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２株产气肠杆菌临床株对厄他培南耐药机制的研究
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［摘　要］　目的　研究２株产气肠杆菌临床株Ｅａ２９３和Ｅａ２８８０对厄他培南耐药的机制。方法　采用微量肉汤稀

释法测定最低抑菌浓度（ＭＩＣ），应用ＫＢ法检测菌株对美罗培南、亚胺培南及厄他培南的耐药性，改良Ｈｏｄｇｅ试验

检测碳青霉烯酶；聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增碳青霉烯酶基因（犓犘犆，犐犕犘１、２组，犞犐犕）和广谱及超广谱β内酰胺酶

基因（犜犈犕，犛犎犞，犆犜犡犕１、２、９组ＥＳＢＬｓ），并进行序列分析；十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ

ＰＡＧＥ）进行细菌外膜蛋白分析，并对外膜蛋白基因犗犿狆犈３６进行ＰＣＲ扩增及序列分析。结果　药物敏感试验显

示，产气肠杆菌Ｅａ２９３和Ｅａ２８８０均对厄他培南耐药。ＰＣＲ扩增４种碳青霉烯酶基因和５种广谱及超广谱β内酰

胺酶基因，仅Ｅａ２８８０的犛犎犞和犆犜犡犕９组ＥＳＢＬｓ基因阳性，犛犎犞基因的ＰＣＲ产物测序为犛犎犞１１型广谱酶。

细菌外膜蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ结果显示，与碳青霉烯类抗生素敏感的产气肠杆菌Ｅａ１８８５相比，Ｅａ２９３和Ｅａ２８８０均缺

失４２ｋＤ左右的条带，即犗犿狆犈３６。ＰＣＲ扩增外膜蛋白基因犗犿狆犈３６，Ｅａ２８８０可见预期片段，ＤＮＡ序列分析显示

其与ＧｅｎＢａｎｋ公布的产气肠杆菌标准株ＡＴＣＣ１３０４８的相似性为８７％，氨基酸序列的相似性亦为８７％；而Ｅａ２９３

未扩增出预期片段。结论　产气肠杆菌临床株Ｅａ２９３与Ｅａ２８８０对厄他培南耐药的主要原因可能是外膜蛋白基因

犗犿狆犈３６缺失，同时Ｅａ２８８０可能还有犆犜犡犕９组ＥＳＢＬｓ参与。
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　　产气肠杆菌引起的医院感染在不断增加，随着

