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儿童感染人苍白杆菌的耐药性及犇犎犃１基因检出
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［摘　要］　目的　初步探讨败血症患儿血标本分离的人苍白杆菌耐药机制。方法　采用ＶＩＴＥＫ２ｃｏｍｐａｃｔ全自

动微生物鉴定药敏系统对败血症患儿分离的病原菌进行鉴定和药敏试验；聚合酶链反应（ＰＣＲ）法对人苍白杆菌受

试株进行犃犿狆犆、犃犿狆犚、犇犎犃１、犃犮狉犃、犚犪犿犃、犗狆狉犇、犜犈犕、犛犎犞等多重耐药基因检测，扩增产物经纯化后测序

并进行序列分析。结果　从败血症患儿的血标本中检出１５５株人苍白杆菌，从中随机选取３０株进行检测。３０株

试验菌株中，有２０株耐哌拉西林／他唑巴坦，其中１６株（８０．００％，１６／２０）扩增出人苍白杆菌犃犿狆犆／犚基因，２株

（１０．００％，２／２０）扩增出犇犎犃１基因。３０株受试菌均未扩增出犃犮狉犃、犚犪犿犃、犗狆狉犇、犜犈犕、犛犎犞等基因。将１５５

株人苍白杆菌根据其是否耐哌拉西林／他唑巴坦，分成耐药组（１２６株）和非耐药组（２９株），其中耐药组菌株对氨苄

西林、第一～三代头孢菌素、氨曲南等几乎１００％耐药，但对左氧氟沙星、亚胺培南、美罗培南、环丙沙星、阿米卡星、

庆大霉素等耐药率（０．００％～１．５９％）低。结论　 产犃犿狆犆／犚是儿童感染人苍白杆菌耐多种抗菌药物的机制，重

症患儿可选用亚胺培南。应加强对人苍白杆菌耐药性的监测，防止犇犎犃基因在革兰阴性杆菌中流行。

［关　键　词］　儿童；人苍白杆菌；败血症；血流感染；ＡｍｐＣ酶；犇犎犃基因；抗药性，微生物
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　　人苍白杆菌（犗犮犺狉狅犫犪犮狋狉狌犿犪狀狋犺狉狅狆犻）广泛分布

在自然环境中，是教科书上较少介绍的细菌。由于

高度耐药，感染后可引起败血症、脑膜炎、腹膜炎等

疾病［１－２］。２００７年１月—２０１１年１月，我们从败血

症患儿的血液中检出１５５株人苍白杆菌，其中多数

对含酶抑制剂抗菌药物不敏感，给抗感染治疗带来

困难，严重威胁儿童健康。因此，从基因水平研究此

耐药菌株的分子特征，对于指导临床治疗，减少耐药

菌株的产生具有重大意义。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　１５５株人苍白杆菌均分离自２００７

