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　　［摘　要］　目的　探讨湖南地区出现的肺炎克雷伯菌新德里金属β内酰胺酶１型（ＮＤＭ１）基因特征及其与
耐药性的关系。方法　临床菌株分离自湖南某综合医院一例重症肺炎并中毒性心肌炎患儿的痰液标本。采用全
自动微生物分析系统ＶＩＴＥＫ２ｃｏｍｐａｃｔ对菌株进行鉴定及药敏检测；改良Ｈｏｄｇｅ试验筛查碳青霉烯酶；双纸片协同
试验及双纸片增效试验检测金属β内酰胺酶；聚合酶链反应（ＰＣＲ）特异性扩增ＮＤＭ１基因，并对扩增产物进行测
序和ＢＬＡＳＴ分析；质粒接合转移试验分析其耐药机制，并对接合前后的药敏结果进行比较。结果　该菌株经鉴定
为肺炎克雷伯菌。改良Ｈｏｄｇｅ试验、双纸片协同试验及双纸片增效试验均为阳性。ＰＣＲ扩增产物基因序列与Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ中ＮＤＭ１基因ＦＮ３９６８７６．１同源性为１００％。以筛选的接合子ＤＮＡ为模板扩增ＮＤＭ１基因全长并测序，结果
与供体菌ＮＤＭ１基因扩增产物完全一致。接合子Ｅ．ｃｏｌｉＪ５３（ＮＤＭ１）对所有β内酰胺类药物的ＭＩＣ值较受体菌Ｅ．
ｃｏｌｉＪ５３均有很大提高，其中对厄他培南和亚胺培南ＭＩＣ均提高了８倍以上，头孢他啶及头孢曲松则提高了６４倍以
上。结论　中国大陆出现了产ＮＤＭ１肺炎克雷伯菌；ＮＤＭ１基因可在不同菌株之间传递，导致细菌对β内酰胺类药
物广泛耐药。 ［中国当代儿科杂志，２０１２，１４（８）：６１６－６２１］

［关　键　词］　新德里金属β内酰胺酶１型；肺炎克雷伯菌；基因；耐药；中国
［中图分类号］　Ｒ４４６．５　　［文献标识码］　Ａ　　［文章编号］　１００８－８８３０（２０１２）０８－０６１６－０６

ＮＤＭ１ｐｒｏｄｕｃｉｎｇＫｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅｉｎｍａｉｎｌａｎｄＣｈｉｎａ
ＺＯＵＭｉｎｇＸｉａｎｇ，ＷＵＪｉｎｇＭｉｎ，ＬＩＪｕｎ，ＤＯＵＱｉｎｇＹａ，ＺＨＯＵＲｏｎｇＲｏｎｇ，ＨＵＡＮＧＹｕａｎ，ＬＩＵＷｅｎＥｎ．Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆ
ＣｌｉｎｉｃａｌＬａｂｏｒａｔｏｒｙ，ＸｉａｎｇｙａＨｏｓｐｉｔａｌ，ＣｅｎｔｒａｌＳｏｕｔｈＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈａｎｇｓｈａ４１０００８，Ｃｈｉｎａ（Ｅｍａｉｌ：ｚｏｕｍｉｎｇｘｉａｎｇ＠１２６．
ｃｏｍ）
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ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｉｓｏｌａｔｅｄｓｔｒａｉｎｗａｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓＫ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ．ＭｏｄｉｆｉｅｄＨｏｄｇｅｔｅｓｔ，ＥＤＴＡｓｙｎｅｒｇｙｔｅｓｔａｎｄ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｄｉｓｋｄｉｆｆｕｓｉｏｎｔｅｓｔｗｅｒｅａｌｌｐｏｓｉｔｉｖｅｆｏｒｔｈｅｓｔｒａｉｎ．ＴｈｅｈｏｍｏｌｏｇｙｂｅｔｗｅｅｎｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｐｒｏｄｕｃｔｓａｎｄＮＤＭ１ｇｅｎｅＦＮ３９６８７６．１ｉｎｔｈｅＧｅｎＢａｎｋｗａｓ１００％．ＴｒａｎｓｃｏｎｊｕｇａｎｔＤＮＡｗａｓｕｓｅｄａｓｔｅｍｐｌａｔｅｆｏｒｔｈｅ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＮＤＭ１ｇｅｎｅ．ＴｈｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｗｅｒｅｓｅｑｕｅｎｃｅｄａｎｄｆｏｕｎｄｔｏｂｅｔｈｅｓａｍｅａｓｔｈｅＮＤＭ１ｇｅｎｅ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｏｆｔｈｅｄｏｎｏｒｓｔｒａｉｎ．ＴｈｅＭＩＣｏｆｔｒａｎｓｃｏｎｊｕｇａｎｔＥ．ｃｏｌｉＪ５３（ＮＤＭ１）ｔｏａｌｌｔｈｅβｌａｃｔａｍｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓｔｒａｉｎＥ．ｃｏｌｉＪ５３．ＴｈｅＭＩＣｏｆｅｒｔａｐｅｎｅｍａｎｄｉｍｉｐｅｎｅｍｉｎｃｒｅａｓｅｄｂｙｍｏｒｅｔｈａｎ８
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ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓｔｒａｉｎｏｆＫ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅｃａｒｒｙｉｎｇＮＤＭ１ｉｎｍａｉｎｌａｎｄＣｈｉｎａ．ＮＤＭ１ｇｅｎｅｃａｎｂｅｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｄａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｓｔｒａｉｎｓａｎｄｃａｕｓｅｓｅｘｔｅｎｓｉｖｅｌｙｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏβｌａｃｔａｍｓ． ［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１２，１４（８）：６１６－６２１］
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　　碳青霉烯类抗生素是治疗革兰阴性杆菌感染，
特别是肠杆菌科细菌感染最强效的 β内酰胺类药
物。然而，随着该类药物的广泛应用，细菌对其耐药

