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［摘　要］　目的　探讨磷霉素耐药的高毒力耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（ｈｖＣＲＫＰ）菌株的临床和流行病学特征，

以及对磷霉素耐药的潜在分子机制，为临床抗感染治疗决策提供参考依据。方法　通过药物敏感性试验，筛选并

收集２０２３年１—１２月某地三级甲等医院的非重复ｈｖＣＲＫＰ菌株，分析其临床特征和耐药性，并采用全基因组测

序研究非磷霉素敏感ｈｖＣＲＫＰ的分子流行病学特征。结果　共纳入７３株ｈｖＣＲＫＰ，其中３４株（４６．６％）对磷霉

素耐药。磷霉素非敏感组患者糖尿病患病率高于磷霉素敏感组（犘＜０．０５），其他临床特征比较差异无统计学意义。

药敏结果显示，除替加环素、黏菌素、头孢他啶／阿维巴坦和磷霉素外，ｈｖＣＲＫＰ对其他常见抗菌药物的耐药率均

超过９０％。荚膜血清型和毒力基因检测显示，所有ｈｖＣＲＫＰ均为产 ＫＰＣ酶ＳＴ１１型菌株，主要血清型为 ＫＬ６４

（４７．９％）和ＫＬ２５（５２．１％），磷霉素敏感组与磷霉素非敏感组ｈｖＣＲＫＰ荚膜血清型分布比较，差异无统计学意义。

耐药基因检测结果显示，碳青霉烯酶耐药基因犫犾犪ＫＰＣ和磷霉素耐药基因犳狅狊Ａ和犳狅狊Ａ６在ｈｖＣＲＫＰ中广泛存在，

仅在磷霉素非敏感组检测到１株携带犳狅狊Ａ３基因；７３株ｈｖＣＲＫＰ均携带犿狌狉Ａ中的Ｌｅｕ３５９Ｇｌｎ突变修饰，部分具

有转运系统相关基因犵犾狆Ｔ突变，未检出其他磷霉素修饰酶耐药基因，如犳狅狊Ａ２、犳狅狊Ａ５、犳狅狊Ａ１０、犳狅狊Ｂ、犳狅狊Ｃ和

犳狅狊Ｘ。结论　ｈｖＣＲＫＰ对磷霉素的耐药率较高，犿狌狉Ａ、犵犾狆Ｔ修饰突变，以及磷霉素耐药基因犳狅狊Ａ和犳狅狊Ａ６的广

泛存在是本研究中磷霉素耐药的主要机制。需要注意的是，犳狅狊Ａ类基因可能被含有强启动子的高拷贝质粒捕获，

从而导致磷霉素耐药。
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　　肺炎克雷伯菌（犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲，ＫＰ）是

一种机会性致病菌，常引发呼吸道、泌尿道等感染。

由于抗菌药物的长期不合理使用，ＫＰ耐药率逐年

上升，特别是耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（ｃａｒｂａ

ｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔ犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲，ＣＲＫＰ），

已成为全球公共健康的重大威胁。２０２４年世界卫生

组织（ＷＨＯ）发布的细菌优先病原体清单将其列为关

键优先级［１］。同时，耐碳青霉烯类高毒力肺炎克雷伯

菌（ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔｈｙｐｅｒｖｉｒｕｌｅｎｔ犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪

狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲，ｈｖＣＲＫＰ）检出率持续上升，给全球公

共卫生带来沉重负担。鉴于当前临床有效抗菌药物

短缺，以及新型抗菌药物研发周期长、成本高昂，有

必要在临床实践中重新评估现有抗菌药物。

磷霉素通过抑制细胞壁合成早期阶段，对包括

多重耐药革兰阴性杆菌在内的多种病原菌具有良好

的抗菌活性，是治疗ＣＲＫＰ的有限选择之一
［２］。近

年来，磷霉素重新引起关注，越来越多地用于治疗多

重耐药菌感染［３４］。然而，随着磷霉素的应用，国内

外关于其耐药性的报道逐渐增多，革兰阴性菌的耐

药性日益普遍［５］。目前，磷霉素耐药机制的研究主

要集中在以下几个方面：磷霉素靶酶编码基因的突

变或过表达［６８］、转运系统结构基因及调节基因的缺

失突变［９１２］、质粒介导的磷霉素修饰酶产生［１３１６］、外

排泵机制及异质性耐药［１７１８］。尽管已有研究调查这

些机制在肠杆菌属中的流行情况，但针对ｈｖＣＲＫＰ

的研究较少。本研究通过药物敏感性试验和聚合酶

链式反应（ＰＣＲ）筛选，收集７３株临床分离的ｈｖ

ＣＲＫＰ，并采用全基因组测序分析其流行病学特征，

揭示临床ｈｖＣＲＫＰ对磷霉素耐药的潜在分子机

制，旨在为临床抗感染治疗决策提供参考。

１　对象与方法

１．１　研究对象　２０２３年１—１２月江西省某三级甲

等教学医院引起感染的非重复临床ｈｖＣＲＫＰ菌

株。纳入标准：（１）临床标本首次分离的ｈｖＣＲＫＰ

且有明确感染症状；（２）临床资料完整。排除同一患

者同一部位同种标本来源的重复菌株。

１．２　方法

１．２．１　菌株鉴定与药敏试验　使用ＶＩＴＥＫ２系统

进行菌种鉴定，并对亚胺培南、替卡西林／克拉维酸、

头孢他啶、头孢吡肟、阿米卡星、环丙沙星、多西环

素、黏菌素等２１种抗菌药物进行敏感性测试。药敏

试验结果依据美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）的

标准判读，替加环素药敏折点参考美国食品药品监督

管理局（ＦＤＡ）的标准。ＣＲＫＰ是指对亚胺培南或美

罗培南最低抑菌浓度（ＭＩＣ）≥４μｇ／ｍＬ的ＫＰ。

１．２．２　ｈｖＣＲＫＰ菌株初步筛选　采用ＰＣＲ对初

步筛选的ＣＲＫＰ菌株进行毒力基因（狆犲犵３４４、犻狉狅Ｂ、

犻狌犮Ａ、狉犿狆Ａ、狉犿狆Ａ２）检测。使用煮沸法提取菌株

ＤＮＡ，依据文献
［１９］进行ＰＣＲ。将同时含有狉犿狆Ａ

（或狉犿狆Ａ２）和犻狌犮Ａ／Ｂ／Ｃ／Ｄ、犻狌狋Ａ毒力基因的ＣＲＫＰ

定义为ｈｖＣＲＫＰ。引物序列根据文献
［２０］设计。

１．２．３　拉丝试验　采用拉丝试验检测高黏液表型。

将ＣＲＫＰ接种于５％绵羊血平板，３７℃培养１６ｈ，采

用细菌接种环将单一菌落轻柔挑起，若两次挑起黏

液丝长度均≥５ｍｍ，则为拉丝试验阳性，即该菌株

为高黏液性菌株。

１．２．４　磷霉素药敏试验　根据ＣＬＳＩ指南 Ｍ１００

（２０２４版），使用含２５ｍｇ／Ｌ葡萄糖－６－磷酸（Ｇ６Ｐ）
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的 ＭｕｅｌｌｅｒＨｉｎｔｏｎ琼脂平板，通过琼脂稀释法测定

磷霉素 ＭＩＣ。依据ＣＬＳＩ推荐的磷霉素对尿路大肠

埃希菌分离株的 ＭＩＣ折点，将ｈｖＣＲＫＰ菌株划分

为：敏感菌株（ＭＩＣ≤６４μｇ／ｍＬ）、中介菌株（ＭＩＣ＝

１２８μｇ／ｍＬ）、耐药菌株（ＭＩＣ≥２５６μｇ／ｍＬ）。药敏试

验质控菌株为大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２和铜绿假

单胞菌ＡＴＣＣ２７８５３。

１．２．５　临床资料收集　采用回顾性方法，通过医院

患者病历系统，查询并收集患者相关临床资料，包括

姓名、性别、年龄、入住病区、感染部位、免疫功能状

态、是否入住重症监护病房（ＩＣＵ）、基础疾病、侵入

性操作、血培养阳性时间、抗菌药物暴露情况及临床

转归（即好转或死亡）等信息。

１．２．６　基因测序和组装　从临床分离株中提取

ＤＮＡ，并将样品送至北京诺禾致源生物有限公司进

行 Ｎｏｖａｓｅｑ 测 序。组 装 好 的 菌 株 基 因 组 使 用

Ｐｒｏｋｋａ软件进行注释。通过在线数据库 ＣＡＲＤ３

和ＰｌａｓｍｉｄＦｉｎｄｅｒ进行耐药基因和移动元件的注

释。使用Ａｂｒｉｃａｔｅ软件进行耐药基因和多位点序

列分型（ＭＬＳＴ）的生物信息学分析。利用 Ｋｌｅｂｏ

ｒａｔｅ软件预测毒力评分、荚膜（Ｋ）血清型、脂多糖

（ＬＰＳ）Ｏ抗原血清型和毒力基因。使用Ｓｎｉｐｐｙ软件

（ｈｔｔｐｓ：／／ｇｉｔｈｕｂ．ｃｏｍ／ｔｓｅｅｍａｎｎ／ｓｎｉｐｐｙ，ｖ４．６．０）分析

ｈｖＣＲＫＰ全基因组数据，以 ＮＴＵＨＫ２０４４（ＧＣＦ＿

０００００９８８５．１）为参考菌株鉴定核心ＳＮＰ位点。

１．３　统计学分析　应用ＳＰＳＳ２２．０整理数据，正

态分布的计量资料以均数±标准差（狓±狊）表示，采

用狋检验进行比较；非正态分布的计量资料以中位

数（四分位数）［犕（犘２５，犘７５）］表示，采用 犕犪狀狀

犠犺犻狋狀犲狔犝 检验进行比较。计数资料以例数（百分

率）表示，采用χ
２ 检验或Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法进行比

较。犘≤０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　一般情况　共纳入非重复的ｈｖＣＲＫＰ菌株

７３株，其中１８株（２４．７％）对磷霉素敏感（磷霉素敏

感组），５５株（７５．３％）对磷霉素非敏感（磷霉素非敏

感组）。磷霉素非敏感组中，１０株（１８．２％）对磷霉素

ＭＩＣ为２５６μｇ／ｍＬ，５株（９．１％）ＭＩＣ为５１２μｇ／ｍＬ，

１９株（３４．５％）ＭＩＣ≥１０２４μｇ／ｍＬ。

２．２　菌株来源情况　磷霉素敏感组与磷霉素非敏

感组ｈｖＣＲＫＰ均主要来源于痰，其次为血，但磷霉

素非敏感组来源更具多样性。科室分布显示，磷霉

素敏感组ｈｖＣＲＫＰ主要分布于ＩＣＵ（３８．９％）、感

染科（１６．６％）和神经外科（１１．１％），磷霉素非敏感

组ｈｖＣＲＫＰ在ＩＣＵ（３６．３％）和神经外科（１６．３％）

分布较为集中。见表１。

表１　两组ｈｖＣＲＫＰ菌株来源情况

犜犪犫犾犲１　ＳｏｕｒｃｅｓｏｆｈｖＣＲＫＰｓｔｒａｉｎｓｆｒｏｍｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

