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［摘　要］　目的　分析武汉两所医院耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（ＣＲＫＰ）临床分离株产碳青霉烯酶的情况，以及

分子流行病学特征。方法　收集武汉两所医院２０１８年１—１０月临床分离的４２株非重复ＣＲＫＰ，采用ＣａｒｂａＮＰ试

验方法对菌株产碳青霉烯酶情况进行初筛，聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测碳青霉烯酶基因携带情况，采用质粒接合试

验分析耐药基因的水平转移情况，应用脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）进行亲缘关系分析。结果　４２株ＣＲＫＰ菌株中

１４株ＣａｒｂａＮＰ试验阳性，其中有１０株扩增出ＮＤＭ１基因，３株扩增出ＫＰＣ２基因。共１３株ＣＲＫＰ碳青霉烯基

因检测阳性，其中１２株质粒接合试验成功。ＰＦＧＥ分析结果显示，携带 ＮＤＭ１基因的ＣＲＫＰ菌株共分成６型，

无明显优势型；携带ＫＰＣ２基因的ＣＲＫＰ菌株为同一型别。结论　检出产ＮＤＭ１和ＫＰＣ２的ＣＲＫＰ菌株，质粒

接合试验提示质粒介导的水平传播在碳青霉烯酶基因的播散过程中可能起重要作用。

［关　键　词］　碳青霉烯酶；肺炎克雷伯菌；ＣａｒｂａＮＰ试验；ＰＦＧＥ；分子流行病学
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　　由于碳青霉烯类抗生素抗菌活性强且抗菌谱

广，逐渐成为临床上治疗重症感染的主要药物［１］。

但是，随着碳青霉烯类药物的广泛应用，耐碳青霉烯

类药物的细菌不断增加，降低了该类药物的治疗效

果［２］。细菌对碳青霉烯类药物耐药的主要机制之一

是产碳青霉烯酶，通过分析产碳青霉烯酶菌株的分
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子流行特征，对预防和控制耐药菌的产生和耐药基

