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摘要 目的 探讨产肺炎克雷伯型碳青霉烯酶( KPC) 肺炎
克雷伯菌检测方法以及肺炎克雷伯菌对碳青霉烯类抗生素
的耐药机制、可能的治疗药物。方法 选取 K-B法证实的耐
碳青霉烯肺炎克雷伯菌 36 株纳入本研究，使用改良 Hodge
试验、Carba NP试验对菌株进行验证，随后采用 PCＲ 扩增、

产物琼脂糖凝胶电泳实验，并对电泳阳性条带进行基因测序
鉴定。结果 K-B法药敏试验显示 36 株耐碳氢烯类肺炎克
雷伯菌，随后行 Hodge验证，33 株( 91. 7% ) 是产 KPC肺炎克
雷伯菌，对碳氢烯类耐药而对替加环素及米诺环素仍然敏
感。对 Hodge试验阳性 33 株再行 Carba NP 试验确证，其中
27 株( 87. 9% ) 阳性，6 株( 12. 1% ) 阴性;对 Hodge 试验阳性
33 株行 PCＲ扩增及电泳实验，共有 27 株出现目标条带( 340
bp) 提示阳性，与 Carba NP试验结果相一致。对出现目标条
带的 27 株肺炎克雷伯菌再进行 KPC-2 耐药基因 PCＲ 扩增
产物测序，均为 KPC-2 型耐药基因。结论 K-B法药敏试验
加随后改良 Hodge试验验证对于筛查、发现 KPC 肺炎克雷
伯菌具有较高的符合度，为发现 KPC 肺炎克雷伯菌有效筛
查方法。K-B法药敏试验证实对 KPC 肺炎克雷伯菌，替加
环素等可能是有效治疗的药物之一。Hodge 试验检测的
KPC肺炎克雷伯菌，存在 12. 1% ( 6 /33) 的假阳性率。Carba
NP 试验及 PCＲ扩增检测一致性好，具有确证产 KPC肺炎克
雷伯菌作用。随后的测序研究结果表明检测出的 KPC 肺炎
克雷伯菌均为 KPC-2，该型是引起肺炎克雷伯菌对碳青酶烯
酶耐药的主要机制。
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肺炎克雷伯菌属于革兰阴性菌，在自然界中有
着广泛分布，是重要致病菌之一［1 － 2］。碳青霉烯类

抗生素属于 β-内酰胺类抗生素，因其具有较广的抗
菌谱和较强的抗菌活性在临床上被广泛使用［3 － 4］，
产肺炎克雷伯型碳青霉烯酶 ( Klebsiella pneumoniae
carbapenemase，KPC) 首先发现存在于肠杆菌科的
多个菌属当中，耐药肺炎克雷伯菌治疗难度增加的
主要原因是因为产 KPC［5 － 6］，当采用临床常规的药
敏检测方法进行检测时常有漏检发生［7］，从而导致
其在医院内的感染难以控制。因此要治疗该菌感
染、抑制其传播的前提是能够做到正确、有效、及时
地检测出产 KPC的肺炎克雷伯菌［8 － 9］。为此，该研
究探讨检测产 KPC肺炎克雷伯菌的方法，并对其可
能的耐药机制进行了分析。

