
［收稿日期］　２０２２－０６－０６

［基金项目］　广东省卫计委广东省医学科学技术研究基金项目 （Ａ２０２１４９０）；清远市人民医院医学科研基金项目 （２０１９０２０９）

［作者简介］　陈祖阳（１９８９－），男（汉族），广东省茂名市人，初级检验师，主要从事临床检验研究。

［通信作者］　徐令清　　Ｅｍａｉｌ：ｌｉｎｇｑｉｎｇ＿ｘｕ＠１２６．ｃｏｍ

犇犗犐：１０．１２１３８／犼．犻狊狊狀．１６７１－９６３８．２０２２２９７８

·论著·

临床分离犆犚犓犘耐药和毒力基因检测及分子进化分析
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［摘　要］　目的　了解临床耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（ＣＲＫＰ）的耐药和毒力基因携带情况，为临床防治提供依

据。方法　收集某院２０２０年３月—２０２１年３月临床标本分离的ＣＲＫＰ３６株，对菌株进行药敏鉴定，采用聚合酶

链反应（ＰＣＲ）扩增检测耐药基因、荚膜血清型基因、毒力基因，采用多位点序列分型（ＭＬＳＴ）方法对菌株进行序列

分型（ＳＴ分型），基于ｗｚｉ测序结果进行血清型分型和分子进化分析。结果　３６株ＣＲＫＰ均检出犫犾犪ＫＰＣ基因，未检

出犫犾犪ＩＭＰ、犫犾犪ＶＩＭ、犫犾犪ＯＸＡ４８基因。黏液丝试验均为阴性，未检出 Ｋ１、Ｋ２、Ｋ５、Ｋ２０、Ｋ５７五种常见荚膜血清型，３６株

ＣＲＫＰ狉犿狆Ａ２、狑犮犪Ｇ、狔犫狋Ｓ、ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ、犻狌狋Ａ、犻狉狅Ｎ、狔犮犳、犿狉犽Ｄ、犿狉犽Ａ、狊犻犾Ｓ、狌犵犲、Ｐ犾狏狆犽、犳犻犿Ｈ、狑狕犻基因检出率为

１００％；犜犲狉Ｗ为８６．１１％；犳犻犿Ａ、犿犪犵Ａ均为阴性。ＭＬＳＴ结果分析显示，３６株均为ＳＴ１１型。仅３２株成功测序

狑狕犻基因，狑狕犻分型结果为Ｋ１４．Ｋ６４９６．８８％（３１／３２），Ｋ２４３．１２％（１／３２）。基于测序结果构建分子进化树，结果显

示３２株菌中３１株１００％同源，１株与浙江菌株ＫＰ１８０６９９９％同源。结论　该院ＣＲＫＰ对碳青霉烯类耐药的主要

机制是携带犫犾犪ＫＰＣ基因，优势ＳＴ分型为ＳＴ１１，狑狕犻分型以Ｋ１４．Ｋ６４为主，且携带了大量的毒力基因。分子进化树提

示存在同源性感染，怀疑有输入性传播，应及时采取防控措施，防止耐碳青霉烯类高毒力肺炎克雷伯菌医院传播。

［关　键　词］　耐碳青霉烯类高毒力肺炎克雷伯菌；耐药基因；毒力基因；分子进化树
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　　肺炎克雷伯菌是一种常见的条件致病菌，容易

引起医院感染，可导致呼吸系统、泌尿系统、创口及

血流感染等。碳青霉烯类抗生素抗菌活性强，抗菌

谱广，对宿主毒性小，对头孢菌素酶（ＡｍｐＣ酶）和超

广谱β内酰胺酶（ｅｘｔｅｎｄｅｄｓｐｅｃｔｒｕｍβｌａｃｔａｍａｓｅｓ，

ＥＳＢＬｓ）作用效果良好，在临床上越来越广泛的用于

治疗重症感染患者。但随着碳青霉烯类抗生素的广

泛应用，耐碳青霉烯类细菌检出率不断增加，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）的检出率也在不断增加，

