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　　【摘要】　目的　研究台州学院医学院附属市立医院广泛耐药的鲍曼不动杆菌（Ａｂ）苯唑西林酶（ＯＸＡ酶）基因

的分布特性及ＯＸＡ２３基因特点。方法　对６０株Ａｂ采用肉汤稀释法检测其最低抑菌浓度（ＭＩＣ）；聚合酶链反应

（ＰＣＲ）检测ＯＸＡ酶的基因型，阳性产物进行ＤＮＡ测序；对ＯＸＡ２３阳性的菌株通过ＢａｍＨⅠ酶切分析ＯＸＡ２３以

及周围基因的特性。结果　６０株Ａｂ对１５种抗菌药物同时存在１３种以上耐药；全部菌株检出ＯＸＡ２、ＯＸＡ１０、

ＯＸＡ２４和ＯＸＡ５８，为普遍流行；２７株检测到ＯＸＡ５１，为次要流行。普遍流行的 ＯＸＡ２以 ＯＸＡ２基因型（６１．

７％）和ＯＸＡ５３基因型（２１．７％）为主；ＯＸＡ１０以ＯＸＡ１０基因型（５３．３％）和ＯＸＡ５６基因型（２３．３％）为主；ＯＸＡ

２４以ＯＸＡ２４基因型（３８．３％）和ＯＸＡ３３基因型（３６．７％）为主；ＯＸＡ５８只有ＯＸＡ５８（１００％）为唯一基因型；次要

流行的２７株ＡｂＯＸＡ５１中有１８株为ＯＸＡ５１基因型（３０．０％）。另外３株Ａｂ属于ＯＸＡ２３，都是ＯＸＡ２３基因

型，有关的基因结构包含转座子Ｔｎ２００８和基因结构ＩＳＡｂａ１ｂｌａＯＸＡ２３。结论　该院的ＯＸＡ型β内酰胺酶基因

型以ＯＸＡ５８与ＯＸＡ２为主要流行，而对于３株ＯＸＡ２３及其周围基因检测表明，ＩＳＡｂａ１与转座子Ｔｎ２００８复合

基因以及ＩＳＡｂａ１与ｂｌａＯＸＡ２３的复合基因是其与众不同的特点。
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　　鲍曼不动杆菌（Ａｂ）在医院环境中分布广泛且可长期存

活，对危重患者威胁很大，近年来已成为医院感染的重要机会

致病菌［１］。伴随着 Ａｂ感染的不断增多，且其耐药性日益严

重，特别是“广泛耐药”鲍曼不动杆菌的出现，已引起临床高度

重视，造成其耐药的主要原因之一是苯唑西林酶（ＯＸＡ酶）
［２］。

为了解浙江台州市立医院的广泛耐药的鲍曼不动杆菌 ＯＸＡ

酶基因的流行趋势及特点，本研究收集广泛耐药的 Ａｂ９７株，

随机选取其中的６０株作Ｄ类β内酰胺酶ＯＸＡ酶基因类型检

测及相关基因序列分析，结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　６０株实验菌株分离于浙江台州学院医学院

附属市立医院住院患者的各类标本，经 ＶＩＴＥＫ６０微生物分析

仪鉴定为 Ａｂ，鉴定概率为９９％。质控菌株为大肠埃希菌

ＡＴＣＣ２５９２２和铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ２７８５３，购自卫生部临床

检验中心。

１．２　药敏试验　采用肉汤稀释法检测６０株Ａｂ对１５种常用

抗菌药物的最低抑菌浓度（ＭＩＣ），用 Ｍｉｃｒｏｓｃａｎ公司药敏板来

检测药敏结果，试验方法和结果判定标准均参照美国临床和实

验室标准协会（ＣＬＳＩ）规定（Ｍ１００Ｓ２１２０１１版）进行。

１．３　仪器与试剂　聚合酶链反应（ＰＣＲ）仪为 ＡＢｓｔｅｐｏｎｅ实

时荧光定量ＰＣＲ系统（ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｓｙｓｔｅｍ）；引物由上海生

工生物工程股份有限公司合成；Ｔａｑ酶、ＰＣＲ 试剂及 ＤＮＡ

Ｍａｒｋｅｒ购 自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公 司；电 泳 仪 为 ＢｉｏＲａｄ 公 司 的

