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·论著·

多重耐药鲍曼不动杆菌对替加环素不敏感的耐药机制研究
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（１．广州医科大学附属第一医院医院感染管理科，广东 广州　５１０１２０；２．广州医科大学附属第一医院医院临床检验中心，

广东 广州　５１０１２０；３．呼吸疾病全国重点实验室，广东 广州　５１０１２０；４．国家呼吸医学中心，广东 广州　５１０１２０；５．国家

呼吸系统疾病临床研究中心，广东 广州　５１０１２０；６．广州呼吸健康研究院，广东 广州　５１０１２０）

［摘　要］　目的　探讨多重耐药鲍曼不动杆菌（ＭＤＲＡＢ）对替加环素不敏感的耐药机制，为临床合理用药及医院

感染防控提供参考。方法　收集２０２２年４月—２０２３年５月广州医科大学附属第一医院临床分离的替加环素不敏

感 ＭＤＲＡＢ（ＴＩＳＭＤＲＡＢ）及替加环素敏感 ＭＤＲＡＢ（ＴＳＭＤＲＡＢ）各２２株。应用外排泵抑制剂羰基氰化物间

氯苯腙（ＣＣＣＰ）进行外排泵表型抑制试验，采用聚合酶链式反应（ＰＣＲ）技术对主要外排泵基因（犪犱犲Ｂ、犪犱犲Ｇ、犪犱犲Ｊ）

和替加环素耐药基因狋犲狋（Ｘ）进行筛选，并应用实时荧光定量ＰＣＲ检测其ｍＲＮＡ表达水平；Ｓａｎｇｅｒ测序分析外排泵

调控基因犪犱犲ＲＳ的突变。结果　两组 ＭＤＲＡＢ外排泵基因犪犱犲Ｂ、犪犱犲Ｇ、犪犱犲Ｊ的检出率均＞９５％，未检测到狋犲狋（Ｘ）

基因。外排泵抑制剂试验显示，ＴＩＳＭＤＲＡＢ菌株在加入ＣＣＣＰ后最低抑菌浓度（ＭＩＣ）下降，且有３株菌株外排

泵表型阳性。ＴＩＳＭＤＲＡＢ组 ＭＤＲＡＢ犪犱犲Ｂ的ｍＲＮＡ表达水平高于ＴＳＭＤＲＡＢ组（犘＜０．０１），犪犱犲Ｇ和犪犱犲Ｊ

基因的表达差异无统计学意义。犪犱犲Ｒ基因和犪犱犲Ｓ基因中发现多个突变，且有２株菌株犪犱犲Ｓ基因中插入ＩＳＡ犫犪１，

３株菌株插入ＩＳＡ犫犪１３。结论　外排泵系统犪犱犲ＡＢＣ过度表达可能在 ＭＤＲＡＢ对替加环素敏感性下降机制中起

重要作用，且其过度表达可能与外排泵调控基因犪犱犲ＲＳ中出现插入序列或突变有关。

［关　键　词］　鲍曼不动杆菌；多重耐药；替加环素；ＲＮＤ外排泵
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主要引起肺炎、菌血症、尿路感染、继发性脑膜炎等

多种感染性疾病［１］，是导致全球医院获得性感染的

ＥＳＫＡＰＥ（屎肠球菌、金黄色葡萄球菌、肺炎克雷伯

菌、ＡＢ、铜绿假单胞菌和肠杆菌属）病原体的成员之

一。近年来，随着抗菌药物的广泛使用和滥用，导致

多重 耐 药 ＡＢ（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔ犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉

犫犪狌犿犪狀狀犻犻，ＭＤＲＡＢ）的检出率与日俱增。２０２３

年ＣＨＩＮＥＴ细菌耐药监测网
［２］数据显示，ＡＢ对临

床常用抗菌药物表现出较高耐药率，仅对替加环素、

米诺环素及多黏菌素Ｂ表现出较低耐药率。替加

环素是第三代四环素类抗生素，可有效解决因细菌

外排及核糖体保护所引起的耐药问题［３４］，其在治疗

多重耐药菌感染中起到重要作用。但自从２００７年

第一例替加环素耐药菌株出现以来，世界各地不断

有替加环素不敏感菌株检出。目前ＡＢ对替加环素

的耐药机制有外排泵的过度表达、替加环素失活酶

的产生、外膜通透性的改变及替加环素作用靶点的

改变等［５］。其中，耐药结节细胞分化（ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ｎｏｄｕｌａｔｉｏｎｃｅｌｌｄｉｖｉｓｉｏｎ，ＲＮＤ）外排泵系统及替加

