、呼吸

道、肠道及医疗器械上，属于条件致病菌，易发生在免疫力低下

的人群中。近年来，随着碳青霉烯类抗菌药物在临床上广泛使

用，耐碳青霉烯类抗菌药物的ＰＡＥ分离株日益增多。现已知

ＰＡＥ耐碳青霉烯类抗菌药物的机制最为主要的是因其产生可

以有效水解碳青霉烯类等抗菌药物的金属 β内酰胺酶

（ＭＢＬｓ），简称金属酶
［１２］，产生金属酶造成ＰＡＥ对碳青霉烯类

等多种类别的抗菌药物广泛耐药已成为ＰＡＥ多重耐药的重要

原因之一，为了解临床分离的ＰＡＥ菌株产金属酶的现状、耐药

性及其基因型别，笔者对４４２株ＰＡＥ进行了表型及基因型的

检测，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　收集２０１２年１月至２０１３年６月间金湾区妇

幼保健院和珠海市妇幼保健院两院住院患者自痰、胸腔积液、

中段尿、脓液等无菌部位标本中分离的所有铜绿假单胞菌共计

４４２株（没有重复菌株），均用ＶＩＴＥＫ３２全自动微生物分析仪

（法国生物梅里埃公司）鉴定到种。药敏试验采用 ＫＢ法进

行，其中药敏纸片购自Ｏｘｏｉｄ公司，药敏试验结果判断采用美

国ＣＬＳＩ２０１２年标准；ＭＨ平板购自广东江门凯林生物有限公

司。检测１５种抗菌药物：哌拉西林、哌拉西林／他唑巴坦、庆大

霉素、阿米卡星、左氧氟沙星、环丙沙星、氨曲南、头孢他啶、头

孢哌酮、头孢哌酮／舒巴坦、头孢吡肟、复方新诺明、亚胺培南、

美罗培南、妥布霉素。细菌鉴定与药敏均选用标准菌株大肠埃

希菌ＡＴＣＣ２５９２２、铜绿假单胞菌ＡＴＣＣ２７８５３进行质控。

１．２　金属β内酰胺酶检测　用头孢他啶（ＣＡＺ）及亚胺培南

（ＩＭＰ）纸片进行金属酶初筛，如果ＣＡＺ抑菌环直径小于或等

于１４ｍｍ，或ＩＭＰ抑菌环直径小于或等于１３ｍｍ，提示该菌株

可能产生金属酶［２４］。采用双纸片法实验进行证实，即以ＥＤ

ＴＡ和２巯基丙酸（２ＭＰＡ）作抑制剂，分别与ＣＡＺ、ＩＰＭ 纸片

组合进行双纸片试验，所有阳性菌株均应用ＰＣＲ技术进行

确证。

１．３　耐药基因检测　采用煮沸法提取细菌ＤＮＡ后用ＰＣＲ方

法扩增５种编码金属酶基因犵犻犿、狏犻犿、狊狆犿、犻犿狆１、狊犻犿１进行

扩增［３］，其引物序列分别如下：犵犻犿（上游５′ＣＴＴＧＴＡＧＣＧ

ＴＴＧＣＣＡＧＣＴＴＴＡ３′，下游５′ＣＡＧＣＣＣＡＡＧＡＧＣＴＡＡ

ＴＴＧＡＧＧ３′，产物长度５６２ｂｐ）、狏犻犿（上游５′ＡＴＴＣＣＧＧＴＣ

ＧＧ（Ａ／Ｇ）ＧＡＧＧＴＣＣＧ３′，下游５′ＧＡＧＣＡＡＧＴＣＴＡＧ

ＡＣＣＧＣＣＣＧ３′，产物长度６３３ｂｐ）、狊狆犿（上游５′ＣＴＧＣＴＴ

ＧＧＡＴＴＣＡＴＧＧＧＣＧＣＧ３′，下游５′ＣＣＴＴＴＴＣＣＣＧＡＣ

ＣＴＴＧＣＴＣＧ３′，产物长度７８４ｂｐ）、犻犿狆１［上游５′ＣＧＧＣＣ

（Ｇ／Ｔ）ＣＡＧＧＡＧ（Ａ／Ｃ）Ｇ（Ｇ／Ｔ）ＣＴＴＴ３′，下游５′ＡＡＣ
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ＣＡＧＴＴＴＴＧＣ（Ｃ／Ｔ）ＴＴＡＣ（Ｃ／Ｔ）ＡＴ３′，产物长度６８７

