
书书书

·基础实验研究论著·

多重ＰＣＲ和反向线点杂交技术快速检测鲍曼不动杆菌

２１个主动外排基因及临床应用

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　　摘　要：目的　建立一种新的多重ＰＣＲ和反向线点杂交技术（ｍＰＣＲＲＬＢ）快速同时检测鲍曼不动杆菌２１个主动外排基因

的方法并评价其临床应用价值。方法　根据ＧｅｎＢａｎｋ中收录的多重耐药鲍曼不动杆菌 ＡＹＥ株５个外排泵蛋白基因家族，选取

其中２１个基因（４个来自 ＭＦＳ家族，１３个来自ＲＮＤ家族，２个来自 ＭＡＴＥ家族，１个来自ＳＭＲ家族，１个来自 ＡＢＣ家族）。设

计２２对引物及寡核苷酸探针（１对鲍曼不动杆菌通用引物及探针），ｍＰＣＲ同时扩增２２个目的基因，ＰＣＲ产物再与固定在尼龙膜

上的特异性寡核苷酸探针反向线点杂交，同时检测上述２２个基因。用该法对４０株经过鉴定的鲍曼不动杆菌进行检测。结果　

除犮犿犾犃５和犮犿犾犃基因未检出阳性外，其余１９个外排泵基因均呈阳性。除第１６号菌株外排泵基因检测阴性外，其余３９株鲍曼

不动杆菌临床株携带外排泵基因数量从５～１８个不等。外排系统在多重耐药菌株及相对敏感菌株中均有分布。１１个外排泵基

因在多重耐药鲍曼不动杆菌菌株中阳性率明显高于敏感株，差异具有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　建立的 ｍＰＣＲＲＬＢ技术可

快速同时检测鲍曼不动杆菌多个外排泵基因，短时间内明确菌株携带外排泵基因情况，对明确其多重耐药性的发生机制、避免药

物成为外排泵对象、找到更有效的特异外排系统抑制剂均有重要意义。
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　　鲍曼不动杆菌目前已成为世界范围频繁引起医院感染暴

发流行的重要条件致病菌。其多重耐药（ＭＤＲ）甚至泛耐药

（ＰＤＲ）现象日趋严重，给治疗带来极大困难，已成为一个全球

范围的严重临床问题［１３］。近年来，多重药物外排泵由于其底

物广泛，与多重耐药的关系越来越多地引起人们关注［４］。随着

鲍曼不动杆菌基因组序列的公布，进一步增进了人们对耐药机

·９８４１·国际检验医学杂志２０１３年６月第３４卷第１２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１２

 基金项目：广东省医学科学技术研究基金资助项目（Ａ２０１０５６１）。作者简介：金萍，女，副主任医师，主要从事感染和危重症研究。　

△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｃｈｕｎｙｉ６１８＠１６３．ｃｏｍ。



制的认识［５８］。Ｆｏｕｒｎｉｅｒ等
［９］在 ＭＤＲ鲍曼不动杆菌 ＡＹＥ株

上，发现一个８６ｋｂ大小“耐药岛（犃犫犪犚１）”，它包含２５个抗生

素、２０个防腐剂及重金属的抗性基因，还发现４１个与外排泵

有关的基因。常规采用ＰＣＲ检测鲍曼不动杆菌耐药基因，虽

然结果可靠，但每次检测１个耐药基因，操作量大，且琼脂糖凝

胶电泳染料对人体有毒害作用。本研究借助于多重聚合酶链

反应（ｍＰＣＲ）和反向线点杂交技术（ＲＬＢ），建立了同时快速检

测鲍曼不动杆菌２１个主动外排基因的方法，并利用其检测了

４０株临床分离的鲍曼不动杆菌，快速确定这些外排系统在临

床菌株中的分布情况，现将结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　４０株鲍曼不动杆菌（排除同一患者同一部位重复

分离的菌株）均来自深圳市人民医院检验科细菌室菌种库，菌

株鉴定采用ＶＩＴＥＫ系统（ＢｉｏＭｅｒｉｅｕｘ，法国）。

１．２　仪器与试剂　ＨｏｔＳｔａｒｔＴａｑ酶（澳大利亚 Ｑｉａｇｅｎ公司），

ＥＤＡＣ（澳大利亚 Ｓｉｇｍａ公司），化学发光增强（ＥＣＬ）显影剂

（德国Ｒｏｃｈｅ公司），链亲和素过氧化物酶接合物（ＰＯＤ）（德国

Ｒｏｃｈｅ公司），１６％ＥＤＡＣ，０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ，０．５ｍｏｌ／ＬＮａＨ

ＣＯ３（ｐＨ８．４），０．５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ８．０），２０ｍｍｏｌ／ＬＥＤ

ＴＡ，２×ＳＳＰＥ，２×ＳＳＰＥ／０．１％ＳＤＳ，２×ＳＳＰＥ／０．５％ＳＤＳ，ＰＣＲ

扩增仪（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），ＢｉｏｂｙｎｅＣ尼龙膜（美国Ｐａｌｌ公

司），Ｍｉｎｉｂｌｏｔｔｅｒ（美国Ｉｍｍｕｎｅｔｉｃｓ公司），Ｓｈｅｌｌａｂ杂交箱（美国

Ｔｈｅｒｍｏ公司）和高敏Ｘ光底片（美国Ａｍｅｒｓｈａｍ公司）。

１．３　方法

１．３．１　建立序列库　根据ＧｅｎＢａｎｋ中收录的 ＭＤＲ鲍曼不动

杆菌ＡＹＥ株５个外排泵蛋白基因家族
［９］，选取其中２１个基因

（４个来自 ＭＦＳ家族，１３个来自ＲＮＤ家族，２个来自 ＭＡＴＥ

家族，１个来自ＳＭＲ家族，１个来自 ＡＢＣ家族），下载上述２１

个外排泵基因各自序列保守片断并建立序列库。

１．３．２　设计特异性引物和探针　使用美国ＰｕｂＭｅｄ和澳大利

亚生 物 数 据 库 （Ａｕｓｔｒａｌｉｌａｎ ＮａｔｉｏｎａｌＧｅｎｏｍｉｃＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

