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ＮＦκＢ／ＪＮＫ／ＰＩ３Ｋ信号表达在糖尿病足多重耐药

金黄色葡萄球菌感染中的作用
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（１．三二一医院内分泌科，陕西汉中７２３０００；２．三二一医院骨科）

【摘要】　目的　研究核因子κＢ（ＮＦκＢ）／ｃＪｕｎＮ末端激酶（ＪＮＫ）／磷酸酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）信号表达在糖尿病足多重

耐药金黄色葡萄球菌（ＳＡ）感染中的作用。　方法　前瞻性选取２０１９年７月２０２１年７月本院收治的６９例ＳＡ感染的

糖尿病足患者作为研究组，同期选取于本院就诊的４０例足部烧伤患者作为对照组。对患者进行ＳＡ分离鉴定并做药敏

试验，根据耐药结果将研究组分为多重耐药组与非多重耐药组；采用蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测ＮＦκＢｐ６５、ＪＮＫ、

ＰＩ３Ｋ信号通路分子表达强度，使用实时定量ＰＣＲ检测其 ｍＲＮＡ表达量。　结果　对照组与研究组中性粒细胞比率、

血肌酐、Ｃ反应蛋白、降钙素原、白介素６水平差异无统计学意义（犘＞０．０５）；研究组糖化血红蛋白、白细胞计数、红细胞

沉降率高于对照组（犘＜０．０５。药敏试验显示，研究组检出３３例多重耐药ＳＡ，对照组检出２例，研究组多重耐药ＳＡ检

出率高于对照组（犘＜０．０５。多重耐药组白细胞计数、中性粒细胞比率、Ｃ反应蛋白、降钙素原、白介素６水平高于非多

重耐药组（犘＜０．０５；两组的糖化血红蛋白、红细胞沉降率、血肌酐水平差异无统计学意义（犘＞０．０５）。对照组标本中

ＮＦκＢ、ＪＮＫ、ＰＩ３Ｋ蛋白表达微弱，研究组标本中 ＮＦκＢ、ＪＮＫ、ＰＩ３Ｋ蛋白表达强烈；多重耐药组标本中的 ＮＦκＢ、ＪＮＫ、

ＰＩ３Ｋ光密度值高于非多重耐药组。研究组ＮＦκＢ、ＪＮＫ、ＰＩ３Ｋ表达量高于对照组（犘＜０．０５，且多重耐药组表达量高于

非多重耐药组（犘＜０．０５）。　结论　ＳＡ感染的糖尿病足患者创面肉芽组织中ＮＦκＢ／ＪＮＫ／ＰＩ３Ｋ信号表达增强，且多重

耐药ＳＡ感染患者增强更显著；ＳＡ多重耐药发生可能与炎症反应增强有关。
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【犓犲狔狑狅狉犱狊】　ＮＦκＢ／ＪＮＫ／ＰＩ３Ｋｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ；ｄｉａｂｅｔｉｃｆｏｏｔ；ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊；ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

