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摘要：　目的　探讨郑州市２家医院临床分离铜绿假单胞菌的感染特征及其与产生超广谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）
的关系。方法　选取２０１６年１月至２０１７年８月郑州市２家医院临床标本中分离出的５１株非克隆铜绿假单胞菌，采
用ＫＢ纸片扩散法筛选出产ＥＳＢＬｓ铜绿假单胞菌，采用肠杆菌基因间重复共有序列（ＥＲＩＣ）聚合酶链反应（ＰＣＲ）对
５１株铜绿假单胞菌株进行同源性分析，采用单因素和Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析探讨铜绿假单胞菌产 ＥＳＢＬｓ的危险因素。结
果　５１株铜绿假单胞菌共检测出产 ＥＳＢＬｓ菌株２２株，产 ＥＳＢＬｓ菌株阳性率为４３．１％。５１株铜绿假单胞菌 ＥＲＩＣ
ＰＣＲ同源性分析显示Ｉ型２９株，Ⅱ型１７株，Ⅲ型５株。单因素分析显示，内科来源的菌株中产 ＥＳＢＬｓ阳性菌株所占
比例（５９．２％）显著高于ＩＣＵ来源的菌株（２０．０％）（Ｐ＜０．０５），ＥＲＩＣＰＣＲ分型 Ｉ型菌株产 ＥＳＢＬｓ阳性率（５５２％）显
著高于Ⅱ型菌株（２３．５％）及Ⅱ、Ⅲ型菌株之和（２７．３％）（Ｐ＜０．０５）。Ｌｏｇｉｓｔｉｃ多因素分析显示，ＥＲＩＣＰＣＲ分型 Ｉ型、
内科来源菌株为铜绿假单胞菌产ＥＳＢＬｓ的危险因素（Ｐ＜０．０５）。结论　郑州地区铜绿假单胞菌感染以内科多见，性
别分布上以男性患者为主，同源性分析以Ⅰ型和Ⅱ型为主，内科来源及ＥＲＩＣＰＣＲ分型Ⅰ型菌株是郑州地区医院内铜
绿假单胞菌产生ＥＳＢＬｓ的危险因素。
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　　铜绿假单胞菌是临床最常见的条件致病菌之
一，随着β内酰胺类抗生素在临床广泛使用，某些
耐药铜绿假单胞菌产生了新的超广谱 β内酰胺酶
（ｅｘｔｅｎｄｅｄｓｐｅｃｔｒｕｍβｌａｃｔａｍａｓｅ，ＥＳＢＬｓ），其除了可以
水解原有的 β内酰胺类抗生素外，还可以水解各种
广谱第３、４代头孢菌素类抗生素。目前，产ＥＳＢＬｓ的
铜绿假单胞菌在世界各地广泛报道，产ＥＳＢＬｓ铜绿假
单胞菌的产生与播散给临床治疗铜绿假单胞菌所致

感染带来了极大困难［１］。本研究对临床检出的５１株
铜绿假单胞菌进行同源性分析，旨在探讨铜绿假单胞

菌ＥＳＢＬｓ耐药的可能危险因素，为产 ＥＳＢＬｓ铜绿假
单胞菌的预防控制提供依据。

１　资料与方法

１．１　菌株来源　２０１６年１月至２０１７年８月郑州市
２家三级甲等医院检验科分离出铜绿假单胞菌（无
克隆菌株）５１株，均经美国 ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司全
自动细菌鉴定系统 ｐｈｏｅｎｉｘＴＭ鉴定确认，将菌株的过
夜培养菌液分装于含有菌种保存液的 ＥＰ管中，
－７０℃ 保存。
１．２　主要试剂与仪器　头孢他啶（每片３０μｇ）、氨
曲南（每片３５μｇ）、头孢噻肟（每片３０μｇ）、头孢曲
松药（每片 ３０μｇ）、头孢他啶／克拉维酸（每片
３０／１０μｇ）和头孢噻肟／克拉维酸（每片３０／１０μｇ）
药敏纸片、营养肉汤、普通营养琼脂培养购自杭州滨

和微生物试剂有限公司；２×Ｔａｑ聚合酶链反应
（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ购自天根
生化科技（北京）有限公司；ＤＳＴＭ２０００Ｍａｒｋｅｒ购自
广州东盛生物科技有限公司；ＤＹＣＰ３８Ｃ水平电泳
仪、电泳槽购自北京六一生物科技有限公司；ＰＣＲ
扩增仪购自德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司。
１．３　铜绿假单胞菌产ＥＳＢＬｓ菌株检测　按照美国
临床和实验室标准化协会推荐方法进行 ＥＳＢＬｓ表
型初步筛选实验和表型确证实验（ＫＢ纸片扩散
法）［２］：取铜绿假单胞菌株悬液（１×１０１０ｃｆｕ·Ｌ－１），
用无菌棉签均匀涂布于水解酪蛋白琼质固体培养基

