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应用重复序列 PCR技术对嗜麦芽窄食单胞菌进行基因分型 

夏 云 ，李明爽 

(1．重庆医科大学附属第一医院检验科，重庆 400016；2．重庆合川市人民医院，重庆 401520) 

【摘 要 】目的：建立一种快速、简便、准确的基因分型方法，对嗜麦芽窄食单胞菌的感染进行流行病学调查，确定基因型与耐 

药模式之间的相关性。方法：选用肠杆菌科基因重复序列(ERIC)为引物进行 PCR扩增 ，对 14株嗜麦芽窄食单胞菌进行基因 

分型研究，并与其抗生素耐药结果进行比较。结果：14株嗜麦芽窄食单胞菌呈现 9种耐药模式，其中 13株菌表现为 5种基因 

型。表明嗜麦芽窄食单胞菌的耐药模式和基因型之间无明确的相关性。结论：ERIC—PCR应用简便易行，重复性好，适合于临床 

分离的病原菌的分型及医院感染的分子流行病学研究。 
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Genotyping of Stenotrophomonas maltophilia by using repeat sequence PCR 

XIA Ylzn．et al 

(Department of Clinical Laboratory,the First Affilated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To establish a rapid，simple and accurate genotyping method for the epidermieal investigation of nosocomial in c— 

tion caused by Stenotrophomonas mahophilia，and to explore the relationship between the genotyping and the drug-resistant profiles．Meth- 

ods：Fourteen strains of Stenotrophomonas maltophilia isolated from clinic wel-e genotyped by the techenic of Rep—PCR with the primer of 

enterobacterial repetitive intergenic consensus(ERIC)，and the results of Rep-PCR were analyzed and compared with the patterns of an-- 

tibiotie susceptibility,Results： All 14 strains involved in this study exhibited nine antibiotic susceptibility patterns． Of which 13 strains 

exhibited 5 different genotype s．There were no defined relationship between the results of the genotyping an d the drug-resistant profiles． 

Conclusion： Th e Rep-PCR techenic used in this study is simple and repreducible for genotyping of Stenotrophomonas maltophilia．It is 

valuable in the molecular epidemiologieal investigation of nosocomial infection． 

【Key words】Stenotrophomonas maltophilia；Polymerase chain reaction；Genotyping． 

嗜麦 芽窄食单胞菌 (Stenotrophomonas mal— 

tophilia)广泛存在于土壤、植物、农副产品、人体和动 

物体表面，属于条件致病菌。当机体免疫受损、免疫功 

能低下、长期接受广谱抗菌药物(尤其是碳青霉烯类 

抗生素 )治疗时，可致严重感染【11。由于该菌常对临床 

大部分抗菌药物耐药，给临床治疗带来极大困难121。近 

年来由该菌引起的医院感染明显上升，因此应当及 

早诊断和进行流行病学调查，以便调整治疗方案和 

采取相应的措施控制感染的流行。本文采用肠杆菌 

科细菌基因间重复一致序列设计引物的聚合酶链反 

应(ERIC—PCR)对嗜麦芽窄食单胞菌进行分子流行 

病学调查，取得满意效果，现报道如下。 

作者介绍：夏 云(1966一 )，男，副主任技师，博士， 

主要研究方向：医院感染与细茵耐药。 

1 材料和方法 

1．1 菌株收集和鉴定 

所有菌株均分离 自2004年 8月 一2005年 5月我院的 

住院患者送检的标本，种类包括痰液、纤支镜抽吸物、脓液、 

导管等。标本按常规方法接种血平板，初筛试验为黄色湿润、 

中大菌落、革兰阴性杆菌，O／F试验为非发酵型，氧化酶试验 

阴性。最后用 ATB Express细菌鉴定系统 (法国生物梅里 

埃 )鉴定为嗜麦芽窄食单胞菌 (ID>90％)。 

1．2 药敏 试验 

采用终点稀释法测定嗜麦芽窄食单胞菌对 1Z (头孢他 

啶 )；PTC(哌拉西林 ／他唑巴坦 )；CI(环丙沙星 )；PM(头 

孢吡肟 )；TLC(替卡西林 ／克拉维酸 )；TSU(复方新诺明)； 

COL(多粘菌素 )；AKN(阿米卡星 )；IMI(亚胺培南 )等 9种 

抗生素的耐药性。质控菌株为铜绿假单胞菌 ATCC27853，结 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


