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　　鲍曼不动杆菌是主要引起肺部感染、血流感染、尿路感染

和插管相关感染等。由于有多重耐药和泛耐药菌株，所以该菌

的致死率高，是重症感染患者的主要致死原因。鲍曼不动杆菌

耐药机制复杂且有多种机制并存，主要包括整合子介导的耐药

基因的产生，产生多种灭活酶和钝化酶，膜蛋白改变导致外膜

通透性下降，药物主动泵出系统。现就以上机制作综述如下。

１　整合子介导的多重耐药机制

整合子基因盒的概念是由国外学者 Ｈａｌｌ等
［１］于２０世纪

９０年代提出。认为其是细菌基因组中可以移动的遗传物质，

即可以运动的ＤＮＡ分子，是细菌的天然克隆与表达
［２］。通过

整合酶整合游离的耐药基因盒，从而造成细菌的多重耐药。鲍

曼不动杆菌基因组为３．９８ Ｍｂ，有３８００多个开放阅读框

架［３］，易于接受外源性基因，可容纳大量耐药基因盒。

１．１　整合子的结构和种类　整合子由５′末端（５′ＣＳ），３′末端

（３′ＣＳ），以及中间可变序列组成。５′ＣＳ携带编码整合酶的基

因ｉｎｔⅠ和一个启动子基因片段，启动子有Ｐ１和Ｐ２两种，大多

数整合子都含有Ｐ１启动子，少部分含有Ｐ２启动子，３′ＣＳ结构

则因整合子类型不同而异。

根据整合酶的不同可将整合子分为６类，其中Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ类

整合子与耐药性有明显关系，研究得也较多。Ⅰ类整合子３′

ＣＳ包括３个ＯＲＦｓ，季铵盐化合物溴乙锭耐药基因（ｑａｃＥΔｌ），

磺胺耐药基因（ｓｕｌⅠ）和功能尚不清楚的ＯＲＦｓ，是临床分布最

广的一类整合子［４］。临床分离的耐药菌的整合子大多为Ⅰ类

整合子。Ⅱ类整合子以Ｔｎ７及其家族为代表，其整合酶基因

ｉｎｔＩ２被一个终止密码子中断，是缺陷的ｉｎｔＩ基因，表达的ｉｎｔＩ２

与ｉｎｔＩ１同源性小于５０％，可以在不动杆菌、志贺菌、沙门菌中

检出Ⅱ类整合子
［５６］。Ⅲ类整合子由 Ａｒａｋａｗａ等

［７］在耐亚胺

培南的粘质沙雷菌上发现，其整合酶由３２０个氨基酸组成，与

ｉｎｔＩ１同源性为６１％，常携带编码β内酰胺酶ｂｌａ的基因盒。

Ⅳ类整合子是在２０世纪９０年代由ＲｏｗｅＭａｇｎｕｓ等
［８］在霍乱

弧菌的基因组中发现，因其含有１７９个基因盒，故被称为超级

整合子（ＳＩ），目前尚未发现其直接与多重耐药有关，但可能是

多重耐药整合子的祖先。

１．２　基因盒的结构和种类　基因盒是较小的、可以移动的

ＤＮＡ分子，常以环状结构独立存在，当被整合子捕获并整合后

才可进行转录。不同基因盒的结构和功能不同，长度为２６２～

