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医院铜绿假单胞菌分布及耐药性分析
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【摘要】　目的　分析医院铜绿假单胞菌分布及耐药性。　方法　收集医院患者送检标本，采用全自动微生物鉴定和药

敏分析仪进行病原菌鉴定以及药敏试验。ＰＣＲ扩增检测耐药基因分布情况。　结果　从１０４１份医院患者临床标本中

分离铜绿假单胞菌１２４株，分离率１１．９１％。男性标本分离率１３．７９％，女性为９．６２％。婴儿组、少年组、青年组、中年

组、老年组患者标本分离率分别为６．３４％、８．６２％、１０．０５％、１３．８５％和１６．０７％。铜绿假单胞菌在ＩＣＵ、呼吸一科、呼吸

二科、泌尿科、外科、儿科、血液科及其他科室标本中分离率分别为１４．８１％、１２．５９％、１０．３７％、９．５７％、８．３３％、７．０２％、

６．６７％和８．３３％。痰液、分泌物、尿液、腹腔引流液、血液、脑脊液及其他送检标本分离率分别为１６．４０％、１４．１３％、

１１．３１％、９．７０％、８．７４％、２．５３％和５．３６％。铜绿假单胞菌临床分离株对阿米卡星、妥布霉素、庆大霉素、亚胺培南、哌拉

西林、氨曲南、氧氟沙星、环丙沙星、头孢他啶、头孢吡肟的耐药率分别为１２．１０％、１６．１３％、１２．９０％、２５．００％、２６．６１％、

２４．１９％、１９．３５％、１６．９４％、２４．１９％和２６．６１％。１２４株铜绿假单胞菌中ａａｃ（６′）Ｉｂ、ａａｃ（６′）ＩＩ、ａｎｔ（２′）Ｉ、ＩＭＰ、ＶＩＭ、

ＴＥＭ、ｏｐｒＭ基因检出阳性率分别为７．２６％、１０．４８％、８．８７％、１１．２９％、１３．７１％、１６．９４％和１４．５２％。　结论　铜绿假

单胞菌主要分离自老年患者，男性患者居多，以痰液标本为主要来源，主要分布在ＩＣＵ科室。铜绿假单胞菌临床分离株

对常用抗菌药物均产生了不同程度耐药性，菌体中存在耐药基因可能是其产生耐药性的主要原因。
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　　铜绿假单胞菌是自然界广泛分布的革兰阴性菌，