重庆医科大学学报 2006年第 31卷第 1期 (Journal of Chongqing Medical UniveBi~2006．Vo1．31 No．1) 一 79 一 

果判断参照 NccLs标准(20o4版 )。 

1．3 引物合成 

采用与肠杆菌科细菌基因间重复一致序列互补的寡核 

苷酸作 ERIC—PCR扩增引物(ERIC2)[31(由大连宝生物工程 

有限公司合成 )。序列如下： 

5 一AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG一3 

1．4 细菌DNA提取和 PCR方法 

嗜麦芽窄食单胞菌单个菌落转入 2ml LB培养基 37℃培 

养 18—24h。离心后去掉上清，用生理盐水洗涤沉淀 1次，加入 

蒸馏水 100 l，混匀 ，煮沸 10min，离心取上清液作为模板。 

30 l反应体系中含 10×缓冲液 3．0 l，MgCl 2．5 mm0 ， 

dNTP各 0．25mmo~，引物 ERIC2 10pmol，TaqTM酶 (上海生 

工 )2U，DNA模板 4．0 l。PCR反应条件为：预变性 94℃5min 

后，设 94℃ 1min，50℃ 1min，72℃ 1．5min，共 35个循环，最后 

72℃延伸 5min。PCR产物用 1．5％琼脂糖凝胶在 1×TAE电泳 

缓冲液中 100V电泳 0．5h，溴化乙锭染色，凝胶成像。 

1．5 结果判 断 

DNA主条带数和位置完全相同者 ，为同一基因型；相差 
一 条者，密切相关 ，亦划为同一基因型；DNA条带相差 2条 

或主条带位置不同者为不同基因型口。 

2 结 果 

2．1 14株分离茵的来源和分布 

该菌感染在临床各科均可出现 ，在本试验中， 

肺科 6例(42．8％)，脑外科 6例 (42．8％)，胸外科 

1例(7．2％)，外三科 1例(7．2％)。其中13株均来 

源于痰液，仅胸外科 1例来源于脓液。可见该菌主 

要引起呼吸道感染，从临床查阅的资料观察 ，绝大 

多数为下呼吸道感染且伴有较严重的基础疾病 ，全 

部病例均采用广谱或超广谱抗生素进行治疗，部分 

病例使用过两种或以上不同类别的抗生素治疗，符 

合医院感染诊断标准，说明该菌为典型的条件致病 

菌，在医院感染中占有重要地位。 

2．2 药敏分型结果 

嗜麦芽窄食单胞菌对所试 9种抗生素的耐药 

率分 别是 ：TZ 71．5％，PrC 85．8％，CI 71．5％ ，TLC 

85．8％，TsU 7．2％，COL 42．9％，PM、AKN、IMI均为 

100％。由此可见，嗜麦芽窄食单胞菌对多种抗生素 

耐药，特别是对 p一内酰胺类抗生素敏感率极低， 

但该菌对磺胺敏感度相对较高。14株嗜麦芽窄食单 

胞菌对 9种抗菌药物表现出9种耐药模式，结果见 

表 1。 

2．3 基 因分型结果 

14株嗜麦芽窄食单胞菌中有 13株菌根据扩增 

的 DNA条带数和电泳位置可被分成 4个基因型 ． 

分别描述为 A、B、c、D型。第 11株菌未能进行分 

型，可分型率为93％(13／14)。其中第 1、2、3、5株为 

A型，第 4、6、7、14株为B型，第 10、12、13株为 C 

表 1 14株嗜麦芽窄食单胞菌的耐药模式及基因型 

注：R耐药； S敏感； NT未能分型 
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型，第 9株为 D型，第 8株为 E型。 

