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肺炎克雷伯菌$

6!

%是引起临床感染常见的革兰阴性

菌'

%

(

#其检出率仅次于大肠杆菌和铜绿假单胞菌#同时它也是

社区获得性感染的常见致病菌)近年来
6!

耐药率呈升高趋

势#特别是多重耐药的出现#导致感染后的病死率明显升高#给

临床治疗带来极大困难)青霉素结合蛋白$

!"!<

%作为细菌肽

聚糖合成过程中的主要酶类#在细菌细胞壁的合成过程中起着

至关重要的作用)国内外近年来围绕
!"!<

开展了大量的研

究工作#试图从分子结构与基因水平认识
!"!<

#探求细菌耐药

的机制#以获得更有效的治疗手段)本研究分析了
!"!#

*

!"!$

基因与
6!

对各类抗菌药物的耐药性的关系#现报道

如下)
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材料与方法
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菌株来源
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收集本院
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年
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月至
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年
'

月住院患

者临床标本中分离的非重复
6!#($

株#取自痰液*尿液*血

液*分泌物及咽拭子等标本#且在各病区科室中的来源分布相

对平均#所有标本经严格分析前质量控制#在采集*保存*运送

及检测过程中均按照规范操作#试验结果与临床诊断相符合#

基本排除杂菌污染的可能)
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仪器与试剂
!

美国
"*

公司
!C>D=;N

全自动微生物鉴定

系统及其配套的鉴定卡*美国应用生物系统公司生产的
!-.

扩增仪*美国
,J

L

CGO==>?DFC

公司生产的
SJ@>9-CDHS-#

凝胶

成像系统*天根生化科技$北京%有限公司生产的
TG<?D9T;N0

!-.

扩增试剂等)
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检测方法
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菌株鉴定
!

6!

分离纯化后由
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体外药敏试验
!

采用微量稀释法测定头孢他啶

$

-,-

%*氨曲南$

,/T

%*头孢吡肟$

SX!

%*亚胺培南$

O!T

%*美

罗培南$

TXT

%*头孢噻肟$

-/[

%*四环素$

/X

%*哌拉西林

$

\[

%*阿米卡星$

,6

%*环丙沙星$

-O!

%*庆大霉素$

-+

%*左旋

氧氟沙星$

VXW

%*氯霉素$

-]V

%*头孢唑林$

6̂

%*复方磺胺甲

唑$

8[/

%*氨苄青霉素"舒巴坦$

8,T

%*哌拉西林"他唑巴坦

$

/̂ !

%*阿莫西林"棒酸$

,T-

%对各菌株的最小抑菌浓度

$

TO-

%#并分别用纸片扩散$

60"

%法检测以上各抗菌药物对各

菌株的抑菌圈大小)
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扩增
!

选取
2

株耐碳青烯酶类菌株及
&

株敏感

菌株耐药菌株#将
.+,

反转录并扩增
F*+,

后#采用天根生

化科技有限公司的细菌基因组
*+,

提取试剂盒提取
6!

*+,

)用引物
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)_0,/R ,,, -,R -,- /// --/

//, ,,,0$_
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$

)_0-RR RR, /-- RRR RR/ R-/
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%扩增
!"!

基因#设置循环参数!

5'`

预变性
)

H;=

#

5'`

变性
$(<

*

))`

退火
')<

*

2#`

延伸
)(<

#共
$)

个循

环#最后
2#`

延伸
%)H;=

)扩增产物再行凝胶电泳#并于
SJ@0

>9-CDHS-#

凝胶成像系统中扫描结果并保存)
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统计学处理
!

采用
OHG

I

DU

$

%1'1$1&2

版本%图像处理软

件分析扩增产物电泳结果并进行灰度分析#分别检测各电泳条

带的灰度#计算各菌株
!"!#

*

!"!$

条带与
%&8

条带的灰度比

值#采用
8!88%51(

统计学软件进行数据处理及统计学分析#

计数资料以例数或百分率表示#

!

$

(1()

为差异有统计学

意义)
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结
!!

果
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标本来源
!

#(%'

年
'

月至
#(%)

年
'

月共分离非重

复
6!#($

株#主要来源于痰液*血液*中段尿*腹腔引流液等

标本#具体见表
%

)

表
%
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标本来源构成比分析$

0

%

3

&'

标本类型 构成比
!!!!!

痰液
%%)

$

)&12

%

血液
#$

$

%%15

%

中段尿
#(

$

%(1'

%

腹腔引流液
%5

$

514

%

感染组织
)

$

#1&

%

前列腺液
#

$

%1(

%

穿刺液
)

$

#1&

%

咽拭子
$

$

%1&

%

分泌物
)

$

#1&

%

胆汁
&

$

$1%

%
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6!

药敏结果

C1C1B

!

