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碳青霉烯耐药克雷伯菌耐药机制研究
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克雷伯菌是肠杆菌科细菌中最为重要的一类，

是临床引起院内、院外感染的常见病原体。碳青霉

烯类抗菌药物是一类广谱的 !$内酰胺酶类抗菌药

物，对革兰阴性、革兰阳性、厌氧及多重耐药菌均有

良好的抗菌活性。近年来由于此类药物广泛应用，

碳青霉烯耐药细菌不断涌现，在肠杆菌科细菌中，

克雷伯菌对其耐药情况逐渐显现，目前研究结果显

示，其主要耐药机制为以下 D 点c($Cd：（(）产生碳青霉

烯酶，（*）29:;< 及 5=>? 酶合并细菌外膜蛋白缺失

或表达降低，（C）外排泵高表达，（D）碳青霉烯类抗

菌药物作用靶位改变。其中（(）（*）为主要耐药机

制。本文旨在研究我院分离到的碳青霉烯耐药克雷

伯菌的耐药机制，制定合理有效的临床诊疗方案，

为医院感染控制提供数据支持。
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(T(T( 标本来源 收集 *%(C$*%(D 年度天津医科

大学第二医院微生物实验室临床分离的碳青霉烯

耐药 C, 株克雷伯菌属细菌，包括肺炎克雷伯菌及

产酸克雷伯菌。C, 株菌的科室分布为：新生儿科 *,

株，儿科 C 株，干部科 * 株，神经外科 ( 株，胸外科 *

株，血液科 ( 株，中医科 ( 株。标本来源：咽拭子（**

例）、痰液（(* 例）、尿液（* 例）。C, 位患者的疾病分

布：肺炎 *e 例，支气管炎 + 例，泌尿系统感染 * 例，

肋骨骨折 ( 例。

(T(T* 菌株 鉴 定 及 药 敏 实 验 采 用 fQ42_ *

7.=>G?V 全自动细菌鉴定系统进行细菌鉴定。美罗

培南、亚胺培南采用 _$: 法重复测定碳青霉烯类抗

菌 药 物 敏 感 情 况 。 质 控 菌 株 大 肠 埃 希 菌

5477*+B**、铜绿假单胞菌 5477*"e+' 为我院检验
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科保持菌株。! 株阳性对照菌（" 株肺炎克雷伯菌

#$"%" 株阴沟肠杆菌 &'!）为产 #$( 酶阳性菌株，

由温州医科大学附属第一医院周铁丽教授赠送。

")! !"

"*!*" 耐药表型检查

"*!*"*" 改良+,-./试验：用生理盐水将01((!23!!

大肠埃希菌调成 4*2 麦氏标准菌悬液，再用生理盐水

"!"4 稀释；按照药敏试验操作方法将菌悬液均匀涂

布于 5+ 平板上，待平板干 6""4 789 后，在平板中

间贴上美罗培南（"4 !.）纸片；用无菌接种环挑取

6"2 个过夜生长的实验菌株或质控菌株菌落自纸片

外缘向外划直线，划线至少 !4"!2 77 长；62 # 培

养 ":""; < 后观察结果，如美罗培南抑菌圈内出现

矢状生长者为耐碳青霉烯菌株。根据 (=>? !4"6 年

标准执行及判定标准。

"*!*"*! @A10 协同试验：按照参考文献BCD所示试

验方法及判定标准。用生理盐水制备 4*2 麦氏标准

菌悬液 ，按照常规纸片扩散法程序接种于 5+ 琼脂

培养基上，干燥 6""4 789；在已涂布待测菌液的 5+

平板上贴上美罗培南（"4 !.）纸片，在距其 " E7 处

贴一空白纸片，加入 C != @A10 溶液（4*2 7,FG=）；

62 # 培养 ":""; < 后观察结果；读取结果：美罗培

南抑菌圈在靠近 @A10 纸片侧明显扩大判断为阴

性，否则为阳性。

"*!*! 耐药基因检测 $(H 扩增碳青霉烯酶基因

片 段 ：0 类 #$(、?5?、>5@、'@>、I5( 2 种 ；J 类

?5$、K?5、IA5 6 种；A 类 LM0NC;；超广谱 " 内酰

胺酶 @>J=O 及 07P( 酶耐药基因，包括 1@5N"Q!、

>+KN"、(1MN5、A+0N"Q!。

采用煮沸法提取细菌 AI0，进行基因扩增，引

物设计见表 "。反应体系R $S/78T "!*2 !=，PS87/SU "

