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亚胺培南作用下的大肠埃希菌膜渗透性改变的分子机制研究*
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  [摘要] 目的 调查分析在亚胺培南(IPM)选择压力下,大肠埃希菌为了适应和生存所做出的防御反应。
方法 回顾性收集该院2019年1-6月分离的含有不同类别β-内酰胺酶的8株大肠埃希菌,统计大肠埃希菌的

临床特征及药敏结果,并将大肠埃希菌暴露在IPM 下8
 

h,采用聚合酶链反应进行耐药基因检测,并使用

SPSS22.0进行统计分析。结果 所选的8株大肠埃希菌,2株不产β-内酰胺酶,2株产超广谱β-内酰胺酶(ES-
BLs)菌株分别携带blaTEM和blaCTX-M,2株产ampC酶,2株产ESBLs酶+ampC酶。IPM 治疗后大肠埃

希菌对IPM、美罗培南(MEM)或厄他培南(ETP)的 MIC值发生改变(≥2倍)的百分比达到83.3%(20/24)。
与8株原始菌相比,治疗后大肠埃希菌的膜孔蛋白ompF基因表达均有不同程度的下调,且有5株大肠埃希菌

表达差异有统计学意义(P<0.05),而ompC基因表达差异无统计学意义;而从外排泵基因分析,与8株原始菌

相比,治疗后大肠埃希菌的acrA基因表达差异均有统计学意义(P<0.05),而有7株菌的tolC和acrB基因表

达差异有统计学意义(P<0.05)。在更多临床菌株中研究发现,acrA基因和ompF基因差异有统计学意义

(P<0.05)。结论 临床应当合理使用IPM,以减少耐碳青霉烯类大肠埃希菌的流行。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

and
 

analyze
 

the
 

defense
 

responses
 

of
 

Escherichia
 

coli
 

for
 

adaption
 

and
 

survival
 

under
 

the
 

imipenem
 

selection
 

pressure.Methods A
 

total
 

of
 

eight
 

E.coli
 

strains
 

containing
 

differ-
ent

 

β-lactamases
 

in
 

our
 

hospital
 

from
 

January
 

2019
 

to
 

June
 

2019
 

were
 

retrospectively
 

collected.The
 

clinical
 

features
 

and
 

drug
 

susceptibility
 

of
 

all
 

strains
 

were
 

collected
 

and
 

measured.All
 

selected
 

isolates
 

were
 

grown
 

in
 

the
 

presence
 

of
 

imipenem
 

for
 

eight
 

hours.The
 

resistance
 

related
 

molecular
 

markers
 

for
 

all
 

strains
 

were
 

meas-
ured

 

by
 

the
 

PCR
 

assays.And
 

all
 

data
 

were
 

analyzed
 

by
 

the
 

SPSS22.0.Results Of
 

the
 

eight
 

strains,two
 

iso-
lates

 

did
 

not
 

produce
 

β-lactamase
 

enzyme;two
 

isolates
 

were
 

ESBLs-producing
 

E.coli
 

carrying
 

blaTEM
 

and
 

blaCTX-M
 

respectively;two
 

isolates
 

were
 

AmpC-producing
 

E.coli;and
 

two
 

isolates
 

were
 

ESBLs-producing
 

+
AmpC-producing

 

E.coli.Following
 

the
 

IPM
 

induction,83.3%
 

(20/24)
 

of
 

isolates
 

showed
 

the
 

increased
 

car-
bapenem

 

(IPM,MEM
 

and
 

ETP)
 

MICs
 

(≥2
 

doubling
 

dilutions).Compared
 

to
 

that
 

of
 

the
 

eight
 

original
 

bacte-
ria,the

 

expressions
 

of
 

the
 

ompF
 

gene
 

in
 

the
 

induced
 

bacteria
 

were
 

down-regulated,and
 

there
 

were
 

statistically
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

five
 

isolates
 

(P<0.05);the
 

expressions
 

of
 

the
 

ompC
 

gene
 

were
 

not
 

statistically
 

significant.However,following
 

the
 

efflux
 

pump
 

genes,in
 

contrast
 

to
 

the
 

eight
 

original
 

strains,there
 

were
 

sta-
tistically

 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

expressions
 

of
 

the
 

acrA
 

gene
 

in
 

all
 

of
 

the
 

isolates
 

(P<0.05),while
 

the
 

expressions
 

of
 

the
 

tolC
 

and
 

acrB
 

genes
 

in
 

seven
 

strains
 

were
 

statistically
 

significant
 

different
 

(P<0.05).The
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expressions
 

of
 

the
 

acrA
 

and
 

ompF
 

genes
 

in
 

more
 

clinical
 

strains
 

were
 

verified,and
 

the
 

differences
 

were
 

statisti-
cally

 

significant
 

(P<0.05).Conclusion The
 

application
 

of
 

the
 

imipenem
 

should
 

be
 

reasonable
 

in
 

the
 

clinical
 

work
 

to
 

reduce
 

the
 

prevalence
 

of
 

carbapenem-resistant
 

E.coli.
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  大肠埃希菌是临床最常见的条件致病菌,根据中

