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　　摘　要：目的　分析生物被膜阳性的鲍曼不动杆菌在重庆市肿瘤医院各科室间的分布及耐药情况，为该医院临床感染预防与

治疗提供依据。方法　收集经全自动细菌鉴定仪确定的鲍曼不动杆菌１８４株，采用刚果红培养基筛选生物被膜阳性菌株，ＫＢ纸

片法测定菌株耐药性。结果　生物被膜阳性株标本种类以痰液和伤口分泌物居多，主要分布于ＩＣＵ，呼吸科和骨科。鲍曼不动杆

菌对氨基糖苷类抗菌药物耐药率最高：阳性株８５．２％，阴性株６７．５％。对米诺环素和头孢类联合棒酸抗菌药物（ＣＳＬ和ＳＡＭ）较

为敏感：阳性株３３．３％和３５．７％，阴性株３０．２％和１９．８％。结论　生物被膜阳性鲍曼不动杆菌与阴性株相比耐药率更高（犘＜

０．０５），可首先米诺环素、ＣＳＬ和ＳＡＭ作为抗菌药物，还应加强生物被膜阳性鲍曼不动杆菌耐药性监测，降低院内感染的发生率。
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　　鲍曼不动杆菌是一种常见的革兰氏阴性条件致病菌，广泛

分布于医院环境中。常引起免疫力低下、有侵入性治疗和长期

使用广谱抗菌药物患者的感染。细菌生物被膜又称菌膜，是细

菌为适应自然环境，在生长过程中不可逆地吸附于惰性物体

（医学辅材或机体黏膜）表面后形成的特殊形式［１］。

膜内细菌群体耐药性极强，可以逃避宿主免疫和抗菌药物

杀伤机制引起感染迁延不愈。生物被膜阳性细菌还可自生物

被膜处向外播散，引起急慢性感染［２］。所以细菌生物被膜引发

的感染日趋严重，多重耐药的鲍曼不动杆菌日渐增多给临床的

治疗带来了严重的挑战。笔者对２０１１年１～１２月重庆市肿瘤

医院送检标本进行了生物被膜阳性鲍曼不动杆菌分布统计和

耐药性分析，以期为临床合理用药提供依据。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　鲍曼不动杆菌１８４株，其中痰标本１１４株，外

科伤口拭子、分泌物、引流物、脓液５８株，尿标本８株，血标本

４株。

１．２　标准菌株　表皮葡萄球菌ＡＴＣＣ１２２２８（生物被膜表型阴

性），表皮葡萄球菌ＡＴＣＣ３５９８４（生物被膜表型阳性）。铜绿假

单胞菌ＡＴＣＣ２７８５３，大肠杆菌 ＡＴＣＣ２５９２２，金黄色葡萄球菌

ＡＴＣＣ２５９２３为药敏质控菌株。

１．３　仪器与试剂　全自动细菌鉴定仪由法国生物梅里埃公司

提供；抗菌药敏纸片［阿米卡星（ＡＭＫ），庆大霉素（ＧＥＮ），妥

布霉素（ＴＯＢ），环丙沙星（ＣＩＰ），左氧氟沙星（ＬＶＸ），头孢噻肟

（ＣＴＸ），头孢曲松（ＣＲＯ）头孢他啶（ＣＡＺ），头孢吡肟（ＦＥＰ），

亚胺培南（ＩＰＭ），美洛培南（ＭＥＭ），米诺环素（ＴＣＹ），头孢哌

酮／舒巴坦（ＣＳＬ），氨苄西林／舒巴坦（ＳＡＭ）］均由英国 Ｏｘｏｉｄ

公司提供；刚果红培养基由上海艾研生物技术有限公司提供。

１．４　方法

１．４．１　筛选生物被膜阳性菌　收集经全自动细菌鉴定仪确定

的鲍曼不动杆菌１８４株，用于筛选生物被膜阳性菌。研究表

明［３］，刚果红通过能反应细菌表面多糖及黏膜的原理，可对生

物被膜菌进行筛选。刚果红染液与黏液膜和表面多糖反应着

色，菌落变为黑色且出现干燥结晶即为生物被膜阳性菌株，菌

落红色不变为生物被膜阴性株［４］。首先通过全自动细菌鉴定

仪鉴定出鲍曼不动杆菌，而后将其接种于刚果红培养基，３７℃

恒温孵箱中培养４８ｈ后与生物被膜标准菌株在刚果红培养皿

上的菌落形态进行对比，选出生物被膜阳性菌株。

１．４．２　药敏试验　对分离出的鲍曼不动杆菌按 ＮＣＣＬＳ推荐
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的纸片扩散法，选取氨基糖苷类、喹诺酮类、头孢类、碳青酶烯

