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鲍曼不动杆菌ＡｍｐＣ酶和ＡｍｐＣ耐药基因检测分析

张丽梅，苏丹虹，徐韫健（广州医学院第一附属医院检验科　５１０１２０）

　　【摘要】　目的　检测临床分离的４５株鲍曼不动杆菌的ＡｍｐＣ酶和ＡｍｐＣ耐药基因，并探讨产 ＡｍｐＣ酶菌株

的耐药情况。方法　采用超声破碎法提取４５株细菌的β内酰胺酶粗提物，进行三维试验，提取４５株细菌的总

ＤＮＡ，聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增ＡｍｐＣ结构基因和ＡＣＴ１、ＣＭＹＧ１、ＣＭＹＧ２、ＤＨＡ、ＦＯＸ耐药基因，最低抑菌浓

度药物敏感试验分析菌株的耐药性。结果　４５株鲍曼不动杆菌中三维试验和ＰＣＲ检测ＡｍｐＣ基因同时阳性的有

１１株，确认产ＡｍｐＣ酶菌株为１１株。三维试验方法和ＰＣＲ基因检测方法比较对ＡｍｐＣ酶的检出率差异无统计学

意义（χ
２＝３．５００，犘＞０．０５）。ＡＣＴ１的检出率为４．４％，未检出ＦＯＸ、ＤＨＡ、ＣＭＹＧ１、ＣＭＹＧ２。产ＡｍｐＣ酶菌株

的药物敏感度最高是丁胺卡那霉素（９０．９％），其次是亚胺培南（５４．５％），产 ＡｍｐＣ酶菌株耐药率高，对氨苄西林、

氨曲南、头孢曲松、头孢替坦、头孢唑啉、呋喃妥因、头孢他啶达到１００．０％，产ＡｍｐＣ酶菌株对抗菌药物的耐药性显

著高于不产ＡｍｐＣ酶菌株。结论　三维试验方法和ＰＣＲ基因检测方法对 ＡｍｐＣ酶的检出率无明显差别，但仍存

在假阳性与假阴性。产ＡｍｐＣ酶菌株耐药情况严重，提示临床应慎重用药。
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　　鲍曼不动杆菌广泛分布于自然界，是医院感染的重要条件

致病菌之一。近年来，由于抗菌药物的广泛使用，临床出现越

来越多的产β内酰胺酶的菌株，其中产 ＡｍｐＣ酶的菌株占一

定的比例，很多质粒介导的ＡｍｐＣ酶在世界各地陆续被报道，

每年以发现１～２个新质粒 ＡｍｐＣ酶的速度增加
［１］，引起国内

外的广泛关注。ＡｍｐＣ酶存在于大多数革兰阴性杆菌中，是革

兰阴性杆菌主要的耐药原因［２］。它能水解青霉素，第１、２、３代

头孢菌素和单环类β内酰胺抗菌药物，且不被克拉维酸抑制。

质粒ＡｍｐＣ酶可以在菌种之间传递，使耐药问题越来越严峻，

容易引起医院感染的爆发流行。本研究检测临床分离的４５株

鲍曼不动杆菌的 ＡｍｐＣ 酶和 ＡｍｐＣ 耐药基因，并探讨产

ＡｍｐＣ酶菌株的耐药情况，讨论其临床意义，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　试验菌株　广州医学院第一附属医院临床分离鲍曼不动

杆菌４５株，ＡｍｐＣ酶初筛阳性（抑菌环直径头孢西丁小于１８

ｍｍ，头孢他啶小于１８ｍｍ或（和）头孢噻肟／克拉维酸小于２２

ｍｍ者初筛为可疑产 ＡｍｐＣ酶菌株），并经法国生物梅里埃

Ｖｉｔｅｋ２鉴定仪鉴定。

１．２　试剂与仪器　胰蛋白胨大豆肉汤（英国 Ｏｘｉｄ公司），

ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、聚合酶链反应（ＰＣＲ）配套试剂（日本ＴａＫａＲａ公

司产品），电泳用琼脂糖和溴化乙锭（北京鼎国公司产品）；

ＶＩＴＥＫ２全自动微生物鉴定仪（法国生物梅里埃公司产品），

ＰＣＲ扩增仪（美国ＢｉｏＲａｄＰＥ公司产品），双向电泳分析仪（北

京六一仪器厂产品），ＵＰ凝胶成像系统（英国 ＵＶＰ公司产
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品），超声细胞粉碎仪（宁波新芝公司产品）。

