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【摘要】 目的 分析农村井水中耐碳青霉烯类铜绿假单胞菌（PA）及耐药基因的分子流行病学

特征。方法 依据《饮用天然矿泉水检验方法》（GB 8538-2016）对山东省巨野县农村井水采集 112份
水样进行检测，并对检出的PA分别进行PFGE分型和药物敏感性试验。PCR鉴定碳青霉烯类耐药基

因后，采用 S1-PFGE和 Southern杂交确定耐药基因的位置，并用结合实验判断基因的可转移性。

结果 农村井水中PA检出率为 54.46％（61/112）。61株菌分为 56个PFGE型，100.00%一致带型最多

的有 2株菌，无明显的优势带型。药敏实验结果显示，多重耐药菌占 93.44％（57/61），2株菌携带

blaVIM-2耐药基因，均位于质粒上，且均可随质粒发生水平转移。结论 农村井水中检出耐碳青霉烯类

PA及其耐药基因，此类耐药基因存在水平传播的可能性。
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【Abstract】 Objective To analyze molecular epidemiological characteristics of drug
resistance genes and carbapenem resistance of Pseudomonas aeruginosa (PA) in rural well water.
Methods According to Citation of Natural Mineral Water Inspection (GB 8538-2016), a total of 112
well water samples were tested in Juye county of Shandong province, and PFGE and drug
susceptibility test were conducted for the identified PA strains. After PCR identification of
carbapenem resistance genes, S1-PFGE and Southern blotting were used to determine the location of
drug resistance genes, and combined experiments were used to determine gene transferability.
Results The detection rate of PA in rural well water samples in Juye county of Shandong province
was 54.46% (61/112). The 61 strains could be divided into 56 PFGE types. There were 2 strains with
100.00% consistent band types, and there was no obvious predominant band type. The results of
drug susceptibility experiments showed that 93.44% (57/61) were multi-drug resistant strains, and
there were 2 strains carrying blaVIM-2, both of which were located on the plasmid, and both of them
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were transferred horizontally with the plasmid. Conclusion PA carrying carbapenem resistance
genes was detected in well water of rural communities in Juye country, and there is the possibility of
horizontal transmission of such resistance genes.

【Key words】 Pseudomonas aeruginosa; Carbapenem; Drug resistance genes;
Molecular epidemiology
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铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa，PA）是

