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·论著·

肺炎克雷伯菌１６犛狉犚犖犃甲基化酶耐药基因研究

叶春枚１，２，刘文恩１
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［摘　要］　目的　了解肺炎克雷伯菌对氨基糖苷类抗生素的敏感性及１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶检出情况。方法　收

集中南大学湘雅医院２００９年１—７月非重复肺炎克雷伯菌９６株，采用琼脂稀释法对庆大霉素、阿米卡星、妥布霉

素的最低抑菌浓度（ＭＩＣ）进行检测；聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶基因犪狉犿犃、狉犿狋犃、狉犿狋犅、狉犿狋犆、

狉犿狋犇和狀狆犿犃。结果　肺炎克雷伯菌对阿米卡星、庆大霉素及妥布霉素的 ＭＩＣ５０分别为２５６μｇ／ｍＬ、５１２μｇ／ｍＬ

和５１２μｇ／ｍＬ；ＭＩＣ９０均为＞５１２μｇ／ｍＬ；耐药率分别为２１．８８％、６３．５４％、４１．６７％。６８株（７０．８３％）菌至少对１种

药物耐药，２１株（２１．８８％）菌对３种药物均耐药。２２株（２２．９２％）菌犪狉犿犃基因扩增阳性，未扩增到狉犿狋犃、狉犿狋犅、

狉犿狋犆、狉犿狋犇和狀狆犿犃 基因；２２株犪狉犿犃阳性菌株中，１７株（７７．２７％）对３种氨基糖苷类抗生素均耐药。犪狉犿犃阳性

株与犪狉犿犃（ＦＪ４１０９２８．１）基因序列同源性为１００％。结论　携带ａｒｍＡ型１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶基因是肺炎克雷伯

菌对氨基糖苷类药物高水平耐药的主要机制之一。
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［ＣｈｉｎＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１４，１３（７）：３８９－３９２］

　　自２０世纪４０年代发现氨基糖苷类药物以来， 其对大多数革兰阳性菌、革兰阴性菌抗菌作用较强。
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细菌对其的主要耐药机制：（１）外膜通透性降低和内

膜转运异常，药物摄入减少，药物在细菌胞内积聚减

少；（２）细菌产生针对药物的氨基糖苷类修饰酶（Ａ

ＭＥｓ），导致抗菌药物失活；（３）药物外排泵的激活和

过度表达；（４）氨基糖苷类药物的作用靶位１６ＳｒＲＮＡ

基因突变；（５）１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶。２００２年，日本学

者Ｙｏｋｏｙａｍａ等
［１］对１株分离自１９９７年的铜绿假单

胞菌研究发现，其对临床常用的所有氨基糖苷类抗生

素均高度耐药，而介导这种耐药的是一种１６ＳｒＲＮＡ

甲基化酶ｒｍｔＡ。近年来，世界各地学者相继发现其

他５种１６ＳｒＲＮＡ 甲基化酶基因，分别为犪狉犿犃、

狉犿狋犅、狉犿狋犆、狉犿狋犇 和狀狆犿犃
［２－６］；从动物分离的大

肠埃希菌中，发现１种新的甲基化酶基因犚犿狋犈。

甲基化酶修饰的是所有氨基糖苷类药物共同作用的

位点，一旦发生修饰，氨基糖苷类抗生素均将失去作

用。为了解本院肺炎克雷伯菌对氨基糖苷类抗生素

的敏感性及１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶检出情况，本研究

收集中南大学湘雅医院分离的肺炎克雷伯菌９６株，

应用琼脂稀释法进行庆大霉素、阿米卡星及妥布霉

素最低抑菌浓度（ＭＩＣ）检测，应用聚合酶链反应

（ＰＣＲ）进行犪狉犿犃、狉犿狋犃、狉犿狋犅、狉犿狋犆、狉犿狋犇、狀狆犿犃

基因扩增，现将结果报告如下。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株来源　（１）临床菌株：收集中南大学湘

