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摘 要 目的：为临床控制耐亚胺培南铜绿假单胞菌感染提供参考依据。方法：选择2013年2月－2014年2月舟山地区3家三级

医院感染耐亚胺培南铜绿假单胞菌的患者114例，从其临床标本中分离出铜绿假单胞菌共计114株，分析菌株耐药特征及产碳青

霉烯酶基因多样性；感染危险因素分析以同期住院的对亚胺培南敏感的铜绿假单胞菌感染的101例患者作为对照组，通过单因素

及Logistic多因素回归分析，探讨耐亚胺培南铜绿假单胞菌感染的危险因素。结果：114株铜绿假单胞菌均对多黏菌素B敏感，对

其他9种抗菌药物均有不同程度耐药；其产碳青霉烯酶基因携带情况以 IMP、VIM基因为主。长时间住院、机械通气、之前使用过

亚胺培南及早期联合应用抗菌药物是耐亚胺培南铜绿假单胞菌感染危险因素。结论：舟山地区耐亚胺培南铜绿假单胞菌耐药现

象较为严重，避免长时间住院、早期联合应用抗菌药物等可降低耐亚胺培南铜绿假单胞菌感染率。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To provide reference for imipenem-resistant Pseudomonas aeruginosa infection control. METHODS：

114 patients infected with imipenem-resistant P. aeruginosa were selected from 3 tertiary hospitals in Zhoushan during Feb. 2013 to

Feb. 2014. 114 strains of P. aeruginosa were isolated from clinical specimens，and drug resistance characteristics and carbapene-

mase-producing gene diversity were analyzed. 101 inpatients with imipenem-resistant P. aeruginosa infection were included in con-

trol group；univariate and multivariate Logistic regression analysis were adopted to explore the risk factors of imipenem-resistant P.

aeruginosa infection. RESULTS：114 strains were sensitive to polymyxin B，and had different levels of resistance to other 9 kinds

of antibiotics. Carbapenemase-producing gene were mainly IMP and VIM type gene. Long-term hospitalization，mechanical ventila-

tion，used imipenem and early combined use of antibiotics were risk factors of imipenem-resistant P. aeruginosa infection. CON-

CLUSIONS：In Zhoushan area，imipenem-resistant P. aeruginosa shows serious drug resistance. To avoid long-term hospitalization

and early combined use of antibiotics can reduce imipenem-resistant P. aeruginosa infection.
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铜绿假单胞菌又称绿脓杆菌，是一种能够引起人和动物

