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  摘 要:目的 探讨鲍曼不动杆菌的分子流行病学特征,检测其外排泵基因及外膜孔蛋白基因的携带情

况,进一步研究外排泵及外膜孔蛋白与菌株耐药性的关系。方法 收集广东省中山市西北部区域的鲍曼不动

杆菌临床分离株,采用PCR技术扩增鲍曼不动杆菌的外排泵基因(ade
 

B、ade
 

R、ade
 

S、ade
 

J、abe
 

M)以及外膜

孔蛋白carO基因,同时对其进行抗菌药物耐药性检测。结果 耐碳青霉烯类抗菌药物的鲍曼不动杆菌(CRA-
BA)耐药性明显高于对碳青霉烯类抗菌药物敏感的鲍曼不动杆菌(CSABA),差异有统计学意义(P<0.05),其

中有4株CRABA菌株对替加环素耐药。CRABA菌株中ade
 

B、ade
 

R、ade
 

S以及ade
 

J的检出率明显高于

CSABA菌株,差异均具有统计学意义(P<0.05);abe
 

M基因在CRABA与CSABA菌株中的检出率差异无统

计学意义(P>0.05)。外膜孔蛋白carO基因在CRABA菌株中的检出率高于CSABA菌株,差异有统计学意

义(P<0.05)。结论 外膜孔蛋白以及外排泵系统是该地区CRABA的重要耐药机制之一,其中abe
 

M基因可

能与CRABA菌株耐药性无关。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

molecular
 

epidemiological
 

characteristics
 

of
 

Acinetobacter
 

bau-
mannii,to

 

detect
 

the
 

carrying
 

status
 

of
 

efflux
 

pump
 

gene
 

and
 

outer
 

membrane
 

porin
 

gene,and
 

to
 

further
 

study
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

efflux
 

pump
 

and
 

the
 

outer
 

membrane
 

porin
 

with
 

the
 

strain
 

drug
 

resistance.Meth-
ods The

 

clinical
 

isolated
 

strains
 

of
 

Acinetobacter
 

baumannii
 

were
 

collected
 

from
 

the
 

northwest
 

oregion
 

of
 

Zhongshan
 

City,Guangdong
 

Province.The
 

efflux
 

pump
 

genes
 

(ade
 

B,ade
 

R,ade
 

S,ade
 

J,abe
 

M)
 

and
 

outer
 

membrane
 

porin
 

carO
 

gene
 

of
 

Acinetobacter
 

baumannii
 

were
 

amplified
 

by
 

PCR
 

technology,meanwhile
 

their
 

antimicrobial
 

resistance
 

was
 

detected.Results The
 

drug
 

resistance
 

of
 

carbapenem-resistant
 

Acinetobacter
 

baumannii
 

(CRABA)
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

carbapenem-sensitive
 

Acinetobacter
 

baumannii
 

(CSABA),the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Among
 

them,4
 

CRABA
 

strains
 

were
 

resist-
ant

 

to
 

tigecycline.The
 

detection
 

rates
 

of
 

ade
 

B,ade
 

R,ade
 

S
 

and
 

ade
 

J
 

in
 

CRABA
 

strains
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

CSABA
 

strains,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).There
 

was
 

no
 

statistical
 

difference
 

in
 

the
 

detection
 

rates
 

of
 

Abe
 

M
 

gene
 

between
 

CRABA
 

and
 

CSABA
 

strain
 

(P>0.05).The
 

detection
 

rate
 

of
 

outer
 

membrane
 

porin
 

carO
 

gene
 

in
 

CRABA
 

strains
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

CSABA
 

strains,
and

 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion The
 

outer
 

membrane
 

porin
 

and
 

efflux
 

pump
 

system
 

are
 

one
 

of
 

the
 

important
 

drug
 

resistance
 

mechanisms
 

of
 

CRABA
 

in
 

this
 

region,in
 

which
 

the
 

abe
 

M
 

gene
 

may
 

not
 

be
 

related
 

to
 

the
 

drug
 

resistance
 

of
 

CRABA
 

strains.
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  鲍曼不动杆菌为革兰阴性球杆菌,常存在于人体 的皮肤、口腔、呼吸道、胃肠道和泌尿道中,在自然环
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境中分布广泛,可存在于医院各种环境中,近些年来

