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亚胺培南不敏感大肠埃希菌碳青霉烯酶基因的检测
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　　摘　要：目的　了解碳青霉烯酶基因在亚胺培南不敏感大肠埃希菌中的分布情况。方法　收集亚胺培南不敏感的大肠埃希

菌２５株，ＫＢ纸片法测定菌株对药物的敏感性；采用ＥＤＴＡ协同试验及改良 Ｈｏｄｇｅ试验进行碳青霉烯酶表型检测；ＰＣＲ法扩增

碳青霉烯酶基因并进行序列分析。结果　２５株大肠埃希菌呈现泛耐药现象，其中亚胺培南耐药１５株，中度敏感１０株；改良

Ｈｏｄｇｅ试验阳性１５株，金属酶表型试验全部阴性；１５株菌株检出ＫＰＣ２酶基因，未检出其它碳青霉烯酶基因。结论　产ＫＰＣ２

酶是造成该院大肠埃希菌对碳青霉烯类抗菌药物耐药的主要原因。
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　　碳青霉烯类抗菌药物是抗菌谱最广，抗菌活性最强的非典

型β内酰胺抗菌药物，因其具有超广谱的、极强的抗菌活性，对

β内酰胺酶高度的稳定性以及毒性低等特点，已经成为治疗临

床严重细菌感染，特别是产超广谱β内酰胺酶肠杆菌感染最主

要的抗菌药物之一［１］。但是随着该类药物的广泛应用，碳青霉

烯类药物耐药问题日益严峻，特别是碳青霉烯耐药肠杆科细

菌［２］。研究显示，肠杆菌科细菌对碳青霉烯类药物的耐药主要

与碳青霉烯酶的产生密切相关［３］。本研究以本院２０１０年３月

至２０１２年６月筛选的２５株亚胺培南不敏感大肠埃希菌为研

究对象，旨在检测碳青霉烯酶的分布流行情况。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　收集本院２０１０年３月至２０１２年６月期间临

床样本中分离的亚胺培南不敏感的大肠埃希菌共２５株。菌株

来源为尿液６份，分泌物５份，痰液、胆汁及血液样本各３份，

其它样本来源５份。所有菌株经 ＡＴＢ３２Ｅ鉴定条（法国梅里

埃公司产品）鉴定。大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２和铜绿假单胞菌

ＡＴＣＣ２７８５３为抗菌药物敏感性试验质控菌株。在改良

Ｈｏｄｇｅ试验中，肺炎克雷伯菌 ＡＴＣＣ１７０５为阳性对照，肺炎克

雷伯菌ＡＴＣＣ１７０６为阴性对照。

１．２　仪器及试剂　犜犪狇ＤＮＡ聚合酶、１０×ｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ
２＋）、

ｄＮＴＰｓ为ＴａＫａＲａ公司产品；ＤＮＡＭａｒｋｅｒ为北京全式金公司

产品；ＰＣＲ扩增仪为ＰＥ公司产品；凝胶成像分析系统为捷达

公司；ＰＣＲ引物由英俊公司合成；ＭＨ琼脂平板为法国生物梅

里埃公司产品；普通ＤＮＡ产物纯化试剂盒（北京天根生化科

技有限公司）。

１．３　方法

１．３．１　药物敏感性测定　所有药敏纸片均购自英国Ｏｘｉｏｄ公

司。药物敏感性测定采用ＫＢ纸片法，结果按ＣＬＳＩ２００９年版

标准判定。检测药物包括：氨苄西林、氨苄西林／舒巴坦、阿米

卡星、头孢噻肟、头孢呋辛、头孢西丁、头孢吡肟、亚胺培 南、头

孢哌酮／舒巴坦、哌拉西林、哌拉西林／他唑巴坦、左氧氟沙星、

复方磺胺甲恶唑、氨曲南。

１．３．２　改良 Ｈｏｄｇｅ试验　将０．５麦氏浊度单位的大肠埃希

菌ＡＴＣＣ２５９２２菌液均匀涂布在 ＭＨ平板上，中间贴美罗培南

（１０μｇ）纸片，将实验菌株以美罗培南纸片为起点，用无菌接种

环自纸片外缘向平板边缘以离心方向划线，以肺炎克雷伯菌

ＡＴＣＣ１７０５为阳性对照，肺炎克雷伯菌 ＡＴＣＣ１７０６为阴性对

照，３５℃培养１６～１８ｈ后观察结果，美罗培南抑菌圈内出现待

检菌矢状生长者为阳性。

１．３．３　金属酶表型试验　将待测菌株悬液（０．５麦氏浊度）涂
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布 ＭＨ平板，平板上贴亚胺培南纸片，距其中心２４ｍｍ贴阿莫

