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亚抑菌浓度亚胺培南通过影响Ⅳ型菌毛增强耐药鲍曼不动杆菌的生物膜形成
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　　［摘要］　目的　探讨在亚抑菌浓度（ｓｕｂｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ｓｕｂＭＩＣ）亚胺培南
（ｉｍｉｐｅｎｅｍ，ＩＭＰ）的作用下，ＩＭＰ耐药和敏感鲍曼不动杆菌生物膜形成能力的变化。方法　采用琼脂平
板倍比稀释法检测 ＩＭＰ耐药和敏感鲍曼不动杆菌的最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，
ＭＩＣ）；采用ＰＣＲ扩增鉴定碳青霉烯酶耐药基因；在给予ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ干预后，以微孔法检测细菌生物膜
的形成，菌落平板计数法检测细菌粘附能力的改变，泳动实验观察细菌的运动性，定量 ＲＴＰＣＲ检测细
菌Ⅳ型菌毛基因的表达。结果　１０株ＩＭＰ耐药鲍曼不动杆菌基因扩增结果显示所有菌株含有ＯＸＡ５１
基因，９株含有ＯＸＡ２３基因，只有３株携带 ＩＭＰ４基因。ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ对 ＩＭＰ耐药鲍曼不动杆菌的生
物膜形成、粘附性和运动性均有显著的诱导作用，而对ＩＭＰ敏感菌株的生物膜形成、粘附性和运动性未
发现一致性的作用（５株抑制，３株无作用，２株诱导）。ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ诱导鲍曼不动杆菌生物膜形成的
菌株中均出现了Ⅳ型菌毛基因表达的增加。结论　ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ可能通过影响Ⅳ型菌毛介导的粘附运
动能力，使耐药菌株的生物膜形成显著增强。
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　　鲍曼不动杆菌是医院感染最常见的多重耐药菌，
在全球引起血流感染的病死率高达４３．４％，社区获得
性肺炎达６０％［１－２］。目前对鲍曼不动杆菌感染的治疗

主要是碳青霉烯类单独或联合氨基糖苷类、多粘菌素、

替加环素或舒巴坦制剂［３］。２０１６年全国细菌耐药网
数据显示：鲍曼不动杆菌对亚胺培南（ｉｍｉｐｅｎｅｍ，ＩＭＰ）
的耐药率已高达６６．７％，约４０％鲍曼不动杆菌的最低
抑菌浓度（ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）大于
１６ｍｇ／Ｌ。而临床常用给药剂量仅能使 ＩＭＰ血药浓度
达到４ｍｇ／Ｌ左右［４］。因此，临床上 ＩＭＰ在治疗鲍曼
不动杆菌感染过程中多处于 ｓｕｂＭＩＣ状态，研究 ｓｕｂ
ＭＩＣ抗菌药物对鲍曼不动杆菌的影响具有重要的临床
意义。本课题组发现ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ可以影响鲍曼不动
杆菌细菌生物膜的形成，但其调控作用表现为抑制和

诱导并存，推测其不同的调控表型与细菌的耐药属性

相关。据此，本研究分别以临床分离的耐药和敏感鲍

曼不动杆菌为研究对象，研究 ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ对鲍曼不
动杆菌生物膜的影响，并探索其可能机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株来源　　１０株 ＩＭＰ耐药鲍曼不动杆菌
（Ａ１７１～Ａ１８０）和１０株ＩＭＰ敏感鲍曼不动杆菌（Ａ１８１～
Ａ１９０）分离自陆军军医大学（第三军医大学）第一附属
医院住院患者的临床送检标本。质控菌株大肠埃希菌

ＡＴＣＣ２５９２２和铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ２７８５３保存于陆军
军医大学（第三军医大学）第一附属医院药理基地。

１．１．２　试剂及设备　　主要有：亚胺培南（中国食品
药品检定研究院），血琼脂平板（重庆庞通医疗器械有

限公司），ＭＨ培养基和 ＬＢ培养基（北京陆桥生物技
术有限公司），结晶紫（美国 Ｓｉｇｍａ公司），冰醋酸（重
庆川东化工有限公司），ＤＮＡ和 ＲＮＡ提取试剂盒、
ＤＮＡ胶回收纯化试剂盒（北京天根生化科技有限公
司），琼脂糖（上海生工生物工程有限公司），２×Ｅｓ
ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ（北京康为世纪生物科技有限公司），逆
转录试剂盒和 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ
（东洋纺生物科技有限公司）；电子天平（日本 Ｓａｋｕｍａ

