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多重耐药鲍曼不动杆菌耐药性与整合子关系研究
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［摘　要］　目的　了解多重耐药鲍曼不动杆菌整合子的表达及耐药基因的携带情况。方法　收集２０１２年８—

１０月某院临床分离的５１株多重耐药鲍曼不动杆菌，对其进行药敏试验；采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ类整合

酶基因及整合子可变区基因盒，应用限制性片段长度多态性（ＲＦＬＰ）分析和测序结果进行同源性分析。结果　多重

耐药鲍曼不动杆菌整合酶基因阳性率为７８．４３％（４０／５１），均为Ⅰ类整合子，未检出Ⅱ、Ⅲ类整合子。Ⅰ类整合子阳性菌

中，３９株（９７．５０％）扩增出可变区，检出５种耐药基因盒组合形式，分别为ａａｃＡ４（１４株）、ａａｃＡ４＋ｃａｔＢ８（２２株）、ａｒｒ３＋

ａａｃＡ４（１株）、ｄｆｒＡ１５（１株）和ａｒｒ３（１株）。结论　该院临床分离的多重耐药鲍曼不动杆菌的耐药性可能与Ⅰ类整

合子表达有关。Ⅰ类整合子主要携带ａａｃＡ４、ａａｃＡ４＋ｃａｔＢ８、ａｒｒ３＋ａａｃＡ４、ｄｆｒＡ１５和ａｒｒ３基因盒。

［关　键　词］　鲍曼不动杆菌；多重耐药性；抗药性，微生物；整合子；基因盒；医院感染

［中图分类号］　Ｒ３７８．９９　　［文献标识码］　Ａ　　［文章编号］　１６７１－９６３８（２０１４）１２－０７０５－０５

犚犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆犫犲狋狑犲犲狀狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲犪狀犱犻狀狋犲犵狉狅狀狅犳犿狌犾狋犻犱狉狌犵狉犲狊犻狊狋犪狀狋犃犮犻狀犲

狋狅犫犪犮狋犲狉犫犪狌犿犪狀狀犻犻

犎犝犃犖犌犉犪狀１，犢犝犃犖 犎犪犻狀犻狀犵
１，犙犐犖犑犻狀犪犻１，犛犝犕犻狀犵犺狌犪

１，犔犐犃犖犌犇犪狅犫犻狀２，犌犝犗犛犺犻

犺狌犻１（１犜犺犲犉犻狉狊狋犃犳犳犻犾犻犪狋犲犱犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犌狌犪狀犵狓犻犕犲犱犻犮犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犖犪狀狀犻狀犵５３００２１，犆犺犻

狀犪；２犢狌犾犻狀犚犲犱犆狉狅狊狊犎狅狊狆犻狋犪犾，犖犪狀狀犻狀犵５３７０００，犆犺犻狀犪）

［犃犫狊狋狉犪犮狋］　犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｒｅｓｉｓｔａｎｔｇｅｎｅｏｆｉｎｔｅｇｒｏｎｉｎｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔ犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉

犫犪狌犿犪狀狀犻犻（ＭＤＲＡｂ）．犕犲狋犺狅犱狊　５１ｓｔｒａｉｎｓｏｆＭＤＲＡｂｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍａｈｏｓｐｉｔａｌｉｎＡｕｇｕｓｔＯｃｔｏｂｅｒ２０１２ｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄ，

ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄ．ＣｌａｓｓＩ（ＩｎｔＩ），ＩＩ（ＩｎｔＩＩ）ａｎｄＩＩＩ（ＩｎｔＩＩＩ）ｏｆｉｎｔｅｇｒａｓｅｇｅｎｅｓａｎｄｉｎｔｅ

ｇｒｏｎｖａｒｉａｂｌｅｒｅｇｉｏｎｇｅｎｅｃａｓｓｅｔｔｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＰＣＲ），ａｎｄｔｈｅｈｏｍｏｌｏｇｙｏｆｉｎｔｅｇｒｏｎｖａｒｉａ

ｂｌｅｒｅｇｉｏｎｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ （ＲＦＬＰ）ａｎｄＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．

犚犲狊狌犾狋狊　ＰｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｏｆｉｎｔｅｇｒａｓｅｇｅｎｅｉｎＭＤＲＡｂｗａｓ７８．４３％（４０／５１）．ＡｌｌｇｅｎｅｓｂｅｌｏｎｇｅｄｔｏＩｎｔＩ，ｗｈｉｌｅＩｎｔⅡａｎｄＩｎｔ

