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要"目的
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筛选碳青霉烯类耐药鲍曼不动杆菌并了解其耐药情况!分析碳青霉烯类耐药菌及碳青霉烯类敏感菌的外膜蛋

白表达情况&方法
!

采用琼脂二倍稀释法筛选碳青霉烯类耐药鲍曼不动杆菌!运用聚合酶链反应"

LX̀

$技术检测外膜蛋白基因

<?Af

#十二烷基硫酸钠
#

聚丙烯酰胺凝胶电泳"

/M/#L+P.

$分析细菌外膜蛋白的表达情况&结果
!

&&*

株临床分离鲍曼不动杆菌

中的
$'

株细菌对碳青霉烯类抗菌药物耐药!此
$'

株碳青霉烯类耐药菌除对多黏菌素
-

敏感性为
&**_

!对其他所试药物均呈不

同程度耐药#碳青霉烯类鲍曼不动杆菌均携带
<?Af

基因!

/M/#L+P.

分析显示碳青霉烯类耐药菌株与敏感菌株相比!在相对分子

质量约
''̂ &*

$ 和
%*̂ &*

$ 等处的蛋白条带存在差异&结论
!

鲍曼不动杆菌对抗菌药物的耐药情况严重!且碳青霉烯类耐药菌

与敏感菌的外膜蛋白在表达上存在明显差异&
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全球范围内#鲍曼不动杆菌对碳青霉烯类抗菌药物的耐药

现象日益严峻#中国
XOU.,

细菌耐药性监测数据显示#

'**0

$

'*&'

年#鲍曼不动杆菌对碳青霉烯类抗菌药物$亚胺培南*美罗

培南&的耐药率总体呈现上升趋势'

&#7

(

)国内外对
'0̂ &*

$ 大小

的外膜蛋白参与鲍曼不动杆菌耐碳青霉烯类药物均有相关报

道'

%#1

(

#而其他大小的外膜蛋白在碳青霉烯类耐药菌和敏感菌间

是否存在差异引发了笔者的关注与思考)为了解碳青霉烯类耐

药菌及碳青霉烯类敏感菌的外膜蛋白表达情况#本研究对鲍曼

不动杆菌分离株的外膜蛋白进行了相关检测分析)
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材料与方法

A(A

!

菌株来源
!

收集
'*&*

年
0

月至
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年
$

月川北医学院

附属医院临床分离的非重复鲍曼不动杆菌
&&*

株#所有菌株均

经法国
-38#S:A3:BV

公司
T3;:C$'

全自动微生物分析系统鉴

定)鲍曼不动杆菌标准菌株
+,XX&01*1

购自美国典型菌种

保藏中心$

+,XX

&菌种库)

A(B

!

仪器与试剂
!

日本
/?CB@?

公司
S!,#L

型细菌多点接种

仪#德国
.

==

:598AK

公司
LX̀

扩增仪#美国
,E:A@8/,&1̀

台

式高速冷冻离心机*美国
-!f#̀ +M

蛋白电泳仪和凝胶成像分

析系统#

Rd0'#

%

型超声波细胞粉碎仪等)

'*

种抗菌药物$亚

胺培南*美罗培南*头孢唑林*头孢哌酮*头孢他啶*头孢吡肟*

头孢西丁*阿莫西林"舒巴坦*头孢哌酮"舒巴坦*氨曲南*左氧

氟沙星*环丙沙星*庆大霉素*链霉素*卡那霉素*阿奇霉素*多

黏菌素
-

*四环素*氯霉素*利福霉素&%
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LX̀ S?4;:A#

S3V

*预染蛋白质分子质量标准%
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方法
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!

药敏试验
!

采用琼脂二倍稀释法测定以上
'*

种抗菌

药物对
&&*

株鲍曼不动杆菌分离株的最低抑菌浓度$

S!X

&)

结果判定标准参照
'*&&

年美国临床实验室标准化协会

$

X"/!

&公布标准)

A(D(B

!

基因检测
!

煮沸法制备
MU+

模板#

LX̀

扩增引物见

表
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#扩增体系!

MU+

模板
&

#
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#
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LX̀ S?4;:AS3V&*

#
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#上*下游引物各
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#
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#

MMY6

#
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#共
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#
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#瞬时离心混匀)

07[

预变性
%@35

#循环参数!

07[

变性
&@35

#

%7[

退火
$*

4

#

6'[

延伸
&@35

#共循环
$*

次#

6'[

延伸
6@35

)并设空白

对照)用
&(%_

琼脂糖凝胶电泳检测
LX̀

产物)

A(D(C

!

外膜蛋白表达检测
!

随机抽取
&6

株碳青霉烯类耐药

菌组成
`

组*

)

株碳青霉烯类敏感菌为
/

组和标准菌株

+,XX&01*1

共
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株菌#检测其外膜蛋白的表达情况)

A(D(C(A

!

提取外膜蛋白
!

取过夜培养的菌液
'@"

转入
'**

@"

营养肉汤#

$6['**A

"

@35

振荡培养
7

$

%E

#

&'***̂

J

离

心
&*@35

收集菌体#菌体以预冷的磷酸盐缓冲液$

L-/

&洗涤
'

次#沉淀悬浮于
L-/

中#冰浴下超声破碎细菌#

7[1***^

J

离心
&*@35

去除未破碎细菌碎片)上清液于
7['%)**^

J

离心
&(%E

#沉淀用
'_ U#

十二烷基肌氨酸钠重悬#室温置
$*

@35

#

7['%)**̂

J

离心
&E

#沉淀用
*('@"L-/

悬浮#蛋白

样品与适量
%^

十二烷基硫酸钠$

/M/

&上样缓冲液混匀#

&**

[

煮沸
&*@35

并分装保存于
Z)*[

备用)

A(D(C(B

!

