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·检验技术与方法·

耐亚胺培南的阴沟肠杆菌碳青霉烯酶基因检测及同源性分析

宋景秋，戴　蕾，陶　月

（南京大学医学院附属鼓楼医院检验科，江苏南京２１０００８）

　　摘　要：目的　了解碳青霉烯酶基因在耐亚胺培南的阴沟肠杆菌中的分布情况，并进行同源性分析。方法　收集耐亚胺培南

的阴沟肠杆菌４株，ＫＢ纸片法测定菌株对药物的敏感性；采用改良 Ｈｏｄｇｅ试验及ＥＤＴＡ协同实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，ＥＲＩＣＰＣＲ扩增后电泳进行同源性分析。结果　４株阴沟肠杆菌呈现泛耐药现

象；改良 Ｈｏｄｇｅ试验阳性４株，金属酶表型试验全部阴性；４株菌均检出ＫＰＣ２酶基因，未检出其他碳青霉烯酶基因。同源性分

析结果显示４株菌株分为两型。结论　引起该院阴沟肠杆菌对碳青霉烯类药物不敏感的首要原因为细菌产ＫＰＣ２酶。
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　　阴沟肠杆菌是临床常见的条件致病菌之一，因其可产超广

谱β内酰胺酶及ＡｍｐＣ酶，导致其对多种抗菌药物高度耐药，

临床对其有效治疗十分困难。碳青霉烯类抗菌药物抗菌谱广，

经常用于治疗肠杆菌科细菌引起的各类感染。但随着碳青霉

烯酶（ｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅｓ）的产生，使得碳青霉烯类药物耐药问题

日益严峻。现以本院检出的４株亚胺培南耐药阴沟肠杆菌为

研究对象，研究其耐药基因携带情况，并进行同源性分析。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　收集４株对亚胺培南耐药的阴沟肠杆菌，均

来自南京市鼓楼医院住院患者标本，痰液２份、腹水２份。所

有菌株经ＶＩＴＥＫＣＯＭＰＡＣＴ２全自动细菌鉴定仪（法国生物

梅里埃公司产品）。

１．２　仪器及试剂　ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ＤＮＡ标记物、ＰＣＲ扩增

仪、凝胶成像分析系统、ＰＣＲ引物、普通ＤＮＡ产物纯化试剂盒

均参见文献［１］。

１．３　抗菌药物敏感试验　参见文献［１］。

１．４　改良 Ｈｏｄｇｅ试验　参考ＣＬＳＩ２０１２版。

１．５　金属酶表型试验　参考文献［２］进行。

１．６　基因检测　参见文献［１］。参照文献［１３］合成碳青霉烯

酶相关基因扩增引物（ｂｌａｋｐｃ、ｂｌａｖｉｍ、ｂｌａｉｍｐ、ｂｌａｓｍｅ、ｂｌａｎｄｍ）。

１．７　染色体ＤＮＡ同源性分析　同文献［４］。

２　结　　果

２．１　抗菌药物敏感性结果　ＫＢ纸片法结果显示，４株阴沟

肠杆菌对常规药物呈泛耐药性，仅对复方新诺明敏感性较高

（７５％）。

　　１～４：分别为编号１、２、３、４号阴沟肠杆菌；５：ＤＬ２０００ＤＮＡ标记

物；６：阴性对照ＡＴＣＣ１７０６肺炎克雷伯菌；７：阳性对照 ＡＴＣＣ１７０５肺

炎克雷伯菌。

图１　　阴沟肠杆菌ＫＰＣＰＣＲ电泳

２．２　碳青霉烯酶表型检测结果　４株待检阴沟肠杆菌中，改

良 Ｈｏｄｇｅ试验均阳性（１００％），金属酶表型筛选试验皆为

阴性。

２．３　基因分析结果　４株阴沟肠杆菌中均检测出 ＫＰＣ酶

（１００％），未检出其他类型碳青霉烯酶基因；产物纯化后测序，
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结果经ＢＬＡＳＴｎ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＢＬＡＳＴｎ）

比对，均为ＫＰＣ２型。ＰＣＲ电泳图谱见图１，ＰＣＲ产物测序见

图２。

２．４　同源性分析结果　４株阴沟肠杆菌ＥＲＩＣＰＣＲ同源性分

析结果显示，１、３号菌株扩增产物电泳后条带和数量完全相

同，属于同一克隆型 Ａ型；２、４号菌株与１、３号菌株主要条带

完全不同，属于另一克隆型Ｂ型，但２、４号菌株有一次要条带

不同，属于不同亚型，即２号菌株为Ｂ１型，４号菌株为Ｂ２型。

图２　　阴沟肠杆菌ＫＰＣＰＣＲ测序图

　　１～４：分别为编号１、２、３、４号阴沟肠杆菌。

图３　　阴沟肠杆菌ＥＲＩＣＰＣＲ电泳图

３　讨　　论

阴沟肠杆菌是存在于人和动物肠道的正常菌群，近年已成

为重要的医院感染病原体。阴沟肠杆菌是产 ＡｍｐＣ酶的典型

细菌，ＡｍｐＣ酶是经染色体介导，其优先底物是头孢菌素，如头

孢西丁，但其不被克拉维酸、他唑巴坦等酶抑制剂抑制。同时

阴沟肠杆菌也可产超广谱内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ），可水解头孢菌

素，但ＥＳＢＬｓ酶活性可被克拉维酸抑制。由于 ＡｍｐＣ酶和

ＥＳＢＬｓ酶在阴沟肠杆菌中的流行，而碳青霉烯类抗菌药物不

被其水解，使得碳青霉烯类抗菌药物成为治疗阴沟肠杆菌引起

感染的最有效药物。但是碳青霉烯酶的出现给阴沟肠杆菌的

治疗带来一定的困难。

ＫＰＣ型碳青霉烯酶于２００１年于美国首次被发现
［５］，之后

世界各地陆续检出携带 ＫＰＣ酶的肠杆菌科细菌
［６９］，可分为

１１种亚型
［１０］。ＫＰＣ酶可以水解碳青霉烯类药物，并不被酶抑

制剂或ＥＤＴＡ抑制。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转座子、质粒播散［１，１１］。中国常见为

ＫＰＣ２型
［３，１２］，本文中检出的 ＫＰＣ酶亦均为 ＫＰＣ２型，可见

ＫＰＣ２酶仍是本院肠杆菌科细菌耐碳青霉烯类抗菌药物的首

要原因［９］。

ＥＲＩＣＰＣＲ是在随机扩增多态性ＤＮＡ（ＲＡＰＤ）基础上发

展起来的、从遗传进化的角度对微生物基因组ＤＮＡ进行分析

的一种分型方法，针对染色体非编码区一段高度保守的约１２６

ｂｐ的中央倒置重复区进行扩增，进而从分子水平对菌株亲缘

性进行分析。本研究中４株阴沟肠杆菌采用ＥＲＩＣＰＣＲ分析

显示属于２个不同的流行克隆型。１、３号属于Ａ型同一亚型，

２、４号属于Ｂ型，但为不同亚型。１、３号菌株均来自同一病区

（普外科），均为腹水的标本；２、４号菌株来自不同病区。可以

初步分析，１、３号菌株为同一菌株引起的感染，需排除院内感

染；而２、４号菌株也属于同一菌株的不同亚型，需加强院内感

染监测。
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