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探讨对喹诺酮敏感的铜绿假单胞菌经诱变后耐药质粒基因的变化&方法
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收集该院
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年
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月至
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年
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月从各种合格临床标本培养出的铜绿假单胞菌共
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例!将其中
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例用
_#R

药敏试验证明对喹诺酮敏感的细菌作为研究对

象&挑选环丙沙星药敏纸片敏感圈外生长的铜绿假单胞菌进行连续转种诱变!直至铜绿假单胞菌对喹诺酮产生耐药&对新产生

耐药性的铜绿假单胞菌进行质粒转化%提取质粒并确定其耐药质粒的存在!通过
"1&

扩增%基因序列分析!确定获得的耐药质粒

类型&结果
!
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例对喹诺酮敏感的铜绿假单胞菌在喹诺酮诱变下连续转种第
$

次以后有
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例发生突变产生
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抗菌药物在抑菌浓度附近使用!细菌容易突变产生耐药质粒基因&

关键词"铜绿假单胞菌#

!

喹诺酮#

!

突变#

!

质粒#

!

耐药

!"#

!

)/,+$2$

"

7

,899:,)26+#-)+/,*/).,)6,//2

文献标识码"

(

文章编号"

)26+#-)+/

"

*/).

$

)6#*-2$#/*

P8(2;

R

9*)*1*+,+-3'9

F

'()*)12,;(

&

>2)4*3*,/)(93+4+,2)2('9

F

*,+)2*,39;(3:

AR

9*,+>+,()

"

"$5A>#T)

#

"#$*#&+>$&

#

M$%)

#

/#+*#&+

#

F&+7>$+>$#

#

E>$!#+

.

J&+

$

1)

2

&34,)+45

6

78#+#9&8"&:53&453

;

#

!)5

2

8)J<%5<

2

#4&85

6

-&+4#&+1#<43#94

#

A>)+=>)+

#

I$&+

.

@5+

.

.)5/5)

#

7>#+&

&

7:)1'2;1

!

":

<

(;1*=(

!

0;8:I@9<8

J

E<@<K@

B

FE9%8>

J

@:@HKE:

J

@98:

f

=8:;F;:@#9@:98<8I@"9@=>;%;:E9E@C=

J

8:;9E,.(18+3)

!

+)89;#

FE<@9DC;%VE:=EC

?

*/))<;U@H@%G@C*/)+DC;%IEC8;=9

f

=EF8D8@>HF8:8HEF9E%

B

F@98:<K@K;9

B

8<EFL@C@H;FF@H<@>,T:<K@+)89;FE<@>9

#

)289;FE<@9

B

C;I@>9@:98<8I@<;

f

=8:;F;:@9G

?

=98:

J

_#R%@<K;>L@C@=9@>E9C@9@ECHK;G

7

@H<98:<K@9<=>

?

,0K@89;FE<@9

J

C;L8:

J

;=#

98>@<K@9@:98<8I@C8:

J

;DH8

B

C;DF;AEH8:

B

E

B

@CL@C@9@F@H<@><;H;:<8:=;=9F

?

<CE:9D@CC@>8:<;;<K@CH=F<=C@>89K@9=:<8F<K@C@989<E:H@

<;

f

=8:;F;:@9L@C@EH

f

=8C@>,"FE9%8><CE:9D;C%E<8;:E:>@A<CEH<8;:L@C@

B

@CD;C%@>;:<K;9@89;FE<@9<;H;:D8C%<K@@A89<@:H@;D

>C=

J

#C@989<E:H@

B

FE9%8>9EH

f

=8C@>

#

E:><KC;=

J

K"1&E:>

J

@:@9@

f

=@:H@E:EF

?

989<;>@<@C%8:@<K@<

?B

@;D

B

FE9%8>9,5()9>1)

!

*89;#

FE<@9;D

f

=8:;F;:@#9@:98<8I@"9@=>;%;:E9E@C=

J

8:;9EEH

f

=8C@>>C=

J

#C@989<E:H@

B

FE9%8>9

f

:CPE:>L@C@C@989<E:<

f

=8:;F;:@98:>=H@>

G

?

H;:<8:=;=9<CE:9D@CC8:

J

D;C$<8%@9,?+,;>9)*+,

!

TDE:<8G8;<8H9;D8:K8G8<;C

?

