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摘  要：【背景】细菌耐药性已成为全球健康卫生和经济发展的巨大威胁。替加环素是治疗多重

耐药肠杆菌所致严重感染的主要药物之一，但在 2019 年发现了可介导其高水平耐药的可转移替加

环素耐药基因 tet(X3)。外膜囊泡作为介导水平基因转移的新型方式，在介导 tet(X3)水平转移中的

作用目前尚无报道。【目的】以 tet(X3)阳性替加环素耐药鲍曼不动杆菌 34AB 为对象，探究不同

抗菌药物对其外膜囊泡产量及主要生物学特性的影响。【方法】采用微量肉汤稀释法测定细菌药

物敏感性，超速离心法提取细菌外膜囊泡，BCA 法测定外膜囊泡产量，使用马尔文纳米粒度电位

仪测定外膜囊泡的粒径与电位，PCR 法(定性)及 RT-qPCR 法(定量)检测外膜囊泡中携带的 tet(X3)
基因。【结果】相较于无抗生素对照组[(0.64±0.04) mg/mL]，在不同抗菌药物亚抑菌浓度(1/2 MIC
和 1/4 MIC)处理后，34AB 外膜囊泡的产量均有所增加，以头孢他啶[1/2 MIC, (2.83±0.57) mg/mL;  
1/4 MIC, (2.38±0.29) mg/mL]和美罗培南[1/2 MIC, (2.19±0.11) mg/mL; 1/4 MIC, (1.96±0.37) mg/mL]
作用最为显著(P<0.01)。同时抗菌药物作用后，各组外膜囊泡粒径和电位均有所降低，而携带的

tet(X3)基因拷贝数均有所上升(2.80×104−2.63×107 copies/μL)。【结论】抗菌药物的临床应用可能会

导致耐药细菌外膜囊泡产量及携带的耐药基因丰度增加，进而增强其作为水平基因转移载体传播

耐药基因的风险。 
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Abstract: [Background] Antimicrobial resistance poses a huge threat to global health and 
economic development. Tigecycline is one of the important drugs for treating severe infections 
caused by multidrug-resistant Enterobacteriaceae. However, the mobile resistance gene tet(X3), 
which could mediate high-level tigecycline resistance, was discovered in 2019. Outer membrane 
vesicles have been recognized as a new route for horizontal gene transfer, while little is known 
about the role of outer membrane vesicles in the disseminating of tet(X3). [Objective] To 
investigate the effects of different antimicrobials on the production and characteristics of outer 
membrane vesicles of tet(X3)-positive tigecycline-resistant Acinetobacter baumannii strain 
34AB. [Methods] The antimicrobial susceptibility was determined by the broth micro-dilution 
method. The bacterial outer membrane vesicles were extracted by ultracentrifugation. The 
protein concentration of the outer membrane vesicles was determined by the BCA method, and 
the size and potential tested by Zeta-sizer nano-ZS. The copy number of tet(X3) within the outer 
membrane vesicles was determined by RT-qPCR. [Results] Compared with the control group 
without antibiotic treatment [(0.64±0.04) mg/mL], antimicrobials at 1/2 MIC or 1/4 MIC 
increased the production of outer membrane vesicles, with the effects of ceftazidime [1/2 MIC, 
(2.83±0.57) mg/mL; 1/4 MIC, (2.38±0.29) mg/mL] and meropenem [1/2 MIC, (2.19±0.11) mg/mL; 
1/4 MIC, (1.96±0.37) mg/mL] being the most significant (P<0.01). Meanwhile, the 
antimicrobial treatments decreased the size and potential of outer membrane vesicles and 
increased the copy number of tet(X3) (2.80×104−2.63×107 copies/μL). [Conclusion] The 
clinical application of antimicrobials may increase the production and the antimicrobial 
resistance gene abundance of outer membrane vesicles, thereby increasing the risk of them as 
vectors for disseminating of antimicrobial resistance genes. 
Keywords: Acinetobacter baumannii; outer membrane vesicle; tigecycline; antimicrobial 
resistance; tet(X3) 

