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支气管扩张症患儿合并肺部感染的病原菌特征、耐药性
及SP-D基因多态性分析

王雪妆*,林坚,李燕,王小花

(海口市第三人民医院儿科,海南海口
 

571100)

【摘要】 目的 分析支气管扩张症患儿合并肺部感染的病原菌分布特征、耐药性,以及表面活性蛋白D(SP-D)基因多

态性。 方法 本院2018年1月-2020年1月收治的96例支气管扩张症合并肺部感染患儿为研究组,同期接受治疗的

100例支气管扩张但未合并肺部感染患儿为对照组。采集患儿痰液标本进行病原菌的分离鉴定,采用纸片扩散法(K-B
法)检测主要病原菌的耐药性,采用PCR限制性片段长度多态性分析法检测SP-D基因rs721917的多态性,采用Logis-
tic回归分析法分析支气管扩张症患儿肺部感染发生的危险因素。 结果 研究组96例患儿共分离出116株病原菌,

其中革兰阴性菌68株,革兰阳性菌42株,真菌6株。主要感染病原菌肺炎链球菌16株,肺炎克雷伯菌16株,大肠埃希

菌22株。大肠埃希菌对阿莫西林、头孢噻肟耐药率均超过80%,对亚胺培南、阿米卡星的耐药率均低于20%。肺炎克

雷伯菌对红霉素的耐药率为87.50%,亚胺培南耐药率12.50%。肺炎链球菌阿莫西林、红霉素耐药率均超过80%,头孢

吡肟、亚胺培南耐药率均低于15%。SP-D基因rs721917位点存在3种基因型:TT、TC、CC,研究组的C等位基因频率

(35.42%
 

vs
 

14.00%)以及CC基因型频率(56.25%
 

vs
 

41.00%)均高于对照组(均P<0.05)。Logistic回归分析显示,

SP-D基因 Met11Thr(rs721917T/C)位点基因型多态性是影响支气管扩张症患儿发生肺部感染的独立危险因素(P<
0.05)。 结论 支气管扩张症患儿肺部感染病原菌以革兰阴性菌为主,SP-D基因多态性是影响支气管扩张症患儿发

生肺部感染的独立危险因素。不同病原菌耐药性差异较大,临床上应根据药敏试验结果合理选用抗菌药物。
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【Abstract】 Objective To
 

analyze
 

the
 

distribution
 

characteristics
 

of
 

pathogenic
 

bacteria,surface
 

active
 

protein
 

D
 

(SP-

D)
 

gene
 

polymorphism
 

and
 

pathogenic
 

bacteria
 

resistance
 

in
 

children
 

with
 

bronchiectasis
 

and
 

pulmonary
 

infection. 
Methods 96

 

children
 

with
 

bronchiectasis
 

complicated
 

with
 

pulmonary
 

infection
 

treated
 

in
 

our
 

hospital
 

from
 

January
 

2018
 

to
 

January
 

2020
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

study
 

group,and
 

100
 

children
 

with
 

bronchiectasis
 

without
 

pulmonary
 

infection
 

trea-
ted

 

in
 

our
 

hospital
 

at
 

the
 

same
 

time
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.
 

The
 

sputum
 

samples
 

of
 

children
 

were
 

collected
 

and
 

the
 

pathogens
 

were
 

isolated
 

and
 

identified.
 

The
 

drug
 

resistance
 

of
 

main
 

pathogens
 

was
 

detected
 

by
 

disk
 

diffusion
 

method
 

(K-B
 

method),the
 

polymorphism
 

of
 

SP-D
 

gene
 

rs721917
 

was
 

detected
 

by
 

PCR
 

restriction
 

fragment
 

length
 

poly-
morphism

 

analysis.,and
 

the
 

logistic
 

regression
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

risk
 

factors
 

of
 

pulmonary
 

infection
 

in
 

chil-
dren

 

with
 

bronchiectasis. Results 116
 

strains
 

of
 

pathogens
 

were
 

isolated
 

from
 

96
 

children,including
 

68
 

strains
 

of
 

Gram-negative
 

bacteria,42
 

strains
 

of
 

Gram-positive
 

bacteria
 

and
 

6
 

strains
 

of
 

fungi.
 

The
 

main
 

pathogens
 

were
 

Streptococ-
cus

 

pneumoniae,16
 

strains
 

of
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

and
 

22
 

strains
 

of
 

Escherichia
 

coli.
 

