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［摘　要］　目的　研究某院耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌（ＣＲＥ）在细菌耐药方面的分子流行病学特征，为ＣＲＥ的

防控提供依据。方法　收集某院２０１３—２０１７年细菌室保存的ＣＲＥ，对其进行多位点序列分型（ＭＬＳＴ）、药敏试

验、全基因序列测定，选取部分ＣＲＥ中携带的碳青霉烯耐药基因进行基因环境分析。结果　共收集６２株ＣＲＥ，成

功复活５１株；其中耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（ＣＲＫＰ）３０株，耐碳青霉烯类大肠埃希菌（ＣＲＥＣ）９株，耐碳青霉烯

类阴沟肠杆菌（ＣＲＥＣＬ）６株，耐碳青霉烯类其他肠杆菌６株。ＣＲＫＰＭＬＳＴ主要包括３株ＳＴ１４７、２株ＳＴ１１；

ＣＲＥＣＭＬＳＴ主要包括３株ＳＴ１６７；ＣＲＥＣＬＭＬＳＴ主要包括３株ＳＴ９３、２株ＳＴ８８。５１株ＣＲＥ对氨苄西林、头孢

噻肟的耐药率最高，均为１００％。耐碳青霉烯类耐药基因分布：１株携带犫犾犪ＫＰＣ２，１４株携带犫犾犪ＩＭＰ４，１８株携带

犫犾犪ＮＤＭ１，２２株携带犫犾犪ＮＤＭ５，２株携带犫犾犪ＮＤＭ９，１０株携带犫犾犪ＯＸＡ１，１０株携带犫犾犪ＯＸＡ１０，２株携带犫犾犪ＯＸＡ２３，２株携带

犫犾犪ＯＸＡ６６。分析犫犾犪ＮＤＭ１、犫犾犪ＮＤＭ５、犫犾犪ＮＤＭ９、犫犾犪ＩＭＰ４不同菌种的基因环境，发现几种耐药基因各自的基因环境都与已

报道的基因环境相似，无明显的菌种间差异性。结论　耐药基因通过水平传播能稳定存在于不同的ＣＲＥ菌株中，

对医院感染防控造成一定的威胁。

［关　键　词］　耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌；β内酰胺酶；多位点序列分型；基因环境；医院感染
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　　近十年来，耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌（ｃａｒ

ｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ，ＣＲＥ）是全

球密切关注的耐药菌之一。２０１７年，世界卫生组织

（ＷＨＯ）
［１］发布首份对抗菌药物耐药的“重点病原

体”清单，列出对人类健康构成最大威胁的１２种细

菌，并根据这些细菌对新型抗菌药物的迫切需求程

度分成三个类别：极为重要、十分重要和中等重要，

将ＣＲＥ列入“极为重要”级别（１类重点）。ＣＲＥ感

染尚无有效的治疗药物，且病死率极高，给感染性疾

病的治疗带来了严峻挑战。近些年医院ＣＲＥ的分

离率有所上升，故通过研究某院ＣＲＥ的分子流行病

学特点、感染危险因素等内容，为临床医生精准治疗

ＣＲＥ感染患者和医院感染管理部门防控ＣＲＥ在医

院内的播散提供参考依据。现将结果报告如下。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　收集某院２０１３—２０１７年细菌室

