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了解烟台地区临床分离铜绿假单胞菌整合子的分布及耐药基因盒携带情况!探讨整合子与菌株耐药的相关

性&方法
"

菌株鉴定及药敏试验采用
[X72]#

全自动细菌分析仪&整合子及可变区检测采用
U)T

法!并采用限制性片段长度

多态性分析和测序分析进一步确定可变区耐药基因盒类型&结果
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基因盒为首次出现的新基因盒排列方式!并已登录
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&结论
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烟台地区铜绿假单胞菌整合

子类型分布为
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类整合子!整合子携带菌株与铜绿假单胞菌耐药密切相关&
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为了解整合子与铜绿假单胞菌$
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&耐药的关系#本研究对
#''&

年
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月至
#'"'

年
(

月烟台

地区三家综合医院$烟台毓璜顶医院'烟台山医院和烟台海港

医院&临床分离的
"''

株
U!

整合子类型及耐药基因盒进行了

检测#现报道如下*
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资料与方法
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菌株来源
"
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均来自
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年
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月至
#'"'

年
(

月烟台

地区三所医院临床分离并保存的非重复菌株
"''

株*菌株鉴

定及药敏试验均采用法国生物梅里埃公司
[X72]#

全自动细

菌分析仪*质控菌株采用
U! !7))#A&%=

$山东省临床检验

中心&*

>$?

"

仪器与试剂
"

引物由上海英骏公司合成#
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酶'
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购自大连宝生生物公司#
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产物及克隆试剂盒'
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购自上海捷瑞公

司*仪器为法国生物梅里埃公司
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全自动细菌分析仪

及配套的细菌鉴定和药敏鉴定板条'
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凝胶成像

系统等*
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方法
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整合子及整合子
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可变区
U)T

检测
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细菌模板提取

采用煮沸法(
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及可变区基因引物设计参照文献
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)#见表
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*整合子基因检测
U)T

反应体系设
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*整合子可变区
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长链高保真
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整合子基因检测所需引物序列
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整合子可变区双酶切分析
"

对于整合子可变区
U)T

扩增产物相似性条带采用
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和
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进行双酶切以确定

整合子基因盒类型*酶切反应体系为
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产物纯化'克隆及测序
"

纯化后
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产物连接
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载体转化至
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制备的大肠杆菌
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*

感受态细

胞#经氨苄西林$
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培养基进行蓝白斑筛选#挑选

白色菌落涂布平板#菌落
U)T

筛选阳性克隆#阳性克隆菌株提

取质粒送上海英骏公司进行双向测序*
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统计学处理
"

测序拼接结果在
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进行比对分析#

确定整合子类型#并详细分析整合子可变区详细基因序列*各

种率的比较采用
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# 检验*
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整合子检测分析
"
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株
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中
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基因#检
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类整合子可变区检测分析
"
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株
X+HX"

阳性菌株扩增

出两种大小相似条带#其中条带大小约为
3%''.
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株#条带

大小为
#%''.

E
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株*两种条带分别显示同一种酶切类型#

见图
"

*从而确定为同一种整合子类型*分别选取其中
"

株

U)T

产物经纯化后克隆#克隆产物送上海英骏公司进行双向

测序#测序结果经核酸序列比对$

,FI@H
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子基因盒排列分别为
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新的耐药基因盒排列方式#其序列已递交
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#并已取得

基因号$
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双酶切结果

#均为同一条带整合子$
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表
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类整合子阴'阳性
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菌株耐药率比较

药物名称
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耐药表型分析
"

见表
#

*
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"

讨
""

论

U!

由于具有多重耐药'易定植和易变异等特点己成为医

院内感染的主要病原菌之一*据全国医院内感染监测网调查

报告显示#

U!

占医院内感染病原菌分离率的
"'$=_

#在革兰

阴性杆菌中列第
#

位%其感染的发生与免疫受损'侵入性操作'

广谱抗菌药物的使用有关*
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耐药形成的一个重要原因是

该菌具有超强获取外界耐药基因的能力(

=

)

#并且借助基因传播

元件如整合子'转座子和质粒在菌属内及不同菌属间水平传递

耐药基因#造成耐药菌株广泛流行#已经成为世界范围内所面

临的严重问题*

整合子是一基因捕获并表达元件#是由
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和
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(
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于
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年首次提出#被认为与细菌水平转移耐药基因密切相

关*根据整合酶基因编码氨基酸的差异目前已出现
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种耐药

相关整合子#其中
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类整合子与耐药基因的转移密切

相关*

本研究结果显示#烟台地区
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类整合子在
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中的检出率

为
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#与国内报道整合子检出率基本一致(
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*本研究未发

现
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类整合子#推测可能与
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类整合子在
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中检出率

低有关*本研究同时显示#
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类整合子阳性菌株对多数抗菌药

物耐药率显著高于
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类整合子阴性菌株#提示
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多重耐药可

能与
$

类整合子流行有重要关系(
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本研究发现
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类整合子阳性细菌所携带基因盒与其耐药

表型关系密切#说明基因盒中耐药基因介导了细菌相应耐药

性#整合子对介导细菌耐药性起重要作用*
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*目前已发现
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综上所述#开展整合子类型检测不仅有助于监测菌株耐药

动态'控制耐药菌株的传播和流行#而且可以通过对整合子介

导的分子耐药机制的深入研究开发新型抗生素种类#为临床治

疗'延缓耐药菌株的发生均有积极意义(
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检验步骤

>$@$A$>

"

总
T<!

