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·基础实验研究论著·

亚胺培南耐药鲍曼不动杆菌外膜蛋白与外排泵基因ａｄｅＢ分析


张之烽，周万青，曹小利，宁明哲，沈　瀚 ，张　葵△

（南京大学医学院附属鼓楼医院检验科，江苏南京２１０００８）

　　摘　要：目的　了解耐亚胺培南鲍曼不动杆菌中外膜蛋白表达以及外排泵基因ａｄｅＢ的分布情况。方法　收集该院２００８年

９月至２０１０年１２月亚胺培南耐药鲍曼不动杆菌６５株，采用ＰＣＲ方法扩增外膜蛋白ＣａｒＯ编码基因及外排泵ａｄｅＢ基因；聚丙烯

酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）分析耐药菌与敏感菌外膜蛋白表达的差异。结果　６５株菌均检出ＣａｒＯ编码基因与ａｄｅＢ基因，其中

２株菌ＣａｒＯ编码基因上游存在ＩＳＡｂａ１插入序列。ＳＤＳＰＡＧＥ显示，耐药菌株与敏感菌株在外膜蛋白上存在主要有大约２４×

１０３ 蛋白的缺失和４８×１０３ 蛋白的高表达。结论　外膜蛋白ＣａｒＯ和ａｄｅＢ基因在亚胺培南耐药鲍曼不动杆菌中广泛存在，ａｄｅＢ

基因的高表达以及外膜蛋白表达的差异是鲍曼不动杆菌对亚胺培南耐药的重要机制。
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　　近年来随着抗菌药物的广泛使用，临床分离的鲍曼不动杆

菌的耐药性日益严峻，尤其在重症监护病房，亚胺培南耐药菌

株使得碳青霉烯类药物的使用受限［１］。鲍曼不动杆菌耐药主

要是由于灭活酶的产生，外膜蛋白的缺失以及外排泵的高表达

等作用产生［２］。法国学者在鲍曼不动杆菌中发现ａｄｅＡＢＣ系

统［３］，Ｌｉｍａｎｓｋｙ等
［４］发现的ＣａｒＯ通道蛋白为亚胺培南进入

细菌的孔道，其表达的降低或缺失与外排泵一起介导鲍曼不动

杆菌对亚胺培南的耐药［５６］。为了解本院多药耐药鲍曼不动杆

菌对亚胺培南耐药的机制，本研究对ａｄｅＢ基因和ＣａｒＯ蛋白

进行了相关检测分析。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　收集本院２００８年９月至２０１０年１２月临床

分离的耐亚胺培南的鲍曼不动杆菌６５株，均属多药耐药菌。

其中分离自痰液的４３株、分泌物９株、腹水３株、导管头和脑

脊液各２株、尿液和血液各１株，其他５株，无重复分离株。按

来源科室分类，分别为ＩＣＵ２７株，老年科病房１４株，呼吸科７

株，其余１７株。大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２和铜绿假单胞菌

ＡＴＣＣ２７８５３作为药敏试验质控菌株。

１．２　仪器与试剂　ＰＣＲ扩增仪为ＰＥ公司产品；ＳＤＳＰＡＧＥ

电泳仪为ＢｉｏＲａｄ公司产品；凝胶成像分析系统为捷达公司；

ＰＣＲ引物由英俊公司合成；测序仪为 ＡＢＩ公司产品。Ｔａｑ

ＤＮＡ聚合酶、１０×ｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ
２＋）、ｄＮＴＰｓ为 ＴａＫａＲａ公司

产品；ＤＮＡ标记物为北京全式金公司产品；蛋白分子标记物为

Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司产品。ＡＴＢ３２ＧＮ细菌鉴定板条为法国生物

梅里埃公司产品。

１．３　方法

１．３．１　细菌鉴定和药敏试验　采用ＡＴＢ３２ＧＮ鉴定板条对临

床分离的鲍曼不动杆菌进行生化鉴定，ＫＢ法进行药敏试验。

１．３．２　外膜蛋白ＣａｒＯ及外排泵ａｄｅＢ基因的检测　煮沸法

提取细菌基因组ＤＮＡ。基因的扩增均参照文献［３４］合成引

物，其中，外膜蛋白ＣａｒＯ基因的上游引物５′ＡＴＧＡＡＡＧＴＡ

ＴＴＡＣＧＴＧＴＴＴＴＡＧＴＧ３′；下游引物５′ＴＴＡＣＣＡＧＴＡ

ＧＡＡＧＴＴＴＡＣＡＣＣ３′，产物大小为７５０ｂｐ。外排泵ａｄｅＢ基

因：上游引物５′ＡＡＡＧＡＣＴＴＣＡＡＡＧＡＧＣＧＧＡＣＴＡ３′；

下游引物５′ＡＴＴＧＴＣＡＣＣＴＴＧＴＧＧＣＡＡＣＣＣＴ３′，产物

大小为２７３ｂｐ。总反应体系为５０μＬ，其中１０×ｂｕｆｆｅｒ（含

Ｍｇ
２＋）５μＬ，ｄＮＴＰｓ（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ，

上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各２μＬ，ＴａｑＤＮＡ酶０．３μＬ，ｄＨ２Ｏ

３４．７μＬ。反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ，然后９４℃３０ｓ，５４℃

４５ｓ，７２℃４５ｓ，共３０个循环，最后７２℃延伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ产

·７１８２·国际检验医学杂志２０１２年１２月第３３卷第２３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．２３