Ｓｅｒｖｉｃｅ）Ｂｉｏｍａｎａｇｅｒ，进行２２对引物（包括１对种特异引物）和

２２个探针（包括１个种特异探针）的设计和比较，应用Ｓｉｇｍａ

软件检测引物和探针序列的特性，包括引物和探针的长度、Ｔｍ

值，有无二级结构及是否会形成二聚体等，并通过ＢＬＡＳＴｎ确

定特异性。所有探针的５′端用氨基标记，使之能共价结合于

尼龙膜上，引物５′端用生物素标记，引物和探针由北京奥科鼎

盛生物科技有限公司合成，见表１～２。

表１　　鲍曼不动杆菌１对种特异引物和２１对外排泵基因特异性引物信息

引物 靶基因
外排泵

基因家族＃
Ｔｍ（℃） ＧｅｎＢａｎｋ序列号 引物序列（５′～３′）

产物片段

大小（ｂｐ）

ＡｂｒｅｃＡＳｂ 犃．犫犪狌犿犪狀狀犻犻 － ６７．２９ Ｌ２６１００ ＣＣＴＧＡＡＴＣＴＴＣＴＧＧＴＡＡＡＡＣ ４２４

ＡｂｒｅｃＡＡｂ 犃．犫犪狌犿犪狀狀犻犻 － ５５．２８ Ｌ２６１００ ＧＴＴＴＣＴＧＧＧＣＴＧＣＣＡＡＡＣＡＴＴＡＣ

１＿１７３Ｓｂ 犮犿犾犃５ ＭＦＳ家族 ６３．８７ ＣＴ０２５８３２ ＡＴＧＧＡＧＴＧＣＣＡＡＡＧＧＴＧＡＡＣ １２５

１＿１７３Ａｂ 犮犿犾犃５ ＭＦＳ家族 ６７．１７ ＣＴ０２５８３２ ＣＡＧＡＣＣＧＡＧＣＡＣＧＡＣＴＧＴＴＧ

１＿８８Ｓｂ 犮犿犾犃 ＭＦＳ家族 ６３．８３ ＣＴ０２５８３２ ＴＴＡＴＧＧＣＴＣＣＣＴＴＣＧＡＣＡＴＣ １３８

１＿８８Ａｂ 犮犿犾犃 ＭＦＳ家族 ６４．０９ ＣＴ０２５８３２ ＡＣＡＣＣＧＡＧＣＡＴＣＡＣＣＡＴＧＴＡ

１０＿１８６Ｓｂ 狀狅狉犕 ＭＦＳ家族 ６３．４６ ＣＴ０２５７８１ ＴＡＡＧＧＣＴＴＣＧＧＣＴＴＡＴＣＧＡＡ １０１

１０＿１８６Ａｂ 狀狅狉犕 ＭＦＳ家族 ６３．７１ ＣＴ０２５７８１ ＡＡＡＣＣＡＡＴＴＧＧＣＡＧＡＣＣＡＡＧ

１２＿５０８Ｓｂ ＭＦＳ１２＿５０８ ＭＦＳ家族 ６３．６１ ＣＴ０２５７８３ ＣＴＴＧＴＧＧＧＴＡＴＧＣＣＧＣＴＴＡＴ １０１

１２＿５０８Ａｂ ＭＦＳ１２＿５０８ ＭＦＳ家族 ６３．７２ ＣＴ０２５７８３ ＣＧＧＧＡＡＣＴＧＴＧＣＴＡＡＡＣＣＡＴ

２９＿１３９Ｓｂ 狇犪犮犈犱犲犾狋犪１ ＳＭＲ家族 ６３．４８ ＣＴ０２５７９９ ＧＡＴＴＧＣＣＴＡＴＧＣＣＡＴＴＴＧＧＴ １００

２９＿１３９Ａｂ 狇犪犮犈犱犲犾狋犪１ ＳＭＲ家族 ６３．６４ ＣＴ０２５７９９ ＡＣＣＡＡＴＧＣＡＧＧＣＡＧＣＴＡＡＧＴ

３６＿５０３Ｓｂ ＭＡＴＥ３６＿５０３ ＭＡＴＥ家族 ６３．９３ ＣＴ０２５８２１ ＴＧＧＡＣＧＴＴＧＴＴＧＣＡＴＴＴＴＧＴ １３３

３６＿５０３Ａｂ ＭＡＴＥ３６＿５０３ ＭＡＴＥ家族 ６３．７１ ＣＴ０２５８２１ ＡＴＡＡＧＣＣＧＡＧＧＣＡＡＴＴＧＡＴＧ

３６＿１２７Ｓｂ ＭＡＴＥ３６＿１２７ ＭＡＴＥ家族 ６３．４７ ＣＴ０２５８１８ ＣＡＡＴＧＧＣＣＧＧＴＴＴＡＧＴＣＡＴＴ １４５

３６＿１２７Ａｂ ＭＡＴＥ３６＿１２７ ＭＡＴＥ家族 ６３．９１ ＣＴ０２５８１８ ＴＴＧＴＧＣＴＧＣＡＡＡＧＡＴＴＧＡＧＧ

２＿６９４Ｓｂ ＡＢＣ２＿６９４ ＡＢＣ家族 ６４．２０ ＣＴ０２５８０４ ＴＧＧＣＴＣＡＡＣＴＴＧＣＡＣＡＡＧＡＧ １３０

２＿６９４Ａｂ ＡＢＣ２＿６９４ ＡＢＣ家族 ６３．８１ ＣＴ０２５８０４ ＡＴＧＧＴＴＣＣＡＴＴＧＧＴＴＴＴＧＧＡ

３２＿４３１Ｓｂ 犪犱犲犃 ＲＮＤ家族 ６３．７７ ＣＴ０２５８１１ ＴＣＧＣＴＣＡＡＡＴＧＡＡＡＧＣＡＴＴＧ １４７

３２＿４３１Ａｂ 犪犱犲犃 ＲＮＤ家族 ６３．８５ ＣＴ０２５８１１ ＡＴＧＧＴＴＧＣＣＡＴＣＧＴＡＴＴＧＧＴ

３２＿４３６Ｓｂ 犪犱犲犅 ＲＮＤ家族 ６３．９２ ＣＴ０２５８１２ ＡＴＧＣＣＡＴＴＧＴＴＧＴＣＧＴＴＧＡＡ １３５

３２＿４３６Ａｂ 犪犱犲犅 ＲＮＤ家族 ６３．６１ ＣＴ０２５８１２ ＡＡＴＡＣＴＧＣＣＧＣＣＡＡＴＡＣＣＡＧ

３２＿４３７Ｓｂ 犪犱犲犆 ＲＮＤ家族 ６３．７２ ＣＴ０２５８１３ ＣＡＧＣＣＧＧＴＴＴＡＣＣＡＡＧＴＧＡＴ １２５

３２＿４３７Ａｂ 犪犱犲犆 ＲＮＤ家族 ６３．７０ ＣＴ０２５８１３ ＴＣＡＧＧＣＴＴＡＴＧＧＴＴＧＧＧＡＡＣ

３２＿４９７Ｓｂ 犪犱犲犚 ＲＮＤ家族 ６３．３９ ＣＴ０２５８１４ ＡＣＧＣＣＡＡＡＡＡＧＣＴＣＡＧＡＣＴＣ １４０

３２＿４９７Ａｂ 犪犱犲犚 ＲＮＤ家族 ６４．０２ ＣＴ０２５８１４ ＧＣＣＴＧＡＡＣＴＣＴＡＧＣＧＡＣＧＡＣ

３２＿４９８Ｓｂ 犪犱犲犛 ＲＮＤ家族 ６３．８７ ＣＴ０２５８１５ ＴＴＡＧＴＣＡＣＧＧＣＧＡＣＣＴＣＴＣＴ １４９

３２＿４９８Ａｂ 犪犱犲犛 ＲＮＤ家族 ６４．３３ ＣＴ０２５８１５ ＣＡＴＧＴＧＣＧＡＴＡＧＣＴＧＣＡＴＴＣ

１６＿１０Ｓｂ 犪犱犲犐 ＲＮＤ家族 ６３．７３ ＣＴ０２５７８７ ＧＴＡＧＣＡＡＡＧＧＣＴＣＣＧＡＴＧＡＧ １２９

１６＿１０Ａｂ 犪犱犲犐 ＲＮＤ家族 ６３．７４ ＣＴ０２５７８７ ＧＣＴＧＡＡＧＴＡＣＧＧＣＣＴＧＡＡＡＧ

１６＿１８Ｓｂ 犪犱犲犑 ＲＮＤ家族 ６３．９７ ＣＴ０２５７８８ ＴＣＡＴＧＡＣＣＡＣＣＣＴＡＧＣＣＴＴＣ １０６

·０９４１· 国际检验医学杂志２０１３年６月第３４卷第１２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１２



