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多重耐药菌中β内酰胺酶的基因型研究


陈定强，彭玉婷，罗毓婷，徐韫健，林勇平，杨　羚△（广州医学院第一附属医院检验科　５１０１２０）

　　【摘要】　目的　调查β内酰胺酶在临床分离的多重耐药大肠杆菌和肺炎克雷伯菌中的流行状况，并分析不同

基因型的分布特征。方法　针对２００９～２０１０年间收集的５９株多重耐药大肠杆菌和肺炎克雷伯菌，采用ＶＩＴＥＫ２

全自动细菌鉴定仪检测大肠杆菌和肺炎克雷伯菌对抗菌药物的耐药性。用煮沸法提取菌株的总ＤＮＡ，并用多重聚

合酶链反应（ＰＣＲ）对２１种β内酰胺酶基因进行检测。结果　５９株多重耐药菌对青霉素类、头孢菌素类和喹诺酮

类抗菌药物耐药性非常严重，耐药率均达９０％以上。多重ＰＣＲ共检出含ＴＥＭ基因菌株３２株，ＣＴＸＭＧ９基因３１

株，ＳＨＶ基因２７株，ＣＴＸＭＧ１基因１９株，ＣＴＸＭＧ２基因１４株，ＤＨＡ基因４株，ＭＯＸ基因２株，ＣＭＹ基因、

ＯＸＡ１基因和 ＡＣＴ基因各１株。未检测到含ＧＥＳ、ＶＥＢ、ＩＭＰ、ＶＩＭ、ＫＰＣ、ＣＴＸＭＧ８／２５、ＡＣＣ、ＦＯＸ、ＰＥＲ、ＯＸＡ

４８等基因的菌株，多个菌株发现携带两种以上耐药基因。结论　多重耐药菌中β内酰胺酶种类分布非常广泛，其

中以ＴＥＭ、ＣＴＸＭ和ＳＨＶ基因最为常见，某些菌株同时携带多种β内酰胺酶基因，临床进行抗菌治疗时应引起重

点关注。
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　　细菌产生β内酰胺酶是革兰阴性杆菌耐β内酰胺类抗菌

药物最普遍的机制，β内酰胺酶相关基因赋予细菌编码对应酶

的能力［１］。由于β内酰胺类抗菌药物在临床上的广泛使用，产

β内酰胺酶的菌株也变得越来越常见，并在选择和进化压力中

产生多种不同的酶基因型［２］。这些基因还往往与其他耐药相

关基因（如喹诺酮类耐药基因和磺胺类耐药基因等）共同存在，

导致细菌产生多重耐药性［３］。本研究收集５９株临床分离的多

重耐药菌，通过多重聚合酶链反应（ＰＣＲ）法检测其携带的β内

酰胺酶基因类型，分析β内酰胺酶基因在多重耐药菌中的分布

特征，为进一步研究和控制细菌耐药性提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　研究菌株为２００９～２０１０年广州医学院第一

附属医院临床分离的５９株多重耐药菌，包括２９株大肠杆菌和

３０株肺炎克雷伯菌。其中分离自尿液标本的３２株，痰液标本

１９株，血液标本７株，脓液标本１株。细菌鉴定与药敏试验的

质控菌 株 为 大 肠 杆 菌 ＡＴＣＣ２５９２２ 和 金 黄 色 葡 萄 球 菌

ＡＴＣＣ２５９２３。

１．２　仪器与试剂　ＶＩＴＥＫ２全自动微生物分析仪、细菌鉴定

卡与药敏卡为ＢｉｏＭｅｒｉｅｕｘ公司产品，ＰＣＲ仪为Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公

司产品，核酸电泳仪与凝胶成像仪为ＢｉｏＲａｄ公司产品。ＭＨ

培养基和药敏纸片由Ｏｘｏｉｄ公司提供。ＰＣＲ扩增反应混合体

系为Ｔａｋａｒａ公司产品，ＤＮＡ分子标记物购自 Ｔｉａｎｇｅｎ公司，

琼脂糖购自Ｂｉｏｗｅｓｔ公司。

１．３　细菌总ＤＮＡ的提取　采用煮沸法提取细菌总ＤＮＡ。挑

取平板上的一个单菌落，重悬于３００μＬ双蒸水中。置沸水浴

中孵育１０ｍｉｎ后，１３５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，吸取上清液至新的

微量离心管中，作为ＰＣＲ反应的ＤＮＡ模板。

１．４　ＰＣＲ引物　ＰＣＲ引物序列见表１，所有引物由上海英潍

捷基公司合成。

１．５　β内酰胺酶基因的检测　按照文献［４］报道的方法，用单

·１·检验医学与临床２０１３年１月第１０卷第１期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１３，Ｖｏｌ．１０，Ｎｏ．１
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重和多重ＰＣＲ法对２１种β内酰胺酶基因进行检测。ＰＣＲ反