１４５９ｂｐ，但基本结构是一致的（见图１）。每个基因盒由１个

结构基因和３′ＣＳ毗邻的１个不完全反向重复序列（特异性重

组位点）ａｔｔＣ（又称５９ｂｅ）组成。ａｔｔＣ的长度为５７～１４７ｂｐ
［９］，

并且含有一个被整合酶识别的特异性整合位点［１０］。每个ａｔｔＣ

位点的两端由核心位点和反向核心位点组成，核心位点 ＧＴ

ＴＲＲＲＹ（Ｒ为嘌呤，Ｙ为嘧啶）位于ａｔｔＣ的右侧，而互补的反

向核心位点ＲＹＹＹＡＡＣ位于ａｔｔＣ的左侧。基因盒的分类由

顾兵和童明庆［１１］根据美国生物技术信息中心资料（截止２００５

年１月）结合文献对耐药基因盒的种类及耐药情况作了归纳

（见表１）。

表１　耐药基因盒及耐药情况

耐抗菌药物种类 基因盒 编码蛋白质

β内酰胺类

ｂｌａＰ１；ｂｌａＣＥＦ１；ｂｌａＧＥＳ１，２，３；ｂｌａＩＢＣＩ，２ｂｌａＶＥＢ１，２，３；ｂｌａＶＩＭ４；ｂｌａＩＭＰ

１，２，４，６，７，８，９，１３，１６；ｂｌａＯＸＡ１，２，５，１０，１３，１５，１９，２０，２８，３０，３１，３２，３５；

ｂｌａＣＴＸＭ２，９

超广谱β内酰胺酶；碳青霉烯酶

氨基糖苷类 ａａｄＡ１～１３；ａａｄＢ；ａａｃＡ，Ａ１，Ａ４，Ａ７，（３）Ｉｂ，（６′）Ｉｂ；ａｐｈＡ１５
氨基糖苷腺苷转移酶；乙酰基转

移酶；磷酸转移酶

甲氨苄啶 ｄｆｒＡ１，５，６，７，１０，１２，１３，１５，１６，１７；ｄｆｒＢ１，２，３；ｄｆｒ１３，１７ 二氢叶酸还原酶

氯霉素 ｃａｔＢ２，３，４，６，７，９；ｃｍｌＡ，Ａ２，４，５，６，７；ｃｍｌＢ 氯霉素乙酰转移酶；外排酶

利福平 ａｒｒ２，３ ＡＤＰ核糖基转移酶

喹诺酮 Ｑｎｒ 未知

链丝霉素 Ｓａｔ 链丝霉素乙酰转移酶

季胺盐化合物 ｑａｃＥ，Ｆ，Ｆ′，Ｇ，Ｈ，Ｉ 外排酶

红霉素 ｅｒｅＡ，Ａ２ 红霉素酯化酶

１．３　基因盒的捕获和表达　整合子捕获基因盒是靠整合酶催

化反应完成的。整合酶的识别位点有２个，一个是整合子中整

合酶基因相邻的ｉｎｔＩ部位，另一个是位于基因盒的ｉｎｔＣ位点。

游离的基因盒以闭合环状结构存在于细胞中，通过整合酶的催

化以线性结构结合于特异性位点，进行位点特异性重组，精确

插入整合子中。整合酶催化的重组反应不仅可发生在ｉｎｔＩ和

ｉｎｔＣ之间，也可发生在２个ｉｎｔＣ和ｉｎｔＴ之间，但以ｉｎｔＩ和ｉｎｔＣ

之间的重组效率最高［１２］。通常整合过程为特异的可逆过程，

整合的线性基因盒可被重新切下，恢复环状结构，并可能整合

于其他整合子中。通过ｉｎｔＩ和ｉｎｔＣ之间的位点特异性重组，
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使得耐药基因从一个整合子向另一个整合子传递，完成整合子