续表１　　鲍曼不动杆菌１对种特异引物和２１对外排泵基因特异性引物信息

引物 靶基因
外排泵

基因家族＃
Ｔｍ（℃） ＧｅｎＢａｎｋ序列号 引物序列（５′～３′）

产物片段

大小（ｂｐ）

１６＿１８Ａｂ 犪犱犲犑 ＲＮＤ家族 ６３．９２ ＣＴ０２５７８８ ＴＡＣＧＣＣＡＣＣＡＡＧＴＡＣＡＣＣＡＡ

１６＿２０Ｓｂ 犪犱犲犓 ＲＮＤ家族 ６３．９１ ＣＴ０２５７９０ ＡＣＣＧＣＴＣＡＧＣＡＡＣＧＴＣＴＡＧＴ １０６

１６＿２０Ａｂ 犪犱犲犓 ＲＮＤ家族 ６４．１０ ＣＴ０２５７９０ ＣＧＣＴＧＴＧＣＡＴＣＡＡＧＡＡＣＴＧＴ

１０＿６３２Ｓｂ ＲＮＤ１０＿６３２ ＲＮＤ家族 ６３．８６ ＣＴ０２５７８２ ＴＣＴＣＧＣＣＧＡＧＣＴＴＴＡＧＡＴＧＴ １４６

１０＿６３２Ａｂ ＲＮＤ１０＿６３２ ＲＮＤ家族 ６３．６１ ＣＴ０２５７８２ ＴＧＣＧＴＴＴＴＴＣＴＣＧＧＣＴＡＡＣＴ

１７＿３６Ｓｂ 狀狅犾犉 ＲＮＤ家族 ６３．６０ ＣＴ０２５７９２ ＧＣＡＡＴＣＡＧＧＧＡＣＡＡＡＣＣＡＴＴ １２０

１７＿３６Ａｂ 狀狅犾犉 ＲＮＤ家族 ６３．７９ ＣＴ０２５７９２ ＴＡＴＣＧＴＴＧＣＴＣＡＡＣＣＡＣＴＣＧ

５＿８７９Ｓｂ ＲＮＤ５＿８７９ ＲＮＤ家族 ６３．６１ ＣＴ０２５８２７ ＧＣＧＣＡＡＡＴＴＡＣＣＴＣＡＡＴＧＧＴ １０６

５＿８７９Ａｂ ＲＮＤ５＿８７９ ＲＮＤ家族 ６３．９３ ＣＴ０２５８２７ ＧＣＡＴＣＡＣＧＧＴＣＡＴＣＡＡＴＡＣＧ

２９＿１６７Ｓｂ ＲＮＤ２９＿１６７ ＲＮＤ家族 ６３．６１ ＣＴ０２５８０１ ＣＧＴＣＴＡＣＧＴＴＴＡＣＧＣＣＣＡＡＴ １２５

２９＿１６７Ａｂ ＲＮＤ２９＿１６７ ＲＮＤ家族 ６３．７４ ＣＴ０２５８０１ ＡＣＣＧＡＡＧＡＡＴＡＣＧＧＣＡＡＣＡＣ

３６＿４４０Ｓｂ ＲＮＤ３６＿４４０ ＲＮＤ家族 ６３．９２ ＣＴ０２５８２０ ＣＡＡＴＧＡＣＡＴＴＣＧＣＣＡＴＧＡＡＣ １４２

３６＿４４０Ａｂ ＲＮＤ３６＿４４０ ＲＮＤ家族 ６３．７３ ＣＴ０２５８２０ ＧＣＡＡＡＣＧＡＴＣＧＧＣＡＴＡＴＴＣＴ

　　：Ａ代表正向，Ｓ代表反向，ｂ代表生物素标记的引物；＃：多药及毒物外排（ＭＡＴＥ）家族，ＡＴＰ结合盒（ＡＢＣ）超家族，小多重耐药（ＳＭＲ）家

族，主要易化因子（ＭＦＳ）超家族，耐药结节细胞分化（ＲＮＤ）家族；－：该基因不属于外排泵家族。

表２　　鲍曼不动杆菌１个种特异和２１个外排泵基因特异性寡核苷酸探针信息

探针 靶基因 外排泵家族＃ Ｔｍ（℃） Ｇｅｎｂａｎｋ序列号 探针序列（５′～３′）

ＡｂｒｅｃＡＳｐ 犃．犫犪狌犿犪狀狀犻犻 － ５７．６０ Ｌ２６１００ ＡＡＴＴＡＣＧＧＧＴＡＡＴＧＣＴＡＡＡＣＧＴＴＣ

１＿１７３Ｓｐ 犮犿犾犃５ ＭＦＳ家族 ６３．２８ ＣＴ０２５８３２ ＧＴＣＧＴＧＴＡＣＴＧＴＴＴＧＡＣＣＣＴＴＧ

１＿８８Ｓｐ 犮犿犾犃 ＭＦＳ家族 ６３．８５ ＣＴ０２５８３２ ＴＡＡＴＣＣＡＡＣＴＣＡＣＧＴＴＧＡＧＣＣ

１０＿１８６Ｓｐ 狀狅狉犕 ＭＦＳ家族 ６２．０８ ＣＴ０２５７８１ ＴＧＡＣＴＴＧＧＧＴＴＡＡＡＡＧＡＡＴＴＴＴＡＣＡＧ

１２＿５０８Ｓｐ ＭＦＳ１２＿５０８ ＭＦＳ家族 ６２．３６ ＣＴ０２５７８３ ＴＧＡＡＧＣＴＡＡＣＧＡＧＴＧＴＧＣＡＡＴ

２９＿１３９Ｓｐ 狇犪犮犈犱犲犾狋犪１ ＳＭＲ家族 ６１．５１ ＣＴ０２５７９９ ＧＣＴＧＧＡＴＡＴＴＴＴＡＣＡＡＡＣＡＡＣＡＴＴＴＡＧ

３６＿５０３Ｓｐ ＭＡＴＥ３６＿５０３ ＭＡＴＥ家族 ６１．７０ ＣＴ０２５８２１ ＣＧＧＴＴＴＣＡＴＧＴＴＴＡＴＴＴＴＴＣＣＴＴ

３６＿１２７Ｓｐ ＭＡＴＥ３６＿１２７ ＭＡＴＥ家族 ６０．８７ ＣＴ０２５８１８ ＡＧＣＧＡＴＴＴＣＧＡＴＣＴＣＴＡＴＣＧ

２＿６９４Ｓｐ ＡＢＣ２＿６９４ ＡＢＣ家族 ６１．５２ ＣＴ０２５８０４ ＡＡＧＣＴＣＴＴＡＣＧＴＧＣＴＧＡＡＴＣＡ

３２＿４３１Ｓｐ 犪犱犲犃 ＲＮＤ家族 ６６．６１ ＣＴ０２５８１１ ＡＡＧＧＴＧＣＡＴＴＧＧＴＣＧＧＴＣＡ

