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实验室研究·

肺炎克雷伯菌临床分离株中出现16S rRNA

甲基化酶基因rmtB

黄支密 糜祖煌储秋菊 单浩 熊春林邹玉秀夏守慧 秦玲

【摘要】 目的 了解临床分离肺炎克雷伯菌中16S rRNA甲基化酶基因、氨基糖苷类修饰酶

(AMEs)基因存在状况及其遗传学背景。方法在2005年9月至2006年4月问从住院患者中分离

25株肺炎克雷伯菌，采用聚合酶链反应及序列分析的方法分析6种16S rRNA甲基化酶基因(armA、

rmtA、rmtB、rmtC、rmtD和npmA)、6种AMEs基因[aac(3)．i、aac(3)一II、aac(6’)．I、ao．c(6’)．Ⅱ、

ant(3”)．I、ant(2”)．I]、3类整合子(I、Ⅱ、Ⅲ类)遗传标记整合酶基因(intlI、intl2、intl3)、汞离子

还原酶基因merA(为转座子Tfl21和Tn501共同的遗传标记)、tnpA基因(为转座子Tnl、n12、Tn3和

Tnl000共同的遗传标记)。结果25株中，有5种基因rmtB、aac(3)一II、aac(6’)．i、ant(3”)．I、

intll阳性，阳性株数(％)分别为15株(60．O％)、1株(4．0％)、12株(48．O％)、15株(60．0％)、24株

(96．0％)，其余12种基因均阴性；6种AMEs基因总阳性率为84．0％(21／25)。结论临床分离的肺

炎克雷伯菌中rmtB基因和AMEs基因阳性率均较高，在肺炎克雷伯菌中检出rmtB基因为中国大陆

地区首次报道。

l关键词】肺炎克雷伯菌；16S rRNA甲基化酶；基因

Emergence of 16S rRNA methyla辩gene删tB in Klebsiella pneumoniae isolates from the inpatients in

Zhejiang province，China HUANGZhi-mi’．MI z洳huang．CHU Qiu-ju，SHAN Hao，XIONG Chun—

Z跏，ZoU h—xiu，X舱Shou—hui，QIN Ling．。Microbiology Laboratory，the 98th Hospital of People’5

Liberation Army，Huzhou 313000，China

【Abstract】Objective To investigate the presence and genetic background of 16S rRNA methylase

gene and Aminoglycoside modifying enzymes(AMEs)genes in Klebsiella pneumoniae isolated from the

People’S Liberation Army 98th Hospital，Huzhou district，Zhejiang province，China．Methods 25 strains of

Klebsiella pneumoniae were isolated from the inpatients between September，2005 and April，2006．6 kinds

of 16S rRNA methylase gene(including armA，rmtA，rmtB，rmtC，rmtD and npmA)，6 kinds of川ⅦEs

genes[including aac(3)．I，aac(3)一U，aac(67)一I，鲫(6’)一11，ant(3”)一1 and ant(2”)-I]，intll，

intl2，intl3，mercuric reductase gene merA(merA gene were the collective genetic markers of transposons

0f Tn21 and Tn501)and tnpA(tnpA gene were the collective genetic markers of transposons of Tnl，

Tn2，Tn3 and Tnl000)were analyzed by PCR and verificated by DNA sequencing．Results In 25 strains

of Klebsiella pneumoniae，the positive rate of genes of rmtB，aac(3)一Ⅱ，aac(6’)一I，ant(3”)一I and

intll were 60．0％(15／25)，4．0％(1／25)，48．0％(12125)，60．0％(15／25)and 96．0％(24125)，

respectively．The rest 12 kinds of genes were all tested negative．The total positive rate of 6 kinds of AMEs

gene was 84．0％(21／25)．Conclusion There were very high positive rate on both genes of rmtB and

AMEs genotypes in Klebsiella pneumoniae isolated from inpatients，and this was the first report of the

emergence of 16S rRNA methylase gene rmtB in Klebsiella pneumoniae identified in Zhejiang provinee，

Cllina．

【Key word6】 Klebsiella pneumoniae；16S rRNA methylase；Gene

肺炎克雷伯菌是医院感染的常见病原菌，对包

括氨基糖苷类、广谱8．内酰胺类、氟喹诺酮类在内的

常用抗菌药物呈现多重耐药性日趋严重，甚至出现

对碳青霉烯类抗生素耐药的临床分离株，导致抗菌

作者单位：313000湖州。解放军第九十八医院检验科(黄支密、

储秋菊、单浩、熊春林、邹玉秀、夏守慧)；无锡市克隆i蠹传技术研究所

(麋祖煌、秦玲)

