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耐碳青霉烯类铜绿假单胞菌毒力基因的表达与耐药性研究*
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  摘 要:目的 探讨临床检测的耐碳青霉烯类铜绿假单胞菌中Ⅲ型分泌系统(T3SS)4种毒力基因(exoT、
exoY、exoS、exoU)的表达情况及其对抗菌药物的耐药性。方法 收集安徽医科大学附属安庆第一人民医院

2022-2023年临床检测的各种来源的耐碳青霉烯类铜绿假单胞菌87株,采用Vitek2-Compact仪器对菌株进

行鉴定,并且进行药敏试验,采用聚合酶链反应对T3SS的4种毒力基因(exoT、exoY、exoS、exoU)进行检测,
比较不同毒力基因型组合与抗菌药物耐药性之间的关系。结果 87株耐碳青霉烯类铜绿假单胞菌表达exoT
与exoY基因的阳性率均为100.00%(87/87),exoS基因阳性率为77.01%(67/87),exoU 基 因 阳 性 率 为

27.59%(24/87)。共检出4种类型的T3SS毒力基因型组合,以exoT+/exoY+/exoS+/exoU-基因型组合

为主,阳性率为71.26%(62/87),其次是exoT+/exoY+/exoS-/exoU+基因型组合,阳性率为21.84%(19/
87)。药敏试验结果显示,exoT+/exoY+/exoS-/exoU+基因型组合对大部分常见抗菌药物,如阿米卡星、妥

布霉素、头孢吡肟、头孢他啶、头孢哌酮/舒巴坦、环丙沙星、哌拉西林的耐药率均明显高于exoT+/exoY+/ex-
oS+/exoU-基因型组合,差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 该院检出的耐碳青霉烯类铜绿假单胞菌携

带表达的T3SS毒力基因主要以exoT+/exoY+/exoS+/exoU-基因型组合为主,不同毒力基因型组合的耐

碳青霉烯类铜绿假单胞菌对常见抗菌药物的耐药性存在差异。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

four
 

virulence
 

genes
 

(exoT,exoY,exoS,exoU)
 

of
 

type
 

Ⅲ
 

secretion
 

system
 

(T3SS)
 

in
 

clinical
 

carbapenem-resistant
 

Pseudomonas
 

aeruginosa
 

and
 

their
 

resistance
 

to
 

antimicrobial
 

agents.Methods A
 

total
 

of
 

87
 

strains
 

of
 

carbapenem-resistant
 

Pseudomonas
 

aeruginosa
 

from
 

various
 

sources
 

in
 

Anqing
 

First
 

People's
 

Hospital
 

Affiliated
 

to
 

Anhui
 

Medical
 

University
 

from
 

2022-2023
 

were
 

collected.Vitek2-Compact
 

instrument
 

was
 

used
 

to
 

identify
 

the
 

strains,and
 

drug
 

sensitivity
 

test
 

was
 

per-
formed.Polymerase

 

chain
 

reaction
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

four
 

virulence
 

genes
 

(exoT,exoY,exoS
 

and
 

exoU)
 

of
 

T3SS,and
 

the
 

relationship
 

between
 

different
 

virulence
 

genotype
 

combinations
 

and
 

antimicrobial
 

resistance
 

was
 

compared.Results The
 

positive
 

rates
 

of
 

exoT
 

and
 

exoY
 

genes
 

in
 

87
 

strains
 

of
 

carbapenem-resistant
 

Pseudomonas
 

aeruginosa
 

were
 

both
 

100.00%
 

(87/87),the
 

positive
 

rate
 

of
 

exoS
 

gene
 

was
 

77.01%
 

(67/87),
and

 

the
 

positive
 

rate
 

of
 

exoU
 

gene
 

was
 

27.59%
 

(24/87).Four
 

types
 

of
 

T3SS
 

virulence
 

genotype
 

combinations
 

were
 

detected,and
 

the
 

predominant
 

genotype
 

combination
 

was
 

exoT+/exoY+/exoS+/exoU-,with
 

a
 

posi-
tive

 

