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铜绿假单胞菌Ⅰ类整合子阳性株对细菌耐药的影响
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　　铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，ＰＡ）的耐药机制

十分复杂，几乎具有细菌所有的耐药机制。而从外部获得耐药

基因已被认为是细菌耐药性形成的主要机制。Ⅰ类整合子具

有独特的捕获外源基因的能力，耐药基因一旦被整合子捕获，

很容易形成抗菌药物的普遍抗性［１］。本文对临床分离的耐药

性ＰＡⅠ类整合子携带情况及其耐药性进行分析，初步探讨Ⅰ

类整合子对ＰＡ耐药性形成的影响。

１　材料与方法

１．１　材料　实验菌株：１７株ＰＡ耐药菌来自河北医科大学附

属医院住院患者的各类标本；质控菌株：铜绿假单胞菌

（ＡＴＣＣ２７８５３）及大肠埃希菌（ＡＴＣＣ２５９２２）购自杭州天和生物

公司。

１．２　仪器与试剂　荧光定量ＰＣＲ仪（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ），电泳

系统（美国ＢＩＯＲＡＤ），凝胶成像分析系统（法国 ＶＬ），核酸蛋

白检测仪（德国Ｂｅｃｋｍａｎ）。抗菌药物纸片、ＭＨ琼脂及ＬＢ培

养基（杭州天和生物公司）。聚合酶联反应（ＰＣＲ）试剂盒、

ＤＮＡ提取试剂盒及ＰＣＲ产物回收试剂盒（大连宝生物公司）。

１．３　方法

１．３．１　药敏试验　采用琼脂纸片扩散（ＫＢ）法检测１７株ＰＡ

药物敏感性。操作及结果判读，严格按照临床实验室标准化协

会（ＣＬＳＩ）２００６年制订的标准进行
［２］。

１．３．２　Ⅰ类整合子基因检测　采用ＰＣＲ检测Ⅰ类整合子基

因。扩增模板：提取的１７株ＰＡ基因组ＤＮＡ。ＰＣＲ引物：根

据文献［３］设计Ⅰ类整合子引物，上游：５′ＡＣＧ ＡＧＣＧＣＡ

ＡＧＧＴＴＴＣＧＧＴ３′，下游：５′ＧＡＡ ＡＧＧＴＣＴＧＧＴＣＡＴ

ＡＣＡＴＧ３′。５０μＬＰＣＲ体系：１０×ＰＣＲ缓冲液５μＬ，ｄＮＴＰ

４μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ，引物各２μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／

μＬ）０．２５μＬ，灭菌去离子水３４．７５μＬ。ＰＣＲ扩增参数：９４℃

裂解５ｍｉｎ；每个循环９４℃变性３０ｓ，５２℃退火３０ｓ，７２℃延

伸４０ｓ，３０个循环；最后７２℃延伸７ｍｉｎ。扩增产物经１％琼

脂糖凝胶电泳分析。

１．３．３　统计学处理　测得的耐药率数据用ＳＰＳＳ１７．０统计软

件分析。Ⅰ类整合子阳性株与阴性株的耐药率差异经 Ｗｉｌｃｏｘ

ｏｎ秩和检验分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ⅰ类整合子检测结果　１７株ＰＡ菌株中，检出Ⅰ类整合

子阳性菌株７株，阳性率为４１．２％。ＰＣＲ扩增产物经琼脂糖

凝胶电泳，为５６４ｂｐ的产物，与目的片段大小一致，见图１。

２．２　Ⅰ类整合子与耐药性的关系分析　Ⅰ类整合子阳性株

ＰＡ对１３种抗菌药物的耐药率由高到低依次为庆大霉素

（１００．００％），头孢噻肟和环丙沙星（８５．７１％），氨曲南、氧氟沙

星和丁胺卡那霉素 （７１．４３％），氨 苄 青 霉 素 及 头 孢 哌 酮

（５７．１４％），头孢吡肟、美罗培南和哌拉西林（４２．８６％），头孢他

啶和亚胺培南（２８．５７％）；阴性株 ＰＡ 耐药率为头孢噻肟

（３０．００％），氨苄青霉素和庆大霉素（２０．００％），头孢他啶、环丙

沙星和丁胺卡那霉素（１０．００％），头孢吡肟、氨曲南、头孢哌酮、

哌拉西林、美罗培南、亚胺培南及氧氟沙星耐药率为０。Ⅰ类

整合子阳性株与阴性耐药率经统计学分析，其差异有统计学意

义（Ｚ＝－３．１８５；犘＜０．０５）。结果见表１。

　　Ｍ：标志物；１～７：Ⅰ类整合子ＰＡ株。

图１　　Ⅰ类整合子ＰＣＲ电泳图

表１　　Ⅰ类整合子与ＰＡ耐药性的关系

抗菌药物 阳性株耐药率（％） 阴性株耐药率（％）

氨苄青霉素 ５７．１４ ２０．００

头孢噻肟 ８５．７１ ３０．００

头孢吡肟 ４２．８６ ０．００

头孢他啶 ２８．５７ １０．００

美罗培南 ４２．８６ ０．００

亚胺培南 ２８．５７ ０．００

头孢哌酮／舒巴坦 ５７．１４ ０．００

哌拉西林／他唑巴坦 ４２．８６ ０．００

氨曲南 ７１．４３ ０．００

环丙沙星 ８５．７１ １０．００

氧氟沙星 ７１．４３ ０．００

丁胺卡那霉素 ７１．４３ １０．００

庆大霉素 １００．００ ２０．００

３　讨　　论

Ⅰ类整合子是一种细菌基因捕获和表达的遗传单位，通过

其编码的整合酶从环境中捕获耐药基因盒并将其组装在可变

区中，形成耐药基因多基因座，使菌体具有多重耐药性，又因其

常存在于质粒或转座子等可移动的基因元件上，在同种菌属和
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不同种菌属间进行基因的水平转移，从而使细菌的耐药性得以