性日趋严重。现已证明，产碳青霉烯酶是革兰阴性

杆菌对碳青霉烯类抗生素耐药的主要机制［１］。其

中，金属β内酰胺酶（金属酶）是一类能有效水解碳
青霉烯类抗生素的重要碳青霉烯酶，产生该酶的菌

株常呈严重的多重耐药性［２］。２００９年１２月英国学
者Ｙｏｎｇ等［３］报道从瑞典一例患尿路感染的印度裔患

者尿液标本中分离到一株对碳青霉烯类抗菌药物耐

药的肺炎克雷伯菌，并证实其耐药机制是产生了一种

新的金属酶。由于该患者曾在印度新德里接受治疗，

因而将该酶命名为新德里金属β内酰胺酶１型（Ｎｅｗ
Ｄｅｌｈｉｍｅｔａｌｌｏβｌａｃｔａｍａｓｅｓ１，ＮＤＭ１）。２０１０年８月
１１日《柳叶刀感染病》杂志发表了一篇由英国、印
度、巴基斯坦、澳大利亚和瑞典学者的联合研究报

告，认为ＮＤＭ１可导致细菌严重的耐药性，且耐药
基因可通过质粒传递，可能引起全球广泛的健康问

题，并呼吁全球重视这一危害［４］。随后，世界各国

卫生行政部门纷纷发出警报并进行了相应监测。目

前，除印度次大陆、巴尔干［５］这两大宿主地区外，其

他许多国家和地区都相继检出携带 ＮＤＭ１基因的
的菌株［６７］。我国卫生部于２０１０年１０月２５日紧急
下文要求各医疗机构对 ＮＤＭ１菌株进行监测。本
实验室作为卫生部指定单位开展了相应监测工作，

最近从湖南某综合医院患儿痰液标本中检测到１株
产ＮＤＭ１肺炎克雷伯菌，现报告如下。

１　 材料与方法

１．１　 材料
１．１．１　菌株来源　　临床菌株：分离自湖南某综合
医院患儿痰液标本。患儿，男，８个月，因咳嗽、发热伴
喘鸣３０余天，呼吸急促６ｄ入湖南某综合医院儿科。
入院体查：Ｔ３８．６℃，Ｐ１６０次／ｍｉｎ，Ｒ４５次／ｍｉｎ，ＢＰ
８９／５０ｍｍＨｇ，体重１０ｋｇ；吸气三凹征，双肺呼吸音
粗，可闻及中等湿罗音及哮鸣音，胸片示支气管炎和

