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·论著·

犚犖犇外排泵对多重耐药鲍曼不动杆菌犃犢犈菌株生物被膜形成的影响

王清会１，２，３，蔺　飞
４，刘献清５，凌保东１，２
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［摘　要］　目的　探讨多重耐药鲍曼不动杆菌ＡＹＥ菌株ＲＮＤ外排泵基因影响生物被膜形成的作用机制。方法

采用无标记基因敲除方法分别敲除ＡＹＥ菌株的ＲＮＤ外排泵基因（犪犱犲Ｂ、犪犱犲ＦＧＨ、犪犱犲ＩＪＫ），采用实时荧光定量聚

合酶链式反应（ｑＲＴＰＣＲ）验证菌株外排泵基因敲除情况，通过结晶紫染色法检测菌株基因敲除前后生物被膜形成

情况，比较４种外排泵抑制剂（ＰＡβＮ、奥美拉唑、维拉帕米、ＣＣＣＰ）对 ＡＹＥ菌株生物被膜形成的影响。结果　

ｑＲＴＰＣＲ结果显示，ＡＹＥ菌株ＲＮＤ外排泵基因（犪犱犲Ｂ、犪犱犲ＦＧＨ、犪犱犲ＩＪＫ基因）成功敲除，获得ＡＹＥ△犪犱犲Ｂ、ＡＹＥ

△犪犱犲ＦＧＨ、ＡＹＥ△犪犱犲ＩＪＫ菌株，生物被膜形成量分别为１．５９±０．０６、２．１５±０．１９、１．９１±０．０２，其中犪犱犲Ｂ和

犪犱犲ＩＪＫ基因敲除后菌株生物被膜形成量低于敲除前（ＡＹＥ：２．３１±０．０１），差异均有统计学意义（均犘＜０．０５）。在

ＰＡβＮ、奥美拉唑、维拉帕米、ＣＣＣＰ作用下，鲍曼不动杆菌标准菌株 ＡＹＥ的生物被膜形成量分别为２．１４±０．０３、

２．２４±０．０２、１．９３±０．０５、２．０９±０．０４，均低于对照组（ＡＹＥ：２．３１±０．０１），差异均有统计学意义（均犘＜０．０５），其

中ＰＡβＮ形成量最少。结论　外排泵基因犪犱犲Ｂ、犪犱犲ＦＧＨ、犪犱犲ＩＪＫ对多重耐药鲍曼不动杆菌ＡＹＥ生物被膜的形成

有重要作用，外排泵抑制剂ＰＡβＮ、奥美拉唑、维拉帕米、ＣＣＣＰ对鲍曼不动杆菌ＡＹＥ菌株生物被膜的形成有抑制

作用。
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△犪犱犲ＩＪＫｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄ，ｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎｗａｓ１．５９±０．０６，２．１５±０．１９ａｎｄ１．９１±０．０２ｒｅ

ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎａｆｔｅｒ犪犱犲Ｂａｎｄ犪犱犲ＩＪＫｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔｗａｓｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｂｅｆｏｒｅｋｎｏｃｋ

ｏｕｔ（ＡＹＥ：２．３１±０．０１），ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗｅｒｅａｌｌｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌ犘＜０．０５）．ＵｎｄｅｒｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＰＡβＮ，
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　　鲍曼不动杆菌是一种机会性致人类感染病原

体，在危重患者中易引起呼吸机、血液和留置装置

感染等问题［１］，该病原体生物被膜的形成有助于

医疗器械相关感染及感染持续［２］，同时生物被膜

的形成使其耐药性与致病性大幅度增强［３］，导致

持续性感染与反复感染的出现［４６］，使治疗感染面

临巨大的挑战。研究［７８］表明，生物被膜的形成与

外排泵系统、群体感应系统、胞外多糖等相关。本文

重点探讨多重耐药鲍曼不动杆菌 ＡＹＥ杆菌 ＲＮＤ

外排泵基因影响生物被膜形成的作用机制。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　鲍曼不动杆菌标准菌株ＡＹＥ，以

