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!!摘!要"目的!探究增殖诱导配体#(56*/$在过敏性紫癜#>%5$中的表达及相关发病机制%方法!选取

F"F!年!\!"月在该院诊断为>%5的,!例患儿作为>%5组!将其进一步分为E个亚组*皮肤型亚组#F"例$&
关节型亚组#$例$&腹型亚组#!F例$&肾型亚组#!!例$%另招募,-例体检健康儿童作为对照组%采用酶联免
疫吸附试验#;/*%($测定血浆(56*/和半乳糖缺陷型*V(!#=Q7*V(!$水平!采用荧光定量5&6#64785&6$
检测.细胞成熟抗原#.&W($26:(的表达%结果!>%5组血浆(56*/水平均高于对照组#!$"@",$!各
亚组中!肾型亚组最高!皮肤型亚组最低%%JH1L21D相关分析显示!>%5患儿血浆(56*/与=Q7*V(!&.&W(
26:(表达及 >%5疾病严重程度评分呈正相关#!$"@""!$%与对照组相比!外源性(56*/可诱导 >%5组
患儿产生更多=Q7*V(!#!$"@",$!且诱导.&W(26:(表达上调#!$"@",$%结论!>%5患儿血浆(56*/
水平普遍升高!这可能与=Q7*V(!的过度产生有关%
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!!过敏性紫癜$>%5%是一种以免疫球蛋白 (!
$*V(!%型免疫复合物沉积为主的系统性小血管炎)!*'
其典型的临床三联征包括紫癜+关节痛"关节炎和胃
肠道受累'此外肾脏表现在受累患者中也十分常
见)F*(目前研究认为半乳糖缺陷型*V(!$=Q7*V(!%
在 >%5发病过程中发挥重要作用)+*(然而'>%5导
致血管壁损伤的机制尚不清楚(一项大型*V(全基
因组关联研究发现了一个包含 4:'%'!+基因的位
点'该基因与.细胞激活因子$.(''%具有高度同源
性$E$]%'被认为是与*V(相关的易感基因'编码增
殖诱导配体$(56*/%)E*((56*/是肿瘤坏死因子超
家族$4:'%成员),*'除了影响人类.细胞的存活和增
殖外'也可以与.细胞成熟抗原$.&W(%结合'促使
人类 .细胞诱导*V重链亚类转化为*V()#7-*(在

(56*/缺陷小鼠中'观察到*V(选择性缺陷)$*'这表
明(56*/在*V(产生过程中发挥重要作用(为了探
索(56*/在 >%5中的潜在机制'本研究检测了不同
临床表现的 >%5患者血浆 (56*/+=Q7*V(!水平及
外周血.细胞.&W( 26:(表达差异'并进一步评
估了其对*V(!分子糖基化和.&W( 26:(表达的
影响(

@!资料与方法

@@@!一般资料!选取F"F!年!\!"月在本院初次
诊断为 >%5的,!例门诊和住院患儿作为 >%5组'
年龄F$!E岁'男F-例'女FE例'病程F$#"Q(纳
入标准!$!%依据F"!F年中华中医药学会 >%5诊断

标准)A*&$F%处于疾病活动期&$F%血小板计数和凝血
功能正常'未合并其他过敏性疾病+感染+自身免疫性
疾病或其他严重的全身性疾病&$+%未服用糖皮质激
素+抗氧化剂+免疫抑制剂或其他药物(,!例 >%5患
儿按 >%5疾病严重程度评价标准)!"7!!*进行评分(根
据临床表现和实验室检查将患儿分为E个亚组!$!%
皮肤型亚组$F"例%!典型的皮肤紫癜'无腹痛+关节
痛+肾脏受累'常规尿检及FE0尿蛋白定量未见异常&
$F%关节型亚组$$例%!典型的皮肤紫癜伴关节肿胀疼
痛&$+%腹型亚组$!F例%!典型的皮肤紫癜伴腹痛'粪
便隐血试验阳性&$E%肾型亚组$!!例%!典型的皮肤紫
癜伴不同程度的肾损害'尿蛋白尿和$或%血尿阳性(
同时'招募年龄和性别与 >%5患儿匹配的健康体检
儿童作为对照组'年龄F$!E岁'男F-例'女+"例(
本研究已获得本院伦理委员会批准'以及所有患儿及
家属的知情同意(

@@A!仪器与试剂!(.*-,""实时荧光定量5&6仪
购自(.*公司$美国%'WUKMC)X1D'&全自动酶标检
测仪购自 40HL2G'C)0HL公司$美国%(人外周血淋
巴细胞分离液 'COGKK518UHJKU)购自 =;公司$美
国%'&9!A3磁珠购自.HOMGD9COXCD)GD$美国%'4LCiGK
试剂购自*DRCMLGVHD$美国%''CL)M%ML1DQO9:(%PD7
M0H)C)bCM购自40HL2G%OCHDMCNCO$美国%'4L1D)%M1LM
=LHHD85&6%UJHLWCI购自北京全式金生物技术股
份有限公司$中国%'人血浆 =Q7*V(!;/*%(检测试
剂盒和人(56*/酶联免疫吸附试验$;/*%(%检测试
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剂盒购自北京东革生物科技有限公司$中国%'人重组

(56*/蛋白购自5HJLGMHO0公司$美国%(

@@B!方法

@@B@@!标本采集!于 >%5组就诊时及对照组体检
时'采用乙二胺四乙酸$;94(%抗凝真空采集管采集患
儿血液标本约,2/(离心取血浆'分成三等份'置于\
$"`冰箱保存(

@@B@A!外周血 . 细胞中 .&W( 26:( 表达检

测!使用'COGKK518UHJKU)通过密度梯度离心制备外
周血单个核细胞$5.W&%'以磷酸盐缓冲液$5.%%洗
涤后'再悬浮于含!]牛血清清蛋白$.%(%的 5.%
中(用&9!A3磁珠分选.细胞(根据4LCiGK使用说
明书提取总6:((采用 :1DG9LGJF"""O分光光度
计的说明测量总 6:( 纯度和浓度(按照 'CL)M
%ML1DQO9:(%PDM0H)C)bCM说明书'取!&V总6:(
逆转录为O9:('总反应体积为!F&/(引物序列!

