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[摘　要]	 目的：探讨耐碳青霉烯类高毒力肺炎克雷伯菌(carbapenem-resistant hyper virulent  K . pneumoniae，

CR-hvKP)感染的临床危险因素和分子流行病学特点，为CR-hvKP菌株的临床预防和治疗提供理

论指导。方法：收集徐州医科大学附属医院2017年1月1日至2019年5月31日临床首次分离的CR-

hvKP菌株，统计相关临床信息，通过质谱进行菌种鉴定，采用VITEK2 Compact全自动细菌分析

仪进行药物敏感试验，多位点序列分析(MLST)进行同源分型，PCR法检测常见的碳青霉烯耐药

基因(KPC、SME、GES、VIM、IMP、OXA-48)、血清荚膜基因(K1、K2、K5、K20、K54)和毒力

基因(rmpA、magA、aerobactin、Iron)。结果：共收集26株耐碳青霉烯高毒力肺炎克雷伯菌，患

者多患有基础疾病(高血压、糖尿病等慢性疾病)，近期接受过有创性操作或治疗，使用过多种高

等级抗菌药物。拉丝实验均为阳性，MLST分型以ST11(73.1%)为主，碳青霉烯基因以KPC-2为主

(96.2%)，血清荚膜分型以K1和K2为主，主要携带rmpA和aerobactin毒力基因。结论：CR-hvKP同时

具有高毒力肺炎克雷伯菌(hypervirulent Klebsiella pneumoniae，hvKP)和耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌

(carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae，CRKP)高耐药性、高侵袭性和高传播性的特点，这种

细菌感染病情较重，治疗困难，极易造成医院内感染，应及早预防，合理使用抗生素，遵守无菌

原则，及时隔离患者，以阻断CR-hvKP在医院内的暴发流行。
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Abstract Objective: To investigate the clinical risk factors and molecular epidemiological characteristics of carbapenem-

resistant hypervirulent K. pneumoniae (CR-hvKP) infection, providing theoretical guidance for clinical prevention 
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肺炎克雷伯菌是临床上一种常见的革兰氏阴

性杆菌，所引起的社区获得性和医院获得性感染

日趋增多，已引起广泛关注 [ 1 ]。自1 9 8 6年台湾最

先发现1例高毒力肺炎克雷伯杆菌( hy p e r v i r u l e n t 
K . pneumoniae，hvKP)后，全球相继报道该菌，与

传统肺炎克雷伯菌(class ica l  K .  pneumonia，cKP)
相 比 ， h v K P 具 有 更 强 的 致 病 性 ， 常 引 起 呼 吸 系

