
～ 1. 5． The suitable range of fluorogenic reporters was 0. 2 ～ 32 μmol /L; the appropriate dynamic detection inter-
val was 2 min; the continuous detection time was 30 ～ 120 min． The Km and Kcat values of the BLc fluorogenic re-
porters were determined by enzyme kinetic parameters，respectively ( 17. 6 ± 2. 6 ) μmol /L and ( 4. 16 ± 0. 28 )

s － 1 ． Similarly，the Km and Kcat values of the TLc were ( 40. 8 ± 3. 5) μmol /L and ( 2. 65 ± 0. 32) s － 1 respective-
ly． Conclusion The FＲET-based analytical method is successfully established，which can meet the high-through-
put in vitro screening of tetanus toxin and botulinum toxin type B and its inhibitors．
Key words FＲET; botulinum toxin; tetanus toxin; high throughput screening
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某医院黏质沙雷菌碳青霉烯耐药机制及流行病学研究
饶碧华，储新民

摘要 目的 研究院内黏质沙雷菌碳青霉烯类药物的耐药

机制，并探索其院内分子流行病学特征，以期为临床合理运

用抗生素和预防、控制其感染提供依据。方法 收集 2017

年某三甲医院临床分离物中无重复患者的黏质沙雷菌株标

本，以 Vitek 2 Compact 检 测 药 敏 结 果，改 良 Hodge 试 验

( MHT) 检 测 碳 青 霉 烯 酶，PCＲ 检 测 碳 青 霉 烯 酶 类 基 因，

EＲIC-PCＲ 分析菌株克隆型。结果 筛选获得 17 株耐碳青

霉烯黏质沙雷菌株，主要来自于重症医学科和干部病房，对

阿米卡星、复方新诺明 100% 敏感，对环丙沙星、庆大霉素、

氨曲南、头孢曲松呈现高度耐药。14 株为碳青霉烯酶表型

阳性，10 株细菌含有 CTX-M-14，5 株含有 KPC-2，2 株含有

TEM，1 株含有 NDM-1，1 株含有 SHV 基因，并出现了一株细

菌携带多种耐药基因的情况。结论 院内黏质沙雷碳青霉

烯耐药严重，耐药基因以 CTX-M-14 和 KPC-2 为主。17 株细

菌中 11 株为同一型别，可能由院内感染引起，需要院感、检
验科等相关部门通力合作、加强防范，预防和控制其感染。

关键词 黏质沙雷菌; 碳青霉烯酶; 耐药机制; 分子流行病学
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黏质沙雷菌是肠杆菌科中重要的条件致病菌之

一，常贮存于成人泌尿道、呼吸道以及儿童的胃肠道

等部位，当机体免疫功能降低可引起泌尿系统感染、
肺炎、败血症等。根据 2014 ～ 2016 年 CHINET 中国
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细菌耐药性检测报告，提示近年来黏质沙雷菌分离

率和耐药率日益上升，2016 年沙雷菌属占所有标本

分离菌株的 1. 16%，居革兰阴性杆革菌的第 9 位，

已经成为临床上医院感染重要病原菌属。黏质沙雷

菌是沙雷菌属中临床最常见的一种，定期监测其临

床分布和耐药性变化对预防和控制医院感染极为重

要。碳青霉烯类抗生素对几乎所有由质粒或染色体

介导的 β 内酰胺酶稳定，且具有良好的通透性，是

目前抗菌谱最广的抗菌药物，具有快速杀菌的作用，

包括亚 胺 培 南、美 罗 培 南、厄 他 培 南、帕 尼 培 南

等［1］，是治疗细菌感染的终极武器。但是，近年来

随着碳青霉烯类药物在临床上广泛使用，对碳青霉

烯类药物耐药的黏质沙雷菌比例日益增高，给患者

的感染控制带来了严峻考验。该实验主要研究黏质

沙雷菌碳青霉烯耐药机制，同时对耐药菌的同源性

进行探究，为院内爆发性感染进行预防控制奠定基

础。

1 材料与方法

1． 1 菌株的来源 收集院内 2017 年 3 ～ 7 月临床

分离物中无重复患者的黏质沙雷菌株 25 株，其中非

敏感菌株 17 株( 14 株耐药、3 株中介) 作为实验标

本。质控菌株为 大 肠 杆 菌 标 准 菌 株 ATCC25922、
ATCC8739 和 肺 炎 克 雷 伯 菌 株 ATCC BAA-1705、
ATCC BAA-1706。
1． 2 仪器与试剂 主要仪器包括 VITEK 2 Compact
全自动微生物分析系统( 法国梅里埃生物公司) ;

