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&
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文献标志码$

/

文章编号$
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"
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#
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!!

超广谱
&

1

内酰胺酶$

:L>:C@:@1.

9

:A>;H=

&

1EFA>F=F.:.

#

MO1

(N.

%是革兰阴性杆菌对新型广谱内酰胺类抗生素耐药最重要

的机制之一#

MO(N.

由质粒介导#能够水解青霉素,氨曲南,及

$

,

#

,

%

代头孢菌素)近年来#革兰阴性杆菌分离出
MO(N.

的概

率逐渐增加#其主要原因是临床上新型广谱
&

1

内酰胺类抗生素

的广泛使用#而且
MO(N.

表型的基因种类有逐年增多的趋势)

MO(N.

的基因型主要包括
,MT

,

*,e1T

,

O')

,

_e/

及其他

类型#根据各国学者近年研究#

,MT

,

O')

,

*,e1T

型最为常

见)而在我国#则以
*,e1T

型
MO(N.

最为常见)以下就从

*,e1T

型
MO(N.

的分子流行病学,结构功能,检测方法及治

疗方面分析其耐药性的特点)

$

!

*,e1T

型
MO(N.

的分子流行病学情况

$2$

!

*,e1T

型
MO(N.

的发现
!

*,e1T

型
MO(N.

是德国的

(FH:;C<:BC@

等-

$

.在
$66&

年报道发现#具有高等电点及对头孢

噻肟高水解活性的特点)在此之后世界上很多国家分离出了

产
*,e1T

型
MO(N.

的菌株#其中美洲,欧洲和亚洲较为多见)

到目前为止#全世界分离出的
*,e1T

型
MO(N.

至少有
$$&

种

$

?>>

9

!""

JJJ2EF?:

D

28;

0

"

.>H@B:.

"%)

$2/

!

*,e1T

型
MO(N.

世界范围内的流行
!

在欧洲#继德国

最早报道
*,e1T

酶之后#又发现了很多
*,e1T

的变异酶#如

从阴沟肠杆菌分离出的
*,e1T1$

,

1%

等#分离于奇异变形杆菌

的
*,e1T1$

,

1#

,

1#&

等 以 及 分 离 于 大 肠 埃 希 菌 的
*,e1

T1$

,

1#

,

16

,

1$"

,

1#$

,

1#3

等)在南美#从大肠埃希菌,奇异变形

杆菌,费劳地枸橼酸杆菌,黏质沙雷菌,产气肠杆菌等肠杆菌科

的不同菌属中发现了编码
*,e1T1#

的基因-

#

.

)在亚洲#分离

出
*,e1T

型酶是在
$66%

年#之后发现了
*,e1T1#

,

1%

,

1$7

,

1$"

#

,8?81#

等
*,e1T

的变异酶)而各种
*,e1T

的变异酶在

不同国家分布不尽相同#

*,e1T1#

和
1%

型为日本肠杆菌科细

菌中最常见的变异酶(印度的学者从大肠埃希菌,肺炎克雷伯

菌和产气肠杆菌中分离出
*,e1T1$7

)在我国#从大肠埃希

菌,肺炎克雷伯菌和阴沟肠杆菌中已分离出
*,e1T1%

,

16

,

1$%

,

1$"

,

1$7

,

1##

和
1#"

等型酶)

#&&"

年#加拿大学者
/G@FE?1

F=B@

等-

%

.报道了于费劳地枸橼酸杆菌中分离出的
*,e1T1%&

)

/

!

*,e1T

型
MO(N.

的分子生物学特征及其与耐药性关系

/2$

!

*,e1T

型
MO(N.

的分子特点与亚群
!

*,e1T

型
MO1

(N.

一般由
#6$

个氨基酸残基组成#等电点介于
32"

!

62&

之

间-

"

.

)由于没有相应的广谱酶基础#

*,e1T

型
MO(N.

的超广

谱活性应不是几个位点突变的结果#而是它的本质特征)按照

*,e1T

型
MO(N.

氨基酸序列的同源性#可将其分为
7

个亚

群-

7

.

)其中
*,e1T1$

亚群包括
*,e1T1$

,

1%

,

1$&

,

1$$

,

1$#

,

1$7

,

1##

,

1#%

,

1#5

,

1%#

和
VM*1$

(

*,e1T1#

亚群中包括
*,e1T1

#

,

1"

!

13

,

1#&

,

1#"

,

1%$

和
1""

(

*,e1T15

亚群中包括
*,e1T15

和
1"&

(

*,e1T16

亚群中包括
*,e1T16

,

1$%

,

1$"

,

1$5

,

1$!

,

1$3

,

1$6

,

1#$

,

1#"

,

1#3

和
1"7

(

*,e1T1#7

亚群中包括
*,e1T1#7

,

1#!

