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耐碳青霉烯类抗菌药物的耐药性及其相关影响因素
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四川省宜宾市第三人民医院检验科
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重庆市涪陵区中心医院检验科
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摘
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要"目的
!

对耐碳青霉烯类肠杆菌科产碳青霉烯酶&整合子分布及外膜孔蛋白的缺失情况进行分析和

特征讨论%方法
!

收集宜宾市第三人民医院患者的痰液&尿液&分泌物&血液等标本!临床分离的
).

株对碳青

霉烯类抗菌药物耐药的肠杆菌科细菌"

!10

$菌株进行分析%结果
!

对
).

株
!10

菌株进行聚合酶链反应扩增

碳青霉烯酶基因!检出碳青霉烯酶基因
.$

株!占
)-'(#5

%包括肺炎克雷伯菌
#-

株"

).')$5

$!大肠埃希菌
#

株"

)'%%5

$!阴沟肠杆菌&产酸克雷伯菌&产气肠杆菌各
%

株!分别占
%',-5

%整合酶基因检测结果显示!

'

类

整合子检出
-&

株!检出率为
-4'..5
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).

$!其中
$.

株来自产碳青霉烯酶菌株!

-

株为非产碳青霉烯酶菌株!

同时均以肺炎克雷伯菌检出的比例最高"分别为
,4

株和
,

株$#

!

类整合子检出
)

株!检出率为
4'&(5
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其中
$

株来自产碳青霉烯酶菌株!

$

株为非产碳青霉烯酶菌株#未检出
(

类整合子%

'

类和
!

类整合子检出
,

株!

&

株来自产碳青霉烯酶的肺炎克雷伯菌株!

%

株为非产碳青霉烯酶的肺炎克雷伯菌株%肺炎克雷伯菌菌株

外膜孔蛋白缺失情况表明!

.(

株对碳青霉烯类抗菌药物耐药的肺炎克雷伯菌株中!膜蛋白无异常达
%)'-.5

!

其中产碳青霉烯酶菌株中膜蛋白无异常为
%#'4&5
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表达下调的菌株占
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缺失的占
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表达下调和缺失的比例分别为
$'&,5

和
-.'%$5

#产碳青霉烯酶菌株中
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表达下调

的菌株占
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缺失的占
4'&,5
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表达下调和缺失的比例分别为
,'()5

和
--',)5
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结论
!

对碳青霉烯类抗菌药物耐药的
!10

的耐药情况非常严重!且肺炎克雷伯菌碳青霉烯酶基因检出最高!

耐药最严重#耐药性的发生还与整合酶基因
'

类整合子!以及孔膜蛋白表达减低与缺失密切相关%

关键词"耐碳青霉烯类肠杆菌#
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产碳青霉烯酶#
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整合子#
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外膜孔蛋白
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目前细菌的耐药性随着医学科学的发展及临床

实践中各种主客观因素的影响作用#已成为全球关注

的问题之一#同时也是临床面临的新挑战*

%6&

+

)肠杆

菌科细菌与人们的日常生活密切相关#其中大肠埃希

菌'肺炎克雷伯菌等均为常见的病原菌#并以多重耐

药菌株引起的感染为显著特点)碳青霉烯类抗菌药

物是目前临床治疗的最常用药物之一#但近年来随着

其在临床使用的不断增加#以及较多的不合理使用#

导致出现了碳青霉烯类抗菌药物耐药的菌株)碳青

霉烯类耐药机制包括产碳青霉烯酶'外膜通透性障

碍'细菌生物膜的形成'整合子的介导等#其中产碳青

霉烯酶和外膜通透性障碍是对碳青霉烯类耐药最主

要的特征*

,6-

+

)现探讨碳青霉烯类抗菌药物的耐药情

况#以及耐碳青霉烯类肠杆菌科产碳青霉烯酶'整合

子分布'外膜孔蛋白的缺失情况)

$

!

资料与方法

$'$

!

一般资料
!

收集宜宾市第三人民医院
&(%$

年
&

月至
&(%#

年
)

月各个科室患者的痰液'尿液'分泌

物'血液等标本#对
).

株耐碳青霉烯类抗菌药物的肠

杆菌科细菌$

!10

&菌株进行研究)

$'/

!