The
 

resistance
 

rates
 

of
 

E.
 

coli
 

to
 

cefotaxime
 

and
 

amoxicillin
 

were
 

more
 

than
 

80%,the
 

resistance
 

rates
 

to
 

amikacin
 

and
 

imipenem
 

were
 

less
 

than
 

20%,the
 

resistance
 

rate
 

of
 

K.
 

pneumoniae
 

to
 

erythromycin
 

was
 

the
 

highest
 

(87.50%),the
 

resistance
 

rate
 

to
 

imipenem
 

was
 

the
 

lowest
 

(12.50%).
 

The
 

resistance
 

rates
 

of
 

S.
 

pneumoniae
 

to
 

amoxicillin
 

and
 

erythromycin
 

were
 

over
 

80%,and
 

the
 

resist-
ance

 

rates
 

of
 

cefepime
 

and
 

imipenem
 

were
 

lower
 

than
 

15%.
 

There
 

were
 

three
 

genotypes
 

in
 

the
 

rs721917
 

locus
 

of
 

SP-D
 

gene:TT,TC,and
 

CC.
 

The
 

C
 

allele
 

frequency
 

(35.42%
 

vs
 

14.00%)
 

and
 

CC
 

genotype
 

frequency
 

(56.25%
 

vs
 

41.00%)
 

in
 

the
 

study
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(both
 

P<0.05).
 

Logistic
 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
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the
 

SP-D
 

gene
 

Met11Thr
 

(rs721917T/C)
 

locus
 

genotype
 

polymorphisms
 

were
 

all
 

independent
 

risk
 

factors
 

for
 

lung
 

infec-
tion

 

in
 

children
 

with
 

tracheectasis
 

(P<0.05). Conclusion The
 

pathogens
 

of
 

lung
 

infection
 

in
 

children
 

with
 

bronchiec-
tasis

 

are
 

mainly
 

Gram-negative
 

bacteria,and
 

SP-D
 

gene
 

polymorphism
 

is
 

an
 

independent
 

risk
 

factor
 

affecting
 

lung
 

infection
 

in
 

children
 

with
 

bronchiectasis.
 

The
 

drug
 

resistance
 

of
 

different
 

pathogenic
 

bacteria
 

is
 

quite
 

different,and
 

antibacterial
 

drugs
 

should
 

be
 

rationally
 

selected
 

according
 

to
 

the
 

results
 

of
 

drug
 

susceptibility
 

tests
 

in
 

clinical
 

practice.
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  支气管扩张症是临床常见的呼吸系统疾病,主要

病理表现为支气管及周围肺组织发生慢性化脓性炎性

反应,进而损伤支气管壁的弹性组织,导致支气管变形

及持久扩张[1]。支气管扩张症的主要临床表现为反复

咯血、慢性咳嗽以及咳大量脓痰,其中感染是引起支气

管扩张症的重要因素[2]。随着抗菌药物的广泛使用以

及多药耐药菌感染风险的增加,治疗难度呈增加趋

势[3]。因此,为提高治疗的针对性,了解支气管扩张症

患者肺部感染病原菌分布情况以及药敏特点具有重要

临床意义。表面活性蛋白D(surfactant
 

protein
 

D,SP-
D)主要是由肺泡上皮细胞产生的一种高活性蛋白,具
有先天免疫调节作用,参与肺表面蛋白的调节过程,可
抑制肺部炎症反应,维持肺组织功能[4-5]。既往研究证

实,SP-D基因多态性是影响肺部炎性相关疾病的重要

因素,刘菲等[6]研究发现SP-D基因可能与糖尿病患

者肺炎感染易感性有关。基于此,本研究拟进一步探

讨支气管扩张症患儿感染病原菌的特征及其耐药性,
通过分析SP-D基因多态性与肺部感染的关系,旨在

指导临床筛选高危人群及预防性治疗。

对象与方法

1 受试对象

2018年1月-2020年1月本院收治的96例支气

管扩张症合并肺部感染患儿为研究组,其中男53,女

43例;年龄为6~16岁,平均(11.32±2.68)岁;体质

量指数为16.2~23.5
 

kg/m2,平均(19.05±1.85)kg/

m2。选取同期收治的100例单纯支气管扩张(未合并

肺部感染)患儿为对照组,其中男57例,女43例;年龄

为7~16岁,平均(11.28±2.55)岁;体质量指数为

15.8~23.0kg/m2,平均(18.91±1.92)kg/m2。
纳入标准:(1)符合支气管扩张诊断标准,肺部

CT显示支气管异常影像学改变,表现为串珠样扩张、
柱状扩张、囊性扩张等,且出现环形阴影、双轨征等;
(2)主要临床病症为反复咳嗽、咳脓痰或间断咯血

等[7];(3)感染患者均符合《医院感染诊断标准》[8],胸
部X线片显示斑片状阴影或间质性改变,且痰培养病

原学检查结果为阳性,PCT、CRP、白细胞水平升高,
排除标准:(1)合并结核病、艾滋病、肿瘤等疾病;

