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多重耐药铜绿假单胞菌中Ⅰ型整合子新结构的发现及其与耐
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摘要:【目的】研究临床多重耐药铜绿假单胞菌中Ⅰ型整合子的结构特征，探讨整合子与细菌多重耐药之间
的相关性。【方法】收集临床样品中的铜绿假单胞菌，从中挑选多重耐药菌。采用聚合酶链式反应扩增Ⅰ型
整合子可变区，应用酶切方法和 DNA 测序技术分析整合子基因结构，并采用 SPSS19. 0 软件分析整合子与耐
药表型间的相关性。【结果】多重耐药铜绿假单胞菌中Ⅰ型整合子的检出率为 27. 3%。Ⅰ型整合子基因盒
排列形式共有 3 种(1500 bp、2300 bp和4000 bp)，其中 2 种在其他细菌中也有发现。基因盒所编码的耐药基
因有氨基糖苷类抗生素抗性基因 ( aadA、aadB、aac ( 6') Ⅱ和 aadA13 )、β-内酰胺类抗生素抗性基因
( blaCARB8 和 oxa10)和氯霉素外排泵基因( cmlA8)，耐药表型相关性分析表明整合子与氨基糖苷类抗生素
抗性密切相关。【结论】在多重耐药铜绿假单胞菌临床分离株中发现了 3 种不同Ⅰ型整合子结构，这 3 种结
构中均含有氨基糖苷类抗生素耐药基因，其中 aadB-aac(6')Ⅱ-blaCARB8 结构最为流行。
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铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa，PA)是
重要的院内感染条件致病菌，占世界范围内院内感
染细菌的 10% － 15%［1］。近年来，由于大量广谱抗
生素的广泛和不合理利用，使得铜绿假单胞菌对各
种抗生素的耐药性日趋严重，多重耐药(MDR)、泛
耐药(XDR)以至全耐药( PDR)铜绿假单胞菌不断
涌现，给临床治疗带来严重困扰。铜绿假单胞菌主
要有 4 种耐药途径:产生抗生素灭活酶或抗生素修
饰酶，抗菌药物作用靶位点的改变，细菌的主动外排
机制以及形成生物被膜。其中，该菌所携带的多种

抗生素灭活酶或抗生素修饰酶的基因是由细菌整合
子携带［2］。细菌整合子是抗生素抗性基因水平转
移的重要组成部分，能够通过其位点特异的整合系
统不断整合并表达各种抗性基因，是多重耐药铜
绿假单胞菌不断涌现的重要原因之一［3 － 4］。本研
究旨在寻找多重耐药铜绿假单胞菌临床分离株中
Ⅰ型整合子的新结构，并探讨整合子与多重耐药
铜绿假单胞菌耐药表型之间的相关性，以期深入
了解整合子在介导多重耐药铜绿假单胞菌耐药中
的作用。
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1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株:106 株铜绿假单胞菌是于 2012 年 9
月 － 11 月间分离自中国人民解放军第 306 医院临
床检验科的非重复临床标本，临床标本包含痰液、拭
子、血液及各类导管等。所有菌株均用细菌分析仪
进行菌种鉴定和抗生素敏感性分析，以 CLSI M100-
S21 为标准进行结果判读［5］。多重耐药铜绿假单胞
菌的选择按照文献所述标准方法［6］。
1. 1. 2 主要仪器和试剂:2720 型 PCR 仪购于美国
Applied Biosystems 公司;PowerpacTM基础型电泳仪
购于美国 BIO-RAD 公司;AlphaImager EP 通用型凝
胶成像系统购于美国 Alpha Innotech 公司;Z216 MK
型离心机购于德国 HERMLE 公司，HPX-9272 MBX
型恒温培养箱购于上海博迅公司等。DNA 聚合酶
Premix LA Taq 和限制性内切酶 Sau 3A Ⅰ购于
TaKaRa 公司;1k DNA Ladder 购自 BioLabs 公司。
1. 2 Ⅰ型整合子可变区扩增及酶切分析

