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［摘　要］　目的　了解Ⅰ类整合子在临床分离的铜绿假单胞菌多重耐药株及敏感株中分布的差异，初步阐明Ⅰ类

整合子是否与铜绿假单胞菌多重耐药性形成相关。方法　应用聚合酶链反应（ＰＣＲ）法分别检测临床分离的６７株

多重耐药铜绿假单胞菌和６２株敏感株中Ⅰ类整合子的阳性率，并进一步用ＰＣＲ证实Ⅰ类整合子阳性菌中整合子

相关基因盒的存在。结果　铜绿假单胞菌多重耐药株中，３２株（４７．７６％）为Ⅰ类整合子阳性；敏感株中仅１株

（１．６１％）为Ⅰ类整合子阳性，多重耐药株的Ⅰ类整合子分布显著高于敏感株（χ
２＝３６．０２，犘＜０．０５）。ＰＣＲ进一步

证实多重耐药铜绿假单胞菌携带Ⅰ类整合子基因盒，而敏感株携带空整合子。结论　多重耐药铜绿假单胞菌具有

较高的Ⅰ类整合子阳性率，Ⅰ类整合子可能与铜绿假单胞菌的多重耐药性相关。

［关　键　词］　铜绿假单胞菌；多重耐药；Ⅰ类整合子；基因盒；抗药性，微生物；医院感染
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是引起医院感染最常见的条件致病菌，占世界医院