公司），酶标仪（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司），ＰＣＲ扩增仪、电泳
仪和凝胶成像系统（美国ＢｉｏＲａｄ公司）
１．２　方法
１．２．１　琼脂平板倍比稀释法检测 ＩＭＰ对鲍曼不动杆
菌的ＭＩＣ　　鲍曼不动杆菌划线接种于血琼脂平板，
放置３７℃孵箱培养过夜。用接种环挑取单菌落至盐水
管并将细菌比浊至０．５个麦氏单位（约１０８ＣＦＵ／ｍＬ）。
ＩＭＰ用生理盐水进行倍比稀释后取１ｍＬ加至培养皿
中，然后加入 ＭＨ培养基摇匀，使 ＩＭＰ药物终浓度分
别为０．０６～２５６ｍｇ／Ｌ。使用多点接种仪将稀释菌液
接种到含不同浓度 ＩＭＰ的 ＭＨ琼脂平板上，３７℃孵
箱培养１８ｈ。ＭＩＣ结果判读参照美国临床实验室标准
化协会（ＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄＬａｂｏｒａｔｏｒｙＳｔａｎｄａｒｄｓＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，
ＣＬＳＩ）２０１５年版的药敏实验判断标准进行［５］。大肠埃

希菌ＡＴＣＣ２５９２２和铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ２７８５３作为药
敏质控菌株。

１．２．２　ＰＣＲ扩增鉴定碳青霉烯酶耐药基因　　根据
细菌ＤＮＡ提取纯化试剂盒说明书提取 ＩＭＰ耐药鲍曼
不动杆菌ＤＮＡ。参照文献［６－７］合成碳青霉烯酶耐
药基因（ＩＭＰ、ＶＩＭ、ＮＤＭ、ＳＰＭ、ＫＰＣ、ＧＥＳ、ＯＸＡ２３、
ＯＸＡ５１、ＯＸＡ２４、ＯＸＡ４８和ＯＸＡ５８）引物序列。ＰＣＲ
反应体系为２×ＥｓＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，上下游引物
各０．３μＬ，ＤＮＡ０．４μＬ，并补充 ｄｄＨ２Ｏ至２０μＬ。扩
增条件：９４℃预变性 ５ｍｉｎ，９４℃变性 ３０ｓ；５２℃或
５６℃ 退火３０ｓ；７２℃延伸 ３０ｓ；共 ３５个循环，最后
７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩增完毕，取１０μＬＰＣＲ反应产物
进行琼脂糖凝胶电泳。选取阳性产物按照琼脂糖凝胶

回收试剂盒说明书回收纯化目的片段，然后纯化产物

送测序（上海英潍捷贸易有限公司），测序结果在ＮＣＢＩ
的 ＢＬＡＳＴ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／
Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）进行比对分析。
１．２．３　微孔法测定 ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ对鲍曼不动杆菌生
物膜形成能力的影响［８］　　将鲍曼不动杆菌过夜培
养物用 ＬＢ肉汤稀释１０００倍。实验分为空白对照组
和ＩＭＰ处理组，空白对照组每孔加入１００μＬ稀释菌液
和１００μＬＬＢ培养基，ＩＭＰ处理组每孔加入１００μＬ稀
释菌液和１００μＬＩＭＰ，使其药物终浓度为 １／４ＭＩＣ。
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每组设置３个复孔，３７℃孵育２４ｈ后轻柔吸取上层培
养液，然后以 ＰＢＳ缓冲液轻柔冲洗２次，置于超净工
作台中风干固定。固定后每孔加入２００μＬ１％结晶紫
溶液染色１０ｍｉｎ，弃去染色液并以流水冲洗３次，再次
倒置风干。最后每孔加入１００μＬ３０％冰醋酸进行溶
解，于酶标仪５９０ｎｍ处测定各孔光密度值Ｄ（５９０）。
１．２．４　菌落平板计数法测定 ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ对鲍曼不
动杆菌粘附能力的影响［９］　　将鲍曼不动杆菌过夜
培养物用 ＬＢ肉汤稀释１０００倍。实验分为空白对照
组和ＩＭＰ处理组，空白对照组在 ＣＬＳＭ培养皿中分别
加入１ｍＬ稀释菌液和１ｍＬＬＢ培养基，ＩＭＰ处理组加入
１ｍＬ稀释菌液和１ｍＬＩＭＰ，使其药物终浓度为１／４ＭＩＣ。
３７℃孵箱培养４ｈ后，用适量ＰＢＳ轻柔冲洗２次。然
后将ＰＢＳ加入培养皿中超声１０ｍｉｎ，以使粘附在培养
皿上的细菌脱落下来。粘附细菌按１０倍稀释法稀释
到合适浓度后，取 １００μＬ稀释菌液涂布于 ＬＢ平板
上，３７℃培养２４ｈ后进行计数。
１．２．５　泳动实验考察 ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ对鲍曼不动杆菌
运动能力的影响［１０］　　鲍曼不动杆菌划线接种于血
琼脂平板，３７℃孵箱培养过夜。空白对照组在空培养
皿中加入１ｍＬ生理盐水，ＩＭＰ处理组加入１ｍＬＩＭＰ
溶液（终浓度为１／４ＭＩＣ），然后加入１４ｍＬ泳动培养
基振荡混匀。用灭菌牙签挑取细菌单菌落垂直接种到

