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·临床论著·

多重耐药鲍曼不动杆菌碳青霉烯酶基因的研究
赵书平　马华　宗桂珍

　　【摘要】　目的　调查本院院内分离的多重耐药鲍曼不动杆菌中碳青霉烯酶基因的存在情况，为

临床合理使用抗菌药物和控制院内感染提供科学依据。方法　采用微量稀释法和纸片扩散法测定菌

株的药敏情况，ＰＣＲ法检测ＯＸＡ２３组等碳青霉烯酶基因，并对部分阳性基因进行测序。结果　所收

集的４６株多重耐药鲍曼不动杆菌中，４１株（８９．１％）ＯＸＡ２３组基因阳性、６株（１３％）ＩＭＰ基因阳性，

其余基因检测均显示阴性。结论　本院多重耐药鲍曼不动杆菌碳青霉烯酶基因以ＯＸＡ２３组为主，其

次是ＩＭＰ基因。
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　　报道显示鲍曼不动杆菌引起的院内感染有逐年

增多的趋势［１］，尤其是泛耐药和多重耐药鲍曼不动

杆菌的出现给临床治疗带来了极大的困难［２４］。有

研究显示，碳青霉烯酶是引起不动杆菌属对碳青霉

烯类抗菌药物耐药的主要机制［５７］。临床上经常用

碳青霉烯类和含舒巴坦合剂的抗菌药物治疗鲍曼不

动杆菌引起的感染，但近年来这两类药物的耐药性

逐步升高。本研究调查了碳青霉烯酶基因在本院分

离的多重耐药鲍曼不动杆菌中的存在情况，以期为

临床合理使用抗菌药物提供一定的理论依据。

资料与方法

一、菌株来源
２０１０年６月～２０１１年６月在本院住院患者标

　　ＤＯＩ：１０．３８７７／ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．１６７４１３５８．２０１２．０６．０１５
　　作者单位：２７１０００　泰安，泰安中心医院检验科（赵书平），血液

科（马华），药剂科（宗桂珍）

　　通讯作者：赵书平，Ｅｍａｉｌ：ｄｃｚｈｓｈｐ＠１２６．ｃｏｍ

本中共分离出４６株多重耐药鲍曼不动杆菌，其中分

离自痰液４４株，穿刺液１株，分泌物１株。

二、细菌鉴定及药敏试验

采用 ＷａｌｋＡｗａｙ９６ＰＬＵＳＮＣ３１复合板鉴定菌

种及药敏试验，用ＫＢ纸片扩散法测定对头孢哌酮／
舒巴坦、美罗培南、替加环素、米诺环素和多西环素

等抗菌药物的敏感性，用 ＡＴＢＰＳＥ药敏板检测菌株

对多黏菌素 Ｅ等抗菌药物的敏感性。ＭＨ琼脂和

药敏纸片均为英国Ｏｘｏｉｄ产品。

三、耐药基因的检测

采用多聚酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，
ＰＣＲ）进行检测，引物设计参照文献［８］。碳青霉烯酶

基因的ＰＣＲ扩增引物序列见表１。
四、所筛选的阳性基因ＤＮＡ测序
ＩＭＰ阳性基因和部分 ＯＸＡ２３组阳性基因 ＰＣＲ

产物由上海桑尼生物科技有限公司进行测序，测序

结果在ＧｅｎＢａｎｋ网上查询，进行比对分析。
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表１　碳青霉烯酶基因的ＰＣＲ扩增引物序列