细菌耐药性已经成为全球性公共卫生问题

之一，给人类社会带来巨大的经济损失和健康隐

患。据统计，目前全球每年至少 70 万人死于耐

药性细菌感染相关疾病，如不立即采取应对措

施，抗生素耐药性导致的死亡将会迅速增加[1]。

到 2050 年，耐药性细菌每年可能导致 1 000 万

人死亡，对经济的破坏相当于 2008 年的全球金

融危机[1]。2016 年 G20 峰会公报将细菌耐药与

英国脱欧、气候变化、难民和恐怖主义一起列为

影响世界经济的 5 项深远因素，成为当前各国关
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注的一个世界性公共卫生问题。 
替加环素、多粘菌素和美罗培南被视为医学

临床治疗多重耐药革兰氏阴性菌感染的主要药

物。然而近年来针对上述 3 种药物的高水平可转

移耐药机制陆续被报道：如质粒介导的高水平替

加环素耐药基因 tet(X)变异体[2-3]、多粘菌素耐药

基因 mcr[4]、碳青霉烯类耐药基因 blaNDM
[5]等。

其中替加环素是治疗多重耐药肠杆菌所致严重

感染的有限药物之一，被世界卫生组织列为极其

重要的抗菌药物，通过可逆地结合 16S rRNA 基

因来抑制细菌蛋白质合成，阻止 tRNA 进入核糖

体的 A 位点，从而阻止肽链的延伸[6]。然而， 
2019 年研究人员从动物和人体内分离的鲍曼不

动杆菌中发现高水平可转移的替加环素耐药基

因 tet(X3)，其位于 p34AB 质粒上，可编码一种

黄素依赖的单加氧酶，在 NADPH、Mg2+以及

O2 存在的条件下，降解四环素类药物[2]。 
细菌在与抗生素的对抗过程中进化出多种

耐药机制 [7-8]。耐药菌可以通过水平基因转移

(horizontal gene transfer, HGT)传播其抗性基  
因[9]，水平基因转移的传统方式主要有三种：转

化、转导和接合[10]。近年研究发现，外膜囊泡

(outer membrane vesicles, OMV)可以作为水平基

因转移载体，是一种新型的水平基因转移方   
式[11]。外膜囊泡是由细菌自然分泌的球形纳米级

结构(50−500 nm)，外膜主要由脂多糖、肽聚糖、

磷脂和膜蛋白成分组成，囊泡内腔含有周质蛋

白、胞质组分和核酸等[12]。已有多项研究表明

外膜囊泡可以介导耐药基因在同一菌种或不同

菌种间发生水平转移[13-15]，并且抗菌药物会影响

外膜囊泡的产生过程[16]。Bauwens 等[17]发现，

环丙沙星和丝裂霉素 C 能够大幅度刺激大肠埃

希菌 O104:H4 和大肠埃希菌 O157:H7 外膜囊泡

的产生，磷霉素、美罗培南和多粘菌素 B 对外

膜囊泡产量影响相对较小，而庆大霉素、利福昔

明、替加环素和阿奇霉素对外膜囊泡的产生无显

著影响。Yun 等[18]用亚胺培南、四环素分别刺激

鲍曼不动杆菌 DU202，发现亚胺培南刺激后鲍

曼不动杆菌外膜囊泡产量增加 2.2 倍，而四环素

对外膜囊泡的产生无显著影响。多项研究证明不

同抗生素对外膜囊泡产量的作用效果与机制均

不相同[19-20]。 
目前外膜囊泡介导耐药基因转移已有多项

研究，但是其在 tet(X3)传播中的作用未见相关

研究报道，本文以替加环素耐药鲍曼不动杆菌

34AB 为对象，探究不同抗菌药物亚抑菌浓度作

用对其外膜囊泡产量与主要生物学特性的影响，

以期为后续深入探究抗菌药物对外膜囊泡介导

耐药基因水平转移的影响提供一定参考。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株 

猪源替加环素耐药 tet(X3)阳性鲍曼不动

杆菌 34AB 菌株和大肠埃希菌 ATCC 25922 均

由江苏省农业科学院农产品质量安全与营养

研究所保藏。 
1.1.2  培养基、主要试剂和仪器 

LB 肉汤和 MH 肉汤(Mueller-Hinton broth)，
青岛海博生物技术公司；PBS 缓冲液(pH 7.4)和真

空过滤器，白鲨生物科技有限公司；2×Taq Master 
Mix (Dye Plus)和 SYBR Green qPCR Master Mix，
南京诺唯赞生物科技有限公司；DNase I 和 BCA
蛋白浓度测定试剂盒，上海碧云天生物技术有限

