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犪犱犲犃犅犆基因对鲍氏不动杆菌耐药性的影响

王玮玮，王厚照△，张　玲

（安徽医科大学一七四临床学院临床诊断学实验室，福建厦门３６１００３）

　　摘　要：目的　探讨临床分离鲍氏不动杆菌犪犱犲犃犅犆基因的表达及其对鲍氏不动杆菌耐药性的作用。方法　采用Ｅｔｅｓｔ法

对临床分离的鲍氏不动杆菌进行耐药性检测，逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测犪犱犲犃犅犆基因的表达。结果　鲍氏不动杆菌

对不同抗菌药物的耐药率如下：哌拉西林９７．６％，头孢吡肟６０．８％，头孢噻肟７５．２％，头孢他啶７５．２％，环丙沙星８０．０％，左氧氟

沙星７９．２％，阿米卡星６０．８％，庆大霉素５０．４％，亚胺培南３５．２％，多黏菌素Ｂ０．０％，哌拉西林／他唑巴坦４８．８％。多重耐药鲍

氏不动杆菌的犪犱犲犅基因携带率为９５．０％，调控基因犪犱犲犚、犪犱犲犛携带率分别为９０％、９０％；敏感株的犪犱犲犅基因携带率为５８．１％，

调控基因犪犱犲犚、犪犱犲犛携带率分别为４９．５％、５０．４％。结论　犪犱犲犃犅犆基因表达增强是鲍氏不动杆菌产生耐药性的重要机制。
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　　鲍氏不动杆菌是一种革兰阴性杆菌，在重症监护病房和获

得性感染疾病患者中都有检出［１２］，是重症患者重要的医院感

染病原菌，尤其见于呼吸机相关性肺炎、血液感染、创面感染和

医院获得性脑膜炎等患者［３］。该菌可存在于患者体表、排泄

物、水及蔬菜中。调查发现，鲍氏不动杆菌在重症监护病房检

出的病原菌中所占百分比排行第５，其在临床感染病因中所占

百分比有逐年升高趋势。鲍氏不动杆菌广泛分布的原因主要

包括：（１）鲍氏不动杆菌具有很强的获得不同耐药机制的能力

以及介导耐药的基因元（如质粒、整合子、转座子或耐药岛等），

能介导多重耐药甚至泛耐药；（２）鲍氏不动杆菌可长时间存在

于环境中，且具有耐干燥和消毒剂的特性，很难被完全消灭。

此外，鲍氏不动杆菌产生的生物膜也是其可持续存在且耐药的

重要原因。外排机制是将抗菌药及其复合物由生物膜内排至

体外环境，其中起外排作用的蛋白称外排蛋白。外排系统可排

出多种抗菌药物，其在细菌耐药，尤其是多重耐药中发挥重要

作用。按氨基酸序列相似性、能量来源、组成数量、跨膜域及基

质类型可将外排蛋白分为５类：（１）ＡＴＰ依赖型超家族；（２）多

药及毒物外排复合物；（３）小耐药结节家族；（４）主要异化因子

超家族；（５）耐药结节细胞分化（ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｎｏｄｕｌａｔｉｏｎｃｅｌｌｄｉｖｉ

