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碳青霉烯类耐药肠杆菌科细菌碳青霉烯及头孢菌素类抗生素耐药机制
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［摘　要］　目的　研究碳青霉烯类耐药肠杆菌科细菌（ＣＲＥ）对碳青霉烯及头孢菌素类抗生素耐药机制，为临床治

疗ＣＲＥ感染及医院感染的控制提供分子流行病学依据。方法　收集２０１４—２０１５年临床送检各类标本分离的细

菌，使用 ＭｉｃｒｏｓｃａｎＷａｌｋａｗａｙ４０ｐｌｕｓ进行细菌鉴定和药敏试验，对分离的ＣＲＥ进行常见碳青霉烯酶的编码基因

（犫犾犪ＮＤＭ１及犫犾犪ＫＰＣ２）和超广谱β内酰胺酶编码基因（犫犾犪ＴＥＭ、犫犾犪ＳＨＶ、犫犾犪ＣＴＸＭ１ｌｉｋｅ、犫犾犪ＣＴＸＭ２ｌｉｋｅ、犫犾犪ＣＴＸＭ８ｌｉｋｅ及

犫犾犪ＣＴＸＭ９ｌｉｋｅ）的检测，同时检测细菌多重耐药相关的Ｉ类整合子编码基因犫犾犪ｉｎＴ１。结果　２０１４—２０１５年共分离７

株ＣＲＥ，检出率为０．３０％，１～６号菌株为肺炎克雷伯菌，７号菌株为弗劳地柠檬酸杆菌，７株菌株对β内酰胺酶抑

制剂复合制剂、头孢菌素类、头霉素类、碳青霉烯类抗生素均耐药，３株菌对阿米卡星及四环素敏感，２株菌对复方

磺胺甲口恶唑敏感。３株菌检出犫犾犪ＮＤＭ１，２株检出犫犾犪ＫＰＣ２，５株检出犫犾犪ＴＥＭ，７株均可检出犫犾犪ＳＨＶ，１株检出犫犾犪ＣＴＸＭ１

ｌｉｋｅ，４株检出犫犾犪ＣＴＸＭ９ｌｉｋｅ，５株检出犫犾犪ｉｎＴ１，未检出基因犫犾犪ＣＴＸＭ２ｌｉｋｅ及犫犾犪ＣＴＸＭ８ｌｉｋｅ。结论　犫犾犪ＮＤＭ１及犫犾犪ＫＰＣ２

是导致７株ＣＲＥ对碳青霉烯类抗生素耐药的重要机制，犫犾犪ＴＥＭ、犫犾犪ＳＨＶ及犫犾犪ＣＴＸＭ９ｌｉｋｅ是导致对头孢菌素类抗生素

耐药的主要原因，犫犾犪ｉｎＴ１在ＣＲＥ多重耐药及耐药基因传播中发挥着巨大的作用。

［关　键　词］　碳青霉烯类耐药；肠杆菌科细菌；头孢菌素；碳青霉烯酶；碳青霉烯类抗生素；多重耐药；ＣＲＥ
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　　肠杆菌科细菌广泛存在于自然环境中，是人类

