临床实验研究
铜绿假单胞菌中T3SS毒力基因分布、表达及与抗菌药物耐药相关性研究
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摘要：目的  探究临床分离铜绿假单胞菌中T3SS毒力基因分布、表达及与耐药的相关性。方法  收集2015年温州医科大学附属第一医院分离的铜绿假单胞菌共68株。琼脂稀释法检测抗菌药物的敏感性；PCR法检测不同来源菌株exoU、exoS、exoT、exoY 4种毒力基因的分布，并对结果进行统计学分析；实时荧光定量PCR检测部分菌株中假单胞菌转录调控相关基因ptrA、exsA以及效应蛋白基因exoT、exoS的表达情况，并对4种基因的相对表达量进行Pearson相关性分析。结果  68株铜绿假单胞菌中exoT和exoY检出率较高，分别占79.4%和75.0%，其中exoT在创面来源菌株中的检出率高于痰液（97.0% vs 61.8%，P<0.01），且以exoU-/exoS+基因型最常见，占51.5%（35/68）；痰液来源的菌株对亚胺培南、美罗培南的耐药率显著高于创面来源菌株（47.1% vs 8.8%，47.1% vs 14.7%，P<0.01）；携带exoU基因的菌株对碳青霉烯类、氨基糖苷类和氟喹诺酮类药物耐药率均高于其他3种基因型菌株；Pearson相关性分析显示ptrA基因表达量与exoT、exoS、exsA基因表达水平均成显著负相关。结论  本院临床分离的铜绿假单胞菌T3SS毒力基因exoT和exoY的携带率较高，毒力基因与铜绿假单胞菌耐药性相关，ptrA可能是T3SS毒力基因表达的潜在负调控基因。
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Study on distribution and expression of T3SS virulence genes in Pseudomonas aeruginosa and explore its drug-resistance
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Abstract：Objective To investigate the distribution and expression of T3SS virulence genes in Pseudomonas aeruginosa strains and relationship with its drug-resistance. Methods A total of 68 P. aeruginosa isolates were isolated from the First Affiliated Hospital of Wenzhou Medical University in 2015. The susceptibility testing was performed by the agar dilution method. Polymerase Chain Reaction was used to detect the distribution exoU, exoS, exoT and exoY genes, the experimental results were statistically analyzed. Real-time fluorescence quantitative PCR was used to detect the expression of Pseudomonas transcriptional regulator genes ptrA, exsA and effector-related genes exoT, exoS in some strains and Pearson correlation analysis was carried out on the relative expression of the four genes. Results The detection rates of exoT and exoY in 68 Pseudomonas aeruginosa strains were high, which were 79.4% and 75.0%, and the detection rate of exoT in wound-sourced strains was higher than that of sputum (97.0% vs. 61.8%，P<0.01). In addition, the genotype of exoU-/exoS+ was the most common among the P. aeruginosa isolates, accounting for 51.5% (35/68). The resistance rate of sputum-derived strains to imipenem and meropenem was significantly higher than that of wound-infected strains (47.1% vs. 8.8%，47.1% vs. 14.7%，P<0.01); The strains carrying the exoU gene were more resistant to carbapenems, aminoglycosides and fluoroquinolones than the other three genotypes.. Pearson correlation analysis showed that the expression level of ptrA gene was significantly negatively correlated with the expression levels of exoT, exoS, and exsA genes. Conclusion T3SS virulence genes exoY and exoT were common carried in the P.aeruginosa isolated from our hospital, virulence gene related to resistance of Pseudomonas aeruginosa. In addition, we found that ptrA might be a potential negative regulator of T3SS virulence genes expression.
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铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa, PA）广泛存在于自然界、正常人皮肤以及呼吸道内，是引起医院感染重要的机会致病菌。研究表明，铜绿假单胞菌在导致院内感染的革兰阴性菌中居前列，并有不断上升的趋势[1]。目前，多重耐药铜绿假单胞菌日益增加[2]，使得临床抗菌治疗更为困难，因此迫切需要开发新的靶向药物。