右肺门影增大，以重症肺炎并中毒性心肌炎收治入

院。外院痰标本曾培养出铜绿假单胞菌。入院后连

续３ｄ进行痰培养，第一天和第二天结果均为阴性，
第三天培养出肺炎克雷伯菌（编号为 ＣＳ３０９）；血培
养无细菌生长。入院后经验性选择头孢哌酮／舒巴
坦抗感染，配合对症、支持治疗，病情逐步好转，于入

院后第十天痊愈出院。药敏质控菌株：大肠埃希菌

ＡＴＣＣ２５９２２和铜绿假单胞菌ＡＴＣＣ２７８５３购自卫生部

临床检验中心。改良 Ｈｏｄｇｅ试验阳性质控菌株
ＡＴＣＣＢＡＡ１７０５，阴性质控菌株ＡＴＣＣＢＡＡ１７０６由
北京大学临床药理研究所李耘教授惠赠。接合受体

菌Ｅ．ｃｏｌｉＪ５３由上海华山医院抗生素研究所胡付品
博士惠赠。

１．１．２　仪器与试剂　　主要仪器：ＶＩＴＥＫ２ｃｏｍ
ｐａｃｔ全自动微生物分析系统（法国梅里埃生物公司）；
ＡＢＩ２７２０ＰＣＲ扩增仪（美国ＡＢＩ公司）；ＩｎＧｅｎｉｕｓ凝胶
成像分析系统（英国Ｓｙｎｇｅｎｅ公司）；ＤＹＹ７型电泳仪
（北京市六一仪器厂）；恒温培养箱（上海永兴医化器

械制造厂）；恒温震荡培养箱（上海比朗仪器有限公

司）；－８０℃超低温冰箱（中国海尔集团）；高速冷冻
离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）。主要试剂：２×ＴａｑＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ、凝胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒购自ＯＭＥＧＡ
公司；ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（Ｄ２０００）购自天根生化科技有限公
司；所有引物均由上海生工合成；美罗培南粉剂（化学

对照品，８７．２％）购自中国药品生物制品检定所；
Ｖｉｔｅｋ２ＧＮ鉴定卡和药敏卡购自法国生物梅里埃公
司；所有药敏纸片购自英国Ｏｘｏｉｄ公司。
１．２　方法
１．２．１　改良Ｈｏｄｇｅ试验筛查碳青霉烯酶　　将０．５
麦氏浊度大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２以１∶１０稀释后均
匀涂布于水解酪蛋白胨（ＭＨ）平板，在平板中间贴厄
他培南纸片（１０μｇ／片），并用接种针挑取待测菌进行
划线接种。３５℃培养过夜，若待测菌划线与抑菌圈边
缘交叉部分有矢状生长则为阳性。分别以 ＡＴＣＣ
ＢＡＡ１７０５和ＡＴＣＣＢＡＡ１７０６作为阳性和阴性对照。
１．２．２　双纸片协同试验及双纸片增效试验检测金属
β内酰胺酶　　将０．５麦氏浊度待测菌液均匀涂布于
ＭＨ平板，于平板中央贴亚胺培南纸片（１０μｇ／片）、左
右两侧分别贴组合纸片即亚胺培南纸片（１０μｇ）＋
ＥＤＴＡ（０．５ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ４μＬ）及 ＥＤＴＡ纸片（０．５
ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ４μＬ），纸片相距１．０～２．５ｃｍ，３５℃培养
过夜。结果判断：若组合纸片比亚胺培南纸片的抑菌

圈直径增大≥６ｍｍ（双纸片增效）或靠近ＥＤＴＡ一侧
的亚胺培南纸片产生的抑菌圈出现匙孔或明显扩大

（双纸片协同试验）则为阳性。

１．２．３　ＰＣＲ扩增初筛ＮＤＭ１基因　　采用煮沸法
提取细菌总 ＤＮＡ。根据文献合成两对引物［８］，序列

详见表１。ＰＣＲ反应体系为２５μＬ，包括２×ＴａｑＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ、上下游引物各１μＬ、ＤＮＡ模板
２μＬ，无菌双蒸水８．５μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变
性２ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５７℃退火１ｍｉｎ，７２℃ 延伸
１ｍｉｎ，共３０个循环；最后７２℃再延伸５ｍｉｎ。扩增产
物经１．５％琼脂糖凝胶电泳（１００Ｖ）４０ｍｉｎ后，用凝
·７１６·
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胶成像系统观察结果并拍照。ＰＣＲ产物测序由北京
六合华大基因有限公司完成。测序结果在ＧｅｎＢａｎｋ进
行同源查询工具（ＢａｓｉｃＬｏｃａｌＡｌｉｇｎｍｅｎｔＳｅａｒｃｈＴｏｏｌ，
ＢＬＡＳＴ）分析，基因序列登陆ＧｅｎＢａｎｋ进行注册。

