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·临床论著·

院内不同时间分离的多重耐药鲍曼不动杆菌氨基糖

苷类修饰酶基因和16S rRNA甲基化酶基因的研究

赵书平  包健  姜梅杰

【摘要】 目的  调查氨基糖苷类修饰酶基因（AMES）和16S rRNA甲基化酶基因在院内不同时间

分离的多重耐药鲍曼不动杆菌中的存在情况。方法  采用PCR法检测aac（3）-Ⅰ、aac（3）-Ⅱ、aac
（3）-Ⅲ、aac（3）-Ⅳ、aac（6′）-Ⅰ、aac（6′）-Ⅱ、aph（3′）-Ⅵ、ant（3″）-Ⅰ、ant（2″）-Ⅰ和

16S rRNA甲基化酶基因在临床不同时间分离的88株多重耐药鲍曼不动杆菌中的存在情况。结果 2010
年6月至2011年6月临床分离的46株多重耐药鲍曼不动杆菌中，41株（89.1%）含ant（3″）-Ⅰ基因，

33株（71.7%）含aac（3）-Ⅰ基因，2株（4.3%）含aac（3）-Ⅱ基因，1株（2.2%）含aac（6′）-Ⅱ基

因，1株（2.2%）含aph（3′）-Ⅵ基因，40株（87%）含armA基因。2012年12月至2013年1月本院临床

分离的42株多重耐药鲍曼不动杆菌中，41株（97.7%）含ant（3″）-Ⅰ基因，34株（81%）含aac（3）-Ⅰ
基因，7株（16.7%）含aac（6′）-Ⅰ基因，16株（38.1%）含armA基因。结论  院内不同时间分离的多

重耐药鲍曼不动杆菌ant（3″）-Ⅰ、aac（3）-Ⅰ和armA基因检出率一直很高，对其氨基糖苷类耐药与

AMES和16S rRNA甲基化酶基因有关。
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     【Abstract】 Objective   To investigate the prevalence of genes encoding aminoglycoside modifying 

enzymes and 16S rRNA methylases in multi-drug resistant Acinetobacter baumannii isolated in hospital 

at different times.  Methods  The genes of aac (3)-Ⅰ, aac (3)-Ⅱ, aac (3)-Ⅲ, aac (3)-Ⅳ, aac (6′)-Ⅰ, aac (6′)-

Ⅱ, aph (3′)-Ⅵ, ant (3″)-Ⅰ, ant (2″)-Ⅰand 16S rRNA methylases in the samples of 88 multi-drug resistant 

Acinetobacter baumannii stains isolated at different times were analyzed by polymerase chain reaction (PCR).  

Results   Among the 46 multi-drug resistant Acinetobacter baumannii stains collected from June 2010 to June 

2011, aminoglycoside modifying enzymes gene ant (3″)-Ⅰwas found in 41 strains (89.1%), aac 

(3)-Ⅰwas identified in 33 strains (71.7%), aac (3)-Ⅱ in 2 strains (4.3%), aac (6′)-Ⅱ in 1 strain (2.2%), 

aph (3′)-Ⅵ in 1 strain (2.2%), and 40 strains (87.0%) carried armA gene. Among the 42 multi-drug resistant 

Acinetobacter baumannii stains collected from December 2012 to January 2013, aminoglycoside modifying 

enzymes gene ant (3″)-Ⅰwas found in 41 strains (97.7%), aac (3)-Ⅰwas identified in 34 strains (81.0%), 

aac(6′)-Ⅰ in 7 strains (16.7%), and 16 strains (38.1%) carried armA gene.  Conclusions   The detection 

rate of the genes as ant (3″)-Ⅰ, aac (3)-Ⅰand armA has been high in multi-drug resistant Acinetobacter 

baumannii isolated in hospital at different times, and the aminoglycoside resistance of them is closed with the 

genes encoding aminoglycoside modifying enzymes and 16S rRNA methylases.
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鲍曼不动杆菌是下呼吸道常见病原菌之一
[1-5]

。

本院临床分离的鲍曼不动杆菌呈逐年增多趋势
[6]
。

鲍曼不动杆菌氨基糖苷类修饰酶和16S rRNA甲基

化酶基因的研究已有报道
[7-12]