１．３　ＰＣＲ引物　根据文献设计引物，引物由上海英俊公司合

成，ＰＣＲ引物情况见表１。

表１　ＰＣＲ引物情况表

引物名称 引物序列
长度

（ｂｐ）

退火温度

（℃）

ＡｍｐＣ
［３］ ５′ＴＡＡＡＣＡＣＣＡＣＡＴＡＴＧＴＴＣＣＣ３′

５′ＡＣＴＴＡＣＴＴＣＡＡＣＴＣＧＣＧＡＣＧ３′ ６６３ ５６

ＣＭＹＧ１ ５′ＧＣＴＴＡＣＡＧＣＣＴＣＴＴＴＣＴＣＣＡＣ３′

５′ＣＣＴＣＧＡＣＡＣＧＧＡＣＡＧＧＧＴＴＡ３′ １０８２ ５８

ＣＭＹＧ２ ５′ＧＧＴＣＴＧＧＣＣＣＡＴＧＣＡＧＧＴＧＡ３′

５′ＴＧＡＣＴＴＴＣＧＧＴＡＴＴＣＧＧＧＴＡＧ３′ ９６３ ６２

ＡＣＴ１ ５′ＡＣＣＧＴＴＡＣＧＣＣＧＣＴＧＡＴＧ３′

５′ＣＣＡＣＧＡＧＣＴＧＣＣＡＡＡＣＣＣ３′ １３２６ ５７

ＦＯＸ ５′ＡＴＣＣＡＧＣＣＧＡＴＧＣＴＣＡＡＧＧ３′

５′ＧＧＣＡＣＧＡＡＣＧＣＣＡＣＡＴＡＧ３′ ９４１ ５７

ＤＨＡ［４］ ５′ＡＴＧＧＣＧＧＴＴＧＣＣＧＴＣＴＣ３′

５′ＴＧＡＣＴＣＴＴＴＣＧＧＴＡＴＴＣＧＧＧＴＡＧ３′ ９６７ ５７

１．４　β内酰胺酶的粗提取　超声破碎法粗提取β内酰胺酶：

将待检菌接种在２ｍＬ营养肉汤中增菌１８～２４ｈ，混匀增菌肉

汤，将１ｍＬ含菌的肉汤倒入约２０ｍＬ肉汤中摇菌６ｈ，４℃离

心集菌，８０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，用０．０１ｍｏｌ／Ｌ的磷酸盐缓

冲液冲洗后制成一定浓度的细菌悬液。超声破碎法破碎细菌

细胞，再１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｈ，去除细菌碎片，收集上清液即

为β内酰胺酶的粗提物，取部分上清液接种于 ＭＨ平板常规

培养，证实无活菌，用β内酰胺酶纸片确定有β内酰胺酶的

存在。

１．５　三维试验　将鲍曼不动杆菌按美国临床实验室标准化协

会的ＫＢ法涂布在 ＭＨ平板上。在平板的中央贴一张ＦＯＸ

纸片，从距离纸片５ｍｍ处用无菌刀片在平板的琼脂上向外

（离心方向）切一裂隙（一块平板可切４～５条裂隙）。每一裂隙

中加入２５～３０ｍＬ的一种待测菌株的β内酰胺酶粗提物（注

意β内酰胺酶粗提物不可溢出裂隙）。３５℃培养２４ｈ，观察裂

隙的内侧端（头孢西丁纸片的抑菌环内）周围有无细菌生长。

判断标准：裂隙的内侧端周围有细菌生长，导致头孢西丁纸片

的抑菌环有缺失者为阳性。

１．６　ＰＣＲ基因筛选　引物稀释，先离心，再加水溶解，稀释为

１００ｍｍｏｌ／Ｌ。反应体系为２０ｍＬ，上下游引物各１ｍＬ，１０×

ＰＣＲ缓冲液２ｍＬ，１５０ｍＬ／ＬｄＮＴＰ１ｍＬ，Ｔａｑ酶０．２５ｍＬ，

ＤｄＨ２Ｏ１２．７５ｍＬ，ＤＮＡ模板２ｍＬ。反应条件为９５℃预变性

３ｍｉｎ，９５℃３５ｓ，５６℃３５ｓ，７２℃５０ｓ，共循环３５次，最后７２

℃再延伸１０ｍｉｎ。扩增产物以１．２％琼脂糖凝胶（加ＥＢ）电

泳，上样５μＬ，５Ｖ／ｃｍ×４５ｍｉｎ，凝胶成像系统观察结果。

ＰＣＲ产物送上海英俊生物公司进行双向测序，测序结果在

ＧｅｎＢａｎｋ上进行查询比对。

１．７　统计学方法　用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计学处理，资料

采用χ
２ 检验和狋检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　三维试验结果　在初步筛选对头孢西丁耐药的４５株鲍

