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呼吸系统感染肺炎克雷伯菌中Ⅰ类整合子基因盒的相关研究

高　昂，王昕凝，丁　印，石志源；指导教师：于　红

青岛大学医学院２０１０级临床医学

　　【目的】　肺炎克雷伯菌是医源性感染的重要致病菌之一，随着临床大剂量抗生素的不规范使用，肺炎克雷伯

菌多重耐药菌株日趋增多，常导致治疗的失败和病程迁延。Ｉ类整合子是肺炎克雷伯菌中分布最普遍的整合子，

其携带的耐药基因盒在细菌耐药性方面起关键作用，且整合子的分布及携带的基因盒存在明显的地区差异性。目

前尚未见青岛地区肺炎克雷伯菌整合子的研究报道，本研究旨在探讨Ｉ类整合子的分布、基因盒的组成及其与耐

药表型的关系，明确青岛地区肺炎克雷伯菌中Ｉ类整合子及其携带的基因盒流行情况，为临床合理应用抗生素提

供可靠依据。

【方法】　收集２０１１年至２０１３年青岛市立医疗集团分离鉴定的呼吸系统感染的非重复肺炎克雷伯菌８２株，

采用美国临床和实验室标准协会（ＣＬＳＩ）推荐的ＫＢ法测定细菌对１６种常用抗菌药物的敏感性；提取细菌基因组

ＤＮＡ，ＰＣＲ检测整合子保守区的整合酶基因；对保守区阳性的菌株进行可变区基因的ＰＣＲ扩增，将回收纯化的

ＰＣＲ产物克隆至ｐＭＤ１８Ｔ载体，经琼脂糖凝胶电泳及ＰＣＲ鉴定后，重组克隆送往华大基因公司进行测序，通过

在线Ｂｌａｓｔ和ＤＮＡＳｔａｒ软件进行同源性比对分析，确定Ｉ类整合子携带的耐药基因盒。

【结果】　８２株肺炎克雷伯菌对１６种常用抗菌药物的耐药率为２．３％～７２．１％，其中对头孢唑林、哌拉西林和

头孢呋辛类药物的耐药率达６０％以上；Ｉ类整合子的阳性率为７６．８２％，Ｉ类整合子可变区扩增片段大小从７５０～

２５００ｂｐ不等，测序结果显示其携带的１１种基因盒主要包括编码氨基糖苷类耐药性的ａａｄ家族（ａａｄＡ１、ａａｄＡ２、ａａ

ｄＡ５、ａａｄＢ）、ａａｃ家族（ａａｃＡ４）、编码磺胺类耐药性的ｄｆｒ家族（ｄｆｒＡ１、ｄｆｒＡ５、ｄｆｒＡ１２）、编码氯霉素耐药性的ｃａｔＢ８

基因及功能不明的ｏｒｆＦ及ｏｒｆＣ基因，共组成７种不同的基因盒排列组合（已向ＧｅｎｅＢａｎｋ申请登录）。

【结论】　青岛地区呼吸系统感染肺炎克雷伯菌中Ｉ类整合子的阳性率较高，其携带的耐药基因盒主要赋予细

菌对氨基糖苷类和磺胺类的耐药性，这些耐药基因盒的不同排列组合构成了肺炎克雷伯菌多重耐药的物质基础。

　　关键词：肺炎克雷伯菌；Ⅰ类整合子；基因盒；耐药
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犣犎犡２调控犎犅犞转录活性的研究

徐蕾琪；指导教师：马春红

山东大学２０１０级临床医学八年制

　　【目的】　乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）慢性感染是原发性肝细胞癌（ＨＣＣ）发生的重要因素，ＨＢＶ的复制与表达受宿

主肝细胞内多种转录因子调控，寻找宿主细胞内抑制 ＨＢＶ启动子活性的转录因子，将为实现控制 ＨＢＶ复制、阻

断 ＨＣＣ发生提供重要理论依据。研究证实，新型转录抑制因子ＺＨＸ２能抑制肝癌重要标志物ＡＦＰ和ＧＰＣ３的表

达，并通过抑制ｃｙｃｌｉｎＡ／Ｅ启动子，在 ＨＣＣ发生中发挥抑癌作用。本室前期研究发现 ＨＣＣ组织中ＺＨＸ２表达与

ＨＢｃＡｂ相关，然而ＺＨＸ２是否抑制 ＨＢＶ转录迄今尚未报道。本研究旨在探索ＺＨＸ２对 ＨＢＶ基因启动子活性的

调控作用及其分子机制。

【方法】　设计引物，以ｐｃＤＮＡ３ＨＢＶ１．１质粒为模板ＰＣＲ扩增获得 ＨＢＶ不同启动子片段，克隆入ｐＧＬ３

Ｂａｓｉｃ，构建 ＨＢＶ启动子报告基因表达载体。ＺＨＸ２过表达载体分别与 ＨＢＶ不同启动子报告基因表达载体共转

染肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２．２．１５、ＢＥＬ７４０２、ＨｅｐＧ２细胞，双荧光素酶报告基因检测启动子活性变化；干扰ＮＦＹＡ后检