铜绿假单胞菌可分泌促进感染发生发展的多种毒力因子，比如Ⅲ型分泌系统（T3SS），报道称铜绿假单胞菌引起的急性感染多数与T3SS分泌的效应蛋白相关[3]。目前已经确定的由T3SS分泌的效应蛋白有ExoU、ExoS、ExoT、ExoY[4]，且T3SS效应蛋白基因主要受转录调控蛋白ExsA的转录调控。假单胞菌转录调控因子（PtrA）是近年来新发现的转录相关调控因子，有研究认为当ptrA基因过表达时，密切相关的效应蛋白ExoT和ExoS处于明显的抑制状态[5-6]，推测PtrA可能是通过对ExsA的调节进而影响T3SS的表达。为进一步寻找抑制或干预铜绿假单胞菌T3SS的相关因素，从而控制其引起的感染，本研究通过探究铜绿假单胞菌T3SS的毒力基因分布情况及菌株耐药特性，进而了解与T3SS毒力相关的基因型和耐药性之间的关系，同时对铜绿假单胞菌中T3SS毒力相关基因表达进行初步探究，为临床用药提供新的方向和理论依据。

1 材料与方法
1.1菌株来源  收集2015年分离自温州医科大学附属第一医院住院患者铜绿假单胞菌共68株，其中来源于创面标本和痰液标本各34株。用Vitek 2-Compact全自动微生物分析仪对所有菌株进行鉴定。铜绿假单胞菌PAO1为本实验室保存菌株。大肠埃希菌ATCC25922和铜绿假单胞菌ATCC27853为质控菌株，购自原卫生部临床检验中心。

1.2 仪器和试剂  Vitek-2 Compact全自动微生物分析仪（法国生物梅里埃公司）；PCR扩增仪（德国Eppendorf公司）；Denovix超微量紫外可见分光光度计（美国丹诺尔公司）；荧光定量PCR仪（7500 Real Time PCR System，Applied Biosystems公司）。Muller-Hintom（M-H）琼脂（英国Oxoid公司）；细菌基因组提取试剂盒（BioFlux公司）；总RNA提取裂解液RNAiso Plus trizol（大连TaKaRa公司）；逆转录试剂盒（美国Thermo Scientific公司）；实时荧光定量PCR试剂盒（日本TOYOBO公司）；PCR反应试剂（上海生工生物工程公司）。

1.3 聚合酶链反应  参照细菌基因组提取试剂盒说明书方法提取DNA模板，运用特异性引物对其进行PCR扩增。PCR引物序列按照参考文献[7]设计，并由上海华大基因公司合成，引物序列、退火温度及产物大小见表1。反应体系：10×PCR Buffer 2.5 μL，dNTP Mixture 2.5 μL，上、下游引物（10 μmol/L）各0.5 μL，无菌双蒸水16.9 μL，DNA聚合酶（5 U/μL）0.1 μL，模板DNA 2.0 μL，终反应体系体积25 μL。PCR反应条件：95 ℃ 10 min；95 ℃ 1 min，退火温度30 s（退火温度见表1），72 ℃ 1 min，35个循环；72 ℃ 5 min。PCR扩增产物经10 g/L琼脂糖凝胶电泳，GelRed染色后于凝胶成像系统观察结果。所有PCR阳性扩增产物均送上海华大基因进行测序确认。
表1  4种T3SS效应蛋白编码基因引物序列  
	基因
	引物序列（5’→3’）
	退火温度（°C）
	产物大小

（bp）

	exoS
	F: TCAGGTACCCGGCATTCACTACGCGG
	54
	572

	
	R: TCACTGCAGGTTCGTGACGTCTTTCTTTTA
	
	

	exoY
	F: TCCAAGCTTATGCGTATCGACGGTCATC
	55
	730

	
	R: CGTATCGATCCGAGGGGGGTGTATCTGACC
	
	

	exoT
	F: AGAACCCGTCTTTCGTGGCTGAGTT
	56
	351

	
	R: CAGCTCGCTCGCCTTGCCAAGT
	
	

	exoU
	F: CCTTAGCCATCTCAACGGTAGTC
	58
	911

	
	R: GAGGGCGAAGCTGGGGAGGTA
	
	


1.4 药物敏感性试验  用琼脂稀释法检测菌株对常用抗菌药物的敏感性，结果判读参照美国临床和实验室标准化协会（Clinical and Laboratory Standards Institute，CLSI）2016年标准[8]。

