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临床分离铜绿假单胞菌整合子检测及分析
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（江苏大学附属第四人民医院检验科，江苏镇江２１２００１）

　　摘　要：目的　了解Ⅰ类、Ⅱ类和Ⅲ类整合子在临床分离铜绿假单胞菌中的分布，探讨整合子携带与耐药关系。方法　菌株

的鉴定采用ＡＰＩ板条，药物敏感性测定采用ＫＢ纸片扩散方法，整合子检测采用ＰＣＲ方法。结果　本院临床分离的６０株铜绿

假单胞菌中，２１株（３５％）Ⅰ类整合子检测阳性，２株（３．３％）Ⅱ类整合子检测阳性，未检出Ⅲ类整合子；对于所测试的抗菌药物除

亚胺培南和多黏菌素外，Ⅰ类整合子阳性菌株的耐药率明显高于Ⅰ类整合子阴性菌株（犘＜０．０５）。结论　本地区临床分离的铜

绿假单胞菌携带的整合子类型为Ⅰ、Ⅱ类整合子，且Ⅰ类整合子与铜绿假单胞菌耐药密切相关。
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　　铜绿假单胞菌（ＰＡ）属于非发酵菌属，广泛存在自然环境

中，是引起医院内感染的重要条件致病菌。随着抗菌药物的广

泛应用，ＰＡ的耐药性增加，给临床抗感染治疗造成了极大的

困难。ＰＡ的耐药机制比较复杂，除其菌株本身对多种抗菌药

物耐药外，菌株通过基因水平的传播获得外界耐药基因是其快

速形成耐药的主要原因［１］。整合子元件与ＰＡ的获得性耐药

密切相关。目前已经出现３种类型耐药整合子，其中Ⅰ和Ⅱ类

整合子最为普遍，且与临床的关系也最为密切［２３］。为了解整

合子携带与ＰＡ耐药性的关系，本研究对本地区临床收集的６０

株ＰＡ进行整合子的检测，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　本院２０１１年５～１２月临床分离的非重复的

ＰＡ菌株６０株，其中分离自痰液标本５０株、尿液标本６株，血液

标本４株。菌株的鉴定均采用法国梅里埃公司ＡＰＩ２０ＮＥ板条。

１．２　方法

１．２．１　药物敏感性测定　采用ＫＢ纸片扩散法，结果判读参

照２０１１年ＣＬＳＩ标准。共测试１４种药物：哌拉西林、头孢哌

酮、头孢他啶、头孢噻肟、头孢吡肟、亚胺培南、哌拉西林／他唑

巴坦、阿米卡星、庆大霉素、妥布霉素、左氧氟沙星、多黏菌素和

磺胺甲恶唑／甲氧苄啶。药敏纸片购自Ｏｘｉｄｅ公司。质控菌株

大肠杆菌ＡＴＣＣ２５９２２、金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ２５９２３，来自江

苏省临检中心。

１．２．２　整合子基因检测　细菌模板提取采用煮沸法。引物设

计参照文献［４］，见表１。引物由上海英骏公司负责合成。

ＰＣＲ试剂购自大连宝生物公司。ＰＣＲ反应体系为５０μＬ，包括

１０×ＰＣＲ缓冲液５．０μＬ，ｄＮＴＰ４．０μＬ，引物各１μＬ，模板２

μＬ，Ｔａｑ酶１μＬ，其余为蒸馏水。ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变

性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５０℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共

３５个循环；最后７２℃延伸７ｍｉｎ。产物于１％的凝胶进行电

泳，紫外灯下观察结果。

表１　　整合子基因检测所需引物序列

检测基因 引物序列（５′→３′）
产物片段

大小（ｂｐ）

ＩｎｔＩ１ 上游：ＡＣＧＡＧＣＧＣＡＡＧＧＴＴＴＣＧＧＴ ５６５

下游：ＧＡＡＡＧＧＴＣＴＧＧＴＣＡＴＡＣＡＴＧ

ＩｎｔＩ２ 上游：ＧＴＧＣＡＡＣＧＣＡＴＴＴＴＧＣＡＧＧ ４０３

下游：ＣＡＡＣＧＧＡＧＴＣＡＴＧＣＡＧＡＴＧ

ＩｎｔＩ３ 上游：ＣＡＴＴＴＧＴＧＴＴＧＴＧＧＡＣＧＧＣ ７１７

下游：ＧＡＣＡＧＡＴＡＣＧＴＧＴＴＴＧＧＣＡＡ
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１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行数据分析，耐药

率的比较采用χ
２ 检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＰＡ耐药表型分析　本院临床分离的６０株ＰＡ对多黏菌

