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主动外排系统与阴沟肠杆菌多重耐药关系的研究
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摘
!

要"目的
!

观察泵抑制剂氰氯苯腙对阴沟肠杆菌耐药水平的降低作用!并扩增外排基因!以探讨主动外排系统的基因分

布及与阴沟肠杆菌多重耐药的关系%方法
!

采用琼脂稀释法测定氰氯苯腙应用前后
9&

株阴沟肠杆菌对头孢他啶'阿米卡星'阿

奇霉素'左氧氟沙星'四环素的最小抑菌浓度变化!

*2O

扩增外排系统基因
L-P+

'

L-P1

'

@?<2

!

*2O

产物连接转化后采用
=L>

R

EP

末

端终止法进行测序%结果
!

以上述
(

种抗生素为底物!分别有
&'

'

&:

'

"8

'

&#

'

#9

株显示外排表型阳性%

*2O

扩增结果显示!分别

有
((

'

(%

'

:#

株菌检测得到
L-P+

'

L-P1

'

@?<2

!并通过测序证实%结论
!

主动外排泵抑制剂可降低阴沟肠杆菌对抗生素的耐药水

平!相对于非多重耐药株!外排泵对多重耐药株的影响较大%主动外排系统是阴沟肠杆菌多重耐药的重要机制之一%

关键词"肠杆菌!阴沟#

!

抗药性!细菌#

!

主动外排作用#

!

外排基因
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主动外排系统是
"

种特殊的能量依赖性外排系统#以质子

移动力!

*,V

"或
+!*

的分解为能量来源#能将进入体内的药

物泵出体外#使菌体内的药物浓度不足而导致耐药$

"89'

年#

1LGG

等)

"

*在研究大肠杆菌对四环素的耐药性时首次发现了抗

生素的主动外排机制$随后研究者又逐渐发现多种外排系统#

其中研究比较透彻的是大肠杆菌的
+-P+1

$近年来#阴沟肠

杆菌耐药水平不断上升#这可能与主动外排作用有关#但这方

面的研究尚不多见$氰氯苯腙!

222*

"作为
"

种主动外排泵抑

制剂#通过抑制外排泵能量来源起作用$作者通过研究泵抑制

剂
222*

对粤西地区
9&

株阴沟肠杆菌耐药水平的影响#对外

排系统基因进行扩增#以探讨主动外排机制与阴沟肠杆菌多重

耐药的关系$

A

!

材料与方法

A$A

!

菌株来源
!

#''9

年
:

月至
#'"'

年
(

月临床分离阴沟肠

杆菌来自广东医学院附属医院和湛江中心人民医院门诊和住

院感染者标本$

A$B

!

主要试剂
!

头孢他啶!

2+[

"购自海南卫康制药!潜江"有

限公司#阿奇霉素!

+[,

"和左氧氟沙星!

H0̀

"购自浙江医药

股份有限公司新昌制药厂#阿米卡星!

+,X

"购自大理药业有

限公司#四环素!

!0!

"购自北京经科宏达技术有限公司$

222*

标准品购自
=<

R

IL

公司$

H1

肉汤%营养琼脂培养基%

,Z

培养基均购自杭州天和微生物试剂有限公司$

3W+

提取

试剂盒%

*2O

反应体系%

3W+ ,LPSEP

%琼脂糖凝胶回收试剂

盒%载体
J

,3"9/!

均购自大连宝生物生物技术有限公司$琼

脂糖购自广州英韦创津$感受态细胞制备试剂盒购自碧云天

生物技术有限公司$

A$C

!

分离鉴定
!

阴沟肠杆菌接种于营养琼脂培养基#

&%i

培

养
"9

!

#7D

#挑取单个菌落#配制成菌液#利用
K̀!0X/#

全自

动细菌鉴定仪!法国生物梅里埃公司"进行鉴定#细菌培养方法

参照-全国临床检验操作规程.

#

版进行操作$

A$D

!

外排表型测定
!

采用琼脂稀释法测定)

#

*

$抗生素的终浓

度依次为
'$':#(

%

'$"#('

%

'$('''

%

"$''''

22

#(:$''''

%

("#$''''I

R

&

H

#药液和培养基按
#IHj"9IH

配制药物琼

脂平板#用生理盐水稀释菌液为
'$(

个麦氏浊度#取
#

#

H

菌液

接种于培养基相应位置#

&%i

培养
"9

!

