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·临床论著·

肺炎克雷伯菌质粒介导的喹诺酮类耐药
基因 ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ的研究
姜梅杰　李玉臣　张福森

　　【摘要】　目的　调查本院临床所分离的产超广谱β内酰胺酶的肺炎克雷伯菌中质粒介导的ａａｃ
（６’）Ｉｂｃｒ基因的存在情况，为临床预防感染及合理使用抗菌药物提供依据。方法　收集２００７年７
月～２００８年１２月本院临床分离的产超广谱β内酰胺酶的肺炎克雷伯菌共５７株，采用ＰＣＲ技术检测

ａａｃ（６’）Ｉｂ基因，并对阳性菌株进行测序。以大肠埃希菌Ｊ５３为受体菌，通过接合试验从ａａｃ（６’）Ｉｂ
ｃｒ阳性菌株中获得的接合子，采用Ｅｔｅｓｔ方法测定菌株的药敏情况。结果　５７株肺炎克雷伯菌中，

ａａｃ（６’）Ｉｂ基因阳性菌共１２株，经测序全部为ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ基因，阳性率为２１．１％。ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ
基因阳性肺炎克雷伯菌中６株接合试验获得成功。环丙沙星对接合子的 ＭＩＣ值均为０．５μｇ／ｍｌ，左
氧氟沙星对接合子的ＭＩＣ值均为０．２５μｇ／ｍｌ；接合子与受体菌 ＭＩＣ值比较，环丙沙星和左氧氟沙星

的耐药性分别提高了６３倍和１７倍。结论　本院产超广谱β内酰胺酶肺炎克雷伯菌质粒介导的喹诺

酮类耐药基因ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ携带率很高，临床上应加强喹诺酮类耐药基因的检测，以避免产 ａａｃ
（６’）Ｉｂｃｒ基因菌株感染的暴发流行。
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　　近年来，喹诺酮类抗菌药物已在临床抗感染治

疗中广泛使用，甚至有滥用趋势，肺炎克雷伯菌对喹

诺酮类抗菌药物的耐药率逐年升高，过去对喹诺酮

类抗菌药物的耐药认为是由染色体介导、靶位改变

　　ＤＯＩ：１０．３８７７／ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．１６７４１３５８．２０１２．０５．０１３

　　作者单位：２７１０００　泰安市，山东省泰安市中心医院检验科（姜

梅杰、李玉臣），ＩＣＵ重症监病房（张福森）
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及主动外排所致［１］，最近发现喹诺酮类药物的耐药
性也可由质粒介导所致［２３］。质粒介导的喹诺酮类
耐药基因 ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ与染色体介导的耐药基因
不同［４］，因此，质粒介导的喹诺酮类耐药性已引起科
研工作者和医务人员的高度重视。ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ本
质上是一种氨基糖苷乙酰转移酶变异基因，已有报
道显示其编码的蛋白能够修饰环丙沙星和诺氟沙
星，使其抗菌活性下降［５］。本研究对５７株产超广谱
β内酰胺酶的肺炎克雷伯菌进行 ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ基
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因的检测，以期调查质粒介导的喹诺酮类耐药基因
ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ在本院产超广谱 β内酰胺酶肺炎克

雷伯菌中的存在情况，为临床预防感染及合理使用

抗菌药物提供一定的依据。

资料与方法

一、菌株来源
５７株产超广谱 β内酰胺酶的肺炎克雷伯菌分

离自２００７年７月～２００８年１２月本院临床所收集的

痰液、分泌物、血液和胸腹水等标本。

二、菌株鉴定及药敏试验

采用法国梅里埃 ＡＴＢ细菌鉴定仪鉴定菌种，用
Ｅｔｅｓｔ条测定ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ基因阳性且接合试验获

