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阿奇霉素上调生物被膜阳性铜绿假单胞菌Ⅰ类整合酶基因的表达
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［摘　要］　目的　探讨阿奇霉素对生物被膜（ＢＦ）阳性铜绿假单胞菌（ＰＡ）Ⅰ类整合酶基因 （犻狀狋犐１）ｍＲＮＡ表达量

的影响。方法　对某院临床分离的１０株ＰＡ进行犻狀狋犐１基因检测，选择其中１株ＢＦ＋犻狀狋犐１基因阳性的ＰＡ进行培

养，并设空白对照组和阿奇霉素处理组（按阿奇霉素浓度不同分为３个浓度组，分别为１６、３２、６４ｍｇ／Ｌ组），重复试验

５次，采用荧光定量聚合酶链式反应（ＲＴ－ＰＣＲ）检测其犻狀狋犐１ｍＲＮＡ的表达情况。结果　１６ｍｇ／Ｌ阿奇霉素组、

３２ｍｇ／Ｌ阿奇霉素组、６４ｍｇ／Ｌ阿奇霉素组和对照组犻狀狋犐１ｍＲＮＡ相对表达量分别为（１．１５±０．０４）、（１２．４７±

３．１０）、（１９．７１±０．７８）和（１．００±０．００），各组间比较，差异有统计学意义（犉＝１６３．８２，犘＜０．００１）；组间两两比较，除

低浓度阿奇霉素组（１６ｍｇ／Ｌ）与对照组比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）外，其他各组间比较，差异均有统计学

意义（犘＜０．０５），阿奇霉素组犻狀狋犐１ｍＲＮＡ表达量随培养液中阿奇霉素浓度升高而升高。结论　在阿奇霉素压力

下ＢＦ阳性的ＰＡ，犻狀狋犐１表达有所上调，可提高耐药基因的捕获概率，促进耐药基因重组。

［关　键　词］　铜绿假单胞菌；生物被膜；Ⅰ类整合酶；阿奇霉素；抗药性，微生物；抗菌药物
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　　铜绿假单胞菌（犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪，ＰＡ）

是医院感染的重要病原菌之一，极易产生耐药。特

别是多重耐药ＰＡ往往导致患者严重感染，威胁其

生命安全［１］。ＰＡ耐药除与其本身获得产酶耐药基

因有关外，还与生物被膜（ｂｉｏｆｉｌｍ，ＢＦ）的形成密切

相关［２］。ＢＦ指细菌不可逆地黏附在物体表面或其

本身细胞之间相互黏附，并被其自身所分泌的细胞

外基质包裹而形成的特殊结构。ＢＦ中细菌的生物

学性状与相应的浮游菌不同，其环境适应能力更强，

耐药性明显增加。由于ＢＦ中的细菌密切接触，细

菌间的耐药基因传播更加容易［３］。ＢＦ细菌间的耐

药基因传递需借助于相应的载体。Ⅰ类整合子是耐

药基因的重要载体，位于细菌染色体、质粒或转座子

上，是细菌固有的一种遗传单位；Ⅰ类整合酶由Ⅰ类

整合酶基因（ｃｌａｓｓ１ｉｎｔｅｇｒｏｎｉｎｔｅｇｒａｓｅｇｅｎｅ，犻狀狋犐１）

编码，Ⅰ类整合子可在Ⅰ类整合酶的作用下整合外

源性基因，使之转变为功能性基因，从而使多重耐药

基因在细菌间水平传播。研究在抗菌药物压力下

ＢＦ中的细菌犻狀狋犐１的表达情况，对明确ＢＦ中耐药

基因传播机制具有重要意义。本研究以Ⅰ类整合酶

为研究对象，应用荧光定量聚合酶链式反应（ＲＴ

ＰＣＲ）分析在不同抑菌浓度阿奇霉素压力下ＢＦ中

ＰＡ的犻狀狋犐１ｍＲＮＡ表达差异，探讨ＢＦ中Ⅰ类整合

子在ＰＡ耐药基因水平传播中的作用机制。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　福建医科大学附属协和医院临床

