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鲍曼不动杆菌的耐药基因分型与脉冲场凝胶电泳分型的比较

金辉 1，徐小敏 2，糜祖煌 3，刘沛 1

摘要：  ［目的］ 了解耐药鲍曼不动杆菌（Acinetobacter baumannii，Ab）中耐药基因的分布情况，并比较基于耐药
基因分型和脉冲场凝胶电泳分型的差异性。 ［方法］ 对 2005年宁波市第二医院收集的 27株流行和散发的Ab进行耐药

分析，并对脉冲场凝胶电泳方法和基于耐药基因聚合酶链反应的聚类分析方法进行比较。 ［结果］ 27株Ab耐多种抗

生素和携带多种耐药基因。基于多个类别的耐药基因分型与脉冲场凝胶电泳方法分型相比有 88.9%的一致性，而且耐药

基因分型能更好地反映不同耐药株的耐药过程。 ［结论］ 与脉冲场凝胶电泳方法相比，耐药基因分型方法可以用于院

内感染的流行研究，且有助于临床的诊断和治疗。
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Abstract： ［Objective］ To study the epidemiology of drug resistant genes of Acinetobacter baumannii and to compare the 
difference between the two genotyping methods, i.e. drug resistant gene typing（DRGT）and pulsed-field gel electrophoresis（PFGE）. 
［Methods］ Twenty-seven isolates of Acinetobacter baumannii were collected in the Second Hospital of Ningbo during 2005, 
including both epidemic and sporadic events. Susceptibility test, PFGE, DRGT and cluster analysis were carried out to confirm the 

drug resistance and to analyze the genotyping, respectively. ［Results］ Twenty-seven strains of Acinetobacter displayed multiple 
antibiotic resistance and drug resistant genes. The result of DRGT based on various drug resistant genes was comparable to PFGE 

in Acinetobacter strains with the concordance of 88.9%, and even suggested a molecular evolution course of different drug-resistant 
strains. ［Conclusion］ Compared to PFGE, DRGT is useful to analyze molecular epidemiology of nosocomial infections, which 
would benefits clinical diagnosis and therapy.
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1   材料与方法
1.1   菌株

2005年期间，对宁波市第二医院ICU病房病人进行持续

监测并检测Ab。收集27例病人的27份不重复标本，具体包

括导管痰10份、痰液9份、腹腔引流液2份、伤口或创面分泌

物2份、尿液1份、血液1份、尿导管口标本1份和冷凝水标

本1份。记录收集时间和病房号。这些样品被随机编码以避免

主观偏倚。流行病学相关菌株定义为分离株来自不同病人的

连续收集标本，这些病人是居住在同一楼层或同一房间且住

院期有重叠，否则这些分离株就与流行病学不相关或为散发

菌株。

1.2   细菌鉴定和药敏实验

使用法国生物梅里埃公司ATB细菌鉴定仪鉴定菌种。药

敏实验采用K-B法测定13种抗菌药物敏感性，根据美国临床
和实验标准委员会推荐标准判断药物敏感性。参考株为大肠埃

希菌ATC 25922、绿脓假单胞菌ATCC 27853和金黄色葡萄球

菌ATCC 29213。

多重耐药鲍曼不动杆菌（Acinetobacter baumannii，Ab）是
医院感染的重要病原体［1-2］。它耐干燥并借助携带多个耐药基

因的移动元件（如转座子和整合子）可快速获得多重耐药，从

而能在医院环境中长期存在，进而导致医院感染的流行或爆

发，甚至导致重症监护病房病人的间接死亡［3］。脉冲场凝胶电

泳（pulsed-field gel electrophoresis，PFGE）［4］是目前流行病学
调查中基因分型的标准方法，但在医院感染中与耐药基因及

耐药表型之间存在何种关联还少见报道。因此，本研究拟基于

多种耐药基因的检测，建立耐药基因分型（drug-resistance gene 
typing，DRGT）方法，并同PFGE方法进行比较，来判断耐药基

因在医院感染流行或爆发中的存在特征，从而为医院感染的预

防和控制提供理论和实践上的依据。
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1.3   聚合酶链反应（PCR）的DNA提取