1 材料与方法

1． 1 菌株来源 选取 2014 年 1 月 ～ 12 月安徽医
科大学附属省立医院南区感染办收集对碳青霉烯类
耐药的肺炎克雷伯菌 36 株作为研究对象，存于 － 80
℃冰箱，同一患者无重复分离株。其中来自痰液 26
株、创面分泌物 3 株、尿液及腹腔引流液各 2 株、血
液 3 株。采用大肠埃希菌 ATCC25922 为质控标准
菌株，该菌株为实验室常规保存菌株。
1． 2 试剂与仪器 超净工作台 ( 苏净公司安泰集
团) ;电热恒温培养箱( 江苏东台县电器厂) ; XK96-
B快速混匀器( 姜堰市新康医疗器械有限公司) ; 微
量移液器 ( 德国 EPPENDOＲF 公司) ; 麦氏比浊仪
( 法国 BIOMEＲIEUX 公司) ; 水平 HE120 型电泳槽
与 EPS300 电泳仪 ( 上海天能科技有限公司) ;
JY2002 型电子天平( 上海良平仪器仪表有限公司) ;
冷冻高速离心机( 上海力申科学仪器有限公司) ; 紫
外线凝胶成像系统 ( 美国 BIO-ＲED 公司) ; TC-512
梯度 PCＲ 仪( 英国 TECHNE 公司) ; － 80 ℃超低温
冰箱( 日本 SANYO 公司) ; － 20 ℃冰箱( 中国海尔
公司) ;雷磁 PHSJ-4F 型 pH 计( 上海仪电科学仪器
股份有限公司) ; M-H琼脂粉、阿米卡星、米诺环素、
亚胺培南、美罗培南药物纸片( 英国 OXOID 公司) ;
血平板、M-H 平板 ( 合肥天达诊断试剂公司) ; PCＲ
试剂、酚红、硫酸锌七水化合物、氢氧化钠、核酸染料
( 上海生工生物工程公司) ; 引物由上海生工生物工

·3711·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2017 Aug; 52( 8)



程公司合成; 细菌蛋白裂解液( 上海赛默飞公司) ;
亚胺培南( 杭州默沙东制药公司，亚胺培南 /西司他
汀效价按亚胺培南量计) 。
1． 3 方法
1． 3． 1 耐碳青霉烯肺炎克雷伯菌耐药表型的筛选
采用 K-B 法药敏试验: ① 制备菌液: 挑取肺炎克

雷伯菌菌落，用无菌生理盐水调至 0. 5 麦氏单位浊
度的菌液( 相当于 1. 5 × 108 CFU /ml) ;② 接种平板:
用无菌棉拭子蘸取制备好的菌液，然后在试管壁挤
压，去除多余的菌液，涂布整个 M-H 平板表面，旋转
平板 60°，重复两次，最后用棉拭子涂布平板四周边
缘一圈;③ 贴纸片:室温干燥 3 ～ 5 min，用纸片分配
器或无菌镊子将药敏纸片 MEM、厄他培南、米诺环
素、替加环素贴在琼脂平板表面，每张纸片的间距 ＞
24 mm，纸片中心距平板边缘 ＞ 15 mm; ④ 孵育: 35
℃，16 ～ 24 h;⑤ 记录药敏结果;⑥ 分析药敏结果。
1． 3． 2 耐碳青霉烯肺炎克雷伯菌株确证实验 采
用改良 Hodge试验:① 用无菌生理盐水将质控菌株
大肠埃希菌 ATCC25922 调成 0. 5 麦氏单位菌液，并
用生理盐水 1 ∶ 10 进行稀释;② 用棉签蘸取菌液涂
布于 M-H平板上，干燥 3 ～ 5 min，将美罗培南纸片
贴于平板中央;③ 将上述经表型筛选菌株用接种环
以纸片为中心向平板边缘划一接种线( 一平板可划
4 条测菌线) ，过夜孵育; ④ 记录实验结果; ⑤ 分析
实验结果。
1． 3． 3 Carba NP试验检测碳青霉烯酶 准备实验
试剂耗材:① 临床实验室实验级纯水; ② 亚胺培南
粉末;③ 细菌蛋白提取液 ( in TＲIS HCl buffer，pH
7. 4) ; ④ ZnSO4·7H2O ( 分子量 286 ) ; ⑤ 酚红粉
末;⑥ 1 mol /L NaOH 溶液; ⑦ 10% HCl 溶液; ⑧
1. 5 ml微量离心管; ⑨ 1 μl 接种环; ⑩ 微量离心
管。