及ＲＮＤ外排泵基因敲除 ＡＹＥ菌株（分别为 ＡＹＥ

△犪犱犲Ｂ、ＡＹＥ△犪犱犲ＦＧＨ、ＡＹＥ△犪犱犲ＩＪＫ），均为

本实验室留存，并对其进行验证。

１．２　试验仪器及试剂信息

１．２．１　试验仪器　恒温培养箱（上海一恒科技有限

公司）、生物安全柜（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）、恒

温摇床（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）、酶标仪（Ｓｐｅｃ

ｔｒａＭａ１９０）、荧光定量ＰＣＲ仪（ｂｉｏｒａｄ）、正置显微镜

（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）、９６孔细胞培养板（科兹

莫生物科技有限公司）等。

１．２．２　试剂信息　胰酪大豆胨液体培养基和

ＣＡＭＨＢ肉汤培养基（购自青岛海博生物技术有限

公司），维拉帕米（购自大连美仑生物公司），奥美拉

唑（购自源叶生物），二甲基亚砜（购自成都市科龙化

工试剂厂），ＰＡβＮ和ＣＣＣＰ（购自上海皓元生物医

药科技有限公司），ＰＢＳ和ＲＮＡ提取试剂盒（购自

生工生物）、逆转录试剂盒和荧光染料 ＳＹＢＲ

ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＩＩ（购自诺维赞）。

１．３　试验方法

１．３．１　基因敲除　使用无标记基因敲除方法
［９］分

别敲除鲍曼不动杆菌 ＡＹＥ菌株ＲＮＤ外排泵基因

犪犱犲Ｂ、犪犱犲ＦＧＨ、犪犱犲ＩＪＫ 基因，具体方法参考文献

［１０］。构建应敲除基因的上下游同源序列，以Ｎｏｔ１

和ＢａｍＨ１双酶切后插入自杀性载体 ｐＭｏ１３０

Ｔｅｌｒ，进行热击转化，将携带同源片段的自杀式载体

转入电转感受态菌株４７０５５，与标准菌株ＡＹＥ混合

浓集于ＮＣ膜上，然后进行筛选鉴定，直至筛选出对

应敲除基因突变株，进行测序及实时定量确认。

１．３．２　验证基因敲除情况　用实时定量聚合酶链

反应［１１］（ｑＲＴＰＣＲ）验证ＡＹＥ菌株ＲＮＤ外排泵基

因敲除情况。引物序列见表１。提取 ＡＹＥ菌株及

基因敲除菌株ＲＮＡ，并逆转录成ｃＤＮＡ，一式三份测

定外排泵基因犪犱犲Ｂ、犪犱犲Ｇ、犪犱犲Ｊ的表达水平。实时

定量（ｑＲＴ）ＰＣＲ在１０μＬ总反应体积中进行（２×

ＣｈａｍＱＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ５μＬ，

引物正向、反向各０．２μＬ，ｃＤＮＡ０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ

４．１μＬ），ｑＲＴＰＣＲ的循环过程如下：９５°Ｃ３０ｓ，然

后９５°Ｃ５ｓ循环４０次，６０°Ｃ１０ｓ，７２°Ｃ２０ｓ。管家基

因１６ＳｒＲＮＡ作为内参，靶基因表达水平的倍数变

化由２－ΔΔＣＴ̌方法计算
［１２］。
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表１　ｑＲＴＰＣＲ检测外排泵基因表达引物及产物长度

