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［摘　要］　目的　了解某院重症监护室（ＩＣＵ）分离的多重耐药鲍曼不动杆菌（ＭＤＲＡＢ）Ⅰ型整合子阳性率，并分

析ＭＤＲＡＢ的同源性，探讨Ⅰ型整合子参与耐药、传播的分子机制。方法　收集２００８年１月—２００９年１２月该

ＩＣＵ分离的４０株ＭＤＲＡＢ，采用ＫＢ纸片扩散法检测其耐药性，聚合酶链反应（ＰＣＲ）进行Ⅰ类整合子可变区扩

增、克隆测序，分析Ⅰ类整合子基因结构。应用脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）分析ＭＤＲＡＢ的同源性。结果　７５．００％

（３０／４０）的菌株Ⅰ类整合子阳性，共检测出两种基因盒，分别为犪犪犮犃４犮犪狋犅８犪犪犱犃１和犪犪犮犆１狅狉犳犡狅狉犳犡狅狉犳犡’

犪犪犱犃１。ＰＦＧＥ结果表明，４０株菌分为４个克隆，其中有２６株属于Ｂ克隆，为主要流行菌株型。结论　Ⅰ类整合

子在ＭＤＲＡＢ中广泛存在，可能通过水平传播方式在ＩＣＵ中传播。携带犪犪犮犃４犮犪狋犅８犪犪犱犃１整合子的ＭＤＲＡＢ

引起了ＩＣＵ鲍曼不动杆菌的流行。
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　　鲍曼不动杆菌是医院感染的重要条件致病菌， 其感染日益增多，仅次于铜绿假单胞菌和大肠埃希
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菌［１］。随着抗菌药物的广泛使用，多重耐药鲍曼不

动杆菌（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔ犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉犫犪狌犿犪狀