=(59> 正 向 引 物 为 ,f7&(=4&(=&&=&(4&47
4&44447+f'反 向 引 物 为 ,f7=4=(&&(==&=&7
&&((4(&7+f&.&W( 正 向 引 物 为 ,f74447
=((===4=4=(4=&44=7+f'反向引物为,f7(47
=&=&4&(4&&4&4=(((47+f(5&6 反应体积为

F"&/'反应条件为A,`!,)+#"`+")+-F`!,)'
共E,个循环(.&W( 26:( 的相对表达量通过

F\''&M计算(

@@B@B!血浆 (56*/和 =Q7*V(!水平测定!根据

;/*%(测试试剂盒的说明步骤检测血浆(56*/水平
和=Q7*V(!水平(血浆标本采用酶免疫试验缓冲液
按!̂ ,"的比例稀释'培养#"2CD&然后'用标记抗体
的洗涤缓冲液洗涤E次'孵育+"2CD'清洗平板并添
加,"&/三甲基铝$4W(%溶液'避光培养+"2CD(
最后'停止显色反应'并测量E,"D2及#F,D2处的
吸光度(

@@B@C!.淋巴细胞体外培养及处理!为检测外源性

(56*/对体外试验中=Q7*V(!和.&W( 26:(表
达的影响'采用贴壁法从 >%5组和对照组的5.W&

中去除单核细胞'剩余大部分细胞为淋巴细胞(在补
充有 !"] 胎牛血清+F 22GK"/ /7谷氨酰胺+!""
g"2/青霉素和!""2V"2/链霉素的 65W*!#E"
培养基中于+-`培养(将.淋巴细胞以+c!","孔
密度接种到A#孔板中'并与F,DV"2/外源性 (7
56*/)!F*孵育E$0($""L"2CD离心!"2CD后'收集
上清液用于检测 =Q7*V(!水平(此外'用&9!A3磁

珠分选.细胞'用荧光定量5&6$64785&6%法检测
其.&W(26:(相对表达量(

@@C!统计学处理!所有数据均采用%5%%F!@"统计
分析软件进行分析'使用%01JCLG7aCKX检验对数据进
行正态性检验'根据是否满足正态性'结果分别表示
为F_?或中位数$四位分间距%)I$#-9%*(对于原
数据或转换后满足正态性和方差同质性假设的数据'
多组比较采用单因素方差分析'两两比较采用/%97;
检验&否则'使用 bLU)X1K7a1KKC)G 检验进行非参数

检验(相关性分析采用%JH1L21D等级相关(以!$
"@",为差异有统计学意义(

A!结!!果

A@@!>%5组及>%5各亚组与对照组血浆(56*/水
平比较!>%5组+皮肤型亚组+关节型亚组+腹型亚组
患儿血浆(56*/水平分别为"@#-#$"@#"$%DV"2/+

"@+-A$"@FA"%DV"2/+"@#$#$"@#--%DV"2/+"@#,-
$"@+EF%DV"2/+!@F!$$!@+A,%DV"2/'与对照组的

"@!+A$"@F,!%DV"2/ 相比'差异均有统计学意义
$!$"@",%(两两比较显示'肾型亚组血浆 (56*/
水平高于皮肤型亚组+关节型亚组和腹型亚组$!$
"@",%'皮肤型亚组血浆(56*/水平低于其他+个亚
组$!$"@",%'而关节型亚组与腹型亚组 (56*/水
平差异无统计学意义$!%"@",%(

A@A!相关性分析!%JH1L21D相关分析显示'>%5患
儿血浆(56*/水平与=Q7*V(!呈正相关$@e"@$-#'

!$"@""!%'与 .&W( 26:( 表达呈正相关$@e
"@#-$'!$"@""!%'与 >%5严重程度评分呈正相关
$@e"@-A#'!$"@""!%(见图!(

!!注!(为血浆(56*/水平与=Q7*V(!水平&.为血浆(56*/水平与.&W(26:(&&为血浆(56*/水平与疾病严重程度评分(

图!!!>%5患儿血浆(56*/水平与各指标的相关性分析结果

A@B!外源性 (56*/对体外试验中=Q7*V(!和.&7
W(26:(表达的影响!经外源性 (56*/处理后'

从>%5患儿分离的淋巴细胞上清液=Q7*V(!水平明
显高于对照组)$"@!F-_"@"!$%g"2/L?Q$"@"E,_
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"@""+%g"2/'!e"@"!E%*'.&W( 26:(水平也明
显上调$!@-#,_"@FF+L?Q!@F"#_"@"$!'!e"@"!E%(
B!讨!!论