，为调查本院不同时

间分离的多重耐药鲍曼不动杆菌的对氨基糖苷类

抗菌药物的耐药性与氨基糖苷类修饰酶基因和16S 
rRNA甲基化酶基因关系，本文对院内不同时间分

离的88株多重耐药鲍曼不动杆菌进行了氨基糖苷类

修饰酶基因和16S rRNA甲基化酶基因的研究，现

报道如下。

资料与方法

一、 菌株来源

88株多重耐药鲍曼不动杆菌分别来自2010年6月
至2011年6月和2012年12月至2013年1月临床分离的标本

中，痰液83株、穿刺液2株、分泌物2株、尿液1株。

          表1  PCR扩增引物序列

靶基因                         引物序列（5′→3′） 产物长度（bp）

aac（3）-Ⅰ P1：ACCTACTCCCAACATCAGCC
P2：ATATAGATCTCACTACGCGC 169 

aac（3）-Ⅱ P1：ACTGTGATGGGATACGCGTC
P2：CTCCGTCAGCGTTTCAGCTA 237 

aac（3）-Ⅲ P1：CACAAGAACGTGGTCCGCTA
P2：AACAGGTAAGCATCCGCATC 185 

aac（3）-Ⅳ P1：CTTCAGGATGGCAAGTTGGT
P2：TCATCTCGTTCTCCGCTCAT 286 

aac（6′）-Ⅰ P1：TATGAGTGGCTAAATCGA
P2：CCCGCTTTCTCGTAGCA 394 

aac（6′）-Ⅱ P1：TTCATGTCCGCGAGCACCCC
P2：GACTCTTCCGCCATCGCTCT 178 

aph（3′）-Ⅵ P1：ATACAGAGACCACCATACAGT
P2：GGACAATCAATAATAGCAAT 234 

ant（3″）-Ⅰ P1：TGATTTGCTGGTTACGGTGAC
P2：CGCTATGTTCTCTTGCTTTTG 284 

ant（2″）-Ⅰ P1：GAGCGAAATCTGCCGCTCTGG 320
 P2：CTGTTACAACGGACTGGCCGC  
armA P1：AGGTTGTTTCCATTTCTGAG 591 

P2：TCTCTTCCATTCCCTTCTCC
rmtB P1：ATGAACATCAACGATGCCC                    769 

P2：CCTTCTGATTGGCTTATCCA

结    果

一、抗菌药物敏感试验结果

本研究中不同时间分离的88株多重耐药鲍曼

不动杆菌对阿米卡星、妥布霉素和米诺环素的耐药

性变化很大，对其余抗菌药物的耐药性变化不大。

2010年6月至2011年6月和2012年12月至2013年1月
临床分离的多重耐药鲍曼不动杆菌对15种抗菌药物

的药敏情况，见表2。

二、细菌鉴定及药敏试验

采用自动化微生物仪进行菌种鉴定和药敏试

验，部分抗菌药物的敏感性采用纸片扩散法。

三、耐药基因检测

采用PCR方法，引物参照文献
[13-14]

。采用煮沸

法提取细菌DNA、AMES基因和16S rRNA甲基化酶

基因的PCR扩增引物序列见表1。

表2  院内不同时间分离的多重耐药鲍曼不动杆菌对15种抗菌药物的的药敏情况（%）

抗菌药物
    2010年6月至2011年6月（n = 46）        2012年12月至2013年1月（n = 42）

   敏感率    中介率   耐药率    敏感率    中介率   耐药率

阿米卡星 6.5 0.0 93.5 57.1 0.0 42.9
头孢他啶 0.0 0.0 100.0 0.0 0.0 100.0
头孢曲松 0.0 0.0 100.0 0.0 0.0 100.0
环丙沙星 0.0 0.0 100.0 0.0 0.0 100.0
头孢吡肟 0.0 0.0 100.0 0.0 0.0 100.0
庆大霉素 4.3 2.2 93.5 0.0 0.0 100.0
亚胺培南 0.0 0.0    100.0 2.4 0.0 97.6
左氧氟沙星 0.0 4.3 95.7 0.0 2.4 97.6
美罗培南 0.0 0.0    100.0 2.4 0.0 97.6
哌拉西林 0.0 0.0    100.0 0.0 0.0 100.0
复方新诺明 2.2 0.0 97.8 0.0 0.0 100.0
哌拉西林/他唑巴坦 0.0 0.0    100.0 0.0 0.0 100.0
妥布霉素 6.5 0.0 93.5 47.6 0.0 52.4
头孢哌酮/舒巴坦 14.0 32.0 54.0 4.8 40.5 54.7
米诺环素 54.3 43.5 2.2 0.0 40.5 59.5
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二、 AMES和16S rRNA甲基化酶基因检测结果

