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耐头孢菌素类鲍曼不动杆菌 ADC 基因同源性分析

蒋冬香,陈刚,贾丽娜,郑海青,高玲

(桂林医学院附属医院,桂林　 541001)

摘要　 目的 对头孢菌素类抗菌药物耐药的多重耐药鲍曼不动杆菌(MDRAB) ADC 基因进行同源性分析。

方法 用VITEK 自动化细菌鉴定及药敏分析系统对临床送检的标本进行菌种鉴定及药物敏感性测试,对头孢

菌素类抗菌药物耐药的 MDRAB 菌株进行 ADC 基因扩增并对其扩增后产物进行单向测序, 对测得的序列与

GenBank 数据库进行比对并用 MEGA 5.0 软件进行同源性分析。 结果 14 株 MDRAB 菌均检出有 ADC 基因,

且位于染色体上,其序列与 GenBank 数据库中 ADC 基因序列高度相似,其中 12 株 MDRAB 菌携带的 ADC 基

因有高度的同源性,存在克隆菌株水平传播的可能。 结论 MDRAB 对头孢菌素类抗菌药物的耐药与细菌携

带 ADC 基因有直接的关系,克隆菌株的水平传播会引发医院感染,因此采取有效措施控制克隆耐药株的传播

对于预防医院感染的发生有重要意义。
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Homology analysis of blaADC genes in cephalosporin-resistant
Acinetobacter baumannii
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Abstract 　 Objective To analyze the homology of blaADC genes in multidrug-resistant Acinetobacter baumannii

(MDRAB)strains resistant to cephalosporin antibiotics. Methods The bacterium isolated from clinical specimens was

identified and antibiotic susceptibility testing was conducted by VITEK Auto Microbe System. The PCR amplification

and unidirectional sequencing of blaADC gene amplification products were done. The Aligned sequences were

compared with the GenBank database respectively and the homology was analyzed using MEGA 5. 0 software in

resistant to cephalosporin MDRAB strains. Results The blaADC genes were detected in all of 14 MDRAB strains and

located on the bacterial chromosome,and their sequences were highly similar to those in the GenBank database.

There was a high degree of homology among blaADC genes in the 12 MDRAB strains, indicating the possibility of
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horizontal transmission of cloned strains. Conclusion The resistance to cephalosporins in MDRAB strains is directly

related to the blaADC gene carried by bacteria. Horizontal transmission of cloned strains can cause nosocomial

infection, therefore, it is great significance for preventing nosocomial infection to take effective measures to control

the spread of cloned resistant strains.