环素灭活酶的产生在替加环素耐药过程中发挥重要

作用。因此，研究ＲＮＤ外排泵及替加环素灭活酶

在某院住院患者分离的ＭＤＲＡＢ菌株中的作用，并

探讨其对替加环素不敏感的耐药机制，对指导临床

合理用药和医院感染防控起到重要作用。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　收集２０２２年４月—２０２３年５月

广州医科大学附属第一医院住院患者分离的对替加

环素 不 敏 感 的 ＭＤＲＡＢ（ｔｉｇｅｃｙｃｌｉｎｅｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ

ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔ犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉犫犪狌犿犪狀狀犻犻，ＴＩＳ

ＭＤＲＡＢ）２２株，并选取同一时期对替加环素敏感

的２２株 ＭＤＲＡＢ（ｔｉｇｅｃｙｃｌｉｎｅｓｅｎｓｉｔｉｖｅｍｕｌｔｉｄｒｕｇ

ｒｅｓｉｓｔａｎｔ犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉犫犪狌犿犪狀狀犻犻，ＴＳＭＤＲＡＢ）

作为研究对象。所有菌株经基质辅助激光解吸电离

飞行时间（ＭＡＬＤＩＴＯＦ）质谱确定为 ＡＢ。质控菌

株为大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２。多重耐药定义为对

三类或三类以上抗菌药物不敏感，且对这三类或三

类以上抗菌药物中的每一类抗菌药物至少有一种药

物获得性不敏感［６］。

１．２　药敏试验　应用ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微

生物鉴定药敏系统对所有菌株进行体外抗菌药物敏

感性试验，采用微量肉汤稀释法测定替加环素的最

低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，

ＭＩＣ）。替加环素 ＭＩＣ参照美国食品药品监督管理

局（ＦＤＡ）判读标准，头孢哌酮／舒巴坦的 ＭＩＣ值根

据《ＣＨＩＮＥＴ中国细菌耐药监测网技术方案》（２０２２

年版）进行判读，其他抗菌药物根据２０２２年美国临

床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）标准进行药敏判断
［７］。

１．３　外排泵抑制剂试验　通过微量肉汤稀释法测

定加入１０μｇ／ｍＬ外排泵抑制剂羰基氰化物间氯苯

腙 （ｃａｒｂｏｎｙｌｃｙａｎｉｄｅ ｍｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｙｌｈｙｄｒａｚｏｎｅ，

ＣＣＣＰ）处理前后的 ＭＩＣ值，若ＣＣＣＰ存在时 ＭＩＣ

值下降至原值的１／４或以下，则判定为外排泵表型

阳性菌株。

１．４　聚合酶链式反应（ＰＣＲ）扩增外排泵基因及替

加环素耐药基因　采用煮沸法提取菌株ＤＮＡ。刮

取适量新鲜培养的菌落于加入２００μＬ无菌水的无菌

管中，１００℃煮沸１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，
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吸取上清液作为模板，－２０℃保存备用。ＰＣＲ引物

