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研究该院耐亚胺培南的铜绿假单胞菌
*

7

内酰胺酶的基因分布&膜孔蛋白
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的缺失情况

及外排泵
2/V+Z7N
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D2

的表达情况%方法
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收集该院
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年
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月至
"&!'

年
4

月由全自动细菌鉴定仪筛选

出来的耐亚胺培南的铜绿假单胞菌!采用
)7Z

法进行耐药表型确认!采用聚合酶链反应"
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$检测耐亚胺培南

铜绿假单胞菌金属酶基因
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#对扩增阳性产物进行基因测序!采用实时荧光定量
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检测铜绿假单胞菌膜孔蛋白
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的缺失

情况及
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的表达水平%结果
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该院耐亚胺培南铜绿假单胞菌金属酶基因均未检出#超广谱
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内酰胺酶基

因
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阳性
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$!其他型未有检出#阳性产物基因测序经比对确认为
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$!外排泵
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过度表达
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该院耐亚胺培南铜绿假单胞菌对
*

7

内酰

胺酶类的耐药机制主要以由超广谱
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内酰胺酶基因
9U27!

型介导为主!膜孔蛋白
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缺失以及主动外排泵
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铜绿假单胞菌是临床常见的病原菌之一*碳青

霉烯类药物曾被认为是抵御革兰阴性菌感染最有效

的药物(

!

)

#亚胺培南作为第
!

个获批准用于临床的碳

青霉烯类药物#也是目前应用最广的该类药物之一*

但是近年来不断有耐亚胺培南的铜绿假单胞菌$
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&被检出#根据全国耐药监测网数据显示#

"&!8

年

铜绿假单胞菌的检出率为
!"%6\

#位于革兰阴性菌的

第
#

位#对碳青霉烯类药物耐药率全国为
""%$\

#江

苏省为
"4%"\

(

"
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#而本院
"&!8

年
_53+

的检出率为

"4%#\

#与江苏省水平持平*铜绿假单胞菌的耐药机

制十分复杂#了解本院
_53+

的耐药特征及耐药机

制#对临床有效控制感染具有十分积极的意义*
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资料与方法
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菌株来源
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收集本院
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年
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月至
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月由临床送检标本中检出的
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株#剔除同一患

者的重复菌株*
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仪器与试剂
!

亚胺培南纸片$
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公司产品#购自赛默飞世尔科技$中国&有限公司*细

菌
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提取试剂盒$产品编号
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`S_M7!&

柱式琼 脂 糖 凝 胶
*S+

回 收 试 剂 盒 $产 品 编 号

Z8!!!#6

&'细菌总
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快速抽提试剂盒$产品编号

Z8!T'"8

&'

272JLR

第
!

链
E*S+

合成试剂盒$产品
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&'聚合酶链反应$
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均购自生工生物$上海&有限工程公司*
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检测试剂盒'实时荧光定量
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$
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&试剂盒均

购自
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公司#实验所用平板及肉汤购自上海

科玛嘉公司*全自动细菌药敏鉴定仪
R-1/G7"(:A7

?
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及
Z*3>:0/-V!&&

为本院微生物实验室仪器#
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92荧光定量
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+Z_6'

孔
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扩增

仪'紫外分光光度仪'

U3X7#&&

电泳仪及凝胶成像系

统均为本院肿瘤实验室仪器#质控菌株为铜绿假单胞

菌
+9(("4T8#
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方法
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菌株鉴定与药敏试验
!

全自动细菌鉴定仪筛

选出
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#采用
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法进行确认#结果判读标准为美

国临床和实验室标准协会$
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年标准#仪器

法和
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法亚胺培南均为耐药者入选本研究*
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检测
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内酰胺酶
!