公司；庆大霉素，兰杰柯科技有限公司；替加环

素，上海阿拉丁生化科技有限公司；多粘菌素，

北京索莱宝科技有限公司；丝裂霉素 C，GlpBio
公司；氯霉素、环丙沙星、美罗培南、利福昔明

和头孢他啶，上海麦克林生化科技有限公司。 
超速冷冻离心机，Beckman 公司；Magellan
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多功能酶标仪，Tecan 公司；电子天平，梅特勒

托利多科技有限公司；纳米粒度电位仪，Malvern
公司；梯度 PCR 仪，Bio-Rad 公司；超微量紫外

可见分光光度计，NanoPhotometer 公司。 

1.2  方法 
1.2.1  抗菌药物对鲍曼不动杆菌 34AB 的最小

抑菌浓度测定 
首先采用微量肉汤稀释法测定利福昔明、替

加环素、头孢他啶、环丙沙星、美罗培南、氯霉

素、多粘菌素、庆大霉素和丝裂霉素 C 等药物

对鲍曼不动杆菌 34AB 的 小抑菌浓度(minimal 
inhibitory concentration, MIC)。 

参照美国临床和实验室标准协会(Clinical 
and Laboratory Standard Institute, CLSI)[21]推荐

的方法测定 小抑菌浓度，使用大肠埃希菌

ATCC 25922 作为质控菌株。使用生长法制备菌

液接种物，将待测细菌培养至对数生长期

(108−109 CFU/mL)，使用麦氏比浊管调至 0.5 麦

氏比浊度(约为 1×108 CFU/mL)，再倍比稀释至

1×105 CFU/mL。准备无菌的 96 孔板，每孔加入

100 µL 用 MH 肉汤稀释后的药物，共设 17 个浓

度梯度，终浓度分别为 256、128、64、32、16、
8、4、2、1、0.5、0.25、0.125、0.062 5、0.031 25、
0.015 6、0.007 8 和 0.003 9 µg/mL，每孔再加入