来源
磷霉素敏感组

（狀＝１８）

磷霉素非敏感组

（狀＝５５）

标本

　痰 １２（６６．７） ３９（７０．９）

　血 ６（３３．３） ８（１４．５）

　尿 ０（０） ２（３．７）

　脓液 ０（０） １（１．８）

　支气管肺泡灌洗液 ０（０） １（１．８）

　导管尖端 ０（０） １（１．８）

　分泌物 ０（０） ３（５．５）

科室

　ＩＣＵ ７（３８．９） ２０（３６．３）

　神经外科 ２（１１．１） ９（１６．３）

　感染科 ３（１６．６） ７（１２．７）

　急诊科 ２（１１．１） ４（７．２）

　肿瘤科 ２（１１．１） ２（３．７）

　骨科 １（５．６） ２（３．７）

　全科 ０（０） ２（３．７）

　消化科 １（５．６） １（１．８）

　呼吸科 ０（０） ２（３．７）

　康复科 ０（０） ２（３．７）

　神经内科 ０（０） １（１．８）

　普通外科 ０（０） １（１．８）

　内分泌科 ０（０） １（１．８）

　耳鼻喉科 ０（０） １（１．８）

２．３　拉丝试验结果　共有２株ｈｖＣＲＫＰ拉丝试验

阳性，磷霉素敏感组与磷霉素非敏感组各１株，两组

ｈｖＣＲＫＰ高黏液表型菌株占比比较，差异无统计学

意义（犘＞０．０５）。

２．４　感染患者临床特征　除磷霉素敏感组感染患

者糖尿病患病率低于磷霉素非敏感组（５．６％ ＶＳ

３４．５％，犘＝０．０３７）外，两组患者在性别、年龄、基础

疾病（心血管疾病、神经系统疾病、消化系统疾病、泌

尿系统疾病、呼吸系统疾病及恶性肿瘤等）、侵入性

操作、抗菌药物暴露、免疫抑制剂使用、培养阳性时

间、免疫抑制剂使用、住院时间≥３０ｄ、ＩＣＵ入住史、
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近９０ｄ手术史、危重症评分、临床结局等方面比较， 差异均无统计学意义（均犘＞０．０５）。见表２。

表２　两组ｈｖＣＲＫＰ感染患者临床特征比较

犜犪犫犾犲２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓｏｆｈｖＣＲＫＰｉｎｆｅｃｔｅｄｐａｔｉｅｎｔｓ

临床特征 磷霉素敏感组（狀＝１８） 磷霉素非敏感组（狀＝５５） χ
２／犝 犘

年龄［犕（犘２５，犘７５），岁］ ７０．６１（６２．００，８５．２５） ６４．９５（５７．００，７５．００） １．６８ ０．０９３

性别［男，例（％）］ １５（８３．３） 　 ４５（８１．８） ０ １．０００

基础疾病［例（％）］

　糖尿病 １（５．６） 　 １９（３４．５） ４．３７ ０．０３７

　心血管系统 １２（６６．７） 　 ２９（５２．７） １．０７ ０．３０１

　神经系统 ３（１６．７） 　 １７（３０．９） ０．７６ ０．３８３

　消化系统 ２（１１．１） 　 ５（９．１） ０ １．０００

　泌尿系统 ６（３３．３） 　 １２（２１．８） ０．４５ ０．５０４

　呼吸系统 １３（７２．２） 　 ３８（６９．１） ０．０６ ０．８０２

　恶性肿瘤 ３（１６．７） 　 ４（７．３） ０．５１ ０．４７５

侵入性操作［例（％）］

　中心静脉置管 １６（８８．９） 　 ５０（９０．９） ０ １．０００

　留置导尿管 １４（７７．８） 　 ３８（６９．１） ０．５０ ０．４８０

　机械通气 １６（８８．９） 　 ４４（８０．０） ０．２５ ０．６１７

　连续性肾替代治疗 ４（２２．２） 　 １６（２９．１） ０．０７ ０．７９３

　留置引流管 ３（１６．７） 　 １３（２３．６） ０．０９ ０．７７０

抗菌药物暴露［例（％）］

　碳青霉烯类 ９（５０．０） 　 ３１（５６．４） ０．２２ ０．６３８

　β内酰胺类 ６（３３．３） 　 ２７（４９．１） １．３６ ０．２４４

　头孢菌素类 ８（４４．４） 　 ２９（５２．７） ０．３７ ０．５４２

　青霉素类 １２（６６．７） 　 ２６（４７．３） ２．０４ ０．１５３

　喹诺酮类 ５（２７．８） 　 ９（１６．４） ０．５２ ０．４７０

　糖肽类 ０（０） 　 ７（１２．７） １．２８ ０．２５８

　替加环素 １（５．６） 　 ８（１４．５） ０．３５ ０．５５３

　多黏菌素 ０（０） 　 １（１．８） ０ １．０００

　抗真菌药物 ２（１１．１） 　 １０（１８．２） ０．１１ ０．７３７

　抗菌药物使用≥３种 １０（５５．６） 　 ２６（４７．３） ０．３７ ０．５４２

其他

　培养阳性时间（ｄ） １１（５，１５．５） １０．８９（７，１３） ０．３１ ０．７５８

　免疫抑制剂使用［例（％）］ ５（２７．８） 　 ２２（４０．０） ０．８７ ０．３５１

　近１个月有住院史［例（％）］ ９（５０．０） 　 ３３（６０．０） ０．５６ ０．４５６

　ＩＣＵ入住史［例（％）］ １８（１００） 　 ５３（９６．４） ０ １．０００

　住院时间≥３０ｄ［例（％）］ １０（５５．６） 　 ３４（６１．８） ０．２２ ０．６３７

　近９０ｄ手术史［例（％）］ ３（１６．７） 　 １４（２５．５） ０．２０ ０．６５７

　危重症评分（狓±狊） ２５．７３３±８．３５６ ２３．６９０±６．７８９ １．０５ ０．２９９

转归［例（％）］ ０．３７ ０．５４４

　好转 ９（５０．０） 　 ２３（４１．８）

　死亡 ９（５０．０） 　 ３２（５８．２）
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２．５　对常见抗菌药物耐药情况　药敏结果显示，

