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·论著·

耐亚胺培南铜绿假单胞菌耐药特征及其耐药机制的初步研究

董国伟，郭　洁

（中国中医科学院望京医院，北京　１００１０２）

［摘　要］　目的　分析临床分离的耐亚胺培南铜绿假单胞菌对常用抗菌药物的耐药特征及对亚胺培南的耐药机

制。方法　采用ＢＤＰｈｏｅｎｉｘ１００全自动微生物分析仪进行细菌鉴定，纸片扩散法（ＫＢ法）进行药敏试验；聚合酶

链反应（ＰＣＲ）检测碳青霉烯酶相关基因（犐犕犘、犞犐犕、犗犡犃、犌犈犛）及外膜蛋白基因狅狆狉犇２。结果　耐亚胺培南铜绿

假单胞菌对阿米卡星耐药率最低，为８．３３％；对庆大霉素、妥布霉素的耐药率＜２０％；第三四代头孢菌素、氨曲南、

美罗培南、复方磺胺甲口恶唑、米诺环素等抗菌药物抗菌活性差，耐药率＞６０％，对氨苄西林／舒巴坦全部耐药。检

测到１株犗犡犃１７阳性菌，阳性率２．７８％；狅狆狉犇２缺失率为３８．８９％；未检测到其余耐药基因。结论　耐亚胺培南

铜绿假单胞菌除对氨基糖苷类抗生素耐药率较低外，对其他常用抗菌药物耐药严重；膜蛋白ＯｐｒＤ２缺失与碳青霉

烯酶产生等机制导致铜绿假单胞菌对亚胺培南耐药。

［关　键　词］　铜绿假单胞菌；亚胺培南；碳青霉烯酶；外膜蛋白；耐药基因；抗药性，微生物；多重耐药
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　　铜绿假单胞菌（ＰＡ）是一种分布十分广泛的条

件致病菌，能天然抵抗多种抗菌药物，易产生变异而

形成多重耐药，是医院感染最主要的致病菌［１］。亚

胺培南（ＩＭＰ）为碳青霉烯类药物，是一种新型的β
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内酰胺类抗生素，抗菌谱广，对革兰阴性菌、革兰阳

性菌、需氧菌和厌氧菌皆有很强的抗菌活性。药物

学研究发现，ＩＭＰ对大多数β内酰胺酶高度稳定

（含ＥＳＢＬｓ、ＡｍｐＣ酶），与青霉素结合蛋白（ＰＢＰｓ）

亲和力强，并能够有效渗透细菌外膜进入周质间

隙，具杀菌活性强的特点，目前是临床治疗感染性

疾病最有效的药物。但随着ＩＭＰ的广泛和过度使

用，其耐药性也逐渐增加［２－４］。本院临床由ＰＡ引

起的感染较多，特别是肺部感染，而且该病原菌很难

被清除，常反复发作。本研究分析了２０１１年１月—

２０１２年１２月临床分离的３６株耐亚胺培南铜绿假

单胞菌（ＩＭＰＲＰＡＥ）对常用抗菌药物的耐药特点，

并从碳青霉烯酶和金属酶产生、膜微孔蛋白丢失等

方面，对其耐药机制进行探讨。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株来源　２０１１年１月—２０１２年１２月，

