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［摘　要］　目的　了解某院临床分离的肠杆菌科细菌产ＫＰＣ型碳青霉烯酶情况及其基因型别。方法　收集该院

２００９—２０１０年临床分离的肠杆菌科细菌１８０１株，经药敏试验筛选出耐药性高的菌株，采用改良Ｈｏｄｇｅ试验和聚

合酶链反应（ＰＣＲ）扩增检测细菌产ＫＰＣ型碳青霉烯酶情况，并测序分析其基因型别。结果　１８０１株肠杆菌科细

菌中，有７８３株（４３．４８％）对第三代头孢菌素耐药，其中４株还对碳青霉烯类抗菌药物耐药；改良Ｈｏｄｇｅ试验初筛

出２株耐药菌株，经ＰＣＲ扩增证实为碳青霉烯酶犫犾犪ＫＰＣ２基因。结论　该院已出现产ＫＰＣ２型碳青霉烯酶耐药

基因的肠杆菌科细菌，临床与实验室应加强监测和控制。

［关　键　词］　肠杆菌科；ＫＰＣ酶；碳青霉烯酶；阴沟肠杆菌；肺炎克雷伯菌；大肠埃希菌；抗药性，微生物
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　　肠杆菌科细菌作为社区获得性和医院感染的重

要病原菌，可引起呼吸道、泌尿道以及全身系统性感

染。由于抗菌药物的大量使用，肠杆菌科细菌的耐

药现象也十分普遍。国内外研究［１－２］发现，肠杆菌

科细菌对碳青霉烯类抗菌药物的敏感性正趋于降

低，患者常常死于无药可治。笔者对川北医学院附

属医院收集的肠杆菌科细菌进行了ＫＰＣ型碳青霉

烯酶的研究，现报告如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　２００９—２０１０年川北医学院附属医
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院住院患者分离的１８０１株肠杆菌科细菌。所有细

