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摘要：目的 分析某院临床分离的肺炎克雷伯菌(Klebsiella pneumoniae，KP)耐药情况及耐药基因，指导临床规范使用

抗菌药物。方法 收集该院2015—2019年临床分离的2416株肺炎克雷伯菌，使用VITEK-2 Compact系统对临床分离株进行细

菌鉴定，药敏试验采用MIC法和K-B纸片扩散法，采用WHONET 5.6软件对菌株的标本来源、科室分布、检出率及耐药率进

行统计，采用SPSS 26.0软件对5年期间菌株的检出率、耐药率进行比较及趋势分析，选取2019年内科重症监护病房(Intensive 
care unit，ICU)的19株耐碳青霉烯肺炎克雷伯菌(carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae，CR-KP)，通过二代测序平台对其

进行全基因组测序(whole genome sequencing, WGS)，运用丹麦技术大学(DTU)基因组流行病学中心(CGE)(https://cge.cbs.dtu.
dk/services/ResFinder/)的ResFinder 4.0工具进行耐药基因筛查，运用MORPHEUS(https://software.broadinstitute.org/morpheus/)在
线制作耐药基因热图。结果 2015—2019年临床标本共分离出2416株KP，主要来自痰液、尿液，分别占51.7%(1249/2416)、
11.3%(273/2416)，科室主要分布于内科ICU、外科ICU，分别占23.2%(561/2416)、19.1%(461/2416)。每年KP的分离率呈上升

趋势(χ2
趋势

=18.190，P＜0.001)，其对常用抗菌药物的耐药率呈逐年升高趋势，除对替加环素的耐药率无法统计外，对其他各类

抗菌药物的耐药率差异均有统计学意义(P＜0.001)，对亚胺培南、美罗培南耐药率分别从2015年的2.9%、3.0%上升至2019年的

16.0%、13.7%。5年间共检出354株CR-KP，主要来自痰液、尿液，分别占43.8%(155/354)、10.7%(38/354)，分布较高的科室为

外科ICU、内科ICU，分别占14.4%(51/354)、10.2%(36/354)，每年的检出率呈上升趋势(χ2
趋势

=46.176，P＜0.001)，其对各类抗菌

药物的耐药率呈逐年升高趋势，除对庆大霉素的耐药率差异无统计学意义(P=0.105)、对替加环素的耐药率差异无法统计外，对

其他各类抗菌药物的耐药率差异均有统计学意义(P＜0.05)。采用WGS技术对19株CR-KP进行分析，共筛查出15种耐药基因，主

要包括β-内酰胺酶耐药基因(blaKPC-2)、喹诺酮类耐药基因(qnrS1)、磷霉素耐药基因(fosA)、四环素耐药基因(tetA)、氯霉素耐药基

因(catA2)以及氨基糖苷类耐药基因(aadA2b、rmtB)等。结论 该院KP、CR-KP的耐药情况日趋严重，CR-KP同时携带多种耐药

基因，耐药表型多样化。运用WGS结合生物信息学分析技术研究细菌耐药机制，有助于耐药菌防控措施的精准实施，未来将成

为耐药菌研究的主流技术之一。
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Analysis of antibiotics resistance and resistance genes of Klebsiella pneumoniae 
in a hospital from 2015 to 2019

Hu Xiao-qian and Wang Qin
(The Second Hospital of Anhui Medical University,  Anhui 230601)

Abstract Objective   To analyze the antibiotic resistance and drug resistance genes of Klebsiella pneumoniae 
(KP) isolated from clinical departments in the second hospital of Anhui Medical University, so as to guide the rational 
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肺炎克雷伯菌(KP)最初于1882年由Friedlander[1]