　　金黄色葡萄球菌（犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊，ＳＡ）属

于条件致病菌，在糖尿病足溃疡中为常见感染致病菌，

且在耐药菌中占比较高［１２］，治疗难度大。由于糖尿病

患者自身免疫力低下，ＳＡ 易引发感染，且较难控

制［３４］。近年来随着抗生素的广泛使用，多重耐药ＳＡ

检出率逐渐增多，增加了治疗难度［５６］。糖尿病足溃疡

愈合过程中炎症反应使各细胞因子协调发生紊乱，研

究显示，溃疡能刺激促炎因子而影响基因蛋白信号表

达。核因子κＢ（ＮＦκＢ）为体内调节多种反应的转录

因子，被上游信号通路激活后以调控细胞、生长、趋化

等因子表达，参与细胞增殖、凋亡等过程。ｃＪｕｎＮ末

端激酶（ＪＮＫ）为丝裂原活化蛋白激酶家族，又称应激

活化蛋白激酶，其信号转导通路在细胞周期、凋亡、应

激等病理生理过程中发挥重要作用。磷酸酰肌醇３

激酶（ＰＩ３Ｋ）为胞内磷脂酰肌醇激酶，本身具有丝氨

酸／苏氨酸激酶活性，常见ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路，能抑

制细胞增殖并促进凋亡［７８］。本研究通过检测多重耐

药ＳＡ感染糖尿病足患者创面肉芽组织中的 ＮＦκＢ／

ＪＮＫ／ＰＩ３Ｋ信号表达情况，探讨糖尿病患者多重耐药

ＳＡ感染与其炎症反应的关系。

对象与方法

１　一般资料

前瞻性选取２０１９年７月２０２１年７月本院收治的

６９例ＳＡ感染的糖尿病足患者作为研究组，其中男３７

例，女３２例。纳入标准：符合《中国糖尿病足防治指南

（２０１９版）中足溃疡感染诊疗部分解读》标准
［９］确诊为

糖尿病足溃疡合并感染；患肢踝肱指数超过０．９，且无

缺血情况；签署知情同意书。排除标准：免疫系统障碍

患者；合并恶性肿瘤患者；甲状腺功能严重障碍患者；

合并危重症患者；其他类型感染患者；临床资料不完整

患者。同期选取于本院就诊的４０例足部烧伤患者作

为对照组，其中男２２例，女１８例。两组患者一般资料

比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）（表１）。

表１　两组一般资料比较

犜犪犫犾犲１　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犵犲狀犲狉犪犾犱犪狋犪犫犲狋狑犲犲狀狋犺犲狋狑狅犵狉狅狌狆狊