３２＿４３６Ｓｐ 犪犱犲犅 ＲＮＤ家族 ６１．４１ ＣＴ０２５８１２ ＡＧＣＣＣＧＡＴＴＡＴＴＧＧＴＡＴＴＡＣＧ

３２＿４３７Ｓｐ 犪犱犲犆 ＲＮＤ家族 ６２．３２ ＣＴ０２５８１３ ＣＡＡＡＴＡＴＴＧＧＴＧＣＴＧＣＴＡＡＡＧＣ

３２＿４９７Ｓｐ 犪犱犲犚 ＲＮＤ家族 ６２．７８ ＣＴ０２５８１４ ＧＡＡＧＣＣＴＴＴＴＡＡＣＣＣＡＡＡＴＧＡＡ

３２＿４９８Ｓｐ 犪犱犲犛 ＲＮＤ家族 ６４．６３ ＣＴ０２５８１５ ＴＣＡＡＡＡＡＴＧＣＧＣＡＧＧＴＴＴＧ

１６＿１０Ｓｐ 犪犱犲犐 ＲＮＤ家族 ６２．３９ ＣＴ０２５７８７ ＡＣＡＡＡＧＴＧＴＴＧＡＡＣＡＡＡＧＣＧＴＴ

１６＿１８Ｓｐ 犪犱犲犑 ＲＮＤ家族 ６３．７２ ＣＴ０２５７８８ ＧＧＡＡＧＴＣＡＧＣＡＣＴＣＴＧＴＡＧＧＣＴ

１６＿２０Ｓｐ 犪犱犲犓 ＲＮＤ家族 ６１．２９ ＣＴ０２５７９０ ＣＧＴＧＣＴＧＧＴＡＴＴＧＡＴＡＧＴＴＡＣＴＴＧ

１０＿６３２Ｓｐ ＲＮＤ１０＿６３２ ＲＮＤ家族 ６０．８８ ＣＴ０２５７８２ ＡＡＡＧＣＡＡＡＣＴＴＧＡＴＴＡＡＧＴＣＣＡＧＴＡ

１７＿３６Ｓｐ 狀狅犾犉 ＲＮＤ家族 ６１．５１ ＣＴ０２５７９２ ＡＡＴＣＡＡＡＣＡＡＴＴＣＡＧＡＡＡＧＴＣＡＡＡＡ

５＿８７９Ｓｐ ＲＮＤ５＿８７９ ＲＮＤ家族 ６８．５８ ＣＴ０２５８２７ ＣＧＣＧＧＴＧＡＴＧＴＧＣＴＧＧＴＴ

２９＿１６７Ｓｐ ＲＮＤ２９＿１６７ ＲＮＤ家族 ６６．６５ ＣＴ０２５８０１ ＴＣＴＧＡＡＡＴＧＣＧＡＣＡＴＧＣＧＡＴ

３６＿４４０Ｓｐ ＲＮＤ３６＿４４０ ＲＮＤ家族 ６４．０６ ＣＴ０２５８２０ ＣＴＴＴＧＡＣＴＡＣＧＣＧＣＴＴＴＴＧＡＡ

　　：Ａ代表正向，Ｓ代表反向，ｐ代表５′端用氨基标记的特异性寡核苷酸探针；＃：多药及毒物外排（ＭＡＴＥ）家族，ＡＴＰ结合盒（ＡＢＣ）超家族，小

多重耐药（ＳＭＲ）家族，主要易化因子（ＭＦＳ）超家族，耐药结节细胞分化（ＲＮＤ）家族；－：该基因不属于外排泵家族。

１．３．３　模板制备　使用快速裂解方法，直接挑取菌落于２００

μＬ样品预处理液中，旋涡振荡３０ｓ，充分混匀后置１００℃１０

ｍｉｎ，取出，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清２０μＬ即为ＤＮＡ

模板，－２０℃保存。

１．３．４　ｍＰＣＲ反应　对鲍曼不动杆菌及外排泵基因特异序列

进行扩增。反应体积２８μＬ，包括２２个正向（５０ｐｍｏｌ／Ｌ）和２２

个反向（５０ｐｍｏｌ／Ｌ）引物各０．０７５μＬ，２．４μＬｄＮＴＰｓ（每个

ｄＮＴＰ为２．５ｍｍｏｌ／Ｌ），３μＬ１０×ＰＣＲ缓冲液（１．５ｍｍｏｌ／Ｌ

ＭｇＣｌ２），４．２μＬ２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２（终浓度４．５ｍｍｏｌ／Ｌ），０．２

μＬＨｏｔｓｔａｒＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／Ｌ）和２μＬＤＮＡ模板。反

应条件参照文献［１０］，９５℃１５ｍｉｎ后再９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ

和７２℃１ｍｉｎ，３５个循环，最后７２℃１０ｍｉｎ。

１．３．５　标膜及探针标记
［１０］
　用０．５ｍｏｌ／ＬＮａＨＣＯ３（ｐＨ８．４）

稀释鲍曼不动杆菌种特异性探针及２１个外排泵基因探针至

１０μｍｏｌ／Ｌ浓度。室温下将ＢｉｏｄｙｎｅＣ膜于１６％ ＥＤＡＣ中孵

育１０ｍｉｎ，洗膜１～２ｍｉｎ。将膜放入 Ｍｉｎｉｂｌｏｔｔｅｒ中，分别依次

加入１４５～１４７μＬ已稀释的探针，０．５ｍｏｌ／ＬＮａＨＣＯ３ 加入第

１道及第２４道作为阴性对照，鲍曼不动杆菌种特异性探针加
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入第２道及第２５道作为阳性对照。室温孵育５ｍｉｎ。将膜放