应在２０μＬ体系中进行，包括２×ＰＣＲ扩增反应混合体系１０

μＬ，细菌总ＤＮＡ模板１μＬ，ＰＣＲ引物各１μＬ，并用双蒸水补

至２０μＬ。ＰＣＲ反应的条件为：９５℃预变性２ｍｉｎ，然后９５℃

变性３０ｓ，退火温度见表１，时间为３０ｓ，７２℃ 延伸１ｍｉｎ，进行

３５个循环，最后延伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物在２％的琼脂糖凝胶中

电泳４０ｍｉｎ，溴化乙锭溶液染色后用凝胶成像系统观察结果。

２　结　　果

２．１　５９株多重耐药菌的药敏结果　５９株多重耐药菌包括２９

株大肠埃希菌与３０株肺炎克雷伯菌，对氨苄西林的耐药率为

１００％，对头孢他啶的耐药率为９１．５％，对庆大霉素的耐药率

为６６．１％，对环丙沙星的耐药率为７２．９％，值得注意的是

３．４％及１．７％的菌株分别对厄他培南和亚胺培南耐药，显示

耐碳青霉烯类药物菌株的出现。对其他抗菌药物的耐药情况

见表２。

２．２　β内酰胺酶基因型分布　在２１种β内酰胺酶基因型中，

有１０种在多重耐药菌株中被检出（表３）。阳性率最高的是

ＴＥＭ，为５４．２％（３２／５９）；ＳＨＶ的阳性率为４５．８％（２７／５９）；

ＣＴＸＭＧ１、Ｇ２和Ｇ９的检出率分别为３２．２％（１９／５９）、２３．７％

（１４／５９）和５２．５％（３１／５９），说明ＣＴＸＭ型β内酰胺酶分布非

常广泛；另外，分别有４株和２株肺炎克雷伯菌检出ＤＨＡ和

ＭＯＸ基因，ＣＭＹ、ＯＸＡ１和 ＡＣＴ基因则各有１株检出。未

检到含 ＧＥＳ、ＶＥＢ、ＩＭＰ、ＶＩＭ、ＫＰＣ、ＣＴＸＭＧ８／２５、ＡＣＣ、

ＦＯＸ、ＰＥＲ、ＯＸＡ４８等基因的菌株。

表１　ＰＣＲ引物序列和反应条件

ＰＣＲ反应 基因 引物序列（５′～３′） 片段大小（ｂｐ） 退火温度（℃）

１ ＴＥＭ ＣＡＴＴＴＣＣＧＴＧＴＣＧＣＣＣＴＴＡＴＴＣ ８００ ６０

ＣＧＴＴＣＡＴＣＣＡＴＡＧＴＴＧＣＣＴＧＡＣ

ＳＨＶ ＡＧＣＣＧＣＴＴＧＡＧＣＡＡＡＴＴＡＡＡＣ ７１３

ＡＴＣＣＣＧＣＡＧＡＴＡＡＡＴＣＡＣＣＡＣ

ＯＸＡ１ ＧＧＣＡＣＣＡＧＡＴＴＣＡＡＣＴＴＴＣＡＡＧ ５６４

ＧＡＣＣＣＣＡＡＧＴＴＴＣＣＴＧＴＡＡＧＴＧ

２ ＣＴＸＭＧ１ ＴＴＡＧＧＡＡＲＴＧＴＧＣＣＧＣＴＧＹＡ ６８８ ６０

ＣＧＡＴＡＴＣＧＴＴＧＧＴＧＧＴＲＣＣＡＴ

