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养液，置于培养箱中以200次／min频率振荡培养 8 

h，获得对数生长期细菌，作为 PCR实验用模板。 

1．2 主要试剂及材料来源 

基因组提取试剂 、PCR产物纯化 试剂、PCR试 

剂、长片段 PCR试 剂、脱 氧核 苷三 磷酸 (dNTP)和 

DNA marker均 为大 连宝 生物 工程 有 限公 司产 品， 

marker长度分别为 2000、1000、750、500、250、100 bp。 

MH琼脂和药物敏感纸片均为美国 Oxoid公司产品。 

1．3 研究方法 

1．3．1 药物敏感试验 采用 K—B法对 9种 B内 

酰胺类抗生素进行监测。药物选择参考 2004版美 

国国家临床实验室标准化委员会 (NCCLS)抗微生物 

药物敏感性试验执行标准 ，包括头孢菌素类 ：头孢他 

啶、头孢哌酮 、头孢 曲松 、头孢唑肟、头孢吡肟 ；青霉 

素类：哌拉西林、哌拉西林／他唑巴坦；碳青霉烯类： 

亚胺培南 ；单环内酰胺类 ：氨曲南。他唑巴坦为 B内 

酰胺酶抑制剂 ，根据它对哌拉西林 耐药 阻断结果判 

断菌株 是否产 超广谱 B内酰 胺 酶 (ESBL)。参 照 

1997版 NCCLS抗微生物药物敏感性试验执行标 

准 ，质控菌株为铜绿假单胞菌 ATCC27853。 

1．3．2 PCR扩增耐药基 因 PCR引物由北京赛 

百盛生物工程有限公司合成 ，所用引物见表 1。煮沸 

法制备细菌基因组模板。反应体系为：总体积 50 1， 

10倍稀释 PCR缓冲液 (含 2．5 mmol／L Mg“)5 1， 

2l3· 

引物各 40 pmol，dNTP各 10 p~mol，Taq酶 2．5 U，模 

板 2 1。反应条件：94℃预变性 3 min，94℃变性 30 

s，52℃退火 30 s，72℃延伸 60 s，共 30个循环 ，最后 

72℃延伸 5 mino不同引物因其变性温度和产物长 

度不一样 ，退火温度和延伸时间有所不同。 

表 1 扩增耐药基因所用引物 

上 游 ：ACTGCGGCAAA。I_A。I’CATCCT 
PsE下游

：ATACTCCGAGCACCAAATCC 

E游 ：TGTCGCCCTTATTCCCTTTT 
TEM

下游 ：ATAGTTGCCTGACTCCCCGT 

E游 ：CTGAAGGTTGTTTTTTACTT 
0xA

下游 ：AGTGTGTTTAGAATGGTGAT 

E游：GCGTTTATGTTCATACTTCG 
IMP

下游 ：TTACTTTCGTTTAACCCTTT 

E游 ：GGTCGCCGTGCTGAAAGATG 
FOX

下游：GGCCTCGATGGGATAGTTGC 

E游 ：AAAAATGCCAGAATAGGAGT 
VEB

下游 ：CAACATCATTAGTGGCTGCT 

E游 ：GGCTGTCGCAAGTCCGTTAG 
VIM 下游

：GTGGGCCATTCAGCCAGATC 

338 382～719 AY560837 

783 21～803 AY293072 

703 l l9 ～82l AF2275005 

6l9 98～7l6 AY625689 

950 l5O～ll04 X77455 

649 ll5～763 AF0l0416 

6l2 51～662 AYl5282 

2 结果 

2．1 药物敏感性及耐药基因检出情况 

各菌株药物敏感试验结果和 B内酰胺类耐药基 

因检出情况见表 2。 

表 2 26株 PA药物 敏感试验 和 B内酰胺类耐药基 因检 出情况 

注：“一”表示无此项；PA021一PA026菌株对所用抗生素敏感，表中未列出；PA：铜绿假单胞菌，ESBL：超广谱 B内酰胺酶，CAZ：头孢他啶 

CFP：头孢哌酮，CRO：头孢曲松，CZX：头孢唑肟，FEP：头孢吡肟，PI：哌拉西林，TZP：哌拉西林／他唑巴坦，IPM：亚胺培南，AZT：氨曲南 
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26株 PA对抗生 素的耐 药率如下 ：头孢 他 啶 

