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CVC置管者 CRBSI的细菌生物学特性及其与 ACE

毒力基因的相关性研究

摘 要

目的

临床治疗留置中心静脉导管（CVC），可引起患者发生导管相关性血流感染

（CRBSI），极易继发脓毒症（Sepsis）或脓毒性休克（SS）。Sepsis及 SS是机

体对 CVC导管留置相关的病原菌入侵机体所产生的一系列严重的系统性反应，

致死率极高。本研究通过对留置 CVC导管者大样本进行系统的回顾性分析，研

究 CRBSI的流行病学特征及致感染细菌的生物学特性，分析病原菌毒力基因与

致感染的相关性，为 CRBSI的防治提供生物学依据。

方法

1. 采用医院信息系统（HIS）、检验信息系统（LIS）与生物学研究方法，

对本中心连续 4 年 16,841例 CVC置管者临床病例的 CRBSI 流行病学特征及细

菌生物学特性进行回顾性研究，分析 CRBSI的发生率、病原微生物的种类特性

及影响因素。

2. 将 ICU 留置 CVC导管者（实验组）100例与未留置 CVC导管者（对照

组）100 例的外周静脉血进行对比研究，采用实时荧光定量 PCR（RT-PCR）技

术，分析最为主要的 6类致感染病原菌的毒力基因表达的差异性。采用 Graphpad

prism6.0进行统计学分析。

3. 将 ICU留置 CVC导管发生了 CRBSI的 SS患者（实验组）238例与正常

体检者（对照组）242例的外周静脉血进行对比研究，采用聚合酶链反应-限制性

片段长度多态性（PCR-RFLP）方法，检测毒力基因 ACE 的基因活性及 rs4291

和 rs4646994 分子标记的多态性；采用 Kaplan-Meier 生存曲线对 ACE基因不同

位点多态性与 SS患者生存率之间的相关性进行研究；运用单变量与多变量研究

方法对 SS的危险因素进行统计分析。

结果

1. 16,841例 CVC置管者 CRBSI的流行病学特征及细菌生物学特性如下：

（1） CVC置管的总数量逐年增加，但 CRBSI发生率逐年降低，分别为 7.9/

千导管日、7.6/千导管日、6.9/千导管日、6.4/千导管日。

（2） CRBSI的相关影响因素及所占比例为，患者合并多种并发症为 88%，

导管维护者感控依从性不良，置管前评估不佳为 4.2%，患者自我管理不良为 2.1%，
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其他因素为 0.3%。

（3） CRBSI的病原菌类型：16,507例为单一病原菌感染，331例为双重感

染，3 例为三重感染。总分离出病原菌 16,905株，革兰氏阳性菌（G+菌）8,709

株（51.4%），革兰氏阴性菌（G-菌）7,875株（46.7%），真菌 321株（1.9%）。

（4）综合分析结果显示，CVC置管者 CRBSI的致感染病原菌主要有 6类，

即肠球菌（16.5%）、鲍曼不动杆菌（15.4%）、肺炎克雷伯杆菌（11.2%）、铜

绿假单胞菌（10.5%）、大肠埃希菌（9.6%）、表皮葡萄球菌（3.0%）。

2. 6类致感染病原菌的感染毒力基因实验分析与对照组相比，实验组：肠

球菌的感染相关基因 esP、gelE、cylA、ACE，鲍曼不动杆菌的感染相关基因 baP、

ompA、csuA和肺炎克雷伯杆菌的感染相关基因 iroN、htrA，铜绿假单胞菌的感

染相关基因 exoS、exoT、exoU、exoY，大肠埃希菌的感染相关基因 eaeA，表皮

葡萄球菌的感染相关基因 icaA、U43366等毒力基因与对照组相比表达水平高，

且差异具有统计学意义（P<0.01）。肠球菌感染患者的 ACE基因表达量明显升

高。

3. 比较两组之间 ACE基因多态性结果显示：ACErs4291和 rs4646994的等

位基因（Allele）和基因型频率（GF）均有显著差别（P<0.05），实验组 rs4291

的 TT基因型频率和 rs4646994的 DD基因型频率均明显高于对照组（P<0.05）；

ACE基因的细胞活性研究结果显示：实验组和对照组相比较，AT和 TT基因型

(TT>AT)比 AA 基因型明显升高，而 DD 基因型则相对于 DI 和 II 基因型(DI>II)

有明显下降；Kaplan-Meier生存曲线评估结果显示：携带 TT或 DD基因型的 SS

患者比非携带者具有更高的 7 d-30 d 内致死率；SS危险因素的单变量和多变量

分析结果显示：低序贯性器官衰竭（SOFA）评分、r291、血清 ACE及 r646994

等因素是 SS患者具有更高危险及不良预后的预警指标。

结论

CVC置管者 CRBSI的致感染病原菌以肠球菌、鲍曼不动杆菌、肺炎克雷伯

杆菌、铜绿假单胞菌、大肠埃希菌、表皮葡萄球菌等 6类为主。病原菌的毒力基

因分析结果表明，留置 CVC导管者的病原菌致感染相关毒力基因的高表达水平

可能与其感染的发生具有一定的相关性，在呈现高表达的 16个毒力基因中，ACE

基因与脓毒性休克之间存在明显的相关性这一结果表明，ACE毒力基因有可能

成为重要的临床预测指标。

关键词：CRBSI，细菌生物学特性，ACE，毒力基因
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Correlation study on biological characteristics of bacteria

for CRBSI and ACE Virulence gene for CVC catheter

patients

Abstract

Objective

Central venous catheter (CVC) is widely used in the treatment of critically ill

patients. Catheter-related bloodstream infection (CRBSI) is one of the common

complication for CVC catheter patients. Inappropriate and unreasonable treatment is

extremely apt to cause sepsis (Sepsis) or septic shock (SS). The occurrence of these

diseases is a series of serious systemic responses caused by the infection of CVC

related pathogens, and the fatality rate very high. This study investigated the

epidemiological characteristics and bacterial biological characteristics of CRBSI and

analyzed the correlation between pathogenic virulence genes and infection by

retrospective analysis of large samples of CVC catheter invaders in specific areas，

providing a biological basis for the prevention and treatment of CRBSI.

Methods

1. The epidemiological characteristics and bacterial biological characteristics of

CRBSI in 16,841 clinical cases were retrospectively analyzed., Hospital information

system (HIS), laboratory information system (LIS) and SPSS19 software were used to

analyze the incidence of CRBSI, pathogenic microorganisms, influencing factors and

so on.

2. The inpatients in the ICU were divided into the group of indwelling CVC

catheter (experimental group) and the group of non-indwelling CVC catheter group

(control group). The virulence gene expression differences of the six types of

infectious pathogens were analyzed by RT-PCR. Statistical analysis was performed

using Graphpad prism 6.0.

3. Comparative analysis of peripheral venous blood from SS patients with

CRBSI who have a CVC catheter in the ICU (experimental group) (control group),

and ACE rs4291 and rs4646994 polymorphisms were detected by using polymerase

chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP). The
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Kaplan-Meier survival curve was employed to evaluate association between ACE

polymorphism and patient survival rate, meanwhile univariate and multivariate

methods were used to assessment the risk factors for SS.

Result

1. Epidemiological characteristics and bacterial biological characteristics of

16,841 CVC catheterists CRBSI:

(1) The results showed that the total number of CVC tubes increased year by

year; during 2012 to 2015, the incidence of CRBSI was 7.9 /thousand catheter day,

7.6 / thousand catheter days, 6.9 / thousand catheter days, 6.4 / thousand catheter days,

respectively. However, the CRBSI incidence decreased year by year.

(2) CRBSI related factors: patients with a variety of complications (88%),

catheter control sensor compliance (5.4 (4.2%), poor self - management (2.1%), and

other factors (0.3%).

(3) CRBSI pathogens: 16,507 cases of single pathogen infection, 331 cases of

double infection, 3 cases of triple infection; total separation of pathogens 16,905

strains, Gram-positive bacteria (G + bacteria) 8,709 (51.4%), Gram-negative bacteria

(G - bacteria) 7,875 (46.7%), fungal 321 (1.9%).

(4) The comprehensive analysis showed that there were 10 types of infectious

pathogens of CRBSI in CVC catheter patients in this region: Enterococcus (16.5%),

Acinetobacter baumannii (15.4%), Klebsiella pneumoniae (11.2%), Pseudomonas

aeruginosa (10.5%), Escherichia coli (9.6%), Staphylococcus epidermidis (3.0%) and

other six categories.

2. The experimental virulence gene analysis of 6 types of infection-causing

pathogens, compared with the control group, the experimental groups:

Infection-related genes esP, gelE, cylA, ACE of Enterococcus, infection-related genes

baP, ompA, csuA of Acinetobacter baumannii, infection-related genes iroN, htrA of

Klebsiella pneumoniae, infection-related genes exoS, exoT, exoU, exoY of

Pseudomonas aeruginosa, the infection-related gene eaeA of Escherichia coli, the

infection-related genes icaA, U43366 of Staphylococcus epidermidis, and other

virulence gene expression levels were higher, and the difference was statistically

significant (P<0.01 ).

3. The comparative analysis of ACE gene polymorphism between the two groups

showed that the alleles (Allele) and genotype frequencies (GF) of ACE rs4291 and

rs4646994 were significantly different (P <0.05). The frequency of TT genotype and
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the frequency of DD genotype of rs4646994 were significantly higher in the

experimental group than that in the control group (P <0.05). The results of ACE cell

activity showed that AT and TT genotype (TT> AT) were significantly higher than AA

genotype in experimental group and control group, while DD genotype was higher

than DI and II genotype (DI> II) There is a significant decline; Kaplan-Meier survival

curve assessment showed that SS patients with TT or DD genotype had a higher

lethality rate of 7 d-30 d days than non-carriers; SS risk factors of single-variable and

multivariate analysis showed that low-grade organ failure (SOFA) score, rs4291,

serum ACE and rs4646994 and other factors were higher risk and adverse prognosis

of SS patients.

Conclusion

Infective pathogens of CRCSI in CVC catheter patients in this region are mainly

composed of 6 kinds of enterococci, Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae,

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli and Staphylococcus epidermidis. The

virulence gene analysis of pathogens showed that the high expression level of

infection-associated virulence genes in pathogens of CVC catheters may be related to

the occurrence of infection. Among the 16 virulence genes with high expression, there

is a clear correlation between ACE gene and SS. This result indicates that ACE

virulence gene may become an important clinical predictor.

Key words: CVC; CRBSI; Biological characteristics; ACE; Virulence gene
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中英文缩略词对照表

缩略语 英文名称 中文名称

CVC Central Venous Catheter 中心静脉置管

CRBSI Catheter-Related Blood Stream Infections 导管相关性血流感染

RA Radiofrequency Ablation 射频消融术

NICU Neonatal Intensive Care Unit 新生儿重症监护病房

NNIS
National Hospital Infection Monitoring
System

国家医院感染监测系统

ICU Intensive Care Unite 重症监护病房

CDCP Centers Disease Control and prevention 疾病控制与预防中心

JCAHO
Joint Commission on Ac-creditation of
Health Care Organization

医疗机构评审鉴定联合会

HIS Hospital Information System 医院信息系统

LIS Laboratoty Information System 检验信息系统

TPN Total Parenteral Nutrition 完全胃肠外营养

VAP ventilator-associatedpneumonia 呼吸机相关肺炎

APACHEⅡ
Acute Physiology and Chronic Health
Evaluation

急性生理学和慢性健康评估Ⅱ

PCR-RFLP
Polymerase Chain Reactio-Restriction
Fragment Length Polymorphism

聚合酶链式反应-限制性片段

长度多态性
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中英文缩略词对照表（续）

缩略语 英文名称 中文名称

MRSA Methicillin-resistant Staphylococcus aureus
耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌

CNS Coagulase-negative staphylococci 凝固酶阴性葡萄球菌

Sepsis Sepsis 脓毒症

SIRS Systemic Inflammatory Response Syndrome 全身炎症反应综合征

MODS Multiple Organ Dysfunction Syndrome 多器官功能障碍综合症

SS Septic Shock 脓毒性休克

RAS Renin Angiotensin System
肾素血管紧张素醛固酮系

统

SNPs single nucleotide polymorphisms 单核苷酸多态性

SOFA Lower sepsis-related organ failure assessment 低序贯性器官衰竭

TNF Tumor Necrosis Factor 肿瘤坏死因子

ACE Angiotensin I-Converting Enzyme 血管紧张素转化酶

EG Endogenous Glucocorticoids 内源性糖皮质激素

GP Gene Polymorphisms 基因多态性

HWE Hardy-Weinberg equilibrium 哈迪-温伯格平衡定律
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前 言

中心静脉导管(Central Venous Catheter, CVC)是将导管直接通过皮肤穿刺进

入颈内静脉、锁骨下静脉或股静脉，并将导管沿着穿刺点方向顺着血管走向直接

插至腔静脉。20世纪初，Bleichroder首次将 CVC技术应用于人体[1]，如图 1所

示，

图 1 CVC置管示意图

Fig1 Schematic diagram of CVC catheterization

在此后的 30多年里，CVC技术的应用范围得到了进一步的扩展，广泛应用

于对临床危重症患者的救治、中心静脉压的监测、快速大量补液和血制品输注、

完全胃肠外营养（Total Parenteral Nutrition, TPN）、肿瘤患者的化疗药物输注、

血液透析（Hemodialysis）、心脏起搏器电极植入、射频消融术（Radiofrequency

Ablation,RA）及治疗心律失常等诸多方面。由于 CVC技术属于微创性操作，而

导管作为置入血管内的异物，需要留置一定的时间[2]，因此使得人体感染的几率

增加，由以上原因而产生的感染，称之导管相关性血流感染（Catheter Related

Blood Stream Infections, CRBSI）[2-4]。据最新研究统计结果，在美国，每年放置

各类血管导管的频次超过 1.5亿，其中 CVC超过 500万次，发生 CRBSI者超过

20万人次，CRBSI的平均发生率约为 8.0/千导管日[5]。据美国国家医院感染监控
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系统（National Hospital Infection Monitoring System, NNIS）报告显示，超过 85%