!=，PS87/SH " !=，模板 AI0 ! !=，去离子水 ;*2

!=，共 !2 !=。反应条件R 32 # "! 789；3C # 64 O%:6

# 64 O，:; # 6 789% 共 !2 个循环；V! #"4 789。

$(H 产物和 AI0 标准带进行琼脂糖凝胶电泳，通

过凝胶成像系统对 AI0 片段长度进行分析。出现

预期条带判读为基因阳性。

"*!*6 克雷伯菌属外膜蛋白 ,7PW62、,7PW6: 基因

检测 采用 $(H 方法进行 ,7PW62、,7PW6: 基因扩

增，引物设计B2D见表 "。方法同上。

"*!*C 克雷伯菌属外膜蛋白 ,7PW62、,7PW6: 基因

定量分析 采用实时荧光定量 $(H 方法，HI0 提

取按照试剂盒说明书进行，提取后用紫外分光光度

计检测抽提总 HI0 的质量和浓度，以 "X的琼脂糖

凝胶电泳检测 HI0 完整性。逆转录 EAI0 的提取

严格按照 1Y#YHY $S87/>ES8PZ H1 S/Y./9Z #8Z 试剂盒

说明书进行。用 >&JH 'S//9 荧光检测 7HI0 的表

达：![>&JH $S/78T @T 1Y\15 "!*2 !=% 上下游引物

各 4*2 !=%EAI0 !*4 !=% A@$( 水 3*2 !=。反应条件：

32 # "4 O；32 # "2 O，2C # "" O，V! # !! O 循环 C4

次。每个基因设置 6 个复孔，重复检测 6 次 7HI0

的相对表达水平，使用 !

N!!(Z 法进行评估。

! !"

!*" #$ +,-./ %&' @A10 ()%&*+ 6:

株碳青霉烯耐药克雷伯菌改良 +,-./ 试验有 3 株

为阳性，提示可能产生碳青霉烯酶。@A10 协同试验

均阴性，并未筛选出金属酶（图 "）。

# " $%&'()#$%&')()*+(*+,-./0123456

,-." ,/0*12)01 '03405+0' 67 +-1.-*050)-'0'8#$%&'-59()*+

基因名称 引物名称 !!!!!!!!序列（2$"6$）

#$( #$(N] 1(1''0(('(1'''0'(1''

#$(NS 1'((('11'0('(((001((

?5? ?5?N] 010'((01((11'1110'(1(

?5?NS 1(1'('0110(11101((1(

>5@ >5@N] 0'010'10001111010'

>5@NS (1(100('(10010'

'@> '@>N] 0'1(''(10'0((''00'

'@>NS 111'1(('1'(1(0'''01

I5( I5(N] '(011'01010((1110'(0'0'0

I5(NS (''1'0100001(0(0(1'0'(010

?5$ ?5$N] 11'0(0(1((01110(1'

?5$NS '011'0'001100'((0(1(1

K?5 K?5N] '01''1'111''1('(010

K?5NS ('001'('(0'(0((0'

IA5N" IA5 N"N] (0'(0(0(11((101(1(

IA5N"NS (('(00((01((((1(11

LM0NC; LM0NC;N] '(11'01('(((1('011

LM0NC;NS '0111'(1(('''(('000

1@5N"Q! 1@5N"Q!N] (0111(('1'1('(((11011(

1@5N"Q!NS ('11(01((010'11'((1'0(

>+KN" >+KN"N] 0'(('(11'0'(00011000(

>+KN"NS 01((('(0'010001(0((0(

(1MN5 (1MN5N] '(11101'('(0'0('0'1'

