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摘 要: 目的 探讨 β-内酰胺酶基因与铜绿假单胞菌耐碳青霉烯类药物的关系，

为临床合理使用抗菌药物提供依据。方法 对临床分离的 690株铜绿假单胞菌进

行回顾性分析；并选取 52株耐碳青霉烯类抗生素的铜绿假单胞菌，利用

PCR法检测其中 8种主要 β-内酰胺酶编码基因的分布情况。结果 690株铜绿假

单胞菌中，临床分布以痰标本为主，占 56.52%（390/690），其次为伤口分泌

物，占 11.88%（82/690）；病区分布以 ICU检出率最高，占

16.23%（112/690），其次为神经外科和呼吸内科，分别占 13.91%（96/690）和

10.58%（73/690）；在检测的 15种抗生素中，耐药率超过 50%的达 9种

（60%），耐药率最高为氨苄西林/舒巴坦（98.00%），其次为复方新诺明

（93.00%）和替卡西林（92.00%），耐药率最低为多粘菌素 E（6.00%）；β-内

酰胺酶基因的 PCR结果显示，IMP阳性 25份，VIM阳性 17份，IMP 和 

VIM均阳性 7份，OXA阳性 3份，其它 β-内酰胺酶耐药基因（SPM，TEM，

PER，GES，SHV）均阴性。结论 临床分离铜绿假单胞菌主要来自呼吸道标本，

科室分布以 ICU、神经外科和呼吸科为主，其耐药情况非常严重；本地区铜绿

假单胞对碳青霉烯类抗生素耐药可能主要与 β-内酰胺酶基因 IMP和 VIM相关。
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铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa，PA)属假单胞菌属，是一种常见的

院内获得性感染的条件致病菌，往往导致严重感染[1]。该菌不仅对多种抗菌药

物表现出天然耐药，还可经抗生素诱导产生获得性耐药，导致临床的抗感染治

疗变得十分困难[2-5]。碳青霉烯类抗生素常被作为治疗对其他 β-内酰胺抗生素耐

药的革兰阴性菌的一道重要防线[6]。但是近年来随着碳青霉烯类抗生素在临床

上的广泛应用，导致 PA对其耐药率呈逐年上升趋势[2-7]。PA耐碳青霉烯类抗

生素的机制较多，其中 β-内酰胺酶的产生是 PA对 β-内酰胺类抗生素产生耐药

性的一个主要机制，目前报道的β-内酰胺酶主要为 IMP 、VIM、OXA、

SPM、TEM、PER、GES和 SHV[2-4]。因此，优先研究 PA对碳青霉烯抗生素的

耐药机制显得尤为重 
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要。本研究收集了本地区临床标本中分离的耐碳青霉烯类抗生素而氨基糖甙类

