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类整合子!探讨其与细菌耐药性的关系%方法
!

以
YK4N[23DO

微生物自动分

析仪进行细菌鉴定和药敏试验&

UMS

扩增
&

类整合酶基因!电泳分析
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扩增产物%结果
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类整合子阳性
U3

对氨基糖苷类$喹诺酮类及头孢菌素类药物的耐药率较高%
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类整合子阳性
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多药耐药
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整合子通过位点特异性重组捕获耐药基因并使之表达#是

耐药基因水平播散的主要原因)铜绿假单胞菌$

U06:(5E5180

86?:

@

/1508

#

U3

%是引起医院感染的重要条件致病菌#其耐药机

制复杂多样)研究细菌整合子与耐药性的关系#能为临床治疗

感染提供依据)本文对
""'

株
U3

进行分析#以探讨整合子介

导多药耐药性的机制)

@

!

材料与方法

@+@

!

菌株来源
!

&))%

年
!

月至
&)")

年
!

月分离自临床标本

的铜绿假单胞菌
""'

株#按菌株来源数排列依次为痰标本
!$

株*脓液
&$

株*咽拭子
"&

株*尿
")

株*伤口分泌物
")

株*血液

#

株)

@+A

!

主要仪器与试剂
!

$

"

%仪器!

YK4N[23DO

自动鉴定系统

及配套试剂$

L/5E6?/67V

#法国%*

%'))

型聚合酶链反应$

A

59

C

2

E6?806><8/1?68>;/51

#

UMS

%扩增仪$

UNS[KQNGDNS

#美国%*

D:9;/

A

<5?

'

型
UMS

产物电泳仪$

U<8?E8>/8G[L

#瑞典%*

KE2

8

@

6j:81;-))

型凝胶成像系统$

\NR689;<>8?6

#美国%)$

&

%试

剂!

48

F

Q̂3

聚合酶*

(Q4U

混合液$

&!EE59

"

G

%*

Q̂3

分子标

准参照物*琼脂糖*溴化乙啶*

Q̂3

纯化试剂盒*

D/1/LNO4

U980E/(U:?/=/>8;/51[/;Y6?+&+)

*限制性内切酶
N>5S

&

*

R/1=

&

购自
48]8?8

公司#引物由
48]8?8

公司合成)质控菌株为铜

绿假单胞菌
34MM&*#!$

$由卫生部临床检验中心提供%)携带

&

类整合子的
U3

菌株由本实验室保存#作为
UMS

阳性对照)

@+B

!

方法

@+B+@

!

药敏试验
!

采用
\QO

检测卡测定
""

种抗菌剂对
""'

株
U3

及质控菌株的最低抑菌浓度#按仪器及试剂说明书要求

进行操作)

@+B+A

!

Q̂3

模板的制备
!

将
""'

株
U3

分别接种于
GL

培养

基中#

$*X

培养过夜#取菌液
!)

"

G

加入
-!)

"

G

双蒸水中#沸

水浴
")E/1

后立即放至冰浴冷却#

"))))?

"

E/1

条件下离心
$

E/1

$离心半径
#+!>E

%#取上清液
J#)X

保存备用)

@+B+B

!&

类整合子基因检测
!&

类整合子基因扩增引物!上

游
!i2MM4 MMM \M3 M\3 4\3 4M2$i

#下游
!i24MM 3M\

M34M\4M3\\M2$i

#扩增片段为
&#!B

A

$与
/1;K"

片段大小

相符'

"

(

%)

!)

"

GUMS

反应体系为
")_UMS

缓冲液
!

"

G

*

(Q4U

混合液
!

"

G

*

&!DE D

@

M9-

"

G

*

48

F

Q̂3

聚合酶
)+&!

"

G

*引物各
"

"

G

*模板
Q̂3&

"

G

)

UMS

扩增条件!

%- X !

E/1

&

%-X"E/1

*

!'X"E/1

*

*&X"E/1

#循环
$!

次&

*&X

")E/1

)扩增产物用含溴化乙锭的
&),

琼脂糖凝胶进行电泳

分析)

@+B+C

!&

类整合子可变区扩增及
Q̂3

序列分析
!&

类整合

子可变区扩增引物!上游
!i2\\M34MM33\M33\M2$i

#下游

!i233\M3\3M44\3MM4\342$i

)

UMS

反应体系同上)

UMS

扩增条件!