rate
 

of
 

71.26%
 

(62/87),followed
 

by
 

exoT+/exoY+/exoS-/exoU+
 

genotype
 

with
 

a
 

positive
 

rate
 

of
 

21.84%
 

(19/87).Drug
 

susceptibility
 

test
 

results
 

showed
 

that
 

exoT+/exoY+/exoS-/exoU+
 

genotype
 

combination
 

was
 

more
 

sensitive
 

to
 

most
 

common
 

antimicrobial
 

agents,for
 

example,the
 

resistance
 

rates
 

of
 

amikacin,tobramycin,cefepime,ceftazidime,cefoperazone/sulbactam,ciprofloxacin
 

and
 

piperacillin
 

were
 

sig-
nificantly

 

higher
 

than
 

those
 

of
 

exoT+/exoY+/exoS+/exoU-
 

genotype
 

combinations,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion The
 

T3SS
 

virulence
 

genes
 

of
 

carbapenem-resistant
 

Pseudomonas
 

aeruginosa
 

detected
 

in
 

this
 

hospital
 

were
 

mainly
 

exoT+/exoY+/exoS+/exoU-
 

genotypes.
Carbapenem-resistant

 

Pseudomonas
 

aeruginosa
 

with
 

different
 

virulence
 

genotype
 

combinations
 

had
 

different
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  铜绿假单胞菌(PA)在医院内是检出最多的病原

菌之一,在自然界中广泛存在,它属于一种条件致病

菌[1],也是导致院内获得性肺炎的主要原因。有研究
表明,在医院内感染的细菌中,PA感染程度更严重,
其对抗菌药物的耐药性逐渐增加。由于耐碳青霉烯

类抗菌药物的使用频率增加,导致耐碳青霉烯类铜绿
假单胞菌(CR-PA)检出率越来越高,临床治疗 CR-
PA感染越来越困难。Ⅲ型分泌系统(T3SS)是PA感

染的主要系统,其主要由4种毒力基因(exoT、exoY、
exoS和exoU)构成[2]。exoT基因在PA 中普遍表

达,其能够攻击宿主的炎症细胞[3];exoY具有核苷酸

环化酶的作用,造成细胞膜通透性明显改变而发生水
肿破裂;exoS基因能够抵御宿主细胞吞噬作用,诱导
细胞凋亡机制发生;exoU具有磷脂酶A2活性,对宿

主细胞的细胞膜有伤害作用,加速细胞裂解破坏死
亡[4]。本文主要对临床分离的耐碳青霉烯类铜绿假

单胞菌表达的毒力基因进行鉴定,掌握本院CR-PA
菌株携带exoT、exoY、exoS和exoU基因组合形式,
研究不同组合的毒力基因型对常见抗菌药物耐药率,
指导临床更精准地治疗CR-PA菌株的感染。
1 材料与方法

1.1 菌株来源 收集安徽医科大学附属安庆第一人
民医院检验科2022-2023年临床检出的CR-PA

 

87
株。所有CR-PA 菌株均采用质谱仪及法国梅里埃

Vitek2-
 

Compact仪器进行检测鉴定。
1.2 仪器与试剂 血平板、Vitek2-Compact细菌鉴
定仪购自法国梅里埃公司,药敏纸片、Tap

 

PCR
 

Mas-
ter

 

Mix、DNA
 

Maker
 

DL600、核酸染料、上样缓冲液、
琼脂糖凝胶均购自江苏愚公生物科技公司,电泳仪购
自兰杰柯生物科技有限公司,聚合酶链反应(PCR)仪
购自天隆生物科技有限公司,胰蛋白胨购自杭州百思
生物科技有限公司。4种毒力基因引物参照文献[5]
合成,引物序列由上海生工生物工程有限公司合成,
引物序列见表1。

表1  PCR引物合成序列

目的基因 引物序列(5'→3')
基因片段

大小(bp)

exoS
正向:GCGAGGTCAGCAGAGTATCG
反向:TTCGGCGTCACTGTGGATGCC

118

exoU
正向:CCGTTGTGGTGCCGTTGAAG

 

