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　 　 ［摘要］ 　 目的 　 探讨外排系统在对喹诺酮类药物耐药的铜绿假单胞菌中所起的作用。 方法 　 用含亚抑菌浓度

（２０ ｍｇ ／ Ｌ）外排泵抑制剂羰基氰化氯苯腙（ｃａｒｂｏｎｙｌ ｃｙａｎｉｄｅ ３⁃ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｙｌｈｙｄｒａｚｏｎｅ，ＣＣＣＰ）的 ＭＨ 平板和不含泵抑制剂的 ＭＨ
平板分别检测对环丙沙星的 ＭＩＣ 值，比较 ＭＩＣ 值是否不同；ＭＩＣ 值降低的菌株用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测外排泵蛋白基因表达量的变

化，用 ＰＣＲ 和测序法了解调控外排泵蛋白表达的基因是否存在改变。 结果　 １４ 株铜绿假单胞菌的外排泵存在过度表达，环
丙沙星的 ＭＩＣ 值降低至原值的 １ ／ ２ ～ １ ／ ８，以 ｍｅｘＡＢ⁃ＯｐｒＭ 和 ｍｅｘＣＤ⁃ＯｐｒＪ 表达增加为主，调控 ｍｅｘＡＢ⁃ＯｐｒＭ 基因的 ＭｅｘＲ 有

Ｖ１２６Ｅ 突变， ｍｅｘＣＤ⁃ＯｐｒＪ 的调控基因 ＮｆｘＢ 有 Ｈ１０９Ｙ 突变。 结论　 外排泵的高表达在喹诺酮耐药的铜绿假单胞菌中存在近

５０％，高于所见国内外的报道。 该机制与药物作用靶位改变共同提高了铜绿假单胞菌对喹诺酮类的耐药，外排泵的高表达同

时也提升了该菌对头孢吡肟等其他药物的耐药，是需要密切关注和采取相应措施的流行趋势。
　 　 ［关键词］ 　 铜绿假单胞菌；环丙沙星；左氧氟沙星；耐药机制；外排系统

　 　 ［中图分类号］ 　 Ｒ９６　 　 ［文献标志码］ 　 Ａ　 　 ｄｏｉ：１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２⁃２７１Ｘ．２０１５．０６．００７　

Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｅｆｆｌｕｘ ｐｕｍｐ ｏｆ ｑｕｉｎｏｌｏｎｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｔｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ｄｒｕｇｓ
ＨＵＡＮＧ Ｍｅｉ， ＸＩ Ｈａｉ⁃ｙａｎ， ＷＡＮＧ Ｙｉｎｇ， ＰＡＮ Ｈｏｎｇ， ＦＡＮ Ｍｉｎｇ， ＨＵ Ｙｕ⁃ａｎ，ＳＨＩ Ｌｉ⁃ｎｉｎｇ， ＷＡＮＧ Ｗｅｉ⁃ｐｉｎｇ， ＳＨＡＯ Ｈａｉ⁃ｆｅｎｇ．　 ＰＬＡ Ｉｎ⁃
ｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｎａｎｊｉｎｇ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｈｏｓｐｔｉａｌ ｏｆ Ｎａｎｊｉｎｇ Ｍｉｌｉｔａｒｙ Ｃｏｍｍａｎｄ，ＰＬＡ，Ｎａｎｊｉｎｇ， Ｊｉａｎｇｓｕ ２１０００２，Ｃｈｉｎａ

