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高黏液表型与基因型预测肺炎克雷伯菌毒力的比较
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［摘　要］　目的　评价高黏液表型、毒力基因预测高毒力肺炎克雷伯菌（ｈｖＫｐ）的应用价值。方法　收集２０１６年

１１月—２０１８年４月广东省４所医院分离的肺炎克雷伯菌，通过拉丝试验判断菌株黏液表型，检测毒力基因和血清

型情况，采用蜡螟模型计算菌株的半数致死率（ＬＤ５０），比较不同高黏液（犺犿）表型和毒力基因型菌株ＬＤ５０。结果　

共收集１９４株肺炎克雷伯菌，拉丝试验阳性菌株占４０．２％（７８株）。蜡螟试验结果显示，仅毒力基因犻狌犮Ａ、犻狉狅Ｂ、

犳犻犿Ｈ阳性菌株ＬＤ５０低于相应的阴性菌株（犘＜０．０５）。犻狌犮Ａ＋犻狉狅Ｂ＋犳犻犿Ｈ＋犺犿全阳性组（狀＝５８）、犻狌犮Ａ阳性＋

犻狉狅Ｂ阳性＋犳犻犿Ｈ阳性＋犺犿阴性组（狀＝２３）、犻狌犮Ａ＋犻狉狅Ｂ＋犳犻犿Ｈ＋犺犿全阴性组（狀＝２８）３组ＬＤ５０分别为（５．３９±

０．７１）、（５．４４±０．６２）、（５．８３±０．６４）ｌｏｇ１０ＣＦＵ／ｍＬ，前两组比较差异无统计学意义（犘＝０．７８６），但前两组分别与

第３组比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。在高黏液表型菌株中血清型Ｋ１、Ｋ２、Ｋ５７检出率高于非高黏液表型

菌株，差异均有统计学意义（均犘＜０．００１）。结论　仅依据高黏液表型预测ｈｖＫｐ准确性较低，与高黏液表型相比，

毒力基因犻狌犮Ａ＋、犻狉狅Ｂ＋、犳犻犿Ｈ＋预测ｈｖＫｐ更准确。
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＋ａｎｄ犳犻犿Ｈ ＋ａｒｅｍｏｒｅａｃｃｕｒａｔｅｔｏｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｈｖＫｐ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ；ｓｔｒｉｎｇｔｅｓｔ；ｈｙｐｅｒｖｉｒｕｌｅｎｔ犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲

　　肺炎克雷伯菌属于革兰阴性杆菌，可引起多系

统感染［１］。与经典肺炎克雷伯菌（ｃｌａｓｓｉｃ犓犾犲犫犻狊犲犾犾犪

狆狀犲狌犿狅狀犻犪，ＣＫＰ）相比，高毒力肺炎克雷伯菌（ｈｙ

ｐｅｒｖｉｒｕｌｅｎｔ犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲，ｈｖＫｐ）受到广

泛关注，不仅可引起细菌性肝脓肿［２］，还可引起脑膜

炎、坏死性筋膜炎和眼内膜炎等转移性感染［３４］。

ｈｖＫｐ菌株在琼脂平板上的菌落表现为高黏液性

（ｈｙｐｅｒｍｕｃｏｖｉｓｃｏｕｓ，ｈｍ）
［５］，可引起严重的转移性

感染［６］。但也有小鼠试验表明，仅少数（１／５）高黏液

表型菌株表现为高毒力［７］。因此，不能仅以高黏液

表型区分ｈｖＫｐ与ＣＫＰ菌株。研究高黏液表型以

及基因型预测ｈｖＫｐ的可靠性，现将结果报告如下。

１　资料与方法

１．１　菌株来源　２０１６年１１月—２０１８年４月广东

省４所医院收集多种标本（包括血液、引流液、尿等）

来源的肺炎克雷伯菌。将收集的菌株应用Ｖｉｔｅｋ全

自动微生物分析仪进行鉴定。初次鉴定后再经１６Ｓ

ｒＲＮＡ基因测序鉴定。

１．２　拉丝试验　用接种环蘸取生长在ＬＢ（购自广

东环凯微生物科技有限公司）琼脂平板上的新鲜肺

炎克雷伯菌菌落，将接种环向上提起，若菌落形成的

黏丝长度＞５ｍｍ，则判定为拉丝试验阳性，称为高

黏液表型肺炎克雷伯菌（ｈｙｐｅｒｍｕｃｏｖｉｓｃｏｕｓ犓犾犲犫

狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲，ｈｍＫｐ）；反之则为阴性，称为非

高黏液表型肺炎克雷伯菌（ｎｏｎｈｙｐｅｒｍｕｃｏｖｉｓｃｏｕｓ

犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲，ｎｏｎｈｍＫｐ）
［５］。

１．３　血清荚膜分型与毒力基因检测　采用煮沸法

提取菌株ＤＮＡ模板，ＰＣＲ扩增特异性引物（血清型

Ｋ１、Ｋ２、Ｋ５、Ｋ２０、Ｋ５４、Ｋ５７及毒力基因狉犿狆Ａ、

狉犿狆Ａ２、犿犪犵Ａ、犻狌犮Ａ等１８个毒力基因）参照文献

［８］合成。ＰＣＲ体系：ＰＣＲ上下游引物（引物浓度

１０ｐｍｏｌ／μＬ）各１．０μＬ，Ｐｒｅｍｉｘ１２．５μＬ（购自北京

六合华大基因科技有限公司），超纯水９．５μＬ，ＤＮＡ

模板１．０μＬ，总共２５．０μＬ。ＰＣＲ扩增阳性产物送

北京六合华大基因科技有限公司进行双脱氧末端终

止法（也称ｓａｎｇｅｒ测序法）测序，ＧｅｎＢａｎｋ 进行

Ｂｌａｓｔ比对双测序结果，进而获得相应基因型。

１．４　蜡螟试验　从天津惠裕德生物科技有限公司

购买符合试验标准的大蜡螟幼虫，每只重约３００～

４００ｍｇ，肤色不正常或活力欠佳的幼虫均剔除在

外。为减少物理损伤及自身原因，共设置２组对照

组，一组注射等量的ＰＢＳ，一组蜡螟不做任何处理。

收集孵育于ＬＢ琼脂平板上１８～２０ｈ分纯的临床肺

炎克雷伯菌菌株，将单菌落加入ＰＢＳ溶液（ｐＨ＝６．５）

调制成０．５麦氏单位，进行菌落计数，依照菌落计数

结果将菌液浓度稀释至１０４～１０
７ＣＦＵ／ｍＬ。随机选

择１０只大蜡螟为一组，每一株肺炎克雷伯菌共注射

３组，每株菌４个稀释浓度共需１２０只蜡螟，每株待检

细菌均进行试验。取微量注射器吸取２０．０μＬ细菌

悬液从蜡螟伪足的第一腹节进针，全部注入后置于

干净的培养皿内放入孵箱，培养皿上标记细菌名称

及浓度。注射后每隔６ｈ观察记录每组蜡螟死亡数

量，直到７２ｈ，７２ｈ后大蜡螟做灭菌无害化处理。

用回归分析方法中的ｐｒｏｂｉｔ概率法计算半数致死

率（ＬＤ５０）（ｌｏｇ１０ＣＦＵ／ｍＬ）。

１．５　统计学分析　应用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行

分析，计数资料比较采用卡方检验，各组ＬＤ５０比较

采用狋检验或单因素分析
［９］，犘≤０．０５为差异有统

计学意义。

２　结果

２．１　拉丝试验结果　共收集１９４株肺炎克雷伯菌，

主要来源于血标本（占７０．１％），其次为引流液

（１１．４％）、下呼吸道标本（１０．８％）、尿（３．６％）、无菌

体液（３．１％）、脑脊液（１．０％）。所有菌株拉丝试验

阳性率为４０．２％（７８／１９４），其中血标本来源菌株阳

性率为３３．１％（４５／１３６），其他标本来源菌株阳性率

为５６．９％（３３／５８）。

２．２　血清分型结果　１９４株中有８２株（４２．３％）肺

炎克 雷 伯 菌 可 进 行 荚 膜 血 清 型 分 型，１１２ 株

（５７．７％）用ＰＣＲ方法无法获得确切血清型（非Ｋ１／

Ｋ２／Ｋ５／Ｋ２０／Ｋ５４／Ｋ５７）。ｈｍＫｐ 与 ｎｏｎｈｍＫｐ 菌

株的荚膜血清型比较，ｈｍＫｐ菌株中血清型 Ｋ１、

Ｋ２、Ｋ５７检出率高于ｎｏｎｈｍＫｐ菌株，差异均有统

计学意义（均犘＜０．００１）。ｈｍＫｐ与ｎｏｎｈｍＫｐ菌

株中血清型Ｋ５、Ｋ２０、Ｋ５４检出率比较，差异均无统

计学意义（均犘＞０．０５），且检出率均较低。见表１。
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表１　ｈｍＫｐ和ｎｏｎｈｍＫｐ菌株血清型分布情况