!!作为 >%5血管壁中的主要沉积物)!*'*V(分子
在 >%5的发病机制研究方面引起了极大关注((7
56*/是一种刺激.细胞增殖和*V(产生的细胞因
子)#*(研究显示'小鼠抗 (56*/单克隆抗体可抑制
QQd小鼠血清*V(水平'降低循环免疫复合物的肾脏
沉积'并抑制蛋白尿发生)!F*(本研究结果显示'>%5
组患儿血浆 (56*/水平增加'并且各亚组患儿'(7
56*/水平升高最明显'且与.细胞中其受体.&W(
26:(表达增加呈正相关'从而诱导异常糖基化

*V(!分子产生增加'最终导致 >%5发病和进展(
>%5是一种影响小血管的系统性血管炎)!*(在

这种情况下'患者易出现血管周围炎性细胞浸润)F*(
有报道称'>%5患者发生肾小球损伤的原因可能是含
有=Q7*V(!的系膜免疫复合物的沉积)!+*'随后'补体
介导的系膜细胞刺激发生'导致其增殖&同时也会刺
激细胞因子的分泌)!E*(因此'通常在*V(肾病患者
中检测到抗原和抗体免疫复合物的肾外来源(.细
胞是主要的阳性调节因子'能够产生抗原特异性免疫
球蛋白和多种细胞因子)!E7!,*(W&&(64>d等)!,*报

道了一种过度表达.(''的转基因小鼠'该小鼠在存
在共生菌群的情况下与人类*V( 肾病高度相似(
.(''过度表达后'小鼠出现高循环水平的异常糖基
化*V(+*V(系膜沉积+血尿和蛋白尿(而(56*/与
.(''具有高度同源性'其编码基因 4:'%'!+被认
为是*V(肾病的遗传易感位点)E*((56*/与其特异
性受体.&W( 结合后'可激活下游核因子7-.$:'7
-.%'然后刺激外周血.细胞产生免疫球蛋白)-*(本
研究发现'>%5组患儿血浆(56*/水平高于对照组'
肾脏亚组血浆(56*/水平比其他+个亚组升高更显
著'差异均有统计学意义$!$"@",%'且血浆 (56*/
水平与血浆 =Q7*V(!水平呈正相关'与外周血.&7
W(26:(表达呈负相关(这些结果表明 (56*/
可能在 >%5的发展中发挥重要作用'并且(56*/和
=Q7*V(!有一定协同作用(

(56*/由多个细胞表达和分泌'包括单核细胞+
巨噬细胞和淋巴细胞&而.细胞在其中发挥的作用更
显著'并且经常参与自身免疫性疾病([>(*等)!#*研

究发现'*V(肾病患者的.细胞中(56*/26:(和
.(''26:(表达显著上调'但在 4淋巴细胞中却
没有(这可能意味着.细胞在决定血浆(56*/水平
方面发挥更重要的作用(因此'本研究假设在 >%5
患儿的.细胞中'(56*/及其下游信号被激活(为
了评估(56*/是否是>%5中=Q7*V(!增加的原因'
本研究进一步分析了(56*/对体外试验中=Q7*V(!
产生的影响'结果发现 >%5组患儿和对照组的淋巴
细胞对(56*/的反应不同'经 (56*/预处理后'从

>%5患儿体内分离的淋巴细胞上清液中'=Q7*V(!水
平显著高于对照组$!$"@",%(本研究体外试验结果
表明'(56*/在 >%5组患儿=Q7*V(!产生中起一定
作用(更重要的是'不仅(56*/'而且.细胞异常也
可能导致 >%5=Q7*V(!的升高'因为(56*/增加了

>%5组患儿淋巴细胞中 =Q7*V(!的生成(&9!A3.
细胞是产生*V(!的主要细胞)#7-*'为了探讨 >%5患
儿淋巴细胞异常的原因'在 (56*/诱导的 =Q7*V(!
产生方面'检测了&9!A3.细胞中编码 (56*/受体
的 .&W( 26:( 表达(在 >%5 患儿中'.&W(
26:(表达呈上调趋势(本研究发现'>%5患儿

.&W( 26:( 表达异常'=Q7*V(!水平升高'推测

(56*/可能通过诱导.&W( 26:( 的表达+增加

=Q7*V(!的水平'并与它们协同作用来诱导和加剧组
织损伤(

本研究结果发现'血浆 (56*/水平与 =Q7*V(!
水平呈正相关'体外实验也证实 (56*/可以在体外
细胞培养模型中诱导异常糖基化*V(!分子的产生(
此外'(56*/水平较高的患儿有更严重的临床表现'
尤其是肾脏受累(本研究结果显示'(56*/与 >%5
严重程度具有相关性'提示 (56*/可能是促进 =Q7
*V(!产生的因素(

综上所述'>%5患儿血浆(56*/水平升高'其水
平与 >%5疾病严重程度有相关性'其机制可能是(7
56*/与其.细胞中的受体有协同作用'可诱导 =Q7
*V(!的产生(
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0U21DD1wRH$&9F-\ %.OHKK)1DQ2HQC1MH)M0HCLQCNNHL7
HDMC1MCGDCDMGKGDV7KCRHQJK1)21OHKK)CDRCMLGRC1ML1D)7
2H2SL1DH1OMCR1MGL1DQO1KOCU22GQUK1MGL1DQOPOKGJ0CK7
CDKCV1DQCDMHL1OMGL1DQ.7OHKK21MULH1DMCVHD)Y*@&HKK*27
2UDGK'F"!,'FA,$F%!!F-7!+#@

)A* 中华中医药学会@过敏性紫癜)Y*@风湿病与关节炎'