ＣＨＥＦＭａｐｐｅｒＸＡＰＦＧＥ系统；λＤＮＡ购自ＡｍｅｒｓｈａｍＢｉｏｓｃｉ

ｅｎｃｅｓ公司；限制性内切酶ＡｐａⅠ、ＢａｍＨⅠ购自Ｔａｋａｒａ公司。

１．４　基因检测　采用ＰＣＲ扩增，按常规方法建立ＰＣＲ体系，

循环参数为：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，合适温度下退

火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３５个循环；最后７２℃延伸１０

ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭染色，凝

胶成像系统观察结果并拍照。ＯＸＡ基因家属分簇检测引物参

照文献［３］，ＯＸＡ２３及其周围基因的引物见表１。

１．５　携带ｂｌａＯＸＡ２３基因的Ａｂ作脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）检测

　阳性株的 ＤＮＡ 按照 Ｇｏｕｂｙ等
［４］报道的方法采用４０Ｕ

ＡｐａⅠ内切酶进行检测；电泳采用ＣＨＥＦＭａｐｐｅｒＸＡＰＦＧＥ系

统在１４℃、０．５ｍｏｌ／Ｌ三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）／硼酸／乙二胺

四乙酸（ＥＤＴＡ）缓冲液中工作２２ｈ，工作条件为６Ｖ／ｃｍ，

１２０Ｕ脉冲角、５～２０ｓ的脉冲时间；λＤＮＡ梯度作为ＤＮＡ分子

大小的标尺，电泳条带使用０．５ｍｇ／Ｌ溴化乙锭染色，在ＵＶ灯

下照相；ＤＮＡ内切酶类型分析参照 Ｔｅｎｏｖｅｒ等
［５］报道来解释。

表１　ＯＸＡ２３及其周围基因的引物

引物 碱基序列 （５＇→３＇） 定位

ＯＸＡ２３Ｆ ＧＡＴＧＴＧＴＣＡＴＡＧＴＡＴ ＴＣＧＴＣＧ ｂｌａＯＸＡ２３基因正链

ＯＸＡ２３Ｒ ＴＣＡＣＡＡＣＡＡＣＴＡＡＡＡＧＣＡＣＴＧ ｂｌａＯＸＡ２３基因负链

ＡＴＰａｓｅＲ ＧＣＴＴＣＡＴＣＣＡＧＡＡＧＣＧＴＣＣＧＧ ＡＴＰａｓｅ基因负链

ＩＳＡｂａ１Ｆ ＡＴＧＣＡＧＣＧＣＴＴＣＴＴＴＧＣＣＡＧＧ ＩＳＡｂａ１基因正链

ＩＳＡｂａ１Ｒ ＡＡＴＧＡＴＴＧＧＴＧＡＣＡＡＴＧＡＡＧ ＩＳＡｂａ１基因负链

ＩＳＡｂａ１ｅｘｔＦ ＡＡＧＣＡＣＴＴＧＡＴＧＧＧＣＡＡＧＧＣ ＩＳＡｂａ１外部基因正链

ＩＳＡｂａ４Ｆ ＡＴＴＴＧＡＡＣＣＣＡＴＣＴＡＴＴＧＧＣ ＩＳＡｂａ４基因正链

ＩＳＡｂａ４Ｒ ＡＣＴＣＴＣＡＴＡ ＴＴＴＴＴＴＣＴＴＧＧ ＩＳＡｂａ４，基因负链
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１．６　包含ｂｌａＯＸＡ２３及其周围基因的 Ａｂ基因结构检测　按照