狀犻犻，ＭＤＲＡＢ）的临床分离比例不断增加
［２］。整合

子—基因盒系统是细菌基因组中可移动的遗传元

件，可将多个耐药基因整合在一起，形成细菌的多重

耐药，是细菌耐药与传播的重要方式［３］。本研究针

对重症监护室（ＩＣＵ）临床分离的鲍曼不动杆菌，研

究Ⅰ类整合子在 ＭＤＲＡＢ耐药及传播机制中的作

用，现报告如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　ＭＤＲＡＢ分离自某院２００８年１

月—２００９年１２月ＩＣＵ 患者痰标本，共４０株。

ＭＤＲＡＢ根据目前国际公认的定义
［４］确定，即对３

类及以上抗菌药物耐药的鲍曼不动杆菌。

１．２　试剂与仪器　聚合酶链反应（ＰＣＲ）及克隆试

剂购自宝生物（大连）有限公司，所用引物均由上海

英俊生物技术有限公司合成。ＱＩＡＧＥＮ凝胶回收

试剂盒、ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ限制性内切酶Ａｐａ

Ⅰ、ｃｌｅａｎｃｕｔａｇａｒｏｓｅ购自美国Ｂｉｏｒａｄ公司。主要

仪器为ＰＣＲ扩增仪（Ｂｉｏｒａｄ公司１０００）、Ｐｕｌｓｅｄ

ＦｉｅｌｄＣｅｒｔｉｆｉｅｄＡｇａｒｏｓｅ（Ｂｉｏｒａｄ公司）、凝胶成像系

统（Ｂｉｏｒａｄ公司）、ＣＨＥＦＤＲⅢ脉冲场电泳仪（Ｂｉｏ

ｒａｄ，ＵＳＡ）。

１．３　菌株鉴定及药敏试验　采用ＶＩＴＥＫ２微生

物自动检测仪鉴定菌种；美国临床实验室标准化研

究所（ＣＬＳＩ）推荐的ＫＢ纸片扩散法测定菌株对哌

拉西林（ＰＦＰ）、哌拉西林／他唑巴坦（ＴＺＰ）、替卡西

林／克拉维酸（ＴＩＭ）、头孢曲松（ＣＲＯ）、头孢噻肟

（ＣＴＸ）、头孢吡肟 （ＦＥＰ）、头孢哌酮／舒巴坦

（ＣＦＰＳ，２!１）、亚 胺 培 南 （ＩＰＭ）、美 罗 培 南

（ＭＥＭ）、庆大霉素（ＧＥＮ）、阿米卡星（ＡＭＫ）、米诺

环素（ＭＩＮ）、环丙沙星（ＣＩＰ）、左氧氟沙星（ＬＶＸ）、

复方磺胺甲口恶唑（ＳＸＴ）等１５种抗菌药物的敏感程

度。

１．４　ＰＣＲ扩增Ⅰ类整合子可变区　应用煮沸法提

取细菌ＤＮＡ模板。可变区保守引物为ｉｎｔＣＳ５’：

ＧＧＣＡＴＣＣＡＡＧＣＡＧＣＡＡＧ；ｉｎｔＣＳ３’：ＡＡＧＣＡＧＡ

ＣＴＴＧＡＣＣＴＧＡ。ＰＣＲ体系总体积５０μＬ，其中

１０×Ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，ｄＮＴＰｓ（２００μｍｏｌ／Ｌ）４μＬ，上下

游引物（１０ｐｍｏｌ）各２μＬ，Ｔａｑ聚合酶（１．２５Ｕ）

２．５μＬ，ＤＮＡ模板１μＬ。ＰＣＲ循环参数：９５℃预

变性２ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ；５５℃退火３０ｓ；７２℃延伸

５ｍｉｎ；循环３０次后，７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增

后，用凝胶回收试剂盒回收目的片段，将其连接至

ｐＭＤ１９ＴＳｉｍｐｌｅＶｅｃｔｏｒ，转化犈．犮狅犾犻ＤＨ５α，３７℃

过夜培养。挑白色菌落，菌落经ＰＣＲ检测阳性克隆

后，送ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司测序。