采用细菌基因组
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快速抽提试剂盒提取细菌
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作为
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模

板#提取完成后置
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备用*
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分别扩增铜绿

假单胞菌
8

种金属
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2ZL@

&基因222

_23

'

R_2

'

X_2

'

Q_2

'

X32

#

'

种超广谱
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下!金属酶#

6$Y

预变性
8A-0

#然后
6$Y#&@

*

退

火
#&@

*

4"Y'&@

#循环
$&

个周期#最后
4"Y

延伸
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#具体退火温度见表
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!扩增产物
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#
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#

6$Y'&@

*

88Y

退火
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*
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延伸
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个循环#最后
4"Y

延伸
8A-0

%

3(5

产物
%

8&&H

?
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6#Y

预变性
8A-0

#

6#Y#&@

*

88Y

退火
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*

4"Y

延伸
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#共
#8

个循环#最后
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8A-0

*
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扩增产物加入
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L'̂ *S+
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#经
!\

琼脂糖凝胶#

!"&AR

电泳
#&

"

$&A-0

#紫外灯下观察结果#出现与目的条带大小一

致即认为阳性#拍照保存#切胶回收*

$%'%'
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基因测序
!

目的条带胶块经
`S_M7!&

柱式

琼脂糖凝胶
*S+

回收试剂盒回收纯化后#送上海生

工测序部测序#测序结果登录
S(Z_

对比序列*

$%'%1

!
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测定膜孔蛋白
N

?

D*"

及
A/V+

表达

水平

$%'%1%$

!

铜绿假单胞菌总
5S+

的提取
!

取
#8Y

过

夜培养的铜绿假单胞菌#按细菌总
5S+

快速抽提试

剂盒说明提取
5S+

#用紫外分光光度仪检测所提取

的总
5S+

的浓度和质量#计算
5S+

水平*
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反转录
E*S+

合成
!

采用
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链
E*S+

合成试剂盒对提取的细菌
5S+

进行反转

录#生成的
E*S+

置于
P"&Y

备用*
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检测膜孔蛋白
N

?

D*"

及
A/V+

表

达水平
!

以
E*S+

稀释至
!

"
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作为模板#分别以目

的基因
N
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D*"
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Q99((7#f
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5
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8f7++Q (Q( (9Q 99( ++Q
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&'内参基因
D@

?

L

$

O

!
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+QQ9+9Q(7#f

%

5

!

8f7(((QQ++QQ9((999
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&作为引物进行
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#铜绿假单胞菌

+9(("4T8#

作为正常对照#反应体系!
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*
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个循环*相

对表 达 量 以
"

P
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(1 法 表 示#

--

(1]

$

(1目的基因 P

(1内参基因&实验株 P

$

(1目的基因 P(1内参基因 &对照株*结果判

定!以对照菌株
+9(("4T8#

基因表达水平记为
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#实

验菌株的
N

?

D*"

表达与对照菌株相比#表达下降

#&\

以上#则认为
N

?

D*"

表达有缺失%实验菌株的

A/V+

表达与对照菌株相比表达
$
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#则即认为外排泵
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表达升高*
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酶基因检测结果
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株
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显示金属酶基因

均为阴性#

UXZL@

基因
9U2

有
"&

株为阳性#阳性率

为
T#%#\

#其余基因检测均为阴性*见图
!

*

/%/

!

3(5

检测阳性产物基因测序结果
!

经比对#

3(5

阳性产物
9U2

均为
9U27!

型*

/%'

!

膜孔蛋白
N

?

D*"

表达水平
!

实验菌株的

N

?

D*"

表达水平与对照菌株相比下降
#&\

以上#认为

N

?

D*"

表达有缺失*结果显示
'

株菌株$

!8&&!

'

!8&&8

'

!8&!#

'

!8&!'

'

!8&!4

'

!8&"'

&表达量有明显下

降#阳性率为
"8\

*见表
"

*

/%1

!

A/V+

表达水平
!

根据实验菌株的
A/V+

表达

水平与对照菌株相比表达
$

!

#即认为外排泵
2/V+Z7

N

?

D2

表达升高#结果显示
'

株菌株$

!8&&'

'

!8&!"

'

!8&!$

'

!8&!6

'

!8&"!

