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·论著·

长沙地区产金属β内酰胺酶铜绿假单胞菌的分子流行病学特征

邬靖敏１，邹明祥２，李　军
２

（１长沙市第一医院，湖南 长沙　４１０００５；２中南大学湘雅医院，湖南 长沙　４１０００８）

［摘　要］　目的　了解长沙地区多重耐药铜绿假单胞菌（ＰＡ）产金属β内酰胺酶（ＭＢＬ）菌株基因型和流行情况。

方法　收集该地区７所综合医院临床分离的ＰＡ，对菌株进行鉴定和药敏试验，采用ＥＤＴＡ协同试验、ＥｔｅｓｔＭＢＬ

进行 ＭＢＬ表型筛选，聚合酶连反应（ＰＣＲ）明确其基因型，肠杆菌科基因间重复序列聚合酶链反应（ＥＲＩＣＰＣＲ）进

行同源性分析。结果　经ＥＤＴＡ协同和ＥｔｅｓｔＭＢＬ初步筛查，８１株ＰＡ中仅１０株为强阳性；ＰＣＲ结果显示，

１８株ＰＡＭＢＬ基因阳性，其中犐犕犘９型１１株，犐犕犘１型１株和犞犐犕２型６株，未检测出犛犐犕、犛犘犕、犌犐犕 和

犖犇犕１基因型。ＥＲＩＣＰＣＲ分型结果显示，１２株产ＩＭＰＰＡ存在多个型别，而６株产 ＶＩＭ２菌株为同一型别。

结论　长沙地区多重耐药ＰＡ以犐犕犘９和犞犐犕２基因型最常见。

［关　键　词］　铜绿假单胞菌；金属β内酰胺酶；金属酶；基因型；肠杆菌科基因间重复序列聚合酶链反应
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［ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１６，１５（７）：４４７－４５１］

　　铜绿假单胞菌（犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪，ＰＡ）

是一种常见的引起医院获得性感染的条件致病菌。

金属β内酰胺酶（ｍｅｔａｌｌｏβｌａｃｔａｍａｓｅ，ＭＢＬ），简称

金属酶，是致使ＰＡ对碳青霉烯类抗生素耐药的重

要机制之一。产 ＭＢＬＰＡ检出日益增加
［１］，泛耐药

ＰＡ的出现
［２］，以及有效酶抑制剂的缺乏［３］，给临床
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抗感染治疗和医院感染防控带来极大困难。本研究