抗菌药物的广泛应用，多重耐药菌株陆续出现。碳

青霉烯类抗生素是治疗此类多重耐药细菌的一线药

物。由于该类抗生素应用的增多，多重耐药菌株的

分离率增加，这对临床选择抗生素带来严重压力。

目前肠杆菌科细菌对碳青霉烯类抗生素耐药机制主

要归结于产生碳青霉烯酶，包括新型的碳青霉烯

酶———ＫＰＣ酶、ＩＭＩ酶、金属酶（ＩＭＰ酶、ＶＩＭ 酶

等）等［１－２］，以及细菌的外膜机制［１，３］。后者指与药

物转运有关的外膜孔道蛋白的缺失或数量的减少，

此外伴或不伴高水平β内酰胺酶（ＡｍｐＣ酶、ＥＳＢＬｓ

等）的产生也起一定作用。本研究主要探讨２株对

厄他培南耐药的临床产气肠杆菌对厄他培南耐药的

机制。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　实验株：产气肠杆菌Ｅａ２９３和

Ｅａ２８８０，均分离自患者痰液；对照株：产气肠杆菌

Ｅａ１８８５，为分离自临床的厄他培南敏感株；大肠埃

希菌ＡＴＣＣ２５９２２为本院细菌室保存菌种；大肠埃

希菌ＥｃＫＰＣ对厄他培南耐药，产ＫＰＣ酶阳性，由

浙江大学医学院附属第一医院俞云松教授赠送。

１．２　试剂与材料　ＬＢ培养基由胰蛋白胨、酵母浸

粉（购于中国药品生物制品检定所）、氯化钠（购于天

津市华东试剂厂）按说明书配制；ＭＨ培养基由Ｍ

Ｈ琼脂培养基（购于中国药品生物制品检定所）按

说明书配制。左氧氟沙星（ＬＶＸ）、环丙沙星（ＣＩＰ）、

头孢吡肟（ＦＥＰ）、头孢他啶（ＣＡＺ）、氧氟沙星

（ＯＦＸ）、阿米卡星（ＡＭＫ）、哌拉西林（ＰＦＰ）、头孢噻

肟（ＣＴＸ）、头孢哌酮（ＣＦＰ）、头孢曲松（ＣＲＯ）、头孢

哌酮／舒巴坦（ＳＣＦ）、庆大霉素（ＧＥＮ）等１２种抗菌

药物，为中国药品生物制品检定所标准品。美罗培

南、亚胺培南及厄他培南纸片由默沙东制药有限公

司赠送。聚合酶链反应（ＰＣＲ）引物由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司合成，Ｐｒｅｍｉｘ（ＰｅｒｆｅｃｔＳｈｏｔＴＭ Ｔａｑ）购于ＴａＫａＲａ

公司，ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ购于上海生工生物工

程有限公司，十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电

泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）相关试剂购于碧云天生物技术研究

所。

１．３　药物敏感试验　采用微量肉汤稀释法测定菌

株对１２种抗菌药物的最低抑菌浓度（ＭＩＣ）；应用

ＫＢ法检测细菌对美罗培南、亚胺培南及厄他培南

的敏感性，具体方法及判定标准参照美国临床实验

室标准化研究所（ＣＬＳＩ）２００９年标准。

１．４　改良Ｈｏｄｇｅ试验
［１］
　参照ＣＬＳＩ（２００９年）推

荐的方法。

１．５　细菌总ＤＮＡ的提取　以煮沸法制备细菌总

ＤＮＡ。

１．６　ＰＣＲ扩增β内酰胺酶基因　根据ＧｅｎＢａｎｋ公

布的序列自行设计引物，扩增４种碳青霉烯酶基因

（犓犘犆，犐犕犘１、２组，犞犐犕）和５种广谱及超广谱β内

酰胺酶基因（犜犈犕，犛犎犞，犆犜犡犕１、２、９组ＥＳＢＬｓ）

片段；引物序列由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成，详见表１。

１．７　外膜蛋白提取和１０％ＳＤＳＰＡＧＥ分析　采用

超声破碎法提取产气肠杆菌临床株Ｅａ２９３、Ｅａ２８８０

以及对照株Ｅａ１８８５的外膜蛋白
［４－５］，外膜蛋白沉淀

与上样缓冲液混合、煮沸，取混合液于垂直电泳仪上

进行ＳＤＳＰＡＧＥ分析，所用凝胶为１０％分离胶和

５％浓缩胶。１２０Ｖ恒压电泳１２０ｍｉｎ，电泳结束后

用考马斯亮蓝快速染色液染色２ｈ，置于蒸馏水中

脱色过夜。

１．８　犗犿狆犈３６基因ＰＣＲ扩增及ＤＮＡ序列分析　

根据 ＧｅｎＢａｎｋ公布的产气肠杆菌外膜蛋白

ＯｍｐＥ３６的 编 码 基 因 序 列，自 行 设 计 引 物：

ＯｍｐＥ３６ Ｆ （－３９～－１９）５′ＡＡＣＧＴＡＡＴＡ

ＡＡＧＧＣＡＴＡＴＡＡＣ３′和Ｒ（＋８９９～＋９１４）５′

ＡＣＧＧＡＣＧＧＡＣＧＣＡＣＡＣ３′，预计产物长度约

９５３ｂｐ。ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳，ＥＢ染

色，紫外灯下观察结果。将ＰＣＲ产物送Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ公司进行序列分析。

２　结果

２．１　药物敏感试验　ＫＢ法检测显示，产气肠杆菌

临床株Ｅａ２９３和Ｅａ２８８０均对厄他培南耐药，抑菌
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圈直径分别为１４ｍｍ和１５ｍｍ；均对美罗培南和亚

