
论著!基础研究

基于高通量测序技术的
&-)

株铜绿假单胞菌耐药基因研究!
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要"目的
"

通过高通量测序技术结合生物信息学分析多重耐药铜绿假单胞菌的耐药基因型%方法
"

从
).3

株铜绿假单胞菌中筛选出多重耐药株!采用碱裂解法提取目的菌的基因组和质粒
/01

后进行高通量测

序!应用生物信息学分析携带的耐药基因%结果
"

共检出
&-)

株多重耐药株!

)&

株广泛耐药株只对多黏菌素
`

敏感%

&-)

株多重耐药铜绿假单胞菌样本经高通量测序产生
=<9LB4)->>733

条!长度
*>:E

!总测序碱基数
4+&

5F

!发现了
>

种抗菌药物耐药类型!含有
)&

种耐药基因型!共有
&3

个基因存在
3*

个核苷酸的多态位点!其中

有
>

种基因型
&7

个位点发生非同义突变!占总单核苷酸多态性"

80(

$位点的
).+3?

%结论
"

运用高通量混合

基因组测序技术分析多重耐药病原菌耐药基因具有可行性%
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铜绿假单胞菌属于非发酵革兰阴性杆菌-是医院

感染的重要病原菌之一,近些年来-铜绿假单胞菌的

耐药性呈现上升趋势-随着第二代高通量测序技术的

突破-基因组学和比较基因组学等生物信息学分析方

法为研究者深入了解铜绿假单胞菌这一重要病原菌

引入了新的研究平台(

&

)

,本研究应用高通量测序技

术对
&-)

株多重耐药铜绿假单胞菌基因组携带的耐

药基因类型的分布情况进行了分析-现报道如下,

B

"

材料与方法

B+B

"

菌株来源
"

).3

株铜绿假单胞菌临床株来自深

圳地区
4

家医院的微生物室-对所收集的菌株用生物

梅里埃
!V6Z"C)

全自动微生物系统进行鉴定和药敏

试验-药敏卡里没有的药物用标准纸片扩散'

"C̀

*法

进行检测-根据美国
%X8V)-&3

年版(

)

)要求进行抗菌

药物敏感性判断-筛选出多重耐药菌
&-)

株,质控菌

株为铜绿假单胞菌
16%%)7>,4

,
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国际检验医学杂志
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B+C

"

/01

的提取.高通量测序
"

将收集到的
&-)

株

多重耐药铜绿假单胞菌分别接种到
X̀

培养基-培养

过夜-制成混合菌液,采用碱裂解法试剂盒提取铜绿

假单胞菌临床分离株的基因组和质粒
/01

-纯化后

送广州赛哲生物公司进行高通量测序,应用
8#1(LC

<:DND

软件进行
VGGPKA:9

短序列
L<:DND

组装(

4

)

,

B+D

"

生物信息学分析
"

采用抗性基因数据库(

.

)

'

1$/̀

*中的
4>-

种耐药基因的其中一条核苷酸序列

作为参考序列-使用
8#1(

系列软件'

8#1(B:

J

*-对

比高通量测序获得的大量短序列与
4>-

条参考序列

获取 铜 绿 假 单 胞 菌 多 重 耐 药 株 样 本 中 的 耐 药

基因类型,

C

"

结
""

果

C+B

"

铜绿假单胞菌的耐药情况
"

).3

株铜绿假单胞

菌共检出
&-)

株多重耐药菌'含泛耐药菌*-泛耐药菌

)&

株-分别占
.&+,?

和
>+,?

,铜绿假单胞菌对头孢

替坦和呋喃妥因耐药率均为
*>+>?

+

&-)

株多重耐药

铜绿假单胞菌耐药率较高的有头孢替坦'

&--+-?

*.

呋喃妥因'

&--+-?

*.头孢他啶'

*.+&?

*.亚胺培南

'

>,+4?

*.哌拉西林'

*-+)?

*.哌拉西林"他唑巴坦

'

>>+)?

*和头孢吡肟'

>>+)?