 基金项目：南京市卫生局医学科技发展项目（ＹＫＫ１００６１）。　△　通讯作者：Ｅｍａｉｌ：ｚｋａｎｇｋｕｉ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ。



物经１．５％的琼脂糖凝胶电泳观察。

１．３．３　外膜蛋白的分析　外膜蛋白的制备：取０．５麦氏单位

的细菌１００μＬ接种于４ｍＬＬＢ培养液中，３７℃１８０ｒ／ｍｉｎ振

荡培养过夜，６０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，沉淀加入 ｐＨ７．０，５０

ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗１次，６０００×ｇ离心１０ｍｉｎ。沉淀加入１ｍＬ

ｐＨ７．０，１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣＬ冰浴超声破碎细胞，然后４℃１

６００×ｇ离心１０ｍｉｎ，去除碎片。上清４℃２１５００×ｇ离心３０

ｍｉｎ，去除上清。沉淀加入１ｍＬ含２％十二烷基肌氨酸钠的

ｐＨ７．４１０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ，室温放置３０ｍｉｎ，然后４℃２０５００×

ｇ离心４０ｍｉｎ，弃上清。沉淀加入ｐＨ７．０，１０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ６０

μＬ溶解，－７０℃冰冻保存待电泳。ＳＤＳＰＡＧＥ电泳：取蛋白

提取物２５μＬ与５μＬ５×ＳＤＳ上样缓冲液混合，于１００℃水浴３

ｍｉｎ后上样。分离胶与浓缩胶浓度分别为１５％和５％丙烯酰

胺，考马斯亮蓝Ｒ２５０染色观察。

２　结　　果

２．１　基因检测及序列分析　６５株耐亚胺培南鲍曼不动杆菌

中均检出ＣａｒＯ与ａｄｅＢ基因。将ＰＣＲ扩增产物纯化后进行测

序，结果在Ｇｅｎｂａｎｋ进行比对分析，同源性均为１００％。其中２

株检出 ＣａｒＯ基因上游存在ＩＳＡｂａ１插入序列（产物大小为

１８１３ｂｐ，登录号为 ＨＱ０２０４９８．１）。扩增电泳图见图１。

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；１～２：ａｄｅＢ基因；３～４：ＣａｒＯ基因；５～６：ＣａｒＯ基

