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摘要　 目的 　 探究临床分离铜绿假单胞菌常见群体感应

（ＱＳ）系统调控基因和毒力基因的携带和表达情况及与耐药

的相关性。 方法　 收集检验科各类临床标本中分离出的铜

绿假单胞菌 ９７ 株，应用 ｖｉｔｅｋ２⁃ｃｏｍｐａｃｔ 仪器法及标准纸片扩

散法检测抗菌药物的耐药性，运用聚合酶链式反应（ＰＣＲ）方
法检测 ４ 种 ＱＳ 系统调控基因及 ７ 种毒力基因的携带情况，
对结果做统计学分析；荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）检测调控基

因 ＬａｓＩ、Ｒｈ１Ｒ 和毒力基因 ｅｘｏＳ、ＰＣＮ 的表达情况，对两类基

因的相对表达量进行线性分析。 结果 　 ９７ 株分离株对 １１
种抗菌药物的耐药率：妥布霉素、庆大霉素、阿米卡星的耐药

率小于 １０％ 且阿米卡星最低为 ２. ０６％ ，对其余药物耐药率

均在 １１％以上，最高的为亚胺培南 ２５. ７７％ ，４３ 株为多重耐

药菌株，且呼吸系统来源的菌株对抗菌药物耐药性更高。
ＰＣＲ 基因检测结果显示：４ 种 ＱＳ 系统调控基因 ＬａｓＩ、ＬａｓＲ、
Ｒｈ１Ｉ、Ｒｈ１Ｒ 检出率均为 １００％ ；７ 种毒力基因检出率最高的

为 ｅｘｏＴ ９８. ９７％ （９６ ／ ９７），最低的为 ｅｘｏＵ １３. ４０％ （１３ ／ ９７），
ＰＣＮ ４３. ３０％ （４２ ／ ９７），其余毒力基因检出率皆在 ８６％ 以上。
未携带毒力基因的菌株对头孢他啶等 ６ 种抗菌药物耐药，携
带有 ７ 种毒力基因的菌株对头孢他啶耐药。 ＰＣＮ、ｅｘｏＳ、ｅｘｏＵ
阳性菌株中，非多重耐药铜绿假单胞菌（ＮＭＤＲ⁃ＰＡ）所占比

例更高；ＰＣＮ ＋菌株对哌拉西林 ／他唑巴坦耐药率更高且差

异有统计学意义；与 ｅｘｏＳ ＋ ／ ｅｘｏＵ － 菌株相比，ｅｘｏＳ － ／ ｅｘｏＵ
＋菌株耐药的抗菌药物种类明显下降。 ＮＭＤＲ⁃ＰＡ 中调控基

因 ｒｈ１Ｒ、ＬａｓＩ 的相对表达量更高且 ＬａｓＩ 的差异有统计学意

义；调控基因 ｒｈ１Ｒ 与毒力基因 ｅｘｏＳ、调控基因 ＬａｓＩ 与毒力基

因 ＰＣＮ 之间的表达呈正向线性关系。 结论　 铜绿假单胞菌

耐药现象仍较严重且表现多重耐药，调控基因稳定存在于菌

株中，除 ｅｘｏＵ、ＰＣＮ 外，其余毒力基因 ｅｘｏＳ、ｅｘｏＴ、ｅｘｏＹ、ＴｏｘＡ、
ＬａｓＢ 携带率均较高，调控基因 ｒｈ１Ｒ、ＬａｓＩ 能正向调节毒力基

因的表达，ＱＳ 系统调控基因与毒力基因均会影响铜绿假单

胞菌的耐药性。
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　 　 铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，ＰＡ）因
产绿脓素而旧称绿脓杆菌，是一种无孢子、专性需

