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［摘　要］　目的　了解临床分离革兰阴性菌产犐犕犘及犞犐犕 金属β内酰胺酶（ＭβＬｓ）基因的检出情况，以及对β

内酰胺类抗生素的耐药状况。方法　采用ＫＢ法对临床分离的１１３株细菌进行药物敏感试验，采用聚合酶链反应

（ＰＣＲ）检测耐药基因犐犕犘 和犞犐犕，测序并进行ＢＬＡＳＴ比对分析。结果　１株荧光假单胞菌检出犞犐犕 基因；

１５株菌中检出犐犕犘基因，其中肺炎克雷伯菌６株，鲍曼不动杆菌３株，大肠埃希菌２株，罗尔斯顿菌、铜绿假单胞

菌、无丙二酸柠檬酸杆菌、阴沟肠杆菌各１株。ＢＬＡＳＴ结果显示，犞犐犕 基因为犞犐犕２型，与基因库中序列相似度

９９％；犐犕犘基因均为犐犕犘１亚型，相似度在９８％～９９％，高度同源。犐犕犘阳性菌株对头孢曲松、头孢噻肟、头孢西

丁、氨曲南和亚胺培南的耐药率高于阴性菌株，差异均具有统计学意义（均犘＜０．０５）。结论　不同菌株犐犕犘基因

高度同源，均为犐犕犘１型，表明犐犕犘基因的传播能力很强，可以突破种属的限制在不同细菌中传播。犐犕犘基因与

细菌对β内酰胺类抗生素耐药相关。
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　　β内酰胺类抗生素是临床最常用的一类抗感染

性药物，通过共价键与细胞壁合成有关的青霉素结

合蛋白（ＰＢＰｓ）结合，抑制细菌细胞壁的合成
［１］。革

兰阴性（Ｇ－）菌所合成的金属β内酰胺酶（ｍｅｔａｌｌｏ

βｌａｃｔａｍａｓｅｓ，ＭβＬｓ）是对β内酰胺类抗生素耐药的

主要原因，ＭβＬｓ可以广泛地水解抗生素，包括青霉

素类、广谱头孢菌素类和碳青霉烯类等，对临床常用

β内酰胺酶抑制剂，如克拉维酸、舒巴坦等不敏

感［２］。所以，产 ＭβＬｓ的 Ｇ
－细菌成为公认的多重

耐药病原菌，日益成为临床治疗的重大难题，加强对

ＭβＬｓ基因的研究尤为重要。ＭβＬｓ的基因型众多，

从临床意义和流行病学两个方面来说，犐犕犘 和

犞犐犕 这两种基因型是最重要的
［３］。本研究主要探

讨临床分离菌株对β内酰胺类抗生素耐药性，以及

ＭβＬｓ基因分型及其相似性分析，现报告如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　收集２０１２—２０１３年沈阳医学院沈