－８０℃医用低温箱保存的６２株ＣＲＥ（所有菌株的

亚胺培南最小抑菌浓度≥４μｇ／ｍＬ），标本来自痰、

尿、血、伤口分泌物等。

１．２　主要试剂　ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ＤＮＡ分子量标

准、ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ购于大连市宝生物工程有限公

司，细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒购于天根生华科

技有限公司，西班牙琼脂糖购于北京市沃比森科技

有限公司，６磷酸葡萄糖购于广州市普博欣生物有

限公司，无水乙醇、氯化钠、浓盐酸、氢氧化钠购于广

州化学试剂厂。

１．３　主要设备　Ｖｉｔｅｋ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物鉴

定及药敏分析仪、ＡＳＴＧＮ１３药敏卡购于法国梅里

埃公司，超净工作台购于苏州市净化设备有限公司，

ＤＮＰ９２７２电热恒温培养箱购于上海市申贤恒温设

备厂，ＴＨＺ恒温震荡箱购于广州市神化生物技术有

限公司，Ｅｌｉｘ１００超纯水装置购于美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公

司，ＤＹＣＰ３１Ｃ型电泳槽购于北京市六一仪器厂，基

质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪购于日本岛津

公司，台式高速离心机、微量移液器、电动移液枪购

于德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司，脉冲场凝胶电泳、电泳凝胶

成像系统、ＰＣＲ扩增仪购于美国ＢＩＯＲＡＤ公司。

１．４　试验方法

１．４．１　菌株的初次分离、鉴定及保存　按照《全国

检验技术操作规程（第４版）》
［２］的要求进行接种、分

离、培养，选择有临床意义的细菌，用法国梅里埃

Ｖｉｔｅｋ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物鉴定及药敏分析仪

进行细菌鉴定，使用 ＡＳＴＧＮ１３药敏卡进行 ＭＩＣ

检测。将血平板分纯后的菌株，用脱脂棉签刮洗下

来，转移至脱脂牛奶保存液，置于医用低温箱－８０℃

保存。

１．４．２　菌株的复活、再次鉴定　将－８０℃保存的

菌株接种到４ｍＬＬＢ肉汤培养基，于３７℃摇床中

过夜培养；用接种环蘸取菌液，于美罗培南浓度为

１μｇ／ｍＬ的麦康凯琼脂培养基上划线，经３７℃恒温

培养１６～２０ｈ。选用基质辅助激光解吸电离飞行

时间质谱（简称 ＭＡＬＤＩＴＯＦ ＭＳ）技术和１６Ｓ

ｒＤＮＡ方法对分离的ＣＲＥ进行菌株鉴定。

１．４．３　药敏试验　选取１０种受试的抗菌药物，根

据美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）Ｍ１００—Ｓ２８

（２０１８）
［３］中药物配置方法标准的指导，选取溶剂进

行配制、稀释，依照ＣＬＳＩＭ１００—Ｓ２８（２０１８）中琼脂

稀释法测定菌株的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）。药敏试验

的判断标准，除替加环素的折点（Ｓ≤１μＬ／ｍＬ，Ｒ＞

２μＬ／ｍＬ）、粘菌素的折点（Ｓ≤２μＬ／ｍＬ，Ｒ＞２μＬ／

ｍＬ）是参照欧洲药敏试验委员会（ＥＵＣＡＳＴ）
［４］推

荐外，其余抗菌药物的折点参照ＣＬＳＩＭ１００—Ｓ２８

（２０１８）文件的要求。见表１。
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表１　ＣＲＥ药敏试验的判断标准（μＬ／ｍＬ）

犜犪犫犾犲１　ＣｒｉｔｅｒｉａｆｏｒＣＲＥｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇ（μＬ／ｍＬ）

抗菌药物 敏感（Ｓ） 中介（Ｍ） 耐药（Ｒ）

头孢噻肟（ＣＴＸ） ≤１ ２ ≥４

美罗培南（ＭＥＭ） ≤１ ２ ≥４

阿米卡星（ＡＭＫ） ≤１６ ３２ ≥６４

庆大霉素（ＧＥＮ） ≤４ ８ ≥１６

氨苄西林（ＡＭＰ） ≤８ １６ ≥３２

替加环素（ＴＩＧ） ≤１ ２ ＞２

环丙沙星（ＣＩＰ） ≤１ ２ ≥４

粘菌素（ＣＳ） ≤２ － ＞２

磷霉素（ＦＯＳ） ≤６４ １２８ ≥２５６

复方磺胺甲口恶唑（ＳＸＴ） ≤２／３８ 　－ ≥４／７６

１．４．４　全基因序列测定　用细菌基因组ＤＮＡ提

取试剂盒提取待测细菌基因组。将所提基因组

ＤＮＡ送至诺和致源科技有限公司测序，采用细菌全

基因组ｄｅｎｏｖｏ测序技术，构建ＩｌｌｕｍｉｎａＰＥ（４００ｂｐ）

文库，利用Ｉｌｌｕｍｉｎａ（Ｍｉｓｅｑ／Ｈｉｓｅｑ）平台测序，ｄｅ

ｎｏｖｏ组装后进行生物信息分析。

１．４．５　序列结构分析　（１）菌株所携带质粒的分

析：将拼接好的测序结果上传至ＰｌａｓｍｉｄＦｉｎｄｅｒ１．３

数据库 （ｈｔｔｐｓ：／／ｃｇｅ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／Ｐｌａｓ

ｍｉｄＦｉｎｄｅｒ／）。（２）菌株所含耐药基因的分析：将拼

接好的测序结果上传至ＲｅｓＦｉｎｄｅｒ３．０数据库（ｈｔ

ｔｐｓ：／／ｃｇｅ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＲｅｓＦｉｎｄｅｒ／）。

１．４．６　基因环境分析　对本试验中大肠埃希菌、阴

沟肠杆菌、肺炎克雷伯菌中携带的碳青霉烯耐药基

因进行基因环境分析。将待分析菌株的全基因测序

结果应用 Ｍａｕｖｅ软件与参考序列进行比对，找出耐

药基因所在重叠群（Ｃｏｎｔｉｇ或Ｓｃａｆｆｏｌｄ），进行Ｂｌａｓｔ

比对，找出与待分析菌株相似的菌株基因环境，用

ＳｎａｐＧｅｎｅ软件进行序列比对，最后用Ｅａｓｙｆｉｇ软件

画出相应的基因环境图，用ＡｄｏｂｅＩｌｌｕｓｔｒａｔｏｒＣＣ进

行图片编辑，最终得到待测菌株的基因环境图。

１．４．７　多位点序列分型（ＭＬＳＴ）　（１）ＳＴ分型：

将拼接好的进行全基因组测序菌株的测序结果上传

至ｐＭＬＳＴ１．４数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｃｇｅ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／

ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ｐＭＬＳＴ／），分析其所属ＳＴ型。（２）新的

ＳＴ型上传：将疑似新的ＳＴ型的全基因组测序结果

提交至ＡｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｂａｕｍａｎｎｉｉＭＬＳＴ数据库（ｈｔ

ｔｐｓ：／／ｐｕｂｍｌｓｔ．ｏｒｇ／ａｂａｕｍａｎｎｉｉ／ｓｕｂｍｉｓｓｉｏｎ．ｓｈｔ

ｍｌ）以获得新的ＳＴ型。

１．５　质控菌株　大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２、大肠

埃希菌 ＡＴＣＣ８７３９为华南农业大学实验室保存

菌株。

２　结果

２．１　细菌的鉴定与 ＭＬＳＴ 结果　共收集６２株

ＣＲＥ，成功复活５１株，经细菌鉴定均为肠杆菌科细

菌；１１株ＣＲＥ未复活，主要是菌株留存年限较远。

成功复活的５１株ＣＲＥ中耐碳青霉烯类肺炎克雷伯

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

ＣＲＫＰ）３０株，耐碳青霉烯类大肠埃希菌（ｃａｒｂａｐｅｎ

ｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔ犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻，ＣＲＥＣ）９株，耐碳青

霉烯类阴沟肠杆菌（ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔ犈狀狋犲狉

狅犫犪犮狋犲狉犮犾狅犪犮犪犲，ＣＲＥＣＬ）６ 株，其他 ＣＲＥ６ 株。

ＣＲＫＰＭＬＳＴ 主要包括３株 ＳＴ１４７、２株 ＳＴ１１；

ＣＲＥＣＭＬＳＴ主要包括３株ＳＴ１６７；ＣＲＥＣＬＭＬＳＴ

主要包括３株ＳＴ９３、２株ＳＴ８８。见表２。

２．２　药敏试验结果　５１株ＣＲＥ对ＡＭＰ、ＣＴＸ的

耐药率最高，均为１００％；其次是 ＭＥＭ、ＳＸＴ，均为

９６．０８％。见表３。

２．３　全基因测序结果　３５株（６８．６３％）ＣＲＥ携带

一种耐碳青霉烯类的耐药基因，１５株（２９．４１％）

ＣＲＥ同时携带两种或两种以上耐碳青霉烯类的耐

药基因；１株未检出耐碳青霉烯类的耐药基因，但检

出多种耐其他抗菌药物的基因。５１株ＣＲＥ检出的

耐碳青霉烯类耐药基因分布情况为 １ 株携带

犫犾犪ＫＰＣ２，１４株携带犫犾犪ＩＭＰ４，１８株携带犫犾犪ＮＤＭ１，２２株

携带犫犾犪ＮＤＭ５，２株携带犫犾犪ＮＤＭ９，１０株携带犫犾犪ＯＸＡ１，

１０株携带犫犾犪ＯＸＡ１０，２株携带犫犾犪ＯＸＡ２３，２株携带

犫犾犪ＯＸＡ６６。５１株ＣＲＥ主要抗菌药物耐药基因检出

阳性率依次为四环素耐药基因（狋犲狋，９４．１２％）、甲氧

苄氨嘧啶耐药基因（犱犳狉犃，９０．２０％）、β内酰胺酶基

因（犫犾犪ＴＥＭ，８８．２４％）。见图１。

２．４　菌株的基因环境分析结果　由于本研究中所

检出的ＯＸＡ基因亚型（犫犾犪ＯＸＡ１、犫犾犪ＯＸＡ１０、犫犾犪ＯＸＡ２３、

犫犾犪ＯＸＡ６６）位于染色体上的可能性较大，未发现全球

广泛散播的犫犾犪ＯＸＡ４８ｌｉｋｅ型，因 此，只 分 析 携 带

犫犾犪ＮＤＭ１、犫犾犪ＮＤＭ５、犫犾犪ＮＤＭ９、犫犾犪ＩＭＰ４的 菌 株 基 因

环境。

２．４．１　犫犾犪ＮＤＭ１基因环境分析　选取携带犫犾犪ＮＤＭ１

基因不同菌种的肺炎克雷伯菌（４Ａ５和４Ｇ５）、大肠

埃希菌（３Ｄ６）、弗劳地柠檬酸杆菌（３Ｇ６）、黏质沙雷

菌（４Ｅ６）的全基因测序结果进行基因环境分析，发

现４Ｇ５、３Ｇ６、４Ａ５、４Ｅ６的犫犾犪ＮＤＭ１基因位于１３５２４ｂｐ
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表２　５１株ＣＲＥ的 ＭＬＳＴ结果