发现，其广泛存在于自然界中，包括土壤、水质及

动物体内。KP是人体内的常见病原菌，当机体免疫

力低下或定植部位发生变化时，可引起呼吸道、泌

尿道、血液感染，甚至是败血症[2]。近年来，由于第

三代头孢菌素及碳青霉烯类抗生素的不合理使用，

产超广谱β-内酰胺酶(ESBLs)及耐碳青霉烯类的肺炎

克雷伯菌逐年增加[3-4]。CR-KP的泛耐药性、强致病

性、高传染性，增大了临床抗感染治疗及耐药菌防控

的难度[5-6]。本研究通过分析安徽医科大学第二附属

医院2015—2019年2416株KP的临床分布及对常用抗

菌药物的耐药情况，研究5年来KP耐药性的变迁，分

析CR-KP的耐药基因型，为临床抗感染治疗及合理

用药提供数据支持。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌株来源

回顾性分析安徽医科大学第二附属医院2015年
1月—2019年12月临床分离的肺炎克雷伯菌，剔除

同一患者的重复菌株，共计2416株。选取2019年内

科重症监护病区(ICU)的19株CR-KP进行全基因组测

序。

1.1.2 试剂与仪器

采用法国VITEK-2 Compat全自动细菌分析系统

和配套试剂GN/GN13，进行革兰阴性菌的鉴定及药

敏试验，药敏试验采用微量稀释法(MIC法)和K-B纸

use of antibacterial drugs in clinical departments. Methods    2,416 strians of Klebsiella pneumoniae isolated from 
clinical in the hospital from 2015 to 2019 were collected, and the VITEK-2 compact automated microorganism 
system was used for bacterial identification. The MIC and K-B methods were used for drug susceptibility testing. 
The WHONET 5.6 software was used to perform statistical analysis on the source of strains, the distribution of 
departments, the detection rate, and the drug resistance rate. The SPSS 26.0 software was used to compare the 
detection rate and drug resistance rate of strains during the five-year period and analyze the trend. The 19 strains of 
carbapenem-type Klebsiella pneumoniae (CR-KP) in the internal medicine Intensive Care Unit (ICU) in 2019 were 
selected to perform whole genome sequencing (WGS) on the next-generation sequencing platform. The ResFinder 4.0 
of the Danish Technical University (DTU) Center for Genomic Epidemiology (CGE) (https://cge.cbs.dtu.dk/services/
ResFinder/) was used to select resistance genes, and the MORPHEUS (https: //software.broadinstitute.org/morpheus/) 
was used to make a heat map of resistance genes online. Results    A total of 2,416 KP strains were isolated from 
clinical specimens from 2015 to 2019, mainly from sputum and urine, accounting for 51.7% (1,249/2,416) and 11.3% 
(273/2,416) respectively. The departments were mainly distributed in internal medicine ICU and surgical ICU, and 
respectively accounted for 23.2% (561/2,416) and 19.1% (461/2,416). The annual separation rate of KP strains was 
increasing (χ2 trend=18.190, P＜0.001), and the resistance rate to commonly used antibiotics was increasing year 
by year. Except that the resistance rate to tigecycline cannot be counted, other differences in the resistance rates of 
various antibiotics were statistically significant (P<0.001). The resistance rates to imipenem and meropenem increased 
from 2.9% and 3.0% in 2015 to 16.0% and 13.7% in 2019 respectively. A total of 354 CR-KP strains were detected 
in five years, mainly from sputum and urine, which accounted for 43.8% (155/354) and 10.7% (38/354) respectively. 
The departments with higher distribution were surgical ICU and internal medicine ICU, and respectively accounted 
for 14.4% (51/354) and 10.2% (36/354). The annual detection rate was increasing (χ2 trend=46.176, P＜0.001), and 
the resistance rate to various drugs was increasing year by year. Except for the difference in the resistance rate to 
gentamicin which was not statistically significant (P=0.105), and the difference in the resistance rate to tigecycline 
cannot be counted, other differences in the resistance rates of various antibiotics were statistically significant (P<0.001). 
WGS technology was used to analyze 19 CR-KP strains. A total of 15 kinds of resistance genes were detected, 
including β-lactamase resistance gene (blaKPC-2), quinolone resistance gene (qnrS1), fosfomycin resistance gene (fosA), 
tetracycline resistance gene (tetA), chloramphenicol resistance gene (catA2), and aminoglycoside resistance gene 
(aadA2b and rmtB). Conclusion    The drug resistance of KP and CR-KP strains in this hospital was becoming more 
and more serious. CR-KP strains carried multiple drug resistance genes, and their drug resistance phenotype were 
diverse. The use of WGS combined with bioinformatics analysis technology to research the mechanism of bacterial 
resistance will help the precise implementation of prevention and control measures for resistant bacteria, and will 
become one of the mainstream technologies for the research of resistant bacteria in the future.