已成为医院内感染的重要病原菌之一。鲍曼不动杆

菌具有多种耐药机制,随着抗菌药物的广泛使用,导
致鲍曼不动杆菌的检出率及耐药率居高不下,2020年

CHINET细菌耐药监测数据显示,鲍曼不动杆菌对美

罗培南的耐药率为73.4%[1]。碳青霉烯酶的产生是

耐碳青霉烯类抗菌药物的鲍曼不动杆菌(CRABA)的
主要耐药机制,而主动外排泵系统的表达以及外膜孔

道蛋白的丢失或突变也是其重要的耐药机制之一。
本文通过分析鲍曼不动杆菌主动外排泵相关基因以

及外膜孔蛋白carO基因的表达,进一步探讨CRABA
菌株对碳青霉烯类抗菌药物的分子流行病学情况。

1 资料与方法

1.1 一般资料 收集广东省中山市西北部区域2019
年1月至2021年12月临床分离的鲍曼不动杆菌共

152株(剔除重复株,同一患者只留取首次分离株),其
中CRABA

 

86株,对碳青霉烯类抗菌药物敏感的鲍曼

不动杆菌(CSABA)有66株。

1.2 仪器与试剂

1.2.1 主要仪器 VITEK-2全自动微生物鉴定和

药敏分析仪(法国生物梅里埃公司),凝胶成像仪(美
国Bio-rad公司),2720Thermal

 

Cycler
 

PCR扩增仪

(美国ABI公司),DYY-2C型水平电泳仪(北京六一

仪器厂)。

1.2.2 主要试剂 哥伦比亚血平板、MH 琼脂平板

购自广州市迪景微生物科技有限公司,替加环素药敏

缓冲液购自珠海迪尔生物有限公司,外排泵基因及外

膜孔 蛋 白 carO 基 因 引 物 (表 1)、DNA
 

Marker、

Premix溶液等PCR实验相关试剂购自上海生工生物

工 程 股 份 有 限 公 司,质 控 菌 株 为 大 肠 埃 希 菌

(ATCC25922),铜绿假单胞菌(ATCC27853)均购自

卫生部临床检验中心。

1.3 方法

1.3.1 收集CRABA菌株来源患者的临床资料 收

集CRABA菌株来源患者的一般资料,包括性别、年
龄,菌株来源科室、标本等。

1.3.2 药物敏感试验 严格按照2020年 CLSI-
M100第30版[2]推荐的 方 法 进 行 药 敏 试 验,采 用

VITEK-2全自动微生物鉴定和药敏分析仪检测细菌

的最低抑菌浓度(MIC),纸片扩散法(K-B法)检测细

菌的抑菌圈直径。对于替加环素K-B法的药敏折点,
参照美国FDA的药敏标准进行判读[3]。头孢哌酮/
舒巴坦的药敏折点参照头孢哌酮的药敏标准进行

判读[4]。

1.3.3 基因检测 挑取新鲜菌落,采用加热煮沸法

制备细菌DNA模板,PCR扩增6种外排泵基因(ade
 

B、ade
 

R、ade
 

S、ade
 

J、abe
 

M)和外膜孔蛋白carO基

因(外排泵基因反应参数:94
 

℃预变性5
 

min;94
 

℃
 

30
 

s,52
 

℃
 

50
 

s,72
 

℃
 

60
 

s共30个循环;72
 

℃
 

7
 

min。carO基因反应参数:94
 

℃预变性5
 

min;94
 

℃
 

60
 

s,54
 

℃
 

30
 

s,72
 

℃
 

60
 

s共30个循环;72
 

℃
 

7
  

min),扩增产物经2%琼脂糖凝胶、120
 

V电泳约25
 

min,通过凝胶成像仪获取图像及进行分析。
1.3.4 基因测序 PCR扩增产物送至上海生工生物

工程股份有限公司进行纯化及测序,结果在NCBI上

经BALST比对。
表1  靶基因PCR扩增引物及产物长度

靶基因 扩增引物序列(5'-3')
扩增产物

长度(bp)