感染的１０％～１５％
［１］，引起的菌血症病死率可达到

３４．０％
［２］。整合子是自然基因捕获系统，通过整合

酶的作用，整合子可整合不同的游离耐药基因并重

组于５’和３’保守端之间的可变区中，从而导致ＰＡ

的多重耐药（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ）
［３］。在抗

菌药物选择压力下，整合子是帮助ＰＡ多重耐药形

成的重要原因之一。本研究拟调查深圳市多重耐药

ＰＡ及敏感ＰＡ中Ⅰ类整合子的分布，并分析Ⅰ类整

合子与深圳地区ＰＡ多重耐药形成的关系。
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１　材料与方法

１．１　菌株来源　实验用ＰＡ分离自深圳市南山医

院及深圳市第一人民医院２００９年１月—２０１０年９

月间非重复、具有临床意义的各类临床标本。药敏

试验质控菌株为铜绿假单胞菌ＡＴＣＣ２７８５３。Ⅰ类

整合子阳性对照菌和阴性对照菌分别为经广东医学

院微生物教研室鉴定的阴沟肠杆菌和肺炎克雷伯菌

ＧＹ２０００，由杨维青教授惠赠。细菌基因组ＤＮＡ提

取盒、聚合酶链反应（ＰＣＲ）试剂和ＤＮＡｍａｒｋｅｒ、琼

脂糖凝胶回收试剂盒均为大连ＴａＫａＲａ生物工程公

司产品；引物合成及测序均由上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ生物

工程公司完成；抗菌药物敏感纸片为英国ＯＸＯＩＤ

公司产品。

１．２　药敏试验　采用 ＫＢ纸片扩散法，测定４２９

株ＰＡ对阿米卡星 （ＡＭＫ）、氨苄西林（ＡＭＰ）、氨曲

南（ＡＴＭ）、头孢他啶（ＣＡＺ）、头孢吡肟（ＦＥＰ）、环丙

沙星（ＣＩＰ）、亚胺培南 （ＩＰＭ）、左氧氟沙星（ＬＶＸ）、

美罗培南（ＭＥＭ）、哌拉西林（ＰＦＰ）、四环素（ＴＥＴ）、

复方磺胺甲口恶唑（ＳＸＴ）、多粘菌素Ｅ（ＰＬＥ）１３种抗

菌药物的敏感性试验。对照菌为ＰＡＡＴＣＣ２７８５３。

结果参照美国临床实验室标准化研究所（ＣＬＳＩ）

２００９年标准判断。纳入标准，敏感组：对ＰＦＰ或替

卡西林（ＴＩＣ）、ＣＡＺ等第三代头孢及所有四代头孢、

ＬＶＸ及碳青霉烯类抗菌药物敏感的ＰＡ
［１］；多重耐

药组定义：对ＰＦＰ或ＴＩＣ、ＣＡＺ或ＦＥＰ或头孢哌酮

（ＣＦＰ）、ＩＰＭ或 ＭＥＭ、ＬＶＸ中３类或以上抗菌药

物耐药的ＰＡ
［４－５］。

１．３　引物设计　参照文献
［５－７］设计Ⅰ类整合子的

整合酶基因（ＩｎｔⅠ１）引物，ＩｎｔⅠ１Ｆ：５’ＡＣＧＡＧＣＧ

ＣＡＡＧＧＴＴＴＣＧＧＴ３’，ＩｎｔⅠ１Ｒ：５’ＧＡＡＡＧＧＴＣ

ＴＧＧＴＣＡＴＡＣＡＴＧ３’，目的片段５６５ｂｐ；Ⅰ类整

合子可变区引物，５’ＣＳ：５’ＧＧＣＡＴＣＣＡＡＧＣＡＧ

ＣＡＡＧ３’，３’ＣＳ：５’ＡＡＧＣＡＧＡＣＴＴＧＡＣＣＴ

ＧＡＴ３’；对Ⅰ类整合子阳性菌的整合子可变区基

因进行扩增。

１．４　ＩｎｔⅠ测定及整合子可变区扩增　以多重耐药

及敏感组ＰＡ和对照菌ＤＮＡ为模板扩增ＩｎｔⅠ１，反

应体系为标准的５０μＬＰＣＲ反应体系，反应条件：

９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃延伸４０ｓ，３０

个循环；最后７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经琼脂糖

凝胶电泳鉴定。为排除假阳性，重复试验一次，并随

机切取阳性条带回收后测序鉴定。之后，对所有Ⅰ

类整合子阳性菌的整合子可变区进行扩增，反应体

系为标准的５０μＬＰＣＲ反应体系，反应条件：９４℃５

ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５８℃１ｍｉｎ，７２℃ 延伸２ｍｉｎ，３０个

循环；最后７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经凝胶电泳

鉴定。

２　结果

２．１　ＰＡ耐药情况　在４２９株ＰＡ中，纳入多重耐

药菌株６７株（１５．６２％），敏感菌株６２株（１４．４５％），

其对各种抗菌药物的耐药率见表１。

表１　 多重耐药组与敏感组ＰＡ对各抗菌药物的耐药率（％）

犜犪犫犾犲１　ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｔｒａｔｅｓｏｆＰＡｉｎＭＤＲａｎｄ

ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｇｒｏｕｐｓ（％）

Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ

ａｇｅｎｔ

ＭＤＲｇｒｏｕｐ

（狀＝６７）

Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｇｒｏｕｐ

（狀＝６２）

ＡＭＰ １００．００ １００．００

ＡＭＫ ５６．７１ ０．００

ＴＥＴ １００．００ １００．００

ＳＸＴ １００．００ １００．００

ＣＡＺ ８８．０６ ０．００

ＦＥＰ １００．００ ０．００

ＣＩＰ ７１．６４ ０．００

ＩＰＭ ９２．５４ ０．００

ＬＶＸ ８０．６０ ０．００

ＭＥＭ ８９．５５ ０．００

ＰＦＰ ８３．５８ ０．００

ＡＴＭ ８９．５５ ０．００

ＰＬＥ ０．００ ０．００

　　ＩｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｉｓｏｌａｔｅｓｗｅｒｅｉｎＭＤＲｇｒｏｕｐ

２．２　Ⅰ类整合子的检测　多重耐药组中有３２株

（４７．７６％）为Ⅰ类整合子阳性，而敏感组中仅１株

（１．６１％）为Ⅰ类整合子阳性（图１）。多重耐药组的

Ⅰ类整合子分布明显高于敏感组（χ
２＝３６．０２，犘＜

０．０５）。

２．３　Ⅰ类整合子相关基因盒扩增　在多重耐药组

３２株Ⅰ类整合子阳性菌中有２０株菌携带基因盒

（阳性率６２．５０％），共５种可变区片段，大小均在

１０００ｂｐ以上，以３０００～５０００ｂｐ为主；另１２株菌

无扩增产物，即携带空的Ⅰ类整合子。敏感组１３’

号菌携带的亦为空整合子。见图２。

·６６１· 中国感染控制杂志２０１２年５月第１１卷第３期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１１Ｎｏ３Ｍａｙ２０１２



　　ＬａｎｅＬ：２０００ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒ；－：ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；＋：ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；ＦｉｇｕｒｅＡ：ＭＤＲｇｒｏｕｐ，ＩｎｔⅠｐｏｓｉｔｉｖｅｗｅｒｅ２１，２６，２９，３２，３３，３４ａｎｄ３８；

ＦｉｇｕｒｅＢ：ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｇｒｏｕｐ，ｏｎｌｙ１３’ｗａｓＩｎｔⅠｐｏｓｉｔｉｖｅ．

图１　ＩｎｔⅠ的ＰＣＲ产物电泳图
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图２　Ⅰ类整合子阳性ＰＡ基因盒ＰＣＲ产物电泳图
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３　讨论

