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##!摘要"#目的#了解糖尿病足创面感染铜绿假单胞菌耐药特点并分析其与毒力基因的关系& 方法#连

续收集 '"%$0"%0"% C'"%$0%'0+% 在天津医科大学代谢病医院糖尿病足病科住院的糖尿病足患者中 D* 株细菌

培养报告为铜绿假单胞菌的菌株%在药物敏感试验及菌落复种培养后%交南开大学微生物实验室逐一进行铜

绿假单胞菌固有 >;EF基因检测%以明确铜绿假单胞菌& 另收集非糖尿病创面感染铜绿假单胞菌 '% 株作为对

照组& 对铜绿假单胞菌的 + 型分泌系统中毒力基因 G5<@ 和 G5<H进行检测及分析其与耐药的关系& 对创面

中连续 ' 次"每次间隔 % 个月#及以上培养出的铜绿假单胞菌进行随访& 结果#D* 株中筛查出 $ 株不是铜绿

假单胞菌%*& 株明确为铜绿假单胞菌& 糖尿病足组与对照组中%主要致病基因均为含有 G5<@ 的铜绿假单胞

菌%糖尿病足组为 -%I+J"*'K*&#%耐药率为 %%I-J$对照组为 !&I'J"%&K'%#%耐药率为 &I+J& 含有 G5<H

的铜绿假单胞菌在糖尿病足组与对照组中均占比较少%糖尿病足组中为 $I!J"*K*&#%耐药率为 'DI"J$对照

组中为 '+I$J"DK'%#%耐药率为 '"I"J& 在糖尿病足组中%有 & 例患者连续 ' 次及以上培养出铜绿假单胞

菌%合计 %- 株& 有 D 例患者感染含有G5<@的铜绿假单胞菌%其中有 ' 例培养出耐药铜绿假单胞菌%耐药率为

'+IDJ"*K%!#%均出现在治疗的初期和中期%在末次培养时均转为敏感铜绿假单胞菌%有 % 例患者创面中含

有G5<H的铜绿假单胞菌%耐药率为 D"I"J"%K'#%首次培养为耐药菌%末次培养为敏感菌& 结论#糖尿病足

创面中取得的铜绿假单胞菌中%以含有G5<@的铜绿假单胞菌为主%但是在耐药菌方面%含有G5<H的铜绿假单

胞菌的耐药率更高& 同一患者创面的铜绿假单胞菌不会因为耐药与否出现G5<@或G5<H基因型改变&
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##随着糖尿病患病率的不断攀升%糖尿病足作为糖

尿病的慢性并发症其发病率也逐年增加& 有研究(%)

显示%*"JC$"J的糖尿病足创面存在糖尿病足感染

"N32UGR3;T<<R38TG;R3<8%(YB#& (YB患者早期由于神经

病变不易发现%发现时往往创面较深*持续时间长*感

染较重%糖尿病患者本身免疫功能相对较低%这使得

一些条件致病菌%如铜绿假单胞菌成为(YB中最常见

的革兰阴性致病菌之一('%+)

& 近年来多重耐药的铜绿

假单胞菌"164R30NE6SEGO3OR28RVOG6N<1<82O2GE6S38<O2%

Z(LVM#的检出率增高%造成截趾截肢率升高且临

床愈合差(*%D)

& 为了解铜绿假单胞菌在糖尿病足创

面中的致病情况%控制铜绿假单胞菌感染%本研究旨

在对糖尿病足创面中铜绿假单胞菌耐药特点及其与

+型分泌系统"RW>G

!

OG;EGR<EWOWORG1%P+@@#的毒力

因子的关系进行分析%报告如下&

=>资料与方法

=?=>铜绿假单胞菌的收集#连续收集 '"%$0"%0"% C

'"%$0%'0+% 在天津医科大学代谢病医院糖尿病足病

科住院的糖尿病足患者的患足创面中培养报告为铜

绿假单胞菌 D* 株"均为创面深部组织取材#%同时

进行抗生素敏感试验*菌落复种培养和铜绿假单胞

菌固有 >;EF基因检测& 收集非糖尿病创面感染铜

绿假单胞菌 '% 株作为对照组& 本研究经天津医科

大学代谢病医院伦理委员会批准%所有参与研究的

糖尿病患者均签署知情同意书&

=?@>抗生素敏感试验>按照美国国家临床实验室标

准化委员会" 2̂R3<824A<113RRGGT<EA4383;24]2U<E2R<EW

@R28N2ENO% ÂA]@%'""* 年#的标准进行抗生素敏感性

试验(最低抑菌浓度"138316138?3U3R<EW;<8;G8RE2R3<8%

ZBA#法)& 据 '"%% 欧美国际专家组建议多重耐药

的诊断标准!对头孢菌素类*碳青霉烯类*喹诺酮类*

氨基糖苷类*半合成青霉素`

"