犜犪犫犾犲２　ＭＬＳＴｒｅｓｕｌｔｓｏｆ５１ｓｔｒａｉｎｓｏｆＣＲＥ

编号 标号（年份－编码） ＳＴ分型 编号 标号（年份－编码） ＳＴ分型

３Ｂ６－１ 肺炎克雷伯菌－２０１３０１ １１ ４Ｇ５ 肺炎克雷伯菌－２０１７２７ ＵＫ

３Ｅ１－２ 肺炎克雷伯菌－２０１３０２ ３４ ４Ｈ３ 肺炎克雷伯菌－２０１７２８ ＵＫ

３Ｅ３－１ 肺炎克雷伯菌－２０１３０３ ＵＫ ５Ａ３ 肺炎克雷伯菌－２０１７２９ ＵＫ

３Ｅ６－１ 肺炎克雷伯菌－２０１３０４ ＵＫ ５Ａ４ 肺炎克雷伯菌－２０１７３０ ４５

３Ｆ１ 肺炎克雷伯菌－２０１４０５ ＵＫ ３Ｄ６ 大肠埃希菌－２０１３０１ ３８

３Ｆ２－２ 肺炎克雷伯菌－２０１４０６ ３０７３ ３Ｇ１ 大肠埃希菌－２０１４０２ １６７

３Ｆ６ 肺炎克雷伯菌－２０１４０７ ４８ ３Ｇ２－２ 大肠埃希菌－２０１４０３ ＵＫ

３Ｇ２－１．１ 肺炎克雷伯菌－２０１４０８ ３０８ ４Ｆ１ 大肠埃希菌－２０１６０４ １６７

３Ｇ４ 肺炎克雷伯菌－２０１４０９ ＵＫ ４Ｈ４ 大肠埃希菌－２０１７０５ １６７

３Ｇ５ 肺炎克雷伯菌－２０１４１０ ＵＫ ４Ｈ５ 大肠埃希菌－２０１７０６ １０

３Ｈ１－３ 肺炎克雷伯菌－２０１４１１ １７ ５Ａ１ 大肠埃希菌－２０１７０７ ＵＫ

３Ｈ５ 肺炎克雷伯菌－２０１４１２ ＵＫ ５Ａ２ 大肠埃希菌－２０１７０８ ＵＫ

３Ｈ２ 肺炎克雷伯菌－２０１４１３ ＵＫ ５Ａ５ 大肠埃希菌－２０１７０９ ４１０

３Ｈ３－２ 肺炎克雷伯菌－２０１４１４ ＵＫ ３Ｂ３ 阴沟肠杆菌－２０１３０１ ９３

３Ｈ４－２ 肺炎克雷伯菌－２０１４１５ １４７ ３Ｂ４ 阴沟肠杆菌－２０１３０２ ９３

４Ａ２－２ 肺炎克雷伯菌－２０１５１６ １４７ ３Ｂ５ 阴沟肠杆菌－２０１３０３ ９３

４Ａ４ 肺炎克雷伯菌－２０１５１７ ＵＫ ３Ｃ３ 阴沟肠杆菌－２０１３０４ ８８

４Ａ５ 肺炎克雷伯菌－２０１５１８ ＵＫ ３Ｃ６ 阴沟肠杆菌－２０１３０５ ８８

４Ｂ６－１ 肺炎克雷伯菌－２０１５１９ １１ ４Ｈ２ 阴沟肠杆菌－２０１７０６ ＵＫ

４Ｃ１ 肺炎克雷伯菌－２０１５２０ ＵＫ ３Ｇ６ 弗劳地柠檬酸杆菌－２０１４０１ ＵＫ

４Ｃ２ 肺炎克雷伯菌－２０１５２１ ＵＫ ４Ｄ３ 弗劳地柠檬酸杆菌－２０１６０２ ＵＫ

４Ｃ５ 肺炎克雷伯菌－２０１５２２ １４７ ４Ｈ１ 雷氏普罗威登斯菌－２０１７０１ ＵＫ

４Ｃ６－１ 肺炎克雷伯菌－２０１６２３ ３９２ ５Ｂ１ 雷氏普罗威登斯菌－２０１７０２ ＵＫ

４Ｆ２ 肺炎克雷伯菌－２０１６２４ ＵＫ ４Ｅ６ 黏质沙雷菌－２０１６０１ ＵＫ

４Ｆ６－１ 肺炎克雷伯菌－２０１７２５ ＵＫ ５Ａ６ 解鸟氨酸乌拉尔菌－２０１７０１ ＵＫ

４Ｇ４ 肺炎克雷伯菌－２０１７２６ ＵＫ

　　注：部分标本在分离的时候，若存在不同形态的菌株，会分离出不同标本，例如，４Ｃ１－１、４Ｃ１－２为标本号４Ｃ１分离的菌株，若鉴定结果为

同种细菌，则汇总时用标本号；若为不同细菌，则以菌株分离的编号为准；若无法鉴定，则不纳入分析；ＵＫ表示型号未知

表３　５１株ＣＲＥ的药敏结果

犜犪犫犾犲３　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ５１

ｓｔｒａｉｎｓｏｆＣＲＥ

抗菌药物 敏感率（％） 中介率（％） 耐药率（％）

ＡＭＰ ０．００ ０．００ １００．００

ＣＴＸ ０．００ ０．００ １００．００

ＭＥＭ １．９６ １．９６ ９６．０８

ＣＳ ７８．４３ ０．００ ２１．５７

ＴＩＧ ７２．５５ ０．００ ２７．４５

ＧＥＮ ２５．４９ ３．９２ ７０．５９

ＡＭＫ ６２．７５ ３．９２ ３３．３３

ＦＯＳ ４７．０６ １３．７２ ３９．２２

ＣＩＰ ３．９２ ３．９２ ９２．１６

ＳＸＴ ３．９２ ０．００ ９６．０８

的ＤＮＡ片段上。进一步比对发现４Ｇ５与ｐＮＤＭ

ＨＮ３８０ＩｎｃＸ３的基因环境完全相同，在犫犾犪ＮＤＭ１的

上游均是被ＩＳ５ 截断的ＩＳ犃犫犪１２５，而下游在犻狀狊犈

被ＩＳ２６所截断；而４Ａ５则比ｐＮＤＭＨＮ３８０少了

一段被ＩＳ５截断的ＩＳ犃犫犪１２５的上游。经测序后显

示４株（４Ｇ５、３Ｇ６、４Ａ５、４Ｅ６）携带犫犾犪ＮＤＭ１菌株的基

因环境见图２ａ。３Ｄ６菌株的基因环境则与存在于

ｐＮＤＭＫＮＩｎｃＡ／Ｃ上的基因环境相似，相比于质

粒ｐＮＤＭＫＮ，３Ｄ６缺失一段长度为１８８８５ｂｐ包含

有Ｔｎ７转座子的碱基序列，见图２ｂ。
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图１　５１株ＣＲＥ主要抗菌药物耐药基因检出情况

犉犻犵狌狉犲１　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｍａｊｏｒａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓｉｎ５１ｓｔｒａｉｎｓｏｆＣＲＥ

!