由北京擎科生物科技股份有限公司合成，ＰＣＲ反应

试剂及２０００ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒ购自南京诺唯赞生物

科技 有 限 公 司。ＰＣＲ 反 应 条 件：预 变 性 ９５℃

３ｍｉｎ；变性９５℃１５ｓ，退火３０ｓ，延伸７２℃１５ｓ，循

环数３５个；７２℃彻底延伸５ｍｉｎ。取ＰＣＲ扩增产物

５μＬ分别加入到２％琼脂糖凝胶电泳加样孔中，在

１２０Ｖ电压下电泳３０ｍｉｎ，凝胶成像分析系统观察

结果。相关引物见表１。

表１　外排泵基因的引物序列及扩增产物大小

犜犪犫犾犲１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅｏｆ

ｅｆｆｌｕｘｐｕｍｐｇｅｎｅｓ

基因

名称
引物序列（５’—３’）

扩增产

物大小

（ｂｐ）

参考

文献

犪犱犲Ｂ Ｆ：ＴＴＡＡＣＧＡＴＡＧＣＧＴＴＧＴＡＡＣＣ ５４１ ［８］

Ｒ：ＴＧＡＧＣＡＧＡＣＡＡＴＧＧＡＡＴＡＧＴ

犪犱犲Ｇ Ｆ：ＴＴＣＡＴＣＴＡＧＣＣＡＡＧＣＡＧＡＡＧ ６５２ ［８］

Ｒ：ＡＴＧＴＧＧＧＣＴＡＧＣＴＡＡＣＧＧＣ

犪犱犲Ｊ Ｆ：ＡＴＴＧＣＡＣＣＡＣＣＡＡＣＣＧＴＡＡＣ ４６３ ［８］

Ｒ：ＴＡＧＣＴＧＧＡＴＣＡＡＧＣＣＡＧＡＴＡ

狋犲狋（Ｘ） Ｆ：ＴＴＡＧＣＣＴＴＡＣＣＡＡＴＧＧＧＴＧＴ ２４３ ［９］

Ｒ：ＣＡＡＡＴＣＴＧＣＴＧＴＴＴＣＡＣＴＣＧ

犪犱犲Ｒ Ｆ：ＡＴＧＴＴＴＧＡＴＣＡＴＴＣＴＴＴＴＴＣＴＴＴＴＧ ８７６ ［１０］

Ｒ：ＴＡＡＡＴＧＡＣＡＴＡＡＣＣＣＡＧＴ

犪犱犲Ｓ Ｆ：ＡＧＣＴＧＴＡＡＡＡＧＡＴＧＡＣＧＣＣＴＡＡＡＴＡ １０９４ ［１０］

Ｒ：ＡＣＴＴＴＴＣＧＡＧＣＣＴＴＧＡＴＴＧＣＴＡＴＡＴ

犪犱犲ＢＲＴ Ｆ：ＧＡＡＴＡＡＧＧＣＡＣＣＡＣＡＡＣＡＡＴ １２４ ［１１］

Ｒ：ＴＴＴＣＧＣＡＡＴＣＡＧＴＴＧＴＴＣＣＡ

犪犱犲ＧＲＴＦ：ＡＴＣＧＣＧＴＡＧＴＣＡＣＣＡＧＡＡＣＣ ９２ ［１１］

Ｒ：ＣＧＴＡＡＣＴＡＴＧＣＧＧＴＧＣＴＣＡＡ

犪犱犲ＪＲＴ Ｆ：ＧＡＡＴＧＧＡＣＧＴＡＴＧＧＴＴＣＴＣＣ １１１ ［１１］

Ｒ：ＣＡＴＴＧＣＴＴＴＣＡＴＧＧＣＡＴＣＡＣ

犵狔狉ＢＲＴＦ：ＧＡＧＴＣＴＡＡＴＧＧＣＧＧＴＧＧＴＴＣ １１０ ［１１］

Ｒ：ＡＴＴＧＣＴＴＣＡＴＣＴＧＣＴＧＧＴＴＧ

１．５　实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）检测外排泵表

达水平　采用 Ｔｒｉｚｏｌ法分别提取 ＡＢ标准菌株

ＡＴＣＣ１９６０６、ＴＩＳＭＤＲＡＢ组、ＴＳＭＤＲＡＢ组菌

株对数生长期细菌总ＲＮＡ。每２０μＬ反转录体系

使用０．８ｎｇ总ＲＮＡ合成第１链ｃＤＮＡ，反应条件：

３７℃１５ｍｉｎ，８５℃５ｓ。采用ＲＴｑＰＣＲ检测外排泵

基因犪犱犲Ｂ、犪犱犲Ｇ和犪犱犲Ｊ转录水平，高通量实时荧

光定量ＰＣＲ仪配套软件分析得到各个样本管家基