在细菌间广泛播散，形成对抗菌药物的普遍抗性［１，４５］。本研

究对１７株耐药ＰＡⅠ类整合子携带情况及耐药性进行了分

析，以探讨Ⅰ类整合子对ＰＡ耐药性的影响。结果发现Ⅰ类整

合子的携带率为４１．２％（７／１７），Ⅰ类整合子阳性株的耐药率

明显高于阴性株，其中，阳性株对β内酰胺类耐药率最高，其次

是喹诺酮类，且表现为对多种抗菌药物耐药，而Ⅰ类整合子阴

性株只表现为对少数抗菌药物耐药；阳性株与阴性株的耐药性

差异有统计学意义（Ｚ＝－３．１８５；犘＜０．０１）。结果表明Ⅰ类整

合子与ＰＡ耐药性关系密切，与相关研究报道一致
［６７］。

Ⅰ类整合子介导细菌耐药主要是由其携带的耐药基因盒

引起。目前，发现整合子携带的耐药基因有ｂｌａＰ１、ｂｌａＣＥＦ、

ｂｌａＶＥＢ、ｂｌａＶＩＭ、ｂｌａＩＭＰ、ａａｄＡ、ａａｄＢ、ａａｃＡ 及ａｐｈＡ１５等，主

要介导β内酰胺类及氨基糖甘类耐药，亦有报道耐药基因ｑｎｒ

可介导对喹诺酮类抗生素的耐药［１，８１０］。本研究表明Ⅰ类整合

子阳性株对β内酰胺类及喹诺酮类耐药率较高，可能与其携带

相应耐药基因盒有关。可见Ⅰ类整合子与ＰＡ耐药性关系密

切，其耐药类型也主要受到Ⅰ类整合子基因盒的影响。
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孕２９周患者经腹腔镜行胆囊切除术麻醉的个案报道
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　　在发达国家大约有０．２％～１．０％的妊娠妇女在妊娠期间

因为非分娩手术而接受麻醉［１２］。近年来，腹腔镜手术率增加

超过了传统手术，妊娠期腹腔镜手术包括诊断性和治疗性手

术，如胆囊切除术、阑尾切除术和卵巢扭转手术。为确保妊娠

期腹腔镜手术安全进行，必须考虑与非孕患者的重要差异［３］。

本文报道１例孕２９周患者经腹腔镜下行胆囊切除术的麻醉管

理，以期对中晚期孕妇施行腹腔镜手术的管理有所借鉴。

１　临床资料

患者，孕２９周。１个月前因进食“鸡汤”后感腹痛，以上腹

部明显，呈持续性，无放射痛及牵涉性疼痛。入院后腹部Ｂ超

提示胆囊结石，无胆管扩张。胰腺形态正常。血常规提示白细

胞（ＷＢＣ）１６．０×１０９／Ｌ，中性粒细胞（ＮＥＵＴ％）８５．２％。血淀

粉酶１０４Ｕ／Ｌ，血脂肪酶１３１．７Ｕ／Ｌ，尿淀粉酶１０２Ｕ／Ｌ。产

科Ｂ超提示孕中期、单活胎。诊断明确：（１）孕１产０２９周；

（２）胆囊结石；（３）急性胰腺炎。入院后予以抗感染、抑酸、补液

和营养支持等对症治疗后，患者腹痛有所好转。但患者近１个

月以来进食差，且伴呕吐，体质量反较１个月前降低，认为孕妇

自身营养不能满足胎儿需要。经患者及其家属反复商量后，决

定先行胆囊切除术，同时希望保证胎儿安全。经肝胆、麻醉和

产科等相关科室会诊后，决定在全身麻醉下经腹腔镜行胆囊切

除术。术前４８ｈ使用地塞米松，每１２小时１次，每次６ｍｇ；术

前２４ｈ静脉滴注硫酸镁１５ｇ以防早产。

进入手术室后常规心电、血压和氧饱和度监护。同时将监

护胎心的探头用透明辅料贴固定在患者下腹部，建立连续胎心

监护，并且在术前和术后进行宫缩监护。左上肢建立静脉通

道，同时静脉滴注硫酸镁。去氮给氧８ｍｉｎ后，开始全麻诱导，

咪达唑仑２ｍｇ，芬太尼０．１ｍｇ，得普利麻、阿曲库铵２５ｍｇ静

脉推注后气管内插管，常规建立呼吸末ＣＯ２ 浓度监测。诱导
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