的首发菌血症（Bacteremia）被认为与 CRBSI有关[6-7]。因此，CRBSI已成为血管

导管留置者较为常见且处理十分棘手的相关并发症，不但严重影响置管者疾病的

预后，而且大大增加了置管者及家属的心理压力与经济负担。

CRBSI的发生并非单一因素所致。引发 CRBSI感染的病原菌种类较多，但临

床以 G+菌最为常见。大量研究发现，致感染菌以凝固酶阴性葡萄球菌、鲍曼不

动杆菌、金黄色葡萄球菌、肠球菌等居多。病原菌致感染的机制较为复杂，生物

被膜是病原菌存在与致病的先决条件，其形成是一个复杂的连续性的过程，涉及

多种毒力基因，而毒力基因又决定了其致病性的强弱。对 CRBSI致感染比例较

高的病原菌毒力基因进一步分析，有助于明确 CRBSI发生及预防诊治的关键点。

同时，CRBSI 的发生也与其他因素存在重要的相关性，例如，置管者自身

的状况、导管材质的选择、置管前的评估、操作者的专业技能水平、置管过程中

的环境、导管留置的时间及置管后的管理及维护等诸多因素，CRBSI 的发生实

为多种复杂因素综合作用的结果[8]。

发生 CRBSI的患者如治疗不当或治疗不及时，则很快会发展为严重的全身

系统性反应 --脓毒症（Sepsis），也称为全身炎症反应综合征（Systemic

Inflammatory Response Syndrome, SIRS），其临床症状表现为患者机体出现一系

列病理及生理性的感染变化，如低血压或血乳酸升高[9]，且往往会引发多种并发

症[10]，若进一步发展至循环系统出现异常，如血管内容量损耗、周围血管舒张、

心肌抑制及代谢增加，会导致机体氧的供需发生不平衡，进而出现机体组织缺氧

或休克，发展成为严重的脓毒症。在此种情况下即便给予患者足量补液复苏，也

无法纠正持续性低血压的发生，以及少尿、急性意识状态改变及器官功能障碍

（Multiple Organ Dysfunction Syndrome, MODS）等症状的伴发，称之为脓毒性休

克（Septic Shock, SS）[11-12]。脓毒症的发生及发展在很大程度上取决于内源性糖

皮质激素（Endogenous Glucocorticoids，EG）[13]。早期的许多研究表明，有多种

信号通路和基因参与 SS的发生与发展过程，其中参与 SS的基因多态性（Gene

Polymorphisms，GP）在 SS 和 Sepsis 中起着关键作用[14-16]。有研究指出，不同

的基因多态性被证明与重度 Sepsis 和 SS 的发生有关联，比如肿瘤坏死因子

（Tumor Necrosis Factor，TNF），但是另外一些也有可能与 SS的死亡率上升有

关系，比如β2肾上腺素能受体（ADRB2基因）[17]。此外，有研究报告指出，推

测血管紧张素转换酶（ACE I）等位基因携带者更易发展为 Sepsis[16] 。时至目前，

国际上关于 SS的流行病学、危险因素及转归等的研究已有不少[7,18-21] ，尤其是

在过去的十余年中，有关重度脓毒症和 SS的防治，临床工作者已经做了大量的

研究调查并获得了积极的结果，但是关于感染早期血流动力学的研究依然存在着
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巨大的挑战空间[22-24]。即便如此，在基础性和临床性研究都已经有了实质性进展

的今天，面对 SS复杂的病理及生理等诸多的相关因素，对其与机体的反应、与

致感染病原菌的毒力基因之间的关系，尚待进行更深入的研究。此外，SS的临

床表现错综复杂，疾病的严重程度、并发症和致感染病原菌与基因多态性在炎症

和抗炎反应中的交互作用，诸多因素综合决定了 SS的发展结果。因此，如何指

导临床对 SS的发生、发展以及疾病预后尽早做出预测性的诊断，成为困扰临床

的一大难题。

本研究通过大样本病例的回顾性研究，分析并明确 CVC置管者 CRBSI发生

的流行病学特征及致感染病原菌的细菌生物学特性。对回顾性研究分析中所占比

例较高的 6类致感染病原菌，分组对其毒力基因与致感染的特性进行深入的研究，

从病原菌致感染的基因表达层面，更加明晰 CVC置管者 CRBSI发生规律。为临

床尽早掌握 CVC置管者 SS发生、发展及预后提供重要参考，通过结合 CVC置

管者 CRBSI致感染病原菌的细菌生物学特性，对留置 CVC导管的 SS患者进行

毒力基因 ACE与发病过程的相关性研究，为临床评估 CVC置管者 SS的发生、

疾病严重程度以及预后提供一定的预测指导。
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第一部分 CVC置管者 CRBSI的细菌生物学特性研究

CVC导管的留置对于罹患严重疾病的患者而言，集治疗优势与严重感染挑

战于一体。因 CVC导管的留置而并发 CRBSI也成为诸多研究者关注的焦点。大

量研究表明，CRBSI 的发生并非单一因素所致，既包含致感染的病原菌生物学

的相关特性，同时也与患者自身的状态、专业技术人员的操作水平、导管材质的

选择等诸多因素密切相关。

本部分通过对大样本临床病例数据的回顾性研究，分析留置 CVC导管者发

生 CRBISI 的流行病学特征及导致感染病原菌的生物学特征，为 CVC 留置者

CRBSI的防治提供一定的依据。

1 研究材料与方法

1.1 研究对象

1.1.1 CVC 置管者 CRBSI 细菌生物学特性菌株来源为 2012 年 1 月-2015 年

12月共 16,841例 CVC置管者送检的外周静脉血或导管尖端，同时送检血培养分

离菌。所有标本的采集均由病区具备执业资质的专业人员完成，送检由专业运输

人员完成，检验工作均由检验中心有资质的检验师按流程要求完成，一系列工作

均遵循严格的 SOP要求。

1.1.2 采用回顾性调查研究方法，通过查阅 2012年 1月-2015年 12月间 ICU

全部住院患者的出院病历，包括病程记录、病情记录单、生命体征记录单、医嘱

单、化验单及特殊检查报告单等全部病案记录，与医院感染报告卡及科室医院感

染病例报告本记录相结合，研究患者住院情况及 CRBSI的相关过程。

1.2 试剂和仪器

1.2.1 试剂

血培养瓶为法国生物梅里埃公司的 Bact/Alert3D120型号。

1.2.2 实验仪器

法国生物梅里埃公司 Bact/Alert3D12 全自动血培养仪；安徽恒星 HX-21 半

自动细菌鉴定仪；英国 OXOID 公司干粉自制真菌显色平板；美国 Becton

Dickinson 公司 Bactec 9120 血培养仪；德国 Siemens 公司生产的 Microscan
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WalkAway 96SI全自动细菌鉴定药敏系统。

1.3 实验方法

1.3.1 CRBSI细菌的培养及鉴定

1.3.1.1 根据《全国临床检验操作规程》第 3版的麦氏改良法进行 CVC导管

微生物进行半定量培养[25]，培养完成后琼脂平板上细菌生长≥15 CFU则认为有生

物学意义。培养仪器及鉴定仪器分别来自美国 Becton Dickinson 公司生产的

Bactec 9120血培养仪和德国 Siemens公司生产的Microscan WalkAway 96SI全自

动细菌鉴定药敏系统。根据美国临床和实验室标准协会(Clinical and Laboratory

Standards Institute，CLSI)规定，对分离的菌株采用 Kirby-Bauer 纸片琼脂扩散法

测定临床上常用抗菌药物的耐药性；用大肠埃希菌(ATCC25922)、铜绿假单胞菌

(ATCC27853)、金黄色葡萄球菌(ATCC25923)进行药敏质控；结果判定依据

CLSI2008年版指南。

1.3.1.2 将血培养放于全自动血培养仪，阳性结果出现后接种血平板和巧克

力平板。

1.3.1.3 将培养出的病原微生物进一步鉴别细菌类型。

1.3.1.4 药敏试验采用 Kirby-Bauer纸片扩散法，药敏试验判断标准采用美国

临床实验室标准化委员会(NCCLS)判断标准。以敏感(S)、中介(I)、耐药(R)报告

结果。细菌耐药率的计算：耐药率=组内耐药菌株数／组内检测总株数×100％。

对耐甲氧西林(MRCNS)株的监测根据 NCCLS的规定，采用头孢西丁纸片扩散法

检测，按全国临床检验操作规程第 3版进行操作判读。

1.3.2 质量控制

由于 CRBSI也属于医院感染的一种类型，在感染监测过程中建立了医院感

染控制办公室及医院质量管理办公室，三级医院临床科室建立感染监控网络，对

医护人员进行预防、感染控制等方面的相关知识培训，将感染意识时刻牢记并体

现在实际工作中。每科室要设置感染监测医生和护士，定期填写本科室感染报告

卡。有医院感染管理专职人员根据感染报告卡进行感染病例的登记工作，定期检

查，不定期抽查，防止漏报。另有专职人员对检验科中微生物鉴定的阳性结果进

行追踪调查，及时发现医院感染聚集现象，能够对医院感染的爆发、流行做出预

警或预判，做好应急措施准备。

1.3.3 CRBSI感染诊断标准

1.3.3.1 如果对血培养进行定量分析，需要将 CVC导管接口部位留取的检测

对象的血标本进行培养，菌落数达到外周静脉血培养的 3倍以上。

1.3.3.2 至少一次导管培养半定量或导管阳性定量，分别每导管≥15 CFU和
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≥1,000 CFU，另外将外周静脉血和导管节段微生物也培养至阳性。

1.3.3.3 在 48小时内，将带有血管内导管或取出血管内导管后没有明显的血

源性感染症状和明显的感染源。

1.3.4 数据信息的提取

数据信息从医院信息系统（Hospital Information System,HIS）、检验信息系

统（Laboratory Information System, LIS）中提取，由信息中心网络工程师，依据

本研究的具体要求，以“中心静脉置管”、“中心静脉导管”、“CVC”“导管置入”、“导

管放入”、“导管放置”、“导管留置”、“留置导管”和“血管导管”等为关键词从 HIS

及 LIS系统中完成数据的查询及调取。

1.3.5 CRBSI主要感染病原菌耐药性分子机制分析

研究中所有引物委托上海生工生物工程技术服务有限公司合成，PCR产业

经过纯化后送上海生工生物工程技术服务有限公司进行测序。

1.3.5.1 耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 spa 基因分型

设计 spa引物，引物序列如表 1.1所示， PCR 产物送上海生工生物工程技

术服务有限公司纯化并双向测序，测序结果经 BioEdit 软件处理后，与数据库

(http://www.ridom.de/spaserver/)中公布的碱基重复序列比较，根据重复序列的编

号和排列方式确定 MRSA 菌株的 spa 型别。

1.3.5.2 CNS的耐药基因分析

采用 PCR方法检测 CNS 的耐药基因β-内酰胺类耐药基因 blaz基因；大环

内酯类耐药基因 ermA、ermC 和氨基糖苷类耐药基因 aac6-aph2、aacA-aacC；喹

诺酮类耐药基因 qnrA、qnrC、qnrD，和 qnrB；耐药消毒剂基因 qacA、qacB、

smr等进行 PCR扩增，并对结果进行统计。引物序列如表 1.1所示

1.3.5.3 鲍曼不动杆菌菌株基因型分析

设计随机多态性核苷酸序列（RAPD1）引物，引物信息见表 1.1，通过 PCR

扩增，通过电泳检测，利用电泳指纹图谱进行分型，并进行聚类分析。

1.3.5.4 肺炎克雷伯菌菌株基因型分析

设计随机多态性核苷酸序列（RAPD2）引物，引物信息见表 1.1，通过 PCR

扩增，通过电泳检测，利用电泳指纹图谱进行分型，并进行聚类分析。

1.3.5.5 大肠埃希菌血清学分型

大肠埃希菌诊断分型血清为宁波天润生物制品研究生产，操作方法参考使用

说明进行。

本实验中 PCR方法具体步骤为：用目的基因的 PCR采用 25 μl反应体系，

其中 DNA 5 μl，Buffer缓冲液 2.5 μl ，Mgcl2 2 μl，dNTP 0.5 μl，上下游引

物各 0.5 μl，Taq酶 0.2 μl，双蒸水 13.8 μl。PCR反应程序为 95℃变性 15 S，根
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据引物 Tm 值设置退火温度（Tm-5℃），退火 30s，72℃延伸 30 s，共扩增 36

个循环。PCR产物以 1.5％的琼脂糖凝胶电泳检测。

表 1.1 PCR引物序列

Table1.1 PCR primer sequences

基因 引物序列

mecA

blaz

前引物（F）：TCCAGATTACAACTTCCACCAGG
后引物（R）：CCACTTCATATCTTGTAACG
前引物（F）：TCTAATTCAAACAGTTCACATGCC
后引物（R）：AGAAGCGGTAAACCCCTCTGAGA

ermA 前引物（F）：AGAAGCGGTAAACCCCTCTGAGA
后引物（R）：TCCCGTGCTGTAGGCATCT

ermC 前引物（F）：GCTCAGGAAAAGGGCATTTTACCC
后引物（R）：TGGCAGTTACGAAATTACACCTCTGT

aac6-aph2 前引物（F）：TTCATGTCCGCGAGCACCCC
后引物（R）：CCCGCTTTCTCGTAGCA

aacA-aacC 前引物（F）：ACTGTGATGGGATACGCGT
后引物（R）：GACTCTTCCGCCATCGCTCT

qnrA 前引物（F）：ATTTCTCCGCCAGGATTTG
后引物（R）：GATCGGCAAAGGTTAGGTCA

qnrC 前引物（F）：GGGTTGTACATTTATTGAATCG
后引物（R）：CACCTACCCATTTATTTTCA

qnrD 前引物（F）：CGAGATCCAATTTACGGGGAATA
后引物（R）：AACAAGCTGAAGCGCCTG

qacA 前引物（F）：GCTGCATTTATGACAATGTTG
后引物（R）：AATCCCACCTACTAAAGCAG

qacB 前引物（F）：CTATGGCAATAGGAGATATGGTGT
后引物（R）：CCACTACAGATTCTTCAGCTACATG

smr 前引物（F）：AAACAATGCAACACCTACCAC
后引物（R）：AACGAAACTACGCCGACTATG

RAPD1 前引物（F）：GAGGGTGGCGGTTCT
后引物（R）：ACGTCTTATCAGGCCTAC

RAPD2 前引物（F）：ACCAGCCTCAGCAGCCGGTTA
后引物（R）：TTCGCCGCAATCATCCCTAGC

1.4 数据处理及分析

将 CVC导管细菌鉴定所得的研究数据和从 HIS和 LIS系统提取所得到的信

息数据建立 SPSS 19.0数据库；将 CRBSI研究中实验组和研究组所得到的数据也

建立 SPSS 19.0数据库，按要求进行数据的处理及结果的分析。
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2 研究结果