2010年6月至2011年6月本院临床所分离的46
株多重耐药鲍曼不动杆菌中，41株（89.1%）含ant
（3″）-Ⅰ基因，33株（71.7%）含aac（3）-Ⅰ基因，2
株（4.3%）含aac（3）-Ⅱ基因，1株（2.2%）含aac
（6′）-Ⅱ基因，1株（2.2%）含aph（3′）-Ⅵ基因，

40株（87.0%）含armA基因。2012年12月至2013年
1月临床分离的42株多重耐药鲍曼不动杆菌中，41
株（97.7%）含ant（3″）-Ⅰ基因，34株（81%）含

aac（3）-Ⅰ基因，7株（16.7%）含aac（6′）-Ⅰ基                 

表3  AMES阳性基因和armA基因检出率 [株（%）]

        基因
                2010年6月至2011年6月

       （n = 46）
  2012年12月至2013年1月
              （n = 42）

ant（3″）-Ⅰ     41/46（89.1） 41/42（97.7）
aac（3）-Ⅰ     33/46（71.7） 34/42（81.0）
 aac（3）-Ⅱ      2/46（4.3） 0/42（0.0）
 aac（6′）-Ⅱ       1/46（2.2）     0/42（0.0）
aph（3′）-Ⅵ       1/46（2.2） 0/42（0.0）
aac（6′）-Ⅰ       0/46（0.0） 7/42（16.7）
armA      40/46（87.0） 16/42（38.1）

讨    论

有报道显示细菌对氨基糖苷类抗菌药物耐药与

细菌产生AMES和16S rRNA甲基化酶基因有关
[15]
。

AMES按酶的功能可分为乙酰转移酶、磷酸转移酶

注：M：分子量单位，由上而下分别为2000、1000、750、500、250和100 bp；B：阴性对照 

图1  armA基因PCR产物电泳图 

因，16株（38.1%）含armA基因。本院不同时间分

离的多重耐药鲍曼不动杆菌含AMES和armA基因情

况见表3。88株多重耐药鲍曼不动杆菌携带armA基

因的情况见图1。
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和核苷转移酶3类。本研究于2010年6月至2011年6
月临床分离的46株多重耐药鲍曼不动杆菌中发现，

ant（3″）-Ⅰ基因携带率为89.1%，aac（3）-Ⅰ基因

携带率为71.7%，aac（3）-Ⅱ、aac（6′）-Ⅱ和aph
（3′）-Ⅵ基因携带率分别为4.3%、2.2%和2.2%。

于2012年12月至2013年1月临床分离的42株多重

耐药鲍曼不动杆菌中，ant（3″）-Ⅰ基因携带率为

97.7%，aac（3）-Ⅰ基因携带率为81%，aac（6′）-Ⅰ
基因携带率为16.7%。提示本院不同时间分离的多

重耐药鲍曼不动杆菌产生的AMES以ant（3″）-Ⅰ
基因和aac（3）-Ⅰ基因为主。本研究对7株aac
（6′）-Ⅰ阳性基因进行测序分析，结果均与基因库

中JQ664644同源100%，证实为aac（6′）-Ⅰ基因。

2012年12月至2013年1月分离的42株多重耐药鲍曼不

动杆菌，对庆大霉素均耐药；对阿米卡星和妥布霉

素的耐药率分别为42.9%和52.4%，提示多重耐药鲍

曼不动杆菌对庆大霉素耐药可能与ant（3″）-Ⅰ基因

和aac（3）-Ⅰ基因密切相关。

有报道显示16S rRNA甲基化酶可导致临床常

用的氨基糖苷类抗菌药物耐药
[16]

。本研究88株多重

耐药鲍曼不动杆菌中有56株携带16SrRNA甲基化酶

基因armA，含armA基因的菌株对阿米卡星、妥布

霉素和庆大霉素菌均耐药。2012年12月至2013年1
月所分离的42株多重耐药鲍曼不动杆菌中，有1株
菌仅检出16S rRNA甲基化酶基因armA，但对阿米

卡星、妥布霉素和庆大霉素均耐药。提示16S rRNA
甲基化酶基因armA可能引起氨基糖苷类抗菌药物

阿米卡星、妥布霉素和庆大霉素同时耐药。本研究

在院内不同时间分离的88株多重耐药鲍曼不动杆菌

中，94.3%的标本来源于痰液，提示鲍曼不动杆菌

一直是引起本院呼吸道感染的主要病原菌之一。

本研究药敏结果显示，本院分离的多重耐药鲍

曼不动杆菌，对阿米卡星和妥布霉素的耐药率有降

低趋势，但对米诺环素的耐药率升高，对其他抗菌

的耐药性变化不大。因此，临床医师应根据药敏试

验结果合理选用抗菌药物。
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