#7D

#读取最小抑菌浓

度!

,K2

"$药敏结果均依照临床实验室标准化研究所!

2H)K

"

#'':

年
,"''/)":

标准判读)

&

*

$以大肠埃希菌!

+!22#(8##

"

作为质控菌株$制备同时含有
222*

的
,Z

琼脂#使其终浓

度为
"'

#

R

&

IH

#检测对头孢他啶%阿米卡星%阿奇霉素%左氧氟

沙星%四环素的
,K2

值$以加入
222*

后的
,K2

值比不加时

的
,K2

值#降低
7

倍或以上者作为外排表型阳性判定标准$

同时#将各菌株接种于只含上述浓度的
222*

而不含抗生素的

,Z

琼脂作为生长对照)

7

*

$

A$G

!

*2O

扩增外排基因

A$G$A

!

3W+

模板制备
!

挑取营养琼脂培养基上过夜培养的

单个菌落#接种于
#IHH1

肉汤中过夜培养#然后严格按照

3W+

提取试剂盒说明书提取基因组
3W+

作为
*2O

扩增

模板$

,
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A$G$B

!

扩增引物序列及设计
!

L-P+

引物根据登录号为

+_&':&98

的铜绿假单胞菌全序列设计#

L-P1

和
@?<2

引物根据

登录号为
W2

1

'"7"#"

的阴沟肠杆菌设计#各引物序列及主要

反应条件见表
"

$

A$L

!

*2O

扩增
!!

反应体系总体积为
('

#

H

(蒸馏水
&(

#

H

#

模板
"$%(

#

H

#

BW!*7

#

H

#

"'b.AFFEP(

#

H

#上下游引物各
#

#

H

#

!L

M

酶
'$#(

#

H

#离心混匀后置
*2O

仪上进行扩增$

L-P+

基因反应条件(

87i

预变性
(I<>

'

87i

变性
"(=

#

(9i

退火

&'=

#

%#i

延伸
7'=

#共
&'

个循环'最后
%# i

延伸
"'I<>

$

L-P1

基因反应条件(

87i

预变性
(I<>

'

87i

变性
"(=

#

(7i

退火
&'=

'

%# i

延伸
7'=

#共
&'

个循环'最后
%# i

延伸
"'

I<>

$

@?<2

基因反应条件(

87i

预变性
(I<>

'

87i

变性
"(=

#

(:i

退火
&'=

#

%#i

延伸
#'=

#共
&'

个循环'最后
%#i

延伸

"'I<>

$扩增产物均保存于
7i

$每次都以蒸馏水为阴性对

照#以已测序证实菌株为阳性对照$取
(

#

H*2O

产物和
"

#

H

:bG?LB<>

R

.AFFEP

充分混合后加样#

L-P+

和
L-P1

以
3H#'''

为

,LPSEP

在
"c

琼脂糖凝胶中电泳#

@?<2

以
3H(''

为
,LPSEP

在

#c

琼脂糖凝胶中电泳#

9'`

电泳
('I<>

#然后用凝胶成像系

统观察并照相$

A$M

!

测序及序列分析
!

*2O

产物用凝胶回收试剂盒进行纯

化#与载体
J

,3"9/!

连接过夜#然后转化到感受态细菌中#接

种于含
"''

#

R

&

IH

氨苄西林的
H1

平板中过夜培养#

*2O

扩

增鉴定连接成功后#转化菌液送广州英俊公司进行测序$用美

国国立生物医学信息中心!

W21K

#

D@@

J

(&&

QQQ$>GI$><D$

R

?N

&"上的
.GL=@

分析#将测序结果与
fE>.L>S

中的核苷酸序列

进行同源性比较$

表
"

!!

引物序列和主要反应条件

扩增基因 引物序列!

(T

%

&T

" 产物长度!

.

J

" 退火温度!

i

" 延伸时间!

=

"

L-P+ V

(

++f+!+!2+!f++2+++++2+f+fff!!++2f ""87 (9 7'

O

(

++++f2!!!!++f+2!!ff!!!f!!2+f+2!f

L-P1 V

(

f+++ff22++2+f2!!++2 9'' (7 7'

O

(

f+f2!ff+f!2+ff+!2++2

@?<2 V

(

!f22f2+f!!+ff2!!+ff! "&8 (: #'

O

(

2!2+f!!2+2f22f!!!ff+

B

!