Key words Klebsiella pneumoniae; Antibiotics; Whole-genome sequencing; Drug resistance gene
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片扩散法，药敏纸片及M-H培养基购自Oxoid公司，

质控菌株肺炎克雷伯菌ATCC700603购自国家卫健委

临床检验中心，使用天根生化科技有限公司的试剂

盒进行细菌基因组DNA的提取，DNA Marker D、4S 
Red plus核酸染色剂、上样缓冲液均购于上海生工生

物工程股份有限公司，DNA产物浓度及纯度测定使

用英国Biochrom公司的超微量分光光度计，运用上

海一恒科学仪器有限公司恒温培养摇床进行细菌液

体培养，使用美国Bio-Rad公司的电泳仪进行琼脂糖

凝胶电泳，采用美国Bio-Rad凝胶成像系统进行琼脂

糖凝胶的成像。

1.2 方法

1.2.1 细菌培养、鉴定及药敏实验

依据《临床微生物样本采集规范》采集标本，

参照《全国临床检验操作规程(第4版)》，在血琼脂

平皿、麦康凯琼脂平皿上按照四区划线原则进行接

种，于CO2恒温培养箱(36℃±1℃)培养24~48 h，采

用法国VITEK-2 Compat全自动细菌分析系统进行

革兰阴性菌的鉴定及药敏试验。参照美国临床和实

验室标准化协会(CLSI)当年标准判定细菌的药敏结

果，使用微量稀释法(MIC法)和K-B纸片扩散法对

CR-KP菌株进行表型确认，CR-KP药敏结果判定标

准为对任一种碳青霉烯类药物(亚胺培南、美罗培

南、多尼培南或厄他培南)耐药的肺炎克雷伯菌。

1.2.2 细菌基因组DNA提取

复苏CR-KP菌株于LB固体培养基上，37℃培

养24 h后，挑取单克隆CR-KP菌株于LB液体培养

基中，37℃、220 r/min摇菌过夜。取细菌培养液 
1 mL，10000 r/min离心1 min，吸净上清液，保留菌

体沉淀，使用DNA提取试剂盒提取菌株DNA。

1.2.3 基因组DNA提取物质量控制标准

将DNA提取产物进行琼脂糖凝胶电泳，并用

超微量分光光度计检测纯度和浓度。纯度要求菌株

DNA产物的A260: A280在1.8~2.0范围之内，避免RNA污

染；DNA浓度≥20 ng/μL，条带清晰无杂带，总量在

1.0~2.0 μg范围内。

1.2.4 细菌全基因组测序

运用上海生工生物有限公司Illumina Hiseq2500
测序平台对菌株进行全基因组测序，基于Illumina
平台的测序，是对核酸提取样本进行建库、扩增测

序、质控的3个主要步骤。

1.2.5 测序结果组装

在Linux或Centos系统中运行SPAdes-2.0软件将

测序原始FASTQ结果拼接为FASTA文件，运行命

令参考SPAdes-2.0软件网址https://github.com/ablab/
spades。
1.2.6 耐药基因检测

运用丹麦技术大学(DTU)基因组流行病学中心

(CGE)网站(https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/)
的ResFinder 4.0工具，对19株CR-KP的contigs进行

