
以荤腥为主#同时生活缺少规律#饥饱无度)酗酒)劳逸失调等#

均可能诱发胰腺癌*另外#过量进食甜品可使胰腺
"

细胞功能

发生衰退#造成糖代谢障碍#进而使胰腺细胞发生突变*美国

流行病学调查结果显示胰腺癌的发病率达
%

"

%####

#其病死率

居恶性肿瘤的第
9

位*

胰腺癌的早期诊断仍旧困难#但就目前而言#只有早期得

到诊断的病例#才有可能得到较好的治疗效果*肿瘤标志物主

要是指癌细胞分泌或脱落到体液或组织中的物质#或是宿主对

体内新生物反应产生并进入到体液或组织中的物质*肿瘤标

志物的检测对胰腺癌的筛选)诊断术后复发及转移的监测#以

及胰腺良恶性肿瘤的鉴别都有着重要作用+

9

,

*自
%7:7

年
*,?

.

J,NEQA

等发现与消化道肿瘤相关抗原
+>%77

以来#由于单克

隆技术的开发取得了突飞猛进的发展*目前临床常用的除

+>%77

外#还有
+)>

)

+*%7

等*若用两种或两种以上的肿瘤

标志物检查可提高其阳性率*有关研究表明#如联合应用上述

肿瘤标志物#在胰腺癌诊断中的敏感性及特异性均会有所

提高*

+>%77

是表达在相对分子质量较高的黏蛋白的糖类位

点#它不是器官特异性的#在多种腺癌中均可升高+

"

,

#但是在胰

腺癌检查中具有高敏感性#是胰腺癌较为可靠的标志*

+)>

存在于胚胎胃肠黏膜上皮与一些恶性组织的细胞表面#是一种

糖蛋白+

!

,

#在胰腺癌中均可升高#但特异性不高*

+*%7

是细

胞体的中间丝#在胰腺癌诊断中有很大价值#是比
+)>

更广谱

的肿瘤标志物+

:?7

,

*

本组对
!9

例胰腺癌患者及
!9

例健康体检者进行了血清

肿瘤标志物
+)>

)

+>%77

和
+*%7

的检测#并分析其检查结

果#发现
!9

例胰腺癌患者血清肿瘤标志物单项检测#

+)>

)

+>%77

与
+*%7

的敏感度各为
976$;

)

!768;

和
:!6%;

#特异

性各为
!867;

)

:76!;

和
8"69;

(联合检测敏感度为
7"6$;

#

特异性为
7768;

(胰腺癌患者
+)>

)

+>%77

与
+*%7

水平较健

康体检者高#差异有统计学意义$

!

"

#6#%

%*

总之#胰腺癌是消化道常见的恶性肿瘤之一#血清肿瘤标

志物的检测在胰腺癌诊断中占有重要地位#尤其血清肿瘤标志

物联合检测可以较准确地对胰腺癌进行早期诊断#在敏感度及

特异性方面优于单项检测#为胰腺癌诊治提供了指导#有很高

的临床应用价值*
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!临床研究!

整合子与大肠埃希菌耐药性的相关性研究$

吴长生!伍严安!胡辛兰!李
!

宁"福建省立医院检验科!福州
!

<"###%

$

!!

"摘要#

!

目的
!

调查大肠埃希菌中
&

类%

+

类和
.

类整合子的存在情况!分析细菌携带的整合子与大肠埃希菌

耐药性的关系&方法
!

测定
8:

株大肠埃希菌对抗菌药物的敏感性'应用简并引物聚合酶链反应"

[+Y

$方法!同时

扩增整合子
"i

保守区的
&

类%

+

类和
.

类整合酶基因!对阳性
[+Y

产物用限制性内切酶
3ABM

&

作限制片段长度多

态性"

YWZ[

$分析进行整合子分类&结果
!

<#

株大肠埃希菌检测出
&

类整合子!未检出
+

类和
.

类整合子&

&

类

整合子阳性菌株对抗菌药物的耐药率普遍比整合子阴性菌株高&结论
!

大肠埃希菌临床分离株的耐药性强!细菌

的多重耐药与
&

类整合子相关&

"关键词#

!

