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耐碳青霉烯肺克雷伯菌和大肠埃希菌耐药机制研究
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　　摘　要：目的　分析该院临床分离的可疑产碳青霉烯酶肺炎克雷伯菌和大肠埃希菌的耐药性与耐药机制。方法　采用

ＶＩＴＥＫ２全自动细菌鉴定仪检测其对２１种抗菌药物的药敏结果，采用改良 Ｈｏｄｇｅ试验进行碳青霉烯酶筛选，用聚合酶链反应检

测碳青霉烯酶ＫＰＣ基因、外膜孔道蛋白（ＯｍｐＫ３５和ＯｍｐＫ３６）编码基因、转座子ｔｎｐＡ、ｔｎｐＵ基因。结果　４７株可疑产碳青霉烯

酶肺炎克雷伯菌和大肠埃希菌对青霉素类、头孢菌素类、喹诺酮类抗菌药物的耐药率高达８０％以上，对亚胺培南、美罗培南、丁胺

卡那霉素耐药率为３５％以下；耐亚胺培南菌株对头孢哌酮／舒巴坦、头孢美唑、头孢替坦、头孢吡肟、哌拉西林／他唑巴坦、庆大霉

素、妥布霉素、美罗培南、厄他培南的耐药率明显高于敏感菌株，二者差异具有统计学意义（犘＜０．０５）；改良 Ｈｏｄｇｅ试验阳性６株，

检出碳青霉烯酶ＫＰＣ基因４株，符合率为６６．６７％，均为ＫＰＣ２型；膜孔蛋白ＯｍｐＫ３５、ＯｍｐＫ３６基因缺失率分别为３８．３０％、６５．

９６％；转座子ｔｎｐＡ、ｔｎｐＵ检出率分别为４．２５％和３８．３０％。结论　产碳青霉烯酶并非菌株耐碳青霉烯类药物的主要原因，尚存

在其他耐药机制。
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　　碳青霉烯类抗菌药物是临床应用的重要广谱抗菌药物，具

有抗菌谱广、抗菌作用强的特点，它对包括超广谱β内酰胺酶

（ｅｘｔｅｎｄｅｄｓｐｅｃｔｒｕｍｂｅｔａｌａｃｔａｍａｓｅｓ，ＥＳＢＬｓ）和头孢菌素酶

（ＡｍｐＣ）在内的β内酰胺酶高度稳定，是治疗多重耐药革兰阴

性杆菌的有力武器［１２］。但随着该类药物的广泛使用，耐碳青

霉烯类抗菌药物的菌种逐渐增多，其主要的耐药机制就是产生

可水解碳青霉烯类抗菌药物的β内酰胺酶碳青霉烯酶
［３４］。

为进一步了解可疑产碳青霉烯酶菌株对常见抗菌药物的耐药

性和耐药原因，本研究收集了２０１１年６月至２０１２年６月期间

广州医学院附属第一医院临床分离的４７株可疑的产碳青霉烯

酶的肺炎克雷伯菌和大肠埃希菌，对其进行耐药性分析，并从

分子机制上对其耐药性进行研究。

１　材料与方法

１．１　实验菌株　广州医学院附属第一医院２０１１年６月至

２０１２年６月临床分离的可疑产碳青霉烯酶菌株４７株，菌株选

取标准为厄他培南 ＭＩＣ≥２μｇ／ｍＬ或哌拉西林／他唑巴坦

ＭＩＣ≥３２μｇ／ｍＬ，其中２７株肺炎克雷伯菌，２０株大肠埃希菌。

标本来源包括痰２０份、中段尿１３份、导管头３份、伤口分泌物

３份、拭子３份、尿液２份、血液１份、脓液１份、腹水１份。均

经ＶＩＴＥＫ２全自动细菌鉴定仪统一进行鉴定。质控菌株大肠

·５６１·国际检验医学杂志２０１４年１月第３５卷第２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．２



埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２，肺炎克雷伯菌ＡＴＣＣ７００６０３。

１．２　主要试剂和仪器　胰蛋白胨大豆胨肉汤、胰蛋白胨、水解

酪蛋白胨（ＭＨ）琼脂、厄他培南试纸购自英国Ｏｘｉｄ公司；ＤＮＡ

标记物、ＰＣＲ配套试剂购自ＴａＫａＲａ公司；溴化乙锭和琼脂糖

购自北京鼎国公司。ＶＩＴＥＫ２全自动细菌鉴定仪购自法国梅

里埃公司，ＰＣＲ仪购自德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司，凝胶成像分析系

统购自英国Ｓｙｎｇｅｎｅ公司，电泳仪购自北京市六一仪器厂。

１．３　药物敏感试验　采用 ＶＩＴＥＫ２全自动细菌鉴定仪对临

床分离的４７株可疑产碳青霉烯酶菌株进行２１种常用抗菌药

物敏感试验。结果判断按照美国临床和实验室标准化研究所

（ＣＬＳＩ）２０１１年标准
［５］进行。

１．４　改良 Ｈｏｄｇｅ试验　将大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２涂布至

ＭＨ平板上（０．５麦氏浊度），将厄他培南纸片贴到平板中央，

接种待检菌的无菌接种环从药敏纸片边缘向平板边缘划待测

菌，注意不要划破平板表面。３５℃孵育过夜，观察厄他培南抑

菌圈内出现待测菌矢状生长者则视为 Ｈｏｄｇｅ试验阳性。

１．５　ＰＣＲ引物　根据文献［６７］设计引物，引物由华大基因公

司合成（见表１）。

表１　　耐碳青霉烯类抗菌药物基因组引物

引物名称 引物序列（５′→３′）
产物长度

（ｂｐ）

退火温度

（℃）

ＫＰＣ 上游：ＧＣＴＡＣＡＣＣＴＡＧＣＴＣＣＡＣＣＴＴＣ ９４８ ５３

下游：ＡＣＡＧＴＧＧＴＴＧＧＴＡＡＴＣＣＡＴＧＣ

ＯｍｐＫ３５ 上游：ＣＡＧＡＣＡＣＣＡＡＡＣＴＣＴＣＡＴＣＡＡＴＧＧ １１８３ ５２

下游：ＡＧＡＡＴＴＧＧＴＡＡＡＣＧＡＴＡＣＣＣＡＣＧ

ＯｍｐＫ３６ 上游：ＣＡＧＣＡＣＡＡＴＧＡＡＴＡＴＡＧＣＣＧＡＣ １１１５ ５３

下游：ＧＣＴＧＴＴＣＧＴＣＣＡＧＣＡＧＧＴＴＧ

ｔｎｐＡ 上游：ＣＧＣＣＡＧＴＣＴＴＧＡＴＧＡＧＣＣＧＧ ４４４ ５８

下游：ＴＴＧＣＧＧＴＴＣＧＧＴＣＣＧＧＣＡＡＡ

ｔｎｐＵ 上游：ＣＣＡＡＣＴＧＡＴＧＧＣＧＧＴＧＣＣＴＴ ４０３ ５１

下游：ＣＧＧＴＡＴＧＧＴＧＧＣＴＴＴＣＧＣ

１．６　ＰＣＲ扩增和产物测序　加热裂解法制备总ＤＮＡ 模板，

ＰＣＲ反应体系总体积为２５μＬ，其中正、反引物各０．５μＬ，

ＰｒｅｍｉｘＴａｑ溶液１２．５μＬ，灭菌蒸馏水１０．５μＬ，ＤＮＡ 模板

１μＬ。扩增条件：９４℃５ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，５１～５８℃（见表１）

６０ｓ，７２℃３０ｓ，共循环３５次，最后７２℃再延伸１０ｍｉｎ。取

ＰＣＲ产物点样于琼脂糖凝胶上电泳，溴化乙锭染色和洗脱后

放凝胶成像系统成像。取阳性ＰＣＲ产物送华大基因公司进行

测序，测序结果在ＧｅｎＢａｎｋ上进行比对。

１．７　统计学处理　药敏数据分析采用 ＷＨＯＮＥＴ５．４软件，

并应用ＳＰＳＳ１９．０软件，用χ
２ 检验进行显著性分析，犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　改良 Ｈｏｄｇｅ试验结果　抑菌圈出现矢状，表示有碳青霉