MALDI-TOF-MS 基质辅助激光解吸电离飞行时间质

谱仪( 北京毅新博创生物科技公司) ; Biometra PCＲ
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扩增仪( 德国 Biometra 公司) ; POWEＲPAC BASIC 电

泳仪( 美国 Bio-Ｒad 公司) ; Bio-Top 凝胶成像仪( 上

海山富科学仪器有限公司) ; Sigma 1-14 小型台式离

心机( 德国西格玛公司) 。主要试剂包括 GN 鉴定

卡和 GN13 药敏卡( 法国梅里埃生物公司) ; 细菌基

因组 DNA 快速抽提试剂盒和即用 PCＲ 扩增试剂盒

( 上海生工生物工程公司) ; 药敏纸片( 英国 OXOID
公司) 。
1． 3 引物 引物 SME-1、VIM-2、IMP-1、OXA-23、
OXA-48、NDM-1、KPC-2、TEM、SHV、GES、CTX-M-1、
CTX-M-2，CTX-M-9 由 clone manager 设计，CTX-M-
9、EＲIC 参考文献［2 － 3］，由安徽通用生物公司合成，

见表 1。

表 1 PCＲ 扩增的引物序列及分子片段大小

引物名称 引物序列( 5'-3')
温度

( ℃ )

片段大小

( bp)

SME-1 F: GGCTCAGGTATGACATTAGG 59 419
Ｒ: GGCCAAATGACGGCATAATC 61

VIM-2 F: TTGACCGCGTCTATCATGGC 64 668
Ｒ: TGTGCTTCCGGGTAGTGTTG 64

IMP-1 F: GGAGCAGCAACGATGTTACG 63 859
Ｒ: GCGCAACTTACAAACTGTCC 62

OXA-23 F: CGCCTATTCAAGAGGTAGAG 58 752
Ｒ: AACCAGCAACCGTCGACATC 65

OXA-48 F: CCTGCGGTAGCAAAGGAATG 63 614
Ｒ: ACCCACCAGCCAATCTTAGG 63

NDM-1 F: ACGATCATGCTGGCCTTGGG 67 697
Ｒ: CCGCATTAGCCGCTGCATTG 67

KPC-2 F: CGCGGAACCATTCGCTAAAC 64 734
Ｒ: CGCTGTGCTTGTCATCCTTG 63

TEM F: TTTCCGTGTCGCCCTTATTC 62 794
Ｒ: CATCCATAGTTGCCTGACTC 59

SHV F: CAAAGCGAAAGCCAGCTGTC 64 767
Ｒ: CGTTGCCAGTGCTCGATAAG 63

GES F: CCTTCAAGACCGATCTTGAG 59 757
Ｒ: CCGACAGAGGCAACTAATTC 60

CTX-M-1 F: CACGCTGTTGTTAGGAAGTG 61 760
Ｒ: TTGAGGCTGGGTGAAGTAAG 61

CTX-M-2 F: GCCGCTCAATGTTAACGGTG 64 724
Ｒ: TCGTTGGTGGTGCCATAATC 62

CTX-M-9 F: GCCGCTCAATGTTAACGGTG 53 831
Ｒ: CGGCTGGGTAAAATAGGTCA 53

EＲIC F: ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC 56
Ｒ: AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 56

1． 4 碳青霉烯耐药表型筛选 参照 CLSI 指南应用

改良 Hodge 试验( modified Hodge test，MHT) 检测，

被测菌株与大肠埃希菌 ATCC25922 抑菌环交汇处

大肠埃希菌生长增强，即为改良 Hodge 试验阳性，提

示待 测 菌 株 产 生 碳 青 霉 烯 酶。肺 炎 克 雷 伯 菌 株

ATCC BAA-1705、ATCC BAA-1706 分别为阳性和阴

性的质控菌株。
1． 5 细菌鉴定与药敏 应用 VITEK-2 Compact 全

自动微生物分析系统进行细菌鉴定，运用飞行时间

质谱仪来进行复核细菌鉴定结果，以保证实验菌株

的准确性。另外，运用 VITEK 2 Compact 全自动微

生物分析系统检测 MIC，根据 CLSI M100 S25 标准

对结果进行判读。
1． 6 耐药基因的检测与分析 提取基因组 DNA 作

为模板，设置 PCＲ 反应体系为 50 μl，其包括 steri-
lized ddH2O2 22 μl、2 × HiFi-PCＲ Master 25 μl、
DNA 模 板 1 μl、上 下 游 引 物 各 1 μl ( 浓 度 为 20
μmol /L ) 。PCＲ 扩增条件为 94 ℃预变性 5 min，94
℃变性 30 s，退火温度 30 s，72 ℃延伸 1 min，30 个