国CHINET数据显示,其分离率一直居所有监测菌

的首位。随着抗生素的广泛使用,产超广谱β-内酰胺

酶(extended-spectrum
 

β-lactamases,ESBLs)大肠埃

希菌的分离率也越来越高[1-2]。碳青霉烯类抗生素一

直被认为是治疗该类菌株引发感染最有效的抗生素。
相关文献报道亚胺培南(imipenem,IPM)是碳青霉烯

类抗生素中使用频率最高且效果最好的抗生素之

一[3-5]。而在临床治疗过程中,很多时候由于感染灶

不明确、患者个体药物吸收差异等原因使得IPM 到

达感染灶的剂量不足,导致临床治疗失败。在IPM
作用于大肠埃希菌时,大肠埃希菌为了生存,主要通

过什么途径来防御IPM 的杀灭作用,膜孔蛋白和外

排泵各自是否产生作用,到目前为止还不清楚,值得

深入研究。
1 资料与方法

1.1 一般资料

回顾性收集大足区人民医院2019年1—6月痰

液、血液、尿液等标本中首次分离的大肠埃希菌共16
株,先分别选择2株非产β-内酰胺酶大肠埃希菌、2株

产ESBLs酶大肠埃希菌、2株产 AmpC酶大肠埃希

菌、2株产ESBLs酶+AmpC酶的大肠埃希菌共8
株,进行膜孔蛋白和外排泵差异基因的筛选。再按照

上述选菌方式再选择8株大肠埃希菌进行差异基因

的验证。
1.2 方法

1.2.1 菌株鉴定及最低抑菌浓度(MIC)值

根据第4版《全国临床检验操作规程》进行微生

物样本的培养和纯化,然后通过 Vitek
 

2
 

Compact系

统进行菌株鉴定及药敏测定,并依据CLSI
 

M100-S29
进行结果判读。
1.2.2 微量肉汤稀释法

依据CLSI推荐的方法进行 MIC值测定,配制好

相应浓度的抗生素溶液和菌悬液,分别加入96孔板

中,并设定阳性和阴性对照,孵育18~24
 

h后进行结

果判读。
1.2.3 ESBLs确证实验和ampC酶筛选实验

ESBLs确证实验[6]:选取 Vitek
 

2
 

Compact初筛

为产ESBLs的大肠埃希菌,然后选择药敏纸片头孢

他啶(30
 

μg)、头孢他啶/克拉维酸(30/10
 

μg)、头孢噻

肟(30
 

μg)和头孢噻肟/克拉维酸(30/10
 

μg)完成纸片

扩散法实验,若头孢他啶/头孢噻肟加克拉维酸与不

加克拉维酸的抑菌圈直径之差大于或等于5
 

mm,则

为产ESBLs。
ampC酶筛选实验[7]:运用 K-B纸片扩散法,贴

上FOX药敏纸片,若FOX抑菌圈直径小于或等于18
 

mm则初步判定为产ampC酶。大肠埃希菌标准菌株

ATCC25922作为阴性对照。
1.2.4 ESBLs基因和ampC基因的PCR扩增

利用PCR法检测ESBLs基因(blaCTX-M、bla-
TEM和blaSHV)和ampC基因(blaDHA、blaEBC、
blaCIT、blaACC、blaMOX

 

和blaFOX)。反应中所需

引物序列和反应条件参考文献[7]。
1.2.5 IPM进行菌株诱导

菌株诱导参考孙坤玲[8]的研究:按照说明书配制

新鲜无菌LB肉汤,并配置相应浓度的IPM 抗生素溶

液加入上述LB肉汤中,得到含IPM 的LB肉汤。再

将本实验的8株新鲜菌分别用无菌LB肉汤进行比

浊,加入上述含有抗生素的LB肉汤中,最终使实验菌

在3/4
 

MIC值(亚抑菌浓度)的含IPM 的LB培养基

中生长,37
 

℃摇床中培养8
 

h。
1.2.6 RT-qPCR方法

  

将实验的8株原始菌和诱导8
 

h后的菌分别进行

RT-qPCR检测基因表达量,检测的基因包括膜孔蛋

白基因(ompF和ompC)、外排泵基因(acrA、acrB、
tolC、macB和emrA)和外排泵调控基因(marA)。最

后将上述差异基因在另外8株菌中进行统计学验证,
验证差异基因是否在所有菌中具有统计学差异。其

反应所需引物序列和反应条件参考文献[9-10]。
1.3 统计学处理

所有数据的统计分析采用SPSS
 

22.0软件完成。
计量资料用x±s表示,组间比较采用两独立样本t
检验,以

 

