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［摘　要］　目的　了解某院临床常见革兰阴性（Ｇ－）杆菌多重耐药株耐消毒剂基因狇犪犮犈△１狊狌犾１的产生情况。方

法　收集临床分离的Ｇ－杆菌２３５株，包括１５５株多重耐药株和８０株敏感株，采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）法检测

狇犪犮犈△１狊狌犾１基因，并进行ＤＮＡ测序。结果　在５０株产超广谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）大肠埃希菌、２７株产ＥＳＢＬｓ

肺炎克雷伯菌、５０株多重耐药的铜绿假单胞菌和２８株多重耐药的鲍曼不动杆菌中，检出狇犪犮犈△１狊狌犾１株分别为

３７、２４、４６、２８株，检出率分别为７４．００％、８８．８９％、９２．００％和１００．００％，总的检出率为８７．１０％；在非产ＥＳＢＬｓ的

大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌以及铜绿假单胞菌和鲍曼不动杆菌的敏感株（各２０株）中，分别检出狇犪犮犈△１狊狌犾１株

１６、７、５、１３株，检出率分别为８０．００％、３５．００％、２５．００％和６５．００％，总的检出率为５１．２５％。结论　该院Ｇ－杆菌

多重耐药株耐消毒剂基因狇犪犮犈△１狊狌犾１的携带率较高，加强多重耐药菌对消毒剂耐药性的监测，对临床合理使用

消毒剂具有重要意义。
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　　在革兰阴性（Ｇ－）杆菌中，临床常见的多重耐药 肠杆菌科细菌主要有产超广谱β内酰胺酶（ｅｘｔｅｎｄ
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ｅｄｓｐｅｃｔｒｕｍｂｅｔａｌａｃｔａｍａｓｅ，ＥＳＢＬｓ）的大肠埃希菌

