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鼻咽癌放射治疗患者分离的铜绿假单胞菌同源性分析
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［摘　要］　目的　研究分析某院鼻咽癌放射治疗（放疗）患者临床标本分离的铜绿假单胞菌（ＰＡ）基因型别同源关

系及危险因素，预防和控制感染传播。方法　采用ＢＤｐｈｏｅｎｉｘ１００全自动微生物鉴定系统鉴定临床标本分离菌，

应用随机引物扩增多态性ＤＮＡ（ＲＡＰＤ）技术进行基因检测分析。结果　４３例鼻咽癌放疗患者临床标本分离的

４９株ＰＡ主要来源于咽拭子（４６．９４％）、痰（３２．６５％）和口腔分泌物（１０．２０％）标本。４９株菌样共扩增电泳出４６个

电泳图谱，分１９个基因型。高度同源的 Ｈ型菌株和Ｊ型菌株分别在放疗二区和放疗四区的分布达５７．１４％（４／７）

和６０．００％（３／５）。结论　该院不同病区之间存在高度同源ＰＡ的局部流行，病区之间的患者交换是同源ＰＡ感

染／定植的危险因素。应用ＲＡＰＤ等基因分型技术检测分析医院感染病原菌的同源性，对防控感染传播具有重要

意义。
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　　铜绿假单胞菌（ＰＡ）是肿瘤患者医院感染的常

见病原菌之一［１－４］。我市及周边是世界鼻咽癌高发

地区，为了解鼻咽癌放射治疗（放疗）患者ＰＡ感染／

定植的基因型别同源关系及危险因素，我们采用随

机引物扩增多态性ＤＮＡ（ＲＡＰＤ）技术对本院２０１３

年鼻咽癌住院放疗患者临床标本分离到的ＰＡ进行

了同源性检测分析，现报告如下。

１　材料与方法

１．１　一般资料　４９株ＰＡ来源于２０１３年１—１２月

本院４个放疗病区的４３例鼻咽癌住院放疗患者，其

中男性３５例，年龄２７～８３岁，平均５０．３１岁；女性

８例，年龄３３～６１岁，平均４７．３０岁。４３例患者中

因各病区放疗措施不同和病情需要而相互转科治疗

者８例，其中在放疗二区和四区相互转科者５例。

转科患者的分离菌按采样时所在病区统计。多次住

院或长期住院的同一患者在不同时期或不同部位标

本分离的菌株按不同株统计。

１．２　主要仪器与试剂　ＢＤｐｈｏｅｎｉｘ１００全自动微生

物鉴定系统；ＡＢＩ９７００ＰＣＲ仪，ＡＢＩ３９００ＤＮＡ合成

仪；ＤＮＡ 提取试剂 ＱＩＡａｍｐＤＮＡ ＭｉｎｉａｎｄＢｌｏｏｄ

ＭｉｎｉＫｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ公司），ＴａｑＰＣＲ（Ｑｉａｇｅｎ公司），引物

