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摘 　 要 　 目的 　 分析无菌体液分离的肺炎克雷伯菌(Klebsiella pneumoniae isolated from sterile body fluids, SBF - KP)的分布、
耐药性及毒力因子的携带情况。 方法 　 收集从无菌体液分离的 83 株肺炎克雷伯菌,MALDI - TOF 质谱仪进行菌株鉴定,Vitek -
2compact 系统进行药敏试验,黏液丝试验检测菌株高黏液表型,对菌株荚膜型及毒力基因进行 PCR 扩增和基因测序。 结果 　 无

菌体液中,脓液中的肺炎克雷伯菌的检出率最高,其次是腹腔积液,分别为 47. 0% (39 / 83)和 21. 7% (18 / 83) ;SBF - KP 对复方新

诺明、氨曲南、环丙沙星、头孢他啶、替卡西林 / 克拉维酸、左旋氧氟沙星耐药率较高,大于 20% ,对替加环素、阿米卡星、碳青霉烯

类药物仍有较高活性;SBF - KP 荚膜型以 K1、K2 型为主,阳性率分别为 39. 8% (33 / 83)和 13. 3% (11 / 83) ;SBF - KP 高黏液型阳

性率为 57. 9% (48 / 83) ,高黏液型菌株中 K1、K2 型分别占 45. 8% (22 / 48)和 18. 8% (9 / 48);entB、fimH、uge、wabG、ureA、ycf 毒力

基因检出率最高,均大于 98. 0% ;脓液与其他无菌体液分离的肺炎克雷伯菌在高黏液表型、rmpA、aerobactin、kfuB 检出率方面比

较差异有统计学意义(P < 0. 05)。 结论 　 SBF - KP 对临床常用药物呈不同程度耐药,对阿米卡星、替加环素、碳青霉烯类药物有

较好的药物敏感度;且 SBF - KP 菌株携带多种毒力因子,荚膜型以 K1 型、K2 型为主,提示临床应进一步加强耐药监测,结合药

敏合理选用抗生素,以提高疗效及减少高毒力和高耐药菌株的传播和流行。
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Abstract　 Objective 　 To analyze the clinical distribution,drug resistance and virulence factorsof Klebsiella pneumoniae isolated
from sterile body fluids ( SBF - KP) . Methods 　 The 83 strains of Klebsiella pneumoniae were isolated from sterile body fluids. The
strains were identified by MALDI - TOF, and antimicrobial susceptibility testing was carried out by Vitek - 2 compact. The HM phenotype
of Klebsiella pneumoniae was determined by string test. The capsular serotypes and virulence genes of Klebsiella pneumoniae were ana-
lyzed by PCR and sequence alignment. Results　 The detection rate of Klebsiella pneumoniae isolated from pus was the highest, and the
next was ascites, accounting for 47. 0% and 21. 7% , respectively. The drug resistance rates of SBF - KP to compoundsulfamethoxazole,
aztreonam, ciprofloxacin, ceftazidime, levofloxacin and ticarcillin / clavulanic acid were relatively high, all of which were more than 20% ;
SBF - KP still maintained high activity against tigecycline, amikacin and hydrocarbon enzytenes. The K1 and K2 were dominant among
the capsular serotypes of SBF - KP, and the positive rates were 39. 8% and 13. 3% , respectively. The positive rate of the HM phenotype
of SBF - KP was 57. 9% (48 / 83) , and most of the hypermucoviscous SBF - KP strains belonged to K1(45. 8% , 22 / 48) or K2(18. 8% ,
9 / 48) capsular serotypes. The detection rates of entB, fimH, uge, wabG, ureA, ycf, were higher in virulence genes, all above 98. 0% .
There wasa significant difference in the detection rate of HM phenotype, rmpA, aerobactin and kfuB between SBF - KP isolated from pus
and other aseptic body fluids(P < 0. 05) . Conclusion　 SBF - KP showed varying degrees of drug resistance to antimicrobial agents, and
the strains still maintained high activity against tigecycline, amikacin and hydrocarbon enzytenes. The strains carried a variety of virulence
genes, and K1 / K2 capsular serotypes were the predominant serotypes. It suggests that we should further strengthen the monitoring of drug
resistance and rationally select antibiotics in combination with drug sensitivity in order to improve the efficacy and reduce the spread and
prevalence of hypervirulent and resistant strains.
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　 　 肺炎克雷伯菌易定植于肠道、呼吸道等部位,是
目前临床院内感染及社区获得性感染的重要病原体

之一。 近年来,随着诊疗技术增加及广谱抗菌药物的

广泛使用,肺炎克雷伯菌引起的无菌体腔感染越来越

受到临床重视 [1 ~ 3] 。 现国内外有关分离自无菌体液
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的肺炎克雷伯菌的毒力因子及耐药性综合分析报道