反向:CCAGATGTTCACCGACTCGC
134

exoT
正向:AATCGCCGTCCAACTGCATGCG
反向:TGTTCGCCGAGGTACTGCTC

 152

exoY
正向:CGGATTCTATGGCAGGGAGG
反向:GCCCTTGATGCACTCGACCA

 289

1.3 菌株鉴定及药敏试验 采用质谱仪及 Vitek2-
Compact仪器对临床检出的CR-PA进行鉴定及药敏

试验,采用2022版美国临床和实验室标准协会标准

将所检测的药敏试验结果分析判读。采用纸片扩散

法对相关抗菌药物进行补充。药敏试验结果采用

WHONET5.6软件进行分析,实验采用的PA质控菌

株为ATCC27853。
1.4 细菌DNA提取 采用煮沸法提取细菌基因组

DNA,取分离培养的CR-PA菌落1~2个放入1.5
 

mL离心管中,加入300
 

μL
 

ddH2O,在100
 

℃水浴锅

中加热10
 

min,然后采用离心机以12
 

000
 

r/min离

心5
 

min,收集上清液细菌DNA,将提取的DNA放入

-20
 

℃冰箱保存。
1.5 检测T3SS毒力基因 采用PCR检测毒力基

因,PCR反应体系:正向引物1
 

μL,反向引物1
 

μL,
DNA模板2

 

μL,2×Tap
 

PCR
 

Master
 

Mix
 

20
 

μL,26
 

μL
 

ddH2O,反应总体系50
 

μL。PCR反应程序:95
 

℃
预变性5

 

min,95
 

℃变性30
 

s,退火温度55
 

℃30
 

s,延
伸72

 

℃30
 

s,共32个循环,最后72
 

℃延伸10
 

min,最
终于4

 

℃保存产物。PCR产物用3%琼脂糖凝胶电

泳分析。
1.6 PCR产物测序 PCR阳性产物委托上海生工

生物工程有限公司对其测序,测序结果与美国国立生

物技术信息中心(NCBI)数据库发布收录的基因序列

进行分析比对。
1.7 统计学处理 采用SPSS24.0统计软件进行数

据分析处理。菌株标本来源及科室分布采用例数或

百分率描述。不同致病毒力基因型对常用抗菌药物

的耐药性采用χ2 检验进行分析。以P<0.05为差异

有统计学意义。
2 结  果

2.1 87株CR-PA科室分布情况 从不同科室检出

87株CR-PA,来源科室依次为重症监护病房(ICU)28
株(32.18%),神经外科25株(28.74%),呼吸内科5
株(5.75%),肿瘤科4株(4.60%),康复医学科4株
(4.60%),急 诊 科 4 株(4.60%),胃 肠 外 科 3 株
(3.45%),肝胆外科3株(3.45%),其他科室11株
(12.64%)。
2.2 87株CR-PA标本分布情况 87株CR-PA标

本主要集中在痰液标本与分泌物标本,痰液标本占比

最 高,为 64 株 (73.56%),分 泌 物 标 本 14 株
(16.09%),中段尿标本5株(5.75%),血液标本2株
(2.30%),其他标本2株(2.30%)。
2.3 87株CR-PA对12种常见抗菌药物的耐药率 
87株CR-PA对常见抗菌药物耐药率最高的是替卡西

林/克拉维酸,为77.0%,其次是亚胺培南(70.1%)和
美罗培南(63.2%);耐药率最低的抗菌药物是黏菌
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素,仅为8.0%。87株CR-PA对大部分抗菌药物均

有一定的耐药性,其耐药率均高于30.0%,如头孢他

啶、头孢哌酮/舒巴坦、亚胺培南、美罗培南、左氧氟沙

星、替卡西林/克拉维酸、哌拉西林等。药敏试验结果

见表2。
表2  87株CR-PA对常见抗菌药物的药敏试验结果(%)