PCR 方法用于扩增Ⅰ型整合子可变区，参照文
献设计引物［7］。Ⅰ型整合子可变区上游引物为 5'-
GGCATCCAAGCAGCAAG-3'，下 游 引 物 为 5'-
AAGCAGACTTGACCTGA-3'。引物由北京六合华大
基因科技股份有限公司合成。PCR 模板用铜绿假
单胞菌菌落，PCR 反应体系为 50 μL，PCR 条件:
94℃ 5 min;98℃ 1 min，55℃ 30 s，72℃ 5 min，反应
30 个循环;72℃ 10 min。

对整合子可变区扩增产物大小相同者进行
PCR 产物纯化，并用 Sau 3AⅠ进行酶切分析，以区
分不同的整合子基因盒类型。酶切反应体系为 Sau
3AⅠ 0. 5 μL，10 × H buffer 2 μL，PCR 产物10 μL，
超纯水7. 5 μL，37℃孵育1 h，用 1% 琼脂糖凝胶电
泳分析。
1. 3 整合子可变区测序分析

对 Sau 3AⅠ酶切图谱相同者，挑取两株进行
PCR 产物测序分析。PCR 产物委托北京诺赛基因
组研究中心有限公司进行测序，片段较长者用步移
法测通。测序结果用 DNAStar 软件包中的 SeqMan
软件进行拼接，测序拼接结果用 BLAST(Basic Local
Alignment Search Tool)工具在 NCBI(National Center
for Biotechnology Information)数据库中进行序列比

对，确定整合子可变区所含基因盒的种类及排列顺
序，并分析整合子基因盒在其他菌株中的分布情况。
1. 4 统计学处理

采用 SPSS19. 0 软件，对Ⅰ型整合子阴、阳性菌
株耐药率进行 χ2 检验分析。

2 结果和分析

2. 1 菌株分离及耐药性
从临床样本中分离得到 106 株铜绿假单胞菌单

克隆菌株，根据菌株的耐药谱对其进行分类，分类参
照标准方法［6］，即菌株对不少于 3 种抗生素类别中
的至少 1 种抗生素不敏感定义为多重耐药(MDR)，
对除不多于 2 种之外的所有抗生素类别中的至少 1
种抗生素不敏感称为泛耐药(XDR)，对所有抗生素
类别均不敏感则为全耐药( PDR)。按上述标准，共
筛选到多重耐药铜绿假单胞菌 55 株。这 55 株多重
耐药铜绿假单胞菌对各类常见抗生素的耐药率均在
30%以上，其中对哌拉西林-他唑巴坦和氨曲南的耐
药率较高，均为 94. 5%。
2. 2 整合子检出情况及基因盒结构分析
2. 2. 1 检出情况:55 株多重耐药铜绿假单胞菌中，
有 14 株检出Ⅰ型整合子耐药基因盒，检出率为
27. 3%。PCR 产物显示 3 种大小相似的带型，分别
为1500 bp、2300 bp和4000 bp，各类带型的 PCR 产
物 Sau 3AⅠ酶切图谱也相同，说明为相同的整合子
基因盒类型。其中2300 bp的整合子类型最为流行，
占 64. 3% (9 /14)，4000 bp和1500 bp的整合子类型
分别占 21. 4% (3 /14)和 14. 3% (2 /14)。
2. 2. 2 耐药基因盒结构分析:测序分析结果表明
(图 1)，3 种类型的整合子基因盒排列形式分别为
aadB-aac ( 6') Ⅱ-blaCARB8 ( 2300 bp )、aadB-aadA
( 1500 bp ) 和 aac ( 6') Ⅱ-aadA13-cmlA8-oxa10
(4000 bp)。其中 aadA、aadB、aac(6') Ⅱ和 aadA13
基因为氨基糖苷类抗生素抗性基因，blaCARB8 和
oxa10 基因为 β-内酰胺类抗生素抗性基因，cmlA8 基
因为氯霉素外排泵基因。
2. 3 整合子 BLAST 分析

将测序得到的整合子序列在 NCBI 数据库中进
行 BLAST 分析，结果表明本研究中的整合子基因盒
排列形式不仅存在于铜绿假单胞菌中，在其他细菌
中也有发现 (表1 )。aadB-aac( 6 ' )Ⅱ-blaCARB8基
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图 1．多耐药铜绿假单胞菌中Ⅰ型整合子结构图
Figure 1． Schematic structures of class 1 integrons in multidrug-resistant P． aeruginosaisolates．