入０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ液中灭活９ｍｉｎ。２×ＳＳＰＥ洗膜１～２ｍｉｎ

后用６０℃２×ＳＳＰＥ／０．１％ＳＤＳ液孵育膜５ｍｉｎ，再在室温下

用２０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ孵育２０ｍｉｎ。密封４℃保存。

１．３．６　ＲＬＢ杂交
［１０］
　取２０μＬＰＣＲ 产物与１５０μＬ２×

ＳＳＰＥ／０．１％ＳＤＳ液混匀，１００ ℃，１０ｍｉｎ。快速置冰浴。于

Ｍｉｎｉｂｌｏｔｔｅｒ中分别依次加入上述混合液，６０℃，６０ｍｉｎ，使生

物素标记ＰＣＲ产物与特异的相应探针在尼龙膜上进行斑点杂

交。用６０℃２×ＳＳＰＥ／０．５％ＳＤＳ液洗膜２×１０ｍｉｎ。杂交后

的尼龙膜在２×ＳＳＰＥ／０．５％ＳＤＳ和ＰＯＤ（５００Ｕ／ｍＬ）混合液

中孵育４２℃，６０ｍｉｎ，利于ＰＯＤ结合在ＰＣＲ产物上。用４２℃

２×ＳＳＰＥ／０．５％ＳＤＳ洗膜２×１０ｍｉｎ。室温下用２×ＳＳＰＥ洗

膜２×５ｍｉｎ。加ＥＣＬ显影剂于膜上２ｍｉｎ，感光Ｘ胶片覆盖膜

上置于暗盒内曝光５ｍｉｎ后冲洗胶片显影。阳性标本位置可

见背景下黑色信号出现在格中。

１．３．７　特异性检测　４０株鲍曼不动杆菌临床分离株。对

ｍＰＣＲＲＬＢ方法确定的阳性标本，选取其中部分如犪犱犲犅、犪犱

犲犚及犪犱犲犛阳性菌株用单步ＰＣＲ分别扩增出目的片段后进行

序列测定（广州达晖生物技术有限公司进行），与 ＧｅｎＢａｎｋ发

表序列相比较。

１．３．８　药敏试验　采用ＫＢ法测定４０株鲍曼不动杆菌对临

床常用的１４种抗生素的抑菌环直径，根据ＣＬＳＩ２００８年版的

标准［１１］进行判读。抗菌药物哌拉西林（ＰＩＰ）、哌拉西林／他唑

巴坦（ＴＺＰ）、氨苄西林／舒巴坦（ＳＡＭ）、头孢他啶（ＣＡＺ）、头孢

噻肟（ＣＴＸ）、头孢吡肟（ＦＥＰ）、头孢曲松（ＣＲＯ）、亚胺培南

（ＩＰＭ）、美 罗 培 南 （ＭＥＭ）、庆 大 霉 素 （ＧＥＮ）、阿 米 卡 星

（ＡＭＫ）、环丙沙星（ＣＩＰ）、左氧氟沙星（ＬＶＸ）和复方磺胺甲

唑（ＳＸＴ）药敏纸片及 ＭＨ培养基均购自英国Ｏｘｏｉｄ公司。质

控菌株大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２和铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ２７８５３