　 　 ［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｓ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｌｕｘ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏ⁃
ｓａ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＭＩＣ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＭＨ ｆｌａｔ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｕｂ⁃ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ （２０ ｍｇ ／ Ｌ） ｅｆｆｌｕｘ ｐｕｍｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｃａｒｂｏｎｙｌ ｃｙａｎｉｄｅ ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｙｌｈｙｄｒａｚｏｎｅ （ ｃａｒｂｏｎｙｌ ｃｙａｎｉｄｅ ３⁃ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｙｌｈｙｄｒａｚｏｎｅ， ＣＣＣＰ） ａｎｄ ＭＨ ｆｌａｔ ｗｉｔｈｏｕｔ ＣＣＣＰ．
Ｔｈｅｎ ｃｏｍｐａｒｅ ｔｈｅ ＭＩＣ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｅｆｆｌｕｘ ｐｕｍｐ ｉｎ １４ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ｗａｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ， ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｍａｉｎｌｙ ｍｅｘＡＢ⁃
ＯｐｒＭ ａｎｄ ｍｅｘＣＤ⁃ＯｐｒＪ． ＭＩＣ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｄｅｃｒｅｓｓｅｄ １ ／ ２－１ ／ ８ ｔｉｍｅｓ． ＭｅｘＲ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｍｅｘＡＢ⁃ＯｐｒＭ ｅｘｉｓｔｅｄ Ｖ１２６Ｅ ｍｕｔａ⁃
ｔｉｏｎ ａｎｄ ＮｆｘＢ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｍｅｘＣＤ⁃ＯｐｒＪ ｅｘｉｓｔｅｄ Ｈ１０９Ｙ ｍｕｔａｔｉｏｎ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｅｆｆｌｕｘ ｐｕｍｐ ｉｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｎｅａｒｌｙ ５０％ ｏｆ ｆｌｕ⁃
ｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｄｏｍｅｓｔｉｃ ａｎｄ ｆｏｒｅｉｇｎ ｒｅｐｏｒｔｓ． Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ａｎｄ
ｄｒｕｇ ｔａｒｇｅｔ ｃｈａｎｇｅ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ｔｏ ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ． Ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅｆｆｌｕｘ ｐｕｍｐ ａｌｓｏ ｅｎ⁃
ｈａｎｃｅ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｔｏ ｃｅｆｅｐｉｍｅ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｄｒｕｇｓ （ｔｈｉｓ ｉｓ ｎｏｔ ｌｉｓｔｅｄ）， ｗｈｉｃｈ ｎｅｅｄ ｕｓ ｐａｙ ｃｌｏｓｅ ａｔｔｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｔａｋｅ ｍｅａｓ⁃
ｕｒｅｓ ｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｔｈｉｓ ｔｒｅｎｄ．
　 　 ［Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ］　 ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ； ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ； ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎ； ｅｆｆｌｕｘ ｓｙｓｔｅｍ； ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｍｅｃｈａｎｉｓ

作者单位： ２１０００２ 江苏南京，南京军区南京总医院全军检
验医学研究所

　 　 铜绿假单胞菌是医院感染中常见的机会致病

菌。 在下呼吸道感染和重症肺炎中该菌作为病原菌

是提示预后差的重要指标，尤其是多重耐药菌株的

出现使治疗更为棘手。 在大型综合性医院，喹诺酮

类抗生素往往是治疗多重耐药菌感染的主要药物，
由此导致铜绿假单胞菌对喹诺酮类抗生素的耐药率

逐年上升，２０１０ 年我院耐药性监测显示铜绿假单胞

菌对环丙沙星和左氧氟沙星的耐药率分别为

３７􀆰 ４％到 ３４􀆰 ７％，２０１１ 年则分别上升至 ５０􀆰 ３％和

４８􀆰 ９％［１］。 有报道表明，铜绿假单胞菌对环丙沙星

及氧氟沙星的耐药率与左氧氟沙星的消耗量密切相

关，与环丙沙星的消耗量相关不密切［２］。

目前认为铜绿假单胞菌对喹诺酮类抗菌药耐药

机制［３］主要是编码 ＤＮＡ 解旋酶和拓扑异构酶 ＩＶ 的

基因发生突变，导致喹诺酮类药物作用靶位改变；细
胞膜外排泵的高表达是铜绿假单胞菌对喹诺酮类药

物耐药的另一因素［４］。 铜绿假单胞菌最重要的外

排系统属于 ＲＮＤ 家族，由 ３ 部分组成：外膜蛋白，如
ＯｐｒＭ、ＯｐｒＪ、ＯｐｒＮ 等形成门通道，使药物进入菌体

内；内膜蛋白，如 ＭｅｘＢ、ＭｅｘＤ、ＭｅｘＦ、ＭｅｘＹ、ＭｅｘＫ
等，为主要的泵出蛋白，具有识别药物的作用，但无

特异性；连接蛋白，如 ＭｅｘＡ、ＭｅｘＣ、ＭｅｘＥ、ＭｅｘＸ 等，
能连接内、外膜蛋白， 与其共同形成可能是连序的

通道并开口于菌体外。 以上 ３ 部分可形成 ＭｅｘＡＢ⁃
ＯｐｒＭ、ＭｅｘＸＹ⁃ＯｐｒＭ、ＭｅｘＣＤ⁃ＯｐｒＪ、ＭｅｘＥＦ⁃ＯｐｒＮ 等导

致铜绿假单胞菌产生耐药性的主动泵出系统。
ＭｅｘＡＢ⁃ＯｐｒＭ 受 ＭｅｘＲ 的负调节，ｍｅｘＲ 位于 ＭｅｘＡＢ⁃
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ＯｐｒＭ 操纵子和转录叉的上游， ｍｅｘＲ 突变增加

