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耐碳青霉烯铜绿假单胞菌耐药机制和传播机制研究

郑　芬，芮勇宇△（南方医科大学南方医院检验医学科，广州　５１０５１５）

　　【摘要】　目的　阐明南方医科大学南方医院耐碳青霉烯铜绿假单胞菌的耐药机制和传播机制。方法　采用聚

合酶链反应（ＰＣＲ）限制性核酸片段长度多态性分析分型和测序技术对临床分离的５９株耐碳青霉烯铜绿假单胞菌

进行整合子Ⅰ、插入序列共同区（ＩＳＣＲ１）和常见碳青霉烯酶基因研究，采用肠杆菌科间重复一致性序列（ＥＲＩＣ）

ＰＣＲ技术研究传播机制。结果　５９株菌株中２０株（３４％）整合子Ⅰ阳性，１７株（２９％）整合子Ⅰ可变区阳性；９株

（１５％）ＩＳＣＲ１阳性，５株（８％）ＩＳＣＲ１可变区阳性且均携带ｑｎｒＡ１和ａｍｐＲ耐药基因盒。１株检出复杂性整合子Ⅰ，

３株检出ＶＩＭ２基因，２株检出ＩＭＰ１基因。ＥＲＩＣＰＣＲ聚类分析在８０％相似水平上聚为５２个类群。结论　整合

子Ⅰ、ＩＳＣＲ１和碳青霉烯酶在铜绿假单胞菌介导多重耐药方面有重要作用，ＥＲＩＣＰＣＲ是进行铜绿假单胞菌同源性

分析的有效方法。

【关键词】　铜绿假单胞菌；　整合子；　插入序列共同区；　碳青霉烯酶；　肠杆菌科间重复一致性序列聚合

酶链反应
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　　随着抗生素的大量使用，临床耐碳青霉烯铜绿假单胞菌日

渐增多，给临床抗感染治疗带来严峻挑战［１］。铜绿假单胞菌耐

药机制复杂，本研究主要探讨碳青霉烯酶、可移动耐药元件整

合子Ⅰ和插入序列共同区（ＩＳＣＲ１）与耐药性的关系，并采用肠

杆菌科间重复一致性序列（ＥＲＩＣ）聚合酶链反应（ＰＣＲ）对临

床分离的５９株耐碳青霉烯铜绿假单胞菌进行同源性和传播机

制研究，报道如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源及鉴定　收集南方医科大学南方医院２０１１年

