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铜绿假单胞菌外膜蛋白Ｄ２与亚胺培南耐药关系的研究


闫玉兰，郭世辉，李　萌，吴晓宁，梁宏洁△（广西医科大学第一附属医院检验科，南宁　５３００２１）

　　【摘要】　目的　研究广西地区铜绿假单胞菌外膜蛋白 Ｄ２（ＯｐｒＤ２）的表达与亚胺培南耐药之间的关系。

方法　采用ＳＤＳＰＡＧＥ电泳法对提取出的１０６株耐亚胺培南铜绿假单胞菌的外膜蛋白进行电泳，并利用水杨酸盐

抑制实验确定ＯｐｒＤ２的位置，通过凝胶成像系统成像并将其与敏感株比较进行分析。结果　１０６株耐亚胺培南的

铜绿假单胞菌中有９９株细菌缺失ＯｐｒＤ２。结论　ＯｐｒＤ２缺失是铜绿假单胞菌对亚胺培南耐药的主要原因之一。
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　　铜绿假单胞菌是临床常见的条件致病菌，常对多种抗菌药

物天然耐药，碳青霉烯类药物［亚胺培南、美罗培南等］是临床

用于治疗铜绿假单胞菌感染的常用抗菌药物。然而，随着碳青

霉烯类药物在临床上的广泛应用，铜绿假单胞菌对此类药物的

耐药率也明显升高。有文献报道铜绿假单胞菌对碳青霉烯类

药物的耐药主要是由胞壁屏障机制所致，由碳青霉烯酶所致的

耐药只占极少部分［１］。现将广西地区铜绿假单胞菌中外膜蛋

白Ｄ２（ＯｐｒＤ２）的缺失与亚胺培南耐药之间的关系分析报道

如下。

１　资料与方法

１．１　菌株来源　选择２０１１年６月至２０１２年１２月广西医科

大学第一附属医院各科住院患者的各类临床标本。同一患者

分离得到的菌株不重复计入。质控标准株 ＡＴＣＣ２７８５３由卫

生部临床检验中心提供。

１．２　主要试剂　水解酪蛋白（ＭＨ）琼脂粉（杭州天和微生物

试剂有限公司）；抗菌药物亚胺培南粉剂（美国默沙东制药公

司）；细菌膜蛋白提取试剂盒购于上海炎彬公司，蛋白 ｍａｒｋｅｒ

购于ＴａＫａＲａ公司，ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒购于碧云天公

司，考马斯亮蓝快速染色液购于上海双螺旋生物科技有限

公司。

１．３　主要仪器　ＶＩＴＥＫ２和 ＡＴＢ鉴定仪（法国梅里埃公

司），ＭＩＮＩ垂直电泳槽、恒压恒流电泳仪、凝胶成像分析仪

（ＢｉｏＲａｄ公司）。

１．４　方法

１．４．１　菌株鉴定　用梅里埃的ＶＩＴＥＫ２和ＡＴＢ鉴定仪进行

鉴定。

１．４．２　耐药菌株的筛选　参考美国临床和实验室标准协会

（ＣＬＳＩ）２０１２年标准，用琼脂平皿二倍稀释法测定铜绿假单胞

菌对亚胺培南的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）值，ＭＩＣ≥８为耐药。

１．４．３　水杨酸盐抑制实验
［２３］
　将对亚胺培南敏感的铜绿假

单胞菌株分别接种于含有和不含３２ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸钠的 ＭＨ

平板上，再将亚胺培南药敏纸片分别贴在两个平板上，将平板

置于３７℃培养箱中培养１８～２４ｈ，观察亚胺培南抑菌圈的

大小。

１．４．４　外膜蛋白的提取与制备　根据试剂盒里的说明书提取

细菌的膜蛋白，用ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白浓度，将

蛋白配制成５．０ｍｇ／ｍＬ的浓度，并于－８０℃储存备用。

１．４．５　蛋白质电泳　将蛋白样品与样品缓冲液以４∶１的比

例混匀，１００℃加热５ｍｉｎ以使蛋白质变性。通过ＳＤＳＰＡＧＥ

电泳（分离胶浓度为１０％）分离外膜蛋白，电泳时浓缩胶的电

压为８０Ｖ，分离胶的电压为１２０Ｖ。然后用考马斯亮蓝快速染

液染色、脱色，并用凝胶成像系统成像。

１．４．６　外膜蛋白位置的确定　将上述在含和不含３２ｍｍｏｌ／Ｌ

水杨酸钠的 ＭＨ平板上生长的对亚胺培南敏感的铜绿假单胞
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菌分别转种到肉汤培养基中，水浴震荡过夜。提取细菌的外膜