'

!8&"8

&表达量有明显上升#阳性

率为
"8\

*见表
"

*

!!

注!

2

为
*S+

标记物%

!

"

"6

为实验菌株编号%目的条带
8#8H

?

图
!

!!

"$

株
_53+

的
9U2

基因
3(5

结果

表
"

!!

_53+

的
2ZL@

'

UXZL@

'膜孔蛋白
N

?

D*"

'

A/V+

结果

菌株
2ZL@ 9U2 XKR 3U5 RUZ Na+7" Na+7!& N

?

D*" A/V+
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_23

'

R_2

'

X_2

'
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'
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讨
!!

论

!!

铜绿假单胞菌对碳青霉烯类的耐药机制比较复

杂#主要认为与以下几点有关(

874

)

!$

!

&药物灭活酶的

产生#包括
UXZL@

'头孢菌素酶$

+A

?

(

酶&'

2ZL@

等%$

"

&外膜通透性障碍即膜孔蛋白的改变或缺失引

起耐药#铜绿假单胞菌携带多种膜孔蛋白#其中

N

?

D*"

被认为是亚胺培南进入铜绿假单胞菌的特异

性通道%$

#

&外排泵系统的过度表达#有研究认为#铜

绿假单胞菌外排泵基因的表达量与特定种类的耐药

程度有关#且外排泵的高表达加剧了铜绿假单胞菌的

耐药性(

T76

)

%$

$

&药物作用靶位的改变%$

8

&生物膜的形

成*铜绿假单胞菌的耐药机制比较复杂#不同的药物

有不同的耐药机制#对同一药物耐药通常可能是多种

耐药机制共同参与的结果#不同地区'不同医院的耐

药机制也存在的差异*蒋月婷等(

!&

)研究分析了广州

地区耐药株#认为耐碳青霉烯类铜绿假单胞菌$

(57

3+

&主要以产
_23

型金属酶为主*而陈华彬等(

!!

)的

研究则认为耐多药铜绿假单胞菌对头孢菌素的耐药

主要与
+

类和
*

类
UXZL@

基因有关#

N

?

D*"

基因缺

失亦是一个主要原因*明德松等(

!"

)荟萃分析了
!'

个

省市的
(53+

的耐药基因分布#发现我国
(53+

以

N

?

D*"

基因缺陷为主#金属酶基因
R_2

'

_23

及丝氨

酸酶基因
Na+

表达异常为辅#主动外排系统基因也

是一个重要因素*

本研究分析了
8

种金属酶基因$

_23

'

R_2

'

X_2

'

Q_2

'

X32

&#并未检测出阳性*分析
'

种
UXZL@

基

因$

9U2

'

RUZ

'

XKR

'

3U5

'

Na+7"

及
Na+7!&

&#结

果显示#本院
_53+

多携带
9U2

型
UXZL@

基因#阳

性率为
T#%#\

#基因测序提示均为
9U27!

型*

9U2

属于广谱酶#能水解广谱青霉素'第
#

代头孢菌素及

单环类抗菌药物*分析膜孔蛋白
N

?

D*"

的缺失情况#

发现有
'

株表达明显低于标准菌株的
#&\

#阳性率为

"8\

#另有
!!

株菌株相对于标准菌株略有下降#但未

达到
#&\

的标准#这部分的缺失是否对铜绿假单胞菌

耐药表型有所影响#还需要进一步研究*

2/V+Z7

N

?

D2

过度表达
'

株#阳性率为
"8\

#但是否有其他

外排泵的激活还需要进一步分析*分析实验菌株的

耐药表型与耐药机制#仅膜孔蛋白
N

?

D*"

表达降低的

菌株是
!8&&!

与
!8&!#

*

N

?

D*"

被认为是亚胺培南进

入铜绿假单胞菌的特异性通道#回顾分析其耐药表型

发现!

!8&&!

是
!

株对头孢他啶敏感'美罗培南敏感而

亚胺培南耐药的菌株#

N

?