大肠埃希菌'

!

整合子'

!

整合酶'

!

耐药性

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$/&%)&%/.

文献标志码$

>

文章编号$

%!:$?79""

"

$#%$

$

#!?#!79?#<

!!

细菌耐药性通常由获得耐药基因引起#在抗菌药物选择性

压力下#耐药基因的水平传播是一个日益严重的问题#耐药基

因的水平传播使耐药菌株广泛流行+

%

,

*本研究针对福建省立

医院分离的
8:

株大肠埃希菌#监测细菌的耐药性#采用聚合酶

链反应$

[+Y

%法检测和分析细菌携带的整合子与大肠埃希菌

多重耐药的关系*

$

!

材料与方法

$6$

!

菌株
!

8:

株大肠埃希菌为
$##8

年
%

(

%$

月从福建省立

/

97!

/

检验医学与临床
$#%$

年
<

月第
7

卷第
!

期
!

Z/KUDI+HAB

!

U/J0G$#%$

!

&,H67

!

5,6!

$

基金项目$福建省卫生厅青年科研基金$

<7%#:

%*



医院临床标本中分离#剔除耐药表型完全一致的菌株*

&

类整

合子阳性标准菌株
&"%:

由华南理工大学轻工与食品学院石

磊教授惠赠#

+

类整合子阳性对照株由福建疾病预防控制中心

赠送*

$6/

!

仪器
!

&'()*$

全自动细菌鉴定和药敏分析仪$法国
KA?

,UDJADLV

公司%#

S'4)Y(0?$"

"

3

基因扩增仪$杭州博日科技

有限公司%#

W_?à ?$"$

型水平电泳仪$上海复星高科技集团

有限公司%#凝胶成像系统$

=&'1D0HA-A1DI

%*

$6'

!

试剂
!

KA,UDJADLV&'()*$

全自动细菌鉴定和药敏分析

仪所用试剂#购自法国
KA,UDJADLV

公司*药敏纸片和
U?3

$

ULDHHDJ?3AB1,B

%琼脂为英国
4V,AI

公司产品*

+GDHDV%##

购

自
S'4?Y>a

公 司*

(/

e

a5>

聚 合 酶)

I5([E

)

(/

e

KLMMDJ

$

U

F

$f

[HLE

%#

3ABM'

等均为
(/*/Y/

公司产品*

$61

!

方法

$616$

!

细菌鉴定和药敏试验
!

采用
KA,UDJADLV&'()*$

全

自动细菌分析仪#进行细菌鉴定和抗菌药物敏感性测定*每批

均以
>(++$"7$$

作为质控菌株进行质量控制#结果按临床实

验室标准化协会$

+HABA0/H/BIZ/K,J/1,J

O

P1/BI/JIE'BE1A1L1D

#

+ZP'

%标准进行判读*

$616/

!

细菌总
a5>

的提取
!

采用
+GDHDV%##

法+

$

,提取细菌

a5>

#用紫外分光光度计测量
>$!#

)

>$8#B-4a

值#

4a$!#

"

4a$8#

为
%6!!

(

%6:#

*

$616'

!

整合子检测及分类
!

参照文献设计简并引物+

%

,

#由宝

生物工程$大连%有限公司合成*上游引物为
GD

.

<"

!

"i?(T+

TTT(̀ >>YT>(S(*T>(((?<i

#下游引物为
GD

.

<!

!

"i?

+>Y+>+>(T+T(Y(>Y>(?<i

#该引物可同时扩增整合

子
"i

保守区的
&

类)

+

类和
.

类整合酶基因#预计扩增片段为

97%K

.

*参考有关文献+

9?"

,

#采用
$"

'

Z

反应体系!上下游引物

$

%#

'

-,H

"

Z

%各
%6#

'

Z

#模板
%6#

'

Z

#

I5([E

$

$##

'

-,H

"

Z

%

$6#

'

Z

#

(/

e

KLMMDJ

$

U

F

$f

[HLE

%

$6"

'

Z

#

(/

e

a5>

聚合酶$

"=

"

'

Z

%

#6%$"

'

Z

#超纯水
%:6<:"

'

Z

*参考有关文献+

"?!