引物 引物序列序 （５’→３’）
产物长

度（ｂｐ）
退火温

度（℃）

ＯＸＡ２３ｇｐＦＣＣＣＣＧＡＧＴＣＡＧＡＴＴＧＴＴＣ ２９１ ５５

ＯＸＡ２３ｇｐＲＧＣＴＴＣＡＴＧＧＣＴＴＣＴＣＣＴＡＧ

ＯＸＡ２４ｇｐＦＡＣＧＡＧＣＡＡＡＴＡＡＡＧＡＡＴＡＴＧＴＣＣＣ ４９６ ５２

ＯＸＡ２４ｇｐＲＣＡＣＣＣＡＡＣＣＡＧＴＣＡＡＣＣＡＡＣ

ＯＸＡ４８ｇｐＦＧＧＧＡＴＧＧＡＣＡＧＡＣＭＣＧＳＧＡＴＡ ３００ ５５

ＯＸＡ４８ｇｐＲＴＧＧＣＴＴＧＲＴＴＧＡＣＹＡＴＡＣＧＣ

ＯＸＡ５５ｇｐＦＧＣＴＧＡＧＧＧＴＴＧＧＣＡＡＧＡＧＧＴ １７９ ５７

ＯＸＡ５５ｇｐＲＡＡＣＧＣＡＡＴＡＡＧＧＣＴＧＧＡＧＧＧ

ＯＸＡ５８ｇｐＦＴＧＧＣＡＣＧＣＡＴＴＴＡＧＡＣＣＧ ５０７ ５２

ＯＸＡ５８ｇｐＲＡＡＡＣＣＣＡＣＡＴＡＣＣＡＡＣＣＣ

ＯＸＡ６０ｇｐＦＴＣＡＣＣＧＣＣＧＡＣＣＧＴＡＣＣＴＡＴ １７７ ５９

ＯＸＡ６０ｇｐＲＣＧＴＧＣＴＣＣＣＡＣＴＧＣＴＣＧＴＡＡ

ＯＸＡ６４ｇｐＦＴＣＡＧＣＣＴＧＣＴＣＡＣＣＴＴＡＴ ４０６ ５２

ＯＸＡ６４ｇｐＲＣＡＣＧＣＴＴＣＡＣＴＴＣＫＴＴＡＧＡＣ

ＯＸＡ６６ｑｃＦＡＴＧＡＡＣＡＴＴＡＡＡＧＣＡＣＴＣ ８２５ ５２

ＯＸＡ６６ｑｃＲＣＴＡＴＡＡＡＡＴＡＣＣＴＡＡＴＴＧ

ＶＩＭｑｃＦ ＴＴＧＡＡＴＴＣＴＴＡＴＧＣＣＧＣＡＣＴＣＡＣＣＣＣ ９１０ ５５

ＶＩＭｑｃＲ ＴＴＧＧＡＴＣＣＡＡＧＴＴＣＡＧＣＣＧＣＣＡＧＡＡ

ＩＭＰ１ｇｐＦ ＴＣＴＣＡＴＴＴＴＣＡＴＡＧＲＧＡＣＡＧ ３５３ ５１

ＩＭＰ１ｇｐＲ ＡＣＣＡＧＴＴＴＴＧＣＣＴＴＡＣＣＡＴＡ

ＩＭＰ２ｇｐＦ ＣＴＴＧＴＡＡＡＣＡＣＷＧＡＣＧＣＣＴＡＴ １３４ ５２

ＩＭＰ２ｇｐＲ ＧＴＧＣＴＧＴＣＧＣＴＡＴＧＧＡＡＡＴ

ＩＭＰ１１ｇｐＦＧＫＧＴＣＴＴＴＧＣＣＴＧＡＴＴＴＡ ２５６ ５１

ＩＭＰ１１ｇｐＲＣＴＡＴＴＣＣＡＣＣＣＧＷＧＣＴＧＴ

ＩＭＰ１４ｇｐＦＲＧＡＣＡＧＴＡＣＧＧＣＴＧＧＡＡＴＡＧ ２３９ ５５

ＩＭＰ１４ｇｐＲＣＡＡＡＧＣＡＡＣＣＡＣＣＧＡＡＴＡＡＡ

ＩＭＰ１２ｇｐＦＴＴＲＣＡＴＡＧＣＧＡＣＡＧＲＡＣＧ ２７７ ５２

ＩＭＰ１２ｇｐＲＣＡＲＣＣＡＡＡＴＴＡＣＣＷＡＧＡＣＣ

ＩＭＰ２ｑｃＦ
ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＡＡＧＡＡＡＴＴＡＴＴＴ
ＧＴＴＴＴＡＴＧＴＧ