多个国家和地区出现散发和（或）流行病例［１２］。高

毒力肺炎克雷伯菌（ｈｙｐｅｒｖｉｒｕｌｅｎｔ犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌

犿狅狀犻犪，ｈｖＫＰ）常表现为高侵袭性，预后差，病死率高

的特点，ｈｖＫＰ最早在东南亚发现，但全世界范围内

报道病例越来越多，包括欧洲和美国，中国是ｈｖＫＰ

感染的高发地区［３］。近年来耐碳青霉烯类高毒力肺

炎克雷伯菌（ＣＲｈｖＫＰ）感染的研究报道越来越多，

由于其广泛耐药，导致感染治疗缺乏可选择药物。

研究［４５］表明，ＣＲｈｖＫＰ容易在医院环境中传播，研

究临床ＣＲｈｖＫＰ十分重要。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集某院２０２０年３月—２０２１年３

月临床各科室分离的ＣＲＫＰ共３６株，菌株入选标准：

（１）ＣＲＫＰ，至少对碳青霉烯类药物（亚胺培南、美罗培

南、厄他培南）３个药物中的一个药物耐药［亚胺培

南、美罗培南最低抑菌浓度（ＭＩＣ）≥４μｇ／ｍＬ，厄他培

南 ＭＩＣ≥２μｇ／ｍＬ］，参照美国临床和实验室标准化

协会（ＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄＬａｂｏｒａｔｏｒｙＳｔａｎｄａｒｄＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，

ＣＬＳＩ）２０２０年版标准。（２）多次培养出ＣＲＫＰ，则纳

入首次培养信息。菌株于灭菌脱脂牛奶－８０℃中保

存。３６株标本中以呼吸道标本为主，其中痰标本２５

株（６９．４４％），尿标本５株（１３．８９％），血标本５株

（１３．８９％），腹腔引流液１株（２．７８％）。质控菌株为

大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２、铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ

２７８５３、肺炎克雷伯菌ＡＴＣＣ７００６０３。

１．２　仪器与试剂　ＢＤｐｈｏｅｎｉｘＭ５０（美国ＢＤ）全

自动细菌鉴定仪及其配套鉴定药敏卡，哥伦比亚血

琼脂平板（安图），ＭＨ 琼脂平板（江门凯林），

Ｓ１０００ＴＭＰＣＲ 扩 增 仪 （美 国 ＢＩＯＲＡＤ），Ｐｏｗｅｒ

ＰａｃＴＭＢａｓｉｃ电泳仪（美国 ＢＩＯＲＡＤ），ＧｅｌＤｏｘＴＭ

ＸＲ＋紫外凝胶成像系统（美国ＢＩＯＲＡＤ），高速离

心机（赛默飞），ＣＯ２ 培养箱（日本松下），布鲁克质

谱仪。试剂选用天根科技有限公司（ＴＩＡＮＧＥＮ）生

产的ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ及ＧｅｌＲｅｄ核酸染料，北

京博迈德基因技术有限公司ＤＮＡＭａｒｋｅｒＩＩ成品，

引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

１．３　方法

１．３．１　黏液拉丝试验与药物敏感试验　菌株复苏

后，分区划线接种于血平板，培养１８～２４ｈ，质谱仪

重新鉴定菌种。用无菌接种环挑取单个菌落，重复

３次；拉丝长度≥５ｍｍ为拉丝试验阳性，即为高黏

液型肺炎克雷伯菌（ＨＭＫＰ）。采用 ＢＤｐｈｏｅｎｉｘ

Ｍ５０全自动微生物鉴定系统对菌株进行药物敏感

试验，药敏结果判断参照２０２０版ＣＬＳＩ标准进行。

１．３．２　细菌 ＤＮＡ 提取　９５℃金属浴１５ｍｉｎ，

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，提取核酸，取适量上清液

（ＤＮＡ提取产物）于灭菌的１．５ｍＬＥＰ管中；使用

核酸蛋白检测仪检测 ＤＮＡ的浓度和纯度，ＯＤ２６０／

ＯＤ２８０比值应为１．７～１．９，浓度调整为大约５０ｎｇ／μＬ，

合格后于－８０℃冰箱保存。

１．３．３　耐药基因、荚膜血清型及毒力基因检测　采

用聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增４种主要碳青霉烯酶耐

药基因，包括犫犾犪ＫＰＣ、犫犾犪ＩＭＰ、犫犾犪ＶＩＭ、犫犾犪ＯＸＡ４８，碳青霉

烯酶耐药基因引物序列见表１；扩增肺炎克雷伯菌

常见荚膜血清型及毒力基因，包括荚膜多糖相关基

因犿犪犵Ａ、狉犿狆Ａ２、狑犮犪Ｇ，铁载体相关基因犪犲狉狅犫犪犮狋犻狀、

犻狌狋Ａ、犻狉狅Ｎ、狔犫狋Ｓ、狔犮犳。菌毛编码相关基因 犿狉犽Ａ、

犿狉犽Ｄ、犳犻犿Ａ、犳犻犿Ｈ，毒力质粒 Ｐ犾狏狆犽 相关基因
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Ｐ犾狏狆犽、狊犻犾Ｓ、狋犲狉Ｗ，脂多糖表达相关基因狌犵犲。同时

通过扩增狑狕犻基因检测肺炎克雷伯菌荚膜多糖血

清型，确定待测菌株的ｗｚｉ分型及荚膜血清型。引

物序列参考相关文献［６］，见表２。反应体系：总体积

２５μＬ，ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ，上下游引物

各０．５μＬ，ＤＮＡ模板０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１１μＬ。所有

ＰＣＲ产物的纯化与分析均由生工生物工程（广州）

股份有限公司完成，测序结果提交巴斯德网站ｈｔ

ｔｐｓ：／／ｂｉｇｓｄｂ．ｐａｓｔｅｕｒ．ｆｒ比对确定其基因型。

表１　碳青霉烯酶耐药基因引物序列及扩增产物大小

犜犪犫犾犲１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｓｉｚｅｏｆａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ

ｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅ

基因 引物序列（５’－３’） 产物（ｂｐ）

犫犾犪ＫＰＣ Ｆ：ＧＡＴＴＣＧＣＣＧＴＣＴＡＧＴＴＣＴＧＣ ６３８

Ｒ：ＧＧＴＣＧＴＧＴＴＴＣＣＣＴＴＴＡＧＣＣ

犫犾犪ＩＭＰ Ｆ：ＣＴＡＣＣＧＣＡＧＣＡＧＡＧＴＣＴＴＴＧ ５８７

Ｒ：ＡＡＣＣＡＧＴＴＴＴＧＣＣＴＴＡＣＣＡＴ

犫犾犪ＶＩＭ Ｆ：ＧＡＴＧＧＴＧＴＴＴＧＧＴＣＧＣＡＴＡ ３９０

Ｒ：ＣＧＡＡＴＧＣＧＣＡＧＣＡＣＣＡＧ

犫犾犪ＯＸＡ４８ Ｆ：ＧＣＴＴＧＡＴＣＧＣＣＣＴＣＧＡＴＴ ２８１

Ｒ：ＧＡＴＴＴＧＣＴＣＣＧＴＧＧＣＣＧＡＡＡ

表２　肺炎克雷伯菌荚膜血清型及毒力基因引物序列及扩增产物大小

犜犪犫犾犲２　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅｏｆ犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲ｃａｐｓｕｌａｒｓｅｒｏｔｙｐｅｓａｎｄｖｉｒｕｌｅｎｃｅｇｅｎｅｓ