分离株在37℃琼脂糖平板中过夜，从5或6个分散的

菌落中用消毒环取出放入含有50 μL的无菌蒸馏水的0.2 mL 
Eppendorf 管（德国Eppendorf 公 司）中。裂解通过在2400 

PerkinElmer热循环仪（美国PE公司）中加热95℃ 10 min。

1.4   PFGE

PFGE可见文献［5］的描述。扼要地说，基因组DNA使用

ApaI酶切后，置入在0.5 mol/L氨基丁三醇 -乙二胺四乙酸（Tris-
EDTA）中的1%琼脂糖凝胶中，使用6 V/cm脉冲场凝胶电泳仪

检测。脉冲时间范围在5.0~8.0 s，持续24 h。然后凝胶用溴化乙

锭染色，在紫外灯下观察和拍片留存。判断结果见文献［4］。 

1.5   DRGT

根据最近流行病学调查［1，3，6-9］和药敏实验来选择常见耐

药基因。编码耐药性的等位基因序列进行比对，并使用生物编

辑软件（http：//www.mbio.ncsu.edu/ BioEdit/bioedit.html）识别

群特异区域。下列引物见文献：OXA-23和OXA-24［6］，SHV，
VEB-1，CTX-M-1，GES，TEM 和 PER-1［7］，aac（3）- Ⅰ，aac
（3）-Ⅱ，aac（6′）-Ⅰ，ant（2″）-Ⅰ［9］；其他引物自行设计，见

表1。每个耐药基因PCR反应体系是：P1和P2，0.5 μmol，dNTPs 
200 mmol，KCl 10 mmol，（NH4）2SO4 8 mmol，MgCl2 2 mmol，Tris-
HCl（pH 9.0）10 mmol，NP40 0.5%，BSA 0.02%，TaqDNA pol 1 U

和总体积20 μL（模板液5 μL）。当扩增产物> 500 bp时，扩增
条件为：初始变性93℃ 2 min，35个循环93℃ 60 s、55℃ 60 s、

72℃ 60 s，最后的延长72℃ 5 min。产物小于500 bp的扩增条件

为：初始变性93℃ 2 min，35个循环93℃ 30 s、55℃ 30 s、72℃

60 s，最后的延长72℃ 5 min。代表性的扩增片段最后经基因组

测序和序列比对来确定。

每一Ab分离株用PCR扩增24个耐药基因、3类整合子及

Tn21/Tn501转座子，琼脂糖凝胶成像结果用二分类方式转换

（阳性特异性条带为“1”，阴性条带为“0”），然后使用样本聚

类和指标聚类分析。采用类似PFGE标准，如果DRGT中耐药

基因完全相同为同一型别（如A），如果有1个耐药基因不同则

为同亚型（如A1），如果2个耐药基因不同则为另一亚型（如

A2），如3个不同则为另一型别（如B），4个不同为B1，5个不

同为B2，并依此类推。  

表1   PCR检测耐药基因的引物序列
Table 1   Sequence of primers for detection of drug resistance genes by PCR

基因名（Gene name） 引物序列 5′ → 3′（Primer sequence） 基因名（Gene name） 引物序列 5′ → 3′（Primer sequence）

CARB F: AAAGCAGATCTTGTGACCTATTC aac(6′)-Ⅱ F: TTCATGTCCGCGAGCACCCC

588 bp* V: TCAGCGCGACTGTGATGTATAAAC 178 bp* V: GACTCTTCCGCCATCGCTCT

OXA-51 F: ATGAACATTAAAGCACTCTTACTT IMP F: CGGCC(G/T)CAG GAG(A/C)G(G/T)CTTT

825 bp* V: CTATAAAATACCTAATTGTTCTAA 587 bp* V: AACCAGTTTTGC(C/T)TTAC(C/T)AT

OXA-58 F: TCGATCAGAATGTTCAAGCGC VIM F: ATTCCGGTCGG(A/G)GAGGTCCG

530 bp* V: ACGATTCTCCCCTCTGCGC 633 bp* V: GAGCAAGTCTAGACCGCCCG

SPM F: CTGCTTGGATTCATGGGCGCG ant(3″)-Ⅰ F: TGATTTGCTGGTTACGGTGAC

784 bp* V: CCTTTTCCGCGACCTTGATCG 284 bp* V: CGCTATGTTCTCTTGCTTTTG

MerA F: GACCAGCCGCAGTTCGTCTA qacE⊿ 1-sul1 F: TAGCGAGGGCTTTACTAAGC

462 bp* V: GCAGCA(G/C)GAAAGCTGCTTCA 300 bp* V: ATTCAGAATGCCGAACACCG

GIM F: CTTGTAGCGTTGCCAGCTTTA intI1 F: CCGAGGATGCGAACCACTTC

562 bp* V: CAGCCCAAGAGCTAATTGAGG 373 bp* V: CCGCCACTGCGCCGTTACCA

ADC F: GGTATGGC(T/C)GTGGG(T/c/G)GT(T/C)ATTC intI2 F: CACGGATATGCGACAAAAAGGT

445 bp* V: CTAAGA(C/G)TTGGTC(G/A)AA(A/G)GGT 789 bp* V: GTAGCAAACGAGTGACGAAATG

DHA F: AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT intI3 F: GCCTCCGGCAGCGACTTTCAG