Keywords: cephalosporin; multi-drug resistant; Acinetobacter baumanii; ADC gene

　 　 鲍曼不动杆菌(AB)是医院感染常见的条件致

病菌,可引起获得性肺炎、菌血症、泌尿系感染、伤口

感染等多种医源性感染,已成为医院感染主要病原

菌之一[1-2]。

AB 可快速获得相关耐药性,近年来,随着广谱

抗菌药物和免疫抑制剂的使用,多重耐药鲍曼不动

杆菌(MDRAB)的感染不断增多。 多重耐药菌是指

对临床使用的三类或三类以上抗菌药物同时呈现耐

药的细菌。 有侵入性操作史、抗菌药物使用史、入住

重症监护病房、意识障碍、有严重基础疾病等是患者

发生 MDRAB 感染的独立危险因素,也就是说有使

用过抗菌药物、留置导管、气管插管 /切开、机械通

气、住院时间长、有严重的基础疾病等患者容易发生

MDRAB 感染[3-4]。 随着 MDRAB 感染的发生,患者

的死亡率也有所增加[5-6],因此,防治 MDRAB 感染

成了卫生领域关注的热点[7-9]。 MDRAB 主要通过

接触传播,可长时间存活于医院物体表面,耐药菌可

通过受污染的媒介传播,耐药克隆株的水平传播可

能导致菌株在医院内暴发流行引起更多的感

染[10-12],为临床抗感染治疗带来巨大困难。 MDRAB

携带的多种耐药基因是 MDRAB 菌株耐药的主要原

因,其中 β-内酰胺酶耐药基因是在 AB 菌株中发现

最多的一类。 β-内酰胺酶对 β-内酰胺类抗菌药物耐

药,根据其水解对象不同可分为超广谱 β-内酰胺酶

(ESBLs)、金属类 β-内酰胺酶(MBLs)、头孢菌素酶

(AmpC)和青霉素酶 ( OXA) 等 4 种。 AmpC 酶有

ADC、DHA、ACT、MOX 等多种基因型,产生 AmpC 酶

的菌株具有青霉素和部分头孢霉素的抗性,但不被

克拉维酸显著抑制。 因此,耐药基因的检测可用于

临床用药指导,耐药基因的同源性分析可用于流行

病学调查。 本文就 MDRAB 菌中 AmpC 酶 ADC 基因

进行检测并作同源性分析,从分子生物学水平反映

是否存在克隆传播,为 MDRAB 感染的治疗及预防

提供指导。

1　 材料与方法

1.1　 菌株来源

按 《临床检验操作规程》(第四版) [13]对送检标

本进行接种培养,(36±1)℃ (18 ~ 24) h 后用 VITEK

MS 全自动快速微生物质谱检测系统鉴定,用 VITEK

2 Compact 全自动微生物分析系统做药物敏感性试

验。 留取头孢菌素类抗菌药物耐药的多重耐药鲍曼

不动杆菌,排除 1 周内的重复菌株,-80 ℃ 冻存备

用。 本研究经桂林医学院附属医院医学伦理委员会

审核批准。

1.2　 药敏试验质控菌

铜绿假单胞菌 ATCC 27853。

1.3　 仪器与试剂

1.3.1　 仪器　 VITEK MS 全自动快速微生物质谱检

测系统及 VITEK 2 Compact 全自动微生物分析系统

(购自法国生物梅里埃)、Cobas Z 480 PCR 扩增分析

仪(购自罗氏诊断产品上海有限公司)、GBOX-HR 全

自动凝胶成像分析系统(购自美国基因有限公司)。

1.3.2　 试剂　 PCR 扩增试剂盒、DNA Marker(100 ~

1200 bp)、引物合成及测序等由生工生物工程(上

海)股份有限公司提供。

1.4　 菌株复苏接种

将-80 ℃冻存菌液融化后,转种于麦康凯平板

上,(36±1)℃观察菌落生长情况(18~24) h 取用。

1.5　 引物设计与合成

参考相关文献[14]合成引物,委托上海生工生物

工程股份有限公司合成,OXA-51 基因与 ADC 基因

引物序列及扩增产物长度,结果如表 1 所示。
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表 1　 OXA-51 基因及 ADC 基因引物序列及扩增产物长度