69％ 、头孢 哌酮 62％、头 孢 曲松 62％、头孢 唑 肟 

58％ 、头孢吡肟 58％ 、哌拉西林 77％、哌拉西林／他 

唑巴坦 42％、亚胺培南 50％、氨 曲南 50％ ，ll株 PA 

(58％ )产 ESBL。在26株 PA菌株中共有 12株检出 

1种或 1种以上 B内酰胺类耐药基因，阳性率 46％。 

B内酰胺类耐药基因检 出与多重耐药 (对 4种 

以上抗生素耐药)的关系见表 3。 

表 3 B内酰胺类耐药基因与多重耐药 的关 系(株) 

注：多重耐药指对 4种以上抗生素耐药 

2．2 耐药基 因扩增结果 

PCR法从 26株 PA中扩增 出 6种 B内酰胺类 

耐药基因(图 1)。 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 1415 

2000 bp 

500 bp 

250 bp 

100 bp 

图 1 B内酰胺类抗生素耐药基 因扩增条带。M．mark- 

er；1—4．VEB(649 bp)；5～7．PSE(338 bp)；8—10． 

FOX(950 bp)；11～13．IMP(619 bp)；14．OXA(703 

bp)；15．VIM(612 bp) 

3 讨论 

26株 PA B内酰胺类抗生素药物敏感试验和耐 

药基因检测结果表明，烧 伤病房 PA对 B内酰胺类 

抗生素耐药率较高，在检测的9种抗生素中，对 4种 

以上耐药的有 16株 (62％)，其中有 9株对 9种抗生 

素全部耐药(35％)。12株检 出 B内酰胺类抗生素 

耐药基因，分别为 VEB(4次)、IMP(3次)、PSE(3 

次)、FOX(3次 )、OXA(1次 )和 VIM(1次 )，未检 出 

TEM基因。12株检出耐药基 因的 PA均对所试的头 

孢菌素类抗生素和哌拉西林耐药 ，其 中有 7株对包 

括亚胺培南和氨曲南在内的9种抗生素耐药。出现 

多重耐药的菌株中耐药基因检出率高达 75％。 

由于 B内酰胺类抗生素耐药基因家族种类 繁 

多，如 OXA家族有几十种型，本研究仅检测 了最常 

见的基 因型 ，因此未检出耐药基因的多重耐药菌株 

并不能排除存在耐药基因的可能。他唑巴坦对哌拉 

西林耐药阻断实验提示 ，7株对 9种抗 生素全部耐 

药的耐药基因阳性菌株均产 ESBL。 

编码 B内酰胺酶的耐药基因已知有数百种 ，根 

据其基本结构分为 A、B、c、D 4种 。由染色体或 

质粒编码，与转录子或整合子结合，几种耐药基因可 

被组合在一起，通过转化、接合等方式在菌株间转 

移，因此很容 易引起较大范 围的耐药菌 株产生 。 

这些耐药基因往往与其他耐药机制 (如药物外排 以 

及细菌外膜对药物通透性降低)协同发挥作用，使耐 

药现象更加严重 。 

临床上为了控制感染，往往采用大剂量抗生素 ， 

使烧伤病房长期存在高抗生素浓度环境，为耐药菌 

株形成优势克隆创造 了条件 ，导致携带耐药基因的 

菌群量增大，为耐药基 因在菌 株间扩散提供了充足 

的基因盒供给池 。这种作用反过来也促使耐药 

菌群进一步壮大，形成恶性循环，可能使其耐药种类 

更多 、扩散更广泛。 

笔者认为 ，B内酰胺类耐药基因是引起烧 伤病 

房等收治危重患者场所 PA多重耐药 的重要 因素 ， 

应该引起注意并加大监测力度，预防医院感染 ，在抗 

生素选择上注意感染是否由产 ESBL菌株引起。 
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