西林／克拉维酸纸法。另贴一亚胺培南纸片并于其上滴加５

μＬ０．５ｍｏｌ／Ｌ乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）溶液，３５℃过夜培养。

观察各纸片抑菌圈大小及纸片间是否具有协同效应。

１．３．４　基因检测　煮沸法提取细菌ＤＮＡ，置－２０℃冰箱备

用。参照文献［３５］合成碳青霉烯酶相关基因扩增引物，具体见

表１。总反应体系为５０μＬ，其中１０×ｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ
２＋）５μＬ，

ｄＮＴＰｓ（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ，上、下游引物

（１０μｍｏｌ／Ｌ）各２μＬ，犜犪狇ＤＮＡ酶０．３μＬ，ｄＨ２Ｏ３４．７μＬ，退

火温度为５５℃。ＰＣＲ产物经１．５％的琼脂糖凝胶电泳观察。

将ＰＣＲ扩增阳性产物送上海美吉公司测序，结果在 Ｇｅｎｂａｎｋ

数据库比对。

表１　　ＰＣＲ引物序列和产物大小

基因名称 引物序列（５′３′） 产物长度（ｂｐ）

ｂｌａＫＰＣ Ｐ１：ＧＣＴＡＣＡＣＣＴＡＧＣＴＣＣＡＣＣＴＴＣ；Ｐ２：ＡＣＡＧＴＧＧＴＴＧＧＴＡＡＴＣＣＡＴＧＣ ９２０

ｂｌａＳＭＥ Ｐ１：ＡＡＣＧＧＣＴＴＣＡＴＴＴＴＴＧＴＴＴＡＧ；Ｐ２：ＧＣＴＴＣＣＧＣＡＡＴＡＧＴＴＴＴＡＴＣＡ ８３０

ｂｌａＧＥＳ Ｐ１：ＡＴＧＣＧＣＴＴＣＡＴＴＣＡＣＧＣＡＣ；Ｐ２：ＣＴＡＴＴＴＧＴＣＣＧＴＧＣＴＣＡＧＧ ８６７

ｂｌａＮＭＣ Ｐ１：ＧＣＡＴＴＧＡＴＡＴＡＣＣＴＴＴＡＧＣＡＧＡＧＡ；Ｐ２：ＣＧＧＴＧＡＴＡＡＡＡＴＣＡＣＡＣＴＧＡＧＣＡＴＡ ２１５８

ｂｌａＡＭＩ Ｐ１：ＣＴＧＡＡＧＧＴＧＴＡＣＧＧＡＡＡＣＡＣ；Ｐ２：ＧＴＴＣＧＧＣＣＡＣＣＴＣＧＡＡＴＴＧ ３２２

ｂｌａＢＩＣ Ｐ１：ＴＡＴＧＣＡＧＣＴＣＣＴＴＴＡＡＧＧＧＣ；Ｐ２：ＴＣＡＴＴＧＧＣＧＧＴＧＣＣＧＴＡＣＡＣ ５３７

ｂｌａＩＭＩ Ｐ１：ＡＴＡＧＣＣＡＴＣＣＴＴＧＴＴＴＡＧＣＴＣ；Ｐ２：ＴＣＴＧＣＧＡＴＴＡＣＴＴＴＡＴＣＣＴＣ ８１８

２　结　　果

２．１　药物敏感性测定结果　２５株大肠埃希菌对常规药物呈

泛耐药性。其中１５株为亚胺培南耐药，１０株为中度敏感；２０

株细菌对复方磺胺甲恶唑敏感。

２．２　碳青霉烯酶表型检测结果　２５株待检大肠埃希菌中，改

良 Ｈｏｄｇｅ试验阳性菌有１５例（６０．０％），金属酶表型筛选试验

皆为阴性。

２．３　基因分析结果　２５株大肠埃希菌中共检测出ＫＰＣ酶阳

性菌株１５株（６０．０％），均为 ＭＨＴ试验阳性菌株，未检出其他

类型碳青霉烯酶基因；ＫＰＣ测序结果经在Ｇｅｎｅｂａｎｋ中进行比

对，均为ＫＰＣ２型。ＰＣＲ电泳图谱见图１。

　　Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１～６：样本菌株（２、３、４、６为阳性；１、５为阴性）；