统 、 泌 尿 系 统 、 神 经 系 统 等 重 要 组 织 脏 器 的 感

染，并可播散感染，预后较差，但对常见抗菌药

物敏感 [1-2]。近年来，由于抗菌药物的不规范使用

等，全球出现耐碳青霉烯类高毒力肺炎克雷伯菌

(carbapenem-resistant hypervirulent K . pneumoniae，

C R - hv K P) 的报道 [ 3 - 4 ]， C R - hv K P 逐渐引起各方关

注 ， 该 菌 株 同 时 具 有 高 致 病 性 与 高 耐 药 性 的 特

点，对临床治疗造成巨大的挑战。目前对于 C R -
hvKP菌株的临床特点及分子流行病学的研究已取

得很大进展，对主要MLST分型、毒力基因、耐药

基因已有深入研究 [4]，但目前对hvKP毒力的分子

标志物尚不明确，仅根据毒力基因或拉丝实验阳

性来定义hvKP是不准确的，因而导致hvKP的检出

率低于实际水平，同时高毒高耐肺克的进化机制

目前仍不明确，对公共卫生和感染控制来说仍是

巨大的挑战 [5 ]。为更好地检出hvKP菌株，在依靠

实验室诊断的同时，也要结合疾病表现、诊疗经

过、基础疾病等进一步研究。因此，结合临床资

料对CR-hvKP分子流行病学特征的分析探讨，寻找

合适应对措施成为非常迫切的需要，本研究对徐

州医科大学附属医院临床分离的CR-hvKP的流行病

学特征进行研究，具体如下。

1  材料与方法

1.1  菌株来源

收集2017年1月1日至2019年5月31日徐州医科

大学附属医院临床首次分离的CR - hv K P菌株，并

搜集相关临床资料进行分析。质控菌株为肺炎克

雷伯菌ATCC700603，本研究已获得徐州医科大学

附属医院医学伦理委员会批准。

1.2  菌株鉴定与药物敏感试验

所有菌株鉴定由微生物质谱鉴定仪(德国布鲁

克)鉴定，药物敏感试验由VITEK 2 Compact全自

动细菌分析仪(法国梅里埃)完成，药敏结果参照

2017版CLSI[6]，亚胺培南或美罗培南最小抑菌浓度

(minimal inhibitory concentration，MIC)≥4 μg/mL
为碳青霉烯类耐药。

1.3  拉丝试验

用 无 菌 接 种 环 轻 挑 分 纯 后 培 养 1 6 ~ 1 8  h 后 的

新 鲜 菌 落 ( 菌 株 鉴 定 和 药 敏 微 生 物 标 本 自 动 接 种

培 养 仪 购 于 武 汉 D I A S E 公 司 ) ， 有 黏 液 丝 形 成 且

长度≥5 mm，重复上述方法，若仍可形成长度≥ 

5 mm黏液丝，结果为阳性，则该菌株为高黏液性

肺炎克雷伯菌。

and treatment of CR-hvKP strains. Methods: The CR-hvKP strain was firstly isolated from the Affiliated Hospital 

of Xuzhou Medical University from January 1, 2017 to May 31, 2019. The relevant clinical information was 

collected, and the strain identification was performed by mass spectrometry. VITEK2 Compact automatic bacteria 

analyzer was used for drug sensitivity test, multi-site sequence analysis (MLST) for homologous typing, and PCR 

for common carbapenem resistance genes (KPC, SME, GES, VIM, IMP, OXA-48), serum capsular gene (K1, K2, 

K5, K20, K54) and virulence genes (rmpA, magA, aerobactin, Iron) detection. Results: A total of 26 carbapenem-

resistant and highly toxic K. pneumoniae were collected. Most of the patients suffered from underlying diseases 

(hypertension, diabetes and other chronic diseases). They have recently undergone invasive procedures or 

treatments and used high-grade antibacterial drugs. The wire drawing experiments were all positive; the MLST 

classification was mainly ST11 (73.1%); carbapenem gene was mainly KPC-2 (96.2%); serum capsule type was 

mainly K1 and K2, mostly carrying rmpA, aerobactin virulence gene. Conclusion: CR-hvKP has the characteristics 

of both hvKP and CRKP: high drug resistance, high invasiveness and high transmission. This bacterial infection 

is serious, difficult to treat, and easily causes nosocomial infection. Preventive measures should be taken early, 

like rational use of antibiotics, adherence to the principle of sterility, and timely isolation of patients to block the 

outbreak of CR-hvKP in hospitals.

Keywords K. pneumoniae; hyper virulence; carbapenem
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1.4  MLST 分型

