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膜孔蛋白基因表达与耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌耐药性关系的研究"

许光辉!俞柳敏!陈淑娟!涂海健

"莆田学院附属医院检验科!福建莆田
)*$$''
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摘
!

要"目的
!

通过检测耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌膜孔蛋白基因表达!分析膜孔蛋白基因与耐碳青霉烯

类肺炎克雷伯菌耐药相关性%方法
!

采用菌株分离鉴定与改良
\;<

"

C

&乙二胺四乙酸纸片协同试验药敏试验

筛选
))

株耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌!利用
YS,

提取!聚合酶链反应扩增及产物电泳分析其膜孔蛋白基因序

列!再利用荧光染料
1[T8/ICCE

法进行实时定量膜孔蛋白基因表达高低%结果
!

大部分耐碳青霉烯类肺炎

克雷伯菌
0Q-Z)*

&

0Q-Z).

表达有上升的趋势%通过基因序列比对分析
)*

株耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌

膜孔蛋白
0Q-Z)*

&

0Q-Z).

序列没有异常%结论
!

膜孔蛋白
0Q-Z)*

&

0Q-Z).

序列对敏感或多耐药的肺

炎克雷伯菌无影响%膜孔蛋白
0Q-Z)*

&

0Q-Z).

表达量水平与产
Z-5

和
!Q-

型碳青霉烯酶肺炎克雷伯菌

对亚胺培南&厄他培南&美罗培南耐药性无相关性%
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肺炎克雷伯菌是院内感染重要病原菌之一#近
)

年来#莆田学院附属医院微生物实验室检出多重耐药

肺炎克雷伯菌增多#且耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌增

多较为显著#给临床治疗和医院感染带来严峻挑战)

Z-5

型碳青霉烯酶是
%''$

年发现的一类具有碳青霉

烯水解活性的
,

类丝氨酸
#

9

内酰胺酶#主要存在于肺

炎克雷伯菌中#能引起对碳青霉烯类药物耐药*

$

+

)本

研究从本院临床送检标本中分离并确认了耐碳青霉

烯类肺炎克雷伯菌#考虑到膜孔蛋白对碳青霉烯类抗

菌药物耐药性的影响#对这些菌株膜孔蛋白基因

0Q-Z)*

和
0Q-Z).

进行测序#分析膜孔蛋白基因

表达与耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌耐药性的关系)
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资料与方法
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!

一般资料
!

收集
%'$*

年
+

月至
%'$.

年
$%

月本

院临床标本#送检微生物实验室分离得到的碳青霉烯

类肺炎克雷伯菌菌株
).

株#经测序筛选
)

株不纯菌

株#另有
%

株敏感菌株)
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标准菌株
!

质控菌株大肠埃希菌$
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期
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作者简介!许光辉#男#副主任技师#主要从事医学检验方面的研究)
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&'肺炎克雷伯菌$

,:55+''.')

&'产碳青霉烯

类肺炎克雷伯菌$

,:55T,,9$+'*

&'非产碳青霉烯类

肺炎克雷伯菌$

,:55T,,9$+'.

&购于原卫生部临床

检验中心)

$&'

!

仪器与试剂
!

R!:#Z%50Q-,5:

微生物鉴

定系统$法国梅里埃生物公司&'

b:9$

漩涡混合器$上

海琪特分析仪器有限公司&'凝胶成像仪$上海培清科

技有限公司&'

_89$$'

紫外分析装置$上海复日科技

有限公司&'

_89%*'

电泳仪$上海复日科技有限公

司&'水平电泳槽$北京百晶生物科技有限公司&'

+4''\:

聚合酶链反应$
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&扩增仪$

,T!

&'

%+%'

:BCIJFD5

M

?DCI-58

仪$

,T!
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)$)'WP/CECA=?,EF9

D

M
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基因分析仪$
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&'

5CEAI=G@

"

C*3$'8

离心机

$

#

KK

CE<;IG

公司&'

T/9-;NCI)''

电泳仪$北京百晶

生物科技有限公司&'

T/91@HJ=V?CD

电泳槽$北京百

晶生物科技有限公司&'

Q=DD=9b ,?F<CJ=?