感染治疗相当困难H．2]。氨基糖苷类抗生素通过与

细菌30S核糖体的16S rRNA亚单位结合，导致读

码错误，干扰蛋白质合成从而阻止细菌生长b1，并有

破坏细菌细胞膜完整性的作用，系静止期杀菌剂。

革兰阴性杆菌对氨基糖苷类抗生素产生(交叉)耐药

的主要机制除了菌株产生一种或多种针对抗生素的

氨基糖苷类修饰酶(aminoglycoside modifying
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enzymes，AMEs)外，在近年来的研究中又发现了另

一种新的重要耐药机制，即细菌通过编码产生一类

特殊的16S rRNA甲基化酶如ArmAH击1、RmtA⋯、

RmtBE 5,8,9]、RmtCE‘0|、RmtDr⋯和NpmA[121而保护

氨基糖苷类抗生素的主要作用靶位16S rRNA，引

起几乎对所有氨基糖苷类抗生素耐药，并引起高度

关注。我国台湾地区及比利时、巴西已在肺炎克雷

伯菌中发现16S rRNA甲基化酶基因armAb’1 3|、

rmtB[5]、rmtD[14‘。16S rRNA甲基化酶基因与

AMEs基因一样，均可由可移动遗传元件如质粒、整

合子介导，能水平传播。为了解临床分离的肺炎克

雷伯菌中6种16S rRNA甲基化酶基因(armA、

rmtA、rmtB、rmtC、r优出和npmA)、AMEs基因和

整合子存在状况及其遗传学背景，采用分子生物学

技术进行了研究。

材料与方法

1．菌株来源及鉴定：25株试验菌株均分离自解

放军第九十八医院2005年9月至2006年4月住院

患者送检的25份标本，分别来自痰液15份，尿液4

份，创伤伤口分泌物3份，咽拭子、静脉血、脑脊液各

1份。25株菌分别来自6个病区，其中18株分离自

创伤患者送检的不同种类标本：痰液8份，尿液4

份，创伤伤口分泌物3份，咽拭子、静脉血、脑脊液各

1份。采用法国BioM6rieux公司API 20 E系统鉴

定菌种。质控菌株为大肠埃希菌ATCC25922、大肠

埃希菌ATCC35218(由浙江大学医学院附属第一医

院传染病研究所俞云松教授惠赠)、铜绿假单胞菌

ATCC27853、肺炎克雷伯菌ATCC700603。

2．药敏试验：系微量肉汤法。采用BioM6rieux

公司产品ATB。G一5药敏试验板，共测试20种抗菌

药物，分别为阿莫西林(AMO)、阿莫西林／克拉维酸

(AMC)、哌拉西林(PIC)、哌拉西林／他唑巴坦

(TZP)、替卡西林(TIC)、替卡西林／克拉维酸

(TCC)、头孢噻吩(C盯)、头孢西丁(CXT)、头孢呋
肟(CXM)、头孢噻肟(CTX)、头孢他啶(CAZ)、头孢

吡肟(FEP)、亚胺培南(IPM)、美罗培南(MER)、阿

米卡星(AMK)、庆大霉素(GEN)、妥布霉素(TOB)、

奈替米星(NET)、复方新诺明(TSU)、环丙沙星

(tip)。根据(CLSI)／NCCLs(2005年版)标准规定

的临界值判定药敏结果n引。

3．ESBLs表型确证试验：参照文献[15]进行。

药敏纸片头孢他啶、头孢他啶／克拉维酸、头孢噻肟、

头孢噻肟／克拉维酸为OXOID公司产品，M—H琼脂

为BioM6rieux公司产品。

4．细菌处理：采用蛋白酶K消化法制备DNA

扩增模板。挑纯培养菌落置入0．5 ml离心管内(内

预置200 ng／ml蛋白酶K溶液200肛1)，56℃水浴2 h，

改95℃水浴10 min，加入Chelex一100 40 td，离心

(15 000 r／min)30 S。上清液即为基因检测的模板

液，一20℃冰箱保存备用。

5．耐药基因检测：均采用PCR法归】。共检测

17种基因，分别为：6种16S rRNA甲基化酶基因

(armA、rmtA、r优tB、rmtC、rmtD和npmA)、6种

氨基糖苷类修饰酶(AMEs)基因[aac(3)．I、

aac(3)．II、aac(6 7)一上、nnf(67)一Ⅱ、ant(3”)．I、

ant(2”)．I]、3类整合子(I、Ⅱ、Ⅲ类)遗传标记整

合酶基因(intll、intl2、intl3)、汞离子还原酶基因

merA(为转座子Tn21和Tn501共同的遗传标记)、

tnpA基因(为转座子Tnl、Tn2、Tn3和Tnl000共同