氧、运动和氧化酶阳性的革兰阴性杆菌，被认为是最

重要的机会致病菌之一，极易在免疫功能低下患者

体内滋生［１］。 研究［２］ 表明，ＰＡ 可以分泌外毒素、弹
性蛋白酶、胞外酶等多种毒力因子，在感染中起重要

作用，同时对不同抗生素产生抵抗性也是毒力因子

的一个属性。 而群体感应（ｑｕｏｒｕｍ ｓｅｎｓｉｎｇ，ＱＳ）系统

是 ＰＡ 通过产生小的可扩散分子来增加其毒力的机

制，可以调节毒力和营养获取相关的一系列基

因［３］，也会影响抗菌药物的敏感性。 且伴随着当前

ＰＡ 耐药情况的加剧，新型药物如毒力因子抑制剂、
群体感应系统抑制剂的研发已成为治疗 ＰＡ 的新方

向。 该研究着重分析了 ＰＡ 对 １１ 种临床常用抗菌

药物的耐药性，对 ＰＡ 常见的 ＱＳ 系统调控基因和毒

力基因的携带、表达情况进行检测，分析两者与耐药

的相关性，并验证了 ＱＳ 系统与毒力基因之间的调

控关系，为临床更有效地治疗 ＰＡ 感染提供思路与

依据。

１　 材料与方法

１． １　 菌株来源　 收集安徽医科大学第一附属医院

检验科 ２０２０ 年 ６ 月—１２ 月 ＰＡ ９７ 株，其中呼吸系统

来源的 ４６ 株（痰液 ３９ 株、纤支镜灌洗液 ７ 株），其他

系统来源的 ５１ 株（创面 ９ 株、分泌物 １５ 株、尿液 １５
株、血液 ６ 株、导管 ３ 株、引流液 ２ 株、组织 １ 株），同
一患者相同部位分离株已剔除。 对照菌株为本实验

室保存的 ＰＡ 标准菌株；质控菌株为大肠埃希菌

ＡＴＣＣ８７３９、ＰＡ ＡＴＣＣ２７８５３，均来自本科室。
１． ２　 仪器和试剂　 哥伦比亚血平板 （合肥天达诊

断试剂有限公司）；ＶＩＴＥＫ⁃ＭＳ 质谱仪、Ｖｉｔｅｋ２⁃Ｃｏｍ⁃
ｐａｃｔ 微生物鉴定仪（法国生物梅里埃公司）；药敏纸

片 （英国 Ｏｘｏｉｄ 公司）；Ｔａｐ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、扩增引
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物、琼脂糖、ＤＮＡ 分子量标准、ＴＲＩｚｏｌ 试剂、逆转录

试剂盒、ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ（上海生工生物工程股份

有限公司）；ＬｉｆｅＥＣＯ 基因扩增仪（杭州博日科技有

限公司）；凝胶成像系统（美国 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ 公司）；实
时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）仪 ｃｏｂａｓ ｚ ４８０（罗氏分

子有限公司）。
１． ３　 菌株鉴定及药物敏感性实验　 选取菌株后在

血平板上分区划线接种培养，待长出菌落后用质谱

仪进行重新鉴定。 鉴定明确后应用 Ｖｉｔｅｋ２⁃Ｃｏｍｐａｃｔ
仪进行药敏试验，缺少的抗菌药物用纸片扩散（Ｋ⁃
Ｂ）法补全，以 ２０２０ 年美国临床和实验室标准化协

会（ＣＬＳＩ）文件为参照进行药敏结果判读及统计。
１． ４　 ＱＳ 系统调控基因及毒力基因检测　
１． ４． １　 ＤＮＡ 模板的制备　 将鉴定后的菌株再次进

行接种、孵育培养留取菌落，采用煮沸法获取基因扩

增所需 ＤＮＡ 模板，整个过程防止污染，避免影响后

续操作及结果。
１． ４． ２　 基因扩增及电泳　 基因种类及 ＰＣＲ 引物序

列（表 １）根据文献［４ － ５］ 获得，并委托上海生工生物

工程股份有限公司合成，目的基因扩增总体系为 ２５
μｌ， 热循环参数：初始变性 ９５ ℃、５ ｍｉｎ；９５ ℃、３０ ｓ，
５３ ～ ６９ ℃ 退 火 ３０ ｓ， ７２ ℃、 ６０ ｓ， 循 环 ３５ 个