adeB F:TTA
 

ACG
 

ATA
 

GCG
 

TTG
 

TAA
 

CC 541

R:TGA
 

GCA
 

GAC
 

AAT
 

GGA
 

ATA
 

GT

adeR F:ACT
 

ACG
 

ATA
 

TTG
 

GCG
 

ACA
 

TT 447

R:GCG
 

TCA
 

GAT
 

TAA
 

GCA
 

AGA
 

TT

adeS F:TTG
 

GTT
 

AGC
 

CAC
 

TGT
 

TAT
 

CT 544

R:AGT
 

GGA
 

CGT
 

TAG
 

GTC
 

AAG
 

TT

adeJ F:ATT
 

GCA
 

CCA
 

CCA
 

ACC
 

GTA
 

AC 463

R:TAG
 

CTG
 

GAT
 

CAA
 

GCC
 

AGA
 

TA

abeM F:GTA
 

GGT
 

GTA
 

GGC
 

TTA
 

TGG
 

A 703

R:GTA
 

CCG
 

AAG
 

TGA
 

CTG
 

AAA
 

T

carO F:ATG
 

AAA
 

GTA
 

TTA
 

CGT
 

GTT
 

TTA
 

GTG 750

R:TTA
 

CCA
 

GTA
 

GAA
 

GTT
 

TAC
 

ACC

1.4 统计学处理 采用SPSS20.0软件进行数据统

计分析,应用 WHONET
 

5.6软件对鲍曼不动杆菌的

抗菌药物敏感性进行描述性分析,计数资料用百分率

表示,比较采用χ2 检验,以P<0.05为差异有统计学

意义。
2 结  果

2.1 CRABA 菌株 来 源 患 者 的 临 床 资 料 86株

CRABA临床菌株来源患者的年龄为7
 

d至99岁,其
中男性 患 者 56 例,女 性 患 者 30 例,男 女 比 例 为

1.87∶1。86株CRABA菌株主要分布于重症监护室

48株(55.8%),神经外科11株(12.8%),神经内科8
株(9.3%),胸心外科6株(7.0%),呼吸内科5株

(5.8%),内分泌科2株(2.3%),骨科、妇科、口腔科、
感染科、手外科以及肿瘤科各1株。86株CRABA菌

株来源标本的类型以呼吸道标本为主,占86.0%;其
次为伤口分泌物,占7.0%;血液标本占3.5%;尿液

标本占2.3%;脓液标本占1.2%。
2.2 药物敏感试验 对152株鲍曼不动杆菌进行14
种抗菌药物的体外敏感试验(表2),其中CRABA对

抗菌药物的耐药性明显高于CSABA,差异具有统计

学意义(P<0.05)。其中有4株CRABA菌株对替加

环素耐药,耐药率为5.6%;CRABA对头孢哌酮/舒
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巴坦的耐药率为24.4%,对米诺环素的耐药率为

58.0%,对其余抗菌药物的耐药率均高于70%。
表2  152株鲍曼不动杆菌对14种抗菌药物的耐药率

抗菌药物
CRABA(n=86)

株数 耐药率(%)

CSABA(n=66)

株数 耐药率(%)

氨苄西林/舒巴坦 86 100.0 66 0.0

哌拉西林/他唑巴坦 86 89.5 66 0.0

头孢哌酮/舒巴坦 86 24.4 66 0.0

头孢他啶 86 100.0 66 1.5

头孢吡肟 86 88.4 66 1.5

亚胺培南 86 100.0 66 0.0

美洛培南 86 100.0 66 0.0

庆大霉素 86 75.6 66 1.5

妥布霉素 86 70.9 66 0.0

环丙沙星 86 100.0 66 3.0

左氧氟沙星 86 94.2 66 3.0

甲氧苄啶-磺胺甲噁唑 86 83.7 66 0.0

米诺环素 69 58.0 54 1.9

替加环素 72 5.6 54 0.0

2.3 外排泵基因的检测 152株鲍曼不动杆菌中,分
别检出ade

 

B
 

122株、ade
 

R
 

104株、ade
 

S
 

114株、ade
 

J
 

138株、abe
 

M
 

146株,并对扩增产物进行测序确认,
见图1。86株 CRABA 菌株中ade

 

B(95.3%,82/
86)、ade

 