药物敏感的的PA 52株，采用PCR方法检测8种主要β-内酰胺酶编码基因（IMP 

、VIM、OXA、SPM、TEM、PER、GES和SHV）分布情况，进而探讨β-内酰

胺酶基因与PA耐碳青霉烯类药物的关系。  

1 材料与方法

1.1 主要试剂与材料

1.1.1 菌株来源  2012年 5月-2013年 9月收自南华大学附一医院、附二医院、

及中心医院中各类临床标本中分离的 690株 PA（无重复株）。

1.1.2 引物、主要试剂及仪器   β-内酰胺酶基因引物序列见表 1。

表1  β-内酰胺酶基因引物序列

引物 序列 片段大小（bp） 退火温度

上游 GAAGGYGTTTATGTTCATAC
IMP

下游 GTAMGTTTCAAGAGTGATGC
587

55℃

上游 GTTTGGTCGCATATCGCAAC
VIM

下游 AATGCGCAGCACCAGGATAG
382

56℃

上游 CTGCTTGGATTCATGGGCGC
SPM

下游 CCTTTTCCGCGACCTTGATC
783

58℃

上游 AGTCAGCGGCTTAGATA
PER

下游 CGTATGAAAAGGACAATC
978

59℃

上游 GGTTATGCGTTATATTCGCC
SHV

下游 TCCCGCAGATAAATCACCA
786

56℃

上游 GCAAATAMAGAATATGTSCC
OXA

下游 CTCMACCCARCCRGTCAACC
495  

57℃

上游 AGGAAGAGTATGATTCAACA
TEM

下游 CTCGTCGTTTGGTATGGC
535

57℃

上游 ATGCGCTTCATTCACGCAC
GES

下游 CTATTTGTCCGTGCTGAGC
846

55℃

以上引物由上海生物工程有限公司合成；细菌 DNA提取试剂盒购自

QIAGEN公司；PCR反应配套试剂以及 DNA Marker DL100均购自上海生物工

程有限公司；美国 Bio-Rad PCR仪，HEMA数字化凝胶成像分析仪。

1.2  方法

1.2.1  菌株鉴定及药敏实验  采用法国梅里埃公司的药敏系统进行药敏分析。

质控菌株为大肠埃希菌 ATCC25922，金黄色葡萄球菌 ATCC25923，绿脓假单



胞菌 ATCC27853。选取其中 52株碳青霉烯类抗生素耐药而氨基糖甙类药物敏

感的铜绿假单胞菌进行 β-内酰胺酶基因的检测。

1.2.2  细菌 DNA 提取   用接种环挑取纯菌落接种于 2mL LB 肉汤培养液，

 37℃，18-20小时培养至细菌生长对数期。 按照 DNA提取试剂盒操作方法提

取细菌基因组 DNA。

1.2.3  PCR扩增 β-内酰胺酶基因   反应体系如下：总体积 50μL，含上、下游

引物各 1μL，dNTP 1μL，Taq DNA聚合酶(5U/μL)0.4μL，模板 DNA 2μL，

10×PCR缓冲液 5μL，ddH2O39.6μL。稍离心混匀，94℃预变性 5min，（94℃变

性 30s, 52℃退火 45s，72℃延伸 1min）×30循环，72℃延伸 10min。

2  结 果

2. 1 690株 PA的分布情况  690株 PA临床标本分布情况为：以痰标本为主，

占 56.52%（390/690），其次为伤口分泌物，占 11.88%（82/690）。具体见表 2

表 2  690株 PA的标本分布

标   本 检出株数 构成比（%）
痰液 390 56.52
伤口分泌物 82 11.88
全血 51 7.39
尿液 49 7.10
腹水 25 3.62
脓液 16 2.31
胆汁 13 1.88
其它 64 9.27
合计 690 100

690株 PA科室分布情况为：以 ICU检出率最高，占 16.23%（112/690）；

其次为神经外科和呼吸内科，分别占 13.91%（96/690）和 10.58%（73/690）。

见表 3。

表 3　690株 PA临床科室分布

病   区 检出株数（n） 构成比（%）
ICU 112 16.23
神经外科 96 13.91
呼吸内科 73 10.58
神经内科 65 9.42
感染科 46 6.67
EICU 43 6.03
骨外 39 6.23
胸外 29 4.20



儿科 27 3.91
其他 160 23.19
合计 690 100

2. 690株 PA的药敏结果  在检测的 15种抗生素中，耐药率超过 50%的达 9种

（60.0%），耐药率最高为氨苄西林/舒巴坦（98.00%），其次为复方新诺明

（93.00%）和替卡西林（92.00%），耐药率最低为多粘菌素 E（6.00%），可

见 PA耐药情况非常严重。结果详见表 4。  

表 4  690株 PA对 15 种抗菌药物的耐药率（％）

抗生素名称 耐药 中介 敏感

阿米卡星 47.00 3 50.00
氨苄西林/舒巴坦 98.00 1.00 1.00
多粘菌素 E 6.00 0 94.00
复方新诺明 93.00 0 7.00
环丙沙星 39.00 7.00 54.00
美洛培南 29.00 6.00 65.00
庆大霉素 68.00 2.00 30.00
替卡西林 PYO 92.00 3.00 5.00
替卡西林+棒酸 PYO 65.00 3.00 32.00
头孢他啶 51.00 7.00 42.00
头孢吡肟 58.00 10.00 32.00
妥布霉素 62.00 2.00 36.00
亚胺培南 27.00 4.00 69.00
哌拉西林 PYO 83.00 4.00 13.00
哌拉西林+三唑巴坦 PYO 47.00 12.00 41.00

3．52株碳青霉烯类抗生素耐药而氨基糖甙类药物敏感的 PA的 β-内酰胺酶编

码基因的分布情况  52株耐碳青霉烯类 PA的 β-内酰胺酶编码基因 PCR扩增结

果见表 5 及图 1，2。结果显示，IMP阳性 25份，VIM阳性 17份，IMP 和 

VIM均阳性 7份，OXA阳性 3份，其它 β-内酰胺酶耐药基因（SPM，TEM，

PER，GES，SHV）均阴性。所有扩增的 β-内酰胺酶基因产物经测序分析和

BLAST比对分析，证实为目的序列。

表 5  β-内酰胺酶细菌检出情况

β-内酰胺酶基因的种类 检出数 构成比
IMP 25 48.08%
VIM 17 32.69%
IMP ，VIM
OXA                                                                                                                                       

7
3

13.46%
5.76%

SPM，TEM，PER，GES，SHV 0 0
合计 52 100%
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1. DNA Maker;  2-8. 阳性标本
图 1  PCR检测 IMP, VIM基因琼脂电泳结果