%- X -E/1

&

%- X -!0

*

!! X -!0

*

*& X

$E/1

#循环
$!

次&

*&X")E/1

)扩增产物点用分析同上)

@+C

!

统计学处理
!

采用
OUOO")+)

统计学分析软件)率的比

较采用
#

& 检验#

!

$

)+)!

时比较差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A+@
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类整合子基因检测
!

&!+%,

$

$)

"
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%的菌株检出
&

类

+
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国际检验医学杂志
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年
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期
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整合子!

!

类整合子
!"#

产物电泳结果见图
$

!

!%!

!!

类整合子可变区检测
!

&'

株
!

类整合子阳性菌株扩增

出的
!

类整合子可变区大小包括
(''

"

$'''

"

$(''

"

$)''

和

*$''+

,

!根据以质粒
-./

为模板检出的
!

类整合子可变区的

大小#可将质粒
-./

上的整合子分为
0

种整合子谱#见图
*

!

!!

1

$

-./

分子标准参照物%

$

$阳性对照%

*

$阴性对照%

&

"

0

$临床阳

性菌株!

图
$

!!!

类整合酶基因扩增产物电泳结果

!!

1

$

-./

分子标准参照物%

$

"

0

$依次分别为
(''

"

$'''

"

$(''

"

$)''

和
*$''+

,

!

图
*

!!

0

种整合子谱电泳分析

!%"

!!

类整合子与细菌耐药性关系
!!

类整合子阳性与阴性

菌株对抗菌剂的耐药率分析结果见表
$

!

表
$

!!!

类整合子阳性及阴性菌株耐药率

抗菌剂
阳性菌株

耐药率&

2

'

阴性菌株

耐药率&

2

'

#

*

!

氨苄青霉素
)'%0 3&%$ *4%'4

"

'%'0

庆大霉素
40%5 &$%) &0%)$

"

'%'0

环丙沙星
&0%5 *0%) $%30

#

'%'0

阿莫西林(克拉维酸
&&%& $*%& )%*(

"

'%'0

头孢他啶
3'%3 *0%) &%'(

#

'%'0

哌拉西林
05%$ &5%$ 0%'0

"

'%'0

哌拉西林(他唑巴坦
*(%* $3%5 *%5)

#

'%'0

丁胺卡那
5(%* &%3 )*%)4

"

'%'0

复方新诺明
$'' *0 5'%$

"

'%'0

头孢噻肟
)%0 (%' '%$5

#

'%'0

亚胺培南
*%& &%( '%'$

#

'%'0

!%#

!!

类整合子与细菌
1-#

的相关性
!!

类整合子阳性菌株

多药耐药率为
4'%'2

&

*3

(

&'

'#阴性菌株多药耐药率为
$5%32

&

$0

(

4(

'#二者比较差异有统计学意义&

#

*

600%&$

#

!

"

'%'0

'!

"

!

讨
!!

论

!/

是下呼吸道感染主要致病菌#对多种抗菌剂耐药#易

导致感染的反复发作#甚至暴发流行#这与其所具有的复杂的

耐药机制密切相关)

*

*

!研究细菌整合子有利于了解细菌多药

耐药性发生和转移的机制!本研究显示#在
!/

阳性标本中#

0(2

&

(0

(

$$(

'来源于呼吸道标本#比严莲珍等)

&

*的报道

&

33%'$2

'略高#可能与气管插管"流感病毒感染及其他各种炎

症等因素导致呼吸道黏膜损伤#在鞭毛或蛋白酶作用下#

!/

易于移生"黏附在呼吸道黏膜有关)

3

*

%

*4%32

&

&&

(

$$(

'的
!/

阳性标本来源于伤口创面#可能与
!/

分布广泛和医院隔离消

毒不彻底有关)

0

*

!药敏试验显示#本次所分离的
!/

对多种抗

菌剂耐药#对青霉素类"头孢菌素类"氨基糖苷类"单环
$

7

内酰

胺类以及磺胺类抗菌剂呈多药耐药!