R(80.2%,69/86)、ade
 

S(94.2%,81/86)以
及ade

 

J(96.5%,83/86)的检出率明显高于66株

CSABA 菌 株 中 ade
 

B(60.6%,40/66)、ade
 

R
(53.0%,35/66)、ade

 

S(50.0%,33/66)以及ade
 

J

(83.3%,55/66)的检出率,差异均有统计学意义(P<
0.05);abe

 

M基因在CRABA与CSABA菌株中的检

出率差异无统计学意义(P>0.05)。见表3。

  注:M为DNA
 

Marker;1~2为ade
 

B外排泵基因(541
 

bp);3~4
为ade

 

R外排泵基因(447
 

bp);5~6为ade
 

S外排泵基因(544
 

bp);7~

8为ade
 

J外排泵基因(463
 

bp);9~10为abe
 

M外排泵基因(703
 

bp)。

图1  鲍曼不动杆菌外排泵基因电泳图

2.4 外膜孔蛋白carO基因的检测 152株鲍曼不动

杆菌中,共检出carO基因135株,检出率为88.8%,
扩增产物进行测序确认,见图2。其中carO基因在

CRABA菌株的检出率(95.3%)明显高于CSABA菌

株(80.3%),差异有统计学意义(P<0.05),见表3。

  注:M为DNA
 

Marker;11~16为carO基因(750
 

bp)。

图2  鲍曼不动杆菌外膜孔蛋白carO基因电泳图

表3  CRABA和CSABA菌株外膜孔蛋白carO基因及外排泵基因检出率比较[n(%)]

菌株 n carO ade
 

B ade
 

R ade
 

S ade
 

J abe
 

M

CRABA 86 82(95.3) 82(95.3) 69(80.2) 81(94.2) 83(96.5) 85(98.8)

CSABA 66 53(80.3) 40(60.6) 35(53.0) 33(50.0) 55(83.3) 61(92.4)

χ2 8.511 28.453 16.947 38.884 7.755 4.052

P 0.004 <0.001 <0.001 <0.001 0.009 0.086

3 讨  论

  鲍曼不动杆菌可引起呼吸机相关性肺炎和血流

感染,具有很高的发病率及病死率,尤其是CRABA
的出现和传播,给临床的抗感染治疗带来重大挑战。
由于鲍曼不动杆菌是医院内感染的重要病原体,对其

菌株进行流行病学以及相关耐药机制的研究十分必

要。本研究对鲍曼不动杆菌的临床数据以及耐药性

分析显示,鲍曼不动杆菌的分离株主要存在于重症监

护室、神经外科以及神经内科,常见于长期卧床、有侵

入性操作史和免疫功能低下的患者。CRABA菌株对

抗菌药物的耐药性明显高于CSABA。其中CRABA

菌株对替加环素的耐药率最低(5.6%),头孢哌酮/舒

巴坦(24.4%)以及米诺环素(58.0%)次之,对其他抗

菌药物的耐药率均高于70%,该结果与2020年CHI-
NET细菌耐药监测数据较一致[1]。抗菌药物的持续

过度使用导致鲍曼不动杆菌的耐药性增强,其原因可

能是通过基因水平转移获得了各种抗菌药物抗性基

因[5]或其他因素[6]导致,包括膜通透性降低、抗菌药

物靶位的改变、水解酶的产生、外排泵的过度表达以

及生物膜的形成等。在所有耐药机制的研究中,外排

泵因其广泛的底物特异性和在不同细菌中的广泛分

布而成为重要的耐药决定因素之一。
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鲍曼不动杆菌的基因组富含药物主动外排泵基

因,其外排泵对多种底物表现出特异性,例如抗菌药

物、去污剂、杀菌剂以及染料等,除此以外还可排出具

有不同生理功能的关键分子,其中最常见的是耐药结

节分化家族,主要介导鲍曼不动杆菌的固有耐药以及

获得性耐药。本研究表明Ade
 

ABC、Ade
 

IJK、Abe
 

M
外排泵及调控基因(ade

 