和
1%6

)

/2/

!

分子结构与其耐药性的关系
!

*,e1T

型
MO(N.

同其他

类型
MO(N.

一样#具有可以水解单环
&

1

内酰胺类抗生素,头孢

菌素以及对酶抑制剂敏感的一般特性)但
*,e1T

型
MO(N.

水解青霉素类抗生素的活性不如
O')

和
,MT

#其水解窄谱

头孢菌素的活性较其他类型高)由于
*,e1T

型亚群中大部

分氨基酸的取代部位远离酶活性中心#对它们的共有活性影响

较小-

!

.

)所以大多数
*,e1T

型
MO(N.

$除
*,e1T1!

,

*,e1

T1$7

和
*,e1T1$6

外%都具有水解头孢噻肟的活性高于头孢

他啶的特性)这也是
*,T1e

型与
O')

,

,MT

型
MO(N.

的主

要区别之一)

之前有学者认为#在介导
*,e1T

型
MO(N.

促水解活性当

中#第
$&"

,

$!&

,

$!3

,

#%#

,

#%3

,

#"&

,

#""

和
#3!

位氨基酸可能具

有着较为关键的作用)但现在的研究表明#第
$!&

,

#""

和
#3!

位氨基酸残基和
*,e1T

型
MO(N.

的催化特性无直接关系)

在
/.C1$&"

)

YEH

突变之后#

*,e1T1$"

型酶对第
%

代头孢菌

/

5"5

/

检验医学与临床
#&$#

年
"

月第
6

卷第
3

期
!

NFGT:@*EBC

!

/

9

;BE#&$#

!

)8E26

!

U823



素$如头孢噻肟%的水解能力明显下降#但其水解第
$

,

#

代头孢

菌素$如头孢呋辛,头孢克洛,阿莫西林%和青霉素类的能力变

化较小-

3

.

)原因可能是由于
/.C$&"

)

YEH

突变之后破坏了
&

1

内酰胺酶的侧链结构#弱化了其与底物氧亚胺基团的静电吸引

力#减弱了底物与酶之间的亲和力#最终导致其水解头孢噻肟

的活性降低)另外#

*,e1T

型
MO(N.

的蛋白质序列分析显

示#

.:;#%3

残基在各菌株中较为普遍#却在抗坏血酸克吕沃尔

菌中缺如#说明
.:;#%3

对于维持酶的活性起着比较重要的作

用)综上可推测#在
*,e1T

型
MO(N.

水解头孢噻肟过程中#

O:;#%3

和
/.C$&"

位的作用很关 键)另 外#

*,e1T1$7

和

*,e1T1$6

对头孢他啶的水解能力要高于头孢噻肟)通过研

究发现#

YE

D

#"&

和
O:;$!3

可以使
*,e1T

型
MO(N.

与头孢他

啶的结合部位扩大#进而促进其对头孢他啶的水解-

516

.

#说明第

$!3

和
#"&

位上的氨基酸残基对其水解头孢他啶发挥重要

作用)

'

!

*,e1T

型
MO(N.

的检测方法

'2$

!

临床微生物检测方法
!

主要包括美国临床实验室标准化

委员会$

U**NO

%推荐方法,

M

试验,双纸片法,三维检测法及

自动化仪器法$

)+,MX1/TO

%等)

U**NO

推荐方法操作简

单#结果判断也比较简单#为国际通用标准#但其灵敏度受实验

中所选用的底物影响较大(

M

试验操作简单#但结果分析稍复

杂#价格较昂贵(双纸片法操作也较简单#但两个纸片间的距离

未标准化(三维检测法灵敏度高#但对实验室条件要求较高(

)+,MX

检测法操作简单#结果分析也容易#但其灵敏度偏

低-

$&

.

)所有临床微生物检测方法并未达到分子水平#所以这

些方法的特异度及灵敏度均无法达到
$&&4

)

'2/

!

分子生物学检测方法
!

主要包括聚合酶链反应$

-*R

%

法,

[U/

探针法,

-*R1

单链构象多态性,

-*R1

限制性片段长度

多态性和测序等)这些方法都是从基因水平上进行分析和检

测#可以了解
*,e1T

型
MO(N.

不同亚型之间核苷酸序列的差

异#特异性和准确性较高 -

$$

.

)目前公认的
*,e1T

型
MO(N.

基因分型的0金标准1为测序#但测序操作复杂#花费时间较长

仪器昂贵#以致整体费用较高#所以并不适合作为
*,e1T

型

MO(N.

的分子流行病学监测筛查的方法)

近年来变性高效液相色谱$

@:CF>H;BC

0

?B

0

?1

9

:;<8;=FCA:

EB

c

HB@A?;8=F>8

0

;F

9

?