因的传播具有重要意义。本研究对武汉两所医院临

床分离的耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（ｃａｒｂａｐｅｎｅｍ

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

流行病学研究，为临床采取合理的防控措施提供实

验室参考依据［３］。

１　对象与方法

１．１　研究对象　收集武汉两所医院２０１８年１—１０月

临床分离的非重复ＣＲＫＰ共４２株。对亚胺培南，

美罗培南和厄他培南３种药物其中的１种耐药，

定义为耐碳青霉烯类药物。

１．２　仪器与试剂　主要仪器：ＰＣＲ 扩增仪（美国

ＡＢＩ公司），全自动细菌鉴定及药敏分析系统（法国

梅里埃公司），脉冲场凝胶电泳仪（美国伯乐公司），

凝胶成像仪（美国 ＵＶＰ公司）。主要试剂：细菌

ＤＮＡ提取试剂盒（北京康为世纪公司），ＰＣＲ反应

试剂盒（日本Ｔａｋａｒａ公司）。

１．３　菌株鉴定及药敏试验　细菌的鉴定和药敏试

验采用全自动细菌鉴定及药敏分析系统完成，大肠

埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２作为对照菌。药敏分析结果

按２０１８年版美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）标

准进行判断。

１．４　碳青霉烯酶表型检测　采用ＣａｒｂａＮＰ试验

对ＣＲＫＰ菌株产碳青霉烯酶情况进行初筛。制备

ＣａｒｂａＮＰ溶液Ａ和ＣａｒｂａＮＰ溶液Ｂ，然后刮取平

板上隔夜培养的受试菌株，分别加入装有ＣａｒｂａＮＰ

溶液Ａ和ＣａｒｂａＮＰ溶液Ｂ的离心管中，（３５±２）℃

孵育，孵育过程中每隔一段时间观察结果。结果判

定：（１）若溶液Ａ为红色或橙红色，且溶液Ｂ为浅橙

色、黄色或深黄色，则结果判定为阳性；（２）若溶液

Ａ为红色或橙红色，且溶液Ｂ为红色或橙红色，则

结果判定为阴性；（３）若溶液Ａ为橙色、浅橙色、黄

色或深黄色，则结果判定为无效，应结合其他试验

判定。

１．５　碳青霉烯耐药基因扩增　采用细菌ＤＮＡ 提

取试剂盒并按照试剂盒提供的实验方法提取菌株

ＤＮＡ。采用普通ＰＣＲ方法扩增常见碳青霉烯耐药

基因（包括 ＫＰＣ、ＶＩＭ、ＩＭＰ、ＮＤＭ、ＯＸＡ４８）。依

据相关参考文献［４８］设计引物和 ＰＣＲ 扩增反应。

ＰＣＲ反应体系共５０μＬ，包括ＰＣＲ反应试剂 ｍｉｘ

２５μＬ，上、下游引物各１μＬ、ＤＮＡ模板１μＬ，最后

加Ｈ２Ｏ补足体积。扩增产物经琼脂糖凝胶电泳后，

选取阳性产物条带送往生工生物有限公司进行测序。

１．６　质粒接合试验　分别取隔夜培养的供体菌（携

带碳青霉烯耐药基因的ＣＲＫＰ）和受体菌（大肠埃希

菌Ｊ５３ＡＺｒ）菌液，混合后于３５℃培养４ｈ，然后接

种于双抗ＬＢ平板（含叠氮化合物１００ｍｇ／Ｌ，亚胺

培南１．５ｍｇ／Ｌ）上筛选接合转移子
［９］。将双抗平板

上生长的菌株作菌落ＰＣＲ试验，若ＰＣＲ扩增结果

为阳性，则可判定为接合试验成功。

１．７　菌株间亲缘关系分析　通过脉冲场凝胶电泳

试验（ＰＦＧＥ）分析产碳青霉烯酶基因ＣＲＫＰ菌株

的亲缘关系。菌株包埋入胶块后，经裂解和清洗，使

用限制性内切酶ＸｂａＩ进行酶切，然后在０．５×ＴＢＥ

缓冲液中电泳１８．５ｈ。电泳参数为电压６Ｖ／ｃｍ、温

度１４℃、脉冲时间６～３６ｓ。采用ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓ软

件分析电泳凝胶成像图谱，图谱结果判读依据

Ｔｅｎｏｖｅｒ等
［１０］建议的标准。

２　结果

２．１　菌株来源　４２株ＣＲＫＰ，其中分离自痰２８株

（６６．７％），分泌物６株（１４．３％），尿５株（１１．９％），

血２株（４．８％）和穿刺液１株（２．４％）。来源科室分

别为ＩＣＵ１９株（４５．２％），呼吸内科１１株（２６．２％），

肝胆外科４株（９．５％），普通外科４株（９．５％），脑血

管外科２株（４．８％），急诊科和神经内科各１株（各

占２．４％）。

２．２　药敏情况　所有菌株对头孢唑林、头孢曲松和

厄他培南均耐药；对亚胺培南和美罗培南耐药率分

别为８５．７％（３６／４２）和５９．５％（２５／４２）；对庆大霉

素、复方磺胺甲口恶唑和阿米卡星的耐药性稍低，分别

为４５．２％（１９／４２）、４５．２％（１９／４２）和１９．０％（８／４２）。

见图１。

２．３　碳青霉烯酶表型和基因检测结果　经Ｃａｒｂａ

ＮＰ试验检测，碳青霉烯酶阳性率为３３．３％（１４／４２）。

ＰＣＲ 结果显示，１３株耐药基因检测阳性，其中

ＮＤＭ阳性１０株，ＫＰＣ阳性３株。所有携带碳青

霉烯酶基因的菌株ＣａｒｂａＮＰ试验结果均为阳性。

所有菌株均未检出 ＶＩＭ、ＩＭＰ和 ＯＸＡ４８基因。

ＮＤＭ和ＫＰＣ阳性产物经测序比对后，分别确定为

ＮＤＭ１基因和 ＫＰＣ２基因。Ⅰ 医院检出 ５ 株

ＮＤＭ１阳性菌株，Ⅱ医院检出５株ＮＤＭ１和３株

ＫＰＣ２阳性菌株。见表１。
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图１　４２株肺炎克雷伯菌对常用抗菌药物的耐药率

犉犻犵狌狉犲１　Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒａｔｅｓｏｆ４２ｓｔｒａｉｎｓｏｆ犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲ｔｏｃｏｍｍｏｎｌｙｕｓｅｄａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ

表１　４２株ＣＲＫＰ碳青霉烯酶表型和基因型检测结果

犜犪犫犾犲１　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅｐｈｅｎｏｔｙｐｅａｎｄｇｅｎｏｔｙｐｅｏｆ４２ＣＲＫＰｓｔｒａｉｎｓ