方法
!

菌株鉴定按照原卫生部,全国临床检验

操作规程$第
,

版&-标准)采用
U[70̀ 6&!8K

G

@M>

全自动细菌分析鉴定系统$法国生物梅里埃公司&#药

敏检测使用抗菌药物纸片$英国
2F89E

公司&#药敏纸

片使用纸片扩散法%质控菌株为大肠埃希菌
*7!!

&-4&&

'肺炎克雷伯菌
*7!!.((#(,

#依照
&((.

年

!RY[

制定的标准#使用推荐的折点判断耐药性)应

用聚合酶链式反应$

+!1

&检测常见碳青霉烯酶基因

并描述分布特征#使用煮沸法制备菌株模板后#运用

&-

$

R

反应体系#

+!1

扩增
+̀!

'

V"S6%

$中国疾病

预防控制中心传染预防控制所推荐&基因序列#引物

序列$

V"S6%

!正义链
-f6!*\!*!*!77!!7*7

!7!6,f

#反义链
-f6!!\!**!!*7!!!!7!776

,f

%

+̀!

!正义链
-f67\1**\77*!!\!\!7\*

\\6,f

#反义链
-f6!!* \*!\*!\\!*7* \7!

*76,f

&#反应过程!

4-e

预变性
%(K9:

后变性
,(=

#

退火
--e

和
-&e

均
,(=

#

.&e

延伸
,(=

#

,(

个循环)

产物采用
%'&5

琼脂糖凝胶电泳#

\8BE;9<L

'

型核酸

染色剂染色#紫外灯下观察结果)对整合子分布特征

进行总结分析#

+!1

检测体系同上#引物$整合子
%

!

正义链
-f6\\7!**\\*7!7\\*777!\6,f

#

反义链
-f6*!*7!\\7!7***7!*7!\7!6,f

%

整合子
&

!正义链
-f6!*! \\* 7*7 \!\ *!*

*** *\\ 76,f

#反义链
-f6\7* \!* **!\*\

7\*!\* **7 \6,f

%整合子
,

!正义链
-f6*\7

\\\7\\ !\* *7\ *\7 \6,f

#反义链
-f67\7

7!77\7*7!\\!*\\7\6,f

&%与此同时还通过

电泳对外膜孔蛋白的缺失情况进行分析)

$''
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统计学处理
!

采用
Y+YY%.'(

统计软件进行数

据分析#计数资料以例数或百分率表示#组间比较应

用
!

& 检验#

!

$

('(-

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果
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对碳青霉烯类抗菌药物耐药的
!10

菌株产碳

青霉烯酶情况
!

).

株对碳青霉烯类抗菌药物耐药的

!10

菌株进行
+!1

扩增碳青霉烯酶基因#检出碳青

霉烯酶基因
.$

株#占
)-'(#5

)包括肺炎克雷伯菌
#-

株#占
).')$5

#大肠埃希菌检出
#

株$

)'%%5

&#阴沟

肠杆菌'产酸克雷伯菌'产气肠杆菌各检出
%

株#分别

占
%',-5

)见表
%

)

+!1

图谱以大肠埃希菌进行分

析)见图
%

)

表
%

!!

耐碳青霉烯类抗菌药物的
!10

菌株产

!!!

碳青霉烯酶的分布特征

细菌类型 菌株数$

-

& 百分率$

5

&

肺炎克雷伯菌
#- ).')$

大肠埃希菌
# )'%%

阴沟肠杆菌
% %',-

产酸克雷伯菌
% %',-

产气肠杆菌
% %',-

合计
.$ %(('((
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注!

S

表示
"V*

标记物%

+

表示阳性%

V

表示阴性

图
%

!!

大肠埃希菌
+!1

图谱

/'/

!

耐碳青霉烯类
!10

菌株表型耐药情况
!

.$

株

分离菌中检测出携带
+̀!

型碳青霉烯酶基因
,,

株#

阳性检出率为
$$'-45

)未检测到
V"S6%

基因)

/''

!

对碳青霉烯类抗菌药物耐药的
!10

菌株整合

子情况
!'

类整合子共检出
-&

株#检出率为
-4'..5

$

-&

"

).