2.1 CVC置管概况及 CRBSI发生率

通过对 2012 年-2015 年 16,841 例 CVC 置患者的置管概况及 CRBSI 发生率

进行的回顾性统计分析，结果显示，CVC置管的总例数逐年增加，CRBSI的发

生率分别为 7.9/千导管日、7.6/千导管日、6.9/千导管日、6.4/千导管日，发生率

的趋势为逐年下降。结果见表 1.2

表 1.2 CVC置管概况及 CRBSI发生率

Table1.2 The general situation of CVC catheterization and the incidence of CRBSI

年份 总置管例数(n) 发生感染例数(n) 置管总天数(d) 感染发生率/千导管日

2012 3,575 458 57,621 7.9

2013 3,984 478 62,630 7.6

2014 4,400 475 68,081 6.9

2015 4,882 488 75,539 6.4

此外，对成人与儿童患者的 CVC置管概况及 CRBSI的发生率也分别作了统

计分析，结果如表 1.3 所示，2012 年-2015 年儿童 CVC置管者的总例数亦逐年

增加，儿童 CRBSI的发生率在分别为 7.8/千导管日、7.5/千导管日、6.7/千导管

日、6.3/千导管日。而成人 CRBSI的发生频率在 2012年到 2015年，如表 1.4所

示，分别为 8.3/千导管日、8.0/千导管日、7.3/千导管日和 6.8/千导管日，但笔者

分析发现，无论是成人还是儿童患者 CRBSI发生率总体趋势基本一致，呈现逐

年下降的走势。

表 1.3 儿童 CVC置管概况及 CRBSI发生率

Table1.3 The general situation of CVC catheterization and the incidence of CRBSI in children

年份 总置管例数(n) 发生感染例数(n) 置管总天数(d) 感染发生率/千导管日

2012 1,067 128 15,421 7.8

2013 1,123 171 21,375 7.5

2014 1,357 169 23,150 6.7

2015 1,431 182 26,765 6.3
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表 1.4 成人 CVC置管者概况及 CRBSI发生率

Table1.4 The general situation of CVC catheterization and the incidence of CRBSI in adults

年份 总置管例数(n) 发生感染例数(n) 置管总天数(d) 感染发生率/千导管日

2012 2,508 330 42,200 8.3

2013 2,861 307 41,255 8.0

2014 3,043 306 44,931 7.3

2015 3,451 306 48,774 6.8

2.2 CVC置管者 CRBSI的相关影响因素

对 CVC置管者相关病例资料及医院相关部门感染控制资料进行了回顾性分

析，结果显示，CVC置管者 CRBSI的影响因素包括：患者合并多种并发症（88%），

导管维护者感控依从性不良（5.4%），置管前评估不佳（4.2%），患者自我管

理不良（2.1%），其他相关因素（0.3%）。结果如图 1.1所示。

图 1.1 CVC置管者 CRBSI影响因素汇总

Fig 1.1 Summary of influencing factors of CRBSI in patients with CVC catheterization

2.3 CVC置管者 CRBSI的单因素分析

回归分析采用单因素条件 logistic回归分析法，包括 CVC置管者的循环系统

疾病、肺部疾病、糖尿病、肿瘤性疾病、肾脏疾病、肝脏疾病、性别、年龄、Lac>2

mmol／L、APACHE II 评分、抗生素使用、置管时间、消化道出血、过敏史等

14个相关因素，分析各因素与 CRBSI危险因素的关系。结果显示，循环系统疾

病、年龄、Lac>2 mmol／L、APACHE II评分、消化道出血、置管时间、长期免

疫抑制治疗等 7个因素成为可能的危险因素，如表 1.5所示。
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表 1.5 CVC置管者 CRBSI的单因素分析

Table 1.5 Single factor analysis of CRBSI in patients with CVC catheterization

基础疾病及危险因素 Wald 2值 OR值 OR的 95% CI P 值

循环系统疾病 5.467 3.312 1.232-8.781 0.016*

肺部疾病 0.155 1.304 0.399-4.175 0.567
肿瘤性疾病 2.698 1.271 0.398-4.156 0.087
糖尿病 1.774 2.156 0.687-8.132 0.156
肾脏疾病 1.134 2.142 0.589-9.467 0.186
肝脏疾病 1.365 3.908 0.375-30.57 0.146
性别 4.267 0.366 0.376-10.58 0.347
年龄 10.56 7.642 0.429-3.195 0.012*

抗生素使用 0.78 1.021 0.478-5.146 0.397
Lac>2 mmol/L 2.89 2.367 0.787-7.142 0.032*

APACHEII评分 10.46 1.168 0.689-8.465 0.001**

置管时间 2.49 1.452 0.487-6.175 0.042*

消化道出血 5.67 4.456 0.365-20.57 0.016*

长期免疫抑制治疗 2.58 4.371 0.356-10.58 0.006**

*表示 P<0.05 **表示 P<0.01

2.4不同材质导管与 CRBSI发生率的相关性分析

回顾性分析同时对送检的导管样本所用的材质进行了分类，并对其与 CRBSI

发生概率之间的相关性进行了统计分析，结果如表 1.6所示，在 16,841例样本中，

使用硅胶材质的 CVC导管者为 10,487例，其中发生了 CRBSI的为 1,542例，发

生率为 14.9%，使用聚氨酯材质的 CVC导管者为 6,354例，其中发生了 CRBSI

的患者为 357例，发生率为 5.6%，差别有统计学意义。

表 1.6 不同材质 PICC与 CRBSI发生率相关性分析

Table1.6 Correlation analysis of the incidence of CRBSI with different PICC materials

组别 例数(n) CRBSI发生情况(n,%) P
硅胶 PICC组 10,487 1,542（14.9）
聚氨酯 PICC组 6,354 357（5.6）
合计 16,841 1,899（11.3） 0.000＊*

**表示 P<0.01

2.5 CVC置管者 CRBSI发生的局部与全身的致病因素分析

为进一步分析 CVC置管者 CRBSI局部感染和全身感染的致病因素，综合整

理了所收集的 16,841 例临床病例资料，对发生了 CRBSI的 CVC 置管者依据局

部感染和全身感染进行了分组，并对数据分析发现，局部感染与年龄、置管时间、

糖尿病等因素具有较大的相关性，如表 1.7所示。而全身感染除了与年龄、置管
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时间、糖尿病等因素相关外，还与循环系统疾病、APACHEII 评分、长期免疫抑

制治疗等因素存在较大的相关性，如表 1.8所示。

表 1.7 CRBSI局部感染因素分析

Table1.7 Analysis for factors of local infection in CRBSI

基础疾病及危险因素 Wald 2值 OR值 OR的 95% CI P 值

循环系统疾病 3.457 2.658 1.432-5.256 0.322
肺部疾病 0.135 1.245 0.425-3.568 0.653
肿瘤性疾病 1.435 1.135 0.362-3.256 0.432
糖尿病 3.215 2.461 0.687-8.132 0.001＊*

肾脏疾病 1.467 1.958 2.314-6.525 0.143
肝脏疾病 2.104 3.465 0.324-5.262 0.315
性别 3.201 0.148 0.235-9.483 0.256
年龄 8.451 6.325 0.325-3.325 0.013＊

抗生素使用 0.665 1.325 0.423-3.808 0.352
Lac>2 mmol/L 1.985 2.148 0.254-6.254 0.132
APACHEII评分 8.460 1.352 0.365-6.524 0.201
置管时间 3.712 2.354 0.325-5.215 0.014＊

消化道出血 4.353 4.325 0.352-18.25 0.226
长期免疫抑制治疗 3.125 3.952 0.432-6.584 0.338

*表示 P<0.05 **表示 P<0.01

表 1.8 CRBSI全身感染因素分析

Table1.8 Analysis for factors of CRBSI systemic infection

基础疾病及危险因素 Wald 2值 OR值 OR的 95% CI P 值

循环系统疾病 4.328 2.325 1.212-6.325 0.023＊

肺部疾病 0.188 1.230 0.568-3.785 0.689
肿瘤性疾病 2.365 1.175 0.412-3.125 0.069
糖尿病 1.675 2.035 0.352-7.625 0.012＊

肾脏疾病 1.254 1.768 0.367-8.451 0.268
肝脏疾病 1.236 3.658 0.638-20.152 0.432
性别 4.156 0.345 0.258-20.325 0.157
年龄 10.36 6.532 0.256-5.621 0.002＊*

抗生素使用 0.158 1.325 0.521-4.231 0.243
Lac>2 mmol/L 2.358 1.324 0.685-7.254 0.132
APACHEII评分 9.438 2.025 0.598-7.654 0.018＊

置管时间 2.351 1.325 0.645-3.465 0.001＊*

消化道出血 5.362 4.325 0.582-5.284 0.236
长期免疫抑制治疗 2.352 3.378 0.468-5.214 0.003＊*

注：以同时期入院，未感染 CRBSI的患者作为对照；*表示 P<0.05 **表示 P<0.01
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2.6 CVC置管者 CRBSI致感染病原菌特点分析

回顾性综合分析发现，CVC置管者 CRBSI的病原菌类型具有以下特点：纳

入研究的 16,841例临床病例，16,507例为单一病原菌感染，331例为双重感染，

3例为三重感染。对致感染病原菌的分离培养及鉴定结果如图 1.3（A-B）所示，

格兰染色如图 1.4（A-B），其中主要的 G+包括金黄色葡萄球菌、粪肠球菌；鉴

定出的主要 G—包括鲍曼不动杆菌、肺炎克雷伯杆菌、铜绿假单胞菌和大肠埃希

菌，如图 1.3（C-F）所示，格兰染色如图 1.4（C-F），总计分离病原菌 16,905

株，检出时间为 2-60 d，平均 15 d。病原菌中 G+者 8,709株（51.4%），G—者 7,875

株（46.7%），真菌 321株（1.9%）。结果如图 1.2和表 1.9所示。

图 1.2 CRBSI感染细菌生物学特性。（A）CRBSI感染病原菌特性描述；（B）CRBSI病
原菌类型特征

Fig1.2 Biological characteristics of infected bacteria for CRBSI.（A）Characterization of
pathogenic bacteria in CRBSI infection（B）The characteristics of pathogenic bacteria of CRBSI

A B
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表 1.9 CRBSI病原菌分类描述

Table1.9 The characteristics of pathogenic bacteria of CRBSI

病原菌 株数(n) 构成比(%)
G＋

球菌 8,709 51.4
MRSA 4,382 26.0
CNS 2,811 16.5
肠球菌 1,008 5.9
表皮葡萄球菌 508 3.0

G ¯杆菌 7,875 46.7
鲍曼不动杆菌 2,598 15.4
肺炎克雷伯杆菌 1,881 11.2
铜绿假单胞菌 1,776 10.5
大肠埃希菌 1,620 9.6

真菌 321 1.9
白色假丝酵母菌 273 1.6
近平滑假丝酵母菌 48 0.3

合计 16,905 100

注：MRSA为耐甲氧西林金黄色葡萄球菌，CNS为凝固酶阴性葡萄球菌

图 1.3 CRBSI感染病原菌分离培养鉴定(A)金黄色葡萄球菌；(B)粪肠球菌；(C)鲍曼不动杆

菌；(D)肺炎克雷伯杆菌；(E) 铜绿假单胞菌；(F)大肠埃希菌

Fig1.3 Isolation, culture and identification of pathogenic bacteria for CRBSI. (A)Staphylococcus
aureus; (B)Enterococcus faecalis; (C)Acinetobacter Bauman; (D)Klebsiella pneumonia; (E)
Pseudomonas aeruginosa; (F) Escherichia coli.

A B
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图 1.4 CRBSI感染病原菌格兰染色 (A)金黄色葡萄球菌；(B)粪肠球菌；(C)鲍曼不动杆菌；

(D)肺炎克雷伯杆菌；(E)铜绿假单胞菌；(F)大肠埃希菌

Fig1.4 Gram stain of pathogenic bacteria for CRBSI. (A)Staphylococcus aureus; (B)Enterococcus
faecalis; (C)Acinetobacter Bauman; (D)Klebsiella pneumonia; (E) Pseudomonas aeruginosa; (F)
Escherichia coli.