因犵狔狉Ｂ和犆狋值，以管家基因犵狔狉Ｂ为内参，标准菌

株ＡＴＣＣ１９６０６为参考菌株，采用２－△△ＣＴ法计算各

外排泵基因的相对表达量。相关引物见表１。

１．６　双组份调节系统基因插入序列检测　对外排

泵基因犪犱犲Ｂ表达水平升高的１４株 ＴＩＳＭＤＲＡＢ

菌株，采用ＰＣＲ对其犪犱犲Ｒ和犪犱犲Ｓ基因进行扩增，

并将扩增产物送至深圳华大基因科技有限公司进行

Ｓａｎｇｅｒ测序。应用Ｓｎａｐｇｅｎｅ软件对获得的测序数

据进行序列比对分析，并通过ＩＳＦｉｎｄｅｒ数据库进行

插入序列的查找与比对。

１．７　统计分析　应用 ＷＨＯＮＥＴ５．６软件对药敏

结果统计分析。应用ＳＰＳＳ２５．０版本软件包进行

统计分析。符合正态分布的数据采用狋检验或

Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法进行连续变量的组间比较，不符

合正态分布的数据采用非参数秩和检验进行组间比

较。采用卡方检验进行分类变量的组间比较。应用

Ｇｒａｐａｄｐｒｉｓｍ９．０软件对数据进行统计分析及作

图。犘≤０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　菌株分布　２２株ＴＩＳＭＤＲＡＢ菌株分离自

呼吸内科（１０株）、重症监护病房（１０株）及其他科室

（２株）。２２株 ＴＳＭＤＲＡＢ菌株分离自呼吸内科

（４株）、重症监护病房（１０株）、器官移植科（１株）、

心脏外科（１株）、胸外科（１株）及其他科室（５株）。

ＴＩＳＭＤＲＡＢ和 ＴＳＭＤＲＡＢ菌株主要从下呼吸

道标本中分离（分别为２０、１９株），其他标本来源检

出率较低。

２．２　体外药敏试验结果　２２株 ＴＩＳＭＤＲＡＢ菌

株对米诺环素耐药率较低，对其他抗菌药物耐药率

较高，所有菌株均对黏菌素敏感。见表２。２２株

ＴＩＳＭＤＲＡＢ菌株对哌拉西林／他唑巴坦、头孢他

啶、亚胺培南、美罗培南、阿米卡星、妥布霉素、左氧

氟沙星及环丙沙星的耐药率均为１００％。

表２　ＴＩＳＭＤＲＡＢ对抗菌药物药敏试验结果［株（％）］

犜犪犫犾犲２　ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＴＩＳ

ＭＤＲＡＢ（Ｎｏ．ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ［％］）

抗菌药物 敏感 中介 耐药

头孢吡肟 ０（０） ２（９．１） ２０（９０．９）

头孢哌酮／舒巴坦 ２（９．１） ３（１３．６） １７（７７．３）

米诺环素 ３（１３．６） １３（５９．１） ６（２７．３）

替加环素 ０（０） １１（５０．０） １１（５０．０）

黏菌素 ２２（１００） ０（０） ０（０）
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２．３　外排泵基因检出情况　为探究外排泵基因的