&#其中
$.

株来自产碳青霉烯酶菌株#

-

株为非

产碳青霉烯酶菌株#同时均以肺炎克雷伯菌检出的比

例最高$分别为
,4

株和
,

株&%

!

类整合子检出共
)

株#检出率为
4'&(5

$

)

"

).

&#其中
$

株来自产碳青霉

烯酶的菌株#

$

株为非产碳青霉烯酶菌株%未检出
(

类

整合子)

'

类和
!

类整合子检出
,

株#

&

株来自产碳

青霉烯酶的肺炎克雷伯菌株#

%

株为非产碳青霉烯酶

的肺炎克雷伯菌株)见表
&

)

表
&

!!

对碳青霉烯类抗菌药物耐药的
!10

菌株整合子的

!!!

分布特征#

-

$

细菌类型
'

类整合子
!

类整合子
'

和
!

类整合子

产碳青霉烯酶菌株

!

肺炎克雷伯菌
,4 $ &

!

大肠埃希菌
, ( (

!

阴沟肠杆菌
& ( (

!

产酸克雷伯菌
% ( (

!

产气肠杆菌
& ( (

!

合计
$. $ &

非产碳青霉烯酶菌株

!

肺炎克雷伯菌
, % %

!

大肠埃希菌
% ( (

!

阴沟肠杆菌
( % (

!

产酸克雷伯菌
( % (

!

产气肠杆菌
% % (

!

合计
- $ %

总计
-& ) ,

/'1

!

对碳青霉烯类抗菌药物耐药的肺炎克雷伯菌外

膜孔蛋白缺失情况
!

对碳青霉烯类抗菌药物耐药比

例较高的肺炎克雷伯菌#菌株外膜孔蛋白缺失结果显

示#共
.(

株对碳青霉烯类抗菌药物耐药的肺炎克雷

伯菌株中#膜蛋白无异常达
%)'-.5

#其中产碳青霉烯

酶菌株中膜蛋白无异常为
%#'4&5

%

2K

G

,̀-

表达下

调菌 株 占
&$'&45

#

2K

G

,̀-

缺 失 占
%('((5

%

2K

G

,̀#

表达下调和缺失的比例分别为
$'&,5

和

-.'%$5

%产碳青霉烯酶菌株中
2K

G

,̀-

表达下调的

菌株占
-('..5

#

2K

G

,̀-

缺失占
4'&,5

%

2K

G

,̀#

表达下调和缺失的比例分别为
,'()5

和
--',)5

)

见表
,

和图
&

)

表
,

!!

对碳青霉烯类抗菌药物耐药的肺炎克雷伯菌株

!!!

外膜孔蛋白缺失情况'

-

#

5

$(

蛋白模式 肺炎克雷伯菌 产碳青霉烯酶菌株数

2K

G

,̀-

表达下调
%.

$

&$'&4

&

,,

$

-('..

&

2K

G

,̀-

缺失
.

$

%('((

&

#

$

4'&,

&

2K

G

,̀#

表达下调
,

$

$'&,

&

&

$

,'()

&

2K

G

,̀#

缺失
$(

$

-.'%$

&

,#

$

--',)

&

膜蛋白无异常
%,

$

%)'-.

&

%%

$

%#'4&

&

!!

注!

S

表示标准蛋白质分子

图
&

!!

孔膜蛋白电泳图

'

!

讨
!!

论

!!

近年来#抗菌药物广泛应用于临床抗感染#细菌

在抗菌药物的选择压力下#耐药性也逐渐表现出

来*

#6)

+

)亚胺培南或美洛培南抗菌药物是目前临床特

异性强'效果良好的药物#但目前耐碳青霉烯类杆菌

的分离率也逐年升高#主要耐药菌株常见一些革兰阴

性杆菌#同时也是引起临床感染最常见的细菌类型#

包括大肠埃希菌'肺炎克雷伯菌属等#以及非发酵革

兰阴性杆菌$铜绿假单胞菌'不动杆菌属等&)细菌的

耐药性之所以能在抗菌药物出现之后迅速产生#并且

扩散#主要原因之一与基因水平转移密切相关#细菌

的耐药基因多位于质粒'转座子'整合子等区域#现研

究临床杆菌的相关机制#对指导临床合理使用抗菌药

物意义重大*

46%%

+

)

本研究对
).