表１　ＰＣＲ扩增ＮＤＭ１基因引物序列

引物名称 引物序列（５′→３′） 退火温度（℃） 产物大小（ｂｐ）

ＮＤＭ１（１）
ＧＧＣＧＧＡＡＴＧＧＣＴＣＡＴＣＡＣＧＡ
ＣＧＣＡＡＣＡＣＡＧＣＣＴＧＡＣＴＴＴＣ

５７ ２８７

ＮＤＭ１（２）
ＧＡＡＴＧＴＣＴＧＧＣＡＧＣＡＣＡＣＴＴ
ＴＴＧＧＣＣＴＴＧＣＴＧＴＣＣＴＴＧＡＴ

５７ ４８０

１．２．４　ＰＣＲ扩增ＮＤＭ１全长基因及测序确证　　
根据ＧｅｎＢａｎｋ中ＮＤＭ１基因（序列号为ＦＮ３９６８７６．１）
和参考文献［９］合成基因全长引物，上下游引物的５′端
分别引入ＥｃｏＲⅠ和ＸｈｏⅠ酶切位点（下划线标示），前
面３个碱基为保护碱基。ＰＣＲ反应体系和条件同上。

上下游引物分别为：Ｆ：５′ＣＧＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＡＡＴ
ＴＧＣＣＣＡＡＴＡＴＴＡＴＧＣ３′，Ｒ：５′ＡＡＡＣＴＣＧＡＧＴＣＡＧＣＧ
ＣＡＧＣＴＴＧＴＣＧＧＣＣＡＴ３′。ＰＣＲ产物送北京六合华大
基因有限公司进行双向测序，并对测序结果进行

ＢＬＡＳＴ分析。
１．２．５　质粒接合试验　　参照文献并作改良［３］。

以产ＮＤＭ１肺炎克雷伯菌为供体菌，耐叠氮钠的
Ｅ．ｃｏｌｉＪ５３为受体菌。各取０．５ｍＬ过夜培养的供体
菌和受体菌分别加入４．５ｍＬＬＢ肉汤，其中受体菌
放入３７℃恒温摇床，１８０ｒｐｍ培养４ｈ，而供体菌则
放入３５℃培养箱静置４ｈ。然后各取０．５ｍＬ供体
菌和受体菌混匀后加入４ｍＬＬＢ肉汤，３５℃静置过
夜后涂布于含１００μｇ／ｍＬ叠氮钠和０．２５μｇ／ｍＬ美
罗培南的麦康凯培养基进行筛选。再对疑似接合成

