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耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌耐药基因检测及同源性

黄　峰，许元元
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［摘　要］　目的　探讨耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（ＣＲＫＰ）耐药基因型及同源性。方法　收集某院２０１５年

９月—２０１６年２月临床标本分离的３８株ＣＲＫＰ，采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）方法检测耐药基因型，脉冲场凝胶电泳

（ＰＦＧＥ）分析菌株同源性。结果　３８株ＣＲＫＰ主要来源于重症监护病房（ＩＣＵ）及外科重症监护病房（ＳＩＣＵ），分别

占３９．４８％、３４．２１％。３８株ＣＲＫＰ均检出ｂｌａ犓犘犆和ｂｌａ犛犎犞耐药基因，６株检出ｂｌａＣＴＸ耐药基因。ＰＦＧＥ显示共分成

Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ４个谱型，其中以Ｃ型为主（６５．７８％，２５／３８）。Ａ型菌株中菌株１４、１５、１６携带ｂｌａ犓犘犆２型、ｂｌａ犛犎犞型、

ｂｌａ犆犜犡犕１５耐药基因，此３株细菌均是ＳＩＣＵ患者分离的，菌株１４和１５分离自同一天，菌株１６分离时间延后一周；Ｃ

型菌株中，菌株１０、１８、２５、２８的同源性为１００％，菌株１０、１８分离自ＩＣＵ患者，菌株２５、２８分离自神经内一科患者

（均从ＩＣＵ转出），均是在ＩＣＵ住院期间检出，且分离时间相差１ｄ。结论　该院ＣＲＫＰ耐药基因型以ｂｌａ犓犘犆及

ｂｌａ犛犎犞为主，存在克隆株医院内流行。

［关　键　词］　耐碳青霉烯肺炎克雷伯菌；耐药基因型；聚合酶链反应；脉冲场凝胶电泳；同源性
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　　近年来，由于抗菌药物的长期及不合理使用，导

致肺炎克雷伯菌耐药菌株逐年增多［１］。碳青霉烯类

抗生素主要包括亚胺培南、美罗培南、比阿培南、帕

尼培南等，凭借其良好的抗菌活性，已成为临床上治

疗多重耐药菌感染主要的抗菌药物之一［２］。但随着

该类药物的广泛应用，目前耐碳青霉烯肺炎克雷伯

菌（ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔ犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲，