１～１２月临床分离的碳青霉烯耐药的铜绿假单胞菌（排除重复

菌株）共５９株，其中２５株来自于呼吸科、１８株来自于外科重

症监护病房、１６株来自于神经内科，这些菌株均分离于下呼吸

道感染患者的痰液。所有分离的菌株采用ＢＤＰｈｏｅｎｉｘ１００仪

器进行鉴定和药敏试验，头孢哌酮／舒巴坦和米诺环素药敏试

验采用 ＫＢ法，药敏纸片购自英国 Ｏｘｏｉｄ公司。用 ＷＨＯ

ＮＥＴ５．６分析菌株药敏情况。质控菌株为大肠埃希菌（ＡＴＣＣ

２５９２２）和铜绿假单胞菌（ＡＴＣＣ２７８５３）。

１．２　仪器与试剂　德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司的ＰＣＲ扩增仪，Ｂｉｏ

Ｒａｄ公司的凝胶成像仪。ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰｓ、蛋白酶Ｋ、

ＨｉｎｆＩ均为 ＴａＫａＲａ公司产品。Ｔｒｉｓ饱和酚、氯仿、异戊醇、

１０％十二烷基磺酸钠（ＳＤＳ）购自北京鼎国生物技术有限公司。

所有引物由上海生工生物工程有限公司合成。

１．３　细菌ＤＮＡ模板制备　将菌株接种５ｍＬＬＢ肉汤，３５℃

培养１８ｈ。取菌液１０００μＬ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，细胞沉

淀物以无菌磷酸盐缓冲液洗涤，ＳＤＳ蛋白酶 Ｋ裂解后，利用

酚氯仿进行抽提，乙醇洗涤后用ＴＥ缓冲液（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，

１ｍｍｏｌ／Ｌ乙二胺四乙酸）溶解ＤＮＡ沉淀，于－２０℃保存。

１．４　Ⅰ类整合子结构研究　先采用ＰＣＲ对５９株铜绿假单胞

菌进行整合酶Ｉ基因扩增，阳性菌株进一步对其可变区即整合

子Ⅰ进行ＰＣＲ扩增。所用引物和反应体系均参照文献［２］。

可变区阳性的ＰＣＲ产物进行限制性核酸片段长度多态性分析

（ＲＦＬＰ），所用反应体系均为２０μＬ，含１０×ＨＢｕｆｆｅｒ２μＬ，

ＨｉｎｆＩ５Ｕ，５μＬ阳性ＰＣＲ产物模板，加入灭菌去离子水至２０

μＬ。３７℃酶切消化１ｈ后，１％琼脂糖凝胶电泳检测并挑选不

同谱型的ＰＣＲ产物送深圳华大基因公司测序。

１．５　ＩＳＣＲ１结构研究　先采用ＰＣＲ对５９株菌进行ＩＳＣＲ１基

因扩增，阳性菌株进一步扩增ＩＳＣＲ１可变区基因，所用引物均

参照文献［３］。
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１．６　复杂性整合子结构研究　对于整合子Ⅰ和ＩＳＣＲ１可变