Ｊｅｏｎ等
［６］、Ｌｅｅ等

［７］和 Ｗｏｏｄｆｏｒｄ等
［８］报告的操作程序，使用表

１所列的引物扩增ｂｌａＯＸＡ２３、ＡＴＰａｓｅ、ＩＳＡｂａ１和ＩＳＡｂａ４等基

因；从ＰＣＲ产物纯化ＤＮＡ并使用ＢａｍＨⅠ内切酶消化，将所

得片段连接到 ｐＢＫＣＭＶ 质粒，并转化到大肠杆菌 ＤＨ１０Ｂ

中［９］。

１．７　ＤＮＡ测序　ＰＣＲ扩增产物送上海生工生物工程股份有

限公司进行ＤＮＡ双向序列测定。测序结果使用ＣｏｎｔｉｇＥｘ

ｐｒｅｓｓＰｒｏｊｅｃｔ软件拼接，ＢＬＡＳＴｎ比对核苷酸序列。

２　结　　果

２．１　药敏试验结果　６０株Ａｂ对常用１５种抗菌药物同时存

在１３种以上耐药，仅有１～２株Ａｂ对极其有限的抗菌药物敏

感，如头孢哌酮／舒巴坦、亚胺培南和美洛培南，对其他绝大部

分都耐药。见表２。

表２　６０株鲍曼不动杆菌对１５种抗菌药物的药敏结果［狀（％）］

抗菌药物 敏感 中介 耐药

氨苄西林 ０（０．０） ０（０．０） ６０（１００．０）

阿莫西林／克拉维酸 ０（０．０） ０（０．０） ６０（１００．０）

头孢呋辛 ０（０．０） ０（０．０） ６０（１００．０）

头孢吡肟 ０（０．０） ０（０．０） ６０（１００．０）

头孢哌酮／舒巴坦 １（１．７） １（１．７） ５８（９６．６）

头孢唑啉 ０（０．０） ０（０．０） ６０（１００．０）

头孢噻肟 ０（０．０） ０（０．０） ６０（１００．０）

头孢西丁 ０（０．０） ０（０．０） ６０（１００．０）

头孢他啶 ０（０．０） ０（０．０） ６０（１００．０）

阿米卡星 ０（０．０） ０（０．０） ６０（１００．０）

庆大霉素 ０（０．０） ０（０．０） ６０（１００．０）

亚胺培南 １（１．７） ２（３．３） ５７（９５．０）

左氧氟沙星 ０（０．０） ０（０．０） ６０（１００．０）

美洛培南 ２（３．３） １（１．７） ５７（９５．０）

哌拉西林／他唑巴坦 ０（０．０） １（１．７） ５９（９８．３）

２．２　ＯＸＡ基因ＰＣＲ检测　６０株广泛耐药ＡｂＤ类β内酰胺

酶ＯＸＡ酶基因ＰＣＲ检测，其中全部检测到ＯＸＡ２、ＯＸＡ１０、

ＯＸＡ２４和ＯＸＡ５８，为普遍流行；２７株（４５％）检测到 ＯＸＡ

５１，为次要流行。

２．３　基因测序分型结果　６０株 Ａｂ普遍流行的 ＯＸＡ２以

ＯＸＡ２基因型（３７株，占６１．７％）和ＯＸＡ５３基因型（１３株，占

２１．７％）为主；６０株 ＯＸＡ１０以 ＯＸＡ１０基因型（３２株，占

５３．３％）和 ＯＸＡ５６基因型（１４株，占２３．３％）为主；６０株

ＯＸＡ２４以ＯＸＡ２４基因型（２３株，占３８．３％）和ＯＸＡ３３基因

型（２２ 株，占 ３６．７％）为 主；６０ 株 ＯＸＡ５８ 只 有 ＯＸＡ５８

（１００．０％）为唯一基因型；２７株次要流行的 ＯＸＡ５１中有１８

株（占３０．０％）为ＯＸＡ５１基因型；还有３株Ａｂ属于ＯＸＡ２３，

都是ＯＸＡ２３基因型（占５．０％）。

２．４　携带ｂｌａＯＸＡ２３基因的Ａｂ特性　携带ｂｌａＯＸＡ２３基因的３株

临床分离的Ａｂ中，有２株携带转座子Ｔｎ２００８，但２株细菌的

ＰＦＧＥ不一样，分别为Ｃ型（Ａｂ１２）和 Ａ型（Ａｂ２８）；还有１株

携带ＩＳＡｂａ１ｂｌａＯＸＡ２３，其ＰＦＧＥ为Ｂ型（Ａｂ５）。包含ｂｌａＯＸＡ２３

基因的 Ｔｎ２００８以及ＩＳＡｂａ１ｂｌａＯＸＡ２３基因结构，（１）转座子

Ｔｎ２００８，由ＢａｍＨⅠ内切酶消化后得到大约７．３ｋｂ的ＤＮＡ片

段（Ａｂ１２和Ａｂ２８的重组质粒ｐＡＢ１２Ｂ和ｐＡＢ２８Ｂ）；（２）基因

结构ＩＳＡｂａ１ｂｌａＯＸＡ２３，由ＢａｍＨⅠ内切酶消化后得到大约７．３

ｋｂ的ＤＮＡ片段（Ａｂ５的重组质粒ｐＡＢ５）。

３　讨　　论

本文６０株Ａｂ对β内酰胺类、氨基糖苷类、喹诺酮类等１５

种常用抗菌药物同时存在１３种以上耐药，仅有１～２株Ａｂ对

头孢哌酮／舒巴坦、亚胺培南和美洛培南敏感，说明此６０株Ａｂ

为“广泛耐药”株。本研究对实验菌株ＯＸＡ基因ＰＣＲ分簇检

测表明，ＯＸＡ２、ＯＸＡ１０、ＯＸＡ２４和ＯＸＡ５８普遍流行，６０株

实验菌株全部检测到；ＯＸＡ５１为次要流行，共２７株检测到。

