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肺炎克雷伯菌质粒介导的喹诺酮类
耐药基因的研究
姜梅杰　包健　孙树玲

　　【摘要】　目的　研究本地区质粒介导的喹诺酮类耐药基因 ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ和 ｑｎｒ在肺炎克雷伯

菌中的发生率及接合子对环丙沙星和左氧氟沙星不同耐药水平的发生机制。方法　筛选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法检测

ｑｎｒＡ、ｑｎｒＢ、ｑｎｒＳ和ａａｃ（６’）Ｉｂ阳性菌株并对部分菌株进行测序。以大肠埃希菌 Ｊ５３为受体菌，通过

接合试验从ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ和（或）ｑｎｒ阳性菌株中获得接合子，采用Ｅｔｅｓｔ方法测定菌株的药敏情况。

结果　所分离的５７株肺炎克雷伯菌中ａａｃ（６’）Ｉｂ基因阳性菌１２株，经测序全部为ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ基
因，阳性检出率为 ２１．１％；ｑｎｒ基因阳性菌 ２５株（４３．９％），其中 ３株（５．３％）含 ｑｎｒＡ基因，２１株

（３６．８％）含ｑｎｒＢ基因，２０株（３５．１％）含 ｑｎｒＳ基因；ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ、ｑｎｒＡ、ｑｎｒＢ和 ｑｎｒＳ均阳性菌共３
株（５．３％），ｑｎｒＢ和ｑｎｒＳ均阳性菌共１３株（２２．８％）。本研究中共有１４株菌株接合试验获得成功，环

丙沙星和左氧氟沙星对接合子的最低抑菌浓度（ＭＩＣ）范围分别为 ０．２５～０．５μｇ／ｍｌ和 ０．２５～
１μｇ／ｍｌ；接合子与受体菌的ＭＩＣ值比较结果显示，环丙沙星耐药性提高了３１～６３倍，左氧氟沙星耐

药性提高了１７～６３倍。结论　本地区产超广谱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和ｑｎｒ携带率很高，部分菌株的喹诺酮类抗菌药物ＭＩＣ值升高与喹诺酮类耐药

基因ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ和（或）ｑｎｒ有关。
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　　随着喹诺酮类抗菌药物的广泛应用，肺炎克雷

伯菌对喹诺酮类抗菌药物的耐药率逐年升高，已有

报道细菌对喹诺酮类抗菌药物耐药是由染色体所介

导，因靶位改变及主动外排所致［１］，但近年来发现喹

诺酮类的耐药性也可由质粒介导［２３］。质粒介导的

喹诺酮类耐药基因ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ和ｑｎｒ与所有染色

体介导的耐药基因不同［４］，质粒介导的喹诺酮类抗

菌药物的耐药性引起了广泛重视。ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ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使环丙沙星抗菌活