P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 菌株的基本特征

8株大肠埃希菌从标本来源看:2株来源于痰标

本,2株来源于血液标本,3株来源于尿液标本,1株来

源于脓液标本。从产β-内酰胺酶来看:2株不产β-内
酰胺酶,2株产 ESBLs

 

菌株 分 别 携 带 blaTEM 和

blaCTX-M,2 株 产 ampC 酶,2 株 产 ESBLs酶 +
ampC酶。从 MIC值来看:其对IPM 的 MIC值为

0.125~1.0
 

μg/mL,对美罗培南(MEM)的 MIC值为

0.125~0.5
 

μg/mL和对厄他培南(ETP)的 MIC值

为0.125~0.5
 

μg/mL均为敏感,见表1
 

。
2.2 治疗后菌株的特征

对比分析8株菌在IPM治疗前后 MIC值变化情
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况,结果发现:对IPM 的 MIC值无变化的有1株菌,
增加2倍的有4株菌,增加4倍的有3株菌。而对

MEM的 MIC值无变化的有3株菌,增加2倍的有4
株菌,增加4倍的有1株菌。而对ETP的 MIC值增

加2倍的有3株菌,增加4倍的有1株菌,增加8倍的

有4株菌。诱导后引起IPM、MEM 和ETP的 MIC
值发生改变的百分比达到83.3%(20/24)。而从4种

类型β-内酰胺酶菌株诱导前后 MIC变化情况来看,
不产β-内酰胺酶菌株基本保持不变,而只产ESBLs
酶/ampC酶菌株有一定变化,变化最大的为产ESBLs
酶+ampC酶菌株,见表1。

表1  实验菌株的基本特征

编号 来源 β-内酰胺酶基因
MIC

 

(μg/mL)

IPM IPM* MEM MEM* ETP ETP*

1 痰液 — 0.25 0.25 0.5 0.5 0.125 0.25

2 血液 — 0.125 0.25 0.25 0.25 0.25 0.5

3 脓液 TEM 0.25 1.0 0.25 0.5 0.125 1.0

4 尿液 CTX-M 0.5 2.0 0.5 1.0 0.25 2.0

5 痰液 ampC 0.5 1.0 0.25 0.5 0.25 1.0

6 尿液 ampC 0.25 0.5 0.25 0.25 0.25 0.5

7 血液 ampC+
 

CTX-M 1.0 2.0 0.5 1.0 0.5 4.0

8 尿液 ampC+
 

CTX-M 0.5 2.0 0.125 0.5 0.25 2.0

  *:治疗8
 

h后菌株。

2.3 治疗前后菌株膜孔蛋白表达情况

对比 分 析8株 菌 在IPM 治 疗 前 后 膜 孔 蛋 白

ompF和ompC表达量的变化情况,结果发现:与8株

原始菌相比,诱导后菌株的ompC基因表达虽然均有

不同程度的下调,但差异均无统计学意义;而对ompF
基因来说,诱导后菌株的ompF基因表达也均有不同

程度的下调,且有5株菌表达差异有统计学意义(P<
0.05),见图1。
2.4 治疗前后菌株外排泵基因表达情况

对比分析8株菌在IPM 治疗前后外排泵表达量

变化情况,结果发现:与8株原始菌相比,绝大部分诱

导菌外排泵基因表达有不同程度的上调,对tolC和

acrB基因来说,除第1株不产β-内酰胺酶的菌差异无

统计学意义外,其余7株菌差异均有统计学差异(P<
0.05);对acrA基因来说,所有菌株的表达量差异均

有统计学意义(P<0.05);对 macB基因来说,所有菌

株表达量差异均无统计学意义;对emrA基因来说,
仅有2株菌表达差异有统计学意义(P<0.05),其余

菌表达量差异均无统计学意义,见图2。

图1  IPM诱导对大肠埃希菌膜孔蛋白基因

表达的影响

图2  IPM诱导对大肠埃希菌外排泵及调控基因表达的影响
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2.5 菌株治疗前后外排泵调控因子表达情况

对比分析8株菌在IPM 治疗前后外排泵调控因

子表达量的变化情况,结果发现:与8株原始菌相比,
诱导菌的 marA基因表达虽然均有不同程度的上调,
但第2、6和7共3株菌表达差异无统计学意义,其余

株菌差异均有统计学差异(P<0.05),见图2。
2.6 acrA和ompF基因表达在更多临床菌株中的

验证

进一步分析acrA和ompF基因在16株临床菌

经过IPM治疗前后的表达差异。结果发现:原始菌

组与诱导菌组acrA基因的表达分别为1.00±0.36、
2.36

 