ｓｉｏｎ，ＲＮＤ）超家族。ＲＮＤ家族在革兰阴性菌中引起的耐药并

非仅限于鲍氏不动杆菌［４］，其组成包括内膜转运蛋白、外膜蛋

白通道及连接二者的膜融合蛋白。在鲍氏不动杆菌中最先发

现的ＲＮＤ泵为ａｄｅＡＢＣ，ａｄｅＢ为药物转运蛋白，ａｄｅＣ为外膜

孔蛋白组成成分，ａｄｅＡ为周质连接蛋白
［５］。本实验旨在研究

本院分离的鲍氏不动杆菌犪犱犲犃犅犆基因的表达情况及其耐药

性现状。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　本实验所用菌株来自２００９年１月至２０１１年

７月本院住院及门诊患者的痰液、尿液、分泌物等标本，共分离

１２５株不重复菌株，其中，痰液７２株，尿液２８株，分泌物２０株，

其他５株。微生物敏感性试验的质控菌株铜绿假单胞菌

ＡＴＣＣ２７８５３购自卫生部临床检验中心。

１．２　主要仪器和试剂　鉴定仪为ＳＩＥＭＥＮＳＷａｌｋＡｗａｙ９６Ｓ１

全自动细菌鉴定系统。Ｅｔｅｓｔ药敏纸条包括哌拉西林、头孢吡

肟、头孢噻肟、头孢他啶、环丙沙星、左氧氟沙星、阿米卡星、庆

大霉素、亚胺培南、多黏菌素Ｂ及哌拉西林／他唑巴坦。ＤＮＡ

提取试剂盒、犜犪狇酶、ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ、ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ及 Ｍａｋｅｒ

为天根生化科技（北京）有限公司产品。

１．３　体外微生物敏感性试验及外排表型检测　用Ｅｔｅｓｔ法检

测待测菌株对本实验所用抗菌药物的最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍａｌ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）值，对３种或以上抗菌药耐药者

为多重耐药菌。再用同样方法检测待测菌株在含羰基氰化物
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间氯苯腙（ｃａｒｂｏｎｙｌｃｙａｎｉｄｅｍｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｙｌｈｙｄｒａｚｏｎｅ，ＣＣＣＰ）

的 ＭｕｅｌｌｅｒＨｉｎｔｏｎ琼脂中的 ＭＩＣ值，该 ＭＩＣ值降低至不含

ＣＣＣＰ的 ＭｕｅｌｌｅｒＨｉｎｔｏｎ琼脂中的 ＭＩＣ值的１／４或更低者视

为外排表型阳性。按此方法将收集菌株分为敏感组和耐药组。

１．４　ＤＮＡ及ＲＮＡ的提取　分别采用煮沸法及酶裂解法提

取基因组ＲＮＡ及ＤＮＡ，具体操作参照试剂使用说明。检测总

ＲＮＡ的光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值，ＯＤ２６０／ＯＤ２８０的比值为

１．６～１．８；ＤＮＡＯＤ２６０／ＯＤ２８０值为１．８～２．０，表明提取的ＲＮＡ

及ＤＮＡ纯度较高。

１．５　基因扩增及凝胶成像分析　犪犱犲犅、犪犱犲犚及犪犱犲犛 扩增引

物序列见表１。每一反应体系包括：犜犪狇酶复合物２５μＬ，模板

１μＬ，上、下游引物各２μＬ及灭菌ｄｄＨ２Ｏ２０μＬ。聚合酶链反

应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）参数：９４℃预变性５ｍｉｎ，

９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３０个循环；

最后７２℃延伸７ｍｉｎ。将扩增产物在含０．５μｇ／ｍＬ溴化乙锭

（ｅｔｈｉｄｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，ＥＢ）的２％琼脂糖凝胶中电泳３０ｍｉｎ，用凝