胺培南敏感；对１２种抗菌药物的ＭＩＣ值见表２，显

示Ｅａ２８８０除对ＡＭＫ敏感，对ＯＦＸ及ＬＶＸ中介

以外，对其余９种抗菌药物表现为耐药，为多重耐药

菌株。Ｅａ２９３对 ＬＶＸ、ＣＩＰ、ＯＦＸ、ＧＥＮ 敏感，对

ＦＥＰ、ＣＡＺ、ＰＦＰ、ＣＦＰ耐药，对ＡＭＫ、ＣＴＸ、ＣＲＯ、

ＳＣＦ中介。对照株Ｅａ１８８５对１２种抗菌药物、美罗

培南、亚胺培南以及厄他培南均敏感。

表１　ＰＣＲ引物序列、所在位置及预计产物长度

犜犪犫犾犲１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ，ｌｏｃａｔｉｏｎａｎｄｌｅｎｇｔｈｏｆｐｒｏｄｕｃｔｉｎＰＣＲ

目标基因 扩增序列（５′—３′） 基因位置 基因长度（ｂｐ）

犓犘犆 ＦＣＧＧＣＴＴＧＣＴＧＧＡＣＡＣＡＣ ＋２６１～＋２７７ ６１２

ＲＴＴＧＡＣＧＣＣＣＡＡＴＣＣＣＴＣＧ ＋８５５～＋８７２

犐犕犘１组 ＦＡＣＧＧＧＣＧＧＡＡＴＡＧＡＧＴＧＧ ＋３０１～＋３１８ ３９７

ＲＴＡＡＣＣＧＣＣＴＧＣＴＣＴＡＡＴＧＴ ＋６７９～＋６９７

犐犕犘２组 ＦＧＴＴＴＴＡＴＧＴＧＴＡＴＧＣＴＴＣＣ ＋１６～＋３４ ７２４

ＲＡＧＴＴＡＣＴＴＧＧＣＴＧＴＧＡＴＧＧＴ ＋７２０～＋７３９

犞犐犕 ＦＧＧＴＧＡＧＴＡＴＣＣＧＡＣＡＧＴ ＋９１～＋１０７ ６０８

ＲＧＣＴＴＣＣＧＧＧＴＡＧＴＧ ＋６８５～＋６９８

犜犈犕 ＦＴＴＴＣＣＧＴＧＴＣＧＣＣＣＴＴＡＴ ＋１５～＋３２ ６３０

ＲＧＣＡＡＣＴＴＴＡＴＣＣＧＣＣＴＣＣ ＋６２７～＋６４４

犛犎犞 ＦＴＣＴＣＣＣＴＧＴＴＡＧＣＣＡＣＣＣＴＧ ＋２６～＋４５ ５９３

ＲＣＣＡＣＴＧＣＡＧＣＡＧＣＴＧＣＣＧＴＴ ＋５９９～＋６１８

犆犜犡犕１组 ＦＡＴＴＡＧＡＧＣＧＧＣＡＧＴＣＧＧ ＋１１７～＋１３３ ５８７

ＲＣＣＡＣＡＡＣＣＣＡＧＧＡＡＧＣＡＧ ＋６８６～＋７０３

犆犜犡犕２组 ＦＡＣＧＣＴＡＣＣＣＣＴＧＣＴＡＴＴ ＋４６～＋６２ ５８１

ＲＴＧＴＧＣＣＣＧＣＴＧＡＧＴＴＴＣ ＋６１０～＋６２６

犆犜犡犕９组 ＦＡＴＧＧＴＧＡＣＡＡＡＧＡＧＡＧＴＧＣＡ ＋１～＋２０ ８７０

ＲＣＣＣＴＴＣＧＧＣＧＡＴＧＡＴＴＣＴＣ ＋８５２～＋８７０

表２　１２种抗菌药物对产气肠杆菌临床株的ＭＩＣ（μｇ／ｍＬ）

犜犪犫犾犲２　Ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ１２ｋｉｎｄｓｏｆａｎ

ｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓｔｏｃｌｉｎｉｃａｌｓｔｒａｉｎｓｏｆ犈狀狋犲狉狅犫犪犮狋犲狉

犪犲狉狅犵犲狀犲狊（μｇ／ｍＬ）

抗菌药物
ＭＩＣ

Ｅａ２９３ Ｅａ２８８０ Ｅａ１８８５

ＬＶＸ １ 　４ ≤０．０６

ＣＩＰ １ ＞８ ≤０．０６

ＦＥＰ ６４ ＞６４ ≤０．５

ＣＡＺ ６４ 　６４ ≤０．５

ＯＦＸ ２ 　４ ≤０．０６

ＡＭＫ ３２ 　８ ≤０．５

ＰＦＰ ２５６ ＞２５６ １６

ＣＴＸ ３２ ＞６４ ≤０．５

ＣＦＰ ６４ ＞６４ ≤０．５

ＣＲＯ ３２ ＞６４ ≤０．５

ＳＣＦ ３２ ＞６４ ≤１

ＧＥＮ ４ ＞６４ ≤１

２．２　改良Ｈｏｄｇｅ试验　图１显示，对照株大肠埃

希菌ＥｃＫＰＣ改良Ｈｏｄｇｅ试验阳性，为产ＫＰＣ酶菌

株；产气肠杆菌临床株 Ｅａ２９３和 Ｅａ２８８０改良

Ｈｏｄｇｅ试验阴性，为可能不产碳青霉烯酶菌株。

２．３　ＰＣＲ扩增β内酰胺酶基因　对产气肠杆菌临

床株Ｅａ２８８０进行耐药基因扩增，包括４种碳青霉

烯酶（犓犘犆，犐犕犘１、２组，犞犐犕）和５种广谱及超广

谱β内酰胺酶基因（犜犈犕，犛犎犞，犆犜犡犕１、２、９组

ＥＳＢＬｓ），除犛犎犞和犆犜犡犕９组ＥＳＢＬｓ基因ＰＣＲ

扩增结果显示可见相应的扩增产物外，余均阴性。

犛犎犞基因的ＰＣＲ产物经ＤＮＡ测序为犛犎犞１１型广

谱酶。图２为产气肠杆菌Ｅａ２９３和Ｅａ２８８０犆犜犡犕９

组ＥＳＢＬｓ和犛犎犞基因的ＰＣＲ扩增结果。

　中央纸片为厄他培南纸片（１０μｇ）；Ａ：Ｅａ２８８０结果（１：ＥｃＫＰＣ；２：

Ｅａ１８８５；３：Ｅａ２８８０；４：ＡＴＣＣ２５９２２）；Ｂ：Ｅａ２９３结果（１：ＥｃＫＰＣ；２：

Ｅａ１８８５；３：Ｅａ２９３；４：ＡＴＣＣ２５９２２）

图１　产气肠杆菌临床株改良Ｈｏｄｇｅ试验

犉犻犵狌狉犲１　ＭｏｄｉｆｉｅｄＨｏｄｇｅｔｅｓｔｆｏｒｃｌｉｎｉｃａｌｓｔｒａｉｎｓｏｆ犈狀狋犲狉

狅犫犪犮狋犲狉犪犲狉狅犵犲狀犲狊
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　Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；Ａ：犆犜犡犕９组ＥＳＢＬｓ（１：阳性对照；２：

