
乳腺癌和
,#

例健康对照的血清标本进行验证#发现该模型的

灵敏度为
$.;B_

#特异度为
$.;#_

#有望将来用于乳腺癌的实

验室诊断(本研究的局限性主要是样本量比较少而且缺乏动

态检测#因此未来将收集更多的系列标本以进一步验证该模型

的诊断效能(此外#应用生物信息学预测的蛋白也有待用测序

方法进行最终鉴定(
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!临床探讨!

多重
(!&

检测鲍曼不动杆菌
A

种耐药基因及其临床意义"

王江元!卢念红!王子浔!艾
!

清#

"吉林大学第一医院二部检验科!长春
-/##/-

#

!!

摘
!

要#目的
!

探索多重聚合酶链反应"

(!&

#检测鲍曼不动杆菌多种耐药基因的方法!并指导临床用药%方法
!

用多重

(!&

检测鲍曼不动杆菌
A

种耐药基因!并统计分析
%,

例鲍曼不动杆菌耐药基因与相应抗生素的关联!比对耐药基因检出率及抗

生素耐药率对应情况%结果
!

多重
(!&

检测鲍曼不动杆菌灵敏性高$稳定性强&可尽早$快速$高效地指导临床用药%结论
!

多

重
(!&

可以同时检测鲍曼不动杆菌
A

种耐药基因!并及时$高效地指导临床用药!有效治疗感染!控制医院内感染%

关键词#鲍曼不动杆菌&

!

多重聚合酶链反应&

!

院内感染&

!

耐药基因&

!

药敏试验

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$.&$/&%')

文献标志码#

4

文章编号#

-AB,+$"..

"

,#-B

#

-,+-BB$+#"

!!

鲍曼不动杆菌是不动杆菌中最常见的临床感染菌#属于条

件致病菌#不仅广泛存在于自然界的水'土壤和医院环境#还存

在于人体皮肤'呼吸道'消化道和泌尿生殖道中(近年来该菌

感染率在上升及耐药性日益严重#已成为是全球重要的医院获

得性病原菌#引起医疗工作者的高度重视)

-

*

(鲍曼不动杆菌主

要引起呼吸道感染#但也可引发继发性脑膜炎'败血症'泌尿系

-

$BB-

-

检验医学与临床
,#-B

年
A

月第
-"

卷第
-,

期
!

U=37@L!HE?

!

VJ?@,#-B

!

WDH;-"

!

XD;-,

"

基金项目#吉林大学第一医院二部科研专项基金$

4-#

%(

#

!

通信作者#

Y+K=EH

!

=E

Z

E?

>'Q

HJ;@LJ;5?

(



感染等#发病科室以重症监护病房$

8!:

%最高)

,

*

#呼吸科次之(

临床治疗中普遍的不规范或滥用抗生素#致使鲍曼不动杆菌极

易对抗菌药物耐药#从而导致鲍曼不动杆菌临床耐药性明显增

加(多重耐药鲍曼不动杆菌$

7P&4'

%已在全球多地暴发流

行#对卫生健康体系造成极大的威胁#且鲍曼不动杆菌极易对

各种消毒剂和抗菌药物产生多重耐药和泛耐药(因此#鲍曼不

动杆菌的治疗一直是临床上的难题#对重症患者'

8!:

患者等

威胁更大#严重影响患者的身体健康和预后效果(

本文主要研究多重聚合酶链反应$

(!&

%同时检测鲍曼不

动杆菌
A

种耐药基因的实验条件'灵敏性及其与相应抗生素

的关联(最终达到尽早'快速'高效地指导临床使用抗生素#有

效治疗感染#控制院内感染(

$

!

材料与方法

$;$

!

菌株与试剂

$;$;$

!

菌株
!