年１月—２０１１年１月湖南省儿童医院收治的败血

症患儿血液标本，从中随机选取３０株进行犃犿狆犆、

犃犿狆犚、犇犎犃１、犃犮狉犃、犚犪犿犃、犗狆狉犇、犜犈犕、犛犎犞

等多重耐药基因检测。

１．２　仪器与试剂　全自动血培养仪ＢＡＣＴＥＣ９１２０

和ＢＡＣＴＥＣＦＸ及配套儿童培养瓶，由美国ＢＤ公

司提供；全自动血培养仪ＢＡＣＴ／ＡＬＥＲＴ３Ｄ４８０和

全自动微生物鉴定药敏分析仪ＶＩＴＥＫ２ｃｏｍｐａｃｔ及

配套儿童培养瓶、配套的ＧＮ鉴定卡、ＡＳＴＧＮ１３

药敏分析卡，均由法国生物梅里埃公司提供；哥伦比

亚血平板，由博赛生物研究所提供；基因检测试剂盒

和ＤＮＡＭａｒｋｅｒ由嘉美诺斯生命科学有限公司提

供；纯化试剂盒由康为世纪生物公司提供。

１．３　方法　疑为血流感染的患儿在使用抗菌药物

前，采２份静脉血注入儿童培养瓶置上述全自动血培

养仪培养，按标准操作规程进行细菌鉴定及药敏试

验。阳性报警后立即涂片革兰染色并接种哥伦比亚

血平板。血平板培养物经ＶＩＴＥＫ２ｃｏｍｐａｃｔ进行鉴

定和药敏试验，鉴定为人苍白杆菌后再重复鉴定，一

致者方纳入本次研究。同时采用琼脂扩散 （ＫＢ）法

进行药敏试验，其结果与仪器法一致者才发出报告。

测试抗菌药物包括：氨苄西林（ＡＭＰ）、哌拉西林／他

唑巴坦（ＴＺＰ）、头孢唑林（ＣＦＺ）、头孢替坦（ＣＴＴ）、头

孢克罗（ＣＥＣ）、头孢他啶（ＣＡＺ）、头孢吡肟（ＦＥＰ）、氨

曲南（ＡＴＭ）、亚胺培南（ＩＰＭ）、美罗培南（ＭＥＭ）、环

丙沙星（ＣＩＰ）、左氧氟沙星（ＬＶＸ）、复方磺胺甲口恶唑

（ＳＸＴ）、阿米卡星（ＡＭＫ）、庆大霉素（ＧＥＮ）。

１．４　细菌处理　挑过夜纯培养细菌单一菌落置入

５００μＬＴＥ缓冲液，１００℃加热１３ｍｉｎ，１００００ｒ／ｍｉｎ

离心１ｍｉｎ，上清液即为基因检测的模板液，－２０℃冰

箱保存备用。

１．５　基因检测　均采用聚合酶链反应（ＰＣＲ），靶基

因引物序列和目的产物长度见表１。各种靶基因

ＰＣＲ扩增体系均为：每反应体系Ｐ１引物１μＬ（１．０

μｍｏｌ／Ｌ）、Ｐ２引物１μＬ（１．０μｍｏｌ／Ｌ），ｄＮＴＰｓ１μＬ

（２ｍｍｏｌ／Ｌ），ＭｇＣｌ２２μＬ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ），１０×Ｂｕｆｆｅｒ

２．５μＬ，Ｔａｑ酶（１Ｕ）１μＬ，超纯水１４．５μＬ，模板液２

μＬ，总反应体积２５μＬ。ＰＣＲ扩增热循环参数为：

９４℃预变性５ｍｉｎ，然后９４℃６０ｓ→６０℃（ＤＨＡ６５℃，

ＡｃｒＡ５２℃）６０ｓ→７２℃６０ｓ，循环３０周期，最后７２℃

延长７ｍｉｎ。靶基因引物序列和目的产物长度见

表１。

表１　ＰＣＲ引物及扩增产物

犜犪犫犾犲１　ＰｒｉｍｅｒｓａｎｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＰＣＲ

Ｇｅｎｅ 　　　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’→３’） Ｐｒｉｍｅｒｌｅｎｇｔｈ（ｂｐ）