感染的条件致病菌，属于革兰阴性杆菌，其分布较为广泛，自

然界及健康人群的呼吸道、肠道及皮肤均有分布[1]。以亚胺培

南为代表的碳青霉烯类被认为是目前临床治疗革兰阴性杆菌

最有效的抗菌药物。近年来，随着抗菌药物的广泛及不合理

使用，铜绿假单胞菌的耐药现象越来越严重，目前已分离到多

重耐药菌株，例如亚胺培南耐药的多重耐药菌株，这给临床治

疗带来了巨大挑战[2-3]。对亚胺培南产生耐药性，不仅会延长

患者的住院时间、增加住院治疗费用，而且还会提高患者的病

死率，给患者生命安全造成威胁。因此，及时了解耐亚胺培南

铜绿假单胞菌的耐药特征及感染危险因素，对临床预防及治

疗耐亚胺培南铜绿假单胞菌感染具有重要的意义。本研究通

过对舟山地区 3家医院分离的耐亚胺培南铜绿假单胞菌的耐

药特征及感染危险因素进行分析，旨在了解本地区耐亚胺培

南铜绿假单胞菌的多药耐药现状、产碳青霉烯酶基因多样性

及感染危险因素。

1 资料与方法
1.1 资料来源

选择 2013年 2月－2014年 2月舟山地区 3家三级医院感

染耐亚胺培南铜绿假单胞菌的患者114例，从其临床标本中分

离出耐亚胺培南铜绿假单胞菌共计114株（排除同一患者同一

部位重复分离的菌株）；铜绿假单胞菌ATCC 27853作为质控

菌株；感染危险因素分析以同期对亚胺培南敏感的铜绿假单

胞菌感染者101例作为对照组。

1.2 方法

1.2.1 药敏试验 采用K-B法[4]对临床常用的 10种抗菌药物

进行药敏试验，包括头孢哌酮、头孢他啶、头孢吡肟、左氧氟沙

星、环丙沙星、阿米卡星、多黏菌素B、美罗培南、哌拉西林、米

诺环素等。

1.2.2 耐药基因检测 （1）制备细菌DNA模板：将114株耐亚

胺培南铜绿假单胞菌菌株分别接种在 M-H 平板上，并置于

37 ℃恒温孵箱中孵育过夜，然后挑选单克隆菌落置于盛有10

ml 营养肉汤（成分：蛋白胨、牛肉膏、氯化钠）培养液的 EP 管

中，将EP管置于37 ℃恒温摇床过夜，增菌后取3 ml培养菌液

离心处理，弃上清液，加入 200 μl无菌水、0.2 ml的 2 mg/ml蛋

白酶K，振荡，重悬细菌后将其置于60 ℃水浴箱中预热5 min，

再转入 95 ℃水浴箱中水浴 10 min 后离心处理，取上清液

（DNA提取液）密封后置于－20 ℃保存，备用。（2）PCR扩增体

系、反应条件及检测：总反应体系为20 μl，包括2 μl DNA模板

及上下游引物各 1 μl，10 μl 2×10 Taq PCR Master Mix，使用灭

菌双蒸水补足至 20 μl。其反应条件为：93 ℃预变性 2 min，

94 ℃变性 1 min，55 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 70 s，35个循环

后，72 ℃延伸 5 min 终止反应，PCR 产物置于 4 ℃冰箱保存。

扩增产物以 1.5％琼脂凝胶，120 V电压电泳 25 min后（ATCC

27853为阴性对照），使用凝胶成像仪观察结果。（3）基因测序

与对比：使用试剂盒进行纯化胶回收并送BIOMED生物科技

有限公司进行测序，将核苷酸序列与GenBank上的基因序列

进行对比。

1.2.3 感染危险因素研究 收集两组患者病历资料，调查耐

亚胺培南铜绿假单胞菌感染可能相关因素，包括患者年龄、性

别、是否入住重症监护病房（ICU）及住院时间等一般资料，治

疗期间患者是否接受留置导管、内窥镜及机械通气等侵袭性

操作，之前 2周抗菌药物使用情况，通过对调查结果统计、分

析，探讨耐亚胺培南铜绿假单胞菌感染的危险因素。

1.3 统计学方法

采用SPSS 21.0软件对数据进行统计分析处理，计量资料

均采用x±s表示，均数间比较采用 t检验；计数资料采用％表

示，采用χ2检验进行比较。P＜0.05表示差异有统计学意义。

将单因素分析中有显著性差异的因素进行Logistic多因素回

归分析。

2 结果
2.1 对抗菌药物的耐药情况

114株耐亚胺培南铜绿假单胞菌对抗菌药物的耐药情况

见表 1。由表 1可见，114株耐亚胺培南铜绿假单胞菌菌株均

对多黏菌素B敏感，对其他9种抗菌药物均有不同程度耐药。

表1 114株耐亚胺培南铜绿假单胞菌对抗菌药物的耐药情况

Tab 1 Drug resistance of 114 strains of imipenem-resis-

tant P. aeruginosa to antibiotics

抗菌药物
头孢哌酮
头孢他啶
头孢吡肟
左氧氟沙星
环丙沙星
阿米卡星
多黏菌素B

美罗培南
哌拉西林
米诺环素

耐药菌株数
87

61

76

37

41

52

0

55

43

65

耐药率，％
76.32

53.51

66.67

32.46

35.96

45.61

0.

48.25

37.72

57.02

2.2 产碳青霉烯酶基因多样性检测结果

114株耐亚胺培南铜绿假单胞菌菌株携带产碳青霉烯酶基

因以 IMP、VIM基因为主，其携带基因多样性检测结果见表2。

表2 114株耐亚胺培南铜绿假单胞菌产碳青霉烯酶基因多样

性检测结果

Tab 2 Gene diversity of drug resistance gene of 114 strai-

ns of imipenem-resistant P. aeruginosa

基因名称
IMP

VIM

SPM

SIM

NDM-1

GIM

OXA

菌株数
23

71

5

3

0

0

0

检出率，％
20.18

62.28

4.39

2.63

0.

0.

0.