州医院临床分离的Ｇ－菌１１３株。经法国生物梅里

埃公司ＶＩＴＥＫ全自动细菌鉴定仪鉴定，其中肺炎

克雷伯菌５７株，大肠埃希菌１２株，铜绿假单胞菌

１１株，鲍曼不动杆菌１０株，阴沟肠杆菌９株，荧光

假单胞菌６株，黏质沙雷菌３株，木糖氧化产碱菌、

奇异变形杆菌、罗尔斯顿菌、嗜麦芽窄食单胞菌和无

丙二酸柠檬酸杆菌各１株。

１．２　标准菌株　肺炎克雷伯菌ＡＴＣＣ７００６０３，铜绿

假单胞菌ＡＴＣＣ２７８５３，大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２，均

购自吉林省临床检验中心。

１．３　药物敏感试验　应用ＫｉｒｂｙＢａｕｅｒ（ＫＢ）纸片

法对临床分离菌株进行１１种β内酰胺类抗生素的

药敏试验，药敏判断标准按美国临床实验室标准化

协会（ＣＬＳＩ）Ｍ１００Ｓ２０２０１０年版规定执行。

１．４　ＭβＬｓ基因型检测　提取细菌总ＤＮＡ为模板，

检测犞犐犕 和犐犕犘基因，引物由上海生工生物工程股

份有限公司合成，序列详见表１。聚合酶链反应

（ＰＣＲ）扩增体系为：１０×ＰＣＲ缓冲液（Ｍｇ
２＋
ｐｌｕｓ）

３μＬ，ｄＮＴＰｓ（１０ ｍｏｌ／ｍＬ）２．５μＬ，上 下 游 引 物

（１０ｍｏｌ／ｍＬ）各１μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ，ＴａｑＤＮＡ 聚

合酶（５ｍｏｌ／μＬ）０．５μＬ，灭菌双蒸水２０μＬ。循环参

数为：预变性９４℃５ｍｉｎ；变性９４℃４５ｓ，退火温度见

表１，均为４５ｓ，延伸７２℃１ｍｉｎ，循环３０次；７２℃延

伸１０ｍｉｎ。

表１　ＭβＬｓ基因ＰＣＲ扩增引物

犜犪犫犾犲１　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｏｆＭβＬｓｇｅｎｅｓ

Ｐｒｉｍｅｒｓ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５’－３’） Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（℃） Ｌｅｎｇｔｈｏｆｐｒｉｍｅｒｓ（ｂｐ）

ＩＭＰＡ Ｆ：ＡＡＡＧＡＣＧＧＴＡＡＧＧＴＴＣＡＡ ５５ ７７８

Ｒ：ＣＧＣＣＴＧＣＴＣＴＡＡＴＧＴＡＡＧ

ＩＭＰＢ Ｆ：ＡＣＡＴＴＴＣＣＡＴＡＧＣＧＡＣＡＧ ５６ ７４１

Ｒ：ＴＧＴＴＣＣＣＡＴＧＴＡＣＧＴＴＴＣ

ＶＩＭ Ｆ：ＡＴＴＣＣＧＧＴＣＧＧＲＧＡＧＧＴＣＣＧ ６０ ６３３

Ｒ：ＧＡＧＣＡＡＧＴＣＴＡＧＡＣＣＧＣＣＣＧ

１．５　序列测定与分析　采用胶回收试剂盒ＴＩＡＮ

ＧＥＮＱｕｉｃｋＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎ进行产物回收、纯化，纯

化产物送至上海生工生物工程股份有限公司测序，

测序结果进行ＢＬＡＳＴ相似性比对分析。

１．６　统计学分析　应用ＳＰＳＳ１７．０软件对数据进

行统计描述分析，对耐药率分析采用χ
２ 检验，犘≤

０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＭβＬｓ基因检测结果　仅在１株荧光假单胞

菌中检出犞犐犕 基因。１５株菌中检出犐犕犘基因，其

中肺炎克雷伯菌６株，鲍曼不动杆菌３株，大肠埃希

菌２株，罗尔斯顿菌、铜绿假单胞菌、无丙二酸柠檬

酸杆菌和阴沟肠杆菌各１株。见表２、图１。

表２　１１３株细菌 ＭβＬｓ犐犕犘基因检测结果

犜犪犫犾犲２　犐犕犘 ＭβＬｓｇｅｎｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ１１３ｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｓｔｒａｉｎｓ

Ｐａｔｈｏｇｅｎｓ
Ｎｏ．ｏｆ

ｄｅｔｅｃｔｅｄｉｓｏｌａｔｅｓ

Ｎｏ．ｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｉｓｏｌａｔｅｓ

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｒａｔｅｓ（％）

犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲 ５７ ６ １０．５３

犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻 １２ ２ １６．６７

犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪 １１ １ ９．０９

犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉犫犪狌犿犪狀狀犻犻 １０ ３ ３０．００

犈狀狋犲狉狅犫犪犮狋犲狉犮犾狅犪犮犪犲 ９ １ １１．１１

犚犪犾狊狋狅狀犻犪狆犻犮犽犲狋狋犻犻 １ １ １００．００

犆犻狋狉狅犫犪犮狋犲狉犪犿犪犾狅狀犪狋犻犮狌狊 １ １ １００．００
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２．２　测序结果分析　将上述阳性菌株的测序结果