(2)伴随免疫、神经系统疾病;(3)有肺外伤、慢性阻塞

性肺疾病等肺部疾病;(4)入组前已接受抗菌药物治

疗。
本研究获院伦理委员会批准,所有患儿均由家属

签署知情同意书。

2 方法

2.1 标本采集及病原菌的培养与鉴定 收集患儿痰

液标本,接种于血琼脂平板,5%CO2 培养箱中35
 

℃
培养24

 

h,挑取单个纯菌落,应用全自动微生物鉴定

仪(型号:VITEK-32,法国生物梅里埃公司生产)鉴定

病原菌,按照《全国临床检验操作规程》[9]操作。质控

菌株为金黄色葡萄球菌 ATCC25923、大肠埃 希 菌

ATCC25922和肺炎克雷伯菌 ATCC13883,购于北京

中科质检生物技术有限公司。

2.2 药敏试验 采用纸片扩散法(K-B法)检测病原

菌的耐药性,药敏纸片购于英国 Oxoid公司。用血琼

脂平板培养细菌,取平板上形成的单菌落接种于液体

培养基,扩大培养后接种于血琼脂平板,待长出单菌落

后进行药敏试验,用游标卡尺测量抑菌圈直径。抗菌

药物包括:庆大霉素、阿米卡星、阿莫西林、红霉素、氨
曲南、环丙沙星、替卡西林、亚胺培南、头孢噻肟、头孢

吡肟。按照美国国家临床实验室标准化研究所标

准[10]判断结果。

2.3 基因多态性检测 采集患儿肘静脉血,EDTA
抗凝,采用DNA抽提试剂提取全血基因组DNA,用

DYY-10C型电泳仪(北京六一仪器厂生产)和 OneC
型紫外可见分光光度计(美国赛默飞世尔公司生产)检
测DNA质量和浓度,将DNA标本稀释至同一浓度后

4
 

°C保存。
登陆GenBank、NCBI等数据库搜索SP-D基因序

列号,借助Primer
 

5引物设计软件设计引物。SP-D
基 因 rs721917 基 因 位 点 引 物:5-CCCCATAG-
CAGAGGACAGAA-3(上 游 );5-CCAGGGTG-
CAAGCACTGGAC-3(下 游)。PCR 反 应 体 系(20

 

μl):2.5
 

μl
 

PCR缓冲液,0.5
 

μl
 

Taq酶,dNTPs(10
 

mmol/L)0.5
 

μl,DNA模板1
 

μl,上、下游引物各0.5
 

μl,无菌水14.5
 

μl。应用荧光定量PCR仪进行DNA
扩增。扩增条件:94

 

℃预变性5
 

min;94
 

℃变性40
 

s,

58
 

℃退火20
 

s,72
 

℃延伸30
 

s,共25个循环。PCR
产物经纯化后用ABI3730测序仪(美国应用生物系统

·238·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志

Journal
 

of
  

Pathogen
 

Biology 
2022年07月 第17卷第07期

Jul.
 

2022, Vol.17,No.07



公司生产)测序,按仪器使用说明操作,然 后 使 用

BLAST软件对数据库中的序列与测序结果进行比对

分析。

2.4 统计学分析 采用SPSS
 

20.0软件进行统计学

分析。计量资料用x±s表示,两组间比较采用t检

验;计数资料用例数或百分率表示,两组间比较采用

χ2 检验;检测等位基因频率是否符合 Hardy-Wein-
berg平衡定律;采用多因素Logistic回归分析法分析

肺部感染发生的危险因素。P<0.05为差异有统计

学意义。

结 果

1 病原菌种类及分布

96例患儿共分离出116株病原菌,其中革兰阴性

菌68株,革兰阳性菌42株,真菌6株。主要感染病原

菌为肺炎链球菌16株,肺炎克雷伯菌16株,大肠埃希

菌22株。分离病原菌的构成见表1。

表
 

1 支气管扩张症患儿合并肺部感染病原菌种类及其构成

Table
 

1 Distribution
 

and
 

constituent
 

ratio
 

of
 

pathogenic
 

bacteria
病原菌

Pathogenic
 

bacteria
株数

No.
 