购自中国药品生物制品检定所。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计学分

析，计数资料采用卡方检验。

２　结　　果

２．１　ｍＰＣＲＲＬＢ特异性　经ＶＩＴＥＫ系统鉴定为鲍曼不动杆

菌的４０株临床株均与鲍曼不动杆菌种特异探针杂交，而与阴

性对照无反应，显示了特异的杂交模式。对于 ｍＰＣＲＲＬＢ阴

性结果进行单项ＰＣＲ检测排除假阴性。对于阳性结果随机挑

选部分进行基因测序。选取犪犱犲犅、犪犱犲犚及犪犱犲犛 阳性菌株用

常规ＰＣＲ分别扩增出目的片段后进行序列测定，应用 ＮＣＢＩ

中的 ＢＬＡＳＴｎ 软 件 进 行 比 对 分 析，结 果 与 ＧｅｎＢａｎｋ 中

ＡＦ３７０８８５鲍曼不动杆菌犪犱犲犅、犪犱犲犚 及犪犱犲犛 基因同源性达

１００％。

２．２　ｍＰＣＲＲＬＢ结果　应用 ｍＰＣＲＲＬＢ技术检测２１个外

排泵基因在４０株鲍曼不动杆菌临床分离株中的分布，结果显

示：除犮犿犾犃５和犮犿犾犃基因未检出阳性外，其余１９个外排泵基

因均有阳性携带株；除第１６号菌株外排泵基因检测阴性外，其

余３９株鲍曼不动杆菌临床株携带外排泵基因数量从５～１８个

不等，菌株外排泵基因的携带率从２３．８％～８５．７％。ＭＦＳ家

族的ｎｏｒＭ，ＭＡＴＥ家族的 ＭＡＴＥ３６＿１２７，ＡＢＣ家族的ＡＢＣ２

＿６９４，ＲＮＤ家族的犪犱犲犆、犪犱犲犐、犪犱犲犑、犪犱犲犓、狀狅犾犉、ＲＮＤ１０＿

６３２、ＲＮＤ３６＿４４０及ＲＮＤ５＿８７９，多重耐药鲍曼不动杆菌菌株

所携带以上外排泵基因的阳性率明显高于敏感株，１１个外排

泵基因的携带率差异均具有统计学意义（犘＜０．０５），６个外排

泵基因在４０株临床株中阳性率在９０％以上：犪犱犲犐、ＲＮＤ５＿

８７９、ＲＮＤ２９＿１６７、ＭＡＴＥ３６＿５０３、狇犪犮犈犱犲犾狋犪１和 ＲＮＤ１０＿

６３２；在 ＭＤＲ菌株中表达阳性率１００．０％的是：ＭＡＴＥ３６＿

５０３、犪犱犲犐、ＲＮＤ１０＿６３２、ＲＮＡ５＿６７９和 ＲＮＤ２９＿１６７。见表３。

２．３　临床菌株的药物敏感性　４０株鲍曼不动杆菌中２０株为

多重耐药菌株（至少对β内酰胺类、碳青霉烯类、氨基糖苷类、

氟喹诺酮类中的３种药物同时耐药），２０株为敏感菌株。

表３　　４０株鲍曼不动杆菌菌株２１个外排泵基因的携带情况及检测阳性率（％）

外排泵蛋白家族 基因 总阳性率（狀＝４０） 多重耐药鲍曼不动杆菌（狀＝２０） 敏感鲍曼不动杆菌（狀＝２０）

ＭＦＳ家族 狀狅狉犕 ６５．０ ８５．０ ４５．０

ＭＦＳ家族 ＭＦＳ１２＿５０８ ７２．５ ９５．０ ５０．０

ＭＦＳ家族 犮犿犾犃５ ０．０ ０．０ ０．０

ＭＦＳ家族 犮犿犾犃 ０．０ ０．０ ０．０

ＭＡＴＥ家族 ＭＡＴＥ３６＿５０３ ９２．５ １００．０ ８５．０

ＭＡＴＥ家族 ＭＡＴＥ３６＿１２７ ６５．０ ９０．０ ４０．０

ＡＢＣ家族 ＡＢＣ２＿６９４ ２５．０ １０．０ ４０．０

ＳＭＲ家族 狇犪犮犈犱犲犾狋犪１ ９２．５ ９５．０ ９０．０

ＲＮＤ家族 犪犱犲犃 ３７．５ ２０．０ ３５．０

ＲＮＤ家族 犪犱犲犅 ７．５ １０．０ ５．０

ＲＮＤ家族 犪犱犲犆 ４０．０ ７０．０ １０．０

ＲＮＤ家族 犪犱犲犚 ５５．０ ５５．０ ５５．０

ＲＮＤ家族 犪犱犲犛 ３５．０ ４０．０ ３０．０

ＲＮＤ家族 犪犱犲犐 ９７．５ １００．０ ９５．０

ＲＮＤ家族 犪犱犲犑 ７５．０ ９５．０ ５５．０

ＲＮＤ家族 犪犱犲犓 ７２．５ ９０．０ ５５．０

ＲＮＤ家族 ＲＮＡ１０＿６３２ ９０．０ １００．０ ８０．０

ＲＮＤ家族 狀狅犾犉 ６７．５ ９０．０ ４５．０

ＲＮＤ家族 ＲＮＤ３６＿４４０ ６７．５ ９０．０ ４５．０

ＲＮＤ家族 ＲＮＤ５＿８７９ ９７．５ １００．０ ９５．０

ＲＮＤ家族 ＲＮＤ２９＿１６７ ９５．０ １００．０ ８５．０