望京医院住院患者送检标本分离ＩＭＰＲＰＡＥ３６株，

送检标本包括痰液、尿液、伤口分泌物和脓液等。

１．１．２　仪器与试剂　ＰＨＯＥＮＩＸ１００全自动微生物

分析仪 （ＢＤ 公司），ＦＴＧＥＮＥ５Ｄ ＰＣＲ 扩增仪

（ＴＥＣＨＮＥ公司），１５ＫＲｅｆｒｉｇｅｒａｔｅｄＣｅｎｔｒｉｆｕｇｅ（ＳＩＧ

ＭＡ公司），ＪｅＤａＪＤ８０１系列专业数码凝胶成像与分析

系统（江苏省捷达科技发展有限公司），ＭＨ培养基（天

津金章科技发展有限公司）。耐药基因检测试剂由北

京博迈德科技发展有限公司提供。

１．１．３　药敏纸片　阿米卡星（ＡＭＫ）、氨曲南

（ＡＴＭ）、环丙沙星（ＣＩＰ）、左氧氟沙星（ＬＶＸ）、头孢

他啶（ＣＡＺ）、头孢曲松（ＣＲＯ）、头孢吡肟（ＦＥＰ）、头

孢哌酮／舒巴坦（ＳＣＦ）、哌拉西林（ＰＦＰ）、哌拉西林／

他唑巴坦（ＴＺＰ）、ＩＭＰ、美罗培南（ＭＥＭ）、复方磺胺

甲口恶唑（ＳＸＴ）、米诺环素（ＭＩＮ）、庆大霉素（ＧＥＮ）、

妥布霉素（ＴＯＢ）、氨苄西林／舒巴坦（ＳＡＭ）、替卡西

林／克拉维酸（ＴＩＭ），均购自英国ＯＸＯＩＤ公司。

１．１．４　质控菌株　铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ２７８５３与

大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２。

１．２　方法

１．２．１　细菌分离、鉴定　采用常规方法分离细菌；

严格按照操作规程，用全自动微生物分析仪进行细

菌鉴定。

１．２．２　药敏试验　采用纸片扩散法进行药敏试验，

操作及结果判定参照美国临床实验室标准化协会

（ＣＬＳＩ）２０１０年标准。

１．２．３　细菌处理　挑取纯培养菌落置于盛有０．２ｍＬ

无菌双蒸水的１．０ｍＬ离心管内，浓度约２麦氏单

位；１００℃煮沸１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，用

移液器吸取上清液至另一新的１．０ｍＬ离心管内作

模板液，置－２０℃冰箱备用。

１．２．４　 基因扩增　耐药基因扩增引物序列参照文

献［５］，见表１。所有引物均由ＢＩＯＭＥＤ生物科技有限

公司合成。聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增体系（２５μＬ）：

２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ，引物各０．２μＬ，模

板２μＬ，双蒸水补齐体积。狅狆狉犇２基因ＰＣＲ扩增条

件：热循环参数为９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，

５７℃延伸３０ｓ，７２℃退火６０ｓ，共３５个循环，最后７２℃

延伸７ｍｉｎ。其余基因ＰＣＲ扩增条件为：９４℃预变

性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５５℃延伸３０ｓ，７２℃退火

６０ｓ，３５个循环，最后７２℃延伸７ｍｉｎ。反应结束后

将ＰＣＲ产物保存于４℃冰箱。其中 ＡＴＣＣ２７８５３

作为阴性对照。

表１　耐药基因引物序列

犜犪犫犾犲１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｇｅｎｅｓ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’→３’） Ｌｅｎｇｔｈｏｆｐｒｏｄｕｃｔ（ｂｐ）

犐犕犘 Ｐ１：ＣＧＧＣＣ（Ｇ／Ｔ）ＣＡＧＧＡＧ（Ａ／Ｃ）Ｇ（Ｇ／Ｔ）ＣＴＴＴ ５８７

Ｐ２：ＡＡＣＣＡＧＴＴＴＴＧＣ（Ｃ／Ｔ）ＴＴＡＣ（Ｃ／Ｔ）ＡＴ

犞犐犕 Ｐ１：ＡＴＴＣＣＧＧＴＣＧＧ（Ａ／Ｇ）ＧＡＧＧＴＣＣＧ ６３３

Ｐ２：ＧＡＧＣＡＡＧＴＣＴＡＧＡＣＣＧＣＣＣＧ

犗犡犃１０犵狉狅狌狆 Ｐ１：ＧＴＣＴＴＴＣ（Ａ／Ｇ）ＡＧＴＡＣＧＧＣＡＴＴＡ ８２２

Ｐ２：ＧＡＴＴＴＴＣＴＴＡＧＣＧＧＣＡＡＣＴＴＡ

犌犈犛 Ｐ１：ＡＴＧＣＧＣＴＴＣＡＴＴＣＡＣＧＣＡＣ ８６４

Ｐ２：ＣＴＡＴＴＴＧＴＣＣＧＴＧＣＴＣＡＧＧ

狅狆狉犇２ Ｐ１：ＧＣＧＣＡＴＣＴＣＣＡＡＧＡＣＣＡＴＧ １９３

Ｐ２：ＧＣＣＡＣＧＣＧＡＴＴＴＧＡＣＧＧＡＧ
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１．２．５　结果判断　取５μＬ扩增产物点样于１％琼