烯酶产生，试验结果如图１所示。４７株可疑产碳青霉烯酶的

肺炎克雷伯菌和大肠埃希菌中，改良 Ｈｏｄｇｅ试验阳性为６株，

阳性率为１２．７６％，包括５株肺炎克雷伯菌、１株大肠埃希菌。

２．２　耐药基因携带情况　检出ＫＰＣ基因４株，ＯｍｐＫ３５基因

２９株（即ＯｍｐＫ３５基因缺失１８株），ＯｍｐＫ３６基因１６株（即

ＯｍｐＫ３６基因缺失３１株），ｔｎｐＡ基因２株，ｔｎｐＵ基因１８株。

基因阳性产物测序后经ＢＬＡＳＴ比对，与已在ＧｅｎＢａｎｋ登录的

ＫＰＣ２、ＯｍｐＫ３５、ＯｍｐＫ３６、ｔｎｐＡ、ｔｎｐＵ基因序列的相似率分

别为９９％、９９％、９９％、９７％和９９％。ＫＰＣ基因ＰＣＲ产物电泳

图见图２。

所分离细菌中３株同时携带 ＫＰＣ、ＯｍｐＫ３５、ＯｍｐＫ３６和

ｔｎｐＵ，占６．３８％；１株携带 ＫＰＣ、膜孔蛋白 ＯｍｐＫ３６缺失，占

２．１３％；同时缺失膜孔蛋白ＯｍｐＫ３５、ＯｍｐＫ３６和携带ｔｎｐＵ３

株，占６．３８％；１４株同时缺失ＯｍｐＫ３５、ＯｍｐＫ３６，占２９．７９％；

１８株 缺 失 ＯｍｐＫ３５，占 ３８．３０％；３１ 株 缺 失 ＯｍｐＫ３６，占

６５．９６％；２株只携带ｔｎｐＡ，占４．２５％，见表２。

　　１～２：阳性标本；３：阴性标本。

图１　　改良 Ｈｏｄｇｅ试验结果

　　Ｍ：１００ｂｐＬａｄｄｅｒⅢ；１～２：ＫＰＣ基因ＰＣＲ产物；３：阴性对照。

图２　　ＫＰＣ基因ＰＣＲ产物图

表２　　肺炎克雷伯菌和大肠埃希菌中基因的携带情况［狀（％）］

菌株 狀
ＫＰＣ

（＋）

ＯｍｐＫ３５

（＋）

ＯｍｐＫ３６

（＋）

ｔｎｐＡ

（＋）

ｔｎｐＵ

（＋）

肺炎克雷伯菌 ２７ ３（１１．１１）１３（４８．１４）１６（５９．２６） ２（７．４１） １６（５９．２６）

大肠埃希菌 ２０ １（５．００）１６（８０．００） ０（０．００） ０（０．００） ２（１０．００）

合计 ４７ ４（８．５１）２９（６１．７０）１６（３４．０４） ２（４．２５） １８（３８．３０）

２．３　药敏结果分析　４７株可疑产碳青霉烯酶肺炎克雷伯菌

和大肠埃希菌中对氨苄西林、氨苄西林／舒巴坦、头孢唑啉、头

孢他啶、头孢曲松、氨曲南、左氧氟沙星、环丙沙星的耐药率依

次为１００．００％、９３．６２％、９１．４９％、８９．３６％、８７．２３％、８７．２３％、

８０．８５％和８０．８５％；对丁胺卡那霉素、亚胺培南、美罗培南耐

药率较低，分别为２５．５３％、２９．７９％和３１．９１％。肺炎克雷伯

菌与大肠埃希菌在众多类型抗菌药物在耐药选择上总体上差
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异不大，详见表３。在 ＥＳＢＬｓ耐药株统计中，肺炎克雷伯菌