肠道定植的最大一类正常菌群，同时也是临床最常

见的病原菌，当肠道内菌群因外伤、机体免疫力下

降、侵入性操作等出现移位时，可引起皮肤伤口感

染、肺炎、泌尿系统感染、血流感染等。头孢菌素类

抗生素是用于治疗肠杆菌科细菌感染的常用药物，

产超广谱β内酰胺酶（ｅｘｔｅｎｄｅｄｓｐｅｃｔｒｕｍβｌａｃｔａ

ｍａｓｅｓ，ＥＳＢＬｓ）是导致肠杆菌科细菌对头孢菌素类

抗生素耐药的主要机制［１］。碳青霉烯类抗生素是治

疗肠杆菌科细菌重症感染的一线抗菌药物，但近年

来出现了产碳青霉烯酶肠杆菌科细菌，这类细菌往

往对包括碳青霉烯类在内的多种不同类型抗菌药物

耐药，从而导致临床治疗失败，严重威胁患者生

命［２３］。本文通过对２０１４—２０１５年分离到的碳青霉

烯类耐药肠杆菌科细菌（ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔＥｎ

ｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ，ＣＲＥ）的ＥＳＢＬｓ、碳青霉烯酶、Ｉ类

整合子检测，了解ＣＲＥ对头孢菌素类及碳青霉烯类

抗生素耐药机制和整合子在ＣＲＥ中携带情况，为

ＣＲＥ的临床治疗及医院感染控制提供分子流行病

学依据。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　２０１４—２０１５年门诊及住院患者送

检各类标本按照《全国临床检验操作规程》对送检培

养标本进行细菌培养及抗菌药物敏感性试验，收集

分离的ＣＲＥ。

１．２　菌株鉴定及药敏试验　使用 ＭｉｃｒｏＳｃａｎＷａｌｋ

ａｗａｙ４０ｐｌｕｓ全自动微生物鉴定药敏分析仪对分离

菌株进行鉴定和药物敏感性分析。参考美国临床实

验室标准化协会（ＣＬＳＩ）２０１４年版进行抗菌药物敏

感性判定。质控菌株为大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２、

铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ２７８５３，均购自广东省临床检

验中心。

１．３　ＣＲＥ判定标准　肠杆菌科细菌对亚胺培南、

厄他培南及美罗培南中任何一种药物耐药即判定为

ＣＲＥ，所有ＣＲＥ均采用 ＫＢ法对这３种药物进行

复核。

１．４　模板ＤＮＡ提取　采用煮沸法提取细菌基因

组全部ＤＮＡ，挑取经分纯培养过夜菌株至双蒸水

中，１００℃ 加 热 煮 沸 １５ ｍｉｎ，冷 却 至 室 温 后

１３０００ｒｐｍ离心１０ｍｉｎ，取上清液作为ＰＣＲ反应模

板，－２０℃保存备用。

１．５　引物设计　登录ＧｅｎＢａｎｋ查找全基因组碱基

序列，使用Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０版软件设计引物。

引物序列均由上海生工生物工程有限公司合成。引

物见表１。

表１　９种耐药基因引物序列

犜犪犫犾犲１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ９ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｇｅｎｅｓ

基因名称
引物序列

（５’３’）

产物大小

（ｂｐ）

犫犾犪ＮＤＭ１ Ｆ：ＣＣＡＧＣＴＣＧＣＡＣＣＧＡＡＴＧＴ

Ｒ：ＧＡＴＣＡＧＧＣＡＧＣＣＡＣＣＡＡＡＡ

４７５

犫犾犪ＫＰＣ２ Ｆ：ＧＣＴＣＡＴＴＣＡＡＧＧＧＣＴＴＴＣＴＴ

Ｒ：ＡＧＧＴＴＣＣＧＧＴＴＴＴＧＴＣＴＣＣ＇

５０４

犫犾犪ＴＥＭ Ｆ：ＡＴＴＴＴＣＧＴＧＴＣＧＣＣＣＴＴＡＴＴＣ

Ｒ：ＣＴＡＣＧＡＴＡＣＧＧＧＡＧＧＧＣＴＴＡＣ

７５９

犫犾犪ＳＨＶ Ｆ：ＣＣＧＣＴＴＧＡＧＣＡＡＡＴＴＡＡＡＣＡ

Ｒ：ＧＣＴＧＧＣＧＡＴＡＧＴＧＧＡＴＣＴＴＴ

２１４

犫犾犪ＣＴＸＭ１ｌｉｋｅ Ｆ：ＣＣＧＡＡＴＣＴＧＴＴＡＡＡＴＣＡＧＣＧ

Ｒ：ＧＧＴＧＧＴＡＴＴＧＣＣＴＴＴＣＡＴＣＣ

３８７

犫犾犪ＣＴＸＭ２ｌｉｋｅ Ｆ：ＣＡＧＡＧＣＧＡＧＡＧＣＧＡＴＡＡＧＣＡ

Ｒ：ＡＡＴＣＴＣＣＧＣＴＧＣＣＧＧＴＴＴＴＡ

４７２

犫犾犪ＣＴＸＭ８ｌｉｋｅ Ｆ：ＣＧＣＴＧＴＴＧＣＴＧＧＧＧＡＧ

Ｒ：ＧＴＧＴＴＴＴＴＣＡＧＴＡＡＴＧＧＧＡＴＴＧＴ

２９３

犫犾犪ＣＴＸＭ９ｌｉｋｅ Ｆ：ＣＧＡＴＡＣＣＧＣＡＧＡＴＡＡＴＡＣＧＣ

Ｒ：ＡＴＣＡＣＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＣＧＡＣ

５５０

犫犾犪ｉｎＴ１ Ｆ：ＣＴＴＡＣＧＡＡＣＣＧＡＡＣＡＧＧＣ

Ｒ：ＣＧＡＧＧＴＣＴＴＣＣＧＡＴＣＴＣＣ

２３４

１．６　基因检测　９种耐药基因反应体系均为：总

体积２０μＬ，其中２×ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，上下

游引物各０．６μＬ，模板２μＬ，双蒸水６．８μＬ。

犫犾犪ＮＤＭ１、犫犾犪ＫＰＣ２、犫犾犪ＴＥＭ、犫犾犪ＳＨＶ及犫犾犪ｉｎＴ１ＰＣＲ反应

条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ，然后９４℃变性３０ｓ，

５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ，３０个循环，最后

７２℃ 延 伸 ５ ｍｉｎ。犫犾犪ＣＴＸＭ１ｌｉｋｅ、犫犾犪ＣＴＸＭ２ｌｉｋｅ、

犫犾犪ＣＴＸＭ８ｌｉｋｅ及犫犾犪ＣＴＸＭ９ｌｉｋｅＰＣＲ反应的退火为

６１℃，其他反应条件与上述基因ＰＣＲ反应条件相

同。ＰＣＲ扩增产物采用１％的琼脂糖凝胶电泳，使

·５０４·中国感染控制杂志２０１７年５月第１６卷第５期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１６Ｎｏ５Ｍａｙ２０１７



用凝胶成像系统拍照。

２　结果

２．１　药敏结果　２０１４—２０１５年共分离到肠杆菌科

细菌２３１５株，其中７株为ＣＲＥ，检出率为０．３０％。

１～６号ＣＲＥ为肺炎克雷伯菌，７号菌株为弗劳地柠

檬酸杆菌，７株菌对β内酰胺酶抑制剂复合制剂、头

孢菌素类、头霉素类、碳青霉烯类均耐药，３株菌对

阿米卡星及四环素敏感，２株菌对复方磺胺甲口恶唑

敏感，１株菌对氨曲南敏感。

２．２　耐药基因检测结果　３株菌检出犫犾犪ＮＤＭ１，２株

检出犫犾犪ＫＰＣ２，５株可检出犫犾犪ＴＥＭ，７株均可检出

犫犾犪ＳＨＶ，１株检出犫犾犪ＣＴＸＭ１ｌｉｋｅ，４株检出犫犾犪ＣＴＸＭ９

ｌｉｋｅ，５株检出犫犾犪ｉｎＴ１，未检出耐药基因犫犾犪ＣＴＸＭ２

ｌｉｋｅ和犫犾犪ＣＴＸＭ８ｌｉｋｅ。见图１～２及表２。
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Ｍ：　Ｍａｒｋｅｒ；１－７：为１－７号ＣＲＥ菌株

图１　７株ＣＲＥ耐药基因犫犾犪ＮＤＭ１、犫犾犪ＫＰＣ２及犫犾犪ｉｎＴ１ＰＣＲ产物电泳结果
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Ｍ：　Ｍａｒｋｅｒ；１－７：为１－７号ＣＲＥ菌株

图２　７株ＣＲＥ耐药基因ＰＣＲ产物电泳结果

犉犻犵狌狉犲２　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｇｅｎｅｓｏｆ７ＣＲＥｓｔｒａｉｎｓ
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表２　７株ＣＲＥ耐药基因检出情况