培养基表面，３７℃孵箱培养２４ｈ后测量菌落直径。
１．２．６　定量 ＲＴＰＣＲ检测细菌Ⅳ型菌毛基因的表达
　　参照ＧｅｎＢａｎｋ鲍曼不动杆菌 ＡＴＣＣ１７９７８基因全
序列（ＣＰ０００５２１），采用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ６．０软件针对Ⅳ
型菌毛基因和１６ＳｒＲＮＡ序列设计引物。Ⅳ型菌毛基
因引物序列为：正向５′ＴＧＣＧＧＴＣＡＴＧＧＣＴＡＴＴＡＴＴＧＣ３′，
反向 ５′ＧＣＧＴＡＣＣＡＴＣＡＧＣＧＧＣＴＡＴ３′，２５１ｂｐ。１６Ｓ
ｒＲＮＡ引物序列为：正向５′ＧＣＣＴＴＣＣＴＣＣＡＧＴＴＴＧＴＣ３′，
反向５′ＴＧＴＣＧＴＧＡＧＡＴＧＴＴＧＧＧＴ３′，１１１ｂｐ。采用细
菌ＲＮＡ提取试剂盒提取鲍曼不动杆菌总ＲＮＡ并测定
其浓度。根据逆转录试剂盒说明书合成第１链ｃＤＮＡ，
然后行ＰＣＲ扩增；使用ＢｉｏＲａｄ实时ＰＣＲ系统（ＣＦＸ９６，
ＢｉｏＲａｄ公司）进行ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ测定，ＰＣＲ反应体系：
２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１０μＬ，上下游引物各０．３μＬ，ｃＤＮＡ
２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ７．４μＬ。扩增条件：９４℃ ５ｍｉｎ，９４℃
３０ｓ；５７℃ ３０ｓ；７２℃ ３０ｓ；共４０个循环；使用相对定
量方法评估基因表达的定量变化；采用稳定表达的

１６ＳｒＲＮＡ基因的扩增子作为内部对照以及归一化数
据。实验均重复３次。

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件。计量资料均以 珋ｘ±ｓ
表示，ＩＭＰ处理组和空白对照组两样本间均数比较采
用独立样本ｔ检验。检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　鲍曼不动杆菌ＭＩＣ测定
　　ＩＭＰ对 ＩＭＰ耐药鲍曼不动杆菌 Ａ１７１～Ａ１８０的
ＭＩＣ分别是６４、１６、８、３２、８、６４、３２、１６、８ｍｇ／Ｌ和６４ｍｇ／Ｌ。
ＩＭＰ对 ＩＭＰ敏感菌株 Ａ１８１～Ａ１９０的 ＭＩＣ分别为
１．０００、０．５００、０．２５０、１．０００、０．１２５、０．２５０、０．５００、２．０００、
１．０００ｍｇ／Ｌ和 ０．２５０ｍｇ／Ｌ。由于采用各自菌株的
１／２ＭＩＣ值作为其实验浓度会对细菌的生长有影响，因
此后续实验均采用各自的１／４ＭＩＣ值作为其药物浓度。
２．２　碳青霉烯酶耐药基因扩增
　　１０株ＩＭＰ耐药菌株全部含有 ＯＸＡ５１基因，９株
含有ＯＸＡ２３基因，而只有 ３株携带 ＩＭＰ４基因（图
１），其余碳青霉烯耐药基因的检测均为阴性。
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图１　ＰＣＲ扩增鲍曼不动杆菌碳青霉烯酶耐药基因