犃犿狆犆 Ｐ１ＣＧＣＣＡＧＣＧＣＡＡＧＴＡＴＣＧＴＡＴ １１２０

Ｐ２ＧＣＧＧＣＣＴＡＴＴＧＣＴＴＧＴＴＧＴＣ

犃犿狆犚 Ｐ１ＣＴＣＡＧＴＴＧＴＴＣＧＣＧＧＣＡＴＣＴ １３１８

Ｐ２ＡＡＴＡＧＣＧＧＣＡＧＴＧＧＴＧＡＧＧＡ

犇犎犃１ Ｐ１ＧＣＡＣＣＡＴＴＡＡＡＣＣＧＣＴＧＡＴＧＧＣ ５６５

Ｐ２ＧＣＧＣＡＡＡＧＣＣＡＧＴＡＴＧＣＧＴＡＣＧ

犃犮狉犃 ＦＡＴＧＴＧＡＣＧＡＴＡＡＡＣＣＧＧＣＴＣ １１２２

ＲＣＴＧＧＣＡＧＴＴＣＧＧＴＧＧＴＴＡＴＴ

犚犪犿犃 ＦＧＣＡＴＣＡＡＣＣＧＣＴＧＣＧＴＡＴＴ ７７４

ＲＣＧＴＴＧＣＡＧＡＴＧＣＣＡＴＴＴＣＧ

犗狆狉犇 ＦＣＧＧＣＧＡＣＡＴＣＡＧＣＡＡＣＡＣＣ １９３

ＲＧＧＧＣＣＧＴＴＧＡＡＧＴＣＧＧＡＧＴＡ

犜犈犕 Ｐ１ＴＣＧＧＧＧＡＡＡＴＧＴＧＣＧ ９７２

Ｐ２ＴＧＣＴＴＡＡＴＣＡＧＴＧＡＧＧＣＡＣＣ

犛犎犞 Ｐ１ＧＣＣＴＴＴＡＴＣＧＧＣＣＴＴＣＡＣＴＣＡＡＧ ８９９

Ｐ２ＴＴＡＧＣＧＴＴＧＣＣＡＧＴＧＣＴＣＧＡＴＣＡ

１．６　结果判断　ＰＣＲ产物经１．５％琼脂糖凝胶电

泳，与ＤＮＡＭａｒｋｅｒ对照出现长度相当的目的条带

为阳性。产物经纯化后送上海生工公司测序，所有

操作步骤按试剂盒说明书进行。

１．７　质量控制　用大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２，铜绿

假单胞菌ＡＴＣＣ２７８５３对所有鉴定用试剂及药敏分

析用抗菌药物纸片进行质量控制，结果均符合预期结

果和美国临床实验室标准化研究所（ＣＬＳＩ）标准。
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２　结果

２．１　耐药基因检测　随机选取进行多重耐药基因

检测的３０株菌中，有２０株耐哌拉西林／他唑巴坦，５

株对哌拉西林／他唑巴坦中度敏感，５株为敏感。２０

株耐哌拉西林／他唑巴坦的菌株中有１６株（８０．００％）

扩增出人苍白杆菌犃犿狆犆／犚（１１２０ｂｐ）基因，其中有

２株扩增出犇犎犃１（５６５ｂｐ）基因，占耐哌拉西林／他

唑巴坦菌株的１０．００％。其余受试菌株未扩增出人

苍白杆菌犃犿狆犆／犚基因和犇犎犃１基因。３０株受试

菌株均未扩增出犃犮狉犃、犚犪犿犃、犗狆狉犇、犜犈犕、犛犎犞等

基因。结果见图１。
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图１　ＰＣＲ扩增电泳图

犉犻犵狌狉犲１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２．２　测序结果　扩增出的耐药基因经琼脂糖凝胶

电泳，产物经纯化后直接测序，所得犃犿狆犆／犚、犇犎犃

１测序结果与ＣＰ０００７５８比对，相似度达到９８％，无

犌犪狆（０．００％），基本证实在本次检测的人苍白杆菌耐

药基因中确实有犃犿狆犆／犚、犇犎犃１基因。

２．３　药敏试验结果　根据对哌拉西林／他唑巴坦是

否耐药分成耐药组和非耐药组比较人苍白杆菌的耐

药性，显示耐药组病原菌对氨苄西林、第一～三代头

孢菌素、氨曲南等几乎１００％耐药，但对左氧氟沙

星、亚胺培南、美罗培南、环丙沙星、阿米卡星、庆大

霉素等耐药率低，见表２。

３　讨论

人苍白杆菌是土壤和污水中常见的细菌，它可

以共生或定植于真核生物体内导致不同的结果，例

如能够促进茶叶的生长［３］，但一旦在人体内感染可

造成败血症［４］。人苍白杆菌是儿童尤其是婴幼儿败

血症的重要病原菌，却一直未引起国内外的广泛关

表２　人苍白杆菌对抗菌药物的耐药率（耐药株数，％）

犜犪犫犾犲２　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｔｒａｔｅｓｏｆ犗．犪狀狋犺狉狅狆犻（Ｎｏ．

ｏｆｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｉｓｏｌａｔｅｓ，％）

Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔ
Ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ｇｒｏｕｐ（狀＝１２６）
Ｎｏｎｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ｇｒｏｕｐ（狀＝２９）

ＡＭＰ １２６（１００．００） ２５（８６．２１）

ＴＺＰ １２６（１００．００） ０（０．００）

ＣＦＺ １２６（１００．００） ２５（８６．２１）

ＣＴＴ １２５（９９．２１） ２２（７５．８６）

ＣＥＣ １２６（１００．００） ２４（８２．７６）

ＣＡＺ １２４（９８．４１） ２３（７９．３１）

ＦＥＰ ２８（２２．２２） ３（１０．３４）

ＡＴＭ １２６（１００．００） １６（５５．１７）

ＩＰＭ 　０（０．００） ０（０．００）

ＭＥＭ 　０（０．００） ０（０．００）

ＣＩＰ 　１（０．７９） ０（０．００）

ＬＶＸ 　０（０．００） ０（０．００）

ＳＸＴ １０（７．９４） ２（６．９０）

ＡＭＫ 　１（０．７９） ０（０．００）

ＧＥＮ 　２（１．５９） ０（０．００）

注，但越来越多的报道证实其是对人体有潜在威胁

的微生物［５］，并且对多种抗菌药物高度耐药［６］。也
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有文献报道［７］，在患者体内留置导管或其他医疗器