内酰胺酶抑制剂*单

环内酰胺类*磷酸类*多黏菌素类 $ 类抗生素中至少

+ 类耐药%即可判定为多重耐药(&)

%本研究中提到的

耐药均为多重耐药&

=?A>铜绿假单胞菌固有基因 >;EF及毒力基因G5<@

和G5<H检测

%I+I%#VAL模板#冻存菌株复苏%在 ]a琼脂平板

上划线%+! b恒温培养箱培育& 第 ' 天将单菌落挑

置于 %"

#

4]a液体中%-- b水浴 %D 138%以 %' """ S

'$&'%'

A?38GOG\<6E824<T̂ G=A4383;24ZGN3;38G%(G;G1UGE'"%-%F<461G%'% 6̂1UGE%'##



离心条件离心 % 138%取 %

#

4上清液作为VAL模板&

%I+I'#引物设计#>;EF!上游 AMAcAPMPMPccA0

PMPcA%下游 ccPMPAAMcMPPcAPAMc$G5<@!上游

cAMPMPPAMMPAcAPPAMc%下游 AAPAMMPAPcPA0

AAMMMA$G5<H!上游 cPPcMcPcAPPMAMPPAA%下

游PPcMMAMAAMAPMMPPcA&

%I+I+#VAL反应体系"'"

#

4##加入下列各组分!

%" d缓冲液 '

#

4*N P̂V"'ID 1Z# '

#
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#
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上游引物 "ID

#

4*下游引物 "ID

#

4*模板 %

#

4*ER2f

"I'

#

4*NN[

'

e%'I$

#

4&

%I+I*#VAL程序#"%#-D b%D 138$"'#-D b%+" O$

"+#DD b%+" O$"*#!' b%+" O("'# C"*#循环 +"次)$

"D#!' b%%" 138&

=?B>随访>对创面中连续 ' 次"每次间隔 % 个月#

及以上培养出的铜绿假单胞菌进行随访&

=?C>统计学方法>应用 @V@@'%I" 统计软件进行数

据处理%计量资料以均数g标准差"

!

Ig:#表示%两组

间比较采用3检验%计数资料以百分率"J#表示%采

用
!

' 检验& Jh"I"D 为差异有统计学意义&

@>结果

@?=>铜绿假单胞菌的 >;EF基因检测结果#糖尿病

足创面中的 D* 株菌株中有 $ 株不含有 >;EF基因%

即不是铜绿假单胞菌%另 *& 株明确为铜绿假单胞

菌& 对照组 '% 株菌株含有 >;EF基因%确认为铜绿

假单胞菌& 检测结果见图 %&

#选取 %D 株临床培养出的铜绿假单胞菌进行其固有 >;EF基因检

测%其中 '***- 道未显示 >;EF条带%故 '***- 株不是铜绿假单胞菌

图%#铜绿假单胞菌固有基因 >;EF检测结果!以其中%D株为例"

@?@>两组带有毒力基因G5<@或G5<H的铜绿假单胞

菌检测结果#以VMi为携带G5<@的阳性菌%以VM%*

为携带 G5<H的阳性菌%对 $$ 株铜绿假单胞菌进行

毒力基因的检测& 结果显示%在糖尿病足创面中的

*& 株铜绿假单胞菌中%含有G5<@的铜绿假单胞菌为

*' 株%含有 G5<H的铜绿假单胞菌为 * 株& 对照组

'% 株铜绿假单胞菌中%含有G5<@的铜绿假单胞菌为

%& 株%含有 G5<H的铜绿假单胞菌为 D 株& 两组均

以含有G5<@的铜绿假单胞菌为主& 检测结果见图 '&

图 '#毒力因子G5<H和G5<@检测结果!以菌株 %& 为例"