ｂｐ］、狊犻犿１（上游５′ＴＡＣＡＡＧＧＧＡＴＴＣＧＧＣＡＴＣＧ３′，下游

５′ＴＡＡＴＧＧＣＣＴＧＴＴＣＣＣＡＴＧＴＧ３′，产物长度４６７ｂｐ）。

ＰＣＲ循环参数为：９２℃预变性５ｍｉｎ；９３℃６０ｓ，５５～６０℃６０

ｓ，７２℃６０ｓ，循环３０次；最后７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产

物用２．０％琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像系统观察分析，记录

结果。

２　结　　果

２．１　药敏试验结果　４４２株铜绿假单胞菌对所选择１５种抗

菌药物的敏感率、中介率及耐药率的具体结果见图１（见《国际

检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

２．２　金属酶检测结果　头孢他啶耐药率为３４．２％（１５１／

４４２），亚胺培南耐药率为２７．０％（１１９／４４２），同时耐这两种抗

菌药物的耐药率为１８．５％（８１／４４２）。所有耐头孢他啶或者耐

亚胺培南的菌株的金属酶初筛阳性率为１０．９％（４８／４４２）。将

金属酶初筛阳性的４８株菌进行纸片组合试验，其中ＣＡＺ和

ＣＡＺ／ＥＤＴＡ 检测阳性率 ７．５％（３３／４４２）；ＣＡＺ 和 ＣＡＺ／２

ＭＰＡ阳性率７．９％（３５／４４２）；ＩＭＰ和ＩＭＰ／ＥＤＴＡ检测阳性率

８．８％（３９／４４２）；ＩＭＰ和ＩＭＰ／２ＭＰＡ阳性率９．５％（４２／４４２）。

２．３　耐药基因检测结果　将４８株协同试验阳性的菌株进行

５种金属酶基因的检测结果显示：共检出９株产金属酶菌株，

其余３９株阴性，其中犻狆犿１阳性率达１０．４％（５／４８），狏犻犿阳性

率达８．３％（４／４８），尚未发现含狊狆犿、狊犻犿１及犵犻犿基因的菌株，

亦未发现其他耐药基因共同检出的耐药菌株。部分耐药基因

检测结果见图２。

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；１、２：部分ＰＡＥ中的犻犿狆１基因阳性ＰＣＲ产物；

４、５：部分ＰＡＥ中的狏犻犿 基因阳性ＰＣＲ产物；３、６：大肠埃希菌 ＡＴＣＣ

２５９２２阴性对照。

图２　　部分产生犻犿狆１和狏犻犿基因菌株的ＰＣＲ产物电泳图

３　讨　　论

碳青霉烯类抗菌药物是由青霉素结构改造而成的一类新

型β内酰胺类抗菌药物，其结构与青霉素类的青霉环相似，不

同之处在于噻唑环上的硫原子为碳所替代，且Ｃ２与Ｃ３之间

存在不饱和双键；另外，其６位羟乙基侧链为反式构象
［６７］。研

究证明，这个构型特殊的基团，使该类化合物具有超广谱的、极

强的抗菌活性，以及对质粒介导的β内酰胺酶、超广谱β内酰

胺酶（ＥＳＢＬｓ）、染色体及质粒介导的头孢菌素酶（ＡｍｐＣ酶）均

具有高度稳定性，但可被金属β内酰胺酶水解灭活，造成碳青

酶烯类抗菌药物耐药［４５，８９］。近１０年来，国内、外临床已陆续

分离出耐碳青霉烯类药物耐药的ＰＡＥ
［１２，４，９］；现已知产金属酶

是ＰＡＥ对碳青霉烯类药物耐药的最主要原因之一
［３５，９１０］，它

能水解除单环类抗菌药物以外的几乎所有β内酰胺酶类抗菌

药物。本次研究临床分离的４４３株ＰＡＥ对１５种抗菌药物的

耐药谱中显示（图１），未发现泛耐药及全敏感的菌株，耐药率

达５０％以上的有氨曲南、哌拉西林及复方新诺明，说明本地区

治疗ＰＡＥ应避免使用哌拉西林及复方新诺明，建议首选头孢

他啶；属于碳青霉烯类的亚胺培南及美罗培南的耐药率分别是

２７．０％、２４．４％，这比其他国内地区的６３．８％的耐药率要

低［１１］，与同为广东地区的文献报道２２％稍高
［１２］，说明本地区

的亚胺培南的耐药率相比其他地区还处于中间水平，临床应控

制使用碳青霉烯类抗菌药物。

目前，对于金属酶的表型检测方法有很多，共７种，但国际

上还没有统一的标准，虽然 ＭＢＬｓＥ试验准确性高，但成本较