７：阳性对照；８：阴性对照。

图１　　部分大肠埃希菌ＫＰＣ基因ＰＣＲ产物电泳图

３　讨　　论

碳青霉烯耐药肠杆科细菌在全球范围内广泛播散，是感染

性疾病治疗过程中的一个难题［４］。而碳青霉烯酶的产生是细

菌对碳青霉烯类抗菌药物耐药的主要原因。该类酶可分为两

类，一类为活性中心含有丝氨酸的酶，包括 Ａ组 ＫＰＣ、ＳＭＥ、

ＩＭＩ、ＧＥＳ等和Ｄ组家族的ＯＸＡ２３～２７、４０、４８等；另一类为

金属酶家族，主要为ＩＭＰ、ＶＩＭ、ＧＩＭ、ＳＰＭ和ＳＩＭ
［５］。携带这

类酶的细菌引起的感染与患者的发病率和病死率密切相关。

目前，肠杆科细菌中，以 ＫＰＣ型碳青霉烯酶最为流行
［６］。此

外，孔蛋白缺失、外排泵的过表达、膜通透性下降、碳青霉烯类

药物高亲和性的结合位点ＰＢＰ２缺失、数量下降或亲和性下调

等联合作用也与碳青霉烯耐药相关［７］。药物敏感性测定结果

显示，２５株亚胺培南不敏感大肠埃希菌对头孢菌素类、含酶抑

制剂、喹诺酮类、氨基糖苷类以及碳青霉烯类广泛耐药，这与产

碳青霉烯酶菌株的耐药特点相似［８］，除了由碳青霉烯酶广谱的

底物水解特点决定外，喹诺酮作用靶位的突变以及１６ＳｒＲＮＡ

甲基化酶的产生与外排泵的过表达等联合作用也是导致细菌

对这些临床常用抗菌药物泛耐药的主要原因［９１１］。本研究中，

改良 Ｈｏｄｇｅ实验和基因分析显示，１５株亚胺培南耐药菌株均

携带 ＫＰＣ２型碳青霉烯酶，是介导细菌对亚胺培南耐药的主

要原因。而其余１０株细菌虽然对亚胺培南的敏感性为中介，

但表型试验和基因分析均为阴性，可能是在临床抗菌药物频繁

使用所产生的选择压力下，超广谱β内酰胺酶与头孢菌素酶的

产生与细菌外膜上亚胺培南的孔蛋白ＯｍｐＣ和ＯｍｐＦ的突变

或缺失有关［１２］。目前已发现的 ＫＰＣ型酶已有１１种，分别从

ＫＰＣ１型至ＫＰＣ１１型酶
［１３］，这类酶不仅通过克隆菌株播散，

也可通过移动性遗传元件如质粒、转座子播散［２］。目前，中国

地区均以 ＫＰＣ２型检出率较高，国内相继分离到 ＫＰＣ３、

ＫＰＣ５等变异体
［１４］。而本文所调查的１５株耐亚胺培南大肠

埃希菌均为ＫＰＣ２型。这些酶的出现、播散和持续进化，将会

给临床抗感染治疗带来严峻的挑战，迫切需要加强碳青霉烯耐

药菌株的检测。
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死组以不稳定斑块为主（１４９个），对照组以稳定斑块居多