的遗传标记)。根据OenBank(http．．／／www．ncbi．

nlm．nih．gov／)中已发布的各型基因序列设计引物，

引物序列及产物长度见表1及文献[9，16]。耐药基

因检测试剂盒、阳性对照及DNA Marker均由无锡

市克隆遗传技术研究所提供。纯水为阴性对照。

表1 靶基因PCR引物序列及产物长度

 



6．序列测定及分析：对部分扩增阳性基因PCR

产物经纯化后用美国ABI公司3730型自动DNA

序列分析仪进行序列测定(正反向测序)，所测序列

采用GenBank中的BLAST程序进行同源性分析，

并将基因核酸序列登录于GenBank。

结 果

1．药敏试验：由表2可见，本组菌株多重耐药性

非常严重，仅对IPM和MER全部敏感，对TIC均

耐药，对4种氨基糖苷类抗生素AMK、GEN、TOB

和NET的耐药率为68．0％--80．0％(表2)。

表2 25株肺炎克雷伯菌对20种抗菌药物的敏感性

2．EsBLS表型确证试验：ESBLs阳性14株、阴

性5株，其余6株不确定(经PCR检测，此6株

Amp C p内酰胺酶基因6肠蹦A均阳性，可能产质粒

Amp C酶)。

3．基因检测：①各种基因阳性率：25株中共计

检出5种基因rmtB、aac(3)。II、aac(6 7)．I、

ant(3”)．工、intll，阳性株数(阳性率％)分别为15

株(60．0％)、1株(4．0％)、12株(48．0％)、15株

(60．0％)、24株(96．0％)，而其余12种基因armA、

rmtA、 rmtC、 rmtD、 npmA、 口口f(3)一I、

OXgC(67)。II、ant(2”)一I、intl2、intl3、merA和tnpA
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均阴性。6种16S rRNA甲基化酶基因仅rmtB阳

性；6种AMEs基因总阳性率为84．0％(21125)。图

1为部分菌株rmtB基因PCR扩增产物电泳图。②

菌株基因检出情况：各菌株基因阳性数1～4种不

等。7株同时4种基因阳性[rmtB、口口f(6’)一I、

ant(3”)．I、intll]、8株同时3种基因阳性、6株同

时2种基因阳性、3株1种基因阳性(intll)、其余1

株未检出任何上述基因。③氨基糖苷类抗生素敏感

性与6种16S rRNA甲基化酶基因检测结果相关情

况：17株对4种氨基糖苷类抗生素均耐药的菌株中

有15株rmtB基因阳性，其余2株(3号、17号菌株)

6种16S rRNA甲基化酶基因均阴性。其余对

AMK敏感的10株中6种16S rRNA甲基化酶基因

均阴性。4种氨基糖苷类抗生素AMK、GEN、TOB、

NET表型与16S rRNA甲基化酶基因型“符合率”

分别为92．0％(23125)、80．0％(20125)、80．0％(20／

25)、84．0％(21125)，以AMK最高。④6种16S

rRNA甲基化酶基因与l类整合子相关情况：15株

rmtB基因阳性菌株中均存在I类整合子，即24株

存在I类整合子菌株中有15株rmtB基因阳性而其

余5种16S rRNA甲基化酶基因均阴性。⑤4种氨

基糖苷类抗生素敏感性及17种耐药相关基因检测

结果：见表3。

注：M：分子质量标准，由上而下分别为1000、900、800、700、

600、500、400、300、250、200、150、100、50 bp；P：阳性对照；N：阴性

对照；S：标本阳性

圈1 rmtB基因PCR产物电泳图

4。序列分析：本研究从15株rmtB基因PCR

阳性的菌株中任选5株进行测序，rmtB基因共测

得756个核苷酸，经BLAST(www．nebi．nlm．nih．

gov)程序同源性分析，与GenBank中rmtB基因序列

(GenBank注册号：EU213261)一致，确认为，．仇坦

型，其中4号(原始编号：HZl2593号)菌株rmtB基

因完整CDS全长756 bp已登录GenBank，注册号为

EU529985。
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衷3 25株肺炎克雷伯菌对4种氨基糖苷类抗生素敏感性及17种耐药相关基因检测结果