                1  2  3  4 

               
1. DNA Maker;  2-4. 阳性标本
图 1  PCR检测 OXA基因琼脂电泳结果

3 讨  论

     PA为常见的条件致病菌，广泛存在于正常人体的皮肤、呼吸道和泌尿道

[39]。近年来，随着广谱抗菌药物的广泛应用，以及各种侵入性诊疗手段的广泛

应用，导致 PA的临床感染率及对常见抗菌药物的耐药率呈现逐年上升趋势，

已成为目前院内感染的主要病原菌[1-8]。部分菌株对美罗培南、亚胺培南等碳青

霉烯类抗菌药物也产生了耐药，出现多重耐药甚至泛耐药 PA，给临床抗感染治

疗带来了极大的困难[1-8]。

   本地区检出的 PA以呼吸道标本中分离率最高，占 56.52%，说明 PA可能是

引起呼吸系统感染的重要病原菌。临床科室分布以 ICU最多，其次为神经外科、

呼吸科等。这可能与 ICU和神经外科患者大多基础情况差、病人病情危重、住

院时间长、留置针管和插管等各种侵入性操作多以及大量使用抗菌药物有关 

[9]。
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690例 PA的药敏结果显示，耐药率超过 50%的达 9种（60.0%），耐药率

最高为氨苄西林/舒巴坦（98.00%），其次为复方新诺明（93.00%）和替卡西林

（92.00%），耐药率最低为多粘菌素 E（6.00%），美罗培南、亚胺培南等碳青

霉烯类抗菌药物的耐药率也接近 30%，对其他抗菌药物的耐药率大多都在

60%以上，可见 PA耐药情况非常严重，应加强对 PA的耐药性监测，控制其流

行已刻不容缓。因此，有学者将 PA称为“革兰阴性的耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌(MRSA)[7-10]。本研究显示，本地区临床分离 PA对多粘菌素 E敏感性较高

（94.00%），可作为重症感染经验治疗的备选药物，但是由于其副作用大，临

床应慎重选择。而碳青霉烯类抗菌药物则成为首选，但应加以保护性使用，以

延缓耐药性产生。总之，在治疗 PA感染时，在药敏结果没出来前应结合当地

流行病学数据经验用药，药敏结果出来后应及时调整方案，合理使用抗菌药物。

产 β-内酰胺酶是革兰阴性细菌对 β-内酰胺类抗生素耐药的主要机制 [3-5]。

目前已有研究报道的 β-内酰胺酶主要有 IMP、VIM、SPM、TEM、PER、

GES和 SHV等。为了减少其他耐药机制（如氨基糖甙类的耐药机制）对实验

结果的影响，本研究从碳青霉烯类抗生素耐药菌株中选取了 52株对氨基糖甙类

药物敏感的 PA进行了 β-内酰胺酶耐药基因的检测，探讨其与铜绿假单胞菌耐

碳青霉烯类药物的关系。PCR检测结果显示：52份 PA标本中，MP阳性 25份，

VIM阳性 17份，IMP 和 VIM均阳性 7份，OXA阳性 3份，其它 β-内酰胺酶

耐药基因（SPM，TEM，PER，GES，SHV）均阴性。这说明本地区 PA对碳

青霉烯类抗生素药可能主要与 β-内酰胺酶基因 IMP 和 VIM关。

OXA型 ESBLS是从丝氨酸 β-内酰胺酶中分离出来单独成为一类，其除耐

氨苄西林、头孢唑吩外，对其他头孢菌素的水解能力不一，但对苯唑西林等具

有很强的水解能力，因此命名为 OXA型酶[4，5]。本研究发现 52株的 PA 

OXA阳性仅 3株，说明产 OXA型 ESBLS可能不是本地区 PA耐碳青霉烯类抗

生素的主要机制。

为了全面解析β-内酰胺酶基因在铜绿假单胞菌耐碳青霉烯类药物中的作用，

尚需进一步加大检测标本的数量，同时进行基因表达水平mRNA的检测。
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