　　：犘＜０．０５，与敏感鲍曼不动杆菌比较。
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３　讨　　论

主动外排系统广泛存在于革兰阳性菌、革兰阴性菌、真菌

及哺乳类细胞中，它可以将底物排出细胞外，从而保护细胞免

受毒性生物分子的侵害。细菌外排泵作用除导致临床耐药之

外，与细菌致病性也有关（在宿主体内的定植与生存）［１２１３］。

近年研究证实有５个外排泵蛋白家族参与细菌多重耐

药［１４］：ＭＡＴＥ家族、ＡＢＣ超家族、ＳＭＲ 家族、ＭＦＳ超家族、

ＲＮＤ家族。上述５个外排泵蛋白家族分别被相应基因家族编

码。ＡｄｅＡＢＣ外排系统与细菌对氨基糖苷类、喹诺酮类、四环

素、红霉素、氯霉素、甲氧苄啶，甚至替环吉素耐药有关［１５１６］。

ＡｄｅＩＪＫ外排系统与细菌对喹诺酮类、β内酰胺类、林可霉素、

四环素、氯霉素、红霉素、利福霉素及甲氧苄啶耐药有关［１７］。

ＡｄｅＤＥ外排系统细菌对与阿米卡星、环丙沙星、头孢他啶、美

罗培南、氯霉素、红霉素、四环素及利福霉素耐药有关［１８］。国

内外目前对外排泵蛋白家族的研究主要集中在 ＲＮＤ 家

族［４，１４，１９２１］，与已知的 ＡＹＥ菌株上众多外排泵蛋白家族相比

数量有限，不能全面反映这些外排系统在鲍曼不动杆菌临床菌

株中的分布状况，其研究基因数量有限与通常采用相对传统检

测方法有关。

ｍＰＣＲＲＬＢ技术具有能同时检测多个基因，具有高通量

的特点，已成功地应用于多种病原的检测与鉴别［２２２３］。本研

究将５′端用氨基标记的特异性寡核苷酸探针共价结合在尼龙

膜上制备成膜芯片，用 ｍＰＣＲ方法扩增出生物素标记产物，

ＰＯＤ标记后的ＰＣＲ产物与特异的相应探针在尼龙膜上进行

反向线点杂交，进行化学发光检测。与同位素标记探针结合放

射性自显影技术相比，该技术无放射性污染。化学发光检测具

有检测信号放大作用，其敏感度较高。从检测结果看，２１个外

排泵基因除犮犿犾犃５和犮犿犾犃 基因未检出阳性外，其余１９个外

排泵基因均有阳性携带株，这些外排泵基因检出率分别为：

ＭＦＳ家族（６５．０％～７２．５％）、ＭＡＴＥ家族（６５．０％～９２．５％）、

ＡＢＣ家 族 （２５．０％）、ＳＭＲ 家 族 （９２．５％）及 ＲＮＤ 家 族

（７．５％～９７．５％）。除第１６号菌株外排泵基因检测阴性外，其

余３９株鲍曼不动杆菌临床株携带外排泵基因数量从５～１８个

不等，外排系统在多重耐药菌株及敏感菌株中均有分布。但

ＡｄｅＡＢＣ外排系统在本次研究中并未显示出优势，而 ＡｄｅＩＪＫ

却显示高检测率，尤其在 ＭＤＲ鲍曼不动杆菌与相对敏感鲍曼

不动杆菌中携带率差异有统计学意义（犘＜０．０５）。张静萍

等［２０］研究显示ａｄｅＳＲａｄｅＡＢＣ具有高检测率。Ｈｏｕ等
［４］研究

提示对亚胺培南耐药的鲍曼不动杆菌超过８０％携带犪犱犲犅、

犪犱犲犚、犪犱犲犛、犪犱犲犑及犪犱犲犕 基因。本研究结果与上述研究结果

有一定差异，与临床菌株本身存在表型或基因型的地域差异有

关，耐药机制也可能存在地域差异。

多重耐药鲍曼不动杆菌菌株所携带１１个外排泵基因阳性

率明显高于敏感株，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。６个外

排泵基因在４０株临床株中表达阳性率在９０％以上：犪犱犲犐、

ＲＮＤ５＿８７９、ＲＮＤ２９＿１６７、ＭＡＴＥ３６＿５０３、狇犪犮犈犱犲犾狋犪１和ＲＮＤ

１０＿６３２；５个外排泵基因在 ＭＤＲ菌株中表达阳性率１００％：

ＭＡＴＥ３６＿５０３、犪犱犲犐、ＲＮＤ１０＿６３２、ＲＮＡ５＿６７９和 ＲＮＤ２９＿

１６７。国内有学者进一步采用实时荧光定量ＰＣＲ技术比较了

敏感菌株和多重耐药菌株犪犱犲犃 与犪犱犲犑 基因的 ｍＲＮＡ相对

表达水平，结果显示多重耐药菌株这２种基因的 ｍＲＮＡ表达

水平显著提高［２４］。