ｈｖＣＲＫＰ菌株对大多数常见抗菌药物均表现出高

度耐药性，尤其是广谱β内酰胺类和碳青霉烯类药

物。对黏菌素、替加环素、头孢他啶／阿维巴坦敏感

率较高（＞８８％），尤其是对磷霉素敏感的 ｈｖ

ＣＲＫＰ，敏感率＞９４％。见表３。

表３　两组ｈｖＣＲＫＰ菌株对常见抗菌药物耐药情况［株（％）］

犜犪犫犾犲３　ＲｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆｈｖＣＲＫＰｓｔｒａｉｎｓｆｒｏｍｔｗｏｇｒｏｕｐｓｔｏｃｏｍｍｏｎｌｙｕｓｅｄａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ（Ｎｏ．ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ［％］）

抗菌药物
磷霉素敏感组

（狀＝１８）

磷霉素非敏感组

（狀＝５５）

哌拉西林钠／他唑巴坦 １８（１００） ５５（１００）

头孢唑林 １８（１００） ５５（１００）

头孢呋辛 １８（１００） ５５（１００）

头孢他啶 １８（１００） ５５（１００）

头孢曲松 １８（１００） ５５（１００）

头孢吡肟 １８（１００） ５５（１００）

头孢哌酮／舒巴坦 １８（１００） ５５（１００）

头孢他啶／阿维巴坦 ０（０） １（１．８）

氨曲南 １８（１００） ５５（１００）

亚胺培南 １８（１００） ５５（１００）

抗菌药物
磷霉素敏感组

（狀＝１８）

磷霉素非敏感组

（狀＝５５）

美罗培南 １８（１００） ５５（１００）

阿米卡星 １８（１００） ５５（１００）

妥布霉素 １７（９４．４） ５３（９６．４）

米诺环素 １８（１００） ５３（９６．４）

多西环素 １７（９４．４） ５２（９４．５）

替加环素 ０（０） １（１．８）

左氧氟沙星 １８（１００） ５５（１００）

环丙沙星 １８（１００） ５５（１００）

复方磺胺甲口恶唑 １７（９４．４） ５１（９２．７）

黏菌素 １（５．６） ６（１０．９）

２．６　ＭＬＳＴ、荚膜血清型与毒力基因携带情况　

ＭＬＳＴ、荚膜血清型检测结果显示，７３株ｈｖＣＲＫＰ

全部为ＳＴ１１型。其中，３５株（４７．９％）为ＫＬ６４，３８

株（５２．１％）为 ＫＬ２５，磷霉素敏感组与磷霉素非敏

感组ｈｖＣＲＫＰ荚膜血清型分布比较，差异无统计

学意义（犘＞０．０５）。毒力基因检测结果显示，所有

菌株均携带黏附性毒力基因（狔犪犵Ｖ／犲犮ＰＥ、狔犪犵Ｗ／

犲犮ＰＤ、狔犪犵Ｘ／犲犮ＰＣ、狔犪犵Ｙ／犲犮ＰＢ、狔犪犵Ｚ／犲犮ＰＡ、狔犽犵Ｋ／

犲犮ＰＲ）、肠杆菌素（犳犲ＰＣ、犲狀狋Ａ／Ｂ基因）、耶尔森氏菌

素（狔犫狋Ｅ、狔犫狋Ｔ、狔犫狋Ｕ、狔犫狋Ａ、狔犫狋Ｐ、狔犫狋Ｑ、狔犫狋Ｘ 和

狔犫狋Ｓ基因）、产气杆菌素（犻狌犮Ａ／Ｂ／Ｃ和犻狌狋Ａ）、黏液

样表型Ａ调节因子（狉犿狆Ａ和／或狉犿狆Ａ２）和侵袭性

毒力基因ＯｍＰＡ基因，仅１株菌（１．３７％）检出沙门

氏菌素（犻狉狅Ｂ／Ｃ／Ｄ／Ｎ）。

２．７　耐药性基因携带情况　采用二代基因测序检

测７３株ｈｖＣＲＫＰ中常见耐药基因，结果显示，所有

菌株均携带碳青霉烯酶耐药基因犫犾犪ＫＰＣ，未检出

犫犾犪ＩＭＰ、犫犾犪ＶＩＭ、犫犾犪ＮＤＭ、犫犾犪ＯＸＡｌｉｋｅ等其他碳青霉烯酶基

因。犫犾犪ＳＨＶ家族不同亚型在磷霉素敏感组与磷霉素

非敏感组 ｈｖＣＲＫＰ 菌株中分布不同，特别是

犫犾犪ＳＨＶ１２和犫犾犪ＳＨＶ１３４在磷霉素非敏感组中分布较广，

而在磷霉素敏感组中携带率较低。喹诺酮类、氯霉

素、磺胺类、四环素、氨基糖苷类耐药基因［除犪狀狋

（３’’）ＩＩａ外］在磷霉素敏感组与磷霉素非敏感组中

携带率均＞６５％。７３株ｈｖＣＲＫＰ磷霉素耐药基因

犳狅狊Ａ和犳狅狊Ａ６均为阳性，而犳狅狊Ａ３仅在磷霉素非

敏感组中检出１株。见表４。

２．８　ｈｖＣＲＫＰ菌株复制子分布　共检出１２种复

制 子 及 质 粒，最 常 见 的 是 耐 药 质 粒 ＩｎｃＦＩＩ