F"!F'!$,%!-,7-$@
)!"*d(:=d>'dg > >'&>*(:=./@40HQC1VDG)C)1DQ

OK1))CNCO1MCGDGN >HDGO07%O0xDKHCDJULJUL1!1DUJQ1MHQ
LHRCHT)Y*@(UMGC22UD6HR'F"!E'!+$E",%!+,,7+,$@

)!!*杨莉莉'刘翠华'刘栋@成人及儿童过敏性紫癜在临床表
现和预后中的差异)Y*@重庆医学'F"!$'E-$A%!!!$$7
!!A"@

)!F*Wd;44;Y6'b(:?4'%g[gb*>'HM1K@(JLGKCNHL17
MCGDCDQUOCDVKCV1DQ$(56*/%M1LVHMHQ1DMCSGQPC)1)1NH
1DQHNNHOMCRHMLH1M2HDMGN2ULCDH*V(DHJ0LGJ1M0P)Y*@
bCQDHP*DM'F"!A'A#$!%!!"E7!!#@

)!+**%>*b?%'4(:(b( ('4(b;9( ('HM1K@gMCKCMPGN

VKG2HLUK1L=Q7*V(!)M1CDCDVNGLCDQC)MCDVUC)01SKHO1)H)
GN*V(DHJ0LGJ1M0PGL(KJGLM)PDQLG2H)Y*@&KCD;IJ
:HJ0LGK'F"F!'F,$-%!--A7-$-@

)!E*[>;:= :'<*;b'd; >'HM1K@4/6-CD.OHKK)JLG7
2GMH)LHD1KCDNK1221MCGD1DQ=Q7*V(!)PDM0H)C)CD*V(
DHJ0LGJ1M0P)Y*@Y&**D)CV0M'F"F"',$!E%!H!+#A#,@

)!,*W&&(64>d99'bgY(a(Y'a*/%?:&'HM1K@WCOH
GRHLHIJLH))CDV.(''QHRHKGJ1OG22HD)1KNKGL17QHJHDQ7
HDM'*V(71))GOC1MHQDHJ0LGJ1M0P)Y*@Y&KCD*DRH)M'F"!!'

!F!$!"%!+AA!7E""F@
)!#*[>(*d/'[>g/'%>*%''HM1K@*DOLH1)HQ(56*/HI7

JLH))CGDCDQUOH)*V(!1SHLL1DMVKPOG)PK1MCGDCD*V(DH7

J0LGJ1M0P)Y*@WHQCOCDH $.1KMC2GLH%'F"!#'A,$!!%!

H+"AA@

$收稿日期!F"FF7!"7!+!修回日期!F"F+7"F7!#%

!短篇论著!

肺炎克雷伯菌荚膜血清型和耐药基因型检测及其耐药机制研究

兰!俊!!侯!轩F!王!辉F!张清雯F

三二一医院*!@医学检验科)F@医学微生物免疫科!陕西汉中-F+"""

!!摘!要"目的!研究肺炎克雷伯菌的荚膜血清型&耐药基因型及其耐药机制%方法!选择F"!$年,月至

F"F!年,月该院收治的FE"例高黏液表型肺炎克雷伯菌#>Wb5$感染者作为研究对象!其中耐碳青霉烯类7
>Wb5#&67>Wb5$EA例!非&67>Wb5!A!例!分别对两组患者分离菌株 >Wb5的药敏试验结果&毒力基
因分布&荚膜血清学及质粒接合实验进行检测%结果!&67>Wb5及非&67>Wb5组 >Wb5的头孢噻肟&头
孢曲松&头孢唑林&哌拉西林&亚胺培南&美罗培南&厄他培南&头孢吡肟及阿米卡星的耐药情况比较!差异均有
统计学意义#!$"@",$)&67>Wb5及非&67>Wb5组 >Wb5的毒力基因1HLGS1OMCD&1KK)&2LX9&CLG:&L27

J(&21V(&L2J.的表达情况差异均有统计学意义#!$"@",$)&67>Wb5及非 &67>Wb5组 >Wb5的

SK1b5&&SK1:9W&SK1&4<7W&SK1%>Z&8DL&&L2M.基因表达比较!差异均有统计学意义#!$"@",$%&67
>Wb5及非&67>Wb5组 >Wb5的荚膜血清型b!&bF&b,-分布比较!差异均有统计学意义#!$"@",$)质
粒接合实验分析显示!两组 >Wb5对头孢噻肟&头孢曲松&头孢唑林&哌拉西林&亚胺培南&美罗培南&厄他培
南&头孢吡肟及阿米卡星的耐药情况差异均有统计学意义#!$"@",$%结论!肺炎克雷伯菌的血清型主要表现
为bF和耐药基因型主要表现为L2M.!可作为肺炎克雷伯菌感染患者治疗的重要靶点%

关键词"肺炎克雷伯菌)!耐药基因)!质粒)!接合)!医院感染

!"#!!"@+A#A"B@C))D@!#-+7E!+"@F"F+@!"@"F, 中图法分类号"6EE#@,
文章编号"!#-+7E!+"#F"F+$!"7!F-+7"E 文献标志码"(