实验菌株均为于
,#-,S,#-"

年吉林大学第一

医院二部临床分离的鲍曼不动杆菌(标本分离自血液'尿液'

脓液'分泌物'脑脊液等无菌体液#且排除同一患者感染(标本

由传统微生物鉴定与自动仪器鉴定均明确为鲍曼不动杆菌(

$;$;/

!

试剂与仪器
!

,]7JHGE

M

H@R(!&

扩增试剂盒$生工生

物工程股份有限公司%#细菌基因组
PX4

提取试剂盒$天根生

化科技有限公司%#引物$生工生物工程股份有限公司%#梯度

(!&

仪
C-##

$美国
'ED+&=L

公司%#紫外凝胶成像系统$英国

:W8CY!

公司%#立式超低温保存箱$

P<+%AU/%%4

%$青岛海尔

特种电器有限公司%#

2PU

生物安全柜$

'T!+-/A#88',

%$北京

华联哈尔公司%(

$;/

!

方法

$;/;$

!

鲍曼不动杆菌
PX4

提取
!

将
S%#e

保存的菌株取

出#接种到哥伦比亚血平板内#复苏
,")

后#传代于麦康凯培

养基#隔夜培养后取
,

"

/

个纯菌落#根据细菌基因组
PX4

提

取试剂盒$天根生化科技有限公司%使用说明书#提取鲍曼不动

杆菌基因组#并于
S,#e

保存#备用(

$;/;/

!

单一
(!&

检测鲍曼不动杆菌耐药基因

$;/;/;$

!

单一
(!&

检测耐药基因反应体系
!

PX4PX4

模

板
,

)

U

#上游引物$

-#

)

KDH

"

U

%

-

)

U

#下游引物$

-#

)

KDH

"

U

%

-

)

U

#

,](!&7=*G@97ER,.

)

U

$生工生物工程股份有限公

司%#无菌双蒸水加至
.#

)

U

(

$;/;/;/

!

(!&

反应循环参数
!

(!&

反应循环参数!

$.e

预

变性
.KE?

#

$.e

变性#退火#

B,e

延伸#

/#

个循环后
B,e

延

伸
BKE?

#

"e

停止(将扩增产物加于
-;._

琼脂糖凝胶#

-##

W

恒定电压#电泳
/#KE?

#用
:W8CY!

紫外凝胶成像系统观察

条带(

$;/;'

!

多重
(!&

检测鲍曼不动杆菌
A

种耐药基因

$;/;';$

!

多重
(!&

引物复合物配制
!

本研究多重
(!&

检测

鲍曼不动杆菌的
A

种耐药基因分别为与碳青霉烯类抗生素相

关的
3H=6b4+,/

和
3H=6b4+.-

#与氨基糖苷类抗生素相关的

==5

$

Ad

%

+8

'

=?G

$

/v

%

+8

&与耐药基因扩散相关的
E?G8-

#以及外膜孔

蛋白
!=96

(引物复合物配制方法为从
A

对引物的母液$

-##

)

KDH

"

U

%内分别取
-

)

U

的
3H=6b4+,/

'

!=96

和
E?G8-

&

#;%

)

U

的
==5

$

Ad

%

+8

和
=?G

$

/v

%

+8

&

#;.

)

U

的
3H=6b4+.-

#加入到
/%

)

U

的无菌双蒸水内#配制成
3H=6b4+,/

'

!=96

和
E?G8-

为
,

)

KDH

"

U

&

==5

$

Ad

%

+8

和
=?G

$

/v

%

+8

为
-;A

)

KDH

"

U

&

3H=6b4+.-

为
-

)

KDH

"

U

的引物复合物(

$;/;';/

!

多重
(!&

反应体系
!

用
,]7JHGE

M

H@R(!&

扩增试

剂盒$生工生物工程股份有限公司%对提取的模板
PX4

进行

多重
(!&

(其反应体系!

,]7JHGE

M

H@R(!& 7=*G@97ER-,;.

)

U

#引物复合物
-;,.

)

U

#模板
#;.

)

U

$

-##

"

.##?