较少,本研究对浙江中医药大学附属第一医院收集的

SBF - KP 菌株的临床分布、药敏状况、黏液表型、荚
膜血清型及毒力基因携带情况进行分析,以期为临床

诊治无菌体液肺炎克雷伯菌感染提供参考。
材料与方法

1. 菌株来源:收集浙江中医药大学附属第一医院

2017 年 8 月 ~ 2019 年 12 月无菌体液标本(胸腹腔积

液、脓液、胆汁、脑脊液、关节腔积液、骨髓等,不包括

血液及尿液)分离的肺炎克雷伯菌 83 株,剔除同一患

者重复菌株。 无菌体液:在标本采集、标本处理过程

中严格无菌操作,分离出的细菌被认为是感染菌的液

体标本。
2. 仪器与试剂:MALDI - TOF 质谱仪 ( Bruker)、

Vitek - 2 Compact 全自动微生物分析系统(法国梅里

埃公司)、PCR 仪(美国 Bio - Rad 公司)、10 × AceTaq
PCR Buffer(含 Mg + 2)及 PCR 试剂购自南京诺唯赞生

物科技股份有限公司、电泳仪及紫外凝胶成像仪(上

海天能科技有限公司)、细菌核酸提取盒[天根生化

科技(北京)有限公司]、PCR 扩增引物合成及产物测

序由北京擎科新业生物技术有限公司完成。
3. 菌株鉴定及药敏试验:按照《全国临床检验操

作规程》进行无菌体液标本采集与细菌分离培养,阳
性菌株采用 MALDI - TOF 质谱仪及 Vitek - 2 Com-
pact 系统进行细菌鉴定及药敏试验(质谱仪鉴定率需

达到 2. 0 以上)。 质控菌株为大肠杆菌 ATCC25922,
药敏结果采用美国临床和实验室标准化协会( CLIS)
推荐标准进行判断。

4. 高黏液型鉴定:用接种环挑取血平板待测菌

株,挑起的黏液丝长度≥5mm,为黏液丝试验阳性,重
复 3 次以上确定为高黏液菌株。

5. PCR 扩增及序列分析:对无菌体液分离的肺炎

克雷伯菌常见荚膜型 K1、K2、K57、K5、K20、K54 基因

及 uge、wabG、 ycf、 ureA、 fimH、 rmpA、 rmpA2、 aerobac-
tin、iucA、magA、wcaG、ybtA、kfuB、iroB、alls、iutA、entB
毒力基因进行 PCR 扩增及序列分析。 反应条件、反
应体系、引物合成参照文献[4 ~ 7]。 PCR 扩增产物

送北京擎科新业生物技术有限公司测序,序列与

GenBank 数据库在线比对。
6. 统计学方法:采用 WHONET 5. 6 软件剔除重

复株后进行药敏结果统计分析,采用 SPSS 25. 0 统计

学软件对数据进行统计分析,样本率的比较采用 χ2

检验或 Fisher 精确检验,以 P < 0. 05 为差异有统计学

意义。
结 　 　 果

1. 标本来源:共收集 SBF - KP 菌株 83 株,其中

脓液的检出率最高,为 47. 0% (39 / 83);其次为腹腔

积液、胆汁、胸腔积液穿刺液、脑脊液、骨髓,分别为

21. 7% ( 18 / 83 )、 16. 9% ( 14 / 83 )、 7. 2% ( 6 / 83 )、
6. 0% (5 / 83)和 1. 2% (1 / 83)。

2. 药敏结果:83 株 SBF - KP 对临床 14 种抗菌

药物均有不同程度耐药,其中对复方新诺明、氨曲南、
环丙沙星、头孢他啶、替卡西林 / 克拉维酸、左旋氧氟

沙星耐药率较高,均大于 20% ;对替加环素、阿米卡

星、碳青霉烯类具有较好的药物敏感度,耐药率分别

为 6. 0% (5 / 83)、7. 2% (6 / 83)、9. 6% (8 / 83,表 1)。

表 1　 无菌体液分离的肺炎克雷伯菌药敏试验结果

抗菌药物 耐药株数 比例(% )
头孢哌酮 / 舒巴坦 16 19. 3

替卡西林 / 克拉维酸 17 20. 5
哌拉西林 / 他唑巴坦 12 14. 5

头孢他啶 18 21. 7
头孢吡肟 15 18. 1
氨曲南 21 25. 3

亚胺培南 8 9. 6
美罗培南 8 9. 6

妥布霉素 10 12. 0
阿米卡星 6 7. 2
环丙沙星 20 24. 1

左旋氧氟沙星 17 20. 5
复方新诺明 25 30. 1

替加环素 5 6. 0

　 　 3. 荚膜型及高黏液型分布:SBF - KP 菌株荚膜

型以 K1、K2 型为主,阳性率分别为 39. 8% (33 / 83)、
13. 3% (11 / 83),检测到 1 株 K5 荚膜型 SBF - KP 菌

株。 SBF - KP 高黏液型阳性率为 57. 9% (48 / 83),高
黏液型菌株 K1、 K2 荚膜型阳性率分别为 45. 8%
(22 / 48)、18. 8% (9 / 48)。