!!有研究报道显示'肺炎克雷伯菌感染已经成为医

院内感染的常见菌之一)!*(目前'临床对于肺炎克雷

伯菌感染患者的治疗中'多选用头孢类及碳青霉烯类

抗菌药物(但是'临床研究发现'由于抗菌药物的广

泛使用'病原菌对抗菌药物的耐药率呈逐年上升的趋

势)F*(高黏液表型肺炎克雷伯菌$>Wb5%是高毒力

型病原菌的重要代表'随着耐碳青霉烯类7>Wb5
$&67>Wb5%的分离'其在临床的迁徙性扩散已经成

为全球性的公共卫生问题)+*(正常生理状态下'肺炎

克雷伯菌存在于人体的上呼吸道+肠道中'当机体的

免疫力显著下降时'肺炎克雷伯菌可经呼吸道进入肺

内'最终造成肺大叶或者肺小叶的融合性病变)E*(研

究证实'>Wb5在医院内已经形成若干暴发流行),*(

但是'对于 >Wb5荚膜的血清学分析的研究较少)#*(

本研究主要对肺炎克雷伯菌的血清型鉴定+耐药基因

型检测及其耐药机制进行分析'以期为临床诊断及治
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疗提供科学依据(

@!资料与方法

@@@!一般资料!选择F"!$年,月至F"F!年,月本
院收治的FE"例 >Wb5感染者作为研究对象'其中

&67>Wb5感染者EA例$&67>Wb5 组%'非 &67
>Wb5类感染者!A!例$非&67>Wb5组%(

@@A!仪器与试剂!;I418酶及9:( W1LXHL均购自

41b161公司'基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱
$W(/9*74?'W%%仪由美国布鲁克$.LUXHL%公司提
供'全自动细菌药敏分析仪由美国.9公司提供'5&6
仪由上海宏石医疗科技有限公司提供(

@@B!方法

@@B@@!标本采集及 >Wb5分离!采集所有患者的
痰液标本'采用 W(/9*74?' W%仪进行细菌鉴定'
采用.950GHDCIW,"全自动微生物鉴定及药敏分析
系统进行药敏试验及超广谱"7内酰胺酶$;%./%检
测(检测过程中'将标本在生物安全柜中接种于血平
板'使用接种环轻触菌落表面'能拉起黏液丝长度&,
22则为拉丝实验阳性'可判定为 >Wb5(通过药敏
试验分析'对碳青霉烯类耐药的 >Wb5则为 &67
>Wb5)-*(

@@B@A!耐药及毒力基因检测!分别对患者痰液的

9:(进行扩增后'采用5&6及电泳方法对毒力基因
$1HLGS1OMCD+1KK)+2LX9+CLG:+L2J(+21V(+L2J.%+
碳 青 霉 烯 酶 基 因 $SK1b5&+SK1:9W+SK1*W5+

SK1Z*W+SK1?<(7E$%+质粒介导的喹诺酮耐药基因
)8DL(+8DL.+8DL&+8DL%+1OO$#7*.7&6%*+;%./基因
$SK14;W+SK1&4<7W+SK1%>Z%'以及!#%核糖体

6:($L6:(%甲基化酶基因$L2M&+L2M.+1L2.+1L7
2(%进行检测(基因测序均由深圳华大基因科技股
份有限公司完成(

@@B@B!质粒接合实验!以临床分离的&67>Wb5作
为供体菌'使用大肠埃希菌Y,+作为受体菌'对于以
上菌株进行接种中国蓝平皿后'在+,`下进行孵育
过夜'将活化后的菌株分别用生理盐水调至"@,W&'

$麦氏浊度单位%'取,&/菌液在!2/的营养肉汤中
进行接种'在+,`下进行孵育E0'使用供体菌F"&/
及受体菌E"&/按照!̂ F进行混合'接种于F2/的
营养肉汤'在+,`下进行孵育!$0'使用上述的混合
液在筛选平皿中涂抹'在+,`下孵育过夜'再次挑选
菌落转移到另外一个筛选平皿中'在+,`下孵育过
夜(使用质谱仪进行鉴定'采用全自动微生物鉴定及
药敏分析仪进行药敏试验(

@@B@C!荚膜血清学分析!采用5&6仪检测 >Wb5
的b!+bF+b,+bF"+b,E+b,-血清学分布(同时'对
肺炎克雷伯菌的-个管家基因$LJG.+JVC+CDN.+V1J7
(+J0G;+2Q0+MGD.%进行测序(

@@C!观察指标!$!%分析药敏试验结果'并比较&67
>Wb5组及非&67>Wb5组>Wb5对头孢噻肟+头
孢曲松+头孢唑林+哌拉西林+亚胺培南+美罗培南+厄
他培南+头孢吡肟及阿米卡星的耐药情况($F%分析
毒力基因分布结果'分别对 &67>Wb5组及非 &67
>Wb5组 >Wb5毒力基因1HLGS1OMCD+1KK)+2LX9+C7
LG:+L2J(+21V(+L2J.的表达情况进行比较($+%
分析耐药基因分布情况'分别对&67>Wb5组及非

&67>Wb5组 >Wb5的SK1b5&+SK1:9W+SK1&4<7
W+SK1%>Z+8DL&+L2M. 基因表达情况进行比较(
$E%分析荚膜血清学分布情况'分别对&67>Wb5组及
非&67>Wb5组>Wb5的荚膜血清型b!+bF+b,-分
布情况进行比较($,%分析质粒接合实验结果(

@@J!统计学处理!采用%5%%!A@"软件包进行统计
学分析'计量材料以F_?表示'采用独立样本;检
验'计数资料以例数或率表示'采用!F 检验'以!$
"@",为差异有统计学意义(

A!结!!果

A@@! 两组 >Wb5 的药敏试验结果分析 !&67
>Wb5组及非&67>Wb5组>Wb5对头孢噻肟+头
孢曲松+头孢唑林+哌拉西林+亚胺培南+美罗培南+厄
他培南+头孢吡肟及阿米卡星的耐药情况比较'差异
均有统计学意义$!$"@",%'见表!(