中耐药基因的累积重排和流动。

１．４　整合子基因盒对鲍曼不动杆菌耐药性的作用　整合子

可捕获一个或多个基因盒，因此表现出对抗菌药物的多重耐药

性，临床上出现的多重耐药的鲍曼不动杆菌和泛耐药鲍曼不动

杆菌与整合子对耐药基因的累积是分不开的。Ｊｏｈｎａｎｎｅｓ

等［１３］对４８株鲍曼不动杆菌进行整合酶基因聚合酶链反应

（ＰＣＲ）发现有５０％测试菌携带有Ⅰ类整合子，并且发现这些

菌株表现的多重耐药性要比整合子阴性的菌株更为严重，由此

推测整合子对鲍曼不动杆菌耐药性的作用。Ｇｏｍａｃ等
［１４］检测

意大利６家医院分离的在流行病学上无相关的多重耐药鲍曼

不动杆菌３６株，发现４４％（１６株）测试菌存在Ⅰ类整合子，其

中１３株携带的基因盒中基因排列一致，即ａａｃＣ１ｏｒｆＸｏｒｆＸ，

ａａｄＡｌａ，在ＰＣＲ产物２．２Ｋｂ中还发现携带有ｂｌａＯＸＡ２０基

因。Ｒｕｉｚ等
［１５］从西班牙６家医院分离的鲍曼不动杆菌含有Ⅰ

类整合子，并且发现携带有不同基因盒的４种Ⅰ类整合子。这

些基因盒包括ａａｃＣ１、ａａｃＡ４、ａａｄＡ１、ａａｄＢ、ＯＸＡ２１、ＯＸＡ２７、

ＯＸＡ３７，这些耐药基因盒已由欧洲其他国家检出，并且有很高

的阳性率，提示了耐药基因的水平传播。Ｚａｒｒｉｌｌｉ等
［１６］对重症

监护病房中暴发流行的鲍曼不动杆菌进行脉冲场凝胶电泳，发

现ｃｌｏｎｅＢ和ｃｌｏｎｅＩ为其暴发株，并检出Ⅰ类整合子。其中

ｃｌｏｎｅＢ耐药基因为ａａｃＣ１ＯＲＦｓＯＲＦｓａａｄＡｌａ，ｃｌｏｎｅＩ为ａａ

ｃＡ４ＯＲＦｂｌａＯＸＡ２０，另外还检出ｂｌａＩＭＰ基因，由此可以看

出造成这些菌株在ＩＣＵ中暴发流行主要是过度使用头孢菌

素、碳青霉烯类、氨基糖苷类抗菌药物造成的。

２　灭活酶钝化酶耐药机制

２．１　β内酰胺酶　鲍曼不动杆菌具有获得编码各类β内酰胺

酶的基因，β内酰胺酶按结构可分为Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ类酶。（１）Ａ类

酶，鲍曼不动杆菌产生ＴＥＭ１型为代表的β内酰胺酶，该酶可

以广泛水解第１代头孢菌素类和对酶不稳定的第１代青霉素

类抗菌药物，尽管该酶在鲍曼不动杆菌的多重耐药中可能不是

主要角色，仍是其耐药机制之一。产ＳＨＶ型广谱β内酰胺酶

的鲍曼不动杆菌在国外报道较少，但已证实其存在于我国浙江

地区，且多为ＳＨＶ１２型
［１７］。（２）Ｂ类酶，主要是耐碳青霉烯类

的金属酶，此菌活性依赖锌离子故名金属酶。ＩＭＰ类金属酶

在此菌中有ＩＭＰ１、ＩＭＰ２、ＩＭＰ４、ＩＭＰ５、ＩＭＰ６，此外还发现

有ＶＩＭ２型和ＳＩＭ１型金属酶等。（３）Ｃ类酶，以染色体介导

的高产ＡｍｐＣ酶在鲍曼不动杆菌的多重耐药中有重要意义，

产ＡｍｐＣ酶的鲍曼不动杆菌普遍存在。在西班牙１家医院暴

发的鲍曼不动杆菌感染中发现染色体上携带有ａｍｐＣ基因编

码的ｐＩ为９．４的ＡｍｐＣ酶，其氨基酸序列与Ｃ类头孢菌素酶