得成功的菌株及接合子对环丙沙星、左氧氟沙星、阿

米卡星、庆大霉素、头孢噻肟、头孢他啶、头孢吡肟、

头孢西丁和亚胺培南等抗菌药物的敏感性。并根据

美国临床实验室标准化委员会（ＮＣＣＬＳ）２００６年版

标准进行抗菌药物敏感性判读。

三、耐药基因检测

采用ＰＣＲ技术进行耐药基因检测，采用煮沸法

制备ＤＮＡ，引物设计参照文献［６］。ａａｃ（６’）Ｉｂ上游

引物：５’ＴＴＧＣＧＡＴＧＣＴＣＴＡＴＧＡＧＴＧＧＣＴＡ３’，ａａｃ
（６’）Ｉｂ下游引物：５’ＣＴＣＧＡＡＴＧＣＣＴＧＧＣＧＴＧＴＴＴ
３’。产物长度为４８２ｂｐ。反应条件：９４℃变性４５ｓ，
５５℃退火４５ｓ，７２℃延伸 ６０ｓ，３５个循环。产物于
２％含溴化乙锭的琼脂糖凝胶中进行电泳鉴定，采用

凝胶成像系统观察结果。

四、ＤＮＡ测序
ａａｃ（６’）Ｉｂ阳性基因ＰＣＲ产物由上海桑尼公司

进行测序，测序结果于ＧｅｎＢａｎｋ网上进行比对查询。

结　　果

一、ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ基因检测结果

所分离的５７株肺炎克雷伯菌中有１２株ＰＣＲ扩

增出ａａｃ（６’）Ｉｂ基因目标片段（见图１），经测序全

部为ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ基因，阳性检出率为２１．１％（见
图２）。

二、质粒接合试验结果
１２株ａａｃ（６’）Ｉｂ基因阳性的肺炎克雷伯菌中

有６株接合成功。Ｅｔｅｓｔ法测定左氧氟沙星等药物

对供体菌、受体菌和接合子的ＭＩＣ值，见表１。

讨　　论

喹诺酮类药物是临床上常用的抗菌药物之一，由

于该类抗菌药物的广泛应用，近年来，本院临床分离

的肺炎克雷伯菌对喹诺酮类抗菌药物的耐药率逐年

上升。已有报道显示，引起肺炎克雷伯菌对喹诺酮类

抗菌药物耐药的主要机制是由于此类抗菌药物作用

靶位的改变、外膜通透性降低和细菌外排泵系统过度

表达［１］。１９９８年，ＭａｒｔｉｎｅｚＭａｒｔｉｎｅｚ等［２］于美国阿拉

巴马州首次发现１株临床分离的含质粒介导的喹诺

酮类耐药基因的肺炎克雷伯菌，发现该菌可引起水平

传播。因此，质粒介导的喹诺酮类抗菌药物的耐药机

制引起了研究者和医务人员的广泛关注。

表１　９种抗菌药物对供体菌、受体菌和接合子的ＭＩＣ值 （μｇ／ｍｌ）

菌株 环丙沙星 左氧氟沙星 头孢噻肟 头孢他啶 头孢吡肟 头孢西丁 阿米卡星 庆大霉素 亚胺培南

Ｋｐ１ ＞３２ １６ ＞２５６ ６４ ３２ ６ １０２４ ＞１０２４ ０．５００

Ｊ５３Ｋｐ１ ０．５００ ０．２５ １２８ ３２ １６ ２ ６４ ２５６ ０．１２５

Ｋｐ２ ＞３２ ＞３２ ６４ ２ ２ ４ １２８ ２５６ ０．１２５

Ｊ５３Ｋｐ２ ０．５００ ０．２５０ ３２ １ １ ２ ３２ １２８ ０．１２５

Ｋｐ３ ２４ ８ ６４ １２８ ２ ２５６ ６４ ２５６ ０．５００

Ｊ５３Ｋｐ３ ０．５００ ０．２５０ １６ ３２ ０．５００ ３２ ３２ ２５６ ０．２５０

Ｋｐ４ ＞３２ ＞３２ ＞２５６ ＞２５６ ２４ ＞２５６ ２５６ １０２４ ０．１２５

Ｊ５３Ｋｐ４ ０．５００ ０．２５０ １２８ ２４ ４ ６４ ６４ ５１２ ０．１２５

Ｋｐ５ ＞３２ ＞３２ ＞２５６ １２８ ６４ ＞２５６ ３２ １２８ ０．５００

Ｊ５３Ｋｐ５ ０．５００ ０．２５０ ６４ ４ １ ６ ８ ６４ ０．２５０

Ｋｐ６ ＞３２ ３２ ＞２５６ ２ ２ ４ ６ ２５６ ０．１２５

Ｊ５３Ｋｐ６ ０．５００ ０．２５０ １２８ １ ０．５００ ３ ４ ６４ ０．１２５

Ｊ５３ ０．００８ ０．０１６ ０．０３２ ０．２５０ ０．０１６ ２ ０．５００ ０．５００ ０．１２５