周期；最终７２ ℃ 延伸１０ ｍｉｎ ，产物置于４ ℃ 待电

表 １　 ＱＳ 系统调控基因及毒力基因引物序列

基因 引物序列（５′⁃ ３′） 产物长度（ｂｐ） 退火温度（℃）
ＬａｓＲ Ｆ： ＡＡＧＴＧＧＡＡＡＴＴＧＧＡＧＴＧＧＡＧ １３０ ５５

Ｒ： ＧＴＡＧＴＴＧＣＣＧＡＣＧＡＣＧＡＴＧＡＡＧ
ＬａｓＩ Ｆ： ＣＧＴＧＣＴＣＡＡＧＴＧＴＴＣＡＡＧＧ ２９５ ５４

Ｒ： ＴＡＣＡＧＴＣＧＧＡＡＡＡＧＣＣＣＡＧ
ｒｈ１Ｒ Ｆ： ＴＧＣＡＴＴＴＴＡＴＣＧＡＴＣＡＧＧＧＣ １３３ ５３

Ｒ： ＣＡＣＴＴＣＣＴＴＴＴＣＣＡＧＧＡＣＧ
ｒｈ１Ｉ Ｆ： ＴＴＣＡＴＣＣＴＣＣＴＴＴＡＧＴＣＴＴＣＣＣ １５６ ５３

Ｒ： ＴＴＣＣＡＧＣＧＡＴＴＣＡＧＡＧＡＧＣ
ＴｏｘＡ Ｆ： ＧＧＣＴＧＣＴＣＣＡＧＧＣＧＣＡＣＣＧＣＣ ３３６ ６９

Ｒ： ＧＣＣＧＡＴＣＡＧＣＣＧＴＴＣＧＡＣＣＴＣ
ＬａｓＢ Ｆ：ＣＧＣＴＴＧＡＣＣＴＧＴＴＧＴＴＣＧＴＴＧ ４４６ ６２

Ｒ：ＡＡＣＴＧＧＴＧＡＴＣＣＧＣＣＴＧＧＧＣＧ
ＰＣＮ Ｆ：ＴＧＣＣＧＧＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＧＡＧＴＧ ２３１ ６２

Ｒ：ＧＴＴＣＴＧＧＣＴＴＣＣＴＧＧＡＧＧＧＧＴ
ｅｘｏＳ Ｆ：ＴＣＡＧＧＴＡＣＣＣＧＧＣＡＴＴＣＡＣＴＡＣＧＣＧＧ ５７２ ６４

Ｒ：ＣＡＣＴＧＣＡＧＧＴＴＣＧＴＧＡＣＧＴＣＴＴＴＣＴＴＴＴＡ
ｅｘｏＹ Ｆ：ＴＣＣＡＡＧＣＴＴＡＴＧＣＧＴＡＴＣＧＡＣＧＧＴＣＡＴＣ ７３０ ６５

Ｒ：ＣＧＴＡＴＣＧＡＴＣＣＧＡＧＧＧＧＧＧＴＧＴＡＴＣＴＧＡＣＣ
ｅｘｏＴ Ｆ： ＡＧＡＡＣＣＣＧＴＣＴＴＴＣＧＴＧＧＣＴＧＡＧＴＴ ３５１ ６４

Ｒ： ＣＡＧＣＴＣＧＣＴＣＧＣＣＴＴＧＣＣＡＡＧＴ
ｅｘｏＵ Ｆ： ＣＣＴＴＡＧＣＣＡＴＣＴＣＡＡＣＧＧＴＡＧＴＣ ９１１ ６１

Ｒ： ＧＡＧＧＧＣＧＡＡＧＣＴＧＧＧＧＡＧＧＴＡ

泳。 每株各取 １０ μｌ ＰＣＲ 产物经 １％琼脂糖凝胶电

泳，用凝胶成像系统观察电泳结果并留存图像。
１． ４． ３ 　 核苷酸序列测定与分析 　 将扩增的阳性

ＰＣＲ 产物委托上海生工生物工程股份有限公司进

行测序。 将所测序列与 ＮＣＢＩ 数据库收录的基因序

列作比对。
１． ５　 调控基因及毒力基因表达水平检测　 根据电

泳及测序结果筛选出基因型相同的 ２８ 株 ＰＡ（其中

１４ 株为多重耐药 ＰＡ（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ，ＭＤＲ⁃ＰＡ））于温箱摇菌过夜，运用 ＴＲ⁃
Ｉｚｏｌ 法提取 ＲＮＡ，检测其浓度、纯度后进行逆转录。
并对其中两种调控基因（ＬａｓＩ、ｒｈ１Ｒ），两种毒力基因