3 讨 论 

由于广谱抗生素和免疫抑制剂的广泛应用，由 

嗜麦芽窄食单胞菌引起的医院感染近年来呈上升 

趋势 ，由于该菌的耐药机制复杂，对抗生素呈现多 

重耐药，在医院重症病房内定植和随后引起的感染 

往往导致严重的后果。据 Barbier报道，在法国一家 

医院中，曾发现同一克隆株的嗜麦芽窄食单胞菌在 

2年内5次造成医院不同科室的感染流行I4I，因此对 

该菌进行流行病学监控尤为重要。为了解嗜麦芽窄 

食单胞菌的来源及流行情况，本试验对我院的嗜麦 

芽窄食单胞菌进行分子流行病学调查。利用 ER— 

IC—PCR对其进行基因分型结果表明，l3株嗜麦芽 

窄食单胞菌表现为 4种基因型，其中，脑外科监护 

室的流行株为A型，B型为散发株，而肺科感染流 

行株为 B、C两型，两个病房均为典型的医院内获得 

性感染。而胸外科和外 3病房的菌株为独立的基因 

型 D和 E，说明这两个科室的嗜麦芽窄食单胞菌为 

散发性感染株。 

研究表明在大肠埃希菌、伤寒沙门菌等肠杆菌 

科细菌基因中存在一种间隔分布的重复 DNA序列， 

称肠杆菌重复基因保守序列 (enterobacterial repeti— 

tive intergenic consensus，ERIC)，该 序列 大小 约 

126bp，位于染色体上非编码转录区，遗传性稳定，在 

不同种间仅有拷贝数和在染色体中的位置变化，以 

ERIC片段为靶来设计引物进行 PCR扩增 ，能产生 

多种独特的扩增产物(50～3000bp)，具有种特异性 

甚至株特异性。由此可根据扩增产物的电泳条带来 

区分细菌的株(型)。该技术称为重复PCR指纹，有 

研究表明该技术对嗜麦芽窄食单胞菌其分辨力较随 

机 DNA扩增多态性(RAPD)、自动化核糖体分型等 

基因分型技术高，与脉冲场凝胶电泳(PFGE)相当。 

与RAPD比较由于 ERIC—PCR退火温度较高，产生 

较少的误配，其重复性优于 RAPD，与 PFGE相当151。 

在 ERIC—PCR反应中，模板浓度、引物浓度、退火温 

度等因素都会影响实验结果，我们通过对这些因素 

进行优化、对比，最后确定了反应条件。我们应用该 

技术对嗜麦芽窄食单胞菌作基因分型研究，标本不 

需经溶菌酶，蛋白酶k消化，酚一氯仿抽提，只需将 

细菌煮沸裂解即可，一次 PCR能产生特异性图谱， 

不同批次同一株菌株 PCR图谱相同，14株菌有 13 

株能被分型，可分型率达 93％。表明该法具有简便、 

快速、重复性好、可分型率高等特点。 

本研究中14株嗜麦芽窄食单胞菌对9种抗菌 

药物呈现 9种不同的耐药模式，其中 13株对应 A、 

B、C、D、E 5种不同的基因型。从表 1可以看出同 
一 种基因型的嗜麦芽窄食单胞菌可表现为不同的 

耐药模式 ，如基因型 A对应的耐药模式为 I、Ⅱ、 

1V；基因型 B对应的耐药模式为Ⅲ、IV；相反 ，同一 

种耐药模式可表现为不同的基因型，如耐药模式Ⅳ 

呈现的基因型为 A、B；耐药模式Ⅶ呈现的基因型为 

C、D等，表明嗜麦芽窄食单胞菌的耐药模式和基因 

型之间无明确相关性。可能的原因有：1．耐药基因通 

过质粒或其它机制传播，使不同的基因型菌株获得 

耐药基因，产生相同的耐药模式。Avison等研 究发 