配制所需试剂:① 10 mmol /L ZnSO4·7H2O 溶
液:称取 1. 4 g ZnSO4·7H2O，然后加入 500 ml实验
级纯水中，混匀后放置于室温 1 年;② 0. 5%的酚红
试剂:称取 1. 25 g，酚红粉末，加入 250 ml实验级纯
水中，混匀( 注意使用前要摇匀) ，室温存放 1 年; ③
0. 1N NaOH溶液:加 20 ml 1N NaOH 溶液到 180 ml
纯水中，室温摇匀，室温存放 1 年; ④ 溶液 A 液: 在
25 ～ 50 ml 的烧杯中，加 2 ml 0. 5%的酚红溶液到
6. 6 ml纯水中，再加入 180 μl 10 mmol /L ZnSO4·
7H2O溶液，用 0. 1 N NaOH 或 10% HCl 溶液将 pH
调至( 7. 8 ± 0. 1) ，然后置于小瓶中，避光存放于 4 ～
8 ℃冰箱冷藏 2 周，注意溶液为红色或橘红色，其他

颜色时不可用;⑤ 溶液 B 液:用 A 液配制成亚胺培
南终浓度为 6 mg /ml的溶液 4 ～ 8 ℃冰箱冷藏 3 d。

实验步骤和结果分析标准参照 2015 年美国临
床和实验室标准协会文件更新要点［10］。
1． 3． 4 DNA 制备与 PCＲ 检测 KPC 酶基因 取平
板单个菌落研磨于装有灭菌去离子水的 EP 管中，
用比浊仪调至 0. 5 麦氏，100 ℃ 煮沸 10 min，用低温
超速离心机 12 000 r /min，离心 10 min，将上清液移
至新的无菌 EP管中，－ 20 ℃保存备用。
1． 3． 5 对产碳青霉烯酶 DNA 模板进行 PCＲ 扩增
步骤: ① 在无菌洁净的 PCＲ 管中依次加入以下

溶液: Sterilized ddH2O 22 μl、2 × PCＲ Master 25 μl、
DNA模板 1 μl、上游引物( 10 μmol /L) 2 μl、下游引
物( 10 μmol /L) 2 μl，所加溶液终体积为 50 μl; ②
充分混匀后短暂离心( 闪离 Flash) ; ③ 将反应管置
于 PCＲ仪中反应，PCＲ 反应条件依据表 1 所示。

引物稀释: KPC-qcA、KPC-qcB、KPC-gpA、KPC-
gpB每光密度引物闪离后分别加 56、67、49、52 μl的
缓冲液配成 100 μmol /L的贮存液。

100 μmol /L的贮存液稀释成 10 μmol /L的使用
液: 10 μl 100 μmol /L的贮存液 + 90 μl ddH2O = 100
μl 10 μmol /L的使用液。

表 1 PCＲ 反应条件

反应程序 反应温度( ℃ ) 反应时间( s) 循环周期( 个)
预变性 95 600 1
变性 95 30 30
退火 55 30 30
延伸 72 30 30
最终延伸 72 300 1
保存 4 － －

1． 3． 6 琼脂糖凝胶电泳实验 实验步骤:① 1%琼
脂糖凝胶配制:称取 0. 7 g琼脂糖倒入三角烧瓶中，
加入 1 × TAE缓冲液 70 ml，置微波炉完全融化，取
出摇匀，冷却至 60 ℃，加 EB母液( 10 mg /ml至终浓
度 0. 5 μg /ml，即 100 ml 琼脂糖溶液中加 10 mg /ml
的 EB母液 5 μl) ; ② 灌胶: 插入梳子，缓慢加入冷
却至 60 ℃的已加 EB的琼脂糖溶液，如有气泡用牙
签挑破，特别是梳子下; 将凝胶放入电泳槽中，凝胶
点样端需靠近负极，加入 1 × TAE 缓冲液至电泳槽，
缓冲液刚没过凝胶表明即可;③ 加样:将 PCＲ 产物
加入凝胶的点孔( 记录点样顺序) ，在点样的第一孔
加入 5 μl DNA Marker; ④ 电泳: 接通电源，加样点
在负极，电压不超过 5 V /cm，电压约 110 V，电流 40
mA以上，50 mA左右，当溴酚蓝染料移动到据凝胶
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前沿 1 ～ 2 cm处，停止电泳; ⑤ 观察结果并拍照。
1． 3． 7 KPC耐药基因 PCＲ扩增产物测序 煮沸法
提取细菌 DNA，PCＲ方法扩增 KPC及其他常见的碳
青霉烯耐药基因 如 NDM-1、SME、OXA-48、GES、
VIM、IMP 等，PCＲ扩增引物条件参考文献［9］。PCＲ
反应体系共 50 μl，25 μl PCＲ mix 试剂，10 μmol /L
上、下游引物各 1 μl，DNA 模板 1 μl，双蒸水 22 μl。
反应参数: 95 ℃预变性 5 min，95 ℃、30 s，55 ℃、30
s，72 ℃、50 s，共 35 个循环，72 ℃ 延伸 10 min。
PCＲ产物经 12 g /L 琼脂糖凝胶电泳，经凝胶成像系
统显像观察结果。KPC 耐药基因 PCＲ 扩增产物送
上海生工生物工程有限公司进行测序，以基因测序
结果在 GenBank查询比对结果作为金标准。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 21. 0 统计软件处理
本研究所有数据，组间灵敏度、特异度的差异采用
χ2 检验。