（１５／２７）和大肠埃希菌（１１／２０）检出率均为５５．００％。

２．４　亚胺培南耐药菌株的耐药性分析　肺炎克雷伯菌和大肠

埃希菌对亚胺培南耐药的有１４株，敏感３２株，中介１株。耐

亚胺培南的菌株对２０种抗菌药物耐药率均较高，除丁胺卡那

霉素（２８．５７％）和呋喃妥因（４２．８６％）外，其余１８种抗菌药物

的耐药率均在７０％以上；对比耐药菌和敏感菌的药敏可知，亚

胺培南耐药株对头孢哌酮／舒巴坦等９种抗菌药物的耐药率普

遍高于敏感菌株，二者差异具有统计学意义（犘＜０．０５），具体

见表４。

表３　　对２１种抗菌药物敏感试验结果

抗菌药物
肺炎克雷伯菌（２７株）

耐药株数 耐药率（％）

大肠埃希菌（２０株）

耐药株数 耐药率（％）

头孢哌酮／舒巴坦 １９ ７０．３７ １３ ６５．００

头孢美唑 １６ ５９．２６ １４ ７０．００

美罗培南 ８ ２９．６３ ７ ３５．００

氨苄西林 ２６ １００．００ ２０ １００．００

氨苄西林／舒巴坦 ２５ ９２．５９ １９ ９５．００

丁胺卡那霉素 ９ ３３．３３ ３ １５．００

氨曲南 ２６ ９６．３０ １５ ７５．００

环丙沙星 １９ ７０．３７ １９ ９５．００

头孢替坦 １４ ５１．８５ １１ ５５．００

头孢曲松 ２５ ９２．５９ １６ ８０．００

头孢唑啉 ２６ ９６．３０ １７ ８５．００

厄他培南 ２２ ８１．４８ １２ ６０．００

头孢吡肟 １８ ６６．６７ １２ ６０．００

呋喃妥因 １９ ７０．３７ ２ １０．００

庆大霉素 １７ ６２．９６ １２ ６０．００

亚胺培南 ８ ２９．６３ ６ ３０．００

左氧氟沙星 ２０ ７４．０７ １８ ９０．００

复方新诺明 １７ ６２．９６ １４ ７０．００

头孢他啶 ２６ ９６．３０ １６ ８０．００

妥布霉素 １５ ５５．５６ １２ ６０．００

哌拉西林／他唑巴坦 １２ ４４．４４ ９ ４５．００

　　：犘＜０．０５，与肺炎克雷伯菌比较。

表４　　亚胺培南耐药与敏感菌药敏结果比较

抗菌药物
亚胺培南耐药（１４株）

株数 耐药率（％）

亚胺培南敏感（３２株）

株数 耐药率（％）

头孢哌酮／舒巴坦 １４ １００．００ １７ ５３．１３

头孢美唑 １３ ９２．８６ １７ ５３．１３

美罗培南 １４ １００．００ ４ １２．５０

氨苄西林 １４ １００．００ ３１ ９６．８８

氨苄西林／舒巴坦 １４ １００．００ ２９ ９０．６３

丁胺卡那霉素 ４ ２８．５７ ７ ２１．８８

氨曲南 １４ １００．００ ２６ ８１．２５

环丙沙星 １２ ８５．７１ ２５ ７８．１３

头孢替坦 １３ ９２．８６ １２ ３７．５０

头孢曲松 １４ １００．００ ２６ ８１．２５

头孢唑啉 １４ １００．００ ２８ ８７．５０

续表４　　亚胺培南耐药与敏感菌药敏结果比较

抗菌药物
亚胺培南耐药（１４株）

株数 耐药率（％）

亚胺培南敏感（３２株）

株数 耐药率（％）

厄他培南 １４ １００．００ １９ ５９．３８

