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青岛市区 5 家医院耐碳青霉烯类 
肺炎克雷伯杆菌耐药基因检测及分析
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【摘要】 目的  通过对耐碳青霉烯类肺炎克雷伯杆菌（CRKP）的碳青霉烯酶表型的筛查及耐药基因检测，
明确青岛市区该细菌耐药基因的分布及构成，为临床上合理应用抗菌药物治疗提供依据。方法  收集 2016 年
10 月至 2019 年 9 月青岛市区 5 家三甲医院临床分离出的非重复 CRKP 共 54 株，采用琼脂稀释法或纸片扩散
法（K-B 法）进行常用抗菌药物的药敏试验；应用改良 Hodge 试验进行碳青霉烯酶表型筛查；采用聚合酶链反
应（PCR）扩增 blaKPC-2、blaNDM-1、blaOXA-48、blaIMP、blaVIM 目的基因，扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳。结果  药敏
试验显示，CRKP 对阿米卡星耐药率最低（35.2%），其次为复方新诺明（53.7%）、庆大霉素（55.6%）、左氧氟沙星

（75.9%）、亚胺培南 / 西司他丁（88.9%），哌拉西林 / 他唑巴坦、美罗培南、头孢噻肟、头孢哌酮 / 舒巴坦钠的耐药
率均高于 90%。改良 Hodge 试验阳性菌株有 43 株（阳性率为 79.63%），阴性菌株为 11 株。PCR 耐药基因检测
共检出带有碳青霉烯酶耐药基因的菌株 40 株，目的耐药基因检出率为 74.07%。其中 35 株携带 KPC-2 基因， 
7 株携带 OXA-48 基因，4 株携带 NDM-1 基因，1 株携带 IMP 基因，其中携带有 OXA-48 基因的菌株均同时携带
KPC-2 基因，未检测出携带 VIM 基因的菌株，剩余 14 株未检测出目标碳青霉烯酶基因。结论  青岛市区 5 家 
医院 CRKP 携带的产碳青霉烯酶基因主要为 KPC-2，其次为 OXA-48 及 NDM-1。
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【Abstract】 Objective  To  clarify  the  distribution  and  composition  of  drug-resistant  genes  of  carbapenem-
resistant Klebsiella pneumoniae (CRKP) in Qingdao City and to provide rationale for clinical application of antibacterial 
treatment by screening  for carbapenemase phenotype and detecting resistance genes of CRKP.  Methods  Fifty-four 
clinically isolated non-repeating CRKP from five Third Grade & Class A Hospitals in Qingdao City from October 2016 to  
September 2019 were collected. Kirby-Bauer method was used for drug sensitivity tests of commonly used antibacterial 
drugs; modified Hodge test was used for carbapenemase phenotypic screening; and polymerase chain reaction (PCR) was 
used to amplify blaKPC-2, blaNDM-1, blaOXA-48, blaIMP, blaVIM target genes. The amplified products were subjected to agarose 
gel electrophoresis.  Results  Drug susceptibility  tests showed that CRKP had the lowest resistance rate to amikacin 
(35.2%),  followed by compound sinomine  (53.7%), gentamicin  (55.6%),  levofloxacin  (75.9%), and  imipenem-cilastatin 
(88.9%); piperacillin-tazobactam, meropenem, cefotaxime, and cefoperazone-sulbactam were all higher than 90%. There 
were 43 positive  strains  in  the modified Hodge  test  (the positive  rate was 79.63%) and 11 negative  strains. A  total  of  
40 strains with carbapenemase resistance were detected by PCR resistance gene detection. The detection rate of target 
drug-resistant  genes was  74.07%. Among  them,  35  strains  carry  the KPC-2  gene,  7  strains  carry  the OXA-48  gene,  
4 strains carry the NDM-1 gene, and 1 strain carries the IMP gene. All strains carrying the OXA-48 gene also carried the 
KPC-2 gene, which was not detected. Strains carrying the VIM gene were identified, and the remaining 14 strains did not 
detect the target carbapenem gene.  Conclusion  The carbapenem-producing genes carried by CRKP in five hospitals 
in Qingdao City are mainly KPC-2, followed by OXA-48 and NDM-1.
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  碳青霉烯类属于 β-内酰胺类抗菌药物，由于