超纯水器

$密理博中国有限公司&)配套
/S

鉴定卡和药敏卡

$法国梅里埃生物公司&'

Q9\

琼脂'血琼脂与巧克力

培养基$山东百博生物公司&'药敏纸片$英国
0W0!Y

公司&'革兰染液$法国
T,10

公司&'氧化酶试剂$英

国
0W0!Y

公司&'引物$上海生工生物工程股份有限

公司合成&'

\;A>AFI:F

a

-58QF>ACIQ=VZ=A

试剂盒

$德国
b=F

"

CE

公司&'琼脂糖$

T!0]#1:

&'溴化乙啶

和溴酚蓝$上海生工生物工程有限公司&'
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T@GGCI

试剂盒$

,T!

公司&'虾

剪酶$
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#

-I;JC

"

F

公司&'外切酶
%

$

#W0

%

#

#

K

=9

?CEAIC

公司&'

:I=c;D

试剂盒$

!EL=AI;

"

CE

公司&'

?YS,

第一链合成试剂盒$

_CIJCEAF>

&'

1[T8

.

-ICJ=V#V

:F

a

:Q

'

试剂$大连宝生物工程有限公司&)
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方法

$&1&$

!

菌株分离与药敏试验
!

采用分区画线法接种

于血琼脂与巧克力培养基
)*f

培养
$3

!

%(B

后#分

离疑似菌落#经革兰染色后镜检呈革兰阴性$

/

7

&杆

菌#氧化酶试验呈阴性%再经
R!:#Z%50Q-,5:

微

生物鉴定系统进行鉴定)米诺环素'多黏菌素
T

'舒普

深采用
Z9T

法)抗菌药物结果分析参照
%'$*

年版本

美国临床和实验室标准化协会$

5P1!

&判断标准*

%

+

)

$&1&/

!

改良
\;<

"

C

试验
!

配制
'&*

麦氏单位大肠埃

希菌$

,:55%*4%%

&悬液#用灭菌生理盐水按
$g$'

将

悬液再稀释)用无菌棉签将稀释好的菌悬液在
Q9\

琼脂平板上均匀涂布后待干燥
)

!

*J=E

#将美罗培南

纸片$每片
)'

"

&置于平板中央处#用无菌接种环挑取

待测菌落从垂直于美罗培南纸片边缘画线约
%'

!

%*

JJ

#

)*f

培养
$.

!

%'B

)结果分析参照
%'$*

年版

本
5P1!

标准*

)

+

)

$&1&'

!

乙二胺四乙酸$

#Y:,

&纸片协同试验
!

配制

'&*

麦氏单位待测菌株悬液并均匀涂布于
Q9\

琼脂

平板上#按
Z9T

法贴亚胺培南纸片$每片
)'

"

&#并在

其边缘约
$'

!

$*JJ

处贴无菌空白纸片#再滴加
'&*

J;D

"

P

的
#Y:,

溶液
$'

&

P

#置
)*f

培养
$.

!

%'B

)

$&1&1

!

菌株
YS,

提取
!

挑取分离纯化培养耐碳青

霉烯类肺炎克雷伯菌的新鲜菌落#置入
'&*JP

离心

管内$内预置
%''E

"

"

JP

蛋白酶
Z

溶液
%''

&

P

&)采

用硅胶膜
9

离心柱法进行
YS,

提取)上清液即基因

检测的模板液#

7%'f

冰箱保存备用)

$&1&2

!

荧光
-58

扩增
!

YS,

样本取
$

&

P

的
$2

,

"

FI;>C

电泳#对其样本进行质量检查及浓度估计#然

后根据估计的浓度将样本稀释到工作浓度
*

!

$'

E

"

"

&

P

#对于没有明显
YS,

条带的样本则不稀释)

针对已知的碳青霉烯酶基因设计
$$

对引物并进行

-58

扩增检测)阳性产物经纯化回收后送上海天昊

生物科技有限公司进行基因测序#测序结果在
S5T!