（ＰＨＮ７Ａ８）和ＩｎｃＲ。发现１株携带犻狉狅Ｂ／Ｃ／Ｄ／Ｎ

毒力基因的ＳＴ１１Ｋ６４ｈｖＣＲＫＰ，其携带的质粒介

导犳狅狊Ａ３基因与截短毒力质粒Ｋｖｐｎ１。见表５。

２．９　磷霉素相关耐药基因突变及缺失分布　通过

基因测序进一步分析磷霉素耐药相关基因（犳狅狊Ａ、

犳狅狊Ａ２、犳狅狊Ａ３、犳狅狊Ａ４、犳狅狊Ａ１０、犳狅狊Ｂ、犳狅狊Ｂ、犳狅狊Ｃ、

犳狅狊Ｘ、犿狌狉Ａ、狌犺狆Ｔ、犵犾狆Ｔ、狌犺狆Ａ／Ｂ／Ｃ、犮狔犪Ａ 和

狆狋狊Ｉ）突变和缺失，结果显示，所有菌株均检出犿狌狉Ａ

中Ｌ犲狌３５９Ｇｌｎ突变修饰，并与犳狅狊Ａ、犳狅狊Ａ６基因共

存。未检出磷霉素转运系统狌犺狆Ｔ、相关调节基因

（如狌犺狆Ａ／Ｂ／Ｃ和狆狋狊Ｉ）突变，以及其他磷霉素修饰

酶基 因 （如 犳狅狊Ａ２、犳狅狊Ａ５、犳狅狊Ａ１０、犳狅狊Ｂ、犳狅狊Ｃ、

犳狅狊Ｘ）。见表６。
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表４　两组ｈｖＣＲＫＰ菌株耐药基因携带情况［株（％）］

犜犪犫犾犲４　ＣａｒｒｉａｇｅｓｔａｔｕｓｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓｏｆｈｖＣＲＫＰｓｔｒａｉｎｓ（Ｎｏ．ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ［％］）

耐药基因
磷霉素敏感组

（狀＝１８）

磷霉素非敏感组

（狀＝５５）

碳青霉烯酶 犫犾犪ＫＰＣ １８（１００） ５５（１００）

犫犾犪ＩＭＰ ０（０） ０（０）

犫犾犪ＶＩＭ ０（０） ０（０）

犫犾犪ＮＤＭ ０（０） ０（０）

犫犾犪ＯＸＡｌｉｋｅ ０（０） ０（０）

头孢菌素酶 Ａ犿狆Ｃ ０（０） ０（０）

β内酰胺酶 犫犾犪ＣＴＸＭ６５ １７（９４．４） ５０（９０．９）

犫犾犪ＳＨＶ１１ ４（２２．２） ４（７．３）

犫犾犪ＳＨＶ１２ ６（３３．３） ２８（５０．９）

犫犾犪ＳＨＶ１２９ １（５．６） １（１．８）

犫犾犪ＳＨＶ１３４ ５（２７．８） ２７（４９．１）

犫犾犪ＳＨＶ１５８ ４（２２．２） ４（７．３）

犫犾犪ＳＨＶ１８２ ４（２２．２） ４（７．３）

犫犾犪ＳＨＶ１８７ ２（１１．１） ５（９．１）

犫犾犪ＴＥＭ１０５ １８（１００） ５５（１００）

ＬＡＰ １８（１００） ５５（１００）

耐药基因
磷霉素敏感组

（狀＝１８）

磷霉素非敏感组

（狀＝５５）

喹诺酮类 狇狀狉Ｓ１ １７（９４．４） ５４（９８．２）

氯霉素 犮犪狋Ａ２ １２（６６．７） ４０（７２．７）

磺胺类 狊狌犾２ １７（９４．４） ５１（９２．７）

四环素 狋犲狋Ａ １７（９４．４） ５０（９０．９）

狋犲狋Ｒ １７（９４．４） ５０（９０．９）

甲氧嘧啶 犱犳狉Ａ１４ １８（１００） ５５（１００）

氨基糖苷类 犪狀狋（３’’）ＩＩａ １（５．６） １（１．８）

犪狀狋３ＤＰＲＩＭＥ １４（７７．８） ３６（６５．５）

狉犿狋Ｂ １８（１００） ５２（９４．５）

链霉素 犪犪犱Ａ２ １４（７７．８） ３６（６５．５）

磷霉素 犳狅狊Ａ １８（１００） ５５（１００）

犳狅狊Ａ３ ０（０） １（１．８）

犳狅狊Ａ６ １８（１００） ５５（１００）

表５　磷霉素敏感和非敏感ｈｖＣＲＫＰ复制子分布情况［株（％）］

犜犪犫犾犲５　ＲｅｐｌｉｃｏｎｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＦＯＳｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅａｎｄＦＯＳｎｏｎｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｈｖＣＲＫＰ（Ｎｏ．ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ［％］）