使用煮沸法提取 D N A [ D N A 提取试剂盒购于

天根生化科技 (北京 )有限公司 ]，按照文献 [ 7 ] 合

成管家基因引物，使用聚合链式反应方法扩增，

产物送上海生物工程公司测序，并将序列与美国

DNAStar公司的分析软件进行比对分析。

1.5  耐药基因检测

使用上述方法提取菌株DNA，进行常见的碳青

霉烯酶基因检测，引物序列和反应参数[8-10]见表1。

1.6  血清型和毒力基因检测

使用PCR 方法(PCR仪购于美国ABI公司，电泳

仪、凝胶成像仪购于北京六一仪器厂，PCR试剂及

DNA marker购于TaKaRa大连宝生物公司)。检测菌

株的血清分型(K1、K2、K5、K20、K54、K57)和

毒力基因(rmpA、aerobactin、Kfu、Alls、magA、Iron

等)，引物设计参照文献[11-13]，反应参数见表2。

1.7  统计学处理

采用WHONET 5.6软件进行数据分析。

2  结果

2.1  患者基本临床资料

共分离出非重复CR-hvKP菌株26例，分别来自

2 6位患者，患者基本资料、感染分类、感染前的

侵入性操作和抗菌药物暴露情况及感染后转归情

况见表3。

2.2  CR-hvKP 菌株耐药率

2 6 株 C R - h v K P 对 除 多 粘 菌 素 、 替 加 环 素

和 四 环 素 之 外 的 常 用 抗 菌 药 物 均 1 0 0 % 耐 药 
(表4)。

2.3  拉丝试验 
高黏表型试验结果显示：26株CR-hvKP菌株全

部呈阳性。

2.4  MLST 分型 
2 6 株 C R - h v K P 的 M L S T 分 型 为 S T 1 1 型 1 9

株 ( 7 3 . 1 % ) ， S T 3 7 型 3 株 ( 1 1 . 5 % ) ， S T 3 3 7 型 3 株

(11.5%)，ST218型1株(3.8%)。

表1 耐药基因引物序列及反应参数

Table1 Primer sequences and reaction parameters of drug resistance genes

耐药基因 引物序列 片段长度/bp 退火温度/℃

KPC F：ATGTCACTGTATCGCCGTC 882 59

R：TTACTGCCCGTTGACGCC

SME F：AACGGCTTCATTTTTGTTTAG 830 58

R：GCTTCCGCAATAGTTTTATCA

GES F：ATGCGCTTCATTCACGCAC 846 62

R：CTATTTGTCCGTGCTCAGG

VIM F：GCMCTTCTCGCGGAGATTGA 257 59

R：TGCGCAGCACCRGGATAGA

IMP F：CTACCGCAGCAGAGTCTTTG 587 55

R：AACCAGTTTTGCCTTACCAT

NDM F：GAAGCTGAGCACCGCATTAG 982 58

R：GGGCCGTATGAGTGATTGC

OXA-48 F：TTGGTGGCATCGATTATCGG 743 62

R：GAGCACTTCTTTTGTGATGGC
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表3 26位患者基本临床资料

Table 3 Basic clinical data of 26 patients

基本信息 类别 例数 构成比/%

年龄/岁 >50 18 69.2

≤50 8 30.8

性别 男 19 73.1

女 7 26.9

标本类型 痰液 16 61.5

血液 4 15.4

尿液 3 11.5

脑脊液 3 11.5

表2 荚膜血清基因和毒力基因

Table 2 Capsular sera gene and virulence gene

基因 引物序列 片段长度/bp 退火温度/℃

荚膜型

K1 F：GGTGCTCTTTACATCATTGC 1 283 51

R：GCAATGGCCATTTGCGTTAG

K2 F：GACCCGATATTCATACTTGACAGAG 641 51

R：CCTGAAGTAAAATCGTAAATAGATGGC

K5 F：TGGTAGTGATGCTCGCGA 280 51

R：CCTGAACCCACCCCAATC

K20 F：CGGTGCTACAGTGCATCATT 741 55

R：GTTATACGATGCTCAGTCGC

K54 F：CATTAGCTCAGTGGTTGGCT 881 55

R：GCTTGACAAACACCATAGCAG

K57 F：CTCAGGGCTAGAAGTGTCAT 1 037 56

R：CACTAACCCAGAAAGTCGAG

毒力基因

rmpA F：ACTGGGCTACCTCTGCTTCA 536 51

R：CTTGCATGAGCCATCTTTCA

aerobactin F：GCATAGGCGGATACGAACAT 556 58

R：CACAGGGCAATTGCTTACC

Kfu F：ATAGTAGGCGAGCACCGAGA 520 55

R：AGAACCTTCCTCGCTGAACA

Alls F：CCGAAACATTACGCACCTTT 508 55

R：ATCACGAAGAGCCAGGTCAC

magA F：GGTGCTCTTTACATCATTGC 1 282 59

R：GCAATGGCCATTTGCGTTAG

Iron F：AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG 655 63

R：GACGCCGACATTAAGACGCAG
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2.5  耐药及毒力基因检测结果 

碳青霉烯酶基因KPC-2携带率96.2%(25/26)，

N DM-1基因携带率为3.8%(1/26)，未检测到其他

碳青霉烯酶基因；血清分型K1型14株(53.8%)，K2

型12株(46.2%)，aerobactin携带率为15.4%(4/26)，

rmpA携带率为53.8%(14/26)。部分基因电泳图见

图1。

3  讨论

hvKP是一种常见的条件致病菌，常发生于患

者免疫力下降时，引起肝脓肿等全身重要组织器

官感染，并可向非感染区转移，且致病性高，但

通常对抗菌药物敏感。耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌

(carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae，CRKP)