功的菌落进行鉴定、药敏试验以及 ＮＤＭ１基因检
测，判断接合试验是否成功。细菌鉴定及药敏试验

采用法国梅里埃全自动微生物分析系统 ＶＩＴＥＫ２
ｃｏｍｐａｃｔ及ＡＰＩ２０Ｅ完成。

２　结果

２．１　改良Ｈｏｄｇｅ试验筛查碳青霉烯酶
肺炎克雷伯菌ＣＳ３０９在厄他培南抑菌环内出现

矢状生长，表明该菌碳青霉烯酶阳性。见图１。
２．２　双纸片协同试验及双纸片增效试验检测金属
β内酰胺酶

含ＥＤＴＡ的亚胺培南纸片抑菌环直径比亚胺培
南纸片的抑菌环直径增大超过６ｍｍ，而靠近 ＥＤＴＡ
一侧的亚胺培南纸片产生“匙孔”现象，表明双纸片

增效及双纸片协同试验均为阳性，即该菌株产生金

属β内酰胺酶。见图２。

　　图１　改良Ｈｏｄｇｅ试验结果图　１：阳性对照：ＡＴＣＣＢＡＡ
１７０５；２：阴性对照：ＡＴＣＣＢＡＡ１７０６；３：临床菌株：阴性结果；４：肺炎

克雷伯菌ＣＳ３０９：阳性结果。１和４号菌株在厄他培南抑菌环内出现

矢状生长现象，表明产生碳青霉烯酶（阳性）。２和３号菌株无此现

象，表明不产生碳青霉烯酶（阴性）。

　　图２　双纸片协同及双纸片增效试验结果图　含 ＥＤＴＡ
的亚胺培南纸片（左）抑菌环直径比亚胺培南纸片（中）的抑菌环直

径增大超过６ｍｍ；靠近 ＥＤＴＡ纸片（右）一侧的亚胺培南纸片产生

“匙孔”现象（箭头所示），表明该菌株产生金属β内酰胺酶。

２．３　ＰＣＲ扩增初筛ＮＤＭ１基因结果
为确保不漏检，提高准确性，分别采用２对特异

引物进行扩增来筛查 ＮＤＭ１基因。电泳结果显示
位于４８０ｂｐ和２８７ｂｐ处可见明显条带，与预期相
符，结果见图３。将２对特异性引物 ＰＣＲ产物的测
序结果进行ＢＬＡＳＴ分析，证实２个不同片段大小的
产物均为 ＮＤＭ１基因，与 ＧｅｎＢａｎｋ中 ＮＤＭ１序列
ＦＮ３９６８７６．１的同源性为１００％。由于２个基因片段
之间有反向互补处，将二者拼接后的５８８个ｂｐ序列
提交ＧｅｎＢａｎｋ，注册成功，登录号为ＪＱ７５７００３。
２．４　ＰＣＲ扩增ＮＤＭ１全长基因及测序确证结果

以肺炎克雷伯菌 ＣＳ３０９总 ＤＮＡ为模板，扩增
ＮＤＭ１全长基因。产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳，
可见一条约８００ｂｐ的条带，与预期的８１３ｂｐ相符，
结果见图 ４。测序结果进行 ＢＬＡＳＴ分析显示，与
ＧｅｎＢａｎｋ中序列号为ＦＮ３９６８７６．１的ＮＤＭ１基因同
源性为１００％，测序结果见图５。
·８１６·
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　　图３　ＰＣＲ扩增 ＮＤＭ１基因产物电泳图　Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ
（Ｄ２０００）；１：ＮＤＭ１（２８７ｂｐ）；２：ＮＤＭ１（４８０ｂｐ）。

　　图４　ＰＣＲ扩增 ＮＤＭ１全长基因产物电泳图　
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ（Ｄ２０００）；１：肺炎克雷伯菌ＣＳ３０９。

２．５　接合试验结果
含１００μｇ／ｍＬ叠氮钠和０．２５μｇ／ｍＬ美罗培南

的麦康凯培养基上过夜培养后有中等大小红色菌落

生长。该红色菌落经法国梅里埃 ＡＰＩ２０Ｅ及
ＶＩＴＥＫ２ｃｏｍｐａｃｔ鉴定为大肠埃希菌，且与受体菌生
化反应一致。采用煮沸法提取该接合子总 ＤＮＡ，
ＰＣＲ扩增ＮＤＭ１全长，得到与供体菌目的基因大小
一致的片段，产物经测序证实为ＮＤＭ１基因。药敏
结果显示，接合子对所有β内酰胺类药物的ＭＩＣ值
较受体菌Ｅ．ｃｏｌｉＪ５３均有很大提高，其中对厄他培
南和亚胺培南ＭＩＣ均提高了８倍以上。供体菌、受
体菌及接合子的药敏结果见表２。

　　图５　ＰＣＲ扩增ＮＤＭ１全长基因产物测序图（上游引物）　以上下游引物作为测序引物进行测序，结果与 ＧｅｎＢａｎｋ中
ＮＤＭ１序列ＦＮ３９６８７６．１的ＮＤＭ１基因同源性为１００％。

