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· 论著 ·

对耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌外膜蛋白
表达及其分子流行病学的研究
李茜    李智    曲彦    李海玲 邢金燕 胡丹

【摘要】 目的 分析鲍曼不动杆菌耐药情况、分布特征，以及院内、院间主要克隆株的流行情况；探讨外膜

蛋白介导对碳青霉烯类耐药的可能机制。方法    收集青岛大学附属医院黄岛院区及解放军第四〇一医院 2013
年 7 月至 2014 年 7 月鲍曼不动杆菌临床分离株 145 株，采用纸片扩散法对其进行药敏试验；应用肠杆菌科基

因间一致重复序列聚合酶链反应（ERIC-PCR）对菌株进行 DNA 分型及同源性分析，并采用 PCR 扩增外膜蛋

白 carO 基因。随机抽取碳青霉烯耐药组 30 株鲍曼不动杆菌和敏感组 17 株鲍曼不动杆菌，用超声破碎及高 
速离心法提取外膜蛋白，并用十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分析外膜蛋白的表达情况。 
结果    145 株鲍曼不动杆菌对临床常用 16 种抗菌药物普遍耐药，其中耐碳青霉烯类 128 株（耐药率 88.3%）， 
多重耐药（MDR）137 株，泛耐药（XDR）126 株；对米诺环素敏感率最高（79.3%），其次是阿米卡星（40.7%）。

碳青霉烯耐药组 carO 基因阳性率达 97.7%（125/128），碳青霉烯敏感组 carO 基因阳性率达 17.6%（3/17）。

SDS-PAGE 显示，碳青霉烯敏感组 17 株鲍曼不动杆菌约在相对分子质量 47 000（16 株）、 37 000（13 株）和 
29 000（13 株）处有相应条带表达；而耐药组 30 株在这 3 处分别有 20 株、 25 株、 23 株呈不同程度的缺失或减 
弱。聚类分析显示，145 株鲍曼不动杆菌共分为 8 个 ERIC 基因型，其中 A 型 71 株和 E 型 37 株，为主要流行株。 
结论    两家医院临床分离鲍曼不动杆菌耐药情况严重且存在院内、院间流行。外膜蛋白 carO 基因在耐碳青霉

烯类鲍曼不动杆菌中广泛存在，外膜蛋白表达的缺失或减弱是鲍曼不动杆菌耐碳青霉烯类的重要机制之一。

【关键词】 鲍曼不动杆菌； 外膜蛋白； carO 基因； 肠杆菌科基因间一致重复序列聚合酶链反应
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baumannii, and the epidemiology of the main strains among wards and hospitals, and to investigate the role of outer 
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 鲍曼不动杆菌（AB）是一种非发酵的革兰阴性

条件致病菌，在医院环境中广泛存在于地面、水池、

医疗仪器、患者、医务人员的手，甚至空气中［1-2］，可

引起各种组织和器官感染，包括肺炎、脑膜炎、菌血

症、尿路感染和伤口感染等［3］。近年来，随着广谱

抗菌药物及免疫抑制剂的普遍使用，AB 的分离率

与耐药率逐年增高［4-5］，对多重耐药鲍曼不动杆菌

（MDR-AB）和泛耐药鲍曼不动杆菌（XDR-AB）感

染的治疗已成为世界性难题。外膜孔蛋白是一种镶

嵌于脂质双层结构上的外膜蛋白（OMP），亲水性药

物只有通过其形成的亲水性通道才能进入菌体发挥

作用。细菌通过改变 OMP 的结构或调节 OMP 的表

达，可减少抗菌药物进入菌体，从而逃逸抗菌药物的

杀菌作用。本研究通过分析青岛市两家医院临床分

离 AB 的耐药情况，进一步探讨 AB 对碳青霉烯类耐

药的分子机制。

1 资料与方法

1.1 菌株来源：收集青岛大学附属医院黄岛院区和

解放军第四〇一医院 2013 年 7 月至 2014 年 7 月从

住院患者的临床标本中分离出的 145 株 AB（剔除

同一患者相同部位重复分离的菌株），质控菌株为铜

绿假单胞菌 ATCC27853、大肠埃希菌 ATCC25922。

1.2 药敏试验：采用纸片扩散法测定细菌对抗菌药

物的敏感性，试验结果判断参照美国临床实验室标

准化研究所（CLSI）2012 年标准。

1.3 细菌 DNA 模板制备：取菌环挑取单一菌落置

于溶菌肉汤（LB）培养液在摇箱中过夜培养，取浑

浊菌液于小离心管（EP 管）内离心后弃上清，向沉

淀内加入 200 μL 高压超纯水，吹打混匀后 100 ℃ 
水浴 10 min，随后 4 ℃冷却 5 min，然后于 4 ℃离 
心 3 min。吸取上清液移入 EP 管中作为聚合酶链