@?A>两组携带毒力基因 G5<@ 或 G5<H的铜绿假单

胞菌的抗生素敏感性比较#在糖尿病足组中铜绿假

单胞菌的G5<@的携带率为 -%I+J"*'K*&#%其中耐

药率为 %%I-J$对照组中铜绿假单胞菌的G5<@的携

带率为 !&I'J"%&K'%#%其中耐药率为 &I+J& 糖尿

病足组中含G5<@ 的铜绿假单胞菌的耐药率与对照

组比较%差异无统计学意义"Jj"I"D#& 铜绿假单

胞菌的G5<H携带率在糖尿病足组与对照组中均较

低%在糖尿病足组中为 $I!J"*K*&#%其耐药率为

'DI"J$在对照组中为 '+I$J"DK'%#%其耐药率为

'"I"J& 两组比较差异无统计学意义"Jj"I"D#&

两组总体耐药率比较差异无统计学意义"Jj"I"D#&

见表 %&

表 %#两组携带毒力基因G5<@或G5<H的铜绿假单胞菌的抗生素敏感性比较

组#别
G5<@ G5<H 合计

敏感 耐药 耐药率"J# 敏感 耐药 耐药率"J# 敏感 耐药 耐药率"J#

糖尿病足组 +! D %%I- + % 'DI" *" & %+I"

对照组## %D % &I+ * % '"I" %- ' -ID

!

'

"I"'' "I+-* "I"""

J "I$$% "ID+" "I--D

@?B>同一创面连续多次培养出铜绿假单胞菌的随访

分析结果#在糖尿病足组中%有 &例患者连续 '次"每

次间隔 % 个月#及以上培养出铜绿假单胞菌%合计

%- 株& 对照组不存在连续 ' 次及以上培养出铜绿

'-&'%'
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假单胞菌的情况& 有 D 例糖尿病足患者感染携带

G5<@的铜绿假单胞菌%其中有 ' 例培养出耐药铜绿

假单胞菌%耐药率为 '+IDJ"*K%!#%均出现在治疗

的初期和中期%在末次培养时均转为敏感铜绿假单

胞菌$有 % 例患者创面中含有携带G5<H的铜绿假单

胞菌%耐药率为 D"I"J"%K'#%首次培养为耐药菌%

末次培养为敏感菌& 见表 '&

表 '#多次培养出铜绿假单胞菌的抗生素敏感性随访结果

随访次数 % ' + * D & !

病例序号 敏感性 毒力基因 敏感性 毒力基因 敏感性 毒力基因 敏感性 毒力基因 敏感性 毒力基因 敏感性 毒力基因 敏感性 毒力基因
临床结局

% 敏感 G5<@ 敏感 G5<@ 耐药 G5<@ 敏感 G5<@ 耐药 G5<@ 耐药 G5<@ 敏感 G5<@ 愈合

' 敏感 G5<@ 耐药 G5<@ 敏感 G5<@ 愈合

+ 敏感 G5<@ 敏感 G5<@ 敏感 G5<@ 愈合

* 耐药 G5<H 敏感 G5<H 愈合

D 敏感 G5<@ 敏感 G5<@ 愈合

& 敏感 G5<@ 敏感 G5<@ 愈合

#注!每月随访 % 次

A>讨论

A?=>糖尿病的最大危害是其并发症%随着糖尿病患

病率的升高%其并发症的发生率也呈上升趋势& 糖尿

病足是糖尿病患者最严重的并发症之一%也是糖尿病

患者住院医疗费用高昂的常见原因(!)

& *"JC$"J的

糖尿病足创面发生 (YB& (YB是导致患者病情恶

化*截肢和死亡的最重要原因之一%也是住院和医疗

费用增加的常见原因($%-)

& 足溃疡患者感染发生率高%

*"JC!"J的足溃疡患者就医时已经发生(YB

(%"%%%)

&

总体来说%我国糖尿病足感染革兰阳性菌与革兰阴

性菌比例大致相当(%')

%但由于我国地域广阔%不同

地区之间感染的病原学也各有特点(%"%%+)

& 概括来

说%浅表的足溃疡感染以革兰阳性菌为主%多以单一

菌感染为主$深部足溃疡感染以革兰阴性菌为主%且

混合菌感染比例较高(%' C%D)

& 多次重复住院以及抗

生素的不规范使用是导致条件致病菌"如铜绿假单胞

菌#成为(YB最常见的革兰阴性致病菌之一('%+%%&%%!)

&

近年来由于抗生素的不规范使用%Z(LVM检出率越

来越高%使铜绿假单胞菌感染治疗愈加困难(%$ C'")

&

铜绿假单胞菌具有
$

*

%

*

!