ＣＴＸＭＧ２ ＣＧＴＴＡＡＣＧＧＣＡＣＧＡＴＧＡＣ ４０４

ＣＧＡＴＡＴＣＧＴＴＧＧＴＧＧＴＲＣＣＡＴ

ＣＴＸＭＧ９ ＴＣＡＡＧＣＣＴＧＣＣＧＡＴＣＴＧＧＴ ５６１

ＴＧＡＴＴＣＴＣＧＣＣＧＣＴＧＡＡＧ

３ ＣＴＸＭＧ８／２５ ＡＡＣＲＣＲＣＡＧＡＣＧＣＴＣＴＡＣ ３２６ ６０

ＴＣＧＡＧＣＣＧＧＡＡＳＧＴＧＴＹＡＴ

４ ＡＣＣ ＣＡＣＣＴＣＣＡＧＣＧＡＣＴＴＧＴＴＡＣ ３４６ ６０

ＧＴＴＡＧＣＣＡＧＣＡＴＣＡＣＧＡＴＣＣ

ＦＯＸ ＣＴＡＣＡＧＴＧＣＧＧＧＴＧＧＴＴＴ １６２

ＣＴＡＴＴＴＧＣＧＧＣＣＡＧＧＴＧＡ

ＭＯＸ ＧＣＡＡＣＡＡＣＧＡＣＡＡＴＣＣＡＴＣＣＴ ８９５

ＧＧＧＡＴＡＧＧＣＧＴＡＡＣＴＣＴＣＣＣＡＡ

ＤＨＡ ＴＧＡＴＧＧＣＡＣＡＧＣＡＧＧＡＴＡＴＴＣ ９９７

ＧＣＴＴＴＧＡＣＴＣＴＴＴＣＧＧＴＡＴＴＣＧ

ＣＭＹ ＣＧＡＡＧＡＧＧＣＡＡＴＧＡＣＣＡＧＡＣ ５３８

ＡＣＧＧＡＣＡＧＧＧＴＴＡＧＧＡＴＡＧＹ

ＡＣＴ ＣＧＧＴＡＡＡＧＣＣＧＡＴＧＴＴＧＣＧ ６８３

ＡＧＣＣＴＡＡＣＣＣＣＴＧＡＴＡＣＡ

５ ＧＥＳ ＡＧＴＣＧＧＣＴＡＧＡＣＣＧＧＡＡＡＧ ３９９ ６０

ＴＴＴＧＴＣＣＧＴＧＣＴＣＡＧＧＡＴ

ＰＥＲ ＧＣＴＣＣＧＡＴＡＡＴＧＡＡＡＧＣＧＴ ５２０

ＴＴＣＧＧＣＴＴＧＡＣＴＣＧＧＣＴＧＡ

ＶＥＢ ＣＡＴＴＴＣＣＣＧＡＴＧＣＡＡＡＧＣＧＴ ６４８

ＣＧＡＡＧＴＴＴＣＴＴＴＧＧＡＣＴＣＴＧ

６ ＯＸＡ４８ ＧＣＴＴＧＡＴＣＧＣＣＣＴＣＧＡＴＴ ２８１ ５７

ＧＡＴＴＴＧＣＴＣＣＧＴＧＧＣＣＧＡＡＡ

７ ＩＭＰ ＴＴＧＡＣＡＣＴＣＣＡＴＴＴＡＣＤＧ １３９ ５５

ＧＡＴＹＧＡＧＡＡＴＴＡＡＧＣＣＡＣＹＣＴ

ＶＩＭ ＧＡＴＧＧＴＧＴＴＴＧＧＴＣＧＣＡＴＡ ３９０

ＣＧＡＡＴＧＣＧＣＡＧＣＡＣＣＡＧ

ＫＰＣ ＣＡＴＴＣＡＡＧＧＧＣＴＴＴＣＴＴＧＣＴＧＣ ５３８

ＡＣＧＡＣＧＧＣＡＴＡＧＴＣＡＴＴＴＧＣ

２．３　多种β内酰胺酶基因型共存情况分析　见表４。５９株多

重耐药菌中有６７．８％（４０／５９）的菌株携带两种以上的β内酰

胺酶基因型，其中肺炎克雷伯菌携带两种以上基因型菌株更为

常见，达７６．７％（２３／３０），值得注意的是，有２株肺炎克雷伯菌
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携带５种β内酰胺酶基因型。