素完全敏感，对亚胺培南的耐药率较低（５．０％），对哌拉西林

（６３．３％）、磺 胺 甲 恶 唑／甲 氧 苄 啶 （６６．７％）和 头 孢 噻 肟

（５６．７％）耐药率较高，对其他种类的抗菌药物的耐药率为

１６．７％～３６．７％，见表２。

２．２　整合子基因的ＰＣＲ检测　６０株ＰＡ中，２１株检出ｉｎｔＩ１

基因，检出率为３５％，２株检出ｉｎｔＩ２基因，检出率为３．３％，未

检出ｉｎｔＩ３基因。２株ｉｎｔＩ２基因检测阳性菌株同时也检出ｉｎ

ｔＩ１基因，共同检出率为３．３％。

２．３　Ⅰ类整合子基因携带与耐药表型的关系　见表２，Ⅰ类

整合子检测阳性菌株对除亚胺培南及多黏菌素外的其他种类

的抗菌药物的耐药率高于Ⅰ类整合子检测阴性菌株（犘＜

０．０１）。

表２　　６０株ＰＡ耐药表型与Ⅰ类整合子基因

　　　　携带的关系［狀（％）］

抗菌药物
合计耐药

（狀＝６０）

Ⅰ类整合子阴性

（狀＝３９）

Ⅰ类整合子

阳性（狀＝２１）

哌拉西林 ３８（６３．３） １０（２５．６） １８（８５．７）

头孢他啶 １６（２６．７） ６（１５．４） １０（４７．６）

头孢哌酮 ２０（３３．３） ６（１５．３） １４（６６．７）

头孢噻肟 ３４（５６．７） １４（３５．８） ２０（９５．２）

头孢吡肟 １０（１６．７） ２（５．１） ８（３８．０）

亚胺培南 ３（５．０） １（２．５） ２（９．１）

头孢哌酮／舒巴坦 １２（２０．０） ３（７．６） ９（４２．８）

哌拉西林／他唑巴坦 １３（２１．７） ２（５．１） １１（５２．３）

阿米卡星 １７（２８．３） ３（７．６） １４（６６．７）

妥布霉素 １０（１６．７） ３（７．６） ７（３３．３））

庆大霉素 ２１（３５．０） ５（１２．８） １６（７６．１）

左氧氟沙星 ２２（３６．７） ９（２３．０） １２（５７．１）

多黏菌素 ０（０．０） ０（０．０） ０（０．０）

磺胺甲恶唑／甲氧苄啶 ４０（６６．７） １９（４８．７） ２１（１００．０）

３　讨　　论

ＰＡ感染已跃居医院内感染的前两位，且耐药率也不断攀

升，备受医学界的关注［５］。本研究显示，本院临床分离的ＰＡ

对除多黏菌素外的１３种抗菌药物的耐药率为 ５．０％ ～

６６．７％，其中对哌拉西林、头孢噻肟及磺胺甲唑／甲氧苄啶耐

药率较高，对头孢吡肟、妥布霉素及亚胺培南耐药率低。值得

注意的是，尽管亚胺培南显示出对ＰＡ良好的抗菌活性，本院

仍然出现３例对此类药物耐药的ＰＡ菌株，且其中２株表现多

重耐药，应引起医院足够的重视。

耐药基因可以通过基因水平转移元件如整合子、转座子及

质粒在菌株之间广泛传播，从而导致耐药范围的扩大，引起多

重耐药菌株产生［６］。整合子作为这一基因元件，是由Ｓｔｏｋｅｓ

等［７］提出的，并被证实与细菌耐药密切相关［２，８９］。典型的整

合子结构是由保守区和可变区两部分组成。保守区即整合酶

活性区域，具有整合和切除耐药基因功能；可变区是由一系列

串联排列的耐药基因盒组成。整合子本身不可以移动，但是其

常位于可移动基因元件如转座子和质粒上，从而介导耐药基因

水平转移。根据整合酶基因编码氨基酸的差异，目前已经出现

了四种耐药相关整合子，其中Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ类整合子与耐药基因

的转移密切相关。

本次研究在６０株ＰＡ菌株中共检出２１株Ⅰ类整合子阳

性菌株，检出率为３５％。通过对整合子阳性菌株与整合子阴

性菌株耐药率对比结果发现，整合子携带菌株对多数抗菌药物

的耐药率明显高于整合子检测阴性菌株，提示整合子携带的

ＰＡ菌株更容易形成耐药。研究证实，整合子不仅可以整合外

界耐药基因，并且可以充分表达这些耐药基因。这些基因以基

因盒形式排列于整合子可变区，因此，整合子携带的菌株往往

表现多重耐药。目前已经发现的耐药基因盒约２００多种，编码

的耐药基因包含了对β内酰胺类、氨基糖苷类以及喹诺酮类等

抗革兰氏阴性杆菌关键药物耐药［２］。本实验初步证实了整合

子携带与这些药物耐药形成的相关性，然而是否在这些菌株整

合子可变区携带相关耐药基因盒有待进一步深入研究。本研

究检测出两株Ⅱ类整合子菌株，并且这两株ＰＡ同时也携带Ⅰ

整合子。国内已有相关报道在ＰＡ同时携带Ⅰ类和Ⅱ整合

子［１０］，但比较少见，本次结果进一步证实的此种菌株在国内的

流行。本次研究未发现Ⅲ类整合子，与国内报道相一致，结果

可能与Ⅲ类整合子在世界范围内的检出率比较低有关
［１１１２］。