100 µL 待测菌液(1×105 CFU/mL)，同时设置阳

性对照孔(含有 200 µL 待测菌液)和阴性对照孔

(含有 200 µL MH 肉汤)，37 ℃静置培养 16−18 h
后读取结果。 
1.2.2  亚抑菌浓度抗菌药压力下鲍曼不动杆菌

34AB 外膜囊泡的提取制备 
根据鲍曼不动杆菌 34AB 对利福昔明、替加

环素、头孢他啶、环丙沙星、美罗培南、氯霉素、

多粘菌素、庆大霉素和丝裂霉素 C 的药物敏感

性结果，选取 1/2 MIC 和 1/4 MIC 两个亚抑菌药

物浓度，对鲍曼不动杆菌 34AB 进行诱导，通过

超速离心法提取外膜囊泡。 
将鲍曼不动杆菌 34AB 菌液培养至 OD600为

0.5，培养体积为 250 mL，此时分别加入上述抗菌

药物，使得终浓度为 1/2 MIC 或 1/4 MIC，以 37 ℃、

160 r/min 继续振荡培养 24 h。将培养后的菌液在

4 ℃条件下 10 000 r/min 离心 10 min，取上清用

0.22 μm 真空过滤器过滤，再在 4 ℃条件下以  
35 000 r/min 超速离心 2 h。用 1 mL PBS 缓冲液

重悬沉淀，即得到粗提的外膜囊泡。采用   
DNase I (2U)酶解消化外膜囊泡外的 DNA，得到

纯化后的外膜囊泡，保存于−80 ℃备用。同时提

取无抗生素作用下鲍曼不动杆菌 34AB 分泌的

外膜囊泡作为对照。 
1.2.3  鲍曼不动杆菌 34AB 外膜囊泡的产量测定 

以蛋白含量作为外膜囊泡产量的指标[14]。

采用 BCA 法对鲍曼不动杆菌 34AB 外膜囊泡蛋

白含量进行定量测定，具体方法参照碧云天

BCA 蛋白浓度测定试剂盒说明书。将 BSA 蛋白

标准品用 PBS 稀释至 0、0.025、0.05、0.1、0.2、
0.3、0.4 和 0.5 mg/mL。将 BCA 试剂 A 与 BCA
试剂 B 以 50:1 (体积比)混合均匀，配制 BCA 工

作液。将外膜囊泡样品分别稀释 5、10 和 20 倍，

每个稀释度做 3 个重复，按照说明书步骤依次加

样测定，37 ℃恒温箱中孵育 30 min 后采用酶标

仪测定 562 nm 波长下的吸光度。根据酶标仪测

定结果，以蛋白浓度(mg/mL)为横坐标，吸光度

为纵坐标，绘制蛋白标准曲线。根据蛋白标准曲

线计算各外膜囊泡样品蛋白浓度(mg/mL)，获得

其产量数据。 
1.2.4  鲍曼不动杆菌 34AB 外膜囊泡的粒径与

电位测定 
取各外膜囊泡样品 20 µL 分别加在 1 mL 

PBS 缓冲液中，充分混匀后采用纳米粒度电位仪

测定外膜囊泡的粒径与电位，基于动态光散射原

理测定外膜囊泡的粒径大小，根据相位分析光散
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射测定电位数据。 
1.2.5  鲍曼不动杆菌 34AB 外膜囊泡携带的

tet(X3)的 PCR 定性检测 
根据 BCA 蛋白浓度结果取 20 μg 各外膜囊

泡样品，采用水煮法粗提其基因组，以提取的外

膜囊泡 DNA 为模板，采用引物 tet(X3)-F (5′-T 

GAACCTGGTAAGAAGAAGTG-3′)和 tet(X3)-R 

(5′-CAGACAATATCAAAGCATCCA-3′)进行 PCR

扩增，预计扩增片段大小为 650 bp，引物由北京

擎科生物科技有限公司合成。PCR 反应体系    

(20 µL)：2×Taq Master Mix (Dye Plus) 10 µL，上、

下游引物 (10 µmol/L) 各 1 µL ， DNA 模板     

10−100 ng，ddH2O 补足 20 µL。PCR 反应条件：

95 ℃ 5 min；95 ℃ 30 s，50 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，     

32 个循环；72 ℃ 8 min。PCR 反应完成后，将

产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳检测，确认 PCR 扩

增片段大小，鉴定鲍曼不动杆菌 34AB 外膜囊泡

是否携带 tet(X3)基因。 

1.2.6  鲍曼不动杆菌 34AB 外膜囊泡携带的

tet(X3)的 RT-qPCR 定量检测 
采用实时荧光定量 PCR (RT-qPCR)绝对定

量法对外膜囊泡携带的 tet(X3)基因进行定量检

测。使用 Primer Premier 5 设计并委托北京擎科

生物科技有限公司合成荧光定量 PCR 引物

qPCR-F (5′-TTCAATGCTTGCCCACAAGG-3′)和

qPCR-R (5′-ATGAGCAGCATCGCCAATC-3′)。 

委托南京金斯瑞生物科技有限公司合成

tet(X3)基因，并将其连接到 pUC18 质粒，构建

重组质粒。使用超微量紫外可见分光光度计测定

重组质粒 pUC18-tet(X3)的浓度和纯度。根据以下

公式计算质粒拷贝数：质粒拷贝数(copies/μL)= 
6.02×1023 (copies/mol)×质粒浓度(g/μL)/质粒分

子量 (g/mol) 。将重组质粒 pUC18-tet(X3) 用
ddH2O 进行 10 倍稀释，连续稀释 8 个浓度梯度。

采用 20 μL 反应体系：2×Taq Pro Universal SYBR 
qPCR Master Mix 10 μL，qPCR-F 及 qPCR-R  
(10 μmol/L)各 0.4 μL，重组质粒 DNA 模板 1 μL，

ddH2O 8.2 μL。RT-qPCR 反应条件：95 ℃ 30 s；
95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，40 个循环。融解曲线：