与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中已知序列比较，犞犐犕 基因为

犞犐犕２型，相似度９９％；犐犕犘 基因均为犐犕犘１亚

型，相似度均在９８％～９９％。

２．３　犐犕犘阳性菌株与阴性菌株对１１种抗菌药物的

耐药率比较　犐犕犘阳性菌株对头孢曲松、头孢噻肟、

头孢西丁、氨曲南、亚胺培南的耐药率高于阴性菌株，

差异均有统计学意义（均犘＜０．０５），其余抗菌药物二

者耐药率比较，差异无统计学意义。见表３。
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图１　犐犕犘基因ＰＣＲ电泳图

犉犻犵狌狉犲１　 ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ犐犕犘ｇｅｎｅ

Ｍ：ｍａｒｋｅｒＤＬ２０００，Ｌａｎｅ１：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，Ｌａｎｅ２—１６：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｓ

表３　犐犕犘阳性菌和阴性菌耐药率比较（％）

犜犪犫犾犲３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｉｎａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｔｒａｔｅｓｂｅｔｗｅｅｎ

犐犕犘ｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｂａｃｔｅｒｉａｌｓｔｒａｉｎｓ（％）

Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ

ａｇｅｎｔｓ

犐犕犘

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｓｔｒａｉｎｓ

Ｎｅｇａｔｉｖｅ

ｓｔｒａｉｎｓ

χ
２ 犘

Ａｍｏｘｉｃｉｌｌｉｎ ６０．００ ４２．８６ １．６４ ０．２１

Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ６６．６７ ７１．４３ ０．１４ ０．７１

Ｐｉｐｅｒａｃｉｌｌｉｎ ６０．００ ４８．９８ ０．６３ ０．４２

Ｃｅｆａｚｏｌｉｎ ４６．６７ ６１．２２ １．１４ ０．２９

Ｃｅｆａｔｒｉａｘｏｎｅ ６６．６７ ３７．７６ ４．４８ ０．０３

Ｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ ８０．００ ３９．８０ ８．４９ ０．０４

Ｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅ ６０．００ ３９．８０ ２．１７ ０．１４

Ｃｅｆｅｐｉｍｅ ６０．００ ５６．１２ ０．６４ ０．４３

Ｃｅｆｏｘｉｔｉｎ ７３．３３ ３８．７８ ６．３２６ ０．０１

Ａｚｔｒｅｏｎａｍ ６６．６７ ３２．６５ ６．４５ ０．０１

Ｉｍｉｐｅｎｅｍ ４０．００ １３．２７ ６．６５ ０．０１

３　讨论

ＭβＬｓ是一类活性位点含有金属离子的β内酰

胺酶，对β内酰胺类抗生素具有广泛水解作用的酶，

可水解青霉素类、头孢菌素类、碳青霉烯类等（单环

类β内酰胺类抗生素除外），产生耐药
［４］。ＭβＬｓ的

基因型众多，其中以犐犕犘 和犞犐犕 两种为主［５］，在

过去的十几年中，基因型犞犐犕 出现了多种亚型，根