拟对长沙地区７所综合医院８１株多重耐药ＰＡ进

行 ＭＢＬ基因检测，并对产ＩＭＰ／ＶＩＭ２酶菌株进行

同源性分析，现将结果报告如下。

１　材料与方法

１．１　菌株与来源　收集２０１１年１—６月长沙地区

７所综合性医院临床分离的非重复多重耐药 ＰＡ

８１株，其中中南大学湘雅医院４６株，中南大学湘雅

三医院１４株，浏阳市人民医院７株，长沙市第三医

院６株，湖南省第二人民医院４株，长沙市第一医院

３株，湖南省人民医院１株。标本类型有痰、支气管

分泌物、咽拭子、创面分泌物、血、尿、导管尖端和引

流液等。多重耐药菌ＰＡ的判断标准参照李春辉

等［４］翻译的文献。产ＩＭＰ和 ＶＩＭ２阳性对照菌株

为临床分离菌株，已通过测序证实。铜绿假单胞菌

ＡＴＣＣ２７８５３购自卫生部临床检验中心。

１．２　试剂与仪器　ＶＩＴＥＫ２ＧＮ鉴定板和Ｅｔｅｓｔ

ＭＢＬ购自法国生物梅里埃公司。亚胺培南药敏纸

片和 ＭＨ 培养基干粉购自英国 ＯＸＯＩＤ 公司，

０．５ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ溶液为自行配制，聚合酶链反应

（ＰＣＲ）试剂购自美国ＯＭＥＧＡ，Ｄ２０００Ｍａｒｋｅｒ购自

天根生化科技，所有引物由生工生物工程（上海）股

份有限公司合成。

１．３　ＭＢＬ表型筛选

１．３．１　ＥＤＴＡ协同试验　将０．５麦氏单位待测菌

液涂布于 ＭＨ平板，静置１０ｍｉｎ，待干燥后在平板

中间贴亚胺培南药敏纸片（１０μｇ／片）和ＥＤＴＡ纸

片（０．５ｍｏＬ／ＬＥＤＴＡ溶液４μＬ），纸片边缘相距

１０～１５ｍｍ。３５℃过夜培养后，若靠近亚胺培南药

敏纸片处出现抑菌圈扩大或“匙孔现象”则为阳性。

１．３．２　ＥｔｅｓｔＭＢＬ试验　在涂有０．５麦氏单位菌

液的 ＭＨ平板上贴商品化Ｅｔｅｓｔ条，该Ｅｔｅｓｔ条两

端分别为亚胺培南（４～２５６μｇ／ｍＬ）和亚胺培南（１

～６４μｇ／ｍＬ）＋ＥＤＴＡ（３２０μｇ／ｍＬ）。３５℃过夜培

养后，若ＩＰ／ＩＰＩ的 ＭＩＣ比值≥８倍则为阳性。

１．４　ＤＮＡ提取及 ＭＢＬ基因ＰＣＲ　采用煮沸法提

取ＤＮＡ。３５℃过夜培养，挑取单个待测菌落置于盛

有３００μＬ无菌双蒸水的ＥＰ管中，９５℃煮１０ｍｉｎ并

置冰上快速冷却，１３０００ｒ／ｍｉｎ低温离心１０ｍｉｎ，上

清则为细菌ＤＮＡ模板，分装并于－２０℃保存备用。

ＭＢＬ基因ＰＣＲ：根据参考文献
［５６］设计引物，并用

Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件验证引物。引物序列见下

表１。ＰＣＲ 反应体系为２５μＬ，即 ２×ＴａｑＰＣＲ

ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ、上下游引物各１μＬ、ＤＮＡ 模

板２μＬ，无菌蒸馏水８．５μＬ。ＰＣＲ反应条件：预变

性９４℃２ｍｉｎ；变性９４℃１ｍｉｎ，退火７２℃１ｍｉｎ，

共３０个循环；最后７２℃再延伸５ｍｉｎ。取５μＬ扩

增产物进行 １．５％ 琼脂糖电泳，条件为 １００ Ｖ

４０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物测序由北京六合华大基因有限

公司完成，将测序结果在ＧｅｎＢａｎｋ上进行ＢＬＡＳＴ

比对分析。

表１　耐药基因ＰＣＲ扩增引物

犜犪犫犾犲１　ＰｒｉｍｅｒｓｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｇｅｎｅｓ

基因
引物序列

（５’－３’）

退火温度

（℃）

扩增产物

长度（ｂｐ）

犐犕犘 ＣＴＡＣＣＧＣＡＧＣＡＧＡＧＴＣＴＴＴＧ ５７ ５８７

ＡＡＣＣＡＧＴＴＴＴＧＣＣＴＴＡＣＣＡＴ

犞犐犕２ ＡＡＡＧＴＴＡＴＧＣＣＧＣＡＣＴＣＡＣＣ ５５ ８６５

ＴＧＣＡＡＣＴＴＣＡＴＧＴＴＡＴＧＣＣＧ

犖犇犕１ ＧＡＡＴＧＴＣＴＧＧＣＡＧＣＡＣＡＣＴＴ ５７ ４８０

ＴＴＧＧＣＣＴＴＧＣＴＧＴＣＣＴＴＧＡＴ

犛犐犕１ ＴＡＣＡＡＧＧＧＡＴＴＣＧＧＣＡＴＣＧ ５５ ７４１

ＴＡＡＴＧＧＣＣＴＧＴＴＣＣＣＡＴＧＴＧ

犛犘犕１ ＧＣＧＴＴＴＴＧＴＴＴＧＴＴＧＣＴＣ ５５ ７８６

ＴＴＧＧＧＧＡＴＧＴＧＡＧＡＣＴＡＣ

犌犐犕 ＣＴＴＧＴＡＧＣＧＴＴＧＣＣＡＧＣＴＴＴＡ ５５ ５６２

ＣＡＧＣＣＣＡＡＧＡＧＣＴＡＡＴＴＧＡＧＧ

１．５　菌株同源性分析　采用肠杆菌科基因间重复

序列聚合酶链反应（ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｌｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅｉｎｔｅｒ

ｇｅｎｉｃｃｏｎｓｅｎｓｕｓｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＥＲＩＣ

ＰＣＲ）分别对产ＩＭＰ和 ＶＩＭ２ＰＡ进行同源性分

析。引物序列为ＥＲＩＣ２：５’ＡＡＧＴＡＡＧＴＧＡＣＴ

ＧＧＧＧＴＧＡＧＣＧ３’。判定标准为：主要的条带位

置和数量相同则是同一基因型［７］。ＰＣＲ反应体系

是２×ＴａｑＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ，引物１μＬ，

ＤＮＡ模板２μＬ，无菌蒸馏水补足至２５μＬ。ＰＣＲ

反应条件是９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５０℃

３０ｓ，７２℃ ４５ｓ，共３０个循环；最后７２℃再延伸

３ｍｉｎ。取５μＬＰＣＲ产物进行１．０％琼脂糖凝胶电

泳分离，１００Ｖ电泳４０ｍｉｎ。紫外灯下观察结果，并

用凝胶成像系统进行拍照。

２　结果

２．１　ＭＢＬ表型初筛　经 ＥＤＴＡ 协同和 Ｅｔｅｓｔ

ＭＢＬ初步筛查，８１株ＰＡ中仅１０株为强阳性，见图

１～２。
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图１　ＥＤＴＡ协同试验检测结果
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图２　ＥｔｅｓｔＭＢＬ试验检测结果

犉犻犵狌狉犲２　ＲｅｓｕｌｔｏｆＥｔｅｓｔｆｏｒＭＢＬ

２．２　ＭＢＬ基因确证　全部菌株提取ＤＮＡ直接进

行ＭＢＬ基因扩增，结果显示，１８株ＰＡ扩增出明显条

带。经产物测序及ＢＬＡＳＴ比对，其中犐犕犘９型１１

株，犐犕犘１型１株和犞犐犕２型６株。未检测到犛犐犕

１、犛犘犕１、犌犐犕和犖犇犕１基因阳性的ＰＡ。见图３。
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　　Ａ：犐犕犘基因；Ｂ：犞犐犕２基因；Ｍ：Ｄ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１：阳性对

照；２：铜绿假单胞菌ＡＴＣＣ２７８５３；３—５：ＰＣＲ扩增阳性的临床样本

图３　犐犕犘和犞犐犕２基因扩增产物电泳图

犉犻犵狌狉犲 ３ 　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｍａｐ ｏｆ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ犐犕犘ａｎｄ犞犐犕２ｇｅｎｅｓ

２．３　表型检测与基因确证相符性　ＥＤＴＡ协同试

验 ＭＢＬ表型阳性的１０株ＰＡ 均扩增到 ＭＢＬ基

因，而１２株产ＩＭＰＰＡ中４株表型初筛阴性，６株

产ＶＩＭ２ＰＡ４株表型初筛阴性。

２．４　产ＩＭＰ和ＶＩＭ２型 ＭＢＬＰＡ的标本来源　

产 ＭＢＬＰＡ菌株分布于长沙地区多所医院，主要分

离于重症监护病房（ＩＣＵ）和烧伤科。详见表２。

表２　产ＩＭＰ和ＶＩＭ２型 ＭＢＬＰＡ来源

犜犪犫犾犲２　ＳｏｕｒｃｅｓｏｆＩＭＰｔｙｐｅａｎｄＶＩＭ２ｔｙｐｅＭＢＬｐｒｏｄｕｃｉｎｇ犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪

ＭＢＬ 菌株编号 标本来源 患者诊断 科室分布 医院来源

产ＩＭＰ型

３ 痰 重型颅脑外伤 神外ＩＣＵ Ｘ１

１１ 尿 左股骨头坏死 中西医结合 Ｘ１

１３ 痰 Ⅰ型呼吸衰竭 神内 ＳＳ

１４ 痰 慢性呼吸衰竭 ＩＣＵ ＳＳ

１５ 痰 多器官功能障碍综合征 ＩＣＵ ＳＳ

３５ 导管尖端（股静脉） 重型颅脑外伤 ＩＣＵ Ｘ１

３６ 痰 脑出血 门诊 Ｘ１

Ｔ１５ 痰 脑梗死 神内ＩＣＵ Ｘ１

Ｔ２６ 痰 脑出血后遗症 神内ＩＣＵ Ｘ１

Ｔ４０ 创面分泌物 全身多处压伤 ＩＣＵ Ｘ１

８４３ 痰 肺炎 儿科 ＳＲ

ＳＹ７ 痰 脑梗死 神内ＩＣＵ ＳＹ

产ＶＩＭ２型

２３ 分泌物 全身衰竭肾病综合征 ＩＣＵ ＳＹ

３１ 分泌物 全身多处电击伤 烧伤科 Ｘ３

３７ 创面分泌物 全身多处烧伤 烧伤科 Ｘ１

３８ 血 急诊患者无诊断 门诊 Ｘ１

３９ 创面分泌物 火焰烧伤６４％ 烧伤科 Ｘ１

Ｔ２７ 咽拭子 慢阻肺急性加重期 呼吸内科 Ｘ１

　　Ｘ１：中南大学湘雅医院；Ｘ３：中南大学湘雅三医院；ＳＲ：湖南省人民医院；ＳＹ：长沙市第一医院；ＳＳ：长沙市第三医院

２．５　产酶菌株ＥＲＩＣＰＣＲ分型　１２株产ＩＭＰＰＡ

为多个克隆型，呈现５种型别。其中３、１１、１３、１４、

１５和ＳＹ７为 Ａ型，３６和Ｔ２６为Ｂ型，Ｔ１５和８４３

为Ｃ型，３５为Ｄ型，Ｔ４０为Ｅ型，片段大小为２５０～

２０００ｂｐ，见图４。而６株产ＶＩＭ２铜绿假单胞菌

为同一克隆型。见图５。
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　　Ｍ：Ｄ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１—１２泳道依次为３、１１、１３、１４、１５、３５、３６、Ｔ１５、Ｔ２６、Ｔ４０、８４３、ＳＹ７号菌株

图４　产ＩＭＰＰＡ的ＥＲＩＣＰＣＲ电泳图
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　　Ｍ：Ｄ２０００ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１—６泳道依次为２３、３１、３７、３８、３９、