1.5 实时荧光定量PCR（qRT-PCR）  用Trizol一步法提取细菌总RNA，并用紫外可见分光光度计检测其浓度。参照逆转录试剂盒说明书将提取的总RNA经二步法反转录合成cDNA。逆转录反应体系及条件：第一步，RNA 4 μL，随机引物1 μL，DEPC水7 μL，共12 μL，65℃ 5min；第二步，5×Reaction Buffer 4μL，RNA 酶抑制剂Riblock RNase 1μL，dNTP 2 μL，RevertAid TM 1 μL，共8 μL，混匀，42℃ 60 min，最后70℃ 5min终止反应。qRT-PCR采用SYBR GREEN染料法进行，反应体系：蒸馏水6.4 μL，SYBR® Green Realtime PCR Master Mix 10 μL，上、下游引物（引物序列见表2）各0.8 μL，cDNA 2 μL。反应条件： 95℃ 30 s；95℃ 5 s，58 ℃退火10 s，72 ℃延伸15 s，进行40个循环，最后进行熔解曲线分析，以铜绿假单胞菌PAO1为参照菌株，以16S rRNA为内参基因，采用2-∆∆Ct公式计算效应蛋白基因在铜绿假单胞菌临床分离菌株中的相对表达量：∆Ct（实验样本）=Ct（实验样本目的基因）(Ct（实验样本内参基因），∆Ct（参照样本）=Ct（参照样本目的基因）(Ct（参照样本内参基因），-∆∆Ct=∆Ct（参照样本）(∆Ct（实验样本）。

表2  qRT-PCR引物序列  
	基因
	引物序列（5’→3’）
	退火温度(°C)
	参考文献

	ptrA
	F: ATGCGTACCTTCACTGCCT
	58
	本文

	
	R: TCAGCAGTTTTCCTTGTCC
	
	

	exoT
	F: CATCTCAGCAGAACCCGTC
	58
	本文

	
	R: CTCGATGATCGCCACGAAGG
	
	

	exoS
	RT-F: CGAGGTCAGCAGAGTATCGG
	58
	[9]

	
	RT-R: GTAGAGACCAAGCGCCATCA
	
	

	exsA
	RT-F: CTGGCGAGTTGCTTTTCGTC
	58
	[9]

	
	RT-R: ACGCTCGACTTCACTCAACA
	
	

	16S rRNA
	RT-F: TCTAAGGAGACTGCCGGTGA
	58
	[9]

	
	RT-R: CAG CT GCG ATCCGGACTAC
	
	


1.6 统计学分析  用SPSS 22.0统计软件进行。计数资料用χ2检验，P<0.05为差异有统计学意义。利用Pearson相关系数分析部分菌株中ptrA基因与exsA、exoT、exoS基因的相关性。
2 结果
2.1 PCR和药物敏感性检测结果  毒力基因PCR结果见图1。4种T3SS毒力基因的检出率最高的为exoT和exoY，检出率分别为79.4%（54/68）和75.0%（51/68），检出率最高的基因型组合为exoU-/exoS+（51.5%，35/68），其次是exoU+/exoS-，在创面和痰液来源的菌株分别检测出1株exoU+/exoS+基因型菌株，未检出4种效应蛋白基因同时存在（exoU+/exoS+/exoT+/exoY+）的菌株。创面来源的铜绿假单胞菌菌株exoT基因的检出率高于痰液来源菌株（97.0% vs 61.8%，P=0.000），差异有统计学意义（P<0.01）。见表3。药敏结果显示，68株临床分离的铜绿假单胞菌对8种抗菌药物均有不同程度的耐药，痰液来源的菌株对亚胺培南、美罗培南的耐药情况均显著高于创面来源菌株（47.1% vs 8.8%，P=0.000；47.1% vs 14.7%，P=0.004），差异有统计学意义（P<0.01）。见表4。
[image: image1.png]5 6 7 8 9 10 11 12 13





注：M：Marker；1~3，exoT基因阳性条带；4~6，exoS基因阳性条带；7~9，exoY基因阳性条带；10~12，exoU基因阳性条带；13，阴性对照。

图1 毒力基因PCR阳性产物琼脂糖凝胶电泳

表3  不同来源铜绿假单胞菌T3SS相关性效应蛋白基因携带率比较[n（%）]
	基因
	菌株来源
	χ2值
	P值

	
	创面（n=34）
	痰液（n=34）
	总计（n=68）
	
	

	exoU
	4（11.8)
	9（26.4）
	13(19.1)
	2.378
	0.123

	exoS
	16（47.1）
	21（61.8）
	37（54.4）
	1.482
	0.223

	exoY
	23（67.6）
	28（82.4）
	51（75.0）
	1.961
	0.161

	exoT
	33（97.0）
	21（61.8）
	54（79.4）
	12.952
	0.000

	exoU-/exoS+
	15（44.1）
	20（58.8）
	35（51.5）
	1.472
	0.225

	exoU+/exoS-
	3（8.8）
	8（23.5）
	11（16.2）
	2.711
	0.100

	exoU+/exoS+
	1（2.9）
	1（2.9）
	2（2.9）
	-*
	1.000

	exoU+/exoS+/exoT+/exoY+
	0（0）
	0（0）
	0（0）
	-
	1.000


注：*，Fisher确切概率法。
表4  不同来源铜绿假单胞菌对常用抗菌药物的耐药率[n（%）]
	抗菌药物
	菌株来源
	χ2值
	P值

	
	创面（n=34）
	痰液（n=34）
	总计（n=68）
	
	