4. 毒力基因检测:17 种毒力基因中 entB、 fimH、
uge、 wabG、 ureA、 ycf 基 因 检 出 率 最 高, 均 大 于

98. 0% ;其余毒力基因均有检出,其中 iroB 检出率最

低,为 9. 6% (8 / 83,表 2,图 1)。
　 　 5. 无菌体液中脓液与其他无菌体液毒力因子差

异:48 株高黏液型菌株中,脓液、其他无菌体液分离

的菌株分别为 34、14 株;脓液标本与其他无菌体液在

高黏液表型、rmpA、aerobactin、kfuB 检出率比较,差异

有统计学意义(P < 0. 05)。
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表 2　 无菌体液分离肺炎克雷伯菌毒力因子分布

毒力基因
其他无菌体液(44 株) 脓液(39 株)
株数 阳性率(% ) 株数 阳性率(% )

P 总株数 阳性率(% )

uge 44 100. 0 38 97. 4 0. 470 # 82 98. 8
wabG 44 100. 0 38 97. 4 0. 470 # 82 98. 8
ureA 44 100. 0 38 97. 4 0. 470 # 82 98. 8
entB 44 100. 0 39 100. 0 - 83 100. 0
fimH 44 100. 0 39 100. 0 - 83 100. 0
ycf 44 100. 0 38 97. 4 0. 470 # 82 98. 8
iutA 39 88. 6 35 89. 7 1. 000∗ 74 89. 2
ybtA 36 81. 8 31 79. 5 0. 788 67 80. 7
rmpA2 34 77. 3 30 76. 9 0. 970 64 77. 1
iucA 33 75. 0 35 89. 7 0. 145∗ 68 81. 9
rmpA 23 52. 3 36 92. 3 0. 000∗ 59 71. 1

Aerobactin 23 52. 3 35 89. 7 0. 001∗ 58 69. 9
wcaG 21 47. 7 26 66. 7 0. 082 47 56. 6
kfuB 18 40. 9 25 64. 1 0. 035 43 51. 8
magA 16 36. 4 17 43. 6 0. 502 33 39. 8
alls 13 29. 5 14 35. 9 0. 538 27 32. 5
iroB 5 11. 4 3 7. 7 0. 847∗ 8 9. 6

　 　 ∗ 应用 χ2 检验连续性校正;#应用 Fisher 精确检验

图 1　 rmpA2 基因电泳图

M. marker;1、2. 为阴性、阳性对照;4 ~ 5、9 ~ 10、12、16 ~ 19、

21 ~ 22. rmpA2 基因扩增阳性;3、6 ~ 8、11、13 ~ 15、

20. rmpA2 基因扩增阴性

　