讨 论

革兰阴性杆菌对氨基糖苷类抗生素耐药的主要

机制是通过产生AMEst怕5、细菌16S rRNA甲基化

酶哺’9’171和氨基糖苷类药物作用靶位16S rRNA基

因(16S rDNA)突变而致¨引，其中AMEs国内已有

较多关注n“191。16S rRNA甲基化酶是介导高水平

氨基糖苷类抗生素耐药的一类酶，能使氨基糖苷类

抗生素的主要作用靶位16S rRNA甲基化，使药物

无法结合到细菌16S rRNA，导致对临床上常用的

几乎所有氨基糖苷类抗生素(除链霉素外)高水平耐

药。世界各地已从临床致病菌中发现6种16S

rRNA甲基化酶基因armA、rmtA、rmtB、rmtC、

rmtD、npmA，分别编码ArmA、RmtA、RrntB、

RmtC、RmtD和NpmA这6种甲基化酶H。1引。已在

肺炎克雷伯菌中发现数种16S rRNA甲基化酶基

因，如2005年我国台湾地区报道了两家医院

armA、rmtl3基因阳性大肠埃希菌及肺炎克雷伯菌

造成的院内感染b】，在35株(肺炎克雷伯菌21株、

大肠埃希菌14株)对AMK高水平耐药(琼脂稀释

法，MICs>256 mg／L)菌中，肺炎克雷伯菌有16株

armA阳性、5株rmtB阳性，大肠埃希菌有12株

armA阳性、2株r优蝎阳性，在46株对AMK的

MICs在16～64 mg／L之间的大肠埃希菌及肺炎克

雷伯菌中，armA和rmtB均阴性[其中一家医院(the

National Cheng Kung University Hospital)的1624株

不重复连续分离的肺炎克雷伯菌中，armA和rmtB

的流行率(prevalence rates)分别为0．9％和0．3％]。

2007年比利时报道2000—2005年间从临床分离的

肺炎克雷伯菌中发现armA基因|1引，最近巴西在该

菌中发现了rmtD基因【1引，日本也在该菌中检出

armA基因，但阳性率很低旧引。

本研究所检出的rmtB基因于2004年在日本黏

质沙雷菌中首次发现哺】，比利时学者在大肠埃希菌

中发现了rmtB基因113]。2007年Chen等¨7’在广州

对从猪直肠拭子样品分离到152株肠杆菌科细菌进

行rmtA、rmtB、armA和rmtC 4种基因检测，结果

有49株(32％)rmtB基因阳性，包括48株大肠埃希

菌和1株阴沟肠杆菌。我们则在2003年9月至

2004年11月问自临床分离的阴沟肠杆菌中发现了

rmtB基因，阳性率为12．5％(5140)旧1。

迄今为止，我国大陆地区有关肺炎克雷伯菌

16S rRNA甲基化酶基因流行分布情况尚未见公开

报道。本研究对临床分离的一组时间跨度达8个

 