*

&

*

'

D 种不同的蛋

白分泌系统%其中P+@@ 是主要的毒力系统& 目前确

定的铜绿假单胞菌P+@@ 的效应蛋白有 /5<@*/5<H*

/5<P*/5<k& 当细菌与宿主细胞相互接触作用时

P+@@激活%先在宿主细胞膜表面形成一个小孔%然

后细菌高效地将毒力蛋白注入到宿主细胞中%造成

宿主细胞的感染和病变%使得宿主细胞的形态变圆

并最终导致死亡('%)

& 研究证明 G5<@ 与 G5<H基因

是互斥的%即其产生的毒力蛋白 /5<@ 与 /5<H一般

不能同时存在& /5<@ 是一个具有 cPV酶激活蛋白

"cPV2OG02;R3Q2R38S>E<RG38%cMV#活性和磷酸腺苷核

糖基转移酶"M(V0E3U<OW4RE28OTGE2OG%M(VLP#活性

的双功能蛋白%M(VLP会引起宿主细胞骨架的破

坏%抑制 (̂ M合成*囊泡运输和内吞作用('')

& /5<H

是一种毒力强大的磷脂酶%其毒力比/5<@大 %"" 倍

以上%可以使细胞膜损伤而导致细胞快速坏死('')

&

/5<H还可抑制半胱天冬酶0%";2O>2OG0%#介导的促

炎症细胞因子的产生('+)

& 在急性肺感染的小鼠模

型中%/5<H可导致广泛的组织损伤%并可以杀死中

性粒细胞%导致局部免疫抑制('*)

&

A?@>无论在糖尿病足创面%还是非糖尿病的创面%

都是以携带G5<@ 的铜绿假单胞菌为主%而携带毒力

较强的G5<H基因的铜绿假单胞菌较少& 携带 G5<@

和携带G5<H的铜绿假单胞菌均存在抗生素耐药情

况%但携带G5<H的铜绿假单胞菌的耐药率要高于携

带G5<@的铜绿假单胞菌& 从整体来看%虽然糖尿病

创面和对照组耐药率差异无统计学意义%但糖尿病

创面中的铜绿假单胞菌有发生耐药的趋势& 这与糖

尿病患者长期高血糖%导致自身清除细菌的能力下

降有关%也与糖尿病足感染患者病程较长%感染部位

较深%使用抗生素时间较长有关%对一些优势细菌杀

灭以后%导致这些如铜绿假单胞菌在内的条件致病

菌成为创面的主要致病菌%且往往存在多重抗生素

耐药%给临床治疗带来了困难(*)

&

A?A>由于糖尿病足创面病程较长%故在本研究中%

有 & 例(YB患者至少 ' 次以上培养出铜绿假单胞

菌& 这对于动态研究铜绿假单胞菌有重要意义& 课

题组发现携带G5<@的铜绿假单胞菌与携带 G5<H的

铜绿假单胞菌不会同时共存于糖尿病足创面%但是

抗生素敏感的铜绿假单胞菌与 Z(LVM可以同时出

现在一个创面中%这就提示我们可以针对携带 G5<@

'"!'%'
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的铜绿假单胞菌与携带 G5<H的铜绿假单胞菌采取

不同的策略来清除& 虽然铜绿假单胞菌的存在使糖

尿病足创面愈合时间明显延长%但本研究中大部分

患者最终创面愈合&

A?B>本课题对于铜绿假单胞菌的P+@@的毒力因子

进行了鉴定%并分析了其与抗生素敏感性的关系&

本研究的一个优势就是对于创面连续多次培养出的

铜绿假单胞菌进行随访%并得到了初步的结果& 但

这些携带不同毒力基因的铜绿假单胞菌与抗生素耐

药的关系%还需要进一步去研究其机制%从而为临床

消灭铜绿假单胞菌提供更好的基础&

综上所述%在糖尿病足创面中%以携带 G5<@ 的

铜绿假单胞菌为主& 在整个感染过程中%尽管抗生

素的敏感性会发生改变%但细菌的类型不会发生改

变& 携带G5<@和G5<H的铜绿假单胞菌均可以导致

抗生素耐药& 感染铜绿假单胞菌临床治疗时间长%

往往需要抗生素联合外科手术治疗%但大多数创面

经过综合治疗最终可以愈合&
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