	头孢他啶
	4（11.8)
	7(20.6)
	11(16.2)
	0.976
	0.323

	头孢吡肟
	4（11.8)
	7(20.6)
	11(16.2)
	0.976
	0.323

	亚胺培南
	3(8.8)
	16(47.1)
	19(27.9)
	12.344
	0.000

	美罗培南
	5(14.7)
	16(47.1)
	21(30.9)
	8.336
	0.004

	庆大霉素
	4（11.8)
	3(8.8)
	7(10.3)
	-*
	1.000

	妥布霉素
	4（11.8)
	3(8.8)
	7(10.3)
	-
	1.000

	左氧氟沙星
	6(17.6)
	7(20.6)
	13(19.1)
	0.095
	0.758

	环丙沙星
	7(20.6)
	7(20.6)
	14(20.6)
	0
	1.000


注：*，Fisher确切概率法。
2.2基因型与耐药性的关系  68株铜绿假单胞菌中，携带exoU+/exoS-基因型菌株对氨基糖苷类（庆大霉素和妥布霉素）耐药率明显高于exoU-/exoS+，差异有统计学意义（P<0.05），对氟喹诺酮类药物（左氧氟沙星和环丙沙星）耐药率也高于exoU-/exoS+，但差异无统计学意义（P>0.05）。exoU-/exoS+和exoU+/exoS-基因型菌株对碳青霉烯类药物（亚胺培南和美罗培南）耐药率均最高。另外，携带exoU基因菌株与携带其他3种毒力基因菌株相比对亚胺培南、美罗培南、庆大霉素、妥布霉素、左氧氟沙星的耐药率虽差异无统计学意义，但均高于携带exoS、exoT和exoY基因菌株。具体结果见表5。
表5  68株携带不同毒力基因铜绿假单胞菌对常用抗菌药物耐药率比较（%）

	抗菌药物
	基因
	χ2检验P值
	基因型
	χ2检验P值

	
	exoU
	exoS
	exoY
	exoT
	
	exoU-/exoS+
	exoU+/exoS-
	

	头孢他啶
	7.7（1/13）
	21.6（8/37）
	13.7（7/51）
	16.7（9/54）
	0.679
	22.9（8/35）
	0（0/11）
	0.169

	头孢吡肟
	7.7（1/13）
	21.6（8/37）
	13.7（7/51）
	16.7（9/54）
	0.679
	22.9（8/35）
	0（0/11）
	0.169

	亚胺培南
	38.5（5/13）
	29.7（11/37）
	25.5（13/51）
	27.8（15/54）
	0.818
	25.7（9/35）
	36.4（4/11）
	0.702

	美罗培南
	38.5（5/13）
	32.4（12/37）
	27.5（14/51）
	31.5（17/54）
	0.816
	28.6（10/35）
	36.4（4/11）
	0.713

	庆大霉素
	23.1（3/13）
	2.7（1/37）
	13.7（7/51）
	16.7（6/54）
	0.132
	2.9（1/35）
	27.3（3/11）
	0.037

	妥布霉素
	23.1（3/13）
	2.7（1/37）
	13.7（7/51）
	16.7（6/54）
	0.132
	2.9（1/35）
	27.3（3/11）
	0.037

	左氧氟沙星
	23.1（3/13）
	13.5（5/37）
	17.6（9/51）
	22.2（12/54）
	0.720
	11.4（4/35）
	27.3（3/11）
	0.333

	环丙沙星
	23.1（3/13）
	13.5（5/37）
	19.6（10/51）
	24.1（13/54）
	0.637
	11.4（4/35）
	27.3（3/11）
	0.333


 2.3  实时荧光定量PCR  通过实时荧光定量PCR对12株携带exoT和exoS基因的菌株进行ptrA、exsA、exoT和exoS表达量的检测，初步分析ptrA与exsA以及与效应蛋白编码基因exoT和exoS之间的关系后发现，ptrA与exsA、exoT、exoS的相对表达量间Pearson相关系数绝对值均在0.6~0.8之间，呈显著负相关（P<0.05）。见图2。
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图1 铜绿假单胞菌临床分离株ptrA、exsA及exoT/S表达水平