讨 　 　 论

2018CHINET 中国细菌耐药性监测显示肺炎克

雷伯菌除对黏菌素类、替加环素、阿米卡星耐药率较

低外,对其他抗菌药物耐药率均大于 25% ,并且与

2005 年比较,碳青霉烯类耐药率上升幅度超过 8
倍 [8] 。 近年来,超广谱抗菌药物的使用,以及介入性

检查及治疗手段的增加,导致无菌体腔肺炎克雷伯菌

感染不断增加。 充分了解 SBF - KP 的分布及药敏试

验特点,对合理选择抗菌药物及控制菌株耐药性具有

重要意义。 国内研究报道 SBF - KP 除对碳青霉烯类

药物较敏感外,对临床其他常用抗菌药物耐药率较

高[1] 。 钟敏等[2] 研究显示,SBF - KP 虽对碳青霉烯

类、阿米卡星、替加环素仍有较好的药物敏感度,但

SBF - KP 对碳青霉烯类耐药率呈缓慢上升趋势,近 4
年来(2015 ~ 2018 年)上升幅度超过 3 倍。 另外温伟洪

等[9] 研究发现,SBF - KP 对氨苄西林 / 舒巴坦、氯霉素、
四环素、复方磺胺甲 唑、头孢唑啉、头孢吡肟耐药性

低于非无菌体液,耐药率比较差异有统计学意义(P <
0. 05);非无菌体液分离的菌株大多为定植菌,定植菌

的抗生素长期暴露史可能是此差异性的原因之一。 本

研究药敏试验显示 SBF - KP 对临床常用的抗菌药物

均有不同程度耐药,其中替加环素、阿米卡星、碳青霉

烯类耐药率较低,与国内报道相符,提示这 3 种抗生素

对无菌体腔肺炎克雷伯菌感染治疗具有重要意义,但
为进一步控制肺炎克雷伯菌整体耐药率,临床医生应

及时关注病原菌药敏结果,严格掌握药物适应证。
高黏液表型是高毒力肺炎克雷伯菌(HvKP)最主

要的毒力特征之一,黏液表型调解因子 A( rmpA、rm-
pA2)对维持菌株高黏液型具有重要意义;rmpA、rm-
pA2 位于 180 ~ 220kb 的质粒上,可协同铁载体等其

他毒力因子调控菌株毒力表达。 本研究 SBF - KP 菌

株 rmpA、rmpA2 基因阳性率较既往 HvKP 研究低,且
菌株高黏液表型与 rmpA、rmpA2 基因阳性率不一致,
部分携带黏液表型调解因子 A 菌株并不表达高黏液

表型,考虑可能与气杆菌素 ( aerobactin)、wcaG、 rfbP
等毒力因子基因缺失有关 [10,11] 。 另外本研究发现,
无菌体液中脓液标本的高黏液表型阳性率高于其他

无菌体液,差异有统计学意义(P < 0. 05),猜测可能

与 rmpA 基因调控有关。 荚膜多糖过度分泌可使肺
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炎克雷伯菌呈高黏液表型,根据荚膜多糖可将肺炎克

雷伯菌分为 82 种荚清型,其中 K1、K2 型毒力较强且

与 HvKP 密切相关 [12,13] 。 magA 位于染色体上,与肺

炎克雷伯菌 K1 荚膜型合成相关,alls 基因主要编码

尿囊素调节因子激活剂,并且与气杆菌素的生成密切

相关,wcaG 基因主要编码菌株荚膜中的岩藻糖成分,
有助于逃避吞噬细胞的吞噬作用。 本研究发现 SBF -
KP 菌株荚膜型以 K1 / K2 高毒型为主,比例大于 50% ,
且 alls、magA 基因仅存在于 K1 型肺炎克雷伯菌中,与
相关报道一致[14,15] 。 席健峰等[16] 研究发现 wcaG 基因

仅存在 K1 型肺炎克雷伯菌中,本研究中 wcaG 在 K1、
K2 型以及未分型菌株均有检出,与其结果不符。

肺炎克雷伯菌铁摄取相关毒力因子( aerobactin、
iutA、iucA、ybtA、entB、 iroB、kfuB、ycf) 对维持菌株定

植、侵袭、高毒性具有重要作用,其中气杆菌素 aer-
obactin 因子是其最主要的毒力因子 [17] 。 Yu 等 [6] 研

究发现 K1、K2 荚膜型肺炎克雷伯菌 aerobactin 的检

出率为 100% ,本研究 K1、K2 荚膜型肺炎克雷伯菌

均携带 aerobactin 基因,与其报道一致。 iucABCD 是

气杆菌素的基因编码簇,本研究 iucA 与 rmpA 基因阳

性率稍有差别,与 iucABCD、rmpA 基因位于同一质粒

报道不符 [18] 。 kfuB 是肺炎克雷伯菌铁离子转运受

体,与菌株高毒力密切相关,本研究发现 K1 型肺炎

克雷伯菌均携带 kfuB 基因,与 kfu 基因在 K1 型菌株

检出率较高一致 [19] 。 rmpA、 iucABCD - iutA 基因对

菌株高毒力、高致死力具有重要作用,本研究发现高

黏液 K1 / K2 型菌株感染均携带 rmpA、iucA、iutA 毒力

基因,且患者预后不佳,提示 rmpA、iucA、iutA 基因可

能与 K1 / K2 型 菌 株 的 高 毒 性、 高 致 死 性 密 切 相

关 [6,20] 。 本 研 究 SBF - KP 菌 株 entB、 fimH、 uge、
wabG、ureA、ycf 基因检出率大于 98. 0% ,且无菌体液

脓液标本分离的肺炎克雷伯菌 aerobactin、kfuB 基因阳

性率高于其他无菌体液,差异有统计学意义(P <0. 05)。
综上所述,SBF - KP 菌株对临床常用抗菌药物

具有不同程度耐药,对阿米卡星、替加环素、碳青霉烯

类药物仍有较好的药物敏感度;另外 SBF - KP 菌株

携带多种毒力因子,且荚膜血清型以 K1 型、K2 型为

主,提示临床应进一步加强耐药监测,结合菌株药敏

合理选用抗生素,以提高疗效及减少高毒力和高耐药

菌株的传播和流行。
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