表２　供体菌ＣＳ３０９、受体菌Ｅ．ｃｏｌｉＪ５３和接合子Ｅ．ｃｏｌｉＪ５３（ＮＤＭ１）药敏结果　

抗菌药物
ＭＩＣ（μｇ／ｍＬ）

Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅＣＳ３０９ Ｅ．ｃｏｌｉＪ５３ Ｅ．ｃｏｌｉＪ５３（ＮＤＭ１）
阿米卡星 ≤２ ≤２ ≤２
氨苄西林 ≥３２ 　８ ≥３２
氨苄西林／舒巴坦 ≥３２ 　４ ≥３２
氨曲南 ≥６４ ≤１ 　１６
头孢唑啉 ≥６４ ≤４ ≥６４
头孢吡肟 ≥６４ ≤１ 　８
头孢替坦 ≥６４ ≤４ 　３２
头孢他啶 ≥６４ ≤１ ≥６４
头孢曲松 ≥６４ ≤１ ≥６４
环丙沙星 ≥４ ≤０．２５ ≤０．２５
厄他培南 ≥８ ≤０．５ 　４
庆大霉素 ≥１６ ≤１ ≤１
亚胺培南 ≥１６ ≤１ 　８
左旋氧氟沙星 　４ ≤０．２５ ≤０．２５
呋喃妥因 １２８ ≤１６ ≤１６
哌拉西林／他唑巴坦 ≥１２８ ≤４ 　６４
妥布霉素 　８ ≤１ ≤１
复方新诺明 ≥３２０ ≤２０ ≤２０

·９１６·
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３　讨论

碳青霉烯酶是一类能水解碳青霉烯类抗生素的

β内酰胺酶，包括 Ａｍｂｌｅｒ分子分类中的 Ａ类、Ｂ类
（金属β内酰胺酶）、Ｃ类及 Ｄ类。ＮＤＭ１是一种
新发现的金属β内酰胺酶，该酶不仅具有其他金属
β内酰胺酶的相同特性，即能水解几乎所有 β内酰
胺酶药物（氨曲南除外），同时，携带 ＮＤＭ１基因的
菌株常对喹诺酮类、氨基糖苷类等非 β内酰胺类抗
菌药物也呈现交叉耐药，仅对替加环素和多黏菌素