（ｅｘｏＳ、ＰＣＮ）进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 引物序

列见表 ２。 过程中以 １６Ｓ ｒＲＮＡ 作为内参基因，ＰＡ
标准菌株作为对照组。 荧光定量完成后采用相对定

量法 ２ － ΔΔＣｔ计算各菌株基因的表达水平。

表 ２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 调控基因及毒力基因引物

基因 引物序列（５′⁃ ３′）
ｒｈ１Ｒ Ｆ： ＴＴＧＡＧＧＡＴＣＧＣＣＧＧＡＴＣＣＡＣ

Ｒ： ＴＧＣＡＧＣＣＧＡＴＣＣＡＣＧＡＣＡＧＣ
ＬａｓＩ Ｆ：ＡＡＴＴＧＧＴＣＧＧＣＧＣＧＡＡＧＡＧＴＴＣ

Ｒ：ＡＧＧＴＧＴＴＣＴＴＣＡＧＣＡＴＧＴＡＧＧ
ｅｘｏＳ Ｆ：ＣＧＡＧＧＴＣＡＧＣＡＧＡＧＴＡＴＣＧＧ

Ｒ：ＧＴＡＧＡＧＡＣＣＡＡＧＣＧＣＣＡＴＣＡ
ＰＣＮ Ｆ：ＣＣＧＡＣＡＡＣＣＴＧＧＡＡＴＴＧＣＧＴ

Ｒ：ＣＣＧＣＴＴＴＣＣＧＴＧＧＴＣＣＡＧＴＴ
１６Ｓ ｒＲＮＡ Ｆ：ＴＣＴＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＣＣＧＧＴＧＡ

Ｒ：ＣＡＧＣＴＧＣＧＡＴＣＣＧＧＡＣＴＡＣ

１． ６　 统计学处理　 使用 ＳＰＳＳ ２０. ０ 软件进行分析，
对调控基因及毒力基因与耐药性的相关性分别应用

ｔ 检验、χ２ 检验进行分析，利用线性相关系数分析调

控基因 ＬａｓＩ、ｒｈ１Ｒ 与毒力基因 ｅｘｏＳ、ＰＣＮ 的关系，以
Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＰＡ 对 １１ 种常见抗菌药物的耐药率及分析　
９７ 株 ＰＡ 对 １１ 种常见抗菌药物的耐药率最高的为

亚胺培南 ２５. ７７％ ，其次为氨曲南 ２４. ７４％ ，最低为

阿米卡星 ２. ０６％ ，见表 ３。 其中 ４３ 株为 ＭＤＲ⁃ＰＡ 且

多数对四种及以上抗菌药物耐药。 根据标本来源不

同分为呼吸系统（痰、纤支镜）来源和其他部位来源

两大类，呼吸系统来源的菌株对抗菌药物的耐药率

相对更高，且对氨曲南、头孢他啶、哌拉西林 ／他唑巴

坦耐药率的差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５），见表 ４。
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表 ３　 ９７ 株 ＰＡ 对 １１ 种抗菌药物的药敏结果［ｎ（％ ）］

抗菌药物 耐药 中介 敏感

阿米卡星 ２（２． ０６） １（１． ０３） ９４（９６． ９１）
妥布霉素 ９ （９． ２８） １（１． ０３） ８７ （８９． ６９）
庆大霉素 ８ （８． ２４） ６ （６． １９） ８３ （８５． ５７）
氨曲南 ２４（２４． ７４） ２３（２３． ７１） ５０（５１． ５４）
环丙沙星 ２２（２２． ６８） ２１（２１． ６５） ５４（５５． ６７）
左氧氟沙星 ２１（２１． ６５） ２３（２３． ７１） ５３（５４． ６４）
头孢吡肟 １１（１１． ３４） １９（１９． ５９） ６７（６９． ０７）
头孢他啶 ２３（２３． ７１） １１（１１． ３４） ６３（６４． ９５）
美洛培南 １７（１７． ５２） ６（６． １９） ７４（７６． ２９）
亚胺培南 ２５（２５． ７７） ７（７． ２１） ６５（６７． ０１）
哌拉西林 ／ 他唑巴坦 １５ （１５． ４７） ２４（２４． ７４） ５８（５９． ７９）

表 ４　 不同来源 ＰＡ 对 １１ 种抗菌药物耐药性分析［ｎ（％ ）］

抗菌药物

菌株来源
呼吸系统

来源（ｎ ＝ ４６）
其他系统

来源 （ｎ ＝ ５１）
χ２ 值 Ｐ 值

阿米卡星 ２（４． ３４） ０（０） ２． ２６４ ０． ２２２
妥布霉素 ４（８． ７０） ５（９． ８０） ０． ０３５ １． ０００
庆大霉素 ４（８． ７０） ４（７． ８４） ０． ０２３ １． ０００
氨曲南 １８（３９． １３） ５（９． ８０） １１． ４９９ ０． ００１
亚胺培南 １６（３４． ７８） ９（１７． ６５） ３． ７１２ ０． ０５４
美洛培南 １１（２３． ９１） ６（１１． ７６） ２． ４６９ ０． １６６
头孢他啶 １６（３４． ７８） ７（１３． ７３） ５． ９２８ ０． ０１５
头孢吡肟 ８（１７． ３９） ３（５． ８８） ３． １８６ ０． ０７４
环丙沙星 １３（２８． ２６） ９（１７． ６５） １． ５５４ ０． ２１３
左氧氟沙星 １３（２８． ２６） ８（１５． ６９） ２． ２５５ ０． １３３
哌拉西林 ／ 他唑巴坦 １３（２８． ２６） ２（３． ９２） １０． ９６０ ０． ００１