械会增加其感染的机会，这可能与其能够黏附在不

同的合成材料上有关。

ＡｍｐＣ酶不是超广谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ），它

除了对第一～三代头孢菌素和ＡＴＭ耐药，对头霉

素和含酶抑制剂的抗菌药物也不敏感。本研究耐药

基因检测显示，耐ＴＺＰ菌株中有８０％扩增出了人

苍白杆菌犃犿狆犆／犚（１１２０ｂｐ）基因。本组药敏试验

结果也显示耐ＴＺＰ菌株对ＡＭＰ、第一～三代头孢

菌素、ＡＴＭ等几乎１００％耐药，主要机制可能是细

菌产生了由染色体或质粒介导的ＡｍｐＣ酶在细菌

间水平传播，导致敏感菌也获得了耐药性。另外，其

他可能的耐药机制如膜孔蛋白的减少或关闭，生物

外排泵的作用，都会增强ＡｍｐＣ酶的功效。还有一

些调节基因，例如犃犿狆犚基因移位可以激活ＡｍｐＣ

酶转录［８］，这对一些低表达ＡｍｐＣ酶细菌的耐药

性，特别是机会致病菌在进化的过程中至关重要。

本研究未检出犃犮狉犃、犚犪犿犃、犗狆狉犇、犛犎犞等基因。

犃犮狉犃为主动外排基因，跟喹诺酮类抗菌药物有关；

犚犪犿犃介导的耐药可导致ＡＭＫ、ＧＥＮ等对病原菌

无效；犗狆狉犇可能是碳青霉烯类抗生素的特异性通

道；而犛犎犞等基因跟肠杆菌科细菌有关。本组药

敏结果显示，人苍白杆菌对ＬＶＸ、ＩＰＭ、ＭＥＭ、ＣＩＰ、

ＡＭＫ、ＧＥＮ敏感率高。本研究还发现人苍白杆菌

对ＦＥＰ的敏感率为８０．００％，表明ＦＥＰ可作为人苍

白杆菌败血症的首选药物之一，同时也说明大约

２０％的人苍白杆菌已经逐渐适应了此类抗生素，这

是一个非常危险的信号。周华等［９］报道，人苍白杆

菌对第四代头孢菌素９０％耐药，这可能与流行菌株

和地域不同有关。另外，本实验的菌株全部来自儿

童，其感染菌株的毒力也有可能不一致。

本研究发现，在１６株扩增出人苍白杆菌

犃犿狆犆／犚基因的菌株中，２株有犇犎犃１基因，占耐

ＴＺＰ菌株的１０％。ＤＨＡ型是质粒ＡｍｐＣ酶的一

种，但和普通的质粒ＡｍｐＣ酶不同，ＤＨＡ型酶携带

了犃犿狆犚基因，从而可以诱导高水平表达ＡｍｐＣ

酶。因ＤＨＡ型酶的诱导特性，若选择抗菌药物不

当，可诱导ＡｍｐＣ酶的产生而造成抗感染治疗失

败。对于含ＤＨＡ型酶的人苍白杆菌，碳青霉烯类

抗生素是治疗感染的合适药物。ＤＨＡ的来源和生

存优势，以及它在国内其他地区的分布如何，均有待

研究。罗燕萍等［１０］研究发现，这种质粒通常与其他

β内酰胺酶一起存在，加强细菌水解各种抗菌药物

的能力。因此，如果不加强抗菌药物使用的控制，更

多的耐药基因会在更多的菌种，尤其是在革兰阴性

杆菌中传播。

在本研究中，我们还对其他β内酰胺酶类基因

进行了检测，如犆犜犡犕１５、犈犅犆、犜犈犕，但均未检

测到。同时，我们还进行了染色体喹诺酮类耐药基

因犵狔狉犃和狆犪狉犆的检测，同样未发现阳性ＰＣＲ条

带。但因检测数量有限，并不能对菌株的耐药性进

行完整评价。在将来的进化过程中，由于各种抗菌

药物的滥用和各种细菌耐药基因的水平传播，可能

会出现新的耐药机制。
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