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多重耐药铜绿假单胞菌 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ的表达及ｍｅｘＲ基因的突变
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　　摘　要：目的　分析 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ主动外排系统在铜绿假单胞菌耐药性中的作用，并讨论 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ高表达与ｍｅｘＲ基

因突变的关系。方法　Ｌ酚丙氨基Ｌ氨基酰β萘胺（ＭＣ２０７，１１０）联合环丙沙星（ＣＩＰ）筛选１３株多重耐药铜绿假单胞菌主动外

排系统表型；ＲＴＰＣＲ检测１３株多重耐药和７株全敏感的铜绿假单胞菌结构基因ｍｅｘＢ的ｍＲＮＡ相对含量，推测 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ

表达水平；对６株 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ高表达的多重耐药铜绿假单胞菌进行ｍｅｘＲ基因扩增、测序和比对。结果　１３株多重耐药铜绿

假单胞菌９株主动外排系统表型阳性，阳性率６９．２％；所有检测株中均有 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ 表达，其中有６株多重耐药株高表达；６

株多重耐药高表达株中有５株存在ｍｅｘＲ基因的突变。结论　ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ 主动外排系统高表达是导致本院铜绿假单胞菌多

重耐药的重要原因，而ｍｅｘＲ基因的突变又是导致 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ高表达的主要原因。
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　　铜绿假单胞菌（ＰＡ）是临床常见的条件致病菌，是医院内

感染的主要致病菌。近年来，临床上分离的ＰＡ逐渐增多，同

时其耐药率呈逐年上升趋势［１］，且各单位分离ＰＡ的耐药性各

有其特点［２］。从重症监护病房、脑外科病房及烧伤病房的患者

分离的ＰＡ出现了多重耐药菌株（ＭＤＲＰＡ），给临床抗感染治

疗带来挑战［３４］。研究表明，主动外排系统在ＰＡ多重耐药形

成过程中起重要的作用，其中ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ的作用尤为明显，

具有最广的底物特异性，它会造成ＰＡ对多种类型的抗生素天

然耐药，主动外排β内酰胺类、四环素类、喹诺酮类、氨基糖苷

类、大环内酯类等抗生素，但碳青酶烯中的亚胺培南、羧苄西林

等却不是其底物［５］。本课题采用实时荧光定量ＰＣＲ的方法检

测了临床分离的１３株多重耐药和７株对所测药物全敏感的铜

绿假单胞菌的 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ主动外排系统基因表达情况，探

讨这种外排系统与 ＭＤＲＰＡ的关系，同时检测了其负调控基

因ｍｅｘＲ，观察突变与表达之间的关系。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　收集２０１０年１月至２０１１年６月从临床分离

的１３株铜绿假单胞菌。所有细菌均选择患者的初次分离菌

株，分离自痰液６株、伤口分泌物４株、尿液２株、血液１株。

野生株ＰＡＯ１购自卫生部药品生物制品检定所。

１．２　仪器与试剂　总ＲＮＡ提取试剂盒、ｃＤＮＡ逆转录试剂

盒、ＳＹＢＲ? ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
ＴＭ 试剂盒及 ｐＭＤ１８Ｔ 载体 为

ＴａＫａＲａ公司产品；Ｌ酚丙氨基Ｌ氨基酰β萘胺（ＭＣ２０７，

１１０）为Ｓｉｇｍａ公司产品；胰蛋白胨为英国 ＯＸＯＩＤ 公司产品；

琼脂糖、ＴｒｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ为美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品；质粒提取