D*"

表达降低正好解释了这

一耐药表型#而
!8&!#

是
!

株对头孢他啶'美罗培南

和亚胺培南均耐药的菌株#现有的耐药机制无法解释

这一表型#说明可能存在着其他的耐药机制#需要进

一步的分析*共有
!&

株菌株$

!8&&8

'

!8&&'

'

!8&!"

'

!8&!$

'

!8&!'

'

!8&!4

'

!8&!6

'

!8&"!

'

!8&"8

'

!8&"'

&两

种耐药机制均有检出#但其耐药表型却并不完全一

致#这可能存在着其他耐药机制造成耐药表型的不一

致*而
!8&&"

两种机制均未检出#这些菌株的耐药机

制均需要进一步研究*杨菁菁等(

!#

)探讨了泛耐药铜

绿假单胞菌$

3*573+

&的
#

种主要耐药机制发现#

'8\

的
3*573+

存在
"

种或
"

种以上耐药机制#并以

UXZL@

合并膜孔蛋白缺失最多见*

本研究收集的
"$

株菌株#部分菌株对亚胺培南

和$或&美罗培南耐药#但对阿米卡星'环丙沙星'哌拉

西林"他唑巴坦仍然敏感的#因此#对于此类铜绿假单

胞菌的感染#可以考虑联合用药#根据
(LX_

建议#对

于铜绿假单胞菌感染严重的患者#推荐使用大剂量

UXZL@

类药物或加酶抑制剂复合制剂#并与氨基糖苷

类或氟喹诺酮类药物联合应用*而本实验室曾经将

头孢他啶'美罗培南'阿米卡星'亚胺培南'环丙沙星

及哌拉西林"他唑巴坦体外联合应用对
(53+

的抗菌

效应进行研究发现#头孢他啶'哌拉西林"他唑巴坦与

阿米卡星联合应用是最佳方案#这与
(LX_

的建议

一致*

本研究中
_53+

的耐药机制主要是产
9U27!

型

UXZL@

基因为主#合并膜孔蛋白的缺失或外排泵系统

的过度激活*对于铜绿假单胞菌的感染#一方面期待

不断开发新型药物#建立靶向治疗%另一方面需要加

强抗菌药物的管理#根据药敏试验报告合理选用抗菌

药物#努力避免抗菌药物的滥用#降低抗菌药物的选

择压力#减缓耐药菌的产生#控制耐药菌流行的局面*
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疝修补术麻醉方式的选择上#

_79+3cL+

可以作为

一种更优的麻醉方法*

9

组恶心呕吐'尿潴留的发生

率要明显低于
(

组#这可能是由于
(

组麻醉引起的低

血压和节段性神经阻滞所造成的*本研究中
(

组因
#

例患者硬膜穿刺失败而改用全身麻醉#这可能是由于

老年患者脊柱常发生退行性变化#给硬膜外麻醉造成

一定的难度*

9

组的麻醉操作用时要短于
(

组#这得

益于超声技术在本研究的应用#同时借助旋髂深动脉

来辅助定位髂腹下髂腹股沟神经有效减少了操作时

间#亦提高了神经阻滞的精准性*本研究中
#&

例行

超声引导下
_79+3cL+

的患者无
!

例发生肌肉血

肿'局部麻醉药中毒'刺穿腹膜等严重并发症*值得

注意的是#本研究排除了体质量指数
&

#8G

,

"

A

" 的患

者#关于肥胖患者选用周围神经阻滞是否具有优势还

有待进一步研究考证*

9

组的麻醉费用要低于
(

组#

这可能是由于硬膜外麻醉后血压降低#麻醉医生需使

用胶体'血管活性药物来调整所造成费用较高*

综上所述#超声引导下
_79+3cL+

的麻醉效果

与椎管内麻醉的效果类似#操作较为简单#对老年患

者重要生命系统的影响小#术后并发症少#麻醉花费

较少#可以提供长时间的术后镇痛#值得临床推广

应用*
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