其广泛的抗菌谱、超强的抗菌作用、极少的药物不

良反应和较高的稳定性成为治疗多重耐药革兰阴性

杆菌感染的一线用药。近年来随着碳青霉烯类抗

菌药物的广泛应用，耐碳青霉烯类肺炎克雷伯杆菌

（CRKP）的发生率呈明显上升趋势。根据 CHINET

中国细菌耐药监测结果显示，2016 至 2018 年肺炎

克雷伯杆菌对碳青霉烯类抗菌药物的耐药率呈逐渐

上升趋势。本研究对近年青岛市区 5 家医院分离到

的 CRKP 菌株的耐药基因进行检测，针对耐药基因

产物为合理应用抗菌药物提供依据。

1 资料与方法 

1.1  菌种来源：本研究符合《赫尔辛基宣言》原则，

经医院医学伦理委员会批准（审批号：2020-001）。 

收集 2016 年 10 月至 2019 年 9 月青岛市区 5 家

三甲医院临床分离出的非重复肺炎克雷伯杆菌菌

株，并依据 2018 年美国临床和实验室标准化协会

（CLSI）M100-28th 药敏试验执行标准，质控菌株

为来自各三甲医院微生物实验室的肺炎克雷伯菌

（ATCC700603），应用纸片扩散法（K-B 法）进行药敏

试验并挑选出至少对一种碳青霉烯类抗菌药物耐药

的菌株，共 54 株，分离后 -80 ℃保存。

1.2  菌种鉴定：应用梅里埃 VITEK 2 Compact 全自

动微生物生化鉴定系统进行菌种鉴定。

1.3  药敏试验：由于替加环素及多黏菌素在临床上

应用较少，本研究中仅对部分菌株进行药敏试验。

采用琼脂稀释法或 K-B 法进行，根据最低抑菌浓度

或抑菌环直径大小，按照 CLSI M100-28th 药敏试

验执行标准进行判读，结果分为敏感（S）、中介（I）、 

耐药（R）。

1.4  改良 Hodge 试验：用一次性无菌取菌环取少量

质控菌株大肠埃希菌（ATCC25922，青岛大学微生物

实验室提供）菌落，加到无菌生理盐水中，标准比浊

管进行比较配制成 0.5 麦氏浊度。将配制好的菌液

稀释 10 倍后用无菌棉棒均匀涂抹在 M-H 琼脂培养

基上，重复涂抹 3 次。待其干燥后，根据药敏试验结

果将美罗培南或亚胺培南纸片贴于培养基正中间。

用一次性 1 μL 无菌取菌环挑取待测 CRKP 菌落，由

纸片边缘向培养基边缘划线，每个培养基上划 3～ 

4 条。将培养基置入 35 ℃温箱中培养 20 h。若抑

菌圈在待测菌株接种线两侧出现向内凹陷，则为改

良 Hodge 试验阳性，否则为阴性。以上试验及判读

均参考 CLSI M100-28th 执行标准进行。

1.5  耐药基因型检测：用无菌取菌环挑取待测菌落

并加到含有100 μL双蒸水的无菌试管中，振荡摇匀，

100 ℃水浴 10 min 后取出；离心 10 min 取上清液，

测定 DNA 含量，并将其置于 -20 ℃保存。本次检测 

的耐药基因型主要为 KPC-2、NDM-1、OXA-48、

IMP、VIM，引物序列由深圳华大基因科技有限公司

合成。将无菌试管分为 5 组，每组试管中加入 3 μL 
的10×聚合酶链反应（PCR）缓冲液、0.3 μL Taq DNA
聚合酶、3 μL 三磷酸碱基脱氧核苷酸混合物、3 μL 
模板 DNA，而后分别加入 blaKPC-2、blaNDM-1、blaOXA-48、 

