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细菌分泌系统的发现是近年细菌致病机制研究

的重要进展%目前已知的至少有
'

型*

'"-

型%由

一些具有特殊功能的蛋白质&多肽组成'其中
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型

分泌系统#
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<<CC

$广泛

存在于致病菌中'通过
<<CC

%可将细菌毒力蛋白

直接注入宿主细胞%改变宿主细胞的功能%如改变肌

动骨架蛋白动力学&细胞核应答和细胞内物质的运

转等!

&

"

'铜绿假单胞菌#

2'!+*&,&0#'#!(+
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$

为临床常见的条件致病菌'长期应用免疫抑制剂&

放射治疗和化学治疗&大面积烧伤等患者免疫力低

下%易遭受该菌的侵袭'慢性感染患者较多%重症感

染患者病死率相对较高%已成为临床治疗的一大难

题'铜绿假单胞菌
<<CC

主要分泌
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种毒素*
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'研究发现!
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!T2C

和
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2<

高度同源%编码基因有
,"H

相同%它们有双重酶

的活性%分别是氨基端
E.2

因子
"5<P

酶活化蛋白

和羧基端
F3P

核糖化酶的活性'

!T27

是一种磷

脂酶%是
(

种毒素中最具破坏性的'一般情况%每株
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铜绿假单胞菌只携带
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中的一种'

!T2V

是一种腺苷酸环化酶%在肺炎动物模型中只有轻微

的致病作用'本研究选取在铜绿假单胞菌中具有互

斥性和致病机制中更为重要的
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基因为

研究对象%调查铜绿假单胞菌临床株中携带此
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种

基因的情况%并通过
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纸片扩散法检测
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种不同

类型细菌的耐药情况'
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对象与方法
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研究对象
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某医院细菌室分离
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株铜绿假单胞菌#
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株分离

自痰%

%

株分离自尿%
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株分离自伤口分泌物%
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株分

离自血标本$'参考菌株铜绿假单胞菌
F<>>

!+,%)

为携带
!I&K

基因而不携带
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基因的对照

菌株!
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%为感染性疾病研究所实验室保存'
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34F

提取
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参照文献!
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"提取细菌总
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%吸取上清液保存%作为聚合酶链反应#
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分别扩增铜绿假单胞菌毒力基因
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的片段%引物设计参照文献!
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"%扩增片

段长度分别为
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和
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%引物的特征见表
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'引物由上海生工生物工程公司合成%
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聚合

酶系统购于
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公司'
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引物设计策略*因

为
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和
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高度同源%编码基因有
,"H

相同%

因此为了提高产物的特异性%扩增片段为
!I&K

下

游片段及相邻
!I&K

外的片段!
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溴化乙

啶的
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琼脂糖凝胶中电泳
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%使用
RGM"EF3

凝胶成像系统观察结果%分析
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产物'
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34F

序列分析
!
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扩增产物送上海生工

生物工程公司进行正负双向
34F

序列分析'
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药敏试验
!

采用
N"R

纸片扩散法测定抗菌药

物的 敏 感 性'头 孢 他 啶 #

>FY

$&左 氧 氟 沙 星

#

LJX

$&环丙沙星#
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$&阿米卡星#
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$&哌拉西
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$&美罗培南#
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$购自中国药品生物制品

检定所%头孢曲松#

>EM

$&头孢吡肟#

Q!P

$&头孢哌

酮-舒巴坦#

>QC

$分别购自罗氏公司&施贵宝公司&

辉瑞制药有限公司'质控和判断标准依据美国临床

实验室标准化研究所#
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$
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年颁布的准则'

&0'

!

统计方法
!

以
CPCC&)0"

统计软件进行数据

处理%计数资料采用
+

! 检验%

2

#
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为差异有统

计学意义'
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结果
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P>E

扩增及
34F

序列分析
!

以
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&

P!

为引

物
P>E

扩增对照株
F<>>!+,%)

和
()

株临床株

!I&K

片段%对照株及
P$)

&

P$#

等
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株铜绿假单胞

菌临床株扩增产物为
%+)O

:

的片段%其余
P$&"
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P$&'

和
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等
'

株临床株阴性%电泳结果见图
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铜绿假单胞菌临床株
!I&KP>E

扩增电泳图
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以
P)

&
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为引物
P>E

扩增临床株
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片段%
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株铜绿假单胞菌中的
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和
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等
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株

菌可见
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片段%而对照株
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及其余
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株
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阳性株均未得到
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片段%结果见图
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'临床株
P$&'

的
P>E

扩增产物经
34F

序列分

析%测序结果与
*

()(O$),

中
!7!)#!%'

比对%序列

&""H

一致%证实为
!I&@

片段%后续实验中以
P$&'

作为携带
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基因的阳性对照菌株'
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扩增电泳图
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不同标本携带毒素基因
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情况
!
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份痰标本中%

!I&K

阳性
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份#

#"0)!H

$%

!I&@

阳性

)

份#

#0',H

$,而
%

份尿标本&

(

份分泌物标本和
)

份血标本中分别有
&

份
!I&@

阳性%其余为
!I&K

阳性'

!0)

!