类、米诺环素和头孢类联合棒酸代表性抗菌药物类１４种，测定

细菌在 ＭＨ培养基上的抗菌药物药敏特性。实验方法及药

敏结果判断参照２０１０年美国临床实验室标准化研究所

（ＣＬＳＩ／ＮＣＣＬＳＭ１００Ｓ１６）操作规程进行。

１．５　统计学处理　实验数据采用ＳＰＳＳ１１．５软件进行统计学

分析。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　标本分布　本次试验备筛选鲍曼不动杆菌共计１８４株，

其中７２株经刚果红培养基鉴定为生物被膜阳性株，阳性率

３９．１％（７２／１８４）。痰标本分离出阳性株最高为６９．４％（５０／

７２）；其次是伤口分泌物标本为１３．８％（１０／７２）；血液、尿液和

其他类标本较少。

２．２　菌株科室分布　生物被膜阳性鲍曼不动杆菌菌株分布科

室以ＩＣＵ菌株最高（４１．７％），呼吸内科、骨科、和其他科室次

之（各为１６．７％），脑外科较少（８．３％）。

２．３　药敏情况比较　鲍曼不动杆菌对１４种常用抗菌药物的

耐药情况见表１．以生物被膜阳性株对氨基糖苷类平均耐药率

最高（８５．２％），米诺环素和舒巴坦复合剂较为敏感（３５．７％）。

生物被膜阳性株平均耐药率均大于阴性株（犘＜０．０５）。

表１　　生物被膜阳性株与阴性株耐药情况比较（％）

抗菌药物 阳性株耐药率 阴性株耐药率

氨基糖苷类

　ＡＭＫ ８３．３ ７０．８

　ＧＥＮ ８３．３ ７２．９

　ＴＯＢ ８８．９ ５８．９

喹诺酮类

　ＣＩＰ ７１．４ ５９．９

　ＬＶＸ ７５．０ ６４．５

头孢类

　ＣＴＸ ６８．２ ４８．２

　ＣＲＯ ６１．１ ５５．５

　ＣＡＺ ５３．９ ５５．８

　ＦＥＰ ５８．３ ４９．４

碳青酶烯类

　ＩＰＭ ５５．６ ２１．８

　ＭＥＭ ５６．３ ２５．６

米诺环素

　ＴＣＹ ３３．３ ３０．２

舒巴坦

　ＣＳＬ ４４．４ １９．３

复合剂类

　ＳＡＭ ２７．０ ２０．３

３　讨　　论

鲍曼不动杆菌是一种条件致病菌。临床标本分离率仅次

于铜绿假单胞菌，是医院感染最常见的条件致病菌之一。本实

验筛选出生物被膜阳性鲍曼不动杆菌７２株，主要分布于ＩＣＵ，

呼吸科和骨科，与文献［５］报道的结果一致。

有研究表明生物被膜形成后，病原菌对抗菌药物抗性增

强。其机制主要有［６］：（１）生物被膜的渗透屏障作用，限制抗菌

药物进入菌体，同时协助内酰胺酶破坏抗菌药物分子。（２）内

部环境的改变形成营养物质浓度的微阶梯梯度，细菌由于营养

供给受限或缺氧而产生耐药；（３）生物被膜基因如ｈｉｐＡＢ、

ｖｌｚｃＳ、ｍａｒ、ｓｕｌＡ和ｒｅｌＡ等耐药基因的表达。（４）ＱＳ系统细菌

耐药中发挥作用等。李乐和夏忠弟［７］研究也证明生物被膜阳

性鲍曼不动杆菌的部分耐药率高于阴性菌株。在本实验分离

出的生物被膜阳性菌株对常用氨基糖苷类、喹诺酮类、头孢类、

碳青酶烯类、米诺环素、舒巴坦复合剂耐药率均大于阴性菌株

（犘＜０．０５）。证明鲍曼不动杆菌生物被膜形成会增加细菌的

耐药率［８９］。鲍曼不动杆菌对氨基糖苷类抗菌药物主要耐药机

制是菌株产生氨基糖苷修饰酶（ＡＭＥｓ），酶的修饰作用导致了

高水平耐药［１０］。近年来研究发现，鲍曼不动杆菌产１６ＳｒＲＮＡ

甲基化酶（ＡｒｍＡ），使氨基糖苷类抗菌药物同细菌的结合能力

减弱，可导致临床常用的及阿米卡星、妥布霉素和庆大霉素耐

药［１１］，这与本文药敏试验结果相符合。

米诺环素是一种高效抗菌药物，对生物被膜阳性的鲍曼不

动杆菌耐药率较低。抗菌机制主要与细菌的３０Ｓ核糖体亚单

位结合，阻断了细菌核糖体的受体位点与氨基酰ｔＲＮＡ结合，

阻止肽链延伸，最终阻止蛋白合成，细菌繁殖受到抑制［１２］。生

物被膜阳性的鲍曼不动杆菌还可采用舒巴坦复合剂，此类抗菌

药物中舒巴坦可竞争β内酰胺酶活性中心的丝氨酸从而抑制

β内酰胺酶活性，使联合制剂中β内酰胺类药物避免被酶破坏

而发挥抗菌作用［１３］。

综上所述，生物被膜阳性的鲍曼不动杆菌易形成多重耐

药。在治疗生物被膜阳性鲍曼不动杆菌引起的感染时，米诺环

素、ＣＳＬ和ＳＡＭ应作为优先选择的抗菌药物。
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１．３．３　ｈＺＮＦ２３相对表达量计算方法　根据已知的标准品浓