整合子是存在于细菌质粒"染色体或转座子上的遗传结

构#可以捕获耐药基因#使细菌产生多药耐药性#给临床治疗带

来极大的困难)

(

*

!整合子自身不能移动#但可作为转座子的一

部分或借助可移动性质粒在同种或不同种细菌间播散#造成细

菌耐药性的扩大#也是细菌产生多药耐药性的重要原因!根据

整合酶的不同可将整合子分为
(

类#在临床分离菌株中以
!

类整合子最为常见)

5

*

!

!

类整合子由三部分组成#两端为高度

保守序列&

89:;<=><?;<

@

A<:8<

#

"B

'#即
0C"B

和
&C"B

#二者间为

由
$

个或多个外来插入基因盒组成的可变区)

4

*

!整合酶介导

的基因盒的整合主要发生在
DEE"

和
DEEF

之间#通过整合子的

整合#使耐药基因不断累积#从而使细菌获得耐药性和&或'多

药耐药性!目前在
!

类整合子可变区中发现的基因盒已超过

4'

种#多为耐药基因盒#其编码产物可使细菌对几乎全部常用

抗菌剂耐药)

)

*

!本研究中#

!

类整合子携带率为
*0%)2

&

&'

(

$$(

'#

!

类整合子阳性菌株的耐药率高于阴性菌株#且
!

类整

合子阳性菌株的多药耐药率达
4'2

&

*3

(

&'

'#与文献报道)

$'

*

略有差异#有待进一步深入探讨!

研究发现
!

类整合子可变区以
4''

"

$'''

和
$0''+

,

最

为常见)

$$

*

!不同地区来源菌株或不同种属菌株若整合子基因

簇的大小相同#通常所含的耐药基因也相同!本研究所检测的

整合子可变区片段大小包括
(''

"

$'''

"

$(''

"

$)''+

,

和

*$''+

,

#属于广泛分布的优势整合子!

!

类整合子在与
!/

产生耐药性的遗传机制密切相关#是引

起细菌多药耐药的重要因素!由于抗菌剂的种类和用量日趋增

多#导致细菌面临更大的抗菌剂选择压力)

$*

*

!本研究客观反映

了本院临床分离
!/

菌株整合子携带情况#发现整合子阳性菌

株多药耐药率高于阴性菌株#证实整合子介导了多药耐药性的

水平播散!抗菌剂的使用越广泛#携带新耐药基因的优势菌越

多#为
!

类整合子介导的多药耐药性细菌提供了选择性压力#有

可能使其耐药种类更多"传播更广泛!因此#需重视
!

类整合子

介导的细菌耐药性#加大监测力度#预防医院感染的发生!
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也呈正相关#相关系数分别为
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和
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讨
!!

论

!F"!

是反映成骨细胞活动和骨形成#以及胶原合成速度

的特异性指标)

0

*

!本研究显示#甲亢患者血清
!F"!

水平高于

对照组&

!

"

'%'0

'#且与
JJ&

"

JJ3

呈正相关#说明甲亢时伴随

骨的形成和吸收增加)

(

*

!

#Ǹ̀ 9PN

等)

5

*发现成骨细胞上存在三

碘甲 腺 原 氨 酸 核 受 体 &

:A8P<D=E=NN9?9EO

S

=9:N:<=<8<

,

E9=;

#

.J&#

'#甲状腺激素与其结合促成骨细胞生物活性和数量

增加!

F"J!

时新近建立的反映骨吸收的最佳生化指标#是目前

惟一知道的
!

型胶原特异标志物#其血浓度不受年龄"性别影

响)

4

*

!骨吸收过程中#在胶原酶作用下
!

型胶原纤维裂解释放

的
F"J!

以完整的免疫蛋白原形式进入血循环#是尿中可测定

的吡酚脱氧吡啶酚的前体!血清
F"J!

能确切反映骨胶原转

化率的微小变化)

)

*

!甲亢组
F"J!

水平上升#与
JJ&

"

JJ3

呈

正相关#表明甲亢时因骨分解代谢异常活跃#骨吸收过程加速

致
F"J!

升高#而与其清除率降低无关)

$'7$$

*

!由于
F"J!

