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江苏省２０１６—２０２１年临床分离铜绿假单胞菌耐药及基因组特征分析
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［摘　要］　目的　了解江苏地区临床分离的铜绿假单胞菌耐药情况及基因特征。方法　收集２０１６—２０２１年江苏

地区各哨点医院临床分离的铜绿假单胞菌，采用肉汤稀释法对分离株进行１０类１９种抗菌药物的敏感性测定，对

分离株行全基因组测序并多位点序列分型，综合抗菌药物耐药性数据库（ＣＡＲＤ）扫描分析耐药基因。结果　

２０１６—２０２１年通过致病菌识别网１２个市的哨点医院收集患者分离的铜绿假单胞菌１０１株。药敏试验结果显示，

全部菌株对共计６类８种抗菌药物全部耐药，包括酰胺醇类抗生素氯霉素、磺胺类的复方磺胺甲口恶唑、头孢菌素类

的头孢噻肟和头孢唑林、四环素类的四环素、青霉素类的氨苄西林及氨苄西林／舒巴坦以及β内酰胺类的阿莫西

林／克拉维酸；４５．５４％的分离株为碳青霉烯类耐药菌株，对亚胺培南、美罗培南两种碳青霉烯类抗生素的耐药率已

分别达４５．５４％、３９．６０％；耐１０种以上抗生素的菌株达６３．３６％；共发现３５种耐药表型，其中１株菌对１９种抗菌

药物广泛耐药，耐药谱为ＡＭＣＡＭＳＡＭＣＺＣＴＸＣＴＥＳＸＴ的菌株最多（３１．６９％，３２株）。多位点序列分析发

现７５个ＳＴ型，聚类发现ＳＴ２６２处于中心点，并遗传进化出１１个亚型或分支。全基因组扫描发现６类１８种抗菌

药物耐药基因，犮狉狆Ｐ基因的携带情况与表型完全一致。结论　２０１６—２０２１年江苏地区临床分离的铜绿假单胞菌

耐药情况严重，两种碳青霉烯类抗生素的耐药率、耐１０种以上抗生素的菌株比例高于国内其他省份，应引起高度

重视。

［关　键　词］　铜绿假单胞菌；耐药性；全基因组测序；耐药基因；多位点序列分型
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影响养殖业的发展，而且可定植在人类的皮肤表面、