2.7 CVC置管者 CRBSI致感染病原菌分型及耐药性鉴定

2.7.1 CVC置管者 CRBSI相关 G＋
球菌分型及耐药性鉴定

通过初步分析发现，G＋
球菌占总致感染病原菌的 51.4%，其中，耐甲氧西林

金黄色葡萄球菌和凝固酶阴性葡萄球菌占G＋
球菌的大部分，分别为 26%和 16.5%，

为发现对临床更具有指导意义的研究结果，研究选取 G+球菌中占绝大部分的两

种菌进行更进一步的详细分析。

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus，

MRSA)是金黄色葡萄球菌的一类独特菌株，能抵抗甲氧西林及其他抗β-内酰胺酶

的抗生素，而且耐药发展迅速，是引起医院内感染的主要病原菌之一，由于大量

抗生素的使用导致其耐药性越来越强，MRSA耐药机制复杂、独特，其 mecA 基

因是甲氧西林耐药性的遗传决定因子。mecA基因存在于一个大小约 21~67 kb的

具有移动能力的外来 DNA片段上，这个 DNA片段被命名为 SCCmec，SCCmec

主要由 mec基因复合物、位点特异性重组酶基因及重复序列组成，是MRSA多

重耐药性产生的重要遗传学基础。根据 SCCmec结构的不同可以将其分为不同基

因型和亚型，本研究通过 SCCmec 基因型对 MRSA 菌株进行分类，根据 spa 分
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型结果，4382份菌株共包含 13个基因型，以 t311为主，占 45.8%。其他型别为

t6418 (14.6%)、t002 (9.3%)、t030 (8.1%)、t037 (5.8%)、t2592 (4.7%)、t127 (2.3%)、

t421 (2.3%)、t601 (2.3%)、t062 (1.2%)、t3388 (1.2%)、t164 (1.2%)、t12007 (1.2%)，

如表 1.10所示。

表 1.10 MRSA菌株 spa分型结果

Table1.10 The results of spa genotype for MRSA strains

基因型 菌株数 占比(%)
t311 2007 45.8
t6418 641 14.6
t002 408 9.3
t030 356 8.1
t037 255 5.8
t2592 207 4.7
t127 100 2.3
t421 100 2.3
t601 100 2.3
t062 52 1.2
t3388 52 1.2
t164 52 1.2

t12007 52 1.2

对上述菌株耐药性进行的鉴定结果表明，MRSA对夫西地酸、替考拉宁、万

古霉素、喹奴普汀均表现出敏感性，对青霉素、苯唑西林均表现出较强的耐药性。

结果如表 1.11所示。

表 1.11 耐甲氧西林金黄色葡萄球菌耐药性鉴定

Table1.11 Identification of drug resistance of methicillin resistant Staphylococcus aureus

抗菌药物 耐药株(n) 占比(%) 敏感株(n) 占比(%)

青霉素 4,195 95.73 187 4.27

苯唑西林 4,215 96.19 167 3.81

夫西地酸 72 1.64 4,310 98.36

四环素 2,431 55.48 1,951 44.52

利福平 2,516 57.42 1,866 42.58

喹奴普汀 254 5.80 4,128 94.20

替考拉宁 72 1.64 4,310 98.36

诺氟沙星 2,478 56.55 1,904 43.45

万古霉素 163 3.72 4,219 96.28



兰州大学博士研究生学位论文 CVC置管者 CRBSI的细菌生物学特性及其与 ACE毒力基因相关性的研究

16

凝固酶阴性葡萄球菌（Coagulase-negative staphylococci，CNS）为革兰阳性

菌，该类细菌为球性或近似球形，呈葡萄串状排列，无鞭毛，无芽孢，革兰染色

呈紫色阳性反应，该类细菌属于需氧型细菌，耐盐，对培养基营养要求不高，在

液体培养时呈均匀浑浊生长分布，菌落成中等大小、圆形，在血平板培养部分出

现溶血现象。该类细菌主要包括表皮葡萄球菌、溶血葡萄球菌、人型葡萄球菌、

腐生葡萄球菌和华纳葡萄球菌等。

采用 PCR方法对 CNS的毒力基因、耐药基因和耐消毒剂基因进行检测，K-B

试纸片法对药敏性进行检测。CNS毒力基因的分布情况及耐药现状的回顾性分

析结果显示，CNS毒力基因检测中检测率最高的为 fnbp，占 17.5%，其次为 seb

占 16%，tsst占 15%，CNS中有 56%菌株含有 1种毒力基因，有 20.7%的菌株含

有 2种及以上的毒力基因，结果如表 1.12所示。

表 1.12 CNS的毒力基因型分布

Table1.12 Distribution of virulence genotypes of CNS

基因型 检出率(%)

fnbp 17.5
seb 16
tsst 15
see 2.4
sec 2.5
seg 2.6
seb+sec 7.4
spa+fnbp 6.4
sdrCED+sec 3.8
sspa+seb+fnbp 3.1
总数 76.7

对分离所得的 CNS病原菌进行的耐药性鉴定结果表明，该类细菌对青霉素

和氨苄西林的耐药性高达 90%，对环丙沙星、阿莫西林、克林霉素的耐药性达到

70%以上，对头孢唑啉、头孢呋辛、头孢曲松、四环霉素的耐药性在 40%左右，

对左氧氟沙星、复方新诺明、利福平耐药性较低，对利奈唑胺、万古霉素几乎没

有耐药性，结果如表 1.13所示。
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表 1.13 凝固酶阴性葡萄球菌耐药性鉴定

Table1.13 Identification of antimicrobial resistance of coagulase negative Staphylococcus

抗菌药物 耐药株(n) 占比(%) 敏感株(n) 占比(%)

青霉素 2,528 89.93% 283 10.07

氨苄西林 2,507 89.19% 304 10.81%

环丙沙星 1,993 70.90% 818 29.10%

阿莫西林 1,963 69.83% 848 30.17%

克林霉素 1,978 70.37% 833 29.63%

头孢唑啉 1,176 41.84% 1,635 58.16%

头孢呋辛 1,185 42.16% 1,626 57.84%

头孢曲松 1,210 43.05% 1,601 56.95%

四环霉素 1,126 40.06% 1,685 59.94%

左氧氟沙星 516 18.36% 2,295 81.64%

复方新诺明 558 19.85% 2,253 80.15%

利福平 571 20.31% 2,240 79.69%

利奈唑胺 236 8.40% 2,715 96.58%

万古霉素 139 4.94% 2,672 95.06%

2.7.2 CVC置管者 CRBSI相关 G-球菌分型及耐药性鉴定

回顾性分析结果表明，与 CRBSI相关的致感染菌中，G-球菌约占 46.7%，

其中鲍曼不动杆菌占比 15.4%，肺炎克雷伯杆菌占比 11.2%，铜绿假单胞菌杆菌

占比 10.5%，大肠埃希菌占比 9.6%。

本项回顾性分析采用随机多态性核苷酸序列（RAPD）方法对 2,598例鲍曼

不动杆菌的菌株进行了分型，利用 NTsys2.1e分析系统进行分析表明，按照 80%

的相似系数，2,598个鲍曼不动杆菌可以分为四个类型，其中 I型 2,015株，II

型 346株，III 型 142株，IV 型 95株，这些病原菌各菌株耐药性鉴定的回顾性分

析结果如表 1.14所示，这些菌株只对头孢哌酮表现出相对高的敏感性，而对其

他几种抗菌药物都有很高的耐药性。
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表 1.14 鲍曼不动杆菌耐药性鉴定

Table1.14 Identification of drug resistance of Acinetobacter Bauman

抗菌药物 耐药株(n) 占比(%) 敏感株(n) 占比(%)

头孢吡肟 2,330 89.68% 268 10.32%

哌拉西林 2,412 92.84% 186 7.16%

头孢哌酮 831 31.99% 1,767 68.01%

氨苄西林 2,378 91.53% 220 8.47%

庆大霉素 2,219 85.41% 379 14.59%

环丙沙星 2,410 92.76% 188 7.24%

亚胺培南 2,319 89.26% 279 10.74%

美罗培南 2,501 96.27% 97 3.73%

本研究的回顾性分析采用 RAPD法，对 1,881个肺炎克雷伯菌株进行基因分

型，分型结果大致可以将这些菌株分为三个类型，其中 I 型 1,021株，II 型 452

株，III 型 408株。同时对这些菌株的耐药性进行鉴定。结果如表 1.15所示，其

中对美罗培南、亚胺培南的敏感率最高在 90%以上；对阿米卡星、头孢哌酮、哌

拉西林、左氧氟沙星的敏感率也均在 80.0%以上。耐药率最高的是头孢唑林，为

82.8%。其次为头孢呋辛和氨苄西林，分别为 74.0%、72.1%。

表 1.15 肺炎克雷伯菌耐药性鉴定

Table1.15 Identification of drug resistance of klebsiella pneumoniae

抗菌药物 耐药株(n) 占比(%) 敏感株(n) 占比(%)

阿米卡星 358 19.03% 1,523 80.97%

左氧氟沙星 339 18.02% 1,542 81.98%

头孢哌酮 350 18.61% 1,531 81.39%

哌拉西林 164 8.72% 1,517 80.65%

头孢唑林 1,558 82.83% 323 17.17%

头孢呋辛 1,392 74.00% 489 26.00%

亚胺培南 150 7.97% 1,731 92.03%

氨苄西林 1,356 72.09% 525 27.91%

美罗培南 169 8.98% 1.712 91.02%

本项回顾性分析通过对菌落状态的观察，对 1,776个铜绿假单胞菌菌株进行

的基因分型结果显示，其中粘稠假单胞菌 1,024株，非黏稠性假单胞菌 752株。

对所有菌株进行的抗药性鉴定，结果如表 1.14所示，对亚胺培南、美罗培南、

头孢哌酮保持较好的敏感性，耐药率＜20%，对其他抗生素耐药率均＞50%以上。
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表 1.16 铜绿假单胞菌耐药性鉴定

Table1.16 Identification of drug resistance of Pseudomonas aeruginosa

大肠埃希菌是以往临床研究中 CRBSI 的主要致病菌，在本项回顾性的分析

中约占 9.6%。对这些菌株的分型研究也是利用传统的血清分型法，分型结果如

表 1.17所示，共有 12个血清分型，其中 41个菌株没有分型结果。

表 1.17 大肠埃希菌血清学分型

Table1.17 Serological classification of Escherichia coli

抗菌药物 耐药株(n) 占比(%) 敏感株(n) 占比(%)

妥布霉素 977 55.01% 799 44.99%

左氧氟沙星 1,049 59.07% 727 40.93%

头孢哌酮 284 15.99% 1,492 84.01%

哌拉西林 1,208 68.02% 568 31.98%

左氧氟沙星 1,172 65.99% 604 34.01%

头孢唑林 1,190 67.00% 586 33.00%

头孢呋辛 1,296 72.97% 480 27.03%

亚胺培南 249 14.02% 1,527 85.98%

氨苄西林 1,385 77.98% 391 22.02%

美罗培南 213 11.99% 1,563 88.01%

血清型别 株数(n) 占比(%)

O142K86 405 25.00%
O126K71 198 12.22%
O44K74 180 11.11%
O127K63 178 10.99%
O26K60 151 9.32%
O55K59 122 7.53%
O86K61 103 6.36%
O125K70 55 3.40%
O111K58 46 2.84%
O114K90 38 2.35%
O128K67 60 3.70%
O119K69 43 2.65%

未分型 41 2.53%
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对这些菌株耐药性的回顾性分析结果如表 1.18所示，大肠埃希菌对亚胺培

南和哌拉西林耐药性最低，对氨苄西林和头孢唑林的耐药性较高，都在 70%以上，

其它抗生素的耐药性也都在 40%以上。

表 1.18 大肠埃希菌耐药性鉴定

Table1.18 Identification of drug resistance of Escherichia coli

抗菌药物 耐药株(n) 占比(%) 敏感株(n) 占比(%)

亚胺培南 1,377 85.00% 243 15.00%

哌拉西林 1,458 90.00% 162 10.00%

阿米卡星 745 45.99% 713 44.01%

左氧氟沙星 826 50.99% 794 49.01%

氨苄西林 1,182 72.96% 438 27.04%

头孢唑林 1,231 75.99% 389 24.01%

复方新诺明 1,069 65.99% 551 34.01%

头孢他啶 729 45.00% 891 55.00%

头孢噻肟 939 57.96% 581 35.86%

氨曲南 1,004 61.98% 616 38.02%

3 讨论

CVC导管的留置由于其操作快捷、方便、安全系数高，目前已在 ICU诊断

中成为重要的治疗手段，特别是在输液、血流动力学监测、静脉营养支持等方面，

但在利用 CVC导管为患者带来治疗优势的同时，也潜存着感染的危险。因其是

一种有创诊疗手段，容易引发 CRBSI和其它并发症，这也成为目前医院中具有

潜在致命危险的最常见的感染性疾病之一[26]。大量临床统计数据显示，在英国每

年有接近 200,000人置入 CVC导管[27]，在 ICU 内 CRBIS 的发生率在 7%~10%左

右[28]。据美国医疗机构评鉴联合会（Joint Commission on Ac-creditation of Health

Care Organization, JCAHO）统计，美国每年有 250,000到 500,000的 CVC导管相

关血源性感染，死亡率为 20%-30%[29-30]，医院 ICU中每年发生 CRBSI的人次在

8 万左右，发生 CRBSI 的频率为 2.9~11.3/千导管日[8]，在新生儿重症监护病房

（Neonatal Intensive Care Unite, NICU）CRBSI的发生率为 0.6-2.5/千导管日[30]。

据美国疾病控制与预防中心（Centers Disease Control and prevention, CDCP）统计，

ICU患者医院获得性感染约 20%为血流感染，其中近 87%与 CVC有关，且 ICU
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的 CRBSI 的病死率为 20~60% [31]。本研究结果显示，CVC 导管培养感染率为