犜犪犫犾犲２　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｇｅｎｅｓｏｆ７ＣＲＥ

ｓｔｒａｉｎｓ

耐药基因
菌株

１号 ２号 ３号 ４号 ５号 ６号 ７号

犫犾犪ＮＤＭ１ ＋ ＋ － － － － ＋

犫犾犪ＫＰＣ２ － － ＋ － － ＋

犫犾犪ｉｎＴ１ ＋ ＋ － ＋ ＋ － ＋

犫犾犪ＴＥＭ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

犫犾犪ＳＨＶ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

犫犾犪ＣＴＸＭ１ｌｉｋｅ － － － － － － ＋

犫犾犪ＣＴＸＭ２ｌｉｋｅ － － － － － － －

犫犾犪ＣＴＸＭ８ｌｉｋｅ － － － － － － －

犫犾犪ＣＴＸＭ９ｌｉｋｅ ＋ ＋ ＋ － － ＋ －

　　 ＋：检出；－：未检出

３　讨论

近年来碳青霉烯类抗生素在临床的使用量不断

增加，这可能是导致ＣＲＥ产生的原因之一，２０１４年

中国 细 菌 耐 药 监 测 网 （ＣＨＩＮＥＴ）数 据 显 示，

３５７８８株肠杆菌科细菌对亚胺培南、美罗培南及厄

他培南耐药率均超过５％
［４］。肠杆菌科多个种属可

检出ＣＲＥ，常见ＣＲＥ有肺炎克雷伯菌、大肠埃希

菌、阴沟肠杆菌、变形杆菌属、弗劳地柠檬酸杆

菌等［５６］。

该院２０１４—２０１５年共分离７株 ＣＲＥ，其中６

株为肺炎克雷伯菌，１株为弗劳地柠檬酸杆菌。４株

ＣＲＥ分离自重症监护病房（ＩＣＵ），２株分离自神经

外科，１株分离自心内科。５株分离自痰标本，２株

分离自尿标本，７株ＣＲＥ来源患者均存在严重的原

发性疾病，如脑出血、颅脑外伤、严重的心血管疾病

等，且长期接受广谱抗菌药物治疗，说明ＣＲＥ可引

起呼吸系统及泌尿系统感染，严重的原发疾病及广

谱抗菌药物的使用是ＣＲＥ感染的重要危险因素，与

文献［７］报道一致。耐药数据显示，７株ＣＲＥ对β内

酰胺酶抑制剂复合制剂、头孢菌素类、头霉素类、碳

青霉烯类抗生素均耐药，分别有３株菌对阿米卡星

及四环素敏感，提示ＣＲＥ存在着复杂的耐药机制。

肠杆菌科细菌产ＥＳＢＬｓ在各个国家地区均有

报道，是细菌对头孢菌素类抗生素耐药的重要机制

之一。ＥＳＢＬｓ主要分为犫犾犪ＴＥＭ、犫犾犪ＳＨＶ、犫犾犪ＣＴＸＭ，其

中犫犾犪ＣＴＸＭ根据同源性可分为多个家族，主要包括

犫犾犪ＣＴＸＭ１ｌｉｋｅ、犫犾犪ＣＴＸＭ２ｌｉｋｅ、犫犾犪ＣＴＸＭ８ｌｉｋｅ 及

犫犾犪ＣＴＸＭ９ｌｉｋｅ
［８］。细菌对碳青霉烯类抗生素主要耐

药机制为产碳青霉烯酶，Ａｍｂｌｅｒ分类中的 Ａ、Ｂ、Ｄ

类酶可水解碳青霉烯类抗生素，其中Ａ类酶主要有

ＧＥＳ、ＫＰＣ、ＳＭＥ等，Ｂ类为金属酶，可被ＥＤＴＡ抑