循环，72 ℃延伸 7 min。配制 1%的琼脂糖凝胶对产

物进行电泳 45 min，结束后凝胶成像仪内紫外灯观

察结果。
1． 7 同源性分析 利用 EＲIC-PCＲ 对 17 株耐药黏

质沙雷菌进行同源性分析，反应体系如 1. 6 所述，

PCＲ 扩增条件为 95 ℃ 预变性 7 min，95 ℃ 变性 30
s，50 ℃退火 1 min，65 ℃ 延伸 6 min，30 个循环，65
℃延伸 12 min。配制 1. 2% 的琼脂糖凝胶在 100 V
电压下对产物进行电泳 70 min，结束后置凝胶成像

仪观察结果。

2 结果

2． 1 标本来源基本情况分析 患者年龄 1 ～ 100
( 64 ± 28 ) 岁，其 中 男 14 例 ( 82. 4% ) ，女 3 例

( 17. 6% ) 。以深部痰标本为主( 15 株，89. 5% ) ，仅

2 株为引流液标本( 10. 5% ) 。科室分布主要为重症

医学 科 ( 10 株，58. 8% ) ，其 次 为 干 部 病 房 ( 5 株，

29. 4% ) 和脑外科( 2 株，11. 8% ) 。
2． 2 改良 Hodge 试验的结果 17 株细菌中 MHT
阳性 14 株( 82. 4% ) 。其中部分阳性结果示意图见

图 1，其中 1705、1706 分别为 MHT 的阳性及阴性质

控菌株。
2． 3 药敏结果分析 17 株非敏感菌对氨曲南、环

丙沙星、头孢曲松、厄他培南、亚胺培南、庆大霉素高

度耐药，呈现明显的多重耐药的特征，对阿米卡星和

复方新诺明敏感。8 株敏感菌仅对头孢曲松表现出

高度耐药和妥布霉素中介，其余药物敏感性较高。
见表 2。
2． 4 耐药基因特异性引物 PCＲ 扩增结果 PCＲ
扩增后进行测序，最后确认检测出 10 株细菌含有
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CTX-M-14，5 株含有 KPC-2，2 株含有 TEM，1 株含有
表 2 17 株耐碳青霉烯类和 8 株敏感黏质沙雷菌药敏结果( n)

抗菌药物 耐药菌( Ｒ% ) 敏感菌( Ｒ% ) 耐药菌( S% ) 敏感菌( S% ) 耐药菌( I% ) 敏感菌( I% )

阿米卡星 0 /17 0 /8 17 /17 8 /8 0 /17 0 /8
氨曲南 16 /17 1 /8 1 /17 7 /8 0 /17 0 /8
头孢他啶 10 /17 1 /8 7 /17 7 /8 0 /17 0 /8
环丙沙星 13 /17 2 /8 2 /17 6 /8 2 /17 0 /8
头孢曲松 17 /17 5 /8 0 /17 3 /8 0 /17 0 /8
厄他培南 14 /17 0 /8 3 /17 8 /8 0 /17 0 /8
头孢吡肟 1 /17 0 /8 2 /17 7 /8 14 /17 1 /8
庆大霉素 14 /17 2 /8 3 /17 6 /8 0 /17 0 /8
亚胺培南 15 /17 0 /8 0 /17 8 /8 0 /17 0 /8
左旋氧氟沙星 12 /17 2 /8 5 /17 6 /8 0 /17 0 /8
复方新诺明 0 /17 1 /8 17 /17 7 /8 0 /17 0 /8
妥布霉素 12 /17 1 /8 1 /17 3 /8 4 /17 4 /8
哌拉西林 /他唑巴坦 0 /17 0 /8 3 /17 8 /8 14 /17 0 /8

Ｒ( resistance，耐药) ; S( sensitive，敏感) ; I( intermediate，中介)