D

#

['-N*

%技术已运用于
*,e1T

型
MO1

(N.

的检测)

['-N*

的原理为!将待测样本与参照样本的

-*R

产物混合再经历变性,复性后#形成同源双链和异源双链

混合物#再注入到色谱柱#在部分变性温度的条件下异源双链

比同源双链解链早#柱保留时间短#异源双链先被洗脱下来#经

['-N*

分析后再将结果转换成不同峰形的色谱峰图-

$#

.

)

#&&!

年刘朝晖等-

$%

.运用
['-N*

快速检测
*,T1e

型超广谱

&

1

内酰胺酶基因型#证实其具有自动化程度高,经济,快速,特

异度及灵敏度高等优点)

1

!

对产
*,e1T

型
MO(N.

菌株的治疗措施

按照
U**NO

的推荐意见#产
MO(N.

菌株都应视为对氨曲

南和头孢菌素耐药)而且由于产
*,e1T

型
MO(N.

菌株对头

孢他啶的耐药选择压力比头孢噻肟高#其接种量的提高也会导

致头孢他啶的
T+*

值升高-

$"

.

)另外#

*,e1T1!

,

*,e1T1$7

,

*,e1T1$6

等型
MO(N.

对头孢他啶水解活性较高#并且产

*,e1T

型
MO(N.

菌株有可能会同时产生其他类型的
&

1

内酰

胺酶#使其水解头孢他啶的能力提高#所以在治疗产
*,e1T

型
MO(N.

菌株引起的感染中不适合选用头孢他啶)目前#治

疗时可以选用头霉素类,碳青霉烯类抗生素以及
&

1

内酰胺类抗

生素和
&

1

内酰胺酶抑制剂的复合剂#氟喹诺酮类和氨基糖苷类

也可以选用-

$7

.

)为了避免新型耐药基因的出现#可以将上述

几种适宜的抗生素交替使用)

2

!

结
!!

语

由于新
&

1

内酰胺类抗生素大量使用所造成的选择性压力#

*,e1T

型
MO(N.

不断出现新的亚型#从而给临床的抗感染治

疗及预防带来比较沉重的负担)所以应加强对
*,e1T

型
MO1

(N.

表型及基因型的检测#促进临床更加合理得使用抗生素#

这对于控制产
*,e1T

型
MO(N.

菌株的传播具有十分重要的

意义)
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生物芯片技术在消化道肿瘤研究中的应用进展
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"关键词#

!

基因芯片'

!

消化道肿瘤'

!

微流体技术'

!

分子印刷技术'

!

毫微秒技术
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文献标志码$

/

文章编号$

$!3#16"77

"

#&$#

#
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!!

随着人类基因组计划$

'Y-

%#即全部核苷酸测序的完成#

人类基因组研究的重心逐渐转向功能基因组)由此#产生了一

个大规模基因分析工具222基因芯片)基因芯片又称
[U/

微阵列$

[U/=BA;8F;;

D

%#是近年发展起来的一项
[U/

分析

技术#一般包括寡核苷酸芯片和
A[U/

芯片两种)其基本原

理是将成千上万个代表不同基因的寡核苷酸或
A[U/

0探针1

密集而有规律地排列在固相支持物表面#通过与标记目的材料

中的
[U/

或
A[U/

杂交#再对获得的信号应用扫描仪和相关

软件进行分析)该技术具有高通量,高效率和样本量少等特

点)正常基因的突变,癌基因的异常激活以及抑癌基因的失

活,基因本身的多效性和机体免疫因素决定了肿瘤表型的表达

与否-

$

.

)通过对肿瘤基因表达谱的深入研究#有助于很好地

定性肿瘤#揭示相似组织病理类型和不同临床特征的亚临床分

类#而且可以帮助确定不同肿瘤的治疗敏感性和判断预后#对

肿瘤基因表达谱的分析寻找新的治疗靶点#为分子肿瘤学书写

了新的篇章-

#

.

)本文就生物芯片在消化道肿瘤研究中的应用

进展作一综述)

$

!

生物芯片

目前#生物芯片主要包括
[U/

芯片,蛋白质芯片和肽芯

片,碳水化合物芯片,组织芯片和细胞芯片,芯片实验室)

$2$

!

[U/

芯片
!