曼不动杆菌中，检出三维试验阳性１４株，阳性率３１．１％。裂

隙与抑菌环处出现抑菌环矢状缺失，细菌扩大生长。

２．２　ＡｍｐＣ结构基因和ＡｍｐＣ耐药基因检测结果　在４５株

鲍曼不动杆菌中用ＰＣＲ检测出ＡｍｐＣ基因阳性菌株２２株，在

６６３ｂｐ处有明亮条带，如图１所示，此法阳性率４８．６％。

ＡｍｐＣ耐药基因检测：ＡＣＴ１阳性２株（４．４％），未检出ＦＯＸ、

ＤＨＡ、ＣＭＹＧ１、ＣＭＹＧ２。

　　注：Ｍ 为 ＤＬ２０００ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１为ａｍｐＣ基因阴性；２～６为

ａｍｐＣ基因阳性。

图１　ＡｍｐＣ基因ＰＣＲ产物电泳图

２．３　三维试验和染色体ＡｍｐＣ结构基因的统计　三维试验、

ＡｍｐＣ基因检测同时阳性１１株；三维试验阳性、ＡｍｐＣ基因检

测阴性３株；三维试验阴性、ＡｍｐＣ基因检测阳性１１株。三维

试验与ＰＣＲ检测法的比较见表２。两种检测方法差异无统计

学意义（χ
２＝３．５００，犘＞０．０５）。

表２　三维试验、ＰＣＲ法检测ＡｍｐＣ结构基因方法学评价

三维试验
ＰＣＲ法

＋ －

合计

＋ １１ ３ １４

－ １１ ２０ ３１

合计 ２２ ２３ ４５

　　注：＋表示阳性，－表示阴性。

２．４　产 ＡｍｐＣ酶菌株与不产 ＡｍｐＣ酶菌株药敏试验结果的

比较　三维试验、ＰＣＲ法检测 ＡｍｐＣ基因均阳性者确证为产

ＡｍｐＣ酶。产ＡｍｐＣ酶阳性率为２４．４％（１１／４５），其中痰标本

８株，尿标本１株，深静脉导管１株，胆汁１株。对产ＡｍｐＣ酶

菌株敏感度最高的是丁胺卡那霉素９０．９％（１０／１１），其次是亚

胺培南５４．５％（６／１１），产ＡｍｐＣ酶菌株高度耐药，对青霉素、４

代头孢菌素类抗生素耐药率几乎为１００％。１１株产 ＡｍｐＣ酶

菌株对抗生素的耐药性明显高于不产酶菌株。产 ＡｍｐＣ酶菌

株与不产酶菌株药敏试验结果的比较，有８种抗生素的耐药率

差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表３。

表３　产ＡｍｐＣ酶菌株与不产ＡｍｐＣ酶菌株

　　　耐药情况［狀（％）］

抗菌药物 产ＡｍｐＣ酶 不产ＡｍｐＣ酶

氨苄西林 １１（１００．０） ３４（１００．０）

氨苄西林／舒巴坦 ９（８１．８） １３（３８．２）

丁胺卡那霉素 １（９．１） ２（５．９）

氨曲南 １１（１００．０） ２０（５８．８）

环丙沙星 １０（９０．９） １５（４４．２）

头孢替坦 １１（１００．０） ３４（１００．０）
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续表３　产ＡｍｐＣ酶菌株与不产ＡｍｐＣ酶菌株