根据编码整合酶基因序列的异同（同源性４０％

～５８％），可将移动整合子分为５类
［３］，而在ＰＡ中

以Ⅰ类整合子最常见。国内临床分离的ＰＡ整合子

检出率报道不完全相同（４２．９％～１００％不等），在多

重耐药ＰＡ中相对较高
［６，８－９］，而深圳地区的Ⅰ类整

合子流行情况鲜见报道。本研究结果表明，多重耐

药组ＰＡ的Ⅰ类整合子阳性率显著高于敏感组

（犘＜０．０５），提示深圳地区ＰＡ的多重耐药性与Ⅰ

类整合子有密切关系。本研究中多重耐药ＰＡ的Ⅰ

类整合子阳性率（４７．７６％）较国内其他地区低，这可

能是由于不同地区、不同医院的抗菌药物选择环境

不一样，也可能与菌株的来源不同有关。

尽管Ⅰ类整合子阳性菌株可变区基因盒的扩增

阳性率为６２．５０％，但仍有部分ＰＡ的多重耐药性

并非由整合子引起，而是通过其他机制，但并不排除

少数菌Ⅰ类整合子的３’端保守序列不完整甚至缺

失的可能而导致基因盒扩增的假阴性。通过可变区

扩增后电泳可见其整合的片段在３０００～５０００ｂｐ

多见，相比国内其他文献中片段大［６－７］，说明基因盒

中整合的耐药基因较多，但由于条件限制，并未进一

步测序。在敏感ＰＡ中仅有１株为整合子阳性，且

携带空整合子，故１３’号敏感ＰＡ与其他携带空整

合子的多重耐药ＰＡ一样具有整合游离耐药基因的

能力，从而进一步增加耐药性。

通过药敏试验结果发现敏感组与多重耐药组对

ＳＸＴ、ＴＥＴ、ＡＭＰ的耐药率均为１００．００％，可见天

然耐药在ＰＡ的耐药性中起很大作用，而Ⅰ类整合

子３’端固有磺胺耐药基因（狊狌犾犐）只是ＰＡ对ＳＸＴ

耐药原因之一。多重耐药ＰＡ对ＡＭＫ和ＭＥＭ耐

药率相对较低，对ＰＬＥ均敏感，故对于临床上难治

性多重耐药ＰＡ感染，可考虑选用ＰＬＥ。ＰＡ的多
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重耐药机制复杂，并非携带整合子与否这一单方面

可以解释，但是通过本研究可见，Ⅰ类整合子在ＰＡ

多重耐药的形成中仍发挥着重要作用。
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药物实施细则”（以下简称“细则”）。第１次 ＭＴＰ

会议，将“细则”发给各目标处方者，并对每一条款进

行学习和讨论。通过深入的学习和讨论，处方医生

普遍认为在术前０．５～２ｈ用药、减少用药天数、避

免联合用药及按“细则”选用第一代头孢菌素比较容

易做到，但对手术一般不需预防使用抗菌药物还是

疑虑重重。因此，在第１次ＭＴＰ会议结束时，定下

了先从容易改善的指标做起，并争取在避免联合用

药、术前０．５～２ｈ用药、减少用药天数和按“细则”

选用药物方面先达标。第１次 ＭＴＰ会议后的第２

季度监测表明，除抗菌药物使用率仍为１００．００％，无

改善外，其他监测指标都有明显改善。针对此种情

况，ＭＴＰ小组在召开第２次 ＭＴＰ会议时，着重宣

传了国外及国内某些知名医院对Ⅰ类切口手术早已

不预防使用抗菌药物且也未引起感染的事实，以消

除处方医生的疑虑，并建议科主任带头在接受上述

３种手术的患者中选择各方面条件较好的患者试行

围术期不预防用药，结果取得了较好的效果，增强了

各处方医生的信心，抗菌药物预防使用率明显下降。

第３次ＭＴＰ会议重点讨论如何改善手术室无菌管

理及提高无菌手术操作水平，为Ⅰ类切口手术全面实

施一般情况下不预防使用抗菌药物奠定基础。通过

３轮ＭＴＰ活动，普外科的甲状腺次全切除、乳腺切除

及腹外疝手术基本达到了“２０１１全国抗菌药物临床

应用专项整治活动方案”中对Ⅰ类切口手术围术期预

防性使用抗菌药物的整治要求。

ＭＴＰ是以监测（ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ）、培训（ｔｒａｉｎｉｎｇ）、

计划（ｐｌａｎｉｎｇ）联用，去实施教育、管理和监督３个

方面的策略，是ＷＨＯ推荐的一种促进合理用药的

工作模式。其方法是首先对存在的问题进行调研，

确定干预目标，而后针对存在的问题开展 ＭＴＰ会

议，对目标医生进行培训，针对问题的解决，建立改

进计划［１］。其独特之处是它影响着目标处方者，从

提高医生认识以自觉改善处方行为入手，要他们自

己决定如何去改善处方实践，使以往管理者与被管

理者在实现管理目标中的对立情绪得到较好解决，

管理者与被管理者成为合作伙伴关系，不是要我做，

而是我要做，建立这种关系有利于合理用药工作的

持续、健康发展。

本研究采用ＭＴＰ模式，通过客观指标展现，在

规范的工作流程中让目标处方者主动参与，共同制

订可行的干预目标，以点带面，循序推广，共同促进

了合理用药工作的开展。
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