基因 引物序列（５’－３’） 退火温度（℃） 产物（ｂｐ）

犿犪犵Ａ Ｆ：ＧＧＴＧＣＴＣＴＴＴＡＣＡＴＣＡＴＴＧＣ ５５ １２８２

Ｒ：ＧＣＡＡＴＧＧＣＣＡＴＴＴＧＣＧＴＴＡＧ

狉犿狆Ａ２ Ｆ：ＴＧＴＧＣＡＡＴＡＡＧＧＡＴＧＴＴＡＣＡＴＴＡＧＴ ６０ ５８０

Ｒ：ＴＴＴＧＡＴＧＴＧＣＡＣＣＡＴＴＴＴＴＣＡ

狑犮犪Ｇ Ｆ：ＧＧＴＴＧＧＫＴＣＡＧＣＡＡＴＣＧＴＡ ５５ １０９３

Ｒ：ＡＣＴＡＴＴＣＣＧＣＣＡＡＣＴＴＴＴＧＣ

狌犵犲 Ｆ：ＴＣＴＴＣＡＣＧＣＣＴＴＣＣＴＴＣＡＣＴ ５５ ５００

Ｒ：ＧＡＴＣＡＴＣＣＧＧＴＣＴＣＣＣＴＧＴＡ

狔犮犳 Ｆ：ＡＴＣＡＧＣＡＧＴＣＧＧＧＴＣＡＧＣ ５６ １６０

Ｒ：ＣＴＴＣＴＣＣＡＧＣＡＴＴＣＡＧＣＧ

犪犲狉狅犫犪犮狋犻狀 Ｆ：ＧＣＡＴＡＧＧＣＧＧＡＴＡＣＧＡＡＣＡＴ ５６ ５５６

Ｒ：ＣＡＣＡＧＧＧＣＡＡＴＴＧＣＴＴＡＣＣＴ

犻狌狋Ａ Ｆ：ＧＧＣＴＧＧＡＣＡＴＣＡＴＧＧＧＡＡＣＴＧＧ ５５ ３８２

Ｒ：ＣＧＴＣＧＧＧＡＡＣＧＧＧＴＡＧＡＡＴＣＧ

犻狉狅Ｎ Ｆ：ＡＡＧＴＣＡＡＡＧＣＡＧＧＧＧＴＴＧＣＣＣＧ ６０ ６６５

Ｒ：ＧＡＣＧＣＣＧＡＣＡＴＴＡＡＧＡＣＧＣＡＧ

狔犫狋Ｓ Ｆ：ＣＡＣＣＧＣＡＡＡＣＧＣＡＡＴＣＴＧ ５５ ７５３

Ｒ：ＧＣＣＡＴＡＧＡＣＧＣＴＧＴＴＧＴＴＧＡ

犳犻犿Ａ Ｆ：ＣＧＧＡＣＧＧＴＡＣＧＣＴＧＴＡＴＴＴＴ ６０ ５００

Ｒ：ＧＣＴＴＣＧＧＣＧＴＴＧＴＣＴＴＴＡＴＣ

犳犻犿Ｈ Ｆ：ＴＧＣＴＧＣＴＧＧＧＣＴＧＧＴＣＧＡＴＧ ６０ ５２７

Ｒ：ＧＧＧＡＧＧＧＴＧＡＣＧＧＴＧＡＣＡＴＣ

犿狉犽Ａ Ｆ：ＣＧＧＴＡＡＡＧＴＴＡＣＣＧＡＣＧＴＡＴＣＴＴＧＴＡＣＴＧ ５６ ４４４

Ｒ：ＧＣＴＧＴＴＡＡＣＣＡＣＡＣＣＧＧＴＧＧＴＡＡＣ

犿狉犽Ｄ Ｆ：ＣＣＡＣＣＡＡＣＴＡＴＴＣＣＣＴＣＧＡＡ ５６ ２９４

Ｒ：ＡＴＧＧＡＡＣＣＣＡＣＡＴＣＧＡＣＡＴＴ

狋犲狉Ｗ Ｆ：ＡＴＧＣＡＡＴＴＡＡＡＣＡＣＣＡＧＡＣＡＧ ５５ ２０５

Ｒ：ＣＴＣＡＴＴＣＴＣＴＴＧＡＧＴＧＴＴＴＴＣ
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续表２　（犜犪犫犾犲２，犆狅狀狋犻狀狌犲犱）