95 ℃ 15 s，60 ℃ 60 s，95 ℃ 15 s。反应完成后

得出每个质粒稀释样品所对应的 Ct 值。根据质

粒的 8 个浓度梯度样品作为模板得出的 Ct 值，

以 lg(拷贝数)为横坐标，Ct 值为纵坐标，绘制标

准曲线。 
以提取的各外膜囊泡样品 DNA 作为模板 

进行 RT-qPCR 反应。根据测得的 Ct 值以及绘制

的标准曲线计算外膜囊泡中携带的 tet(X3)基因

拷贝数。 

1.2.7  数据处理与分析 
利用 GraphPad Prism v4.3 统计软件对试验

得到的数据进行 t test (unpaired)差异显著性分

析。当 P<0.05 时表示差异显著，当 P<0.01 时表

示差异极显著。 

2  结果与分析 

2.1  鲍曼不动杆菌 34AB 的药物敏感性结果 
采用微量肉汤稀释法测定 8 种临床常用抗

菌药物及丝裂霉素 C 对鲍曼不动杆菌 34AB 的

MIC。结果显示，根据 CLSI M100-S25 标准判

定[21]，质控菌株 ATCC 25922 对替加环素、头

孢他啶、环丙沙星、美罗培南、氯霉素、多粘

菌素和庆大霉素的 MIC 均在质控范围内(利福

昔明和丝裂霉素 C 暂无相关标准)，表明试验操

作正确，测定结果可靠。鲍曼不动杆菌 34AB

对替加环素和庆大霉素耐药，而对头孢他啶、

环丙沙星、美罗培南和多粘菌素等药物较为敏

感(表 1)。 
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表 1  抗菌药物对鲍曼不动杆菌 34AB 的 MIC 值 
Table 1  The MICs of antimicrobials against 
Acinetobacter baumannii strain 34AB 
Antimicrobials MICs of bacterial strains (μg/mL) 

Strain 34AB Strain ATCC 
25922 

Rifaximin 2.000 0 32.000 0 
Tigecycline 32.000 0 0.250 0 
Ceftazidime 4.000 0 0.125 0 
Ciprofloxacin 0.250 0 0.007 8 
Meropenem 0.125 0 0.062 5 
Chloramphenicol 16.000 0 4.000 0 
Polymyxin 0.500 0 2.000 0 
Gentamicin 256.000 0 0.250 0 
Mitomycin C 8.000 0 32.000 0 

 
2.2  不同抗菌药对鲍曼不动杆菌 34AB 外

膜囊泡产量的影响 
根据 BCA 结果得出各抗菌药物在 1/2 MIC

和 1/4 MIC 浓度下对鲍曼不动杆菌 34AB 外膜囊

泡产量的影响，结果如图 1 所示。由图 1 可见，

在抗菌药物处理后，34AB 外膜囊泡的产量

[(0.65±0.03)−(2.83±0.57) mg/mL]相较无抗生素 
 

 
 

图 1  不同抗菌药物作用下鲍曼不动杆菌 34AB 外

膜囊泡的产量    
Figure 1  Effects of antimicrobials on the 
production of outer membrane vesicles of 
Acinetobacter baumannii strain 34AB. *: P<0.05, **: 
P<0.01, ***: P<0.001. 