２．３　ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ对鲍曼不动杆菌生物膜形成能力
的影响

　　ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ对ＩＭＰ耐药菌株的生物膜形成均有
显著诱导作用（图２）。然而 ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ对５株 ＩＭＰ
敏感菌株的生物膜形成具有抑制作用，３株细菌没有
作用，２株菌株具有诱导作用。
２．４　ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ对鲍曼不动杆菌粘附能力的影响
　　ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ对ＩＭＰ耐药菌株的粘附性均有显著
诱导作用（图３）。然而，ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ对５株ＩＭＰ敏感
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菌株的粘附性表现为抑制，３株表现为无作用，２株表
现为诱导。

２．５　ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ对鲍曼不动杆菌运动性的影响
　　ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ对ＩＭＰ耐药菌株的运动性均有显著诱
导作用（表１）。然而，ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ对５株ＩＭＰ敏感菌株
的运动性具有抑制作用，３株无作用，２株具有诱导作用。
２．６　ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ对鲍曼不动杆菌Ⅳ型菌毛基因表

达的影响

　　ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ对ＩＭＰ耐药菌株的Ⅳ型菌毛基因表
达均有显著诱导作用（图４）。然而，除了ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ
对Ａ１８４和 Ａ１８９菌株的Ⅳ型菌毛基因表达具有诱导
作用外，对其他ＩＭＰ敏感菌株基因表达没有作用。

表１　１／４ＭＩＣＩＭＰ对鲍曼不动杆菌运动能力的影响

（ｍｍ，ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

菌株 空白对照组 ＩＭＰ处理组 菌株 空白对照组 ＩＭＰ处理组
Ａ１７１ ５．２３±０．１５ ８．６０±０．２０ａ Ａ１８１ ５．６７±０．５５ １．６７±０．４５ａ

Ａ１７２ ８．５０±０．６０１０．４３±０．５０ａ Ａ１８２ ６．８０±０．２０ ６．４３±０．２５

Ａ１７３ ６．８０±０．３０ ９．０７±０．２５ａ Ａ１８３ ８．６７±０．４５ ４．５０±０．４０ａ

Ａ１７４ ８．５３±０．４０１１．３０±０．２０ａ Ａ１８４ ６．８７±０．３１ ８．８０±０．３０ａ

Ａ１７５ ４．５３±０．５５ ８．３７±０．４５ａ Ａ１８５ ５．４０±０．４０ ２．０７±０．４５ａ

Ａ１７６ ５．９３±０．３５１０．０７±０．６５ａ Ａ１８６ ９．４３±０．５５ ８．４７±０．３１
Ａ１７７ ６．４０±０．３０ ８．２３±０．２５ａ Ａ１８７ ６．５７±０．３１ ６．００±０．３６

Ａ１７８ ９．３７±０．２５１１．７０±０．４０ａ Ａ１８８ ８．５３±０．２５ ３．４０±０．５０ａ

Ａ１７９ ７．５７±０．３１１０．６３±０．５５ａ Ａ１８９ ４．８０±０．６６ ７．４７±０．５０ａ

Ａ１８０ ８．３７±０．２５１０．９０±０．３０ａ Ａ１９０ ９．１０±０．３０ ４．３３±０．３５ａ

ａ：Ｐ＜０．０１，与空白对照组比较
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Ａ：ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ对ＩＭＰ耐药鲍曼不动杆菌生物膜形成的影响　１～１０分别为ＩＭＰ耐药菌株 Ａ１７１～Ａ１８０；Ｂ：ｓｕｂＭＩＣ

ＩＭＰ对ＩＭＰ敏感鲍曼不动杆菌生物膜形成的影响　１～１０：分别为ＩＭＰ敏感菌株Ａ１８１～Ａ１９０

图２　微孔法测定鲍曼不动杆菌的生物膜形成能力
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与空白对照组比较

Ａ：ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ对ＩＭＰ耐药鲍曼不动杆菌粘附能力的影响　１～１０分别为 ＩＭＰ耐药菌株 Ａ１７１～Ａ１８０；Ｂ：ｓｕｂＭＩＣ

ＩＭＰ对ＩＭＰ敏感鲍曼不动杆菌粘附能力的影响　１～１０分别为ＩＭＰ敏感菌株Ａ１８１～Ａ１９０

图３　菌落平板计数法测定鲍曼不动杆菌的粘附能力
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与空白对照组比较