6.4~7.9/千导管日，平均为 5.7/千导管日，CRBSI 的发生比率与全世界范围内统

计结果基本相一致。

CRBSI 的发生是一系列复杂的综合因素共同作用的结果，首要因素为致感

染的病原菌。大量研究结果显示，导致 CRBSI发生的常见致病菌为 G+菌，病原

菌类型主要包括：凝固酶阴性葡萄球菌、金黄色葡萄球菌、肠球菌、念珠菌[31]。

本研究显示，其中凝固酶阴性葡萄球菌中的表皮葡萄球菌所占比例较大，分

析原因可能是由于所纳入研究的全部 CRBSI病例都有导管尖端或节段的培养进

行证实，都为确诊病例，而其他研究中的研究对象大多采用临床标准进行界定，

这可能包含了一部分原发 CRBSI 的病例患者，这些研究结果也与我们团队在

2010年的报道结果相一致，但也略有不同，本研究中鲍曼不动杆菌排名第二，

分析原因可能是由于所选研究对象的基础情况、抗菌药物压力等差异导致病原菌

分布有一定差异[32]。近些年来 CNS在 CRBSI中的角色日益凸显，可能原因有：

该类细菌极易在表皮或导管表面残留、定植，其中气管插管、中心静脉插管导尿

等侵袭性操作应用的增多也是血培养中最为常见的污染菌。本研究结果显示，

CRBSI病原菌的特点：纳入研究的 16,841例患者中，16,507例患者是由一种病

原菌感染，331例双重感染，3例为三重感染。此次研究共分离病原菌 16,905株，

检出时间为 2~60 d，平均 15 d。病原菌中 G+者 8,709株（51.4%），G-者 7,875

株（46.7%），真菌 321株（1.9%），与这一结论高度相符。鲍曼不动杆菌的比

例较高，与一些现有的研究结果相一致，究其原因，很多留置 CVC患者病情较

为严重，很大比例的患者合并多种并发症，尤其是 ICU 患者，甚至是给予呼吸

机辅助呼吸治疗，一旦发生感染，首先要考虑肺部的感染。

本研究结果同时显示，CNS的检出率呈逐年递增的趋势，并且 MRCNS的

检出比例要高于CNS的检出率，这个研究结果与前人的相关研究结果相一致[33-34]，

而且从耐药性检测试验可以看出，CNS对多种抗菌药物的耐药率呈高水平，对

青霉素和氨苄西林耐药率最高，达 90%以上，对头孢唑啉、头孢呋辛、头孢曲松、

四环霉素的耐性性在 40%左右，对左氧氟沙星、复方新诺明、利福平耐药性较低，

对利奈唑胺、万古霉素几乎没有耐药性。有研究证实以表皮葡萄球菌为主的 CNS

正逐渐成为患者难治性感染的重要病原菌之一，所以这些病原菌也成为导管相关

性血行感染的重要病原菌。在前人的研究中，这些病原菌对苯唑西林的耐药性达

到了 60%以上，并且呈现出多重耐药的特征[35]，在我们的研究中 CNS也呈现出

多重耐药特质，对青霉素、苯唑西林、四环素和利福平都有很强的耐药性，由此

可以看出，CNS类病原菌的耐药性较强，所以为了减少置管过程中此类病原菌

的感染概率，应该将侵入性操作的次数降到最低，如果一旦发生此类感染，要根



兰州大学博士研究生学位论文 CVC置管者 CRBSI的细菌生物学特性及其与 ACE毒力基因相关性的研究

22

据药敏实验的结果合理选择抗生素，尽量避免联合抗生素和不合理抗生素使用的

情况发生，在临床中，如果没有发生感染避免尽量减少或不使用预防抗生素的使

用，这样可以降低抗生素对病原菌抗性的选择压，避免了耐药菌株的出现[36-37]。

表皮葡萄球菌的耐药机制非常复杂，根据之前的研究可以将其耐药机制总结

为：（1）生物膜的形成。（2）耐药基因的作用。该病原菌携带 mecA基因，这

一基因编码一种低亲和力的青霉素结合蛋白，这类蛋白可以对所有β-内酰胺类抗

生素如青霉素、头孢霉素等产生耐药性，并且 mecA基因可以通过基因转座子或

质粒在菌株间进行传播，使其它菌株也产生类似的耐药性[38]，另有研究发现，这

类病原菌的质粒或基因中含有氨基糖苷类和喹诺酮类的耐药基因，所以对这两类

抗生素也产生耐药性，这也是这类病原菌产生耐药性的原因，因此导致临床上对

这类病原菌的治疗更加困难，这也是在大多数研究中表皮葡萄球菌占感染病原菌

比例较高的主要原因。此外，有研究从眼部病理标本中分离出的表皮葡萄球菌对

加替沙星和莫西沙星都具有很强的耐药性，进一步分析发现，这主要是由于 gyrA

和 parC基因突变导致的[39]。另有耐药性实验发现，这两个基因的突变还与对喹

诺酮类药物敏感性降低有很大的关系[40]。（3）酶功能作用。在研究中发现，有

80%的表皮葡萄球菌都会产生β-内酰胺酶，β-内酰胺酶通过其蛋白活性中心的丝

氨酸位点与β-内酰胺环相结合，从而打开β-内酰胺环，导致抗生素失去活性，而

产生很强的耐药性。目前，关于凝固酶阴性葡萄球菌耐药性日趋严重的报道屡见

不鲜，加之这类病原菌耐药机制非常复杂，已经成为临床治疗的棘手问题，因此

在临床中，特别是 CVC置管过程中坚持长期的细菌耐药性检测，根据病原菌药

敏实验结果选择合适的抗菌药物，并全面掌握抗菌药物的适应症是切实可行的策

略。

肠球菌是一类圆形或椭圆形呈链状排列的 G+球菌，在自然界中广泛分布。

近些年的大样本研究发现，该菌多在人体感染伤口、呼吸道及泌尿道等部位中

存在，尤其是随着近些年临床中由于治疗所需的侵袭性操作的广泛应用，免疫

抑制剂的使用，以及广谱抗生素的大量使用，由肠球菌引发的感染日益增多，

是美国医院血流感染的第四大常见病原菌[6]。根据 NNIS 数据，300多家参与医

院的 ICU中超过 28%的肠球菌对万古霉素耐药[41]。

肠球菌因 esP、gelE、ACE等毒力基因的作用，具有天然固有和后天获得

的耐药性，对临床治疗中药物的选择带来了极大的困难。内在本质上，肠球菌

因含有青霉素结合蛋白(PBPs)，通过合成一些细胞壁成分，使得其有很强的耐

受或抵制β-内酰胺抗生素的能力，表现为临床治疗中对青霉素酶敏感青霉素(低

水平)、青霉素酶抗性青霉素、头孢菌素、萘啶酸、氨曲南、大环内酯类以及克

林霉素和氨基糖苷类低水平具有内在抵抗性。同时，肠球菌具有获得性的耐药
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性，包括β-内酰胺酶、氯霉素、四环素、利福平、氟喹诺酮、氨基糖苷类(高水

平)和万古霉素的耐药性。肠球菌所致的感染常常发生在老年或者虚弱患者人群，

因其引发的菌血症所致的可归因死亡率为 31%-37% [42]。对临床 CVC置管者而

言，该菌所引发的感染所带来的问题不断攀升。

有统计研究发现，鲍曼不动杆菌的耐药性越来越强，呈现一种耐药程度高、

耐药性复杂的发展趋势。通过耐药实验研究发现，鲍曼不动杆菌对米诺环素表现

出较大的敏感性，而对美罗培南的敏感性只有 50%，并且对其它抗生素都表现出

很强的耐药性[43-44]，使我们在临床医学中对这种菌的灭菌面临很大的调整，而且

这类细菌对生长的营养条件要求并不高，还表现出对消毒剂的高耐抗性，所以该

菌能够在医院中长期存活。如果单纯靠增加抗菌药物浓度，反而会加速其变异，

使其进化出更强的抗药性，这也是临床医学中比较棘手的问题。

其他病原菌的耐药性相对较低，并且对不同抗生素的敏感性差异巨大。如在

前人的研究中发现肺炎克雷伯菌对碳青霉烯类抗生素最为敏感，表现出耐药率为

零的现象，并且对其它抗生物如阿米卡星、替卡西林、头孢哌酮、舒巴坦、克拉

维酸、哌拉西林、他唑巴坦的耐药率在 20%~44%之间，对像头孢唑啉、头孢吡

肟、氨苄西林、头孢西丁的耐药率几乎为 100%，而对其它抗生素的抗药性大约

在 50%左右。基于每种菌对抗菌药物敏感程度不同，需要对不同的菌施以不同的

抗菌药物处理，只有这样才能真正达到灭菌的效果[45]。对假单胞菌属的研究发现，

其耐药机制非常复杂，关系到外膜蛋白的损伤、碳青霉烯酶的特性以及药物通过

解毒系统排出等复杂的机制。有研究组通过对不同抗菌药物筛选实验发现假单胞

菌对哌拉西林/他唑巴坦、美罗培南最敏感，其耐药率约仅为 14%，对亚胺培南

的耐药率为 29%左右，对左氧氟沙星的耐药率为 43%左右，可以发现对后两种

药物的耐药性相对较高，所以针对假单胞菌的相关灭菌时应选用合适的抗菌剂。

另外有研究通过铜绿假单胞菌对左氧氟沙星耐药性研究发现，其耐药率约为

43%。提示临床在抗生素的选用时要更加慎重，特别是对第三代头孢菌素的使用

上，在针对产生 ESBL的菌株时要慎用青霉素类、头孢菌素类、单环类抗菌药物

而改选用亚胺培南等碳青酶烯类抗菌剂[46]。G+细菌应作为预防和控制的主要目

标，但多重耐药 G-细菌引起的感染也应予以高度关注。导管尖端和血培养已成

为诊断 CRBSI必不可少的手段，亦可及时反映治疗效果。因此，通过血和导管

尖端培养及时掌握本地区、本科室 CRBSI病原菌分布及其对抗菌药物的耐药现

象和动态，对合理应用抗菌药物具有重要指导意义。同时根据病原菌药敏结果选

择合适抗菌药物治疗，避免滥用抗菌药物，减少耐药菌株的产生，这样既可迅速

控制感染，又可预防耐药菌株的增加和扩散。ICU内 CRBSI的病死率仍然较高，

老年、发病时病情程度、复数菌感染是患者不良预后的高危险因子，临床上应积
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极筛查，为早期判断及干预创造时机。

本研究结果还显示，影响 CRBSI临床用药效果的因素中，奈唑胺、奎奴普

丁/达福普丁的耐药性几乎为零，但是在 IDSA指南中并不建议将利奈唑胺作为治

疗 CRBSI的首选，而建议对MSRA导致的这种持续性菌血症或者是使用万古霉

素治疗失败的患者可以选用上述几种抗菌剂进行治疗，由于葡萄球菌对青霉素类、

大环内酯类和一代青霉素的耐药率约为 63%，所以在治疗葡萄球菌引发的感染时

尽量避免用上述几种抗菌剂。在临床上要根据感染菌株的不同类型选择不同的抗

菌剂，只有这样才能达到最好的治疗效果，同时避免药物选择不当而导致的治疗

不利。

此外，CRBSI的发生也与一些客观条件密切相关，如社会经济发展不平衡、

不同的社会年代、不同的医院规模、不同的专科设置、置管时的环境、置管者的

感控依从性、置管后患者自我管理等相关，同时也与不同的实验设计、不同疾病

构成等有关[31,47]。分析或许存在以下原因：（1）国内对导管相关性血流感染进

行统计时，多只考虑单一因素，而没有考虑导管置留对感染率造成的影响。（2）

临床对于规范送检的要求尚存在不统一之处，即送检必须要同时具备导管尖端标

本和外肘静脉血标本，而非单一标本。（3）统计数据的不完整性。本研究显示，

影响 CRBSI发生的因素位居首位的是患者自身合并多种并发症，其次为置管者

感控依从性尚欠缺，以及置管前的评估不到位，这三类原因将作为今后指导临床

对 CRBSI预防及诊治策略的切入点，重点进行防范和改进，以提升 CVC置管的

安全性，降低 CRBSI的发生率。

4 小结

大样本临床病例的回顾性研究，明确了 CVC置管者 CRBIS发生的流行病学

特征，为进一步指导临床 CRBSI的预防及诊治工作，提供了较为重要的参考价

值。对 CVC置管者 CRBSI发生的病原菌生物学特性分析的结果显示，CVC置

管者 CRBSI的致感染病原菌以肠球菌、鲍曼不动杆菌、肺炎克雷伯杆菌、铜绿

假单胞菌、大肠埃希菌、表皮葡萄球菌等 6类为主。

同时，本项研究也存在不足之处。首先，该部分研究为回顾性资料分析、单

中心调查研究，可能会造成研究结论的局限性。不过 APACHE II 评分为把握总

体病情提供了客观参照，部分补偿了某些重要因素，如血流动力学不稳定等。其

次，参照本次研究，在单因素分析中循环系统基础疾病、性别及消化道出血在两

组间也存在显著差异的情况，之所以未能通过多元 logistic回归可能与病例规模

过小有关。由于样本量有限，该研究中并未设定基于不同入院诊断的亚组进行分
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析，有可能造成多因素交互作用分析的偏倚。最后，在入住 ICU 的老年患者所

占比例较高，并不能反映全国或全世界各医院的情况，可能部分解释了与文献中

所报道的病死率相比我院的 CRBSI病死率偏高。在今后的工作中，将进一步健

全本单位、本地区医院 CRBSI的病原学特点及发生率等相关的数据系统，多中

心进行致感染病原菌分布、药物敏感性及感染因素等的实时监测，总结相关感染

发生的主要原因，及时找出相应的解决办法，以期更好地降低 CRBSI的发生率。

SCCmec 是 MRSA 的耐药性基因岛与耐药基因传递、多重耐药性关系密切

[48-49]， MRSA已成为社区和医院人群感染的常见致病菌，由于其致病能力强，

耐药谱广，会对公众的健康造成严重感染，并使临床抗感染面临极大困难，由此

备受医学界关注。更由于不同国家、不同地区间流行的 MRSA 基因型别不同，

且菌株型别不断变异，熊祝嘉等人对 7所医院耐甲氧西林金黄色葡萄球菌的分子

流行病学及耐药性研究，发现每个医院耐甲氧西林金黄色葡萄球菌的基因型都不

尽相同[50]，我们的研究结果结果也证实了相似的结果，以 t311基因型最多，占

45.8%，因此，在抗生素选择时可以根据本医院病原菌基因型进行有目的的选择，

避免抗生素的滥用。本医院凝固酶阴性葡萄球菌的毒力基因的分布情况分析表明，

毒力基因分布差异较大，检测率最高的为 fnbp，占 17.5%，其次为其次为 seb占

16%，tsst占 15%，并且 CNS中有 32.5%菌株含有 1种毒力基因，这说明不同菌

株对抗生素抗性有所差异，这与前人的研究结果基本一致[51-52]。随机多态性核苷

酸序列（RAPD）基因型分型法已广泛应用细菌分型和基因型的鉴定中，本研究

通过 RAPD法对鲍曼不动杆菌和肺炎克雷伯菌基因型进行鉴定并进行了聚类分

析，也表明基因型与抗药性方面也存在一定的相关性，这为后期临床抗生素的科

学应用提供了理论依据。

综上所述，CVC置管者发生 CRBSI，不仅仅与致感染病原菌的流行病学特

征及病原菌的生物学特性、机体自身的状况、环境等因素密切相关，同时也与病

原菌自身生物学特性存在重要的关联性。研究表明，病原菌的毒力基因是其引起

机体发生感染的重要原因之一[53]，故此对于 CVC 置管者 CRBSI 占比较高的 6

类病原菌毒力基因与其致感染的相关性研究需要更进一步深入的研究。
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第二部分 CVC置管者与未置管者主要致感染病原菌毒力