编号 医院 来源 科室 ＣａｒｂａＮＰ试验 耐药基因 编号 医院 来源 科室 ＣａｒｂａＮＰ试验 耐药基因

ＷＨ１ Ⅰ 尿 普外科 ＋ ＮＤＭ１ ＷＨ２２ Ⅱ 痰 ＩＣＵ ＋ ＫＰＣ２

ＷＨ２ Ⅰ 尿 普外科 － ＷＨ２３ Ⅱ 尿 ＩＣＵ ＋ ＫＰＣ２

ＷＨ３ Ⅰ 痰 ＩＣＵ － ＷＨ２４ Ⅱ 分泌物 肝胆外科 －

ＷＨ４ Ⅰ 尿 普外科 － ＷＨ２５ Ⅱ 分泌物 呼吸内科 －

ＷＨ５ Ⅰ 痰 急诊科 ＋ ＷＨ２６ Ⅱ 痰 呼吸内科 ＋ ＮＤＭ１

ＷＨ６ Ⅰ 痰 神经内科 － ＷＨ２７ Ⅱ 痰 ＩＣＵ －

ＷＨ７ Ⅰ 痰 ＩＣＵ ＋ ＮＤＭ１ ＷＨ２８ Ⅱ 痰 呼吸内科 ＋ ＮＤＭ１

ＷＨ８ Ⅰ 痰 ＩＣＵ ＋ ＮＤＭ１ ＷＨ２９ Ⅱ 痰 脑血管外科 －

ＷＨ９ Ⅰ 痰 ＩＣＵ － ＷＨ３０ Ⅱ 痰 ＩＣＵ －

ＷＨ１０ Ⅰ 痰 ＩＣＵ － ＷＨ３１ Ⅱ 穿刺液 肝胆外科 ＋ ＮＤＭ１

ＷＨ１１ Ⅰ 痰 ＩＣＵ － ＷＨ３２ Ⅱ 分泌物 ＩＣＵ －

ＷＨ１２ Ⅰ 尿 普外科 ＋ ＮＤＭ１ ＷＨ３３ Ⅱ 痰 ＩＣＵ －

ＷＨ１３ Ⅰ 痰 ＩＣＵ － ＷＨ３４ Ⅱ 痰 脑血管外科 －

ＷＨ１４ Ⅰ 痰 ＩＣＵ － ＷＨ３５ Ⅱ 痰 ＩＣＵ －

ＷＨ１５ Ⅰ 分泌物 呼吸内科 － ＷＨ３６ Ⅱ 痰 呼吸内科 －

ＷＨ１６ Ⅰ 分泌物 ＩＣＵ － ＷＨ３７ Ⅱ 痰 呼吸内科 ＋ ＮＤＭ１

ＷＨ１７ Ⅰ 痰 ＩＣＵ ＋ ＮＤＭ１ ＷＨ３８ Ⅱ 痰 呼吸内科 －

ＷＨ１８ Ⅱ 痰 呼吸内科 － ＷＨ３９ Ⅱ 痰 呼吸内科 －

ＷＨ１９ Ⅱ 痰 呼吸内科 － ＷＨ４０ Ⅱ 血 ＩＣＵ ＋ ＮＤＭ１

ＷＨ２０ Ⅱ 痰 ＩＣＵ ＋ ＫＰＣ２ ＷＨ４１ Ⅱ 痰 呼吸内科 －

ＷＨ２１ Ⅱ 血 肝胆外科 － ＷＨ４２ Ⅱ 分泌物 肝胆外科 －

２．４　质粒接合试验和菌株药敏结果　１０株ＮＤＭ１

阳性ＣＲＫＰ菌株与大肠埃希菌Ｊ５３的质粒结合试

验获得了９个接合子，仅 ＷＨ１２ＣＲＫＰ菌株未能接

合成功。供体菌、接合子与受体菌药敏结果显示，除

对氨曲南敏感外，所有接合子对绝大多数β内酰胺

类药物耐药，但耐药水平较供体菌有所降低。部分
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接合子对氨基糖苷类、氟喹诺酮类、磺胺类、四环素