基因 引物序列（５’－３’） 退火温度（℃） 产物（ｂｐ）

狊犻犾Ｓ Ｆ：ＣＡＴＡＧＣＡＡＡＣＣＴＴＣＣＡＧＧＣ ５５ ７８２

Ｒ：ＡＴＣＧＧＣＡＧＡＧＡＡＡＴＴＧＧＣ

Ｐ犾狏狆犽 Ｆ：ＧＣＴＧＧＡＴＧＴＣＡＡＣＡＧＴＡＣＣ ６０ ９１６

Ｒ：ＴＣＡＡＴＴＴＴＣＣＧＧＣＴＴＣＡＴ

狑狕犻 Ｆ：ＧＴＧＣＣＧＣＧＡＧＣＧＣＴＴＴＣＴＡＴＣＴＴＧＧＴＡＴＴＣＣ ５５ ５０８

Ｒ：ＧＡＧＡＧＣＣＡＣＴＧＧＴＴＣＣＡＧＡＡＹＴＴＳＡＣＣＧＣ

Ｋ１ Ｆ：ＧＧＴＧＣＴＣＴＴＴＡＣＡＴＣＡＴＴＧＣ ５５ １２８３

Ｒ：ＧＣＡＡＴＧＧＣＣＡＴＴＴＧＣＧＴＴＡＧ

Ｋ２ Ｆ：ＧＡＣＣＣＧＡＴＡＴＴＣＡＴＡＣＴＴＧＡＣＡＧＡＧ ５６ ６４１

Ｒ：ＣＣＴＧＡＡＧＴＡＡＡＡＴＣＧＴＡＡＡＴＡＧＡＴＧＧＣ

Ｋ５ Ｆ：ＴＧＧＴＡＧＴＧＡＴＧＣＴＣＧＣＧＡ ５５ ５８０

Ｒ：ＣＣＴＧＡＡＣＣＣＡＣＣＣＣＡＡＴＣ

Ｋ２０ Ｆ：ＣＧＧＴＧＣＴＡＣＡＧＴＧＣＡＴＣＡＴＴ ５８ ７４１

Ｒ：ＧＴＴＡＴＡＣＧＡＴＧＣＴＣＡＧＴＣＧＣ

Ｋ５７ Ｆ：ＣＴＣＡＧＧＧＣＴＡＧＡＡＧＴＧＴＣＡＴ ５８ １０３７

Ｒ：ＣＡＣＴＡＡＣＣＣＡＧＡＡＡＧＴＣＧＡＣ

１．３．４　ｈｖＫＰ的判定　目前暂时没有ｈｖＫＰ统一

的判断标准。参考相关文献［７］，本研究将同时携带

狉犿狆Ａ／狉犿狆Ａ２、犪犲狉狅犫犪犮狋犻狀、犻狉狅Ｎ基因的菌株，判定

为ｈｖＫＰ。

１．３．５　多位点序列分型（ＭＬＳＴ）　ＭＬＳＴ引物序

列和反应条件参照ｈｔｔｐ：／／ｂｉｇｓｄｂ．Ｐａｓｔｅｕｒ．ｆｒ，再将

测序结果提交 ＭＬＳＴ数据库网站（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｇｓｄｂ．

Ｐａｓｔｅｕｒ．ｆｒ）比对，获得等位基因编码，再将获得的等

位基因编码按照犵犪狆Ａ、犻狀犳Ｂ、犿犱Ｈ、狆犵犻、狆犺狅Ｅ、

狉狆狅Ｂ、狋狅狀Ｂ的顺序组合，获得相应的ＳＴ型。

１．３．６　ｗｚｉ分型　将测序结果提交于 ＭＬＳＴ数据

库网站中（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｇｓｄｂ．Ｐａｓｔｅｕｒ．ｆｒ）比对获得相

应的血清型。

１．３．７　基于ｗｚｉ构建分子进化树　从ＮＣＢＩ下载

浙江菌株ＫＰ１８０６９（ＧＣＦ＿０１４１２３３４５．１）、安徽菌株

１１２１９（ＧＣＦ＿００３２８５１４５．１）、北京菌株 Ｈ１１（ＧＣＦ＿

００２７６１５１５．１）、香港菌株ＧＤ４（ＧＣＦ＿００２８９３８２５．１）

基因组数据包，找到狑狕犻基因ＣＤＳ序列，连同３２株

ＣＲＫＰ狑狕犻基因测序结果，应用 ＭＥＧＡ７．０软件，

经ＣｌｕｓｔａｌＷ 全局对比后，构建Ｍａｘｉｍｕｍｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ

进化 树，模 型 采 用 Ｋｉｍｕｒａ２Ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｍｏｄｅｌ，

Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值设为１０００，缺失值处理为ｐａｒｔｉａｌｄｅｌｅ

ｔｉｏｎ，ｃｕｔｏｆｆ：７０％。

２　结果

２．１　患者基本情况　３６株ＣＲＫＰ分离自危重医学

病科２１株，脑科１１株，呼吸内科３株，康复医学科

１株。患者基本情况：３６例均有深静脉置管、引流