基因的检测与分析

CVC置管者CRBSI的发生是多种因素综合作用所致，致感染的病原菌是首要

因素，菌类自身的生物学特性与机体之间的相互作用，是导致感染发生的关键点。

其次，也与置管者自身状况、置入导管的选择、置管前的准备工作、准确的评估、

置管者的操作水平、置管过程中的质量控制、导管留置的时长以及导管留置后的

管理及维护等诸多因素密切相关[53-55]。

病原菌致病性的强弱取决于其毒力，同种病原微生物不同菌株或菌株不同程

度的致病能力称为毒力，构成毒力的物质称为毒力基因[6]。目前，对于大多数致

感染的病原菌而言，较多的研究主要集中在分子流行病学和耐药机制等方面

[6,22,56-59]，而对其毒力基因与特定状态的人体是否发生感染之间的相关性，进行

的研究则尚处于起步阶段。本研究将进行 CVC置管者与未置管者主要致感染病

原菌毒力基因的检测与分析的相关研究。

1 研究材料与方法

1.1 研究材料

1.1.1 研究对象

2017年 9月-2018年 9月，将入住 ICU 的患者，100 例留置 CVC导管的患

者作为实验组，100例未留置 CVC导管的患者为对照组，进行前瞻性的研究。

1.1.2 排除标准

①孕妇；②年龄<18岁者；③慢性器官衰竭者；④肿瘤确诊者。

1.1.3 伦理审查

通过伦理委员会审批（批件号：2018A-106）。

1.2 研究方法

1.2.1 血液样本的提取

实验组与对照组个体均在 ICU 内，由具有执业资质的专业人员采集外周静

脉血样本 5 ml。送检由专业运输人员完成，实验工作均由研究团队有资质的专业
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人员按流程要求完成，一系列工作均遵循严格的 SOP要求。

1.2.2 RNA提取

1.2.2.1 RNA提取实验前的准备

（1）尽量使用一次性塑料器皿，一次性无酶微量离心管及枪头；若使用玻

璃器皿，应在使用前在 160°C下干热灭菌 2 小时以上；不能干热灭菌的器皿用

0.1%DEPC水溶液在 37°C下处理 12小时，然后再 120°C下高压灭菌 30分钟以

除去残留的 DEPC。

（2）使用试剂须用 0.1%DEPC处理的灭菌水配制后再进行高温高压灭菌。

（3）实验过程中务必使用一次性塑料手套和口罩，以避免 RNase污染。

1.2.2.2样品的研磨和匀浆

（1）将 0.5 ml样品移至 EP管中，添加 1 ml Trizol Reagent；

（2）用移液枪缓慢吸打混合液至完全裂解；

1.2.2.3 Total RNA的提取

（1）向上述的匀浆裂解液中加入氯仿 300 μl，盖紧 EP管盖，混合至溶液乳

化呈现乳白色；

（2）室温静置 5分钟；

（3）12,000×g、4°C离心 15分钟，小心取出离心管，RNA存在于上层清液

中；

（4）吸取上清液移至新的 EP中（勿要吸出白色中间层）；

（5）向上清中加入等体积的异丙醇，上下颠倒 EP 管充分混匀后，室温下

静置 8-12分钟；

（6）12,000×g、4 °C离心 10分钟，试管底部会出现肉眼可见的 RNA沉淀

块。

1.2.2.4 RNA沉淀的清洗

弃上清，加入等量的 75%乙醇（用 DEPC水和无水乙醇配制），使用 Vortex

振荡清洗沉淀后，7,500×g、4°C离心 5分钟，弃上清。

1.2.2.5 RNA的溶解

倒置 EP管于干净滤纸上，室温干燥沉淀 3-5分钟。沉淀干燥后，加入 40 uL

的 DEPC水溶解沉淀。

1.2.2.6 RNA纯度分析（吸光度分析）

打开紫外分光光度计，100 μl DEPC水清洗测量杯 2次，取 4 μl上述所提RNA

加入 96 μl DEPC水（25倍稀释）；测量 OD260、OD280、OD320吸光值，OD260/OD280

比值在 1.8~2.0范围内较好。
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RNA浓度（ug/ul）=（OD260-OD280）×稀释倍数×0.04

1.2.2.7 去除基因组 DNA反应

按表 1.1在冰上配制反应液，其中按反应数+2的量配制Master Mix，再分装

到每个反应管中，最后加入 RNA样品。将反应液放在 42°C水浴箱中 2分钟，4°C

保存。

表 1.1 反应液配制

Table1.1 Preparation of reaction solution

试剂 使用量

5×gDNA Eraser Buffer
gDNA Eraser
Total RNA
Rnase Free dH2O

2.0 μl
1.0 μl
≤1 μg
Up to 10 μl

1.2.2.8 反转录反应

按表 1.2 在冰上配制反应液。先按反应数+2 的量配制 Master Mix，再分装

10 μl到每个反应管中，轻轻混匀后立即进行反转录反应。将反转录液放入反转

录仪中，设定反应体系（37°C 15分钟后 85°C 5秒），4°C 20分钟，-20°C保存。

表 1.2 反转录液配制

Table 1.2 Preparation of reverse transcript

试剂 使用量

表 1.1的反应液

PrimeScript RT Enzyme Mix I
RT Primer Mix
5×PrimeScript Buffer 2
Rnase Free dH2O
Total

10.0 μl
1.0 μl
1.0 μl
4.0 μl
4.0 μl
20 μl

1.2.3 荧光定量 PCR反应

1.2.3.1 引物

引物设计及合成均由宝生物（大连）生物有限公司完成，具体引物序列如下：

Master Mix
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表 1.3 PCR引物序列

Table1.3 PCR primer sequences

基因 引物序列

Esp

agg

前引物（F）：CACACGGAAAGTACCCCATTCT
后引物（R）：TGCCAGTGCTCTTATCTAAAG
前引物（F）：CGCTTTGTCTTCTCCCTTGT
后引物（R）：CCGATGCCCAGGTTCTTCT

asal 前引物（F）：CTGTTCTGGGCTTCGCTGT
后引物（R）：TCCCGTGCTGTAGGCATCT

gelE 前引物（F）：CGCAATGTTATCCCGTCGTT
后引物（R）：AGGTGGTGGTGGTCGCTTT

cylA 前引物（F）：ATGGTCATGGTACACAAGTTGCT
后引物（R）：ATAGAGTTTCCATCTGTCCCAT

Exos 前引物（F）：TGGTGGCATCCACAGTGA
后引物（R）：TTTGTCCCGCATCCAGTTC

exoT 前引物（F）：GCAGTTGGACGGCGATTT
后引物（R）：CTTTGACAGCGGAGAGA

exou 前引物（F）：CTTGGCGGGTAGGCTCAAGT
后引物（R）：GGCGATACAGAGAGGGGAAG

exoy 前引物（F）：TGAGCGAGGACGGATTCTATG
后引物（R）：GGTGAAACATCTCCCTGTGCT

eaeA 前引物（F）：GAGGTTTAGGGATCTTCCTG
后引物（R）：ATACTGCGTGGTCGGGTCTT

stx2 前引物（F）：GACGTGGACCTCACTCTGAA
后引物（R）：ATTCTCCCCACTCTGACACCA

plc-N 前引物（F）：TGCCGATATGCAGGACGA
后引物（R）：TTCACCCAACCACCACGA

bimS 前引物（F）：CCCCTACCTCCCTACAGAC
后引物（R）：GATACGCCGCAACTCTTGG

abal 前引物（F）：CCAAATCTCCTCCCACCAT
后引物（R）：TGTCGTCCCAGCCACTTTC

CsuA 前引物（F）： CTTCTATGGGAATACGTTG
后引物（R）：TCGTGTCTGCGTTTTCATCC

ompA 前引物（F）：ACGCTGGTGTTGGTGCTTT
后引物（R）：CTGGCTTGTATTGGTCTTTG

bap 前引物（F）：AGCCACAGTTGATGCCGTAG
后引物（R）：CAAGTCCAGCAAGCGATACA

mecA 前引物（F）：GGGTATTGCTCTTCTTCTTTTCT
后引物（R）：GTGGACAGGGAGGTTTATGGA

icaA 前引物（F）：TGTGTGTGTGTGTGTGTGTTT
后引物（R）：ATTCATCGCTCCAGACCTCCT

ACCESSION U43366 前引物（F）：TGACAATGCCTTTCCTGTTTTG
后引物（R）：CCCATAAGCCTGTTTCATACAT

ybts 前引物（F）：AGCATATCCTTTCTGTCAAAGAAGC
后引物（R）：GAACCGACATTAAATCTTCAACCAC

iron 前引物（F）：ACAGGTTGAGCGTATCGAAGT
后引物（R）：TTGGAGGGACGTTTGGTAATG

htrA 前引物（F）：AGTTTAGGTCTGGCGTTGTC
后引物（R）：GCATCACCTTCTCCAGCATC
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基因 引物序列

ACE 前引物（F）：ACGGAGCAGGCCAACATCAAGCA
后引物（R）：TTTGATTGCCGCTTGCCTCGCCTT

表皮葡萄球菌 16S序列 前引物（F）：GAGTTTGATCMTGGCTCA
后引物（R）：CTAHAGGGTATCTAATCCT

鲍曼不动杆菌 16S序列 前引物（F）：ATGACCAGCCACACTGGAA
后引物（R）：CTCCTCCCCGCTGAAAGTG

大肠埃希菌 16S序列 前引物（F）：GCCCCTTCCAGATTACTTTATAT
后引物（R）：TGCTTAATATATTTTCTTTATATG

铜绿假单胞菌 16S序列 前引物（F）：ATCAAGTACAGTTAGTCT
后引物（R）：ACGATTCAAAGCTAACTG

肠球菌 16S序列 前引物（F）：GAGTAAATCCATGAACGA
后引物（R）：CGCTGATGGTATCGATTCAT

肺炎克雷伯 16S序列 前引物（F）：ATGACCAGCCACACTGGAA
后引物（R）：CTCCTCCCCGCTGAAAGTG

1.2.3.2 配制 PCR反应液

按下列组分配制 PCR反应体系（在冰上进行）

表 1.4 PCR反应体系配制

Table1.4 Preparation of PCR reaction system

试剂 使用量

SYBR Premix Ex TaqII
PCR Forward Primer(10uM)
PCR Reverse Primer(10uM)
RT 反应液（cDNA溶液）

dH2O（灭菌蒸馏水）

Total

12.5 μl
1.0 μl
1.0 μl
2.0 μl
8.5 μl
25 μl

1.2.3.3 进行 Real Time PCR反应

ViiA7Dx实时荧光定量 PCR仪进行 Real Time PCR，反应条件如下：

表 1.5 PCR反应条件

Table1.5 PCR reaction conditions

温度时间 循环数

95°C，30 s
95°C，5 s
62°C，30 s
95°C，15 s
60°C，30 s
95°C，15 s

1个循环（预变性）

40个循环（PCR反应）

1个循环（产物溶解）
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1.2.4 统计方法

应用 SPSS 19.0 软件进行数据处理及结果的分析。计量资料用x ± s表示；

计数资料以频数表示；计算每个样本实验组与对照组中目的基因的△Ct：ΔCt =

average Ct – average of HK genes’ Ct ，计算对照组目的基因的△Ct的均值，计算

实验组中每个样本目的基因的△△Ct：ΔΔCt = ΔCt - ΔCt’ ，最终通过 2-△△Ct

计算每个样本实验组与对照组目的基因表达的差异性。采用 Graphpad prism6.0

进行统计学分析并作图。

1.3 主要仪器及试剂

仪器名称 厂家

紫外可见分光光度计

Centrifuge

纯水系统

电热型恒温水槽

超净台

PCR仪

7900 Fast Real-Time PCR System

ViiA 7 Real-time PCR System

TRIZOL试剂

氯仿、异丙醇、100%乙醇

无 RNA酶的糖原

RNeasy®MinEluteTM纯化试剂盒

10mM TE、Tris-HCL、0.4M MOPS

0.1M乙酸钠、甲醛

SuperScript III Reverse Transcriptase

RNase Inhibitor

2*SuperArray PCR master mix

PCR Array

上海美谱达公司

美国 Thermo

美国Millipore

上海森信仪器厂

上海上净净化设备有限公司

美国 BIO-Rad

美国 Applied Biosystems

美国 Applied Biosystems

Invitrogen

上海化学试剂有限公司

Ambion

Oiagen

华美生物工程公司

上海化学试剂有限公司

Invitrogen

Epicentre

Cat. No. 330522

Qiagen
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2 实验结果

2.1 研究对象基本信息

两组研究对象的基本资料如下：实验组包含 53位男性和 47位女性，平均年

龄为 49.05±6.07岁；对照组包括 62位男性和 38位女性，平均年龄为 50.02±6.20

岁，统计分析显示，两组在年龄及性别比例上均无明显差异，排除了性别和年龄

差异对实验结果的影响。结果见表 2.1。

表 2.1 研究对象基本资料

Table2.1 Basic information of research objects

基本资料 实验组 (n=100) 对照组 (n=100) P

年龄(岁) 49.05 ±6.07 50.02 ± 6.20 0.381

性别(男/女) 53/47 62/38 0.198

感染来源(n, %)

外周血液 21 (21.00) 13(13.00) 0.132

肺部 30(30.00) 25(25.00) 0.527

腹部 35(35.00) 18(18.00) 0.010

伤口 8(8.00) 42(42.00) 0.000

其他部位 6(6.00) 2(2.00) 0.279

致感染的病原菌

肠球菌 24 (24.00) 18(18.00) 0.600

鲍曼不动杆菌 22(22.00) 20(20.00) 0.862

肺炎克雷伯杆菌 19(19.00) 24(24.00) 0.491

铜绿假单胞菌 12(12.00) 9(9.00) 0.645

大肠埃希菌 10(10.00) 11(11.00) 1.000

表皮葡萄球菌 9(9.00) 12(12.00) 0.645

其他菌 2(2.00) 3(3.00) 1.000

混合感染 1(1.00) 2(2.00) 1.000

未知感染 1(1.00) 1(1.00) 1.000
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2.2 6类病原菌毒力基因实验结果