抗菌药物 耐药 中介 敏感

阿米卡星 24.1 0.0 75.9
妥布霉素 27.6 5.7 66.7
头孢吡肟 17.2 31.1 51.7
头孢他啶 42.5 2.3 55.2
头孢哌酮/舒巴坦 39.1 34.5 26.4
亚胺培南 70.1 0.0 29.9
美罗培南 63.2 25.3 11.5
左氧氟沙星 35.6 16.1 48.3
环丙沙星 29.9 10.3 59.8
替卡西林/克拉维酸 77.0 9.2 13.8
哌拉西林 50.6 18.4 31.0
黏菌素 8.0 2.3 89.7

2.4 T3SS的4种毒力基因分布 87株CR-PA检出

4种毒力基因(exoT、exoY、exoS、exoU),其中exoT
和exoY基因阳性率均为100.00%(87/87),exoS基

因阳性率为77.01%(67/87),exoU 基因阳性率为

27.59%(24/87)。PCR阳性基因电泳图见图1。本

研究共检出4种类型的毒力基因型组合,以exoT+/
exoY

 

+/exoS+/exoU-基因型组合为主,阳性率为

71.26%(62/87),其次是exoT+/exoY+/exoS-/
exoU+基因型组合,阳性率为21.84%(19/87),exoT
+/exoY+/exoS+/exoU+基 因 型 组 合 阳 性 率 为

5.75%(5/87),exoT+/exoY+/exoS-/exoU-基因

型组合阳性率为1.15%(1/87)。T3SS毒力基因及基

因型组合在不同年龄、性别中的分布情况见表3。
2.5 毒力基因测序 PCR产物送去上海生工生物工

程有限公司测序,将测得的exoT、exoY、exoS和ex-
oU基因序列与NCBI数据库收录的基因序列进行分

析比对,一致性均在97%以上,测序结果见图2。

  注:M为DL600
 

DNA标记物;1、2为exoS阳性条带;4、5为exoU
阳性条带;7、8为exoT阳性条带;10、11为exoY阳性条带,3、6、9为空

白泳道。

图1  致病毒力基因PCR阳性产物电泳图

表3  T3SS毒力基因及基因型组合在不同年龄、性别患者中的分布情况比较[n(%),n=87]

基因及基因型组合 n
性别

男 女

年龄

<60岁 ≥60岁

exoT 87 65(74.71) 22(25.29) 34(39.08) 53(60.92)

exoY 87 65(74.71) 22(25.29) 34(39.08) 53(60.92)

exoS 67 49(56.32) 18(20.69) 26(29.89) 41(47.13)

exoU 24 20(22.99) 4(4.60) 8(9.20) 16(18.39)

exoT+/exoY+/exoS+/exoU- 62 44(50.57) 18(20.69) 25(28.74) 37(42.53)

exoT+/exoY+/exoS-/exoU+ 19 15(17.24) 4(4.60) 7(8.05) 12(13.79)

exoT+/exoY+/exoS+/exoU+ 5 5(5.75) 0(0.00) 1(1.15) 4(4.60)

exoT+/exoY+/exoS-/exoU- 1 1(1.15) 0(0.00) 1(1.15) 0(0.00)

图2  毒力基因测序结果

2.6 exoS与exoU基因在87株CR-PA标本中的分
布情况 87株CR-PA检测的菌株全部含有exoT与

exoY 基 因,在 此 不 单 独 分 析。不 同 标 本 均 以

exoT+/exoY+/exoS+/exoU-基因型组合为主,其
中痰液标本基因构成比为67.19%(43/64),分泌物标
本基因构成比为78.57%(11/14),中段尿标本基因构
成比为100.00%(5/5)。exoS基因总阳性率在痰液
标本中的构成比为71.88%(46/64),分泌物标本为

85.71%(12/14),中段尿标本为100.00%(5/5);ex-
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oU基因总阳性率在痰液、分泌物及中段尿标本中的

构成比分别为32.81%(21/64)、14.29%(2/14)和
0.00%(0/5)。exoS与exoU基因型标本构成情况见

表4。

表4  exoS与exoU基因型标本构成情况比较(%)