上，用无菌镊子将头孢他啶、氨曲南、头孢噻肟、头孢

曲松药敏纸片贴于平板表面，３７℃培养１６～１８ｈ，
测量抑菌圈直径，进行初步筛选实验，当抗菌药物抑

菌环直径小于相应值（头孢他啶≤２２ｍｍ，氨曲南≤
２７ｍｍ，头孢噻肟≤２７ｍｍ，头孢曲松≤２５ｍｍ）时，
判定为可疑产 ＥＳＢＬｓ菌株；将筛选出的可疑产
ＥＳＢＬｓ菌株再用头孢他啶、头孢他啶／克拉维酸、头
孢噻肟、头孢噻肟／克拉维酸纸片进行确证实验，当
含克拉维酸与未含克拉维酸的抗菌药物纸片抑菌环

相差≥５ｍｍ时，即确认该菌株为产ＥＳＢＬｓ菌株。
１．４　铜绿假单胞菌肠杆菌科基因间重复序列
（ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｌｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃｃｏｎｓｅｎｓｕｓ，
ＥＲＩＣ）ＰＣＲ　将 －７０℃冻存的菌株溶化后，接种

环挑取少量菌液，连续画线接种在普通平板上，

３７℃ 过夜培养后，挑取新鲜培养单个菌落，在
０．５ｍＬ的蒸馏水ＥＰ管中吹吸混匀，置于沸水中加
热 ５ｍｉｎ，１２０００×ｇ离心 ５ｍｉｎ，取上清液作为模
板。ＥＲＩＣ引物由上海生工生物工程有限公司合成，
上游引物序列为 ５′ＡＡＧＴＡＡＧＴＧＡＣＴＧＧＧＧＴＧＡ
ＧＣＧ３′，下游引物序列为 ５′ＡＴＧＴＡＡＧＣＴＣＣＴＧＧＧ
ＧＡＴＴＣＡＣ３′。ＥＲＩＣＰＣＲ体系 ３０μＬ：２×ＴａｑＭｉｘ
１５μＬ，上游引物１μＬ，下游引物１μＬ，模板１μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ１２μＬ。ＰＣＲ条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃
变性 ３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，反应４０
个循环；７２℃延伸 ５ｍｉｎ。扩增产物用质量分数
１５％琼脂糖凝胶电泳（１００Ｖ）５０ｍｉｎ后，采用凝胶
成像系统进行拍照成像观察图像。

１．５　铜绿假单胞菌ＥＲＩＣＰＣＲ指纹图谱聚类分型
　将电泳图像导入 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅｖ４．６２软件进行处
理，识别ＥＲＩＣＰＣＲ图像条带，将 ＥＲＩＣＰＣＲ指纹图
谱数字化，如果某个位置有扩增条带则记为“１”，没
有扩增条带则记为“０”，只记录清晰易辨的条带。
将５１株铜绿假单胞菌ＰＣＲ扩增结果电泳图数字化
后的结果导入 ＮＴｓｙｓ２．１０ｅ软件，采用非加权平均
法进行聚类分析，得到聚类图，根据聚类图的结果确

定５１株铜绿假单胞菌的分型。
１．６　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计
分析。分类资料以百分率表示，采用χ２检验比较铜
绿假单胞菌标本临床特征及 ＥＲＩＣＰＣＲ分型与产
ＥＳＢＬｓ酶的关系；采用Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析探讨铜绿假
单胞菌 ＥＳＢＬｓ耐药危险因素；Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