6!

对
&

类抗菌药物的耐药率
!

将临床常用的抗菌药

物分为
&

类#

6!

对其耐药率见表
#

)

表
#

!!

6!

对
&

类抗菌药物的耐药率

抗菌药物种类 耐药菌株数$

0

%敏感菌株数$

0

% 耐药率$

3

%

!

0

内酰胺类药物
%() 44 )%12

氨基糖苷类药物
&$ %$( $#1&

喹诺酮类药物
)& %$2 #51(

磺胺类药物
4# %%% '#1)

四环素类药物
5' 55 '412

氯霉素类药物
2$ %#( $214

C1C1C

!

6!

对各种抗菌药物的耐药率
!

#($

株
6!

中
!

0

内酰

胺类耐药
%()

株#敏感
44

株#对
O!T

*

TXT

耐药率分别为

)1'3

*

$153

#对
,6

较为敏感#其耐药率仅为
51$3

#

\[

及

6̂

的耐药率分别高达
)'123

*

)$123

#其余药物的耐药率在

%5123

#

)'123

)见表
$

)

表
$
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6!

对各种抗菌药物的耐药率

药物名称 耐药菌株数$

0

% 敏感菌株数$

0

% 耐药率$

3

%

-,- &5 %%2 $$15

,/T 2$ %%2 $)15

SX! 25 %($ $415

O!T %% %'$ )1'

TXT 4 %'& $15

-/[ %($ 4& )(12

/X 5' 5$ '&1$

\[ %%% 22 )'12

,6 %5 %2& 51$

-O! )& %#) #21&

-+ &# %$% $(1)

VXW '( %'& %512

-]V 2' %(2 $&1)

6̂ %(5 4' )$12

8[/ 4# %%% '(1'

8,T 5& 25 '21$

/̂ ! )' %#4 #&1&

,T- &# %%( $(1)

C1C1D

!

!-.

扩增及测序分析
!

!"!#

及
!"!$

部分
!-.

扩增

结果见图
%

*

#

#显示
#

号菌株
!"!#

为阴性#

%

号菌株
!"!$

为

阴性)扩增产物的测序结果于
RD=KG=Z

上行
"JG<?

分析#证实

为
!"!#

"

!"!$

基因)

!"!#

*

!"!$

的
!-.

结果显示#阴性菌

株均为
%4

株#但并不平行#分别有各自的阴*阳性菌株)

!!

注!

T

为
*+,

标记物#

%

#

%(

为菌株序号)

图
%

!!

!"!#

部分
!-.

扩增结果

!!

注!

T

为
*+,

标记物#

%

#

%%

为菌株序号)

图
#

!!

!"!$

部分
!-.

扩增结果

C1C1E

!

!"!#

*

!"!$

与
6!

耐药性分析
!

!"!#

*

!"!$

与
6!

多重耐药性无显著相关$

!7(1#5)

*

(1&#4

%)

!"!#

与碳青烯

酶类药物无显著相关$

!7(1&$2

%&

!"!$

与碳青烯酶类药物存

+

'24%

+

国际检验医学杂志
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年
2

月第
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卷第
%'

期
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B

#(%2
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W>J1$4
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在显著相关#但相关系数不高$

!7(1('%

#

"7(1%'4

%)具体见

表
'

*

)

)

表
'

!!

!"!#

"

!"!$

与多重耐药性的关系%

0

&

分类 全敏 一类耐药 二类耐药 三类耐药 多重耐药 合计

!"!#

阴性
$ ) % $ & %4

!"!#

阳性
)' #' %5 %5 &5 %4)

!"!$

阴性
' # % %4 %% %4

!"!$

阳性
)' #2 %5 #( &) %4)

表
)

!!

!"!#

"

!"!$

与碳青霉烯类耐药性关系%

0

&

分类 耐药菌 敏感菌

!"!#

阴性
$ %)

!"!#

阳性
'5 %$&

!"!#

阴性
4 %(

!"!#

阳性
'' %'%

表
&

!!

#

组
!"!#

"

!"!$

的灰度比值

组别
% # $ ' ) & 2

耐药组
!"!#

"

%&8 (1$4)(1%25(1'2&(1)'4(1#)%(14#2(1$$'

耐药组
!"!$

"

%&8 (1&)#(1&'%(122#(12$4(1%&4(1$2#(15'5

敏感组
!"!#

"

%&8 (1'5$(1#5&(1)')(1$'4(12$5(14$# a

敏感组
!"!$

"

%&8 (1244(1$))(1442(1&5$(15$'(12') a

!!

注!

%

#

2

为所选敏感及耐药菌株序号#

a

为无数据)

!!

注!

%

#

2

为菌株序号)

图
$

!!

耐药组
!"!#

"

!"!$

的灰度分析

!!