雅医院２００９年１—７月住院患者临床标本分离的非

重复肺炎克雷伯菌９６株。临床菌株保存于脱脂牛

奶管中，置于－７０℃冰箱保存。（２）质控菌株：肺炎

克雷伯菌 ＡＴＣＣ７００６０３，来源于中国菌种保存中

心，用于质量控制。

１．１．２　抗菌药物　庆大霉素、妥布霉素和阿米卡星

购自中国药品生物制品检定所。

１．１．３　仪器和试剂　ＨＡＢＡＩＤＰＣＲ扩增仪，购自

英国 ＨＡＢＡＩＤ公司；ＤＹＹⅢ５型电泳仪，购自北

京市六一仪器厂；ＶＩＴＥＫ２细菌鉴定仪，购自法国

生物梅里埃公司；ＹＳ２Ｈ 显微镜，购自日本 Ｎｉｋｏｎ

公司；ＧＤＳ８０００凝胶成像系统，购自美国 ＵＶＰ公

司；ＡＢＩ３７００自动测序仪进行测序。ＭａｓｔｅｒＭｉｘ

ＰＣＲ扩增试剂，购自北京天根生化科技有限公司；

琼脂培养基和脱脂牛奶粉，购自英国ＯＸＯＩＤ公司；

１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶基因引物均由上海生工生物工

程技术有限公司合成，ＤＮＡ ＭａｒｋｅｒⅠ（１００—６００

ｂｐ）购自北京天根生化科技有限公司；ＥＢ替代品染

料，购自北京鼎国昌盛生物技术有限公司。

１．２　方法

１．２．１　细菌的培养鉴定及药敏试验　根据《全国临

床检验操作规程》（第３版）常规方法培养肺炎克雷

伯菌。所有菌株采用法国生物梅里埃公司的全自动

微生物鉴定系统ＶＩＴＥＫ２细菌鉴定仪革兰阴性菌

ＧＮ卡进行鉴定，ＡＳＴＧＮ１３卡进行药敏分析。

１．２．２　ＭＩＣ的检测 　采用琼脂稀释法，按照美国

临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）２００９年标准进行

３种氨基糖苷类抗生素的 ＭＩＣ测定。

１．２．３　１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶基因　采用ＰＣＲ扩增

１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶基因，引物序列参照文献［７］，

由上海生工生物工程技术服务有限公司合成，引物

序列见表１。ＰＣＲ反应体系为５０μＬ。ＤＮＡ模板

２μＬ，２×ＭａｓｔｅｒＭＩＸ２５μＬ（１０ ｍｍｏｌ／Ｌ Ｔｒｉｓ

ＨＣＬ，ｐＨ ８．３，５０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＫＣｌ，１．５ ｍｍｏｌ／Ｌ

ＭｇＣｌ２，２５０μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｅａｃｈ，０．０５Ｕｐｏｌｙｍｅｒ

ａｓｅ，ｄｄＨ２Ｏ，其他稳定剂和增强剂），１０μｍｏｌ／Ｌ引

物各２μＬ，灭菌双蒸馏水补足５０μＬ。ＰＣＲ扩增条

件：９５℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，４７℃退火

３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循环；最后７２℃延伸

５ｍｉｎ。

１．２．４　序列分析　ＰＣＲ产物送上海生工生物工程

有限公司进行测序，测序结果提交网站（ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．

ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）进行比对。

２　结果

２．１　肺炎克雷伯菌对３种氨基糖苷类抗生素的

ＭＩＣ　肺炎克雷伯菌对阿米卡星、庆大霉素及妥布

霉素的 ＭＩＣ５０分别为２５６μｇ／ｍＬ、５１２μｇ／ｍＬ和５１２

μｇ／ｍＬ；ＭＩＣ９０ 均 ＞５１２μｇ／ｍＬ；耐 药 率 分 别 为

２１．８８％、６３．５４％、４１．６７％。见表２。６８株（７０．８３％）

菌至少对１种药物耐药，２１株（２１．８８％）菌对３种药

物均耐药。
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表１　１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶ＰＣＲ扩增引物