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和 ｑｎｒ基因检测，以

探讨ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ和ｑｎｒ基因在喹诺酮类抗菌药物

耐药性形成过程中的作用。

资料与方法

一、菌株来源

本研究筛选出的５７株产超广谱 β内酰胺酶的

肺炎克雷伯菌为２００７年７月～２００８年１２月分离自

本院收集的临床病例标本。阴性质控菌株为大肠埃

希菌 ＡＴＣＣ２５９２２，接合试验受体菌为大肠埃希菌
Ｊ５３，由北京协和医院微生物室杨启文大夫惠赠。

二、培养基与试剂

血琼脂培养基、ＭＨ琼脂培养基为英国Ｏｘｏｉｄ公

司产品。ＰＣＲ检测试剂Ｔａｑ酶、Ｂｕｆｆｅｒ、ｄＮＴＰ及相关

材料均为宝生物工程（大连）有限公司产品；引物由

该公司合成，Ｅｔｅｓｔ条为瑞典ＡＢＢｉｏｄｉｓｋ公司产品。

三、抗菌药物

本研究中选取的常用抗菌药物有环丙沙星、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。

四、耐药基因的检测及测序

耐药基因检测均采用 ＰＣＲ法，引物设计参照文

献［６７］。所有 ａａｃ（６’）Ｉｂ阳性基因和部分 ｑｎｒＡ、
ｑｎｒＢ、ｑｎｒＳ阳性基因ＰＣＲ产物由上海桑尼公司进行

测序，测序结果于ＧｅｎＢａｎｋ查询。

五、质粒接合试验

参照文献所报道方法［８］，采用大肠埃希菌 Ｊ５３
为受体株，临床分离株为供体菌，选择含１５０μｇ／ｍｌ
叠氮钠和头孢噻肟（８μｇ／ｍｌ）ＭＨ琼脂平板上进行

筛选。筛选琼脂平板上生长的菌落同时接种含与不

含环丙沙星（０．０６μｇ／ｍｌ）的 ＭＨ琼脂上，观察喹诺

酮类耐药性是否同时转移。

　　六、药敏试验

对接合试验获得成功的含 ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ和
（或）ｑｎｒ基因的肺炎克雷伯菌及接合子，采用 Ｅｔｅｓｔ
法测定环丙沙星、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 的 最 低 抑 菌 浓 度 （ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）。质 控 菌 株 为 大 肠 埃 希 菌
ＡＴＣＣ２５９２２。

结　　果

一、ｑｎｒ基因的检测结果

所分离的５７株肺炎克雷伯菌中，检出 ｑｎｒ基因

菌株共２５株（４３．９％），其中３株（５．３％）含ｑｎｒＡ基

因（图１），２１株（３６．８％）含ｑｎｒＢ基因（图２），２０株
（３５．１％）含ｑｎｒＳ基因（图３）；ｑｎｒＡ、ｑｎｒＢ和 ｑｎｒＳ同

时阳性的菌株共３株（５．３％）；ｑｎｒＢ和 ｑｎｒＳ同时阳

性的菌株共１３株（２２．８％）；只含ｑｎｒＢ基因菌５株，

只含ｑｎｒＳ基因菌４株。分别取 ３株 ｑｎｒＡ、ｑｎｒＢ和
ｑｎｒＳ基因阳性的菌株进行测序，测序结果分别为
ｑｎｒＡ１、ｑｎｒＢ４和ｑｎｒＳ１基因。

二、ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ基因的检测结果
５７株肺炎克雷伯菌中，有１２株 ａａｃ（６’）Ｉｂ基

因阳性（图４），经测序全部为 ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ基因，

阳性检出率为２１．１％。ｑｎｒ和ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ基因同

时阳性菌共１２株，其中３株同时含 ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ、
ｑｎｒＡ、ｑｎｒＢ和ｑｎｒＳ基因，９株同时含 ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ、
ｑｎｒＢ和ｑｎｒＳ基因。所有 ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ阳性菌株均

含ｑｎｒ基因，ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ、ｑｎｒＡ、ｑｎｒＢ和 ｑｎｒＳ阳性

检出率，见表１。

表１　５７株分离菌中ｑｎｒＡ、ｑｎｒＢ、ｑｎｒＳ和ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ
基因阳性检出率 ［株（％）］

基因 阳性检出率

ｑｎｒＢ ５（８．８）

ｑｎｒＳ ４（７．０）

ｑｎｒＢ＋ｑｎｒＳ ４（７．０）

ｑｎｒＡ＋ｑｎｒＢ＋ｑｎｒＳ＋ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ ３（５．３）

ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ＋ｑｎｒＢ＋ｑｎｒＳ ９（１５．８）

　　三、质粒接合试验结果
２５株含ｑｎｒ基因的肺炎克雷伯菌中有１４株接

合成功，１４株接合成功的供体菌、受体菌和接合子

采用Ｅｔｅｓｔ法测定对左氧氟沙星等药物的 ＭＩＣ值，

见表２。
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表２　常见抗菌药物对供体菌、受体菌和接合子的ＭＩＣ值（μｇ／ｍｌ）