注!

%

#

&

为菌株序号)

图
'

!!

敏感组
!"!#

"

!"!$

的灰度分析

图
)

!!

耐药组与敏感组
!"!#

(

%&8

结果

图
&

!!

耐药组与敏感组
!"!$

(

%&8

结果

C1C1F

!

!"!#

*

!"!$

的表达水平检测结果
!

!"!#

*

!"!$

扩增

产物条带与
%&8

扩增产物条带的灰度比值明显比敏感菌株小#

但差异均无统计学意义$

!

%

(1()

%)见表
&

及图
$

#

&

)

D

!

讨
!!

论

!!

6!

是医院内和社区获得性感染的重要肠杆菌科细菌#目

前
6!

对碳青霉烯类抗菌药物的耐药机制包括碳青霉烯酶的

产生#

!

0

内酰胺酶的过度表达合并外膜孔蛋白的丢失#碳青霉

烯类高亲和位点数量下降*缺失或亲和力下调等'

#0$

(

)

本研究中通过对
6!

对
%4

种抗菌药物的药敏分析可知#

6!

耐药率最低的药物为
TXT

$

$153

%)所有耐碳青霉烯类

菌株大部分来源于痰液标本#这些存在于呼吸道的
6!

可能属

条件致病菌#难以与优势性敏感菌竞争#当敏感菌因抗菌药物

的选择性压力而被杀灭后#耐药菌才得以迅速繁殖而成为优势

菌#并导致各种感染的发生)这种条件致病菌耐药性虽高#但

并不致病#或比其他来源的
6!

致病性低#其临床危害性不大)

所有分离出的
6!

中多重耐药占
2)

株$

$&153

%#说明
6!

对多种抗菌药物耐药的现象非常严重#其耐药机制可有多种#

最重要者为
!

0

内酰胺酶*氨基糖苷钝化酶等灭活酶的产生#其

次为靶位改变如
!"!<

改变等)本研究中#未发现
!"!#

*

!"!$

基因与多重耐药菌株存在相关性#其原因可能是
6!

外膜的存

在#具有高效的通透屏障作用#能阻碍抗菌药物进入细胞内膜

靶位#减少抗菌药物的吸收'

'

(

&而
!

0

内酰胺类药物对革兰阴性

菌产生抗菌作用的先决条件为此类药物顺利通过外膜膜孔#再

与内膜上的
!"!<

结合'

)

(

)本研究收集的菌株中#来源于普外

科*老年病学科*

O-b

和胸外科的标本所占比例较大#患者多经

反复感染和治疗)由于药物长期作用#细菌外膜蛋白变构#使

菌体外膜通透性下降#阻碍抗菌药物进入内膜靶位'

&

(

)虽然

!"!<

的数量*结构和亲和力的改变是细菌
!

0

内酰胺类抗菌药

物耐药性的重要机制之一#但由于
6!

外膜的存在#

!

0

内酰胺

类抗菌药物并不能与
!"!#

*

!"!$

结合#从而导致了本试验

结果)

碳青霉烯类抗菌药物是目前临床应用最广泛*抗菌活性最

强大的抗菌药物)但是随着该药的广泛使用#碳青霉烯类耐药

的
6!

日趋增多'

2

(

)本研究中#

&153

的
6!

株对碳青酶烯类

药物耐药#提示在本院就诊患者范围内#已有部分因耐碳青霉

烯类
6!

引发了感染#对在临床上使用碳青霉烯类抗菌药物抗

感染提供了一定参考作用&基因
!"!#

的缺失与否和
6!

对碳

青霉烯类药物耐药性并不相关#而基因
!"!$

是否缺失与
6!

对碳青霉烯类药物耐药性相关$

"7(1%'4

%)为进一步研究

!"!#

*

!"!$

与
6!

耐碳青烯酶类药物的关系#本研究通过

!"!#

*

!"!$

的表达水平进行检测#结果显示耐碳青霉烯类
6!

与非耐碳青霉烯类
6!!"!#

*

!"!$

的表达没有差异#可初步认

为
!"!#

*

!"!$

基因与
6!

的碳青霉烯类耐药性均无关)

6!

对碳青烯酶类抗菌药物敏感性下降的主要原因与细菌膜通透

性改变及内酰胺酶水解有关#与
!"!<

的关系可能不大)

综上所述#

!"!#

*

!"!$

基因可能不是影响
6!

多重耐药

的必要因素)
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在
"-.0,"V

蛋白酪氨酸激酶活性中起重要作用'

%'

(

#因此#靶

向
"-.0,"V

融合蛋白的寡聚化结构域并采用联合治疗成为

治疗
-TV

的另一条新途径)

有研究将含有
\*

结构域$

"-.%02#

%的外源性融合肽导

入
-TV

细胞#通过抑制
"-.0,"V

激酶的活性#从而抑制了

-TV

细胞的增殖并诱导其凋亡'

5

#

%)

(

#证明了
"-.