管、气管插管或气管切开操作，使用抗菌药物≥３种

２６例，合并诊断肺部感染１８例。１例上报医院感染

监控系统疑似医院感染，疑似程度８６％，另有３０例

通过查阅医院病历系统和检验系统，呈不同程度怀

疑医院感染，医院感染判断标准参照 ＷＳ／Ｔ５２４—

２０１６医院感染暴发控制指南。

２．２　ＣＲＫＰ对常见抗菌药物的耐药情况　３６株

ＣＲＫＰ对美罗培南、亚胺培南耐药率均为９７．２２％，

对其他临床常见抗菌药物也呈现高度耐药，如头孢

他啶、头孢噻肟、头孢吡肟、阿莫西林／克拉维酸、哌

拉西林／他唑巴坦、头孢哌酮／舒巴坦、氨苄西林／舒

巴坦、庆大霉素、氨曲南、环丙沙星、阿米卡星、左氧氟

沙星、氯霉素、复方磺胺甲口恶唑、哌拉西林。见图１。

２．３　黏液丝试验　３６株ＣＲＫＰ黏液丝试验均为

阴性。

２．４　耐药基因、荚膜血清型及毒力基因检测结果　

未检出Ｋ１、Ｋ２、Ｋ５、Ｋ２０、Ｋ５７五种常见荚膜血清型。
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图１　３６株ＣＲＫＰ药敏结果矩阵图

犉犻犵狌狉犲１　Ｍａｔｒｉｘｏｆ３６ｓｔｒａｉｎｓｏｆＣＲＫＰａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓ

ｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｒｅｓｕｌｔｓ

ｗｚｉ荚膜血清分型显示，３２株 ＣＲＫＰ中３１株为

Ｋ１４．Ｋ６４型，１株为Ｋ２４型。耐药基因检测结果显

示：３６株ＣＲＫＰ均检出犫犾犪ＫＰＣ基因，ＰＣＲ扩增产物

电泳结果。见图２。未检出犫犾犪ＩＭＰ、犫犾犪ＶＩＭ、犫犾犪ＯＸＡ４８

基因。毒力基因检测结果显示：３６株ＣＲＫＰ均携带

狉犿狆Ａ２、狑犮犪Ｇ、狔犫狋Ｓ、犪犲狉狅犫犪犮狋犻狀、犻狌狋Ａ、犻狉狅Ｎ、狔犮犳、

犿狉犽Ｄ、犿狉犽Ａ、狊犻犾Ｓ、狌犵犲、Ｐ犾狏狆犽、犳犻犿Ｈ 基因，犜犲狉Ｗ

基因检出率为８６．１１％，未检出犿犪犵Ａ和犳犻犿Ａ基

因。３６株ＣＲＫＰ均携带狉犿狆Ａ２、犻狉狅Ｎ和犪犲狉狅犫犪犮

狋犻狀基因，判定本研究中３６ 株 ＣＲＫＰ 均为 ＣＲ

ｈｖＫＰ。

２．５　ＭＬＳＴ结果　３６株ＣＲＫＰ均为ＳＴ１１型。见

图３。

２．６　狑狕犻基因分子进化结果　３２株ＣＲＫＰ中３１

株１００％同源，１株与浙江菌株ＫＰ１８０６９９９％同源，

见图４。
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　　注：Ａ为犫犾犪ｋｐｃ基因ＰＣＲ扩增产物凝胶电泳结果；Ｂ为狑狕犻基因ＰＣＲ扩增产物凝胶电泳结果；Ｍ为ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；Ｎ为阴性对照。

图２　部分基因ＰＣＲ扩增产物凝胶电泳结果
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图３　ＣＲＫＰ管家基因ＰＣＲ扩增产物凝胶电泳结果
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图４　ＣＲＫＰ狑狕犻基因分子进化分析结果图

犉犻犵狌狉犲４　Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎ狑狕犻ｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