反应（PCR）检测模板，-20 ℃冰箱保存备用。

1.4 基因检测及同源性分析：PCR 反应体系 25 μL，

含 DNA 模 板 3 μL、 Taq 酶 0.2 μL，10×Taq 缓 冲 液 
2.5 μL（15 mmol/L MgCl2），2.5 mmol/L dNTP 2 μL， 

10 μmol/L 上 下 游 引 物 各 1 μL 及 PCR 水 15.3 μL。

OMP 相关基因 carO 基因 PCR 反应条件：94 ℃预变

性 5 min ；94 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸

60 s，共 35 个循环；72 ℃延伸 10 min。肠杆菌科基

因间一致重复序列聚合酶链反应（ERIC-PCR）条

件：94 ℃预变性 5 min，94 ℃变性 1 min，45 ℃退火 
1 min，72 ℃延伸2 min，35 个循环；72 ℃延伸10 min。 
产物经 1.2% 琼脂糖凝胶电泳，用凝胶成像系统观

察结果。carO 和 ERIC 基因引物序列按文献［6-7］。

1.5 OMP 的分析：随机选取 30 株碳青霉烯类耐药

菌株分析 OMP 表达，并与 17 株敏感菌株进行比较。

1.5.1 超声物理法提取 OMP ：参照文献［8-9］方法，取

经两次传代的单菌落加入 15 mL LB 培养液中孵育

16 h，至对数生长期，取 1 mL 菌液转种到 20 mL LB
培养液中孵育 20 h，离心弃上清，沉淀用 10 mmol/L、

pH 值 7.0 磷酸盐缓冲液（PBS）洗涤 2 次后重悬。

于 -80 ℃和室温间反复冻融后置冰浴超声破菌，离

心弃细胞沉淀，取上清液离心 1 h，将沉淀颗粒悬浮

于 10 mmol/L 含 2% 十二烷基肌氨酸钠（SLS）、 pH
值 7.0 的 PBS 中，室温下作用 30 min，离心弃上清，

用 1% SLS 洗涤沉淀 2 次。提纯后的 OMP 悬浮于

10 mmol/L、 pH 值 7.0 PBS 100 μL 中。用紫外吸收

法获取 280 nm 和 260 nm 处吸光度（A）值，测定蛋

白质浓度，将蛋白调至均一浓度，-80 ℃保存备用。
蛋白质浓度（mg/mL）＝1.45×A280 － 0.74×A260

1.5.2 十 二 烷 基 硫 酸 钠 - 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳

（SDS-PAGE）：取 20 μL 蛋白样品加入 5 μL 缓冲液

混匀后 100 ℃加热 5 min，加样于 SDS-PAGE 凝胶

中（10% 分离胶，5% 浓缩胶），浓缩胶用 80 V 电压，

样品进入分离胶后改为 100 V。电泳结束后，切下

分离胶用考马斯亮蓝 R250 染色 4 h，再用脱色液脱

色至蛋白条带清晰。用法国 Vilber Lourmat 公司的 
FUSION FX 成像系统拍摄电泳图谱。采用 Bio-1D
软件将电泳图谱与标准条带的相对迁移率进行对

比，计算出标本所有条带所对应的相对分子质量。

23 were detected nothing or fade around position of relative molecular mass 29 000 in 30 resistant ones. 145 Acinetobacter  
baumannii were classified into 8 types based on ERIC-PCR electrophoresis patterns, and the major prevalence types 
were type A ( 71 strains ) and type E ( 37 strains ). Conclusions    Drug resistance of clinically isolated Acinetobacter 
baumannii is a serious problem in two hospitals; drug-resistant strains are spread and epidemic among wards and 
hospitals. The carO gene of outer membrane protein is widespread in carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii. 
The loss or fading of outer membrane protein may play an important role in Acinetobacter baumannii resistance to 
carbapenems drugs.