2 结果

2． 1 药敏试验结果 所收集的耐药肺炎克雷伯菌
36 株，其中 33 株是碳青霉烯酶耐药菌株，详见表 2。
2． 2 改良 Hodge试验、Carba NP 试验检测肺炎克
雷伯菌结果 36 株行 Hodge 确证试验有 33 株为阳
性结果( 图 1) ，Hodge试验阳性 33 株再行 Carba NP
试验( 依次标号 1、2、3…33 ) ，其中 6 株阴性( 第 5、
6、21、22、28、29 株) ，27 株阳性，Carba NP 试验结果
解析依照图 2 所示。

图 1 改良 Hodge试验结果

2． 3 电泳图片及 KPC-2 耐药基因 PCＲ 扩增产物
测序图 对 Hodge 试验阳性 33 株肺炎克雷伯菌行
PCＲ扩增及电泳图( 图 3) ，其中 27 株出现目标条带
( 340 bp) ，对出现目标条带的 27 株肺炎克雷伯菌再
进行 KPC-2 耐药基因 PCＲ 扩增产物测序，均为
KPC-2 型耐药基因( 图 4) 。

图 2 Carba NP试验结果解析

表 2 药敏结果抑菌圈直径( mm)

菌株

编号
抗菌药物

美罗培南 厄他培南 米诺环素 替加环素
1 17 17 18 18
2 6 6 16 16
3 6 6 20 19
4 27 28 21 19
5 12 7 20 21
6 22 15 22 20
7 6 6 20 22
8 6 6 17 18
9 6 6 19 19
10 6 6 18 19
11 6 6 15 19
12 6 6 20 18
13 14 10 17 20
14 10 13 19 18
15 7 7 18 18
16 10 7 22 20
17 6 6 15 19
18 6 6 22 18
19 6 6 19 19
20 6 6 17 19
21 14 14 19 17
22 13 12 19 22
23 15 15 21 19
24 6 6 14 14
25 8 7 21 19
26 6 6 21 19
27 10 7 19 19
28 16 12 22 23
29 6 6 19 17
30 6 6 19 19
31 25 28 17 17
32 6 6 20 16
33 6 6 16 19
34 6 6 19 16
35 6 6 21 19
36 28 26 17 16

平均直径 10． 2 9． 6 18． 8 18． 9
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图 3 基因 PCＲ电泳图
M: DL 2 000 DNA Marker; ( + ) :阳性对照; ( － ) :阴性对照; 1 ～

33 泳道编号: 细菌菌株号; 其中第 5、6、21、22、28、29 泳道检测结果

为阴性

2． 4 改良 Hodge 试验、改良 Hodge 试验 + Carba
NP试验检测结果比较 改良 Hodge 试验及随后的
Carba NP试验、测序确证使用对产 KPC型碳青霉烯
酶肺炎克雷伯菌检测特异性较使用改良 Hodge试验
特异性明显提高，后者存在 12. 1% ( 6 /33) 的假阳性
率，两者差异有统计学意义 ( χ2 = 4. 17，P ＜ 0. 05 ) ，
见表 3。