ｒｅｓｕｌｔｓ
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３　讨论

根据全国细菌耐药监测网２０１４—２０１９年细菌

耐药性监测报告［８］结果显示，肺炎克雷伯菌在革兰

阴性杆菌中检出率为１３．９％～１４．４％，仅次于大肠

埃希菌（２０．１％～２１．２％）。肺炎克雷伯菌对亚胺培

南耐药率从４．８％升至１０．５％。ＣＲＫＰ检出率逐年

上升，给抗感染治疗带来巨大挑战，控制ＣＲＫＰ医

院传播，了解其耐药机制已成为医务人员及研究人

员的关注焦点。本研究中ＣＲＫＰ对美罗培南、亚胺

培南耐药率均为９７．２２％，对其他临床常见抗菌药

物也呈现高度耐药。本研究中３６例患者均有深静

脉置管、引流管、气管插管或气管切开操作，使用抗

菌药物≥３种２６例，合并诊断肺部感染１８例。长

期入住重症监护病房（ＩＣＵ），病情危重，免疫力低

下，执行侵入性操作，抗菌药物不合理使用都可能

是ＣＲＫＰ感染的易感因素，与ｋｉｄｄｅｅ等
［９］研究一

致。本研究中痰标本占６９．４４％，表明ＣＲＫＰ可能主

要定植于呼吸道，而患者频繁地通过呼吸机辅助通气

时侵入呼吸道，造成进一步感染［１０］。如果ＣＲＫＰ获

得了ｈｖＫＰ的毒力质粒，进化为ＣＲｈｖＫＰ，在抵抗

力低下患者中传播流行，会导致病死率与治疗成本

增加［１１］。

本研究中３６株ＣＲＫＰ均携带狉犿狆Ａ２、犻狉狅Ｎ和

犪犲狉狅犫犪犮狋犻狀基因，判定本研究中３６株 ＣＲＫＰ均为

ＣＲｈｖＫＰ。３６ 株 ＣＲＫＰ 均携带狉犿狆Ａ２、狑犮犪Ｇ、

狔犫狋Ｓ、犪犲狉狅犫犪犮狋犻狀、犻狌狋Ａ、犻狉狅Ｎ、狔犮犳、犿狉犽Ｄ、犿狉犽Ａ、

狊犻犾Ｓ、狌犵犲、Ｐ犾狏狆犽、犳犻犿Ｈ 基因；ＴｅｒＷ 基因检出率为

８６．１１％；均未检出犿犪犵Ａ和犳犻犿Ａ基因。狉犿狆Ａ基

因是黏液性调节因子，能有效激活荚膜的产生，使菌

株表现出较高的黏液性和更强的毒力性。本研究中

黏液丝试验均为阴性，但３６株菌株均携带狉犿狆Ａ２

基因。研究［１２］表明，狉犿狆Ａ２与狉犿狆Ａ有８０％的同

一性，狉犿狆Ａ２通常位于毒力质粒中，狉犿狆Ａ／狉犿狆Ａ２

基因可作为确定ｈｖＫＰ菌株的可靠生物学标志之

一。犿犪犵Ａ基因编码荚膜血清型ＫＩ特异性 Ｗｚｙ聚

合酶，只存在于Ｋ１血清型的菌株中，携带犿犪犵Ａ基

因的菌株具有黏性的胞外多糖网状结构，可抗吞噬

血清补体抵抗，导致进一步的侵袭性感染。本研究

中３６株均未携带犿犪犵Ａ基因，也未检出Ｋ１荚膜血

清型。研究［１３］表明，狑犮犪Ｇ基因是肺炎克雷伯菌菌

血症分离株生物膜形成的独立危险因素，狑犮犪Ｇ编

码的蛋白质参与了岩藻糖的生物合成，狑犮犪Ｇ缺失突

变会影响大部分荚膜多糖基因的表达，表明狑犮犪Ｇ可

能通过改变微生物多糖荚膜的组成促进肺炎克雷伯

菌生物膜形成。３６株菌株均携带狉犿狆Ａ２和狑犮犪Ｇ基

因，两者之间是否共同促进激活荚膜多糖的合成，进

而促进生物膜的形成，还需要进一步研究。

铁的摄入对细菌的生长非常重要，Ｆｅ３＋生理条

件下溶解度低，难以利用，且无法直接透过细胞膜主

动转运到细胞内，细菌需合成并分泌铁载体摄取铁

来满足生长需求。气杆菌素、耶尔森菌素、沙门菌

素、肠杆菌素是肺炎克雷伯菌中重要的四种铁载体。