2.3 单因素分析结果

经单因素分析，结果显示：高龄、入住 ICU、住院时间≥4

周、机械通气、之前使用过亚胺培南以及联用抗菌药物是感染

耐亚胺培南铜绿假单胞菌的相关因素，具体见表3。

2.4 Logistic多因素回归分析结果

选择单因素分析结果中6个差异具有统计学意义的变量，

采用Logistic多因素回归分析，结果显示：住院时间≥4周、机

械通气、之前使用过亚胺培南及早期联用抗菌药物是感染耐

亚胺培南铜绿假单胞菌的危险因素，具体见表4。
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表 3 耐亚胺培南铜绿假单胞菌感染危险因素单因素分析

（例，x±±s）

Tab 3 Univariate analysis of risk factor of imipenem-resis-

tant P. aeruginosa infection（case，x±±s）

危险因素
性别（男/女）

年龄，岁
入住 ICU

住院时间≥4周
留置导管
机械通气
之前使用过亚胺培南
之前使用过头孢吡肟
之前使用过氟喹诺酮类
联用抗菌药物（＞3 d）

使用免疫抑制剂

病例组（n＝114）

69/45

68.24±6.47

57

64

51

30

103

15

11

77

16

对照组（n＝101）

63/38

53.45±6.21

30

29

47

15

51

19

15

49

14

P

＞0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

＞0.05

＜0.05

＜0.05

＞0.05

＞0.05

＜0.05

＞0.05

表4 耐亚胺培南铜绿假单胞菌感染危险因素Logistic多因素

回归分析

Tab 4 Multivariate Logistic regression analysis of risk fac-

tor of imipenem-resistant P. aeruginosa infection

危险因素
年龄≥60岁
入住 ICU

住院时间≥4周
机械通气
之前使用过亚胺培南
联用抗菌药物

b

0.709

0.759

2.068

3.768

4.013

0.718

S.E

0.927

0.926

0.888

0.834

0.769

1.327

Wald

1.257

1.163

4.902

5.725

6.557

1.204

P

＞0.05

＞0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

OR

0.176

4.352

18.753

27.358

31.393

2.658

OR的95％CI

0.004～5.298

0.542～76.769

1.436～139.638

2.957～267.737

2.654～154.329

0.275～86.338

3 讨论
铜绿假单胞菌是住院患者感染检出率最高的革兰阴性菌

之一，一旦发生感染则患者住院时间将大大延长，此外还会增

加患者的经济负担。临床上用于治疗铜绿假单胞菌感染的抗

菌药物有β-内酰胺类及氨基糖苷类等，其中β-内酰胺类中的碳

青霉烯类是抗菌活性最强、抗菌谱最广的抗菌药物，亚胺培南

是碳青霉烯类抗菌药物的代表药物，与第三代头孢菌素无交

叉耐药性，且对β-内酰胺酶稳定，被认为是临床上治疗耐药铜

绿假单胞菌感染的重要抗菌药物之一[5-6]。但由于近年来对亚

胺培南的广泛使用，造成越来越多的铜绿假单胞菌对亚胺培

南产生耐药。文献表明，造成铜绿假单胞菌对亚胺培南耐药

的主要原因为膜孔蛋白oprD2缺失或表达减低、抗菌药物灭活

酶水解[7-8]。本研究结果显示，所有铜绿假单胞菌菌株均对多

黏菌素B敏感，对大多数抗菌药物存在不同程度的耐药。

碳青霉烯酶是一类能够水解碳青霉烯类抗菌药物的β-内

酰胺酶，其种类繁多，包括A、B、C三类，具有重要临床意义的

产碳青霉烯酶基因型包括：IMP、VIM、OXA、KCP、NDM-1[9]，

其中铜绿假单胞菌以 IMP、VIM 基因型居多。本研究中 IMP

的阳性检出率为 20.18％，VIM的阳性检出率为 62.28％，与文

献报道相似[10]；另有文献报道OXA基因型在铜绿假单胞菌曾

被检出[11]，但本研究中未发现OXA基因型。

经本研究调查分析发现，长时间住院、机械通气、在分离

出耐亚胺培南铜绿假单胞菌前使用过亚胺培南及早期联用抗

菌药物是耐亚胺培南铜绿假单胞菌感染的危险因素，因此在

治疗存在上述危险因素的患者时，应注意预防院内感染耐亚

胺培南铜绿假单胞菌。

综上所述，舟山地区耐亚胺培南铜绿假单胞菌耐药现象

较为严重，产碳青霉烯酶基因以 IMP、VIM为主，避免长时间

住院和早期联合使用抗菌药物等可降低耐亚胺培南铜绿假单

胞菌感染率。
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