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　　摘　要：目的　调查西安地区耐亚胺培南铜绿假单胞菌的耐药现状及碳青霉烯酶耐药基因携带情况，指导临床合理使用抗菌

药。方法　连续收集２０１２年８月至２０１３年７月西安地区四所医院临床标本中分离的耐亚胺培南铜绿假单胞菌共１５１株，通过

药物敏感试验了解耐亚胺培南铜绿假单胞菌耐药特征，并采用聚合酶链反应技术（ＰＣＲ）检测碳青霉烯酶耐药基因在耐亚胺培南

铜绿假单胞菌中的携带情况。结果　１５１株耐亚胺培南铜绿假单胞菌主要分布在神经外科ＩＣＵ（３７．１％）、神经内科ＩＣＵ

（２７．１％）及烧伤科（１９．９％）；所检菌株对多黏菌素Ｂ敏感，对其余９种抗菌药物均不同程度耐药；９４株携带ＶＩＭ基因，３２株携带

ＩＭＰ基因，５株携带ＳＰＭ基因，３株携带ＳＩＭ基因。结论　耐亚胺培南铜绿假单胞菌多药耐药及泛耐药现象严重，其原因可能与

产碳青霉烯酶耐药基因表达有关，耐药基因以ＶＩＭ、ＩＭＰ为主，临床应加强细菌耐药性监测，合理有效使用抗菌药物，防止耐亚胺

培南铜绿假单胞菌的蔓延。
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　　以亚胺培南为代表的碳青霉烯类抗生素，是目前抗感染治

疗中抗菌谱最广、抗菌活性最强的一类抗菌药物。然而，由于

在临床上广泛、大量使用，细菌对此类药物也产生了耐药。

１９９１年，Ｗａｎｔａｎａｂｅ等
［１］从一株对亚胺培南耐药的铜绿假单

胞菌中分离出分解碳青霉烯类药物的酶，由 ３１Ｍｄａ的

ＰＭＳ３５０质粒编码，这种质粒可以诱导菌体对碳青霉烯类抗生

素、庆大霉素和磺胺类等抗生素耐药，并可以通过接合方式传

递给其他铜绿假单胞菌菌株。随着耐亚胺培南铜绿假单胞菌

检出率的增加，给临床抗感染治疗带来了挑战，患者对亚胺培

南产生耐药，不仅会延长住院时间，增加住院费用，更会大大提

高患者病死率。及时准确了解亚胺培南铜绿假单胞菌耐药情

况及分子流行病学特点，对指导临床合理治疗耐亚胺培南铜绿

假单胞菌感染有重要意义。

１　材料与方法

１．１　菌株来源及鉴定　收集西安地区四所三级医院２０１２年

８月至２０１３年７月临床住院患者各种标本的非重复耐亚胺培

南铜绿假单胞菌，细菌分离及鉴定按《全国临床检验操作规程》

要求执行，ＫＢ法检测亚胺培南的敏感性，根据ＣＬＳＩ２０１０标准

判定耐药（Ｒ），筛选出耐亚胺培南铜绿假单胞菌，质控菌株为

铜绿假单胞菌ＡＴＣＣ２７８５３。

１．２　主要仪器及设备　超净工作台（苏州净化有限公司）；电

热恒温培养箱及恒温摇床（上海基玮实验仪器公司）；ＶＩＴＥＫ２

全自动微生物分析仪；ＤＹＹⅢ２型电泳仪（北京六一仪器厂）；

ＰＣＲ扩增仪（ＡＢＩ９６００型）；数字化凝胶成像系统（上海日复）。

１．３　试剂　北京奥博星生物技术公司生产的 ＭＨ琼脂和营

养肉汤，药敏纸片购自英国 Ｏｘｏｉｄ公司，ＰＣＲ引物参照文献

［２］，由西安沃尔森生物技术有限公司合成，引物序列详见表

１，２０００ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒ、２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ为北京奥

科生物技术有限公司产品。

１．４　方法

·２８８１· 国际检验医学杂志２０１４年７月第３５卷第１４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｌｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１４