通常作为正常菌株定植于人体皮肤、呼吸道、肠道等部

位，也是临床常见的条件致病菌。由于铜绿假单胞菌

较低的外膜渗透性，该类病原菌对临床常用抗菌药物

具有一定程度的天然耐压性，较容易衍生多重耐药菌

株，已被列入“超级细菌”行列［１］。由于医院治疗中，长

期采用抗生素、激素、免疫抑制剂，患者免疫力降低，环

境微生态改变，导致临床病原菌的耐药问题日益严峻。

近年来，铜绿假单胞菌分离率有增高趋势，已经成为医

院感染的重要致病菌类型［２］。危重患者的临床治疗中

多会采用侵入性操作，导致患者更容易发生铜绿假单

胞菌感染，甚至造成患者死亡。因此，积极分析医院铜

绿假单胞菌分布及耐药性，对于从源头控制医院感染

发生及流行传播具有指导意义。

材料与方法

１　临床资料

收集医院患者临床资料及送检标本，其中男性患

者５７３例，女性患者４６８例；标本科室来源包括ＩＣＵ

科室３５１例、呼吸一科２７８例、呼吸二科１３５例、儿科

９４例等；按照世界卫生组织标准分５个年龄组：婴儿

组（包括新生儿）（≤１岁）有１４２例、少年组（１～１４岁）

１７４例、青年组（１５～４４岁）１８９例、中年组（４５～５９岁）

２３１例、老年组（≥６０岁）３０５例；共收集１０４１份临床

标本，其中痰液标本数３１７份、分泌物１８４份、尿液

１６８份、腹腔引流液１３４份等；所有标本均经患者同意

送检。

２　主要试剂与仪器

ＭｉｃｒｏｓｃａｎＷａｌｋＡｗａｙ４０ＳＩ全自动细菌鉴定与药

敏分析仪购买自德国ＳＩＥＭＥＮＳ公司；台式高速离心

机购买自上海安亭科学仪器厂；ＴａｑＤＮＡ聚合酶、２×

ＴａｑＰＣＲ ＭＩＸ、ｄＮＴＰｓ、１０× ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ、ＤＮＡ

Ｍａｒｋｅｒ、１０×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ等均购买自大连宝生物

公司；ＰＣＲ扩增仪、成像分析仪购买自美国ＢＩＯＲＡＤ

公司；

３　病原菌鉴定与耐药性分析

按照《全国临床检验标本操作规程》，收集医院患

者送检的各种临床标本（痰液、分泌物、尿液、血液等），

从中分离铜绿假单胞菌，并剔除同一患者同一标本中

的重复菌株。采用 Ｍｉｃｒｏｓｃａｎｗａｌｋａｗａｙ４０ＳＩ全自动

细菌鉴定与药敏分析仪，对铜绿假单胞菌进行鉴定及

药敏实验分析，依据２０１７年美国临床实验室标准化研

究所（ＣＬＳＩ）的标准，对药敏结果进行判读；质控菌株

为铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ２７８５３。

４　耐药基因检测

ＤＮＡ模板提取：用无菌环挑取单菌落，接种至液

体培养基，３７℃２２０ｒ／ｍｉｎ摇床培养过夜；取菌液离

心，１００００ｒ／ｍｉｎ（离心半径８．７ｃｍ）离心２ｍｉｎ后，弃

去上清；菌体沉淀中加入２００μｌ无菌双蒸水、２００μｌ蛋

白酶Ｋ（２ｍｇ／ｍｌ），震荡摇匀后，重悬菌体；经６０℃预

热５ｍｉｎ后采用９５℃水浴１０ｍｉｎ；１００００ｒ／ｍｉｎ离心

２ｍｉｎ后，所得上清液即为铜绿假单胞菌的基因组

ＤＮＡ模板，２０℃冰箱保存待用。ＰＣＲ扩增引物见表

１。

表１　犘犆犚扩增引物

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狆狉犻犿犲狉狊犳狅狉犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀

基因

Ｇｅｎｅｓ

引物序列（５′→３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

长度（ｂｐ）

Ｌｅｎｇｔｈ

ＴＥＭ
ＣＴＧＡＡＴＧＡＡＧＣＣＡＴＡＣＣＡＡＡ

ＴＧＴＡＧＡＴＡＡＣＴＡＣＧＡＴＡＣＧＧＧＡＧ
３３０

ＩＭＰ
ＣＧＧＣＣＴＣＡＧＧＡＧＡＧＧＣＴＴＴ

ＡＡＣＣＡＧＴＴＴＴＧＣＣＴＴＡＣＴＡＴ
５８７

ＶＩＭ
ＴＣＣＧＡＣＡＧＴＣＡＧＣＧＡＡＴ

ＧＣＡＧＣＡＣＣＡＧＧＡＴＡＧＡＡＧＡ
７００

ａａｃ（６′）Ｉｂ
ＡＴＧＡＣＴＧＡＧＣＡＴＧＡＣＣＴＴＧＣ

ＴＴＡＧＧＣＡＴＣＡＣＴＧＣＧＴＧＴＴＣ
５１９

ａａｃ（６′）ＩＩ
ＴＴＣＡＴＧＴＣＣＧＣＧＡＧＣＡＣＣＣＣ

ＧＡＣＴＣＴＴＣＣＧＣＣＡＴＣＧＣＴＣＴ
１７８

ａｎｔ（２′）Ｉ
ＧＡＧＣＧＡＡＡＴＣＴＧＣＣＧＣＴＣＴＧＧ

ＣＴＧＴＴＡＣＡＡＣＧＧＡＣＴＧＧＣＣＧＣ
３２５

ｏｐｒＭ
Ｆ：ＣＴＧＡＡＣＧＴＣＧＡＧＧＣＣＴＴＣＣ

Ｒ：ＣＴＧＧＡＴＣＴＴＣＧＣＧＴＡＧＴＣＣ
８４９

ＰＣＲ扩增反应体系：ＤＮＡ模板２μｌ、上下游引物

各１μｌ、２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μｌ，ｄＮＴＰｓ混合液２

μｌ，ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２μｌ，加ｄｄＨ２Ｏ至２５μｌ，在冰上配制

ＰＣＲ反应液并混匀；反应条件：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４

℃变性１ｍｉｎ、５５℃退火３０ｓ、７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个

循环后，７２℃终延伸８ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物经琼脂糖

凝胶电泳检测，紫外成像系统拍照记录结果。阳性结

果重复三次，结果真实可靠。

结　果

１　不同性别患者的标本中铜绿假单胞菌分布情况

从１０４１份临床标本中分离铜绿假单胞菌１２４

株，分离率１１．９１％。其中，男性患者标本５７３份，分

离铜绿假单胞菌７９株，分离率１３．７９％，女性患者标

本４６８ 份，分离铜绿 假 单 胞 菌 ４５ 株，分 离 率 为

９．６２％。

２　不同年龄患者的标本中铜绿假单胞菌分布情况

婴儿组、少年组、青年组、中年组、老年组患者的标

本中铜绿假单胞菌分离率依次为６．３４％、８．６２％、

１０．０５％、１３．８５％和１６．０７％。婴儿组标本分离率最

低，老年组分离率最高。随着患者年龄增长，铜绿假单

胞菌分离率增高（表２）。
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表２　不同年龄患者的标本中铜绿假单胞菌分布

犜犪犫犾犲２　犜犺犲犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪犻狀狊犪犿狆犾犲狊犳狉狅犿狆犪狋犻犲狀狋狊

狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犪犵犲狊

组别

Ｇｒｏｕｐ

标本

Ｓａｍｐｌｅｓ

数量

Ｎｏ．

占比（％）

Ｒａｔｅ

铜绿假单胞菌

犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪

数量

Ｎｏ．

占比（％）

Ｒａｔｅ

分离率（％）

Ｉｓｏｌａｔｅｄｒａｔｅ

婴儿组 １４２ １３．６４ ９ ７．２６ ６．３４

少年组 １７４ １６．７１ １５ １２．１０ ８．６２

青年组 １８９ １８．１６ １９ １５．３２ １０．０５

中年组 ２３１ ２２．１９ ３２ ２５．８１ １３．８５

老年组 ３０５ ２９．３０ ４９ ３９．５１ １６．０７

合计Ｔｏｔａｌ １０４１ １００．００ １２４ １００．００ １１．９１

３　不同科室患者的标本中铜绿假单胞菌分布情况

铜绿假单胞菌在ＩＣＵ、呼吸一科、呼吸二科、泌尿

科、外科、儿科、血液科及其他科室患者标本中分离率

分别为１４．８１％、１２．５９％、１０．３７％、９．５７％、８．３３％、

７．０２％、６．６７％和８．３３％。铜绿假单胞菌分离率ＩＣＵ

科室最高（表３）。

表３　不同科室患者的标本中铜绿假单胞菌分布

犜犪犫犾犲３　犜犺犲犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪犻狀狊犪犿狆犾犲狊犳狉狅犿狆犪狋犻犲狀狋狊

犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犱犲狆犪狉狋犿犲狀狋狊

科室

Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｓ

标本

Ｓａｍｐｌｅｓ

数量

Ｎｏ．

占比（％）

Ｒａｔｅ

铜绿假单胞菌

犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪

数量

Ｎｏ．

占比（％）

Ｒａｔｅ

分离率（％）

Ｉｓｏｌａｔｅｄｒａｔｅ

ＩＣＵ ３５１ ３３．７２ ５２ ４１．９４ １４．８１

呼吸一科 ２７８ ２６．７１ ３５ ２８．２３ １２．５９

呼吸二科 １３５ １２．９７ １４ １１．２９ １０．３７

泌尿科 ９４ ９．０３ ９ ７．２６ ９．５７

外科 ７２ ６．９２ ６ ４．８４ ８．３３

儿科 ５７ ５．４８ ４ ３．２３ ７．０２

血液科 ３０ ２．８８ ２ １．６１ ６．６７

其他 ２４ ２．３１ ２ １．６１ ８．３３

合计Ｔｏｔａｌ １０４１ １００．００ １２４ １００．００ １１．９１

４　不同标本中铜绿假单胞菌分布情况

痰液、分泌物、尿液、腹腔引流液、血液、脑脊液及

其他送检标本中铜绿假单胞分离率分别为１６．４０％、

１４．１３％、１１．３１％、９．７０％、８．７４％、２．５３％和５．３６％。

铜绿假单胞菌分利率痰液标本最高（表４）。

表４　不同标本中铜绿假单胞菌分布

犜犪犫犾犲４　犜犺犲犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊犪犿狆犾犲狊

标本

Ｓｐｅｃｉｍｅｎ

标本

Ｓａｍｐｌｅｓ

数量

Ｎｏ．

占比（％）

Ｒａｔｅ

铜绿假单胞菌

犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪

数量

Ｎｏ．

占比（％）

Ｒａｔｅ

分离率（％）

Ｉｓｏｌａｔｅｄｒａｔｅ

痰液 ３１７ ３０．４５ ５２ ４１．９４ １６．４０

分泌物 １８４ １７．６８ ２６ ２０．９７ １４．１３

尿液 １６８ １６．１４ １９ １５．３２ １１．３１

腹腔引流液 １３４ １２．８７ １３ １０．４８ ９．７０

血液 １０３ ９．８９ ９ ７．２６ ８．７４

脑脊液 ７９ ７．５９ ２ １．６１ ２．５３

其他 ５６ ５．３８ ３ ２．４２ ５．３６

合计Ｔｏｔａｌ １０４１ １００．００ １２４ １００．００ １１．９１

５　铜绿假单胞菌临床分离株的耐药性

铜绿假单胞菌临床分离株对阿米卡星、妥布霉素、

庆大霉素、亚胺培南、哌拉西林、氨曲南、氧氟沙星、环

丙沙 星、头 孢 他 啶、头 孢 吡 肟 的 耐 药 率 分 别 为

１２．１０％、１６．１３％、１２．９０％、２５．００％、２６．６１％、

２４．１９％、１９．３５％、１６．９４％、２４．１９％和２６．６１％。铜

绿假单胞菌分离株对常用抗菌药物均产生了一定程度

耐药性。

６　铜绿假单胞菌耐药基因

１２４株铜绿假单胞菌中ａａｃ（６′）Ｉｂ、ａａｃ（６′）ＩＩ、ａｎｔ

（２′）Ｉ、ＩＭＰ、ＶＩＭ、ＴＥＭ、ｏｐｒＭ 基因检出阳性率分别

为７．２６％（９株）、１０．４８％（１３株）、８．８７％（１１株）、

１１．２９％（１４株）、１３．７１％（１７株）、１６．９４％（２１株）和

１４．５２％（１８株）。因此，铜绿假单胞菌中存在耐药基

因可能是其产生耐药性的主要原因。

讨　论

铜绿假单胞菌分布广泛，作为条件致病菌，目前铜

绿假单胞菌感染发生率可高达１０％～３５％，成为医院

感染的主要病原菌类型［３］。医院感染的铜绿假单胞菌

主要分离自老年患者，随着年龄增长铜绿假单胞菌分

离率增高，由于老龄患者蛋白质代谢呈负氮平衡，机体

中抗体生成量不足，应激反应较年轻人迟钝，患者更容

易发生医院感染［４］。加之，男性患者居多，对于老年男

性患者应给予高度重视。医院感染的铜绿假单胞菌主

要分离自ＩＣＵ科室，该科室患者多存在基础疾病，机

体免疫能力差，患者病情危重，住院时间长，接受侵入

性操作次数较多，导致该科室患者发生医院感染几率

增加。医院感染的铜绿假单胞菌主要分离自痰液标

本，表明铜绿假单胞菌感染部位主要在患者呼吸道，这

是由于铜绿假单胞菌是人体呼吸道的正常菌群，作为

条件致病菌时，更容易在呼吸道定植，导致痰液标本中

铜绿假单胞菌检出率较高［５］。由于临床抗感染治疗

中，大量使用广谱抗菌药物、激素、免疫抑制剂，致使铜

绿假单胞菌临床分离株的耐药性逐年加剧，因此本研

究分析了铜绿假单胞菌的耐药性。结果表明，医院感

染铜绿假单胞菌对常用抗菌药物均产生了一定程度的

耐药性。

微生物需要从体外吸收营养物质，并将代谢产物

及时排出体外，因而细菌外膜中的微孔蛋白结构允许

水溶性小分子物质自由通过［６］。常用抗生素类药物分

子较小，如喹诺酮类、四环素类、内酰胺类、氨基糖苷

类，亲水性极强，可以快速穿透菌体的膜孔蛋白通道，

导致病原菌对这类小分子药物敏感。但铜绿假单胞菌

中微孔蛋白效率较低，药物穿透性差，导致其对常用小

分子药物具有一定的天然耐药性［７］。因此，积极监测

·４８·
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铜绿假单胞菌的耐药性具有重要意义。除了铜绿假单