头孢吡肟 １３ ９２．８６ １６ ５０．００

呋喃妥因 ６ ４２．８６ １４ ４３．７５

庆大霉素 １１ ７８．５７ １７ ５３．１３

左氧氟沙星 １１ ７８．５７ ２６ ８１．２５

复方新诺明 １０ ７１．４３ ２１ ６５．６３

头孢他啶 １４ １００．００ ２８ ８７．５０

妥布霉素 １１ ７８．５７ １５ ４６．８８

哌拉西林／他唑巴坦 １４ １００．００ ６ １８．７５

　　：犘＜０．０５，与亚胺培南耐药菌比较。

３　讨　　论

大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌对碳青霉烯类抗菌药物的耐

药机制主要有４种：（１）产生碳青霉烯酶；（２）主动外排系统的

活跃；（３）ＥＳＢＬｓ或ＡｍｐＣ酶的产生；（４）外膜蛋白的缺失或数

量的减少，其中产碳青霉烯酶是细菌耐药的主要机制［８］。肺炎

克雷伯菌碳青霉烯酶（ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅ，

ＫＰＣ）是近年发现的一种新型的能够钝化碳青霉烯的细菌酶，

它能够水解碳青霉烯类、头孢菌素类和氨曲南等抗菌药物。

ＫＰＣ酶存在于质粒上，可在细菌间进行水平或垂直传播，已经

在世界范围内引起关注，报道的地区和细菌种类也日益增加。

在本研究中，４７株可疑耐碳青霉烯类菌改良 Ｈｏｄｇｅ试验

阳性有６株，提示该菌株产碳青霉烯酶，经聚合酶链反应扩增

出４株含ＫＰＣ基因，其中３株为肺炎克雷伯菌，１株为大肠埃

希菌，经ＧｅｎＢａｎｋ比对确定为ＫＰＣ２基因型，说明本地区流行

的ＫＰＣ酶主要为ＫＰＣ２型。改良Ｈｏｄｇｅ试验是ＣＬＳＩ推荐的

用于筛查ＫＰＣ型碳青霉烯酶的方法，本研究结果显示符合率

为６６．６７％，没检出ＫＰＣ酶的２株菌可能产生了除ＫＰＣ酶外

的碳青霉烯酶，可能携带有Ｂ类金属酶５类基因型，如 ＶＩＭ、

ＩＭＰ、ＳＰＭ、ＧＩＭ 和 ＳＩＭ，或者携带有 Ｄ 类碳青霉烯酶如

ＯＸＡ２２３、ＯＸＡ２５８、ＯＸＡ２４０等
［９］。另外改良 Ｈｏｄｇｅ试验会出

现假阳性，有报道［９］菌株产了较多的ＥＳＢＬｓ或 ＡｍｐＣ可能导

致其出现假阳性，本实验的其中１株为 ＥＳＢＬｓ阳性，缺失

ＯｍｐＫ３５、Ｏｍｐｋ３６基因，另外１株ＥＳＢＬｓ阴性。

在１４株耐亚胺培南菌株中，大多肺炎克雷伯菌携带转座

子ｔｎｐＵ，说明转座子ｔｎｐＵ在肺炎克雷伯菌中对耐药基因的表

达调控起重要作用［１０］；全部大肠埃希菌显示外膜孔道蛋白

ＯｍｐＫ３６基因缺失，说明外膜孔蛋白 ＯｍｐＫ３６基因对其耐药

起着至关重要作用。综上所述，本地区耐碳青霉烯类抗菌药物

肺炎克雷伯菌和大肠埃希菌的耐药机制如下：（１）出现碳青霉

烯酶，主要为ＫＰＣ２型；（２）对于肺炎克雷伯菌，膜孔蛋白基因

缺失引起的耐药零星出现，多携带转座子ｔｎｐＵ；（３）对于大肠

埃希菌，外膜孔蛋白ＯｍｐＫ３６基因缺失是其耐药的最主要原

因，导致肺炎克雷伯菌和大肠埃希菌对碳青霉烯类抗菌药物耐

药或敏感性下降的原因是产生上述碳青霉烯酶、外膜蛋白缺