Ｔ２７号菌株

图５　产ＶＩＭ２ＰＡ的ＥＲＩＣＰＣＲ电泳图

犉犻犵狌狉犲５　ＥＲＩＣＰＣＲｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆＶＩＭ２ｐｒｏｄｕ

ｃｉｎｇ犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪

３　讨论

近年来，ＰＡ对以亚胺培南为代表的碳青霉烯

类抗生素的耐药率逐年上升，甚至出现泛耐药菌株，

成为临床棘手的难题。由于细菌存在地域和医院间

差异，准确地掌握长沙地区ＰＡ产酶菌株的分子流

行病学特征对临床治疗和感染控制具有重要的意

义。

本组研究结果显示，长沙地区产 ＭＢＬＰＡ菌株

以犐犕犘９和犞犐犕２基因型为主，与李俏俏
［８］报道

的台州地区的基因型相近。产酶菌株分布于长沙地

区多所医院，主要分离于ＩＣＵ和烧伤科，这可能与

患者年龄大、长期卧床、接受机械通气、留置中心静

脉管、导尿管等侵袭性操作有关［９］。ＥｔｅｓｔＭＢＬ试

验基于ＥＤＴＡ可螯合Ｚｎ２＋导致 ＭＢＬ失活原理，采

用此方法进行 ＭＢＬ表型筛选时，若ＩＰ侧 ＭＩＣ≤

４μｇ／ｍＬ则无法检测出具体的ＭＩＣ值，不适用于检

测亚胺培南中介或敏感的菌株，且ＥｔｅｓｔＭＢＬ试纸

条较为昂贵，相比之下，ＥＤＴＡ 协同试验是筛选

ＭＢＬ较为简单经济的方法。本研究未检测到产

ＮＤＭ１ＰＡ，而国际上已开始有此类菌株的报

道［１０］。

本研究采用ＥＲＩＣＰＣＲ进行菌株同源性分析，

原因是其具有操作简单、成本低、分辨效果好、可重

复性较好等优点，也常用于临床实验室分子流行病

学初步监测；而脉冲场凝胶电泳方法操作复杂、周期

长、耗费高，而且还需配备专门的仪器。ＥＲＩＣＰＣＲ

结果显示，１２株产ＩＭＰＰＡ为多个克隆型，散在分

布于多个医院不同病区，以痰标本来源为主（占

７５％，９／１２）。医护人员在诊治过程中需高度重视，

加强手卫生，防止耐药菌株播散［１１］。６株产ＶＩＭ２

ＰＡ为同一克隆型，有４株分离自中南大学湘雅医

院，其中２株来自烧伤科，另外２株分别来自于中南

大学湘雅三医院烧伤科、长沙市第一医院ＩＣＵ。各

医院尤其是ＩＣＵ和烧伤科医生需高度警惕呼吸道

和创面多重耐药ＰＡ感染
［１２］，感染控制部门应加强

早期监测，督促临床科室早期隔离相关病例，防止多

重耐药ＰＡ的暴发流行。

综上所述，长沙地区产 ＭＢＬＰＡ的分离情况不

容乐观，各医院需加强此类菌株的耐药监测和实施

医院感染控制措施。本研究不足之处为菌株主要来

源于中南大学湘雅医院，其他医院菌株收集较少，菌

株代表性不足。
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３９（４）：６４３－６４９．

（本文编辑：周鹏程）

·信息·

《中国感染控制杂志》征订征稿启事

　　《中国感染控制杂志》（月刊，ＩＳＳＮ１６７１－９６３８；ＣＮ４３－１３９０／Ｒ；邮发代号４２－２０３）是国家教育部主管，中南大学（湘雅医

院）主办的国内外公开发行的国家级感染性疾病专业学术期刊。本刊为中国科技论文统计源与核心期刊，北京大学图书馆

《中文核心期刊要目总览》期刊，并被《美国化学文摘》（ＣＡ）、《俄罗斯文摘》杂志（ＡＪ）、《世界卫生组织西太平洋地区医学索引》

（ＷＰＲＩＭ）、《中国生物医学文献数据库》（ＣＢＭ）、《中国期刊全文数据库》（ＣＮＫＩ）、《万方—数字化期刊群》及《中文生物医学期

刊文献数据库》（ＣＭＣＣ）等国内外重要检索机构收录。

本刊以感染预防控制为主，涵盖临床医学、临床流行病学、临床微生物学、医院感染监测与控制等，主要刊载感染疾病学

理论、实践、科研、教学和管理的最新成果和经验；栏目包括专家论坛、论著、经验交流、病例报告、综述、译文、国内外学术动态

等。欢迎各相关专业医务人员及疾病预防与控制人员订阅（１５元／期，全年１８０元）、赐稿（网址：ｗｗｗ．ｚｇｇｒｋｚ．ｃｏｍ）。

本刊承诺，投至本刊的国家级基金项目或高质量研究论文经审稿通过，在收稿２～４个月内刊登；省级基金项目审稿通

过，在收稿４～６个月内刊登。稿件一经刊用，编辑部将致薄酬并赠送第一作者《中国感染控制杂志》１２期。

编辑部地址：湖南省长沙市湘雅路８７号 中国感染控制杂志社（编辑部）　　邮编：４１０００８

网址：ｗｗｗ．ｚｇｇｒｋｚ．ｃｏｍ；ｗｗｗ．ｃｊｉｃｐ．ｃｏｍ

Ｅｍａｉｌ：ｚｇｇｒｋｚ２００２＠ｖｉｐ．ｓｉｎａ．ｃｏｍ

电话（传真）：０７３１－８４３２７６５８

中国感染控制杂志编辑部　　
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