复制子类型
磷霉素敏感组

（狀＝１８）

磷霉素非敏感组

（狀＝５５）

ＩｎｃＦＩＢ（ＡＰ００１９１８）＿１ ０（０） １（１．８）

ＩｎｃＦＩＢ（Ｋ）＿１＿Ｋｐｎ３ １８（１００） ５５（１００）

ＩｎｃＦＩＣ（ＦＩＩ）＿１ ０（０） １（１．８）

ＩｎｃＦＩＩ（ＰＣＲＹ）＿１＿ＰＣＲＹ １７（９４．４） ５４（９８．２）

ＩｎｃＦＩＩ（ＰＨＮ７Ａ８）＿１＿ＰＨＮ７Ａ８ １８（１００） ５５（１００）

ＩｎｃＨＩ１Ｂ＿１＿ＰＮＤＭＭＡＲ １７（９４．４） ５４（９８．２）

复制子类型
磷霉素敏感组

（狀＝１８）

磷霉素非敏感组

（狀＝５５）

ＩｎｃＲ＿１ １８（１００） ５５（１００）

ＰＥＮＴＡＳ０２＿１ １（５．６） １（１．８）

Ｃｏｌ（ＭＧ８２８）＿１ ０（０） １（１．８）

Ｃｏｌ１５６＿１ ０（０） １（１．８）

ＣｏｌＲＮＡＩ＿１ １８（１００） ５５（１００）

Ｋｖｐｎ１ １（５．６） ４（７．３）

表６　ｈｖＣＲＫＰ菌株磷霉素相关耐药基因突变分布

犜犪犫犾犲６　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＦＯＳｒｅｌａｔｅｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｎｈｖＣＲＫＰｓｔｒａｉｎｓ

菌株

编号

磷霉素 ＭＩＣ

（μｇ／ｍＬ）
犳狅狊Ａ 犳狅狊Ａ３ 犳狅狊Ａ６ 犿狌狉Ａ 犵犾狆Ｔ 狌犺狆Ｔ 狌犺狆Ａ／Ｂ／Ｃ 狆狋狊Ｉ 犮狔犪Ａ

ＫＰ１３７ ６４ ＋ － ＋ Ｌｅｕ３６２Ｇｌｎ Ｇｌｙ３０５Ｃｙｓ ／ ／ ／ ／

ＫＰ１４６ ６４ ＋ － ＋ ．Ｌｅｕ３６４Ｇｌｎ Ｇｌｙ３０５Ｃｙｓ ／ ／ ／ ／

ＫＰ１５７ １２８ ＋ － ＋ Ｌｅｕ３６８Ｇｌｎ Ｇｌｙ３０５Ｃｙｓ ／ ／ ／ ／

ＫＰ１５８ １２８ ＋ － ＋ Ｌｅｕ３６９Ｇｌｎ Ｇｌｙ３０５Ｃｙｓ ／ ／ ／ ／

ＫＰ１５９ １０２４ ＋ － ＋ Ｌｅｕ３７０Ｇｌｎ Ｇｌｙ３０５Ｃｙｓ ／ ／ ／ ／

ＫＰ１６３ ＞１０２４ ＋ － ＋ Ｌｅｕ３７１Ｇｌｎ Ｇｌｙ３０５Ｃｙｓ ／ ／ ／ ／

ＫＰ１７４ ＞１０２４ ＋ ＋ ＋ Ｌｅｕ３７３Ｇｌｎ ／ ／ ／ ／ Ｓｅｒ２７２Ｐｈｅ

ＫＰ２９ １０２４ ＋ － ＋ Ｌｅｕ３７５Ｇｌｎ ／ Ｇｌｙ１７４＿Ａｌａ１７５ｄｕｐ ／ ／ ／
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续表６　（犜犪犫犾犲６，犆狅狀狋犻狀狌犲犱）