犜犪犫犾犲１　ＰｒｉｍｅｒｓａｎｄｌｅｎｇｔｈｏｆｐｒｏｄｕｃｔｓｆｏｒｑＲＴＰＣＲｄｅｔｅｃ

ｔｉｏｎｏｆｅｆｆｌｕｘｐｕｍｐｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

引物名称　 引物序列
产物长度

（ｂｐ）

１６ＳｒＲＮＡ 正向 ＣＡＧＣＴＣＧＴＧＴＣＧＴＧＡＧＡＴＧＴ １５０

反向 ＣＧＴＡＡＧＧＧＣＣＡＴＧＡＴＧＡＣＴＴ

犪犱犲Ｂ 正向 ＡＡＡＧＧＴＡＴＴＧＧＣＴＡＣＧＡＧＴＧＧ １３２

反向 ＴＧＣＣＣＡＧＣＴＴＴＣＡＴＡＧＡＧＴＧ

犪犱犲Ｇ 正向 ＧＣＧＴＴＧＣＴＧＴＧＡＣＡＧＡＴＧＴＴ １０４

反向 ＴＴＧＴＧＣＡＣＧＧＡＣＣＴＧＡＴＡＡＡ

犪犱犲Ｊ 正向 ＧＧＴＣＡＴＴＡＡＴＡＴＣＴＴＴＧＧＣ ２２２

反向 ＧＧＴＡＣＧＡＡＴＡＣＣＧＣＴＧＴＣＡ

１．３．３　外排泵抑制剂对菌株 ＡＹＥ生物被膜形成

的影响　４种外排泵抑制剂包括ＰＡβＮ、奥美拉唑、维

拉帕米、ＣＣＣＰ，其中ＰＡβＮ、奥美拉唑、维拉帕米的ＭＩＣ

值均＞５１２μｇ／ｍＬ，ＣＣＣＰＭＩＣ值为１６μｇ／ｍＬ。最终

选择不影响细菌生长的最大浓度，ＰＡβＮ、奥美拉唑、维

拉帕米为１／４最低抑菌浓度（ＭＩＣ）（１２８μｇ／ｍＬ），

ＣＣＣＰ为１／２ＭＩＣ（８μｇ／ｍＬ）。

１．３．４　生物被膜形成试验　使用结晶紫染色法
［１３］

测定鲍曼不动杆菌生物被膜形成情况：以标准菌株

ＡＹＥ作为对照菌株，每个菌株设置６个复孔，用

０．９％生理盐水调整其光学密度为ＯＤ６００＝０．１，接

种到９６孔细胞培养板中，培养板在３７℃静置培养

２４ｈ。用ＰＢＳ清洗３遍去除浮游细菌，静置３０ｍｉｎ

使９６孔板晾干；每孔加入２００μＬ０．１％结晶紫，染

色１５ｍｉｎ。将结晶紫轻轻吸出，每孔用无菌ＰＢＳ轻

轻洗３次，静置３０ｍｉｎ使９６孔板晾干；在每孔中加

入２００μＬ９５％的乙醇溶液，静置１５ｍｉｎ，使结晶紫

完全溶解，测定ＯＤ５７０。

１．４　统计分析　应用 ＳＰＳＳ２０．０和 Ｇｒａｐｈｐａｄ

Ｐｒｉｓｍ８．０．２软件对数据进行统计分析和作图，定

量资料以（狓±狊）表示，采用狋检验进行统计分析，

犘≤０．０５认为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　基因敲除情况　ｑＲＴＰＣＲ检测 ＡＹＥ菌株

ＲＮＤ外排泵基因犪犱犲Ｂ、犪犱犲ＦＧＨ、犪犱犲ＩＪＫ基因均成

功敲除，获得ＡＹＥ△犪犱犲Ｂ、ＡＹＥ△犪犱犲ＦＧＨ、ＡＹＥ

△犪犱犲ＩＪＫ菌株 。以１６ＳｒＲＮＡ 基因作为内参基

因，鲍曼不动杆菌标准菌株ＡＹＥ的ＲＮＤ外排泵基

因敲除前后的表达情况，ＡＹＥ菌株ＲＮＤ外排泵基

因敲除菌株 ＡＹＥ△犪犱犲Ｂ、ＡＹＥ△犪犱犲ＦＧＨ、ＡＹＥ

△犪犱犲ＩＪＫ对应基因已经成功敲除。见图１。
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图１　鲍曼不动杆菌标准菌株ＡＹＥ外排泵基因敲除后相关

基因表达情况

犉犻犵狌狉犲１　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓａｆｔｅｒｋｎｏｃｋｏｕｔｏｆｅｆ

ｆｌｕｘ ｐｕｍｐ ｇｅｎｅｓ ｏｆ 犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉犫犪狌犿犪狀狀犻犻

ｓｔａｎｄａｒｄｓｔｒａｉｎＡＹＥ

２．２　外排泵基因敲除菌株 ＡＹＥ生物被膜形成情

况　 外 排泵 基因 敲除后 ＡＹＥ△犪犱犲Ｂ、ＡＹＥ△

犪犱犲ＦＧＨ、ＡＹＥ△犪犱犲ＩＪＫ菌株生物被膜形成量分别

为１．５９±０．０６、２．１５±０．１９、１．９１±０．０２，其中外排

泵基因犪犱犲ＦＧＨ 敲除后生物被膜形成量与敲除前

（ＡＹＥ：２．３１±０．０１）相比，差异无统计学意义（犘＞

０．０５），犪犱犲Ｂ和犪犱犲ＩＪＫ基因敲除后生物被膜形成量

低于敲除前（ＡＹＥ：２．３１±０．０１），差异均有统计学

意义（均犘＜０．０５）。见图２。

２．３　外排泵抑制剂对鲍曼不动杆菌标准菌株ＡＹＥ

生物被膜形成的影响　在４种外排泵抑制剂作用

下，鲍曼不动杆菌标准菌株 ＡＹＥ的生物被膜形成

量（ＰＡβＮ、奥美拉唑、维拉帕米、ＣＣＣＰ分别为２．１４

±０．０３、２．２４±０．０２、１．９３±０．０５、２．０９±０．０４）均低

于对照组（ＡＹＥ：２．３１±０．０１），差异均有统计学意

义（均犘＜０．０５），其中ＰＡβＮ形成量最少。见图３。
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　　　　　　　　　　　　：表示犘＜０．０５。