(1MN5NS (011'1'(('11'0('1'11

A+0N"Q! A+0N"Q!N] 1'01''(0(0'(0''01011(

A+0N"Q!N S '(111'0(1(111(''1011('

!"#$62 %"#&62N] ''01''000'01'((11(0'

%"#&62NS (01'0('0''11((011'1'

%"#&6: %"#&6:N] '''00'001('(0('00010

%"#&6:N S 1(110((0'''('0(00'0'

H1N'"#&62 H1N'"#&62N] '(001011(1''(0'1''1'01

H1N'"#&62NS 0((011111((010'00'1((0'1

H1N'"#&6: H1N'"#&6:N] 11000'10(1'1(((1((1''

H1N'"#&6:NS 1(0'0'00'10'1'(0'0(('1(0

H1NSP,J H1NSP,JN] 00''('001((0'(11'11(0'((

H1NSP,JNS 1'0('11'(01'11('(0(((01(0
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- ,- 株碳青霉烯耐药肺炎克雷伯菌中碳青霉烯

酶基因片段 ( 型、% 型、. 型均为阴性，基因 /#01

23!、$4512、6/710、.4(123! 的阳性检出率分别

为 2-"89、:;",9、<<"<9和 8!"!9（表 !）。,-株碳青霉

烯耐药克雷伯菌至少存在 2种 !内酰胺酶耐药基因。

!", ./01() =)*>,:?=)*>,- *234 ,-株

碳青霉烯耐药肺炎克雷伯属菌外膜蛋白 @)*>,: 及

@)*>,- 基因 A6B 结果显示全部菌株均为阳性。由

此可见，该 ,- 株菌并未发生两种外膜蛋白基因的

缺失（图 !）。

("阳性对照#阴性对照$试验菌株（阳性）；% &"阳性对照，B"试验

菌株（阴性结果）

! ! "#$% "#$%&"#& '()*'("#)*

+,% - ).& /&01230 #4 5#$,4,&$ "#$%& 3&03 67$ 8()* 097&/%9 3&03

%

&

$

& B

( %

+ : ,-./018;<=02 *5>?03456789:

)6@: (&3&?3,#7 #4 $/1% /&0,0367?& %&7&0 #4 ?6/@6>&7&50A8;<=067$*5>?