　　注：受体菌：Ｊ５３；供体菌：Ｋｐ１、Ｋｐ２、Ｋｐ３、Ｋｐ４、Ｋｐ５、Ｋｐ６；接合子：Ｊ５３Ｋｐ１、Ｊ５３Ｋｐ２、Ｊ５３Ｋｐ３、Ｊ５３Ｋｐ４、Ｊ５３Ｋｐ５、Ｊ５３Ｋｐ６
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图１　ａａｃ（６’）Ｉｂ基因部分ＰＣＲ电泳图

注：Ｎ：阴性对照ＡＴＣＣ２５９２２；１～５：阳性菌株；Ｍ：标准带

图２　ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ基因测序图

注：Ａ和Ｂ为ａａｃ（６’）Ｉｂ基因阳性ＰＣＲ产物测序图

　　我国上海、安徽、广东、天津和北京等地已有质

粒介导的喹诺酮类耐药基因的相关研究报道。本研

究所分离的５７株对头孢噻肟耐药且产超广谱 β内
酰胺酶的肺炎克雷伯菌进行 ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ基因检

测，结果发现本院临床分离的产超广谱 β内酰胺酶

的肺炎克雷伯菌阳性率很高，且以ＣＴＸＭ型超广谱

β内酰胺酶为主。本研究筛选的肺炎克雷伯菌中，

ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ的阳性率为２１．１％（１２／５７），高于张

雪青等［７］在６０株大肠埃希菌临床分离株 ａａｃ（６’）
Ｉｂｃｒ基因的检测率。提示本院临床分离的产超广

谱β内酰胺酶的肺炎克雷伯菌中质粒介导的喹诺

酮类耐药基因ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ检出率很高。

本研究根据 ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ基因检测与药敏试

验结果，发现含ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ基因肺炎克雷伯菌的

接合子与其受体菌相比，环丙沙星耐药性提高倍数

显著高于左氧氟沙星。已有研究发现，ａａｃ（６’）Ｉｂ
ｃｒ是通过对哌嗪环上氨基氮原子的乙酰化作用使环

丙沙星失活，进而使环丙沙星的ＭＩＣ升高，ａａｃ（６’）
Ｉｂｃｒ对左氧氟沙星和莫西沙星等喹诺酮类药物并

不起作用，含普通型 ａａｃ（６’）Ｉｂ酶不能使细菌对环

丙沙星 ＭＩＣ发生改变［８］。有报道称 ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ
基因的存在与环丙沙星是否耐药无关，环丙沙星耐

药株和环丙沙星敏感株具有相似的阳性率［５］。本研

究结果显示 ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ基因阳性的肺炎克雷伯

菌对环丙沙星和左氧氟沙星均耐药，提示 ａａｃ（６’）
Ｉｂｃｒ基因的存在可能与环丙沙星的耐药无关。已
有报道显示 ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ基因对氨基糖苷类的亲

和力远远大于氟喹诺酮类［９］，氨基糖苷类钝化酶ａａｃ
（６’）Ｉｂ对氨基糖苷类抗菌药物耐药有关的报道较

多［１０１１］，但ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ基因对氨基糖苷类抗菌药

物的作用报道较少。

综上所述，临床中产超广谱 β内酰胺酶的肺炎
克雷伯菌质粒介导的喹诺酮类耐药基因 ａａｃ（６’）
Ｉｂｃｒ携带率很高，临床微生物室应加强喹诺酮类耐
药基因的检测，同时应加强消毒隔离措施，从而预防

与控制耐药菌株的暴发流行。
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