H;:H@:<CE<8;:L@C@;D<@:=9@>D;C<K@<C@E<%@:<;D

"9@=>;%;:E9E@C=

J

8:;9E8:D@H<8;:

#

>C=

J

#C@989<E:H@

B

FE9%8>9L@C@EH

f

=8C@>@E98F

?

,

@(

A

B+'3)

!

"9@=>;%;:E9E@C=

J

8:;9E

%

!f

=8:;F;:@9

%

!

%=<E<8;:

%

!B

FE9%8>

%

!

>C=

J

C@989<E:H@

!!

铜绿假单胞菌$

"(

&是条件致病菌也是医院感染细菌的重

要成员#随着抗菌药物应用人群的不断扩大#

"(

对喹诺酮耐

药性有不断上升的趋势'

)

(

)已获得耐药质粒的
"(

菌株对抵

抗力弱的人群有时是致命的'

*

(

)及时发现细菌获取耐药性的

能力#破解细菌耐药质粒是人类应对
"(

的途径之一)因此研

究
"(

诱变获取耐药质粒的过程及机制有一定的临床意义)
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材料与方法

C,C

!

标本来源
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收集
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月到
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年
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月本院各科

送检细菌培养的合格临床标本#一共
-5)

份)

C,D

!

仪器与试剂
!

主要仪器包括
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自动加热循环器$美

国
"@C[8:MF%@C

公司&*紫外线分析仪*

@
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偏振照相仪*酶标

分光光度计#微型*水平和垂直电泳仪#

!"&(-T

高速冷冻离

心机*真空干燥机*培养摇床*超低温冰箱*法国梅里埃细菌鉴

定仪)主要耗材和试剂包括血培养皿*普通琼脂培养皿#
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标准菌株
(011*65.+

$由深圳北大医院检验科刘小平主任惠

赠&#奈啶酸*环丙沙星药敏纸片#质粒提取试剂$深圳雅瑞尔科

技公司提供&#引物$上海
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公司合成&)
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方法
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菌的获取'
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份样品接种于血培养皿#挑取单

个菌落用梅里埃细菌鉴定仪鉴定为
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菌株#均与标准菌株

(011*65.+

比对#共获得
+)

份
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样品)
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对喹诺酮敏感的
"(

菌株的挑选
!

用
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纸片琼脂扩

散法进行)根据
1WPT

药敏试验执行标准判断敏感$
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&*中介
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&或耐药$
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菌株经奈啶酸*环丙沙星纸片药

敏试验后分为耐药
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菌株
).

份#敏感
"(

菌株
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份)
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份

对喹诺酮敏感
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菌株则为备用菌#每一份备用菌用
*

个
*

%WM"

管$塑料带盖离心管&加甘油分别保存然后将备用菌迅

速放入
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敏感
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菌株诱变为耐喹诺酮药物菌株
!
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&复苏及

编号!将
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份备用菌每份取出一管按收取时间顺序分别编为

")

!

")2

号并迅速解冻复苏%$
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&接种并进行药敏试验!将复苏

备用菌分别接种到对应编号的普通琼脂平板上#在每一个琼脂

平板中央加入环丙沙星药物纸片%$

+

&中介菌落的转种!挑选最

靠近抑菌圈的
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菌株#将
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平板上的中介
"(

菌株转

种到编号为
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()#)2

平板#
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()#)2

平板上的中介菌

再次转种编号为
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平板#以此类推#直到出现完全

耐药
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为止)
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诱变耐药
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质粒的提取'
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取出诱变后耐药的
"(

菌

株放入增菌液过夜#增菌后
"(

菌株提取质粒)按碱裂解细菌*

离心吸附柱结合
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*洗去杂质的步骤提取质粒
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#提取的

质粒光密度比值$
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&在
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之间)平均细菌提

取的质粒浓度有
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质粒*染色体
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的
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扩增*序列分析及核酸杂交
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引物设计合成
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依据
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提供的基因序列#使
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设计针对各喹诺酮耐药基因$
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依照多重
"1&

的要求优化反

应条件#用于扩展目的基因)合成的引物临用前稀释#将装有

引物的
M"

管
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"

%8:

离心
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#加入少量的去离子水#

使引物浓度为
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W

#分装后置于
N*/O

保存待用)

C,E,I,D

!

"!k&

基因的
"1&

扩增与测序
!

耐药
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菌株筛

选
"!k&

质粒#进行多重
"1&

反应$
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:CP
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的引物$包括上*下游&各
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模板
-

%

W

*水
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W
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反应条件为
$-O

预变性
.%8:

%

$-

O

变性
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#

.+O

退火
-.9

#

6*O

延伸
2/9

#共
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个循环%最

后
6*O

延伸
)/%8:
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琼脂糖凝胶电泳检测
"1&

扩增产物
!

