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不同来源革兰阴性菌犪狉犿犃基因分布与氨基糖苷类抗生素耐药性
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［摘　要］　目的　调查不同来源的革兰阴性菌中１６ＳｒＲＮＡ 甲基化酶犪狉犿Ａ 的分布及其与耐药性的关系。

方法　采用常规药敏试验对９５３株不同来源的革兰阴性菌进行分析，荧光定量ＰＣＲ方法检测犪狉犿Ａ基因，分析

犪狉犿Ａ基因携带与氨基糖苷类抗生素敏感性之间的关系。结果　共收集８４６株临床来源革兰阴性菌和１０７株养殖

场来源克雷伯菌属菌株，其中不动杆菌属对阿米卡星和庆大霉素耐药率分别达到８６．４％（１５２／１７６）和８９．８％

（１５８／１７６）。不动杆菌属携带犪狉犿Ａ基因的比率也最高，达６６．５％。养殖场来源的１０７株克雷伯菌属菌株对阿米

卡星、庆大霉素的耐药率以及犪狉犿Ａ基因携带率均比临床来源高，分别达到７４．８％，７９．４％和６５．４％。２５６株携带

犪狉犿Ａ基因的菌株对阿米卡星和庆大霉素耐药率分别高达９５．７％和９８．４％。结论　不同种属革兰阴性菌对氨基

糖苷类抗生素的敏感性和犪狉犿Ａ基因的携带率不同，但均表现出犪狉犿Ａ基因的携带与氨基糖苷类耐药表型具有很

高的一致性，提示在革兰阴性菌中犪狉犿Ａ的检测结果可以预测菌株对氨基糖苷类抗生素的敏感情况 。
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　　近年来，越来越多的菌株产生了对氨基糖苷类

抗生素的耐药性，使临床上常用的氨基糖苷类抗生

素的临床抗感染效果日益减弱。１６ＳｒＲＮＡ甲基化

酶的产生是氨基糖苷类抗生素耐药的重要机制，该

类酶的产生阻断了氨基糖苷类药物与作用靶点的接

合，介导细菌对几乎所有的氨基糖苷类药物高水平

耐药［１］。

编码该酶的基因包括狀狆犿Ａ、犪狉犿Ａ、狉犿狋Ａ、

狉犿狋Ｂ、狉犿狋Ｃ、狉犿狋Ｄ、狉犿狋Ｅ、狉犿狋Ｆ、狉犿狋Ｇ和狉犿狋Ｈ
［２］，

其中犪狉犿Ａ基因是分布最广泛的１６ＳｒＲＮＡ甲基化

酶基因［３］。它于２００３年在法国一株肺炎克雷伯菌

中被发现［４］，随后的几年里，西班牙、日本、保加利

亚、韩国、台湾地区等均有报道［５１０］。且该基因也发

现于多种革兰阴性菌中，包括铜绿假单胞菌、鲍曼不

动杆菌、大肠埃希菌、黏质沙雷菌、肺炎克雷伯菌、阴

沟肠杆菌等［６１０］，在世界各地呈现出散发或暴发的趋

势。犪狉犿Ａ基因由７７４个碱基组成，其Ｇ＋Ｃ含量为

３０．４％，比其他１６ｓｒＲＮＡ甲基化酶基因都低，并且

犪狉犿Ａ基因编码的氨基酸与其他１６ｓｒＲＮＡ甲基化

酶氨基酸的同源性均低于３０％
［１１］。该编码基因通

常位于质粒、转座子或Ｉ类整合子
［１１］上，通过其高

度可移动性，可在菌株间广泛转移和传播。目前，耐

氨基糖苷类抗生素的犪狉犿Ａ基因在不同地区的革兰

阴性菌中分布相差悬殊［１２１５］。因此，有必要对其进

行流行病学调查，以阐明犪狉犿Ａ在氨基糖苷类抗生

素耐药中的作用和地位。本研究对不同来源的革兰

阴性菌进行了氨基糖苷类耐药性分析和犪狉犿Ａ基因

检测，以了解该基因在本地区的流行特征以及基因

型与药敏表型的关系。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　收集２０１１年２月—２０１４年１１月