对照组[(0.64±0.04) mg/mL]均有所增加，表明抗

菌药物对鲍曼不动杆菌 34AB 外膜囊泡产量的

影响可能与其耐药性无关。其中，头孢他啶作用

下 34AB 外膜囊泡产量 高，1/2 MIC 浓度诱导

条件下产量达到(2.83±0.57) mg/mL，1/4 MIC 浓度

诱导条件下外膜囊泡产量达到(2.38±0.29) mg/mL。
其次为美罗培南，外膜囊泡产量分别为(2.19±  
0.11) mg/mL (1/2 MIC 条件)和(1.96±0.37) mg/mL 
(1/4 MIC 条件)。除替加环素和庆大霉素外，其

余抗菌药物 1/2 MIC 浓度作用下，诱导外膜囊

泡产量相比 1/4 MIC 条件下更高。 

2.3  不同抗菌药对鲍曼不动杆菌 34AB 外

膜囊泡粒径的影响 
采用纳米粒度电位仪测定不同抗菌药作用

下鲍曼不动杆菌 34AB 分泌的外膜囊泡的粒径

(图 2)。在无抗生素条件下，鲍曼不动杆菌 34AB
自然分泌的 OMV 平均粒径为(524.07±71.63) nm。

在不同抗菌药作用下外膜囊泡粒径均减小

[(90.94±3.67)−(342.90±36.70) nm]。其中氯霉素作

用 为显著，氯霉素压力下产生的外膜囊泡平均 
 

 
 

图 2  不同抗菌药物作用下鲍曼不动杆菌 34AB 外

膜囊泡的粒径    
Figure 2  Effects of antimicrobials on the size of 
outer membrane vesicles of Acinetobacter baumannii 
strain 34AB. *: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001. 
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粒径分别为(90.94±3.67) nm (1/2 MIC 条件)和
(99.92±3.10) nm (1/4 MIC 条件)。对于替加环

素、利福昔明、头孢他啶和美罗培南，上述药

物 1/2 MIC 浓度作用下外膜囊泡粒径比 1/4 MIC
浓度作用下外膜囊泡粒径较大，而其他抗菌药则

作用反之。 

2.4  不同抗菌药对鲍曼不动杆菌 34AB 外

膜囊泡电位的影响 
采用纳米粒度电位仪测定不同抗菌药作

用下鲍曼不动杆菌 34AB 分泌的外膜囊泡的电

位(图 3)。在无抗菌药作用情况下，鲍曼不动

杆菌 34AB 自然分泌的 OMV 平均电位为

(−0.92±0.31) mV。在不同抗菌药作用下，外膜

囊泡电位出现降低趋势。其中利福昔明作用后，

外膜囊泡电位 低，分别为(−10.47±0.31) mV 
(1/2 MIC 条件)和(−10.72±1.71) mV (1/4 MIC 条

件)。各药物相比，替加环素、利福昔明、头孢

他啶、美罗培南和环丙沙星对外膜囊泡电位影响

较大，氯霉素、多粘菌素、庆大霉素和丝裂霉 
 

 
 

图 3  不同抗菌药物作用下鲍曼不动杆菌 34AB 外

膜囊泡的电位    
Figure 3  Effects of antimicrobials on the potential 
of outer membrane vesicles of Acinetobacter 
baumannii strain 34AB. *: P<0.05, **: P<0.01, ***: 
P<0.001. 

素 C 在 1/2 MIC 浓度作用下对外膜囊泡电位影

响相对较小。 

2.5  鲍曼不动杆菌 34AB 外膜囊泡中携带

tet(X3)基因 
采用水煮法提取各外膜囊泡样品 DNA 后，

采用 PCR 法鉴定是否携带 tet(X3)基因。结果如

图 4 所示，不同抗菌药亚抑菌浓度作用下，收集

的鲍曼不动杆菌 34AB 外膜囊泡样品均扩增出

阳性目的条带(650 bp)，而阴性对照无条带，表

明所有外膜囊泡样品均携带替加环素耐药基因

tet(X3)。 

2.6  鲍曼不动杆菌 34AB 外膜囊泡中携带

的 tet(X3)基因拷贝数 
通过公式计算得到重组质粒 pUC18-tet(X3)