ＭｅｘＡＢ⁃ＯｐｒＭ 的外排泵的表达量，伴发 ＭＤＲ（多重

耐药）；ＭｅｘＸＹ⁃ＯｐｒＭ 可被抗菌药物诱导表达，受上

游调控基因表达的 ＭｅｘＺ 负调控，由其过度表达可

导致对青霉素、氨曲南、喹诺酮类、氨基糖苷类、红霉

素和四环素等药物耐药。
ＭｅｘＣＤ⁃ＯｐｒＪ 的操纵子受 ＮｆｘＢ 负反馈调控，一

旦 ｎｆｘＢ 出现突变，可引起喹诺酮类、大环内酯类和

头孢吡肟等药物的交叉耐药。 ＭｅｘＥＦ⁃ＯｐｒＮ 受 ＭｅｘＴ
和 ＭｖａＴ 调控与喹诺酮、甲氧苄啶、氯霉素和亚胺培

南的外排和总体调控铜绿假单胞菌致病相关。 为了

了解和证实外排系统在本组菌喹诺酮类药物耐药中

所起的作用，本研究采用泵抑制、调控基因突变和泵

表达量的变化进行研究探讨。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌株来源　 ２０１２ 年 １０－１２ 月收集我院临床分

离的 ３０ 株铜绿假单胞菌（非重复菌株），标本类型

分别为痰液、血液、分泌物、脓液、组织和导管等。 入

选标准：Ｖｉｔｅｋ⁃２ Ｃｏｍｐａｃｔ 仪，用 ＧＮ⁃１３ 药敏卡检测，
表型为环丙沙星（ＣＩＰ）和左氧氟沙星（ＬＥＶ）耐药，
琼脂稀释法复查符合上述表型。 质控菌株：铜绿假

单胞菌 ＡＴＣＣ ２７８５３。
１􀆰 ２　 仪器和设备　 Ｖｉｔｅｋ２⁃Ｃｏｍｐａｃｔ 细菌鉴定仪：法
国 ＢｉｏＭｅｒｉｅｕｘ 公司，ＰＣＲ 扩增仪：德国 ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公
司，捷 达 ８０１ 凝 胶 电 泳 图 像 分 析 系 统、 Ｈｉｍａｃ⁃
ＣＲ２１Ｇ 低温高速离心机：日本日立公司，Ｈ􀆰 ＳＷＸ
６００ＢＳ 数显电热恒温水箱：上海新苗医疗器械厂，
ＤＬ⁃ＣＪ⁃２Ｎ 超净工作台：哈尔滨市东联电子技术开

发有限公司，ＡＢＩ ７５００ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｓｙｓｔｅｍ：美国

ＡＢＩ 公司。
１􀆰 ３　 试剂　 ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ（Ｄ９１０８Ａ）总 ＲＮＡ 提取试

剂盒： 日 本 ＴａＫａＲａ 公司， ｉＳｃｒｉｐｔＴＮ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
Ｋｉｔ、ｉＴａｑＴＮ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ Ｓｕｐｅｒｍｉｘ：美国 Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ 公司，ＴａｑＤＮＡ 聚合酶（附 １０×ｂｕｆｆｅｒ 和 ＭｇＣｌ２）、
ｄＮＴＰｓ、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ：日本 ＴａＫａＲａ 公司，蛋白分子量

标准：加拿大 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司，琼脂糖：美国 Ｐｒｏｍｅｇａ
公司，引物合成与测序：上海英骏公司。
１􀆰 ４　 方法

１􀆰 ４􀆰 １　 含 ＣＣＣＰ 的 ＭＨ 平板检测环丙沙星的 ＭＩＣ
值　 按美国 ＣＬＳＩ（２０１２）标准琼脂稀释法（琼脂分

为含和不含 ＣＣＣＰ） 检测和判读 ＣＩＰ 对菌株 ＭＩＣ
值。 铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ ２７８５３ 为质控菌株，具体