１．４．１　药敏试验　采用 ＫＢ法对头孢他啶、环丙沙星、复方

磺胺甲唑、阿米卡星、头孢吡肟、头孢哌酮／舒巴坦、哌拉西

林／他巴唑坦、美洛培南、多黏菌素Ｂ、米诺环素进行药敏试验。

１．４．２　制备细菌ＤＮＡ模板　参考Ｃｈｕ等
［３］的文献报道，将

实验菌株接种于 ＭＨ 平板上，置于３７℃恒温孵箱中过夜孵

育，挑取单克隆菌落置于放有１０ｍＬ肉汤培养液的ＥＰ管中，

于３７℃恒温摇床过夜增菌；取３ｍＬ过夜培养菌液，１２００

ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，弃上清液后加入无菌水２００μＬ及２ｍｇ／ｍＬ

蛋白酶Ｋ０．２ｍＬ，震荡摇匀，重悬细菌；６０℃预热５ｍｉｎ，９５℃

水浴１０ｍｉｎ；１２００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，上清液即为ＤＮＡ提取

液，置于－２０℃冰箱密封保存备用。

１．４．３　ＰＣＲ扩增体系及反应条件　总反应体系为２０μＬ，包

括ＤＮＡ模板２μＬ，２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，上下游引

物各１μＬ，最后用灭菌双蒸水补足２０μＬ。ＰＣＲ反应条件为

９３℃预变性２ｍｉｎ，然后９３℃变性６０ｓ，５５℃退火６０ｓ，７２℃

延伸７０ｓ，进行３５个循环，最后７２℃延伸５ｍｉｎ。产物长度小

于５００ｂｐ的，反应条件为９３℃预变性２ｍｉｎ，然后９３℃变性

３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，进行３５个循环，最后

７２℃延伸５ｍｉｎ。反应结束后将ＰＣＲ产物保存于４℃冰箱。

１％琼脂糖凝胶电泳，紫外凝胶电泳成像仪下观察结果并拍照

保存，其中ＡＴＣＣ２７８５３作为阴性对照。

１．４．４　扩增产物检测　琼脂糖凝胶为１％浓度，取ＰＣＲ产物

５μＬ上样，２０００ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒ５μＬ为分子量标准，电泳缓

冲液为１×ＴＡＥ工作液，电泳条件为电压１００Ｖ，电泳时间３０

ｍｉｎ，其中 ＡＴＣＣ２７８５３作为阴性对照。紫外凝胶电泳成像仪

下观察结果并拍照保存。

１．４．５　基因测序与对比　使用试剂盒进行纯化胶回收后送天

根生化科技有限公司测序，核苷酸序列与ＧｅｎＢａｎｋ上的基因

序列对比。

表１　　ＰＣＲ引物序列及目的产物长度

基因名称 引物序列（５′３′） 产物长度（ｂｐ）

ＩＭＰ Ｐ１：ＣＧＧＣＣＫＣＡＧＧＡＧＭＧＫＣＴＴ ５８７

Ｐ２：ＡＡＣＣＡＧＴＴＴＴＧＣＹＴＡＣＹＡＴ

ＶＩＭ Ｐ１：ＡＴＴＣＣＧＧＴＣＧＧＭＧＡＧＧＴＣＣＧ

Ｐ２：ＧＡＧＣＡＡＧＴＣＴＡＧＡＣＣＧＣＣＣＧ ６３３

ＳＰＭ Ｐ１：ＣＴＧＣＴＴＧＧＡＴＴＣＡＴＧＧＧＣＧＣＧ

Ｐ２：ＣＣＴＴＴＴＣＣＧＣＧＡＣＣＴＴＧＡＴＣＧ ７８６