胞菌一定程度的天然耐药性，其耐药机制还包括体内

存在抗菌药物修饰酶、改变药物作用靶点、形成生物膜

以及外排泵系统等，加剧了铜绿假单胞菌对常用抗菌

药物的耐药性问题［８］。菌体内产生氨基糖苷类修饰

酶，或者改变药物作用靶位，如１６ＳｒＲＮＡ，是导致铜绿

假单胞菌临床分离株对氨基糖苷类抗生素产生耐药性

的主要原因［９］。在氨基糖苷类修饰酶中，ａａｃ（６′）和

ａｎｔ（２′）是两种常见的编码基因类型，铜绿假单胞菌中

存在氨基糖苷类修饰酶编码基因使病原菌产生耐药

性。有研究报道［１０］，在革兰阴性菌中ａａｃ（６′）Ｉｂ基因

编码的阿米卡星修饰酶较为常见，病原菌体内存在该

基因会使阿米卡星、妥布霉素等药物失去活性。而

ａａｃ（６′）ＩＩ和ａｎｔ（２′）Ｉ两种耐药基因的检出会使革兰

阴性菌对庆大霉素、妥布霉素等产生耐药性［１１］。因

此，本研究分离的铜绿假单胞菌中ａａｃ（６′）Ｉｂ基因、

ａａｃ（６′）ＩＩ基因以及ａｎｔ（２′）Ｉ基因检出情况与其对氨

基糖苷类抗菌药物的耐药性直接相关，基因编码的氨

基糖苷类修饰酶是导致铜绿假单胞菌产生耐药性的直

接原因。

临床病原菌分离株对β内酰胺类抗菌药物产生耐

药性的主要机制是由于菌体内存在金属β内酰胺酶。

ＩＭＰ和ＶＩＭ是编码金属β内酰胺酶的常见基因，此

类编码基因的检出与病原菌的耐药性存在相关性。同

时，有研究报道［１２］，铜绿假单胞菌中存在 ＴＥＭ 基因

也会导致其对β内酰胺类抗菌药物产生耐药性。因

此，本研究分离的铜绿假单胞菌中，ＩＭＰ、ＶＩＭ、ＴＥＭ

耐药基因的检出与病原菌对β内酰胺类抗菌药物产生

耐药性有关，如亚胺培南、哌拉西林、氨曲南，菌体中金

属β内酰胺酶导致铜绿假单胞菌耐药。此外，ＴＥＭ

耐药基因的检出也与病原菌对头孢菌素的耐药性产生

有关。目前，已报道多种病原菌对喹诺酮类药物的耐

药性与菌体外排泵系统有关［１３］。例如，大肠埃希菌细

胞膜上存在主动外排系统，导致其对四环素类抗生素

等药物产生耐药性，因此临床抗感染治疗中越来越重

视菌体内外排系统对菌株耐药性的影响。在铜绿假单

胞菌中存在多个 ＭｅｘＯｐｒ主要外排系统，包 括

ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ、 ＭｅｘＣＤＯｐｒＪ、 ＭｅｘＥＦＯｐｒＮ、

ＭｅｘＸＹＯｐｒＭ等，其中，ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ 系统是铜绿

假单胞菌中存在的最主要外排系统类型［１４］。这些主

动外排系统可以使绿假单胞菌外排多种抗菌药物，导

致病原菌对多种抗生素产生广泛耐药性，如喹诺酮类

等常用抗菌药物［１５］。本研究中ｏｐｒＭ 基因的高检出

率在一定程度上也决定了铜绿假单胞菌临床分离株对

常用抗菌药物的耐药性，如氧氟沙星、环丙沙星，临床

应给予高度重视。随着新型抗生素的不断研发使用，

抗生素合理使用变得愈加重要，积极关注临床常见病

原菌的耐药性，控制耐药性发展对于高效的临床治疗

具有重要意义。
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