密切相关［１８］。该酶可被舒巴坦、他唑巴坦适量抑制，被克拉维

酸微弱抑制。利用三维试验检测 ＡｍｐＣ酶有重要的参考价

值，表明鲍曼不动杆菌产生的 ＡｍｐＣ酶不需要诱导剂诱导就

可产生大量ＡｍｐＣ酶。（４）Ｄ类酶，即苯唑西林酶（ＯＸＡ酶），

ＯＸＡ２３是第１个从鲍曼不动杆菌中分离出来的Ｄ类碳青霉

烯酶，ＯＸＡ２３、ＯＸＡ２４、ＯＸＡ２５、ＯＸＡ２６、ＯＸＡ４０、ＯＸＡ５１、

ＯＸＡ５８具有碳青霉烯酶活性，ｂｌａＯＸＡ２３基因位于质粒或染

色体上，目前在碳青霉烯酶的鲍曼不动杆菌中已发现２０余种

ＯＸＡ酶
［１９２０］。主要有位于质粒的 ＯＸＡ２３、ＯＸＡ５８，位于染

色体的 ＯＸＡ２４、ＯＸＡ２５、ＯＸＡ２６、ＯＸＡ４０和可自然出现的

类似 ＯＸＡ５１／６９ 的 ＯＸＡ６４、ＯＸＡ６５、ＯＸＡ６６、ＯＸＡ６８、

ＯＸＡ７０、ＯＸＡ７１、ＯＸＡ７８、ＯＸＡ７９、ＯＸＡ８０、ＯＸＡ８２，并且

新的ＯＸＡ酶仍不断被发现。ＯＸＡ酶首先与药物底物互相作

用形成复合体或一个短暂的酰基酶中间体，继而在ｒｏ丝氨酸

位点攻击β内酰胺环碳酰基的碳原子，随后中间体迅速脱酰基

化释放出完整的酶和一个开环的产物。

２．２　钝化酶　钝化酶主要是指氨基糖苷的修饰酶。已知的钝

化酶有３类：（１）乙酰转移酶（ＡＡＣ），能使游离的羟基乙酰化；

（２）核苷转移酶（ＡＮＴ），能使游离的羟基核苷化；（３）磷酸转移

酶（ＡＰＨ），能使游离的羟基磷酸化；共有５０余种。该酶可修

饰氨基糖苷类的特定基团，降低或丧失对核糖体的亲和力，可

借助于整合子、转座子、质粒等在同种或不同种细菌间传播。

现已从鲍曼不动杆菌中检出ａａｃ（３）Ⅰ、ａａｃ（３）Ⅱ、ａａｃ（３）Ⅲ、

ａａｃ（３）Ⅳ、ａａｃ（６′）Ⅰ、ａａｄＡ１、ａａｄＢ、ａｎｔ（２′）Ｉ、ａｎｔ（３′）Ｉ、

ａｐｈＡ１、ａｐｈＡ６等多种修饰酶基因，多为数种基因同时存在。

不同国家和地区的修饰酶基因分布有很大差异，如美国以ａｎｔ

（２′）、ａａｃ（３）、ａａｃ（６′）最为常见，而日本则以ａａｃ（６′）多见。

３　外膜蛋白改变的耐药机制

细菌细胞膜上有亲水性药物的通过蛋白，称为外膜蛋白，

主要有两种，分子较大的为ｏｍｐＦ和分子较小的为ｏｍｐＣ。外

膜蛋白的缺失可导致细菌耐药的发生。Ｍｕｓｓｉ等
［２１］发现编码

２９×１０３ 外膜蛋白的ＣａｒＯ基因由于插入元件的插入而失活，

从而２９×１０３ 外膜蛋白不能正常表达，出现了对β内酰胺类、

碳青霉烯类耐药的鲍曼不动杆菌。

４　外排系统的耐药机制

鲍曼不动杆菌可形成药物的外排泵，使进入菌体的药物浓

度明显减低而失效。外排系统 ＡｄｅＡＢＣ就是由不动杆菌发现

的，此菌的外排泵以 ＡｄｅＡＢＣ为主
［２２］，可排出多种底物，有氨

基糖苷类、氟喹诺酮类、四环素类、红霉素、溴乙锭等，所以是这

些药物的耐药机制。

５　其他耐药机制

细菌ＤＮＡ旋转酶Ａ、Ｂ亚单位发生突变可对氟喹诺酮类

耐药。青霉素结合蛋白（ＰＢＰｓ）的改变可使细菌对抗菌药物不