测启动子活性变化。在 ＨｅｐＧ２．２．１５细胞过表达ＺＨＸ２，ＥＬＩＳＡ、ＲＴＰＣＲ、蛋白质印迹法检测 ＨＢＶ基因转录
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表达。

【结果】　成功构建 ＨＢＶ核心启动子（ｃｏｒｅｐｒｏｍｏｔｅｒ，ＣＰ）、前Ｓ１区启动子（ＳＰＩ）、前Ｓ２及Ｓ区启动子（ＳＰＩＩ）

和Ｘ基因启动子（ＸＰ）的报告基因表达载体ｐＧＬ３ＣＰ、ｐＧＬ３ＳＰＩ、ｐＧＬ３ＳＰＩＩ、ｐＧＬ３ＸＰ。４种载体在不同细胞中

均表现出良好启动子活性（犘＜０．０５）。共转染及双荧光素酶报告基因检测结果显示，ＨｅｐＧ２．２．１５细胞内ＺＨＸ２

过表达可明显抑制ＣＰ、ＳＰＩＩ、ＸＰ活性（犘＜０．０１）；干扰 ＮＦＹＡ可抑制ＳＰＩＩ活性（犘＜０．０５），并消除了过表达

ＺＨＸ２对ＳＰＩＩ启动子的作用，提示ＺＨＸ２通过抑制ＮＦＹＡ下调ＳＰＩＩ活性。蛋白质印迹结果证实了ＺＨＸ２的过表

达效果；与对照组相比，ＺＨＸ２过表达组ａｃｔｉｎ水平基本一致，提示ＺＨＸ２并非通过影响细胞增殖而调节 ＨＢＶ转

录。ＥＬＩＳＡ结果显示，ＺＨＸ２转染６ｈ后细胞上清中的 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ显著降低 （犘＜０．０５）；ＲＴＰＣＲ结果发现，

ＺＨＸ２转染４８ｈ后明显降低 ＨＢＶｐｇＲＮＡ表达，进一步证明ＺＨＸ２能抑制 ＨＢＶ基因的转录活性。

【结论】　ＺＨＸ２能抑制 ＨＢＶＣＰ、ＳＰＩＩ、ＸＰ启动子活性，并抑制 ＨＢＶｐｇＲＮＡ的合成，降低 ＨＢＶ抗原表达，提

示ＺＨＸ２在 ＨＢＶ相关疾病防治中的潜在价值。

　　关键词：ＨＢＶ；启动子；ＺＨＸ２；转录调控
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不动杆菌的分离与鉴定

张　帆，张　弛；指导教师：刘　新

沈阳医学院２０１１级临床医学

　　【目的】　鲍曼不动杆菌是一类非发酵、专性需氧的革兰阴性球杆菌，是临床常见的条件致病菌之一。近年来

鲍曼不动杆菌感染率不断上升，其耐药率也逐年增强。鲍曼不动杆菌几乎对所有抗生素呈现高度耐药，给临床治

疗带来极大困难。噬菌体是感染细菌、真菌、放线菌或螺旋体等微生物的病毒，具有严格的宿主特异性，只能在活

的微生物细胞内复制、增殖。毒性噬菌体在宿主菌内复制增殖，并最终裂解细菌，其特殊的生物学特性有望成为临

床上治疗细菌感染新的有效手段。温和噬菌体能将基因组整合于宿主菌染色体中，不产生子代噬菌体，不裂解细

菌，使菌体处于溶原状态。本课题通过分离鉴定鲍曼不动杆菌噬菌体，研究噬菌体对耐药性的鲍曼不动杆菌的影

响。

【方法】　采集污水，人及动物上呼吸道内和医院ＩＣＵ环境的标本，经ＣａＣｌ２处理后，离心取上清液，细菌滤器

滤过，将滞留在滤膜上的细菌进行分离传代培养，纯化；染色镜检，观察细菌形态、排列，初步生化试验筛选、ＡＴＢ

生化鉴定菌种；药敏试验选择耐药菌株；经噬斑试验，分离或诱导毒性噬菌体；负染色法制备电镜标本，观察其超微

结构。

【结果】　ＩＣＵ环境中，特别是呼吸机导管可分离到鲍曼不动杆菌，鲍曼不动杆菌表面存在温和噬菌体，呈多边

形，细菌耐药性明显，为多重耐药。

【结论】　耐药的鲍曼不动杆菌菌体表面存在温和噬菌体，未裂解细菌，可能将基因整合于宿主菌体，研究噬菌

体与不动杆菌耐药性的相关性，通过诱导毒性噬菌体，裂解细菌，可治疗和控制细菌性感染，将为防治鲍曼不动杆

菌引起的医院感染带来希望。

　　关键词：鲍曼不动杆菌；毒性噬菌体；温和噬菌体；耐药性
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