R、ade
 

S)广泛分布于临床鲍

曼不动杆菌分离株中,CRABA菌株各基因的检出率

在80%~98%,CSABA 菌 株 各 基 因 的 检 出 率 在

50%~92%,与 BADWY 等[7]研 究 结 果 相 似。在

CRABA菌株中ade
 

B基因的检出率高达95.3%,与
CSABA菌株的检出率(60.6%)相比,差异有统计学

意义(P<0.05),表明ade
 

B基因是Ade
 

ABC外排泵

产生耐药的主要因素[8-9]。Ade
 

ABC外排泵的表达受

上游双组分调控系统Ade
 

RS控制,Ade
 

RS通过碱基

的突变可引起 Ade
 

ABC外排泵的过度表达,本研究

发现CRABA菌株中ade
 

R及ade
 

S基因的检出率明

显高于CSABA菌株,进一步推测在CRABA菌株中

Ade
 

RS控制系统更容易引起Ade
 

ABC外排泵的高

表达,从而导致菌株耐药性的增高。Ade
 

IJK外排泵

主要与Ade
 

ABC外排泵组成复合体结构,对宿主细

胞产生毒素作用,Ade
 

J外排泵与Ade
 

B外排泵具有

协同效果,Ade
 

J外排泵可利用四环素类抗菌药物的

疏水特性进行识别,可能成为耐替加环素鲍曼不动杆

菌的优势基因[10-11]。本研究中ade
 

J基因检出率在

CRABA与CSABA菌株间差异有统计学意义(P<
0.05),其中4株对替加环素耐药的CRABA菌株均

检出ade
 

J和ade
 

B基因。MATE家族中的 Abe
 

M
外排泵以H+驱动力作为主要能量,程建军等[10]研究

表明abe
 

M基因的高表达与鲍曼不动杆菌的多重耐

药密切相关,BRATU
 

等[12]研究指出
 

abe
 

M 基因对

鲍曼不动杆菌菌株多重耐药性的参与较弱。本实验

发现abe
 

M 基因检出率在CRABA菌株与CSABA
菌株间差异无统计学意义(P>0.05),可能与对碳青

霉烯类抗菌药物的耐药无关,而ade
 

B、ade
 

R、ade
 

S
以及ade

 

J基因的检出率在CRABA与CSABA菌株

间差异有统计学意义(P<0.05),提示本地区CRA-
BA的耐药性与 AdeABC及 Ade

 

IJK 外排泵密切

相关。
在鲍曼不动杆菌的外膜蛋白中,carO是仅次于

OmpA的第二丰富蛋白质,可通过抑制 NF-κB信号

传导影响鲍曼不动杆菌在宿主细胞中的黏附和毒

力[13],同时carO蛋白参与了亚胺培南、鸟氨酸在鲍曼

不动杆菌外膜中的选择性渗透[14],因此当它发生丢失

或突变时,与碳青霉烯类抗菌药物的获得性耐药存在

一定联系[15]。本研究发现,carO 基因的检出率在

CRABA与CSABA菌株间差异有统计学意义(P<

0.05),carO基因在CRABA菌株中更容易检出。该

结果与ABBASI等[16]研究相符,但与潘红超等[17]的

研究不同,可能是由于多种carO
 

多态性变体共存于

对亚胺培南具有不同特异性的鲍曼不动杆菌种群中

所引起,因此还需要对carO蛋白的 mRNA做定量分

析,有助于了解carO蛋白在不同鲍曼不动杆菌中的

表达。
综上所述,鲍曼不动杆菌的耐药机制十分复杂,

不同耐药机制之间交错联系,外膜孔蛋白以及外排泵

系统是本地区CRABA 的主要耐药机制之一,其中

abe
 

M基因可能与CRABA菌株耐药性无关。本研

究的不足之处在于没有对外排泵基因及外膜孔蛋白

基因的表达做定量分析,将在以后的研究中补充,以
期进一步明确鲍曼不动杆菌的相关耐药机制。
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综上所述,本研究基于临床常用的3项肝癌标志

物(AFP、AFP-L3、PIVKAⅡ),通过数据归一化和LR
建模,可辅助临床进行 HCC患者发生 MVI的预测,
对于HCC患者的精准施治和临床预后判断提供了全

新手段。未来需要进一步多中心研究验证该模型的

稳定性和有效性,并在实践中不断优化。
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