２　结果

２．１　５１株铜绿假单胞菌的临床来源特征　５１株铜
绿假单胞菌来源于５１例患者，其中来源于男性患者
３８株（７４．５％），女性患者１３株（２５．５％）；患者年龄
分布：５１例患者年龄１～８０岁，中位年龄５７岁，其
中≤６０岁者 ２６例（５０．９％），＞６０岁者 ２５例
（４９１％）。来源标本：痰标本３４株（６６．７％），伤口
分泌物９株（１７．６％），血液３株（５．９％），尿液４株
（７８％），脑脊液１株（２．０％）。来源科室：重症加
强护 理 病 房 （ｉｎｔｅｎｓｉｖｅｃａｒｅｕｎｉｔ，ＩＣＵ）１０株
（１９６％）；内科 ２７株（５２．９％），其中呼吸内科 １６
株（３１３％），神经内科５株（９．８％），心血管内科３
株（５９％），消化内科、中医科和高血压科各 １株
（５９％）；外科 １４株（２７．４％），其中骨科 ４株
（７８％），肝胆外科 ３株（５．９％），妇产科 ３株
（５９％），神经外科 ２株（３．９％），泌尿外科 ２株
（３９％）。
２．２　铜绿假单胞菌 ＥＳＢＬｓ检测结果　５１株铜绿
假单胞菌标本初步筛选实验发现产 ＥＳＢＬｓ菌株２８
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株，阳性率为５４．９％；纸片确证试验发现产 ＥＳＢＬｓ
菌株２２株，阳性率为４３．１％。
２．３　铜绿假单胞菌 ＥＲＩＣＰＣＲ结果　对５１株铜
绿假单胞菌 ＥＲＩＣＰＣＲ扩增，除８株铜绿假单胞菌
中不能扩增出条带，其余４３株的ＥＲＩＣＰＣＲ指纹图
谱均可见明显的扩增条带，大小范围在 １００～
２０００ｂｐ，主带大小为６５０ｂｐ。部分菌株 ＥＲＩＣＰＣＲ
结果见图１。

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）；１～１７：部分铜绿假单胞菌株。
图１　部分铜绿假单胞菌株的ＥＲＩＣＰＣＲ指纹图
Ｆｉｇ．１　ＳｏｍｅｏｆＥＲＩＣＰＣＲｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｏｆＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ
２．４　铜绿假单胞菌ＥＲＩＣＰＣＲ指纹图谱的聚类分
型结果　结果见图２。以相似性０．８０为界进行分
型，５１株铜绿假单胞菌可分为３类，其中Ｉ型２９株，
Ⅱ型１７株，Ⅲ型５株。

图２　５１株铜绿假单胞菌聚类图分析
Ｆｉｇ．２　 Ｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆ５１ｓｔｒａｉｎｓｏｆＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ

２．５　铜绿假单胞菌产ＥＳＢＬｓ危险因素单因素分析
　结果见表１。产 ＥＳＢＬｓ菌株的患者年龄、性别分
布比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。产ＥＳＢＬｓ菌
株在痰标本中的出现频率（５２．９％）高于伤口分泌
物（２２．２％）和其他标本（２５．０％），但差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）。内科来源的菌株中产ＥＳＢＬｓ菌株
所占比例（５９．２％）显著高于 ＩＣＵ来源的菌株
（２００％），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＥＲＩＣ
ＰＣＲ分型 Ｉ型菌株中产 ＥＳＢＬｓ菌株所占比例
（５５２％）显著高于Ⅱ型菌株（２３．５％）及Ⅱ、Ⅲ型菌
株之和（２７３％），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
单因素分析显示，内科来源菌株及ＥＲＩＣＰＣＲ分型Ｉ
型菌株为铜绿假单胞菌产ＥＳＢＬｓ危险因素。
表１　产ＥＳＢＬｓ铜绿假单胞菌危险因素的单因素分析
Ｔａｂ．１　ＲｉｓｋｆａｃｔｏｒｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ
ｐｒｏｄｕｃｉｎｇＥＳＢＬｓｂｙＵｎｉｖａｒｉａｔｅａｎａｌｙｓｉｓ

临床特征
产ＥＳＢＬｓ菌株

阳性／株（％） 阴性／株（％）
ＯＲ

９５％可信区间
下限 上限

Ｐ

年龄

　　＞６０岁 １１（４４．０） １４（５６．０） １
　　≤６０岁 １１（４２．３） １５（５７．７） ０．９３３ ０．３０８ ２．８２８ ０．９０３
性别

　　男 １７（４４．７） ２１（５５．３） １
　　女 ５（３８．５） ８（６１．５） ０．７７２ ０．２１３ ２．７９７ ０．６９３
标本类型

　　痰 １８（５２．９） １６（４７．１） １
　　伤口分泌物 ２（２２．２） ７（７７．８） ０．２５４ ０．０４６ １．４０４ ０．０９１
　　其他 ２（２５．０） ６（７５．０） ０．２９６ ０．０５２ １．６８２ ０．１４６
科室来源