表!!!两组 >Wb5的药敏试验结果&(#]$'

组别 ( 头孢噻肟 头孢曲松 头孢唑啉 哌拉西林 亚胺培南 美罗培南 厄他培南 头孢吡肟 阿米卡星

&67>Wb5组 EA EA$!""@""%EA$!""@""%EA$!""@""%EA$!""@""%EA$!""@""%EA$!""@""%EA$!""@""%EA$!""@""%E,$A!@$E%

非&67>Wb5组 !A! !#"$$+@--%!,,$$!@!,%!#F$$E@$F%!,!$-A@"#%!E"$-+@+"%!+,$-"@#$%!+#$-!@F"%!F#$#,@A-%!+!$#$@,A%

!F A@!+F !"@$-, $@E#F !F@+!F !#@#!F !$@-EF !$@+"F FF@$-! !"@-$!

! $"@""! $"@""! "@""E $"@""! $"@""! $"@""! $"@""! $"@""! $"@""!

A@A!两组毒力基因分布情况分析!&67>Wb5及非

&67>Wb5组 >Wb5 的 1HLGS1OMCD+1KK)+2LX9+C7

LG:+L2J(+21V(+L2J.-个管家基因表达情况比

较'差异有统计学意义$!$"@",%'见表F(

A@B!两组耐药基因分布情况分析!&67>Wb5及非

&67>Wb5组 >Wb5的SK1b5&+SK1:9W+SK1&4<7
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W+SK1%>Z+8DL&+L2M.基因表达之间的差异均有统 计学意义$!$"@",%'见表+(

表F!!两组毒力基因分布情况分析&(#]$'

组别 ( 1HLGS1OMCD 1KK) 2LX9 CLG: L2J( L2J.

&67>Wb5组 EA !$F@"E% !$F@"E% F$E@"$% !$F@"E% EF$$,@-!% F$E@"$%

非&67>Wb5组 !A! F!$!"@AA% ,"$F#@!$% ,F$F-@F+% E!$F!@E-% FF$!!@,F% ,$F@#F%

表+!!两组耐药基因分布情况分析&(#]$'

组别 ( SK1b5& SK1:9W SK1&4<7W SK1%>Z 8DL& L2M.

&67>Wb5组 EA E,$A!@$E% EF$$,@-!% E!$$+@#-% +A$-A@,A% E+$$-@-#% E$$A-@A#%

非&67>Wb5组 !A! #$+@!E% -$+@##% +$!@,-% #$+@!E% $$E@!A% F$!@",%

!F !$+@+FF !#!@,-F !-,@,-! !EA@#!F !#F@-+F FFF@"#F

! $"@""! $"@""! $"@""! $"@""! $"@""! $"@""!

A@C!两组荚膜血清学分布情况!&67>Wb5组及非

&67>Wb5组 >Wb5的b!+bF+b,-血清学分布情
况比较'差异有在统计学意义$!$"@",%'见表E(

A@J!质粒接合实验分析!质粒接合实验分析显示'
两组 >Wb5对头孢噻肟+头孢曲松+头孢唑林+哌拉
西林+亚胺培南+美罗培南+厄他培南+头孢吡肟及阿
米卡星的最小抑菌浓度$W*&%比较'差异均有统计学

意义$!$"@""!%'见表,(
表E!!两组荚膜血清学分布情况&(#]$'

组别 ( b! bF b,-

&67>Wb5组 EA F$E@"$% E$$@!#% F$E@"$%

非&67>Wb5组 !A! "$"@""% !$"@,F% "$"@""%

!F -@$#! !!@!#F -@$#!

! "@"", "@""! "@"",

表,!!质粒接合实验抗菌药物的 W*&#F_?)2V(/$

组别 ( 头孢噻肟 头孢曲松 头孢唑啉 哌拉西林 亚胺培南 美罗培南 厄他培南 头孢吡肟 阿米卡星

&67>Wb5组 EA !#@F!_!@A, !#@++_!@++ !E@#,_!@E, !#@F!_!@-- #E@!"_!@-- A@-#_!@!- F,#@,,_!@--!E@F!_!@A, E@++_!@++

非&67>Wb5组 !A! !@#"_!@A# F@+-_!@,- +@F!_!@++ F@F#_!@,, F@E#_"@A$ !@A$_!@"! F@F#_!@-E F@#"_!@A# F@+-_!@,-

; E#@-+$ #+@"#! ,"@"$# ,"@E+! F+E@-!A EF@#EA A""@FEE +-@!E! $@$,E

! $"@""! $"@""! $"@""! $"@""! $"@""! $"@""! $"@""! $"@""! $"@""!