编号 细菌号 细菌
碳青霉烯酶 #$%&' ()*+

( 型 % 型 . 型 /#0 型 $45 型 6/710 型 .4( 型

2 (:8<< 肺克 1 1 1 1 1 C 1

! 6:!8: 肺克 1 1 1 1 C C C

, 6,!D< 产酸克 1 1 1 1 C 1 C

< 6:8D- 肺克 1 1 1 1 C C C

: (:D22 肺克 1 1 1 C C C C

- 6!DD; 产酸克 1 1 1 1 1 1 C

8 (:,:< 肺克 1 1 1 C 1 1 1

; 6:,,! 肺克 1 1 1 1 1 C C

E 6<;D8 产酸克 1 1 1 1 C 1 C

2D (,2D8 肺克 1 1 1 1 C C C

22 6!;DD 产酸克 1 1 1 1 C 1 !!1

2! (!,D 肺克 1 1 1 C C C C

2, 6:222 产酸克 1 1 1 1 C C C

2< 6:8!: 肺克 1 1 1 1 C C C

2: 6-!!2 肺克 1 1 1 1 1 C C

2- (:2D8 肺克 1 1 1 1 C 1 1

28 6<DE- 产酸克 1 1 1 C 1 C 1

2; 6!8E- 产酸克 1 1 1 1 1 1 C

2E 6:82, 肺克 1 1 1 1 C 1 C

!D 6-E<; 产酸克 1 1 1 1 C C C

!2 6<:;D 肺克 1 1 1 1 C 1 C

!! 6:8,, 肺克 1 1 1 1 C 1 C

!, (:E<8 肺克 1 1 1 1 C C C

!< 6!,-8 产酸克 1 1 1 1 1 C 1

!: (:E<- 肺克 1 1 1 1 1 C 1

!- 6:D!8 产酸克 1 1 1 1 C 1 C

!8 (,;2< 肺克 1 1 1 1 1 C 1

!; 6<-<< 肺克 1 1 1 1 1 1 C

!E (!2:: 肺克 1 1 1 1 C 1 C

,D (-D<8 肺克 1 1 1 1 C 1 1

,2 6-<,2 产酸克 1 1 1 1 1 1 C

,! 6:22E 产酸克 1 1 1 C 1 1 C

,, 6<E2- 产酸克 1 1 1 1 C 1 C

,< 6--E, 产酸克 1 1 1 1 1 1 C

,: 6:2D< 肺克 1 1 1 1 C 1 C

,- 6<-D< 产酸克 1 1 1 C 1 1 1

肺克：肺炎克雷伯菌，产酸克：产酸克雷伯菌

!

-
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!! "#$%&' 及内参基因 ()$* 扩增曲线；*+ 内参基因 ()$*（左）及

)#$%&,（右）基因溶解曲线；-+内参基因 ()$*（左）及 )#$%&.（右）基因

溶解曲线

! ! "#$%&' "#$%!&'"($)*+()*+!

,-. / 01234 (3(54673 $4"23-7 .373 "($)/89"($)/: ;1672-262-<3

676=>?-?

!

*

-

/：#0(%1( ；2：阳性对照；3"34：均为阳性

! @ "#$%&' "($)/8'"($)/:,-./01!

A-. B C323D2-"7 "E "1234 (3(F4673 $4"23-7 "($)/8 67G "($)/:

/ 3 5 6 7 , . 8 9 : 34 2

)#$%6,

)#$%6.

5+7 !"#$%& )#$%6,;)#$%6. '()*+

, 6. 株 -<=克雷伯菌中，外膜蛋白 )#$%&, 基因

表达量下降的有 5, 例（.:+>>?），外膜蛋白 )#$%&.

基因表达量下降的有 53 例（,9+&&?），同时存在两

种基因表达量下降的有 3, 例（>3+.8?），没有表达

量下降的有 & 例（9+&&?）（图 &，表 &）。

/ 23

碳青霉烯类抗菌药物是目前所使用的抗菌药

物中抗菌谱最广、抗菌活性最强的一类药物，临床

上尤其对革兰阴性杆菌感染最有效，且其对 @A*BC

及 !#$D 酶稳定有效E.F。但是随着此类药物的大量应

用，碳青霉烯类抗菌药物的耐药现象在肠杆菌科细

菌中出现且耐药形势愈加严重，5437 年 -GHI@J 细

菌耐药检测资料显示，肠杆菌科细菌对碳青霉烯类

抗菌药物耐药率已达到 34?，而肺炎克雷伯菌对美

罗培南及亚胺培南耐药率均超过 34?

E8F。

本次试验结果显示，6. 株碳青霉烯耐药克雷伯

菌表型确证实验中，改良 G)KL1 试验 : 株为阳性，

@MJ! 协同试验均为阴性，未筛选出金属酶。碳青霉

4 / 0($)/85"($)/:&'6789:

H6F/ HI3 3J$43??-"7? "E "($)/8K7G"($)/:

编号 "#$%6'=5

=!!-N

"#$%&.=5

=!!-N

!J--3&9&& 3 3

3 5+38 .+,:

5 3+&5 4+:>

& 3+59 35+3.