高，不适合大量标本的筛查，在中国检测ＰＡＥ产金属酶最好是

方法是组合纸片法［１３］，因为金属酶的活性激活需要锌离子

（Ｚｎ２＋）的存在，所以用金属离子的螯合剂可以螯合酶活性位

点上的Ｚｎ２＋，从而导致金属酶失活。本试验将耐亚胺培南及

耐头孢他啶的所有菌株分别用协同实验和组合纸片法实验进

行金属酶检测，协同实验阳性率为１０．９％，与国内和国外研究

结果相比都低［１１１４］；组合纸片法结果显示，ＣＡＺ、ＩＭＰ及其相

应抑制剂检测金属酶的结果也并不一致，其中，ＩＭＰ和ＩＭＰ／

ＥＤＴＡ和ＩＭＰ和ＩＭＰ／２ＭＰＡ 检测的阳性率较高（８．８％～

９．５％），虽然组合纸片法的检出率较高，但由于２ＭＰＡ具有一

定的毒性，在临床应用会受到限制。所以，在临床医院使用协

同纸片法检测金属β内酰胺酶的方法简便、结果可满足初筛需

求，且成本低廉，特别适合基层临床微生物学实验室对革兰阴

性杆菌产金属酶的初步筛查。

迄今，文献［１３］报道共发现犻狆犿、狏犻犿、狊狆犿、犵犻犿 和狊犻犿５

个不同家族的金属酶。本次检测结果显示：检测到犻犿狆１、狏犻犿，

其中犻犿狆１阳性率最高达１０．４％（５／４８），狏犻犿 阳性率为８．３％

（４／４８），尚未发现携带狊狆犿、犵犻犿 和狊犻犿１的菌株，说明本地区

ＰＡＥ存在两种金属酶基因，不同金属酶基因携带水平存在一

定水平的差异，具有犻犿狆１型和狏犻犿型金属酶可能是本地区住

院患者对碳青霉烯类抗菌药物耐药的主要原因之一。因为没

有检测所有的金属酶基因亚型，所以并不能确定用纸片法检测

阳性而此次基因扩增检测阴性的菌株是否真的未携带金属酶

基因。值得注意的是本次检测的ＰＡＥ金属酶表型阳性率结果

明显高于基因检测结果，这可能是由于筛查试验有人为判断因

素、纸片法存在某些干扰因素而致一定的假阳性率；同时也因

本次检测的耐药基因型与亚型有限，有可能存在一定水平的金

属酶其他型别或亚型的耐药基因，或者还有金属酶以外的耐药

机制，为了完整了解本地区的ＰＡＥ等细菌的金属酶及其相关

基因携带情况尚需进行大样本、全基因型别与亚型的基因

检测。

总之，多重耐药ＰＡＥ和耐碳青霉烯类药物的铜绿假单胞

菌的流行逐年增多，给医务工作者再次敲响了警钟，临床医生

一定要注意合理用药，以减少金属酶产生的机会，阻断金属酶

在不同细菌间传播。实验室工作人员应加强耐药菌的监测以

及对产酶菌株进行筛查，及时发现产酶菌株，为临床医生准确

快速地提供检测结果，以便合理有效抗菌治疗；同时要配合医

院院感部门，做好感染控制工作，防止产酶菌的暴发流行。因

此，检测金属酶对临床治疗、医院感控和微生物实验室以及药

物研发都具有重要意义。
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２　结　　果

２．１　配对差异实验　低浓度基础样本均值为０．０７ｍｍｏｌ／Ｌ、狊

为０．００２ｍｍｏｌ／Ｌ；高浓度基础样本均值为０．３８ｍｍｏｌ／Ｌ、狊为

０．００５ｍｍｏｌ／Ｌ。低浓度基础样本犱ｍａｘ为０．００７ｍｍｏｌ／Ｌ，犱ｍａｘ／狊

为３．５；高浓度基础样本犱ｍａｘ为０．０３８ｍｍｏｌ／Ｌ，犱ｍａｘ／狊为７．６。

因此，低、高浓度水平的重测次数均为３次。配对差异试验结

果显示：３４２ｍｏｌ／ＬＦＢｉｌ、３４２ｍｏｌ／ＬＣＢｉｌ、１４５０浊度乳糜、５ｇ／

ＬＨｂ对Ｄ３Ｈ测定均无干扰；０．０３ｇ／ＬｖｉｔＣ对低浓度Ｄ３Ｈ的

犱ｏｂｓ和犱ｃ分别为０．１１和０．００２５，对高浓度Ｄ３Ｈ的犱ｏｂｓ和犱ｃ

分别为０．０６和０．００５，犱ｏｂｓ均大于犱ｃ，说明０．０３ｇ／ＬｖｉｔＣ对

Ｄ３Ｈ检测有干扰。

２．２　剂量效应实验　剂量效应结果显示，ｖｉｔＣ对低、高浓度

Ｄ３Ｈ测定可产生线性正干扰，干扰效应结果见图１、２。

图１　　ｖｉｔＣ对低浓度Ｄ３Ｈ干扰的剂量效应图

图２　　ｖｉｔＣ对高浓度Ｄ３Ｈ干扰的剂量效应图

２．３　ｖｉｔＣ干扰改进试验　取Ｄ３Ｈ试剂添加２５００Ｕ／Ｌ维生