【Key words】 Acinetobacter baumannii;    Outer membrane protein;    carO gene;    Enterobacterial repetitive 
intergenic consensus polymerase chain reaction
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1.6 统计学分析：采用 SPSS 19.0 软件进行统计学

分析，计数资料采用百分比表示，基于 ERIC-PCR
谱型对 AB 进行聚类分析。

2 结 果

2.1 标本来源及类型（表 1）：145 株 AB 标本主要

来自重症加强治疗病房（ICU）、高压氧病区和干部

病房；标本类型主要是痰标本。

表 1    2013 年 7 月至 2014 年 7 月青岛市两家医院分离出
145 株鲍曼不动杆菌的标本来源及类型构成比

标本

来源

菌株

（株）

构成比

（%）

标本

类型

菌株

（株）

构成比

（%）

ICU 82 56.6 痰液 116   80.0
高压氧病区 12   8.3 分泌物   11     7.6
干部病房 10   6.9 尿液     6     4.1
呼吸内科 11   7.6 静脉血     5     3.4
手外科   7   4.8 组织     1     0.7
内科综合   8   5.5 口腔     1     0.7
骨科   3   2.1 鼻拭子     1     0.7
脑外科   3   2.1 胆汁     1     0.7
普外科   3   2.1 引流物     1     0.7
急诊科   2   1.4 胸腔积液     1     0.7
口腔科   2   1.4 导管末端     1     0.7
肾移植   1   0.7
外院   1   0.7

注：ICU 为重症加强治疗病房

表 2    2013 年 7 月至 2014 年 7 月青岛市两家医院分离出
145 株鲍曼不动杆菌对 16 种常用抗菌药物的耐药率

抗菌药物 耐药率（%） 抗菌药物 耐药率（%）

米诺环素   9.0 头孢吡肟 91.0
头孢哌酮舒巴坦 31.7 复方新诺明 91.0
阿米卡星 57.9 庆大霉素 93.1
左氧氟沙星 66.2 环丙沙星 93.8
氨苄西林舒巴坦 85.5 头孢噻肟 93.8
哌拉西林他唑巴坦 87.6 哌拉西林 94.5
亚胺培南 88.3 头孢他啶 95.9
美罗培南 88.3 头孢呋辛 99.3

2.2 药敏试验结果（表 2）：145 株 AB 对临床常用

16 种抗菌药物普遍耐药，其中 137 株属于多重耐药

（MDR）菌株，126 株属于泛耐药（XDR）菌株。AB
对米诺环素敏感率最高（79.3%），其次是阿米卡星

（40.7%）；对米诺环素耐药率最低（9.0%），其次是头

孢哌酮舒巴坦（31.7%），而对其他类抗菌药物（除阿

米卡星和左氧氟沙星外）耐药率均高于 85%，对碳

青霉烯类耐药率达 88.3%（128 株）。

M 为 DNA 标志物 Marker，1～5 为部分 carO 基因阳性株

（744 bp），6 为阴性对照

图 1 聚合酶链反应检测部分碳青霉烯类耐药鲍曼不动杆菌

菌株 carO 基因电泳图

SDS-PAGE 为十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳；

M 为 DNA 标志物 Marker，1～9 依次为菌株 S9、S12、 R31、

R56、R58、R82、R92、R109、R132 ；S 代表敏感，R 代表耐药

图 2 鲍曼不动杆菌部分菌株 SDS-PAGE 电泳图

2.5 基因同源性分析：根据 ERIC-PCR 扩增产物的

电泳带型（图 3）， 运用 Bio-1D 软件分析各个菌株

所有条带的相对分子质量，输入 SPSS 19.0 软件进

行聚类分析。145 株 AB 共分为 8 个基因型，其中 
A 型（71 株）和 E 型（37 株）为主要流行株，A 型

又 分 为 4 个 亚 型，E 型 分 为 3 个 亚 型；B 型 5 株， 
C 型 14 株，D 型 3 株，F 型 1 株，G 型 5 株，H 型 9 株。 
聚类分析见图 4。