B!讨!!论

!!流行病学调查显示'肺炎克雷伯菌造成的呼吸道
感染的发病率呈现显著的上升趋势)$*(从本院的研
究资料来看'由&67>Wb5造成的呼吸机相关性肺炎
的比例较高'所以及时通过对本医疗机构的肺炎克雷
伯菌感染及耐药情况的分析'对于医院内感染控制工
作的提升具有重要的意义(目前研究认为'在肺炎克
雷伯菌的感染过程中'频繁使用抗菌药物'大量生成
的灭活酶可进一步造成药物抗菌活性的下降)A*(同
时'不当使用抗菌药物还会造成相关耐药基因的激
活'抗菌药物的作用位点发生改变'进而影响抗菌药
物发挥抗菌作用)!"*(在患者治疗过程中'耐药菌株抗
菌药物外排泵的过度表达'造成呼吸道感染患者靶点
的药物剂量降低'从而导致耐药'影响患者的治疗效
果)!!*(通过药敏试验指导临床及时调整抗菌药物治
疗方案'不仅对优化医疗治疗方案具有积极的意义'
同时有利于患者治疗效果的提升)!F*(

在肺炎克雷伯菌感染过程中'荚膜是肺炎克雷伯
菌感染的重要毒力因子'根据荚膜多糖建立的分型方
法)!+*'可以将其分为不同的血清型'目前已知的血清
型主要包括-$个'而纳入本研究的b!+bF+b,+bF"+

b,E+b,-被认为是高毒力肺炎克雷伯菌的主要血清
型(既往研究中'bF"被广泛报道)!E*'同时 bF血清
型也在以往&67>Wb5感染中被发现'而本研究中发
现的荚膜血清型主要为 b!+bF+b,-'与以往的研究
存在一定差异(分析认为'造成此种差异的原因是不
同地区人群的基因多态性)!,*(对毒力基因分布结果
分析显示'发生&67>Wb5感染的患者主要表现为

L2J(基因表达异常'提示在日后的临床研究中'L27
J(基因可作为本地区肺炎克雷伯菌感染药物治疗的
重要靶向(本研究对耐药情况的分析发现'&67
>Wb5对头孢噻肟+头孢曲松+头孢唑林+哌拉西林+
亚胺培南+美罗培南+厄他培南+头孢吡肟的耐药情况
均为!""]'对阿米卡星的耐药情况则较低(建议在
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临床对此类患者的治疗中降低头孢噻肟+头孢曲松+
头孢唑林+哌拉西林+亚胺培南+美罗培南+厄他培南+
头孢吡肟等药物的使用量'同时联合使用多种抗菌药
物'降低耐药性(

流行病学调查显示'>Wb5造成的感染可达到

F]$!$])!#*'而目前国内对于&67>Wb5造成呼吸
道感染的区分的研究还较少'也缺乏对诊疗过程中呼
吸道感染患者&67>Wb5的认识)!-*(但近年来的研
究指出'&67>Wb5的耐药率呈现显著升高趋势)!$*(
随着&67>Wb5感染风险的显著升高'其较高的侵袭
性及病死率使其已成为呼吸道感染的/超级细菌0)!A*(
因此'对患者耐药情况进行分析'及时调整治疗方案'
对于患者的治疗具有积极意义)F"*(

但是本研究还存在一定的局限性'纳入研究的样
本量较小'同时&67>Wb5感染存在显著的地域性差
异'所以在对患者的治疗中'对于不同地区的指导意
义还有待在日后的研究中进行验证(

综上所述'肺炎克雷伯菌的荚膜血清型主要表现
为bF'耐药基因主要为L2M.'二者均可作为肺炎克
雷伯菌感染者治疗的重要靶点(

参考文献

)!* 刘妍'张萍淑'吴宗武'等@:*&g肺炎克雷伯菌携带耐药
基因特征与临床耐药性分析)Y*@中国实验诊断学'F"F!'

F,$E%!E-,7E-A@
)F* 任艳丽'王云英'蒋敏'等@不同碳青霉烯酶酶型肠杆菌科

细菌感染的治疗策略研究)Y*@中国抗生素杂志'F"F!'E#
$E%!++A7+E,@

)+* 林晓宇'朱月永'商红艳'等@,F-例细菌性肝脓肿病原菌
分布+耐药性及相关危险因素分析)Y*@中国临床药理学
杂志'F"F!'+-$-%!$-+7$--@

)E* 胡久丽'肖旭'朱孝芹'等@痰样分离的高黏液型肺炎克雷
伯菌耐药性及毒力基因检测)Y*@中国老年学杂志'F"F!'

E!$,%!A$F7A$,@
),* 曹小利'程莉'周万青'等@碳青霉烯耐药肺炎克雷伯菌

%4!!菌株的基因组学特点分析)Y*@临床检验杂志'

F"F!'+A$F%!AA7!"E@
)#* 李东明'王宇凡'武玉晶'等@耐碳青霉烯革兰阴性杆菌耐

药性及基因分型)Y*@中华医院感染学杂志'F"F!'+!$#%!

$!#7$F"@
)-* 雷静'刘泽世'高兴辉'等@碳青霉烯类耐药肠杆菌目细菌

检测及鉴定现状)Y*@分子诊断与治疗杂志'F"FF'!E$+%!

,++7,+$@
)$* (b4>;64'6(:Y(:*%'>;W(/(4>(%'HM1K@:1D7

GJ1LMCOKH)HDVCDHHLHQNLG2HDQGJ0PMCONUDVC$.GMLPG)J017
HLC1L0GQCD1%1V1CD)M;%./7JLGQUOCDVJ1M0GVHDCO2UKMC7
QLUV7LH)C)M1DM;@OGKC)Y*@=UM51M0GV'F"F!'++$$+%!!7$@

)A* b(6b*9'9>g:=;/.'.>(:9(6*%'HM1K@(DMCSCGM7
COLH)C)M1DOH1DQQHMHOMCGDGNJK1)2CQ2HQC1MHQOGKC)MCDLH7
)C)M1DOH2OL7!VHDH12GDV;)O0HLCO0C1OGKC1DQbKHS)CHKK1

JDHU2GDC1HC)GK1MHQNLG2OKCDCO1K)12JKH))Y*@=UM51M0GV'

F"F!'!+$!%!E,@
)!"*Y?:(%9'6;g4;6%'b/(%%;:%'HM1K@;R1KU1MCGDGN

M0H.950GHDCI&5?QHMHOMJ1DHKNGLJLHQCOMCGDGN(2S7
KHLOK1))O1LS1JHDH21)H))Y*@%OC6HJ'F"F!'!!$!%!