株耐碳青霉烯类抗菌药物的
!10

菌株进行
+!1

扩增碳青霉烯酶基因#检出碳青霉烯

酶基因
.$

株$

)-'(#5

&#其中包括肺炎克雷伯菌
#-

(

$4$
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株#占
).')$5

#大肠埃希菌检出
#

株$

)'%%5

&#阴沟

肠杆菌'产酸克雷伯菌'产气肠杆菌各
%

株#分别占

%',-5

)该耐药机制的研究近年来早已成为微生物

领域的又一个关注焦点*

)

#

%&

+

#其相关机制除了与上述

碳青霉烯酶基因的表达有关外#还与整合酶基因相

关)本研究整合酶基因检测结果表明#

'

类整合子共

检出
-&

株#检出率
-4'..5

$

-&

"

).

&#其中
$.

株来自

产碳青霉烯酶菌株#

-

株为非产碳青霉烯酶菌株#同时

均以肺炎克雷伯菌检出的比例最高$分别为
,4

株和
,

株&%

!

类整合子检出
)

株#检出率
4'&(5

$

)

"

).

&#其

中
$

株来自产碳青霉烯酶菌株#

$

株为非产碳青霉烯

酶菌株%未检出
(

类整合子)

'

'

!

类整合子检出
,

株#

&

株来自产碳青霉烯酶的肺炎克雷伯菌株#

%

株为

非产碳青霉烯酶的肺炎克雷伯菌株)

近年来的研究提示#产生
0YZR

和
*S+!

酶的同

时合并外膜孔蛋白缺失现象的菌株也可导致耐药作

用)外膜孔蛋白表达减低或者缺失对碳青霉烯类抗

菌药物耐药作用起着重要的作用#特别是
2K

G

,̀-

'

2K

G

,̀#

'

2K

G

,̀.

#使用抗菌药物治疗的同时#不少

菌株会产生下调这些孔蛋白表达的作用#或者诱导其

缺失*

%,6%-

+

)本研究结果显示#

.(

株对碳青霉烯类抗菌

药物耐药的肺炎克雷伯菌株中#膜蛋白无异常达

%)'-.5

#其中产碳青霉烯酶菌株中膜蛋白无异常为

%#'4&5

%

2K

G

,̀-

表 达 下 调 菌 株 占
&$'&45

#

2K

G

,̀-

缺失占
%('((5

%

2K

G

,̀#

表达下调和缺失

的比例分别为
$'&,5

和
-.'%$5

%产碳青霉烯酶菌株

中
2K

G

,̀-

表达下调的菌株占
-('..5

#

2K

G

,̀-

缺

失占
4'&,5

%

2K

G

,̀#

表达下调和缺失的比例分别为

,'()5

和
--',)5

)碳青酶烯酶是能够水解碳青霉烯

类抗菌药物的
)

6

内酰胺酶#其包括
*KIB<H

分子分类

为
*

'

Z

'

!

'

"

的
$

类酶#其中
!

类酶#即头孢菌素酶仅

水解头孢菌素而不水解碳青霉烯%肺炎克雷伯菌碳青

酶烯酶是目前引起
!10

对碳青霉烯类抗菌药物耐药

的主要原因#其基因位于可移动的质粒上#几乎可以

水解除头孢菌素类以外的所有
)

6

内酰胺类抗菌药物#

包括碳青霉烯类)而与此同时#产碳青酶烯酶肺炎克

雷伯菌可通过质粒'整合子'插入序列的基因元件进

行水平传播使其他细菌获得耐药性)耐碳青霉烯类

肠杆菌与产碳青霉烯酶'整合子'外膜孔蛋白均存在

相互关联#且这些机制本身又存在不同程度的协同等

作用#本研究结果也说明了其间的复杂相关性)

综上所述#对碳青霉烯类抗菌药物耐药的
!10

耐药情况严峻#且肺炎克雷伯菌碳青霉烯酶基因检出

率最高#耐药最严重%耐药性的发生还与整合酶基因

'

类整合子#以及孔膜蛋白表达减低与缺失密切相

关)本研究拟为新型抗菌药物的研发提供一些理论

支持#为预防抗菌药物耐药性的产生提供依据)

参考文献

*

%

+ 张丽#朱元祺#张小兵#等
'

耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌的

耐药基因检测*

N

+

'

中华医院感染学杂志#

&(%$

#

&$

$

&,

&!