NDM-1，1 株含有 SHV 基因，并出现了 6 株细菌同时

含有多种耐药基因的情况，同时也有 5 株细菌未检

出任何耐药基因。耐药基因 SME-1、VIM-2、IMP-1、
OXA-23、OXA-48、GES、CTX-M-1、CTX-M-2 均 未 检

出阳性结果，见图 2、3。

图 1 部分黏质沙雷菌 MHT 结果

图 2 17 株细菌 KPC-2 阳性结果示意图

M: DL Marker 2 000; N: 阴性对照; 3、4、12、15、17: 阳性标本，分

子大小为 734 bp; 其余为阴性标本

2． 5 同源性分析 结果判断依据条带完全相同者

为同一基因型，相差一条为同一基因型中的不同亚

型，相差两条以上为不同基因型［4］。实验结果判断

17 株细菌中有 11 株( 1、3、5、6、7、10、11、13、14、15、
17) 为同一型别，2、4、8、9、12、16 为各自型别，见

图 4。

图 3 17 株细菌 NDM-1 阳性结果示意图

M: DL Marker 2 000; N: 阴性对照; 16: 阳性标本，分子大小为 697

bp; 其余为阴性标本

图 4 17 株细菌 EＲIC-PCＲ 分型

M: Marker; 1 ～ 17: 标本号

3 讨论

黏质沙雷菌具有侵袭性并对多种常用的抗生素

天然耐药，是引起肠道外感染的重要病原菌，可致肺

炎、菌血症、泌尿系统、外科手术部位等感染。通过

对收集菌株来源的分析，结果显示耐碳青霉烯黏质
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沙雷主要来自重症医学科和干部病房，患者平均年

龄 64 岁，说明患者年龄大以及自身免疫情况差是黏

质沙雷菌感染的重要因素，与黄中海 等［5］研究一

致。其耐碳青霉烯抗生素问题已经引起了高度关

注，2014、2015 年 CHINET 全国耐药监测显示黏质

沙雷对亚胺培南、美罗培南的耐药率分别为 6. 7%、
7. 0% 和 8. 1%、8. 3%，直 至 2016 年 的 8. 6%、
8. 3%，耐药率呈现出不断上升的趋势［6］。在本院

收集的 25 株黏质沙雷菌中，14 株对碳青霉烯类药

物耐药，并有 3 株呈现出中介的情况，耐药的比例高

达 56%，远远高于全国平均水平。
分析 2016 年 CHINET 全国药敏数据显示沙雷

菌属对厄他培南、头孢吡肟、头孢他啶、阿米卡星、亚
胺培南和哌拉西林 /他唑巴坦的耐药率均≤10%，而

本次研究收集的 25 株黏质沙雷菌药敏结果仅阿米

卡星与 CHINET 结果一致，厄他培南、头孢吡肟、头

孢他啶、亚胺培南、哌拉西林 /他唑巴坦耐药率远高

于全国平均数据。17 株耐碳青霉烯类黏质沙雷菌

与侯沪 等［7］文献中提到的 165 株耐碳青霉烯黏质

沙雷菌药敏结果相比较，阿米卡星、氨曲南、头孢吡

肟、庆大霉素、复方新诺明耐药率较为一致; 头孢他

啶、环丙沙星、左旋氧氟沙星、妥布霉素、哌拉西林 /
他唑巴坦差异较大，除哌拉西林 /他唑巴坦耐药率为

0 之外，其他耐药率均大幅度高于其药敏结果。说

明本院黏质沙雷菌耐药情况严重，抗生素选择有限，

推荐临床使用阿米卡星或复方新诺明治疗，其他药

物根据药敏结果合理使用。
黏质沙雷菌耐药机制复杂，包括: ① 产碳青霉

烯酶;② 高产 ESBL 或高产 AmpC 酶合并孔道蛋白

缺失或下调，导致对碳青霉烯类抗生素的敏感性降

低;③ 碳青霉烯类抗生素的作用靶点 PBP 蛋白改

变。产碳青霉烯酶为耐碳青霉烯类黏质沙雷菌的主

要机制［8］。在本次的研究中检测出了 KPC-2、NDM-
1 碳青霉烯酶和 TEM、SHV、CTX-M-14 超广谱酶。
KPC-2 是我国目前肠杆菌科细菌耐碳青霉烯类药物