消化道和呼吸道等部位［２］，是医院常见的感染病原

体，尤其是烧伤、免疫受损患者和严重创伤患者感染

的重要致病菌。

碳青霉烯类抗生素（ｃａｒｂａｐｅｎｅｍ）、多黏菌素类

抗生素（ｐｏｌｙｍｙｘｉｎ）及替加环素（ｔｉｇｅｃｙｃｌｉｎｅ）是临床最

常用的治疗严重耐药细菌引起感染的三类抗生素［３］，

可显著缩短病程，降低疾病负担，减少死亡，是抗感

染治疗的“最后一道防线”。然而近年来随着碳青霉

烯类药物在临床的使用量增加，其耐药性越来越

严重［４］，世界卫生组织（ＷｏｒｌｄＨｅａｌｔｈＯｒｇａｎｉｚａ

ｔｉｏｎ，ＷＨＯ）已将临床上发现的多重耐药（ｍｕｌｔｉ

ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔ）铜绿假单胞菌列为“极为关注”的“重

点耐药病原体”［５］。

细菌耐药性受自身以及环境等外界因素影响，

极为复杂，传统药物敏感性分析方法费时费力，成本

高，需要有经验的工作人员。细菌耐药基因的表达

决定着细菌耐药表型，而近几年飞速发展的全基因

组测序技术不但能够分析已知耐药机制［６８］，还可以

通过计算机技术预测未知的潜在耐药机制，因此全

基因组测序技术将会超越常规技术成为未来研究细

菌耐药性的首选方法之一，并为监测和控制医院内

菌株感染和传播提供重要的技术手段。为全面了解

我省临床分离铜绿假单胞菌的耐药表型及基因分布

特征，现对２０１６—２０２１年江苏省临床患者分离株进

行药物敏感性试验和二代基因测序分析，评估菌株

的耐药特征、耐药基因携带情况，阐明耐药与耐药基

因和基因型的相关性，为铜绿假单胞菌感染的预防

控制、调查溯源和诊断治疗提供科学依据。

１　对象与方法

１．１　菌株来源　依托国家致病菌识别网监测平台，

在全省１３个区市设立２６家致病菌哨点医院，２０１６—

２０２１年收集分离自医院临床患者病原学标本（包括

全血、痰、中段尿、胆汁、脓等）的铜绿假单胞菌菌株，

剔除同一患者相同部位的重复菌株。铜绿假单胞菌

的标准菌株 ＡＴＣＣ２７８５３作为药物敏感性试验的

质控菌株，购自中国药品生物制品检定所。

１．２　试剂与仪器　含５％脱纤维羊血琼脂平板购

自广州市迪景微生物科技有限公司，细菌核酸提取

试剂（ＦａｓｔＰｕｒｅＢａｃｔｅｒｉａＤＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＭｉｎｉＫｉｔ）购

自南京诺唯赞生物科技股份有限公司，革兰阴性细

菌鉴定卡（ＶＩＴＥＣ２ＧＮＴｅｓｔｋｉｔ）及全自动细菌生

化鉴定仪（ＶＥＴＩＣ２Ｓｙｓｔｅｍ）为法国生物梅里埃公

司生产，德国布鲁克公司生产的全自动细菌鉴定质

谱仪（ＭｉｃｒｏｆｌｅｘＬＴ／ＳＨｓｍａｒｔＭＡＬＤＩＴＯＦ ＭＳ

Ｓｙｓｔｅｍ），铜绿假单胞菌致病菌识别网定制药敏板

（ＮＭＩＣ／ＩＤ４），全自动微生物鉴定药敏分析系统

（ＰｈｏｅｎｉｘＭ５０）为美国ＢＤ公司生产，水套式恒温培

养箱（美国热电公司），ＢＳＬＩＩ级生物安全柜（德国

Ｂａｋｅｒ公司），高速离心机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），

－８０℃冰箱（美国热电公司）。

１．３　铜绿假单胞菌鉴定　按照国家致病菌识别网

·８６４· 中国感染控制杂志２０２４年４月第２３卷第４期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ２３Ｎｏ４Ａｐｒ２０２４