敏感，因而，一些新闻媒体将其称为“无药可治”的

“超级细菌”（ｓｕｐｅｒｂｕｇ），引起了全球广泛关注。
国外报道，ＮＤＭ１可出现在多种革兰阴性杆菌

中，其中以肺炎克雷伯菌和大肠埃希菌为主［３４，１０］。

易感人群主要包括免疫力低下患者（如器官移植，

糖尿病等）、入住重症监护室、长期使用抗菌药物、

接受介入治疗的患者等。尽管目前报道中有不少患

者为新生儿或儿童，但感染率是否与年龄有关仍不

十分清楚。２０１０年１０月２６日，中国疾病预防控制
中心通报，在既往收集保存的菌株中，发现了３株产
ＮＤＭ１型碳青霉烯酶菌株，包括 ２株屎肠球菌［１１］

（来自宁夏腹泻新生儿粪便）和１株鲍曼不动杆菌
（来自福建肺癌患者痰标本）［１２］。迄今为止，已有有

限数量的文献报道中国出现了产ＮＤＭ１菌株，但主
要集中在不动杆菌属，而肠杆菌科细菌仅见１株产
酸克雷伯菌［１３］和１株臭鼻克雷伯菌［１４］，未见肺炎

克雷伯菌的报道。尽管产酸克雷伯菌、臭鼻克雷伯

菌和肺炎克雷伯菌均属于肠杆菌科克雷伯菌属，但

三者为不同菌种，且肺炎克雷伯菌是引起医院感染

最常见的病原菌之一，而产酸克雷伯菌的临床分离

率不到肺炎肺炎克雷伯菌的十分之一，臭鼻克雷伯

菌则十分少见［１５１６］。本研究中分离的肺炎克雷伯

菌药敏结果显示仅对阿米卡星敏感、左旋氧氟沙星

和妥布霉素中介，对包括碳青霉烯类在内的所有 β
内酰胺类抗生素呈高水平耐药。改良Ｈｏｄｇｅ试验证
实该菌产生碳青霉烯酶，而双纸片协同试验及双纸

片增效试验均为阳性，表明该菌产生金属 β内酰胺
酶。以３对ＮＤＭ１基因的特异引物进行 ＰＣＲ扩增
均出现特异条带，测序结果表明与国外报道的肺炎

克雷伯菌所携带的ＮＤＭ１基因序列完全一致，说明
我国大陆地区已出现了和国际上一致的产 ＮＤＭ１
肺炎克雷伯菌。

产ＮＤＭ１细菌的出现之所以备受关注，不仅仅
是因为其严重的耐药性本身，而更重要在于该类菌株

可在地区间克隆传播以及ＮＤＭ１基因可以在细菌之
间水平传播。欧洲疾病预防控制中心的统计数据显

示２００８～２０１０年所检出的７７株ＮＤＭ１阳性菌株中，
３３例患者有印度次大陆旅游史或接受医疗服务的经
历［１７］。Ｋｕｍａｒａｓａｍｙ等［４］研究表明，在２９例 ＮＤＭ１
阳性的英国患者中至少１７例在过去１年内到过印度
或巴基斯坦，其中１４例曾在当地接受了医疗服务。
本研究中患儿来自湖南农村，家庭成员也未有去印度

次大陆旅游或接触史，说明该基因可能来源于国内，

具体来源还有待进一步研究。

最早发现的产ＮＤＭ１细菌为肺炎克雷伯菌，但
随后在该患者粪便中分离到产 ＮＤＭ１的大肠埃希
菌。因而，推测 ＮＤＭ１基因位于质粒上，该基因通
过质粒介导的方式传递到了大肠埃希菌中［３］。本

研究中质粒接合转移实验显示，受体菌成功获得了

供体菌的 ＮＤＭ１基因，证实该菌株携带的 ＮＤＭ１
基因确实存在于质粒上。比较受体菌转化前后的药

敏结果发现，接合子［即获得了供体菌 ＮＤＭ１基因
的大肠埃希菌 Ｅ．ｃｏｌｉＪ５３（ＮＤＭ１）］对所有 β内酰
胺类药物的ＭＩＣ值较受体菌Ｅ．ｃｏｌｉＪ５３均有很大提
高，其中对厄他培南和亚胺培南 ＭＩＣ均提高了８倍
以上，头孢他啶及头孢曲松 ＭＩＣ则提高了６４倍以
上，但对阿米卡星、妥布霉素、庆大霉素、环丙沙星、

左旋氧氟沙星、呋喃妥因以及复方新诺明等其他类

抗菌药物ＭＩＣ无明显改变，说明该 ＮＤＭ１对 β内
酰胺类药物具有很强的水解活性而对其他抗菌药物

没有作用。值得注意的是携带 ＮＤＭ１基因的供体
菌（肺炎克雷伯菌ＣＳ３０９）对多种抗菌药物的耐药水
平明显高于接合子，因此仅仅用ＮＤＭ１还不能完全
解释这一现象，推测可能该株菌还存在其他耐药机

制，与文献报道的产ＮＤＭ１菌株可同时携带多种耐
药基因，如ＣＴＸＭ１５、ＴＥＭ１、ＣＹＭ１６等一致［１８２０］。

由于产 ＮＤＭ１细菌常常携带其他多种耐药基
因而造成多重耐药，一旦造成感染，治疗极为困难。

目前，没有非常明确的治疗方案。Ｌｉｖｅｒｍｏｒｅ等［２１］提

出联合氨曲南和ＮＸＬ１０４新型β内酰胺酶抑制剂来
对抗产碳青霉烯酶泛耐药肠杆菌科细菌，然而对于

产 ＮＤＭ１大肠埃希菌效果并不佳。ＤｏｃｏｂｏＰｅｒｅｚ
等［２２］通过小鼠肺炎模型对多粘菌素和替加环素疗效

进行了评估，并且推测粘菌素并不适于治疗产ＮＤＭ１
肺炎克雷伯菌感染的治疗，而大剂量替加环素对治疗

产ＮＤＭ１大肠埃希菌及肺炎克雷伯菌所引发的肺炎
有效。本例研究中，患儿经过头孢哌酮／舒巴坦以及
对症支持治疗治愈出院，似乎与该菌的耐药特征不相

符。推测该菌分离自痰液标本，可能为定植而不是导

·０２６·
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致其感染的真正病原体有关，这与我国最先出现的携

带ＮＤＭ１屎肠球菌病例一致［１１］。

本研究首次证实中国大陆出现了产 ＮＤＭ１肺
炎克雷伯菌，应引起临床和感染控制部门的高度警

惕。一旦该基因广泛传播和扩散，必将造成十分严

重的后果。因此，加强产 ＮＤＭ１菌株的监测，预防
和控制其流行已势在必行。
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