网上进行
TDF>A

比对分析)见表
$

)

-58

反应条件如

下!反应混合物$

%'

&

P

&包括
$i/5

缓冲液#

%&*

JJ;D

"
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"

%k

#

'&%JJ;D

"

P

脱氧核糖核苷三磷酸'

'&%

&

J;D

"

P

每个引物#

$XB;A>AFIAF

a

聚合酶和
$

&

P

模板
YS,

)循环程序为
4* f

'

%J=E

%

4( f

'

%'>

#

*+f

'

)'>

#

+%f

'

$J=E

#

)*

个循环%

+% f

'

%J=E

%

(

f

保持)将
*

&

P

的
1,-

和
(

&

P

的
#W0

%

加入
3

&

P

的
-58

产物)该混合物在
)+f

孵育
.'J=E

#随后在

+*f

孵育
$*J=E

)

表
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荧光
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引物设计

引物 引物序列$
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!

基因序列测定与分析
!

YS,

测序序列反应及

引物序列和相关模板基因见表
%

'

)

)

表
%

!!

YS,

测序序列反应

测序引物 引物序列$

*j

)

)j

& 片段长度$

H

K

&
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SYQ9$ _$

!

5:5/5,55/,,:/:5://5 $)('

1\R _$

!

,//,::/,5:/55:::::/ )4(

0Q-Z)

_$

!

,:/,:/,,/5/5,,:,::5://5,

/://

.3(

0Q-Z). _$

!

5,/5,5,,:/,,:,: ,/55/,5 $$$*

表
)

!!

引物序列和相关模板基因

检测基因
引物

名称
相关模板基因

0Q-Z)* O)*9_$ ,:/,:/,,/5/5,,:,::5://5,/://
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!
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$&)&$

!

8S,

提取
!

取
*'

!

$''J

"

组织#加入
$JP

的
:I=c;D

中充分匀浆#室温静置
*J=E

)加入
'&%JP

氯仿#剧烈振荡
$*>

#静置
)J=E

)

(f

离心#

$%'''I

"

J=J

#离心
$'J=E

#取上清)加入
'&*JP

异丙醇#混

匀#冰上静置
%'

!

)'J=E

)

(f

离心#

$%'''I

"

J=E

#

离心
$'J=E

#弃上清)加入
$JP

的
+*2

乙醇#洗涤

沉淀)

(f

#

+*''I

"

J=E

#离心
*J=E

#弃上清)室温

干燥
*J=E

左右#加入适量的
8EF>C9GICC\

%

0

溶解)

$&)&/

!

8S,

电泳检测及浓度测定
!

8S,

反转录及

?YS,

验证!取
$

&

"

总
8S,

反转录成
?YS,

#步骤和

体系按照说明书进行)以
?YS,

为模板#用
8CFD9

:=JC-58

内参基因
$.>I8S,

引物做
b9-58

扩增#

检测基因的表达水平)引物
-58

的设计合成!

/CE9

TFEO

上查找目的基因序列信息#采用
-I=JCICV9

K

IC>>*&'

软件设计各基因特异性扩增引物#内参基因

选用
$.1I8S,

#引物合成由中山达安基因公司通过

,T!)4''

台式高通量
YS,

合成仪合成#见表
(

)

表
(

!!

b9-58

引物设计

引物名称 序列$

*j

)

)j

&

0Q-Z)*_% 5,,,,,5//5,,5,,,5://,5::5:

0Q-Z)*8% ://:5:///,,55::5,,5,:://,5

0Q-Z)._% ,//5/:/,,,//5/,,,555,/

0Q-Z).8% ,//,,/::/:5,/,,55/:,//

细菌
$.1_ 55:,[///8T/5,15,/

细菌
$.18 //,5:,5SS///:,:5:,,:

$&)&'

!

8CFD9:=JC-58

体系及反应条件
!

1[T8

.