耐药基因型筛选，获得其携带的耐药基因。运用

MORPHEUS网站(https://software.broadinstitute.org/
morpheus/)在线制作19株CR-KP的耐药基因热图，实

现耐药基因分布可视化。

1.2.7 统计学分析

采用WHONET5.6软件对菌株的标本来源、科

室分布、检出率及耐药率进行数据收集，运用SPSS 
20.0软件对5年期间菌株的检出率、耐药率进行比较

及趋势统计分析。计数资料以百分比表示，率的比

较采用χ2检验或Fisher确切概率法，趋势性分析采用

趋势χ2检验，P＜0.05为差异有统计学意义。 
2 结果

2.1 肺炎克雷伯菌分布

2 0 1 5—2 0 1 9年期间，肺炎克雷伯菌的分离

率分别为8.61%(378/4392)、9.84%(448/4555)、
8 . 6 6 % ( 3 8 1 / 4 4 0 1 ) 、 1 0 . 5 1 % ( 6 2 2 / 5 9 1 6 ) 、
11.09%(587/5294)，5年分离率之间的差异有统计学意

义(χ2 =26.800，P＜0.001)，呈上升趋势(χ2
趋势

 =18.190，
P＜0.001)，见表1。2015—2019年肺炎克雷伯菌构

成比较高的科室为内科ICU23.2%(561/2416)、外科

ICU 19.1%(461/2416)、呼吸内科18.8%(454/2416)、
神经内科10.9%(263/2416)。2015—2019年肺炎克雷

伯菌构成比较高的标本为痰液51.7%(1249/2416)、
尿液11.3%(273/2416)、血液7.5%(181/2416)、分泌物

5.8%(140/2416)。
2.2 肺炎克雷伯菌抗菌活性

2015—2019年期间，肺炎克雷伯菌对18种抗菌

表1 2015—2019年肺炎克雷伯菌在全部临床分离株中的分离

情况

Tab. 1 Isolation of Klebsiella pneumoniae in all clinical isolates 
from 2015 to 2019

年份/年 肺炎克雷伯菌数目/株 临床分离株总数目/株 分离率/%

2015 378 4392 8.61

2016 448 4555 9.84

2017 381 4401 8.66

2018 622 5916 10.51

2019 587 5294 11.09
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药物的耐药率呈上升趋势，除替加环素的耐药率差

异无法统计外，对其他各类抗菌药物的耐药率差异

均有统计学意义(P＜0.001)。对亚胺培南、美罗培南

耐药率分别从2015年的2.9%和3.0%上升至2019年的

16.0%和13.7%，头孢他啶和头孢吡肟耐药率分别从

12.7%和10.1%上升至24.2%和21.1%，头孢哌酮/舒巴

坦、哌拉西林/他唑巴坦耐药率分别从2015年的3.2%
和4.2%上升至2019年的16.8%和16.5%，环丙沙星、

左氧氟沙星耐药率分别从18.3%和14.8%上升至29.1%
和26.6%，阿米卡星和庆大霉素耐药率分别从4.2%和

18.5%上升至12.8%和28.3%。本院自2017年开始对替

加环素的MIC值进行监测，2017—2019年肺炎克雷伯

表2 2015—2019年各年份肺炎克雷伯菌对常用抗菌药物的抗菌活性比较

Tab. 2 Comparison of the antibacterial activity of Klebsiella pneumoniae against commonly used  antibiotics in various years from 2015 
to 2019

药物名称
2015(n=378) 2016(n=448) 2017(n=381) 2018(n=622) 2019(n=587)

