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明确金属酶'整合子和外排泵在铜绿假单胞菌碳青霉烯类耐药中的作用%方法
!

对
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株泛耐药铜绿假单胞
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法检测
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内酰胺酶"
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扩增整合子并测序基因盒!
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检测
?
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基因表达!
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检测外膜蛋白%结果
!

亚胺培南耐药率高达
7($#&c

!美罗培南耐药率
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#检出有
##

株产
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#

&

类整合子检出率
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!携带
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'

/?PFV/LLB+#

和
LL-+7/.GL̀ K,/7

两种类型的基因盒组合形式#
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基因高表达细菌是低表

达细菌的
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倍#
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株高表达
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外膜蛋白%结论
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金属酶'整合子均不是铜绿假单胞菌对碳青霉烯类耐药的主要

原因!
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高表达致美罗培南耐药%各种耐药机制相互影响!并相互协同%

关键词"整合子类#
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细菌外膜蛋白质类#
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金属蛋白酶#
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假单胞菌铜绿#

!

碳青霉烯类
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铜绿假单胞菌是院内感染常见致病菌#由于广谱抗生素的

广泛应用#加之铜绿假单胞菌对多种抗生素存在天然和获得性

的多重耐药#出现了多药耐药菌株!

,3O*+

"#甚至泛耐药菌

株#给由此导致的感染治疗加深了难度$碳青酶烯类抗生素通

常被用作治疗多药耐药铜绿假单胞菌感染#然而#随着临床广

泛应用#对其耐药的铜绿假单胞菌比例也有所增加$鉴于其复

杂的耐药机制#本文从产金属
%

/

内酰胺酶!

,1H

"%外排泵高表

达及整合子传递耐药性三方面#分析铜绿假单胞菌对碳青酶烯

类抗生素的耐药机制#并分析三者之间的相互作用机制#并报

道如下$
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材料与方法

A$A

!

材料
!

收集
#''%

年
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月本科微生物室分离所得的铜

绿假单胞菌多药耐药株!排除同一患者同一部位重复分离的菌

株"

7#

株$其中痰标本
&&

株#创面分泌物标本
(

株#血液标本

#

株#胸水标本
#

株$菌种鉴定采用
<̀@ES#

系统!

1<?,EP<EAh

#

法国"#亚胺培南%美罗培南由杭州默沙东制药有限公司生产$

药敏判定标准按照美国临床和实验室标准协会!

2H)K#'':

"规

定#以铜绿假单胞菌!
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"为质控菌株$

\"

群霍乱弧

菌
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为第一类整合子阳性对照'
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为阴性对照由

华南理工大学轻工与食品学院石磊教授提供$
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仪器及试剂
!
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电泳槽%
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电泳仪%转印槽均购自美国
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公司#

f3)/9''^̀ *

凝

胶成像系统为美国
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公司产品#
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#

0<=LSA]?=D<DLPL

教授惠赠#羊抗兔

二抗购自北京中杉金桥生物技术公司$引物合成及测序均交

上海生工公司$
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方法
!
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"双纸片协同实验检测金属酶(参照文献)

"

*报

道的方法#采用
03!+

协同实验#加
03!+

的抑菌圈直径比不

加的大于或等于
(II

判断为
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阳性$!
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检测整合

子(菌种复苏增殖后#采用煮沸裂解法提取细菌总
3W+

$分别

以
&

类整合酶!上游
(Tff!2++ff+!2!ff+!!!2f

&T

#下游
(T+2+!f2f!f!+++!2+!2f!2&T

"和整合子

可变区!上游
(Tff2 +!22++ f2+ f2+ +f&T

#下游
(T

++f2+f+2!!f+22!f+&T

"设计引物扩增
&

类整合子

和整合子可变区)

#

*

$限制性片段长度多态性!
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"分析整合

子基因盒插入区的扩增片段#经
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核酸内切酶酶切后电

泳分析其类型$同一大小整合子可变区扩增片段经
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酶
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切后#若得到相同的酶切图谱#可以推知同样大小的基因盒片

段是相同的
3W+

序列$取不同大小的整合子可变区
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产

物送测序$!
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"外排泵
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的
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京全氏金公司"$
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引物序列!上游
(T22+ !f+ f22

f22++2!f!2&T

#下游
(T22!ff++2f22f!2!ff+

!&T

"$原核生物已知的
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作内参照基因$反应条件(

8(i%I<>

'

8( i #'=

#
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#
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个循环'

%#i7'=

#荧光信号于
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读取采集$!
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"外膜蛋白提取(从

血平板上挑取纯菌落到
H1

培养液中#振荡#过夜#培养至对数

生长期$以离心半径
9-I%'''P

&

I<>7i

离心
"'I<>

#收集

细菌#用
*1)