blaIMP、blaVIM 5种引物，使其浓度分别为0.3、0.4、0.5、

0.3、0.3 μmol/L，最后加入经焦碳酸二乙酯（DEPC） 

处理并经高温高压灭菌的超纯水，总反应体系为 

30 μL，充分振荡摇匀。PCR 反应条件：95 ℃预变性 

5 min，95 ℃变性50 s，退火35 s（KPC、NDM、OXA-48、 

IMP、VIM 基因型退火温度分别为 63、60、60、59、

61 ℃），72 ℃延伸 45 s，共计 35 个循环；最后 72 ℃

延伸 10 min。取 PCR 产物与少量 6× 上样缓冲液

混匀，吸取 3 μL 加入琼脂糖凝胶梳孔中 100 V 电压

电泳保持 40 min；溴化乙锭（EB）染色 15 min。用

多功能成像系统观察并记录实验结果。

1.6  统计学方法：使用 SPSS 20.0 软件对数据分析，

样本阳性率、耐药率结果用率表示。

2 结 果 

2.1  药敏试验（表 1）：在常用抗菌药物中，阿米卡 

星耐药率最低，为 35.2%；其次为复方新诺明

（53.7%）、庆大霉素（55.6%）、左氧氟沙星（75.9%）、

亚胺培南 / 西司他丁（88.9%），哌拉西林 / 他唑巴坦、

美罗培南、头孢噻肟、头孢哌酮 / 舒巴坦钠耐药率均

高于 90%。

表 1 54 株耐碳青霉烯类肺炎克雷伯杆菌菌株对 
常用抗菌药物的药敏试验结果

抗菌

药物

菌株数（株） 耐药率（%，

耐药 + 中介）耐药 中介 敏感

阿米卡星 17 2 35 35.2
复方新诺明 29 0 25 53.7
庆大霉素 29 1 24 55.6
左氧氟沙星 40 1 13 75.9
亚胺培南 / 西司他丁 48 0   6 88.9
哌拉西林 / 他唑巴坦 49 1   4 92.6
美罗培南 50 1   3 94.4
头孢噻肟 51 0   3 94.4
头孢哌酮 / 舒巴坦钠 53 0   1 98.1

2.2  改良 Hodge 试验（图 1）：54 株 CRKP 菌株中，改

良 Hodge 试验阳性菌株有 43 株，阳性率为 79.63%； 

阴性菌株有 11 株。
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3 讨 论 

  自 1996 年 CRKP 菌株首次在美国卡罗莱纳州

北部被发现后［1］，随着临床上碳青霉烯类抗菌药物

的大量应用，越来越多的 CRKP 案例被报道，并出现

了全球流行的趋势［2］。一项涵盖我国 14 个省 25 家

三级医院 664 例耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌（CRE）

感染病例的研究显示，大多数菌株是肺炎克雷伯菌

（73.9%），其次是大肠杆菌（16.6%）和泄殖腔大肠杆

菌（7.1%）［3］。2018 年 CHINET 中国细菌耐药监测

结果显示，肺炎克雷伯杆菌对亚胺培南、美罗培南、

厄他培南这 3 种碳青霉烯类抗菌药物的耐药性呈现

出逐年上升的趋势［4］。本研究中分离的 CRKP 菌

株大多来自重症监护病房（ICU）等重症或手术科

室，提示患者免疫力低下、外源性管路、广谱抗菌药

物应用、手术等都可能是感染 CRKP 的危险因素， 

图 1  耐碳青霉烯类肺炎克雷伯杆菌（CRKP）改良Hodge试验 
抑菌圈在待测菌株接种线两侧未出现向内凹陷为改良 Hodge
试验阴性，出现向内凹陷则为阳性；数字表示不同菌株的编
号，A、B、C 中只有编号 550 为改良 Hodge 试验阴性