ＳＩＭ Ｐ１：ＡＣＡＡＧＧＧＡＴＴＣＧＧＣＡＴＣＧＧＴＴ

Ｐ２：ＴＴＡＴＣＴＴＧＡＧＴＧＴＧＴＣＣＴＧＧ ３５５

ＧＩＭ Ｐ１：ＣＣＴＧＴＡＧＣＧＴＴＧＣＣＡＧＣＴＴＴＡ

Ｐ２：ＣＡＧＣＣＣＡＡＧＡＧＣＴＡＡＴＴＧＡＧＧ ５６２

ＮＤＭ１ Ｐ１：ＣＧＧＣＣ（Ｇ／Ｔ）ＣＡＧＧＡＧ（Ａ／Ｃ）Ｇ（Ｇ／Ｔ）ＣＴＴＴ

Ｐ２：ＡＡＣＣＡＧＴＴＴＴＧＣ（Ｃ／Ｔ）ＴＴＡＣ（Ｃ／Ｔ）ＡＴ ８３２

２　结　　果

２．１　菌株分布流行病学特征　所分离的１５１株耐亚胺培南铜

绿假单胞菌的患者中，男性 ９７ 例 （６４．２％），女 性 ５４ 例

（３５．８％），年龄２３～９１岁，平均（６６．３±８．７）岁，６０岁及以上

者１０２例（６７．５％）；在菌株标本类型中，痰液最多，共９８例，其

次为分泌物，有３３例；分布前三位的科室分别是神经外科监护

室５６例（３７．１％），神经内科监护室４１例（２７．１％），烧伤科３０

例（１９．９％）。

２．２　药敏试验结果　１５１株耐亚胺培南铜绿假单胞菌对１０

种抗菌药物的药敏试验结果见表２。

２．３　多重耐药检出情况

２．３．１　多重耐药定义
［４］
　多重耐药（ＭＤＲ）：对亚胺培南、头

孢他啶、环丙沙星均耐药。广泛耐药（ＸＤＲ）：对亚胺培南、头孢

他啶、环丙沙星、阿米卡星、哌拉西林／他唑巴坦、头孢吡肟均

耐药。泛耐药（ＰＤＲ）：对所有抗菌药物均耐药。

２．３．２　多重耐药检出情况，见表３。

表２　　１５１株耐亚胺培南铜绿假单胞菌对１０种抗菌

　　　　　　药物的情况

抗菌药物 耐药株数（狀） 耐药率（％）

头孢哌酮／舒巴坦 １２２ ８０．８

头孢吡肟 １２０ ７９．４

环丙沙星 １１６ ７６．８

复方磺胺甲唑 １０８ ７２．０

哌拉西林／他唑巴坦 １０４ ６８．９

米诺环素 １０１ ６６．９

美洛培南 ９３ ６１．６

头孢他啶 ８７ ５７．６

阿米卡星 ７８ ５１．７

多黏菌素Ｂ ０ ０．０

表３　　１５１株耐亚胺培南铜绿假单胞菌的多重耐药率（％）

类型 检出株数 检出率（％）

ＭＤＲ ４８ ３１．８

ＸＤＲ ２３ １５．２

ＰＤＲ ０ ０．０

表４　　１５１株耐亚胺培南铜绿假单胞菌耐药

　　　　　基因检测情况

基因名称 株数（狀） 检出率（％）

ＩＭＰ １７ ２２．４

ＶＩＭ ５０ ６５．８

ＳＰＭ ３ ３．９

ＳＩＭ ２ ２．６

ＧＩＭ ０ ０．０

ＮＤＭ１ ０ ０．０

ＶＩＭ＋ＩＭＰ １８ ２３．７

ＶＩＭ＋ＳＰＭ ３ ３．９

ＶＩＭ＋ＩＭＰ＋ＳＰＭ １ １．３

　　Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１：ＩＭＰ型；２：ＶＩＭ 型；３：ＳＰＭ 型；４：ＳＩＭ 型；５：铜绿假

单胞菌ＡＴＣＣ２７８５３。

图１　　ＰＣＲ产物电泳图谱
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２．４　耐药基因类型检测　１５１株耐亚胺培南铜绿假单胞菌