不同来源的革兰阴性菌９５３株，其中８４６株菌株分

离自国内３所三甲医院住院患者送检的痰、分泌物、

尿、血、脑脊液等非重复标本；１０７株菌株来自于山

东某养鸡场和屠宰场的种鸡体表、种鸡内脏、养殖人

员体表、屠宰人员体表、屠宰水、屠宰鸡等标本。

１．２　仪器和试剂　荧光定量ＰＣＲ仪（瑞士Ｒｏｃｈｅ

公司）、ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动细菌鉴定及药敏

分析系统（法国生物梅里埃公司）、荧光定量ＰＣＲ反

应试剂（瑞士Ｒｏｃｈｅ公司）、细菌基因组ＤＮＡ提取

试剂盒（北京天根生化科技有限公司）。

１．３　菌株鉴定及药敏试验　所有菌株鉴定及药敏

试验采用ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动细菌鉴定及药

敏分析 系 统。质 控菌 株为 大肠 埃 希 菌 ＡＴＣＣ

２５９２２，按美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）２０１６

年版标准判读药敏试验结果。

１．４　犪狉犿Ａ基因的检测　采用细菌基因组ＤＮＡ提

取试剂盒提取革兰阴性菌基因组。荧光定量ＰＣＲ

的方法检测犪狉犿Ａ基因，引物及探针如下：犪狉犿ＡＦ：

５’ＴＣＡＡＡＡＡＣＣＴＡＴＡＣＴＴＴＡＴＣＧＴＣＧＴＣＴＴ３’，

犪狉犿ＡＲ：５’ＴＡＴＴＴＴＡＧＡＴＴＴＴＧＧＴＴＧＴＧＧＣＴＴＣＡ

３’，ＴａｑＭａｎ 探 针：ＦＡＭＡＡＣＴＴＣＣＣＡＡＴＡＡＴ

ＧＣＴＡＣＭＧＢ，扩增片段长度为１６２ｂｐ
［１６］。扩增反

应体系参考相关文献［１６］。ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ○
Ｒ
４８０荧光

定量ＰＣＲ扩增程序如下：（１）预变性：９５℃３ｍｉｎ；

（２）扩增：９５℃１０ｓ，５５℃２０ｓ，７２℃１ｓ，４０个循

环；（３）冷却：４０℃１０ｓ。

１．５　统计学方法　应用ＳＡＳ９．０统计软件对所得

数据进行分析，计量资料采用中位数（Ｍ）或均数

（狓），计数资料根据具体情况分析，采用四格表χ
２ 检

验，配对四格表χ
２ 检验或配对四格表确切概率检

验，犘≤０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　基本情况　本研究共收集９５３株革兰阴性菌，

其中８４６株为临床来源菌株，１０７株为养殖场来源

菌株。临床来源菌株种属分布为：克雷伯菌属３８５

株，不动杆菌属１７６株，埃希菌属９１株，假单胞菌属

６６株，肠杆菌属４８株，沙雷菌属２７株，其他种属５３

株；养殖场来源均为克雷伯菌属菌株。

２．２　对氨基糖苷类药敏结果　除沙雷菌属和不动

杆菌属外，其他菌属对阿米卡星药物敏感性的

ＭＩＣ５０均≤８μｇ／ｍＬ；不动杆菌属的耐药率最高，为

８６．４％，埃希菌属的耐药率最低，仅为７．７％。菌株

对庆大霉素药物敏感性的 ＭＩＣ５０均≥１６μｇ／ｍＬ；各

菌属对庆大霉素耐药率均在５４％以上，其中耐药率

最高的为不动杆菌属，达８９．８％。见表１。

２．３　犪狉犿Ａ 基因携带情况　本研究收集的菌株

犪狉犿Ａ阳性率为２６．９％（２５６／９５３），其中犪狉犿Ａ阳性
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率最高的是不动杆菌属，高达６６．５％；埃希菌属和

假单胞菌属犪狉犿Ａ 阳性率较低，仅为 ３．３％ 和

３．０％。见表１。

表１　不同种属菌株对氨基糖苷类抗生素耐药情况及犪狉犿Ａ基因检测结果

犜犪犫犾犲１　Ａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｎｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆ犪狉犿Ａｇｅｎｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｃｔｅｒｉａｌｓｐｅｃｉｅｓ