/M/#

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

L+P.

&

!

蛋白样品以

%_

积层胶#

&%_

分离胶进行电泳)电压设为
07T

直至样品达

分离胶底部停止电泳#用考马斯亮兰
'̀%*

染色
&E

#更换
$

$

7

次脱色液#最后一次换液后脱色过夜)

B

!

结
!!

果

B(A

!

药敏试验结果
!

以
S!X

&

&1

#

J

"
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为耐药标准#亚胺

培南*美罗培南耐药率分别为
')(&)_

$

$&

"

&&*

&和
'0(*0_

$

$'

"

&&*

&%两者均耐药率为
01())_

)此
$'

株碳青霉烯类耐

药鲍曼不动杆菌$

X̀ +-

&除对多黏菌素
-

保持
&**_

的敏感性

外#对其他
&6

种抗菌药物的耐药率见图
&

)

图
&

!!

$'

株
X̀ +-

对
&6

种抗菌药物的耐药率

B(B

!

基因检测结果
!

$'

株
X̀ +-

均检出
<?Af

基因条带#大

小约为
6%*G

=

#未见额外基因片段插入#见图
'

)

!!

S

!

MU+

标记物%

&

$

%

!

X?Af

基因%

1

!空白对照)

图
'

!!

部分
<?Af

基因
LX̀

扩增电泳图

B(C

!

外膜蛋白表达结果
!

所测
&6

株碳青霉烯类耐药菌$

`

组

菌&与敏感菌$

/

组菌&*标准菌株$

+,XX&01*1

&比较在外膜蛋

白表达上存在明显差异#相对分子质量约
%*̂ &*

$ 处存在蛋白

条带缺失#在约
''̂ &*

$ 处出现一条新的蛋白条带)部分菌株

/M/#L+P.

电泳图谱见图
$

)

!!

S

!蛋白质标记物%

&

!

+,XX&01*1

%

'

$

7

!碳青霉烯类敏感菌%

%

$

6

!碳青霉烯类耐药菌%

'

$

6

!临床分离菌)

图
$

!!

外膜蛋白
/M/#L+P.

电泳图

C

!

讨
!!

论
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鲍曼不动杆菌是引起院内感染的主要病原菌之一#近年来

在抗菌药物的选择压力下#耐药菌的临床分离率逐年上升)而

碳青霉烯类抗菌药物由于具有抗菌作用强*抗菌谱广*耐酶且

稳定等优点成为目前治疗鲍曼不动杆菌感染最有效的药物之

一)但此类药物的广泛应用也导致了
X̀ +-

的产生)

'*&'

年

中国
XO!U.,

细菌耐药监测数据显示临床分离鲍曼不动杆菌

对亚胺培南和美罗培南的耐药率分别为
%1()_

和
1&(7_

#

'**0

年国外也有报道全球范围内鲍曼不动杆菌对美罗培南的

耐药率高达
76(&_

'

7

#

6

(

)细菌一旦对碳青霉烯类抗菌药物耐

药#就往往呈现多重耐药*泛耐药甚至全耐药'

)

(

)本组
&&*

株

试验菌中有
$'

株对碳青霉烯类药物耐药#此
$'

株
X̀ +-

除对

多黏菌素
-

保持
&**_

的敏感性外#对其他所试抗菌药物的耐

药率则均高于
)*_

#提示本组细菌耐药情况严重)

鲍曼不动杆菌对碳青霉烯类药物耐药机制复杂#其中细菌

外膜蛋白的改变有助于细菌逃避此类药物的杀菌作用#在耐药

产生的过程中发挥一定作用'

0

(

)有研究发现
!/+G?&

插入序

列插入到
<?Af

基因时#会发生插入失活导致
<?Af

基因不表

达'

&*

(

#以致外膜蛋白改变#从而减少抗菌药物进入菌体)国外

学者发现
'0̂ &*

$

'

1

(

*$

$$

$

$1

&

&̂*

$ 外膜蛋白的缺失'

&&

(

#可能

在鲍曼不动杆菌对碳青霉烯类耐药中发挥一定作用)国内也

有报道
7)̂ &*

$ 处蛋白高表达和
'7^&*

$ 蛋白缺失是鲍曼不

动杆菌对亚胺培南耐药的重要机制'

%

(

)本研究中对外膜蛋白

基因检测结果显示所有
X̀ +-

均携带
<?Af

基因#未发现
<?Af

内含有额外的
!/+G?&

片段插入)提取鲍曼不动杆菌标准菌

株*碳青霉烯类敏感菌株和耐药菌株外膜蛋白#

/M/#L+P.

电

泳图谱显示所测碳青霉烯类耐药菌株$

`

组菌&与敏感菌株$

/

组菌*标准菌株&比较存在明显差异蛋白条带)笔者推测
%*̂

&*

$ 处外膜蛋白的缺失#

''^&*

$ 处外膜蛋白的出现可能与本

试验菌耐碳青霉烯类抗菌药物有关)但不同大小外膜蛋白的

改变在鲍曼不动杆菌对碳青霉烯类耐药过程中的具体作用机

制还有待进一步研究)
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