"#$%

&

'#()*

+

,-./0

!

123-!

"

4*56

#

!" #$%&'($)*%

507859 :;

"

</5*=>?@

=A8

!

1B-C3D

"

=6

$

!" #$%&'($)*%

50E859 :;

=F?

%

1B-C3D

"

G=

$

+" ,&-.*/)0

) *)6 ;"

=H8

!

1B-C3D

"

00

$

!" #$%&'($)*%

56E8)6 :;

0A?

!

1B-C3D

"

8*

$

1" 2/%&$3))

0 =*9 ;"

!
,
I
6
?

3
-
J
F

D
K
B
L

.
M
C
H
5

N
J
;
1

C
K
"
O

4
-
%

%
P
L

4
-
*

#
$
%
Q
5

,
I
H
;
!
5
6
8
!

5

,
I
8

,
I
H
;
!
5
6
8
!

6

R
-
0
*
*
*

!
R
-
6

!
,
I
6
?

3
-
J
F

D
K
B
L

.
M
C
H
5

N
J
;
1

C
K
"
O

4
-
%

%
P
L

4
-
*

#
$
%
+
5

,
I
H
;
!
5
6
8
!

5

,
I
8

R
-
0
*
*
*

!
R
-
6

;

"#$%

+

S#

+

,-.HT1

!

SU-V!

"

4W55

$

!" #$%&'($)*%

555E0*0 :;

"

<#58>)*=

0$?

!

1B-C3D

"

6*

$

5" 6(-)

96E0>) :;

,
I
F
.
"
X

7
/
*
Y

7
/
*
P

7
/
*
S

7
/
*
F

7
/
*
L

7
/
*
$

7
/
*
X

8
(
/
P

#
*
/
H

#
*
/
P

3
0
4
H

0
#
#
H

/
%
#
H

0
7
4
H

7
/
*
1

7
/
*
'

7
/
*
O

8
2
/
H

9
*
6
1

/
%
6
O

:
0
3
Z

7
$
0
$

0
&
-
X

.
/
(
F
L

6
&
-
H
X

4
-
%

4
-
*

%
P
L

H
$
%
+
5

;
+
!
"
-
C
=

/
'
7
P

,
I
F
.
"
X

7
/
*
Y

7
/
*
P

7
/
*
S

7
/
*
F

7
/
*
L

7
/
*
$

7
/
*
X

8
(
/
P

#
*
/
H

#
*
/
P

3
0
4
H

0
#
#
H

/
%
#
H

0
7
4
H

7
/
*
1

7
/
*
'

7
/
*
O

8
2
/
H

9
*
6
1

.
/
(
F
L

6
&
-
H
X

4
-
%

4
-
*

%
P
L

H
$
%
+
5

;
+
!
"
-
C
=

/
'
7
P

0
&
-
X

　　注：图ａ中４Ｅ６的基因环境为４Ｇ５上两个绿色标记的区间内的基因环境，３Ｇ６的基因环境为４Ａ５上两个橙黄色标记的区间内的基因环

境；图ｂ是３Ｄ６的基因环境

图２　携带犫犾犪ＮＤＭ１的菌株基因环境

犉犻犵狌狉犲２　Ｇｅｎｅｔｉｃｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｏｆｓｔｒａｉｎｓｃａｒｒｙｉｎｇ犫犾犪ＮＤＭ１

２．４．２　犫犾犪ＮＤＭ５基因环境分析　选取携带犫犾犪ＮＤＭ５

基因不同菌种的肺炎克雷伯菌（４Ａ４）、阴沟肠杆菌

（４Ｈ２）、大肠埃希菌（４Ｈ５）、解鸟氨酸乌拉尔菌

（５Ａ６）的全基因测序结果进行基因环境分析，发现

４Ｈ２与４Ｈ５的基因环境与质粒ｐＮＤＭＩｎｃＸ３的

狆犻狉犱狀犪犑之间的序列相同，其犫犾犪ＮＤＭ５基因均位于

·９９４·中国感染控制杂志２０１９年６月第１８卷第６期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１８Ｎｏ６Ｊｕｎ２０１９



４５．５９４ｋｂ的ＤＮＡ序列上；犫犾犪ＮＤＭ５的上游是被ＩＳ５

截断的ＩＳ犃犫犪１２５，下游在犮狌狋犃１处被ＩＳ２６所截断。

而菌株４Ａ４与５Ａ６的基因也与ｐＮＤＭＩｎｃＸ３相

同，分别为３１２２ｂｐ和３５０２ｂｐ的ＤＮＡ序列，不过

位于截断的ＩＳ２６ 和ＩＳ犃犫犪１２５ 之间。经测序后显

示４株携带犫犾犪ＮＤＭ５菌株的基因环境见图３。

!"#$

%

&'()*

!

+,-'.