蛋白并ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。利用铜绿假单胞菌ＯｐｒＤ２能被水杨

酸盐抑制的特性［４］以确定外膜蛋白的位置。

２　结　　果

２．１　铜绿假单胞菌对亚胺培南的耐药情况　共检出亚胺培南

耐药株１０６株，其对亚胺培南的 ＭＩＣ值均大于或等于１６μｇ／

ｍＬ；３０株亚胺培南敏感株的 ＭＩＣ值均小于或等于２μｇ／ｍＬ。

２．２　水杨酸盐抑制实验结果　对亚胺培南敏感的铜绿假单胞

菌，在含３２ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸钠的 ＭＨ平板上生长，亚胺培南抑

菌圈直径小于或等于１２ｍｍ，即对亚胺培南耐药；而在不含水

杨酸钠 ＭＨ 平板上生长的亚胺培南的抑菌圈直径大于

２５ｍｍ，即对亚胺培南敏感。

２．３　外膜蛋白位置的确定　在含水杨酸钠平板上生长的菌株

不表达ＯｐｒＤ２（即ＯｐｒＤ２蛋白缺失），生长在不含水杨酸钠平

板上的菌株则表达ＯｐｒＤ２蛋白（即ＯｐｒＤ２蛋白不缺失），可由

此确定铜绿假单胞菌的ＯｐｒＤ２的位置。

２．４　ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳结果　铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ２７８５３