[U/

芯片原理主要是应用单色或双色荧

光技术#可以对许多基因进行定量基因表达分析)单色荧光分

析技术最初应用于采用影印石版术制作的芯片)

/<<

D

=:>;BL

公司将此芯片技术申请专利#商品名为
Y:C:*?B

9

,T

)应用该

项技术#每例样本的表达谱产生于单色荧光$如藻红蛋白%标记

的芯片之上#通过对不同的图像加以比较来进行检测)接着建

立了双色荧光分析技术#即两种
RU/

样本分别用不同的荧光

染料进行标记#如酞菁
%

和酞菁
7

)这些标记探针与微阵列

A[U/

先进行杂交#然后进行荧光扫描#荧光信号就可被转换

成相应的表达上调或下调的基因)可用短链寡核苷酸$

$7

!

#7

个核苷酸%,长链寡核苷酸$

7&

!

$#&

个核苷酸%或聚合酶链反

应$

-*R

%扩增的
A[U/

$

$&&

!

%&&&

碱基对%制备
[U/

芯片)

在一固相载体上应用影印石版术进行原位寡核苷酸合成#核苷

酸相邻排列可达
#&

个碱基#从而组成芯片)也可以将长链寡

核苷酸和
A[U/

直接点样在玻璃载玻片上)采用机械臂金属

针#可在一张玻璃载玻片上点样
$&&&&

!

%&&&&

次)

$2/

!

蛋白质芯片和肽芯片
!

只要建立合适的对照系统#

[U/

芯片就可以对样本中存在的
RU/

或
[U/

进行检测并生成相

应的信息)但是#它并不能对基因翻译产物进行分析#而要对

基因翻译产物进行分析就需要建立多肽类的芯片)许多药物

靶点就是蛋白质#因而蛋白质芯片和肽芯片的建立对于新药的

开发有着深远的影响)由于技术上的困难#时至今日#这类芯

片并未得到充分的应用)其中一个大的困难就是在制作蛋白

质芯片时要保证其功能性的完整#如翻译后的修饰和磷酸化作

用)蛋白质芯片技术发展的另一重要方面在于检测方法的选

择)现今采用的检测方法包括应用酶联免疫吸附测定原理#使

用酶标记物,荧光标记物进行芯片的标记#或使用常用的蛋白

质标记物来标记芯片#这些检测方法都有一定的局限性)其他

蛋白质芯片检测方法包括
TO

分析和细胞质基因组表面共振

技术-

%

.

)

$2'

!

碳水化合物芯片
!

尽管肽芯片能够传递越来越多的信

息#但现今所采用的芯片并未涉及到翻译后的修饰问题)许多

蛋白质和生物分子通过共价结合被糖基所修饰#这种糖基被称

为聚糖)许多生物过程包括糖
1

受体结合以及基因芯片成为研

究这种相互作用的重要工具)将新糖脂点样于真离子镀膜的

硝化纤维素膜上#制作成一种碳水化合物芯片-

"

.

)用已知的可

以与碳水化合物特异性结合的蛋白质作为新糖脂的探针#来检

测蛋白质
1

寡糖间的相互作用)另一种方法可以通过识别细胞

表面表达的特异性聚糖来鉴定病原微生物-

7

.

)将聚糖点样于

硝化纤维素膜表面#用抗体作为探针来明确聚糖来源的病原微

生物#应用结果较为满意#抗体可以检测出特异性的聚糖)这

表明采用该技术#有可能从临床血液样本中检测出特异性的致

病原)

$21

!

组织芯片和细胞芯片
!

基因表达水平或蛋白表达水平

分析#仅能提供相关基因的生物功能信息#其潜在的临床应用

信息以及作为药物靶点的信息)功能基因组学则可以对芯片

筛选出的药物靶点进行验证)

$665

年#

X8C8C:C

和
XFEE8BCB:1

=B

建立了组织芯片$

,T/.

%技术#借此可以将感兴趣的组织样

本放置在一张载玻片上)将分子靶点$

[U/

,

RU/

或蛋白质%

作为探针#应用免疫组织化学,荧光原位杂交或其他分子检测

技术来分析
,T/

-

!13

.

#从而能够对于成百上千个组织样本中

的特异性分子靶点进行高通量的原位分析)

$22

!

芯片实验室
!

芯片实验室$

EFG18C1F1A?B

9

#

N_*

%是一个跨

学科的新研究领域#是基于微电子机械系统技术研究发展起来

的一种全新微生化分析系统-

516

.

#国外也称之为微全分析系统)

它是通过微细加工和微电子技术在固体芯片表面构建微型生

物化学分析单元和系统#以实现对蛋白质,核酸,无机离子#以

及其他生化组分的准确,快速检测)从本质上讲#芯片实验室

就是一种微型化的生化分析仪#芯片实验室技术就是要把生物

和化学等领域所涉及的样品制备,生化反应,分离检测等基本

/

&75

/

检验医学与临床
#&$#

年
"

月第
6

卷第
3

期
!

NFGT:@*EBC

!

/

9

;BE#&$#

!

)8E26

!

U823