研究［１４］表明，气杆菌素（ａｅｒｏｂａｃｔｉｎ）是肺炎克雷伯

菌主要的毒力决定因子，能显著提高肺炎克雷伯菌

在人腹腔积液、血清及小鼠全身和肺部感染中的存

活率，仅表达气杆菌素就能明显提高肺炎克雷伯菌

毒力。本研究３６株菌株均携带铁载体相关基因

犪犲狉狅犫犪犮狋犻狀、犻狌狋Ａ、犻狉狅Ｎ、狔犫狋Ｓ、狔犮犳，进一步证明本研

究中３６株ＣＲＫＰ均为ＣＲｈｖＫＰ。

黏附于宿主细胞表面是细菌感染宿主的关键一

步。研究［１５］表明，菌毛普遍存在于肺炎克雷伯菌，

ｃＫＰ与ｈｖＫＰ间分布并无明显差异。肺炎克雷伯菌

的黏附因子主要有Ⅰ型和Ⅲ型菌毛，Ⅰ型菌毛由

犳犻犿Ａ和犳犻犿Ｈ基因编码调控，犳犻犿Ａ基因编码的蛋

白质构成主要亚基，ＦｉｍＨ 蛋白是位于菌毛尖端的

黏附素，主要黏附表面含有甘露糖成分的物质，如泌

尿生殖道上皮细胞，促进生物膜形成，导致难治性尿

路感染；Ⅲ型菌毛由 ｍｒｋＡＢＣＤＦ操纵子编码，主要

由菌毛亚单位 ｍｒｋＡ和小分子黏附素 ｍｒｋＤ组成，

ｍｒｋＤ促进ｋｐｎ黏附不同类型的细胞，如气管上皮细

胞、肾小管上皮细胞等。ｍｒｋＡ主要黏附于非生物材

料表面，启动ｋｐｎ在留置的导管上形成生物膜
［１６１７］。

本研究中３６例患者均有深静脉置管、引流管、气管

插管或气管切开病史，可能是ＣＲｈｖＫＰ定植于呼

吸机表面导致医院传播。狌犵犲基因促进脂多糖的表

达，研究［１８１９］表明，缺乏狌犵犲基因的肺炎克雷伯菌

菌株毒性较低，并且不太可能引起尿路感染、肺炎或

败血症，狌犵犲基因突变降低了肺炎克雷伯菌感染尿

路的毒力。

结合质粒（ｐ１７ＺＲ９１ＶｉｒＫＰＣ）是由非结合

Ｐｌｖｐｋ样质粒和结合犫犾犪ＫＰＣ２载体质粒融合而成，并

与其他两种非融合质粒动态存在。ｐ１７ＺＲ９１Ｖｉｒ

ＫＰＣ与其他敏感型肺炎克雷伯菌结合，可以使敏感

型肺炎克雷伯菌快速表达碳青霉烯类耐药性和高毒

力的表型［７］。毒力质粒可以从含有ｈｖＫＰ的结合型

ＩｎｃＦ质粒转移到大肠埃希菌中。含有毒力和ＩｎｃＦ
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质粒的大肠埃希菌转导子，无论是否形成杂合质粒，

都可以通过不同的方式将毒力质粒或杂合质粒进一

步转移到ＣＲＫＰ，将ｈｖＫＰ中的ｐＬＶＰＫ样非结合

毒力质粒动员到ＣＲＫＰ和大肠埃希菌菌株中。抗

菌药物的不合理使用可能会促进编码抗生素耐药性

的结合质粒的转移和非结合毒力质粒的传播，导致

ＣＲｈｖＫＰ的传播
［１９２０］。

研究［２１］表明，狑狕犻基因检测可高效检测肺炎克

雷伯菌的荚膜血清型。本研究成功测序 ３２株

ＣＲＫＰ的狑狕犻基因，血清型分型Ｋ１４．Ｋ６４型３１株，

Ｋ２４型１株。基于ｗｚｉ基因测序结果构建分子进化

树，结果显示临床分离的 ＣＲＫＰ高度同源，３２株

１００％同源，表明存在医院传播；另外，１株与浙江报

道菌株 ＫＰ１８０６９９９％同源，通过查看病例发现

８３３７菌株分离患者为省外务工人员，不排除有输入

性传播，应引起高度重视。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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