"

每份样本取冻存组织
%'

!

"''4

5

#使用

总
T<!

提取试剂盒#用离心柱法进行总
T<!

提取*

>$@$A$?

"

Ne!U-

基因
4T<!

逆转录合成
/1<!

和实时定

量
U)T

"

基因
4T<!

表达测定采用王攀等(

3

)方法#使用

7ST2@/G?

E

H:d,TYGCC+

R

逆转录$

T7

&

BU)T]?H

#按说明书

操作#通过逆转录合成
/1<!

#反应条件为!

#%`%4?+

#

=A`

"N

#

(%`%4?+

*采用
:d,TYGCC+

$

荧光染料掺入法进行实

时定量
U)T

反应*每个样品做两个平行#并设双蒸水空白对

照*扩增条件!

(=̀

预变性
0'@

%

(=̀ ='@

#

%%̀ 3'@

#

3'

个

循环*

>$@$A$@

"

Ne!U-

基因
4T<!

实时定量
U)T

检测
"

Ne!U-

基因
4T<!

实时定量
U)T

检测(

3

)标准曲线的制定为校正定

量过程中不同样品
T<!

中
4T<!

含量的差异#选用
+

BI/H?+

基因作为内参照对
T<!

含量变异进行校正*以
/1<!

为模

板#

+

BI/H?+

基因为引物进行扩增#将此质粒原液各稀释度作为

标准曲线参照品#按
"'

"'

'

"'

(

'

"'

&

'

"'

A

'

"'

0

'

"'

%

'

"'

3

'

"'

=

/*

EP

"

4-

与测定循环数$

)H

&制作标准曲线*

>$@$A$A

"

高危型
8U[

检测
"

使用高危型
8U[

$

&

个型&核酸

定量检测试剂盒#按说明书对相关样本进行检测*

>$@$A$D

"

样本检测
"

取慢性宫颈炎'

)X<

$!)

和宫颈癌组

织各
#'

份#每份
#''

!

%''4

5

冻存#每份样本再取
%'

!

"''

4

5

提取
T<!

#逆转录合成
/1<!

和进行实时定量
U)T

检测#

并设双蒸水空白对照*

>$A

"

统计学处理
"

采用
:U::"=$'

统计软件进行分析#以
!

#

'$'%

为差异有统计学意义*

?

"

结果

?$>

"

Ne!U-

基因
4T<!

检测
"

慢性宫颈炎组'

)X<

$!)

组和宫颈癌组
Ne!U-

基因
4T<!

相对表达量分别为
%$#&b

"'

=

'

%$3=b"'

=

'

3$##b"'

3

'

"$=0b"'

%

'

0$A(b"'

&

/*

EP

"

4-

#慢

性宫颈炎组'

)X<

$!)

组
Ne!U-

基因
4T<!

相对表达量

明显低于宫颈癌组$

!

#

'$'%

&#慢性宫颈炎组与
)X<

$!)

组

比较#差异无统计学意义$

!

$

'$'%

&*

?$?

"

高危型
8U[

检测
"

见表
"

*

表
"

""

各组高危型
8U[

检测结果比较

组别
(

检出率$

_

&

慢性宫颈炎组
#' "%

)X<

$

组
#' #'

)X<

(

组
#' 3%

)X<

)

组
#' 0%

宫颈癌组
#' &%

@

"

讨
""

论

Ne!U-

基因编码一种聚合锚定蛋白#有利于其在分裂前

期适时从染色体臂解离*

Ne!U-

基因过表达使姐妹染色单

体过早解离#并且扰乱有丝分裂和胞质分裂#从而诱导染色体

不稳定性#促进肿瘤形成(

"

#

%

)

*

]MG*JI

等(

0

)实验显示#在
)X<

和宫颈癌组织中
Ne!U-

基因表达增加#预示
Ne!U-

基因高

表达可作为宫颈癌早期诊断指标*有研究表明
Ne!U-

基因

是宫颈癌特异性高表达基因*曹春霞等(

A

)用
T7BU)T

技术扩

增
Ne!U-B/1<!

片段连接到
E

91"&#7

载体#证实载体能够

表达
Ne!U-

蛋白*本研究应用
\hBU)T

检测慢性宫颈炎'

)X<

$!)

和宫颈癌组织中
Ne!U-

基因
4T<!

表达#结果

表明在所有实验组中均有
Ne!U-

基因
4T<!

表达#且随宫

颈病变程度加重
Ne!U-

基因
4T<!

表达量逐渐上升*宫颈

癌组表达量明显高于慢性宫颈炎组'

)X<

$ ! )

组#表明

Ne!U-

基因在宫颈癌发生'发展中可能起极其重要的作用*

高危性
8U[

感染是宫颈癌及癌前病变主要标志物(

&

)

*

本研究对临床样本进行高危型
8U[

检测#在宫颈癌组织中的

检出率达到
&%_

#慢性宫颈炎'

)X<

$!)

组织中的检出率为

"%_

!

0%_

#表明高危型
8U[

与宫颈癌发生密切相关#与文

献报道较一致#但并不能直接说明发生宫颈癌变#而
Ne!U-

基因
4T<!

高表达才能说明发生宫颈癌变*本研究结果表

明#检测
Ne!U-

基因
4T<!

表达对宫颈癌有诊断价值#但还

需对大批量宫颈癌临床样本进行检测#结合病理分析#确定

Ne!U-

基因
4T<!

表达的临界值#才能将这一方法用于临

床样本检测#成为一项诊断宫颈癌的既有价值又实用的技术*
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