基因名称 引物 产物长度 / bp

OXA-51
P1:5′-TAATGCTTTGATCGGCCTTG-3′

P2:5′-TGGATTGCACTTCATCTTGG-3′
353

ADC
P1:5′-GGTATGGCY(T / C)GTGGGB(T / C / G)GTY(T / C)ATTC -3′

P2:5′- CTAAGACTTGGTCGAAAGGT-3′
445

1.6　 DNA 模板制备

用 1 mL 0.9%的氯化钠注射液制成 0.5 个麦氏

单位菌液,以 13 000 r / min 离心 2 min,弃上清后加

200 uL 无菌双蒸水,振荡混匀瞬时离心放干式恒温

器 100 ℃ 加热 10 min,冷却后 13 000 r / min 离心

10 min,上清液即为 DNA 模板,待用,如尚未使用则

放-20 ℃ 暂存。

1.7　 DNA PCR 扩增

2 种 靶 基 因 PCR 扩 增 体 系 总 反 应 体 积 为

28.5 μL:5×PCR Buffer 10 μL,2 mmol / L dNTP Mix

5 μL,10 μmol / L 上下游引物各 3 μL,5 U / μL Taq 酶

0.5 μL,25 mmol / L MgCl2 5 μL,DNA 模板 2 μL。 反

应条件:94 ℃预变性 5 min;94 ℃变性 30 s,58 ℃退

火 40 s, 72 ℃延伸 60 s,35 个循环;最后 72 ℃延伸

10 min。 扩增产物-20 ℃保存暂存备用。

1.8　 扩增产物特异性验证

以 DNA Marker(100~1 200 bp)为对照,在 1.2%
琼脂糖凝胶上样处(已加溴化乙锭)分别加入菌株的

OXA-51 基因扩增产物、ADC 基因扩增产物及 DNA

Marker,经 100 V,10 min;80 V 30 min 电泳,再用

GBOX-HR 全自动凝胶成像分析仪对经电泳后的琼

脂糖凝胶拍照。 通过比较琼脂糖凝胶上 OXA-51 基

因扩增产物、ADC 基因扩增产物与 DNA Marker 显像

的条带位置,判断靶基因分子量大小及特异性。

1.9　 扩增产物测序、比对及同源性分析

将按 1.7 方法加入 ADC 基因引物及细菌 DNA

模板进行 PCR 扩增的扩增产物委托上海生工生物

工程股份有限公司进行纯化、测序。 用经 Chromas

软件对测序峰进行碱基拼接所得的序列与 GenBank

数据库(https: / / www.ncbi.nlm.nih. gov / blast)进行比

对,并用 MEGA 5.0 软件构建基因分子进化树做同源

性分析。

2　 结果

2.1　 冻存菌液复活转种

将经-80 ℃冻存的 20 份 MDRAB 菌液有 14 份

菌液复活接种生长出菌落,另 6 份没有复活形成菌

落(分别为第 3、4、17~20 份菌液)。

2.2　 扩增产物电泳结果

对 14 株复种获得的 MDRAB 菌落进行 OXA-51
基因及 ADC 基因 PCR 扩增,扩增产物经电泳凝胶成

像均显示有条带,经与 DNA Marker 比对,条带位置

在 300~500 bp 之间。 14 株MDRAB 菌 OXA-51 基因

及 ADC 基因全部有检出, OXA-51 基因产物位置略

前于 ADC 基因产物,它们的片段分子量大小与相应

目标片段分子量大小相符,结果如图 1 所示。

注: 01~07 为 OXA-51 基因产物(353 bp),08~ 16 为 ADC 基

因产物(445 bp),M 为 DNA Marker(100~1 200 bp)。

图 1　 blaADC 基因及 OXA-51 基因扩增产物电泳图

2.3　 blaADC 基因测序

本研究采用单向测序,测序峰前面的极少部分

峰形不明显或为杂峰,约有 40 个碱基;之后的测序

峰清晰可辨,对应有 405 个碱基,测序峰图的引物序

物位共出现 3 处重叠峰,依次为 A+G、C+A、A+G。
基因产物部分测序峰及序列结果如图 2 所示。
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图 2　 blaADC 基因 PCR 产物部分测序峰及结果图

2.4　 序列比对

ADC 基因产物长度为 445 pb,剔除单向序列前

面不太可信的约 40 个碱基(包括另 1 条引物序列碱

基),另外的 405 个碱基均与 GenBank 数据库比对成

功,与鲍曼不动杆菌染色体上碱基序列及 ADC 基因

碱基序列一致,表明 ADC 基因是存在于细菌染色体

上,结果如图 3、图 4 所示。

注:引物为 5′-GGTATGGCY(T / C)GTGGGB(G / T / C)GTY(T / C)ATTC -3′。

图 3　 blaADC 基因测序结果与鲍曼不动杆菌染色体上基因序列比对图
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注:引物为 5′-GGTATGGCY(T / C)GTGGGB(G / T / C)GTY(T / C)ATTC -3′。