"

/012

#

!" #$%&'($)*%

345141 67

"

89:41;/<

3=/

!

+>'?-@

"

;;

$

+" ,-(*,*%

3252A; 67

3=2

%

+>'?-@

"

;/

$

+" ,(-)

3252A3 67

3B3

!

+>'?-@

"

1</

$

!" #$%&'($)*%

;51// 67

2B4

!

+>'?-@

"

:00

$

." (/$)01)$(-20),*

; 20/ 7!

#
)
/

#
*
/
B

&
C
D
;

!
9
E
F
#

&
C
/
4

0
*
0

3
-
*

"
#
G
%
2

!
&
C
B
7
.
1
/
2

!
H
'
/

!
9
E
F
I

&
C
2

&
C
B
7
.
1
/
2

&
C
;
0
0
0

'
#
/

0
(
#
4

5
)
6
7

#
*
/
4

0
*
8
4

#
)
-
9
:
;

#
)
-
9
;
<

#
)
-
9
=

#
)
-
9
>

#
)
-
9
?

0
/
*
@

#
)
-
9
A

0
*
8
B

0
*
8
C

2
*
D
B

E
$
*
F

#
)
/

#
*
/
B

&
C
D
;

!
9
E
F
#

&
C
/
4

0
*
0

3
-
*

"
#
G
%
2

!
&
C
B
7
.
1
/
2

!
H
'
/

!
9
E
F
#

&
C
2

&
C
B
7
.
1
/
2

&
C
;
0
0
0

'
#
/

0
(
#
G

5
)
6
7

#
*
/
G

0
*
8
G

#
)
-
9
;
;

#
)
-
9
;
H

#
)
-
9
=

#
)
-
9
>

#
)
-
9
?

0
/
*
@

#
)
-
9
A

0
*
8
B

0
*
8
C

2
*
D
B

E
$
*
F
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图３　携带犫犾犪ＮＤＭ５的菌株基因环境

犉犻犵狌狉犲３　Ｇｅｎｅｔｉｃｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｏｆｓｔｒａｉｎｓｃａｒｒｙｉｎｇ犫犾犪ＮＤＭ５

２．４．３　犫犾犪ＮＤＭ９基因环境分析　选取携带犫犾犪ＮＤＭ９

基因的肺炎克雷伯菌（３Ｈ４－２）的全基因测序结果

进行基因环境分析，发现犫犾犪ＮＤＭ９的基因环境与

ｐＮＤＭＨＮ３８０的基因环境基本相同，位于５０１５６

ｂｐ的 ＤＮＡ 片段上，与犫犾犪ＮＤＭ１（４Ｇ５）不同的是

犫犾犪ＮＤＭ９的上游是完整的ＩＳ犃犫犪１２５，而不是被ＩＳ５

截断的，下游在犻狀狊犈下游被ＩＳ２６所截断，且３Ｈ４－２

比ｐＮＤＭＨＮ３８０少了一段ＩＳ２６犫犾犪ＳＨＶ１２ｙｇｂＩｙｇ

ｂＪＩＳ２６的ＤＮＡ序列。见图４。
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图４　携带犫犾犪ＮＤＭ９的菌株基因环境

犉犻犵狌狉犲４　Ｇｅｎｅｔｉｃｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｏｆｓｔｒａｉｎｓｃａｒｒｙｉｎｇ犫犾犪ＮＤＭ９

２．４．４　犫犾犪ＩＭＰ４基因环境分析　选取携带犫犾犪ＩＭＰ４基

因不同菌种的肺炎克雷伯菌（４Ａ４）、阴沟肠杆菌

（３Ｂ３）、雷氏普罗威登斯菌（５Ｂ１）的全基因测序结果

进行基因环境分析，发现４Ａ４基因环境与 ＫＰ３

ＩＭＰ的基因环境完全相同，位于３７７７ｂｐ的ＤＮＡ

拼接片段上，其ＤＮＡ片段的犮犪狋犅３ 被ＩＳ２６ 截断，

ＩＳ２６也只有１２７ｂｐ碱基残留，见图５ａ。５Ｂ１的基

因环境与质粒 ｐＰｒＹ２００１较相似，犫犾犪ＩＭＰ４两端为

ＩＳ犆犚１以及Ｔｎ１３３７ 转座子插入序列的１３１０２ｂｐ

的ＤＮＡ片段上，见图５ｂ。

·００５· 中国感染控制杂志２０１９年６月第１８卷第６期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１８Ｎｏ６Ｊｕｎ２０１９
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图ａ：４Ａ４的基因环境；图ｂ：３Ｂ３、５Ｂ１的基因环境

图５　携带犫犾犪ＩＭＰ４的菌株基因环境

犉犻犵狌狉犲５　Ｇｅｎｅｔｉｃｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｏｆｓｔｒａｉｎｓｃａｒｒｙｉｎｇ犫犾犪ＩＭＰ４