方法如下：①倍比稀释法制备系列浓度梯度的抗

菌药物溶液，浓度依次为 １２８０、 ６４０、３２０、１６０，８０、

４０、 ２０、 １０、 ５、 ２􀆰 ５、 １􀆰 ２、 ０􀆰 ６ μｇ ／ ｍＬ。 ② 制 备

２００ ｍｇ ／ Ｌ ＣＣＣＰ 溶液。 ③Ｍ⁃Ｈ 琼脂（ ＣＣＣＰ）以蒸

馏水配制为 ８５％浓度，高压后冷却至 ５６°Ｃ 左右，
每平板加入 １７ ｍＬ 及 １ ｍＬ ＣＣＣＰ 溶液和 ２ ｍＬ 对

应浓度的药物，总体积为 ２０ ｍＬ， ＣＣＣＰ 浓度为

２０ ｍｇ ／ ｍＬ，药物终浓度依次为 １２８、６４、３２、１６， ８、
４、２、１、０􀆰 ５、０􀆰 ２５、０􀆰 ０６ μｇ ／ ｍＬ。 不含 ＣＣＣＰ 的 ＭＨ
药物琼脂方法同前，ＣＣＣＰ 溶液换为 １ ｍＬ 蒸馏水。
④挑取过夜培养的新鲜菌落配置为 ０􀆰 ５ 麦氏单位

浊度的菌液。 ⑤用无菌棉签接种新鲜配置 ０􀆰 ５ 麦

氏单位浊度的菌液到测试的 Ｍ⁃Ｈ 琼脂平板上，
３５ ℃孵箱 １８ ～ ２４ ｈ，读取 ＭＩＣ 值。
１􀆰 ４􀆰 ２　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测外排系统基因表达

量　 在 ＣＣＣＰ 存在条件下 ＣＩＰ 的 ＭＩＣ 值下降的菌

株采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ｍｅｘＡ、ｍｅｘＣ、ｍｅｘＥ 和 ｍｅｘＸ ４
种外排基因的表达量。 方法如下：用日本 ＴａＫａＲａ
公司的 ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 试剂盒按说明书操作提取细菌

的总 ＲＮＡ，再使用 Ｂｉｏ⁃ＲＡＤ 公司的 ｉＳｃｒｉｐｔＴＮ ｃＤＮＡ
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ 试剂盒按说明书进行总 ＲＮＡ 逆转录成

ｃＤＮＡ，采用 ｉＴａｑＴＮ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ Ｓｕｐｅｒｍｉｘ 试

剂盒在 ＡＢＩ ７５００ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｓｙｓｔｅｍ 定量分析外

排系统 ４ 种基因的 ｍＲＮＡ 的表达量。 所用引物（由
上海英骏公司合成） 见表 １，铜绿假单胞菌 （Ｐａ）
ＡＴＣＣ ２７８５３ 为正常对照组，ｒｓｐｌ 基因为内参基因。
反应体系：２０ μＬ，包括 ｉＴａｑＴＮ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
Ｓｕｐｅｒｍｉｘ １０ μＬ，上、下游引物各 ０􀆰 ４ μＬ， 双蒸水

７􀆰 ２ μＬ，ｃＤＮＡ ２ μＬ，反应条件：９４ ℃ 预变性 ３０ ｓ，
９４ ℃ ５ ｓ，６０ ℃ ３５ ｓ，３０ 循环；溶解曲线为 ９４ ℃
１５ ｓ，６０ ℃ １ ｍｉｎ，９４ ℃ １５ ｓ。 每个样品设置 ３ 个重

复孔，以 ｒｐｓｌ 基因作为内参基因。 结果以 ２－ΔΔＣｔ 表

示，其中 ΔΔＣｔ ＝ 实验组 －对照组 （ Ｃｔ目的基因 －Ｃｔｒｐｓｌ ）
（Ｃｔ目的基因－Ｃｔｒｐｓｌ）。 外排泵表达判定标准依据文献［５］

报道，ｍｅｘＡ 大于 ２ 倍，ｍｅｘＣ、ｍｅｘＥ 和 ｍｅｘＸ 大于 ５ 倍

为增加。
１􀆰 ４􀆰 ３　 外排泵调控基因扩增　 对外排泵过度表达

的菌株，进行编码相应调控蛋白基因的扩增和测序。
方法如下：煮沸法提取细菌总 ＤＮＡ 作为模板，进行

ｍｅｘＲ 和 ｍｅｘＺ 和 ｎｆｘＢ 基因扩增。 引物见表 １。 反

应体系：总反应体系 ５０ μＬ，按 ＰＣＲ 试剂说明书加

样。 循环参数： ９４ ℃ 预变性 １０ ｍｉｎ， ９４ ℃ ３０ ｓ，
５５ ℃３０ ｓ，７２ ℃９０ ｓ，循环 ３０ 次；最后延伸 ７２ ℃１０
ｍｉｎ。 反应结束后取 ５ μＬ ＰＣＲ 产物在 １５ ｇ ／ Ｌ 琼脂