２． ２　 ＱＳ 系统调控基因及毒力基因检测结果 　 ＱＳ
系统调控基因 ＬａｓＩ、ＬａｓＲ、Ｒｈ１Ｉ、Ｒｈ１Ｒ 均检出且检出

率为 １００％ ；７ 种毒力基因也均被检出，检出率由高

到低依次为 ｅｘｏＴ ９８. ９７％ （９６ ／ ９７）， ｅｘｏＹ ９７. ９４％
（９５ ／ ９７），ＴｏｘＡ ９７. ９４％ （９５ ／ ９７），ＬａｓＢ ９６. ９１％ （９４ ／
９７），ｅｘｏＳ ８６. ６０％ （８４ ／ ９７），ＰＣＮ ４３. ３０％ （４２ ／ ９７），
ｅｘｏＵ １３. ４０％ （１３ ／ ９７），ＰＣＲ 阳性条带见图 １。

图 １　 ＱＳ 系统调控基因、毒力基因阳性条带图

　 　 Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１ ～ １１：ＬａｓＲ、ＬａｓＩ、ｒｈ１Ｉ、ｒｈ１Ｒ、ｅｘｏＳ、ｅｘｏＴ、ｅｘｏＹ、ｅｘｏＵ、

ｌａｓＢ、ＰＣＮ、ＴｏｘＡ 基因阳性条带

２． ３　 ＱＳ 系统调控基因及毒力基因测序分析 　 测

得的基因序列与 ＮＣＢＩ 基因库比对，一致率在 ９８％
以上。 部分基因测序结果，见图 ２ ～ ４。

图 ２　 ＬａｓＲ 基因测序图

图 ３　 ｅｘｏＵ 基因测序图

图 ４　 ＰＣＮ 基因测序图

２． ４　 毒力基因与耐药性的关系　 携带不同毒力基

因菌株的耐药性有所不同，其中未携带毒力基因的

菌株对头孢他啶等 ６ 种抗菌药物耐药，携带有 ７ 种
毒力基因的菌株对头孢他啶耐药；ＰＣＮ、ｅｘｏＳ、ｅｘｏＵ
阳性菌株中，非多重耐药 ＰＡ（ｎｏｎ⁃ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，ＮＭＤＲ⁃ＰＡ）所占比例更高；
与 ＰＣＮ －菌株之相比，ＰＣＮ ＋菌株对头孢他啶、哌拉

西林 ／他唑巴坦等药物的耐药率相对较高，且对哌拉

西林 ／他唑巴坦的差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）；
ｅｘｏＳ ＋ ／ ｅｘｏＵ － 菌株对阿米卡星等大部分药物较

ｅｘｏＳ － ／ ｅｘｏＵ ＋菌株耐药率相对更高，其中对头孢他

啶、妥布霉素、庆大霉素的差异有统计学意义（Ｐ ＜
０. ０５）；ＰＣＮ － ／ ｅｘｏＳ ＋ ／ ｅｘｏＵ － 与 ＰＣＮ ＋ ／ ｅｘｏＳ ＋ ／ ｅｘ⁃
ｏＵ －之间的耐药率也有所差异，其中 ＰＣＮ ＋ ／ ｅｘｏＳ
＋ ／ ｅｘｏＵ －对抗菌药物的耐药率更高，且对哌拉西

林 ／他唑巴坦、头孢他啶、头孢吡肟、美洛培南耐药率

的差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５），见表 ５。
２． ５　 调控基因和毒力基因表达水平及分析　 调控