基因检测阴性为在目的片段大小处未出现高亮条带，基因检测阳性为目的片段大小处出现高亮条带。A～D 为 OXA-48、NDM-1、 
KPC-2、VIM、IMP 基因检测阴性；E～H 为 OXA-48、KPC-2、IMP、NDM-1 基因检测阳性；M 为 DNA Marker

图 2  耐碳青霉烯类肺炎克雷伯杆菌（CRKP）耐药基因部分检测结果

2.3  耐药基因检测（图 2）：共检出带有碳青霉烯

酶耐药基因的菌株 40 株，目的耐药基因检出率为

74.07%。其中检出 35 株携带 KPC-2 基因，7 株携带

OXA-48 基因，4 株携带 NDM-1 基因，1 株携带 IMP 

基因，无携带 VIM 基因菌株；其中携带 OXA-48 基

因的菌株均同时携带 KPC-2 基因。另有 14 株未检

测出目标碳青霉烯酶基因。
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这与杨柳等［5］和张颖等［6］的研究结果相符合。 

另外，蔡耿鑫等［7］相关研究显示，脓毒症免疫抑制

也是耐药菌产生的危险因素之一。

  本次 CRKP 药敏试验结果显示，常用抗菌药物

中，阿米卡星的耐药率最低，为 35.2%；其次为复方

新诺明、庆大霉素，耐药率在 50% 左右；而后为左氧

氟沙星和亚胺培南 / 西司他丁，耐药率分别为 75.9%

和 88.9%；其他常用抗菌药物耐药率皆在 90% 以

上，提示 CRKP 菌株对青霉素类及头孢菌素类抗菌

药物耐药率超高，这也与我国目前 CRKP 的药敏情

况相符合［8-9］。可能与 CRKP 菌株产生大量超广

谱 β- 内酰胺酶且合并外膜孔蛋白丢失有关。相

比其他抗菌药物，阿米卡星耐药率较低的原因可能

与其不被超广谱 β- 内酰胺酶及碳青霉烯酶分解，

且对许多氨基糖苷类钝化酶稳定，仅可被 AAC（6'） 

型氨基糖苷类钝化酶钝化有关。

  本研究中应用改良 Hodge 试验对碳青霉烯酶

的表型进行筛查，其中阳性菌株 43 株，阳性率为

79.63%。后续的耐药基因检测结果显示，碳青霉烯

酶基因检出率为 74.07%，略低于改良 Hodge 试验的

数据，说明本次改良 Hodge 试验存在假阳性菌株，假

阳性率为 5.56%，这可能与菌株产生大量质粒介导

的头孢菌素酶有关。有研究显示，Carba NP 试验对

碳青霉烯酶检测的假阳性率（1.23%）略低于 Hodge

试验（2.44%）［10］。故应用 Carba NP 试验进行表型

筛查可能有较高的准确率。

  近年来发现产碳青霉烯酶是 CRKP 菌株耐碳青

霉烯类抗菌药物最主要的耐药机制。在临床上，耐

药菌株携带碳青霉烯酶基因主要为 blaKPC、blaNDM、

blaIMP、blaOXA、blaVIM。blaKPC 基因主要编码 KPC 酶，

属于A类碳青霉烯酶，主要见于肺炎克雷伯杆菌中，

2007 年开始我国陆续有肠杆菌科细菌产 KPC 型碳

青霉烯酶的报道。blaIMP、blaVIM、blaNDM 基因分别编

码 IMP 酶、VIM 酶、NDM 酶，皆属于 B 类金属酶，主

要见于大肠埃希菌及肺炎克雷伯杆菌中；blaOXA 基

因主要编码 OXA 酶，属于 D 类 β- 内酰胺酶，主要

见于不动杆菌中。本研究中主要检测了 5 种比较常

见的耐药基因，结果显示，有 35 株细菌携带 KPC-2

基因，阳性率为 64.81%，这也符合目前我国 CRKP

耐药基因的流行现状，即耐药基因型以 KPC-2 为 