基因型组合 n 痰液(n=64) 分泌物(n=14) 中段尿(n=5) 其他标本(n=4)

exoT+/exoY+/exoS+/exoU- 62 43(67.19) 11(78.57) 5(100.00) 3(75.00)

exoT+/exoY+/exoS-/
 

exoU+ 19 18(28.13) 1(7.14) 0(0.00) 0(0.00)

exoT+/exoY+/exoS+/exoU+ 5 3(4.69) 1(7.14) 0(0.00) 1(25.00)

exoT+/exoY+/exoS-/exoU- 1 0(0.00) 1(7.14) 0(0.00) 0(0.00)

exoS总阳性 67 46(71.88) 12(85.71) 5(100.00) 4(100.00)

exoU总阳性 24 21(32.81) 2(14.29) 0(0.00) 1(25.00)

2.7 不同基因型组合CR-PA对常见抗菌药物的耐

药率比较 CR-PA携带的毒力基因主要存在两种组

合 形 式,以 exoT+/exoY +/exoS+exoU - 和

exoT+/exoY+/exoS-exoU+基因型组合为主,两
种基因型组合对抗菌药物的耐药性有差异。药敏试

验结果显示,exoT+/exoY+/exoS-exoU+基因型

组合对大部分常见抗菌药物,如阿米卡星、妥布霉素、
头孢吡肟、头孢他啶、头孢哌酮/舒巴坦、环丙沙星、哌
拉西林的耐药率均明显高于exoT+/exoY+/exoS+
exoU-基 因 型 组 合,差 异 均 有 统 计 学 意 义(P<
0.05)。exoT+/exoY+/exoS-exoU+基因型组合

对抗菌药物的耐药率大部分在50.0%以上,耐药情况

明显。exoS与exoU两种基因组合对不同抗菌药物

的耐药率见表5。
表5  不同基因型组合CR-PA对常见抗菌药物的耐药率

   比较(%)

抗菌药物

exoT+/exoY+/

exoS+exoU-
(n=62)

exoT+/exoY+/

exoS-exoU+
(n=19)

 

χ2 P

阿米卡星 14.5 47.4 9.081 0.003

妥布霉素 16.1 52.6 10.421 0.001

头孢吡肟 9.7 36.8 7.965 0.005

头孢他啶 33.9 68.4 7.128 0.008

头孢哌酮/舒巴坦 30.6 63.2 6.507 0.011

亚胺培南 69.4 63.2 0.256 0.613

美罗培南 56.5 78.9 3.115 0.078

左氧氟沙星 24.2 68.4 12.577 <0.001

环丙沙星 19.4 63.2 13.383 <0.001

替卡西林/克拉维酸 72.6 89.5 2.312 0.128

哌拉西林 43.5 73.7 5.284 0.022

黏菌素 6.5 10.5 0.352 0.553

3 讨  论

PA在临床上属于最重要的非发酵革兰阴性杆

菌,是一种条件致病菌。在免疫力低下时,PA可引发

多种感染,如烧伤感染、导管尿路感染、血流感染及囊

性纤维化肺炎等[6]。PA有非常复杂的耐药机制,主
要包括内在性、获得性和适应性3种途径[7-8]。CR-
PA主要存在于ICU、神经外科、呼吸科等重点科

室[9-12],它的检出对相关科室提出了重要挑战,由于耐

药机制复杂导致治疗非常棘手。PA 致病机制中,
T3SS是一个至关重要的感染途径,该系统受到多种

精密复杂的调控,能造成宿主细胞的免 疫 系 统 破

坏[13],增加感染风险,它会加重感染的严重程度,从而

影响患者的临床表现及预后康复。T3SS是由于PA
为了保护自己不被消灭而进化的系统,主要分泌ex-
oT、exoY、exoS和exoU

 