能结合或亲和力下降从而导致耐药。

综上所述，鲍曼不动杆菌的耐药非常复杂，涉及整合子基

因盒、灭活酶、钝化酶、外膜蛋白、外排系统等。目前还有许多

新的耐药机制需进一步研究。了解鲍曼不动杆菌的耐药机制

可进一步指导临床用药，减少多重耐药的鲍曼不动杆菌和泛耐

药鲍曼不动杆菌的产生和流行。
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肺炎链球菌重组蛋白ＥＬＩＳＡ检测方法的研究进展


卢　杰
１，卢　珍

２，何　颖
１，姜世君１，吕文涛１，吕茂利１（１．黑龙江省大庆医学高等专科学校

药检系，大庆　１６３３１２；２．黑龙江省海林市中医院妇产科　１５７１００）

　　【关键词】　肺炎链球菌；　疫苗；　重组蛋白；　酶联免疫吸附试验

犇犗犐：１０．３９６９／犼．犻狊狊狀．１６７２９４５５．２０１２．２３．０４２ 文献标志码：Ａ 文章编号：１６７２９４５５（２０１２）２３２９８９０２

　　肺炎是一种常见的呼吸道疾病，３岁以下的婴幼儿在冬、

春季节患肺炎较多，肺炎的发病可急可缓，一般多在上呼吸道

感染数天后发病［１］。肺炎主要是由细菌和病毒引起，其中最主

要的病原菌是肺炎球菌，也称肺炎链球菌。它是社区获得性呼

吸道感染的一种重要病原微生物，也是引起细菌感染性疾病的

主要致病菌，通过咳嗽、打喷嚏、说话时释放的飞沫传染给其他

人。研究表明疫苗免疫是预防肺炎链球菌的有效方法［２］。

１　肺炎链球菌疫苗研究进展

１．１　传统疫苗　目前使用的肺炎链球菌疫苗主要有多糖荚膜

疫苗、荚膜蛋白质结合疫苗等。因为造成侵袭性肺炎链球菌

感染的病原９０％具有荚膜多糖，所以多糖荚膜疫苗对所覆盖

血清型的肺炎链球菌感染具有一定的保护作用。但多糖疫苗

覆盖的血清型有限而且不是Ｔ淋巴细胞依赖性，对免疫系统

发育不完善的２岁以下幼儿和老年人的保护性弱；荚膜蛋白

质结合疫苗ＰＣＶ７，对２岁以下幼儿的免疫效能明显增强，使

结合疫苗覆盖血清型肺炎链球菌在鼻咽部的携带率下降，但结

合疫苗存在荚膜血清型转换和载体携带的荚膜多糖血清型数

量有限，生产成本很高，且在肺炎高发人群中的保护作用小［３］。

１．２　基因工程疫苗　传统的疫苗没有为抵抗链球菌导致的肺

炎提供显著的保护力［４］。基因工程疫苗是分子生物学发展的

产物，被称为是一种理想、纯净的疫苗，与传统疫苗相比，更安

全可靠。研究人员也在积极地研制肺炎链球菌基因工程疫苗。

１．２．１　蛋白质疫苗　蛋白质疫苗又称肽疫苗，是类似于抗原

决定簇的小肽（约２０～４０个氨基酸），将其连在一个蛋白载体

上，以增加稳定性，同时也可提高免疫原性［５］。一般来说单独

的抗原决定簇的免疫原性较弱，所以通常要与载体偶联，或以

融合蛋白的形式进行免疫，还可以与细胞因子一起作用，以提

高免疫原性。蛋白质疫苗生产成本低，能够大规模使用，而且
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