>

%#

2TC=

Z

PX4

聚合酶
.:

"

)

U#;.

)

U

#无菌双蒸水加至
,.

)

U

(

$;/;';'

!

多重
(!&

反应循环参数
!

$.e

预变性
-#KE?

#

$.

e

变性
/#*

#

.%e

退火
/#*

#

B,e

延伸
-KE?

#

/#

个循环后#

B,

e

延伸
-#KE?

#

"e

停止(将扩增产物加于
/_

琼脂糖凝胶#

-##W

恒定电压#电泳
/#KE?

#用
:W8CY!

紫外凝胶成像系统

观察条带(

$;/;1

!

鲍曼不动杆菌
A

种耐药基因与抗生素的关联
!

由凤凰

鉴定"药敏仪器$

M

)D@?ER

C7

-##

%$美国
'P

公司%对试验菌株做

药敏试验#头孢哌酮"舒巴坦$

T!0

%用
c+'

法(本文主要研究

亚胺培南$

8(7

%'美罗培南$

7Y7

%'阿米卡星$

4X

%'庆大霉素

$

17

%

"

种抗生素耐药情况与相应的耐药基因比对#为指导临

床用药提供参考(

/

!

结
!!

果

/;$

!

多重
(!&

检测耐药基因结果

/;$;$

!

多重
(!&

与单一
(!&

检测耐药基因
!

用多重
(!&

检测
A

种耐药基因均包含的菌株#并用单一
(!&

分别检测同

一菌株
A

种耐药基因#将
B

种扩增产物置于同一组电泳$

/_

琼

脂糖凝胶%内(

A

种耐药基因的多重
(!&

与其单重
(!&

扩增

产物条带一一对应#见图
-

(

!!

注!

7

为
7=9̂@9

&

-

泳道为多重
(!&

同时检测
A

种耐药基因#自上

而下为
3H=6b4+,/

$

-#.%3

M

%'

!=96

$

A%/

%'

==5

$
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%

+8

$

"$#

%'

3H=6b4+.-

$

/./

%'

=?G

$

/v

%

+8

$

,%"

%'

E?G8-

$

-A#

%&

,

"

B

泳道为
A

种耐药基因的单重

(!&

扩增产物#依次为
3H=6b4+,/

$

-#.%3

M

%'

!=96

$

A%/

%'

==5

$

Ad

%

+8

$

"$#

%'

3H=6b4+.-

$

/./

%'

=?G

$

/v

%

+8

$

,%"

%'

E?G8-

$

-A#

%(

图
-

!!

多重
(!&

与单一
(!&

检测
A

种耐药基因结果

/;$;/

!

多重
(!&

检测
"B

株鲍曼不动杆菌耐药基因
!

用多重

(!&

检测包含不同数量耐药基因的鲍曼不动杆菌
"B

株#并与

"B

株鲍曼不动杆菌的
A

种耐药基因的单一
(!&

对比#两种

(!&

方式检测
A

种耐药基因耐药结果均相符#部分菌株的多

重
(!&

电泳图见图
,

(

/;/

!

耐药基因与抗生素的关联
!

统计分析本院
%,

例鲍曼不

动杆菌药敏及与
A

种耐药基因的关系(

/;/;$

!

碳青霉烯类相关的耐药基因与抗生素关联情况
!

3H=6b4+.-

检出率为
-##;#_

#

3H=6b4+,/

检出率为
.,;"_

#

与
8(7

的
.%;._

和
7Y7

的
.$;%_

相近&且
3H=6b4+,/

阳性

菌株中
8(7

'

7Y7

耐药率都达
$B;B_

#见表
-

(在
"B

株对

8(7

和
7Y7

均耐药的菌株中#耐药基因
3H=6b4+,/

阳性为

",

株#以药敏为判断标准则基因诊断诊断率为
%$;"_

&且有
-

株
3H=6b4+,/

阳性菌株对
8(7

和
7Y7

均敏感(

/;/;/

!