χ2值 P值
R/% S//% R/% S/% R/% S/% R/% S/% R/% S/%

头孢唑林 31 69 41.5 58.5 30.1 69.9 42.6 57.4 34.2 65.8 27.699 ＜0.001

头孢曲松 26.5 45 35.7 63.4 24.6 0.4 40.4 59.6 38.3 61.3 1342.917 ＜0.001

头孢他啶 12.7 85.9 23.9 75 14.2 83.6 25.2 72.8 24.2 73.6 41.927 ＜0.001

头孢替坦 2.9 96.6 8 88.8 6.4 93.6 14.4 84.5 15.3 84 64.025(F) ＜0.001

头孢吡肟 10.1 58.4 13.4 83.3 19.2 80 20.5 76.5 21.1 76.5 427.000 ＜0.001

头孢哌酮/舒巴坦 3.2 90.4 13.9 80.5 4.4 94.3 13.4 76.9 16.8 74.9 102.367 ＜0.001

哌拉西林/他唑巴坦 4.2 92.9 10.7 87.7 5.4 91.8 16.7 81.5 16.5 81.3 65.010 ＜0.001

氨曲南 18.5 52.6 20.8 78.3 18.8 1.1 30.4 69 29.3 70 1440.366 ＜0.001

亚胺培南 2.9 91.8 9.8 87.5 2.2 97.2 16.1 82 16 81.6 108.912 ＜0.001

美罗培南 3 94.1 11.2 87.4 1.8 98 13.4 85.3 13.7 85.8 82.816(F) ＜0.001

阿米卡星 4.2 95.8 6 93.5 2.6 97.2 13 86.7 12.8 86.4 62.178(F) ＜0.001

庆大霉素 18.5 81.5 20.3 78.8 15.7 84.1 27.2 72 28.3 70.7 33.105(F) ＜0.001

妥布霉素 11.1 79.1 14.5 74.3 13.4 81.9 18.8 70.3 20.8 67 42.732 ＜0.001

环丙沙星 18.3 79.1 18.8 78.8 14.2 81 31.4 66.2 29.1 68.3 65.110 ＜0.001

左氧氟沙星 14.8 83.3 17.2 81.7 9.5 86.6 27.5 69.6 26.6 72.1 81.482 ＜0.001

复方磺胺甲恶唑 25.1 74.9 31.8 68.2 21.8 78.2 34.1 65.9 27 73 22.987 ＜0.001

替加环素 - - - - 0 100 0 100 0 100 - -

R、S分别为耐药率、敏感率；耐药率和敏感率合计不足100%的值为中介值；“-”表示未开展监测；F为Fisher确切概率法

表3 2015—2019年耐碳青霉烯肺炎克雷伯菌的检出情况

Tab. 3 Detection of carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae 
from 2015 to 2019

年份 CR-KP数目/株 肺炎克雷伯菌数目/株 检出率/%

2015 14 378 3.70

2016 45 448 10.04

2017 72 381 18.90

2018 120 622 19.29

2019 103 587 17.55

菌对替加环素的耐药率均为0，见表2。
2.3 耐碳青霉烯肺炎克雷伯菌分布

2015—2019年各年度检出CR-KP占肺炎克雷

伯菌比例分别为3.70%(14/378)、10.04%(45/448)、
1 8 . 9 0 % ( 7 2 / 3 8 1 ) 、 1 9 . 2 9 % ( 1 2 0 / 6 2 2 ) 、
17.55%(103/587)，5年检出率之间的差异有统

计学意义 (χ 2 =63 .973，P＜0.001)，呈上升趋

势(χ2
趋势

 =46.176，P＜0.001)，见表3。2015—
2 0 1 9年C R - K P构成比较高的科室为外科 I C U 
14.4%(51/354)、内科ICU 10.2%(36/354)、呼

吸ICU 8.5%(30/354)、急诊ICU 2.0%(7/354)。
2015—2019年CR-KP构成比较高的标本为痰液

43.8%(155/354)、尿液10.7%(38/354)、分泌物

7.1%(25/354)、血液6.5%(23/354)。
2.4 耐碳青霉烯肺炎克雷伯菌抗菌活性

2015—2019年CR-KP对各类抗菌药物呈现出不同

程度的耐药，总体呈现上升趋势。除对庆大霉素的耐

药率差异无统计学意义(P=0.105)、替加环素的耐药

率差异无法统计外，对其他各类抗菌药物的耐药率

差异均有统计学意义(P＜0.05)。其中对亚胺培南、

美罗培南的耐药率分别从2015年的92.9%和77.8%上

升至2019年的100.0%和98.8%，对头孢菌素的耐药

率呈上升趋势，对头孢他啶和头孢曲松的耐药率分

别从2015年的64.3%和78.6%上升至2019年的98.1%

某院2015—2019年肺炎克雷伯菌的耐药性及耐药基因分析 胡小骞等
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和99.0%，对环丙沙星和左氧氟沙星的耐药率分别从