糖中进行凝胶电泳。 扩增产物送上海英骏公司测

序， 测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库的相应基因进行

比对。
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表 １　 ４ 种外排泵蛋白和调控蛋白基因引物

基因 引物 序列 （５′⁃３′） 长度
（ｂｐ）

参考
文献

ＲＴ⁃ｍｅｘＡ Ａ⁃Ｆ ＣＣＴＧＣＴＧＧＴＣＧＣＧＡＴＴＴＣＧＧ ［６］

Ａ⁃Ｒ ＣＣＡＧＣＡＧＣＴＴＧＴＡＧＣＧＣＴＧＧ

ＲＴ⁃ｍｅｘＣ Ｃ⁃Ｆ ＴＴＧＧＣＴＡＴＧＧＣＣＡＴＣＧＣＧＴＴ ［６］

Ｃ⁃Ｒ ＡＴＣＧＡＡＧＴＣＣＴＧＣＴＧＧＣＴＧＡ

ＲＴ⁃ｍｅｘＥ Ｅ⁃Ｆ ＡＴＣＣＣＡＣＴＴＣＴＣＣＴＧＧＣＧＣＴ ［６］

Ｅ⁃Ｒ ＧＧＴＣＧＣＣＴＴＴＣＴＴＣＡＣＣＡＧＴ

ＲＴ⁃ｍｅｘＸ Ｘ⁃Ｆ ＧＣＧＡＴＧＣＧＧＡＴＴＧＣＧＧＡＡＣＡ ［６］

Ｘ⁃Ｒ ＴＧＧＴＣＧＣＣＣＴＡＴＴＣＣＴＧＣＴＧ

ＲＴ⁃ｒｓｐＬ Ｌ⁃Ｆ ＧＣＡＡＣＴＡＴＣＡＡＣＣＡＧＣＴＧ ［７］

Ｌ⁃Ｒ ＧＣＴＧＴＧＣＴＣＴＴＧＣＡＧＧＴＴＧＴ Ｇ

ｍｅｘＲ Ｒ⁃Ｆ ＧＡＴＣＡＡＣＣＡＣＡＴＴＴＡＣＡＴＴＡＧＧ ５５０ ［８］

Ｒ⁃Ｒ ＣＧＧＡＴＡＣＣＴＧＡＡＡＣＧＡＡＡＡＡＣ

ｍｅｘＺ Ｚ⁃Ｆ ＣＴＴＡＴＧＡＴＣＴＧＣＧＧＣＧＣＣＴＴＴ ７００ ［８］

Ｚ⁃Ｒ ＧＣＡＣＣＴＧＡＴＧＧＣＧＧＡＣＧＡＴＴ

ｎｆｘＢ Ｂ⁃Ｆ ＡＣＧＣＧＡＧＧＣＣＡＧＴＴＴＴＣＴ ７３１ ［８］

Ｂ⁃Ｒ ＡＣＴＧＡＴＣＴＴＣＣＣＧＡＧＴＧＴＣＧ

２　 结　 果

２􀆰 １　 ＣＣＣＰ 抑制后 ＣＩＰ 的 ＭＩＣ 值　 共有 １４ 株菌在

含 ＣＣＣＰ 的 ＭＨ 平板上检测 ＣＩＰ 的 ＭＩＣｓ 值较不含

ＣＣＣＰ 的 ＭＨ 平板下降为原值的 １ ／ ２ ～ １ ／ ８。 泵抑制

剂未能降低其他 １６ 株菌和质控菌株（ＡＴＣＣ２７８５３）
的 ＭＩＣ 值，结果详见表 ２。
２􀆰 ２　 外排系统基因表达量变化 　 在上述 １４ 株菌

中，外排系统 ｍｅｘＡ、ｍｅｘＣ、ｍｅｘＥ 和 ｍｅｘＸ ４ 种外排

基因逆转录实时定量 ＰＣＲ 检测结果显示，以 ｍｅｘＡ
和 ｍｅｘＣ 基因表达增加为主，其中 ２ 株同时出现

ｍｅｘＡ 和 ｍｅｘＣ 表达量增加（Ｐ９、Ｐ１２）；仅 １ 株 ｍｅｘＸ