菌株

编号

磷霉素 ＭＩＣ

（μｇ／ｍＬ）
犳狅狊Ａ 犳狅狊Ａ３ 犳狅狊Ａ６ 犿狌狉Ａ 犵犾狆Ｔ 狌犺狆Ｔ 狌犺狆Ａ／Ｂ／Ｃ 狆狋狊Ｉ 犮狔犪Ａ

ＫＰ３７ １２８ ＋ － ＋ Ｌｅｕ３７９Ｇｌｎ Ｇｌｙ３０５Ｃｙｓ ／ ／ ／ ／

ＫＰ４ ６４ ＋ － ＋ Ｌｅｕ３８０Ｇｌｎ Ｇｌｙ３０５Ｃｙｓ ／ ／ ／ ／

ＫＰ４１ １２８ ＋ － ＋ Ｌｅｕ３８１Ｇｌｎ Ｇｌｙ３０５Ｃｙｓ ／ ／ ／ ／

ＫＰ４３ ６４ ＋ － ＋ Ｌｅｕ３８３Ｇｌｎ Ｇｌｙ３０５Ｃｙｓ ／ ／ ／ ／

ＫＰ５２ ６４ ＋ － ＋ Ｌｅｕ３８７Ｇｌｎ Ｇｌｙ３０５Ｃｙｓ ／ ／ ／ ／

ＫＰ６７ ２５６ ＋ － ＋ Ｌｅｕ３９２Ｇｌｎ Ｇｌｙ３０５Ｃｙｓ ／ ／ ／ ／

ＫＰ８４ ＞１０２４ ＋ － ＋ Ｌｅｕ３９６Ｇｌｎ 缺失 ／ ／ ／ ／

　　注：＋为基因阳性；－为基因阴性；／代表未发现氨基酸序列突变。

３　讨论

由于对多重耐药菌具有良好的抗菌活性和安全

性，磷霉素已成为治疗多重耐药革兰阴性菌感染的

潜在优先药物。多项临床研究证实，磷霉素在复杂

感染中展现出显著疗效，如复杂性尿路感染［２１２２］、感

染性心内膜炎、骨关节感染［２３］、脓毒血症［２４］和下呼

吸道感染［２５］等。磷霉素联合治疗可能降低感染患

者的病死率，可作为难治性 ＭＲＳＡ菌血症的挽救

疗法［２６］。

既往研究［２７３１］显示，磷霉素对ＣＲＫＰ的耐药率

为２０．７％～８０％。中国细菌耐药监测网２０２３年监

测数据显示，ＫＰ对磷霉素的耐药率为２０．６％，

ＣＲＫＰ为５０．１％。本研究系统分析磷霉素耐药ｈｖ

ＣＲＫＰ感染的临床特征、分子流行病学及耐药机制，

表明其磷霉素耐药性普遍存在，并可能造成不良临

床后果。

磷霉素耐药在ｈｖＣＲＫＰ感染患者中较为普遍。

本研究收集的７３株ｈｖＣＲＫＰ中，３４株（４６．６％）对

磷霉素耐药，高于 Ｗａｎｇ等
［３２］报道的１４．３％和

１８．９％（分别为两所医院数据），与文献
［２７，３１］报道的

耐药率接近。７１．２％的ｈｖＣＲＫＰ菌株来源于呼吸

道，高于Ｌｉ等
［３３］报道的５９．４％的ｈｖＣＲＫＰ分离自

呼吸道，可能与本研究中大部分患者合并肺部感染

有关。

磷霉素非敏感组的菌株来源分布更广，感染部

位涵盖呼吸系统、血液系统、泌尿系统等多个器官，

表明这些菌株的传播模式较为复杂，存在多部位定

植和感染，提示临床应重视非典型感染部位的病原

菌检测与识别。此外，本研究中ｈｖＣＲＫＰ主要来

自ＩＣＵ和神经外科，建议将此二者列为重点防控科

室，该分布特征与脑血管疾病作为ｈｖＣＲＫＰ感染

独立危险因素的结论相符［３４］。

本研究磷霉素非敏感组ｈｖＣＲＫＰ感染患者糖尿

病患病率高于磷霉素敏感组，该差异与糖尿病作为

ＣＲＫＰ感染独立危险因素的流行病学特征相符
［３５］。

值得注意的是，两组患者均具有较高的病死率，联合

使用抗菌药物，入住ＩＣＵ治疗，进行侵袭性操作和

更长的住院时间，这些也是ｈｖＣＲＫＰ感染的高危

因素［３６］。耐药性分析显示，磷霉素敏感组与磷霉素

非敏感组对头孢类、青霉素类、氟喹诺酮类抗菌药物

的耐药率均极高，组间比较差异无统计学意义，这可

能源于磷霉素具有独特的抗菌作用机制，对其他抗

菌药物较少发生交叉耐药有关［２］。需特别指出，替

加环素、黏菌素、头孢他啶／阿维巴坦仍是治疗ｈｖ

ＣＲＫＰ感染的有效抗菌药物
［３７］。

其次，分子流行病学分析表明，ＳＴ１１克隆群是

ｈｖＣＲＫＰ的主要流行谱系，ＫＬ６４与 ＫＬ２５为其主

要的荚膜血清型。这两种血清型与高毒力表型密切

相关，可能增强菌株在宿主体内的适应性和致病能

力。所有菌株均携带多种毒力基因，包括黏附相关

基因（如犲犮狆基因家族）、铁吸收相关基因（如犳犲狆Ｃ、

狔犫狋基因家族），以及耶尔森氏菌素基因（狔犫狋基因家

族），这些毒力因子可能共同作用，赋予ｈｖＣＲＫＰ

菌株强大的感染潜能，导致其在临床上表现出更复

杂和严重的感染形式。通常，ｈｖＣＲＫＰ的形成遵循

三种主要进化途径：（１）ｈｖＫＰ菌株（如血清型 Ｋ１／

Ｋ２和ＳＴ２３／ＳＴ８６）获得碳青霉烯类耐药质粒，成为

ｈｖＣＲＫＰ；（２）ＣＲＫＰ克隆系，如产ＫＰＣ酶ＳＴ１１型

获得毒力质粒，成为 ｈｖＣＲＫＰ；（３）由 ｈｖＫＰ 或

ＣＲＫＰ克隆系菌株携带同时整合毒力基因和碳青霉

烯类耐药基因质粒［３８］。据此推测，本研究检测到的

ＳＴ１１Ｋ６４、ＳＴ１１Ｋ２５ｈｖＣＲＫＰ的出现主要与途径
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（２）有关。由于ＳＴ１１Ｋ２５型ｈｖＣＲＫＰ报道较少，