50.0%和42.9%上升至91.3%和91.3%，对阿米卡星和

庆大霉素的耐药率分别从42.9%和71.4%上升至68.0%
和83.5%。对替加环素的耐药率均为0(表4)。

表4 2015—2019年各年份耐碳青霉烯肺炎克雷伯菌对常用抗菌药物的抗菌活性比较

Tab. 4 Comparison of antibacterial activities of carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae against commonly used antibiotics in 
various years from 2015 to 2019

药物名称
2015(n=14) 2016(n=45) 2017(n=72) 2018(n=120) 2019(n=103)

χ2值 P值
R/% S/% R/% S/% R/% S/% R/% S/% R/% S/%

头孢唑林 78.6 21.4 100 0 88.6 4.3 97.1 2.9 98.8 1.2 18.304(F) ＜0.001

头孢曲松 78.6 7.1 97.8 0 90.1 3 94.1 5.9 99 1 13.147(F) 0.006

头孢他啶 64.3 35.7 97.8 2.2 92.2 2.4 94.1 5.9 98.1 1 17.155(F) ＜0.001

头孢替坦 66.7 33.3 64.4 15.6 82.4 11.7 84.8 9.1 93.2 4.9 21.858(F) ＜0.001

头孢吡肟 71.4 21.4 84.4 8.9 89.3 10.7 94.1 5.9 95.1 3.9 11.804(F) 0.013

头孢哌酮/舒巴坦 57.1 35.7 90.9 4.5 95.8 2.4 73.5 5.9 91 2 30.161(F) ＜0.001

哌拉西林/他唑巴坦 64.3 21.4 88.9 4.4 91.3 3.8 94.1 5.9 94.2 2.9 11.650(F) 0.014

氨曲南 92.9 0 40 57.8 91.6 6 94.1 5.9 95.1 4.9 69.500(F) ＜0.001

亚胺培南 92.9 7.1 100 0 100 0 100 0 100 0 8.322(F) 0.01

美罗培南 77.8 22.2 97.7 2.3 95.2 4.8 91.7 8.3 98.8 1.2 12.683(F) 0.007

阿米卡星 42.9 57.1 20 77.8 50.4 49.6 61.8 38.2 68 28.2 33.616(F) ＜0.001

庆大霉素 71.4 28.6 68.9 28.9 76.1 21.9 85.3 11.8 83.5 14.6 7.483(F) 0.105

妥布霉素 64.3 28.6 64.4 24.4 70 18.6 73.5 11.8 85.4 8.7 11.439(F) 0.02

环丙沙星 50 42.9 64.4 33.3 83.8 13.7 91.2 8.8 91.3 5.8 28.731(F) ＜0.001

左氧氟沙星 42.9 50 66.7 33.3 79.3 20.7 91.2 8.8 91.3 8.7 31.368(F) ＜0.001

复方磺胺甲恶唑 57.1 42.9 73.3 26.7 75.9 24.1 82.4 17.6 58.3 41.7 18.286(F) ＜0.001

替加环素 - - - - 0 100 0 100 0 100 - -

R、S分别为耐药率、敏感率；耐药率和敏感率合计不足100%的值为中介值；“-”表示未开展监测；F为Fisher确切概率法

2.5 ICU耐碳青霉烯肺炎克雷伯菌耐药基因检测结果 
选取2019年内科ICU的19株CR-KP进行WGS检

测及耐药基因分析，检测出15种耐药基因，绘制耐

药基因热图，见图1。其中，携带喹诺酮类耐药基

因(qnrS1)、磷霉素耐药基因(fosA)、四环素耐药基因

(tetA)、氯霉素耐药基因(catA2)均有19株(100%)；氨

基糖苷类耐药基因为aadA2b和rmtB，同时携带两者

的菌株有17株(89.5%)；磺胺类药物耐药基因为sul1
和sul2，同时携带两者的菌株有17株(89.5%)；携带

甲氧苄啶耐药基因(dfrA14)有18株(94.7%)；β-内酰胺

酶耐药基因为blaLAP-2、blaTEM-1B、blaKPC-2、blaSHV-12、

blaSHV-15和blaSHV-66，同时携带此6种耐药基因的菌株

有15株(78.9%)。
3 讨论

K P是院内感染的常见致病菌之一，易造成

创面、肺部、泌尿系统和血液系统感染 [7 ]。本研

究期间，本院KP的分离率呈逐年上升趋势 (χ 2
趋势

=18.190，P＜0.001)，差异有统计学意义(χ2=26.800， 
P＜0.001)。2416株KP有51.7%分离自痰液，表明KP
主要感染部位为呼吸道，与其他监测报道一致[8-10]。