犜犪犫犾犲１　ＳｅｒｏｔｙｐｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｈｍＫｐａｎｄｎｏｎｈｍＫｐｓｔｒａｉｎｓ

血清型
ｈｍＫｐ（狀＝７８）

株数 检出率（％）

ｎｏｎｈｍＫｐ（狀＝１１６）

株数 检出率（％）
犘

Ｋ２ ３０ ３８．５ ３ ２．６ ＜０．００１

Ｋ１ １９ ２４．４ ７ ６．０ ＜０．００１

Ｋ５７ １１ １４．１ １ ０．９ ＜０．００１

Ｋ２０ ４ ５．１ １ ０．９ ０．１６９

Ｋ５ ２ ２．６ ０ ０．０ ０．３１３

Ｋ５４ １ １．３ ３ ２．６ ０．９１１

２．３　毒力基因检测结果　检测７８株ｈｍＫｐ菌株的

毒力基因，其中５个毒力基因检出率超过８０％，分别

为狌狉犲Ａ（９３．６％）、犳犻犿Ｈ（８８．５％）、犻狉狅Ｂ（８７．２％）、

犲狀狋Ｂ（８４．６％）、犻狌犮Ａ（８２．１％）；犻狉狅Ｂ＋犳犻犿Ｈ基因检

出率为８０．８％（６３株），犲狀狋Ｂ＋犳犻犿Ｈ基因检出率为

７９．５％（６２株），犻狌犮Ａ＋犻狉狅Ｂ基因检出率为７８．２％

（６１株），犻狌犮Ａ＋犻狉狅Ｂ＋犳犻犿Ｈ基因检出率为７４．４％

（５８株），犻狌犮Ａ＋犻狉狅Ｂ＋狆犲犵３４４基因检出率为７１．８％

（５６株）。ｈｍＫｐ菌株中犳犻犿Ｈ、犻狉狅Ｂ、犲狀狋Ｂ、犻狌犮Ａ、

狉犿狆Ａ、狉犿狆Ａ２、狆犲犵３４４、狔犮犳Ｍ、犐狉狆２、狔犫狋狊、犽犳狌Ｂ、

狌犵犲、犿犪犵Ａ检出率高于ｎｏｎｈｍＫｐ菌株，差异均有

统计学意义（均犘＜０．０５）。见表２。

２．４　蜡螟试验结果　ｈｍＫｐ菌株ＬＤ５０低于ｎｏｎ

ｈｍＫｐ菌株，血清型 Ｋ１菌株ＬＤ５０高于血清型 Ｋ２

菌株。根据菌株毒力基因阳性和阴性进行分组，对比

各组蜡螟ＬＤ５０，发现仅犻狌犮Ａ、犻狉狅Ｂ、犳犻犿Ｈ毒力基因阳

性菌株ＬＤ５０低于相应的阴性菌株。见表３。犻狌犮Ａ＋

犻狉狅Ｂ＋犻犿Ｈ 基因均阳性菌株ＬＤ５０低于均阴性菌株

［ＬＤ５０分别为（５．４±０．７）、（５．８±０．６）ｌｏｇ１０ＣＦＵ／ｍＬ，

犘＝０．００４］。３个基因（犻狌犮Ａ、犻狉狅Ｂ、犳犻犿Ｈ）均阳性与

其中任意两个基因阳性或一个基因阳性ＬＤ５０比较，

差异均无统计学意义（均 犘＞０．０５）。将犻狌犮Ａ＋

犻狉狅Ｂ＋犳犻犿Ｈ全阳性、犻狌犮Ａ＋犻狉狅Ｂ＋犳犻犿Ｈ全阴性菌

株分为两组，结合高粘液表型（犺犿 阳性／犺犿 阴性），

比较毒力基因与高黏液表型预测ｈｖＫｐ的准确性。

犻狌犮Ａ阴性＋犻狉狅Ｂ阴性＋犳犻犿Ｈ 阴性＋犺犿 阳性组

（狀＝２）菌株数较少，无法对比，因此共分为三组，分

别为犻狌犮Ａ＋犻狉狅Ｂ＋犳犻犿Ｈ＋犺犿 全阳性组（狀＝５８）、

犻狌犮Ａ阳性＋犻狉狅Ｂ阳性＋犳犻犿Ｈ 阳性＋犺犿 阴性组

（狀＝２３）、犻狌犮Ａ＋犻狉狅Ｂ＋犳犻犿Ｈ＋犺犿 全 阴 性 组

（狀＝２８），其ＬＤ５０分别为（５．３９±０．７１）、（５．４４±