（４５个），见表２。

表１　　两组血清ｈｓＣＲＰ水平比较、颈动脉

　　ＩＭＴ及斑块检出率对比

组别 狀 ｈｓＣＲＰ（ｍｇ／Ｌ） ＩＭＴ（ｍｍ） 斑块检出率（％）

脑梗死组１２６ ７．８５±１．６８ １．４５±０．１６ ８７．６

对照组 １１９ ２．６２±０．８９ １．０８±０．１２ １６．４

表２　　两组颈动脉超声检测结果对比

组别 狀 斑块总数（个）
斑块性质

不稳定斑块（个） 稳定斑块（个）

脑梗死组 １２６ ２３４ １４９ ８５

对照组 １１９ ６１ １６ ４５

３　讨　　论

颈动脉粥样硬化是缺血性脑卒中的独立危险因素，而动脉

粥样硬化往往和慢性炎症过程相伴随。炎症血清标志物能够

反映ＡＣＩ的预后
［４５］。

ＣＲＰ是在活化的巨噬细胞分泌的细胞因子刺激下诱导肝

细胞产生的一种急性非特异性反应蛋白，临床上将用较敏感的

方法测出的较低浓度的血清ＣＲＰ称为ｈｓＣＲＰ。在人体正常生

理状态下含量极微，但在组织损伤、感染及血管病变等情况下

可升高数十倍以上，通常作为独特的炎症标记物来检测［６］。动

脉粥样硬化形成的整个病理生理过程，炎症反应可能起到了极

为重要的作用，属于一种低度慢性炎症状态［７］。当机体受到外

来不良刺激，就会产生过量的炎症因子，从而刺激巨噬细胞产

生白介素６（ＩＬ６）等细胞因子，进一步刺激肝脏合成ｈｓＣＲＰ，

并释放进入血液。在血液中显著升高的ｈｓＣＲＰ就会异常激活

补体系统，通过诱导内皮细胞黏附分子的产生，来激活血小板，

继而引起血小板的异常聚集、黏附，从而形成不稳定硬化斑

块［８］。ＣＲＰ不仅可作为组织受损伤后产生的一种非特异性的

反应蛋白，而且直接参与了脂质过氧化、内皮细胞功能失常、动

脉炎症反应等一系列病理过程，是一项敏感的炎症反应指标，

其含量与脑梗死面积和神经功能的损伤程度具有相关性，是

ＡＣＩ患者病情变化的指标之一
［９］。本研究结果显示，脑梗死组

血清 ｈｓＣＲＰ水平明显高于健康体检组，提示脑梗死患者

ｈｓＣＲＰ水平与动脉粥样硬化疾病发生密切相关。

丁士芳等［１０］研究发现，在ＡＣＩ患者中，年龄及梗死面积越

大，病情越不稳定，ｈｓＣＲＰ水平就会越高，超声检出的斑块数

目也相应增多。Ａｌｖａｒｅｚ等
［１１］报道ｈｓＣＲＰ水平与颈动脉粥样

硬化斑块内的巨噬细胞及Ｔ淋巴细胞含量呈正相关，颈动脉

斑块不稳定患者ｈｓＣＲＰ水平高于斑块稳定型患者，症状明显

的患者ｈｓＣＲＰ水平高于无症状患者。研究结果显示，脑梗死

组不仅血清ｈｓＣＲＰ水平明显高于健康体检组，而且颈动脉斑

块的检出率也明显高于健康体检组，且以软斑块居多，与文献

报道一致。表明ｈｓＣＲＰ与颈动脉粥样硬化斑块的形成及稳定

性关系密切，在动脉粥样硬化性脑梗死的发病过程中起着极为

重要的作用。

综上所述，ｈｓＣＲＰ作为一种非特异性炎症的敏感标志物

之一，在ＡＣＩ的发生、发展过程中都起到极为关键的作用，对

于脑梗死患者的诊断、病情变化监测以及预后判断都具有很高

的参考价值。
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２０８１２０８６．

［１１］ＮｉｋａｉｄｏＨ，ＰａｇèｓＪＭ．Ｂｒｏａｄｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｅｆｆｌｕｘｐｕｍｐｓａｎｄｔｈｅｉｒ

ｒｏｌｅｉｎｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆＧｒａｍｎｅｇａｔｉｖｅｂａｃｔｅｒｉａ［Ｊ］．ＦＥＭＳ

ＭｉｃｒｏｂｉｏｌＲｅｖ，２０１２，３６（２）：３４０３６３．

［１２］ＡｄｌｅｒＭ，Ａｎｊｕｍ Ｍ，ＡｎｄｅｒｓｓｏｎＤＩ，ｅｔａｌ．Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆａｃｑｕｉｒｅｄβ

ｌａｃｔａｍａｓｅｓｏｎｔｈｅｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ｉｎＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ［Ｊ］．ＪＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，２０１３，６８（１）：５１

５９．

［１３］ＲａｐｐＲＰ，ＵｒｂａｎＣ．ＫｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅｓｉｎＥｎ

ｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ：ｈｉｓｔｏｒｙ，ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ，ａｎｄ ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙｃｏｎｃｅｒｎｓ

［Ｊ］．Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒａｐｙ，２０１２，３２（５）：３９９４０７．

［１４］胡付品，朱德妹．ＫＰＣ型碳青霉烯酶研究进展［Ｊ］．中国感染与化

疗杂志，２０１１，１１（１）：７６８０．

（收稿日期：２０１２１２０１）
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