和肺炎克雷伯菌以及多重耐药（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔ

ａｎｔ，ＭＤＲ）的鲍曼不动杆菌和铜绿假单胞菌等，表

现出对多种抗菌药物耐药，这些多重耐药菌同时也

是医院感染的重要病原菌。因此，对其耐消毒剂基

因进行研究，在医院感染预防控制方面具有重要意

义。笔者对本院２００８年１月—２００９年１２月检出

的部分菌株的耐消毒剂基因狇犪犮犈△１狊狌犾１进行了

检测分析，此部分菌株主要为产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌

和肺炎克雷伯菌、多重耐药的鲍曼不动杆菌和铜绿

假单胞菌等多重耐药株，同时，还检测了少量敏感

株，现报告如下。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株及其来源　产ＥＳＢＬｓ大肠埃希菌５０

株，产ＥＳＢＬｓ肺炎克雷伯菌２７株，对头孢他啶、庆

大霉素和哌拉西林耐药的铜绿假单胞菌５０株，对亚

胺培南、庆大霉素和头孢他啶耐药的鲍曼不动杆菌

２８株；非产ＥＳＢＬｓ的大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌各

２０株，对头孢他啶、庆大霉素和哌拉西林敏感的铜

绿假单胞菌２０株，对亚胺培南、庆大霉素和头孢他

啶敏感的鲍曼不动杆菌２０株，均为空军总医院感染

控制科保存菌株。

１．１．２　引物的设计与合成　参考ＧｅｎＢａｎｋ公布

的狇犪犮犈△１狊狌犾１基因序列设计引物，由北京赛

百盛基因技术有限公司合成。上游引物：５′

ＴＡＧＣＧＡＧＧＧＣＴＴＴＡＣＴＡＡＧＣ３′；下 游 引 物：

５′ＡＴＴＣＡＧＡＡＴＧＣＣＧＡＡＣＡＣＣＧ３′；聚合酶链

反应（ＰＣＲ）产物为３００ｂｐ。

１．１．３　主要生化试剂及工具酶　蛋白酶Ｋ、ＰＣＲ

Ｍａｒｋｅｒ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、琼脂糖，购自北京赛百

盛基因技术有限公司。

１．１．４　仪器　９６００型ＤＮＡ扩增仪，为美国Ｐｅｒｋｉｎ

Ｅｌｍｅｒ公司产品；凝胶成像系统，为美国ＵＶＰ公司产

品；台式离心机、电泳仪及电泳槽等，均为国产仪器。

１．２　方法

１．２．１　模板制备　挑纯培养菌落置入０．５ｍＬ离

心管（内已预置４００ｎｇ／ｍＬ蛋白酶Ｋ溶液），５６℃

水浴２ｈ，改９５℃水浴１０ｍｉｎ。１５０００ｒ／ｍｉｎ离心

３０ｓ，移液器吸取上清液移入另一新的０．５ｍＬ离心

管作为模板液，置－２０℃冰箱备用。

１．２．２　反应体系　反应体积５０μＬ，４种ｄＮＴＰｓ的

浓度各为２００μｍｏｌ／Ｌ，引物浓度均为０．６μｍｏｌ／Ｌ，

含ＴａｑＤＮＡ聚合酶２Ｕ，１０倍的反应缓冲液５μＬ，

ＤＮＡ模板４μＬ。９３℃预变性２ｍｉｎ后，进行３０个

循环，每次循环９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃

延伸１．５ｍｉｎ。３０个循环结束后，于７２℃延伸５

ｍｉｎ。扩增产物在２％的琼脂糖凝胶中电泳３０ｍｉｎ，

电压１００Ｖ，观察结果并测序。

２　结果

２．１　多重耐药菌株中耐消毒剂基因狇犪犮犈△１狊狌犾１

ＰＣＲ扩增结果　在５０株产ＥＳＢＬｓ的大肠埃希菌、

２７株产ＥＳＢＬｓ的肺炎克雷伯菌、５０株耐药的铜绿

假单胞菌和２８株耐药的鲍曼不动杆菌中，分别检出

耐消毒剂基因狇犪犮犈△１狊狌犾１株３７、２４、４６、２８株，检

出率 分 别 为 ７４．００％、８８．８９％、９２．００％ 和

１００．００％，总的检出率为８７．１０％。部分产ＥＳＢＬｓ

肺炎克雷伯菌的狇犪犮犈△１狊狌犾１基因ＰＣＲ扩增产物

琼脂糖凝胶电泳结果见图１。
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图１　狇犪犮犈△１狊狌犾１基因ＰＣＲ电泳图

犉犻犵狌狉犲１　Ｔｈｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆ狇犪犮犈△１狊狌犾１ｇｅｎｅ

２．２　敏感菌株中耐消毒剂基因狇犪犮犈△１狊狌犾１ＰＣＲ

扩增结果　在非产ＥＳＢＬｓ的大肠埃希菌、肺炎克雷

伯菌以及铜绿假单胞菌和鲍曼不动杆菌的敏感株

中，分别检出耐消毒剂基因狇犪犮犈△１狊狌犾１株１６、７、

５、１３株，检出率分别为８０．００％、３５．００％、２５．００％

和６５．００％，总的检出率为５１．２５％。

２．３　测序结果　产ＥＳＢＬｓ的大肠埃希菌和肺炎克

雷伯菌以及多重耐药的铜绿假单胞菌和鲍曼不动杆

菌中的狇犪犮犈△１狊狌犾１基因序列与ＧｅｎＢａｎｋ中细菌
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的狇犪犮犈△１狊狌犾１基因高度相似（≥９９．０％），并且以