现，嗜麦芽窄食单胞菌所携带的Ll和 L2酶编码基 

因可位于同一个约 200kb的质粒上 ，并且有 3株细 

菌质粒上的 Ll酶编码基因型亚型也完全相同，核 

苷酸同源性为 100％；2．同一种基因型的菌株在外界 

因素作用下 (如抗生素选择性压力 )发生基因突 

变，影响其耐药机制，而表现为不同的耐药模式。3． 

除产金属 B一内酰胺酶外，可能尚合并有其它耐药 

机制。4．抗生素的应用的选择性压力。因此，仅靠耐 

药模式进行分型不能准确反映菌株之问的遗传相 

关性或流行病学特征，结合耐药模式和基因分型进 

行流行病学检测可起到互补的作用。 

综上所述 ，采用重复 PCR指纹技术对嗜麦芽窄 

食单胞菌进行基因分型操作简便，重复性好，DNA 

模板制备较简单，不需要复杂的仪器设备，完全能 

够在临床实验室建立，且该方法还可应用于其他革 

兰阴性菌的基因分型，是医院感染分子流行病学调 

查中较理想的分析方法。 
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AST、 一GT、AST／ALT均显著性升高，但各模型组 

间无统计学差异。这与各家报道乙醇可导致大鼠血 

清 ALT升高不一致，本实验亦观察到各模型组 4w 

末时 ALT值较对照组升高，8w末时测值有所下降， 

而 AST、 一GT则升高更为明显。考虑可能早期乙 

醇致肝脏损伤以破坏肝细胞膜，释放胞浆中ALT为 

主，稍后期则以损伤肝细胞线粒体，释放 AST为主， 

并诱导微粒体生物转化系统使体内 ŷ—GT增高。我 

们还观察到大剂量组 1例虽血清 AST、 一GT明显 

升高 ，但病理形态未发现肝细胞明显空泡变，说明 

血清酶学改变可早于组织病理学改变，且个体问存 

在较大差异。进一步分析每只大鼠血清酶学升高程 

度与肝脏病理形态学改变程度不成正比，说明肝酶 

谱升高程度与病理学改变程度无明显正相关。 

本实验模型组大鼠肝细胞脂滴空泡变与炎症 

浸润并存，这支持 ALD各期病理改变可以并存的观 

点。Mallory小体是 ALD较为特征性的病理标志，它 

可能来源于中间丝蛋白合成与降解的异常，其出现 

率各家报道不一。本实验中部分大鼠病理切片中发 

现有 Mallory小体，亦为肝脏脂肪变性的一个佐证。 

B超为本模型建立提供了一个值得探讨的观测 

指标，既简便又无创。本实验观察到病理改变与 B 

超提示脂肪变的吻合率达到 79．17％(24例病理有 

明显空泡变性大鼠中有 19例 B超呈阳性提示 )。但 

本实验观察例数尚不够，B超的经验亦不足，还需进 
一 步扩大标本量加以研究。 

本实验采用酒精分 2次灌胃，配合普通饮食， 

8w时小剂鼍组造模并不稳定，有部分大鼠肝脏病理 

未发现明显脂肪变，大剂量组则死亡率高，中剂量 

组死亡率低 ，造模较稳定，成功率高。这与许多文献 

报道的需 12w形成中度脂肪肝模型相 比，节约了时 

间，本方法造模时间缩短可能与乙醇起始浓度较 

大，并在 1月后递增 ，每 日两次灌 胃，且间隔均为 

lOh左右，保持了大鼠体内24h较稳定酒精浓度，又 

减少了死亡率，是一值得推广的造模方式。 
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