存在与替加环素耐药机制的关系，通过ＰＣＲ技术检

测外排泵基因在两组间的分布情况。２２株 ＴＩＳ

ＭＤＲＡＢ中，犪犱犲Ｂ、犪犱犲Ｇ 和犪犱犲Ｊ的检出率均为

１００％。２２ 株 ＴＳＭＤＲＡＢ 中，犪犱犲Ｊ 检 出 率 为

１００％，犪犱犲Ｂ、犪犱犲Ｇ检出率均为９５．５％（各有１株菌未

检出，分别为３４号、１６６号）。两组均未检测到狋犲狋（Ｘ）

基因。见表３。

２．４　外排泵抑制试验结果　外排泵过度表达是导

致替加环素耐药的原因之一，故使用外排泵抑制剂

ＣＣＣＰ来探究外排泵对ＴＩＳＭＤＲＡＢ和ＴＳＭＤＲ

ＡＢ菌株的作用。结果显示，ＴＩＳＭＤＲＡＢ菌株加

入ＣＣＣＰ后（ＣＣＣＰ组）ＭＩＣ下降趋势明显，与不加

ＣＣＣＰ时（对照组）的 ＭＩＣ值相比，差异具有统计学

意 义（犘＝０．００１），且有３株菌株加入ＣＣＣＰ后的

表３　ＭＤＲＡＢ菌株替加环素耐药基因检出情况［株（％）］

犜犪犫犾犲３　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｉｇｅｃｙｃｌｉｎｅｒｅｓｉｓｔａｎｔｇｅｎｅｓｉｎ

ＭＤＲＡＢｓｔｒａｉｎｓ（Ｎｏ．ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ［％］）

基因
ＴＩＳＭＤＲＡＢ

（狀＝２２）

ＴＳＭＤＲＡＢ

（狀＝２２）
犘

犪犱犲Ｂ ２２（１００） ２１（９５．５） １．０００

犪犱犲Ｇ ２２（１００） ２１（９５．５） １．０００

犪犱犲Ｊ ２２（１００） ２２（１００） －

狋犲狋（Ｘ） ０（０） ０（０） －

　　注：－表示数据不存在。

ＭＩＣ值是不加ＣＣＣＰ时的１／４及以下，为外排泵表

型阳性菌株。而ＴＳＭＤＲＡＢ组在加入ＣＣＣＰ前后

ＭＩＣ无变化（犘＝０．０６６）。以上结果表明ＣＣＣＰ抑制

剂能够降低替加环素对ＴＩＳＭＤＲＡＢ菌株的 ＭＩＣ

值，菌株存在对替加环素的主动外排作用，见图１。
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　　注：Ａ为ＴＩＳＭＤＲＡＢ组菌株；Ｂ为ＴＳＭＤＲＡＢ组菌株；组间比较采用非参数秩和检验。

图１　４４株 ＭＤＲＡＢ菌株加入ＣＣＣＰ前后替加环素 ＭＩＣ值变化情况

犉犻犵狌狉犲１　ＣｈａｎｇｅｓｉｎＭＩＣｖａｌｕｅｓｏｆｔｉｇｅｃｙｃｌｉｎｅｔｏ４４ＭＤＲＡＢｓｔｒａｉｎｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒａｄｄｉｎｇＣＣＣＰ