2.3 PCR 扩增结果（图 1）：碳青霉烯耐药组 carO
基因阳性率达 97.7%（125/128），碳青霉烯敏感组

carO 基因阳性率为 17.6%（3/17）。

2.4 OMP 的 SDS-PAGE 凝胶结果（图 2）：电泳图

谱以及 Bio-1D 软件分析均显示，所有菌株在相对分

子质量 40 000 处（即参照蛋白［10］）的表达量相当。

30 株碳青霉烯耐药菌株中有 20 株约在相对分子质

量 47 000 处、 25 株约在相对分子质量 37 000 处、 
23 株约在相对分子质量 29 000 处有不同程度的表

达缺失或减弱；17 株敏感株中分别有 16 株、13 株、

13 株在上述相对分子质量处有条带。

ERIC-PCR 为肠杆菌科基因间一致重复序列聚合酶链反应；

M 为 DNA 标志物 Marker，1～22 为 AB 部分菌株

图 3 鲍曼不动杆菌（AB）部分菌株 ERIC-PCR 扩增产物电泳图
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为 31.7% 外）耐药率也达到 85% 以上，可能与舒巴

坦复方制剂的临床应用增多有关［17］。

 外膜孔蛋白是存在于革兰阴性菌外膜脂质双层

结构上的通道蛋白，它是 OMP 中的一种，其对药物

的渗透机制是细菌耐药的重要机制之一。随着 AB
的 OMP 表达下降或丢失，菌株对碳青霉烯类抗菌药

物的通透性下降，药物不能顺利进入菌体内发挥作

用，便对该药物产生了耐药性。carO 蛋白是目前研

究较多的耐碳青霉烯类药物 AB 的通道蛋白［6，18］。

我国 2011 年对西部 10 家医院和北京、上海 2 家医

院耐 AB 的研究发现，在 272 株 XDR-AB 中，只有

几株菌株中 carO 基因缺失或中间被转移子插入［19］。

本研究显示，carO 基因在碳青霉烯耐药组的阳性携

带率也高达 97.7%，与之前的报道一致，但耐药是否

与 carO 基因突变有关尚待进一步测序确认。此外，

国内其他地区有研究证明，碳青霉烯耐药组与敏感

组 carO 基因在 mRNA 表达水平上存在差异［9，20］；还

有研究显示 carO 蛋白表达下降与环丙沙星耐药也

有一定的相关性［21］；其他的研究报道也都表明 carO
蛋白表达缺失或减弱与 MDR-AB 有关［22-23］。

 本研究进一步在蛋白水平表达上进行比较。

AB 中相对分子质量 40 000 的 OMP（Omp40）占细

胞总 OMP 含量的 30%～40%，由于其表达不受温度

影响，可作为评价其他 OMP 表达量的参照蛋白［10］。

本研究中进行 SDS-PAGE 的所有菌株在参照蛋白

相对分子质量 40 000 处的表达量相当，说明所加的

上样蛋白量也大致相同，具有可比性，排除了因上样

蛋白含量不同造成条带明弱不同而影响结果判断。

17 株碳青霉烯敏感组中有 16 株约在相对分子质量

47 000 处、13 株约在相对分子质量 37 000 处、 13 株

约在相对分子质量 29 000 处有条带；而 30 株耐药

组在上述相对分子质量处各有 20 株、 25 株和 23 株

呈不同程度的表达缺失或减弱。carO 蛋白是一种热

修饰性蛋白，加热前其相对分子质量为 25 000，加热

后则为 29 000［24］。本研究中耐药菌株确实存在于

29 000 处表达缺失或减弱的情况，但要证明 29 000 
处的蛋白的确是 carO 蛋白，仍需要采用 carO 蛋白抗

体进行蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）加以验

证。本研究中耐药组 AB 在相对分子质量 29 000、  
47 000、 37 000 处 OMP 表达缺失或减弱的结果与国

内外的报道一致［25-27］。

 在重症患者中监测 XDR-AB 的耐药率和流行

性十分重要［28］。目前常用于医院感染细菌克隆相

注：ERIC-PCR 为肠杆菌科基因间一致重复序列聚合酶链反应