氨基糖苷类相关的耐药基因与抗生素关联情况
!

17

的耐药率为
%,;$_

#高于
4X

耐药率$

AB;#_

%&

=?G

$

/v

%

+

$

$阳

性率
A.;$_

%的检出率与
4X

耐药率$

AB;#_

%相近&且
==5

$

Ad

%

+8

和
=?G

$

/v

%

+8

双阳性的菌株中
4X

与
17

均耐药率达

$/;._

&只
=?G

$

/v

%

+8

阳性时#

4X

与
17

都耐药率达
$#;B_

#

见表
,

(在
..

株对
4X

和
17

均耐药的菌株中#
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和

-
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=?G

$

/v

%

+8

阳性菌株为
"$

株#以药敏为判断标准则基因诊断诊

断率为
%$;-_

&

"

株含耐药基因#对
4X

敏感&

-

株含耐药基

因#对
4X

和
17

均敏感(

/;/;'

!

!=96

为外膜蛋白可增加抗生素耐药性
!

E?G8-

为整合

子#阳性率为
B/;,_

#可参与耐药基因获得'播散(

!!

注!

;7

为
7=9̂@9

&

-

'

-"

"

,.

泳道为
A

种基因均含的菌株检测结

果&

,

"

/

泳道为含有
3H=6b4+,/

#

!=96

#

3H=6b4+.-

#

=?G

$

/v

%

+8

和
E?G8-

的菌株检测结果&

"

"

.

泳道为含有
!=96

#

==5

$

Ad

%

+8

#

3H=6b4+.-

#

=?G

$

/v

%

+8

和
E?G8-

的菌株检测结果&

A

泳道为含有
3H=6b4+,/

#

!=96

#

3H=6b4+.-

和
E?G8-

的菌株检测结果&

B

"

%

泳道为含有
3H=6b4+,/

#

!=96

和
3H=6b4+.-

的菌株检测结果&

$

"

-#

泳道为含有
!=96

和

3H=6b4+.-

的菌株检测结果&

--

"

-,

泳道为含
3H=6b4+.-

的菌株检测

结果&

-/

'

,A

泳道为阴性对照#没加模板的多重
(!&

反应产物(

图
,

!!

多重
(!&

检测含不同数量耐药基因的鲍曼不动杆菌

表
-

!!

3H=6b4+,/

与
8(7

和
7Y7

耐药的关联&

1

$

_

%(

3H=6b4+,/ 1 8(7

耐药
7Y7

耐药
8(7

和
7Y7

均耐药

j "/ ",

$

$B;AB
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$
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$

$B;AB
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S /$ A

$
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-B;$"

%

.

$

-,;%,

%

!!

注!

j

表示阳性#
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表示阴性(

表
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$

/v
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与
4X

和

!!!

17

耐药的关联&

1
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_
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基因
1 4X

耐药
17

耐药
4X

和
17

均耐药
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表示阳性(
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讨
!!

论

';$

!

鲍曼不动杆菌
A

种耐药基因临床意义

';$;$

!

碳青霉烯
P

类酶耐药基因
!

,

+

内酰胺酶
P

类酶对碳青

霉烯类抗生素耐药作用明显#其对鲍曼不动杆菌的治疗方案有

很大影响(在本试验中选择的
3H=6b4+.-

和
3H=6b4+,/

两种

P

类耐药基因#其中
3H=6b4+.-

检出率为
-##;#_

#与
c)D9*E

等)

/

*的研究一致(

3H=6b4+,/

在世界多地的耐药基因检测中

均为主要耐药基因#许多亚洲的国家已有相似的报道)

"

*

&而且#

中国很多地区在对鲍曼不动杆菌耐药基因分布的研究中#报道

3H=6b4+,/

是最流行的碳青霉烯
P

类酶)