上４种多重耐药菌的狇犪犮犈△１狊狌犾１基因序列完全

一致。多重耐药的鲍曼不动杆菌狇犪犮犈△１狊狌犾１基

因的ＤＮＡ序列为：ＧＧＡＣＴＴＧＣＴＣＣＣＴＣＣＧＴ

ＧＴＡＴＡＡＴＣＧＧＴＴＡＴＧＧＣＡＴＣＧＣＡＴＴＴＴＡＴＴ

ＴＴＣＴＴＴＣＴＣＴＧＧＴＴＣＴＧＡＡＡＴＣＣＡＴＣＣＣＴＧＴ

ＣＧＧＴＧＴＴＧＣＴＴＡＴＧＣＡＧＴＣＴＧＧＴＣＧＧＧＡＣＴ

ＣＧＧＣＧＴＣＧＴＣＡＴＡＡＴＴＡＣＡＧＣＣＡＴＴＧＣＣＴＧ

ＧＴＴＧＣＴＴＣＡＴＧＧＧＣＡＡＡＡＧＣＴＴＧＡＴＧＣＧＴＧ

ＧＧＧＣＴＴＴＧＴＡＧＧＴＡＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＡＡＴＴＧＣ

ＴＧＣＣＴＴＴＴＴＧＣＴＣＧＣＣＣＧＡＴＣＣＣＣＡＴＣＧＴＧＧ

ＡＡＧＴＣＧＣＴＧＣＧＧＡＧＧＣＣＧＡＣＧＣＣＡＴＧＧＴＧＡ，

不含引物共计２５９ｂｐ。

３　讨论

由于广谱抗菌药物的大量应用，Ｇ－多重耐药菌

所占的比例逐渐上升，已成为医院感染的主要病原

菌。对于耐药性细菌，除了临床上应用抗菌药物治

疗，使用消毒剂也是控制其播散的重要措施。消毒

剂杀灭病原菌的机制包括：改变细菌细胞膜通透性、

使菌体蛋白凝固变性以及改变或抑制细菌蛋白与核

酸功能基团的活性，通常一种消毒剂对细菌的影响常

以其中一方面为主，兼有其他方面的作用［１－２］。对临

床上耐药菌株而言，消毒剂的敏感性可能会降低［３］。

常用的消毒剂有多种，由于季铵盐类和双胍类

消毒剂具有毒性小，稳定性好，且对皮肤黏膜无刺

激，对消毒物品无损害等特点，在临床应用十分广

泛。但自上世纪５０年代起就发现细菌对该类消毒

剂出现了耐药现象，到目前为止已经报道的季铵盐

类消毒剂耐药基因有：狇犪犮犃、狇犪犮犅、狇犪犮犆（狇犪犮犇、

狊犿狉）、狇犪犮犈、狇犪犮犈Δ１、狇犪犮犉、狇犪犮犌、狇犪犮犎 和狇犪犮犑等９

种［３］。狇犪犮基因家族可表达细菌针对多种化合物的

主动外排泵，从而将季铵盐类、双胍类、碱性染料（孔

雀石绿）等消毒剂与防腐剂的化合物排出菌体外，出

现对这类消毒剂的耐药。在上述９种耐消毒剂基因

中，狇犪犮犈Δ１与二氢叶酸合成酶基因（狊狌犾１）互为重叠

基因，二者组成了Ⅰ类整合子的３’保守端，狊狌犾１的

存在常导致细菌对磺胺类药物耐药，所以狇犪犮犈Δ１

狊狌犾１的检测更具有临床意义。本研究发现狇犪犮犈Δ１

狊狌犾１在本院多重耐药菌中的检出率比较高，总的检

出率为８７．１０％，在多重耐药的鲍曼不动杆菌中甚

至高达１００．００％，该结果与有关报道
［４－１２］接近。通

过对４种病原菌的狇犪犮犈Δ１狊狌犾１基因序列分析发

现，所采用的引物适合多种细菌，推断不同细菌的

狇犪犮犈Δ１狊狌犾１基因可能具有高度的同源性。

本实验结果显示，Ｇ－多重耐药株的狇犪犮犈Δ１

狊狌犾１基因检出率为８７．１０％，明显高于敏感株，这可

能就是由于狇犪犮犈Δ１基因与狊狌犾１基因互相重叠的结

果。具体到每一种菌，狇犪犮犈Δ１狊狌犾１基因的携带情

况有很大差异，例如２０株非产ＥＳＢＬｓ的大肠埃希

菌中，狇犪犮犈Δ１狊狌犾１基因检出率就高达８０．００％，高于

产ＥＳＢＬｓ株，下一步需要扩大样本量进行深入研究。

对于临床检测出携带狇犪犮基因的病原菌，并非

就不能使用季铵盐类或双胍类消毒剂，但有可能造

成低浓度情况下消毒无效。因此，加强多重耐药菌

对消毒剂耐药性的监测，对临床合理使用消毒剂具

有重要的现实意义。
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