3 讨论

近年来抗菌药物的大量使用，是临床中对各类
抗菌药物耐药的细菌迅速增多的主要原因之一［9］。

表 3 改良 Hodge试验、Carba NP

及测序验证检测结果比较 ( n = 36)

项目
Carba NP及测序验证

+ －
合计

改良 Hodge + 27 6 33
试验 － 0 3 3
合计 27 9 36

在临床治疗肠杆菌科细菌引起严重感染中碳青霉烯
类抗菌药物是首选，但近年来研究［10］表明肠杆菌科
细菌对碳青霉烯类抗菌药物具有明显的耐药性，这
给临床治疗带来了相当大的难度。

赵建萍 等［11］比较 K-B法耐亚胺培南抑菌圈直
径与随后 KPC 肺炎克雷伯菌 PCＲ 检测结果相比，
发现与 ESBLs 阴性肺炎克雷伯菌抑菌圈平均直径
28. 8，产 KPC肺炎克雷伯菌直径明显缩小，平均直
径 19. 5，提示产 KPC 肺炎克雷伯菌抑菌圈直径更
小。本研究 K-B 法药敏试验亚胺培南抑菌圈直径
10. 2，比替加环素抑菌环直径 18. 9 显著缩小，与其
结果相似。同时，采用 K-B 法药敏试验显示 36 株
肺炎克雷伯菌对美罗培南、厄他培南耐药，而对米诺
环素以及替加环素仍然敏感，说明治疗产碳青霉烯
酶菌株仍然可选用替加环素等来治疗［12］。

有报道［13］对采用仪器法和纸片扩散法检测产
KPC型碳青霉烯酶肺炎克雷伯菌对美罗培南和亚
胺培南的耐药率差异较大，虽然纸片扩散法是目前
对产 KPC型碳青霉烯酶菌株进行筛查的最优方法，
但两种方法依然存在一定的局限性，时常有漏检发
生［14 － 15］，这就需要验证手段。本研究针对 K-B 法
药敏试验阳性结果，随后行 Hodge试验证实 33 株是
阳性结果，两者的一致率达 91. 7%，说明 K-B 法药
敏试验作为初筛手段存在 8. 3%假阳性率，但是有
方便、价廉优点。章如玲 等［16］对26例产碳青霉烯

图 4 KPC-2 耐药基因 PCＲ扩增产物测序图
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酶肺炎克雷伯菌分别进行 ESBLs、Hodge 试验及
PCＲ检测等来确证 KPC肺炎克雷伯菌，发现仅 50%
产 KPC耐药菌呈 Hodge 试验阳性，提示根据 Hodge
试验做出 KPC肺炎克雷伯菌判断会存在漏诊可能。
本研究对 Hodge试验阳性 33 株再行 Carba NP 试验
及 PCＲ确证，其中 6 株阴性，27 株阳性占 87. 9%，
与储雯雯 等［17］报道的 93. 2%阳性率相似。说明对
于 Hodge 试验阳性只能是高度怀疑是产 KPC 肺炎
克雷伯菌，有 12. 1% ( 6 /33) 的假阳性率，但其价廉、
便捷，仍然是发现产 KPC 肺炎克雷伯菌的常用方
法，尤其是在条件稍差的基层医院。

对 Hodge试验阳性 33 株行 PCＲ扩增及电泳图
片，共有 27 株出现目标条带( 340 bp) ，对出现目标
条带的 27 株肺炎克雷伯菌再行 KPC 耐药基因 PCＲ
扩增产物测序，证实均为 KPC-2 型耐药基因，与
Carba NP实验结果相一致。提示 Carba NP 对于确
证产 KPC肺炎克雷伯菌非常可靠，但不能判断何种
基因型导致区域 KPC 感染及是否存在区域内一种
KPC感染播散。