图２　鲍曼不动杆菌标准菌株ＡＹＥ外排泵基因敲除菌株生物被膜形成情况
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　　　　　　　　　　　　：表示犘＜０．０５。

图３　４种外排泵抑制剂对鲍曼不动杆菌标准菌株ＡＹＥ生物被膜形成的影响

犉犻犵狌狉犲３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ４ｅｆｆｌｕｘｐｕｍｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｎｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉犫犪狌犿犪狀狀犻犻ｓｔａｎｄａｒｄｓｔｒａｉｎＡＹＥ

３　讨论

生物被膜是附着在生物或者非生物表面的复杂

微生物群落，其产生主要涉及四个阶段［１４］，第一阶

段：初始黏附，细菌细胞凭借其动力系统附着在物体

表面；第二阶段：形成微菌落；第三阶段：生物被膜的

生长和成熟：第四阶段：细菌细胞的释放。生物被膜

的附着由菌毛系统介导，随着微菌落的形成，开始产

生群体感应（ｑｕｏｒｕｍｓｅｎｓｉｎｇ，ＱＳ）信号因子
［１５］，同

时胞外多糖（ｅｘｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＥＰＳ）、淀粉样纤维、

脂质和核酸等共同构成了生物被膜的细胞外基质，

这些因素共同影响着生物被膜的形成与成熟。外层

的胞外多糖，为生物被膜的产生和持续提供了物理

屏障，ＱＳ是一种细胞间的通信机制，可以根据细胞

密度同步生物被膜相关基因的表达［１６］。同时由于

外排泵能够减少生物被膜内部代谢废物的积累与细

菌密度的增加。研究［１７１８］表明，外排泵在一定程度

上影响着生物被膜的形成。

鲍曼不动杆菌耐药性形成过程中ＲＮＤ外排泵

发挥着重要作用［１９２０］。比较鲍曼不动杆菌标准菌株

ＡＹＥ的外排泵基因犪犱犲Ｂ、犪犱犲ＦＧＨ、犪犱犲ＩＪＫ敲除前

后生物被膜形成情况，结果表明，ＡＹＥ△ 犪犱犲Ｂ、

ＡＹＥ△犪犱犲ＩＪＫ生物被膜形成量明显降低，而ＡＹＥ

△犪犱犲ＦＧＨ生物被膜形成降低量与对照组相比差

异无统计学意义。

在４种外排泵抑制剂作用下，鲍曼不动杆菌标

准菌株ＡＹＥ的生物被膜形成量均有不同程度降

低，其中ＰＡβＮ的降低效果最明显。ＰＡβＮ是一种

广谱的外排泵抑制剂［２１］，与犪犱犲Ｂ外排蛋白相结合，

ＰＡβＮ利用远端结合袋中Ｐｈｅ残基形成的疏水微环

境，使结合单体保持结合构象，防止外排泵挤出任何
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其他底物，从而导致泵的多重抑制。ＣＣＣＰ为质子

动力解偶联剂［２２］，奥美拉唑为 Ｈ＋Ｋ＋ＡＴＰ酶（又

称质子泵）抑制剂，主要通过破坏跨膜电化学梯度，

从而阻断外排泵能量来源，影响药物的外排；维拉帕

米与膜糖蛋白结合发挥作用，但其逆转活性不强。４

种外排泵抑制剂通过不同的作用机制对外排泵进行

抑制后对生物被膜形成的影响程度也不尽相同，其

中ＰＡβＮ作为广谱外排泵抑制剂对生物被膜的抑

制作用最明显，其次为维拉帕米、奥美拉唑和ＣＣＣＰ

４种外排泵抑制剂均能使生物被膜形成减少。

综上所述，外排泵基因犪犱犲Ｂ、犪犱犲ＦＧＨ、犪犱犲ＩＪＫ

对多重耐药鲍曼不动杆菌ＡＹＥ生物被膜的形成有

重要作用，外排泵抑制剂ＰＡβＮ、奥美拉唑、维拉帕

米、ＣＣＣＰ对鲍曼不动杆菌ＡＹＥ生物被膜的形成有

不同程度的抑制作用。由于本文仅对外排泵相关基

因进行敲除与检测，未对生物被膜的其他影响因素，

如ＱＳ系统、ＥＰＳ等进行深入的研究，有一定的局限

性，但外排泵基因敲除后生物被膜的减少表明外排

泵基因在生物被膜形成中的重要作用，且外排泵抑

制剂对生物被膜形成的抑制作用为临床鲍曼不动杆

菌生物被膜相关治疗提供了一种新的思路。
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