洗涤并悬浮细菌$置冰浴超声碎菌
"'I<>

#每次

'$(I<>

#间隔
(=

#频率为
:S

R

$以离心半径
9-I%'''P

&

I<>

7i

离心
"(I<>

#弃未破碎细胞$取上清液#以离心半径
9-I

"''''P

&

I<>7i

离心
#D

#弃上清#将沉淀颗粒悬浮于
"IH

*1)

中!内含
#c

十二烷基磺酸钠
)3)

"#室温作用
&'I<>

#将

此悬液室温离心
"D

#弃上清#并用
"c)3)

洗涤
"

次$离心提

纯后的外膜蛋白依据量的多少悬浮于
#'

!

:'

#

H*1)

中$用

紫外光分光光度计测吸光度
+

#采用公式(蛋白浓度!

I

R

&
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5"$(b+

#9'
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#将蛋白浓度调至
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&
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印记(取
('I

R

蛋白#经
)3)/*+f0

电泳后转移到硝

酸纤维素膜!

W2

"上#封闭#洗膜#并用一抗
\

J

P,

!

"j#''

"兔

多克隆抗体孵育#再加二抗!羊抗兔
K

R

f"j('''

"#化学发光

!

*<EP-E

#美国"检测结果$

B

!

结
!!

果

B$A

!

碳青霉烯类抗生素耐药情况
!

亚胺培南耐药率
7($#&c

!

"8

&

7#

"#

,K2

(

":

#

R

&

IH

'美罗培南耐药率
%"$7#c

!

&'

&

7#

"#

,K2

(

":

#

R

&

IH

'两者均耐药
&'$8(c

!

"&

&

7#

"$

B$B

!

金属酶的检测
!

检出产金属酶
##

株#阳性率
(&$&9c

$

经
*

# 检验#

,1H

在亚胺培南中敏感%耐药差异具有统计学意

义!

*

#

5"7$'8#

#

"5'$'''

"'在美罗培南中差异无统计学意义

!

*

#

5'$'&9

#

"5"$'''

"$由此可知#本院分离的铜绿假单胞

菌对亚胺培南的耐药性与产金属
%

/

内酰胺酶直接相关#见

表
"

$

B$C

!

整合子检测
!&

类整合子检出率
(#$&'c

!

##

&

7#

"#在整

合子阳性的细菌中还检出
"$9

%

"$'S.

两种大小的整合子可变

区$经测序得知携带两种基因盒(

BDFP

'

/?PFV/LLB+#

和
LL/

-+7/.GL̀ K,/7

#分别编码对磺胺类%氨基糖苷类%碳青酶烯类的

耐药$本研究中#将整合子对美罗培南!

*

#

5'$"&9

#

"5

'$%"'

"以及亚胺培南!

*

#

5'$%''

#

"5'$7'&

"的耐药率比较#

差异无统计学意义#故细菌携带整合子不是碳青霉烯类抗生素

耐药的原因$

B$D

!

外排泵结构基因
?

J

P,

的表达检测
!

+!22#%9(&

!

*+'"

"作为外排泵系统的阴性对照株#因为其对各种抗生素

的敏感性稳定#不携带耐药基因$

PELG/@<IE*2O

显示#本实验

临床分离株均有
?

J

P,

的表达#以
*+'"

的
2@

!

?

J

P,

"

5"7$88

为标准#有
"%

株高表达
?

J

P,

基因!

2@

$

"7$88

"$数据处理采

用
#

6

''

2@法#计算可得细菌高表达
?

J

P,

基因的表达水平是低

表达细菌的
&$(:

倍$

B$G

!

外排泵膜蛋白表达检测
!

外排泵在铜绿假单胞菌

+!22#%9(&

不表达#故
YE=@EP>

印记阳性株即为高表达株$

实验发现
7#

株临床分离株中#有
#(

株!

(8$('c

"高表达相对

分子质量为
("b"'

& 的
\

J

P,

外膜蛋白$表达外膜蛋白

\

J

P,

的菌株中#高表达组对美罗培南的耐药率为
%:$''c

!

"8

&

#(

"与低表达组耐药率
#7$''c

!

:

&

#(

"比较#差异有统计

学意义!

*

#

5($#'&

#

"5'$'#8

"'高表达组对亚胺培南耐药率

9'$8'c

!

"%

&

#"

"与低表达组耐药率
"8$''c

!

7

&

#"

"比较#差异

无统计学意义!

*

#

57$&:(

#

"5'$'(&

"$以上数据提示#

,Eh/

+1/\

J

P,

高表达与美罗培南的耐药有关联#而与亚胺培南耐

药性的产生关系不明确$

表
"

!!