胶成像系统观察并摄像保存。ＰＣＲ扩增产物经纯化后送上海

生工生物工程技术服务有限公司测序。

１．６　逆转录ＰＣＲ（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅＰＣＲ，ＲＴＰＣＲ）　参

照ＡｃｃｅｓｓＱｕｉｃｋＲＴＰＣＲ系统操作说明进行 ＲＴＰＣＲ扩增目

的基因。狉犲犮犃为内参基因。反应参数：９５℃预变性２ｍｉｎ，

９４℃变性３０ｓ，５５℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３０个循

环；最后７２℃延伸７ｍｉｎ。

表１　　ＰＣＲ所用引物

基因片段 引物 引物序列 长度（ｂｐ）

犪犱犲犅 Ｂ１５′ＡＡＡＧＡＣＴＴＣＡＡＡＧＡＧＣＧＧＡ３′ ６７５

Ｂ２５′ＴＧＡＣＧＣＡＴＴＧＣＴＴＣＡＣＣＣ３′

犪犱犲犚 Ｒ１５′ＡＴＴＴＡＧＣＧＴＡＴＧＡＴＣＡＣＴＴＧＡＡＧ３′ ８５１

Ｒ２５′ＴＴＣＣＴＴＡＣＴＡＡＴＴＣＣＴＡＡＣＴＴＡＣ３′

犪犱犲犛 Ｓ１５′ＧＣＴＡＧＧＧＡＡＴＡＴ ＴＴＴＡＴＧＡ３′ １１０２

Ｓ２５′ＡＴＴＡＣＣＣＴＡＴＴＴＣＴＴＣＡＴＧ３′

狉犲犮犃 Ａ１５′ＴＴＴＧＡＣＡＡＣＣＣＧＡＣＡＡＴＧ３′ １７６

Ａ２５′ＴＧＣＣＴＧＧＣＴＣＡＴＡＡＧＡＣＧ３′

２　结　　果

本实验鲍氏不动杆菌对不同抗菌药物耐药率如下：哌拉西

林９７．６％，头孢吡肟６０．８％，头孢噻肟７５．２％，头孢他啶

７５．２％，环丙沙星８０．０％，左氧氟沙星７９．２％，阿米卡星

６０．８％，庆大霉素 ５０．４％，亚胺培南 ３５．２％，多黏菌素 Ｂ

０．０％，哌拉西林／他唑巴坦４８．８％。多重耐药鲍氏不动杆菌

犪犱犲犅基因携带率为９５．０％，调控基因犪犱犲犚、犪犱犲犛携带率分别

为９０％、９０％；敏感株犪犱犲犅 基因携带率为５８．１％，调控基因

犪犱犲犚、犪犱犲犛携带率分别为４９．５％、５０．４％。

３　讨　　论

有实验对不动杆菌属的几种细菌从动物体内增殖能力、溶

血或溶细胞能力及对抗菌药物敏感性等方面进行比较，结果发

现鲍氏不动杆菌细胞毒性最强，所有菌株均表达毒力因子相关

的外膜蛋白Ａ（ｏｕｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎＡ，ｏｍｐＡ）、胞外聚合物

Ａ（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｏｌｙｍｅｒｉｃｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ，ｅｐｓＡ），能使９５％细胞发