2.2.1 肠球菌毒力基因实验结果

通过检测肠球菌的感染相关基因 esP、agG、asaL、gelE、cylA、ACE 在各

实验组的表达水平。结果显示，与对照组相比，各实验组的感染相关基因 esP、

gelE、cylA、ACE的表达水平较高，且差异有统计学意义（P<0.01），agG、asaL

表达差异无统计学意义（P>0.05）。表明在留置 CVC导管组中 esP、gelE、cylA、

ACE的表达水平高于未留置 CVC导管组，说明 esP、gelE、cylA、ACE等基因

的高表达水平可能与留置 CVC导管患者的感染具有一定的相关性。结果见图 2.1。

图 2.1 肠球菌毒力基因表达水平

Fig2.1 Enterococcus Virulence gene expression level

**表示 P<0.01

2.2.2 鲍曼不动杆菌毒力基因实验结果

通过检测鲍曼不动杆菌的感染相关基因 plcN、baP、ompA、csuA、abaL、

bimS在各实验组的表达水平。结果显示，与对照组相比，各实验组的感染相关

基因 baP、ompA、csuA的表达水平较高，且差异具有统计学意义（P<0.01），

plcN、abaL、bimS表达差异无统计学意义（P>0.05）。表明在留置 CVC导管组

中 baP、ompA、csuA 的表达水平高于未留置 CVC导管组，说明 baP、ompA、

csuA等基因的高表达水平可能与留置 CVC导管患者的感染具有一定的相关性。

结果见图 2.2。
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图 2.2 鲍曼不动杆菌毒力基因表达水平

Fig2.2 Acinetobacter baumannii Virulence gene expression level

**表示 P<0.01

2.2.3 肺炎克雷伯杆菌毒力基因实验结果

通过检测肺炎克雷伯杆菌的感染相关基因 iroN、htrA、ybtS在各实验组的表

达水平。结果显示，与对照组相比，各实验组的感染相关基因 iroN、htrA 的表

达水平较高，且差异具有统计学意义（P<0.01），ybtS 表达差异无统计学意义

（P>0.05）。表明在留置 CVC导管组中 iroN、htrA的表达水平高于未留置 CVC

导管组，说明 iroN、htrA等基因的高表达水平可能与留置 CVC导管患者的感染

具有一定的相关性。结果见图 2.3。

图 2.3 肺炎克雷伯杆菌毒力基因表达水平

Fig2.3 Klebsiella pneumoniae Virulence gene expression level

**表示 P<0.01
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2.2.4 铜绿假单胞菌毒力基因实验结果

通过检测铜绿假单胞菌的感染相关基因 exoS、exoT、exoU、exoY在各实验

组的表达水平。结果显示，与对照组相比，各实验组的感染相关基因 exoS、exoT、

exoU、exoY的表达水平较高，且差异具有统计学意义（P<0.01）。表明在留置

CVC导管组中 exoS、exoT、exoU、exoY的表达水平高于未留置 CVC导管组，

说明 exoS、exoT、exoU、exoY等基因的高表达水平可能与留置 CVC导管患者

的感染具有一定的相关性。结果见图 2.4。

图 2.4 铜绿假单胞菌毒力基因表达水平

Fig2.4 Pseudomonas aeruginosa Virulence gene expression level

**表示 P<0.01

2.2.5 大肠埃希菌毒力基因实验结果

通过检测大肠埃希菌的感染相关基因 eaeA、sT在各实验组的表达水平。结

果显示，与对照组相比，各实验组的感染相关基因 eaeA的表达水平较高，且差

异具有统计学意义（P<0.01）。sT 表达差异无统计学意义（P>0.05）。表明在

留置 CVC导管组中 eaeA 的表达水平高于未留置 CVC 导管组，说明 eaeA 基因

的高表达水平可能与留置 CVC导管患者的感染具有一定的相关性。结果见图 2.5。
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图 2.5 大肠埃希菌毒力基因表达水平

Fig2.5 Escherichia coli Virulence gene expression level

**表示 P<0.01

2.2.6 表皮葡萄球菌基因实验结果

通过检测表皮葡萄球菌感染相关基因 mecA、icaA、U43366在各实验组的表

达水平。结果显示，与对照组相比，各实验组的感染相关基因 icaA、U43366的

表达水平较高，且差异具有统计学意义（P<0.01），mecA表达差异无统计学意

义（P>0.05）。表明在留置 CVC导管组中 icaA、U43366 的表达水平高于未留

置 CVC导管组，说明 icaA、U43366等基因的高表达水平可能与留置 CVC导管

患者的感染具有一定的相关性。结果见图 2.6。

图 2.6 表皮葡萄球菌毒力基因表达水平

Fig2.6 Staphylococcus epidermidis Virulence gene expression level

**表示 P<0.01
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3 讨论

CVC置管者发生 CRBSI的致感染病原菌所有发生概率中，由革兰氏阴性菌

大肠杆菌属、肠球菌、克雷伯杆菌、鲍曼不动杆菌和铜绿假单胞菌等所引起的比

例约占 15~20%[6]，另外像束村菌、棒状杆菌、微球菌、芽孢杆菌和嗜麦芽窄食

单胞菌等引起的 CRBSI的报道也有很多，大面积烧伤、烫伤患者中比较常见的

是铜绿假单胞菌和阴沟肠杆菌[6]。本研究的回顾性分析也显示，肠球菌所占比例

最高，其次为鲍曼不动杆菌、肺炎克雷伯菌，另外，铜绿假单胞菌、大肠埃希菌

在致感染菌群中也占有一定的比例。

鲍曼不动杆菌（Acinetobacter baumannii）血源性感染是常见的院内感染之一，

尤其以 ICU患者和免疫低下人群易发。鲍曼不动杆菌毒力基因 ompA、baP均与

病原菌对宿主细胞的黏附密切相关，ompA是目前功能研究最透彻的毒力因子之

一[60]。该特点一定程度上决定了鲍曼不动杆菌具有很强的生存及定殖能力，同时

在其他多种毒力基因的共同作用下，极易引起院内感染的爆发和持续流行，加之

其多重耐药菌株、甚至全耐药菌株的日益增多，更加剧了临床的治疗难度，使得

感染患者的病死率居高不下。本研究结果显示，鲍曼不动杆菌的感染相关基因

baP、ompA、csuA在留置 CVC导管者体内呈现高表达水平，说明这些毒力基因

可能与留置 CVC导管患者的感染具有一定的相关性。这与目前的许多研究结果

相一致[61-65]。

肺炎克雷伯杆菌（Klebsiella pneumoniae）是引起医院及社区感染的主要病

原菌，在人体抵抗力下降时极易引起罹患肺炎、泌尿生殖道感染及败血症[66-67]。

研究表明，肺炎克雷伯杆菌 iroN为铁载体基因，铁离子在细菌生长繁殖中发挥

重要作用[68]，htrA 为温度依赖性热休克蛋白，其表达量的高低决定肺炎克雷伯

菌毒力高低。本研究针对肺炎克雷伯杆菌的感染相关基因进行的检测结果显示，

该菌的毒力基因 iroN、htrA在留置 CVC 导管者中表达水平高于未留置 CVC导

管者，说明在留置 CVC导管患者中肺炎克雷伯杆菌的繁殖力增强，其致病性增

强。

铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa）是一种非发酵 G-杆菌，是医院感

染致病菌分离率最高的几种院内获得性细菌之一[68-70]。exoS、exoT、exoU基因

编码的毒性蛋白是铜绿假单胞菌发挥毒性作用的重要因素，尤其当毒力基因exoS

和 exoT表达率高时，提示该菌的耐药性和毒力均较高[71-73]。据鞠晓红等[74]的研

究表明，在铜绿假单胞菌的毒力基因的检测中，53.97%的菌株同时携带两种毒力

基因（exoS+/exoU），是研究组中检出率最高的基因型，由此推测，这两种基因

型与医院感染具有较大可能性。本研究结果也显示，留置 CVC导管者的 exoS、
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exoT、exoU、exoY这四个毒力基因的表达水平高于未留置 CVC导管者，说明

在留置 CVC导管患者中铜绿假单胞菌的致病力明显增强。

表皮葡萄球菌(Staphylococcus epidermidis)主要寄生于人体皮肤和黏膜上，

因其通过黏附在如静脉留置导管等植入性医疗器械表面形成生物被膜而造

成持续性感染,具有迁延不愈的特征,是人体留置生物材料引起的医院感染最

重要的病原菌之一，占比高达 39%[75-76]。表皮葡萄球菌引起感染的重要因素为

在植入性材料表面形成生物膜，以抵抗人体自身免疫及抗菌药物的作用[77]，

非常难以清除，对临床防治 CRBSI 带来了巨大的困难。表皮葡萄球菌的 mecA

基因主要编码生成低亲和力的青霉素结合蛋白异构体，从而导致该类致病菌对β-

内酰胺类药物的耐药[75-76]，icaA基因编码一种多糖胞间黏附素膜蛋白，这种膜蛋

白具有 N-乙酰葡聚糖转移酶活性，并且也是该菌生物膜形成所必须的成分之一

[78-82]。本研究通过检测表皮葡萄球菌感染相关基因 mecA、icaA、U43366在各实

验组的表达水平，结果显示，留置 CVC 导管者的毒力基因 icaA、U43366 的表

达水平高于未留置 CVC 导管组，说明 icaA、U43366 等基因的高表达水平可能

与留置 CVC导管患者的感染具有一定的相关性，由此可见置管后患者表皮葡萄

球菌的耐药性和感染能力可能均有所提高。

大肠埃希菌是人畜共患的重要的肠道致病菌，其所产生的特定的毒力因子

如黏附素 eaeA、侵袭素 ibeA等与其致病性密切相关，可对肠道上皮细胞产生“黏

附和抹平”(Attaching and effacing，A/E) 的特征性组织病理效应，即细菌与肠道

上皮细胞紧密黏附，被感染细胞微绒毛消失[83-87]。鉴于这一特点，临床对大肠

埃希菌所致感染的鉴别诊断就显得尤为重要。由于 eaeA基因的多态性特点，《感

染性腹泻诊断标准》，将肠致病性大肠埃希菌的 PCR 作为临床鉴别诊断的指标，

陈强等对大肠埃希菌紧密黏附基因的分型进行的研究结果，也对这一指标进行

了补充[88-89]。本研究通过检测大肠埃希菌的感染相关基因的表达水平，发现留

置 CVC导管者 eaeA毒力基因的表达水平高于未留置 CVC导管者，说明 eaeA

基因的高表达水平可能与留置 CVC导管患者的感染具有一定的相关性。

肠球菌（Enterococcus）是一种普遍存在于自然界中的革兰氏阳性球菌（G+），

据 2013年中国 CHINET 细菌耐药监测结果显示，肠球菌在 G+引起的院内感染

率中排第二位，仅次于金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）[90],被列为医院

内菌血症和尿路感染的主要原因[91-92]。肠球菌正在成为医院获得性感染的重要

原因[93-94]。

肠球菌引起的置管感染逐年上升，多重耐药性菌株日益增多[53,95-96]，因此，

对肠球菌的深入研究，有助于指导临床预防由此引起的 CRBSI和临床抗菌药药

物的选择。
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本研究对两组研究对象中肠球菌主要的致病基因 esP、agG、asaL、gelE、cylA、

ACE的表达量通过 PCR荧光定量进行了分析，结果显示，与对照组相比，CVC

置管组肠球菌中 esP、gelE、cylA、ACE等 4个致病基因的表达水平明显高于对

照组。esP基因编码肠球菌表面蛋白，gelE编码明胶酶，cylA为细胞溶解素激活

基因，由此可见，对于 CVC置管者而言，肠球菌的致病力可能高于非置管患者。

这一结果也说明，部分致病基因在某些条件下可能处于沉默状态，国外有学者研

究发现肠球菌在致病基因在健康人群中大量处于沉默状态，这可能由于基因操纵

子部分缺失或者是致病基因在只有在体内某些特殊环境下才能表达[97]。

有研究对肠球菌 esP 基因与万古霉素耐药性相关性进行了研究，结果表明

esP的检测率与万古霉素的耐药性成一定的正相关性[98]。本研究发现 esP基因表

达水平在实验组中明显升高，表明 CVC置管者肠球菌的耐药性升高，这可能与

置管过程中使用抗菌药物导致病原菌的多重耐药性有关，同时 esP蛋白的独特结

构会改变蛋白的表达形式，使细菌细胞壁表面结构发生改变，从而使肠球菌能够

逃避免疫攻击，在强大的抗菌药物选择压力下能够继续增[20]。

此外，本研究针对肠球菌致感染者的 ACE I（Angiotensin Converting Enzyme）

基因的表达水平进行了分析，结果发现 ACE基因在两组研究对象中表达水平差

异性明显。ACE是一种单一多肽链组成的膜结合糖蛋白，可将无活性的血管紧

张素 I转换为有活性的血管紧张素 II(Ang II)，并灭活具有血管扩张活性的缓激肽

(BK)[99]。广泛存在于全身各组织，因其活性中心含有金属元素锌，又叫金属蛋白

酶，属二羧肽酶，相对分子质量约为分子量约为 90-160 kb。血管内皮细胞和心

脏中均有大量 ACE分布，在肺、肾、肝、附睾、前列腺等组织的血管内皮细胞

或上皮细胞以及血浆、尿等体液中也可检出 ACE[100]。ACE是肾素血管紧张素醛

固酮系统（MS）中的关键酶，它通过将 Ang I 转化为 AngII 和灭活缓激肽促使

血管收缩，引起肾小球内压增加，肾小球损伤。AngII 还是一种促肾生长因子，

它能刺激系膜细胞和血管平滑肌细胞增生及肥大；并可促进肾小球细胞外基质生

成，与系膜扩张密切相关；它在肾小管及间质纤维化的发生发展中也起重要作用

[101]。此外，AngII还能促进转换生长因子、血小板衍生生长因子、纤维母细胞生

长因子的合成及白介素 26、内皮素、血小板活化因子的释放，增强上述作用[102]。

近年来，随着研究的不断拓展与深入，ACE基因的多态性与临床感染性疾病的

相关性也越来越多，研究发现，ACE基因插入/缺失多态性与儿童急性链球菌感

染有很强的相关性，在此方向进行深入的研究十分必要且具有十分重要的价值及

意义。
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4 小结

为进一步研究病原菌的毒力基因与特定状态的人体发生感染之间的相关性，

本研究选取了留置 CVC导管者发生 CRBSI占比较高的：肠球菌、鲍曼不动杆菌、

肺炎克雷伯杆菌、铜绿假单胞菌、大肠埃希菌、表皮葡萄球菌等 6类致感染的病

原菌毒力基因进行检测，结果表明：esP、gelE、cylA、ACE、baP、ompA、csuA、

iroN、htrA、exoS、exoT、exoU、exoY、eaeA、icaA、U43366等 16个毒力基因

的高表达水平，可能与留置 CVC导管患者的感染发生具有一定的相关性。

此外，研究分析也发现，由肠球菌感染所引起的 CRBSI患者体内 ACE基因

的表达量明显升高，提示 ACE基因多态性及表达量可能与感染的发生具有较强

的相关性。因此，下一步的研究可以针对 ACE基因多态性与 CRBSI感染的相关

性展开深入研究。
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第三部分 CVC置管者 ACE基因与脓毒性休克的