分离的１０株ＰＡ。

１．２　主要试剂及仪器　细菌基因组提取试剂盒

（ＴＩＡＮＧＥＮ）、２×ＴａｑＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭＩＸ、ＤＮＡ胶

回收试剂盒和 ＴＲＮｚｏｌ总 ＲＮＡ提取试剂，均购自

北京天根生物科技有限公司（ＴＩＡＮＧＥＮ）；Ｐｒｉｍｅ

ＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ逆转录试剂盒购自大连宝生

物有限公司（ＴａＫａＲａ）；ＧｏＴａｑｑＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ

荧光定量试剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司。ＳｔｅｐＯｎｅＲｅ

ａｌＴｉｍｅＰＣＲＳｙｓｔｅｍ为美国应用生物有限公司产

品（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ），凝胶成像分析系统为法国

ＶＬ公司产品，荧光显微镜为日本 ＮＩＫＯＮ公司产

品。

１．３　犻狀狋犐１基因扩增与鉴定

１．３．１　ＤＮＡ模板制备　将１０株ＰＡ分别接种于

ＬＢ培养基，３７℃２５０ｒ／ｍｉｎ震荡培养过夜。吸取

１ｍＬ菌液３０００ｇ离心１０ｍｉｎ，弃上清，用无菌ＰＢＳ

洗涤１次，离心后弃上清。取沉淀按细菌基因组提

取试剂盒说明书提取基因组，－２０℃保存备用。

１．３．２　犻狀狋犐１ＰＣＲ扩增　采用２５μＬ反应体系：２

×ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭＩＸ１２．５μＬ，ＤＮＡ 模板２μＬ，

犻狀狋犐１上游引物（５’ＧＣＣＴＴＧＣＴＧＴＴＣＴＴＣＴＡＣＧ

ＧＣ３’） 和 下 游 引 物 （５’ＴＣＧＴＧＣＣＧＴ

ＧＡＴＣＧＡＡＡＴＣ３’）引物各１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ 补足至

２５μＬ。扩增循环参数为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃

３０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，循环３０次；最后７２℃延伸

１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用含溴化乙锭（ＥＢ）的１．５％琼

脂糖凝胶进行电泳分析。

１．３．３　犻狀狋犐１基因序列　提取ＰＣＲ产物目的片段，

按胶回收试剂盒说明书进行纯化回收，送上海Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司测序，所得测序结果利用 ＮＣＢＩ在线

软件进行同源性比对。

１．４　ＢＦＰＡ的培养与观察

１．４．１　ＢＦＰＡ培养　取犻狀狋犐１阳性菌株１株，设对

照组（ＬＢ培养液）、阿奇霉素处理组（分别含有１６、

３２、６４ｍｇ／Ｌ阿奇霉素的ＬＢ培养液）共４组，分别

取３０μＬ过夜培养的菌液接种于含有３ｍＬ上述培

养液的６孔平底组织培养板中，３７℃静止培养，并分

别于第２、４、６天换液；７ｄ后，用无菌ＰＢＳ冲洗６孔

板，然后用细胞刮刀刮取ＢＦ菌。将收集的被膜菌

在漩涡振荡器上将菌体打散，ＰＢＳ洗涤，保存于－

２０℃备用。

１．４．２　ＢＦ的观察　将硅胶片放入６孔平底组织培

养板，用上述方法进行ＢＦ培养，７ｄ后取出硅胶片，

在无菌生理盐水中漂洗３次，去除浮游菌；２．５％戊

二醛固定，ｐＨ７．４ＰＢＳ漂洗３次，分别用５０％、

７０％、８０％和９０％乙醇浸泡１０ｍｉｎ，用１００％乙醇浸

泡脱水３次，每次１０ｍｉｎ，二氧化碳临界点干燥，真

空条件下离子镀膜仪镀金，在扫描电镜下观察。

１．５　荧光定量ＲＴＰＣＲ检测犻狀狋犐１ｍＲＮＡ表达

１．５．１　ＰＡ总ＲＮＡ提取　使用ＴＲＮｚｏｌ试剂盒提

取ＢＦ菌总ＲＮＡ，采用紫外分光光度计测定ＲＮＡ

的纯度和浓度，－７０℃保存备用。

１．５．２　ｃＤＮＡ合成　总体积为１０μＬ的反应体系

中加入总ＲＮＡ样品５００ｎｇ，５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＢｕｆｆｅｒ

２μＬ，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＥｎｚｙｍｅＭｉｘ０．５μＬ，Ｒａｎ

ｄｏｍ６ｍｅｒｓ０．５μＬ，补充 ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄｄＨ２Ｏ 至

１０μＬ，混匀，置３７℃反应１５ｍｉｎ，８５℃变性５ｓ，４℃

骤冷。合成的ｃＤＮＡ置于－２０℃保存待用。

１．５．３　荧光定量ＲＴＰＣＲ　自行设计犻狀狋犐１上游

引 物 （５’ＧＣＣＴＴＧＣＴＧＴＴＣＴＴＣＴＡＣＧＧＣ３’）、
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下游引物（５’ＴＣＧＴＧＣＣＧＴＧＡＴＣＧＡＡＡＴＣ３’）

和ｌ６ｓＲＮＡ内参照上游引物（５’ＧＧＡＧＧＡＡＧＧＴ

ＧＧＧＧＡＴＧＡＣＧ３’）、下游引物（５’ＡＴＧＧＴＧＴ

ＧＡＣＧＧＧＣＧＧＴＧＴＧ３’），预期扩增片段大小均为

２４１ｂｐ。引物由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成，ｉＰＡＧＥ 纯

化。荧光定量ＲＴＰＣＲ反应体系为２０μＬ，其中含

ｃＤＮＡ模板２μＬ（５０ｎｇ），上、下游引物各０．４μＬ

（终浓度１０μｍｏｌ／Ｌ），ＧｏＴａｑｑＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ

１０μＬ，ＣＸＲ１００×０．２μＬ，ＮｕｃｌｅａｓｅＦｒｅｅＷａｔｅｒ补

足至２０μＬ。反应条件为：预变性９５℃２ｍｉｎ；９５℃

１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，循环４０次，于退火阶段收集荧光

信号；最后运行熔解曲线分析程序。每组样本重复

检测５次。

１．６　统计学方法　应用ＳＰＳＳ１３．０统计分析软

件，采用方差分析对各组犻狀狋犐１ｍＲＮＡ相对表达量

差异进行统计分析，ＳＮＫ法进行组间均值比较，犘

≤０．０５认为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　犻狀狋犐１扩增与鉴定　ＰＣＲ扩增结果显示，４株