７４１ ５５

ＩＭＰ２ｑｃＲ
ＣＣＧＴＣＴＡＧＡＴＴＡＧＴＡＣＴＴＧＧＣＴＧＴ
ＧＡＴＧ

ＧＩＭ１Ｆ ＡＴＴＡＣＴＴＧＴＡＧＣＧＴＴＧＣＣ ４１８ ４８

ＧＩＭ１Ｒ ＣＴＣＴＡＴＡＡＧＣＣＣＡＴＴＴＣＣ

ＳＰＭ１Ｆ ＧＣＣＡＴＣＡＡＴＡＣＧＣＡＣＴＴＴＣＡ ５２６ ５７

ＳＰＭ１Ｒ ＡＣＡＧＴＣＴＣＡＴＴＴＣＧＣＣＡＡＣＧ

ＫＰＣｇｐＦ ＧＣＧＧＡＡＣＣＡＴＴＣＧＣＴＡＡＡＣＴＣ ３４０ ５５

ＫＰＣｇｐＲ ＣＧＣＣＣＡＡＣＴＣＣＴＴＣＡＧＣＡＡＣＡ

ＫＰＣｑｃＦ ＡＴＧＴＣＡＣＴＧＴＡＴＣＧＣＣＧＴＣＴ ８８２ ５５

ＫＰＣｑｃＲ ＴＴＡＣＴＧＣＣＣＧＴＴＧＡＣＧＣ

　　

结　　果

一、抗菌药物的敏感试验结果

本研究所分离的４６株多重耐药鲍曼不动杆菌

中，对替加环素和米诺环素的敏感性分别为６０．９％
（２８／４６）和５４．３％（２５／４６）；对头孢哌酮／舒巴坦的耐

药率为５４％（２５／４６），中介水平耐药为３２％（１５／４６）；
对庆大霉素、妥布霉素和阿米卡星的耐药率均为９３％
（４３／４６）；对头孢他啶、头孢曲松、环丙沙星、头孢吡

肟、亚胺培南、美罗培南、哌拉西林和哌拉西林／他唑

巴坦均耐药；９５．７％（４４／４６）对左氧氟沙星耐药，

４．３％（２／４６）对左氧氟沙星中介水平耐药；２．２％
（１／４６）对复方新诺明敏感，对多黏菌素Ｅ均敏感。

二、碳青霉烯酶基因的检测结果
４６株多重耐药鲍曼不动杆菌中，４１株（８９．１％）

为ＯＸＡ２３组基因阳性，未检出其他 ＯＸＡ基因，６株
（１３％）携带 ＩＭＰ基因，４株（８．７％）同时携带
ＯＸＡ２３和ＩＭＰ４酶，其余基因均阴性。ＯＸＡ２３组基