*+

)&

株泛耐药铜绿假单

胞菌对多黏菌素
`

全部敏感-而对其他
&.

种抗菌药

物的耐药率为
&--+-?

,见表
&

,

表
&

""

铜绿假单胞菌对
&,

种抗菌药物的耐药率#

?

$

抗菌药物
铜绿假单胞菌

'

%c).3

*

多重耐药铜绿

假单胞菌

'

%c&-)

*

泛耐药铜绿

假单胞菌

'

%c)&

*

氨曲南
,-+. >.+4 &--+-

阿米卡星
&4+. 4)+3 &--+-

头孢替坦
*>+> &--+- &--+-

环丙沙星
.&+. 7.+, &--+-

呋喃妥因
*>+> &--+- &--+-

头孢吡肟
.-+) >>+) &--+-

亚胺培南
.,+& >,+4 &--+-

头孢他啶
.)+7 *.+& &--+-

妥布霉素
)>+- ,)+* &--+-

多黏菌素
` -+- -+- -+-

庆大霉素
)>+- ,)+* &--+-

左氧氟沙星
4)+* 74+, &--+-

派拉西林"他唑巴坦
.-+) >>+) &--+-

派拉西林
,7+4 *-+) &--+-

美罗培南
4*+. >&+. &--+-

C+C

"

多重耐药铜绿假单胞菌的混和基因组高通量测

序结果
"

&-)

株多重耐药铜绿假单胞菌样本经高通量

测序产生
=<9LB4)->>733

条-长度
*>:E

-总测序碱

基数
4+&5F

-含有耐药基因
)&

种-比对到耐药基因数

据库上的
=<9LB

数约占总
=<9LB

的
&+-&?

,

C+D

"

多重耐药铜绿假单胞菌的耐药基因型分布及多

态性
"

在多重耐药铜绿假单胞菌的样本中-本研究发

现了
>

种抗菌药物耐药类型-含有
)&

种耐药基因型-

其中氨基糖苷类耐药
.

种-

&

C

内酰胺酶类耐药
.

种-磺

胺类耐药
&

种-四环素类耐药
&

种-氯霉素类耐药
&

种-喹诺酮类耐药
)

种-碳青霉烯类耐药
4

种-多重耐

药泵类
,

种,共有
&3

个基因存在
3*

个核苷酸的多

态位点-其中有
>

种基因型发生非同义突变-共
&7

个

位点-占总
80(

位点的
).+3?

,见表
)

,

表
)

""

&-)

株多重耐药铜绿假单胞菌的耐药基因型分布

耐药类型 耐药基因 耐药类型 耐药基因

氨基糖苷类
19Q

'

4

*

C

'

&

C

内酰胺酶类
#g1C&-

19Q

'

3a

*

C

%

%6gCY

19Q

'

4

*

C

%

8d!C)

1

J

H

'

4a

*

C

'

(Z$C&

磺胺类
BPGV

喹诺酮类
;I

=1

四环素类
6<E$

J

9=%

氯霉素类
bGD$

多重耐药泵类
Y<O1

碳青酶烯类
V(YCC

'

Y<Og

V(YC

%

Y<OZ

!VYC

'

6<E1

Y<OC%

D

"

讨
""

论

""

铜绿假单胞菌是引起医院获得性肺炎和呼吸机

相关肺炎最多见的革兰阴性杆菌(

,C7

)

,随着
&

C

内酰胺

类抗菌药物在临床上的广泛使用-在抗菌药物的选择

压力下-铜绿假单胞菌耐药问题日趋严重-表现为多

重耐药,

%dV0Z6

监测网报告
)-&3

年铜绿假单胞菌

对各种抗菌药物的耐药率仍处于较高水平(

>

)

,泛耐

药的铜绿假单胞菌感染是临床治疗面临的非常棘手

的问题,铜绿假单胞菌的多重耐药性限制了许多药

物在临床上的使用-本研究
).3

株铜绿假单胞菌共检

出
&-)

株多重耐药菌'含泛耐药菌*-泛耐药菌
)&

株-

分别占
.&+,?