Ⅲｗｅｒｅｎｏｔｆｏｕｎｄ．Ｖａｒｉａｂｌｅｒｅｇｉｏｎｃａｓｓｅｔｔｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎ９７．５０％ （狀＝３９）ｏｆＩｎｔＩ，ｔｈｅｒｅｗｅｒｅ５ｔｙｐｅｓｏｆｉｎｔｅｇｒｏｎｇｅｎｅ

ｃａｓｓｅｔｔｅｓ：ａａｃＡ４ｉｎ１４ｓｔｒａｉｎｓ，ａａｃＡ４＋ｃａｔＢ８ｉｎ２２ｓｔｒａｉｎｓ，ａｒｒ３＋ａａｃＡ４ｉｎ１ｓｔｒａｉｎ，ｄｆｒＡ１５ｉｎ１ｓｔｒａｉｎａｎｄａｒｒ３ｉｎ１

ｓｔｒａｉｎ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＭＤＲＡｂｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｉｓｈｏｓｐｉｔａｌｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈＩｎｔＩｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．ＩｎｔＩｃａｒｒｉｅｄｇｅｎｅｃａｓｓｅｔｔｅｓａｓ

ｆｏｌｌｏｗｓ：ａａｃＡ４，ａａｃＡ４＋ｃａｔＢ８，ａｒｒ３＋ａａｃＡ４，ｄｆｒＡ１５ａｎｄａｒｒ３．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉犫犪狌犿犪狀狀犻犻；ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ｍｉｃｒｏｂｉａｌ；ｉｎｔｅｇｒｏｎ；ｇｅｎｅｃａｓｓｅｔｔｅ；

ｈｅａｌｔｈｃａｒｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
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　　随着抗菌药物的广泛使用，多重耐药鲍曼不动

杆菌日渐增多。多重耐药鲍曼不动杆菌是指对下列

５类抗菌药物中至少３类耐药的菌株，包括抗假单

胞菌头孢菌素、抗假单胞菌碳青霉烯类抗生素、含有
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β内酰胺酶抑制剂的复合制剂（包括哌拉西林／他唑

巴坦、头孢哌酮／舒巴坦、氨苄西林／舒巴坦）、喹诺酮

类和氨基糖苷类药物。研究［１］表明，鲍曼不动杆菌

的多重耐药性与整合子有关。整合子可以分为

６类，其中Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ类整合子与耐药性有明确关

系［２］。整合子－基因盒系统于１９９１年由 Ｈａｌｌ等
［３］

正式提出，是细菌基因组中可移动的遗传物质，可将

许多耐药基因整合在一起，从而形成细菌的多重耐

药性［４］。本研究组通过对临床收集的多重耐药鲍曼

不动杆菌进行药敏试验、整合子及可变区基因盒检

测，了解多重耐药鲍曼不动杆菌的耐药机制。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株来源　收集２０１２年８—１０月广西医科