度，计算组织和细胞样本中内参ＧＡＰＤＨ和ｈＺＮＦ２３基因拷贝

浓度，求出ｈＺＮＦ２３及内参ＧＡＰＤＨ 的比值。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件，犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　标准曲线及线性检测　将标准品稀释成１０
４
～１０

９ｃｏｐｙ／

μＬ５个数量级的标准品工作液，视同样本进行实时定量ＰＣＲ

检测。结果显示标准曲线在５个数量级检测范围内，而且其起

始模板量对数值与相应反应循环数有呈线性关系（狉２＝０．９５０，

犘＜０．０５），其标准线性方程为犢＝－３．２犡＋５０．５。

２．２　子宫内膜肿瘤组织ｈＺＮＦ２３相对表达量　子宫内膜肿瘤

中ｈＺＮＦ２３ｍＲＮＡ的相对表达量为（７．３±４．１５）ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，

明显低于癌旁组织标本（２２．０±１０．２）ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，差异有统计

学意义（犘＜０．０５）。其中６０％（１８／３０）子宫内膜肿瘤样本

ｈＺＮＦ２３表达水平低于癌旁组织８０％。

３　讨　　论

研究显示锌指转录因子在调节个体发育，细胞分化，细胞

增殖和凋亡中起到至关重要的作用［４］。其中的许多基因定位

于高度等位基因缺失的区域，这些基因预示着可能和肿瘤的发

生和发展有着密切的关系［５］。依据实时定量ＰＣＲ策略，从一

个在人类肿瘤中高度等位基因缺失的区域１６ｑ２２扩增目的基

因ｈＺＮＦ２３，因其与恶性肿瘤的发生发展相关
［６］，因而逐渐成

为人们的研究热点。目前对ｈＺＮＦ２３的特性进行了深入研究，

发现它在人体多种组织中表达，且与生长抑制有关。Ｈｕａｎｇ

等［１］研究发现ＫＲＡＢＺＮＦ２３在卵巢癌患者体内表达下调，同

时发现ｈＺＮＦ２３通过诱导细胞周期阻滞肿瘤细胞生长。同时

Ｈｕａｎｇ等
［７］又发现ｈＺＮＦ２３可以诱导癌细胞发生凋亡，从而抑

制肿瘤细胞的生长。目前，国内对ｈＺＮＦ２３在肿瘤中的表达研

究较少，而子宫内膜肿瘤是女性生殖系统三大恶性肿瘤之一，

故对ｈＺＮＦ２３在子宫内膜肿瘤中的表达进行研究。本试验结

果显示，ｈＺＮＦ２３ｍＲＮＡ在子宫内膜肿瘤及其癌旁组织中均有

表达，但是在子宫内膜肿瘤组织中其表达水平显著低于癌旁组

织（犘＜０．０５），这说明了ｈＺＮＦ２３可能在肿瘤发生过程中扮演

了很重要的角色。结果提示ｈＺＮＦ２３是一个生长抑制因子，在

肿瘤中的低表达将会促进肿瘤生长。另外推测ｈＺＮＦ２３基因

启动子甲基化和ｈＺＮＦ２３蛋白质转录后调节等机制，都有可能

是ｈＺＮＦ２３基因表达下调的原因
［８］。

有研究报道ｈＺＮＦ２３抑制细胞生长的另外一个机制是能

够诱导细胞凋亡［９］。在这个过程中，ｈＺＮＦ２３的过度表达可上

调ｐ２７ｋｉｐ１的表达，抑制细胞生长，细胞周期停滞在Ｇ１ 期，而

且ｈＺＮＦ２３还可通过线粒体依赖途径如降低线粒体跨膜电位、

ＢｃｌＸＬ表达下调、细胞色素Ｃ释放、ＰＡＲＰ１和ｃａｓｐａｓｅ３／９激

活等途径诱导人子宫内膜肿瘤细胞凋亡［１０１１］，最后导致细胞

核固缩。推测ｈＺＮＦ２３可能经由线粒体依赖途径参与肿瘤细

胞凋亡，但也有报道［１２］可能有另外的机制的存在，因为在用

ｓｉＲＮＡ抑制ｐ２７表达的情况下，ｈＺＮＦ２３继续保持部分的生长

抑制作用，其具体机制有待进一步研究。
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