菌株
抗菌药物

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

Ｋ０９ ＞３２ １６ ＞２５６ ６４ ３２ ６ １０２４ ＞１０２４ ０．５００

Ｊ５３Ｋ０９ ０．５００ ０．２５０ １２８ ３２ １６ ２ ６４ ２５６ ０．１２５

Ｋ１９ ０．５００ １ ＞２５６ ＞２５６ ３２ ＞２５６ １０２４ ＞１０２４ ０．２５０

Ｊ５３Ｋ１９ ０．２５０ ０．５００ １２８ ８ １６ ３ ２５６ １０２４ ０．１２５

Ｋ３５ ＞３２ ＞３２ ６４ ２ ２ ４ １２８ ２５６ ０．１２５

Ｊ５３Ｋ３５ ０．５００ ０．２５０ ３２ １ １ ２ ３２ １２８ ０．１２５

Ｋ４６ ２４ ８ ６４ １２８ ２ ２５６ ６４ ２５６ ０．５００

Ｊ５３Ｋ４６ ０．５００ ０．２５０ １６ ３２ ０．５００ ３２ ３２ ２５６ ０．２５０

Ｋ８２ ＞３２ ＞３２ ＞２５６ ＞２５６ ２４ ＞２５６ ２５６ １０２４ ０．１２５

Ｊ５３Ｋ８２ ０．５００ ０．２５０ １２８ ２４ ４ ６４ ６４ ５１２ ０．１２５

Ｋ８８ ０．５００ ０．７５０ ＞２５６ ２５６ １２８ ＞２５６ ４ ６ ２

Ｊ５３Ｋ８８ ０．２５０ ０．５００ １９２ ４８ ３２ ６４ ２ ２ １

Ｋ９３ ＞３２ ＞３２ ＞２５６ １２８ ６４ ＞２５６ ３２ １２８ ０．５００

Ｊ５３Ｋ９３ ０．５００ ０．２５ ６４ ４ １ ６ ８ ６４ ０．２５０

Ｋ１０２ ＞３２ ３２ ＞２５６ ２ ２ ４ ６ ２５６ ０．１２５

Ｊ５３Ｋ１０２ ０．５００ ０．２５０ １２８ １ ０．５ ３ ４ ６４ ０．１２５

Ｋ１４１ ０．７５０ １．５００ ＞２５６ ３２ １６ ６ ４ ６４ ０．５００

Ｊ５３Ｋ１４１ ０．３８０ ０．７５０ ６４ ８ ２ ４ ２ １６ ０．１２５

Ｋ１５２ ０．５００ １ ＞２５６ ６４ ３２ ＞２５６ ６４ １２８ ０．５００

Ｊ５３Ｋ１５２ ０．３８０ ０．７５０ １２８ １６ ８ ４ ４ ３２ ０．１２５

Ｋ１６３ ０．５００ １ ＞２５６ ３２ ２４ ＞２５６ ５１２ １０２４ ０．２５０

Ｊ５３Ｋ１６３ ０．２５０ ０．５００ １２８ １６ １６ ３ ２５６ ５１２ ０．１２５

Ｋ１８４ ＞３２ ２４ ＞２５６ ＞２５６ １２８ ＞２５６ ２５６ ５１２ ０．５００

Ｊ５３Ｋ１８４ ０．３８０ ０．７５０ １９２ ３ ２ ４ ４ ２４ ０．１２５

Ｋ１８６ ０．５００ １ ＞２５６ ＞２５６ ＞２５６ ＞２５６ ５１２ １０２４ ０．１２５

Ｊ５３Ｋ１８６ ０．２５０ ０．５００ ３２ １ １ ４ ４ １２ ０．１２５

Ｋ１９５ ＞３２ ＞３２ １２８ ６４ １ ＞２５６ ４ ６４ ０．２５０

Ｊ５３Ｋ１９５ ０．５００ １ ６４ ４ ０．３８０ ６ ４ １６ ０．１２５

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

讨　　论

肺炎克雷伯菌为本院最常见的病原菌之一。本

院耐药监测结果显示，近年来肺炎克雷伯菌检出率

一直居于前４位，且产超广谱 β内酰胺酶肺炎克雷

伯菌阳性率一直较高。由于本院产超广谱β内酰胺

酶肺炎克雷伯菌的ＥＳＢＬｓ基因以ＣＴＸＭ型为主［９］，

且产ＥＳＢＬｓ肺炎克雷伯菌对左氧氟沙星和环丙沙星

的耐药率很高，故本研究筛选５７株对头孢噻肟耐药

产超广谱 β内酰胺酶的肺炎克雷伯菌进行 ａａｃ
（６’）Ｉｂｃｒ和 ｑｎｒ基因的研究。ｑｎｒ和 β内酰胺酶

的相关性已有报道［１０］，因此，本研究对耐头孢噻肟
产超广谱β内酰胺酶的肺炎克雷伯菌进行质粒介导
的喹诺酮类抗菌药物的研究。

本研究所筛选的肺炎克雷伯菌中，ｑｎｒ和 ａａｃ