３　讨论

２０１２—２０１８ 年，该 院 ＣＲＥ 总 体 检 出 率 为

１．２５％（２２９／１８２７０），ＣＲＥ的检出率呈逐年增加的

趋势。７年共检出２２９株ＣＲＥ，检出居前３位的依

次为ＣＲＫＰ（７４株）、ＣＲＥＣ（４８株）、ＣＲＥＣＬ（４５株），

与２０１７年ＣＨＩＮＥＴ
［５］全国调查结果一致。

５１株ＣＲＥ的全基因组测序结果显示，该院检

出的耐碳青霉烯类耐药基因以犫犾犪ＮＤＭ５最多（２２株），

其次为犫犾犪ＮＤＭ１（１８株）、犫犾犪ＩＭＰ４（１４株）；有１５株

ＣＲＥ同时携带两种及两种以上碳青霉烯类的耐药

基因。本研究中，检出的β内酰胺酶基因种类最多，

主 要 有 犫犾犪ＫＰＣ２、犫犾犪ＩＭＰ４、犫犾犪ＮＤＭ、犫犾犪ＯＸＡ、ｆｏｎａ、

犫犾犪ＳＦＯ１、犫犾犪ＳＨＶ、犫犾犪ＴＥＭ、犫犾犪ＣＴＸＭ、犫犾犪ＣＭＹ、犫犾犪ＤＨＡ１，其

中犫犾犪狋犲犿和犫犾犪犖犇犕检出率为８８．２４％、８２．３５％，与氨

苄西林（耐药率 １００．００％）、美罗培南 （耐药率

９６．０８％）的药敏结果较一致；甲氧苄氨嘧啶耐药基

因（犱犳狉犃）和磺胺类耐药基因（狊狌犾）检出率是９０．

２０％、７０．５９％，与复方磺胺甲口恶唑（耐药率９６．０８％）

的药敏结果较一致；磷霉素耐药基因（犳狅狊犃）检出率

是２３．５３％ ，与磷霉素（耐药率３９．２２％）的药敏结果

较一致；庆大霉素耐药基因犪狆犺、犪犪犮＇、犪犪犱犃 的检出

率分别是５８．８２％、５０．９８％、６４．７１％，与庆大霉素

（耐药率７０．５９％）的药敏结果较一致；喹诺酮耐药

基因（狇狀狉 阳性率５２．９４％ ；狅狇狓犃、狅狇狓犅 检出率

２７．４５％）检出情况，小于环丙沙星（耐药率９２．１６％）

的药敏结果，可能与其他抗菌药物耐药基因的高水

平表达起协同耐药的作用；头孢菌素类耐药基因

犫犾犪ＡｍｐＣ１ 与 犫犾犪ＡｍｐＣ２、犫犾犪ＣＴＸＭ 的 检 出 率 分 别 为

４９．０２％、７２．５５％，虽然远低于药敏试验中头孢噻肟

的耐药率（１００．００％），但考虑到携带犫犾犪ＮＤＭ基因会

同时介导头孢类和碳青霉烯类耐药，因此属于合理

的情况；而氨基糖苷类耐药基因犪狉犿犃 检出率是

１５．６９％，小于阿米卡星的耐药率（３３．３３％），可能与

所检测氨基糖苷类耐药基因的表达水平不高或与其

他的耐药机制有关。

本研究结果显示，ＣＲＥ菌株对多种抗菌药物均
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表现出多重耐药的现象，但未检测联合用药后细菌