因盒在木糖氧化无色杆菌(A． xylosoxidans)、嗜麦芽
窄食单胞菌 ( S． maltophilia)、恶臭假单胞菌 ( P．
putida)和洋葱伯克霍尔德菌(S． maltophilia)中均有
发现。aadB-aadA 基因盒在嗜麦芽窄食单胞菌( S．
maltophilia)中也有发现，而且 aadB-aadA 基因盒常

作为一个整体插入到多种细菌的整合子中。aac
(6')Ⅱ-aadA13-cmlA8-oxa10 基因盒目前仅在铜绿
假单胞菌中检测到，可能是假单胞菌特有的整合子
类 型; 其 在 P． aeruginosa ( EU886980. 1 ) 和 P．
aeruginosa(EU182575. 1)中以质粒作为载体。

表 1．不同类型整合子基因盒在各种细菌中的分布
Table 1． Distribution of the different types of gene cassette arrays among various bacteria

Gene cassette
arrays

GenBank
match

Accession
number

Max
score

Total
score

E
value

Query
cover /%

Max
ident /%

aadB-aac(6 ') II-blaCARB8 P． aeruginosa DQ288251. 1 4300 4472 0. 0 100 99

P． aeruginosa DQ266447. 1 4283 4455 0. 0 100 99

A． xylosoxidans JX448550. 1 4300 4472 0. 0 100 99

S． maltophilia GQ866976. 1 4294 4461 0. 0 100 99

P． putida HQ880255. 1 4283 4455 0. 0 100 99

B． cepacia HQ880250. 1 4283 4455 0. 0 100 99

aadB-aadA P． aeruginosa HQ880250. 1 2789 2961 0. 0 99 100

S． maltophilia HQ914241. 1 2761 2933 0. 0 100 99

aac(6 ') II-aadA13-cmlA8-oxa10 P． aeruginosa HM175875. 1 7372 7372 0. 0 100 99

P． aeruginosa EU886980. 1 7372 7372 0. 0 100 99

P． aeruginosa EU182575. 1 7263 7263 0. 0 98 99

2. 4 整合子耐药相关性分析
表 2 中 χ2 检验分析表明，所分析的十种抗生素

中，只有庆大霉素、妥布霉素、阿米卡星和头孢他啶
四种抗生素的耐药性与整合子间具有极显著的统计
学意义(P ＜ 0. 01)。其中Ⅰ型整合子阳性菌株对头
孢他啶的耐药率明显高于阴性菌株，因此可以认为
铜绿假单胞菌对头孢他啶的耐药性与整合子的存在
与否无关。庆大霉素、妥布霉素和阿米卡星均属氨

基糖苷类抗生素，即本研究中铜绿假单胞菌的氨基
糖苷类抗生素抗性与整合子的存在密切相关。

3 讨论

目前，根据整合酶基因序列的相似程度，可将细
菌整合子划分为 5 种类型［8］。这 5 种类型的整合子
均和抗生素抗性相关，其中Ⅰ －Ⅲ型整合子广泛存
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表 2．多耐药铜绿假单胞菌Ⅰ型整合子与耐药表型间的关系
Table 2． Association between class 1 integrons and the the antimicrobial resistant phenotypes

among multidrug-resistant P． aeruginosa isolates

Antibiotic
PA( n = 55) Class 1 integron-negativeisolates( n = 41) Class 1 integron-positive isolates( n = 14)

Isolates % Isolates % Isolates %
P value

CN 23 41. 8 11 27. 5 12 80. 0 P ＜ 0. 01
TOB 22 40. 0 10 25 12 80. 0 P ＜ 0. 01
AK 20 36. 4 7 17. 5 10 66. 7 P ＜ 0. 01
IPM 20 36. 4 14 35. 0 6 40. 0 P ＞ 0. 01
CAZ 38 69. 1 33 80. 5 5 35. 7 P ＜ 0. 01
FEP 45 81. 8 36 87. 8 9 64. 3 P ＞ 0. 01
CIP 32 58. 2 21 51. 2 11 78. 6 P ＞ 0. 01
LEV 33 60. 0 21 51. 2 12 86. 7 P ＞ 0. 01
TZP 52 94. 5 39 95. 1 13 92. 8 P ＞ 0. 01
ATM 52 94. 5 39 95. 1 13 92. 8 P ＞ 0. 01