大学第一附属医院住院患者非重复分离的多重耐药

鲍曼不动杆菌５１株。标本包括痰液、创面分泌物、

血液、尿液和组织等。质控菌为大肠埃希菌ＡＴＣＣ

２５９２２和铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ２７８５３。

１．１．２　主要试剂 　ＰｒｅｍｉｘＥＸＴａｑＰＣＲ 反应液、

Ａｌｕｌ、１０× 酶 切 通 用 缓 冲 液 及 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ

ＤＬ１０００、ＤＬ２０００、ＤＬ５０００，均购自北京康为世纪生

物科技有限公司。聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增试剂

盒、ＰＣＲ引物及ＰＣＲ产物测序均由生工生物工程

（上海）有限公司提供。

１．１．３　主要仪器　包括ＶＩＴＥＫⅡ全自动微生物

鉴定药敏分析仪（法国生物梅里埃公司）、ＰＥ９７００

ＰＣＲ扩增仪（美国ＡＢＩ公司）、稳压电泳仪（北京六

一仪器厂ＤＹＹ８Ｂ）、水平电泳槽（北京六一仪器厂

ＤＹＣＰ３１ＤＮ）、ＢｉｏＲａｄＧｅｌＤｏｃ凝胶电泳成像分析

系统 （美国Ｂｉｏｒａｄ公司）、离心机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

公司Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４２４）。

１．２　方法

１．２．１　细菌培养、菌种鉴定及药敏检测　鲍曼不动

杆菌的分离和培养严格按照《全国临床检验操作规

程》操作。采用 ＶＩＴＥＫⅡ细菌鉴定仪配套的ＧＮＩ

卡鉴定菌种，检测其对抗菌药物的敏感性；按照美国

临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）２０１０年标准判读结

果。使用 ＡＴＣＣ２５９２２和 ＡＴＣＣ２７８５３标准菌株

进行质控。

１．２．２　细菌ＤＮＡ模板的制备　细菌ＤＮＡ模板的

提取按照上海生工柱式细菌基因组ＤＮＡ抽提试剂

盒实验操作步骤进行。

１．２．３　扩增整合酶基因　引物参考文献［５］合成，

见表１；反应体系参考文献［６］，反应条件为９４℃预

变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５３℃退火３０ｓ，７２℃延伸

１．５ｍｉｎ，共３５个循环，最后延伸７２℃７ｍｉｎ。用

１．２％琼脂糖凝胶、１００Ｖ 恒压电泳３５ｍｉｎ，选用

５μＬＤＬ１０００分子量标准的 Ｍａｒｋｅｒ。于凝胶成像

系统成像，挑选４株阳性产物送生工生物工程（上

海）有限公司测序。

１．２．４　Ⅰ类整合子可变区　参考文献［７］，应用

ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０引物设计软件设计引物，见表１。

反应体系参考文献［６］，反应条件为９４℃预变性

１０ｍｉｎ，９４℃变性１ｍｉｎ，５６℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸

５ｍｉｎ，共３０个循环，最后延伸７２℃７ｍｉｎ。用０．８％

琼脂糖凝胶、１００Ｖ 恒压电泳３５ｍｉｎ，选用５μＬ

ＤＬ５０００分子量标准的Ｍａｒｋｅｒ。凝胶成像系统成像。

表１　各类引物

犜犪犫犾犲１　Ａｌｌｋｉｎｄｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ Ｐｒｏｄｕｃｔｌｅｎｇｔｈ（ｂｐ）

ＩｎｔⅠＦ ＡＣＧＡＧＣＧＣＡＡＧＧＴＴＴＣＧＧＴ ５６５

ＩｎｔⅠＲ ＧＡＡＡＧＧＴＣＴＧＧＴＣＡＴＡＣＡＴＧ ５６５

ＩｎｔⅡＦ ＧＴＧＣＡＡＣＧＣＡＴＴＴＴＧＣＡＧＧ ４０３

ＩｎｔⅡＲ ＣＡＡＣＧＧＡＣＡＴＧＣＡＧＡＴＧ ４０３

ＩｎｔⅢＦ ＣＡＴＴＴＧＴＧＴＴＧＴＧＧＡＣＧＧＣ ７１７

ＩｎｔⅢＲ ＧＡＣＡＣＡＴＡＣＧＴＧＴＴＴＧＧＣＡＡ ７１７

ＩｎｔＣＳＦ ＧＧＣＡＴＣＣＡＡＧＣＡＧＣＡＡＧ ８００－３０００

ＩｎｔＣＳＲ ＡＡＧＣＡＧＡＣＴＴＧＡＣＣＴＧＡ ８００－３０００

　　ＩｎｔＣＳ：ｖａｒｉａｂｌｅｒｅｇｉｏｎｏｆＩｎｔⅠｃａｓｓｅｔｔｅｓ

１．２．５　酶切体系及电泳条件　对于条带大小相同

的可变区扩增产物，用限制性片段长度多态性

（ＲＦＬＰ）分析法进行同源性分析。酶切体系：Ａｌｕｌ

０．５０μＬ（１０Ｕ／μＬ），ＰＣＲ产物１０μＬ，１０×酶切通

用缓冲液２μＬ，无菌去离子水７．５０μＬ，共２０μＬ；

３７℃水浴１ｈ。将酶切后的１０μＬＰＣＲ产物加２μＬ

１０×缓冲液上样。用１％琼脂糖凝胶、１００Ｖ恒压电

泳３５ｍｉｎ，选用５μＬＤＬ２０００分子量标准的Ｍａｒｋ

ｅｒ。凝胶成像系统成像。将不同结构的可变区扩增

产物各挑选１株送生工生物工程（上海）有限公司

测序。
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２　结果

２．１　药敏试验结果　５１株多重耐药鲍曼不动杆菌

中，４０株（７８．４３％）携带Ⅰ类整合酶基因。Ⅰ类整

合子阳性和阴性菌株对庆大霉素、左氧氟沙星的耐

药率差异有统计学意义（均犘＜０．０５）。见表２。

表２　Ⅰ类整合子阳性和阴性鲍曼不动杆菌对常用抗菌药物的耐药性比较

犜犪犫犾犲２　ＲｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆＩｎｔＩｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅＡｂｔｏｃｏｍｍｏｎｌｙｕｓｅｄａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ

Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ
ＰｏｓｉｔｉｖｅｏｆｉｎｔⅠ（狀＝４０）

Ｓ Ｉ Ｒ

Ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ｒａｔｅ（％）

ＮｅｇａｔｉｖｅｏｆｉｎｔⅠ（狀＝１１）

Ｓ Ｉ Ｒ

Ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ｒａｔｅ（％）
χ
２ 犘

Ａｍｉｋａｃｉｎ ２４ ２ １４ ３５．００ ９ ０ ２ １８．１８ ０．４８７ ０．４８５

Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ０ ０ ４０ １００．００ ０ ０ １１ １００．００ － －

Ａｚｔｒｅｏｎａｍ １ １ ３８ ９５．００ ０ ０ １１ １００．００ ０．０００ １．０００

Ｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅ １ ０ ３９ ９７．５０ ０ １ １０ ９０．９１ ０．０１４ ０．９０４

Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ １ ０ ３９ ９７．５０ １ ０ １０ ９０．９１ ０．０１４ ０．９０４

Ｃｅｆｔｒｉａｘｏｎｅ ０ １ ３９ ９７．５０ ０ １ １０ ９０．９１ ０．０１４ ０．９０４

Ｃｅｆｏｔｅｔａｎ ０ ０ ４０ １００．００ ０ ０ １１ １００．００ － －

Ｃｅｆａｚｏｌｉｎ ０ ０ ４０ １００．００ ０ ０ １１ １００．００ － －

Ｃｅｆｅｐｉｍｅ ２ ２ ３６ ９０．００ ０ ０ １１ １００．００ ０．２１１ ０．６４６

Ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ １ ０ ３９ ９７．５０ １ ４ ６ ５４．５５ １１．４７６ ０．００１

Ｉｍｉｐｅｎｅｍ ５ ２ ３３ ８２．５０ ０ ０ １１ １００．００ ０．９９８ ０．３１８

Ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎ ５ ２ ３３ ８２．５０ １ ９ １ ９．０９ １７．７４９ ０．０００

Ｎｉｔｒｏｆｕｒａｎｔｏｉｎ ０ ０ ４０ １００．００ ０ ０ １１ １００．００ － －

Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ／ｓａｌｂａｃｔａｍ ５ ２ ３３ ８２．５０ ０ ０ １１ １００．００ ０．９９８ ０．３１８

Ｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｘａｚｏｌｅ／ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ １ ０ ３９ ９７．５０ １ ０ １０ ９０．９１ ０．０１４ ０．９０４

Ｔｏｂｒａｍｙｃｉｎ ２ ０ ３８ ９５．００ ３ ０ ８ ７２．７３ ２．６４９ ０．１０４

Ｐｉｐｅｒａｃｉｌｌｉｎ／ｔａｚｏｂａｃｔａｍ １ ４ ３５ ８７．５０ ０ ２ ９ ８１．８２ ０．０００ １．０００

　　Ｓ：ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ；Ｉ：ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ；Ｒ：ｒｅｓｉｓｔａｎｔ

２．２　整合子分类　４０株菌携带Ⅰ类整合酶基因，

挑选其中４株测序，结果显示，均为ＩｎｔⅠ型基因，未

检出Ⅱ、Ⅲ类整合子。整合酶基因电泳图及测序图

谱见图１～２。

２．３　可变区扩增结果及酶切图谱　Ⅰ类整合子阳性

菌中，３９株（９７．５０％）扩增出可变区。可变区阳性菌

株扩增产物共有４种类型大小条带，分别为２３００ｂｐ

（３６株）、１４００ｂｐ（１株）、７００ｂｐ（１株）和１２０ｂｐ

（１株）；其中２３００ｂｐ的产物经ＲＦＬＰ分型后分为

２个类型，即Ａ型（１４株）和Ｂ型（２２株）。Ⅰ类整合子

可变区电泳图、测序图谱及酶切产物电泳图见图３～５。
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图１　整合酶基因扩增电泳图
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图２　整合酶基因多重ＰＣＲ产物基因部分测序结果图
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图３　５类不同结构Ⅰ类整合子可变区电泳图

犉犻犵狌狉犲３　Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆｖａｒｉａｂｌｅｒｅｇｉｏｎ

ｏｆ５ｄｉｆｆｅｒｅｎｔＩｎｔⅠ

２．４　Ⅰ类整合子可变区测序　将４种不同条带的

可变区ＰＣＲ扩增产物进行测序（２３００ｂｐ产物Ａ、Ｂ

型各随机挑选１株），经ＢＬＡＳＴ比对分析，２３００ｂｐ

（Ａ型）、２３００ｂｐ（Ｂ型）、１４００ｂｐ、７００ｂｐ、１２０ｂｐ

的可变区基因盒组合分别为ａａｃＡ４、ａａｃＡ４＋ｃａｔＢ８、

ａｒｒ３＋ａａｃＡ４、ｄｆｒＡ１５、ａｒｒ３。各型扩增产物序列分

别与ＧｅｎＢａｎｋ中的登录号对比，其序列同源性均为

９９％。
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图４　部分Ⅰ类整合子可变区测序结果图
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图５　ＲＦＬＰ酶切电泳图