（６’）Ｉｂｃｒ基因阳性率分别为 ４３．９％（２５／５７）和
２１．１％（１２／５７），５７株肺炎克雷伯菌中，含 ｑｎｒＡ基
因菌３株，含 ｑｎｒＢ基因菌２１株，含 ｑｎｒＳ基因菌２０
株；同时含ｑｎｒ和ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ基因菌１２株。由于
不同地区用药情况不同，肺炎克雷伯菌产超广谱 β
内酰胺酶阳性率和质粒介导的喹诺酮类耐药基因
ｑｎｒ和ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ阳性率可能存在一定的差异。
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本研究检测了１４株接合试验获得成功的肺炎

克雷伯菌含 ｑｎｒＡ、ｑｎｒＢ、ｑｎｒＳ和 ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ基因

的情况以及１４株接合试验获得成功的供体菌、接合

子和受体菌的ＭＩＣ值，结果显示接合子与受体菌相

比，环丙沙星和左氧氟沙星的耐药性分别提高了
３１～６３倍和１７～６３倍。本研究中仅含 ｑｎｒ基因的

肺炎克雷伯菌经接合试验后获得８个接合子，环丙

沙星对接合子的ＭＩＣ范围为０．２５～０．５μｇ／ｍｌ，左氧

氟沙星对接合子的 ＭＩＣ范围为０．５～１μｇ／ｍｌ，环丙

沙星和左氧氟沙星的耐药性提高倍数基本相同。同

时含ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ和ｑｎｒ基因的肺炎克雷伯菌经接

合试验后获得６个接合子，左氧氟沙星对接合子的
ＭＩＣ值均为０．２５μｇ／ｍｌ；环丙沙星对接合子的 ＭＩＣ
值均为０．５μｇ／ｍｌ，接合子与受体菌相比，环丙沙星

耐药性提高倍数高于左氧氟沙星。

已有研究显示，ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ酶可导致氨基糖

苷类和喹诺酮类药物失活，ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ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而

导致环丙沙星的 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［８］。有

报道显示，ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ基因的存在与环丙沙星是

否耐药无关，环丙沙星耐药株和敏感株具有相似的

阳性率［５］。本研究１２株 ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ基因阳性的

肺炎克雷伯菌对环丙沙星均耐药，但含 ａａｃ（６’）Ｉｂ
ｃｒ基因对环丙沙星耐药的肺炎克雷伯菌，同时对左

氧氟沙星也耐药，提示 ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ基因的存在可

能与环丙沙星的耐药无关。只含ｑｎｒ基因的１３株肺

炎克雷伯菌中３１％（４／１３）对环丙沙星耐药，显著低

于环丙沙星敏感株。提示 ｑｎｒ基因可能仅引起喹诺

酮类抗菌药物低水平耐药。

综上所述，对肺炎克雷伯菌质粒介导的喹诺酮

类耐药基因研究发现，本地区肺炎克雷伯菌中质粒

介导的喹诺酮类耐药基因ａａｃ（６’）Ｉｂｃｒ和ｑｎｒ携带

率较高，应引起足够的重视，同时，应加强预防和控

制细菌的耐药性传播，控制喹诺酮类药物在农业及

畜牧渔业等方面的应用，从而预防细菌耐药的产生。
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