Ｅａ２９３；３：Ｅａ２８８０）；Ｂ：犛犎犞（１：阳性对照；２：Ｅａ２８８０；３：Ｅａ２９３）

图２　产气肠杆菌临床株β内酰胺酶基因的ＰＣＲ扩增结果

犉犻犵狌狉犲２　ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆβｌａｃｔａｍａｓｅｇｅｎｅｓｆｏｒｃｌｉｎｉｃａｌ

ｓｔｒａｉｎｓｏｆ犈狀狋犲狉狅犫犪犮狋犲狉犪犲狉狅犵犲狀犲狊

２．４　１０％ＳＤＳＰＡＧＥ　细菌外膜蛋白图谱见图３。

与产气肠杆菌敏感株Ｅａ１８８５比较，发现产气肠杆

菌临床株Ｅａ２９３和Ｅａ２８８０均缺失４２ｋＤ左右的条

带，即犗犿狆犈３６。
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　Ｍ：低分子蛋白质标准；１：对照株Ｅａ１８８５；２：Ｅａ２９３；３：Ｅａ２８８０

图３　产气肠杆菌临床株外膜蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ图谱

犉犻犵狌狉犲３　ＳＤＳＰＡＧＥｍａｐｏｆｏｕｔｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｌｉｎｉ

ｃａｌｓｔｒａｉｎｓｏｆ犈狀狋犲狉狅犫犪犮狋犲狉犪犲狉狅犵犲狀犲狊

２．５　犗犿狆犈３６基因ＰＣＲ扩增　对产气肠杆菌外膜

蛋白犗犿狆犈３６基因ＰＣＲ扩增显示，产气肠杆菌临

床株 Ｅａ２８８０扩增出约９５３ｂｐ的预期片段，而

Ｅａ２９３未扩增出预期片段，见图４。Ｅａ２８８０的

犗犿狆犈３６基因ＤＮＡ序列分析：所得序列提交Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ，登录号为ＧＵ９８０８３１，与ＧｅｎＢａｎｋ中公布的

产气肠杆菌标准株ＡＴＣＣ１３０４８犗犿狆犈３６基因序

列比对，同源性为８７％，表现为多处点突变以及若

干小片段的插入和缺失，主要为７１８—７３２ｂｐ及

７４０—７５６ｂｐ的缺失，见图５。
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　Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１：Ｅａ２９３；２：Ｅａ２８８０

图４　产气肠杆菌临床株外膜蛋白基因犗犿狆犈３６ＰＣＲ扩增

结果

犉犻犵狌狉犲４　ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｏｆｏｕｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎｇｅｎｅ

犗犿狆犈３６ｉｎｃｌｉｎｉｃａｌｓｔｒａｉｎｓｏｆ犈狀狋犲狉狅犫犪犮狋犲狉犪犲狉狅

犵犲狀犲狊

　　由ＤＮＡ序列推导的相应氨基酸序列的同源性

为８７％，主要表现在２２５—２３５位氨基酸的缺失，见

图６。应用ＰＲＥＤＴＭＢＢ软件对推导的氨基酸序

列进行跨膜片段的分析，实验株Ｅａ２８８０与标准株

ＡＴＣＣ１３０４８均有１２个跨膜片段，其中第７个跨膜

片段存在差别，见图７。

３　讨论

随着广谱抗菌药物的广泛应用，细菌的耐药性

已成为全球医学界关注的问题。在社区及医院感染

中，肠杆菌科细菌是重要的病原菌，临床上多重耐药

株的出现也使其耐药问题日益严峻。在所有β内酰

胺类抗生素中，碳青霉烯类抗生素具有最广泛的抗

菌活性，它对革兰阴性菌产生的ＥＳＢＬｓ、ＡｍｐＣ酶

都很稳定，是治疗革兰阴性杆菌感染的一线药物，但

随着应用的增加，对其耐药的报道也日渐增多。近

年来，临床上对碳青霉烯类抗生素耐药的细菌常见

为非发酵菌，如鲍曼不动杆菌、铜绿假单胞菌、嗜麦

芽窄食单胞菌、洋葱伯克霍尔德菌和脑膜炎败血黄

杆菌等，肠杆菌科细菌很少见，但有增加的趋势，需

引起我们的高度重视。目前常用的碳青霉烯类抗生

素有亚胺培南、美罗培南及厄他培南等，根据国外有
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关报道［６］，对肠杆菌科细菌而言，若厄他培南中介或 耐药应视为对亚胺培南和美罗培南同时耐药。