拷贝数为 1.10×1010 copies/μL，将其倍比稀释，

以不同浓度(1.10×1010−1.10×103 copies/μL)的重

组质粒作为模板进行 RT-qPCR 反应。以其 Ct

值为横坐标，拷贝数为纵坐标绘制标准曲线，

计算得到标准曲线斜率公式为：y=−3.311 7x+ 

36.464，R²=0.992 2，说明扩增曲线各个稀释度

相关性好，扩增效率达到要求，设计引物符合

RT-qPCR 要求。 

以提取的外膜囊泡 DNA 为模板进行

RT-qPCR 扩增，将测得的 Ct 值代入标准曲线公

式，得到外膜囊泡中携带的 tet(X3)拷贝数，结

果如图 5 所示。无抗菌药物条件下，鲍曼不动

杆菌 34AB 分泌的外膜囊泡中携带的 tet(X3)
基因丰度为 7.90×103 copies/μL。各抗菌药作用

后，收集的鲍曼不动杆菌 34AB 外膜囊泡中携

带 的 tet(X3) 拷 贝 数 均 有 所 升 高 (2.80×104− 

2.63×107 copies/μL)。其中美罗培南作用后，外

膜囊泡中携带的 tet(X3)拷贝数 高，分别为

6.30×108 copies/μL (1/2 MIC 条件 )和 2.50×   

108 copies/μL (1/4 MIC 条件)。 
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图 4  PCR 扩增鲍曼不动杆菌 34AB 外膜囊泡 tet(X3)基因的琼脂糖凝胶电泳图   M：DL2000 DNA Marker；1：
阳性对照 p34AB 质粒；2：不添加抗菌药物组外膜囊泡样品；3：利福昔明 1/2 MIC；4：利福昔明 1/4 MIC；5：
替加环素 1/2 MIC；6：替加环素 1/4 MIC；7：头孢他啶 1/2 MIC；8：头孢他啶 1/4 MIC；9：环丙沙星 1/2 MIC；

10：环丙沙星 1/4 MIC；11：美罗培南 1/2 MIC；12：美罗培南 1/4 MIC；13：氯霉素 1/2 MIC；14：氯霉素 1/4 MIC；

15：多粘菌素 1/2 MIC；16：多粘菌素 1/4 MIC；17：庆大霉素 1/2 MIC；18：庆大霉素 1/4 MIC；19：丝裂霉素

C 1/2 MIC；20：丝裂霉素 C 1/4 MIC；21：阴性对照 PBS 
Figure 4  The agarose gel electrophoresis graph of PCR product of tet(X3) carried by outer membrane vesicles of 
Acinetobacter baumannii strain 34AB. M: DL2000 DNA Marker; 1: Positive control of p34AB; 2: The outer 
membrane vesicles without antimicrobials treatment; 3: 1/2 MIC of rifaximin; 4: 1/4 MIC of rifaximin; 5: 1/2 MIC 
of tigecycline; 6: 1/4 MIC of tigecycline; 7: 1/2 MIC of ceftazidime; 8: 1/4 MIC of ceftazidime; 9: 1/2 MIC of 
ciprofloxacin; 10: 1/4 MIC of ciprofloxacin; 11: 1/2 MIC of meropenem; 12: 1/4 MIC of meropenem; 13: 1/2 MIC 
of chloramphenicol; 14: 1/4 MIC of chloramphenicol; 15: 1/2 MIC of polymyxin; 16: 1/4 MIC of polymyxin; 17: 1/2 
MIC of gentamicin; 18: 1/4 MIC of gentamicin; 19: 1/2 MIC of mitomycin C; 20: 1/4 MIC of mitomycin C; 21: 
Negative control of PBS.  
 

 
 

图 5  不同抗菌药物作用下鲍曼不动杆菌 34AB 外

膜囊泡携带的 tet(X3)基因拷贝数    
Figure 5  Effects of antimicrobials on the copy 
number of tet(X3) carried by outer membrane 
vesicles from Acinetobacter baumannii strain 34AB. 
*: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001. 