０．６２）、（５．８３±０．６４）ｌｏｇ１０ＣＦＵ／ｍＬ，总体比较，差

异有统计学意义（犉＝４．１５７，犘＝０．０１８），前两组间

比较差异无统计学意义（犘 值为０．７８６），但前两组

分别与第３组比较差异均有统计学意义（犘值分别

为０．００６、０．０４１）。犻狌犮Ａ＋犻狉狅Ｂ＋犳犻犿Ｈ３个毒力基

因阳性的情况下，是否为高黏液表型菌株的ＬＤ５０比

较，差异无统计学意义；对于非高黏液表型菌株，

犻狌犮Ａ＋犻狉狅Ｂ＋犳犻犿Ｈ３个毒力基因阳性菌株的ＬＤ５０

低于相应阴性菌株。

表２　ｈｍＫｐ和ｎｏｎｈｍＫｐ菌株毒力基因检出情况

犜犪犫犾犲２　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｖｉｒｕｌｅｎｃｅｇｅｎｅｓｏｆｈｍＫｐａｎｄｎｏｎ

ｈｍＫｐｓｔｒａｉｎｓ

毒力

基因

ｈｍＫｐ（狀＝７８）

株数 检出率（％）

ｎｏｎｈｍＫｐ（狀＝１１６）

株数 检出率（％）
犘

狌狉犲Ａ ７３ ９３．６ １０４ ８９．７ ０．３４２

犳犻犿Ｈ ６９ ８８．５ ８８ ７５．９ ０．０２９

犻狉狅Ｂ ６８ ８７．２ ２３ １９．８ ＜０．００１

犲狀狋Ｂ ６６ ８４．６ ７５ ６４．７ ０．００２

犻狌犮Ａ ６４ ８２．１ ２９ ２５．０ ＜０．００１

狔犮犳Ｍ ６２ ７９．５ ６８ ５８．６ ０．００２

犐狉狆２ ６０ ７６．９ ５７ ４９．１ ０．０００

狆犲犵３４４ ５９ ７５．６ １６ １３．８ ＜０．００１

狌犵犲 ５６ ７１．８ ６６ ５６．９ ０．０３５

狑犪犫Ｇ ５３ ６７．９ ６４ ５５．２ ０．０７５

狉犿狆Ａ ５２ ６６．７ １３ １１．２ ＜０．００１

狉犿狆Ａ２ ４８ ６１．５ ９ ７．８ ＜０．００１

狔犫狋狊 ４４ ５６．４ ３７ ３１．９ ０．００１

犽狆狀 ４３ ５５．１ ５８ ５０．０ ０．４８３

犃犾犾狊 ３２ ４１．０ ４０ ３４．５ ０．３５５

犽犳狌Ｂ ２９ ３７．２ ２０ １７．２ ０．００２

狑犮犪Ｇ ２０ ２５．６ ３３ ２８．４ ０．６６７

犿犪犵Ａ １８ ２３．１ ５ ４．３ ＜０．００１

表３　不同组肺炎克雷伯菌感染蜡螟的ＬＤ５０比较

犜犪犫犾犲３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＬＤ５０ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｆ犓犾犲犫狊犻犲犾

犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲ｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＧａｌｌｅｒｉａｍｅｌｌｏｎｅｌｌａ