表２　５９株多重耐药菌株的药敏结果（％）

抗菌药物 耐药 中介 敏感

氨秝西林 １００．０ ０．０ ０．０

氨秝西林／舒巴坦 ８４．７ ８．５ ６．８

氨曲南 ９１．５ １．７ ６．８

头孢唑啉 ９６．６ ０．０ ３．４

头孢吡肟 ８６．４ ３．４ １０．２

头孢他啶 ９１．５ １．７ ６．８

头孢曲松 ９４．９ １．７ ３．４

头孢哌酮／舒巴坦 １８．６ ３９．０ ４２．４

厄它培南 ３．４ １．７ ９４．９

亚胺培南 １．７ ０．０ ９８．３

环丙沙星 ７２．９ ５．１ ２２．０

左氧氟沙星 ６６．１ ８．５ ２５．４

丁胺卡那霉素 １３．６ １．７ ８４．７

庆大霉素 ６６．１ ５．１ ２８．８

妥布霉素 ２７．２ １８．６ ５４．２

复方新诺明 ６２．７ ０．０ ３７．３

表３　５９株多重耐药菌中β内酰胺酶基因型分布情况（狀）

基因型 总阳性菌株 ＥＣＯ阳性菌株 ＫＰＮ阳性菌株

ＴＥＭ ３２ １９ １３

ＣＴＸＭＧ９ ３１ １５ １６

ＳＨＶ ２７ ０ ２７

ＣＴＸＭＧ１ １９ １１ ８

ＣＴＸＭＧ２ １４ ５ ９

ＤＨＡ ４ ０ ４

ＭＯＸ ２ ０ ２

ＣＭＹ １ ０ １

ＯＸＡ１ １ ０ １

ＡＣＴ １ ０ １

　　注：ＥＣＯ表示大肠杆菌；ＫＰＮ表示肺炎克雷伯菌。

表４　多种β内酰胺酶基因型共存的菌株数目（狀）

基因型数目 总阳性菌株 ＥＣＯ阳性菌株 ＫＰＮ阳性菌株

１ １９ １２ ７

２ ２０ １４ ６

３ １５ ２ １３

４ ３ １ ２

５ ２ ０ ２

　　注：ＥＣＯ表示大肠杆菌；ＫＰＮ表示肺炎克雷伯菌。

３　讨　　论

大肠杆菌和肺炎克雷伯菌是临床感染常见的革兰阴性菌，

近年来由于抗菌药物的广泛应用，多重耐药菌株的出现越来越

普遍［５］。β内酰胺类抗菌药物是临床治疗细菌感染的最常用

抗菌药物，但β内酰胺酶的产生和传播令细菌对这类抗菌药物

的耐药性不断增强［６］。本研究对５９株多重耐药的大肠杆菌和

肺炎克雷伯菌的药敏试验结果分析显示，这些菌株对多种青霉

素类和头孢菌素类药物的耐药性非常严重，而且出现了耐碳青

霉烯类药物的菌株。有文献报道，产β内酰胺酶的细菌往往可

同时携带对其他种类抗菌药物耐药的基因，这些菌株易发展成

多重耐药菌，给临床感染治疗带来很大的困难［７］。本研究中收

集的５９株多重耐药菌对喹诺酮类和磺胺类药物的耐药率均较

高，也证实了这一点。

对２１种β内酰胺酶基因的检测结果显示，本研究收集的

多重耐药菌株携带其中１０种。对大肠杆菌和肺炎克雷伯菌的

检出率分析显示，大肠杆菌仅检出４种β内酰胺酶基因，而肺

炎克雷伯菌则检出１０种，由此显示后者的β内酰胺酶基因型

更具多样性。多重耐药的肺炎克雷伯菌可携带多种耐药基因，

且往往是定位在可转移的质粒上，可通过在肠杆菌科细菌间的

接合作用引起这些基因的扩散，进一步加大了预防控制的难

度［８］。虽然研究菌株中包含了耐碳青霉烯类药物的菌株，但并

未检出ＶＩＭ、ＩＭＰ和 ＫＰＣ等碳青霉烯酶，说明这些菌株中碳

青霉烯类药物耐药性可能与其他因素有关，需要进一步的研究

以阐明其耐药机制。

本研究还发现多重耐药菌中同时携带多种β内酰胺酶基

因的情况十分普遍。不同的β内酰胺酶有不同的水解底物，对

仅产一种β内酰胺酶基因的菌株来说，可以选择其不能水解的

β内酰胺类抗菌药物进行治疗。但多种基因型共存于同一菌

株时，细菌往往对所有青霉素类和头孢菌素类药物都耐药，大

大增加了治疗的难度。如何控制和治疗这些菌株引起的感染，

已经成为临床抗菌治疗和医院感染控制迫切需要解决的大

问题。
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