/

#

.+A

*

(在本文中#

3H=6b4+,/

检出率为
.,;"_

#与
8(7

的
.%;._

和
7Y7

的

.$;%_

相近$表
,

%#且
3H=6b4+,/

阳性菌株中
8(7

'

7Y7

耐

药率都达
$B;B_

#可推测
3H=6b4+,/

是
8(7

和
7Y7

耐药的

主要相关基因#即如果
3H=6b4+,/

的基因检测为阳性#则在临

床用药时则更倾向于选择敏感性更好的治疗方案#如!替加环

素或抗生素联合治疗(而在
"B

株对
8(7

和
7Y7

均耐药的

菌株中#耐药基因
3H=6b4+,/

阴性为
.

株#推测此
.

株菌株可

能含其他碳青霉烯类耐药基因#或含有外排系统#或缺失相应

的外膜通道蛋白而引起的
87(

和
7Y7

耐药(

';$;/

!

氨基糖苷类耐药基因
!

氨基糖苷类抗生素主要用于需

氧革兰阴性杆菌所致的感染性疾病'败血症及其他类型的化脓

性感染#对革兰阴性菌有很好的杀菌作用#是革兰阴性菌感染

的常用药)

B

*

(其耐药主要为产生糖苷修饰酶#尤其是两种耐药

基因同时存在时#耐药性更明显&与之相比#由
-A*9&X4

甲基

化酶引起的耐药程度较低)

%

*

(因此#本试验选择了两种氨基糖

苷类抗生素耐药基因#它们分别为属于氨基糖苷类乙酰基转移

酶$

44!*

%的
==5

$

Ad

%

+8

和属于氨基糖苷类核苷转移酶$

4XC*

%

的
=?G

$

/v

%

+8

基因(在本实验中
17

的耐药率为
%,;$_

#高于

4X

耐药率$

AB;#_

%#

=?G

$

/v
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+8

$阳性率
A.;$_

%的检出率与

4X

耐药率$

AB;#_

%相近#且
==5

$
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%

+8

和
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$

/v
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+8

双阳性的

菌株中
4X

与
17

均耐药率达
$/;._

&只
=?G

$

/v

%

+8

阳性时#

4X

与
17

都耐药率达
$#;B_

(可推测#当
=?G

$

/v

%

+8

和$或%

==5

$

Ad

%

+8

阳性时#为了临床可以有效地治疗#可以排除性使用

4X

'

17

等氨基糖苷类抗生素(在
..

株对
4X

和
17

均耐药

的菌株中#

==5

$

Ad

%

+8

和
=?G

$

/v

%

+8

阴性菌株为
A

株#其中含其他

氨基糖苷类抗生素耐药基因#含有外排系统#缺失相应的外膜

通道蛋白均可引起
4X

和
17

的耐药(

"

株含耐药基因#对

4X

敏感#对
17

耐药#其原因可能为
4X

对许多肠道革兰阴

性杆菌所产生的氨基糖苷类钝化酶稳定#不会为此类酶钝化而

失去抗菌活性&

-

株含耐药基因#对
4X

和
17

均敏感#猜测为

耐药基因未有效表达#不能使抗生素失活(

';$;'

!

整合子与外膜孔蛋白
!

整合子对鲍曼不动杆菌变为多

重耐药细菌有很大的促成作用)

$

*

#

'

类碳青霉烯酶类耐药基因

也可有整合子携带)

-#

*

(在本文中
E?G8-

阳性率为
B/;,_

#仅仅

低于
6b4.-

$

-##;#_

%#可以推测#

E?G8-

可能参与耐药基因的

播散#为鲍曼不动杆菌变为多重耐药或泛耐药提供基因条件#

可辅助判断耐药基因的流行情况#预测耐药基因的播散情况#

进而控制院内感染(外膜孔蛋白是存在于革兰阴性菌外膜脂

质双层结构上通道的跨膜蛋白#是一种外膜蛋白(
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蛋白

是
5=93=

M

@?@K+=**D5E=G@L9@*E*G=?5@6K

M

的简称#是与碳青霉

烯类抗生素耐药相关的外膜孔蛋白(

!=96

的丢失与变异与鲍

曼不动杆菌的多重耐药有密切联系#尤其与
8(7

与
7Y7

的

耐药性有关)
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*

(

';/

!