中，检出携带ＶＩＭ基因９４株，携带ＩＭＰ基因３２株，携带ＳＰＭ

基因３株，携带ＳＩＭ 基因２株；未检出 ＧＩＭ、ＮＤＭ１耐药基

因。有２２株同时携带两种或两种以上耐药基因，见表４，基因

电泳图见图１。

３　讨　　论

近年来，随着亚胺培南在临床治疗中的广泛应用，越来越

多的铜绿假单胞菌对亚胺培南产生了耐药性，碳青霉烯类耐药

铜绿假单胞菌同时对其他抗菌药物也呈现出很高的耐药性［５］。

本研究检测到耐亚胺培南铜绿假单胞菌仅对多黏菌素Ｂ耐药

率为０，对其余抗菌药物均表现出大于５０％的高耐药率，且多

重耐药率达３１．８％，远远高于普通铜绿假单胞菌报道的

９．１％
［６］，耐药形势相当严峻。

本组１５１株耐亚胺培南的铜绿假单胞菌对美罗培南的敏

感率为６１．６％，提示亚胺培南与美罗培南耐药机制不尽相同。

美罗培南是不经过特殊通道扩散的，细菌外膜的低通透性合并

主动外排系统起作用是它对铜绿假单胞菌形成低水平耐药性

的主要机制。国外有研究表明，对美罗培南耐药的铜绿假单胞

菌９４．７％对亚胺培南耐药，而对亚胺培南耐药的菌株只有

４７％对美罗培南耐药，且美罗培南体外活性是亚胺培南的２

倍，对部分耐亚胺培南菌株有效，故临床上用美罗培南治疗亚

胺培南耐药的菌株，但仍需密切监测药敏结果［７］。

产碳青霉烯酶是铜绿假单胞菌对碳青霉烯类抗生素耐药

的重要原因。碳青霉烯酶是能够明显水解碳青霉烯类抗菌药

物的一类β内酰胺酶，最主要的有６种基因型：ＩＭＰ、ＶＩＭ、

ＧＩＭ、ＳＰＭ、ＳＭＩ和 ＮＤＭ１，铜绿假单胞菌中以ＩＭＰ和 ＶＩＭ

基因型多。本研究检测到ＩＭＰ阳性３２株，阳性率２１．２％，

ＶＩＭ阳性９４株，阳性率６２．３％，还检出５株携带ＳＰＭ基因及

３株携带ＳＩＭ基因，耐药基因ＧＩＭ 和 ＮＤＭ１暂未检出，与文

献［８］报道的以ＩＭＰ、ＶＩＭ 基因为主相同。但本地区 ＶＩＭ 基

因型检出率最高，与国内报道的以ＩＭＰ基因检出率最高有差

异［６］，可能本地区用药习惯有关，需进一步研究。

本研究首次报道出耐亚胺培南铜绿假单胞菌可携带两种

及以上碳青霉烯酶耐药基因，其耐药性极强，此次检测出一株

同时携带三种耐药基因的铜绿假单胞菌，药物敏感试验证实，

此菌株除多黏菌素Ｂ以外，对其余９种抗菌药物均耐药，需引

起临床重视。

此外，本研究检测到３６株耐药基因阴性的耐亚胺培南铜

绿假单胞菌，占２３．８％，此类菌株的耐药机制可能与外膜通透

性障碍，主动外排泵，改变抗菌药物作用的靶位，生物膜形成等

有关，需进一步研究考证。

综上所述，本地区耐亚胺培南铜绿假单胞菌耐药性强，且

多重耐药现象严重，耐药机制主要是产生了碳青霉烯酶耐药基

因。亚胺培南等碳青霉烯类抗菌药物耐药现象的不断增加和

流行，使临床面临几乎无药可选的境地，严重地威胁到人类健

康，加强细菌耐药监测及耐药机制研究，对及时控制医院感染

及临床合理使用抗菌药物具有重要意义。
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ｈｉｂｉｔｓｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ（ＮＦ）κＢａｎｄＮＦκＢｒｅｇｕｌａｔｅｄ

ｇｅｎｅｐｒｏｄｕｃｔｓａｎｄｉｎｄｕｃｅｓｄｅａｔｈｒｅｃｅｐｔｏｒｓｌｅａｄｉｎｇｔｏｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｉｎｄｕｃｅｄｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ，ａｎｄｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｏｓｔｅ

ｏｃｌａｓｔｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＭｏｌＮｕｔｒＦｏｏｄＲｅｓ，２０１２，５６（３）：４５４４６５．

［１３］ＨｕｎｇｅｒＣ，ｄｅｍｉｓＶ，ＥｎｇｅｌｅＪ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅ

ＳＤＦ１ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓＣＸＣＲ４ａｎｄＣＸＣＲ７ｄｕｒｉｎｇｍｏｕｓｅ

ｌｉｍｂｍｕｓｃｌｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＥｘｐＣｅｌｌＲｅｓ，

２０１２，３１８（１７）：２１７８２１９０．

（收稿日期：２０１４０１０８）

·４８８１· 国际检验医学杂志２０１４年７月第３５卷第１４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｌｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１４