-ICJ=V#V :F

a

:Q

'

$

%i

&#

%*

&

P

%

-58 _;INFI<

-I=JCI

$

$'

&

J;D

"

P

&#

%

&

P

%

-588CLCI>C-I=JCI

$

$'

&

J;D

"

P

&#

%

&

P

%

80W 8CGCICE?CY

M

C

$

*'i

&#

$

&

P

%

YS,

模板#

(

&

P

%灭菌蒸馏水#

$.

&

P

)反应条件!

4*f

#

)'>

#

$

个循环%

4*f

'

*>

#

.'f

'

)'>

#

('

个循

环)最后结果以
%

7

##

5A分析)

/

!

结
!!

果

/&$

!

改良
\;<

"

C

试验结果
!

使用改良
\;<

"

C

试验

筛选碳青霉烯酶肺炎克雷伯菌株#结果全部为阳性)

/&/

!

#Y:,

纸片协同试验结果
!

依据碳青霉烯酶可

被
#Y:,

抑制的特性#通过
#Y:,

纸片协同试验#

%

张纸片间有协同作用可视为该菌产生碳青霉烯酶阳

性)碳青霉烯酶肺炎克雷伯菌
)*

株仅筛选产金属酶

$

株)

/&'

!

Z-5

基因菌株
!

,$

!

,$'

'

,$$

!

T$$

为含
+43

H

K

的
Z-5

基因菌株#

T$'

不含
Z-5

基因菌株#

Q

为

YS,

的标志物)

/&1

!

膜孔蛋白基因表达高低
!

_%

'

_(

'

_*

'

_.

'

_3

分

别对应
%.

号'

%+

号'

%3

号'

%4

号'

)%

号菌株#膜孔蛋

白
0Q-Z).

缺失)

/&2

!

基因检测结果
!

结果显示#

%+

号菌是敏感菌#其

他均是耐药菌)

8:9-58

检测不同菌
0Q-Z)*

'

0Q-Z).

的表达情况#结果显示耐药菌
0Q-Z)*

'

0Q-Z).

表达有上升的趋势)

/&)

!

膜孔蛋白
0Q-Z)*

'

0Q-Z).

基因测序结果分

析
!

0Q-Z)*

基因$野生型!

0Q-Z)*

K

I;AC=E

#

/CEC

!Y

!

$$3(.3*)

&)第
.

'

$'

'

%.

号'

W)$

样本与野生型该

基因片段比对相似率为
432

#其余样本达
442

)第

%+

号样本与野生型该基因片段比对相似率仅为

4*2

)

0Q-Z).

基因$野生型!

0Q-Z).

K

;I=E

#

/CEC

!Y

!

$$3(3+))

&)第
%+

号样本与野生型该基因片段比

对相似率高达
4(2

#其余样本仅为
4'2

!

4%2

)

%+

号样本与其他样本的相似度为
4$2

#其余样本两两比

较相似率为
4+2

!

442

)

+

号样本与野生型该基因

片段比对相似率仅为
4'2

)

W)$

号样本与野生型的

相似度为
442

#与其他样本的相似度仅为
4%2

)

'

!

讨
!!

论

!!

肺炎克雷伯菌对碳青霉烯类药物耐药的主要机

制包括产
,

类的
Z-5

型碳青霉烯酶'

T

类的金属酶#

常见有
R!Q

'

!Q-

及
SYQ9$

型*

)

+

%膜孔蛋白的缺失

或表达量下降及外排泵的参与引起通透性下降%碳青

霉烯类药物作用的靶位改变%高产
#

9

内酰胺酶#尤其

是染色体编码的
,Q-5

酶与膜孔蛋白缺失造成通透

性下降的协同作用)

近
)

年来#本院送检微生物实验室标本检出肺炎

克雷伯菌对碳青霉烯类抗菌药物耐药率逐年增高)

%''+

年由浙江大学
]#!

等*

(

+最早报道了浙江产

Z-59%

亚型)随后我国多个地方也报道了产
Z-59%

的肺炎克雷伯菌的暴发流行*

*

+

)据涂海健等*

.