KP主要分布于ICU、呼吸内科，可能由于住院患者病

情危重且抵抗力低下，接受呼吸道侵入性治疗多，抗

菌药物的使用较为频繁[11]，易诱导引起细菌耐药。

本研究中，由于近几年临床广泛使用抗生素，

KP的耐药率总体呈升高趋势。耐药率较高的抗生素

有头孢唑林、头孢他啶、头孢曲松、氨曲南、庆大

图1 19株ICU的CR-KP耐药基因热图

Fig. 1 Heat map of resistance genes of 19 CR-KP strains in ICU

横坐标AY7001~AY7019表示19株CR-KP的编号，纵坐标表示15种
耐药基因名称；色阶 表示横坐标对应的菌株不携带相应纵坐标指

示的耐药基因，色阶 表示横坐标对应的菌株携带相应纵坐标指示

的耐药基因
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霉素、环丙沙星、复方磺胺甲恶唑，结果显示KP对
头孢菌素的耐药率呈逐年攀升趋势。对碳青霉烯类

药物(如亚胺培南、美罗培南)的耐药率相比较低，

但有持续增高的趋势[12]，对亚胺培南、美罗培南耐

药率分别从2015年的2.9%、3.0%上升至2019年的

16.0%、13.7%，2019年CHINET中国细菌耐药监测

结果报道，36所三级医院的KP对亚胺培南、美罗培

南的耐药率分别从2005年的3.0%、2.9%增至2019年
的25.3%、26.8%[13]，耐药率高于本研究结果。提示

临床应强化碳青霉烯类药物的管理，防止药物对多

重耐药菌及泛耐药菌的选择。本研究中KP对常用抗

生素的耐药率偏高，未发现替加环素耐药的KP，其

原因与KPC能够水解青霉素类、β-内酰胺酶抑制剂、

碳青霉烯类等抗菌药物有关[8]。

近年来，CR-KP呈现全球蔓延趋势，引起了

国内外的广泛关注 [14]。本研究显示2015—2019年
本院的CR-KP的检出率呈上升趋势(χ2

趋势
 =46.176，

P＜0 .001)，差异有统计学意义 (χ 2 =63 .973，P
＜0.001)。标本主要来源于痰液(43.8%)，表明CR-KP
的感染部位以呼吸系统居多，与Li等 [15]的报道一