基因 ＬａｓＩ、ｒｈ１Ｒ 在 ２８ 株 ＰＡ 菌株中均有表达，表达

水平见图 ５，其中，与 １４ 株 ＭＤＲ⁃ＰＡ 相比，ＮＭＤＲ⁃ＰＡ

·０５７· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｍａｙ；５７（５）



表 ５　 携带不同毒力基因的 ＰＡ 耐药性分析［ｎ（％ ）］

抗菌药物

ＰＣＮ 基因
ＰＣＮ ＋
（ｎ ＝４２）

ＰＣＮ －
（ｎ ＝５５）

Ｐ 值

ｅｘｏＳ、ｅｘｏＵ 基因
ｅｘｏＳ ＋ ／ ｅｘｏＵ －

（ｎ ＝８３）
ｅｘｏＳ － ／ ｅｘｏＵ ＋

（ｎ ＝１２）
Ｐ 值

ＰＣＮ、ｅｘｏＳ、ｅｘｏＵ 基因
ＰＣＮ － ／ ｅｘｏＳ ＋ ／ ｅｘｏＵ －

（ｎ ＝５１）
ＰＣＮ ＋ ／ ｅｘｏＳ ＋ ／ ｅｘｏＵ －

（ｎ ＝３２）
Ｐ 值

阿米卡星 ２（４． ８） ０（０） ０． １８５ ２（２． ４） ０ （０） ０． ２９５ ０ （０） ２（６． ３） ０． ０７１
妥布霉素 ４（９． ５） ５（９． １） １． ０００ ７（８． ４） １（８． ３） ０ ３（５． ９） ４（１２． ５） ０． ２９１
庆大霉素 ３（７． １） ５（９． １） １． ０００ ６（７． ２） １（８． ３） ０． ０１９ ３（５． ９） ３（９． ４） ０． ５５０
氨曲南 １２（２８． ６） １１（２０． ０） ０． ３４６ ２２（２６． ５） １（８． ３） ０． ２８２ １１（２１． ６） １１（３４． ４） ０． １９８
亚胺培南 １３（３１． ０） １２（２１． ８） ０． ３５４ １９（２２． ９） ５（４１． ７） ０． ２８４ ９（１７． ６） １０（３１． ３） ０． １５１
美洛培南 １０（２３． ８） ７（１２． ７） ０． １８４ １４（１６． ９） ２（１６． ７） ０． ９８６ ５（９． ８） ９（２８． １） ０． ０３０
头孢他啶 １４（３３． ３） ９（１６． ４） ０． ０５９ ２１（２５． ３） ０ （０） ０． ０４８ ８（１５． ７） １３（４０． ７） ０． ０１１
头孢吡肟 ８（１９． ０） ３（５． ５） ０． ０５２ １０（１２． ０） ０ （０） ０． ２０４ ２（３． ９） ８（２５． ０） ０． ００４
环丙沙星 ９（２１． ４） １３（２３． ６） ０． ８１３ ２０（２４． １） ２（１６． ７） ０． ５６８ １１（２１． ６） ９（２８． １） ０． ４９７
左氧氟沙星 ８（１９． ０） １３（２３． ６） ０． ５８７ ２０（２４． １） １（８． ３） ０． ２１９ １２（２３． ５） ８（２５． ０） ０． ８７９
哌拉西林 ／他唑巴坦 １２（２８． ６） ３（５． ５） ０． ００２ １４（１６． ９） ０（０） ０． １２３ ４（７． ８） １１（３４． ４） ０． ００２

图 ５　 ２８ 株 ＰＡ 调控基因 ｒｈ１Ｒ、ＬａｓＩ表达水平

图 ６　 １５ 株 ＰＡ 调控基因 ｒｈ１Ｒ、ＬａｓＩ及毒力基因 ｅｘｏＳ、ＰＣＮ 的表达水平

调控基因 ｒｈ１Ｒ、ＬａｓＩ 的相对表达量更高，且 ＬａｓＩ 的

差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 毒力基因 ｅｘｏＳ 均有

表达，而 ＰＣＮ 表达不完全，随机挑选 １５ 株四种基因

全部表达的菌株，分别分析两种调控基因与两种毒

力基因相对表达量的关系，调控基因 ｒｈ１Ｒ 与毒力基

因 ｅｘｏＳ 之间的表达呈正向线性关系（Ｐ ＜ ０. ０５），相

关系数 ｒ ＝ ０. ６８５ ；调控基因 ＬａｓＩ 与毒力基因 ＰＣＮ
之间的表达呈正向线性关系（Ｐ ＜ ０. ０５），相关系数 ｒ
＝ ０. ６９２。 见图 ６。

３　 讨论

　 　 ＰＡ 是院内感染中最常见的病原菌之一，而且致
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病及耐药机制复杂，对其防治是医务工作中的巨大