ＰＡ可见目的片段条带。将目的条带测序后进行

Ｂｌａｓｔ比对，结果显示均为犻狀狋犐１。选择１株犻狀狋犐１阳

性ＰＡ进行下一步试验。

２．２　ＢＦ观察　扫描电镜显示：细菌聚集成团，形成

ＢＦ。见图１。

图１　扫描电镜观察ＰＡＢＦ（５０００×）

犉犻犵狌狉犲１　ＢＦｏｆＰＡｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏ

ｓｃｏｐｅ（５０００×）

２．３　ＲＮＡ 质量分析 　 提取的 ＢＦ 菌总 ＲＮＡ

Ａ２６０：Ａ２８０在１．８～２．０之间，琼脂糖凝胶电泳后，

凝胶成像分析可见２３Ｓ和１６Ｓ两条明显的条带，提

取总ＲＮＡ质量较好，无明显降解。

２．４　犻狀狋犐１基因的表达　荧光定量ＲＴＰＣＲ扩增曲

线显示，内参照１６ｓｒＲＮＡ和犻狀狋犐１ｃＤＮＡ均得到有效

扩增。见图２。熔解曲线无非特异性峰出现，说明

１６ｓｒＲＮＡ和犻狀狋犐１基因扩增具有特异性。见图３。

犻狀狋犐１ｍＲＮＡ相对表达量经方差分析结果显示，各组

间比较，总体差异有统计学意义（犉＝１６３．８２，犘＜

０．００１）；组间两两比较，低浓度阿奇霉素组（１６ｍｇ／Ｌ）

与对照组比较无统计学差异（犘＞０．０５），其他各组间

比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５），阿奇霉素组犻狀

狋犐１ｍＲＮＡ表达量较对照组高，且随着培养液中阿奇

霉素浓度增加而增加。见表１。
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图２　犻狀狋犐１ｍＲＮＡ荧光定量ＲＴＰＣＲ扩增曲线图

犉犻犵狌狉犲２　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲＴＰＣＲｃｕｒｖｅｏｆ犻狀狋犐１ｍＲＮＡ
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图３　熔解曲线分析

犉犻犵狌狉犲３　Ｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅａｎａｌｙｓｉｓ

表１　各组犻狀狋犐１ｍＲＮＡ相对表达结果

犜犪犫犾犲１　Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犻狀狋犐１ｍＲＮＡｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

组别 重复次数 相对表达量

阿奇霉素组（１６ｍｇ／Ｌ） ５ １．１５±０．０４

阿奇霉素组（３２ｍｇ／Ｌ） ５ １２．４７±３．１０

阿奇霉素组（６４ｍｇ／Ｌ） ５ １９．７１±０．７８

对照组 ５ １．００±０．００

３　讨论

ＢＦ是一个具有结构性、协调性和功能性的高度

组织群体。ＢＦ一旦形成，其内的细菌对抗菌药物耐

药性显著升高。研究表明，被膜深层细菌对抗菌药

物的抗性最高可达浮游细菌的１０００倍，提示ＢＦ中

的细菌不同于浮游菌的耐药特性是建立在ＢＦ多细

胞集聚结构基础上［４］，生物膜的形成可能增加细菌

耐药性的水平传递［５］。

本研究使用含有不同浓度阿奇霉素的培养液进

行ＰＡＢＦ培养，结果显示，加入含有阿奇霉素培养

液的ＢＦ菌犻狀狋犐１ｍＲＮＡ表达量较对照组高，且随

着阿奇霉素浓度增加其转录水平也相应增加。国外

相关研究显示，ＢＦ中ＰＡ的基因表达不同于浮游

菌［６７］，ＰＡＢＦ在抗菌药物压力下，可能通过群体感

应系统的信号分子进行交流，上调犻狀狋犐１的ｍＲＮＡ

表达，提高整合酶对耐药基因的捕获概率，并将其重

组到耐药基因盒中，有利于细菌多重耐药性的形成。

国内相关研究［８－９］也显示，Ⅰ类整合子与ＰＡ多重

耐药具有相关性。这种耐药基因的交换传播，可有

助于菌体生存［２］。本研究尚未涉及不同抗菌药物压

力下不同耐药表型ＰＡＢＦ菌犻狀狋犐１ｍＲＮＡ转录水

平是否存在差异，这有待于进一步研究。
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