+

%'$%

年报道碳青霉烯类耐药肺炎克雷伯菌占该院检出的

(

+'(%

(

检验医学与临床
%'$3

年
3

月第
$*

卷第
$.

期
!

PFHQC<5D=E

!

,@

"

@>A%'$3

!

R;D&$*

!

S;&$.



多重耐药的肺炎克雷伯菌的比例可高达
$$&3$2

)

本研究利用菌株分离与药敏试验'改良
\;<

"

C

试

验初筛获得
).

株耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌表型确

认)但
-,1:#8,S

等*

+

+认为改良
\;<

"

C

试验可出

现假阳性#原因是其产生了较多的超广谱
#

9

内酰胺酶

$

#1TP

&或
,J

K

5

#

内酰胺酶$

,J

K

5

酶&)而本研究

经测序筛选#共筛选出
)

株不纯菌株#另有
%

株敏感

菌株)

本研究对
))

株耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌

YS,

的
$$

个基因进行了测序#总共设计了
$$

对引

物)

-58

产物经
1,-

和
#W0

%

纯化后用
,T!

公司

的
T=

"

Y

M

C)&$

试剂盒测序)测序反应经乙醇纯化后

在
,T!)+)'

上样)

-58

和测序鉴定耐药肺炎克雷伯

菌是否带有
Z-5

基因)也通过
/CETFEO

的比对确定

其基因为
Z-59%

型)

细菌细胞外膜上存在一些特殊的膜蛋白#即膜孔

蛋白#这是一种具有非特异性的贯穿整个细胞膜的水

溶性通道#抗菌药物通过膜孔蛋白进入菌体将细菌杀

死*

3

+

)本实验确认临床分离
))

株耐碳青霉烯类肺炎

克雷伯菌携带
Z-5

基因#通过对膜孔蛋白
0Q-Z).

的测序#推测这些菌株对碳青霉烯类药物差异可能是

与膜孔蛋白的基因相关#膜孔蛋白的缺失或者表达降

低是肺炎克雷伯菌对碳青霉烯类抗菌药物产生耐药

的一个重要原因)本研究
1Y19-,/#

分析显示有
)

株膜孔蛋白
0Q-Z).

缺失#可能是其耐药原因之一)

本研究显示#菌株的
0Q-Z)*

'

0Q-Z).

基因编

码序列完全相同#这种耐药性是否由于膜孔蛋白

0Q-Z)*

'

0Q-Z).

的表达量差异导致)因此通过荧

光实时定量
-58

检测膜孔蛋白
0Q-Z)*

'

0Q-Z).

的相对表达量)膜孔蛋白
0Q-Z)*

'

0Q-Z).

的相

对表达量高#药物进入细菌速率就高#理论上应该导

致细菌对药物更加敏感)文献*

4

+报道
Z-59$

型和

Z-59)

型相比有
%

个碱基的改变#这两个基因型都需

要结合膜孔蛋白
0Q-Z)*

#其表达缺失可以造成对碳

表霉烯类抗生素的耐药#而
Z-59%

型对碳青霉烯类抗

生素的耐药不依赖于膜孔蛋白的存在)

Z-59%

型基

因常和
#1TP>

基因共同存在于同一菌体内或位于同

一质粒上而表现多耐药)

本研究所检测到的
))

株耐碳青霉烯类的肺炎克

雷伯菌中#

Z-59%

型的有
)%

株#占
4.&4+2

%

SYQ9$

型的有
$

株#仅占
)&')2

#这一结果也与文献报道的

Z-59%

型的肺炎克雷伯菌在我国广泛存在#但产金属

酶的报导相对较少相一致*

$'

+

#也与杨莉等*

$$

+报道

!Q-

基因不仅能水解青霉素类和头孢类抗菌药物#还

能水解碳青霉烯类抗菌药物#并且常用的
#

9

内酰胺抑

制剂对其没有任何抑制作用相吻合)

但是通过基因序列比对#第
.

'

$'

'

%.