本研究率先将ｍＰＣＲＲＬＢ技术用于鲍曼不动杆菌的外排

系统研究，建立了同时检测鲍曼不动杆菌多个主动外排基因的

方法，并对４０株临床分离株进行了检测，确定４０份标本中多

个主动外排基因的分布情况，随机选取部分阳性结果进行序列

测定以验证。结果表明，检测鲍曼不动杆菌外排基因的

ｍＰＣＲＲＬＢ方法快速、特异、准确，在短时间内了解病原菌携

带多个外排泵基因情况，必将对明确其多重耐药性的发生机

制、避免药物成为外排泵对象、找到更有效的特异外排系统抑

制剂具有重要意义。

志谢：引物和探针的设计在悉尼大学感染性疾病和微生物

中心孔繁荣博士指导下完成；４０株临床分离株由肖克林副主

任技师在悉尼大学感染性疾病和微生物中心完成，在此对孔繁

荣博士和悉尼大学感染性疾病和微生物中心表示感谢。
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２．４　重组蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定　以患者ＥＶ７１阳性血清为

一抗（１∶５００），以 ＨＲＰ标记的羊抗人ＩｇＭ（１∶５０００）为二抗，

在４８×１０３ 处出现阳性条带。见图４。

３　讨　　论

自１９７４年Ｓｃｈｍｉｄｔ等
［７］首次报道从表现为中枢神经系统

症状的患者标本中分离到ＥＶ７１后，ＥＶ７１的流行在不同的国

家或地区相继被报道，近十年来 ＨＦＭＤ在亚太地区的发病率

显著增加，而在过去３年，中国 ＨＦＭＤ流行的持续增加，已经

使其成为不可忽视的公共健康问题，由于缺乏有效的针对重症

ＥＶ７１感染的抗病毒药物，发展预防 ＨＦＭＤ的有效疫苗成为

控制ＥＶ７１感染的首选。

ＥＶ７１病毒颗粒为２０面体立体对称的球形结构，无包膜

和突起，直径２４～３０ｎｍ。病毒衣壳由６０个亚单位构成，每个

亚单位是由４种衣壳蛋白（ＶＰ１～ＶＰ４）组装而成，其中ＶＰ４位

于衣壳的内侧，ＶＰ１～ＶＰ３均暴露在病毒颗粒的表面，带有中

和抗原位点，因而抗原决定簇主要位于这３种结构蛋白上
［８］。

以往用动物感染模型开发疫苗的研究中，发现多数中和抗

体是由位于ＶＰ１蛋白上的抗原决定簇所引起，因而大部分相

关研究均集中于ＶＰ１蛋白，然而ＶＰ２和ＶＰ３作为ＥＶ７１病毒

颗粒的重要组分，暴露在ＥＶ７１病毒衣壳的外部存在一定的免

疫压力，在感染过程中它们必然会引起一定的免疫反应。

急性病毒感染时都会产生一定抗原决定簇诱导的ＩｇＭ 反

应（ＩｇＭ反应作为早期疾病诊断的重要标志）。然而几乎所有

已知的位于ＶＰ１的抗原决定簇仅是诱导ＩｇＧ反应，而ＩｇＧ作

为保护性抗体出现在ＩｇＭ之后，两者相比较，ＩｇＭ出现早消失

快，ＩｇＧ出现晚消失慢，血清学诊断ＥＶ７１ＩｇＧ阳性的病例往往

有一部分为既往隐性感染的儿童，ＥＶ７１急性期感染的确诊主

要还是依靠ＩｇＭ，ＩｇＭ对于早期诊断更有意义。已有相关文献

报道，ＩｇＭ的抗原决定簇主要位于 ＶＰ２和 ＶＰ３衣壳蛋白上，

ＶＰ１上仅有１个引出强烈ＩｇＭ 反应的多肽位点，而另一个位

于ＶＰ１的多肽位点本研究采用ｐＥＴ３２ａ（＋）／ＢＬ２１大肠杆菌

表达体系高效表达的ＥＶ７１衣壳蛋白ＶＰ２，获得具有诊断价值

的重组ＶＰ２抗原，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验的阳性结果，确认ＶＰ２抗

原上有与ＥＶ７１ＩｇＭ 抗体结合的位点，进一步确认了 ＶＰ２上

存在ＩｇＭ 的抗原决定簇，ＩｇＭ 在病毒感染后出现较早，是

ＥＶ７１急性期感染的一个重要指标，本研究成功表达了具有

ＥＶ７１病毒ＩｇＭ抗原决定簇的 ＶＰ２蛋白，为进一步研制用于

临床ＥＶ７１病毒感染早期血清学诊断的试剂盒及病毒疫苗的

研制提供了参考。
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