１．５　脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）　分离菌株接种于

ＬＢ液体培养基中，３７℃培养过夜。离心收集菌液，

１×ＴＥ重悬，加入等体积的２％ｃｌｅａｎｃｕｔａｇａｒｏｓｅ，

立即混匀后加入模具，制成胶块。将胶块放入３００

μＬ的细胞裂解液（１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ、１００ｍｍｏｌ／Ｌ

ＥＤＴＡ），加入５μＬ２０ｍｇ／ｍＬ的蛋白酶Ｋ，５０℃

过夜。１×ＴＥ洗３次，每次１ｈ。每块小胶加５０Ｕ

犃狆犪Ⅰ内切酶，２５℃过夜。应用ＣＨＥＦＤＲⅢ脉冲

场电泳仪，０．５×ＴＢＥ，１％ ＰｕｌｓｅｄＦｉｅｌｄＣｅｒｔｉｆｉｅｄ

Ａｇａｒｏｓｅ，１４℃，６Ｖ／ｃｍ，ｉｎｃｌｕｄｅｄａｎｇｅｌ１２０°，线性，

转换时间为０．５—２０ｓ，时间２０ｈ。电流结束，ＥＢ

染色后成像。应用ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓ软件对图像进行分

析，选择 ＵＰＧＭＡ（ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄｐａｉｒｇｒｏｕｐｍｅｔｈｏｄ

ｕｓｉｎｇａｒｉｔｈｍｅｔｉｃａｖｅｒａｇｅｓ）方法，条带位置差异容许

度２％，优化值０．８％。相似度≥８５％为同一亚型，

代表同一克隆株；＜８５％者为不同的基因型，代表不

同克隆株。

１．６　质控菌株　质控菌株为大肠埃希菌ＡＴＣＣ

２５９２２，铜绿假单胞菌ＡＴＣＣ２７８５３，金黄色葡萄球

菌ＡＴＣＣ２５９２３，结果参照２００９ＣＬＳＩ标准判定。

２　结果

２．１　药敏结果　４０株ＭＤＲＡＢ对ＭＩＮ的敏感率

最高（３５．００％，１４／４０），其次为 ＣＦＰＳ（敏感率

１２．５０％，５／４０）；另２１株菌为泛耐药株，见表１。

２．２　ＰＦＧＥ分析　采用ＰＦＧＥ对４０株 ＭＤＲＡＢ

进行同源性分析，结果显示共４组类型，分别命名为

Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ，相似度≥７４．１０％，见图１。其中６株菌

属于Ａ组，２６株菌属于Ｂ组，Ｃ、Ｄ组分别有３株和

５株菌。根据相似度≥８５％为同一亚型，代表同一

克隆株，Ａ组有Ａ１、Ａ２克隆；Ｂ组分为Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３、

Ｂ４、Ｂ５克隆；Ｄ组分为Ｄ１、Ｄ２克隆。
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表１　ＩＣＵ分离的ＭＤＲＡＢ基本信息及特征

犜犪犫犾犲１　ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＭＤＲＡＢｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍＩＣＵ

ＩｓｏｌａｔｅｓＮｏ． ＤａｔｅｏｆＡＢｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｃａｓｓｅｔｔｅｔｙｐｅ ＰＦＧＥｔｙｐｅ Ｐａｎｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ

４５６８ ２００９－１０－１３ Ｔｙｐｅ１ Ａ１ Ｎｏ ＭＩＮ

５４６８ ２００９－１１－２０ Ｎｏｉｎｔｅｇｒｏｎ Ａ１ Ｎｏ ＭＩＮ

１３１６ ２００９－０３－２５ Ｔｙｐｅ１ Ａ１ Ｎｏ ＭＩＮ

５９８５ ２００９－１２－１０ Ｎｏｉｎｔｅｇｒｏｎ Ａ１ Ｎｏ ＣＦＰＳ　ＦＥＰ

１５６６ ２００９－０４－０９ Ｔｙｐｅ１ Ａ２ Ｎｏ ＭＩＮ

２１１０ ２００９－０５－１３ Ｔｙｐｅ１ Ａ２ Ｎｏ ＭＩＮ

４００６ ２００９－０９－０９ Ｔｙｐｅ１ Ｂ１ Ｙｅｓ －

４１２８ ２００９－０９－１５ Ｔｙｐｅ１ Ｂ１ Ｙｅｓ －

４３５８ ２００９－０９－２６ Ｔｙｐｅ１ Ｂ１ Ｙｅｓ －

３９８３ ２００９－０９－０３ Ｔｙｐｅ１ Ｂ１ Ｙｅｓ －

３６９６ ２００９－０８－２４ Ｔｙｐｅ１ Ｂ１ Ｙｅｓ －

４４９２ ２００９－１０－１０ Ｔｙｐｅ１ Ｂ２ Ｎｏ ＣＦＰＳ

４７９１ ２００９－１０－２２ Ｔｙｐｅ１ Ｂ２ Ｙｅｓ －

１０４２ ２００９－０３－１０ Ｔｙｐｅ１ Ｂ２ Ｙｅｓ －

５０８４ ２００９－１１－０５ Ｔｙｐｅ１ Ｂ２ Ｙｅｓ －

６８５ ２００９－０２－１６ Ｔｙｐｅ１ Ｂ３ Ｎｏ ＭＩＮ

８６４ ２００９－０２－２５ Ｔｙｐｅ１ Ｂ３ Ｎｏ ＭＩＮ

９７５ ２００９－０３－０５ Ｔｙｐｅ１ Ｂ３ Ｙｅｓ －

１０５４ ２００９－０３－１０ Ｔｙｐｅ１ Ｂ３ Ｙｅｓ －

４４４ ２００９－０２－０１ Ｔｙｐｅ２ Ｂ４ Ｎｏ ＭＩＮ　ＭＥＭ　ＩＰＭ

４５０ ２００９－０２－２ Ｔｙｐｅ１ Ｂ４ Ｎｏ ＣＦＰＳ　ＦＥＰ

６６８ ２００９－０２－１３ Ｔｙｐｅ１ Ｂ４ Ｙｅｓ －

１６２３ ２００８－０５－０２ Ｔｙｐｅ１ Ｂ４ Ｙｅｓ －

３０３８ ２００８－０８－１１ Ｔｙｐｅ１ Ｂ４ Ｎｏ ＭＩＮ

２５４４ ２００８－０７－１０ Ｔｙｐｅ２ Ｂ４ Ｎｏ ＭＩＮ　ＣＦＰＳ

２７７２ ２００９－０６－３０ Ｔｙｐｅ１ Ｂ５ Ｙｅｓ －

３３３４ ２００９－０８－０５ Ｔｙｐｅ１ Ｂ５ Ｙｅｓ －

３６０５ ２００９－０８－１９ Ｔｙｐｅ１ Ｂ５ Ｙｅｓ －

３６９３ ２００９－０８－２４ Ｔｙｐｅ１ Ｂ５ Ｙｅｓ －

３３２５ ２００９－０８－０５ Ｔｙｐｅ１ Ｂ５ Ｙｅｓ －

２４１８ ２００９－０６－０４ Ｔｙｐｅ１ Ｂ５ Ｙｅｓ －

２４９３ ２００９－０６－１０ Ｔｙｐｅ２ Ｂ５ Ｎｏ ＭＥＭ　ＩＰＭ

４０２６ ２００９－０９－０９ Ｎｏｉｎｔｅｇｒｏｎ Ｃ１ Ｎｏ ＭＩＮ　ＡＭＫ

４４０５ ２００９－１０－０２ Ｎｏｉｎｔｅｇｒｏｎ Ｃ１ Ｎｏ ＭＩＮ

３９９３ ２００９－０９－０９ Ｎｏｉｎｔｅｇｒｏｎ Ｃ２ Ｎｏ ＭＩＮ　ＧＥＮ

１２５９ ２００９－０３－２０ Ｎｏｉｎｔｅｇｒｏｎ Ｄ１ Ｙｅｓ －

４３３ ２００９－０２－０１ Ｎｏｉｎｔｅｇｒｏｎ Ｄ１ Ｎｏ ＭＩＮ　ＳＸＴ　ＡＭＫ　ＧＥＮ

４３８ ２００９－０２－０１ Ｎｏｉｎｔｅｇｒｏｎ Ｄ１ Ｎｏ ＣＦＰＳ　ＳＸＴ　ＡＭＫ

３１０ ２００９－０１－２１ Ｎｏｉｎｔｅｇｒｏｎ Ｄ２ Ｙｅｓ －

４５８ ２００９－０２－０２ Ｎｏｉｎｔｅｇｒｏｎ Ｄ２ Ｙｅｓ －

　　Ｐａｎｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ：ＢａｃｔｅｒｉａｌｓｔｒａｉｎｓｔｈａｔａｒｅｒｅｓｉｓｔａｎｔｔｏａｌｌａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓｅｘｃｅｐｔｐｏｌｙｍｙｘｉｎＢ［５］．

２．３　可变区分型与测序　应用ＰＣＲ法扩增菌株可

变区片段，７５．００％（３０／４０）的菌株Ⅰ类整合子阳性，

未检测到Ⅱ类整合子阳性菌株。Ⅰ类整合子，根据

可变区域的不同分为两种，经克隆测序，９０．００％

（２７／３０）为第一种基因型犪犪犮犃４犮犪狋犅８犪犪犱犃１，

１０．００％（３／３０）为第二种基因型犪犪犮犆１狅狉犳犡狅狉

犳犡狅狉犳犡’犪犪犱犃１。其中犪犪犱犃１编码氨基糖苷腺

苷转移酶，犪犪犮犆１、犪犪犮犃４编码氨基糖苷乙酰转移

酶，引起对ＧＥＮ、ＡＭＫ的耐药；犮犪狋犅８编码氯霉素

乙酰基转移酶，介导氯霉素耐药。Ｂ组菌株均编码

Ⅰ类整合子，Ｃ、Ｄ组菌株均不携带Ⅰ类整合子。
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图１　ＰＦＧＥ电泳图谱及系统树状图