3  讨论与结论 
鲍曼不动杆菌是一种自然界广泛存在的条

件致病菌，在医院环境中可长期存活，近年来多

重耐药鲍曼不动杆菌检出率逐渐升高，是世界卫

生组织确定的第一批亟待新抗生素的耐药细菌，

危害极大[22]。替加环素是目前用于治疗多重耐

药鲍曼不动杆菌感染的重要药物，然而鲍曼不动

杆菌的替加环素耐药株在世界范围内已有报道，

并呈现上升趋势[23]。 
外膜囊泡是由细菌自然分泌产生的纳米级

球形结构，已有多篇研究报道对鲍曼不动杆菌的

外膜囊泡进行了分离纯化 [24-27]。例如，Rumbo
等 [13] 分离了两株鲍曼不动杆菌 (pMMA2 和

pMMCU3)的外膜囊泡，产量分别为 0.35 mg/mL
与 0.16 mg/mL，透射电镜显示外膜囊泡粒径大
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小为 20−100 nm 。Dhurve 等[28]分离纯化了鲍曼

不动杆菌 DS002 的外膜囊泡，透射电镜显示其

直径大小为 74−160 nm。Yun 等[18]对鲍曼不动

杆菌 DU202 外膜囊泡进行分离纯化，产量为

300 mg/mL。由于菌株特性、培养条件、外膜囊

泡提取制备方法，纯化方式，浓度与粒径测定方

法的不同，不同文献报道的细菌外膜囊泡产量存

在差异。 
本研究发现鲍曼不动杆菌 34AB 在不同抗

菌药亚抑菌浓度作用下产生的外膜囊泡产量存

在显著差异，其中头孢他啶和美罗培南作用后外

膜囊泡产量增加 为显著，其机制可能为 β-内
酰胺类药物可直接干扰细菌肽聚糖层的合成，可

能使细菌肽聚糖层与外膜层的交联减少，外膜相

对过度延伸，进而形成外膜囊泡[18]。庆大霉素(氨
基糖苷类)与替加环素(四环素类)可与细菌 30S
亚基结合，抑制其蛋白质合成，还可结合到细菌

外膜脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)，改变 LPS
结构，破坏外膜稳定性， 终引起外膜囊泡释  
放[29]。环丙沙星(喹诺酮类)可激活细菌的 SOS
应激反应，导致受损或折叠错误的蛋白质等代谢

废物在胞质周围间隙中局部积累，并不断对外

膜施加局部膨胀压力， 终外膜外凸形成外膜

囊泡[17,20]。多粘菌素(多肽类)可与多种革兰氏阴

性菌表面 LPS 的脂质 A 结合，破坏细菌外膜结

构的完整性，进而促进外膜囊泡释放[30-31]。丝裂

霉素 C 可激活细菌内前噬菌体，而前噬菌体编

码的内溶素破坏细菌肽聚糖层，从而降低外膜稳

定性，产生外膜囊泡[32-34]。不同抗菌药物对细菌

外膜囊泡产量的影响效果与作用机制均不相同。 
外膜囊泡作为水平基因转移的载体的功能

已经成为国内外的研究热点。近年来，多项研究

表明外膜囊泡可携带并传播耐药基因[11]。Li 等[35]

证明肺炎克雷伯菌外膜囊泡可同时携带毒力和

耐药基因。Rumbo 等[13]证明碳青霉烯类耐药基

因 blaOXA-24 可通过外膜囊泡在鲍曼不动杆菌耐

药菌与敏感菌之间转移。Chatterjee 等[14]验证了

外膜囊泡可介导 β-内酰胺类耐药基因 blaNDM-1

同细菌种属与跨种属传播。Bielaszewska 等[15]

发现耐药基因 blaCTX-M-15、blaTEM-1 可通过外膜囊

泡由大肠埃希菌 O104:H4 传播到其他肠杆菌科

成员。 
本研究以替加环素耐药鲍曼不动杆菌 34AB

为研究对象，探究了不同抗菌药物对其外膜囊泡

产量及主要生物学特性的影响。结果表明与无抗

生素对照组相比，在不同抗菌药物处理后，34AB
外膜囊泡的产量均有所增加，粒径和电位均有所

下降，而携带的高水平可转移替加环素耐药基因

tet(X3)拷贝数均有所上升，因此，极有可能增加

了外膜囊泡作为水平基因转移载体传播耐药基

因的风险。 
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