失、转座子携带。

４７株可疑产碳青霉烯酶肺炎克雷伯菌和大肠埃希菌对厄

他培南的耐药率高达７２．３４％，高于亚胺培南（下转第１６９页）
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２．２　ＡＫＡ和ＣＣＰ抗体对ＲＡ组有较高的特异性，见表２。

表２　　ＡＫＡ和抗ＣＣＰ抗体的敏感性及特异性（％）

项目 敏感性 特异性

ＡＫＡ ４９．７９ ９７．３１

抗ＣＣＰ抗体 ６８．４６ ９７．２１

ＡＫＡ＋抗ＣＣＰ抗体 ４８．５５ ９７．９３

３　讨　　论

ＲＡ是慢性全身性自身免疫性疾病，主要累及各关节，是

呈多发性、对称性的慢性炎症，常反复发作，最终可导致关节畸

形和功能丧失，同时也可引起其他器官或组织受累［３］。因此

ＲＡ的早期诊断和治疗尤其重要。类风湿因子（ＲＦ）是类风湿

关节炎主要的血清学标志［４］，目前ＲＦ检测已为临床所常用，

但ＲＦ也可出现在慢性炎症和感染性疾病中，其特异性较低，

不利于早期诊断［５］。后来建立了 ＥＬＩＳＡ 法检测抗 ＣＣＰ抗

体［６］，以及间接免疫荧光法检测ＡＫＡ的方法。抗ＣＣＰ抗体和

ＡＫＡ可早期出现于类风湿关节炎结果
［７］，本研究中显示ＡＫＡ

的特异性为９７．３１％，抗ＣＣＰ抗体的特异性为９７．２１％，联合

检测ＡＫＡ和抗ＣＣＰ抗体的特异性为９７．９３％。因此，联合检

测ＡＫＡ和抗ＣＣＰ抗体可以提高ＲＡ早期的诊断率
［８１１］，可以

使ＲＡ患者尽早得到治疗，改善预后。

在全世界大约有１％的人患有 ＲＡ，其中７５％为女性患

者［１２］，经统计分析本院这段时期内的 ＲＡ患者，女性２１５例，

男性２６例，女性患者高达９０％，提示该病高发于女性患者。

本研究发现 ＡＫＡ在ＲＡ组中的阳性率为４９．７９％，在非 ＲＡ

组中的阳性率仅为２．６９％，经统计学比较，差异有统计学意义

（犘＜０．０１），抗ＣＣＰ抗体在 ＲＡ组的阳性率为６８．４６％，在非

ＲＡ组中的阳性率仅为２．７９％，差异有统计学意义（犘＜

０．０１）。因此，ＡＫＡ和抗ＣＣＰ抗体在 ＲＡ的辅助诊断中有重

要的临床意义。
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（２９．７９％）和美罗培南（３１．９１％）；对于本地区可疑产碳青霉烯

酶菌，亚胺培南可能成为临床上治疗重症感染的首选。１４株

耐亚胺培南的菌株对所检测抗菌药物的耐药率达到７０％以

上，对丁胺卡那霉素的敏感率最高，可作为首先药物。携带

ＫＰＣ２型基因的菌株除对丁胺卡那霉素敏感外，其余２０种常

见临床使用抗菌药物中均显示耐药；可见携带 ＫＰＣ２型碳青

霉烯酶的细菌基本到达无药可用的地步，应引起高度重视。因

此，建立本地区耐碳青霉烯酶检测体系，及时发现和定期报告

本地区耐药菌的流行趋势，合理规范化使用碳青霉烯类抗菌药

物，能够有效减少产碳青霉烯酶菌株的发生和传播。
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