技术手册（２０２２版）用无菌接种环，四区划线法将菌

株接种在含５％脱纤维羊血琼脂培养基上，３７℃孵

育２０～２４ｈ。挑取可疑菌落纯化放大后经系统生

化鉴定和微生物质谱鉴定为铜绿假单胞菌。

１．４　药敏试验　采用微量肉汤稀释法对本研究收

集的铜绿假单胞菌进行抗菌药物最低抑菌浓度

（ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）分析，１０

类１９种抗菌药物包括阿米卡星（ＡＮ）、阿莫西林／克

拉维酸（ＡＭＣ）、氨苄西林（ＡＭ）、氨苄西林／舒巴坦

（ＳＡＭ）、氨曲南（ＡＴＭ）、头孢唑林（ＣＺ）、头孢吡肟

（ＦＥＰ）、头孢噻肟（ＣＴＸ）、头孢他啶（ＣＡＺ）、氯霉素

（Ｃ）、环丙沙星（ＣＩＰ）、庆大霉素（ＧＭ）、亚胺培南

（ＩＰＭ）、左氧氟沙星（ＬＶＸ）、美罗培南（ＭＥＭ）、哌拉

西林（ＰＩＰ）、哌拉西林／他唑巴坦（ＴＺＰ）、四环素

（ＴＥ）、复方磺胺甲口恶唑（ＳＸＴ）。根据美国临床实验

室标准化协会（ＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄＬａｂｏｒａｔｏｒｙＳｔａｎｄａｒｄ

Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＣＬＳＩ）Ｍ１００Ｓ３１文件标准和中国疾控中

心传染病预防控制所的《疾控系统药敏判读标准》判

读结果，抗菌药物敏感性结果分为耐药（Ｒ）、中介

（Ｉ）和敏感（Ｓ）三种。药敏试验质控菌株为铜绿假单

胞菌ＡＴＣＣ２７８５３。

１．５　全基因组测序　核酸提取：１．５ｍＬ无菌ＥＰ管

中加入２００μＬ无菌水，接种环挑取适量新鲜菌苔加

入。使用试剂盒提取纯化细菌全基因组ＤＮＡ，按说

明书操作步骤进行。分光光度仪检测细菌ｄｓＤＮＡ浓

度，琼脂糖凝胶电泳（１％浓度的琼脂糖凝胶；１５０Ｖ

电压电泳４０ｍｉｎ）检查核酸完整性，合格样品送北

京诺禾致源科技股份有限公司进行建库（≤８００ｂｐ

常规文库）和细菌全基因组重测序，测序平台为ｉｌｌｕ

ｍｉｎａｎｏｖａｓｅｑｘｐｌｕｓ。

１．６　质控与组装　利用ＣＬＣｇｅｎｏｍｉｃｓｗｏｒｋｂｅｎｃｈ

软件（Ｑｉａｇｅｎ）对测序数据进行质控，并用 Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ

ＧｅｎｏｍｉｃｓＭｏｄｕｌｅ模块对Ｃｌｅａｎｄａｔａ数据进行多个

Ｋｍｅｒ参数拼接，得到最优的ｃｏｎｔｉｇｓ组装结果，随

后进行局部组装和优化，形成ｓｃａｆｆｏｌｄｓ。

１．７　耐药基因预测　所有菌株组装文件导入ＣＬＣ

软件ＭｉｃｒｏｂｉａｌＧｅｎｏｍｉｃｓＭｏｄｕｌｅ模块在ＲｅｓＦｉｎｄｅｒ

（ｈｔｔｐｓ：／／ｃｇｅ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＲｅｓＦｉｎｄｅｒ／）和

ＣＡＲＤ（ｈｔｔｐｓ：／／ｃａｒｄ．ｍｃｍａｓｔｅｒ．ｃａ／）数据库进行

耐药基因扫描比对。

１．８　多位点序列分型（ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｉｎｇ，

ＭＬＳＴ）分析　ＭＬＳＴ的７个等位基因通过 ＮＣＢＩ

在线数据库进行ＢＬＡＳＴ比对，确定每株菌的基因

型（ｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｅ，ＳＴ），并将７个基因数字作为字

符型数据，运用 ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓ８．０（ａｐｐｌｉｅｄｍａｔｈｓ，

ｂｅｌｇｉｕｍ）软件，非加权配伍组平均法（ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ

ｐａｉｒｇｒｏｕｐｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈａｒｉｔｈｍｅｔｉｃｍｅａｎ，ＵＰＧ

ＭＡ）进行相关ＳＴ型的聚类分析。

２　结果

２．１　菌株情况　本实验室通过致病菌识别网各哨

点医院在２０１６—２０２１年收集医院患者分离的疑似

铜绿假单胞菌菌株，纯化后经生化和 ＭＡＬＤＩＴＯＦ

ＭＳ鉴定，共１０１株铜绿假单胞菌。其中２０１９年南

通收集的菌株最多，２０２１年较少。全省１３个地级

市，１０１株菌来源于其中１２个地级市。见图１。
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图１　江苏省２０１６—２０２１年不同地区临床分离铜绿假单胞菌分布

犉犻犵狌狉犲１　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｌｙｉｓｏｌａｔｅｄ犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪ｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｒｅａ，ＪｉａｎｇｓｕＰｒｏｖｉｎｃｅ，２０１６－２０２１

２．２　耐药性分析　铜绿假单胞菌存在固有耐药，本

研究收集到的全部菌株对其中６类８种抗菌药物全

部耐药，包括酰胺醇类抗生素氯霉素、磺胺类的复方

磺胺甲口恶唑、头孢菌素类的头孢噻肟和头孢唑林、四
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环素类的四环素、青霉素类的氨苄西林及氨苄西林／

舒巴坦，以及β内酰胺类的阿莫西林／克拉维酸。对

另外１１种抗菌药物均有不同程度的耐药，对铜绿假

单胞菌最敏感的３种抗菌药物分别为氨基糖苷类的

阿米卡星（９７．０３％）、庆大霉素（８８．１２％），以及头孢

菌素类的头孢他啶（７４．２６％）。见表１。

表１　江苏省临床分离的１０１株铜绿假单胞菌对１１种抗菌药物的药敏结果

犜犪犫犾犲１　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ１０１ｓｔｒａｉｎｓｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｌｙｉｓｏｌａｔｅｄ犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪ｔｏ１１ｋｉｎｄｓｏｆ

ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ，ＪｉａｎｇｓｕＰｒｏｖｉｎｃｅ

抗菌药物
耐药

菌株数 率（％）

中介

菌株数 率（％）

敏感

菌株数 率（％）

哌拉西林 １８ １７．８２ ９ ８．９１ ７４ ７３．２７

哌拉西林／

他唑巴坦

１８ １７．８２ １１ １０．８９ ７２ ７１．２９

头孢他啶 ２０ １９．８０ ６ ５．９４ ７５ ７４．２６

头孢吡肟 ２６ ２５．７４ ２４ ２３．７６ ５１ ５０．５０

氨曲南 ３８ ３７．６２ １１ １０．８９ ５２ ５１．４９

抗菌药物
耐药

菌株数 率（％）

中介

菌株数 率（％）

敏感

菌株数 率（％）

亚胺培南 ４６ ４５．５４ ３ ２．９７ ５２ ５１．４９

美罗培南 ４０ ３９．６０ ７ ６．９３ ５４ ５３．４７

阿米卡星 ３ ２．９７ ０ ０ ９８ ９７．０３

庆大霉素 ７ ６．９３ ５ ４．９５ ８９ ８８．１２

左氧氟沙星 ４５ ４４．５５ ７ ６．９３ ４９ ４８．５２

环丙沙星 ３１ ３０．６９ １３ １２．８７ ５７ ５６．４４

２．３　耐药谱分析　铜绿假单胞菌耐药模式多样，见

表２，共有３５种耐药表型，其中１株菌对检测的１９

种抗菌药物均耐药，耐药谱为８种固有耐药抗菌药

物的 ＡＭＣＡＭＳＡＭＣＺＣＴＸＣＴＥＳＸＴ 菌株最

多，占３１．６９％（３２株）。耐药情况最严重的耐药物谱

分别为１９种抗菌药物（ＡＮＡＭＣＡＭＳＡＭＡＴＭ

ＣＺＦＥＰＣＴＸＣＡＺＣＣＩＰＧＭＩＰＭＬＶＸＭＥＭＰＩＰ

ＴＺＰＴＥＳＸＴ）和１８种抗菌药物（ＡＭＣＡＭＳＡＭ

ＡＴＭＣＺＦＥＰＣＴＸＣＡＺＣＣＩＰＧＭＩＰＭＬＶＸＭＥＭ

ＰＩＰＴＺＰＴＥＳＸＴ、ＡＮＡＭＣＡＭＳＡＭＣＺＦＥＰＣＴＸ

ＣＡＺＣＣＩＰＧＭＩＰＭＬＶＸＭＥＭＰＩＰＴＺＰＴＥＳＸＴ，

各１株）。

表２　江苏省１０１株临床分离铜绿假单胞菌耐药谱

犜犪犫犾犲２　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆ１０１ｓｔｒａｉｎｓｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｌｙｉｓｏｌａｔｅｄ犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪，ＪｉａｎｇｓｕＰｒｏｖｉｎｃｅ