目前国内已有相关产 KPC-2 型的肺炎克雷伯
菌以及产 KPC-2 型肠杆菌科细菌的相关报道［18］。
梁慧 等［19］对产 KPC型碳青霉烯酶肠杆菌科细菌感
染的临床和微生物学特点的研究发现抗生素滥用是
其产生的根源，临床上应严格控制碳青霉烯类抗生
素的使用，通过加强医院感染控制措施来防止和减
少此类耐药菌在医院内的传播。肺炎克雷伯菌以及
产 KPC-2 型黏质沙雷菌多在同一病房进行感染传
播也使肺炎克雷伯菌对各种碳青霉烯类抗菌药物耐
药性的检测显得尤为重要［20 － 21］。本研究 33 例耐碳
氢烯类菌株均来源于 1 个科室，27 例证实为产 KPC
肺炎克雷伯菌，随后 PCＲ检测及序列分析显示均产
生 KPC-2 基因，是否存在科内 KPC-2 小范围传播需
要进一步调查。

综上所述，采用改良 Hodge 试验 + Carba NP 试
验检测产 KPC 型碳青霉烯酶肺炎克雷伯菌灵敏度
高，是临床显示 KPC 肺炎克雷伯菌的有效途径。
KPC-2 是本院存在碳青酶烯酶耐药的主要机制，临
床上不仅要治疗该菌感染，也要加强防控抑制其传
播。当然，前提是建立筛查、确证方法，能够做到正
确、有效、及时地对产 KPC 型碳青霉烯酶肺炎克雷
伯菌进行发现。
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The establishment of detection methods and analysis of drug
resistance mechanism of KPC-producing Klebsieila pneumonia

Ma Yongchi1，Pan Yaping2，She Tingting3，et al
( 1Dept of Ｒespiratory Medicine，3Dept of Hospital Infections Control，

The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001;
2Dept of Clinical Laboratories，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To establish the detection methods of Klebsiella pneumoniae carbapenemase and the resist-
ance mechanism of Klebsiella pneumoniae to carbapenem antibiotics，and possible therapeutic drugs． Methods
Obtained 36 strains of carbapenem-restant Klebsiella pneumoniae identified by K-B method for the study． Carbapen-
emase production was confirmed by modified Hodge test and Carba NP test． The resistant genes were detected by
PCＲ． The drug resistance genes of molecular epidemiology characteristics were analyzed by enterobacterial repeti-
tive intergenic consensus sequence-polymerase chain reaction． Ｒesults A total of 36 strains of Klebsiella pneumoni-
a showed a high level resistance to carbepenems，but susceptibility to the tigecycline． The 33 strains of 36 strains
( 91. 7% ) with resistance to carbepenems were positive in modified Hodge test，and which 27 strains ( 87. 9% )
were validated positive by Carba NP experiment，6 strains were negative． The 33 strains positive with modified
Hodge test were detected by PCＲ amplification and electrophoresis images，a total of 27 strains of target strip ( 340
bp) ，the target band of the 27 strains of Klebsiella pneumoniae and the KPC-2 gene PCＲ gene sequencing，whole
were KPC-2 type resistance gene，which was consistent with the experimental results of Carba NP． PCＲ detection
and sequence analysis showed that all the positive strains with KPC-2 gene． Conclusion K-B method of drug sen-
sitivity test plus subsequent improved Hodge test to verify the screening，find KPC Klebsiella pneumonia has a high
degree of compliance，which is effective screening method to find KPC Klebsiella pneumoniae． The tigecycline may
be a valuable drug for KPC-producing Klebsieila pneumonia by the evidence of K-B method． There is a false positive
rate of 12. 1% ( 6 /33) in the detection of Klebsiella pneumoniae carbapenemase in the Hodge test． The Carba NP
test and PCＲ amplification show highly conformity in a definite diagnosis of carbapenem-restant Klebsiella pneumoni-
a strains． The KPC-2 type of carbapenem-restant Klebsiella pneumonia is the main reason to cause the bacterial re-
sistance to carbapenems．
Key words Klebsieila pneumonia; Hodge test; Carba NP test; carbapenemase; KPC-2
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