of
 

plants
占比(%)

Proportion
 

ratio
革兰阴性菌 68 58.62
  大肠埃希菌 22 18.97
  肺炎克雷伯菌 16 13.79
  鲍曼不动杆菌 13 11.21
  铜绿假单胞菌 11 9.48
  阴沟肠杆菌 4 3.45
  沙门氏菌 2 1.72
  其他 0.00
革兰阳性菌 42 36.21
  金黄色葡萄球菌 10 8.62
  表皮葡萄球菌 9 7.76
  肺炎链球菌 16 13.79
  溶血葡萄球菌 4 3.45
  其他 3 2.59
真菌 6 5.17
  白色假丝酵母菌 3 2.59
  光滑假丝酵母菌 3 2.59
合计

 

Total 116 100.00

2 主要病原菌的耐药性

大肠埃希菌对头孢噻肟、阿莫西林耐药率均超过

80%,对阿米卡星、亚胺培南的耐药率均低于20%。
肺炎克雷伯菌对红霉素的耐药率为87.50%,对亚胺

培南耐药率为12.50%。肺炎链球菌对阿莫西林、红
霉素的耐药率均超过80%,对头孢吡肟、亚胺培南的

耐药率均低于15%(表2)。

3 两组患儿的SP-D基因多态性比较

SP-D基因rs721917位点存在3种基因型:TT、

TC、CC。研 究 组 的 C 等 位 基 因 频 率(35.42%
 

vs
 

14.00%)以及CC基因型频率(56.25%
 

vs
 

41.00%)

均高于对照组(均P<0.01)(表3)。该位点基因型的

期望值、观测值符合 Hardy-Weinberg平衡定律,表明

样本具有群体代表性,不存在选择性偏移。

表
 

2 主要病原菌对10种抗菌药物的耐药性
Table

 

2 The
 

drug
 

sensitivity
 

test
 

results
 

of
 

main
 

pathogenic
 

bacteria

抗菌药物
Antibacterials

大肠埃希菌(n=22)
Escherichia

 

coli

耐药株数
No.

 

of
 

resistant
 

strains

耐药率
Resistance

 

rate
(%)

肺炎克雷伯菌(n=16)
Klebsiella

 

pneumoniae

耐药株数
No.

 

of
 

resistant
 

strains

耐药率
Resistance

 

rate
(%)

肺炎链球菌(n=16)
Streptococcus

 

pneumoniae

耐药株数
No.

 

of
 

resistant
 

strains

耐药率
Resistance

 

rate
(%)

阿米卡星
 

3 13.64 6 37.50 5 31.25
氨曲南 15 68.18 5 31.25 7 43.75

替卡西林 16 72.73 - -
 

5 31.25
头孢噻肟 20 90.91 10 62.50 4 25.00
头孢吡肟 7 31.82 7 43.75 2 12.50
阿莫西林 19 86.36 4 25.00 13 81.25
环丙沙星 14 63.64 6 37.50 8 50.00
亚胺培南 4 18.18 2 12.50 0 0.00
红霉素 17 77.27 14 87.50 14 87.50

庆大霉素 11 50.00 10 62.50 7 43.75
  注:“-”表示未做药敏试验。

Notes:
 

“-”
 

indicates
 

that
 

drug
 

sensitivity
 

test
 

has
 

not
 

been
 

conducted.