挑战，因此对临床标本分离 ＰＡ 的研究具有重要价

值。 本文较国内其他相关分析报道，扩大了毒力因

子范围并加入了对 ＱＳ 系统调控基因及 ＰＡ 耐药情

况的监测。 本研究中 ９７ 株 ＰＡ 的耐药率与李国

强［６］监测的 ＰＡ 临床重点药物敏感率有所不同，其
中对碳青霉烯类药物（亚胺培南、美洛培南）耐药率

较头孢类药物（头孢他啶、头孢吡肟）高，考虑可能

是不同地区对 ＰＡ 的耐药性产生影响。 其中近 １ ／ ２
为 ＭＤＲ⁃ＰＡ，且多数对四种及以上抗菌药物耐药，因
此，重视药敏结果，选择有效的药物联合来抑制或杀

灭 ＭＤＲ⁃ＰＡ 是临床治疗其感染的有效方案［７］。 同

时，该研究提示呼吸系统来源菌株的耐药性相对更

高，与全国细菌耐药检测网的结果［８］一致。
　 　 本研究选取了 Ｌａｓｌ、ＬａｓＲ、Ｒｈｌｌ、ＲｈＩＲ 四种调控

基因进行检测，且检出率均为 １００％ ，说明调控基因

在 ＰＡ 中是稳定存在的，一般不会发生缺失。 挑选

两种调控基因 ＬａｓＩ、ＲｈＩＲ 进行表达量的检测，结果

显示两者在 ＮＭＤＲ⁃ＰＡ 中表达量相对更高，且 ＬａｓＩ
的差异有统计学意义。 同时结果显示调控基因能正

向调控毒力基因的表达，由此可以看出 ＱＳ 系统在

ＰＡ 耐药及其毒力表达方面具有重要作用。 目前已

有研究［９］提出抑制 ＱＳ 系统作为治疗 ＰＡ 的靶点，如
近来 Ａｂｂａｓ ｅｔ ａｌ［１０］ 研究表明西格列汀作为一种新

型的抗群体感应药物，可用于由 ＰＡ 造成感染的糖

尿病或非糖尿病患者的预防和治疗，所以在治疗过

程中应注意必要时抗群体感应药物的使用。
　 　 该研究根据毒力基因检出率及组合分析，未检

测到毒力基因的菌株对头孢他啶等 ６ 种抗菌药物耐

药，而含有 ７ 种毒力基因的菌株仅对头孢他啶耐药；
前者耐药性明显高于后者，同时在 ＰＣＮ、ｅｘｏＳ、ｅｘｏＵ
阳性菌株中，ＮＭＤＲ⁃ＰＡ 所占比例更高，这与调控基

因 Ｒｈ１Ｒ、ＬａｓＩ 在 ＮＭＤＲ⁃ＰＡ 中相对表达量更高较一

致；因此推测 ＰＡ 可能存在高毒力低耐药的现象。
ＴｏｘＡ 检出率为 ９７． ９４％ ，与相关报道［４］ 类似。 ｌａｓＢ
检出率为 ９６． ９１％ ，明显高于内蒙古地区［１１］检出率，
这可能与菌株选择或地区分布有关；因此应重视对