-.,$6-.,#'

*

&

+ 赵慧铮#师志云#李刚#等
'

耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌耐

药性分析与分子流行病学研究*

N

+

'

中华医院感染学杂

志#

&(%#

#

&#

$

,

&!

$4$6$4.'

*

,

+ 陈刚#茹纳丹#翁幸鐾
'

耐碳青霉烯类鲍氏不动杆菌
)

6

内

酰胺酶与膜孔蛋白
M@H2

'

8

G

H"

基因研究*

N

+

'

中华医院感

染学杂志#

&(%$

#

&$

$

%-

&!

,#$%6,#$$'

*

$

+ 李渊婷#金凤玲
'

肠杆菌科细菌对碳青霉烯类药物的耐药

机制及临床治疗进展*

N

+

'

中国感染控制杂志#

&(%-

#

%$

$

4

&!

#$$6#$)'

*

-

+ 王炜#苏建荣
'

铜绿假单胞菌碳青霉烯酶耐药的机制研究

*

N

+

'

临床和实验医学杂志#

&(%$

#

%,

$

)

&!

#%(6#%,'

*

#

+ 李军#邹明祥#王海晨#等
'

耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌耐

药机制的研究*

N

+

'

中华医院感染学杂志#

&(%#

#

&#

$

&%

&!

$)(%6$)($'

*

.

+ 张传明
'

碳青霉烯非敏感大肠埃希菌耐药机制初步研究

及分子流行病学调查*

"

+

'

重庆!重庆医科大学#

&(%-'

*

)

+ 杨秋#陆文婷#芮勇宇
'

耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌耐药机

制及分子流行病学研究*

N

+

'

实用医学杂志#

&(%-

#

%&

$

&$

&!

$%&46$%,&'

*

4

+ 梁权辉#徐韫健
'

耐碳青霉烯肺克雷伯菌和大肠埃希菌耐

药机制研究*

N

+

'

国际检验医学杂志#

&(%$

#

,-

$

&

&!

%#-6

%#.'

*

%(

+解春宝#喻华#肖代雯#等
'

一株对
,

种碳青霉烯类抗菌药

物均耐药的肺炎克雷伯菌耐药机制研究*

N

+

'

检验医学#

&(%$

#

&4

$

$

&!

,#46,.$'

*

%%

+刘萍#闫雪苗#张坚磊#等
'&,

株耐碳青霉烯类肠杆菌科

细菌耐药基因分析*

N

+

'

山东医药#

&(%#

#

-#

$

&$

&!

4%64,'

*

%&

+刘淑敏#许云敏#牛敏#等
'

急诊重症监护病房耐碳青霉烯

类肠杆菌科细菌的分子流行特征*

N

+

'

中国感染与化疗杂

志#

&(%-

#

%-

$

$

&!

,.&6,.#'

*

%,

+代强#郑波
'&(%&

美国疾病预防控制中心耐碳青霉烯类

肠杆菌控制指南简介*

N

"

!"

+

'

中国医学前沿杂志$电子

版&#

&(%,

#

-

$

)

&!

,(6,%'

*

%$

+杨勇文#李从荣
'

耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌耐药基因研

究进展*

N

+

'

山东医药#

&(%#

#

-#

$

&

&!

4#64)'

*

%-

+徐丽英#丁卉#陈丽燕#等
',(

株耐碳青霉烯类肠杆菌科

细菌的调查分析*

N

+

'

中华医院感染学杂志#

&(%&

#

&&

$

%&

&!

&#.)6&#)('

$收稿日期!

&(%.6(.6(-

!!

修回日期!

&(%.6(46(4

&

(

-4$

(

检验医学与临床
&(%)

年
&

月第
%-

卷第
$

期
!

R@IS<E!B9:

!

T<IHC@H

J

&(%)

!

U8B'%-

!

V8'$