区均阳性的菌株，先针对整合子Ⅰ的３′保守区和ＩＳＣＲ１的５′

保守区设计共同区引物，引物１为５′ＧＴＡＴＴＧＣＧＣＣＧＣ

ＴＣＴＴＡＧＡＣ３′，引物２为５′ＡＡＡＣＣＡ ＧＣＡＴＧＧＴＴＧ

ＧＣＴＡＣ３′。若扩增阳性，再针对整合子Ⅰ和ＩＳＣＲ１可变区设

计引物，引物３为５′ＴＣＣＣＧＡＧＧＴＣＡＣＣＡＡＧＡＴ３′，引物

４为５′ＴＴＡＣＴＣＣＣＡＡＧＧＧＴＴＣＣＡＧ３′，扩增从整合子

Ⅰ可变区到ＩＳＣＲ１可变区之间的片段。

１．７　常见碳青霉烯酶基因检测　ＰＣＲ检测碳青霉烯酶基因

ＫＰＣ、ＮＤＭ、ＩＭＰ、ＶＩＭ和ＳＰＭ。所用引物均参照文献［１，４］，

各基因的阳性对照株均为本课题组ＰＣＲ检测后经测序验证过

的临床分离株。各基因阳性的ＰＣＲ产物送深圳华大基因测序

验证。

１．８　ＥＲＩＣＰＣＲ基因分型　ＥＲＩＣＰＣＲ引物序列 ＥＲＩＣ２：

ＡＡＧＴＡＡＧＴＡＡＣＴＧＧＧＧＴＧＡＧＣＧ，反应条件为９５℃

预变性５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，２６℃退火２ｍｉｎ，７２℃延伸１

ｍｉｎ，４个循环；９４℃变性１ｍｉｎ，４０℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１

ｍｉｎ，４０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。

２　结　　果

２．１　Ｉ类整合子结构　５９株碳青霉烯耐药铜绿假单胞菌中，

２０株（３４％）整合酶Ⅰ阳性，１７株（２９％）整合子Ⅰ可变区扩增

阳性，ＲＦＬＰ分型显示，５０株整合子Ⅰ阳性菌株共分为３个谱

型分别测序。测序比对结果显示，７株为 Ａ类型，携带氨基糖

苷类耐药（ａａｃＡ４）；６株为 Ｂ 类型，携带氨基糖苷类耐药

（ａａｄＡ７）；４株为 Ｃ类型，携带氯霉素类和氨基糖苷类耐药

（ｃａｔＢ３＋ａａｃＡ４）基因盒。

２．２　ＩＳＣＲ１结构　５９株碳青霉烯耐药铜绿假单胞菌中，９株

（１５％）ＩＳＣＲ１阳性，５株（８％）检测到可变区阳性。ＲＦＬＰ分型

显示，５株为同一谱型，测序结果表明可变区携带基因盒喹诺

酮耐药（ｑｎｒＡ１）和β内酰胺类耐药（ａｍｐＲ）。

２．３　复杂性整合子结构　复杂性整合子验证结果显示，１株

整合子Ⅰ和ＩＳＣＲ１可变区均阳性的菌株共同区扩增阳性，进

一步针对整合子Ⅰ和ＩＳＣＲ１可变区设计引物进行扩增也为阳

性，提示这株菌均携带一种复杂性Ⅰ类整合子，基因盒排列为

ｃａｔＢ３＋ａａｃＡ４＋ＩＳＣＲ１＋ｑｎｒＡ１＋ａｍｐＲ。

２．４　常见碳青霉烯酶基因　５９株碳青霉烯耐药铜绿假单胞

菌中３株检出ＶＩＭ２基因，２株检出ＩＭＰ１基因，未检出其他

碳青霉烯酶基因。

２．５　ＥＲＩＣＰＣＲ基因分型结果　５９株菌株ＥＲＩＣＰＣＲ图谱

显示电泳条带集中分布在２００～５０００ｂｐ，每株菌株都扩出至

少４个条带。采用ＱｕａｎｌｉｔｙＯｎｅ软件进行聚类分析，相似性聚

类分析结果表明，５９株菌株在８０％的相似水平上被聚为５２个

类群。

３　讨　　论

铜绿假单胞菌是医院感染的重要条件致病菌，随着能够水

解碳青霉烯类抗菌药物金属β内酰胺酶的产生，对碳青霉烯类

抗菌药物及第３代头孢菌素耐药铜绿假单胞菌的分离率日渐

增多，给临床抗感染治疗带来极大的困难［５］。对碳青霉烯类

耐药主要与其产生β内酰胺酶（如金属酶）有关，而且这些耐药

基因常位于整合子和ＩＳＣＲ等耐药元件的可变区基因盒中。

整合子是一种运动性的ＤＮＡ分子，具有捕获外源游离基因片

段的功能，是细菌遗传和变异的天然克隆和表达系统，临床以

Ｉ类常见
［６］。ＩＳＣＲ１也是一种强大的耐药基因捕获元件，属于

ＩＳ１ｌｉｋｅ家族，通过滚环复制的方式转作邻近的耐药基因，常位

于普通整合子Ⅰ的３′末端
［７］。

本院分离的５９株碳青霉烯铜绿假单胞菌均为多重耐药，

研究发现整合子Ⅰ主要携带ａａｃＡ４、ａａｄＡ７和ｃａｔＢ３，ＩＳＣＲ１主

要携带ｑｎｒＡ１和ａｍｐＲ，复杂性整合子更是同时携带ａａｃＡ４、

ｃａｔＢ３、ｑｎｒＡ１和ａｍｐＲ，提示整合子Ⅰ和ＩＳＣＲ１在铜绿假单胞

菌介导多重耐药方面有重要作用。５９株菌株中５株携带金属

酶基因，携带率为８％，表明除了金属酶的水解作用可以使铜

绿假单胞菌对碳青霉烯类药物产生抵抗之外，还有其他机制参

与，如膜孔蛋白的缺失、外排泵的过度表达等［８］；同时也提示本

院铜绿假单胞菌已有金属酶产生，这和碳青霉烯类抗菌药物在

本院广泛应用密切相关，应引起临床和控制感染部门的高度关

注，应杜绝不合理使用碳青霉烯类抗菌药物的现象。

铜绿假单胞菌是医院内感染的重要致病菌，医院内感染的

原因主要是：（１）外源性交叉感染；（２）受自身免疫功能低下所

致的内源性感染。ＥＲＩＣＰＣＲ操作简单、分型效率高、价格低

廉，非常适合于研究医院内感染传播机制［９］。本院临床分离的

５９株菌株均能扩增出条带，分辨率高，图谱聚类分析显示８０％

的相似水平上被聚为５２个类群，基因型分散，未显示亲密的亲

缘关系，不存在克隆传播现象，由此表明５９例耐碳青霉烯铜绿

假单胞菌感染患者均为散发，不存在暴发或流行。
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