Ａ：ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ对ＩＭＰ耐药鲍曼不动杆菌毛基因表达的影响　１～１０分别为ＩＭＰ耐药菌株 Ａ１７１～Ａ１８０；Ｂ：ｓｕｂＭＩＣ

ＩＭＰ对ＩＭＰ敏感鲍曼不动杆菌基因表达的影响　１～１０分别为ＩＭＰ敏感菌株Ａ１８１～Ａ１９０

图４　定量ＲＴＰＣＲ测定鲍曼不动杆菌Ⅳ型菌毛基因的表达

３　讨论

　　临床上８０％的细菌感染与生物膜相关，由于生物
膜的物理屏障和生物膜内细菌较低的生长速度和代谢

水平，使细菌可以逃避抗菌药物和宿主免疫系统的攻

击［１１］。在条件适宜时，可以导致新的感染，使感染趋

于慢性化且难于控制［１２］。鲍曼不动杆菌是临床上生

物膜感染常见的菌株之一，且具有较高的耐药性，如

耐药鲍曼不动杆菌形成生物膜感染将给临床治疗带来

更大的困难［１３－１４］。本研究发现 ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ可以诱
导耐药鲍曼不动杆菌细菌生物膜的形成，促进细菌的

粘附性和增加细菌的运动能力，可使耐药细菌更加难

于清除，不利于临床治疗，因而针对耐药鲍曼不动杆菌

的感染应慎重选择 ＩＭＰ进行治疗。而对于 ＩＭＰ敏感
鲍曼不动杆菌，ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ则多表现为抑制，但也有
诱导的菌株存在。目前关于ｓｕｂＭＩＣ抗菌药物对于生
物膜的研究较多，在临床中出现抑制和诱导这种相反

结果的也较为普遍，如红霉素对铜绿假单胞菌虽对大

部分临床分离菌具有生物膜抑制作用，但是仍有诱导

作用的报道［１５］。这种差异可能是由于菌株的差异性

导致的。本研究发现耐药是ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ影响鲍曼不
动杆菌生物膜形成的重要因素，其原因可能为耐药株

实验中外界高浓度的 ＩＭＰ虽然不能杀灭细菌，但是诱
导了压力调节的相关基因表达，而压力相关调节基因

是生物膜形成的促进因素，其原因仍需进一步证实。

　　ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ对鲍曼不动杆菌粘附和运动的影响
均与细菌生物膜形成的实验结果趋势一致，提示细菌

生物膜的形成与细菌粘附和运动密切相关，是细菌生

物膜形成能力的重要条件。鲍曼不动杆菌生物膜的形

成和运动粘附能力均和Ⅳ型菌毛相关［１６］，而本研究发

现在ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ作用下，仅在Ⅳ型菌毛相关基因表
达增加的菌株才有生物膜形成的增强。已有研究表明

妥布霉素等抗菌药物可能通过增加菌毛基因的表达而

促进细菌生物膜的形成［１７－１８］。此外，有研究表明环境

压力能诱导细菌菌毛基因的表达［１９］，且有诱导情况出

现的菌株具有较高的 ＭＩＣ，据此推测 ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ可
能通过压力因素诱导细菌菌毛基因的表达，继而影响

生物膜的形成，但其机制仍需进一步研究。研究提示

菌毛可能是生物膜形成和细菌运动的关键因素，也可

能成为生物膜治疗的靶点。

　　随着抗菌药物的广泛及不合理的使用，细菌的耐
药率不断增高，在临床治疗过程中处于 ｓｕｂＭＩＣ的时
间也随之延长。本研究发现ｓｕｂＭＩＣＩＭＰ对耐药和敏
感鲍曼不动杆菌具有不同的作用，为临床抗菌药物的

合理使用提供了理论依据。
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（１）：１５－２５．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｊａｃ／４５．１．１５．

［１９］ＦＬＯＲＥＳＫＩＭＪ，ＤＡＲＷＩＮ Ａ Ｊ．Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｖｉｒｕｌｅｎｃｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙｃｅｌｌｅｎｖｅｌｏｐｅｓｔｒｅｓｓｒｅｓｐｏｎｓｅｓ

［Ｊ］．Ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ，２０１４，５（８）：８３５－８５１．ＤＯＩ：１０．４１６１／

２１５０５５９４．２０１４．９６５５８０．
（收稿：２０１８０８２１；修回：２０１８０９２６）

（编辑　王　红）
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