种属 株数
阿米卡星

ＭＩＣ５０（μｇ／ｍＬ） 耐药株数 耐药率（％）

庆大霉素

ＭＩＣ５０（μｇ／ｍＬ） 耐药株数 耐药率（％）

犪狉犿Ａ基因阳性

株数 检出率（％）

肠杆菌属 ４８ ≤８ １８ ３７．５ ≥１６ ３０ ６２．５ １３ ２７．１

埃希菌属 ９１ ≤８ ７ ７．７ ≥１６ ５８ ６３．７ ３ ３．３

克雷伯菌属 ４９２ ≤８ １２９ ２６．２ ≥１６ ２７１ ５５．１ １０５ ２１．３

沙雷菌属 ２７ ≥６４ １５ ５５．６ ≥１６ １５ ５５．６ １４ ５１．９

假单胞菌属 ６６ ≤８ ８ １２．１ ≥１６ ３６ ５４．５ ２ ３．０

不动杆菌属 １７６ ≥６４ １５２ ８６．４ ≥１６ １５８ ８９．８ １１７ ６６．５

其他菌属 ５３ ≤８ １８ ３４．０ ≥１６ ３０ ５６．６ ２ ３．８

２．４　犪狉犿Ａ基因携带与药物敏感性的关系　２５６株

犪狉犿Ａ阳性菌株对阿米卡星和庆大霉素耐药率高达

９５．７％和９８．４％，极少数犪狉犿Ａ阳性菌株对阿米卡

星和庆大霉素敏感，比率分别为４．３％和１．６％；６９７

株犪狉犿Ａ阴性菌株中仍有部分菌株对阿米卡星和庆

大霉素耐药，比率分别为１４．６％和４９．６％，见表２。

对两表中基因与药物作关联性分析，阿米卡星、庆大

霉素关联系数（狉）分别为０．５９８、０．４０８，均 犘＜

０．００１，携带犪狉犿Ａ基因的菌株与两种氨基糖苷类抗

生素的药敏表型均存在关联，且与阿米卡星药敏表

型的关联性更强。

２．５　对不同氨基糖苷类药物耐药率的比较　携带

犪狉犿Ａ基因的革兰阴性菌对庆大霉素与阿米卡星耐

药率的差异无统计学意义（均犘＞０．０５）；未携带

犪狉犿Ａ基因的革兰阴性菌中，临床来源的肠杆菌属、

埃希菌属、克雷伯菌属、假单胞菌属和不动杆菌属对

庆大霉素的耐药率均高于阿米卡星，差异有统计学

意义（均犘＜０．０５）。见表３。

表２　９５３株革兰阴性菌犪狉犿Ａ基因携带及其对阿米卡星、

庆大霉素的耐药情况（株）

犜犪犫犾犲２　Ｃａｒｒｙｉｎｇｏｆ犪狉犿Ａｇｅｎｅ，ａｓｗｅｌｌａｓａｍｉｋａｃｉｎａｎｄ

ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆ９５３ｇｒａｍｎｅｇａｔｉｖｅｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｓｔｒａｉｎｓ（Ｎｏ．ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ）

犪狉犿Ａ携带 株数
阿米卡星

耐药 非耐药

庆大霉素

耐药 非耐药

阳性 ２５６ ２４５ １１ ２５２ ４

阴性 ６９７ １０２ ５９５ ３４６ ３５１

合计 ９５３ ３４７ ６０６ ５９８ ３５５

表３　不同菌属犪狉犿Ａ基因携带及其对氨基糖苷类耐药情况（株）

犜犪犫犾犲３　Ｃａｒｒｙｉｎｇｏｆ犪狉犿Ａｇｅｎｅａｎｄａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｃｔｅｒｉａｌｓｔｒａｉｎｓ（Ｎｏ．ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ）

菌属
犪狉犿Ａ基因阳性

株数 阿米卡星耐药 庆大霉素耐药 χ
２ 犘

犪狉犿Ａ基因阴性

株数 阿米卡星耐药 庆大霉素耐药 χ
２ 犘

临床

　肠杆菌属 １３ １３ １３ － － ３５ ５ １７ 　－ ０．０１９

　埃希菌属 ３ ２ ３ － １．０００ ８８ ５ ５５ ４６．３０ ＜０．００１

　克雷伯菌属 ３５ ３１ ３４ － ０．２５０ ３５０ １８ １５２ １３２．０３ ＜０．００１

　沙雷菌属 １４ １４ １４ － － １３ １ １ 　－ －

　假单胞菌属 ２ ２ ２ － － ６４ ６ ３４ 　－ ０．０２６

　不动杆菌属 １１７ １１５ １１５ － － ５９ ３７ ４３ 　－ ＜０．００１

　其他菌属 ２ ２ ２ － － ５１ １６ ２８ 　－ ＜０．００１

养殖场

　克雷伯菌属 ７０ ６６ ６９ － ０．２５０ ３７ １４ １６ 　－ ０．５００

合计 ２５６ ２４５ ２５２ － ０．５００ ６９７ １０２ ３４６ ２３８．１４ ＜０．００１

　　：Ｆｉｓｈｅｒ’ｓ确切概率法

２．６　不同来源克雷伯菌属犪狉犿Ａ基因携带与耐药

性的比较　养殖场来源克雷伯菌属对阿米卡星、庆

大霉素耐药率和犪狉犿Ａ基因携带率分别为７４．８％、

７９．４％和６５．４％，均高于临床来源菌株（χ
２ 值分别

为１６６．５９、３２．７９、１５８．２６，均犘＜０．０５）。见表４。
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表４　不同来源克雷伯菌属对氨基糖苷类抗生素耐药及