素Ｃ氧化酶（实验试剂），与未添加维生素Ｃ氧化酶的对照试

剂进行维生素Ｃ干扰的“配对差异试验”，结果显示，添加２

５００Ｕ／Ｌ维生素Ｃ氧化酶的实验试剂，０．０３ｇ／ＬｖｉｔＣ对低浓

度Ｄ３Ｈ的犱ｏｂｓ和犱ｃ 分别为０和０．００２５，对高浓度 Ｄ３Ｈ 的

犱ｏｂｓ和犱ｃ分别为０和０．００５，犱ｏｂｓ均小于对应犱ｃ，说明０．０３ｇ／Ｌ

ｖｉｔＣ对该试剂检测Ｄ３Ｈ无干扰作用，添加维生素Ｃ氧化酶可

对抗ｖｉｔＣ对Ｄ３Ｈ检测的干扰作用。

３　讨　　论

酮体是脂肪代谢的产物，健康人体内的每个细胞均含有脂

肪酸，当体内需要更多的能量时，就要求脂肪细胞释放脂肪酸

进入血液，然后脂肪酸被运输到肝脏转化为酮体。酮体包括丙

酮、乙酰乙酸和Ｄ３Ｈ，这三者处于动态平衡之中，其中Ｄ３Ｈ水

平最多。酮体和血糖一样，是检测代谢控制的一项重要的标记

物，Ⅰ型糖尿病患者的最重要的特征之一就是易发展成为酮症

酸中毒，因此及时准确地检测Ｄ３Ｈ水平是十分关键的预知酮

症酸中毒的重要手段［３５］。本文利用ＥＰ７Ａ２文件“干扰筛选”

方法考察临床常见的干扰物ＦＢｉｌ、ＣＢｉｌ、ｖｉｔＣ、乳糜和 Ｈｂ对

Ｄ３Ｈ试剂测定的影响，初步对其临床应用抗干扰性能进行评

价，结果显示，３４２ｍｏｌ／ＬＦＢｉｌ、３４２ｍｏｌ／ＬＣＢｉｌ、１４５０ＦＴＵ乳

糜、５ｇ／ＬＨｂ对低、高浓度Ｄ３Ｈ 测定无干扰，０．０３ｇ／ＬｖｉｔＣ

对低、高浓度Ｄ３Ｈ测定有干扰。根据文件规定，对于经干扰筛

查证明对被评价方法有明显干扰作用的可能干扰物，需对其在

不同浓度下对测定结果的干扰效应进行评价［１］，根据干扰效应

曲线，可初步判断不同浓度的干扰物质对检测的干扰，以助于

临床诊断分析。本实验５个浓度系列的剂量效应结果显示，

ｖｉｔＣ对Ｄ３Ｈ测定可产生线性正干扰，而此干扰效应可通过往

试剂中添加２５００Ｕ／Ｌ维生素Ｃ氧化酶对抗。
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［Ｊ］．ＩｒａｎＢｉｏｍｅｄＪ，２０１３，１７（３）：１２９１３３．

［７］ ＦａｓｔＷ，ＳｕｔｔｏｎＬＤ．Ｍｅｔａｌｌｏβｌａｃｔａｍａｓｅ：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓａｎｄｒｅｐｏｒｔｅｒ
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Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１３，７（２）：１２７９１２８３．

［９］ 辜依海，罗燕萍，张文莉，等．耐亚胺培南铜绿假单胞菌的耐药性

分析及金属β内酰胺酶检测［Ｊ］．中华医院感染学杂志，２００５，１５

（３）：３３９３４１．
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［１１］杜艳，陈瑞春，穆玉娇，等．耐亚胺培南铜绿假单胞菌及其产金属

酶的相关基因ｂｌａＶＩＭ２研究［Ｊ］．中国抗生素杂志，２０１２，３７（７）：

５０７５０９．

［１２］付玉梅，杨晓仪，梁惠芬，等．社区感染耐亚胺培南铜绿假单胞菌

金属酶的筛选及基因分析［Ｊ］．广东医学，２０１３，３４（１２）：１８８０

１８８２．

［１３］王兴力，多丽波，铜绿假单胞菌金属酶及其检测方法研究［Ｊ］．中

国卫生检验杂志，２０１２，２２（９）：２２５２２２５４．
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（收稿日期：２０１４０２１８）

·２９９１· 国际检验医学杂志２０１４年８月第３５卷第１５期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｕｇｕｓｔ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１５