图 4　 blaADC 基因测序结果与 NCBI 公布的 ADC 基因序列比对图

2.5　 分子进化树

用 MEGA 5.0 邻接法对 ADC 基因单向测序中的

405 个碱基序列构建分子进化树,14 株 MDRAB 中存

在至少 5 种 ADC 基因亚型,有 12 株菌的碱基序列高

度一致,其中 10 株菌的碱基序列完全一致。 只因是

单向测序,没有获得 ADC 基因 445 pb 的全段基因序

列,不能确定这 10 株菌是同一基因型,但也不排外

存在克隆株水平传播的可能,结果如图 5 所示。

图 5　 14 株目标菌基因分子进化树

3　 讨论
鲍曼不动杆菌为医院常见的条件致病菌,为医

院感染主要病原菌之一,其耐药机制复杂多样,包括

产生 β-内酰胺酶、氨基糖苷类修饰酶以及 16S rRNA

甲基化修饰酶等、膜通透性发生改变、药物作用靶位

改变、出现插入序列、适应性耐药、异质性耐药、生物

被膜调控系统等多种耐药基因及毒力基因[15-18],其

中细菌携带的耐药基因导致的耐药是特异性的,产

生 β-内酰胺酶是鲍曼不动杆菌对 β-内酰胺类抗菌

药物耐药的主要机制。

AmpC 酶是 β-内酰胺酶中的一类,由染色体或

质粒介导,可优先水解头孢菌素,故又被称为头孢菌

素酶,能水解青霉素类、第 1 ~ 3 代头孢菌素等多种

β-内酰胺类抗菌药物,不被克拉维酸显著抑制,有

ADC、DHA、ACT、MOX 等多种基因型,临床分离菌以

ADC 基因型为主[19-20]。 ADC 基因是 MDRAB 主要

的耐药基因,其检出率高,甚至可高达 100%[21-22]。

本研究结果显示,14 株MDRAB 均检出有 OXA-51 基

因及 ADC 基因,OXA-51 基因是鲍曼不动杆菌的固

有基因,表明所采用的研究菌株菌种无误;ADC 扩增

产物单向测序所获得的 405 个碱基序列与 GenBank

数据库公布的鲍曼不动杆菌染色体上基因及 ADC
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基因序列都比对成功,表明所涉 ADC 基因是由细菌

染色体介导的。 测序峰图末端出现 3 处重叠峰,依

次体现在 403、406、412 的碱基位,分别有碱基峰 A+

G、C+A、A+G,它们分别是 ADC 基因上游引物序列

(5′-GGTATGGCY(T / C) GTGGGB(G / C / T) GTY(T /

C)ATTC-3′)中含有的混合碱基 Y(T+C)、B(G+T)、

Y(T+C)的互补碱基。

用 14 株菌的 ADC 基因扩增产物单向测序获得

的 405 个碱基序列进行建树分析,结果显示,14 株菌

中至少存在 5 种 ADC 基因亚型,有 12 株菌的 ADC

基因碱基序列高度一致,其中 10 株菌的序列完全一

致。 只因是单向测序,没能获取包括另一段引物序

列的其余 40 个碱基的全段序列,故不能确定这 10

株菌携带的是同一 ADC 基因亚型,但也不排外存在

克隆菌株的可能。 如若需获得全段可信的碱基序

列,可以进行双向测序后再进行序列拼接。 有研

究[23]表明,ADC 基因容易发生变异形成新的亚型,

ADC 酶的 148 残基会影响 AB 对头孢地洛的敏感

性,也就是说当其编码基因突变时其对药物的水解

能力会发生变化,导致对抗菌药物的耐药性发生改

变。 ADC 基因表达程度有可能是把双刃剑,有研

究[24]表明,当细菌 ADC-7 基因过度表达时,编码碳

酸酐酶的 CanB 远端 3′端的插入会导致生存能力显

著丧失,也就是碳酸酐酶活性的降低影响到细胞的

生理变化而变得致命。 因此,碳酸酐酶抑制剂可能

作为治疗 AB 感染的新方法,有望开启治疗 MDRAB

的新思路。

4　 结论
MDRAB 是医院获得性感染的重要病原菌,可引

起肺炎尤其是呼吸机相关性肺炎、菌血症、脑膜炎、

胸 /腹膜炎及各种导管感染等,在痰液、支气灌洗液、

血液、血液导管尖、引流液及分泌物等标本中均有检

出,且多发生于危重患者[20-21,25]。 MDRAB 携带的多

种耐药基因导致细菌严重耐药, 患者一旦发生

MDRAB 感染,不仅加重病情、影响预后,而且还延长

住院时间、增加患者住院费用。 患者高龄、住院时间

长、基础疾病严重、低白蛋白血症、感染前入住 ICU

病床、各种侵入性操作、抗菌药物的使用等发生医院

获得性细菌感染的危险因素[4,6,20],而治疗中的抗菌

药物的不合理使用(药物选择不当、用量 /用法不当

等) 及使用强度与细菌产生耐药有一定的相关

性[26-27]。 因此,在临床诊疗过程中,应通过加强有关

医务人员日常培训、强化防控意识、强化接触隔离、

合理规范使用抗菌药物并加强监测抗菌药物的使

用、规范行使各种侵入性操作、关注易发感染的高危

人群等多种防控措施的实施以预防发生耐药菌株尤

其是耐药克隆菌株的医院感染。
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