据核苷酸序列不同可分为１～７类。本研究在１株

荧光假单胞菌中分离出１株犞犐犕２基因型，有报

道［６－８］显示在广州、无锡等地区同样在铜绿假单胞

菌中分离出犞犐犕２型临床菌株，我国流行的主要是

犞犐犕２基因型。ＭβＬｓ犐犕犘基因最早由１９９１年日

本学者在铜绿假单胞菌中发现，该基因所处的位置

是质粒中的Ⅰ类整合子上，现已报道的犐犕犘 基因

型有２０余种
［６－７］，地域分布也已不局限于日本，已

分布至亚洲、欧洲和美洲等多个国家。在我国，

武汉、深圳［８－９］地区在铜绿假单胞菌中检出犐犕犘１

基因型，广州地区在铜绿假单胞菌中检出犐犕犘９基

因型［１０］，重庆地区在肺炎克雷伯中发现犐犕犘８基

因型［１１］。本研究分离出１５株ＩＭＰ１型菌株，且本

次分离的ＩＭＰ阳型菌株的种属分布广泛，包括肺炎

克雷伯菌、大肠埃希菌、铜绿假单胞菌、鲍曼不动杆

菌、阴沟肠杆菌、罗尔斯顿菌和无丙二酸柠檬酸杆菌

７种细菌，表明犐犕犘基因的传播能力很强，传播范

围广，可以突破种属的限制，在不同细菌中传播，易

导致耐药细菌感染的暴发。研究［１２］表明，其传播机

制可能与整合子上的耐药基因盒通过质粒或转座子

介导传播有关。整合子是一种位于细菌质粒或染色

体上，用于基因转移和表达的单位。目前，已经在整

合子上发现了６０多种不同的耐药基因盒，通过对位

点的基因重组机制，使耐药基因水平移动，在细菌间

传递耐药性。ＭβＬｓ基因盒在整合酶的帮助下可以

发生转移，整合子本身不能移动，在质粒或转座子的

帮助下可在细菌的质粒或染色体之间转移。基因盒

的兼容性很高，同种基因盒可被不同整合子整合。

整合子的存在方式具有灵活性，为细菌耐药性传递

提供了便利条件［１３］。来自相同患者的几种致病菌
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往往含有同一类型的整合子，表明整合子可在患者

机体上的不同菌种间发生转移。整合子的水平转移

是一种新的传播机制，该机制可以解释许多关于耐

药性传递的新问题。研究［１４］表明，铜绿假单胞菌中

犐犕犘基因型和犞犐犕 基因型在整合子中的位置相

同，说明转座子对携带 ＭβＬｓ基因的Ⅰ类整合子的

传播起重要作用。虽然绝大多数获得性 ＭβＬｓ基因

的转移是通过整合子机制完成的，但是少数 ＭβＬｓ

基因借助于可移动的共同区域进行转移。目前，关

于可移动的共同区域，以及其耐药性基因转移的机

制还不明确，有待进一步研究。在临床分离的耐药

Ｇ－菌株中，整合子的阳性率很高，含整合子的菌株

比不含整合子的菌株表现出更强的耐药性，尤其对

氨基糖苷类和第三代头孢菌素类［１５］。

本组结果显示，分离自不同菌种的各犐犕犘 阳

性菌株ＰＣＲ产物序列相似度很高，说明这些菌株中

犐犕犘基因来源于相同或相似的传播株；犐犕犘 阳性

菌株对头孢曲松、头孢噻肟、头孢西丁、氨曲南、亚胺

培南的耐药率高于阴性菌株，差异均有统计学意义

（均犘＜０．０５），犐犕犘阳性菌株对上述抗菌药物的耐

药率均＞６０％，特别是对头孢噻肟的耐药率达到了

８０％，而阴性菌株对其耐药率仅３９．８０％。说明

犐犕犘基因与细菌对β内酰胺类抗生素耐药相关，是

细菌对此类抗菌药物耐药的原因之一。

随着产 ＭβＬｓ的菌株在临床中的出现和流行，

β内酰胺类抗生素耐药率逐年上升，这已成为临床

抗感染的严峻课题，合理应用抗菌药物，加强对

ＭβＬｓ的研究和监测，对于防止耐药基因在医院菌

株中的传播具有重要意义。
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