进一步作基因测序分型表明，本院６０株“广泛耐药”的Ａｂ中，

被检 测 的 ＯＸＡ 型 β内 酰 胺 酶 基 因 型 主 要 为 ＯＸＡ５８

（１００．０％）、ＯＸＡ２（６１．７％）、ＯＸＡ１０（５３．３％）、ＯＸＡ２４

（３８．３％）、ＯＸＡ３３（３６．７％）、ＯＸＡ５１（３０．０％）和 ＯＸＡ５３

（２１．７％）。

对于３株ＯＸＡ２３的Ａｂ，ＯＸＡ２３是其唯一基因型，本研

究作ＰＦＧＥ与ｂｌａＯＸＡ２３基因结构的检测与分析，发现虽然都属

于ＯＸＡ２３基因，但他们的ＰＦＧＥ类型不一样，分别为Ｃ型

（Ａｂ１２）、Ａ型（Ａｂ２８）和Ｂ型（Ａｂ５）；通过酶切测序分析，对应

的基因结构包含转座子Ｔｎ２００８、Ｔｎ２００８和基因结构ＩＳＡｂａ１

ｂｌａＯＸＡ２３。国外的一些研究表明，包含转座子Ｔｎ２００８、Ｔｎ２００７

和Ｔｎ２００６的多药耐药的Ａｂ欧洲株Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型在一些地方广

泛流行［１０１１］。在本研究检测的６０株 Ａｂ中只有２株检测到

Ｔｎ２００８，未检出Ｔｎ２００７和Ｔｎ２００６；从 Ａｂ１２和 Ａｂ２８分离的

Ｔｎ２００８是ｂｌａＯＸＡ２３基因的主要运载工具。在 Ｔｎ２００８左右两

边存在１６ｂｐ的序列作为ＩＳＡｂａ１的ＩＲＬ和ＩＲＲ；ＩＳＡｂａ１的单

一拷贝能够识别ＩＲＬ为新的边界来转运ｂｌａＯＸＡ２３和 ＡＴＰａｓｅ，

１６ｂｐ的ＩＳＡｂａ１反向重负序列ＩＲＲ又提示ＩＳＡｂａ１可能是

ｂｌａＯＸＡ２３的另外边界
［１２］。

综上所述，本院的ＯＸＡ型β内酰胺酶基因型以 ＯＸＡ５８

和ＯＸＡ２为主，而对于少量菌株的 ＯＸＡ２３及其周围基因检

测表明，ＩＳＡｂａ１与转座子 Ｔｎ２００８复合基因以及ＩＳＡｂａ１与

ｂｌａＯＸＡ２３的复合基因，又是ＯＸＡ２３基因与众不同的特点。
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ＧＡＰＰＣＲ和ＰＣＲＲＤＢ技术对３６１例地贫初筛阳性孕产妇进

行基因检测，确诊为地贫１６５例，阳性率为４５．７１％，表明基因

检测有利于地贫诊断，为孕产妇考虑是否选择终止妊娠提供了

快速可靠的科学参考，对指导优生优育，提高人口素质有重要

意义。因此，开展婚检、孕前、孕期中的地贫基因诊断，有利于

防止中、重型地贫患儿出生。

本研究结果表明，在３６１例初筛阳性的孕产妇中确诊α地

贫７６例，阳性率为２１．０５％，β地贫８９例，阳性率为２４．６５％，

与四川、重庆地区报道的β地贫基因携带率高于α地贫相

似［７８］。其中，７６例α地贫孕产妇中，确诊－ＳＥＡ／αα型４９例

（６４．４７％），－α３
，７／αα型２５例（３２．８９％），－α４

，２／αα型２例

（２．６３％）。表明ＳＥＡ／αα是本地区孕产妇α地贫基因的主要缺

失型。在８９例β地贫孕产妇中，共检出６种基因突变类型，其

中突变类型前５位分别是 ＣＤ１７型、ＣＤ４１４２型、ＩＶＳⅡ６５４

型、ＣＤ４３型、２８型，基因构成比分别为３９．３３％、３０．３４％、

１６．８５％、６．７４％、４．４９％。表明本地区孕产妇β突变主要类型

是ＣＤ１７型，其次为ＣＤ４１４２型，与云南、贵州、南川报道的主

要基因突变类型相似［９１１］；而与王欢等［８］报道重庆β突变主要

类型略有不同，这可能与本次研究人群范围不同有关，表明不

同地域和人群的β地贫基因突变类型的构成不尽相同。

本次研究中有１９６例地贫初筛阳性的孕产妇未检测出相

应的珠蛋白基因突变位点，存在缺铁性贫血或其他基因突变类

型。由于本次地贫基因诊断采用目前常用的 ＧＡＰＰＣＲ和

ＰＣＲＲＤＢ技术，主要检测－ＳＥＡ／αα、－α３
，７／αα、－α４

，２／αα３种缺

失型及Ｑｓ、ＣＳ、ＷＳ３种点突变类型和我国常见１７种β地贫基

因突变位点，不能检测出其他罕见突变类型。

综上所述，本文地贫基因诊断方法对探索建立有效的产前

地贫基因诊断提供了科学参考，其研究结果为指导本地区孕产

妇地贫的遗传咨询、携带者筛查、产前诊断提供了一定的参考

价值。
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