２．５　ＲＮＤ外排泵表达情况　为证实外排泵的过度

表达与替加环素的耐药机制有关，通过实时荧光定

量ＰＣＲ技术检测各外排泵基因 ｍＲＮＡ的表达水

平。在ＴＩＳＭＤＲＡＢ组中，不同菌株间的犪犱犲Ｂ表

达水平差异明显，一些菌株的表达水平约是参考菌

株ＡＴＣＣ１９６０６的２１～２５倍。与ＴＳＭＤＲＡＢ组

相比，ＴＩＳＭＤＲＡＢ组中犪犱犲Ｂ基因的ｍＲＮＡ表达

水平增加，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。然而，

犪犱犲Ｇ、犪犱犲Ｊ的ｍＲＮＡ的表达水平在两组菌株间差

异均无统计学意义（均犘＞０．０５）。见图２。

２．６　外排泵调控基因犪犱犲ＲＳ突变情况　外排泵表

达水平的高低受到上游双组份调节系统犪犱犲ＲＳ基

因的调控，犪犱犲ＲＳ基因中存在突变或插入序列均可

导致外排泵的高表达。因此，为探究犪犱犲Ｂ基因的

过度表达是否与犪犱犲ＲＳ基因突变有关，通过Ｓａｎｇｅｒ

测序检测外排泵基因犪犱犲Ｂ表达水平升高的１４株

ＴＩＳＭＤＲＡＢ菌株中犪犱犲ＲＳ基因的突变情况。与

ＡＢ标准菌株 ＡＴＣＣ１９６０６ 相比，犪犱犲Ｒ 基因中

Ｖ１２０Ｉ、Ａ１３６Ｖ 氨基酸取代存在于所有菌株（１４

株），Ｄ２６Ｇ、Ｒ４１Ｑ 各１株。犪犱犲Ｓ基因中，Ｌ１７２Ｐ、

Ｇ１８６Ｖ、Ｎ２６８Ｈ、Ｔ３０３Ｐ和 Ｖ３４８Ｉ氨基酸取代存在

于所有菌株（１４株），Ｇ３１９Ｃ取代存在于３株菌株，

Ｓ１３６Ｆ、Ｇ１０３Ｖ、Ｒ３１３Ｗ各１株。见表４。以上结果

表明，犪犱犲Ｓ基因更易发生突变，且该院 ＡＢ对替加

环素的耐药性可能与上述犪犱犲Ｒ和犪犱犲Ｓ基因突变

有关。

此外，１４株 ＴＩＳＭＤＲＡＢ菌株中３号和９号

菌株在犪犱犲Ｓ基因的１１６５ｂｐ位置插入ＩＳＡ犫犪１，１８８

号、２０７号和２０８号菌株在犪犱犲Ｓ基因的１３ｂｐ位置

插入ＩＳＡ犫犪１３，见图３。
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　　注：表示犘＜０．０１，ｎｓ表示差异无统计学意义。

图２　ＴＩＳＭＤＲＡＢ和ＴＳＭＤＲＡＢ菌株外排泵基因的表达量

犉犻犵狌狉犲２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｅｆｆｌｕｘｐｕｍｐｇｅｎｅｓｉｎＴＩＳＭＤＲＡＢａｎｄＴＳＭＤＲＡＢｓｔｒａｉｎｓ

表４　ＴＩＳＭＤＲＡＢ菌株外排泵调节基因氨基酸取代和插入情况

犜犪犫犾犲４　ＡｍｉｎｏａｃｉｄｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎａｎｄｉｎｓｅｒｔｉｏｎｏｆｅｆｆｌｕｘｐｕｍｐｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｇｅｎｅｓｉｎＴＩＳＭＤＲＡＢｓｔｒａｉｎｓ