高表达，未见 ｍｅｘＥ 基因表达量增加；另有 １ 株菌

（Ｐ１０）４ 种外排基因均未出现表达量增加。 结果

见表 ３。

表 ２　 １４ 株菌 ＣＩＰ ＭＩＣ 值、外排泵蛋白和调控基因的变化

菌株
ＭＩＣ ＣＩＰ
（μｇ ／ ｍＬ）

ＭＩＣ ＣＩＰ
（μｇ ／ ｍＬ）
含 ＣＣＣＰ

过度
表达泵

突变调
节基因

ＡＴＣＣ∗ ０􀆰 １２ ０􀆰 １２
Ｐ２１ ＞１２８ ６４ ＭｅｘＣＤ ｎｆｘＢ

ＭｅｘＸＹ ｍｅｘＺ
Ｐ３０ １２８ ３２ ＭｅｒＣＤ ｎｆｘＢ
Ｐ８ ３２ １６ ＭｅｘＣＤ ｎｆｘＢ
Ｐ２４ ６４ １６ ＭｅｘＣＤ ｎｆｘＢ
Ｐ９ ＞１２８ ３２ ＭｅｘＡＢ ｎｆｘＢ
Ｐ１０ ＞１２８ ６４
Ｐ１１ ＞１２８ ６４ ＭｅｘＡＢ ｍｅｘＲ
Ｐ１２ ＞１２８ ３２ ＭｅｘＡＢ ｍｅｘＲ

ＭｅｘＸＹ ｍｅｘＺ
Ｐ１６ ＞１２８ ６４ ＭｅｘＡＢ ｍｅｘＲ
Ｐ１８ ＞１２８ １２８ ＭｅｘＡＢ ｍｅｘＲ
Ｐ１９ ＞１２８ １２８ ＭｅｘＡＢ ｍｅｘＲ
Ｐ２６ ＞１２８ ６４ ＭｅｘＡＢ ｍｅｘＲ
Ｐ２９ ＞１２８ １２８ ＭｅｘＡＢ ｍｅｘＲ
Ｐ２８ ８ １ ＭｅｘＸＹ ｍｅｘＺ
注：∗为铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ２７８５３

表 ３　 外排系统基因表达结果

菌株
外排系统

ｍｅｘＡ ｍｅｘＸ ｍｅｘＣ ｍｅｘＥ
Ｐ２１ １􀆰 ５１ ６􀆰 １０ ９􀆰 ２２ ０􀆰 ４８
Ｐ３０ １􀆰 ２３ ２􀆰 ２２ ５􀆰 ６７ １􀆰 ３５
Ｐ８ ０􀆰 ６６ １􀆰 ０４ ６􀆰 ３１ ０􀆰 ８２
Ｐ２４ １􀆰 ０５ ２􀆰 ４４ ７􀆰 ５１ ０􀆰 ７７
Ｐ９ １１􀆰 ５８ １􀆰 ４９ ２􀆰 １６ ０􀆰 ４１
Ｐ１０ １􀆰 ２１ １􀆰 ７５ １􀆰 ９６ １􀆰 １９
Ｐ１１ ８􀆰 ８９ ２􀆰 ２１ ０􀆰 １５ １􀆰 ５２
Ｐ１２ ２５􀆰 ０６ ７􀆰 ２５ ２􀆰 ０８ ０􀆰 ８４
Ｐ１６ ７􀆰 ４３ １􀆰 ５６ １􀆰 ９７ ０􀆰 ９８
Ｐ１８ ３􀆰 ６４ １􀆰 ６１ １􀆰 ７８ １􀆰 ６５
Ｐ１９ ２􀆰 ９３ １􀆰 １５ １􀆰 ０９ １􀆰 ８２
Ｐ２６ ４􀆰 ５９ ０􀆰 ９２ ０􀆰 ９８ ０􀆰 ８９
Ｐ２９ ３􀆰 ０４ １􀆰 ６７ １􀆰 ６５ １􀆰 １２
Ｐ２８ ０􀆰 ９４ ２１􀆰 ５２ １􀆰 ８７ １􀆰 ３６
ＡＴＣＣ １ １ １ １
注：ｍｅｘＡ 大于 ２倍，ｍｅｘＸ、ｍｅｘ 和 ＣｍｅｘＥ 大于 ５倍为增加