　　ＩＣＵ ２（２０．０） ８（８０．０） １
　　内科 １６（５９．２） １１（４０．８） ５．８１８ １．０３２ ３２．７９３ ０．０２９
　　外科 ４（２８．６） １０（７１．４） １．６００ ０．２３１ １１．０８２ ０．６３３
ＥＲＩＣＰＣＲ分型
　　Ⅰ型 １６（５５．２） １３（４４．８） １
　　Ⅱ型 ４（２３．５） １３（７６．５） ０．２５０ ０．０６６ ０．９５３ ０．０３７
　　Ⅲ型 ２（４０．０） ３（６０．０） ０．５４２ ０．０７８ ３．７４３ ０．５３０
　　Ⅱ型／Ⅲ型 ６（２７．３） １６（７２．７） ０．３０５ ０．０９３ １．００１ ０．０４６

２．６　铜绿假单胞菌产ＥＳＢＬｓ危险因素多因素分析
结果　结果见表 ２。多因素 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ分析显示，
ＥＲＩＣＰＣＲ分型Ｉ型、内科来源菌株为铜绿假单胞菌
产ＥＳＢＬｓ的危险因素（Ｐ＜０．０５）。
表２　铜绿假单胞菌产ＥＳＢＬｓ危险因素多因素分析
Ｔａｂ．２　ＲｉｓｋｆａｃｔｏｒｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ
ｐｒｏｄｕｃｉｎｇＥＳＢＬｓｂｙＭｕｌｔｉｐｌｅｌｏｇｉｓｔｉｃｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ

因素 Ｅｓｔｉｍａｔｅ Ｗａｌｄ Ｐ Ｅｘｐ（β）
９５％可信区间
下限 上限

科室（内科ｖｓ外科／ＩＣＵ） １．２７１ ８．６０３ ０．０２８ ２．８５１ １．３５１ ６．９２９
标本类型（痰ｖｓ其他） ０．３５２ ２．４４１ ０．４１２ １．４２３ ０．９２２ ２．１９６
ＥＲＩＣＰＣＲ分型（Ⅰ型ｖｓⅡ型／Ⅲ型） １．６１２ ９．３１３ ０．０１６ ３．８４３ １．０６３ ８．５２５

３　讨论

随着院内感染细菌不断变迁，革兰阴性菌已成
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为院内感染的主要致病菌。根据２０１５年全国细菌
耐药监测网报告结果，铜绿假单胞菌所致院内感染

在革兰阴性菌中居第３位（１２．９％）［３］。铜绿假单
胞菌从患者、医院空气、医疗设备等来源均易分离

出，且能通过交叉感染和医源性感染等方式传播，导

致严重的院内感染暴发流行。本研究显示，铜绿假

单胞菌在痰标本中的检出率最高（６６．７％），其次为
伤口分泌物中（１７．６％），上述２种标本中检出的铜
绿假单胞菌菌株共４３株（８４．３％），提示郑州地区
铜绿假单胞菌感染以呼吸道感染和伤口分泌物感染

为主；从标本的科室来源看，内科来源标本检出铜绿

假单胞菌２７株，占５２．９％，提示本地区铜绿假单胞
菌感染内科多见；标本来源患者年龄显示，＞６０岁
患者的检出率（４９．１％）与≤６０岁患者的检出率
（５０．９％）基本相等，而在性别分布上以男性患者为
主（７４．５％）。

随着临床上免疫抑制剂、激素、肿瘤放射治疗、

化学治疗及侵袭性操作使用的增多，铜绿假单胞菌

对多种抗菌药的耐药性在不断升高，出现了多重耐

药株，甚至出现泛耐药铜绿假单胞菌，给临床治疗带

来很大困难［４］。铜绿假单胞菌产 β内酰胺酶是该
菌耐药主要机制之一，随着头孢类等抗菌药物的广

泛使用，β内酰胺酶的耐药基因发生突变，产生了新
β内酰胺酶，它除了可以水解原有的 β内酰胺类抗
生素外，还可以水解广谱头孢菌素，称之为 ＥＳＢＬｓ，
编码ＥＳＢＬｓ酶的基因常位于细菌耐药质粒中，通过
转化、传导、结合传递等方式造成耐药基因在不同菌

株间传播［５］。自１９８３年 ＥＳＢＬｓ在德国首次报道以
来，产ＥＳＢＬｓ菌株检出率不断上升，且 ＥＳＢＬｓ分型
不断增多。ＥＳＢＬｓ可引起铜绿假单胞菌对青霉素及
第３、４代头孢菌素和四环素类抗生素耐药，ＥＳＢＬｓ
的产生与播散更是给临床抗感染治疗带来极大困