的
\*

结构

域对于活化
"-.0,"V

激酶具有重要的作用)小分子多肽药

物在治疗肿瘤方面具有较高的有效性*特异性#以及低毒性等

特点#靶向
"-.0,"V

的小分子多肽药物也将会成为具有临床

应用价值的新型抗癌药物)鉴于
"-.$(0&$

在
"-.%02#

活化

"-.0,"V

过程中的关键性作用#本试验研究了前期已成功构

建并表达的含有
"-.$(0&$

和
"-.%0#2c&'02#

的可溶性融合

肽
-/!0\*%0],

和
-/!0\*#0],

对
6)&#

细胞增殖的影响)

试验结果表明#

-/!0\*%0],

和
-/!0\*#0],

可以抑制

6)&#

细胞株#以及
-TV

患者慢性期骨髓细胞的增殖)

-/!0

\*%0],

和
-/!0\*#0],

的生物学活性较含有
"-.%02#

结

构的阳性对照
-/!0\*0],

融合肽低#其原因可能与
#

种融合

肽的分量过小导致有效生物学浓度低有关)

综上所述#

-/!0\*%0],

和
-/!0\*#0],

融合肽均可抑

制
6)&#

细胞株的增殖#且与
;HG?;=;K

联合用药后#可有效增加

;HG?;=;K

对它的敏感性)同时#

#

种融合肽对
-TV

慢性期患者

骨髓细胞也可起到有效抑制增殖的作用#证明了
-/!0\*%0

],

和
-/!0\*#0],

在治疗
-TV

中的潜力#为今后通过靶向

"-.%02#

开发新型小分子多肽药物治疗
-TV

奠定了基础)

参考文献

'

%

(

,@J?!8

#

.><D*U

#

+>AQ>=V,

#

D?GJ1"><@?;=;K?CD9G

LB

;=

L

G?;D=?<M;?CFC9>=;FH

B

DJ>;AJD@ZDH;G

!

L

9GF?;FGJF>=<;A0

D9G?;>=E>9HG=G

I

DHD=?>E<;ADDEEDF?<

'

U

(

1U,APG=F!9GF0

?;?\=F>J

#

#(%&

#

2

$

#

%!

%&(0%2)1

'

#

(

8@=[

#

-G;[

#

fG=

I

U

#

D?GJ1-G=?CG9;A;=>PD9F>HD<;HG0

?;=;K9D<;<?G=FDK

B

AD

L

JD?;=

I

"-.0,"V;=FC9>=;FH

B

DJ>;A

JD@ZDH;G

'

U

(

1T>JDF@JD<-DJJ<

#

#(%&

#

$5

$

%#

%!

4&5042&1

'

$

(

8?

B

JD</

#

g@T

#

g;J<>=.

#

D?GJ1!>

L

@JG?;>=0KG<DA?D<?;=

I

G=A?9DG?HD=?FCG9GF?D9;<?;F<E>9FC9>=;F H

B

DJ>

I

D=>@<

JD@ZDH;G

'

U

(

1U.D

I

TG=G

I

#

#(%&

#

'%

$

$

%!

%$'0%'#1

'

'

(

!G=-f

#

[@+

#

]D"V

#

D?GJ1-J;=;FGJ<;

I

=;E;FG=FD>EF

B

?>0

I

D=D?;FH>=;?>9;=

I

;=FC9>=;FH

B

DJ>;AJD@ZDH;G

'

U

(

1̂C>=0

I

C@G[@DfD[@D Ĝ Ĉ;
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ĈG>-

#

-CD=[

#

D?GJ1+;FZDJ

LB

9;?C;>=D;=A@FD<

G

L

>

L

?><;<;=FC9>=;FH

B

DJ>;AJD@ZDH;GFDJJ<9D<;<?G=??>

;HG?;=;KP;GK>?C"F9

"

,KJ0AD

L

D=AD=?G=A"F90,KJ0;=AD0

L

D=AD=?HDFCG=;<H<

'

U

(

1U ]DHG?\=F>J

#

#(%&

#

5

$

%

%!

%#51

'

%#

(

gG=

I

V[

#

gG=

I

U*

#

-CD=UU

#

D?GJ1,@9>9GGZ;=G<D;=C;K0

;?>9,6O&($;=A@FD<FDJJ@G9<D=D<FD=FD;=FC9>=;FH

B

DJ>;A

JD@ZDH;GFDJJ<CG9K>9;=

I

/$%)OH@?G?;>=

'

U

(

18F;D=?.D

L

#

#(%&

#

&

!

$))$$1

'

%$

(

U;=f

#
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