405 bp* V: CCGTACGCATACTGGCTTTGC 433 bp* V: ACGGATCTGCCAAACCTGACT

［注］*：序列长度。

2   结果
2.1   Ab耐药基因检测情况

除了Ab菌株p8和p15（未检出相关基因，但表型对庆大

霉素和丁胺卡那霉素耐药）外，耐药基因检测结果基本同耐药

表型结果相一致。耐药表型中，磺胺甲噁唑耐药率最高，其次

是头孢噻肟和氨曲南，三者的耐药率分别是96.3%、92.6%和

92.6%；而耐药率最低的2种抗生素（亚胺培南和美罗培南）

也达到55.6%。耐药基因主要包含 β内酰胺酶类基因和氨基糖
苷类基因。27株Ab中85.2%检测到 β内酰胺酶类基因，包括
TEM 22（81.5%）、OXA-23 12（44.4%）、ADC 23（85.2%）；携带
氨基糖苷类基因也达到85.2%，其中23（85.2%）株携带aac（3）-
Ⅰ、18（66.7%）株携带 aac（6′）-Ⅰ和22（81.54%）株携带 ant
（3″）-Ⅰ。在移动元件中，只有整合子I型被检出（85.2%）。而
耐药基因 SHV、PER、VEB、GES、CARB、CTX-M-1、OXA-24、

OXA-51、OXA-58、IMP、VIM、SPM、GIM、DHA、aac（3）-Ⅱ、
aac（6′）-Ⅱ、ant（2″）-Ⅰ、intI2、intI3、tnpA和merA检测都是
阴性。 

2.2   DRGT分型结果

依据不同耐药基因组合对27株Ab分类结果见表2。单一

类别耐药基因分型结果不稳定，且区分能力不强，如氨基糖苷

类中发现p10和p1、p2为同一类型；当选用多个类别耐药基因

分型后，结果趋于稳定，可见T2（两类耐药基因分型）和T3（三

类耐药基因分型）；而整合子的去除和添加对整体分型T结果

影响不大，均分为3型，只是在亚型上有所不同。

对检测耐药基因进行指标聚类分析结果可见图1。同类耐

药基因很明显地聚集成一类，而且携带整合子遗传标志的菌株

能检测到β内酰胺类基因，耐消毒剂和磺胺基因（qacEΔ1-sul1）
同氨基糖苷类基因有关联。
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表 2   鲍曼不动杆菌不同分型结果表
Table 2   Different genotypes of Acinetobacter baumannii clinical isolates
菌株编号
Isolate No.

I型整合子
intI1

氨基糖苷类a

Aminoglycosides 
β内酰胺酶类b
β-lactamase T2

* T3** T*** PFGE

p3, p4, p6, p14, p19, 
p20, p23, p24, p27

1 A A A A A A

p7, p17 1 A A A A A A1

p11, p18, p21, p22, 
p25, p26

1 A A1 A1 A1 A1 A

p5 1 A A2 A2 A2 A2 A2

p9, p12, p13 1 A1 A1 A2 A2 A2 A

p16 1 A1 A1 A2 A2 A2 A1

p10 1 B A B B1 B1 A

p15 0 A2 B B2 C C1 B

p1, p2 0 B B C C1 C2 C

p8 0 B B C C1 C2 B1

［注］a：以 TEM、OXA-23和ADC基因聚类分型；b：以 aac（3）-Ⅰ、
aac（6′）-Ⅰ和 ant（3″）-Ⅰ基因聚类分型；*：以氨基糖苷类和 β
内酰胺酶类基因聚类分型；**：以氨基糖苷类、β内酰胺酶类基
因和 qacE△ 1-sul1基因聚类分型；***：以氨基糖苷类、β内酰胺
酶类基因、qacE△ 1-sul1基因和 intI1聚类分型。

图 1   不同耐药菌株检测基因的聚类分析
Figure 1   Cluster analysis of different drug resistant genes