图５　产气肠杆菌临床株Ｅａ２８８０与标准株ＡＴＣＣ１３０４８外膜蛋白基因犗犿狆犈３６部分序列比对

犉犻犵狌狉犲５　ＰａｒｔｉａｌＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｏｕｔｅｒｍｅｎｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎｇｅｎｅ犗犿狆犈３６ｏｆＥａ２８８０ａｎｄＡＴＣＣ１３０４８

图６　产气肠杆菌临床株Ｅａ２８８０与标准株ＡＴＣＣ１３０４８外膜蛋白基因犗犿狆犈３６部分氨基酸序列比对

犉犻犵狌狉犲６　Ｐａｒｔｉａｌａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｏｕｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎｇｅｎｅ犗犿狆犈３６ｏｆＥａ２８８０ａｎｄＡＴＣＣ１３０４８

图７　产气肠杆菌临床株Ｅａ２８８０（Ａ）与标准株ＡＴＣＣ１３０４８

（Ｂ）外膜蛋白跨膜片段示意图

犉犻犵狌狉犲７　ＴｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｓｅｇｍｅｎｔｍａｐｏｆＥａ２８８０（Ａ）ａｎｄ

ＡＴＣＣ１３０４８（Ｂ）

近几年来，产气肠杆菌引起的医院感染不断增

加，在国外曾报道产气肠杆菌引起医院感染的暴发。

本研究从临床分离２株产气肠杆菌 Ｅａ２９３和

Ｅａ２８８０，药敏试验结果显示，产气肠杆菌Ｅａ２９３对

ＣＡＺ、ＦＥＰ、ＰＦＰ及ＣＦＰ耐药，对ＣＴＸ、ＣＲＯ、ＳＣＦ

及ＡＭＫ中介；Ｅａ２８８０对ＣＡＺ、ＦＥＰ、ＣＴＸ、ＣＲＯ、

ＣＦＰ、ＳＣＦ、ＰＦＰ、ＣＩＰ、ＧＥＮ以及厄他培南耐药，为

多重耐药菌株，尤其对β内酰胺类的ＣＡＺ、ＦＥＰ、

ＣＴＸ、ＣＲＯ、ＣＦＰ、ＳＣＦ、ＰＦＰ高度耐药。ＰＣＲ扩增５

种广谱及超广谱β内酰胺酶基因犜犈犕，犛犎犞，

犆犜犡犕１、２、９组ＥＳＢＬｓ，Ｅａ２９３均为阴性结果。

Ｅａ２８８０除犛犎犞和犆犜犡犕９组ＥＳＢＬｓ基因阳性

外，其余均为阴性结果；犛犎犞基因的ＰＣＲ产物经

ＤＮＡ测序为犛犎犞１１型广谱酶。同时这２株产气

肠杆菌对厄他培南也耐药，ＫＢ法抑菌圈直径分别

为１４ｍｍ和１５ｍｍ；经产碳青霉烯酶的确证试

验———改良 Ｈｏｄｇｅ试验，结果均为阴性，说明

Ｅａ２９３和Ｅａ２８８０可能不产碳青霉烯酶，ＰＣＲ扩增

碳青霉烯酶基因犓犘犆，犐犕犘１、２组及犞犐犕，结果均

为阴性，与确证试验结果一致。

膜孔蛋白是外膜蛋白的一种，对于产气肠杆菌

而言，ＯｍｐＥ３６膜孔蛋白与细菌的耐药性有关，分子

量约４２ｋＤ。根据相关文献报道
［７－９］，产气肠杆菌
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对碳青霉烯类抗生素耐药主要表现为ＯｍｐＥ３６膜