ＣＲＫＰ）已在全球范围内出现并传播
［３］，给临床抗感

染治疗带来了极大困扰。我院近年来ＣＲＫＰ感染

患者逐渐增多，本研究对我院收集的ＣＲＫＰ进行耐

药基因型及同源性检测，同时结合病原菌相关信息

进行分析，旨在了解我院肺炎克雷伯菌耐药基因携

带情况以及同源性，为感染防控提供实验室依据。

１　资料与方法

１．１　菌株来源　收集皖北煤电集团总医院２０１５年

９月—２０１６年２月临床标本分离的３８株ＣＲＫＰ（排

除同一患者重复分离株），其中分离自血３株，痰３２

株，尿１株，深静脉导管２株。菌种鉴定按法国生物

梅里埃Ｖｉｔｅｋ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动细菌药敏分析仪及

配套革兰阴性菌的鉴定卡（ＶｉｔｅｋＧＮ）进行标准操

作。质控菌株大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２购自卫生

部临床检验中心。

１．２　仪器及试剂　Ｖｉｔｅｋ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动细菌鉴

定仪 （法国生物梅里埃公司）及配套革兰阴性菌的

鉴定卡（ＶｉｔｅｋＧＮ）。聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增仪

为 ＰＴＣ２００ 型 ＰＣＲ 分析仪。ＰＣＲ 扩增试剂盒

（ＴａｑＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ）、ＤＮＡ ＭａｒｋｅｒＤ、４ＳＲｅｄ

ｐｌｕｓ核酸染色剂均购自生工生物工程（上海）股份

有限公司，所用引物均由生工生物工程（上海）股份

有限公司合成。电泳仪为北京市六一仪器厂生产的

ＤＹＹ６Ｃ型，美国 Ｂｉｏｒａｄ公司的凝胶成像系统。

ＤＮＡ测序仪器为 ＡＢＩＰＲＩＳＭ３７３０，测序试剂为

ＢｉｇＤｙｅｔｅｒｍｉｎａｔｏｒｖ３．１，脉冲场电泳仪ＤＲＩＩ（Ｂｉｏ

Ｒａｄ），凝胶成像仪（ＧｅｌＤｏｃＴＭＸＲ＋，ＢｉｏＲａｄ）。

１．３　耐药基因检测　水煮法提取细菌ＤＮＡ模板，

采用 ＰＣＲ 方法扩增 犓犘犆、犛犕犈、犖犇犕１、犐犕犘、

犞犐犕、犛犎犞、犆犜犡、犗犡犃 等耐药基因。反应体系为

５０μＬ，ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ２５μＬ，上、下游引物各

２μＬ，ＤＮＡ模板１μＬ，双蒸水２０μＬ。所测基因及

其引物序列见表１，反应参数：预变性９４℃１０ｍｉｎ，

变性９５℃４５ｓ，退火（每个基因温度略有不同，具体

见表１）４５ｓ，延伸７２℃７０ｓ，循环３５个周期，最后

７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩增产物经含４ＳＲｅｄｐｌｕｓ核酸

染色剂的１．５％琼脂糖凝胶中电泳，使用美国Ｂｉｏ

ｒａｄ公司的凝胶成像系统（宿州市ＣＤＣ提供）观察

结果并照相。

表１　ＣＲＫＰ耐药基因检测ＰＣＲ引物序列及产物长度

犜犪犫犾犲１　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｐｒｏｄｕｃｔｌｅｎｇｔｈｏｆＣＲＫＰｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓ

基因名称 引物序列（５’→３’） 退火温度（℃） 产物长度（ｂｐ） 参考文献

犓犘犆 Ｐ１：ＧＣＴＡＣＡＣＣＴＡＧＣＴＣＣＡＣＣＴＴＣ ５５ ９２０ ［４］

Ｐ２：ＡＣＡＧＴＧＧＴＴＧＧＴＡＡＴＣＣＡＴＧＣ

犛犕犈 Ｐ１：ＡＡＣＧＧＣＴＴＣＡＴＴＴＴＴＧＴＴＴＡＧ ５５ ８３０ ［４］

Ｐ２：ＧＣＴＴＣＣＧＣＡＡＴＡＧＴＴＴＴＡＴＣＡ

犖犇犕１ Ｐ１：ＣＡＧＣＡＣＡＣＴＴＣＣＴＡＴＣＴＣ ５５ ２９２ ［５］

Ｐ２：ＣＣＧＣＡＡＣＣＡＴＣＣＣＣＴＣＴＴ

犐犕犘 Ｐ１：ＣＴＡＣＣＧＣＡＧＣＡＧＡＧＴＣＴＴＴＧ ６０ ５８７ ［５］

Ｐ２：ＡＡＣＣＡＧＴＴＴＴＧＣＣＴＴＡＣＣＡＴ

犞犐犕 Ｐ１：ＡＧＴＧＧＴＧＡＧＴＡＴＣＣＧＡＣＡＧ ６５ ２６１ ［６］

Ｐ２：ＡＴＧＡＡＡＧＴＧＣＧＴＧＧＡＧＡＣ

犛犎犞 Ｐ１：ＴＣＴＴＴＣＣＧＡＴＧＣＣＧＣＣＧＣＣＡＧＴＣＡ ６８ １０１７ ［７］

Ｐ２：ＣＧＣＣＧＧＧＴＴＡＴＴＣＴＴＡＴＴＴＧＴＣＧＣ

犆犜犡Ｍ Ｐ１：ＡＴＣＴＧＡＣＧＣＴＧＧＧＴＡＡＡＧＣ ５５ １６２ ［７］

Ｐ２：ＡＴＡＴＣＧＴＴＧＧＴＧＧＴＧＣＣＡＴＡ

犗犡犃 Ｐ１：ＧＣＧＴＧＧＴＴＡＡＧＧＡＴＧＡＡＣＡＣ ５２ ４３８ ［８］

Ｐ２：ＣＡＴＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＣＣＡＡＣＣＧ

１．４　测序及ＤＮＡ序列分析　ＰＣＲ扩增阳性产物

送生工生物工程（上海）股份有限公司进行双向测

序，测序结果在Ｇｅｎｂａｎｋ用ＢＬＡＳＴ与已知序列比

较，以确定其基因型。

１．５　脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）　（１）细菌凝胶包

埋：取新鲜营养琼脂培养物以 ＴＥ缓冲液制成约
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４．０～４．２麦氏浊度单位的菌悬液，与１％的低熔点