最常见的碳青霉烯酶［8 － 9］。依据 Bush 分类，KPC 属

于丝氨酸酶 A 中的 2f 分类。最初于 2001 年在美国

北卡罗来纳州于肺炎克雷伯菌分离株中被描述，并

且在全世界迅速出现并传播，特别是肠杆科细菌中。
随后主要在美国、中国、以色列和几个欧洲国家被报

道。Cuzon et al［10］发现大多数细菌含有 KPC-2 时并

会同时具有其他获得性 β-内酰胺酶基因，与本次实

验结果较为符合。此次实验还发现了国内偶见报道

的 NDM-1 基因，NDM-1 阳性菌株的首次发现是在

2008 年瑞典，一位由于在印度新德里获得肺炎克雷

伯菌感染而引起尿路感染的患者中［11］。NDM-1 是

一种超级耐药基因，能够编码新的耐药酶，全称为

“新德里金属 β-内酰胺酶 1”。此酶具有高效性，能

水解除氨曲南以外的所有 β － 内酰胺类药物［12］。
产生 NDM-1 的多重耐药细菌引起的感染通常需要

两种或三种抗生素联合治疗［11］。
在本研究中运用到的 MHT 易于操作，无需特殊

的试剂或者培养基就可以检测碳青霉烯酶。17 株

细菌中 14 株结果为阳性，与 PCＲ 扩增结果相一致，

同时也出现了 MHT 阳性但并未检测出耐药基因，可

能原因为菌株产 ESBL 或 AmpC 合并外膜蛋白缺

失［13］。这个需要下一步的 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳

( SDS-PAGE) 检测外膜蛋白情况和 ＲT-PCＲ 半定量

表达的 AmpC。
EＲIC-PCＲ 揭示了 17 株细菌的同源性情况。

由于每个细菌基因组上的 EＲIC 重复序列的数目和

分布不同，EＲIC-PCＲ 通过对两个相邻的 EＲIC 保守

序列之间区域的扩增，可以得到由一系列大小不同

片段组成的 DNA 指纹图谱。通过 EＲIC-PCＲ 鉴定

17 株细菌中 11 株为同一个型别，其他 6 株为各自

不同型别。这 11 株细菌的同型别提示应当注意耐

碳青霉烯类黏质沙雷在医院内的播散。碳青霉烯酶

可以通过诸如整合子或质粒的移动元件进行扩散，

不断的监视将是防止传播的最佳措施之一［14］。加

强无菌物品和各种管道及医疗设施、器械的消毒管

理; 加强手卫生的管理，提高医务人员手卫生的意

识; 严格实施无菌操作和消毒隔离措施，防止患者之

间的交叉感染 ［15］; 合理、谨慎地使用抗菌药物，以

延缓和减少耐药菌的产生。总而言之，医院黏质沙

雷菌检出率较高，耐药性增加，耐药机制复杂，应强

调临床合理选择用药和持续监督及有效预防措施，

以控制和减少耐碳青霉烯类黏质沙雷菌的传播。
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Drug resistance mechanisms of carbapenem-resistance Serratia marcescens
Ｒao Bihua，Chu Xinmin

( Dept of Laboratory Medicine，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To explore the production of carbapenemase of carbapenem-resistance Serratia marcescens
and to investigate molecular epidemiological characteristics of these strains． It was hoped that it can provide the ba-
sis for clinical rational use of antibiotics and prevention and control of their infection． Methods Collected clinical
isolates of non-repeat patients with Serratia marcescens strains in the hospital，with Vitek-2 Compact automatic mi-
crobial system for drug susceptibility testing． A strain that was insensitive to carbapenem antibiotics can be
screened． Modified Hodge test was used to detect carbapenemase activity． PCＲ was used to detect carbapenemase
genes and extended-spectrum β-lactamases genes expression． Then the positive products were sequenced and cam-
pare to the blast． Enterobacterial repetitive intergenic consensus PCＲ( EＲIC-PCＲ) was used for DNA typing and
test of homology． Ｒesults At last，17 strains were obtained by screening． Drug sensitive testing showed that most of
the antibiotics were not sensitive，the higher the sensitivity rate of amikacin，trimethoprim /sulfamethoxazole． Cipro-
floxacin，gentamicin，aztreonam，ceftriaxone had a high resistance rate． Fourteen positive strains were detected by the
modifed Hodge test． The blaCTX-M-14 was detected in 10 strains，the blaKPC-2 was detected in 5 strains，the bla-
TEM was detected in 2 strains，the blaNDM-1was detected in 1 strains，the blaSHV was detected in 1 strains of Ser-
ratia marcescens ． Meanwhile，the emergence of a bacteria containing a variety of resistance genes． Conclusion
Carbapenem-resistance of clinically isolated Serratia marcescens is a serious problem． Production of KPC-2 and
CTX-M-14 carbapenemases is an important mechanism of resistance to carbapenem antibiotics． 11 of 17 carbapen-
em-resistant strains are identified to the same type，which indicates that it may spread in the hospital． Effective
measures are urgently needed for early identification and control to prevent the spread of these carbapenemase-re-
sistance S． marcescens． At the same time，it is need to strengthen hand hygiene and sterilization of commonly used
equipments．
Key words Serratia marcescens; carbapenemase; resistance mechanism; molecular epidemiological
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