菌株号 替加环素 ＭＩＣ（μｇ／ｍＬ） 犪犱犲Ｒ 犪犱犲Ｓ

１ ８ Ｖ１２０Ｉ、Ａ１３６Ｖ Ｌ１７２Ｐ、Ｇ１８６Ｖ、Ｎ２６８Ｈ、Ｔ３０３Ｐ、Ｖ３４８Ｉ

２ １６ Ｖ１２０Ｉ、Ａ１３６Ｖ Ｌ１７２Ｐ、Ｇ１８６Ｖ、Ｎ２６８Ｈ、Ｔ３０３Ｐ、Ｖ３４８Ｉ

３ ８ Ｖ１２０Ｉ、Ａ１３６Ｖ Ｓ１３６Ｆ、Ｌ１７２Ｐ、Ｇ１８６Ｖ、Ｎ２６８Ｈ、Ｔ３０３Ｐ、Ｖ３４８Ｉ、ＩＳＡ犫犪１

６ ４ Ｖ１２０Ｉ、Ａ１３６Ｖ Ｌ１７２Ｐ、Ｇ１８６Ｖ、Ｎ２６８Ｈ、Ｔ３０３Ｐ、Ｖ３４８Ｉ

９ ８ Ｖ１２０Ｉ、Ａ１３６Ｖ Ｌ１７２Ｐ、Ｇ１８６Ｖ、Ｎ２６８Ｈ、Ｔ３０３Ｐ、Ｖ３４８Ｉ、ＩＳＡ犫犪１

１０ ４ Ｖ１２０Ｉ、Ａ１３６Ｖ Ｌ１７２Ｐ、Ｇ１８６Ｖ、Ｎ２６８Ｈ、Ｔ３０３Ｐ、Ｖ３４８Ｉ

８２ １６ Ｖ１２０Ｉ、Ａ１３６Ｖ Ｇ１０３Ｖ、Ｌ１７２Ｐ、Ｇ１８６Ｖ、Ｎ２６８Ｈ、Ｔ３０３Ｐ、Ｖ３４８Ｉ

１２４ ４ Ｖ１２０Ｉ、Ａ１３６Ｖ Ｌ１７２Ｐ、Ｇ１８６Ｖ、Ｎ２６８Ｈ、Ｔ３０３Ｐ、Ｖ３４８Ｉ

１６２ ８ Ｖ１２０Ｉ、Ａ１３６Ｖ、Ｄ２６Ｇ、Ｒ４１Ｑ Ｌ１７２Ｐ、Ｇ１８６Ｖ、Ｎ２６８Ｈ、Ｔ３０３Ｐ、Ｒ３１３Ｗ、Ｖ３４８Ｉ

１６７ ４ Ｖ１２０Ｉ、Ａ１３６Ｖ Ｌ１７２Ｐ、Ｇ１８６Ｖ、Ｎ２６８Ｈ、Ｔ３０３Ｐ、Ｖ３４８Ｉ

１８８ １６ Ｖ１２０Ｉ、Ａ１３６Ｖ Ｌ１７２Ｐ、Ｇ１８６Ｖ、Ｎ２６８Ｈ、Ｔ３０３Ｐ、Ｇ３１９Ｃ、Ｖ３４８Ｉ、ＩＳＡ犫犪１３

２０７ １６ Ｖ１２０Ｉ、Ａ１３６Ｖ Ｌ１７２Ｐ、Ｇ１８６Ｖ、Ｎ２６８Ｈ、Ｔ３０３Ｐ、Ｇ３１９Ｃ、Ｖ３４８Ｉ、ＩＳＡ犫犪１３

２０８ ８ Ｖ１２０Ｉ、Ａ１３６Ｖ Ｌ１７２Ｐ、Ｇ１８６Ｖ、Ｎ２６８Ｈ、Ｔ３０３Ｐ、Ｇ３１９Ｃ、Ｖ３４８Ｉ、ＩＳＡ犫犪１３

９０ ４ Ｖ１２０Ｉ、Ａ１３６Ｖ Ｌ１７２Ｐ、Ｇ１８６Ｖ、Ｎ２６８Ｈ、Ｔ３０３Ｐ、Ｖ３４８Ｉ
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　　注：箭头表示编码序列和转录方向。

图３　ＩＳＡ犫犪１及ＩＳＡ犫犪１３插入示意图

犉犻犵狌狉犲３　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆＩＳＡ犫犪１ａｎｄＩＳＡ犫犪１３ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ

３　讨论

近年来，ＡＢ耐药情况越来越严峻，使其成为临

床治疗中难以应对的病原菌之一，给临床用药和医

院感染带来了极大挑战。目前，替加环素因其具有

广谱高效的体外抗菌活性，成为了治疗ＭＤＲＡＢ感

染的有效药物之一［１２］。在 ＭＤＲＡＢ感染缺乏新型

抗菌药物治疗的时代，探索替加环素耐药机制尤为

重要。

研究［１３］显示，ＲＮＤ外排泵过度表达在 ＡＢ对

替加环素耐药性中发挥着主要作用。ＣＣＣＰ是一种

氧化磷酸化的解偶联剂［１４］，可以破坏细菌膜的质子
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梯度，从而抑制ＲＮＤ外排泵的功能
［１５］。本研究中，