结
!!

果

B$A

!

222*

对药物抗菌活性的影响
!

应用泵抑制剂
222*

共

筛选出
:9

株外排泵阳性菌株#以头孢他啶%阿米卡星%阿奇霉

素%左氧氟沙星%四环素为底物#分别有
&'

%

&:

%

"8

%

&#

%

#9

株阴

沟肠杆菌在
"'

#

R

&

IH222*

条件下
,K2

值降低
7

倍或
7

倍

以上#其中有
"8

株同时对
&

种及
&

种以上抗生素有外排作用$

加入
222*

后#对
(

种药物的耐药率均呈不同程度下降#下降

率分别为
"($%c

%

"'$8c

%

:$'c

%

"'$9c

%

"'$8c

#经
!

检验#比

较
222*

应用前后
(

种抗生素
,K2

值变化#差异有统计学意

义!

"

#

'$'(

"$结果见表
#

$

表
#

!!

应用
222*

前后
(

种抗生素对阴沟肠杆菌

!!!!

,K2

值变化情况

抗生素 几何平均数!

I

R

&

H

"

,K2

!

I

R

&

H

"

O

)

*

!

c

"*

2+[ #9$' '$':#(

!

("#$'''' :'

!

%#$&

"

2+[4222* "&$& '$':#(

!

#(:$'''' 7%

!

(:$:

"

+,X 97$& "$''''

!

("#$'''' (#

!

:#$%

"

+,X4222* ":$8 '$('''

!

"#9$'''' 7"

!

78$7

"

+[, 97$& 9$''''

!

("#$'''' :8

!

9&$"

"

+[,4222* 78$9 #$''''

!

#(:$'''' :7

!

%%$"

"

H0̀ 9$& '$':#(

!

#(:$'''' (#

!

:#$%

"

H0̀ 4222* &$9 '$':#(

!

"#9$'''' 7&

!

("$8

"

!0! 9%$8 9$''''

!

("#$'''' %#

!

8#$9

"

!0!4222* 7"$" 7$''''

!

"#9$'''' :9

!

9"$8

"

B$B

!

外排泵基因
L-P+

扩增结果
!

9&

株阴沟肠杆菌中#

((

株

菌检出
L-P+

基因#检出率为
::$#%c

#目的片段
""87.

J

$

(%

株菌检出
L-P1

基因#检出率
:9$:%c

#目的片段
9''.

J

$

:#

株

菌检出
@?<2

基因#检出率
%7$%'c

#目的片段
"&8.

J

$外排泵

基因
L-P+

%

L-P1

%

@?<2

扩增产物电泳结果分别见图
"

%

#

和
&

$

&

种基因全部为阳性的菌株有
("

株#占总数的
:"$7(c

'全部为

阴性的有
"%

株#其中部分基因检出的菌株有
"(

株#根据基因

检出情况#将细菌分为
(

个组#结果见表
&

$测序结果与
fE>/

.L>S

上的相应基因信息进行
1GL=@

比对分析#所测
L-P+

基因

序列与登录号为
3a:%88::

阴沟肠杆菌同源性为
8(c

#

L-P1

基因序列与登录号为
+,#9%#9%

阴沟肠杆菌同源性为
"''c

#

@?<2

基因序列与登录号为
+,#9%#99

同源性为
"''c

$

!!

注(

"

表示
3W+ ,LPSEP

!

3H#'''.

J

"'

#

表示阴性对照'

&

表示阳

性对照'

7

表示待测标本$

图
"

!!

L-P+

基因
*2O

扩增结果电泳图

!!

注(

"

表示
3W+ ,LPSEP

!

3H#'''.

J

"'

#

表示阴性对照'

&

表示阳

性对照'

7

表示待测标本$

图
#

!!

L-P1

基因
*2O

扩增结果电泳图

表
&

!!

外排系统基因分组情况

组别
L-P+ L-P1 @?<2 *

!

c

"

" 4 4 4 ("

!

:"$7(

"

# 4 4 6 7

!

7$9#

"

& 6 4 4 #

!

#$7"

"

7 6 6 4 8

!

"'$97

"

( 6 6 6 "%
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#'$79
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表示待测标本$

图
&

!!
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基因
*2O

扩增结果电泳图
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!

讨
!!