指标

Ｉｎｄｅｘ

对照组

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
（狀＝４０）

研究组

Ｒｅｓｅａｒｃｈｇｒｏｕｐ
（狀＝６９）

狓
２／狋 犘

性别
男 ２２ ３７

女 １８ ３２
０．０１９ ０．８８９

年龄（岁） ５７．６３±６．２８ ５８．１２±７．４１ ０．３５１ ０．７２６

病程（年） １．６５±０．７８ １．８３±０．５９ １．３６１ ０．１７６

溃疡面积（ｃｍ
２） ６．６２±１．８４ ７．２６±２．１５ １．５７７ ０．１１８

溃疡深度（ｃｍ） １．０７±０．３３ １．１７±０．４６ １．２０６ ０．２３１

溃疡部位

足背 １２ ２３

足趾 １７ ２７

足底 １１ １９

０．１５９ ０．９２４

感染类型
急性 １６ ３１

慢性 ２４ ３８
０．２５１ ０．６１７

本研究经医院医学伦理委员会批准，患者知情同

意。

２　方法

２．１　ＳＡ分离鉴定与药敏试验　患者入院后第一次

换药，对周围皮肤消毒并清洗创面病灶，取创面基底部

组织，按《金黄色葡萄球菌小菌落突变株的分离与鉴

定》标准［１０］将菌株分离，使用全自动细菌鉴定系统

（Ｐｈｏｅｎｉｘ１００，美国ＢＤ公司产品）进行菌株鉴定。

采用ＫＢ纸片琼脂扩散法对明确的ＳＡ进行药敏

试验，根据结果将患者分为多重耐药组与非多重耐药

组。

２．２　ＮＦκＢｐ６５、ＪＮＫ、ＰＩ３Ｋ信号通路分子表达强度

　使用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ进行检测。取患者创面基底部的

肉芽组织，经固定、包埋处理，连续切片，烤片脱蜡至

水，用双氧水将内源性过氧化物酶去除，于ＲＩＰＡ缓冲

液中裂解创面组织总蛋白；使用ＰｉｅｒｃｅＢＣＡ测定法对

蛋白质浓度进行测定，通过６％～１０％ＳＤＳＰＡＧＥ分

离裂解物并转移至硝酸纤维素膜。将转移膜、封闭液

于ＴＢＳＴ孵育，后与第一抗体孵育过夜。将膜和二抗

于室温下孵育；用ＥＣＬ试剂盒（艾美捷科技有限公司

产品）放入Ｘ光片夹中，压片，加入显色液，通过凝胶

图像分析系统拍照，使用ＩｍａｇｅＪ软件分析免疫反应性

·８３３１·
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条带光密度。

２．３　ＮＦκＢ、ＪＮＫ、ＰＩ３Ｋ基因 ｍＲＮＡ表达量　按照

荧光定量ＰＣＲ试剂盒（美国Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司产品）说明

书方法在创面组织中将总 ＲＮＡ分离出来，通过ｌｉｆｅ

ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ合成第一链ｃＤＮＡ，以此为模板，磷酸甘

油醛脱氢酶为参照；采用实时定量 ＰＣＲ 系统中的

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ作实时ＰＣＲ的指标；ＰＣＲ反应条件：９５

℃预变性３０ｓ；９５℃５ｓ，６０℃３０ｓ，共４０个循环；

ＤｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎＳｔａｇｅ：９５℃１５ｓ，６０℃３０ｓ，９０℃１５ｓ。

于ＴａｑＤＮＡ聚合酶作用下，使引物链沿着模板延伸。

反应结束后由软件自动记录荧光曲线，分级计算Ｃｔ

值，检测被测样品ＲＮＡ完整与可靠性，使用△△Ｃｔ方

法计算相对定量。△△Ｃｔ＝样品与内参照Ｃｔ均值之

差对照样品与对照组内参照 Ｃｔ均值之差；后取

２
－△△Ｃｔ作为被检样品初始ｍＲＮＡ含量。

２．４　统计学分析　采用ＳＰＳＳ２１．０进行统计学分析。

计数资料用百分比表示，采用狓
２ 检验；计量资料以（狓

±狊）表示，采用狋检验。犘＜０．０５差异有统计学意义。

结　果

１　两组患者临床资料比较

两组患者中性粒细胞比率、血肌酐、Ｃ反应蛋白、

降钙素原、白介素６水平差异均无统计学意义（均犘

＞０．０５）；研究组糖化血红蛋白、白细胞计数、红细胞沉

降率高于对照组（均犘＜０．０５（表２）。

表２　两组患者血清指标比较

犜犪犫犾犲２　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狊犲狉狌犿犻狀犱犲狓犲狊犫犲狋狑犲犲狀狋犺犲狋狑狅犵狉狅狌狆狊

指标

Ｉｎｄｅｘ

对照组

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
（狀＝４０）

研究组

Ｒｅｓｅａｒｃｈｇｒｏｕｐ
（狀＝６９）

狋 犘

糖化血红蛋白（％） ５．３４±０．６１ ７．８９±１．１７ １２．７９６ ＜０．００１

白细胞计数（×１０
９／Ｌ） ７．８６±１．４９ ９．４２±１．６６ ４．９０６ ＜０．００１

中性粒细胞比率（％） ６８．７０±６．１４ ６９．５５±９．３８ ０．５１３ ０．６０９

红细胞沉降率（ｍｍ／ｈ） ３４．４８±７．５９ ３７．５２±９．８６ １．６８１ ０．０９６

血肌酐（μｍｏｌ／Ｌ） ８０．７６±１１．８３ ８１．９２±１８．６２ ０．３５４ ０．７２４

Ｃ反应蛋白（ｍｇ／Ｌ） １１．５４±２．８３ １１．８８±２．３２ ０．６８０ ０．４９８

降钙素原（ｎｇ／ｍｌ） １．０７±０．２５ １．１８±０．３１ １．９１２ ０．０５９

白介素６（ｐｇ／ｍｌ） １６．７４±３．３５ １６．８８±３．２６ ０．２１４ ０．８３１

２　多重耐药犛犃检出结果

药敏试验结果显示，研究组检出３３例多重耐药

ＳＡ，对照组检出２例，研究组多重耐药ＳＡ检出率高

于对照组（犘＜０．０５（表３）。

３　两组多重耐药患者资料比较

两组患者一般资料与糖化血红蛋白、红细胞沉降

率、血肌酐水平差异无统计学意义（犘＞０．０５）；多重耐

药组白细胞计数、中性粒细胞比率与Ｃ反应蛋白、降

钙素原、白介素６水平高于非多重耐药组（犘＜０．０５）

（表４）。

表３　两组患者多重耐药犛犃检出结果比较

犜犪犫犾犲３　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犱犲狋犲犮狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳犿狌犾狋犻犱狉狌犵狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲

犛犃犫犲狋狑犲犲狀狋犺犲狋狑狅犵狉狅狌狆狊

组别

Ｇｒｏｕｐ

例数

Ｎｏ．ｏｆｃａｓｅｓ

多重耐药ＳＡ

ＭｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔＳＡ

检出率

Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒａｔｅ（％）

对照组 ４０ ２ ５．００

研究组 ６９ ３３ ４７．８３

狓
２ ２１．３０４

犘 ＜０．００

表４　多重耐药与非多重耐药组临床资料与血清指标比较

犜犪犫犾犲４　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犮犾犻狀犻犮犪犾犱犪狋犪犪狀犱狊犲狉狌犿犻狀犱犲狓犲狊犫犲狋狑犲犲狀

犿狌犾狋犻犱狉狌犵狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲犪狀犱狀狅狀犿狌犾狋犻犱狉狌犵狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲犵狉狅狌狆狊

指标

Ｉｎｄｅｘ

非多重耐药组

Ｎｏｎｍｕｌｔｉｄｒｕｇ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｒｏｕｐ
（狀＝３６）

多重耐药组

Ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ｇｒｏｕｐ
（狀＝３３）

狓
２／狋 犘

性别
男 ２０ １７

女 １６ １６
０．１１３ ０．７３７

年龄（岁） ５７．８２±５．８４ ５８．３７±４．３６ ０．４４０ ０．６６１

病程（年） １．８１±０．５２ １．８８±０．６５ ０．４９６ ０．６２２

溃疡面积（ｃｍ
２） ６．９４±１．８１ ７．５３±１．１６ １．５９６ ０．１１５

溃疡深度（ｃｍ） １．１４±０．２８ １．２２±０．３６ １．０３５ ０．３０４

溃疡部位

足背 １４ ９

足趾 １３ １４

足底 ９ １０

１．０４８ ０．５９２

感染类型
急性 １９ １２

慢性 １７ ２１
１．８７５ ０．１７１

糖化血红蛋白（％） ７．６２±１．１９ ７．９６±１．３８ １．０９９ ０．２７６

白细胞计数（×１０
９／Ｌ） ８．７４±１．３８ １２．９５±２．１８ ９．６６８ ＜０．００１

中性粒细胞比率（％） ６６．４１±５．３６ ７９．６２±５．８７ ９．７７２ ＜０．００１

红细胞沉降率（ｍｍ／ｈ） ３６．４２±７．３１ ３７．８６±１０．５８ ０．６６２ ０．５１０

血肌酐（μｍｏｌ／Ｌ） ８０．１５±１５．２７ ８２．１０±１６．１７ ０．５１５ ０．６０８

Ｃ反应蛋白（ｍｇ／Ｌ） １０．２０±１．６８ １５．５９±１．９４ １２．３６４ ＜０．００１

降钙素原（ｎｇ／ｍｌ） ２．２８±０．８３ ３．６２±１．０３ ５．９７３ ＜０．００１

白介素６（ｐｇ／ｍｌ） １７．０８±３．５１ １９．６７±３．７４ ２．９６７ ０．００４

４　各组创面肉芽组织犖犉κ犅、犑犖犓、犘犐３犓信号表达

对照组标本中ＮＦκＢ、ＪＮＫ、ＰＩ３Ｋ蛋白表达微弱，

研究组标本中ＮＦκＢ、ＪＮＫ、ＰＩ３Ｋ蛋白表达强烈，其光

密度值差异显著；多重耐药组标本中的ＮＦκＢ、ＪＮＫ、

ＰＩ３Ｋ光密度值高于非多重耐药组。对照组 ＮＦκＢ、

ＪＮＫ、ＰＩ３Ｋ表达量低于研究组（犘＜０．０５），且多重耐

药组表达量高于非多重耐药组（犘＜０．０５（表５）。

讨　论

糖尿病足为糖尿病主要并发症，发病机理涉及机

体高血糖、氧化应激、缺血缺氧导致下肢血管病变等因

素［１１］。糖尿病足为下肢远端神经异常、周围血管不同

程度病变导致的足部溃疡、感染、深层组织破坏，轻症

表现为足部畸形、皮肤干燥发凉，重症患者表现为足部

溃疡、坏疽等，是患者截肢的主要原因［１２１３］。糖尿病足

溃疡易发生细菌感染，进而延长溃疡愈合时间，ＳＡ为

重要致病菌，可感染呼吸、泌尿、血液循环等系统及皮

肤与软组织等，溃疡久治不愈导致糖尿病足患者的截
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肢率增加，可超过１５％
［１４］。感染为糖尿病足进展主要