因中插入ＩＳＡｂａ１序列。

图１　　ＰＣＲ扩增电泳图

２．２　外膜蛋白表达差异　亚胺培南耐药与敏感鲍曼不动杆菌

在外膜蛋白表达上存在明显差异。主要在分子量为大约４８×

１０３ 处蛋白的高表达和２４×１０３ 蛋白的缺失。图２中泳道５和

６为ＣａｒＯ基因上游检出插入序列菌株，大约在２９×１０３ 处缺

失一蛋白条带。另外，泳道２的耐药菌株在外膜蛋白上与敏感

菌株并无太大差异。

　　Ｍ：蛋白分子标记物；１：敏感菌株；２～６：耐药菌株。

图２　　ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果

３　讨　　论

鲍曼不动杆菌是院内感染的常见致病菌，主要引起免疫缺

陷患者的感染，一旦获得耐药，临床治疗就会相当困难。而多

药耐药的菌株一般都会合并几种耐药机制，其中，以主动外排

系统和外膜蛋白的通透性介导多种抗菌药物的敏感性下降或

耐药最为普遍［２］。目前，在不动杆菌中发现的主动外排系统主

要是法国学者在鲍曼不动杆菌中发现的ａｄｅＡＢＣ系统
［３］。

ａｄｅＢ外排基因属于ＲＮＤ家族，其底物广泛，对多种类型抗生

素及染料均有外排作用［３］。有研究显示，ａｄｅＢｍＲＮＡ水平的

高表达可介导细菌对抗生素的高水平耐药［７］；也有研究发现，

耐５类或是４类抗菌药物的多重耐药株的该基因 ｍＲＮＡ表达

水平明显高于敏感菌株，也高于耐一种或两种药物的菌株［８］。

本研究中，６５株多药耐药菌株均携带有ａｄｅＢ基因，这意味着，

本院鲍曼不动杆菌的多药耐药性很可能是由于ａｄｅＢ基因的高

表达所致。

细菌通过改变外膜蛋白的结构或者调节外膜通道蛋白的

表达从而减少抗菌药物进入细菌内部，进而逃逸抗生素的杀菌

作用［９］。Ｌｉｍａｎｓｋｙ等
［４］比较亚胺培南耐药和敏感的鲍曼不动

杆菌外膜蛋白的差异，发现耐药菌株的外膜蛋白缺如分子量为

２９×１０３ 的条带
［４］。通过后续的体外诱导，从敏感菌中成功选

择出了２９×１０３ 外膜蛋白的缺失耐药突变体。王辉等
［１０］采用

ＳＤＳＰＡＧＥ分析体外诱导的亚胺培南耐药突变子，发现２０×

１０３ 蛋白的缺失、２９×１０３ 和２１×１０３ 蛋白的表达降低是突变

子耐药的主要原因。本研究发现，ＣａｒＯ基因在６５株亚胺培南

耐药鲍曼不动杆菌中都存在，而ＣａｒＯ蛋白的表达水平与亚胺

培南耐药之间的关系则需要进一步的研究。此外，还有研究发

现当ＣａｒＯ编码基因中有插入序列时，会发生插入失活导致

ＣａｒＯ基因不表达
［１１］。在检测的６５株菌株中，有２株细菌的

ＣａｒＯ基因上游有插入ＩＳＡｂａ１序列，这两株细菌的亚胺培南耐

药可能与ＩＳＡｂａ１有关。

外膜蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果显示，耐药菌株与敏感菌

株在外膜蛋白的表达上存在一定的差异，主要表现在大约４８

×１０３ 蛋白条带的高表达和２４×１０３ 条带的缺如。图２中泳道

２菌株为临床分离的一株黏液型多重耐药鲍曼不动杆菌，ＣａｒＯ

与ａｄｅＢ基因检测均为阳性，其外膜蛋白的表达与敏感菌株之

间并无太大差异，其耐药性可能由其他耐药机制造成［１２］。

本文通过分析了耐亚胺培南鲍曼不动杆菌外排泵基因及

外膜蛋白的分布和表达情况，外排泵基因的广泛存在以及可能

的外膜蛋白表达改变在多重耐药鲍曼不动杆菌对多种药物耐

药机制中发挥着重要作用。
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分子量约３５×１０３，是一种分泌性糖蛋白。它与细胞膜上的

ｗｎｔ受体ＬＲＰ５（或ＬＲＰ６）和ＤＫＫ１共受体 Ｋｒｅｍｅｎ１（或 Ｋｒｅ

ｍｅｎ２）结合，形成内吞小体，从而关闭 Ｗｎｔ信号通路。ＤＫＫ１

是一类分泌性蛋白，已有研究表明，ＤＫＫ１在正常成人组织中

仅胎盘存在表达，而在多种肿瘤中表达异常。在体外培养的

Ｈｅｌａ细胞中导入ＤＫＫ１表达缺失的质粒会导致肿瘤细胞异常

增生［８］，在宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞株中 ＤＫＫ１存在表达沉默现

象［９］，在宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞株培养中发现分离的非瘤性回复体

中，发现ＤＫＫ１蛋白的高表达
［１０］，提示ＤＫＫ１在宫颈癌的发生

中存在重要作用。种种研究结果表明ＤＫＫ１蛋白很可能是１

种肿瘤特异性蛋白，可用于肿瘤的诊断或靶向治疗。因此。获

得具有天然生物活性的人ＤＫＫ１蛋白对于研究其生物学结构

与功能及在肿瘤中的应用至关重要。

目前有多种表达系统应用于蛋白的制备，主要包括大肠埃

希杆菌，酵母菌，植物、昆虫和哺乳动物细胞表达系统。其中以

哺乳动物细胞表达系统在蛋白可溶性、蛋白折叠和翻译后修饰

等方面更接近天然活性蛋白，因而应用越来越广泛［１］。人胚肾

（ＨＥＫ）２９３细胞及其衍生细胞是常用的用于蛋白制备的哺乳

动物细胞［１１］。

本研究采用真核表达载体ｐＣＭＶＨＡ２和哺乳动物细胞

ＦｒｅｅＳｔｙｌｅ２９３Ｆ表达系统，可获得大量更接近天然活性的人

ＤＫＫ１重组蛋白。通过宫颈癌组织提取癌细胞，常规抽提细胞

总ｍＲＮＡ，通过ＲＴＰＣＲ、ＰＣＲ获得人ＤＫＫ１基因片断，构建

重组质粒ｐＣＭＶＨＡ２／ＤＫＫ１，经细菌扩增后提取重组质粒，

酶切后电泳获得的插入片段长度大约７５０ｂｐ与预期片段长度

一致。测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ中检索获得的人ＤＫＫ１基因ｃＤ

ＮＡ序列（ＮＭ＿０１２２４２．２）完全一致，初步证实ｐＣＭＶＨＡ２／

ＤＫＫ１重组质粒构建成功。借助脂质体将载体瞬时转染入

ＦｒｅｅＳｔｙｌｅ２９３Ｆ细胞（无血清培养），经培养后对上清和细胞

裂解物进行蛋白印迹法检测ＤＫＫ１蛋白。ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ鉴定

表达产物为ＤＫＫ１蛋白。本研究成功构建了人ＤＫＫ１的真核

表达质粒，并对该基因的真核表达产物进行鉴定，为下一步的

ＤＫＫ１蛋白对肿瘤发生中的生物学活性研究奠定基础
［１２］。
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