犉犻犵狌狉犲１　ＰＦＧＥｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆ犃狆犪ⅠｄｉｇｅｓｔｅｄｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｏｆ４０ＭＤＲＡＢｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍＩＣＵｐａｔｉｅｎｔｓ

３　讨论

研究结果表明，Ⅰ类整合子在ＭＤＲＡＢ中广泛

存在，阳性率达７５．００％。可变区编码耐药基因主

要介导氨基糖苷类抗菌药物的耐药，与国内相关研

究［６－７］一致。不同的克隆株携带同一类型整合子，

如Ａ、Ｂ组克隆株大部分携带类型Ⅰ整合子；同一来

源的克隆株携带不同类型的整合子，如Ｂ４、Ｂ５克隆

株大多数携带类型Ⅰ整合子，个别菌株却编码类型

２整合子，表明整合子能通过水平传播方式在菌株

间传播，该种方式是鲍曼不动杆菌获得耐药基因的

方式之一。

本研究ＰＦＧＥ分析结果显示，个别菌株之间相

似度较高，然而两者是否携带Ⅰ类整合子存在差异。

如４５６８号与５４６８号菌株相似度达８８．９％，前者携

带Ⅰ类整合子，后者不携带；１３１６号与５９８５号菌情

况类似。结合菌株分离时间的先后，我们推测可能

由于整合子自身不稳定的特性［８］，出现了整合子丢

失的情况。这是首次在临床分离株中观察到此现

象。上述两组菌的耐药表型无明显区别，提示存在

其他耐药机制。虽然整合子所编码的基因不是导致

多重耐药表型的直接原因，但其可能指示抗菌药物
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压力的增加。

本研究发现一些菌株ＰＦＧＥ分型属于同一克

隆且携带相同的整合子，却表现出不同的耐药谱，如

属于Ｂ２克隆的４株菌，均携带ｔｙｐｅ１整合子，而其

中一株菌对头孢哌酮／舒巴坦敏感，另３株菌为泛耐

药菌株。Ｂ３、Ｂ４、Ｂ５、Ｃ１、Ｄ１克隆也出现类似情况。

我们推测，菌株可能具有相同的基因组，但由于临床

抗菌药物压力的不同造成耐药基因表达水平不同，

最终反映为耐药谱的差别；另外，也有可能耐药基因

不位于ＰＦＧＥ内切酶的识别位点，ＰＦＧＥ分析无法

区分如此细致的差别。因此，细菌耐药基因表达水

平的调控也可能是耐药机制的重要方面。

由于ＩＣＵ住院患者具有病情重、自身免疫力低

下和侵入性操作多等特点，易出现医院感染暴发流

行。在本研究开展期间，Ｂ型克隆株为ＩＣＵ病房主

要流行菌株。Ｂ型克隆株的流行可能是造成２００９

年ＭＤＲＡＢ分离数明显增多的主要原因。其中Ｂ４

亚型存在时间跨度最长，从２００８年５月第一次分

离，到２００９年２月仍有此亚型的临床分离株出现。

提示该克隆株可能一直存在于ＩＣＵ病房中，并通过

某种途径造成交叉感染。

多重耐药、泛耐药菌株的出现，使其感染治疗的

药物选择极其有限，常使临床治疗陷入困境。因此，

一旦发现ＭＤＲＡＢ，应做好各项预防措施，防止其

播散流行。
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