琼脂糖混合后灌注模具使之凝固，制成２５ｍｍ×

１０ｍｍ×２ｍｍ的凝胶包埋块。（２）细菌消化与裂

解：将凝胶包埋块置５ｍＬ细胞裂解液（ＣＬＢ）中于

５４℃水浴摇床转速１７０ｒ／ｍｉｎ裂解２ｈ，超纯水洗涤

胶块２次，每次１０ｍｉｎ，ＴＥ洗涤胶块４次，每次

１５ｍｉｎ，ＴＥ保存备用。（３）细菌染色体限制性酶

切：从消化、裂解、洗涤好的凝胶包埋块上切下

１０ｍｍ×２ｍｍ×２ｍｍ的小条凝胶，置于含２００μＬ

酶切缓冲液（Ｍ 缓冲液）的离心管中，缓冲５ｍｉｎ，吸

弃缓冲液，加入新的Ｍ 缓冲液，再加入６０Ｕ限制性

内切酶ＸｂａＩ，３７℃水浴中孵育２ｈ。（４）ＰＦＧＥ与图

像获取：以０．５× ＴＢＥ置换酶切缓冲液，终止酶

切。将酶切后的小条凝胶包埋于以０．５× ＴＢＥ配

制的低熔点电泳凝胶中，充分凝固后将电泳凝胶置

于脉冲场电泳槽内。如下设置电泳参数并启动电

泳：电泳时间１８．５ｈ，电压６Ｖ／ｃｍ、电场夹角１２０°，

电泳结束后将凝胶以ＥＢ染色３０ｍｉｎ，然后纯水脱

色２次，每次３０ｍｉｎ，置成像仪紫外下拍照。（５）图

谱分析：将Ｂｉｏｎｕｍｅｒｉｃｓ（６．０版）分析条带位置。容

忍度设为１％，优化度设为１．５％，以Ｄｉｃｅ系数计算

图谱相似度，非加权平均数法（ＵＰＧＭＡ）构建系统

发育树。

２　结果

２．１　ＣＲＫＰ菌株科室分布　３８株ＣＲＫＰ主要来源

于重症监护病房 （ＩＣＵ）及外科重症监护病房

（ＳＩＣＵ），分别占３９．４８％、３４．２１％。见表２。

表２　３８株ＣＲＫＰ科室分布及构成比

犜犪犫犾犲２　Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｒａｔｉｏｓｏｆ３８

ｓｔｒａｉｎｓｏｆＣＲＫＰ

科室 株数 构成比（％）

ＩＣＵ １５ ３９．４８

ＳＩＣＵ １３ ３４．２１

神经外科 ２ ５．２６

神经内一科 ４ １０．５３

心内科 ２ ５．２６

康复科 １ ２．６３

呼吸内科 １ ２．６３

合计 ３８ １００．００

２．２　耐药基因检测结果　３８株ＣＲＫＰ均检测出

犓犘犆 和犛犎犞 耐药基因，检出率均为１００．００％，

６株检测出犆犜犡 耐药基因，检出率１５．７９％，未检

测到犛犕犈、犖犇犕１、犐犕犘、犞犐犕、犗犡犃 耐药基因。

见图１。
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　　注：Ｍ分子量标志；１—３为犓犘犆耐药基因阳性；４为阴性对照；

５—７为犛犎犞耐药基因阳性；８—１０为犆犜犡耐药基因阳性

图１　ＣＲＫＰ耐药基因扩增产物电泳图

犉犻犵狌狉犲１　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐｏｆａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ

ＣＲＫＰｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓ

２．３　基因测序　在ＰＣＲ扩增产物中任取３个阳性

扩增产物送上海生工生物工程技术服务有限公司用

ＡＢＩＰＲＩＳＭ３７３０测序仪进行双向测序，测序结果

经ＢＬＡＳＴｎ（ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＢＬＡＳＴｎ）比

对，与美国Ｇｅｎｂａｎｋ上已登录的基因号比对，分别

证实为ｂｌａ犓犘犆２型、ｂｌａ犛犎犞型、ｂｌａ犆犜犡犕１５型。

２．４　ＰＦＧＥ同源性分析　３８株ＣＲＫＰ可分为 Ａ、

Ｂ、Ｃ、Ｄ４ 个谱型，其中以 Ｃ 型为主（６５．７８％，

２５／３８）。菌株０４、１６、１５、１３、２９、３２、１４为Ａ型，Ｄｉｃｅ

系数＞９０．００％，其中菌株１６、１５、１４除携带 犓犘犆

和犛犎犞 耐药基因外，还携带犆犜犡 耐药基因；菌株

２１、３３、１１为Ｂ型，Ｄｉｃｅ系数＞９２．００％，此３株细菌

全部携带犓犘犆、犛犎犞 和犆犜犡 耐药基因；菌株０３、

０６、０５、０９、１７、１２、２３、３８、１９、２０、０２、１０、１８、２５、２８、

２６、０８、３０、０７、０１、２７、２４、３１、３７、３５为Ｃ型，此型菌

株均 携 带 犓犘犆 和 犛犎犞 耐 药 基 因，Ｄｉｃｅ 系 数

＞８８．００％；菌株３４、３６、２２为 Ｄ 型，Ｄｉｃｅ系数＞

９５．００％，此型菌株均携带犓犘犆和犛犎犞 耐药基因。

见表３。Ａ型菌株中１４、１５、１６号菌携带ｂｌａ犓犘犆２、

ｂｌａ犛犎犞、ｂｌａ犆犜犡犕１５耐药基因，此３株细菌均是ＳＩＣＵ

患者分离的，菌株１４和１５分离自同一天，菌株１６

分离时间延后一周；Ｃ型菌株中，菌株１０、１８、２５、２８

的同源性为１００％，菌株１０、１８分离自ＩＣＵ患者，菌

株２５、２８分离自神经内一科患者（均从ＩＣＵ转出），

均是在ＩＣＵ 住院期间检出，且分离时间相差１ｄ。

各菌株的来源科室、部位及分离时间见图２。
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表３　３８株ＣＲＫＰ菌株ＰＦＧＥ分型结果

犜犪犫犾犲３　ＰＦＧＥｔｙｐｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ３８ｓｔｒａｉｎｓｏｆＣＲＫＰ

谱型 株数 构成比（％） 菌株编号

Ａ型 ７ １８．４２ ０４、１６、１５、１３、２９、３２、１４

Ｂ型 ３ ７．９０ ２１、３３、１１

Ｃ型 ２５ ６５．７８ ０３、０６、０５、０９、１７、１２、２３、３８、１９

２０、０２、１０、１８、２５、２８、２６、０８、３０

０７、０１、２７、２４、３１、３７、３５

Ｄ型 ３ ７．９０ ３４、３６、２２

３　讨论

目前，人们认为肠杆菌科细菌对碳青霉烯类药物

的主要耐药机制有三种：（１）青霉素结合蛋白对碳青

霉烯类亲和力的改变；（２）ＡｍｐＣ酶过度表达及膜蛋

白丢失；（３）碳青霉烯酶的产生
［９］。其中最重要机制

是碳青霉烯酶的产生［１０１１］。碳青霉烯酶按照Ａｍｂｌｅｒ
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图２　３８株ＣＲＫＰ的聚类分析图