CN，gentamicin; TOB，tobramycin; AK，amikacin; IPM，imipenem; CAZ，ceftazidime; FEP，cefepime; CIP，ciprofloxacin; LEV，lavo-ofloxacin;
TZP，piperacillin-tazobactam; ATM，aztreonam．

在于各种多重耐药细菌中，而Ⅳ、Ⅴ型整合子仅发现
于弧菌属中［9］。Ⅰ型整合子是临床上最重要的整
合子类型，在 22% － 59%的革兰氏阴性临床分离株
中均能检测到Ⅰ型整合酶基因 intI1，Ⅱ型整合子通
常在整合酶基因 intI2 的 179 位密码子处包含一个
无义突变而限制了其整合耐药基因的功能，Ⅲ型整
合子的检出率比Ⅱ型整合子更低［8］。因此监测Ⅰ
型整合子的流行情况对于理解铜绿假单胞菌的多重
耐药性具有重要意义。国内相关研究表明，不同地
区铜绿假单胞菌中Ⅰ型整合子的检出情况不同，Ⅰ
型整合子的检出率为 22% － 77%［10 － 16］。本研究对
北京地区多重耐药铜绿假单胞菌中的Ⅰ型整合子分
析表明，Ⅰ型整合子检出率为 27. 3%。整合子的不
同检出率可能与不同地区铜绿假单胞菌所面临的抗
生素选择压力不同有关［17］。

基因盒是一个独立的可移动元件，通常包含一
个无启动子的开放阅读框和一个能够被整合酶识别
的重组位点—attC［18］。基因盒在游离状态时以环状
形式存在，在整合酶的作用下 attC 位点和 attI 位点
间发生同源重组，从而整合到整合子中［4］。基因盒
的来源尚不明确。基因盒中不含有启动子和非编码
序列的特点表明，基因盒可能由 mRNA 反转录形
成［19］。数据分析表明，基因盒有高度的遗传和功能
多样性，约有 80%的基因盒含有编码未知功能蛋白
的开放阅读框，可能在细菌的进化过程中起重要作
用［4］。基因盒的这种多样性可能为细菌适应不同
的环境提供了一定的遗传基础。Elsaied 等人在深
海热泉环境中发现了与共生代谢相关的基因盒［20］，

霍乱弧菌中存在毒力相关的基因盒［4］。而在临床
相关的环境中，细菌所含的基因盒多为耐药相关的
基因盒。本研究从铜绿假单胞菌临床分离株中检测
整合子，并分析其基因盒构成，结果表明整合子中所
含的基因盒均为耐药相关的基因盒。

目前，有超过百种不同的基因盒携带各种抗生
素抗性基因，其中包含针对 β-内酰胺类、氨基糖苷
类、甲氧苄氨嘧啶、氯霉素类等抗生素的抗性基
因［9］。在多重耐药铜绿假单胞菌中，整合子所携带
的抗性基因多为 β-内酰胺酶基因和氨基糖苷修饰
酶(AMEs)基因［1，21］。与整合子密切相关的 β-内酰
胺酶基因包含 A 类、B 类和 D 类［1］，本研究中的
blaCARB8 基因编码 A 类 β-内酰胺酶，oxa10 编码 D
类 β-内酰胺酶。铜绿假单胞菌中存在各种氨基糖
苷类抗生素抗性机制，包括不渗透性、多药外排系统
以及对氨基糖苷中氨基和羟基的酶修饰作用，AMEs
的产生为其中的一种机制，并且多存在于整合子
中［21］，本研究中的 aadA、aadB、aac(6')Ⅱ和 aadA13