,和对循环

条件的优化结果#确定以下
[+Y

反应条件!

79 X

预变性
"

-AB

(

79X<#E

#

"$X9#E

#

:$X9#E

#循环
<"

次(最后
:$X

延伸
"-AB

*简并引物扩增的阳性产物用限制性内切酶
3ABM'

进行限制性片段长度多态性$

YWZ[

%分析#酶切反应体系!

[+Y

产 物
86#

'

Z

#

%#c3KLMMDJ$6#

'

Z

#

3ABM'

$

%#=

"

'

Z

%

%6#

'

Z

#

超纯水
76#

'

Z

*

<: X

水浴
9G

#酶切产物用含溴化乙锭的

%6";

琼脂糖凝胶进行电泳分析$电压
:#&

#时间
<#-AB

%#对

整合子进行分类#依据见表
%

+

<

,

*

表
%

!

整合子酶切分类依据

整合酶基因
预期扩增片段

$

K

.

%

酶切后片段数目

$个%

片段大小

$

K

.

%

AB1'% 97% % 97%

AB1'$ 97% $ <##%7%

AB1'< 97% $ <:$%%7

$62

!

统计学方法
!

统计分析采用
P[PP%<6#

软件#率的比较

用卡方检验或
WAEGDJ

确切概率法检验*

/

!

结
!!

果

/6$

!

整合子检测及分类结果
!

在
8:

株大肠埃希菌中有
<#

株

检出整合子#检出率为
<96";

#整合子检测电泳图见图
%

*

[+Y?YWZ[

结果显示均为
&

类整合子#未检出
+

类和
.

类整合

子#整合子酶切分类电泳图见图
$

*

/6/

!&

类整合子与大肠埃希菌耐药和多重耐药的关系
!

对
&

类整合子阳性和
&

类整合子阴性的大肠埃希菌的药敏情况$耐

药)中介)敏感%进行分析#结果显示!头孢唑啉)头孢噻肟)哌拉

西林"他唑巴坦)头孢哌酮"舒巴坦钠)庆大霉素)丁胺卡那霉素

共
!

种抗菌药物在整合子阳性组的耐药率明显高于整合子阴

性组#并且差异具有统计学意义$

!

"

#6#"

%#详见表
$

*

表
$

!

大肠埃希菌
&

类整合子与耐药表型的关系&

;

'

抗菌药物
&

类整合子阳性$

(\<#

%

耐药率 敏感率

&

类整合子阴性$

(\":

%

耐药率 敏感率
!

值

氨苄西林
%## # 786$ #

#

#6#"

头孢唑啉
8<6< %!6: "6<# $96"

"

#6#"

头孢噻肟
!!6: <<6< "$6! 9:69

"

#6#"

头孢他啶
<#6# :#6# $86% :%67

#

#6#"

头孢吡肟
<!6: !<6< <"67 !96%

#

#6#"

头孢替坦
# %## # %##

#

#6#"

氨曲南
9# !# 9#69 "76!

#

#6#"

亚胺培南
# 7!6: # %##

#

#6#"

哌拉西林"他唑巴坦
!6:

$

:!6! %68# 7!69

"

#6#%

头孢哌酮"舒巴坦钠
<6<<

$

8!6: # %##

"

#6#"

左氧氟沙星
:#6# <#6# !869 <%6!

#

#6#"

庆大霉素
:!6:

$

$<6< !967 <"6%

"

#6#%

丁胺卡那霉素
%# 7# # %##

"

#6#"

!!

注!与
&

类整合子阴性菌株比较#

$

!

"

#6#"

*

!!

注!

>

为阴性对照(

S

为
&

类整合子阳性对照(

3

为
+

类整合子阳

性对照(

+

(

a

#

W

(

T

为阳性标本(

&

为阴性标本(

)

为
%##K

.

U/JQDJ

*

图
%

!!

整合子检测电泳图

表
<

!

两组细菌的多重耐药发生率的比较

组别 多重耐药 非多重耐药 合计 多重耐药发生率$

;

%

整合子阳性
$8 $ <# 7<6<

整合子阴性
<! $% ": !<6$

合计
!9 $< 8: :<6!