孔蛋白的缺失。本实验通过ＳＤＳＰＡＧＥ，对耐厄他

培南菌株Ｅａ２９３和Ｅａ２８８０进行外膜蛋白分析，与

对照株Ｅａ１８８５相比，Ｅａ２９３和Ｅａ２８８０均缺失分子

量为４２ｋＤ左右的条带，即犗犿狆犈３６，与文献报道基

本一致。同时对Ｅａ２９３和Ｅａ２８８０的ＯｍｐＥ３６膜孔

蛋白的编码基因犗犿狆犈３６进行ＰＣＲ扩增，Ｅａ２９３未

扩增出预期片段，Ｅａ２８８０扩增出预期片段。对于

Ｅａ２９３，可能是由于犗犿狆犈３６基因变异较大，用本研

究的特异性引物无法扩增出相应片段，这需要进一

步设计引物验证该基因是否缺失。对于Ｅａ２８８０，

犗犿狆犈３６基因测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ公布的产气肠

杆菌标准菌株ＡＴＣＣ１３０４８的犗犿狆犈３６基因序列

比对，发现二者相似性为８７％；Ｅａ２８８０的犗犿狆犈３６

基因存在多处点突变以及若干小片段的插入和缺

失，主要表现为７１８—７３２ｂｐ及７４０—７５６ｂｐ的缺

失。为了进一步研究，将 Ｅａ２８８０及标准菌株

ＡＴＣＣ１３０４８的犗犿狆犈３６基因序列翻译成相关的

氨基酸序列，通过比对，发现二者相似性为８７％，主

要表现在２２５—２３５位氨基酸的缺失。应用ＰＲＥＤ

ＴＭＢＢ软件对该蛋白质进行跨膜片段的分析，结果

显示，二者均有１２个跨膜片段，其中第７个跨膜片

段存在差别，这样就可能导致蛋白功能的变化，进而

影响蛋白的表达，在ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图谱上则表现

为蛋白的缺失。

通过相关的实验研究发现，本实验分离到的耐

厄他培南产气肠杆菌对厄他培南耐药的机制可能与

ＯｍｐＥ３６膜孔蛋白的变化有关，其中还可能有

犆犜犡犕９组ＥＳＢＬｓ的参与。耐碳青霉烯类抗生素

产气肠杆菌的出现需引起我们的高度重视，应加强

耐药监测，避免形成流行和扩散。

［参 考 文 献］

［１］　ＮｏｒｄｍａｎｎＰ，ＣｕｚｏｎＧ，ＮａａｓＴ．Ｔｈｅｒｅａｌｔｈｒｅａｔｏｆ犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪

狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲ｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａ［Ｊ］．ＬａｎｃｅｔＩｎ

ｆｅｃｔＤｉｓ，２００９，９（４）：２２８－３６．

［２］　ＱｕｅｅｎａｎＡＭ，ＢｕｓｈＫ．Ｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅｓ：ｔｈｅｖｅｒｓａｔｉｌｅβｌａｃ

ｔａｍａｓｅｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌＲｅｖ，２００７，２０（３）：４４０－４５８．

［３］　ＬｅａｖｉｔｔＡ，ＣｈｍｅｌｎｉｔｓｋｙＩ，ＣｏｌｏｄｎｅｒＲ，犲狋犪犾．Ｅｒｔａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ａｍｏｎｇｅｘｔｅｎｄｅｄｓｐｅｃｔｒｕｍｌａｃｔａｍａｓｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇ犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌

犿狅狀犻犪犲ｉｓｏｌａｔｅｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００９，４７（４）：９６９－９７４．