制，主要包括 ＶＩＭ、ＩＭＰ、ＡＩＭ、ＳＩＭ、ＮＤＭ１等，Ｄ

类酶即苯唑西林酶，其中的ＯＸＡ４８对碳青霉烯类

抗生素耐药发挥着巨大的作用［９１０］。携带有犫犾犪ＫＰＣ２

的细菌对包括碳青霉烯类在内的所有β内酰胺类抗

生素耐药，同时因犫犾犪ＫＰＣ２位于可转移的耐药质粒

上，极易导致犫犾犪ＫＰＣ２在不同细菌间传播，从而引起

ＣＲＥ医院感染的流行
［１１１２］。自２００９年耐药基因

犫犾犪ＮＤＭ１首次被报道以来，关于犫犾犪ＮＤＭ１的报道逐年

增加，犫犾犪ＮＤＭ１编码的产物不但可以水解碳青霉烯类

抗生素，也可水解多数头孢菌素类抗生素，携带有

犫犾犪ＮＤＭ１的细菌往往同时携带有针对氨基糖苷类、喹

诺酮类抗菌药物耐药基因，从而进一步加剧细菌的

耐药性［１３］。Ｉ类整合子是一类可主动获取耐药基因

的可移动元件，在多种革兰阴性杆菌中均有检出，与

细菌多重耐药性及耐药基因传播有着密切的关

系［１４］。本研究中 １ 号及 ２ 号菌株同时携带有

犫犾犪ＮＤＭ１、犫犾犪ＳＨＶ、犫犾犪ＣＴＸＭ９ｌｉｋｅ及犫犾犪ｉｎＴ１，３号及６号

菌株同时携带有犫犾犪ＫＰＣ２、犫犾犪ＴＥＭ、犫犾犪ＳＨＶ及犫犾犪ＣＴＸＭ９

ｌｉｋｅ，４号及５号菌株同时携带有犫犾犪ＴＥＭ、犫犾犪ＳＨＶ及

犫犾犪ｉｎＴ１，７ 号 菌 株 同 时 携 带 有 犫犾犪ＮＤＭ１、犫犾犪ＴＥＭ、

犫犾犪ＳＨＶ、犫犾犪ＣＴＸＭ１ｌｉｋｅ及犫犾犪ｉｎＴ１，每株菌至少可检出

２种ＥＳＢＬｓ相关耐药基因，多株菌同时检出ＥＳＢＬｓ

相关耐药基因及犫犾犪ＮＤＭ１或犫犾犪ＫＰＣ２，说明携带有ＥＳ

ＢＬｓ相关耐药基因是７株ＣＲＥ对头孢菌素类抗生

素耐药的主要原因，同时也说明了多种耐药机制参

与了头孢菌素类抗生素的耐药性；携带犫犾犪ＮＤＭ１及

犫犾犪ＫＰＣ２是ＣＲＥ对碳青霉烯类抗生素耐药的主要机

制。４号及５号未检出犫犾犪ＮＤＭ１及犫犾犪ＫＰＣ２，可能是

犫犾犪ＶＩＭ、犫犾犪ＯＸＡ４８等其他碳青霉烯耐药基因介导了对

碳青霉烯类抗生素耐药［１５］。７株ＣＲＥ中部分菌株

对氨基糖苷类、复方磺胺甲口恶唑及四环素耐药，因本

研究主要了解ＣＲＥ对头孢菌素类及碳青霉烯类抗

生素的耐药机制，故未检测关耐药。

综上所述，ＣＲＥ耐药形势严峻，结合本文耐药

统计数据及文献报道，ＣＲＥ感染治疗建议使用氨基

糖苷类、四环素类如替加环素、多粘菌素、磷霉素等

抗菌药物，美罗培南、多粘菌素及替加环素联合治疗

可明显降低病死率［１６］。多种不同耐药机制介导了

ＣＲＥ对头孢菌素类抗生素的耐药，对碳青霉烯类抗

生素耐药主要机制为携带犫犾犪ＮＤＭ１及犫犾犪ＫＰＣ２。临床

科室及医院感染控制部门应密切监控携带有碳青霉

烯酶相关耐药基因及Ｉ类整合子的ＣＲＥ，做好感染

患者隔离工作，避免ＣＲＥ在医院内暴发流行。
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