图 4 基于 ERIC-PCR 谱型的 145 株鲍曼不动杆菌聚类分析

3 讨 论

 本研究显示，两家医院分离的 AB 主要来源于

痰标本，表明两家医院患者主要为 AB 造成的下呼

吸道感染，与国内相关报道一致［11］；其在 ICU 分离

率较高，可能与患者自身多有严重疾病，免疫力较

差，且长期使用广谱抗菌药物及进行气管插管、气管

切开、吸痰、静脉置管等侵入性操作有关。Lee 等［12］

采用多因素分析方法对 MDR-AB 分析发现，入住

ICU 以及亚胺培南和三代头孢菌素的使用是产生亚

胺培南耐药的两大重要危险因素。马明远等［13］对 
1 050 例患者的临床资料进行回顾性分析发现 , 机

械通气、ICU 住院时间≥ 7 d、昏迷〔格拉斯哥昏迷

评分（GCS）＜8 分〕、使用广谱抗菌药物是 ICU 内

AB 感染的危险因素。另有研究报道，采取碳青霉烯

“处方限制策略”不仅可以减少呼吸机相关性肺炎

（VAP）患者 MDR-AB 的发生率，同样也保证了对患

者重症感染的治疗效果，且病死率无明显变化［14］。

 本研究收集的 145 株 AB 的耐药情况严重，对

临床常用抗菌药物普遍耐药，对碳青霉烯类耐药高

达 128 株，与二级医院的碳青霉烯低耐药情况［15］

大不相同，可能与碳青霉烯类药物使用模式不同有

关。按照文献［16］中对 MDR 和 XDR 的判定标准：

AB 对 常 用 的 9 类 抗 菌 药 物 中 3 类 或 以 上（每 类 
1 种或以上）不敏感称之为 MDR ；对常用的 9 类抗

菌药物中 7 类或以上（每类 1 种或以上）不敏感称

之为 XDR ；对常用的 9 类抗菌药物均不敏感称之为

全 耐 药（PDR）。 本 研 究 145 株 AB 中 有 137 株 属

于 MDR 菌株，126 株属于 XDR 菌株；由于本实验中

未进行多黏菌素类的药敏试验，故无法判定是否有

PDR 菌株。两院分离的 145 株 AB 目前对米诺环素

尚有较高的敏感率 （79.3%），而对氨基糖苷类、头孢

菌素、青霉素类、一代喹诺酮类抗菌药物几乎完全耐

药；对舒巴坦复方制剂（除头孢哌酮舒巴坦耐药率
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关性分析的分子生物学方法有多位点酶切电泳分

型、核糖体分型、ERIC-PCR 分型、随机扩增多态

性 DNA 分型（RAPD）、 扩增片段长度多态性分型

（AFLP）、脉冲场凝胶电泳分型（PFGE）和多位点序

列分型（MLST）等。ERIC-PCR 是目前常用的简便、

快速基因分型技术，其分辨率较强、结果可靠，与细

菌分子生物学分型技术的“金标准”PFGE 分型有一 
定相关性［29］。本研究中 145 株 AB 共分为 8 个 ERIC 
基因型，其中 A 型（71 株）和 E 型（37 株）为主要流 
行株，占 74.5%，主要分布在 ICU、干部病房、高压氧 
病区、呼吸内科；A 型又分为 4 个亚型，E 型分为 
3 个亚型，其中以 A3 亚型最多（35 株），并且来源于

两家医院，说明克隆株 A3 型存在院间的传播流行，

可能与病员流动有关。A、 B、 C、 D、 E 5 个克隆型

的谱带有较高程度的相似性，它们之间的亲缘关系

紧密，这些亲缘关系较近的菌株可能来自于同一传

染源，也可能为某些克隆株在外界环境条件影响下

分化形成不同的克隆型及亚型，具有追溯传染源的

意义。以上结果提示在这一时期内，两家医院存在

某种 XDR-AB 克隆株的暴发流行，并可能以克隆株

的形式在病房内、病房间甚至医院间进行传播。

 综上所述，OMP 在相对分子质量 47 000、37 000、  
29 000 处表达缺失或减弱是 AB 对碳青霉烯类药物

耐药的重要机制之一；临床 AB 泛耐药情况严重且

存在院内和院间流行，应加强医务人员在日常工作

中的无菌观念，防止交叉感染，避免克隆株流行。
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