脂糖凝胶，在１１０Ｖ电压电泳４０ｍｉｎ，出现目的条

带即为检测基因阳性，用凝胶成像系统观察并照相。

１．２．６　基因测序与对比　测序要求ＰＣＲ体系为

２５μＬ。使用试剂盒进行纯化胶回收后送ＢＩＯＭＥＤ

生物科技有限公司测序，核苷酸序列与ＧｅｎＢａｎｋ上

的基因序列对比。

１．３　数据处理　应用 ＷＨＯＮＥＴ５．６软件对数据

进行统计学处理。

２　结果

２．１　ＩＭＰＲＰＡＥ的耐药特点　ＩＭＰＲＰＡＥ对ＡＭＫ

的耐药率最低，为８．３３％；对ＧＥＮ、ＴＯＢ的耐药率

＜２０％，对ＣＩＰ、ＬＶＸ、ＰＦＰ、ＴＺＰ、ＳＣＦ的耐药率为

４０％～６０％；对 ＣＡＺ、ＣＲＯ、ＦＥＰ、ＡＴＭ、ＭＥＭ、

ＳＸＴ、ＭＩＮ 等抗菌药物的抗菌活性差，耐药率＞

６０％；对ＳＡＭ全部耐药。见表２。

表２　３６株ＩＭＰＲＰＡＥ对１７种抗菌药物的药敏结果（％）

犜犪犫犾犲２　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ３６

ｉｍｉｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔ犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪ｓｔｒａｉｎｓｔｏ１７

ｋｉｎｄｓｏｆａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓ（％）

Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ

ａｇｅｎｔ

Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒａｔｅ

Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ

ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｒａｔｅ

ＰＦＰ ５８．３３ ３３．３３

ＳＣＦ ５０．００ １９．４４

ＳＡＭ １００．００ ０．００

ＴＩＭ ７０．４４ ３０．５６

ＴＺＰ ５５．５６ ３３．３３

ＣＡＺ ６３．８９ ２５．００

ＣＲＯ ９４．４４ ２．７８

ＦＥＰ ６６．６７ ２５．００

ＡＴＭ ７５．００ ８．３３

ＭＥＭ ６９．４４ １３．８９

ＡＭＫ ８．３３ ８６．１１

ＧＥＮ １９．４４ ７２．２２

ＴＯＢ １９．４４ ８０．５６

ＣＩＰ ４４．４４ ４４．４４

ＬＶＸ ４１．６９ ３８．８９

ＳＸＴ ９１．６７ ８．３３

ＭＩＮ ８８．８９ １１．１１

　　Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅｎｏｔｉｎｃｌｕｄｅｄ

２．２　耐药基因检测　３６株ＩＭＰＲＰＡＥ中，检测到

犗犡犃１７阳性１株，阳性率２．７８％；狅狆狉犇２基因缺

失１４株，缺失率３８．８９％；未检出其余耐药基因

（犞犐犕、犐犕犘、犌犈犛）。耐药基因电泳结果见图１～２。

２．３　犫犾犪犗犡犃１０群基因测序 　１株犗犡犃 基因

ＰＣＲ扩增结果阳性，产物送博迈德科技发展有限公

司测序。用ＢＬＡＳＴ（ＮＣＢＩ）对所得基因序列进行比

对，结果发现ＰＡ 的犗犡犃扩增产物与基因库里的

犫犾犪犗犡犃１７同源性为１００％，见图２。
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ｔｒｏｌ；３：Ｎｅｇａｔｉｖｅｓｐｅｃｉｍｅｎ；４—５：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

图１　狅狆狉犇２基因ＰＣＲ产物电泳结果

犉犻犵狌狉犲１　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆ狅狆狉犇２ｇｅｎｅ
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　　Ｍ：ＤＮＡ ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋ；１：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；２—３：Ｎｅｇａｔｉｖｅ

ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ；４：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｓｐｅｃｉｍｅｎ

图２　犗犡犃１０群基因ＰＣＲ产物电泳结果

犉犻犵狌狉犲２　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆ犗犡犃１０ｇｒｏｕｐｇｅｎｅ

３　讨论

ＰＡ是医院感染检出率最高的革兰阴性菌之

一，患者一旦感染，将大大延长住院时间，增加经济

负担。临床上用于治疗ＰＡ感染的抗菌药物包括抗

ＰＡβ内酰胺类、ＴＯＢ、ＡＭＫ及第三四代头孢菌素，

抗ＰＡβ内酰胺类药物中的碳青霉烯类抗菌谱最

广、抗菌活性最强。ＩＭＰ及 ＭＥＭ 是碳青霉烯类抗

生素的代表药物，其抗菌活性强，对包括超广谱β内

酰胺酶和头孢菌素酶在内的多数β内酰胺酶稳定，

与第三代头孢菌素无交叉耐药性，被认为是临床上

治疗具有多重耐药性ＰＡ感染的重要抗菌药物
［６］。

近年来，随着ＩＭＰ在临床治疗中的广泛应用，越来越
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多的ＰＡ对ＩＭＰ产生了耐药性
［７－８］。本院２０１１—