类药物敏感，但 ＭＩＣ值高于受体菌。３株ＫＰＣ２阳

性菌株均接合成功，接合子对青霉素类、头孢菌素

类、碳青霉烯类、氟喹诺酮类药物均耐药，对阿莫西

林／克拉维酸、氨基糖苷类、四环素类药物均敏感。

２．５　菌株间亲缘关系分析　ＰＦＧＥ分析结果显示，

１０株ＮＤＭ１阳性ＣＲＫＰ菌株图谱共分为６个型

别，分别定义为Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｆ、Ｇ型；其中Ｄ型、Ｅ型

各３株，Ｃ型和Ｆ型分别各２株，Ａ型、Ｂ型和Ｇ型

各１株，其中３株Ｄ型均来自Ⅱ医院呼吸内科，２株

Ｆ型均来自于Ⅰ医院的ＩＣＵ。３株ＫＰＣ２阳性菌株

均为Ｅ型，来自于Ⅱ医院的ＩＣＵ。见图２。
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图２　携带碳青霉烯酶基因的肺炎克雷伯菌ＰＦＧＥ分析
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３　讨论

肺炎克雷伯菌常定植于人体肠道和呼吸道，可

引起消化道、血液、呼吸道、皮肤软组织等部位感染，

是临床上常见的条件致病菌之一［１１］。碳青霉烯类

药物作为广谱抗菌药物，是治疗肺炎克雷伯菌的重

要药物之一，随着碳青霉烯类药物在临床的广泛应

用，ＣＲＫＰ逐年增加。本研究中分离的ＣＲＫＰ菌株

大部分来源于ＩＣＵ，患者病情严重、长期住院、免疫

力低下，较容易感染耐药菌。同时，ＣＲＫＰ多分离自

痰标本，提示此类耐药菌常定植于呼吸道，引起呼吸

系统感染。ＮＤＭ１ 和 ＫＰＣ２ 的检出率分别为

２３．８％（１０／４２）和７．１％（３／４２），低于既往研究
［１２１４］

的数据，提示产ＮＤＭ１和ＫＰＣ２的ＣＲＫＰ菌株在

此两所医院流行率相对较低。另外，也可能是医院

监测系统不完善，未能发现所有产酶菌株。

本研究显示，１４株ＣＲＫＰ菌株ＣａｒｂａＮＰ试验

初筛碳青霉烯酶阳性，经过ＰＣＲ检测显示其中有

１３株ＣＲＫＰ菌株扩增出碳青霉烯酶基因，仅有１株

ＣＲＫＰ菌株未能扩增出碳青霉烯基因，表明Ｃａｒｂａ

ＮＰ试验在检测碳青霉烯酶时具有很高的灵敏度和

特异度。Ｖａｓｏｏ等
［１５］研究结果表明，ＣａｒｂａＮＰ试

验对常见的碳青霉烯酶（ＯＸＡ４８除外）检出率很

高，灵敏度和特异度接近１００％。与本实验研究结

论类似，表明该方法可以用于对碳青霉烯酶进行

初筛。

本研究１３株产碳青霉烯酶ＣＲＫＰ菌株中有１２株

成功进行了质粒接合试验，表明耐药基因可通过质

粒介导在不同细菌间水平传播。对接合子和受体菌

的药敏结果进行分析，携带ＮＤＭ和ＫＰＣ基因的菌

株对青霉素类、头孢菌素类、碳青霉烯类等抗菌药物

的 ＭＩＣ均相对较高。对接合子和供体菌的药敏结

果进行分析，供体菌除了携带碳青霉烯基因外，可能

还获得了其他耐药元件、耐药基因或其他耐药机制

等，使得菌株产生更高水平的耐药。

本研究对１３株携带 ＮＤＭ１基因和 ＫＰＣ２基

因的ＣＲＫＰ进行ＰＦＧＥ分型，结果显示１０株携带

ＮＤＭ１基因ＣＲＫＰ菌株共分为６个型，无明显优

势型；然而，３株携带 ＫＰＣ２基因ＣＲＫＰ菌株则为
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同一型别，且集中分布于ＩＣＵ。ＰＦＧＥ分型结果提

示，两所医院可能存在 ＫＰＣ２ 基因克隆传播，

ＮＤＭ１基因克隆传播和水平传播并存的现象。此

两种方式会加速碳青霉烯酶基因在医院内和医院间

的传播，从而引起更多的肺炎克雷伯菌对碳青霉烯

类药物产生耐药。

综上所述，两所医院分离的ＣＲＫＰ与其携带的

碳青霉烯酶基因ＮＤＭ１和ＫＰＣ２有关，且该类基

因可通过质粒转移在细菌间进行水平传播。因此，

应高度重视碳青霉烯酶基因导致的碳青霉烯类耐

药［１６］，制定和实施有效的多重耐药菌防控措施，从

而可减少其在医院内和医院间的传播。
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