多重
(!&

评价
!

本实验中多重
(!&

用于检测鲍曼不动

杆菌的
3H=6b4+,/

#
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3H=6b4+.-

#
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和
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耐药基因(多重
(!&

试剂中的
PX4

聚合酶#为热启动

PX4

聚合酶#在
$"e

环境中持续
"KE?

时才可以被激活#恢

复聚合酶的活性#开启聚合酶链式反应(多重
(!&

引物复合

物的设计应遵循以下原则!引物应具有特异性#与核酸序列数

据库的其他序列无明显同源性#碱基要随机分布&引物自身不

应存在互补结构#不能有连续
"

个碱基的互补#减少发夹结构

的形成&引物间亦不应有互补性#尤其要避免
/d

端的互补重叠#

最后
.

个碱基内不能有多于
,

个的
1

或
!

&各个引物间
CK

值

越相近越好(此外#为了减少引物的错配和引物二聚体形成#

在操作多重
(!&

试验过程中应注意!$

-

%引物复合物配置时间

不宜过久#应现配现用&$

,

%多重
(!&

反应体系的配制应在冰
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上进行#且最后加
C=

Z

酶&$

/

%

(!&

结束后#产物不能在室温条

件下放置时间过长&$

"

%也可通过适当增加
(!&

循环次数减少

引物错配(因此#可保证多重
(!&

的稳定性#减少非特异性配

对#减少二聚体发生(引物在本试验中#多重
(!&

可以扩增出

与传统单重
(!&

一致的特异条带$图
-

%&

"B

株鲍曼不动杆菌

通过用多重
(!&

检测#亦与传统单独的
(!&

扩增产物结果一

致$图
,

%(

此外#多重
(!&

除了上述的稳定性和灵敏性外#还具有一

定的灵活性(其表现在随着研究的推进#此方法可以根据引物

的退火温度'目的基因的长度及目的基因的临床意义#向引物

复合物内加入检出率更高'与药敏关联更清晰的目的基因引

物#也可以去除鲍曼不动杆菌中检出率低或临床意义不明确的

耐药基因(

综上 所 述#可 同 时 检 测
3H=6b4+,/

#

!=96

#

==5

$

Ad

%

+8

#

3H=6b4+.-

#

=?G

$

/v

%

+8

和
E?G8-

的多重
(!&

不仅灵敏度高'稳

定性强还有较好的灵活性(此外#

A

种耐药基因与细菌耐药有

清晰的对应关系#可及早'高效地据此指导临床用药#控制医院

内感染(
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职业性慢性苯中毒患者血小板线粒体基因组
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序列基因多态性研究"
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探索轻度苯中毒者血小板线粒体基因
$

个碱基"
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#序列基因多态性变化规律%方法
!

选取
,B

例轻度苯中

毒者作为病例组!

"#

例健康检验者作为对照组%抽取其肘部静脉血!乙二胺四乙酸抗凝!分离纯化血小板然后进行血小板计数并

提取脱氧核糖核酸!聚合酶链式反应扩增线粒体基因!测序并分析其基因
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基因多态性频率%结果
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轻度苯中毒者血小板线粒

体基因
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的删除基因型频率"
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说明线粒体基因组
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序列删除基因型可能是苯中毒的风险基因之一!携带删除基因型的个体苯中毒发

生风险增高%
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近年来#苯及苯系物中毒病例报道逐年上升#苯中毒后致

白血病死亡病例也逐年上升#危害非常严重(苯主要致病机制

存在争论#之前大量的研究发现苯中毒主要是中间活性代谢产
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