２０１２年分离的３６株ＩＭＰＲＰＡＥ对ＡＭＫ的耐药率最

低，为８．３３％；对 ＧＥＮ、ＴＯＢ的耐药率＜２０％，对

ＣＩＰ、ＬＶＸ、ＰＦＰ、ＴＺＰ、ＳＣＦ的耐药率为４０％～６０％；

对ＣＡＺ、ＣＲＯ、ＦＥＰ、ＡＴＭ、ＭＥＭ、ＳＸＴ、ＭＩＮ等抗菌

药物的抗菌活性差，耐药率＞６０％；对ＳＡＭ全部耐

药。因此，应重视和加强细菌耐药性监测，合理应用

和优先选用低耐药可能性的抗菌药物，这将有助于

控制细菌耐药，避免ＩＭＰＲＰＡＥ引起医院感染流行。

研究［９］表明，造成ＩＭＰＲＰＡＥ的原因包括以下

方面：抗生素灭活酶水解、膜孔蛋白 ＯｐｒＤ２ 和

ＭｅｘＡＭｅｘｇＯｐｒＭ等多药主动外排系统过度表

达。碳青霉烯酶是能够明显水解碳青霉烯类抗生素

的一类β内酰胺酶，它包括Ａｍｂｌｅｒ分子，分为Ａ、Ｂ、

Ｄ３类酶，其中Ｂ类为金属酶，属Ｂｕｓｈ分类中的

３组，是ＰＡ耐碳青霉烯类抗生素的主要β内酰胺

酶，可由染色体、质粒或转座子介导。目前发现的获

得性金属酶包括ＩＭＰ、ＶＩＭ、ＧＩＭ、ＳＰＭ４种，以ＩＭＰ

和ＶＩＭ常见。Ａ类酶是青霉素酶，对ＩＭＰ的水解活

性强于 ＭＥＭ，可引起青霉素类、氨曲南和碳青霉烯

类耐药，对第三代头孢菌素敏感，他唑巴坦、克拉维

酸可以抑制此类酶。Ａ 类碳青霉烯酶包括 ＧＥＳ、

ＫＰＣ、ＳＭＥ、ＩＭＩ／ＮＭＣＡ、ＳＨＶ３８和ＳＦＣ１六个不同

的群，ＧＥＳ酶主要分布于ＰＡ，但也见于肠杆菌科细

菌如大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌；产ＧＥＳ碳青霉烯酶

的菌株主要分布于欧洲、南非和远东等，在希腊、法

国、葡萄牙、南非、圭亚那、巴西、阿根廷、韩国和日本

也有报道。产ＧＥＳ碳青霉烯酶菌株多为散发感染，

然而，表达ＧＥＳ２的ＰＡ已在南非引起了８例患者小

范围的医院感染暴发［１０］。Ｄ类β内酰胺酶即ＯＸＡ

酶，常见于不动杆菌属，在ＰＡ 中发现ＯＸＡ 型酶基

因主要包括 犗犡犃１０、犗犡犃１４、犗犡犃１７、犗犡犃２、

犗犡犃２３、犗犡犃５１等基因
［１１］。本研究中 ＯＸＡ１７

阳性菌株占２．７８％，未检测到其他金属酶和碳青霉

烯酶，提示产Ｄ类碳青霉烯酶是ＰＡ对ＩＭＰ耐药

的机制之一。有研究［１２］发现，ＯｐｒＤ２是以ＩＭＰ为

代表的碳青霉烯类抗生素（ＭＥＭ 除外）进入菌体

的特异性通道，ＯｐｒＤ２的缺失是ＰＡ对碳青霉烯类

抗生素耐药的主要原因，ＭＥＭ 可经除ＯｐｒＤ２外的

其他外膜蛋白通道进入菌体。对于仅因 ＯｐｒＤ２缺

失引起的ＩＭＰ耐药的菌株，对 ＭＥＭ 仍敏感，临床

上可将 ＭＥＭ用于对ＩＭＰ耐药菌株感染的治疗。

本研究３６株ＩＭＰＲＰＡＥ中，狅狆狉犇２缺失率为

３８．８９％，表明狅狆狉犇２基因缺失是本院临床分离ＰＡ

对ＩＭＰ耐药的主要原因。与国内相关报道
［１３－１４］差

别不大，结论相同。总之，ＩＭＰＲＰＡＥ 对常用抗菌

药物耐药情况非常严峻，应重视和加强细菌耐药性

检测，合理应用和优先选择低耐药可能的抗菌药物，

这将有助于控制细菌耐药，避免ＩＭＰＲＰＡＥ引起医

院感染的暴发流行。ＰＡ对ＩＭＰ耐药机制复杂，产

酶、膜孔蛋白狅狆狉犇２基因缺失等机制可同时或单独

导致ＰＡ对ＩＭＰ的耐药。
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