加入ＣＣＣＰ后，ＴＩＳＭＤＲＡＢ组替加环素 ＭＩＣ下

降程度大于ＴＳＭＤＲＡＢ组，表明阻断外排泵的激

活可以有效降低替加环素 ＭＩＣ值，同时也提示，协

同使用外排泵抑制剂可以有效抑制菌株的耐药

性。ＴＩＳＭＤＲＡＢ组有３６．４％（８／２２）的分离株对

ＣＣＣＰ抑制剂没有反应，这表明可能存在其他机制

导致替加环素耐药。

ＲＮＤ家族主要由ＡｄｅＡＢＣ、ＡｄｅＦＧＨ和ＡｄｅＩ

ＪＫ 组成，它们分别受犪犱犲ＲＳ 双组份调控系统

（ＴＣＳ）、ＬｙｓＲ型转录调节因子ＡｄｅＬ和ＴｅｔＲ样转

录调节因子犪犱犲Ｎ控制
［１６］。本研究发现ＴＩＳＭＤＲ

ＡＢ菌株犪犱犲Ｂ、犪犱犲Ｇ和犪犱犲Ｊ的检出率均为１００％，

但与替加环素敏感的菌株相比，替加环素不敏感菌

株中犪犱犲Ｂ基因的转录水平上升，表明犪犱犲ＡＢＣ的

高表达可能在替加环素耐药中起到了关键作用。

此外，所有菌株未检测到与质粒相关的狋犲狋（Ｘ）

基因，表明该院尚不存在此类基因的流行现象。

Ｔｅｔ（Ｘ）是一种黄素依赖性的单加氧酶，通过氧依赖

性机制催化替加环素的裂解，较多出现于动物源性

分离株。近年来，在中国［１７］、非洲国家［１８］发现了含

有狋犲狋（Ｘ）及其变异体的临床分离株。尽管相关报道

较少，但随着动物和人类中出现了此类可移动的替加

环素耐药基因，提醒需要迫切监测狋犲狋（Ｘ）变异在临床

替加环素耐药病原体中发生，以免造成暴发流行。

犃犱犲Ｒ由一个跨膜传感器激酶和一个反应调节

因子组成。在此系统中，组氨酸激酶 ＡｄｅＳ感知环

境刺激，而反应调节因子 ＡｄｅＲ通过接收 ＡｄｅＳ的

磷酸化信号介导细胞反应，并进一步刺激其靶基因

的表达［１９］。本研究发现犪犱犲Ｒ基因中存在 Ｖ１２０Ｉ、

Ａ１３６Ｖ、Ｄ２６Ｎ 和 Ｒ４１Ｑ 四种突变，其中 Ｖ１２０Ｉ、

Ａ１３６Ｖ、Ｄ２６Ｎ 氨基酸取代在 Ｌｉ等
［２０］和 Ｇｅｒｓｏｎ

等［２１］研究中也有报道，其氨基酸取代可能与替加环

素耐药性有关。此外，在更容易发生突变的犪犱犲Ｓ

基因中，存在 Ｇ１０３Ｖ、Ｌ１７２Ｐ、Ｇ１８６Ｖ、Ｎ２６８Ｈ 等氨

基酸取代，其他研究［８，２２２３］中亦有报道。以上结果

表明该院 ＡＢ对替加环素的耐药性可能与上述

犪犱犲Ｒ和犪犱犲Ｓ基因突变有关。Ｓｕｎ等
［２４］研究证实

发现，犪犱犲Ｓ中插入ＩＳＡ犫犪１可突变为１个Ｎ末端截

短的犪犱犲Ｓ，截短的犪犱犲Ｓ能够激活犪犱犲Ｒ，并增强

犪犱犲ＡＢＣ基因持续高表达，导致替加环素耐药。本

研究也发现有２株分离株在犪犱犲Ｓ基因中插入了

ＩＳＡ犫犪１。此外，发现有３株分离株在犪犱犲Ｓ基因中检

测到ＩＳＡ犫犪１３，这是首次在ＡＢ中观察到ＩＳＡ犫犪１３插

入犪犱犲Ｓ基因。

综上所述，本文研究了该院ＭＤＲＡＢ对替加环

素耐药的机制，犪犱犲ＡＢＣ外排泵的过度表达及其调

控系统内特定核苷酸替换和插入序列的存在可能是

导致其耐药的机制之一。由于ＡＢ对替加环素的耐

药机制十分复杂且多样，因此本研究的局限性在于

未能探究外膜通透性蛋白ＰｌｓＣ和 Ａｂｒｐ及替加环

素作用靶点狉狆狊Ｊ和狋狉犿 的改变是否在该院菌株替

加环素耐药性中发挥重要作用，今后将更多地关注

替加环素耐药的分子机制，为寻找新的治疗策略提

供参考。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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