（英潍捷基公司）；ＤＹＹ６Ｃ型电泳仪（北京六一仪器

厂），凝胶成像系统（ＫｏｄａｒｋＥｌｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓＤｏｃｕｍｅｎ

ｔａｔｉｏｎａｎｄＡｎａｌｙｓｉｓＳｙｓｔｅｍ１２０＋）。

１．３　细菌培养与鉴定　按照《医院感染诊断标准

（试行）》和《全国临床检验操作规程》（第３版），对临

床表现为不同程度发热、咳嗽，咽痛、咽红，皮肤灼伤

破损，尿急、尿痛或腹泻、腹痛等疑似感染的患者采

样后进行细菌培养，并采用ＢＤｐｈｏｅｎｉｘ１００系统对

分离菌鉴定到种。

１．４　扩增和电泳　应用ＲＡＰＤ技术对临床分离菌

进行 扩 增 和 电 泳［５－６］。引 物 序 列：５’ＡＣＧＧＣ

ＣＧＡＣＣ３’。ＤＮＡ提取：将１．５ｍＬ菌液置于Ｅｐ

ｐｅｎｄｏｒｆ管多次孵育、振荡、离心后提取备用。扩增

条件：９３℃预变性２ｍｉｎ；９４℃变性５ｍｉｎ，３６℃退火

５ｍｉｎ，循环４次；７２℃延伸１ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，

３６℃退火１ｍｉｎ，循环３０次；７２℃退火２ｍｉｎ；最后

７２℃延伸１０ｍｉｎ。产物检测：取扩增产物５μＬ与

１μＬ６×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ充分混匀，于３％琼脂糖凝

胶、１５０Ｖ电压电泳５５ｍｉｎ，采用紫外线凝胶成像分

析仪观察、照相。

１．５　基因分型　ＤＮＡ基因型别判断以每一分离物

的所有电泳带具有相同的电泳距离定为同一型，电泳

带移动的距离不同或所有电泳带的电泳距离有两条

以上不同者定为另一型。各个菌株的扩增电泳条带

数目和电泳距离相同，表示这些菌株之间高度同源。

１．６　聚类分析　用ＣｒｏｓｓＣｈｅｃｋｅｒ软件对条带进

行识别，自动识别错误的条带用手工识别调整，识别

完成后导出 ＮＴＳ文件。将 ＮＴＳ文件导入 ＮＴ

ＳＹＳｐｃ２．０软件模拟计算遗传距离后选择“ＳＡＨＮ”

功能做聚类分析，分析结果再次导入生成亲缘关系

树状图。

２　结果

２．１　ＰＡ临床分布　４９株ＰＡ在放疗一至四区的

分布分别为１４株、１７株、７株、１１株；在咽拭子、痰、

口腔分泌物、皮肤黏膜和伤口分泌物、尿液、血液等

临床标本中的构成比分别为４６．９４％、３２．６５％、

１０．２０％、４．０８％、４．０８％、２．０４％，其中１２株分离自

６例患者的菌株来源于不同住院时间的相同部位。

２．２　分型结果　４９份ＰＡ菌样扩增电泳出４６个图

谱，分１９个基因型别，见图１～３。其中：Ｈ型７株

（１５、１６、２０、２５、４４、４５、４６号样本），Ｃ型６株（５、７、９、

１２、１７、４１号样本），Ｊ型５株（２１、２２、２３、３０、３３号样

本），Ｌ型４株（３２、３４、３５、３８号样本），Ｓ型４株（６、２６、

２７、４９号样本），Ｅ型３株（１０、１１、２４号样本），Ｉ型３株

（１８、１９、２９号样本），Ｎ型２株（３７、４０号样本），Ｐ型

２株（４２、４３号样本）；其他型别各１株；电泳条带太

弱，未分型３株（１、４、２８号样本）。

２．３　不同型别ＰＡ临床分布　４６株不同型别ＰＡ

的临床分布见表１。在放疗二区高分布（５７．１４％）

的Ｈ型菌株和在放疗四区高分布（６０．００％）的Ｊ型

菌株不仅高度同源，而且在咽拭子标本中的分布也

分别高达５７．１４％（４／７）和８０．００％（４／５）。６例患

者不同时期相同部位分离菌（各２株）的基因型别对

比中，同型１例，不同型３例，条带弱未区分２例。

放疗二区的２例 Ｈ型菌株感染患者和１例Ｃ型菌

株感染患者转科自放疗四区，放疗四区的１例Ｊ型

菌株感染患者转科自放疗二区。
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图１　４９份ＰＡ样本的ＲＡＰＤ电泳图
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图２　１９株不同型别ＰＡ典型电泳图
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图３　１９个不同型别ＰＡ的亲缘关系树状图

犉犻犵狌狉犲３　Ｇｅｎｅｔｉｃｒｅｌａｔｉｏｎｄｅｎｄｒｏｇｒａｍｏｆ１９ＰＡｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｎｏｔｙｐｅｓ

表１　４６株不同型别ＰＡ临床分布（株）

犜犪犫犾犲１　Ｃｌｉｎｉｃａｌｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆ４６ＰＡｓｔｒａｉｎｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｎｏｔｙｐｅｓ（Ｎｏ．ｏｆｉａｏｌａｔｅｓ）

Ｇｅｎｏｔｙｐｅ

Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｍｏｎｇｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆｗａｒｄ

Ｓｅｃｔｉｏｎ

ｏｎｅ

Ｓｅｃｔｉｏｎ

ｔｗｏ

Ｓｅｃｔｉｏｎ

ｔｈｒｅｅ

Ｓｅｃｔｉｏｎ

ｆｏｕｒ

Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｓｐｅｃｉｍｅｎｓｏｕｒｃｅｓ

Ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌ

ｓｗａｂ
Ｓｐｕｔｕｍ

Ｏｒａｌ

ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ
Ｏｔｈｅｒｓ

Ｔｏｔａｌ
Ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔ

ｒａｔｉｏ（％）

Ｈ ２ ４ １ － ４ １ ２ － ７ １５．２２

Ｃ ２ ２ １ １ ２ ３ １ － ６ １３．０５

Ｊ － １ １ ３ ４ － １ － ５ １０．８７

Ｌ － １ １ ２ ２ ２ － － ４ ８．７０

Ｓ ２ ２ － － ３ １ － － ４ ８．７０

Ｅ １ － １ １ １ １ － １ ３ ６．５３

Ｉ １ １ － １ １ １ １ － ３ ６．５３

Ｎ － ２ － － １ １ － － ２ ４．３５

Ｐ － ２ － － ２ － － － ２ ４．３５

Ａ １ － － － １ － － － １ ２．１７

Ｂ １ － － － １ － － － １ ２．１７

Ｄ － － － １ － １ － － １ ２．１７

Ｆ １ － － － － １ － － １ ２．１７

Ｇ １ － － － － １ － － １ ２．１７

Ｋ １ － － － １ － － － １ ２．１７

Ｍ － － １ － － １ － － １ ２．１７

Ｏ － － － １ － － － １ １ ２．１７

Ｑ － － － １ － １ － － １ ２．１７

Ｒ － － １ － － １ － － １ ２．１７

Ｔｏｔａｌ １３ １５ ７ １１ ２３ １６ ５ ２ ４６ １００．００

３　讨论

鼻咽癌放疗患者由于放射线对口咽黏膜的损害

和骨髓的抑制、机体免疫系统损害、体质变弱、血红

蛋白减少、白细胞减少等原因，导致抗感染能力下

降，增加了内源性和外源性感染ＰＡ等条件致病菌

的机会，医院感染发生率可高达７９．３３％
［４］。本组

ＰＡ在咽拭子、痰、口腔分泌物中的构成比分别为

４６．９４％、３２．６５％、１０．２０％，本院鼻咽癌放疗患者医

院感染的类型和部位与张锦林［３］、罗晋卿［４］等关于

肿瘤患者医院感染以口咽部和下呼吸道感染为主的
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报道基本一致。ＰＡ在放疗一区（２８．５２％）、放疗二

区（３４．７０％）分布较高的主要原因与这两个病区以

收治病情较重、照射剂量较大、易感染的三期和四期

鼻咽癌患者有关。

患者带菌和医务人员双手、衣物、医疗器械以及

物体表面被污染，是病原菌在不同病区之间或病区

内不同病房之间交叉传播，以及在同一患者不同部

位之间移位感染或定植的高危因素。近年来，逐步

应用分子生物学基因分型技术开展医院感染病原学

同源性分析的研究［６－８］发现，不同医疗机构常见病

原菌的同源特点存在较大差异。童郁等［９］报道，某

院临床分离的ＰＡ大多无同源性，但个别病区存在

轻微的克隆播散现象；简翠等［１０］报道了不同病区发

生过不同型别的亚胺培南耐药ＰＡ流行。

本研究中ＰＡ基因分型结果显示，高度同源的

Ｈ型菌株（７株）和Ｊ型菌株（５株）分别在放疗二区、

四区的高分布，以及分离自这两个病区之间相互转

科治疗患者的菌株基因同型（Ｈ型２例、Ｃ型１例、Ｊ

型１例），说明本院不同放疗病区之间存在高度同源

ＰＡ的局部流行，病区之间因病情需要和治疗措施

调整而相互交换患者是同源ＰＡ感染或定植的危险

因素。Ｈ型菌株和Ｊ型菌株在咽拭子标本中的分布

高达５７．１４％和８０．００％的特点，提示因放疗被损伤

黏膜的口腔和鼻咽部容易发生同源ＰＡ感染或定

植。相同患者在不同住院时期相同部位的分离菌基

因同型，提示临床上发现住院患者疑似感染时应注

意区分同种同源病菌的反复感染或定植。研究结果

表明，应用ＲＡＰＤ等基因分型技术检测分析医院感

染病原菌的同源性，对防控感染传播具有重要意义。
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