的耐药情况。《广泛耐药革兰阴性菌感染的实验诊

断、抗菌治疗及医院感染控制：中国专家共识》［６］指

出，碳青霉烯类与磷霉素、多粘菌素、替加环素、利福

平等联合治疗ＣＲＥ感染的临床疗效，要优于单药或

其他联合用药方案；碳青霉烯类抗生素用于治疗

ＣＲＥ感染要符合三方面的条件：（１）ＭＩＣ≤８ｍｇ／Ｌ；

（２）大剂量给药（如美罗培南２ｇｑ８ｈ）；（３）延长每剂

静脉滴注时间至２～３ｈ。此外，临床医生要严格掌

握碳青霉烯类抗生素的临床应用适应证。全国抗菌

药物临床应用监测网数据显示，碳青霉烯类抗生素

使用强度由２０１１年的１．８３ＤＤＤｓ／１００人·天上升至

２０１７年的３．２８ＤＤＤｓ／１００人·天。临床碳青霉烯类

抗生素使用量的增加，除与多重耐药菌（ＭＤＲＯ）感

染、免疫缺陷／免疫抑制的患者增多外，还与部分临

床医生不合理使用抗菌药物有关。因此，明确为

ＭＤＲＯ重症患者才能使用碳青霉烯类抗生素，且用

药前应送检标本，明确病原体与药敏情况后，再结合

患者病情合理降阶梯治疗［７］。

本研究 ＭＬＳＴ结果显示，ＣＲＫＰ中包含９种不

同的ＳＴ型，其中ＳＴ１４７和ＳＴ１１较流行。来自匈

牙利２００５年的研究
［８］推测，ＳＴ１１和ＳＴ１４７可能是

导致犫犾犪ＣＴＸＭ基因散播的重要克隆群。随后相关研

究［９１０］表明，产ＥＳＢＬｓ肺炎克雷伯菌造成的医院感

染中，ＳＴ１１和ＳＴ１４７是主要的克隆群。虽然ＳＴ１１

常被认为是犫犾犪ＫＰＣ基因散播的主要国际流行株，而

在２００９年首次发现新型碳青霉烯酶 ＮＤＭ 后
［１１］，

这两个克隆群携带犫犾犪ＮＤＭ 基因在全球频繁被报

道［１２１４］。研究［１５］显示，ＳＴ１４７可能是由中东地区传

播至欧洲。中国 Ｗａｎｇ等
［１６］２０１１—２０１２年从１１省

１３所医院获得的１８７０株肠杆菌科细菌中，发现３株

产 ＮＤＭ１ 肺 炎 克 雷 伯 菌，均 属 于 ＳＴ１４７ 型。

ＣＲＥＣ中ＳＴ１６７较流行，该序列型在国际上检出较

少，仅在欧洲少量检出［１７］，我国最早在２０１３年于１例

男性患者的直肠拭子标本中分离到１株产ＮＤＭ５

的大肠埃希菌，属于ＳＴ１６７型，之后常于我国临床

检出［１８２０］。所检出的 ＣＲＥＣＬ分型属于 ＳＴ９３和

ＳＴ８８，分别携带犫犾犪ＩＭＰ４和犫犾犪ＮＤＭ１；ＳＴ９３在国际和

国内的报道较多，美国［２１］、南非［２２］、波兰［２３］均有该

序列型的报道；Ｊｉｎ等
［２４］２０１２—２０１６年间对来自我

国１１个城市１２所医院的５５株ＣＲＥＣＬ研究发现，

ＳＴ９３是第二流行的克隆群，仅次于ＳＴ４１８，且来源

于国内的多个城市；而Ｊｉａ等
［２５］２０１２—２０１６年对我

国西南地区两所医院的１１４６株阴沟肠杆菌研究显

示，ＳＴ８８是最常见的ＣＲＥＣＬ序列型，其次为ＳＴ９。

通过对携带犫犾犪ＮＤＭ１、犫犾犪ＮＤＭ５、犫犾犪ＮＤＭ９、犫犾犪ＩＭＰ４

不同菌种的基因环境进行分析，发现几种耐药基因

各自的基因环境都与已报道的基因环境相似，无明

显的菌种间差异性，说明耐药基因通过水平传播能

够稳定存在于不同的菌种之间，对医院感染预防与

控制造成更大的威胁。

在我国，关于犫犾犪ＮＤＭ基因的早期报道多来源于

不动杆菌属细菌，且常位于不可分型的质粒上［２６２７］，

随后犫犾犪ＮＤＭ基因所在的Ｔｎ１２５ 转座子从不动杆菌

属细菌中转移到肠杆菌科细菌中［２８］，且位于约５０

ｋｂ大小的不可分型质粒上，且能够发生跨种属传

播。而随后该基因位于ＩｎｃＸ３型质粒上的研究更是

时有报道且呈逐年增多的趋势。在本研究中，

犫犾犪ＮＤＭ５、犫犾犪ＮＤＭ１和犫犾犪ＮＤＭ９位于相似的基因环境中，

即耐药基因的上游存在插入序列ＩＳ犃犫犪１２５，区别在

于犫犾犪ＮＤＭ１和犫犾犪ＮＤＭ５中被ＩＳ５所截断，而在犫犾犪ＮＤＭ９

中则是完整的；而下游则是被插入序列ＩＳ２６ 所截

断，区别在于犫犾犪ＮＤＭ５在犮狌狋犃１处被ＩＳ２６所截断，而

犫犾犪ＮＤＭ１和犫犾犪ＮＤＭ９则是在犻狀狊犈下游被ＩＳ２６所截断。

已有研究［２９］表明，ｐＮＤＭＨＮ３８０可能是这种基因

环境的先祖质粒，值得关注的是在本研究中的１８株

犫犾犪ＮＤＭ１和２株犫犾犪ＮＤＭ９所在的基因环境均与其高度

相似，表明这种基因环境传播较为广泛。而在这种

基因环境的基础上，插 入 位 点 的 改 变 形 成 了

犫犾犪ＮＤＭ５所在基因环境，意味着插入序列所介导的

基因环境的变化始终随着时间或外界压力的变化

而不断进化。

犫犾犪ＩＭＰ４基因首次报道
［３０］分离自香港某医院重

症监护病房的不动杆菌属细菌，并随后在广东某医

院１例下肢溃疡患者分离的弗劳地柠檬酸杆菌中检

出［３１］，截至目前，犫犾犪ＩＭＰ４基因已经被证实存在于多

种革兰阴性菌中，常位于ＩｎｃＬ／Ｍ 和ＩｎｃＡ／Ｃ型质

粒上。本研究中４株不同菌种所携带犫犾犪ＩＭＰ４基因

都存在于犫犾犪ＩＭＰ４狇犪犮犌２犪犪犮犃４犮犪狋犅３ 的基因盒中，

此环境与最初报道于广东某医院的环境相同，且在

世界范围内都有较多报道［３２３３］，说明Ｉ型整合子在

犫犾犪ＩＭＰ４的散播过程中起到了重要的作用。

研究［３４］表明，造成ＣＲＥ传播、定植或感染的危

险因素主要有患者本身严重的基础疾病、频繁转科

或者更换床位、侵袭性诊疗操作、广谱抗菌药物的使

用。因此，ＣＲＥ的感控管理是一项复杂的系统工

程，其传播及感染的危险因素多，且存在交叉影响，

任何一个预防控制环节的疏漏，隔离防控措施不到
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位，均可能导致ＣＲＥ医院感染的传播，甚至流行和

暴发。
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［Ｊ］．ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＡｇｅｎｔｓＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，２００８，５２（８）：２９８４－

２９８７．
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２）：２２２－２２８．
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