需警惕其潜在的流行风险。基因分型结果显示，本

研究菌株均为携带犫犾犪ＫＰＣ的 ＳＴ１１型，被预测为

Ｋ６４、Ｋ２５和Ｏ抗原型Ｏ２变体１，并携带编码耶尔

森菌素铁载体系统（染色体ＩＣＥＫＰ３携带狔犫狋９）的

基因。结合其一致的ＳＴ序列、耐药基因和核心毒

力基因谱，推测这些菌株之间存在克隆播散现象。

本研究揭示了磷霉素非敏感ｈｖＣＲＫＰ菌株的

多重耐药性机制，主要涉及三种广泛报道的磷霉素

耐药机制：犿狌狉Ａ靶酶突变和过表达、转运系统基因

突变缺失和磷霉素修饰酶的产生。磷霉素通过抑制

犿狌狉Ａ活性来阻断细菌细胞壁合成。犿狌狉Ａ突变，尤

其是磷霉素结合位点的氨基酸替换，能显著降低磷霉

素的抗菌作用，导致细菌耐药性增加［６，１０，３９］。研究［４０］

表明，Ｃｙｓ２６３Ａｒｇ和Ｓｅｒ２８１Ｇｌｙ是常见的犿狌狉Ａ耐

药突变位点。值得注意的是，本研究中所有 ｈｖ

ＣＲＫＰ均检测到犿狌狉Ａ的Ｌｅｕ３５９Ｇｌｎ突变，提示其

可能是ｈｖＣＲＫＰ对磷霉素耐药的普遍机制之一。

与犵犾狆Ｔ、狌犺狆Ｔ等基因突变相比，犿狌狉Ａ突变的适应

性成本较低，这可能是其在临床菌株中广泛存在的

原因［８］。

磷霉素通过葡萄糖－６－磷酸转运系统（如犵犾狆Ｔ

和狌犺狆Ｔ）进入细胞。转运系统基因突变缺失会阻

碍磷霉素入胞，产生耐药。本研究发现，１４株ｈｖ

ＣＲＫＰ菌株中，１株完全缺失犵犾狆Ｔ基因，１株犵犾狆Ｔ

基因插入突变，两者均表现为高水平磷霉素耐药；其

余１２株携带犵犾狆ＴＧｌｙ３０５Ｃｙｓ突变，ＭＩＣ值为６４～

１０２４μｇ／ｍＬ。尽管该突变与磷霉素耐药性之间的

关联尚难精确评估，但这些基因突变可能干扰磷霉

素的跨膜转运，从而削弱其药效。

磷霉素修饰酶（如犳狅狊Ａ、犳狅狊Ａ３和犳狅狊Ａ６）可通

过改变磷霉素分子结构使其失活，介导耐药。本研

究中所有菌株均检测出犳狅狊Ａ和犳狅狊Ａ６基因，表明

其在磷霉素耐药性形成中起重要作用。尽管犳狅狊Ａ３

在亚洲耐药菌株中较为常见［４１］，但本研究仅１株磷

霉素非敏感菌株检出该基因（ＭＩＣ＞１０２４μｇ／ｍＬ）。

这表明，犳狅狊Ａ３可介导高水平磷霉素耐药，其在ｈｖ

ＣＲＫＰ菌株中携带率较低。此现象可能与研究地区

磷霉素使用较少，以及ｈｖＣＲＫＰ菌株的高毒力特性

与磷霉素耐药基因的分布不重叠有关。本研究结果

提示，当质粒介导的犳狅狊Ａ３基因与转运系统突变共存

时，可产生高水平磷霉素耐药（ＭＩＣ≥１０２４μｇ／ｍＬ），

与研究［４２］报道一致。

犳狅狊Ａ和犳狅狊Ａ６在ＫＰ中广泛存在，使细菌对磷

霉素的敏感性降低，但不一定产生耐药性［２７］。研究

发现，犳狅狊Ａ６可通过移动遗传元件从 ＫＰ染色体转

移到大肠埃希菌质粒，赋予后者高水平磷霉素耐药

性［４３］。类似地，ＩＳＥｃＰ元件的串联插入可通过强启

动子导致犳狅狊Ａ 过表达
［４４］，使 ＫＰ产生耐药性；而

犳狅狊Ａ的缺失则可使 ＭＩＣ降至原来的１／３２
［４５］。这

提示犳狅狊Ａ和犳狅狊Ａ６是 ＫＰ基因组中的主要犳狅狊Ａ

亚型，表明该菌是磷霉素耐药基因的重要储存库。

一旦这些基因被高拷贝质粒或带强启动子的移动遗

传元件捕获，即可成为磷霉素耐药的“武器库”。结

合本研究中部分高水平磷霉素耐药的ｈｖＣＲＫＰ菌

株既不携带质粒犳狅狊Ａ３，又不具有转运系统基因的

突变缺失，推测其耐药性可能源于此类基因捕获机

制。这提醒仅凭全基因组测序可能难以在ＫＰ中明

确评估磷霉素耐药性，再次凸显了药敏试验的重要

性。未来需深入研究犳狅狊Ａ及其亚型在 ＫＰ中的分

子调控机制。

此外，在磷霉素非敏感菌株中，检出较少见的复

制子类型（如ＩｎｃＦＩＢ（ＡＰ００１９１８）＿１、ＩｎｃＦＩＣ（ＦＩＩ）＿１

和Ｃｏｌ１５６＿１），提示其可能在磷霉素耐药性和多重

耐药性维持中发挥重要作用。质粒介导的耐药基因

传播不仅加剧了ｈｖＣＲＫＰ菌株的耐药性，还增强

了其在医院环境中的传播能力，给感染防控带来更

大挑战。质粒的作用与转运系统基因突变相结合，

可能进一步推动多重耐药性的发展，增加临床治疗

难度。

综上所述，本研究系统分析ｈｖＣＲＫＰ菌株对

磷霉素的多种耐药机制，揭示犿狌狉Ａ靶酶突变、转运

系统基因缺失及质粒介导的磷霉素修饰酶在耐药形

成中的共同作用。质粒传播与基因突变相结合，构

成了ｈｖＣＲＫＰ菌株复杂的耐药性网络，这种耐药

机制对临床治疗构成严峻挑战，提示需要针对这些

耐药机制开发新的治疗策略。同时，本研究还证实

质粒介导的基因水平传播在耐药性维持中的重要

作用，该发现为制定感染控制策略提供了关键科

学依据。
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