2.3   DRGT与PFGE比较

鉴于整合子只是作为遗传元件检测，以及 qacEΔ1-sul1在
医院环境消毒中的作用，选择表2中T3建立的耐药基因分型

结果为依据，与PFGE比较。在分型能力上，尽管亚型上存在

差异，但是型别上均能分出3个型别且分型一致性为88.9%

（24/27）。在流行判断上，除p10外，有22株均为PFGE和

DRGE的A型，占到PFGE A型中的95.7%（22/23）；结合流行

病学资料，两者基本上反映出医院感染流行的真实情况（表2）。

在耐药特征上，DRGT比PFGE提供耐药信息多。PFGE的A亚

型中，亚群（p3，p4，p6，p14，p19，p20，p23，p24，p27）与另

一亚群（p11，p18，p21，p22，p25，p26）属于同一流行事件；

但在DRGT分型中，A亚型、A1亚型和A2亚型在OXA-23和
aac（6′）-Ⅰ基因上存在差异。另外，PFGE和DRGT的分型差异
主要是在p8、p10和p15中。 

3   讨论
随着多重耐药Ab成为院内感染流行或爆发的重要病原

体，研究不同Ab之间基因型和耐药关系显得非常重要［1-3，6-7］，

而利用耐药基因检测判断菌株间的流行关系也提供一种可能。

NOPPE-LECLERCQ 等人［9］基于氨基糖苷类耐药基因的PCR指
纹图谱法快速筛检Ab，发现PFGE分型和指纹图谱法在结论上

存在差异。类似结论也出现在本研究中，但基于多个类别耐药

基因分型趋向于稳定，如T3。同时，多个耐药基因的指标聚类

也发现同类耐药基因具有聚合性，暗示需要选择多个类别耐药

基因来建立分型。

分子分型方法的基本特征是能区分流行病学相关和不

相关菌株。研究表明，尽管存在小差异，但在区分流行耐药

株的能力上DRGT可以与PFGE相比拟。特别是，研究发现

PFGE的A型被DRGT分为两个群，后群比前群多一个耐药基

因OXA-23。事实上，PFGE分型方法经常是针对细菌或质粒
的整个基因组，并不能提供耐药株的整个特征，而DRGT能把

区分能力和院内感染耐药性结合起来。在分型能力上，DRGT

与PFGE一样分出3个型别和不同的亚型。在重复性上，对于

DRGT来说，引物中恰好的匹配目标位点和严格退火温度可以

保证重复实验中产生类似DNA。

耐药基因借助移动元件水平转移到染色体上，这增加了基

因分型的复杂性。多个大片段的耐药基因移动如OXA-23，使
PFGE分型出现错误分类的问题。本研究中I型整合子在流行

事件中被检出，但是没有出现在散发菌株中，这也部分支持整

合子作为爆发事件的潜在分子标志物［8］。但整合子只分析携带

基因盒而忽视其他耐药基因，DRGT方法恰好弥补该方法不足

并提供更多耐药信息。

然而，DRGT也存在局限性。聚合酶链反应的自身特点会

影响到DRGT结果，如PCR反应可能产生更大片段或阴性结

果。PFGE和DRGT都会受到时间因素影响，短期和长期的分

型结果的解释应该有所不同。成本效益和临床实践的困难也可

能会限制到DRGT的使用。当然，本研究的小样本可能会影响

到实验区分能力。更关键的是，如何恰当地选择不同类别耐药

基因聚类还需要进一步探讨。

总之，对于院内感染的预防和控制来说，合理使用抗生素

和减少耐药发生是非常关键的。而DRGT不仅对于控制院内感

染和病人有效治疗提供帮助，也有助于预测和预防流行事件的

发生。
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细胞色素C释放入胞质是硫酸铜作用于L-02细胞，损伤甚至
致死L-02细胞的一个重要步骤。
MTT实验中硫酸铜作用后细胞D值也随浓度增加和时间

延长而降低，表明硫酸铜抑制了L-02细胞线粒体酶活力并对
线粒体整体功能产生了破坏。

硫酸铜作用于L-02细胞之后，损伤累及线粒体，作为线粒
体内外信息交流中心枢纽的MPTP过度开放，从而导致线粒体膜

电位降低，线粒体膜电位的耗散诱导凋亡执行因子细胞色素C

等从线粒体释放入胞质，可通过级联反应启动凋亡，MPTP过

度开放还可导致线粒体结构改变，线粒体肿胀及外膜的破溃，

继而促进细胞色素C的释放，加速细胞凋亡的发生。同时，线

粒体整体功能也受到破坏，直接影响细胞活力和生存状态，导

致细胞损伤甚至凋亡。
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