医院获得性感染的重要病原体，对抗生素具有广泛

的耐药性［1-2］。PA是呼吸机相关性肺炎的第二大常

见病因，也是引起该病最常见的多药耐药革兰阴性

菌［3］。碳青霉烯类药物是治疗多重耐药 PA的主要

手段，因此，对碳青霉烯类抗生素的耐药性和耐药

基因的可转移性，是治疗 PA感染面临的重大挑

战［4］。PA对碳青霉烯类耐药性的产生，主要是由

于外膜孔蛋白的改变或丢失、外排泵表达的增加和

金属 β-内酰胺酶的产生［5］。维罗纳整合素编码的

金属 β -内酰胺酶 -2（VIM-2）是 PA最常见的金属

β -内酰胺酶，1996年在法国马赛首次被发现，

VIM-2阳性 PA是多次感染暴发的来源［6］。本研究

针对山东省巨野县农村井水中 PA的污染情况，对

分离的 PA进行耐药性检测、PFGE分型、S1-PFGE
和 Southern杂交分析，探索VIM-2在其中的传播机

制，为农村井水中多重耐药 PA的污染溯源和预警

提供参考支持。

材料与方法

1. 材料：2018年 10月在山东省菏泽市巨野县

6个村的农户手压井，每口井随机采集 1份水样，共

112份。

2.菌株的分离和鉴定：按《饮用天然矿泉水检

验方法》（GB/T 8538-2016）进行 PA鉴定，在 CN琼

脂培养基上生长的疑似菌落生化鉴定结果阳性，采

用基质辅助激光解吸/电离飞行时间质谱仪鉴定。

3. 药物敏感性试验：进行 15种抗生素的敏感

试验（亚胺培南、头孢噻肟、头孢他啶、头孢西丁、阿

莫西林/克拉维酸、哌拉西林/他唑巴坦、庆大霉素、

阿米卡星、环丙沙星、甲氧苄氨/嘧啶磺胺甲恶唑、

四环素、氟苯尼考、多粘菌素、呋喃妥因和替加环

素）。采用微量肉汤法检测多粘菌素和替加环素的

最 小 抑 菌 浓 度（minimal inhibitory concentration，
MIC），其余抗生素的MIC值用琼脂稀释法检测。

以美国临床和实验室标准协会（CLSI，2018）标准作

为敏感性判读标准。质控菌株为PA的ATCC27853。
4. PFGE分型：PA基因组DNA以SpeⅠ酶切，沙

门 菌 标 准 菌 株 H9812 以 XbaⅠ 酶 切 。 采 用

BioNumerics 6.6软件对PFGE指纹图谱进行图像处

理和聚类分析，计算相似度。

5. 耐药基因检测［7］：采用煮沸法提取 61株 PA
的 DNA，采用多重 PCR扩增碳青霉烯酶耐药基因

（blaIMP、blaOXA-48、blaVIM、blaGES、blaKPC、blaNDM），采 用

GenBank序列和 BLAST在线软件分析耐药基因

亚型。

6. S1-PFGE和 Southern杂交［8］：用 S1-PFGE和

Southern杂交验证 blaVIM-2在质粒上的位置。将分离

菌株包埋在 10 g/L金胶中，采用 S1核酸内切酶消化

和 PFGE。将DNA片段水平转移到尼龙膜上，并与

PCR扩增获得地高辛标记的探针进行杂交。沙门

菌H9812用XbaⅠ酶切后用作分子量标准。

7.结合试验：采用大肠埃希菌 J53作为受体菌

检测 blaVIM-2耐药基因的菌株间水平转移性。将受

体菌和目标菌的单菌落分别接种到 2 ml LB液体培

养基中，在 37 ℃恒温摇床中持续摇动培养约 6.5 h，
达到对数生长期。将受体菌和供体菌的生长肉汤

以 1∶2体积比混匀，并接种于 2 ml LB液体培养基

中，37 ℃培养 12 h。第 2天，取 100 µl培养液分别

均匀涂布于含亚胺培南和利福平的耐叠氮钠的琼

脂平板上，37 ℃培养 18 h。挑选单个菌落并纯化过

夜。采用 PCR检测和药敏实验检测结合菌中耐药

基因和耐药性。

结 果

1. 菌株的检出情况和耐药性：农村井水中 PA
检出率为 54.46％（61/112）。61株 PA对四环素、氟

苯尼考、头孢西丁、呋喃妥因、头孢噻肟和复方新诺

明的耐药率较高，分别为 98.36％（60/61）、98.36％
（60/61）、98.36％（60/61）、96.72％（59/61）、95.08％
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（58/61）和 93.44％（57/61）；对哌拉西林/他唑巴坦、

阿莫西林/克拉维酸、头孢他啶、多粘菌素、阿米卡

星和环丙沙星的耐药率较低，均低于 5.00％。多重

耐药菌占93.44％（57/61）。见表1。

2. PFGE分型结果：61株菌的图谱相似性为

12.65％~100.00％，分为 56个 PFGE带型，出现 8簇
100.00％一致的 PFGE带型。100.00%一致带型均

只有 2株菌，无明显的优势带型。提示该县农村井

水中PA基因型呈多样性，没有优势的流行基因型。

见图1。
3.菌株耐药基因检测：PCR和序列分析结果显

示，有 2株亚胺培南耐药的 PA携带 blaVIM-2耐药基

因。未检出其他类型碳青霉烯类耐药基因。5株
亚胺培南耐药的PA来自 2个村，携带 blaVIM-2耐药基

因的PA来自同一个村。见图1。
4. blaVIM-2基因定位和水平传递：S1-PFGE结果

显示，2株菌分别有 3个和 1个质粒，Southern 杂交

结果显示，2株菌的 blaVIM-2耐药基因均定位在质粒

上。根据Marker（H9812）进行质粒大小判断，携带

blaVIM-2耐药基因的 2株菌质粒大小不一，大小分别

约为78.2 kb和104.5 kb。见图2。
5. 结合子的药物敏感性试验：15种抗菌药物

的MIC测定发现，相比于受体菌 J53，亚胺培南的

MIC值增加了 32倍，四环素、头孢噻肟、头孢他啶、

头孢西丁、替加环素和氟苯尼考的MIC值至少增加

了 32倍。而阿米卡星、庆大霉素、多粘菌素、环丙

沙星和阿莫西林/克拉维酸的MIC值与 J53相比无

明显升高。见表2。

讨 论

PA对碳青霉烯类药物的耐药率正在增加，这

与该类药物在治疗超广谱β-内酰胺酶耐药菌引起

的感染过度使用有关［3］。耐碳青霉烯类 PA可产生

多种金属β-内酰胺酶，酶编码基因位于质粒等携带

多种耐药基因的遗传元件上，从而赋予 PA多重耐

表1 铜绿假单胞菌对各种抗菌药物的药敏情况

抗菌药物

阿米卡星

庆大霉素

四环素

头孢噻肟

亚胺培南

头孢西丁

替加环素

环丙沙星

头孢他啶

呋喃妥因

氟苯尼考

多粘菌素

哌拉西林/他唑巴坦

复方新诺明

阿莫西林/克拉维酸

耐药
（n=432）
1（1.64）
14（22.95）
60（98.36）
58（95.08）
5（8.20）
60（98.36）
54（88.52）
2（3.28）
1（1.64）
59（96.72）
60（98.36）
1（1.64）
0（0.00）
57（93.44）
0（0.00）