生生物还原。此外，鲍氏不动杆菌也是其中耐药性最强的菌

种，这可能与其有较强的毒力及能抵抗机体的清除力相关［６］。

鲍氏不动杆菌的外膜囊泡中含大量的毒力相关因子［７］，其中

ｏｍｐＡ在其致病机制中发挥重要作用，纯化的ｏｍｐＡ定位于人

喉部上皮细胞的线粒体中，可引起细胞凋亡后细胞色素Ｃ的

释放，同时引起凋亡诱导因子进入细胞内，产生半胱天冬氨酸

蛋白酶３（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ３，Ｃａｓｐａｓｅ３）及

ＤＮＡ碎片。

犪犱犲犃犅犆 基 因 表 达 产 物 ａｄｅＡＢＣ 与 ａｄｅＤＥ、ａｄｅＸＹＺ、

ａｄｅＩＪＫ均属ＲＮＤ超家族
［８］，其中 ＡｄｅＡＢＣ是最主要的外排系

统，有研究表明ａｄｅＡＢＣ型主动外排泵也见于非鲍氏不动杆菌

菌株，它在鲍氏不动杆菌耐药中起着重要作用，使用泵抑制剂

后鲍氏不动杆菌的耐药性降低，４种外排泵可同时共存。用分

步基因分析法研究犪犱犲犅基因，发现其包含７７８０个碱基对序

列，负责编码膜融合蛋白、内膜外排蛋白、外膜蛋白通道。

犪犱犲犅不是鲍氏不动杆菌的固有基因，但其在该菌中分布广泛，

不排除鲍氏不动杆菌中已发生该基因变异的可能。ａｄｅＲＳ是

一个双组分调控系统，由位于犪犱犲犃犅犆基因上游的调控基因

犪犱犲犚 和犪犱犲犛分别编码应激酶ａｄｅＳ和反应调节蛋白ａｄｅＲ组

成［４］。有研究发现在体外采用基因工程技术去除多重耐药株

的犪犱犲犚犛基因，得到的突变株可恢复对外排底物的敏感性，这

一结果证实了犪犱犲犚犛在外排泵基因表达调控中的作用。

研究发现，在耐药菌株中犪犱犲犃犅犆与１类整合子基因具有

协同作用，而在高度敏感菌株中没有发现该协同作用，由此进

一步证实该外排系统与鲍氏不动杆菌耐药性相关。而另一

ＲＮＤ外排系统———ａｄｅＩＪＫ的高表达则与菌株毒性相关
［９］。

鲍氏不动杆菌高耐药性的形成主要源于临床抗菌药物的

滥用［１０］，耐药性的获得与可移动耐药因子（如质粒、整合子、转

座子等）有关［１１１２］。为避免更严重的耐药现象，多黏菌素的应

用仅限于临床危急情况，使用时还应注意避免严重的神经及肾

脏毒性作用。为避免耐药性进一步扩散，国外学者建议定期进

行地区间抗菌药物敏感性监控，实时调整预防方案。鲍氏不动

杆菌引起的感染不仅限于临床患者［１３］，在经历战争或自然灾

害的人群以及社区居民中也有发生［１４］，因此，全球携手共同防

治鲍氏不动杆菌播散及其耐药性扩散迫在眉睫［１５］。
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者在完全缓解率、无病生存率、无事件生存率和无复发生存率

方面优于犖犘犕１阴性患者。因而，犖犘犕１被认为是预后良好

的独立因素［４］。犉犔犜３基因是１９９１年发现的早期造血生长因

子受体基因，其编码的蛋白属于Ⅲ型酪氨酸激酶受体家族，对

造血细胞起调节生长和分化功能［１６］。近年来研究发现，犉犔犜３

基因突变及其过度表达与 ＡＭＬ的预后负相关。犉犔犜３ＩＴＤ

阳性患者的无病生存期和总存活率均明显低于犉犔犜３ＩＴＤ阴

性的患者［５］。犖犘犕１和犉犔犜３基因突变相伴发生的概率较

高，约占４０％
［６］，但对其预后的报道不一。

本研究共纳入４个随机对照研究，４个研究的样本量都比

较少，均小于６０例；循证医学认为，小样本随机对照试验，结果

偏离真值，结论不明确，犯第一类错误或第二类错误概率较小。

其次，随机分配是减少某些外部因素对结果的影响，随机化分

组是实现组间均衡性的重要手段。本研究中纳入研究的４篇

文献均未对随机方法进行描述，因此，难以判定是否采用随机

方法，从而影响结果的可靠程度。再次，有３篇文献未描述随

访情况和失访情况，因此，存在失访偏倚的可能。总的来说，本

研究中纳入研究的４篇文献质量不高，均为Ｂ级和Ｃ级文献，

可信度不高。

本研究 Ｍｅｔａ分析结果显示，犖犘犕１＋／犉犔犜３ＩＴＤ＋ ＡＭＬ

患者的完全缓解率与犖犘犕１－／犉犔犜３ＩＴＤ－ ＡＭＬ患者的差异

无统计学意义，提示 犖犘犕１和犉犔犜３基因突变相伴发生对

ＡＭＬ患者的预后没有影响。此外，由于纳入研究文献质量和

数量的限制，未能就犖犘犕１＋／犉犔犜３ＩＴＤ＋与犖犘犕１－／犉犔犜３

ＩＴＤ－对ＡＭＬ的预后影响进行敏感性分析和发表偏倚分析。

由于现在可纳入的原始研究数量较少，研究质量不高，故

现有证据不足以说明犖犘犕１和犉犔犜３基因突变对 ＡＭＬ预后

的影响。由于本系统评价可能存在的局限性，有必要进一步开

展大样本、高质量的随机对照试验，为明确犖犘犕１和犉犔犜３基

因突变对ＡＭＬ预后的影响提供可靠证据。
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