ＬａｓＢ 的研究，探讨本地区有高检出率的原因，或许

有利于对 ＰＡ 的监测与治疗。 ＰＣＮ 检出率为 ４３．
３０％ ，其中 ＰＣＮ ＋菌株对哌拉西林 ／他唑巴坦耐药率

更高且差异有统计学意义。 而 Ｄｉｅｔｒｉｃｈ ｅｔ ａｌ［１２］已研

究表明绿脓菌素可以上调外排泵 ｍｅｘＧＨＩ⁃ｏｐｍＤ 基

因的表达，而外排泵系统是 ＰＡ 重要的耐药机制之

一，同时有哌拉西林 ／他唑巴坦能够对 ＰＡ 外排泵系

统 ＭｅｘＡＢ － ＯｐｒＭ、ＭｅｘＸＹ － ＯｐｒＭ 影响的报道［１３］，
因此进行 ＰＣＮ 阳性菌株对哌拉西林 ／他唑巴坦耐药

性研究有一定的价值。
　 　 同时有研究［１４］表明 ＰＡ 致病的毒力因子主要来

自Ⅲ型分泌系统（ Ｔ３ＳＳ），分泌 ｅｘｏＴ、ｅｘｏＹ、ｅｘｏＳ 和

ｅｘｏＵ 四种细胞毒素，ｅｘｏＹ、ｅｘｏＴ 在大多数菌株中都

会表达，且毒性相对较弱；ＰＡ 一般只表达 ｅｘｏＳ 或

ｅｘｏＵ 其中的一种，且绝大多数以 ｅｘｏＳ ＋ ／ ｅｘｏＵ － 的

形式存在［１５］，本研究结果与之也较为一致。 且本研

究表明 ｅｘｏＳ ＋ ／ ｅｘｏＵ －相比于 ｅｘｏＳ － ／ ｅｘｏＵ ＋对多数

抗菌药物的耐药性更强，与张秀彩 等［１６］ 的研究结

果不同，推测可能由两种毒力因子效应不同引起；
ｅｘｏＵ 毒性是 ｅｘｏＳ 的 １００ 倍，因此 ｅｘｏＳ ＋ ／ ｅｘｏＵ － 可

以让宿主细胞维持更长的存活时间，让其获得更多

接触抗菌药物的时间与机会，从而产生较强的耐药

性。 这也与前文推测的高毒力低耐药现象相吻合。
同时，本研究将 ＰＣＮ 联合 ｅｘｏＳ、ｅｘｏＵ 进行分析，与
单独分析两者时的结果相比，ＰＡ 耐药率发生改变且

有统计学意义的药物数量增加；说明各系统间不是

彼此独立的，而是一个相互影响的整体，这也提示对

ＰＡ 的探索研究应努力做到全面细致。
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ａｎｔ ｔｏ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＣＲ ｇｅｎｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ：ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ＱＳ ｓｙｓｔｅｍ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｇｅｎｅｓ ＬａｓＩ， ＬａｓＲ， Ｒｈ１Ｉ ａｎｄ Ｒｈ１Ｒ ｗｅｒｅ ａｌｌ １００％ ； ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ７ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｗａｓ ｅｘｏＴ
９８. ９７％ （９６ ／ ９７），ａｎｄ ｔｈｅ ｌｏｗｅｓｔ ｗａｓ ｅｘｏＵ １３. ４０％ （１３ ／ ９７），ＰＣＮ ４３. ３０％ （４２ ／ ９７），ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｔ ｗｅｒｅ ａｂｏｖｅ
８６％ ． Ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｔｏ ６ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｉｔｈ
７ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｏｎｌｙ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｔｏ ｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅ； ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ＰＣＮ， ｅｘｏＳ， ａｎｄ ｅｘｏＵ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎｓ， ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｎ⁃ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ （ＮＭＤＲ⁃ＰＡ）ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ； ＰＣＮ ＋ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｍｏｒｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ
ｔｏ ｐｉｐｅｒａｃｉｌｌｉｎ ／ ｔａｚｏｂａｃｔａｍ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ； ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｅｘｏＳ ＋ ／ ｅｘｏＵ － ｓｔｒａｉｎｓ，
ｔｈｅ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｔｏ ｅｘｏＳ － ／ ｅｘｏＵ ＋ ｓｔｒａｉｎｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ． Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｇｅｎｅｓ ｒｈ１Ｒ ａｎｄ ＬａｓＩ ｉｎ ＮＭＤＲ⁃ＰＡ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ＬａｓＩ ｗａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ； ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｇｅｎｅ ｒｈ１Ｒ ａｎｄ ｔｈｅ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｅｘｏＳ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｇｅｎｅ ＬａｓＩ ａｎｄ ｔｈｅ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ
ｇｅｎｅ ＰＣＮ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｄｒｕｇ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ｉｓ
ｓｔｉｌｌ ｓｅｒｉｏｕｓ ａｎｄ ｍｕｌｔｉ⁃ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ． ＱＳ ｓｙｓｔｅｍ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｇｅｎｅｓ ｅｘｉｓｔ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｓｔａｂｌｙ，ｅｘｃｅｐｔ ｆｏｒ ｅｘｏＵ ａｎｄ
ＰＣＮ， ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｅｘｏＳ， ｅｘｏＴ， ｅｘｏＹ， ＴｏｘＡ ａｎｄ ＬａｓＢ ｈａｖｅ ｈｉｇｈｅｒ ｃａｒｒｙｉｎｇ ｒａｔｅｓ， ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｇｅｎｅｓ
ｒｈ１Ｒ ａｎｄ ＬａｓＩ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ， ｂｏｔｈ ＱＳ ｓｙｓｔｅｍ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ
ｇｅｎｅｓ ａｆｆｅｃｔ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ； ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ； ｑｕｏｒｕｍ ｓｅｎｓｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ； ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ
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