非敏感药物数 非敏感药物谱 菌株数 占比（％）

１９ ＡＮＡＭＣＡＭＳＡＭＡＴＭＣＺＦＥＰＣＴＸＣＡＺＣＣＩＰＧＭＩＰＭＬＶＸＭＥＭＰＩＰＴＺＰＴＥＳＸＴ １ ０．９９

１８ ＡＭＣＡＭＳＡＭＡＴＭＣＺＦＥＰＣＴＸＣＡＺＣＣＩＰＧＭＩＰＭＬＶＸＭＥＭＰＩＰＴＺＰＴＥＳＸＴ １ ０．９９

ＡＮＡＭＣＡＭＳＡＭＣＺＦＥＰＣＴＸＣＡＺＣＣＩＰＧＭＩＰＭＬＶＸＭＥＭＰＩＰＴＺＰＴＥＳＸＴ １ ０．９９

１７ ＡＭＣＡＭＳＡＭＡＴＭＣＺＦＥＰＣＴＸＣＡＺＣＣＩＰＩＰＭＬＶＸＭＥＭＰＩＰＴＺＰＴＥＳＸＴ ５ ４．９５

１６ ＡＭＣＡＭＳＡＭＣＺＦＥＰＣＴＸＣＡＺＣＣＩＰＩＰＭＬＶＸＭＥＭＰＩＰＴＺＰＴＥＳＸＴ １ ０．９９

ＡＮＡＭＣＡＭＳＡＭＣＺＦＥＰＣＴＸＣＡＺＣＣＩＰＧＭＩＰＭＬＶＸＭＥＭＴＥＳＸＴ １ ０．９９

ＡＭＣＡＭＳＡＭＡＴＭＣＺＦＥＰＣＴＸＣＡＺＣＣＩＰＧＭＬＶＸＰＩＰＴＺＰＴＥＳＸＴ １ ０．９９

１５ ＡＭＣＡＭＳＡＭＡＴＭＣＺＦＥＰＣＴＸＣＡＺＣＩＰＭＭＥＭＰＩＰＴＺＰＴＥＳＸＴ ４ ３．９６

ＡＭＣＡＭＳＡＭＡＴＭＣＺＦＥＰＣＴＸＣＡＺＣＣＩＰＬＶＸＰＩＰＴＺＰＴＥＳＸＴ １ ０．９９

１４ ＡＭＣＡＭＳＡＭＡＴＭＣＺＦＥＰＣＴＸＣＣＩＰＩＰＭＬＶＸＭＥＭＴＥＳＸＴ ２ １．９８

１３ ＡＭＣＡＭＳＡＭＡＴＭＣＺＣＴＸＣＣＩＰＩＰＭＬＶＸＭＥＭＴＥＳＸＴ ２ １．９８

ＡＭＣＡＭＳＡＭＡＴＭＣＺＦＥＰＣＴＸＣＡＺＣＰＩＰＴＺＰＴＥＳＸＴ １ ０．９９

ＡＭＣＡＭＳＡＭＡＴＭＣＺＣＴＸＣＡＺＣＩＰＭＭＥＭＴＺＰＴＥＳＸＴ １ ０．９９

ＡＭＣＡＭＳＡＭＣＺＦＥＰＣＴＸＣＣＩＰＩＰＭＬＶＸＭＥＭＴＥＳＸＴ １ ０．９９

１２ ＡＭＣＡＭＳＡＭＡＴＭＣＺＣＴＸＣＩＰＭＬＶＸＭＥＭＴＥＳＸＴ ４ ３．９６

ＡＭＣＡＭＳＡＭＣＺＣＴＸＣＣＩＰＩＰＭＬＶＸＭＥＭＴＥＳＸＴ ４ ３．９６

ＡＭＣＡＭＳＡＭＡＴＭＣＺＦＥＰＣＴＸＣＩＰＭＭＥＭＴＥＳＸＴ １ ０．９９

ＡＭＣＡＭＳＡＭＣＺＦＥＰＣＴＸＣＣＩＰＩＰＭＬＶＸＴＥＳＸＴ １ ０．９９

ＡＭＣＡＭＳＡＭＣＺＦＥＰＣＴＸＣＡＺＣＰＩＰＴＺＰＴＥＳＸＴ １ ０．９９
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续表２　（犜犪犫犾犲２，犆狅狀狋犻狀狌犲犱）