称取
),*/

J

琼脂粉放入三角烧瓶中#加入
/,.Y0RM

缓冲液
)//%W

#微波

炉加热至完全熔化#取出冷却至
.5O

左右#加入
MR

母液$

)/

%

J

"

%W

&至终浓度为
/,.

%

J

"

%W

)缓慢倒入模具中)凝固后

将内槽和着凝胶一起放入电泳槽#负极与上样孔在同一侧)加

入缓冲液
/,.Y0RM

盖过凝胶表面)取
)/Y

上样缓冲液
*

%

W

与
)5

%

W"1&

产物混匀#加到凝胶板上样孔内#另外选一孔加

入
2

%

W>
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)///!EC[@C

)用
)//X

直流电源电泳
-/%8:

#当溴

酚蓝染料泳动至距离凝胶前沿
*H%

处停止电泳#取出凝胶用

紫外投射仪内看结果并拍摄照片)
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序列比对与分析
!

序列测序委托深圳华大基因公司

完成#测序结果使用
1KC;%E9

*

U'(P<EC

*

X@H<;C'0)

*

P=8<@5

等

软件进行查看及序列校正拼接#借助
'1RTRW(P0

程序$
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数据库比

对分析#明确基因亚型*有无突变*突变位点及由此导致的氨基

酸改变)

C,H

!

统计学处理
!

数据统计分析与图表制作使用
!8HC;9;D<

MAH@F*//6

对试验数据进行统计和图表制作)
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结
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果
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完全耐药株的出现
!

在第
$

次诱变转种后出现
($#

+

*

($#$*

株完全耐药株)

!!

!

!
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标准带%

"

!阳性对照%

'

!阴性对照%

)

!

)2

!平板
($#)

至

($#)2"(

菌株质粒)

图
)

!!

耐药株质粒
U'(

电泳图

D,D

!

耐药菌株提取质粒的电泳
!

见图
)

)

D,E

!

耐药株质粒测序及比对
!

测序结果与
]@:GE:[

数据库

比对分析#耐药株质粒基因为
f
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#见图
*

$见.国际检验医学

杂志/网站主页,论文附件-&)
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讨
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论

与
"(

耐药机制有关的因素'

.#2

(主要有$

)

&细菌产生抗菌

活性酶#如
#

#

内酰胺酶*氨基糖苷钝化酶等%$

*

&细菌改变抗菌

药物作用的靶位#如青霉素结合蛋白$

"R"9

&*

U'(

旋转酶等

结构发生改变#从而逃避抗菌药物的抗菌作用%$

+

&外膜通透性

降低%$

-

&生物膜形成%$

.

&主动泵出系统)质粒是宿主细胞核

质中存在的双链
U'(

)喹诺酮类药物作用于细菌的靶酶为革

兰阴性菌的
U'(

旋转酶及革兰阳性菌拓扑异构酶)

"(

属于

革兰阴性菌#其产生耐喹诺酮药物主要是由于
U'(

酶结构改

变#而质粒的变异是导致
U'(

酶改变的主要因素之一)本课

题证明
"(

在喹诺酮抑菌圈外$低于有效抑菌浓度&连续进行
$

次转种诱变#细菌有耐药质粒检出#细菌已获得耐药性突变)

与同一城市不同城区的
"(

耐药性略有不同#深圳市南山区

"(*/))

!

*/)*

年耐药基因共检测出
))

种'

6

(

)

T1e

患者及烧

伤患者
"(

耐药率远高于其他患者'

5

(

#耐药感染致死率明显高

于其他细菌#对
"(

不规范用药导致耐药应引起足够重视)蒋

岗等'

$

(对广州地区
"(

常见
5

种耐药基因进行分析#发现耐药

率均大于
)/3

)吴俊等 '

)/

(研究广州一家三甲医院
"(

耐药

机制时检查出大型质粒介导
"(

菌株产金属
#

#

内酰胺酶基因#

感染患者病死率高达
6)3

)

"(

是容易获得耐药质粒的一类

条件致病菌#在
T1e

及烧伤科感染率高#致死率高#连续低浓

度用药细菌细菌容易突变获得耐药性#使用
"(

敏感的抗菌药

物一定要定时监测血药浓度并注意几种敏感药物要交替使用)
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