号'

W)$

号

样本与野生型该基因片段比对相似率为
432

#其余样

本达
442

)第
%+

号敏感对照菌株样本与野生型该基

因片段比对相似率仅有
4*2

#通过药敏结果比较#第

.

'

$'

泛耐碳青霉烯类抗菌药物的肺炎克雷伯菌#第

%.

号'

W)$

号除对丁胺卡那霉素'复方磺胺甲唑敏

感外也是耐碳青霉烯类抗的肺炎克雷伯菌#说明

0Q-Z)*

序列对耐碳青霉烯类抗菌药物的肺炎克雷

伯菌的多重耐药无影响)

0Q-Z)*

'

0Q-Z).

序列没

有异常#但发现其中
)

株序列与野生株具有高度相似

性#但这
)

株药敏结果分析
%+

号是产
#1TP

阳性菌#

非耐碳青霉烯类抗菌药物的肺炎克雷伯菌%

)+

号'

W)$

号都是耐碳青霉烯类抗菌药物的肺炎克雷伯菌#

也说明
0Q-Z)*

'

0Q-Z).

序列对敏感或多耐的肺

炎克雷伯菌的意义无影响)而
Y0XQ!:\

等*

$%

+报

道#

0Q-Z)*

'

0Q-Z).

蛋白的缺失与
#1TP

阳性肺

炎克雷伯菌对厄他培南的耐药性有关)

P,SYQ,S

等*

$)

+报道#

0Q-Z).

蛋白低水平表达与
Z-5

酶共同

作用导致了肺炎克雷伯菌对来胺培南和美罗培南的

Q!5

值升高)而本试验发现
)

株
0Q-Z)*

膜孔蛋白

基因缺失的菌株#说明这也是本院碳青霉烯类抗菌药

物耐药的一个重要原因)在大多数情况下#膜孔蛋白

缺失不是主要的耐药机制#但它可降低细菌对抗菌药

物的敏感性#在其他耐药机制存在情况下#可明显提

高耐药程度)

笔者团队下一步将开展产碳青霉烯酶肺炎克雷

伯菌耐药性分析及其质粒介导的耐药性传播性研究#

同时还有
0Q-Z)*

'

0Q-Z).

基因转录表达水平与

肺炎克雷伯菌多重耐药是否存在某种关联#以便更好

地开展本院碳青霉烯酶肺炎克雷伯菌耐药性同源性

分析)
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果的准确)

!10$*$34

和
5,-

认可体系明确要求实

验室在开展新的检测项目前需进行方法学分析性能

验证)因此#方法学性能验证是实验室开展
-58

项

目前必须要进行的工作*

+

+

)

有两类突变可引起
5[-%5$4

基因多态性!一类

是$如
5[-%5$4

"

%

'

"

)

'

"

(

'

"

*

'

"

+

'

"

3

等&可降

低酶活性位点的突变*

394

+

%另一类是可以增强酶活性

的突变#目前仅发现
5[-%5$4

"

$+

位点突变)黄杰

等*

$'

+针对
5[-%5$4

"

%

'

5[-%5$4

"

)

和
5[-%5$4

"

$+

多 态 性 位 点 设 计 引 物 和 探 针#建 立 检 测

5[-%5$4

基因多态性的
-589

荧光探针法#评价了准

确性'灵敏度和特异度)刘秀卿等*

$

+自建
5[-%5$4

基因多态性荧光定量
-58

#主要评价了准确性'灵敏

度和重复性)以往学者在研究检测
5[-%5$4

基因多

态性时#多为针对
5[-%5$4

基因特定位点设计引物

和探针#自建相应
-58

检测
5[-%5$4

基因分型并进

行相关性能评价)

本研究使用荧光
-58

检测
5[-%5$4

基因分型

使用的是商品化的试剂盒#评价了准确性'重复性'灵

敏度和特异度#并且对试剂盒给出的临界值和检测限

进行了验证#对于该方法的性能验证程序评价比较全

面)准确性使用临床标本进行检测与测序法结果进

行比较#评估符合率#两种方法检测结果的符合率为

$''2

)由于该项目尚未参加室间质评#也未与其他
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