及亚胺培南敏感株均在４５×１０３ 处出现了 ＯｐｒＤ２蛋白条带，

在１０６株亚胺培南耐药菌中，有９９株在４５×１０３ 处未出现

ＯｐｒＤ２蛋白条带，缺失率为８６．８％，其余７株亚胺培南耐药株

未出现ＯｐｒＤ２的缺失。

３　讨　　论

铜绿假单胞菌细胞壁两侧有内、外两层膜，其外膜蛋白本

身的通透性不高，缺乏其他多数革兰阴性菌具有的“典型”高通

透性孔蛋白，仅存在着低通透性微孔蛋白形成的小孔道，只允

许小分子亲水性物质跨膜扩散，对进入菌体的药物具有选择

性，因此外膜结构在抗菌药物耐药中担任重要的角色［４］。铜绿

假单胞菌有多种外膜蛋白，其中ＯｐｒＣ（７０×１０
３）、ＯｐｒＤ２（４５×

１０３）、ＯｐｒＥ（４３×１０
３）均有孔道活性，其中外膜孔蛋白 ＯｐｒＤ２

孔道被认为是小分子碳青霉烯类药物选择性快速进入菌体的

特异性通道［５］。

以亚胺培南为代表的碳青霉烯类药物是目前临床用于治

疗铜绿假单胞菌感染应用最广也是效果最好的药物之一，亚胺

培南药物是以细菌内膜上的青霉素结合蛋白ＰＢＰ２及ＰＢＰ３

为作用靶位的，但药物必须要通过细菌的外膜才能到达作用靶

位，而ＯｐｒＤ２是亚胺培南进入细菌的特异性通道
［６］，编码

ＯｐｒＤ２的结构基因ＯｐｒＤ位于染色体上，编码基因ＯｐｒＤ的突

变可使ＯｐｒＤ２蛋白表达减少甚至缺失，所以当ＯｐｒＤ２缺失或

表达减少时可导致菌体外膜通透性改变从而使得碳青霉烯类

药物进入菌体受到阻碍，在临床上表现为铜绿假单胞菌对碳青

霉烯类药物耐药。除此以外，ＯｐｒＤ２还能形成碳青霉烯类药物

特异性结合位点，是目前所知的铜绿假单胞菌中唯一有助于抗

菌药物通过的孔道蛋白［７］。因此，外膜蛋白 ＯｐｒＤ２缺失是介

导铜绿假单胞菌对亚胺培南耐药的主要机制之一［８］。而β内

酰胺类抗菌药物如青霉素或头孢菌素的作用机制是通过抑制

胞壁黏肽合成酶，即青霉素结合蛋白（ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏ

ｔｅｉｎｓ，ＰＢＰｓ），从而阻碍细胞壁黏肽合成，使细菌胞壁缺损，菌

体膨胀裂解。多数青霉素类或头孢菌素类抗菌药物主要与

ＰＢＰ１和（或）ＰＢＰｓ结合，形成丝状体和球形体，使细菌发生变

形萎缩，逐渐溶解死亡［９］。即β内酰胺类抗菌药物如青霉素和

头孢菌素等不能通过ＯｐｒＤ２，因此，以亚胺培南为代表的碳青

霉烯类药物与β内酰胺类药物无交叉耐药性
［１０１１］。

本次研究发现，１０６株亚胺培南耐药铜绿假单胞菌中，９９

株ＯｐｒＤ２缺失，缺失率为８６．８％，由此可推断 ＯｐｒＤ２的缺失

在介导本院铜绿假单胞菌对亚胺培南耐药中起着重要的作用。

其余７株亚胺培南耐药株未出现ＯｐｒＤ２的缺失，说明介导铜

绿假单胞菌对亚胺培南耐药的还有其他的机制，如产生β内酰

胺酶［１２］、主动外排泵的存在等［１３１４］。本次研究中，ＯｐｒＤ２的缺

失率为８６．８％，这与颜英俊等
［１５］对３４株耐亚胺培南铜绿假单

胞菌临床标本用ＰＣＲ方法扩增ＯｐｒＤ基因并对扩增产物进行

ＤＮＡ分析后发现，对亚胺培南耐药的铜绿假单胞菌的 ＯｐｒＤ

基因突变率达高９２．３％的研究结果相似。颜英俊等的研究还

发现ＯｐｒＤ基因突变的方式主要有点突变、缺失突变以及插入

突变等。细菌因发生基因突变而引起ＯｐｒＤ茎环结构Ｌ２、Ｌ３

和亚胺培南药物主要结合位点氨基酸发生替换和移位突变，最

终导致铜绿假单胞菌对亚胺培南耐药［１６］。国外也有与颜英俊

类似的报道，如Ｙｏｎｅｙａｍａ等
［１７］研究发现，ＯｐｒＤ２基因缺失存

在缺失突变，编码区ＤＮＡ片段发生缺失，导致移位突变，并形

成１个位置提前的新终止密码子进而引起其肽链异常，最终导

致铜绿假单胞菌对亚胺培南耐药［１８］。这说明 ＯｐｒＤ２的缺失

是导致铜绿假单胞菌对碳青霉烯类药物耐药的重要机制之一。

本研究ＯｐｒＤ２缺失率为８６．８％，而２０１０年哈尔滨地区的

ＯｐｒＤ２缺失率为２６．１９％（４２株耐亚胺培南菌株中１１株完全

缺失）［１１］，２００７ 年 北 京 一 所 医 院 的 ＯｐｒＤ２ 缺 失 率 为

５６．１０％
［１９］，这与本研究的ＯｐｒＤ２缺失率有差异，可能是地区

不同而导致的差异或研究的年份不同而导致的差异。本研究

只是针对广西地区耐亚胺培南的铜绿假单胞菌进行耐药机制

的研究，对ＯｐｒＤ２的缺失仅作了定性分析，ＯｐｒＤ２的表达量与

铜绿假单胞菌对亚胺培南的耐药程度之间的关系有待作进一

步研究。
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明显升高，但ＦＰＧ由于受到饮食、疾病等因素影响，波动性大，

重复性不佳，而ＧＳＰ是血清中蛋白质与葡萄糖发生非酶促反

应的产物，反映糖尿病患者２～３周内的平均血糖水平，其指标

较稳定，不受前一天饮食等因素的影响，较ＦＰＧ更适于作为危

险分层的指标。本研究将Ｔ２ＤＭ患者的ＧＳＰ值以１０μｍｏｌ／Ｌ

分层，发现ＧＳＰ＞２２０μｍｏｌ／Ｌ时，Ｔ２ＤＭ患者接受冠状动脉介

入治疗围术期出现不良预后事件的例数明显增加；其相对风险

为ＧＳＰ≤２２０μｍｏｌ／ＬＴ２ＤＭ患者的２．６９倍。所以，在对糖尿

病合并冠心病的患者进行冠状动脉介入治疗之前，临床医师可

将ＧＳＰ作为危险度分层指标，尽早筛查高危患者，根据病情给

予强化治疗，达到改善患者预后的目的。

糖尿病合并冠心病患者接受冠状动脉介入治疗时较无糖

尿病患者更易发生围术期并发症。在对糖尿病患者接受冠状

动脉介入治疗前常规检查血糖及 ＨｂＡ１ｃ等指标外，测定ＧＳＰ

可能对围术期预后具有危险度分层的作用。
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ＭｅｘＡＢｍｕｌｔｉｄｒｕｇｅｆｆｌｕｘｐｕｎｐｓｉｎｉｎｔｒｉｎｓｉｃｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅ

ｓｉｓｔａｎｃｅｏｆＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａＰＡＯ１［Ｊ］．ＪＧｅｎＡｐ

ｐｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００１，４７（１）：２７３２．

［１５］颜英俊，喻华，周忠华，等．亚胺培南耐药的铜绿假单胞菌

ｏｐｒＤ基因突变的研究［Ｊ］．中华检验医学杂志，２００９，３２

（４）：４５１４５４．

［１６］何萍，丁云芳．铜绿假单胞菌耐药机制的研究进展［Ｊ］．国

际检验医学杂志，２０１０，３１（８）：８５０８５１．

［１７］ＹｏｎｅｙａｍａＨ，ＮａｋａｅＴ．Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｅｆｆｉｃｉｅｎｔｅｌｉｍｉｎａ

ｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎＤ２ｉｎｏｕｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｃｅｏｆｉｍｉｐｅｎｅｍｒｅ

ｓｉｓｔａｎｔＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ［Ｊ］．ＡｎｉｔｍｉｃｒｏｂＡｇｅｎｔｓ

Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ，１９９９，３７（１１）：２３８５２３９０．

［１８］吴伟清，李国明．铜绿假单胞菌耐药机制的研究进展［Ｊ］．

医学综述，２０１２，１８（２２）：２８１２３８１５．

［１９］衣美英，刘迎春，王鹏远，等．耐亚胺培南铜绿假单胞菌外

膜孔蛋白与β内酰胺酶研究［Ｊ］．中华医院感染学杂志，

２００７，１７（１０）：１１９８１２０３．

（收稿日期：２０１３０６２２　　修回日期：２０１３０９０１）
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