犜犪犫犾犲１　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ１６ＳｒＲＮＡｍｅｔｈｙｌａｓｅｇｅｎｅｓ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’—３’） Ｌｅｎｇｔｈｏｆｐｒｏｄｕｃｔｓ（ｂｐ）

犪狉犿犃 ＧＧＧＧＴＣＴＴＡＣＴＡＴＴＣＴＧ ５０３

ＴＴＣＣＣＴＴＣＴＣＣＴＴＴＣ

狉犿狋犃 ＣＣＴＡＧＣＧＴＣＣＡＴＣＣＴＴＴＣＣＴＣ ８４６

ＡＧＣＧＡＴＡＴＣＣＡＡＣＡＣＡＣＧＡＴＧＧ

狉犿狋犅 ＡＴＧＡＡＣＡＴＣＡＡＣＧＡＴＧＣＣＣＴＣ ７６９

ＴＴＡＴＣＣＡＴＴＣＴＴＴＴＴＴＡＴＣＡＡＧＴＡＴＡＴ

狉犿狋犆 ＡＧＴＧＴＡＴＧＡＡＡＡＡＴＧＴＣＴＧＧ １１９８

ＧＧＴＧＴＧＴＴＡＧＡＡＴＴＴＧＣＣＴＴ

狉犿狋犇 ＧＧＧＣＴＧＡＡＴＣＣＴＧＴＣＴＡＣＣＴＣＧ ７４１

ＧＧＴＴＣＴＣＧＣＣＣＡＧＴＡＴＴＴＣ

狀狆犿犃 ＡＧＣＡＣＴＴＴＣＡＴＡＣＴＧＡＣＧ ９７８

ＡＡＴＴＴＴＧＴＴＣＴＴＡＴＴＡＧＣ

表２　９６株肺炎克雷伯菌对３种氨基糖苷类抗生素的 ＭＩＣ（μｇ／ｍＬ）

犜犪犫犾犲２　ＭＩＣｓｏｆｔｈｒｅｅｋｉｎｄｓｏｆａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓｔｏ９６犓．狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲ｉｓｏｌａｔｅｓ（μｇ／ｍＬ）

Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔ Ｂｒｅａｋｐｏｉｎｔｏｆｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ＭＩＣ５０ ＭＩＣ９０ ＲａｎｇｅｏｆＭＩＣ Ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｒａｔｅ（％）

Ａｍｉｋａｃｉｎ Ｓ≤１６，Ｒ≥６４ ２５６ ＞５１２ ０．５～１０２４ ２１．８８

Ｇｅｎｔａｍｙｃｉｎ Ｓ≤４，Ｒ≥１６ ５１２ ＞５１２ ２～１０２４ ６３．５４

Ｔｏｂｒａｍｙｃｉｎ Ｓ≤４，Ｒ≥１６ ５１２ ＞５１２ ０．５～１０２４ ４１．６７

２．２　１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶基因扩增结果　对９６株

肺炎克雷伯菌进行６种１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶基因

（犪狉犿犃、狉犿狋犃、狉犿狋犅、狉犿狋犆、狉犿狋犇 和狀狆犿犃）检测，

其中２２株（２２．９２％）犪狉犿犃 基因扩增阳性，未扩增

到狉犿狋犃、狉犿狋犅、狉犿狋犆、狉犿狋犇 和狀狆犿犃 基因。扩增

产物电泳图见图１。
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图１　犪狉犿犃基因ＰＣＲ扩增产物凝胶电泳图