4种效应蛋白,从而发挥杀伤

细胞的作用。exoT能够诱导细胞凋亡,这个功能使

exoT成为一种有效的致命毒性蛋白。除此之外,ex-
oT还可调节激酶活化,对宿主细胞的吞噬功能产生

巨大影响,促使PA逃避宿主免疫系统的杀伤清除。
exoY含有核苷酸环化酶的功能,它可以破坏宿主细

胞的免疫屏障,导致免疫力低下患者发生急性或慢性

感染。exoU是一种含有磷脂酶A2活性,并且有高毒

性的致病分泌蛋白,能够造成宿主细胞迅速破坏裂

解,它常与严重的急性肺损伤、败血症死亡相关[14-15]。
exoS能够抵抗宿主细胞吞噬杀伤,诱导细胞发生凋

亡,它的毒性作用仅仅低于exoU,能够促使PA在极

端宿主免疫应答下生存,被认为是PA存活必不可少

的重要致病毒力基因。
本研究主要是对临床分离的87株CR-PA进行

分析,病原菌主要来自ICU与神经外科,标本类型主

要是痰液73.56%(64/87)及分泌物16.09%(14/
87),与孙慕溱等[16]研究结果相似,所有CR-PA都携

带T3SS毒力基因。检出的CR-PA 全部携带exoT
与exoY基因,阳性率为100.00%,但是exoS和ex-
oU基因阳性率不同,exoS基因为77.01%,exoU基

因为27.59%。虽然检出的exoU基因占比少,但是

该基因的细胞毒性被认为是exoS的100倍。通常情

况下,exoS和exoU基因一般不会同时出现,具有排

他性,主 要 以exoS+exoU-(侵 袭 型)或exoS-
exoU+(细胞毒型)的组合方式出现。本研究共检出

4种 T3SS毒 力 基 因 型 组 合,以exoT+/exoY+/
exoS+/exoU-基因型组合为主,占71.26%,与周凯
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等[17]研究数据相似。另外3种基因型组合形式分别

为exoT+/exoY+/exoS-/exoU+(21.84%)、exoT
+/exoY+/exoS+/exoU+(5.75%)、exoT+/exoY
+/exoS-/exoU-(1.15%)。在痰液标本中,exoS
+/exoU-基因型与exoS-/exoU+基因型阳性率均

最高,与方雪瑶等[18]研究相同。exoU基因主要出现

在痰液 标 本 中,可 能 与 它 的 致 病 机 制 有 关。国 外

HARDY等[14]研究表明,exoU通过靶向宿主质膜和

诱导caspase-1介导的炎症通路,破坏肺微血管内皮

细胞屏障的完整性,对肺部造成严重损伤,导致重症

肺炎发生。毒力基因检测结果与国外 OLANIRAN
等[19]研究数据相似,exoS与exoU基因存在的主要形

式为exoS+/exoU-,说明在不同地区exoS与exoU
基因的组合存在相似 性。87株 CR-PA 全 部 含 有

T3SS毒力基因,说明该系统对PA的感染致病性具

有重大作用。
作为院内感染的重要病原菌之一,入住ICU的患

者更趋向产生CR-PA,治疗多重耐药的PA面临非常

大的挑战[20]。exoS与exoU基因存在两种组合形式,
exoT+/exoY+/exoS-/exoU+基因型组合对大部

分常 见 抗 菌 药 物 耐 药 率 均 高 于exoT+/exoY+/
exoS+/exoU-基因型组合,如阿米卡星、妥布霉素、
头孢吡肟、头孢他啶、头孢哌酮/舒巴坦、环丙沙星、哌
拉西林,差异均有统计学意义(P<0.05),与文献[21]
报道相似。携带exoT+/exoY+/exoS-/exoU+基

因型对喹诺酮类抗菌药物耐药率高,可能与其gyrA
基因突变及外排泵表达过度有关,使其耐药率急剧上

升。药敏试验结果显示,CR-PA对黏菌素的耐药率非

常低,仅为8.0%,表明难治性CR-PA可采用黏菌素

联合其他抗菌药物进行治疗,这将作为最后的治疗

策略。
综上所述,本研究主要发现T3SS的4种毒力基

因型组合形式。不同的CR-PA毒力基因型之间耐药

率存在差异,应针对不同基因型组合选择合适的抗菌

药物,确保患者用药的科学性与安全性。分析院内

CR-PA毒力基因型,可为医院感染预防控制CR-PA
提供理论依据。
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