表
 

3 两组患儿的SP-D基因多态性比较
Table

 

3 Comparison
 

of
 

SP-D
 

gene
 

polymorphisms
 

between
the

 

two
 

groups
 

of
 

children
组别
Group

例数
Cases

基因型Genotype
TT TC CC

等位基因Allele
T C

研究组 96 22 40 34 84 108
对照组 100 32 54 14 118 82
χ2 12.194 9.121
P 0.002 0.003

4 肺部感染影响因素Logistic回归分析

以SP-D基因rs721917位点基因型作为自变量,
以是否发生肺部感染为因变量进行Logistic 回归分

析。结果显示,SP-D基因rs721917位点基因型多态

性是影响支气管扩张症患儿发生肺部感染的独立危险

因素(β=0.824,SE=0.326,Wald=5.808,P=
0.012,OR=2.262,95%CI为1.153~4.458)。

讨 论

支气管扩张属于变态反应性疾病,主要是由环境、
遗传等因素引起的支气管慢性炎症。研究证实,中性

粒细胞、T淋巴细胞以及气道上皮细胞等多种细胞均

参与其慢性变态反应发生过程[11]。支气管扩张患者

肺组织的炎性损伤导致肺毛细血管基底膜增厚,引起

组织缺氧,通气/血流比例失衡等,使得免疫调控紊乱,
增加了肺部感染风险[12]。同时,病原菌入侵机体又可

进一步刺激机体分泌大量炎性因子,并趋化炎性细胞

聚集于肺组织,加重肺组织炎性损伤,导致呼吸功能减

退,加重疾病进展。因此,研究支气管扩张症患者肺部

感染的病原菌特点,并探讨合并感染发病机制可为临
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床研究提供依据。
既往研究发现,支气管扩张患者肺部感染的病原

菌主要为革兰阴性菌,其中以肺炎克雷伯菌、大肠埃希

菌比例较高[13]。本研究结果显示,96例患儿共分离

116株病原菌,其中主要感染病原菌为肺炎链球菌、肺
炎克雷伯菌和大肠埃希菌,与欧阳细瑜等[14]的报道相

近。药敏试验显示,肺炎克雷伯菌、大肠埃希菌、肺炎

链球菌对青霉素、对红霉等抗生素的耐药率较高,对亚

胺培南、头孢吡肟等抗生素的耐药率较低。因此,在临

床抗菌治疗中应密切关注患者感染病原菌种类,并及

时监测其耐药情况,根据药敏试验结果规范用药,全面

评估用药剂量、治疗周期等,避免多种抗菌药物过量和

长时间使用,降低多药耐药发生风险。
目前认为,遗传背景不仅影响支气管扩张的发生、

发展,还能影响机体免疫应答、炎性调控等,从而影响

机体对病原菌的抵抗能力[15]。SP-D是肺泡II型上皮

细胞分泌的表面活性物质,参与调节肺表面蛋白及肺

部炎症,同时还能调节免疫功能,诱导肺部巨噬细胞吞

噬病原菌,利于清除入侵病原体,从而发挥抗菌、抗病

毒作用[16]。目前,对于SP-D基因rs721917位点基因

型多态性研究较多,且大部分研究发现该位点多态性

与肺部感染 密 切 相 关[17]。本 研 究 表 明 SP-D 基 因

rs721917位点存在3种基因型:TT、TC、CC,其中研

究组的C等位基因频率以及CC基因型频率均高于对

照组(P<0.05),表明rs721917位点的基因多态性与

支气管扩张患儿肺部感染密切相关。Logistic回归分

析显示,SP-D基因rs721917位点基因型多态性均是

影响支气管扩张症患儿发生肺部感染的独立危险因素

(P<0.05),表明C等位基因可增加支气管扩张患儿

合并肺部感染风险。Miao-Hsi等[17]报道,SP-D基因

rs721917位点CC基因型会影响SP-D蛋白的正常结

构,且CC基因型患者的SP-D蛋白水平低于TT基因

型患者,表明T→C的突变通过影响SP-D蛋白的功能

而降低机体病原菌抵抗能力,从而增加肺部感染风险,
即C等位基因可能为支气管扩张患儿肺部感染的易

感基因。徐丽等[18]研究发现,SP-D蛋白还能通过结

合于Toll样受体2/4而激活Toll样受体信号通路,激
活机体免疫功能,rs721917位点突变导致SP-D蛋白

功能异常,无法有效维持肺脏脂质稳态,引起肺纤维化

和损伤肺组织功能,增加细菌入侵、定植风险,同时由

于免疫功能的减退,病原菌在肺组织大量繁殖,释放多

种有害物质(脂多糖、毒素),诱导炎性损伤,从而加重

支气管扩张严重程度,增加治疗难度。
综上所述,支气管扩张症患儿肺部感染病原菌以

革兰阴性菌为主,SP-D基因多态性是影响支气管扩张

症患儿发生肺部感染的独立危险因素。不同病原菌耐

药性差异较大,临床上应根据药敏试验结果合理选用

抗菌药物。
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