因和ＩＭＰ基因ＰＣＲ产物电泳结果见图１～２。
三、ＯＸＡ２３基因ＰＣＲ扩增产物的测序结果

取３株ＯＸＡ２３组基因阳性 ＰＣＲ扩增产物进行

测序，测序结果均为ＯＸＡ２３基因，与编码ＪＮ２０７４９３
序列１００％同源，测序图见图３。

四、ＩＭＰ基因ＰＣＲ扩增产物的测序结果

对６株ＩＭＰ基因阳性ＰＣＲ扩增产物进行测序，

测序 结 果 均 为 ＩＭＰ４基 因，其 中 ４株 与 编 码
ＪＮ１０６６６７序列１００％同源，２株９９％同源，测序图见

图４。

讨　　论

鲍曼不动杆菌是不动杆菌属中最常见的引起呼

吸道感染的条件致病菌，该菌与铜绿假单胞菌、嗜麦

芽寡养单胞菌为常见的非发酵革兰阴性杆菌。

２００６～２０１１年本院临床分离的非发酵菌中，发现自
２００９年以来鲍曼不动杆菌菌株分离率迅速增加，且

多重耐药鲍曼不动杆菌迅速增加。有报道称吸痰

器、呼吸机、空调和输液系统均可被污染而将病原菌

传播给患者［９］，鲍曼不动杆菌以下呼吸道感染最为

常见［１０］。本研究４６例感染多重耐药鲍曼不动杆菌

的患者中，有４４例为呼吸道感染者，提示本院鲍曼

不动杆菌引起的感染以呼吸道感染为主。碳青霉烯

酶是指能水解碳青霉烯类抗菌药物的一类 β内酰

胺酶，包括 Ａｍｂｌｅｒ分类中的 Ａ、Ｂ、Ｄ三类酶。Ａ类

常见有ＫＰＣ型 β内酰胺酶；Ｂ类为金属酶，常见有
ＩＭＰ和ＶＩＭ型β内酰胺酶；Ｄ类为ＯＸＡ类酶。
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图１　ＯＸＡ２３组基因ＰＣＲ产物部分电泳图

注：Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；Ｓ：阳性标本；Ｐ：阴性标本

图２　ＩＰＭ基因ＰＣＲ产物部分电泳图

注：Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；Ｓ：阳性标本；Ｐ：阴性标本

图３　ＯＸＡ２３基因测序图

图４　ＩＰＭ４基因测序图

ＯＸＡ２３属Ｄ类碳青霉烯酶耐药基因，能水解碳青

霉烯类抗菌药物，是引起鲍曼不动杆菌多重耐药的

主要原因之一［１１１２］。本研究共收集４６株多重耐药

鲍曼不动杆菌，其中４１株为ＯＸＡ２３组基因阳性，阳

性率为８９．１％（４１／４６），随机取３株 ＰＣＲ扩增产物

进行测序，结果显示均为 ＯＸＡ２３基因。６株携带

ＩＭＰ基因，携带率为１３％（６／４６）。对６株 ＩＭＰ基因

阳性ＰＣＲ扩增产物进行测序，结果均为 ＩＭＰ４型金

属酶。提示本院分离的多重耐药鲍曼不动杆菌中，

碳青霉烯酶基因以 ＯＸＡ２３型为主，与马序竹等［１３］

报道的 ＯＸＡ２３酶是我国鲍曼不动杆菌对亚胺培南

耐药最主要的碳青霉烯酶一致。本研究在鲍曼不动
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杆菌中检出ＩＭＰ４金属酶基因，并且有４株（８．７％）
同时携带ＯＸＡ２３组碳青霉烯酶和 ＩＭＰ４金属酶，其

研究结果低于虞涛等［１４］报道的 ２８％患者同时产
ＩＭＰ４型及 ＯＸＡ２３型碳青酶烯酶鲍曼不动杆菌。

本研究提示，ＯＸＡ碳青酶烯酶和 ＩＭＰ４金属酶是本

院院内鲍曼不动杆菌对碳青酶烯类和头孢菌素类抗

菌药物耐药的主要原因之一。

本研究药敏结果显示，多重耐药鲍曼不动杆菌，

对庆大霉素和妥布霉素、阿米卡星的耐药率均为
９３％（４３／４６）；９５．７％（４４／４６）对左氧氟沙星耐药，

４．３％（２／４６）对左氧氟沙星中介水平耐药；对环丙沙

星、头孢他啶、头孢曲松、环丙沙星、头孢吡肟、亚胺

培南、美罗培南、哌拉西林和哌拉西林／他唑巴坦均

耐药，对替加环素（６０．９％）和米诺环素（５４．３％）敏
感性相对较高，对头孢哌酮／舒巴坦（５４％）的耐药

率显著低于哌拉西林／他唑巴坦（１００％），但对头孢

哌酮／舒巴坦为中介水平耐药的多重耐药鲍曼不动

杆菌较高，为３２％；１株对复方新诺明敏感，未发现

对多黏菌素Ｅ耐药的鲍曼不动杆菌。因此，本院临

床医师治疗多重耐药鲍曼不动杆菌引起的感染时，

可首选多黏菌素 ＋孢哌酮／舒巴坦；头孢哌酮／舒巴

坦＋米诺环素或头孢哌酮／舒巴坦＋替加环素。

因此，临床医师治疗由多重耐药鲍曼不动杆菌

引起的感染时，因可选用的抗菌药物非常有限，应引

起高度重视，同时应了解本地区鲍曼不动杆菌的耐

药特性，加强临床联合用药的意识，合理选用抗菌

药物。
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