难［６７］。因此，加强对 ＥＳＢＬｓ的研究和监控尤为重
要。铜绿假单胞菌的产 ＥＳＢＬｓ率与头孢菌素选择
性压力密切相关，由于不同地区临床使用 β内酰胺
类抗生素尤其是头孢菌素的类型和频率不尽相同，

国内报道的铜绿假单胞菌产 ＥＳＢＬｓ检出率在
２０％～５０％［８９］。本研究中５１例铜绿假单胞菌表型
确证实验（ＫＢ纸片扩散法）确认产 ＥＳＢＬｓ菌株２２
株，检出率约为４３．１％，与国内相关报道的产ＥＳＢＬｓ
阳性率一致［７８］。本研究显示，产 ＥＳＢＬｓ铜绿假单
胞菌在年龄、性别和标本类型中分布差异无统计学

意义，但内科来源的菌株中产 ＥＳＢＬｓ阳性率
（５９２％）显著高于来源于ＩＣＵ菌株（２０．０％），内科
来源的菌株产 ＥＳＢＬｓ风险是 ＩＣＵ病房中的 ５．８１８
倍（９５％可信区间：下限为 １．０３２，上限为 ３２．７９３，
Ｐ＝０．０２９），经多因素Ｌｏｇｉｓｔｉｃ分析后仍具有统计学

意义，提示在内科中铜绿假单胞菌更易产生ＥＳＢＬｓ。
上述研究结果表明，产 ＥＳＢＬｓ铜绿假单胞菌在该地
区内科具有潜在暴发流行的可能性，可能与上述患

者需要进行吸氧、吸痰、机械通气、纤维支气管镜检

查等侵袭性操作有关［１０］。

革兰阴性杆菌基因内部存在一段保守性很高的

长约４４ｂｐ反向重复序列，根据这一核心序列设计
反向引物ＰＣＲ扩增两段之间的片段，所得到的指纹
图谱具有很高的分辨率、稳定性和可重复性，可及时

辨别是否存在同一克隆菌株散播，有利于掌握细菌

的耐药变迁，对临床治疗和控制感染播散有重要的

指导意义，目前 ＥＲＩＣＰＣＲ已成为一种快速有效的
细菌基因分子分型方法［１１１２］。本研究使用 ＥＲＩＣ
ＰＣＲ方法对５１株铜绿假单胞菌进行同源性分析，分
型结果显示可分为Ⅰ型、Ⅱ型、Ⅲ型，其中以Ⅰ型和
Ⅱ型２种为主，分别占５６．８％（２９株）和３３．３％（１７
株）；ＥＲＩＣＰＣＲ分型Ⅰ型菌株中产ＥＳＢＬｓ菌株所占
比例（５５．２％）显著高于Ⅱ型菌株（２３．５％）及Ⅱ、Ⅲ
型菌株之和（２７．３％），经多因素 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ分析后仍
具有统计学意义，Ⅰ型中产 ＥＳＢＬｓ风险是Ⅱ型／Ⅲ
型中的３．８４３倍（９５％可信区间：下限为１．０６３，上
限为８．５２５，Ｐ＝０．０１６）；结果提示，铜绿假单胞菌在
Ｉ型中存在较高产ＥＳＢＬｓ风险，可能会导致Ｉ型铜绿
假单胞菌在该地区暴发流行，但铜绿假单胞菌在 Ｉ
型克隆中较高的产 ＥＳＢＬｓ风险具体机制需要进一
步研究。

综上所述，郑州地区铜绿假单胞菌感染以内科

多见，性别分布上以男性患者为主，同源性分析以Ⅰ
型和Ⅱ型为主，内科来源及 ＥＲＩＣＰＣＲ分型Ⅰ型菌
株是郑州地区医院内铜绿假单胞菌产生 ＥＳＢＬｓ的
危险因素，本研究为郑州地区医院内预防和控制产

ＥＳＢＬｓ铜绿假单胞菌提供了参考依据。
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囊可以协助减轻ＣＡＰ患者的肺损伤。
综上所述，桉柠蒎肠溶胶囊联合哌拉西林舒巴

坦治疗 ＣＡＰ安全、有效，可以快速缓解患者临床症
状，有效抑制患者炎症和氧化应激反应，减轻肺损

伤，改善肺功能，提高治疗效果，且无明显不良反应。
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