犉犻犵狌狉犲５　ＥｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆＲＦＬＰ

３　讨论

近年来，随着抗菌药物的广泛应用，鲍曼不动杆

菌的多重耐药性已成为日趋严重的问题。携带整合

子是鲍曼不动杆菌的耐药机制之一。整合子可根据

整合酶的不同分为６类，其中Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ类整合子与

耐药性有关。

本实验结果显示，５１株鲍曼不动杆菌中，有４０

株携带Ⅰ类整合子，未发现Ⅱ、Ⅲ类整合子，提示Ⅰ

类整合子可能是本院多重耐药鲍曼不动杆菌最常见

整合子类型。国内其他地区报道医院感染多重耐药

鲍曼不动杆菌亦以携带Ⅰ类整合子为主
［８］。４０株

携带Ⅰ类整合子的菌株中，３９株扩增出可变区，测

序结果显示所携带基因盒形式有５种类型，即ａａ

ｃＡ４、ａａｃＡ４＋ｃａｔＢ８、ａｒｒ３＋ａａｃＡ４、ｄｆｒＡ１５和ａｒｒ３。

所用引物是根据Ⅰ类整合子可变区两侧的保守区设

计，可以认为所检出基因位于Ⅰ类整合子可变区内。

ａａｃＡ４编码氨基糖苷乙酰基转移酶，介导阿米卡星、

奈替米星、妥布霉素等耐药；ｃａｔＢ８编码氯霉素乙酰

转移酶，介导氯霉素耐药；ａｒｒ３编码利福平ＡＤＰ核

糖基转移酶，介导利福平耐药；ｄｆｒＡ１５编码二氢叶

酸还原酶，介导甲氧苄啶耐药。ａａｃＡ４、ｃａｔＢ８、ａｒｒ３
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和ａａｄＡ１是国内各地报道鲍曼不动杆菌最常见的

耐药基因盒。Ｌａｉ等
［９］认为，细菌耐药基因的出现

与抗菌药物使用频率有关。本院多重耐药鲍曼不动

杆菌中未检出ａａｄＡ１，该基因编码氨基糖苷核苷转

移酶，引起对链霉素和大观霉素耐药，可能与本院很

少使用这两类抗菌药物有关。

ｄｆｒＡ１５编码二氢叶酸还原酶，介导甲氧苄啶耐

药。甲氧苄啶是复方磺胺甲口恶唑的药物成分之一。

近年来，临床已基本不使用该类药物，而本研究却检

出ｄｆｒＡ１５，原因不明。

本研究共检出５种基因盒组合形式，每种组合

最多携带２种耐药基因盒，这与药敏试验中的多重

耐药性不吻合。分析原因，可能是基因盒片段过长，

不能有效扩增。常规ＰＣＲ扩增有效产物大小应在

２～３ｋｂ，有些整合子可变区含多个耐药基因盒，超

过有效扩增范围，且若１株菌同时存在２个以上大

小片段不等的整合子结构，则ＰＣＲ扩增时可能仅扩

出小片段整合子［１０］。因此，本实验中Ⅰ类整合子可

变区的结构仍有待进一步深入研究。

本组药敏试验结果显示，Ⅰ类整合子阳性和阴性

菌株对亚胺培南的耐药率差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。据梁道斌等
［１１］研究推测，本院鲍曼不动杆菌

对亚胺培南耐药的原因可能是含有碳青霉烯酶。

为明确整合子可变区所携带的耐药基因，需进

行ＤＮＡ测序分析，当样本量较大时，对所有标本进

行测序则经济成本过高。运用 ＲＦＬＰ技术对条带

大小相同的可变区扩增产物进行同源性分析，如果

ＲＦＬＰ带型相同，可以认为两个扩增产物属同一类

型，具有相同的基因结构，仅需选取１株进行测序，

所得结果代表了这一类型的可变区片段所携带的基

因。这一方法应用于整合子耐药基因分析，可以节

约实验成本，降低工作量。

综上所述，该院多重耐药鲍曼不动杆菌的耐药

性与Ⅰ类整合子密切相关，且仍可能存在其他耐药

机制，如质粒、转座子、整合型噬菌体及主动外排系

统等，有待进一步研究。
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