通常表现为较低水平的致病性，但对抗菌药物表

现为多重高水平耐药。以往研究多认为肺炎克雷

伯 杆 菌 高 毒 力 与 高 耐 药 并 不 共 存 。 但 近 年 来 ，

CR-hvKP逐渐出现在各报道中，因其兼备hvKP与

CRKP的特点，具有高侵袭力、高耐药性和高传播

性的特点，引起的感染案例逐渐增多，也逐渐引

续表3

基本信息 类别 例数 构成比/%

侵袭性操作 气管插管 17 65.4

气管切开 12 46.2

中心静脉置管 16 61.5

泌尿道置管 19 73.1

抗感染用药 碳青霉烯类 7 26.9

三代头孢菌素 18 69.2

酶抑制剂 13 50.0

喹诺酮类 8 30.8

氨基糖苷类 3 11.5

转归 好转及治愈 12 46.2

死亡 14 53.8

表4 26株CR-hvKP对常见抗菌药物的耐药情况

Table 4 Drug resistance rates of 26 CR-hvKP strains to the 

commonly used antibiotics

抗菌药物 耐药株数 耐药率/%

亚胺培南 26 100

美罗培南 26 100

厄他培南 26 100

多粘菌素 0 0

替加环素 0 0

呋喃妥因 26 100

氨曲南 26 100

头孢西丁 26 100

头孢吡肟 26 100

头孢他啶 26 100

头孢噻肟 26 100

头孢曲松 26 100

头孢哌酮/舒巴坦 26 100

哌拉西林/他唑巴坦 26 100

阿米卡星 26 100

环丙沙星 26 100

左氧氟沙星 26 100

四环素 18 69.2

1 000 bp
700 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp

100 bp

M   NDM-1  KPC-2   K1       K2      aer      rmpA 

图1 部分菌株耐药基因PCR产物电泳图

Figure 1 Electrophoretogram of some strain resistance genes 

M：DNA标志物。

M: DNA marker.
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起医务工作者的关注[14]。

本 研 究 中 2 6 位 C R - h v K P 感 染 患 者 ， 以 年  
龄 > 5 0 岁 老年人为主，占72.7%，这些患者多患有

高血压、糖尿病等基础疾病，近期曾接受过有创

治疗，使用多重高等级抗菌药物。对于存在上述

高危因素未感染患者，为避免造成医院内感染与

传播，医务人员对已感染患者做好消毒和隔离，

对未感染的高危患者应严格遵循无菌操作原则，

合理使用抗菌药物，同时重视对患者及其照顾者

的手卫生宣教，降低感染发生率。在本研究中，

CR-hvKP感染以医院内的下呼吸道感染为主，符合

其他报道CRKP与CR-hvKP感染特点，另外泌尿系

感染与中枢神经系统感染各有3例，属少见病例。

从 感 染 类 型 可 以 看 出 ， 与 h v K P 感 染 特 点 不 同 ，

hvKP以肝脓肿感染为主[15]。

研究 [ 1 6 - 1 7 ]表明：ST 2 3是hvK P的主要M L ST分

型，而 C R K P 多 为 S T 1 1 型 。 M L S T 分 型 中 ， 2 6 株

C R - hv K P与C R K P的特征一致，ST 1 1型最多，共 
19株，其次为ST37型和ST337型，各3株，ST218
型仅1株。国内外目前少有对ST37型CR-hvKP的报

道 [18]。26株CR-hvKP的药敏感结果显示：对β内酰

胺类包括碳青霉烯类、氨基糖苷类、喹诺酮类抗

菌药物呈多重耐药，碳青霉烯耐药基因以 K P C - 2

为主，共25株(96.2%)，而携带NDM-1基因的CR-
hvKP仅1株，与之前的研究 [19]结果基本一致，CR-
hvKP的耐药性及耐药机制[20]与CRKP基本一致。结

合CR-hvKP菌株ST分型以ST11型为主和高耐药性

可推测：CR-hvKP菌株可能是由CRKP菌株整合毒

力质粒而来，需要进一步的试验验证。

血清荚膜是某些细菌细胞壁外由糖和多肽组

成的一层黏液物质，使细菌具有黏附、抗血清杀

菌、抗吞噬、远处定植的特性，是hvKP的主要毒

力因子之一。根据荚膜多糖的不同，可将hvKP分

为82个荚膜型，其中以K1及K2型毒力最强，更容

易引起感染迁移。在本研究中，CR-hvKP血清分型

K1型14株(53.8%)，K2型12株(46.2%)，符合肺炎

克雷伯菌的特征。CR-hvKP毒力基因以aerobactin与
rmpA为主，携带率分别为15.4%和53.8%，此特点

与高毒力肺炎克雷伯菌的分子流行病学特征基本

一致，但hvKP一般不具有耐药性。

C R - hv K P 同时具备 hv K P 与 C P K P 的特点，但

CR-hvKP是在hvKP基础上获得耐药基因还是CRKP
的基础上获得毒力基因尚无明确结论，但本研究

结果提示可能由CRKP菌株整合毒力质粒而来。毒

力基因rmpA由一个180 kb大小质粒编码，而耐药基

因由一个220 kb大小的质粒编码，因此本研究组后

续将进一步对菌株进行全基因组测序，揭示其遗

传背景。

研究 [ 2 1 ]表明： C R - hv K P 大多携带耐 E S B L s 及

碳青霉烯基因、毒力基因，常见抗菌药物无效，

对临床治疗造成了极大的限制。本研究病例数较

少，尚不能完全揭示CR - hv K P引起各组织器官感

染的特点，但从目前研究结果来看，应加强感染

的预防措施，合理应用抗生素，遵守无菌原则操

作，及时对CR-hvKP感染患者进行隔离，以控制感

染的流行。
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