3 讨论
T3SS是铜绿假单胞菌与外界环境交流的重要途径之一，细菌通过该系统可以获取所需养分、向外界环境分泌毒性蛋白或者直接靶向作用于真核细胞[6]。在铜绿假单胞菌中，T3SS可通过其针管样结构将分泌的效应蛋白靶向注入宿主细胞内，从而引发严重的全身感染，致死率高。本研究对68株临床分离的铜绿假单胞菌中T3SS毒力基因分布特征进行分析，发现其中exoY和exoT的检出率相对于exoU和exoS明显较高，说明前两种基因在本院创面和痰液分离的铜绿假单胞菌中普遍存在，且创面来源的exoT基因检出率显著高于痰液来源菌株。研究表明，exoU、exoY具有细胞毒素，可引起细胞坏死、凋亡，毒力最强，exoS则是通过抑制细胞分裂导致细胞凋亡[10-11]，而exoT毒力危害相对较弱[12]。呼吸道是铜绿假单胞菌最主要感染部位，其次是伤口，且毒力强的菌株更易引起呼吸道感染[13]。这可能导致来自呼吸道痰液的标本菌株携带更多较强毒力基因，与本研究结果中呼吸道痰液标本中弱毒力exoT基因检出率明显偏低的结果一致。同时痰液来源的菌株对碳青霉烯类药物（亚胺培南、美罗培南）的耐药情况均显著高于创面来源菌株，这与之前的报道研究中碳青霉烯类耐药铜绿假单胞菌主要分离自呼吸道痰液标本是一致的，可能与痰液中菌株更易在临床扩散感染，而近年来碳青霉烯类药物在临床治疗上被广泛应用[14]，从而使其对碳青霉烯类药物具有更高的耐药性。

有报道称铜绿假单胞菌常以exoU-/exoS+侵袭型和exoU+/exoS-细胞毒型形式存在[15]，本研究结果显示创面和痰液分离的铜绿假单胞菌exoU-/exoS+侵袭型和exoU+/exoS-细胞毒型总分布率相对较高，与报道一致。此外，2种基因型携带菌株对常用抗菌药物的耐药率也相对较高，说明exoU-/exoS+侵袭型和exoU+/exoS-细胞毒型菌株对患者可能具有更大的危害性。同时exoU+/exoS-基因型与其他基因及基因组合型携带菌株相比对氨基糖苷类（庆大霉素和妥布霉素）和氟喹诺酮类药物（左氧氟沙星和环丙沙星）耐药率较高，这与国外相关研究结果一致[16-17]。本研究对毒力基因携带情况与耐药的相关性分析为后期新型抗菌药物研发提供从基因型出发的新思路。本研究还发现分离自创面和痰液的铜绿假单胞菌临床分离株各1株同时携带exoU和exoS基因，而国内一些研究[18-19]表明同一菌株不能同时携带exoU和exoS基因，他们认为该2种基因占据了相同的染色体位点从而相互排斥，不过近年来也有研究与本研究结果一致出现同时携带这2种基因的分离菌株，这可能是由于相同地区的铜绿假单胞菌菌株通过基因的转移在菌株间传递或是细菌在环境压力下出现基因位点变异所致[20]。该研究结果表明后期实验应从分子水平来分析毒力基因表达调控关键影响因素，包括基因的变异、转移及调控等方面进行更深入层次的研究。

目前，关于T3SS相关效应蛋白表达的调控知之甚少，铜绿假单胞菌转录调控因子（PtrA）是近年来假单胞菌菌株中新发现的转录相关的调控因子，有研究认为ptrA可能是通过对exsA的调节进而影响T3SS的表达[5]。在本研究中，我们发现当菌株ptrA基因表达水平较高时效应蛋白编码基因exoT和exoS的表达水平相对偏低，与此同时还发现exsA基因表达水平与ptrA基因表达水平也存在负相关性，并且ptrA与exoT、exoS和exsA的负相关性均具有显著性统计学意义（P<0.05）。因此，我们推测ptrA可能是T3SS效应蛋白基因潜在的负调控基因，该基因对T3SS的具体调控通路有待进一步研究。

本研究结果表明携带T3SS毒力基因的铜绿假单胞菌对常见抗菌药物耐药性较高，这样可能会导致患者治疗周期变长，且后期可能带来不良负效应。为解决这一关键问题，后期研究需要从分子水平来揭示毒力基因表达的信号调控通路及其关键影响因子，为开发新型抗菌药物奠定理论基础。在临床治疗过程中要加强实施必要的隔离措施和预防标准，避免医院感染而导致基因型的转移甚至位点变异，开展相关研究对于指导临床合理用药和避免医院感染发生发展具有重要的临床意义。
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