论

随着抗生素广泛应用#细菌耐药性越来越严重#甚至出现

了多重耐药株$外排泵系统作为细菌的
"

种非特异性耐药机

制#可引起细菌对部分药物的固有耐药$

)-DAIL-DEP

等)

(

*报

道#由于
OW3

家族外排系统的有效表达#导致细菌体内利奈

唑胺浓度明显下降$后来大量研究证明#外排泵和许多细菌耐

药性有关#如大肠埃希菌%绿脓杆菌%枯草杆菌%鲍曼不动杆菌

等)

:

*

$目前共发现
#'

多种外排系统#根据氨基酸序列的同源

性可分为
(

个超家族(易化子家族%多药和毒物外排家族%耐药

结节细胞分化家族%小多重耐药家族以及
+!*

结合盒家族)

%

*

$

其中耐药结节细胞分化家族
+-P+1/!?G2

外排系统是导致革

兰阴性菌多重耐药性的重要因素#以消耗质子动力而实现外

排#由泵转运子
+-P1

%周质融合蛋白
+-P+

%外膜通道蛋白

!?G2

三部分构成)

9/"'

*

$

222*

是
"

种解耦联剂#通过抑制质子转运阻断外排泵能

量来源而破坏其主动外排作用#使药物在细菌体内的积累量增

加#从而使细菌对药物的敏感性增加$本次研究结果显示#应

用
222*

后#

9&

株阴沟肠杆菌对药物的耐药水平呈现不同程

度下降#表明
222*

对于药物外排作用有预定的抑制功能#主

动外 排 系 统 在 阴 沟 肠 杆 菌 中 普 遍 存 在$其 中 有
:9

株

!

9"$8&c

"在
"'

#

R

&

IH222*

条件下#对药物的
,K2

值降低
7

倍或
7

倍以上#部分多重耐药菌株的药物敏感性大幅度提高#

甚至达到了敏感株水平#这表明主动外排系统在阴沟肠杆菌多

重耐药中具有重要作用#外排泵抑制剂的开发对于治疗由外排

泵引起耐药的细菌引起的感染具有重要意义$本次研究结果

显示#有
"8

株!

##$8'c

"菌同时对
&

种及
&

种以上抗生素有外

排作用#表明外排系统具有底物广泛性特点#这也是外排系统

导致细菌多重耐药的
"

个重要原因$

本次
*2O

扩增结果显示#

9&

株阴沟肠杆菌
L-P+

%

L-P1

%

@?/

<2&

种外排系统的基因阳性率均大于
:($''c

#

((

株菌检出

L-P+

基因#检出率为
::$#%c

'

(%

株菌检出
L-P1

基因#检出率

为
:9$:%c

'

:#

株菌检出
@?<2

基因#检出率为
%7$%'c

$其中
&

种基因均为阳性的菌株有
("

株!

:"$7(c

"#全部为阴性的有

"%

株!

#'$79c

"#表明外排系统在多重耐药阴沟肠杆菌中广泛

存在#与外排表型测定结果基本一致$结合外排表型实验分

析#

:9

株外排阳性菌株中有
:'

株外排基因阳性#其中
78

株
&

种外排基因均为阳性#

:

株
&

种外排基因均为阴性#表明阴沟

肠杆菌中还存在其他外排系统'

"(

株外排表型阴性株中有
""

株
&

种基因均阴性#但也有
9

株外排基因测定阳性#其中
&

种

基因均阳性有
#

株#这表明可能由于外排系统在这些菌株中作

用不明显%药物本身结构差异性或者不同基因之间表达水平不

同#导致测定结果具有一定的差异$结合药敏实验结果分析得

知#外排系统既存在于耐药株又存在于敏感株中#但对耐药株

的影响更大$

综上所述#

222*

作为
"

种质子转运解耦联剂#能提高细

菌对部分药物的敏感性$主动外排系统普遍存在于阴沟肠杆

菌中#与其耐药性尤其是多重耐药具有一定的关系$但是关于

外排系统本身的研究及与耐药性的关系还有一系列问题要阐

明#如外排基因表达水平与细菌耐药水平的关系#外排泵底物

与耐药表型的关系及外排基因表达调控机制等$因此#对于阴

沟肠杆菌外排系统的研究#必将为寻求新的%更有效的外排泵

抑制剂或开发新的抗生素奠定坚实的理论基础$
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