月、共25株肺炎克雷伯菌进行6种16S rRNA甲基

化酶基因检测，发现仅1种基因rmtB阳性，但阳性

率高达60．0％(15／25)，并且此15株均对4种氨基

糖苷类抗生素耐药，而未检出已在其他国家、地区发

现的基因armAb’13’2们和rmtD⋯1，也未检出另外3

种基因rmtA、rmtC和npmA，值得注意。

有关肺炎克雷伯菌AMEs基因研究报道较多，

国内已发现了多种基因如aac(3)一II、aac(6 7)．I b、

ant(3”)一I，与氨基糖苷类抗生素耐药关系较密

切¨引。编码AMEs的基因已有30余种，但在肠杆

菌科中较为常见的为本研究中所检测的6种。1种

AMEs可导致1至数种氨基糖苷类抗生素活性下降

或使其失活，此即为交叉耐药性。如AAC(3)一Ⅱ可

使耐药菌对GEN、TOB、NET、地贝卡星、卡那霉素

耐药，AAC(6’)．I可使耐药菌对卡那霉素、卡那霉

素B、新霉素耐药；ANT(3”)一I可使耐药菌对链霉

素、大观霉素耐药旧1，2 2|。

本研究结果表明，本组肺炎克雷伯菌中至少存

在3种AMEs基因，且aac(6’)一工、ant(3”)一I阳性

率较高，但也不排除存在其他基因如aph(3’)．

Ⅵ旧’221之可能。由AMEs底物特异性(抗性谱)得
知，AAC(6’)一I、ANT(3”)一I的主要作用底物不是

本研究中受试的4种氨基糖苷类抗生素砼1|。由表3

得知，在6种16S rRNA甲基化酶基因均阴性的10

株中，对4种氨基糖苷类抗生素全部耐药、2种耐

药、1种耐药、均敏感的分别有2株、2株、4株、2株，

此10株中有8株对AMK敏感。本组菌株对4种

氨基糖苷类抗生素耐药率以AMK最低为68．0％

(17125)，耐药表型与16S rRNA甲基化酶基因型

“符合率”以AMK最高为92．0％(23／25)，结合

AMEs基因检测结果提示本组菌株携带16S rRNA

甲基化酶基因(rmtB)应该是对4种氨基糖苷类抗

生素(尤其是对AMK)耐药重要原因。

近年来在对细菌耐药机制的探讨过程中，整合

子(integron)系统对细菌的耐药调控机制备受关

注【23’24|，已发现的整合子有6类。在这一耐药机制

中，I类整合子最常见并起着非常重要的作用，5’保

守端有编码整合酶的intll基因(1009 bp)及启动

子，其整合酶是含有337个氨基酸的蛋白，3 7末端为

耐消毒剂和磺胺基因(qacEAl．sull)。已在肺炎克

雷伯菌中发现了多种整合子，如I类整合子[25’2 6J、

同时携带工类和Ⅱ类整合子[2引，可介导多重耐药。

对3类整合子(I、Ⅱ、Ⅲ类)遗传标记整合酶基因

·913·

(intll、intl2、intl3)及2种转座子遗传标记

(merA、tnpA)分析表明，intll基因阳性率极高

(96．0％)而intl2、intl3、merA和tnpA基因均阴性，

提示本组菌株普遍存在I类整合子，但不含Ⅱ类及

Ⅲ类整合子、6种转座子(Tn21、Tn501、Tnl、Tn2、

Tn3和Tnl000)。据此推断本组菌株携带的rmtB

基因和3种AMEs基因可能位于I类整合子上，有

待于证实。

近年来，大量文献报道细菌中的整合子心3’2引和

转座子幢钆28’2刚可携带各种耐药基因、介导多重耐药。

整合子本身并不能移动，但是，它们常作为转座子的

一部分在转座子中出现，或与插入序列相连。整合

子能插在染色体上，也可借助可移动性质粒在同种

细菌、不同种细菌间播散。这样，潜在移动的质粒就

为耐药基因盒的转移和传播提供方法和途径。整合

子存在方式和传播方式的灵活性为细菌耐药性，甚

至是多重耐药性传播加速提供了便利条件。

鉴于16S rRNA甲基化酶基因、AMEs基因绝

大多数位于整合子、质粒瞳叫等可移动遗传元件上，

因此我们同时对本组菌株检测3类整合子(I、Ⅱ、

Ⅲ类)遗传标记整合酶基因及2种转座子遗传标记

基因，以期了解它们在遗传学背景方面是否存在某

些关联。本研究结果进一步提示16S rRNA甲基化

酶基因(rmtB)和AMEs基因阳性与菌株携带l类

整合子关系密切，这一点非常有利于此类基因的水

平传播。因此控制携带16S rRNA甲基化酶基因菌

株扩散实属必要，对其加强耐药相关基因分子流行

病学研究也具有实际意义。

本组菌株仅检出1种16S rRNA甲基化酶基因

rmtB，并经随机抽样5株测序得以证实，阳性率也

较高，但未检出已在其他国家、地区发现的基因

armA【5’130们和rmtDfl4|，表明国家、地区间临床分离

的肺炎克雷伯菌中16S rRNA甲基化酶基因流行情

况(如基因型别、阳性率等)不尽相同。本研究在肺

炎克雷伯菌临床分离株中发现rmtB基因为我国大

陆地区首次报道。
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