高黏液表型与基因型 株数 ＬＤ５０（ｌｏｇ１０ＣＦＵ／ｍＬ） 犘

高黏液表型 ７８ ５．４±０．７ ０．０２３

非高黏液表型 １１６ ５．６±０．７

血清型Ｋ１ ２６ ５．９±０．３ ＜０．００１

血清型Ｋ２ ３３ ５．４±０．６

犻狌犮Ａ＋ ９４ ５．４±０．７ ０．００２

犻狌犮Ａ－ １００ ５．７±０．７

犻狉狅Ｂ＋ ９１ ５．４±０．７ ０．０１７

犻狉狅Ｂ－ １０３ ５．６±０．７

犳犻犿Ｈ＋ １５７ ５．５±０．７ ０．０４５

犳犻犿Ｈ－ ３７ ５．７±０．６
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３　讨论

２０１６年１１月—２０１８年４月从广东省４所医院

收集的肺炎克雷伯菌中，来源于血标本者有３３．１％

为拉丝试验阳性，与北京两家单中心研究的血流感

染中ｈｖＫｐ（拉丝试验阳性的菌株定义为ｈｖＫｐ）的

比率相近（分别为３３．０％、３１．４％）
［１０１２］，但高于西

班牙（６．０％），加拿大（８．２％）等地区
［５］。若依据拉

丝试验阳性和犻狌犮Ａ基因阳性定义ｈｖＫｐ，本研究中

ｈｖＫｐ的比率为４０．２％，低于我国两所教学医院中

老年患者中ｈｖＫｐ的比率（４７．５％）
［１３］，不排除与本

研究中标本来源较多有关。若依据基因背景

（狉狆犿Ａ＋犻狌犮Ａ）定义 ｈｖＫｐ，本研究中血流感染

ｈｖＫｐ的比率为２４．３％，与我国血流感染中ｈｖＫｐ

２４．５％的比率相似
［１４］。在本研究中，依据拉丝试验

和毒力基因型定义ｈｖＫｐ与仅拉丝试验定义的比例

相近，因此，对于流行病学研究或者临床病例初筛，

应用拉丝试验初筛ｈｖＫｐ是可取的。总的来说，无

论依据何种方法定义ｈｖＫｐ，本研究中广东地区

ｈｖＫｐ的比例与我国其他地区差异不大。蜡螟试验

结果表明，ｈｍＫｐ菌株的平均毒力强于ｎｏｎｈｍＫｐ

菌株，此结果与Ｒｕｓｓｏ等
［１５］２０１２年采用小鼠模型

进行相关研究的结果一致。但并非所有ｈｍＫｐ菌

株的毒力均高于ｎｏｎｈｍＫｐ菌株，尚有ｎｏｎｈｍＫｐ

菌株的毒力较强，表明存在其他因素影响肺炎克雷

伯菌的毒力，仅依据高黏液表型定义ｈｖＫｐ是不可

取的，但可以作为ｈｖＫｐ菌株的初步筛查。铁载体

肠杆 菌 素（犲狀狋Ｂ）、气 杆 菌 素（犻狌犮Ａ）、沙 门 菌 素

（犻狉狅Ｂ）、耶尔森菌素（狔犫狋狊，ｉｒｐ２）、犽犳狌Ｂ等均介导三

价铁的摄取，均是肺炎克雷伯菌感染的重要毒力

因子［１１］。Ｈｓｉｅｈ等
［１６］２００８年的小鼠模型研究表

明，与犻狌犮Ａ阴性菌株相比，犻狌犮Ａ阳性菌株可使小鼠

模型的毒力增加，本研究中蜡螟模型的毒力研究结

果与此一致。除此之外，还发现犻狉狅Ｂ＋、犳犻犿Ｈ＋阳

性菌株的毒力强于相应的阴性菌株，并且不受高黏

液表型的影响，表明铁载体系统和纤毛对于肺炎克

雷伯菌毒力的重要性。

狉犿狆Ａ／狉犿狆Ａ２调节胞外脂多糖的合成，与高

黏液表型密切相关，也认为是ｈｖＫｐ的重要生物标

记物［１０］，但本研究高黏液表型中仅６６．７％的菌株

狉犿狆Ａ阳性，并且狉犿狆Ａ／狉犿狆Ａ２的阳性菌株与阴性

菌株的毒力无明显差异，除与本研究中菌株来源较

多有关外，也提示可能存在其他机制调节高黏液表

型的表达［１０］。

综上所述，本研究表明仅依据拉丝试验阳性检

测预测ｈｖＫｐ准确性较低，毒力基因犻狌犮Ａ＋／犻狉狅Ｂ

＋／犳犻犿Ｈ＋对预测ｈｖＫｐ有一定的意义。
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