中介
（n=70）
0（0.00））
38（62.30）
0（0.00）
1（1.64）
0（0.00）
0（0.00）
1（1.64）
28（45.90）
0（0.00）
0（0.00）
0（0.00）
0（0.00）
2（3.28）
0（0.00）
0（0.00）

敏感
（n=413）
60（98.36）
9（14.75）
1（1.64）
2（3.28）
56（91.80）
1（1.64）
6（9.84）
31（50.82）
60（98.36）
2（3.28）
1（1.64）
60（98.36）
59（96.72）
4（6.56）
61（100.00）

注：括号外数据为菌株数，括号内数据为率（%）

表2 耐碳青霉烯类铜绿假单胞菌及其结合子的最小抑菌浓度（µg/ml）
抗菌药物

阿米卡星

庆大霉素

四环素

头孢噻肟

亚胺培南

头孢西丁

替加环素

环丙沙星

头孢他啶

呋喃妥因

氟苯尼考

多粘菌素

哌拉西林/他唑巴坦

复方新诺明

阿莫西林/克拉维酸

18HZF015
8.000
8.000
32.000a
32.000a
16.000a

>128.000a
16.000a
0.500
4.000
4.000

>128.000a
0.250
4.000
8.000a
2.000

18HZF020
8.000
4.000

>128.000a
32.000a
32.000a

>128.000a
32.000a
0.500
4.000

>128.000a
>128.000a

1.000
8.000
>8.000a
2.000

18HZF015-J53
4.000
4.000
32.000a
32.000a
32.000a

>128.000a
8.000a
0.250
2.000
4.000

128.000a
1.000
4.000
4.000
2.000

18HZF020-J53
8.000
4.000

128.000a
32.000a
32.000a

>128.000a
16.000a
0.500
4.000
64.000
128.000a
0.500
2.000
4.000
2.000

J53
4.000
1.000
32.000a
1.000
1.000
4.000
0.250
0.125
0.125
4.000
8.000
1.000
1.000
0.125
4.000

注：a菌株对相应抗生素耐药
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药性。此外，耐药基因在菌间可发生水平转移，使

细菌耐药率增加，导致感染患者的治疗复杂化［9］。

VIM-2是除 NDM外最普遍的金属 β-内酰胺酶，其

编码基因可随质粒发生水平传播，这是此种耐药基

因的主要传播机制［10-11］。本研究验证了 blaVIM-2耐药

基因的水平转移性，对进一步揭示该地区 PA耐药

性的传播机制具有重要意义。

药物敏感性结果显示，本地区井水中的 PA对

四环素、氟苯尼考、头孢西丁、呋喃妥因、头孢噻肟

等具有较高的耐药性，且多重耐药情况非常严重。

提示该社区应重视对井水的合理利用，以降低人或

动物感染耐药菌的风险。2株VIM-2阳性 PA均为

多重耐药菌，除呋喃妥因外对其他抗菌药均表现出

一致的耐药性，对亚胺培南等 7种抗生素耐药，但

对阿米卡星、庆大霉素、环丙沙星、头孢他啶、多粘

菌素和阿莫西林/克拉维酸敏感。此外，2 株

VIM-2阳性结合子均表现出与供体菌相似的耐药

表型，说明多种耐药基因随质粒发生了水平转移。

我国农村欠发达地区，井水与人类的日常生活

（如刷牙、洗澡、蔬果清洗等）和养殖动物的饮水等

活动密切相关。农村井水已经有毒性很强的耐碳

青霉烯类解鸟氨酸拉乌尔菌被检出［12］，这类耐药菌

对食物链的污染成为潜在的公共健康危害，这可能是

我国农村地区环境管理和公共卫生面临的新挑战。

综上所述，山东省巨野县农村井水中检出耐碳

青霉烯类 PA及其耐药基因，此类耐药基因存在水

平传播的可能性。研究农村地区环境中耐碳青霉

烯类PA的分子流行病学特征和耐药传播机制，对于

预防和控制耐碳青霉烯类PA引起的感染至关重要。
利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突
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