!!

注!

!

$

\:6:$

#

!

$

#6#"

#

%

\<689

*

在
&

类整合子阳性的
<#

株大肠埃希菌中#多重耐药菌$耐

受
<

种以上抗菌药物%有
$8

株#占
7<6<;

(而
&

类整合子阴性

的
":

株大肠埃希菌中#多重耐药菌只占
!<6$;

$

<!

"

":

%*对

两组细菌的多重耐药发生率进行比较#结果显示!

&

类整合子

/

"7!

/

检验医学与临床
$#%$

年
<

月第
7

卷第
!

期
!

Z/KUDI+HAB

!

U/J0G$#%$

!

&,H67

!

5,6!



阳性菌株的多重耐药发生率比
&

类整合子阴性菌株高#二者比

较差异有统计学意义$

!

"

#6#"

%#说明整合子与细菌多重耐药

的发生有关#见表
<

*

!!

注!

>

为
&

类整合子阳性对照(

a

为
+

类整合子阳性对照(

S

(

+

#

W

(

'

为
&

类整合子阳性标本(

)

为
%##K

.

U/JQDJ

*

图
$

!!

整合子扩增阳性产物酶切后电泳图

'

!

讨
!!

论

大肠埃希菌是引起人类感染最常见的肠杆菌科细菌+

:

,

#在

泌尿道感染中为主要的致病菌#此外还可引起呼吸道感染)化

脓性感染和菌血症等*

本研究结果显示#大肠埃希菌的耐药现象十分普遍#多重

耐药菌株占细菌总数的
:<6!;

#对青霉素类)头孢菌素类)庆

大霉素)左氧氟沙星均具有很高的耐药率*敏感率较高的有头

孢替坦)亚胺培南)丁胺卡那霉素)头孢哌酮"舒巴坦和哌拉西

林"他唑巴坦*

整合子是根据整合酶基因的
a5>

碱基序列的不同而进

行分类的#其中研究得较多的)得到公认的有
9

类!

&

类)

+

类)

.

类和
-

类整合子*

&

类)

+

类和
.

类整合子与细菌耐药关系

比较密切#又常被合称为耐药整合子$

JDEAE1/B0DAB1D

F

J,B

#

Y'

%*

本研究应用的简并引物可同时扩增整合子
"i

保守区的
&

类)

+

类和
.

类整合酶基因#再通过
[+Y?YWZ[

分析确定整合

子的类别#可节省实验时间#降低成本#是一种对大量临床菌株

进行整合子筛选的理想方法*

本研究结果显示#大肠埃希菌中整合子的检出率为

<96";

#酶切结果显示均为
&

类整合子#明显低于国内的相关

报道+

7?%%

,

#而高于国外的相关报道#推测主要是与标本的选择

和地域差异有关*本研究在收集标本时剔除了耐药表型完全

相同的菌株#避免了同一来源菌株的重复收集(国内的相关报

道阳性率高达
8";

#可能与阳性菌株的暴发流行有关(而国外

相关研究的标本来自于不同国家不同医院*本次研究未检出

+

类和
.

类整合子*

整合子具有通过位点特异重组机制整合多个耐药基因盒

的能力#介导多药耐药的形成+

%$?%9

,

*本研究中#许多抗菌药在

&

类整合子阳性组的敏感率明显低于
&

类整合子阴性组#并且

具有统计学意义(统计结果显示#整合子与细菌多重耐药的发

生有关*

大肠埃希菌作为动物和人类肠道中的正常菌群#也是引起

人类感染最常见的肠杆菌科细菌#是耐药基因的重要储存库#

在整合子和基因盒的传播中发挥着重要的作用*对整合子介

导和传播耐药性的研究#有助于理解革兰阴性菌耐药性和多重

耐药性的分子基础#进一步探讨参与细菌耐药性的分子机制#

获得整合子)基因盒在大肠埃希菌中的分子流行病学资料#为

制定抗菌药物的相关政策)合理使用抗菌药物和控制细菌耐药

性发展提供理论基础*
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