±0.58,差异有统计学意义(P<0.01);ompF基

因的表达为1.00±0.09、0.72±0.11,差异有统计学

意义(P<0.01),见图3。

图3  IPM诱导对大肠埃希菌acrA和ompF基因

表达的影响

3 讨  论

大肠埃希菌是临床所有分离菌株中检出率最高

的细菌[2],由于产ESBLs酶,甚至产ampC酶、乙酰转

移酶和/或氨基糖苷类钝化酶等产酶大肠埃希菌的广

泛出现,使得临床使用大部分常见抗生素进行抗感染

治疗均达不到理想效果[11]。此时,碳青霉烯类抗生素

常常被临床使用,虽然耐碳青霉烯类大肠埃希菌已经

出现,甚至达到了2%的检出率[2],但仍然是治疗产
 

ESBLs等酶大肠埃希菌最有效药物。其中亚胺培南

是碳青霉烯类抗生素中临床使用率最高一种抗生素,
也是第一个批准上市的碳青霉烯类药物[3,5]。因此,
本研究首次实验并分析了在IPM 作用下,大肠埃希

菌膜孔蛋白和外排泵所产生的作用,从而为细菌和抗

生素的相互作用机制提供依据,甚至新药的研发提供

帮助,并进行如下讨论分析。
从所选菌株是否产β-内酰胺酶来看,实验菌中分

别为2株不产β-内酰胺酶、2株只产ESBLs酶
 

、
 

2株

只产AmpC酶和2株共产ESBLs酶+AmpC酶菌,
使得实验能够多角度观察分析大肠埃希菌在IPM 治

疗下的膜孔蛋白和外排泵的变化。从IPM 治疗前后

菌株的 MIC值变化来看,不产β-内酰胺酶菌基本保

持不变,产生这种现象的可能原因是仅靠膜孔蛋白基

因下调或者外排泵基因上调可能不足以引起碳青霉

烯类抗生素有明显变化。而只产 ESBLs酶/AmpC
酶菌有一定变化,变化最大的为产ESBLs酶+AmpC
酶菌;其中又以ETP的MIC值变化最大,甚至有些治

疗后的菌达到了耐药水平。产生这种现象的原因可

能是DELPHINE等[12]研究发现的CTX-M型基因的

高表达合并膜孔蛋白下调能够引起ETP敏感性下降

相关,也可能是部分研究者[13-14]发现的产ESBLs酶

和/或AmpC酶合并膜孔蛋白缺失或外排泵的高表达

引起碳青霉烯耐药相关。由于以上原因,相关研究[15]

还建议在临床治疗产ESBLs酶和/或 AmpC酶大肠

埃希菌时,尽可能少用ETP治疗。本研究还发现,在
产ESBLs酶和/或 AmpC酶大肠埃希菌中,IPM 和

MEM的 MIC值也发生了变化,说明在临床使用IPM
治疗的过程中,对于产ESBLs酶和/或AmpC酶大肠

埃希菌,也需要合理用药,否则很容易导致临床抗感

染治疗失败,甚至导致耐药菌的出现。
从IPM治疗前后菌的膜孔蛋白表达结果来看,

ompC基因表达差异无统计学意义,而ompF基因表

达明显下调,且大部分差异有统计学意义。研究[16-17]

表明,ompF是膜孔蛋白中最主要最重要的孔蛋白,大
部分抗生素包括IPM进入细菌需通过ompF,且膜孔

蛋白ompF的缺失能引起抗生素 MIC值增高。而本

研究第一次探讨了在IPM 诱导下,大肠埃希菌最开

始为了适应和生存在IPM 环境中,细菌作出的其中

一个重要的防御反应为膜孔蛋白ompF表达下调。
从外排泵基因表达结果来看,本研究也第一次探究分

析发现在IPM治疗下,macB和emrA基因表达差异

无统计学意义,而外排泵tolC、acrA和acrB基因表达

明显增加,且差异有统计学意义,说明IPM 也能够诱

导外排泵基因表达的改变,是大肠埃希菌作出的另一

个重要防御反应。相关研究[10,18]表明外排泵也是控

制抗生素进入细菌的重要因素,其中acrAB-tolC系统

是目前为止最主要的与抗生素耐药相关的外排泵

系统。
总之,在IPM 治疗下,产ESBLs酶和/或ampC

酶的大肠埃希菌更能引起对碳青霉烯类抗生素 MIC
值的增高,主要是通过膜孔蛋白ompF基因表达下调

和外排泵acrAB-tolC基因表达上调引起的。进而能

够适应碳青霉烯类抗生素,导致临床抗感染治疗失

败。因此,临床应当合理使用IPM,以减少耐碳青霉
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烯类大肠埃希菌的流行。这也有助于理解大肠埃希

菌最开始为了适应和生存在IPM 环境中,细菌作出

的重要防御反应。
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