　 　 ａ：ＭｅｘＲ 基因扩增电泳图；ｂ：ＭｅｘＺ 基因扩增电泳图；ｃ：ｎｆｘＢ 基因扩增电泳图； Ｍ：ＤＮＡ 分子量 Ｍａｒｋｅｒ；１，２，３，４，５，６ 为菌株；Ｐ：铜绿

ＡＴＣＣ２７８５３； Ｂ：空白对照

图 １　 外排泵调控基因扩增电泳图
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２􀆰 ３　 外排泵调控基因突变　 出现外排泵过度表达

的 １４ 株实验菌和对照菌铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ２７８５３，
均扩增出编码调控蛋白的基因 ｍｅｘＲ 和 ｍｅｘＺ 和

ｎｆｘＢ（图 １），测序结果与基因库比对显示，ＭｅｘＡＢ⁃
ＯｐｒＭ 高表达的菌株，调控基因 ｍｅｘＲ ３７７ 位 Ｕ→Ａ
的点突变导致 ＭｅｘＲ 蛋白 Ｖ１２６Ｅ 改变； ＭｅｘＸＹ⁃
ＯｐｒＭ 高表达的菌株，调控基因 ｍｅｘＺ ５８４ 位 Ｇ→Ａ
点 突 变 导 致 ＭｅｘＺ 蛋 白 Ｇ１９５Ｅ 改 变； ＭｅｘＣＤ⁃
ＯｐｒＪｎｆｘＢ 高表达的菌株，调控基因 ｎｆｘＢ １６７ 位 Ａ→Ｇ
点突变导致 ＮｆｘＢ 蛋白 Ｄ５６Ｇ 改变，结果见表 ２。

３　 讨　 论

为了解外排泵的过度表达是否存在于本组喹诺

酮类耐药铜绿假单胞菌中，采用泵抑制剂 ＣＣＣＰ 抑

制外排泵的方法进行 ＣＩＰ 的 ＭＩＣｓ 值检测，筛选出

有可能存在外排泵过度表达铜绿假单胞菌。 然后再

用实时荧光定量 ＰＣＲ 检测外排泵连接蛋白的基因

表达量。 泵表达量增加的菌株，采用扩增和测序技

术分析编码调控蛋白的基因是否发生突变，使调控

蛋白的阻遏作用丧失。
实验 结 果 显 示 本 组 实 验 菌 近 一 半 菌 株

（４６􀆰 ７％）存在外排泵的过度表达，以 ＭｅｘＡＢ⁃ＯｐｒＭ
和 ＭｅｘＣＤ⁃ＯｐｒＪ 型为主。 ＭｅｘＡＢ⁃ＯｐｒＭ 过度表达所

占菌株数最多。 外排泵高表达的部分菌同时还存在

头孢他啶敏感，而头孢吡肟的敏感性下降的非高活

性头孢菌素酶介导的耐药表型，符合外排泵过度表

达会同时影响对头孢吡肟的敏感性报道［９⁃１０］。 Ｐ２８
株为唯一出现 ＭｅｘＸＹ⁃ＯｐｒＭ 高表达的菌株， 用

ＣＣＣＰ 抑制后 ＣＩＰ 的 ＭＩＣ 值由耐药的 ８ μｇ ／ ｍＬ 降至

敏感折点 １ μｇ ／ ｍＬ。 相对于野生株较低的 ＭＩＣ 值，
在 ＣＣＣＰ 抑制外排泵后 ＣＩＰ 的 ＭＩＣ 值也达到了敏

感折点。 Ｐ１０ 株未检测到实验设定的 ４ 种常见外排

泵高表达，到目前为止，从铜绿假单胞菌中检出的外

排泵已达 ９ 种甚至更多［１１］，不排除可能存在其他类

型外排泵的高表达。
本项研究表明，我院外排泵的高表达在喹诺酮

耐药的铜绿假单胞菌中存在近 ５０％，外排泵的高表

达同时也提升了该菌对头孢吡肟等其他药物的耐

药，是需要密切关注和采取对应措施的流行趋势。

另外杨晓燕等［１２］ 首次发现质粒介导的铜绿假单胞

菌对喹诺酮类低水平耐药。 实验室及时检出感染

菌，提供可靠的药敏结果， 有助于治疗方案的

选择［１３］。
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Ｓｙｓｔ Ｐｈａｒｍ，２００３，６０（１９）： １９６２⁃１９７０．