和胶回收试剂盒为Ｏｍｅｇａ公司产品；ｍｅｘＲ、ｍｅｘＢ及内参１６Ｓ

ｒＤＮＡ的引物由上海生工生物工程有限公司合成。引物序列

如下，ＭｅｘＢ基因Ｐ１：５′ＣＡＡＧＧＧＣＧＴＣＧＧＴＧＡＣＴＴＣＣＡ

Ｇ３′，Ｐ２：５′ＡＣＣＴＧＧＧＡＡＳＳＧＴＣＧＧＧＡＴＴＧＡ３′，２４４

ｂｐ。内参基因１６ＳｒＤＮＡＰ１：５′ＣＡＧＣＴＣＧＴＧＴＣＧＴＧＡ

ＧＡＴＧＴ３′，Ｐ２：５′ＣＧＴＡＡＧＧＧＣＣＡＴＧＡＴＧＡＣＴＴ３′，

２４１ｂｐ。ＭｅｘＲＰ１：５′ＡＣＣＡＡＴＧＡＡＣＴＡＣＣＣＣＧＴＧＡ

３′；Ｐ２：５′ＡＡＴＧＴＴＣＴＴＡＡＡＴＡＴＣＣＴＣＡＡ３′，４５３ｂｐ。

荧光定量 ＰＣＲ仪器采用美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司 ＡＢＩ

７３００型。

１．３　方法

１．３．１　细菌总ＲＮＡ的提取　接种ＰＡ于３ｍＬＭＨ肉汤培

养基，３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ过夜培养，于对数生长期取２５０μＬ细

菌培养液离心，沉淀物按ＴａＫａＲａ总ＲＮＡ提取试剂盒说明进

行操作。将标本中提取的总ＲＮＡ在紫外分光光度仪上进行

定量，ＲＮＡ样品完整性用１％甲醛变性凝胶电泳鉴定，取总

ＲＮＡ约２μｇ用于ｃＤＮＡ的合成。

１．３．２　反转录合成ｃＤＮＡ第一链　按试剂盒操作说明进行

反转录，取总ＲＮＡ样品５μＬ，７０℃变性１０ｍｉｎ，然后在冰上
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准备反应混合物，按如下２０μＬ反应体系进行反转录。室温放

置１０ｍｉｎ，４２℃反应６０ｍｉｎ，９５℃灭活５ｍｉｎ，即合成了ｃＤ

ＮＡ，作为模板。

１．３．３　实时荧光定量ＲＴＰＣＲ　以标准野生株ＰＡＯ１为标准

参考菌株，以表达恒定的管家基因１６ＳｒＤＮＡ为内参基因。冰

上配置ＰＣＲ反应液：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ１２．５μＬ，ＰＣＲ上游

和下游引物各０．５μＬ，ｃＤＮＡ模板２μＬ，去离子水９．５μＬ，反

应最终体系为２５μＬ。扩增条件：第１步９５℃１５ｍｉｎ；第２步

９５℃２０ｓ，６０℃２０ｓ，７２℃３０ｓ，共４０个循环。目的基因的

反应根据相应的标准曲线进行定量，反应结束后得到每个反应

体系中目的基因的初始模板量。目的基因的初始模板量与相

应的内参基因的初始模板量的比值，就是目的基因的相对表达

量。根据重复试验得到的数据进行平均化统计。

１．３．４　克隆制备定量阳性模板和内参照模板、建立标准曲线

按照吴春明等建立的方法操作［６］。具体如下：采用美国Ｏｍｅ

ｇａ公司小量胶回收试剂盒将 ｍｅｘＢ和１６ＳｒＤＮＡ的ＰＣＲ产物

进行纯化。然后将纯化的ＰＣＲ产物与ｐＭＤＴ载体进行连接。

反应体系和条件等按说明书操作。抽提、纯化重组质粒

ｐＭＤ１８ＴｍｅｘＢ和ｐＭＤ１８Ｔ１６ＳｒＤＮＡ，以重组质粒作为模

板，ＰＣＲ 法和酶切鉴定阳性克隆，并 测 序。抽 提 得 到 的

ｐＭＤ１８ＴｍｅｘＢ和ｐＭＤ１８Ｔ１６ＳｒＤＮＡ质粒经紫外分光光度

仪测定浓度，分别换算为３．３×１０１２ｃｏｐｙ／ｍＬ和１．５×１０
１２ｃｏｐ

ｙ／ｍＬ，用灭菌水将质粒梯度稀释为１×１０
１０、１０９、１０８、１０７、１０６、

１０５、１０４、１０３、１０２ｃｏｐｙ／ｍＬ等不同浓度的模板。ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ

实时定量ＰＣＲ：（１）反应体系按说明书操作。（２）熔解曲线分

析是利用扩增仪配套软件中的ＤｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎＰｒｏｔｏｃｏｌ程序，在