　　　耐药情况［狀（％）］

抗菌药物 产ＡｍｐＣ酶 不产ＡｍｐＣ酶

头孢曲松 １１（１００．０） ３３（９７．１）

头孢唑啉 １１（１００．０） ３４（１００．０）

头孢吡肟 １０（９０．９） １４（４１．２）

呋喃妥因 １１（１００．０） ３４（１００．０）

庆大霉素 ８（７２．７） １１（３２．４）

亚胺培南 ５（４５．４） ９（２６．５）

左旋氧氟沙星 ８（７２．７） １３（３８．２）

复方新诺明 ９（８１．８） １３（３８．２）

头孢他啶 １１（１００．０） １４（４１．２）

妥布霉素 ７（６３．６） ７（２０．６）

哌拉西林／他唑巴坦 ７（６３．６） １１（３２．３）

　　注：与产ＡｍｐＣ酶比较，犘＜０．０５。

３　讨　　论

鲍曼不动杆菌已经在全球各地出现流行甚至造成了爆发

性流行，并且其耐药性得到不断增强。临床分离的菌株常呈多

重耐药，甚至泛耐药、全耐药株也日益增多。由泛耐药株引起

的感染常常无药可治，病死率高。在其复杂耐药机制中，产

ＡｍｐＣ酶是其主要耐药机制之一
［５］。ＡｍｐＣ酶由 ＡｍｐＣ基因

编码，ＡｍｐＣ操纵子具有β内酰胺酶表达的调节模型。诱导性

产ＡｍｐＣ酶革兰阴性杆菌，有较高频率的自发突变，可达

１０－６～１０
－９，突变可发生在ＡｍｐＣ操纵子上，包括ＡｍｐＣ基因

突发，ＡｍｐＣ启动子或衰减子突变，调节基因的突变等，导致

ＡｍｐＣ酶活性或表达水平改变
［６］。ＡｍｐＣ酶的产生可分为染

色体介导和质粒介导两种，以染色体介导为主 。自２０世纪８０

年代末首次分离出质粒介导的 ＡｍｐＣ酶以来，新的质粒介导

的ＡｍｐＣ酶在世界各地被陆续报道，如 ＭＩＲ、ＡＣＴ、ＤＨＡ、

ＣＭＹ、ＦＯＸ、ＭＯＸ型质粒 ＡｍｐＣ酶等，迄今已有近３０种
［７］。

本实验对染色体 ＡｍｐＣ基因和 ＡＣＴ、ＤＨＡ等耐药基因进行

ＰＣＲ，从基因角度对ＡｍｐＣ酶进行检测。

在本实验结果中，三维试验法、ＰＣＲ法检测ＡｍｐＣ酶通过

配对χ
２ 检验得出差异无统计学意义，三维试验阳性率为

３１．１％，ＰＣＲ阳性率为４８．８％。与杨雪静和李向阳
［８］的结果

不一致：三维试验阳性率为６２．２％，ＰＣＲ阳性率为４６．５％，可

能因为地域性质的差别，菌株来源相差大而导致。三维试验对

ＰＣＲ而言，假阳性率为２１．４％，ＰＣＲ对三维试验而言，假阳性

率为５０．０％。对三维试验，假阳性可能是由于在酶的提取物

中存在水解头孢西丁的酶类或者有其他的头孢西丁诱导酶，或

可能由于菌膜通透性的改变、青霉素结合蛋白亲和力降低等其

他原因；假阴性可能是持续低产酶菌株，不能有效水解头孢西

丁。三维试验、ＰＣＲ基因检测均能比较准确地检测出产Ａｍｐｃ

酶菌株，但三维试验操作较为繁琐，ＰＣＲ试验结果不稳定，容

易出现假阳性和假阴性，临床或实验室可根据具体情况选择合

适的检测方法。

本研究中发现，４５株鲍曼不动杆菌中产 ＡｍｐＣ酶阳性株

全部为多重耐药菌株，对氨苄西林、氨曲南、头孢曲松、头孢替

坦、头孢唑啉、呋喃妥因、头孢他啶耐药率达到１００．０％。不但

对青霉素、第３代头孢菌素类抗生素高度耐药，并且对第４代

头孢菌素类药物高度耐药，对碳青霉烯类，如亚胺培南虽有一

定的敏感度（５４．５％），但与文献［９］相比，敏感度已明显下降，

由此说明产ＡｍｐＣ酶菌株的耐药情况近年来又逐渐加重。综

合国内外其他报道，目前临床治疗产 ＡｍｐＣ酶菌株感染疗效

最好的是碳青霉烯类抗生素和氨基糖苷类抗菌药物。本研究

发现，丁胺卡那霉素有较高的敏感度（９０．９％），与文献［１０］相

符，临床医生可根据实际情况用药。在１１株菌携带 ＡｍｐＣ结

构基因的鲍曼不动杆菌其耐药性明显高于耐药基因阴性菌株，

而２株同时携带ＡＣＴ１和ＡｍｐＣ结构基因３种耐药基因的菌

株表现为全部耐药。因此表明这些多重耐药菌株携带 ＡｍｐＣ

耐药基因是本组菌株对β内酰胺类抗生素耐药的重要原因

之一。

临床细菌耐药机制越来越多，形势越来越严重，耐药菌的

出现给临床治疗带来严重的难题，最大的原因是临床抗菌药物

的滥用。所以，采用有效快速的方法检测细菌耐药性及适当应

用抗生素成为当务之急。
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