> 3+4> 3+99

, 4+43 3+,&

. 4+4. 3+4,

8 4+.> 4+43

9 4+>. 4+43

: 4+9. 4+>,
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烯酶基因检测结果显示，! 类 " 种常见的碳青霉烯

酶耐药基因均为阴性。对于 #$% 阳性而碳青霉烯酶

基因确证为阴性这一现象&'(，我们考虑可能原因为：

（)）该 " 株碳青霉烯耐药克雷伯菌可能产生其他种

类碳青霉烯酶，并非目前国内及国际常见的基因类

型，即本次试验中没有涉及到的耐药基因型；（*）该

+, 株 -./ 没有碳青霉烯酶存在，其他耐药机制导

致 #$% 阳性，基因确证阴性。这种情况也有文献报

道&"012(，部分研究结果表明，表型确证试验如果遇到

产生 /3456 或 789: 酶联合外膜孔道蛋白缺失的情

况，会出现 #$% 假阳性情况发生。为此我们进一步

筛查该 +, 株碳青霉烯肺炎克雷伯属细菌 /3456 或

789: 酶存在情况。结果显示：产生 /3456 的 %/#

型耐药基因的菌株 , 例（),;<=>），3$? 型耐药基因

菌株 *@ 例（ABC!!>），-%D0# 型耐药基因菌株 )< 例

（EFCFF>）；产生 789: 酶的 G7$ 耐药基因的菌株

*< 例（=*C**>）。这 +<株 -.H肺炎克雷伯菌至少存在

)种 !内酰胺酶耐药基因，存在 I种及以上耐药基因

的菌株占 ,)C))>，这些现象警示我们目前分离得到

的 -./菌株耐药基因存在情况非常严重，一个菌株

同时携带多种耐药基因，这一现象与文献报道相符&))(。

细菌外膜上存在亲水性的药物通道蛋白称为

外膜蛋白，它是一种非特异的、跨越细胞膜的水溶

性扩散通道，对于药物进出细菌体内起着至关重要

的作用，尤其是在革兰阴性菌，它的改变会减少抗

菌药物渗透至细菌体内减少药物的累积而出现细

菌耐药。克雷伯菌及产酸克雷伯菌中，其关键作用

的外膜蛋白为 J89K!A 及 J89K!<。外膜蛋白缺失或

表达下降是 -./ 菌株产生碳青霉烯类抗菌药物耐

药的重要机制之一&@I(。有文献报道，当使用抗菌药物

治疗，尤其是 ! 内酰胺类抗菌药物，肺炎克雷伯菌

中 J89K!A 及 J89K!< 蛋白表达会下降或缺失。为了

进一步明确本次研究中 -./ 菌株的耐药机制，我们

对 !< 株 -.0克雷伯菌外膜蛋白 J89K!A 及 J89K!<

进行深入探讨。运用 L-. 方法对 J89K+A 及 J89K+<

基因进行扩增，结果显示 +< 株 -.0克雷伯菌外膜

蛋白 J89K+A 及J89K+< 基因扩增均阳性，没有发生

基因缺失的情况。这一现象排除了外膜蛋白基因缺

失引发的耐药这一机制，我们运用 .%0L-. 的方法

测定 J89K+A 及 J89K+< 8.M7 含量，从而推断外膜

蛋白的表达量，这种方法可从上游获得表达信息，

且直接量化表达量。+< 株 -.0克雷伯菌中，外膜蛋

白 J89K+A 基因表达量下降的有 IA 例（<"CFF>），外

膜 蛋 白 J89K+< 基 因 表 达 量 下 降 的 有 I@ 例

（ABC++>），同时存在两种基因表达量下降的有 @A

例（F@C<=>），没有表达量下降的有 + 例（BC++>）。可

见，该+< 株 -.0克雷伯菌以外膜蛋白 J89K+A 基因

表达量下降为主，且存在两种外膜蛋白表达量同时下

降的情况。结合本文之前研究结果，可以推断，我院分

离的 +<株 -.0克雷伯菌主要的耐药机制为高水平 !

内酰胺酶表达合并外膜蛋白表达下降所导致。

本次研究虽然没有筛查出碳青霉烯耐药基因，

但是值得注意的是 /3456 及 789: 酶耐药基因广

泛、联合存在于临床菌株的现象对临床工作也是极

大的压力，它导致的泛耐药情况及高效快速的传播

方式对全院患者都是极大的威胁，需要临床医生在

平时工作中给以关注。此外，本次研究样本量较小，

存在一定的局限性，需在今后的试验中进一步探讨

其他机制导致的碳青霉烯耐药情况。
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