反应结束后，反应管内温度从５０℃开始缓慢升至９９℃，扩增

产物双链随温度的升高渐变性解链为单链，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ释

放出来，荧光信号随之衰减，仪器逐点检测反应管内荧光信号

的变化，然后绘制出扩增产物荧光信号随温度变化的熔解曲线

（ｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅ）。片段基因有不同的长度、ＧＣ含量和碱基组

成而有不同的Ｔｍ值，在熔解曲线上的形状和峰值也各不相

同，据此可通过熔解曲线的分析找出不同扩增产物的Ｔｍ值。

（３）扩增条件：预变性９３℃１５ｍｉｎ；变性９３℃１５ｓ，退火５５℃

１５ｓ，延伸７２℃２０ｓ，循环次数４５次。反应结束后，计算机自

动绘出ｐＭＤ１８ＴｍｅｘＢ和内参ｐＭＤ１８Ｔ１６ＳｒＤＮＡ的标准曲

线。

１．３．５　ＭＣ２０７，１１０联合环丙沙星（ＣＩＰ）测定 ＭＩＣ值　选择

终浓度为２０μｇ／ｍＬ的 ＭＣ２０７，１１０联合ＣＩＰ，参照美国临床实

验室标准化委员会（ＣＬＳＩ）用琼脂稀释法测定１３株多药耐药

铜绿假单胞菌的 ＭＩＣ值，大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２和铜绿假单

胞菌 ＡＴＣＣ２７８５３作为质控菌株。

１．３．６　ＰＣＲ扩增 ｍｅｘＲ基因　按如下２５μＬ反应体系进行

ＰＣＲ扩增。１０×ＰＣＲ缓冲液２．５μＬ、ｄＮＴＰｓ２μＬ、１０μｍｏｌ／

ｍＬ的上游引物１μＬ、１０μｍｏｌ／ｍＬ的下游引物１μＬ、Ｔａｑ

ＤＮＡ聚合酶０．１２５μＬ、ｃＤＮＡ模板２μＬ。ＰＣＲ反应参数为：

９５℃１０ｍｉｎ预变性；９５℃３０ｓ，５４℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，３０循

环；最后７２℃延伸５ｍｉｎ。取ＰＣＲ产物５μＬ在１％琼脂糖凝

胶电泳，溴化乙锭染色紫外灯下成像，观察结果。ｍｅｘＲ基因

扩增产物送上海生工生物工程公司进行纯化，双向测序后经

Ｂｌａｓｔ比对。

２　结　　果

ＭＣ２０７，１１０联合ＣＩＰ检测１３株多重耐药株的主动外排

表型，有９株阳性，阳性率６９．２％。多重耐药株、敏感株及野

生株均存在ｍｅｘＢｍＲＮＡ的表达，见图１（Ａ、Ｂ）。６株多重耐

药株高表达，其他低水平表达。对６株 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ 高表达

的多重耐药株进行其负调控基因ｍｅｘＲ的扩增，见图１（Ｃ），扩

增产物测序并与ＧｅｎＢａｎｋ中公布的序列比对，有５株发生了

突变，均为３３６ＧＡ，６０３ＧＡ，６５３ＴＡ，６６０ＧＡ突变。

　　１：阴性对照；２：阳性对照；３～８：部分菌株ｍｅｘＢＰＣＲ扩增产物。

　　１：阴性对照；２：阳性对照；３～８：部分菌株１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ扩增产

物。

　　１：阴性对照；２：阳性对照；３～８：菌株ｍｅｘＲ的ＰＣＲ产物。

图１　　扩增产物电泳图

３　讨　　论

ＰＡ是临床上重要的条件致病菌之一，是引起本院院内感

染的第一致病菌，尽管多重耐药株不多，但可以预见耐药率会

逐渐上升，关注其耐药机制成为必然。其对多种抗菌药物表现

为天然耐药和获得性耐药，所涉及耐药机制相当复杂，包括抗

生素灭活酶或修饰酶的生成、外膜低渗透性、外膜通道蛋白缺

失、形成生物膜以及主动外排系统等［７］。其中，主动外排系统

占有重要地位，决定了ＰＡ的固有耐药，当其表达增高时还导

致多重耐药。目前发现了７种主动外排系统，均属于ＲＮＤ家

族，ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ是在ＰＡ中发现的第１个ＲＮＤ家族外排系

统，其作用底物广泛，是最有临床意义的药物外排系统。Ｍｅｘ

ＡＢＯｐｒＭ由３部分组成：（１）外膜通道蛋白 ＯｐｒＭ，形成门通

道，位于细胞外膜，使药物排出到菌体外。（２）内膜蛋白 ＭｅｘＢ

主动外排蛋白，具有识别药物并将其主动转运出细胞膜的功

能，但不具有特异性。（３）膜融合蛋白 ＭｅｘＡ，位于细胞内膜和

外膜之间，具有连接内、外膜蛋白的功能，与它们一起形成了主

动外排系统并开口于外膜的复合体，使药物直接泵出到菌体

外。这３种蛋白由同一操纵子所编码，其结构蛋白的 ｍＲＮＡ

水平可以推测 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ 的表达。本实验用 ＲＴＰＣＲ检

测内膜蛋白 ＭｅｘＢ结构基因 ｍｅｘＢ的 ｍＲＮＡ转录水平。结果
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显示所有菌株均扩增出目的基因，表明其固有存在，但多重耐

药株的检出水平显著高于敏感株，证明 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ 主动外

排系统与铜绿假单胞菌多重耐药性密切相关。

Ｌ酚丙氨基Ｌ氨基酰β萘胺（ＭＣ２０７，１１０）为广谱外排泵

抑制剂，对铜绿假单胞菌引起临床耐药的４类主要的外排泵

（ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ、ＭｅｘＣＤＯｐｒＪ、ＭｅｘＥＦＯｐｒＮ 和 ＭｅｘＸＹＯｐｒＭ）