［３］ 　 刘文广，戴路明 􀆰 铜绿假单胞菌对喹诺酮类抗菌药物的耐药

机制［Ｊ］ ．医学综述，２０１２，１１（１８）：１６５０⁃１６５２．
［４］ 　 Ｄｒｌｉｃａ Ｋ，Ｍａｌｉｋ Ｍ􀆰 Ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ：ａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ［ Ｊ］ ．

Ｃｕｒｒ Ｔｏｐ Ｍｅｄ， ２００３，３（３）：２４９⁃２８２．
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ｃｕｌｔｕｒｅ［Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１０， １５６（Ｐｔ１）：３０⁃３８．

［６］ 　 Ｌｉｎａｒｅｓ ＪＦ， Ｌóｐｅｚ ＪＡ， Ｃａｍａｆｅｉｔａ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｅｆｆｌｕｘ ｐｕｍｐｓ ＭｅｘＣＤ⁃ＯｐｒＪ ａｎｄ ＭｅｘＥＦ⁃ＯｐｒＮ ｉｓ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｙｐｅ ＩＩＩ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｉｎ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ， ２００５， １８７（４）：１３８４⁃１３９１．

［７］ 　 Ｈａｍｍａｍｉ Ｓ，Ｇｈｏｚｚｉ Ｒ，Ｂｕｒｇｈｏｆｆｅｒ Ｂ，ｅｔ ａｌ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｃａｒｂａｐ⁃
ｅｎｅｍ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｎｏｎ⁃ｍｅｔａｌｌｏ⁃ｂｅｔａ⁃ｌａｃｔａｍａｓｅ⁃ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｉ⁃
ｓｏｌａｔｅｓ ｏｆ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ｆｒｏｍ ａ Ｔｕｎｉｓｉａｎ ｈｏｓｐｉｔａｌ ［ Ｊ］ ．
Ｐａｔｈｏｌ Ｂｉｏｌ （Ｐａｒｉｓ），２００９，５７（７⁃８）：５３０⁃５３５．

［８］ 　 Ｐａｓｃａ ＭＲ， Ｄａｌｌａ Ｖａｌｌｅ Ｃ，Ｄｅ Ｊｅｓｕｓ Ｌｏｐｅｓ Ｒｉｂｅｉｒｏ ＡＬ， ｅｔ ａｌ． Ｅｖａｌ⁃
ｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｉｎ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｉｓｏｌａｔｅｓ ［Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂ Ｄｒｕｇ
Ｒｅｓｉｓｔ， ２０１２， １（１８）：２３⁃３２．

［９］ 　 刘　 洋，李方法，蒋伟燕，等．外排泵 ＭｅｘＡＢ⁃ＯｐｒＭ 在多重耐药

铜绿假单胞菌中的作用［Ｊ］ ．中国卫生检验杂志，２０１０，４（２０）：
８３０⁃８３３．

［１０］ Ｌａｕｒｅｎｔ Ｐ，Ｖｉｎｃｅｎｔ Ｃ， Ｐａｔｒｉｃｅ Ｎ，ｅｔ ａｌ．Ｐｌａｓｍｉｄ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｑｕｉｎｏｌｏｎｅ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔｓ ａｍｏｎｇ ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｌ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｆｒｏｍ ｏｕｔｐａ⁃
ｔｉｅｎｔｓ ｉｎ Ｂｒａｚｉｌ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ， ２００８， ６２ （ ３ ）：
４７４⁃４７８．

［１１］ Ａｎｎａ Ｆ，Ｓｅｒｇｉ Ｍ，Ｅｒｎｅｓｔ Ｇ，ｅｔ ａｌ．Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｄ ｒｅｓｉｓｔ⁃
ａｎｃｅ ｔｏ ｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ［Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ， ２００９，２（３）：４０⁃６１．

［１２］ 杨晓燕，张永标，梁彩倩，等．质粒介导铜绿假单胞菌对喹诺酮

类耐药机制的研究［ Ｊ］ ．中华医院感染杂志，２０１３，１１ （ ２３）：
２５２４⁃２５２６．

［１３］ 黄　 梅，王　 颖，王卫萍，等．两种吸附抗生素血培养瓶对血流

感染检测能力的比较 ［ Ｊ］ ． 东南国防医药， ２０１４， １６ （ ２）：
１１７⁃１２０．
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