细菌药敏结果
!

依照携带毒素基因的情况%将

铜绿假单胞菌临床株分为
!I&K

组#

)+

株$和
!I&@

组#

'

株$%两组铜绿假单胞菌的耐药率见表
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'两组

比较%
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组对
#

种抗菌药物的耐药率普遍高于

!I&K

组%对头孢菌素类&喹诺酮类&氨基糖苷类等抗

菌药物均表现出较高的耐药性%其中
>FY

&

>GP

&

LJX

的耐药率差异有统计学意义'
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讨论

铜绿假单胞菌是目前医院感染中最主要的病原

菌之一'抗菌药物的广泛使用及滥用使得细菌的耐

药日益严重%并且临床治疗过程中%重症感染患者单

用敏感抗菌药物往往不能改善病情进展'随着人们

对细菌致病机制的研究%毒力因子将成为抗感染治

疗的新靶位!

+

"

'我们通过毒素基因
P>E

检测&序列

分析&细菌药敏试验等方法%对
()

株铜绿假单胞菌

临床株进行了分析'

铜绿假单胞菌
<<CC

主要分泌
(

种毒素%即

!T2C

&

!T2<

&

!T2V

&

!T27

'研究表明!

&

"

%

!T2C

促

进了细菌的侵袭和内化%减弱了细菌在肺中的清除%

使得细菌更容易播散至周围的器官%与肺囊性纤维

化慢性感染有关,

!T27

具有磷脂酶
F

!

的活性%可

以导致不可逆的细胞膜损伤以及快速的坏死%其在

急性肺炎小鼠模型中是主要的毒力因子'在机械通

气相关肺炎患者中%被携带
!I&@

铜绿假单胞菌感

染的患者重症肺炎比例明显高于携带
!I&K

细菌感

染者!

'

"

'

!T2V

是一种腺苷酸环化酶%尽管
,#H

铜

绿假单胞菌拥有
!I&=

%但人们对这一效应蛋白的作

用所知甚少'几乎所有菌株编码和分泌
!T2<

%其

在铜绿假单胞菌致病作用中可能具有更加保守的作

用'

本研究分析了天津市某医院感染科
()

例铜绿

假单胞菌感染患者分离的临床株中
<<CC

主要毒

力因 子
!I&K

&

!I&@

的 基 因 携 带 情 况%发 现 有

,'0"%H

#

)+

-

()

$的铜绿假单胞菌携带
!I&K

基因%

&)0#%H

#

'

-

()

$携带
!I&@

基因%没有一株菌同时携

带
!

种基因%与相关报道结果!

!

"相近'不同的标本

来源%两种基因所占比例也不相同'痰标本中铜绿

假单胞菌
!I&@

的携带率相对较低%这可能是由于

携带
!I&@

基因的细菌毒力较强%更容易被免疫系

统识别%诱导机体产生清除反应'铜绿假单胞菌为

常见的条件致病菌%临床多见于肺囊性纤维化患者%

病情多呈慢性化%造成了痰标本中携带
!I&@

基因

的细菌比率相对较低'

铜绿假单胞菌常为天然耐药菌株%对大多数抗

菌药物耐药%耐药机制复杂%通常是几种机制协同作

用的结果%主要与外膜通透性降低%外排泵表达及细

菌产生活性酶有关'本研究中携带
!I&@

的铜绿假

单胞菌均为多重耐药株%与
!I&K

组对比%呈现出更

高的耐药性'

D2)

*

"R(+%)

*

(+

等!

,

"也曾报道过携带

!I&@

的菌株较携带
!I&K

的菌株对氟喹诺酮类药物

耐药率更高%可能由于
34F

解旋酶
*A

+F

的突变和

编码外排泵的基因突变导致细胞膜上的外排泵过量

表达#

;.((BB&/T

:

/#

:

2@(+"(T

:

+(99('

%

!PM

$'因

/

%#
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此%应高度重视携带
!I&@

毒素的铜绿假单胞菌%其

较强的致病性和耐药性导致患者治疗时间更长%预

后往往不良'在临床治疗过程中应及时根据药敏结

果选取敏感有效的抗菌药物%并注意抗菌药物的合

理联合应用,此外%更应加强感染控制措施%实施必

要的隔离和标准预防%避免医院感染的发生'
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为什么新版(热病)取消表
&%Q

!!

通过比较
!""#

.

!"&"

年中文版(

C$)B2+'5/%'(<2F);%#%1+2O%$&<.(+$

:A

)#(热病)$%笔者发现相对

!""+

.

!"",

年版本取消了表
&%Q

器官移植术后并发感染的初步鉴别诊断'就此问题%笔者咨询了(热病)英

文版出版人
I(O>0C$)B2+'

%他的回答如下*

!""+

年后%编委会考虑到
&%Q

提供的移植后感染的初步鉴定过

于空泛%故提出删除表
&%Q

%但是临床医生仍然可以沿用
!""+

年版中的
&%Q

%如果觉得有必要%编委会将考

虑在
!"&&

年版中编写新的关于移植相关感染鉴别方法'

$中南大学湘雅医院
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黄
!

勋%

附
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