由骨

组织释放入血后不再进一步降解#保持其原有结构不变%血

F"J!

经肾脏排出#只有肾小球滤过率小于
0'MT

(

MN:

时才引

起血
F"J!

升高&本研究中所有受试者均排除肾脏疾患'%目前

尚未发现肝脏参与
F"J!

代谢#故受试对象即使存在肝损害也

不会影响血
F"J!

水平!因此#可以认为本研究中#甲亢组血

F"J!

升高系骨吸收加强所致!

VW!

是目前最为灵敏的骨形成指标#由成骨细胞产生并

沉淀在骨基质!从骨髓中快速释放入血的
VW!

能真实反映

VW!

水平#其降解及转换过程迅速#可直接反映瞬间成骨细胞

活性和数量变化!本研究显示#甲亢组血清
VW!

含量高于对

照组&

!

"

'%'0

'#且
VW!

含量与血清
JJ&

"

JJ3

水平相关#与

年龄"性别及病程无关#说明甲亢患者血清
VW!

水平测定对于

甲亢性骨病的诊断"治疗及了解甲状腺的功能状态均有重要

意义!

/T!

在骨形成中由成骨细胞释放#促进骨质矿化#并引起

血清
/T!

增高!本研究表明#甲亢组
/T!

高于对照组#与

JJ&

"

JJ3

呈正相关#说明
/T!

活性升高与血清
JJ&

"

JJ3

增

高有关)

$*

*

!

综上所述#甲亢使骨吸收和骨形成在高位运行#呈现高转

换型骨代谢紊乱%甲状腺激素可直接参与骨代谢#且骨吸收过

程增加较为明显#造成骨量丢失#容易发生骨质疏松!深入研

究甲亢治疗过程中
!F"!

"

F"J!

"

VW!

和
/T!

的变化特征#对

甲亢骨质疏松的防治具有重要临床意义!

参考文献

)

$

* 李杨亮#陈烽#刘柳
%W=D><;

甲亢$&$

F

治疗中动态监测血清
J!Q7

/+

的临床价值)

G

*

%

国际检验医学杂志#

*'')

#

&'

&

$'

'$

)('7)(*%

)

*

* 李郑芳#明庆华#涂汝昌#等
%

甲状腺疾病与骨钙素)

G

*

%

中华骨质

疏松杂志#

*'''

#

(

&

*

'$

*(7*5

#

$4%

)

&

* 姜海红#刁迎斌#赵宏#等
%W=D><;

病患者甲状腺激素与骨密度及

骨转换指标的相关)

G

*

%

中国骨质疏松杂志#

*'$'

#

$(

&

5

'$

34'734*%

)

3

* 仇颖#邹艾桂#刘艳梅
%

甲状腺功能亢进患者的骨代谢变化)

G

*

%

中

国煤炭工业医学杂志#

*''(

#

)

&

$*

'$

$*)(%

)

0

*

#9EE<><<PG

#

B8O9AE<I

#

-<P<MD==<7>D:?<aDDPH/%B<=AM

,

=97

89PPD

L

<:

!

8D=+9Z

S

E<=MN:DP

,

=9

,

<

,

EN?<

&

!F"!

'

P<><P;EO=9A

L

O

,

A7

+<=E

S

$

=<PDEN9:E9O<N

L

OE><P98NE

S

D:?;<=AMO9=M9:<P<><P;

)

G

*

%

/8ED!D<?NDE=

#

$))5

#

4(

&

*

'$

$3&7$35%

)

(

*

1N

S

D[DYD1

#

J;A;ONMDJ

#

-<MA=DH%"D=+9Z

S

7E<=MN:DP

,

=9

,

<

,

7

EN?<9RE

S,

<

! ,

=989PPD

L

<:

&

!F"!

'

D:?8D=+9Z

S

7E<=MN:DPE<P9

,

<

,

7

EN?<9RE

S,

<

!

89PPD

L

<:

&

F"J!

'

D;;<:;NEN><MD=[<=;9R+9:<M<7

ED+9PN;MN:EO

S

=9N??N;<D;<

)

G

*

%I:?98=G

#

$))(

#

3&

&

(

'$

5'$75'4%

)

5

*
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