菌均经Ｖｉｔｅｋ３２ＧＮＩ＋卡鉴定到种，入选标准为：

ＧＮＳ１４３卡结果显示头孢噻肟、头孢曲松和头孢他

啶中一种或多种耐药；厄他培南最低抑菌浓度

（ＭＩＣ）≥２μｇ／ｍＬ；美罗培南ＭＩＣ≥２μｇ／ｍＬ；亚胺

培南ＭＩＣ≥２μｇ／ｍＬ。满足以上任一项的肠杆菌科

菌株即可入选。对照菌株为犈．犮狅犾犻ＡＴＣＣ２５９２２

和犓．狆狀犲狌犿狅狀犻犪ＡＴＣＣ７００６０３。

１．２　改良Ｈｏｄｇｅ试验　制备０．５麦氏浊度单位的

大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２菌液，１０倍稀释，用棉签

蘸取菌液均匀涂布ＭＨ平板，中间贴厄他培南（１０

μｇ）纸片，再用无菌接种环将待检菌株（以上入选菌

株）从纸片边缘向外划线；阴性对照为 ＡＴＣＣ

７００６０３，阳性对照为 ＫＰＣ２ 的肺炎克雷伯菌

（肺克＋，浙江省丽水市中心医院检验科黄金伟赠

送）。３５℃孵育１６～１８ｈ后观察结果。

１．３　ＫＰＣ型碳青霉烯酶基因扩增和测序　对入选

菌株采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）技术扩增碳青霉烯酶

（犫犾犪ＫＰＣ）基因。煮沸法提取细菌ＤＮＡ，引物序列

根据ＧｅｎＢａｎｋ中提供的序列设计，由上海生物工程

公司合成，序列如下：正向 ５’ＣＣＣＡＣＴＧＴＧ

ＣＡＧＣＴＣＡＴＴＣＡ３’，反向 ５’ＣＧＴＴＧＡＣＧＣ

ＣＣＡＡＴＣＣＣ３’，扩增片段长度为６８０ｂｐ。ＰＣＲ反

应体系为：模板ＤＮＡ３μＬ，１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ
２＋

ｐｌｕｓ）５μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ 混合物 ４μＬ，

１０μｍｏｌ／μＬ引物各１μＬ，５Ｕ／μＬｒＴａｑ酶０．２５

μＬ，无菌水３５．７５μＬ，总体积为５０μＬ。反应条件：

９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃ 变性３０ｓ，５２℃ 退火３０ｓ，

７２℃ 延伸３０ｓ，３０个循环，最后７２℃延伸７ｍｉｎ。

扩增产物经１％琼脂糖（含ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ）电泳分离，

凝胶成像，观察结果。ＰＣＲ产物经上海基康公司

ＡＢＩ３７３０测序仪测序，所得结果在ＧｅｎＢａｎｋ上进

行ｂｌａｓｔ比对。

２　结果

２．１　药敏试验结果　１８０１株临床分离肠杆菌科

细菌中，有７８３株（４３．４８％）对头孢噻肟、头孢曲松

和头孢他啶中一种或多种耐药，即为本研究入选菌

株，其中４株对美罗培南或亚胺培南耐药，分别是２

株大肠埃希菌（编号：大肠０９－９７、大肠１０－４２２），２

株阴沟肠杆菌（编号：阴沟０９－１３８、阴沟１０－７６）。

临床分离的常见肠杆菌科细菌对第三、四代头孢菌

素类和碳青霉烯类抗菌药物药敏结果显示，大肠埃

希菌、肺炎克雷伯菌、阴沟肠杆菌对第三、四代头孢

菌素类均呈现不同程度耐药性；肺炎克雷伯菌对美

罗培南、亚胺培南不耐药，但大肠埃希菌和阴沟肠杆

菌均出现对美罗培南、亚胺培南耐药的现象。见

表１。

表１　２００９—２０１０年常见肠杆菌科分离株耐药率（％）

犜犪犫犾犲１　ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒａｔｅｓｏｆｔｈｅｃｏｍｍｏｎＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅｉｓｏｌａｔｅｓｆｒｏｍ２００９ｔｏ２０１０（％）

Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔ
犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻

２００９（狀＝３７６） ２０１０（狀＝４３１）

犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲

２００９（狀＝２１９） ２０１０（狀＝１９７）

犈狀狋犲狉狅犫犪犮狋犲狉犮犾狅犪犮犪犲

２００９（狀＝１４７） ２０１０（狀＝１４１）

Ｃｅｆｔｒｉａｘｏｎｅ ５５．５９ ４８．７２ ４４．２９ ４０．１０ ５３．０６ ５１．７７

Ｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ ４８．６７ ４７．５６ ４０．１８ ４１．１２ ４４．２２ ４７．５２

Ｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅ ４６．５４ ４６．４０ ４０．１８ ４３．１５ ４３．５４ ４０．４３

Ｃｅｆｅｐｉｍｅ ４４．６８ ４５．０１ ２７．８５ ３９．０９ ２５．１７ ３３．３３

Ｍｅｒｏｐｅｎｅｍ ０．００ ０．２３ ０．００ ０．００ ０．００ ０．７１

Ｉｍｉｐｅｎｅｍ ０．２７ ０．００ ０．００ ０．００ ０．６８ ０．７１

２．２　改良Ｈｏｄｇｅ试验　７８３株入选菌株中，２株改

良Ｈｏｄｇｅ试验阳性，１株肺炎克雷伯菌（肺克１０－

１３５）和１株阴沟肠杆菌（阴沟１０－７６）；与阳性对照

一样，菌落出现矢状生长，其他菌株均为阴性。见

图１。

２．３　ＰＣＲ扩增犫犾犪ＫＰＣ及ＤＮＡ测序比对　ＰＣＲ

扩增结果显示，肺炎克雷伯菌（肺克１０－１３５）和阴

沟肠杆菌（阴沟１０－７６）在６８０ｂｐ左右处均有

犫犾犪ＫＰＣ基因目的条带，其他检测菌均未扩增出条

带。见图２。ＰＣＲ产物经测序后与ＧｅｎＢａｎｋ中序

列比对，证实为ＫＰＣ２型碳青霉烯酶基因。
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狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲Ｋ＋）；３：犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲（Ｋ１０－１３５）；４：

犈狀狋犲狉狅犫犪犮狋犲狉犮犾狅犪犮犪犲（Ｅ１０－７６）

图１　改良Ｈｏｄｇｅ试验结果

犉犻犵狌狉犲１　ＲｅｓｕｌｔｏｆｍｏｄｉｆｉｅｄＨｏｄｇｅｔｅｓｔｉｎｇ
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Ｍ：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ（２０００ｂｐ）；１：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪

狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲Ｋ＋）；２：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ＡＴＣＣ７００６０３）；３：犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪

狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲（Ｋ１０－１３５）；４：犈狀狋犲狉狅犫犪犮狋犲狉犮犾狅犪犮犪犲（Ｅ１０－７６）