犉犻犵狌狉犲２　Ｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆ３８ｓｔｒａｉｎｓｏｆＣＲＫＰ

分子分类分为 Ａ、Ｂ、Ｄ三类：Ａ类为丝氨酸蛋白质

酶，分为犓犘犆、犌犈犛、犐犕犐／犖犕犆Ａ、犛犕犈基因型；Ｂ

类为金属酶，分为犐犕犘、犞犐犕、犌犐犕、犛犘犕、犛犐犕、

犖犇犕１基因型；Ｄ类为ＯＸＡ酶，由ｂｌａ犗犡犃等位基因

编码［１２］。产碳青霉烯酶是肺炎克雷伯菌对碳青霉

烯酶类抗生素耐药的主要机制之一，肺炎克雷伯菌

几乎可以产生所有类型的β内酰胺酶，ＳＨＶ、ＯＸＡ、

ＣＴＸ都属于β内酰胺酶，但ＯＸＡ系列，一般在肠杆

菌科细菌中较少见。肺炎克雷伯菌产生的主要β内

酰胺酶之一是ＳＨＶ酶，其水解头孢菌素能力强
［１３］。

本研究中３８株ＣＲＫＰ全部检出犓犘犆和犛犎犞 耐药

基因，检出率均为１００．００％，得出的结论与前面学

者观点一致，同时经测序后分别证实为ｂｌａ犓犘犆２型及

ｂｌａ犛犎犞型，另有６株ＣＲＫＰ同时还携带ｂｌａ犆犜犡犕１５耐

药基因，说明ＣＲＫＰ的耐药机制十分复杂，也是导

致临床治疗越来越困难的原因。
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目前，ＰＦＧＥ分型被认为是细菌分子流行病学

研究的“金标准”，该分型技术具有对细菌整个染色

体进行分析、分辨率高、重复性好、结果稳定、易于标

准化的特点［１４］。ＰＦＧＥ分型与流行病学资料相结

合可对耐药菌进行溯源及预警。本次研究ＰＦＧＥ

的结果分析发现３８株 ＣＲＫＰ可分为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ

４个谱型，其中以Ｃ型为主，占６５．７８％，每个谱型

的Ｄｉｃｅ系数几乎都在９０．００％以上，更有甚者有少

数细菌的同源性为１００．００％，说明这些细菌应为同

一起源。３８株ＣＲＫＰ的体外药敏试验结果显示对

大多数抗菌药物耐药，仅替加环素、阿米卡星、妥布

霉素、复方磺胺甲口恶唑、庆大霉素存在活性，这是各

谱型之间的共同耐药特点。在Ｂ、Ｃ、Ｄ型细菌中，各

型携带的耐药基因型均分别相同，也验证了耐药基

因型检测的正确性。Ａ型中菌株编号为１４、１５、１６

的３株细菌除携带ｂｌａ犓犘犆２型及ｂｌａ犛犎犞型耐药基因

外，还携带ｂｌａ犆犜犡犕１５型耐药基因，病史资料分析发

现此３株细菌均是ＳＩＣＵ患者分离的，而且菌株１４

和１５的分离时间是同一天，菌株１６分离时间延后

一周，说明存在暴发流行。在Ｃ型菌株中菌株１０、

１８、２５、２８同源性为１００％，追溯此４例患者病史资

料发现，菌株１０、１８分离自ＩＣＵ患者，但分离时间

相差２个月，菌株２５、２８分离自神经内一科的患者

（均从ＩＣＵ转出），而且此两株细菌的分离时间相差

１ｄ，均是在ＩＣＵ住院期间培养出肺炎克雷伯菌，感

染细菌属于同一克隆株。

本研究结果显示，本院ＣＲＫＰ主要由 ＫＰＣ碳

青霉烯酶及β内酰胺酶共同作用，增强了菌株的耐

药性，表现为多重耐药及泛耐药，同时存在着４种

不同的谱型，并在ＩＣＵ、ＳＩＣＵ等科室流行，同时也

暴露出本院感控工作存在不足，有待改进。有学者

认为医院感染应重点关注耐药菌株的传播［１５］。本

次研究没能在耐药菌株暴发流行的时候对所在科室

进行及时、全面检测，没能找出耐药菌株的传播途

径，有待于进一步研究。有效控制多重耐药菌医院

感染的重点在于预防控制措施的实施，因此，笔者认

为一旦发现该类细菌出现，相关部门应及时采取有

效的控制措施，加强科室内部环境及物品消毒，及时

隔离相关患者，切实加强医护人员无菌操作技术，尤

其是手卫生，控制传播途径，以减少医院内交叉感

染，防止耐药菌蔓延。
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