基因便是 AMEs 类基因。徐宏涛等 2005 年对北京
医院铜绿假单胞菌中整合子的流行情况调查也表
明，铜绿假单胞菌中整合子主要携带 β-内酰胺酶基
因和氨基糖苷类抗性基因［16］，而不同的是本研究中
整合子所包含的基因盒数量更多，说明整合子在多
重耐药铜绿假单胞菌耐药中所起的作用日益显著。

由于整合子中的基因盒均不携带启动子结构，

因此需要依赖整合子本身所携带的启动子( Pc )启

动转录过程［4］。Pc位于基因盒上游的 attI 位点附

近，距离 Pc较近的基因获得表达的几率更大
［9］。本
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研究中检测到的整合子中含有氨基糖苷类抗生素抗
性基因、β-内酰胺类抗生素抗性基因和氯霉素外排
泵基因，而统计学分析表明只有氨基糖苷类抗生素
的抗性表型与整合子间具有极显著的统计学意义。
这可能是因为氨基糖苷类抗生素抗性基因距离 Pc

较近，表达水平较高，而 β-内酰胺类抗生素抗性基
因和氯霉素外排泵基因处于基因盒末端，距离启动
子较远，从而表达水平较弱。

Ⅰ型整合子通常与各种质粒和转座子相关联，
质粒如各种接合性质粒，转座子有 Tn3 家族的 Tn21
和 Tn1696 等。而这种关联的直接原因是Ⅰ型整合
子首先嵌入到 Tn402 起源的转座子中，Tn402 起源
的转座子能够识别并插入到质粒和其他转座子中的
res 位点［4，22］。Ⅰ型整合子的这种遗传环境使其能
够在各种细菌中传播，从而成为全球耐药性问题的
一大诱因。本研究中检测到的整合子基因盒类型在
其他病原菌中也有发现(相似度≥99% )，可能是整
合子水平转移的结果。为探明本研究中Ⅰ型整合子
所处的遗传环境，我们正在进行含有整合子的多重
耐药铜绿假单胞菌的全基因组测序工作，以期更加
全面了解多重耐药铜绿假单胞菌整合子相关耐药基
因的获得及水平转移机制。
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Discovery of new structure of class 1 integron in MDR
Pseudomonas aeruginosa and its association with drug-
resistance
Yuying Zhu1，Yong Yi2，Xi Yang1，Na Lv1，Jing Li1，Baoli Zhu1* ，Yongfei Hu1*

1 Institute of Microbiology，Chinese Academy of Sciences，Beijing 100101，China
2 The 306 th Hospital of People's Liberation Army，Beijing 100101，China

Abstract:［Objective］ To investigate the characteristics of class Ⅰ integrons among clinical multidrug-resistant
Pseudomonas aeruginosa isolates，and to analyze the association between class Ⅰ integrons and multidrug resistance．
［Methods］ Pseudomonas aeruginosa strains were isolated from clinical samples，and the multidrug-resistant ones were
picked out from these isolates． PCR assays were used to detect the variable regions of class Ⅰ integrons，and the resulting
products were then digested with restriction enzyme Sau 3AⅠand sequenced． SPSS19. 0 software was used for statistical
analysis． ［Results］ Class Ⅰ integrons were detected in 27. 3% of the clinical multidrug-resistant Pseudomonas
aeruginosa isolates． Amplification of variable regions of class Ⅰ integrons revealed three different gene cassette arrays
(1500，2300 and 4000 bp )， two of them were also found in other bacteria． These gene cassette arrays encoded
aminoglycoside-modifying enzymes (aadA，aadB，aac(6')Ⅱ and aadA13)，β-lactamases ( blaCARB8 and oxa10) and
chloromycetin efflux pump ( cmlA8 ) ． Analysis results suggested closely relationship between class Ⅰ integrons and
aminoglycoside resistance． ［Conclusion］We revealed three different gene cassette arrays in the clinical isolates of the
multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa，and gene cassette array aadB-aac(6')Ⅱ-blaCARB8 was the most prevalent．
The three gene cassette arrays all contained the aminoglycoside-resistant genes．
Keywords:Pseudomonas aeruginosa，multidrug resistance，integron，gene cassette
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