非敏感药物数 非敏感药物谱 菌株数 占比（％）

１１ ＡＭＣＡＭＳＡＭＡＴＭＣＺＣＴＸＣＩＰＭＭＥＭＴＥＳＸＴ ３ ２．９７

ＡＭＣＡＭＳＡＭＡＴＭＣＺＣＴＸＣＣＩＰＬＶＸＴＥＳＸＴ ２ １．９８

ＡＭＣＡＭＳＡＭＣＺＣＴＸＣＣＩＰＩＰＭＬＶＸＴＥＳＸＴ ２ １．９８

ＡＭＣＡＭＳＡＭＣＺＦＥＰＣＴＸＣＣＩＰＬＶＸＴＥＳＸＴ １ ０．９９

ＡＭＣＡＭＳＡＭＡＴＭＣＺＣＴＸＣＡＺＣＰＩＰＴＥＳＸＴ １ ０．９９

ＡＭＣＡＭＳＡＭＣＺＣＴＸＣＩＰＭＬＶＸＭＥＭＴＥＳＸＴ １ ０．９９

ＡＭＣＡＭＳＡＭＣＺＣＴＸＣＧＭＩＰＭＭＥＭＴＥＳＸＴ １ ０．９９

１０ ＡＭＣＡＭＳＡＭＡＴＭＣＺＣＴＸＣＬＶＸＴＥＳＸＴ ７ ６．９３

ＡＭＣＡＭＳＡＭＣＺＣＴＸＣＩＰＭＭＥＭＴＥＳＸＴ ６ ５．９４

ＡＭＣＡＭＳＡＭＣＺＣＴＸＣＣＩＰＬＶＸＴＥＳＸＴ ４ ３．９６

ＡＭＣＡＭＳＡＭＣＺＦＥＰＣＴＸＣＬＶＸＴＥＳＸＴ １ ０．９９

ＡＭＣＡＭＳＡＭＡＴＭＣＺＦＥＰＣＴＸＣＴＥＳＸＴ １ ０．９９

９ ＡＭＣＡＭＳＡＭＣＺＣＴＸＣＩＰＭＴＥＳＸＴ ３ ２．９７

ＡＭＣＡＭＳＡＭＣＺＣＴＸＣＧＭＴＥＳＸＴ １ ０．９９

ＡＭＣＡＭＳＡＭＣＺＣＴＸＣＬＶＸＴＥＳＸＴ １ ０．９９

８ ＡＭＣＡＭＳＡＭＣＺＣＴＸＣＴＥＳＸＴ ３２ ３１．６９

　　注：ＡＮ为阿米卡星，ＡＭＣ为阿莫西林／克拉维酸，ＡＭ为氨苄西林，ＳＡＭ为氨苄西林／舒巴坦，ＡＴＭ为氨曲南，ＣＺ为头孢唑林，ＦＥＰ为头

孢吡肟，ＣＴＸ为头孢噻肟，ＣＡＺ为头孢他啶，Ｃ为氯霉素，ＣＩＰ为环丙沙星，ＧＭ为庆大霉素，ＩＰＭ为亚胺培南，ＬＶＸ为左氧氟沙星，ＭＥＭ为美

罗培南，ＰＩＰ为哌拉西林，ＴＺＰ为哌拉西林／他唑巴坦，ＴＥ为四环素，ＳＸＴ为复方磺胺甲口恶唑。

２．４　耐药基因携带情况　１０１株铜绿假单胞菌介

导对β内酰胺类等共９类１８种抗菌药物耐药相关

基因见表３和图２，分别是β内酰胺酶基因的犫犾犪ＯＸＡ

和犫犾犪ＰＡＯ；氨基糖苷类耐药基因犪犪犮、犪犪犱和犪狆犺；喹

诺酮类相关耐药基因狇狀狉和犮狉狆Ｐ；常见的四环素类

耐药基因如狋犲狋；酰胺醇类相关耐药基因如犳犾狅Ｒ、

犮犿犾Ａ和犮犪狋；介导磺胺类的耐药基因如犱犳狉Ａ、狇犪犮

和狊狌犾；针对利福霉素类抗生素的耐药基因犪狉狉；抗

生素灭活基因犳狅狊Ａ和抗生素外排泵基因狇犪犮Ｅ。结

果显示所有菌株携带犪狆犺（３’）犐犐犫和犳狅狊Ａ基因，同

时发现大部分菌株携带有β内酰胺酶相关基因

犫犾犪ＯＸＡ（９９株，９８．０２％）和犫犾犪ＰＡＯ（１００株，９９．０１％），

氨基糖苷类耐药基因犪犪犮和犪犪犱 的携带率分别为

１１．８８％（１２株）和４．９５％（５株）。此外，有４３株菌

株（４２．５７％）发现喹诺酮类抗菌药物耐药相关的关

键基因犮狉狆Ｐ，同时这些菌株对萘啶酸及喹诺酮类药

物均呈现耐药表型特性，耐药表型和犮狉狆Ｐ基因的

携带情况完全匹配。

２．５　ＭＬＳＴ分析　ＮＣＢＩ的在线平台ｐｕｂＭＬＳＴ

数据库中鉴定每株菌的７个等位基因号和ＳＴ型。

表３　铜绿假单胞菌９类１８种耐药基因分布

犜犪犫犾犲３　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆ１８ｋｉｎｄｓｏｆ９ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓｏｆａｎｔｉｍｉ

ｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓｉｎ犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪

耐药类型 耐药基因

β内酰胺酶类 犫犾犪ＯＸＡ

犫犾犪ＰＡＯ

氨基糖苷类 犪犪犮

犪犪犱

犪狆犺

喹诺酮类 狇狀狉

犮狉狆Ｐ

四环素类 狋犲狋Ａ

狋犲狋Ｇ

耐药类型 耐药基因

酰胺醇类 犳犾狅Ｒ

犮犿犾Ａ

犮犪狋

磺胺类 犱犳狉Ａ

狇犪犮

狊狌犾

利福霉素类 犪狉狉

磷酸类 犳狅狊Ａ

抗生素外排泵 狇犪犮Ｅ

结果显示１０１株铜绿假单胞菌存在７５个ＳＴ型，ＳＴ

２４４（５株）、ＳＴ２３５（４株）、ＳＴ３１９（３株）、ＳＴ７７３

（３株）和ＳＴ１０７６（３株）等几个ＳＴ型的菌株最多。

聚类图显示所有的ＳＴ型中，ＳＴ２６２处于聚类图的

中心点，１１个亚型或分支从ＳＴ２６２扩散，聚类图显

示各血清型菌株的ＳＴ型相对集中。见图３。
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!"#$%&"'(

)(*+*$

,(&"'(

-*+&"'(

.("*$

,(/+*$

0*$1+$%

2*$3"4$%

2*$%&"'(

5"4$1+*$%

0*$6'$%

7+*$8($%*$%

9+68

-:44 ;3*<4

=

图２　江苏省１０１株铜绿假单胞临床分离株 ＭＬＳＴ聚类树图
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　　注：ＩＰＭ＋ＭＥＭ为亚胺培南和美罗培南耐药；ＩＰＭ为亚胺培南

耐药；－为亚胺培南和美罗培南非耐药。

图３　江苏省１０１株铜绿假单胞临床分离株 ＭＬＳＴ最小生

成树图

犉犻犵狌狉犲３　Ｍｉｎｉｍｕｍｓｐａｎｎｉｎｇｔｒｅｅｏｆ１０１ｓｔｒａｉｎｓｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｌｙ

ｉｓｏｌａｔｅｄ犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪，Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏ

ｖｉｎｃｅ

３　讨论

医院获得性感染（ｈｅａｌｔｈｃａｒｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｉｎｆｅｃ

ｔｉｏｎ，ＨＡＩ）又称为医院感染，是指患者在医院住院

期间获得的感染，包括住院期间发生的感染以及出

院后才表现出来的感染。铜绿假单胞菌对环境具有

高度的适应性，同时具备产毒性和侵入性，易引起人

体多部位感染，如呼吸道、肺部、尿路感染、烧伤、免

疫受损、心脏瓣膜及手术等部位的感染，甚至会通过

血液引起全身感染，是导致医院感染最重要的条件

致病菌之一，已成为医院重点防控的病原菌［９］。调

查收集的菌株来源于江苏省１３个市中的１２个市，

具有一定的代表性。

本研究结果显示，江苏省临床分离的铜绿假单

胞菌耐药情况严重，所有分离株对氯霉素、复方磺胺

甲口恶唑、头孢噻肟、头孢唑林、四环素、氨苄西林、氨

苄西林／舒巴坦、阿莫西林／克拉维酸均耐药，此６类

８种抗菌药物为铜绿假单胞菌固有耐药
［１０］。对其他

抗菌药物存在不同程度的耐药性（耐药率２．９７％～

４５．５４％）。国际上对细菌耐药的中介率较关注，这

是细菌耐药趋势的一个重要指标，本研究发现有

２３．７６％的分离株对头孢菌素类的头孢吡肟中介，应

引起高度关注。

碳青霉烯类抗生素（如亚胺培南、美罗培南、厄

他培南等），是７０年代研发的一种新型β内酰胺类

抗生素，通过干扰细胞壁的合成而抑制细菌复制，因

具有广谱、强效和低不良反应，广泛应用于治疗由严

重耐药革兰阴性菌引起的感染。但随着临床上的广

泛应用，铜绿假单胞菌对亚胺培南等一线药物的耐

药性出现上升趋势［１１］。２０１７年，ＷＨＯ将耐碳青霉

烯类铜绿假单胞菌列为极其重要的、急需开发新型药

物和治疗手段的细菌之一。本研究发现对亚胺培南

和美罗培南两种抗生素的耐药率已分别达４５．５４％、

３９．６０％，高于国内湖北和广州医院感染分离株的耐

药率。

临床分离的铜绿假单胞菌多重耐药严重，本研

究中收集的分离株全部为多重耐药菌，耐药种类在

固有耐药（ＡＭＣＡＭＳＡＭＣＺＣＴＸＣＴＥＳＸＴ）的

基础上递增，甚至出现１株对所有抗菌药物耐药的超

级耐药菌株，耐１０种抗菌药物的菌株达６３．３７％。与

国外药物敏感性监测结果［１２］（欧洲、美国、日本等医
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院菌株）比较，本次分离的菌株耐药率以及多重耐药

程度较高，提示需密切关注铜绿假单胞菌重点抗菌

药物耐药性的变化。

铜绿假单胞菌能通过水平基因转移获得耐药基

因（ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅ，ＡＲＧ），从而产生

耐药性并形成超级耐药细菌，一旦出现在医院中，危

害性极大，可导致原来没有感染的患者因其他疾病

住院后反而感染超级耐药菌，严重的可导致患者死

亡。本专题研究利用生物信息分析方法，通过测序

技术得到菌株基因组信息，再在ＲｅｓＦｉｎｄｅｒ数据库

里对已知的耐药基因全面扫描分析，大大提高了效

率，节约了成本。通过比对发现了６类共１８种介导

抗菌药物耐药相关的基因。铜绿假单胞菌可携带

β内酰胺酶基因（犫犾犪ＯＸＡ和犫犾犪ＰＡＯ）
［１３］，ＯＸＡ为Ｄ类

碳青霉烯酶，有多个亚型，能水解多种青霉素类和头

孢菌素类抗生素，一般由质粒介导并扩散。本项研

究的结果表明，大多数菌株携带一或两种此类抗性

基因，并且对青霉素类抗生素氨苄西林和碳青霉烯

类具有抗性，如对美罗培南具有一定的耐药性，耐药

基因和耐药表型结果完全一致。此外４３株菌株携

带犮狉狆Ｐ基因，并与对喹诺酮类药物的耐药性呈现

了１００％的对应关系。

ＭＬＳＴ技术可对细菌进行基因分型及遗传进

化分析，是当前分子流行病研究中常用的工具之一。

本研究１０１株菌被分为７５个不同的ＳＴ型，表明本

地区ＳＴ型丰富，感染来源和途径多样化，应加强各

环节的消毒和感染控制。文献报道，全球多地的医

院发现从患者体内分离泛耐药（ｅｘｔｅｎｓｉｖｅｌｙｄｒｕｇ

ｒｅｓｉｓｔａｎｔ，ＸＤＲ）甚至是全耐药（ｐａｎｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔ，

ＰＤＲ）的铜绿假单胞菌
［１４］，这些严重耐药甚至全耐

药的分离株主要集中在几种特别的 ＭＬＳＴ型中，如

ＳＴ１７５、ＳＴ２３５及ＳＴ６６４等；携带这些基因型的菌

株在临床治疗上无药可用，一旦感染极度凶险，这些

ＳＴ型聚在一起形成的克隆簇常被称为高危克隆

簇。ＳＴ２３５分布广泛，本研究中发现４株ＳＴ２３５

基因型菌株，其中１株耐药严重，同时耐１８种抗菌

药物，因此需提高对该型菌株的警惕，如有暴发，周

边医院或社区应提高重视，防范进一步的蔓延。

随着经济的发展，我国全面进入老龄化社会，本

研究针对２０１６—２０２１年患者临床分离株进行药物

敏感性试验和二代测序分析，结果显示江苏省临床

分离的铜绿假单胞菌耐药情况严重，并有扩散的趋

势，应引起高度重视。一方面要发展新的治疗手段，

如新型抗菌药物或噬菌体治疗等；另一方面如空气、

水龙头、门把手等医院内经常接触到的重点部位的

消毒灭菌需加强，防止泛耐药铜绿假单胞菌医院内

扩散感染。由于新型冠状病毒感染疫情等各种因素

影响，不同年份各地区收集的菌株数差异较大，对结

果分析及特征描述产生一定的影响，下一步将优化

工作流程，增加相关培训。
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