［４］　ＣｏｈｅｎＳＰ，ＭｃＭｕｒｒｙＬＭ，ＬｅｖｙＳＢ．ｍａｒＡｌｏｃｕｓｃａｕｓｅｓｄｅ

ｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯｍｐＦｐｏｒｉｎｉｎｍｕｌｔｉｐｌｅａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｒｅｓｉｓｔ

ａｎｔ（Ｍａｒ）ｍｕｔａｎｔｓｏｆ犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻［Ｊ］．ＪＢａｃｔｅｒｉｏｌ，１９８８，

１７０（１２）：５４１６－５４２２．

［５］　ＭａｓｕｄａＮ，ＳａｋａｇａｗａＥ，ＯｈｙａＳ．Ｏｕｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎｓ

ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅｆｏｒｍｕｌｔｉｐｌｅｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎ犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犪犲狉狌犵

犻狀狅狊犪［Ｊ］．ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＡｇｅｎｔｓＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，１９９５，３９（３）：６４５

－６４９．

［６］　ＡｎｄｅｒｓｏｎＫＦ，ＬｏｎｓｗａｙＤＲ，ＲａｓｈｅｅｄＪＫ，犲狋犪犾．Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

ｏｆｍｅｔｈｏｄｓｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙｔｈｅ犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲ｃａｒｂａｐｅｎｅ

ｍａｓｅｉｎＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００７，４５

（８）：２７２３－２７２５．

［７］　ＹｉｇｉｔＨ，ＡｎｄｅｒｓｏｎＧＪ，ＢｉｄｄｌｅＪＷ，犲狋犪犾．Ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｐｅｓｉｓ

ｔａｎｃｅｉｎａｃｌｉｎｉｃａｌｉｓｏｌａｔｅｏｆ犈狀狋犲狉狅犫犪犮狋犲狉犪犲狉狅犵犲狀犲狊ｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｗｉｔｈｄｅｃｒｅａｓｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯｍｐＦａｎｄＯｍｐＣｐｏｒｉｎａｎａｌｏｇｓ

［Ｊ］．ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＡｇｅｎｔｓＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，２００２，４６（１２）：３８１７－

３８２２．

［８］　ＴｈｉｏｌａｓＡ，Ｂｏｒｎｅｔｃ，ＤａｖｉｎＲéｇｌｉＡ，犲狋犪犾．Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏｉｍｉｐｅｎ

ｅｍ，ｃｅｆｅｐｉｍｅ，ａｎｄｃｅｆｐｉｒｏｍｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｕｔａｔｉｏｎｉｎ

Ｏｍｐ３６ｏｓｍｏｐｏｒｉｎｏｆ犈狀狋犲狉狅犫犪犮狋犲狉犪犲狉狅犵犲狀犲狊［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏ

ｐｈｙＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２００４，３１７：８５１－８５６．

［９］　张樱，陈亚岗，俞云松，等．亚胺培南耐药的产气肠杆菌耐药机

制研究［Ｃ］．２００７年浙江省医学病毒学、医学微生物与免疫学

学术年会论文汇编．杭州．

（上接第４０７页）

［参 考 文 献］

［１］　丛培芳．荣成市５１０６名饮食从业人员ＨＢｓＡｇ检测结果分析

［Ｊ］．疾病监测，２００１，１６（７）：２６２．

［２］　吴疆，张卫，韩莉莉，等．北京市人群乙型肝炎血清流行病研究

［Ｊ］．中华流行病学杂志，２００７，２８（６）：５５５－５５７．

［３］　全国结核病流行病学抽样调查技术指导组 （全国结核病流行

病学抽样调查办公室）．２０００年全国结核病流行病学抽样调

查报告［Ｊ］．中国防痨杂志，２００７，２４（２）：６５－７１．

·３１４·中国感染控制杂志２０１０年１１月第９卷第６期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ９Ｎｏ６Ｎｏｖ２０１０