图２　ＰＣＲ扩增犫犾犪ＫＰＣ基因结果

犉犻犵狌狉犲２　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ犫犾犪ＫＰＣｇｅｎｅｂｙＰＣＲ

３　讨论

碳青霉烯类抗菌药物（包括亚胺培南、美罗培

南、厄他培南、帕尼培南等）作为一组新型β内酰胺

类药物，具有良好的通透性和广谱抗菌活性，尤其对

超广谱β内酰胺酶和质粒介导的ＡｍｐＣ酶具有良

好的稳定性，被认为是目前治疗革兰阴性杆菌最有

效的广谱抗菌药物。本研究结果显示，临床分离的

肠杆菌科细菌存在较高耐药率，２００９—２０１０年第三

代头孢菌素的耐药率均在４０％以上，２０１０年第四代

头孢菌素（头孢匹美）的耐药率也高于２００９年，达

３０％以上。虽然碳青霉烯类药物耐药率最低，但值

得注意的是，随着其在临床的广泛使用，耐药菌株首

先在鲍曼不动杆菌和铜绿假单胞菌中出现［３－４］，肠

杆菌科细菌对其的敏感性也开始下降，近年甚至出

现耐药株。本研究结果显示，本院在２００９年出现耐

亚胺培南大肠埃希菌和阴沟肠杆菌各１株，２０１０年

不仅发现耐美罗培南的大肠埃希菌１株，还发现１

株既耐亚胺培南也耐美罗培南的阴沟肠杆菌（阴沟

１０－７６），应引起微生物学家和临床医生的高度重

视。

近年的国内外研究表明，对碳青霉烯类药物耐

药的主要机制之一是产碳青霉烯酶，包括Ａｍｂｌｅｒ

分子分类的Ａ、Ｂ、Ｄ类酶，其中属于Ａ类的ＫＰＣ型

碳青霉烯酶是目前引起肠杆菌科细菌对碳青霉烯类

抗菌药物耐药的主要原因。２００１年Ｙｉｇｉｔ等
［５］首次

在美国北卡罗来纳州从肺炎克雷伯菌中分离到

ＫＰＣ１，随后在法国
［６］、英国［７］、波兰［８］等国家也相

继报道分离到产ＫＰＣ酶菌株，甚至在局部造成暴发

和流行，而且在肺炎克雷伯菌、产酸克雷伯菌、沙门

菌属、阴沟肠杆菌、大肠埃希菌和奇异变形杆菌等肠

杆菌科多个菌属中存在。我国于２００４年在浙江大

学医学院附属第一医院首次发现产ＫＰＣ２酶的肺

炎克雷伯菌［９］，之后江苏［２］、北京［１０］等地区相继也

报道发现了ＫＰＣ酶。随着产ＫＰＣ酶肠杆菌科细菌

感染的日益增多，使治疗肠杆菌科细菌的最后一道

防线破坏，其直接后果是影响抗菌药物的治疗效果。

本研究在临床分离的１８０１株非重复肠杆菌科细菌

中筛选出２株产ＫＰＣ型碳青霉烯酶菌株，提示必须

加强监测和控制，以防扩散。同时由于产ＫＰＣ型碳

青霉烯酶菌株对碳青霉烯类抗菌药物不一定耐药，

故容易误导临床的抗菌药物选择［１１］。本研究结果

也显示，筛选出的２株产ＫＰＣ型碳青霉烯酶肠杆菌

科细菌，１株阴沟肠杆菌（阴沟１０－７６）对美罗培南

和亚胺培南均耐药，而另１株肺炎克雷伯菌（肺克

１０－１３５）对头孢噻肟、头孢曲松和头孢他啶均耐药，

但对碳青霉烯类抗菌药物敏感。对于此类产ＫＰＣ

酶的菌株，临床使用碳青霉烯类抗菌药物效果不明

确，可选用多粘菌素、替加环素等药物治疗。然而，

对于碳青霉烯类抗菌药物耐药的菌株也不一定都产
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ＫＰＣ型酶，可能还有其他耐药机制，如本院分离的

大肠０９－９７、大肠１０－４２２和阴沟０９－１３８菌株未

检测出ＫＰＣ型酶，其耐亚胺培南或美罗培南的机制

有待进一步研究。

此外，ＫＰＣ型碳青霉烯酶基因位于可移动质粒

上，故可经质粒、整合子、插入序列的基因元件进行

传播，具有在局部暴发流行的潜在威胁［１２］。而且，

碳青霉烯类抗菌药物作为临床治疗多重耐药菌的一

线药物，产ＫＰＣ酶菌株的出现使临床面临了又一大

难题。因此，ＫＰＣ酶在世界范围内已引起关注，临

床和实验室应重视对此类细菌的监测，合理用药，及

时控制，以免发生医院感染，甚至暴发流行的事件。
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３．３　病原学送检率明显提高　２００７年病原学送检

率为４０．３２％。病原学送检率较低的原因为医生缺

乏送检意识；其次是检测时间较长，细菌培养或血培

养结果报告一般在标本送检后３～４ｄ，影响了医生

的积极性，不利于早期指导临床合理用药。经综合

管理后，病原学送检率提高至２０１０年的７６．００％，

略高于卫生部＞７０％的基本要求。

３．４　合理用药意识明显增强　综合性管理以来，医

务人员尤其是临床医生合理应用抗菌药物的意识明

显增强：抗菌药物使用前有病原学送检意识，使用时

有针对性意识，联用时有合理性意识，用药后有严密

观察或及时调整意识。
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