表现，当患者发生深部感染后，治疗效果不佳。临床在

糖尿病足感染部位中分离出多种致病菌，其中ＳＡ检

出率较高。近年来由于滥用抗生素而导致多重耐药

ＳＡ检出率逐年增加
［１５］，多重耐药ＳＡ多出现于久治

不愈的感染创面中，其治疗难度大，患者截肢率较高，

对其生活质量有严重影响。

表５　各组患者犖犉κ犅、犑犖犓、犘犐３犓蛋白表达量比较

犜犪犫犾犲５　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犖犉κ犅、犑犖犓犪狀犱犘犐３犓狆狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

组别

Ｇｒｏｕｐ

例数

Ｎｏ．ｏｆ

ｃａｓｅｓ

ＮＦκＢ ＪＮＫ ＰＩ３Ｋ

对照组 ４０ ９３．５２±１１．３６ ０．８９±０．０６ １．３８±０．２０

研究组 ６９ １３７．４８±１６．７１ ２．０４±０．２７ ２．１７±０．２９

狋 １４．７６４ ２６．５１２ １５．２４２

犘 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

非多重耐药组 ３６ １２８．３７±１４．０８ １．７６±０．１８ １．８４±０．２６

多重耐药组 ３３ １３９．５２±１７．１２ ２．２１±０．３５ ２．３６±０．４１

狋 ８．４２７ ７．５６２ ７．２１７

犘 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

本研究结果表明，研究组糖化血红蛋白、白细胞计

数与红细胞沉降率高于对照组，且多重耐药组白细胞

计数、中性粒细胞比率、Ｃ反应蛋白水平高于非多重耐

药组，证明糖尿病足患者机体免疫炎症反应明显，且发

生多重耐药ＳＡ感染后情况更为严重。自噬可满足细

胞自身代谢需要，可参与细胞生长分化［１６１７］。研究显

示［１８］，自噬能有效缓解糖尿病足发生慢性并发症，但

感染患者的自噬特点尚不明确。本结果显示，糖尿病

足患者感染创面肉芽组织中 ＮＦκＢ、ＪＮＫ、ＰＩ３Ｋ蛋白

表达较为强烈，且多重耐药ＳＡ患者组织中表达强于

非多重耐药患者。原因为创面愈合炎症期间，ＮＦκＢ

信号被激活与ＪＮＫ磷酸化发挥重要作用；ＰＩ３Ｋ信号

为参与细胞增殖分化、凋亡与葡萄糖转运等溃疡愈合

重要通路；说明患者创面ＮＦκＢ／ＪＮＫ／ＰＩ３Ｋ信号通路

介导的血管新生被激活，炎症反应较严重［１９２０］。为进

一步明确ＮＦκＢ／ＪＮＫ／ＰＩ３Ｋ的高表达对糖尿病足患

者多重耐药ＳＡ感染有促进作用，本研究对比了糖尿

病足与足部烧伤间的 ＮＦκＢ、ＪＮＫ、ＰＩ３Ｋ蛋白表达，

ＳＡ多重耐药与非耐药患者间的 ＮＦκＢ、ＪＮＫ、ＰＩ３Ｋ

表达量，结果证实了糖尿病足患者多重耐药ＳＡ感染

的组织中ＮＦκＢ／ＪＮＫ／ＰＩ３Ｋ信号分子通路被激活。

综上所述，糖尿病足患者多发多重耐药ＳＡ感染，

其创面肉芽组织中ＮＦκＢ／ＪＮＫ／ＰＩ３Ｋ信号表达增强，

发病机制可能与机体炎症反应有一定关联。
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