均有抑制作用［８］，因此其可较好地选出外排表型阳性的铜绿假

单胞菌。本次检测的１３株重药耐药菌株中９株外排表型阳

性，占６９．２％，与张鹏和姚慧林
［９］报道的６６．７％（２４／３６）相近，

弱高于夏景洋等［１０］报道的６１％（５０／８２），说明主动外排在多药

耐药铜绿假单胞菌中普遍存在，其中６株 ｍｅｘＢ基因 ｍＲＮＡ

相对表达量高于野生株铜绿假单胞菌，可认为 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ

表达的增加是这些菌株耐药的主要原因，但也存在其他主动外

排系统。近年来研究发现，ｍｅｘＲ是 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ 的负调控

基因［１１］，当其突变时，可导致 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ 去抑制而表达增

强，从而形成获得性耐药。为了进一步研究 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ 高

表达的机制，本实验扩增了６株 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ 高表达菌株的

ｍｅｘＲ基因，并对产物进行测序，发现其中有５株ｍｅｘＲ发生变

异，均发生点突变，出现了氨基酸替换，氨基酸的替换和插入都

可能会影响阻遏蛋白 ＭｅｘＲ的结构，使其不能与操纵子结合，

从而导致主动外排泵 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ 的高表达，导致对多种抗

菌药物的耐药［１２］。ｍｅｘＲ基因发生突变的５株铜绿假单胞菌，

其ｍｅｘＢ相对表达量都高于野生株。因此 ｍｅｘＲ基因的突变

导致了这些菌株 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ表达的增强。另外１株没有发

生ｍｅｘＲ突变的铜绿假单胞菌，表明这些菌株中存在其他机制

导致了 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ的高表达。

这５株ｍｅｘＲ突变为相同位点，是否有同源性，有待进一

步作分子流行病学调查。
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２００７，１４４（４）：６０８６１２．

［３１］ＣｈｅｎＹ，ＺｅｎｇＪ，ＺｈａｏＣ，ｅｔａｌ．Ａｓｓｅｓｓｉｎｇｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｏａｇｅｒｅ

ｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｗｉｔｈｇｅｎｅｔｉｃｍａｒｋｅｒｓａｎｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎ

ｔａｌｆａｃｔｏｒｓ［Ｊ］．ＡｒｃｈＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，２０１１，１２９（３）：３４４３５１．

［３２］ＬｉｕＸ，ＺｈａｏＰ，ＴａｎｇＳ，ｅｔａｌ．Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｓｔｕｄｙｏｆｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｆａｃ

ｔｏｒＨ，Ｃ２，ＣＦＢ，ａｎｄＣ３ａｎｄａｇｅｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｉｎａ

ＨａｎＣｈｉｎｅｓｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｒｅｔｉｎａ，２０１０，３０（８）：１１７７１１８４．

［３３］ＹａｎｇＺ，ＣａｍｐＮＪ，ＳｕｎＨ，ｅｔａｌ．ＡｖａｒｉａｎｔｏｆｔｈｅＨＴＲＡ１ｇｅｎｅｉｎ

ｃｒｅａｓｅｓｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｏａｇｅｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｓｃｉ

ｅｎｃｅ，２００６，３１４（５８０１）：９９２９９３．

［３４］ＢｉｒｄＡＣ，ＢｒｅｓｓｌｅｒＮＭ，ＢｒｅｓｓｌｅｒＳＢ，ｅｔａｌ．Ａｎｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌｃｌａｓｓｉｆｉ

ｃａｔｉｏｎａｎｄｇｒａｄｉｎｇｓｙｓｔｅｍｆｏｒａｇｅｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌｏｐａｔｈｙａｎｄａｇｅｒｅ

ｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ．ＴｈｅｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＡＲＭｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉ

ｃａｌｓｔｕｄｙｇｒｏｕｐ［Ｊ］．ＳｕｒｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，１９９５，３９（５）：３６７３７４．

［３５］ＫｉｍＳＪ，ＬｅｅＳＪ，ＫｉｍＮＲ，ｅｔａｌ．Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｏｆｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓｉｎ

Ｃ２，ＣＦＢａｎｄＣ３ｗｉｔｈｅｘｕｄａｔｉｖｅａｇｅｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｉｎａＫｏｒｅａｎｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＥｘｐＥｙｅＲｅｓ，２０１２，９６（１）：４２４７．

（收稿日期：２０１２０８０９）

·０９２· 国际检验医学杂志２０１３年２月第３４卷第３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．３