和
>+,?

-尚未发现对多黏菌素
`

耐药

的铜绿假单胞菌,多黏菌素是由多黏芽胞杆菌产生

的一组多肽类抗菌药物-是一种治疗革兰阴性菌感染

的有效抗菌药物-且很少产生耐药性-在多重耐药菌

医院感染预防与控制中国专家共识中-将其选为多重

耐药铜绿假单胞菌的首选药物-推荐临床使用(

*

)

,

近年来-基因组学与蛋白质组学发展迅速-微生

物基因组测序已经应用到细菌感染的流行病学和耐

药性研究领域(

&-C&)

)

,自
)---

年完成了第
&

株铜绿假

单胞菌的全基因组序列分析以来-截止
)-&.

年
&

月-

已经完成测序的铜绿假单胞菌基因组共有
)*

个(

&4

)

,

对于铜绿假单胞菌耐药问题的研究热点-开始由以往

断续的基因片段转向完整的全基因组序列-从基因组

#
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水平着手-探讨多重耐药与耐药播散机制,

80'/Z$

等(

&.

)对
3

年内的铜绿假单胞菌全基因组测序-在

G9B$

.

:=L5

.

E9Lf

和
9G

;

`

基因上发现了单核苷酸多态

性-揭示了该菌的进化过程,

gV#05

等(

&,

)报道了
*3

株铜绿假单胞菌的
(#f&73

质粒基因组上有
)

个
&

型

整合子及数个插入序列'

6:3-&3

和
6:3)&7-

-

6:3-&3

包含
FG9VY(C*

.

99Q1.

.

E:

J

Y$1

.

E:A

操纵子及
K<=

模

块-

6:3)&7

由
99Q1.

.

Q9È>9

.

FG9#g1C&-

.

E:

J

$1

和

含
4aC%8

的
BPG

组成*-该菌进一步验证耐药质粒与铜

绿假单胞菌耐药性的获得密切相关,本研究对
&-)

株多重耐药铜绿假单胞菌的混合基因组测序-发现了

>

种抗菌药物耐药类型-含有
)&

种耐药基因型-与该

菌的多重耐药表型相符-其中
V(YC

'

.

V(YC

%

和

!VYC

'

编码的内酰胺酶对碳青霉烯类药物超强的水

解活性和可移动元件介导的播散能力-成为铜绿假单

胞菌获得性耐药的主要原因+由于编码两类拓扑异构

酶的基因
;I

=1

和
J

9=%

发生突变-其中
;I

=1

基因变

异主要集中在
1G9C37

和
5G:C&-3

碱基间-导致酶结构

的改变-使药物不能与酶
C/01

复合物稳定结合引起

该菌对喹诺酮类药物耐药+

Y<O1

.

Y<OZ

.

Y<O%

等基

因编码的外排泵对抗菌药物有最广泛的底物-能够外

排羧基青霉素类.氨曲南.广谱头孢菌素.碳青霉烯

类.氟喹诺酮类.氯霉素和甲氧苄啶等抗菌药物-表明

产超广谱
&

C

内酰胺酶类'特别是金属
&

C

内酰胺酶*.药

物作用靶位的改变和主动外排系统主导了铜绿假单

胞菌的耐药机制,而其出现的大量
80(

位点的非同

义突变-占总
80(

位点的
).+3?

,提示铜绿假单胞

菌在抗菌药物选择压力下不断发生改变-新的耐药基

因及亚型不断出现-带来抗菌药物耐药率的上升,

混合基因组测序与通过
(%$

扩增目的基因后测

序的传统方法相比-具有高效率.高通量.所需样本

少.自动化程度高和功能强大的优势,本研究表明运

用高通量混合基因组测序技术分析多重耐药病原菌

耐药基因分布及其多态性具有可行性-新一代测序技

术可以检出病原菌混合基因组中所有存在的
80(

位

点-可以跟踪病原菌的耐药性变迁-指导临床合理用

药+也可为后续的新耐药基因实验验证提供依据,
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