!+!,"@
)!!*a(:=4&'/*:Y&'&>(:=Y&'HM1K@ZCLUKHDOH17

2GDVQCNNHLHDMMPJH)GN0PJHLRCLUKHDMbKHS)CHKK1JDHU7
2GDC1HTCM02UKMC7KGOU))H8UHDOHMPJH$W/%4%7!!')HLG7
MPJHb!GLbF)ML1CD))Y*@=UM51M0GV'F"F!'!+$!%!E"@

)!F*9f%?g[(6':=gd;:/5'5*:4?:('HM1K@6GKHGN
(2J=CDM0HLH)C)M1DOHMG"7K1OM12 1VHDM)'CDOKUQCDV
OHJ01KG)JGLCD)1DQO1LS1JHDH2)!O1DQCQ1MHNGL1DGRHK1D7
MC2COLGSC1KM1LVHM)Y*@(DD&KCD WCOLGSCGK(DMC2COLGS'

F"F!'F"$!%!E,@
)!+*5(Z;;:b*44*5?6: a'/dW(:W'.*;96?:&'HM1K@

WGKHOUK1LHJCQH2CGKGVPGNO1LS1JHDH27LH)C)M1DM;DMHL7
GS1OMHL1KH)CD401CK1DQ'F"!#\F"!$)Y*@(DMC2COLGS6H7
)C)M*DNHOM&GDMLGK'F"F!'!"$!%!$$@

)!E*%4;'(:*gb;W'b?[*:%b(('a(%b?*'HM1K@?O7
OULLHDOHGNSHM17K1OM121)H)CDOGKC)MCD7LH)C)M1DMHDMHL7
GS1OMHL1KH))ML1CD)CDJGK1DQ!1JCKGM)MUQP)Y*@5GKYWC7
OLGSCGK'F"F!'-"$F%!F$+7F$$@

)!,*;/;b>:(ad ; ('%?:.?/'*';/.(::( 4 ;'

HM1K@;R1KU1MCGDGNM0HC2J1OMGN1Q1JM1MCGDGNbKHS)CHKK1

JDHU2GDC1HOKCDCO1KC)GK1MH)MGSHDi1KXGDCU2O0KGLCQHGD
SCGNCK2NGL21MCGD)Y*@;VPJMC1DY WHQ >U21D =HDH'

F"F!'FF$,!%!!7#@
)!#*%>(a( W''g6g4( d'Wg/;:=( ='HM1K@:GRHK

O0LG2G)G21KCD)HLMCGD)GN*%;OJ!7SK1&4<7W7!,1DQQC7
RHL)H1DMC2COLGSC1KLH)C)M1DOHVHDH)CD[12SC1DOKCDCO1KC7
)GK1MH)GN;DMHLGS1OMHLOKG1O1H1DQ;)O0HLCO0C1OGKC)Y*@
(DMC2COLGS6H)C)M*DNHOM&GDMLGK'F"F!'!"$!%!-A@

)!-*(/=>?6*.*W''(/hg6(%>*W'?b9(>/'HM1K@
%UOOH))NUKMLH1M2HDMGNCDNHOMCRHHDQGO1LQCMC)QUHMGJ1D7
QLUV7LH)C)M1DMbKHS)CHKK1JDHU2GDC1H TCM0OHNM1iCQC2H7
1RCS1OM121DQ1iMLHGD12)Y*@%OC6HJ'F"F!'!!$!%!A#$E@

)!$*%>(6(>*Yd'>(%>;W*('(69;.*/*('HM1K@WG7
KHOUK1LO01L1OMHLC)MCO)GN1DMCSCGMCO7LH)C)M1DM;)O0HLCO0C1
OGKC1DQbKHS)CHKK1JDHU2GDC1H)ML1CD)C)GK1MHQNLG20G)7

JCM1KCiHQJ1MCHDM)CD4H0L1D'*L1D)Y*@(DD&KCDWCOLGSCGK
(DMC2COLGS'F"F!'F"$!%!+F@

)!A*6?.;64bb'&/(6*%%;::'&>(96(&bb'HM1K@
.1OMHLC1KJ1M0GVHD)CD&1MMKH;VLHM$.USUKOU)CSC)%1DQ
5CHQ&LGT $&GLRU)1KSU)%CDbCD)01)1'9H2GOL1MCO6H7

JUSKCOGNM0H&GDVG)Y*@?JHD(OOH))/CSL1LPY'F"F!'$
$E%!!7!"@

)F"*a(:= > &'W*:& >'/*Y'HM1K@&01L1OMHLCi1MCGDGN
NG)NG2POCDLH)C)M1DOH1DQ2GKHOUK1LHJCQH2CGKGVP12GDV
O1LS1JHDH27LH)C)M1DMbKHS)CHKK1JDHU2GDC1H)ML1CD)NLG2
MTGMHLMC1LP0G)JCM1K)CD&0CD1)Y*@.W&WCOLGSCGK'F"F!'

F!$!%!!"A@

$收稿日期!F"FF7"A7!$!修回日期!F"F+7"+7"#%

##-F!# 国际检验医学杂志F"F+年,月第EE卷第!"期!*DMY/1SWHQ!W1PF"F+!ZGK@EE!:G@!"