犪狉犿Ａ基因检出情况［株（％）］

犜犪犫犾犲４　Ａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｎｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

犪狉犿Ａｇｅｎｅｉｎ犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狊狆狆．ｓｔｒａｉｎｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｔｓｏｕｒｃｅｓ（Ｎｏ．ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ［％］）

来源 菌株数
阿米卡星

耐药

庆大霉素

耐药

犪狉犿Ａ基因

阳性

临床来源 ３８５ ４９（１２．７） １８６（４８．３） ３５（９．１）

养殖场来源 １０７ ８０（７４．８） ８５（７９．４） ７０（６５．４）

３　讨论

氨基糖苷类抗生素是临床抗感染治疗的重要药

物。了解细菌对氨基糖苷类抗生素耐药现状及其耐

药性发展趋势，将为控制耐药菌的传播提供重要信

息［１７］。由于犪狉犿Ａ基因在国内外各地区的革兰阴

性菌中分布相差悬殊，本研究较大规模的调查了国

内部分地区的临床来源和养殖场来源的革兰阴性菌

对氨基糖苷类抗生素的药物敏感性和犪狉犿Ａ的携带

情况，为了解该地区细菌中犪狉犿Ａ的分布提供线索，

明确该地区犪狉犿Ａ在氨基糖苷类抗生素耐药中的作

用。但本试验仍存在部分局限性：菌株来源非随机

样本，不能完全反映研究地区的氨基糖苷类耐药和

基因携带水平。

本研究收集的９５３株革兰阴性菌对阿米卡星和

庆大霉素的耐药率分别为３６．４％和６２．７％，与吴琼

等［１８］报道的基本一致。其中不动杆菌属对阿米卡

星和庆大霉素的耐药率已分别达到 ８６．４％ 和

８９．８％，提示氨基糖苷类抗生素已很难有效地治疗

由不动杆菌属引起的感染。其次克雷伯菌属、肠杆

菌属和沙雷菌属对氨基糖苷类抗生素的耐药性也日

益严重。如果耐药菌的产生和传播不能得到有效控

制，将进一步削弱氨基糖苷类抗生素的临床使用

价值。

本研究菌株中犪狉犿Ａ 基因阳性率为２６．９％。

潘韵峰等［１９］在国内多个省市各医院调查发现，鲍曼不

动杆菌中犪狉犿Ａ基因阳性率达４７．７％，本研究的调查

结果为６６．５％，提示该基因在鲍曼不动杆菌中存在

进一步扩散的可能。此外，犪狉犿Ａ阳性率在沙雷菌

属、肠杆菌属中也高达５１．９％和２７．１％，提示犪狉犿Ａ

基因的传播可能已突破菌属界限，实现了种属间的水

平传播。

本次研究分析了携带犪狉犿Ａ基因菌株的药物敏

感性，其对阿米卡星和庆大霉素耐药率高达９５．７％

和９８．４％。由此可见，犪狉犿Ａ基因的携带与氨基糖

苷类抗生素耐药表型具有很高的一致性，此结果也

与犪狉犿Ａ的耐药机制相吻合：修饰氨基糖苷类抗生

素的作用靶点，从而导致细菌几乎对所有氨基糖苷

类抗生素高水平耐药。本研究中发现部分菌株虽然

耐药，但未检出犪狉犿Ａ基因，提示还存在其他氨基糖

苷类耐药机制。也有极少数菌株虽然基因检测阳

性，但表现为敏感，犪狉犿Ａ基因是否发生了突变或者

是否其转录、表达受到了抑制尚待进一步验证［２０］。

养殖场来源克雷伯菌属菌株的犪狉犿Ａ基因携带率高

于临床来源，提示犪狉犿Ａ基因在养殖场来源菌株中

的流行度可能更广。相关部门应加强动物养殖中对

抗菌药物使用的监管，密切监测动物源菌的耐药情

况以及流行趋势，采用各种防治手段进行控制，以减

少耐药菌的传播［２０］。
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