致。分布科室主要集中于ICU，考虑与ICU患者常接

受侵入性操作(如气管插管、呼吸机辅助通气)、气道

黏膜屏障易受损等因素相关，提示临床和感控部门

应加强重点部位三管的感染防控管理，以降低呼吸

道CR-KP的感染率。

碳青霉烯类抗菌药物是耐药肠杆菌科细菌治疗

的最后一道防线[16]，CR-KP的检出率和耐药率逐年

增高，给临床抗感染治疗带来了巨大挑战。引起这

种结果的主要原因为临床抗菌药物滥用、患者使用

抗菌药物时未遵照医嘱执行，以及抗生素在农牧业

中的超量使用等[17]。目前，我国临床针对CRE的有

效用药为替加环素、多黏菌素，也可同其他种类抗

生素联合使用[18]。本研究结果显示，2015—2019年
CR-KP对各类抗菌药物的耐药率总体呈升高趋势，

除庆大霉素、替加环素以外，其对各类药物不同

年份间的耐药率差异均有统计学意义(P＜0.05)。
CR-KP除了对替加环素的耐药率较低以外，对绝大

部分抗菌药物的耐药率均偏高，对亚胺培南和美罗

培南的耐药率高达100%和98.8%。提示临床应重视

抗菌药物使用的科学化管理，改善抗菌药物应用策

略，重点关注替加环素、碳青霉烯类等抗菌药物使

用的监督管理。

CR-KP耐药机制较为复杂，主要有产碳青霉烯

酶、高产AmpC酶、外膜孔蛋白的缺失或低通透性、

外排泵的过表达、药物作用位点的改变等分子生物

学机制导致[19]。其中，产碳青霉烯酶最为重要。A、

B、D类β-内酰胺酶为产碳青霉烯酶的主要分类，主

要为KPC、VIM、IMP、NDM、OXA-48[20]。位于质

粒上的耐药基因可在不同菌株间水平或垂直传播，

引起耐药菌的播散，甚至是院感暴发的发生[21]。细

菌耐药性研究主要包括耐药表型和耐药基因型研

究。耐药表型常用药敏试验检测，但常局限于药物

种类的不全面和少数菌株培养的严格环境；聚合酶

链反应(PCR)为目前主要的基因研究方法，但仅局限

于已知的基因型，分辨率较低[22]。随着测序技术的

快速发展，WGS与生物信息学结合的方法已逐渐成

为精准研究细菌耐药性的主流方法[23]。

本研究选取CR-KP检出率较高的内科ICU，收

集其2019年检出的19株CR-KP进行WGS及耐药基因

检测。结果显示，19株CR-KP呈现出多种耐药基因

型。其中，blaKPC-2是引起耐碳青霉烯的重要机制，

已广泛存在于19株CR-KP中，其他β-内酰胺酶耐药基

因可能导致头孢菌素耐药。本研究中的菌株均携带

喹诺酮类耐药基因(qnrS1)，Qnr蛋白是一种五肽重复

蛋白家族，可以保护细菌DNA螺旋酶和拓扑异构酶

IV免受喹诺酮类药物的抑制，qnrS1是质粒介导的7
大qnr耐药基因家族之一，Monarrez等[24]报道证实环

丙沙星可诱导细菌质粒上qnrS1的表达。17株CR-KP
携带的aadA2b和aadA2b是aadA耐药基因中最常见的

一种类型[25]，aadA基因最初于1985年发现，有研究

表明Ⅰ类整合素中存在aadA基因，该基因编码氨基

糖苷3'-9-腺苷酸转移酶，对链霉素和壮观霉素具有

抗性[26]。rmtB耐药基因位于质粒上，其通过水平转

移和克隆传播进行传播[27]，rmtB通过促进16S RMTA
酶编码基因的激活和转移，实现16S RMTA酶诱导

细菌对氨基糖苷类的高水平耐药，影响了氨基糖苷

类药物在CR-KP感染治疗中的作用[28]，本研究中的

19株CR-KP均携带rmtB基因。本研究中的药敏试验

未检测磷霉素，WGS耐药基因检测到19株CR-KP均
携带磷霉素耐药基因(fosA)，磷霉素可能对于CR-KP
的治疗无效。本研究中CR-KP对替加环素均敏感，

其携带的四环素耐药基因均为tetA，属于MFS型外排

泵，此型不产生替加环素耐药。本研究未检测出多

黏菌素耐药基因。同时，本研究中的耐药基因结果
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显示，19株CR-KP的同源相关性较高，说明CR-KP
在该病区存在院内传播的可能，但由于检测菌株数

目较少、代表性不强，在预测院内传播路径方面的

研究仍具有一定的局限性。

综上所述，近年来本院KP及CR-KP耐药形势严

峻，耐药基因多样化，医务部、医院感染管理办公

室、药学部、感染性疾病科、微生物室、医学信息

科等多学科抗菌药物管理组，应持续加强耐药菌监

测，规范管理抗菌药物，有效开展抗菌药物知识培

训，落实精准的感染预防控制措施，预防耐药菌的

流行播散。 WGS结合生物信息学分析技术在细菌耐

药性研究方面表现出较好的应用前景[29]，未来将会

成为耐药菌研究最主流的方法之一。 
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