综上所述，本研究表明，在临床微生物实验室开展整合子

类型检测不仅有助于监测菌株耐药动态，控制耐药菌株的传播

和流行，而且可以通过对整合子介导的分子耐药机制的深入研

究，开发新型抗菌药物，对临床抗菌治疗和减少耐药菌株的产

生有积极意义。
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３　讨　　论

轮状病毒感染的治疗无特效药，疫苗是控制疾病最重要的

措施，能极大地降低轮状病毒在世界范围内，尤其是发展中国

家与低收入国家导致的死亡［９］。快速诊断出某一时间某一地

区轮状病毒感染的亚型，再配合相应疫苗进行防控，对抑制疫

情的爆发具有重要意义。

现有的轮状病毒检测方法存在诸多不足，例如：电镜法价

格昂贵，技术要求高；病毒分离培养法操作繁琐，周期较长；核

酸杂交法和酶联免疫法的灵敏度较低；常规的ＰＣＲ方法只能

扩增一种模板，扩增产物需电泳鉴定，不仅不能在短时间内完

成大批量的检测，还容易造成交叉污染而出现假阳性。光谱学

的方法，虽然灵敏有效，但不能同时处理大批量样品［１０］。目

前，除常规的 ＲＴＰＣＲ外，反转录巢式和半巢式 ＰＣＲ，免疫

ＰＣＲ以及ｑＰＣＲ已被用于轮状病毒的检测
［１１１４］。ｑＰＣＲ具有

灵敏度高，特异性强，实时性好的优点，早已用于分子诊断的开

发［１５］，并且采用探针法可做多重检测［１６］。多重ｑＰＣＲ以单重

ｑＰＣＲ为基础，在体系中加入多对引物和多条探针，通过探针

上不同的发光基团对病毒亚型进行区分，在样品处理量较大

时，可以节省成本与时间，能够做到快速、灵敏、高通量。但是，

多重荧光定量体系较为复杂，对引物试剂的要求较高，同时还

要保证不同探针的荧光基团之间没有互相干扰。

本研究使用的２条探针５′端分别标记荧光基团ＦＡＭ 和

ＪＯＥ，３′端都标记同样的淬灭基团ＢＨＱ１，大大降低了背景值。

在Ｓ型曲线中，平台期的出现主要靠引物和探针的用量来控

制。且二重反应中各组分的量都比单重荧光多，某一引物过

量，则会夺取反应体系，使另一个反应受到抑制，通过反复筛

选，本研究得出了优化后的反应体系。

本研究建立的方法可以通过对标准品绘制标准曲线，采用

绝对定量的方法估算出样品中病毒的含量［１７］。轮状病毒感染

的患者往往会出现混合感染的情况，且在混合感染中一种亚型

的量与另一种亚型的量可能相差较大。本研究所构建的检测

体系中，当混合模板浓度相差１０４ 倍时依然可以检测到２种亚

型，说明此方法适用于Ｇ１与Ｇ９亚型的临床检测。同时，此方

法的检测限为１０３ｃｏｐｉｅｓ／μＬ，结果稳定可靠，有助于Ａ组轮状

病毒Ｇ１与Ｇ９亚型的早期诊断。该方法容易掌握，且所需的

时间短，在２ｈ以内即可完成检测过程；特异度高，可准确诊断

出Ｇ１与Ｇ９亚型的感染情况，适合基层单位使用，同时也为轮

状病毒不同亚型展开细致而深入的流行病学调查研究打下了

基础。
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２３４．

［１１］ＧｕＢ，ＰａｎＳ，ＷａｎｇＴ，ｅｔａｌ．Ｎｏｖｅｌｃａｓｓｅｔｔｅａｒｒａｙｓｏｆｉｎｔｅｇｒｏｎｓｉｎ

ｃｌｉｎｉｃａｌｓｔｒａｉｎｓｏｆＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅｉｎＣｈｉｎａ［Ｊ］．ＩｎｔＪＡｎｔｉｍｉ

ｃｒｏｂＡｇｅｎｔｓ，２００８，３２（６）：５２９５３３．

［１２］ＸｕＨ，ＳｕＺ，ＷａｎｇＳ，ｅｔａｌ．Ｆｏｕｒｎｏｖｅｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｔｅｇｒｏｎｇｅｎｅ

ｃａｓｓｅｔｔｅｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅｓｉｎｂａｃｔｅｒｉａｌｉｓｏｌａｔｅｓｆｒｏｍｚｈｅｎｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ

［Ｊ］．ＣｕｒｒＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００９，５９（２）：１１３１１７．

（收稿日期：２０１３０３０８）

·２７０２· 国际检验医学杂志２０１３年８月第３４卷第１６期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｕｇｕｓｔ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１６




