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i(9*+

阳性的菌株中有

))

株对亚胺培南敏感#

))

株对亚胺培南敏感的菌株

中有
$

株也未检测到
2U(KE)

#见表
*

(部分多重
6!5

电泳结果#见图
)

(

表
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0-

株
(KKFEY

i(

酶基因及
2U(KE)

的检出率

测序基因 阳性$

)

& 阴性$

)

& 阳性率$

[

&

KFEY

i(9*+

.+ ). 8),))

KFEY

i(9*$

- 0- -,--

KFEY

i(9/)

0- - )--,--

KFEY

i(9/8

- 0- -,--

2U(KE) 8# $ 0/,/#
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转化实验结果
!

挑选
KFEY

i(9*+

和
2U(%E)

阳性

菌株进行全序列
6!5

扩增#扩增后的
KFEY

i(9*+

#

2U(9

%E)

#

2U(%E)9KFEY

i(9*+

全序列转化
"O/

-

#重组质粒

6!5

鉴 定 结 果 显 示
KFEY

i(9*+

#

2U(%E)

#

2U(%E)9

KFEY

i(9*+

和
64&9*8K

$

`

&载体均连接成功#

6!5

电泳

结果#见图
*

(提取经双酶切鉴定正确的阳性克隆菌

株
)IF

交送南京金斯瑞有限公司采用双向测序#测序

引物为
H

4&9*8K

$

`

&通用引物(用
%A:4>A<

软件与

@̂D%EDZ

中已报道的基因序列进行比对#都与注册号

为
d̂8#)$+0,)

的
(K

菌株
)--[

一致(

!!

注!

Q

为标记物%

)

!

*

#
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8

#
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泳道为含有
KFEY

i(9*+

#

KFEY

i(9/)

和
2U(KE)

的菌株检测结果%

+

泳道为含有
KFEY

i(9/)

和
2U(KE)

的菌株检测结果%

0

泳道为仅含有
KFEY

i(9/)

的菌株检测结果

图
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!!

多重
6!5

检测
$

种
Yi(

酶基因及插入

序列
)

的扩增产物条带

!!

注!

Q

为标记物%

)

泳道为空载
H

4&9*8K

$

`

&质粒%

*

泳道为含有

KFEY

i(9*+

的重组质粒的检测结果%

+

泳道为含有
2U(KE)

的重组质粒检

测结果%

$

泳道为含有
2U(%E)9KFEY

i(9*+

的重组质粒检测结果

图
*
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重组质粒双酶切鉴定
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转化菌株药敏实验
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转化阳性菌株
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9KFEY
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92U(KE)
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2U(KE)9KFEY
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现如今医疗水平不断在迅猛发展#但是全球范围

内都有着同样一个趋势#即
(K

的临床感染和耐药现

状日益严重#尤其是对耐碳青霉烯类的
(K

治疗方法

十分有限#应当引起医务人员的高度重视)

#
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(因此研
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究
(K

流行菌株的耐药基因特征对于指导合适的抗菌

药物针对性的治疗就显得极其重要)

.

*

(

众所周知#

"

类
KFEY

i(

是
(K

最常见的碳青霉烯

酶(除 了 固 有 的
KFEY

i(9/)

酶#还 包 括
KFEY

i(9*+

#

KFEY

i(9*$

#

KFEY

i(9/8

类型的碳青霉烯水解酶)

8

*

(

本实验通过检测
0-

株
(K

的
Yi(

酶基因和

2U(KE)

#其中耐碳青霉烯类药物的菌株有
#)

株#发现

所有的菌株均携带
KFEY

i(9/)

#

KFEY

i(9*+

阳性菌株
.+

株#

2U(KE)

阳性菌株
8#

株#

KFEY

i(9*+

和
2U(KE)

均为

阳性的菌株
.+

株#未检测到
KFEY

i(9*$

#

KFEY

i(9/8

阳性

菌株#

).

株未检测到
KFEY

i(9*+

阳性的菌株中有
))

株

对亚胺培南敏感#

))

株对亚胺培南敏感的菌株中有
$

株也未检测到
2U(KE)

#说明本地区的
Yi(

酶基因型

主要以
KFEY

i(9*+

和
KFEY

i(9/)

为主#

(K

对碳青霉烯类

抗菌药物存在较高的耐药性与
KFEY

i(9*+

基因的表达

存在关系#插入
2U(KE)

也在耐碳青霉烯的
(K

中发

挥着一定的作用(

#)

株耐碳青霉烯的
(K

中有
//

株

KFEY

i(9*+

阳性$占
0-,)#[

&#与
Pb

等)

0

*的研究结果

相符#即在中国
KFEY

i(9*+

是
(K

中最常见的碳青霉烯

酶基 因#并 且
0-[

的 亚 胺 培 南 耐 药 菌 株 存 在

KFEY

i(9*+

(

(K

的耐药机制非常复杂#其耐药的生化机制主

要涉及产氨基糖甙类药物修饰酶+

(I

H

!

酶+碳青霉

烯酶+青霉素结合蛋白的改变和主动外排泵出机制+

代谢方式的改变+外膜蛋白的丢失或膜孔蛋白的缺损

等)

)-

*

(为了更好地了解
KFEY

i(9*+

#与
2U(KE)

以及

2U(KE)9KFEY

i(9*+

对碳青霉烯类抗菌药物产生的影响#

为了防止其他条件对其造成影响#本实验选取了

KFEY

i(9*+

基因和
2U(KE)

阳性菌株设计了全序列耐药

基因
6!5

扩增(分别将
KFEY

i(9*+

基因#

2U(KE)

和带

有插入序列
2U(KE)

的
KFEY

i(9*+

全序列片段转化到大

肠埃希菌
"O/

-

中#测序#其中
2U(KE)

位于
KFEY

i(9*+

基因上游
++K

H

处(通过
QO

肉汤稀释法测得转化

阳性菌株
H
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$
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9KFEY

i(9*+

+

H

4&*8K

$

`

&

92U(9

KE)

+

H

4&*8K

$

`

&

92U(KE)9KFEY

i(9*+

和空载的
H

4&*8K

$

`

&对亚胺培南
Q2!

值分别为
$,--

+

),--

+

#$,--

+和

-,)*

'

3

"

I'

(对美罗培南
Q2!

值分别为
$,--

+

-,/-

+

)#,--

和
-,-+

'

3

"

I'

(检测结论说明#单独的

KFEY

i(9*+

和
2U(KE)

能够对对碳青霉烯类抗菌药物的

耐药性产生影响#不过
2U(KE)

对
KFEY

i(9*+

基因的高

表达#导致
(K

对碳青霉烯类抗菌药物呈现高度耐药(

研究结果和
V2(W(

等)

))

*的文章报道是一致的(

综上所述#应用分子生物学技术快速检测
(K9

KFEY

i(9*+

基因和
2U(KE)

#可以及时筛选
KFEY

i(9*+

基因

和
2U(KE)

阳性的
(K

#从而避免使用碳青霉烯类药

物#为临床科学用药#有效减少高耐药+多重耐药细菌

的产生提高理论依据(
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