主［11-12］。Zhang 等［3］对 155 株临床分离的 CRE 的

相关试验也提示，其主要携带 KPC 型基因（50%）或

NDM 型基因（33.5%），且携带耐药基因的菌株主要

为大肠杆菌和肺炎克雷伯杆菌。另外，本研究显示

有 7 株菌株携带 OXA-48 基因，4 株携带 NDM-1 基

因，1 株携带 IMP 基因，未检测出携带 VIM 基因的

菌株，剩余14株未检测出耐药基因。值得关注的是，

携带有 OXA-48 基因的菌株均同时携带 KPC-2 基

因，其中 4 株来源于 5 d 内同一医院同一科室的不

同患者中，考虑该种菌株的大量出现可能与该基因

型传播能力较强、卫生消毒隔离措施较差导致患者

交叉感染有关。申振华等［13］的相关报道也提示我

们，该院可能存在该基因型的 CRKP 局部“暴发”流

行的趋势。另外该种菌株药敏试验显示全耐药或仅

对替加环素等极少数不常用抗菌药物敏感（未行多

黏菌素药敏试验），这也证实了 Pérez-Vázquez 等［14］

的研究结果，即当 CRKP 同时携带 OXA-48 及其他

碳青霉烯酶基因时，表现出更高的耐药水平。本研

究中未检出耐药基因的 14 株细菌药敏试验仍对碳

青霉烯类抗菌药物耐药，考虑可能携带有该 5 种基

因之外的耐药基因。另外，根据有关报道显示，高水

平产超广谱 β- 内酰胺酶或头孢菌素酶合并外膜孔

蛋白缺失的菌株，即使不产碳青霉烯酶，也可以表现

出对碳青霉烯类抗菌药物耐药［15］。

  碳青霉烯类抗菌药物被广泛应用于产超广谱

β- 内酰胺酶和头孢菌素酶肺炎克雷伯菌感染的治

疗［16］，但其对 CRKP 感染的治疗效果不佳。临床研

究表明，CRKP 通常对青霉素类及头孢菌素类抗菌

药物表现出超高耐药率，对氨基糖苷类、氟喹诺酮

类抗菌药物的耐药率也较高，仅对不常用的抗菌药

物即替加环素、多黏菌素等敏感［3］，本次体外药敏

试验也证实了该结论。目前对 CRKP 感染的治疗主

要以替加环素或多黏菌素为基础，多黏菌素更被认

为是治疗多重耐药和泛耐药革兰阴性杆菌感染极

为有效的药物［17］。由于替加环素血中浓度较低，多

黏菌素顾忌肾毒性，故常常采用与其他抗菌药物联

合应用的方案。2017 年一项研究表明，对多黏菌素

耐药的 CRKP 菌株应用多黏菌素为基础的联合方案

治疗效果仍十分显著［18］。2012 年 Tumbarello 等［19］

的一项研究显示，碳青霉烯类联合替加环素、多黏

菌素的三联方案可有效降低 CRKP 感染患者的 30 d

病死率。另有研究显示，磷霉素联合阿米卡星治疗

方案可降低 CRKP 感染患者的病死率［20］。头孢他

啶 / 阿维巴坦被认为是目前治疗 CRKP 感染的新曙

光，对携带 KPC-2 基因和携带 OXA-48 基因的菌种

有更好的抗菌效果［21］。目前相关研究显示，与其他
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治疗方案相比，以头孢他啶 /阿维巴坦为基础的联合

治疗方案可降低 CRKP 感染患者的病死率，提高治

愈率［22-23］。

  综上，随着人们对 CRE 的认识不断深入，越来

越多的耐药基因、耐药机制被发现，也出现了新型

抗菌药物，即便如此，CRKP 感染的病死率仍较高，

CRKP 耐药的速度远远快于抗菌药物的更新换代。

因此，我们要密切监测 CRKP 的流行病学，对抗菌药

物进行更加强力的监管，使其延缓流行及传播。
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