犉犻犵狌狉犲１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ犪狉犿犃

ｇｅｎｅ

２．３　肺炎克雷伯菌耐药基因型和表型比较　２２株

犪狉犿犃阳性菌株中，１７株（７７．２７％）对３种氨基糖苷

类抗生素均耐药。

２．４　序列分析　随机选取一份阳性标本，将ＰＣＲ

扩增产物纯化后送测序，所得序列与基因库已知序

列进行对比分析，结果显示犪狉犿犃 阳性株与犪狉犿犃

（ＦＪ４１０９２８．１）基因序列同源性为１００％。

３　讨论

１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶通过甲基化１６ＳｒＲＮＡＡ

位点的某个或某几个碱基，使氨基糖苷类药物不能

与其作用靶点相结合，从而导致细菌对氨基糖苷类

药物高水平耐药［８］。最早从１９９７年分离的铜绿假

单胞菌中发现１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶，其对临床所有

氨基糖苷类抗生素高水平耐药，基因分析结果显示，

这种高水平耐药是由狉犿狋犃介导的。随后又在黏质

沙雷菌中发现了甲基化酶ｒｍｔＢ，ｒｍｔＣ在奇异变形

杆菌中被鉴别［４］，２００７年从铜绿假单胞菌中发现了

ｒｍｔＤ１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶
［５］，犪狉犿犃 基因最初在波

兰１株弗劳地柠檬酸杆菌中检出（基因登录号为

ＡＦ５５０４１５０）。

研究［９］表明，北美洲主要以犪狉犿犃 和狉犿狋犅 为

主，欧洲以犪狉犿犃 为主，拉丁美洲以狉犿狋犇 为主；我

国主要类型是犪狉犿犃 和狉犿狋犅
［１０－１１］。俞云松等［１２］

在亚胺培南耐药的鲍曼不动杆菌中发现犪狉犿犃；潘

韵峰等［１３］调查了国内６个省市２５家医院分离的鲍

曼不动杆菌，发现犪狉犿犃 基因阳性率高达４７．７％。

２００４年，我国台湾地区大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌

犪狉犿犃和狉犿狋犅 的阳性率仅有０．４％和０．０４％。本

研究仅扩增出１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶犪狉犿犃 基因，阳
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性率２２．９２％，与以往报道的我国主要类型为ａｒｍＡ

相符，但是不同国家、不同地区阳性率不同。２２株

犪狉犿犃阳性菌株中，１７株（７７．２７％）对３种氨基糖苷

类抗生素均耐药。主要原因为１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶

能保护细菌的３０Ｓ核糖体１６ＳｒＲＮＡ不被氨基糖苷

类药物结合，导致对３种氨基糖苷类药物高水平耐

药。１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶基因的检出率高，可能是

因为质粒在病房内、医院间传播，以及临床不合理使

用抗菌药物及抗菌药物选择性压力所致［１４］。

犪狉犿犃基因位于一个大质粒上，犪狉犿犃与犪狀狋３’、

狊狌犾犾和犱犳狉犡犐犐基因（分别介导链霉素、大观霉素、磺

胺类抗菌药物的耐药）位于同一个整合子上，犪狉犿犃是

复合转座子Ｔｎ１５４８的一部分。Ｔｎ１５４８和编码超广

谱β内酰胺酶ＣＴＸＭ３的基因位于同一个质粒上，

这些遗传环境的结构表明，１６ＳｒＲＮＡ遗传基因被携

带可转移的大质粒的移动遗传因素介导［１５］。我们未

进行质粒抽取和转化及分子杂交，有待下一步进行

研究。

以往药学工作者通过改造氨基糖苷类药物的结

构，提高药物的抗菌作用，从而开发新药。１６Ｓ

ｒＲＮＡ甲基化酶编码基因介导氨基糖苷类抗生素高

水平耐药，该基因的检出，使得通过改造氨基糖苷类

药物的结构开发新药的方式受阻。因此，１６ＳｒＲＮＡ

甲基化酶所致的氨基糖苷类药物耐药应引起微生物

学家、药学工作者，乃至全社会的关注。
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