临床分离菌
7#

株产
,1H

和整合子的

!!!!

统计分析情况#

*

$

,1H

阳性
,1H

阴性 统计
KW!

阴性 统计

K*,

耐药
"% 7 "& 9

K*,

敏感
( ": 9 "&

,0,

耐药
": "7 "( "(

,0,

敏感
: : % 6

!!

注(

,1H

为金属
%

/

内酰胺酶'

KW!

为整合子'统计学处理采用
*

#

检验$/

6

0表示无数据$

C

!

讨
!!

论

#''7

!

#''(

年住院患者细菌耐药性监测显示#革兰阴性

菌中铜绿假单胞菌为第四大感染细菌#占
&7$&'c

#其对美罗

培南的耐药率为
#$#'c

#对亚胺培南的耐药率为
8$9'c

$碳

青霉烯类仍然是最强的抗生素#头孢哌酮&舒巴坦也是对阴性

杆菌抗菌谱很广的抗生素#甚至超过碳青霉烯类#具有重要的

临床意义)

&

*

$然而#

W*O)#''"

年结果提示#亚胺培南不敏感

的铜绿假单胞菌高达
#'c

!

7'c

)

7

*

$本研究所选的细菌为临

床多药耐药株#抗生素不敏感率相对较高$

本研究中金属
%

/

内酰胺酶检出率为
(&$&9c

#对
K,*

耐药

的铜绿假单胞菌产
,1H

率为
97$#'c

#对
,0,

耐药的铜绿

假单胞菌产
,1H

率为
(&$&'c

#可见#产金属
%

/

内酰胺酶更易

导致对
K,*

的耐药$本院分离菌株中
,1H

的携带水平较高#

是
#''%

年国内某地区的
,1H

检出率的十倍#而国外金属
%

/

内

酰胺酶检出率相对较低)

(/%

*

$随着时间的推移及药物应用日益

广泛#细菌对抗生素的耐药性在不断增强$有日本学者研究表

明#在强启动子下金属酶可以表达很高的活性#而引起高水平

的亚胺培南耐药#推测本实验中
,1H

与
K,*

的耐药相关性有

可能也是由此机制引起)

9

*

$

在本课题组之前的研究中#曾在
"

株全耐药的铜绿假单胞

菌中检测到了
"$9S.

的整合子可变区#与耐药表型相符合#证

实了整合子在耐药传播#特别是多重耐药菌株的产生与水平播

散中起着非常重要的作用$测序可知#整合子上携带了多种抗

生素的耐药基因盒#其中
#

株携带有
.GL̀ K,/7

#编码碳青霉烯

类抗生素的耐药性$该株细菌还产
,1H

#经测序可知携带
"$'

S.

的
&

类整合子#其基因盒包含
.GL̀ K,/7

基因#说明此株细

菌产金属
%

/

内酰胺酶为
K̀,

亚型#且由整合子携带传播$

外排泵家族成员很多#可导致
%

/

内酰胺类%喹诺酮类%氨基

糖苷类等的交叉耐药或敏感性降低)

8

*

$

\

J

P3

作为亚胺培南的

特异性通道#其缺失普遍认为与亚胺培南耐药有关#

OW3

家族

的
7

个 成 员
,Eh+1/\

J

P,

%

,Eh0V/\

J

PW

%

,Eh23/\

J

P_

%

,Ehe]/\

J

P,

也证实与铜绿假单胞菌的耐药性有关)

"'/""

*

$

,Eh+1/\

J

P,

可以有效地将美罗培南排出菌体#

,Eh0V/

\

J

PW

介导包括喹诺酮类抗生素的耐药#而
,Eh23/\

J

P_

则不

连续表达#对抗生素抗性的影响甚微)

"#

*

$本实验中
*+':

%

*+#&

%

*+#:

%

*+&9

对碳青霉烯类抗生素全耐药#但却没有外

膜蛋白
\

J

P,

表达#推测有其他未知耐药机制起作用#表明铜

绿假单胞菌的耐药性是由多种机制决定#是多方力量的协同和

拮抗的表现)

"&

*

$

以上
&

种耐药机制#都在一定程度上诱导了耐碳青霉烯类

,

%

,
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期
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的铜绿假单胞菌的产生#尤其外膜蛋白
,Eh+1/\

J

P,

高表达#

及整合子携带的
,1H

传播#同时#还有三者之间的协同作用#

加速了医院获得性耐药菌的流行$但不可否认#细菌耐药并非

由
"

种机制决定#医院应及时监测细菌耐药情况#调整抗生素

的合理使用#延缓耐药细菌的迅速蔓延$
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