相关性研究

通过前两部分的研究，进一步明确了 CVC置管者 CRBSI相关流行病学的特

点及细菌生物学特征。针对部分 CVC留置患者发生 CRBSI治疗不及时或治疗不

当而继发了脓毒症（Sepsis）或更甚者出现了脓毒性休克（SS），这些变化均是

机体对病原菌感染所做出的一系列严重的系统性反应，常常引发多种并发症，且

致死率较高，大量实验研究证明，不同个体的基因多态性与脓毒性休克（SS）的

发生、发展及预后也存在一定的相关性，例如 ACE I基因不同的等位基因携带者

发生脓毒症（Sepsis）的概率要高于未携带者。本部分拟通过对 ACE基因多态性

与脓毒性休克之间的相关性进行研究，以明确 ACE基因多态性多与 SS的发生、

发展及结果之间存在的相关性，并明确 SS发生的高危因素及影响结局转归的相

关因素，为临床及早防治 SS患者提供一定的科学依据。

1 研究材料与方法

1.1 研究材料

1.1.1研究对象

2009年 10月到 2016年 12月，将入住 ICU、留置 CVC导管且发生了 CRBSI

符合脓毒血症（Sepsis）诊断标准的 238位患者作为实验组，将在我院体检中心

进行体检的 242位正常人群作为对照组。

1.1.2 排除标准

①怀孕者；②<18岁者；③慢性器官衰竭者；④肿瘤确诊者；⑤免疫力低下

者；⑥代谢病者；⑦2周内有过输血史者；⑧骨髓移植者；⑨急性中毒 15日以

内者。

1.1.3 临床诊断要点

所有受试对象都需符合：2001年 SCCM/ESICM/ACCP/ATS/SIS国际脓毒症

定义会议对于脓毒症（Sepsis）的定义和要求[103]。

1.1.4 疾病严重程度分类

采用：急性生理学和慢性健康评分Ⅱ（Acute Physiology and Chronic Health

Evaluation，APACHEⅡ）和脓毒症相关器官衰竭评分（Sepsis-related Organ Failure
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Assessment,SOFA）数值[104](Chen et al., 2014)。

1.1.5 伦理要求

通过伦理委员会审批（批件号：2009A-011）

1.2 研究方法

1.2.1 ACE基因多态性检测

1.2.1.1 血液样本的提取：

实验组患者在 24 h监护内采集外周静脉血样本 5 ml，对照组个体在身体检

查中采集外周静脉血样本 5 ml。血液样本中加入 2%EDTA，在 1小时内离心（3000

rpm／min，4℃，10 min），将血浆分离，用于基因组 DNA 提取。所有环节工

作人员均由符合资质要求的专业人员遵循严格的 SOP要求完成。

1.2.1.2 DNA样本的提取：

（1）TKM1溶液：10 mM Tris-Hcl PH 7.4；Mgcl2 2.03 g；Kcl 0.74 g；20 mM

EDTA0.6 g。TKM2溶液：TKM1溶液中加入 0.4 M Nacl，10％SDS，NP-40。

（2）破坏红细胞：在 5 ml加抗凝剂的全血中，加入 5 ml的 TKM在振荡器

上充分混匀，3000 rpm/min离心 10分钟，将 TKMl加入离心所得的沉淀中，混

匀，离心，如此反复 3~5次，直到上清液由红色变为无色。

（3）破坏白细胞：将 0.8 ml的 TKM2加入含有白细胞沉淀的试管中，并将

白细胞悬浮，再加入 50 μl 10%的 SDS和 0.3 ml的饱和氯化钠，轻轻摇动并将其

混匀，然后用酚氯仿继续提取，将上清液取出后放到另一管中，染后加入等量预

冷异丙醇，在超低温冰箱中沉淀 10分钟，75％的乙醇洗涤后，13000 rpm/min离

心 10分钟，DNA干燥，溶于 100 μl灭菌 ddH2O或 TE缓冲液中。

1.2.1.3 DNA含量的分析

通过紫外分光光度计对 DNA含量进行分析，通过 A260/A280比值对所提取

的 DNA进行质量检测和定性分析。

1.2.1.4 引物设计：

首先从基因库中获取 ACE 基因序列，使用 Primer 6.0软件对基因多态性位

点 rs4291和 rs4646994设计 PCR引物。引物序列如表 1.1所示。
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表 1.1 PCR引物序列

Table1.1 PCR primer sequences

基因 引物序列

rs4291

rs4646994

前引物：ACGTTGGATGGCAGAGGAAGCTGGAGAAAG
后引物：ACGTTGGATGTCGGGTGTTCCGGCAAACTG
前引物：CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT
后引物：GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT

1.2.1.5 基因分型：

采用 PCR-RFLP（PCR-restriction fragment length polymorphism）法检测 ACE

基因位点 rs4291的多态性，具体步骤为：用目的基因的 PCR采用 25 μl反应体

系，其中 DNA 5 μl，Buffer 缓冲液 2.5 μl ，Mgcl2 2 μl，dNTP 0.5 μl，上下游引

物各 0.5 μl，Taq酶 0.2 μl，双蒸水 13.8 μl。PCR反应程序为 95℃变性 15 S，56℃

退火 30s，72℃延伸 30 s，共扩增 36个循环。PCR产物以 1.5％的琼脂糖凝胶电

泳检测，在检测扩增成功的 PCR产物中加入限制性内切酶 Hha I，37℃孵育 30

分钟，酶切完全后用 2.5%的琼脂糖胶对酶切产物进行检测，其中基因型为 AA

在电泳后条带大小为 137 bp，基因型为 TT电泳条带大小为 114 bp，基因型为 AT

的电泳后有 137 bp、114 bp和 23 bp三条条带。

rs4646994位点基因分型：ACE基因第 16内含子位点 rs4646994基因型检测：

ACE基因扩增的产物有一段 287 bp的 Alu重复序列，存在 I／D的多态性从而导

致了三种基因型，插入型纯合子(II)为长度 490 bp的片段，缺失型纯合子(DD)为

长度 190 bp的片段，I／D型杂合子(ID)有两条长度分别为 490 bp和 190 bp的两

条片段。

通过统计分析检测 ACE基因型与脓毒症休克(SS)患者预后之间的相关性。

1.2.2 ACE活性检测

1.2.2.1 血液样本收集：空腹采集受试对象 3 ml 血液样本。

1.2.2.2 血液样本处理：血液样本采集 30 min 后，在 57℃下离心分离(3000

r/min)出血清。用酶联免疫吸附双抗体夹心法(enzyme-linked immunosorbentassay，

ELISA)原理定量测定血清 ACE水平。用抗人 ACE 单抗包被于酶标板上，标准

品和样品中的 ACE与单抗结合，加入生物素化的抗人 ACE，形成免疫复合物连

接在板上，辣根过氧化物酶标记的亲和素与生物素结合，加入底物工作液显蓝色，

最后加终止液硫酸，在 450 nm处测 OD值，ACE浓度与 OD值成正比，可通过

绘制标准曲线求出标本中的 ACE浓度。

1.2.3 统计方法

应用 SPSS 19.0软件进行数据处理及结果的分析。计量资料用x±s表示；计
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数资料以频数表示；基因型及等位基因频率用计数法统计；两组间均数比较用 t

检验；方差不齐时则采用近似 t 检验；多组计量资料应用单因素方差分析；多样

本均数两两比较采用 LSD-t 检验法；研究对象与哈迪 -温伯格平衡定律

（Hardy-Weinberg Equilibrium，HWE）的符合程度、基因型和等位基因间的关系

采用2检验方法。

1.3 主要仪器及试剂

仪器和试剂名称 厂家

PCR 仪 Eppendorf公司

小型台式离心机 Eppendorf公司

紫外分光光度计 Thermo公司

电泳仪 北京君意东方电泳设备有限公司

移液器 Eppendorf公司

凝胶成像仪 Bio-rad公司

氯仿、异丙醇、100%乙醇 上海化学试剂有限公司

Taq酶 大连宝生物有限公司

DNAmraker 北京索莱宝科技有限公司

Hha I 大连宝生物有限公司

琼脂糖 Amresco公司

Goldview 北京索莱宝科技有限公司

2 实验结果

2.1 研究对象基本信息

两组研究对象的基本资料如下：实验组包含 133位男性和 105位女性，平均

年龄为 52.09±7.06 岁；对照组包括 128 位男性和 114 位女性，平均年龄为

52.96±5.32岁，通过统计分析发现，两组在年龄和性别比例上都没有明显差异，

这就排除了性别和年龄差异对实验结果的影响。实验组的研究对象在进入 ICU 7

天后的 APACHE II 数值和最低 SOFA数值，以及 30天观察期内的感染特征，结

果见表 2.1；与对照组相比，实验组研究对象的血液中 ACE活性明显要明显高于

对照 组（P<0.05)，结果见表 2.1。
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表 2.1 研究对象基本资料

Table2.1 Basic information of research objects

注: APACHE II,急性生理与慢性健康评估 II；SOFA,脓毒症相关脏器衰竭评估表；ACE,血管紧张素转酶；

**表示 P<0.01

2.2 ACE rs4291/rs4646994标记的基因分型

利用 PCR-RFLP技术对 ACE基因标记 rs4291、rs4646994进行基因分型，如

图 2.1A所示，如果基因型为 AA型，则 PCR产物经酶切后仍然只有一条 137 bp

的电泳条带，而 TT基因型在 PCR扩增、酶切后有 114 bp和 23 bp两条电泳条带，

AT基因型则有 137 bp、114 bp和 23 bp三条电泳条带，rs4646994分子标记为插

入/缺失标记，ACE基因在其第 16个内含子上因存在或丢失 287 bp的DNA片断，

从而导致插入（D）或缺失（I）的基因多态性，如图 2.1B所示，DD基因，PCR

产物只有一条 190 bp的电泳条带，II 基因型 PCR产物只有一条 490 bp的条带，

DI基因型 PCR产物有 190 bp和 490 bp两条条带。

基本资料 实验组 (n=238) 对照组 (n=242) P

年龄 (岁) 52.09 ±7.06 52.96 ± 5.32 0.128

性别 (男/女) 133/105 128/114 0.511

APACHE II 32.10 ±12.37 —— ——

SOFA 9.02 ±2.77 —— ——

感染来源(n,%） —— ——

肺部 73 (43.28) —— ——

腹部 53 (24.37) —— ——

外周血液 49 (30.67) —— ——

伤口 28 (14.71) —— ——

其他部位 35 (15.97) —— ——

致感染的病原菌 —— ——

G+菌 69 (43.70) —— ——

G_菌 93 (74.37) —— ——

混合感染 55 (28.57) —— ——

未知感染(n,%) 21 (10.08) —— ——

ACE 活性 (U/l) 53.59 ±6.48 46.81 ±5.92 <0.001**
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图 2.1 ACE rs4291/rs4646994标记的基因分型结果。（A）ACE rs4291标记的基因分型结

果；（B）ACE rs4646994标记的基因分型结果

Fig2.1 Genotyping results of ACE rs4291/rs4646994. (A) Genotyping results of ACE rs4291;(B)
Genotyping results of ACE rs4291 rs4646994

2.3 HWE分析结果

对实验组和对照组的 rs4291/rs4646994 基因频率都进行了 HWE Pearson 2

检验。统计结果显示观察数量与预期数量几乎一致，表明 rs4291/rs4646994基因

频率符合 HWE(P>0.05)，并显示出良好的代表性。结果见表 2.2。

表 2.2 ACE基因多态性的 HWE 测定结果

Table2.2 HWE analysis result for ACE gene polymorphism

注: SNPs，单核苷酸多态性；O,观测组编号；E,预测组编号；ACE,血管紧张素转化酶

SNP 基因型 实验组 对照组

O E x2 P O E x2 P
0.102 0.95 1.385 0.5

rs4291 AA 59 60 105
AT 122 119 100 112
TT 57 59 37 31

0.308 0.857 0.843 0.656
rs464699 DD 52 49 35 32

DI 112 118 102 112
II 74 71 105 98
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2.4 ACE基因标记位点 rs4291/rs4646994分型结果

HWE Pearson 2拟合优度检验的结果表明：与对照组相比，实验组的 rs4291

等位基因和基因频率，AT基因型存在显著差异（P<0.05）；实验组 TT基因的频

率为 49.58%，对照组为 35.95%，实验组 T等位基因的频率 49.58%，对照组则为

35.95%，实验组明显更高；实验组 TT基因的频率为 49.58%，对照组为 35.95%，

实验组 A等位基因的频率 50.42%，对照组则为 64.05%，对照组明显更高，两组

存在显著差异（P<0.05）；实验组的 rs4646994 基因型和等位基因以及 DI 基因

型都与对照组有明显不同（P<0.05）；实验组的 DD基因频率（21.85% vs 14.46%）

和 D等位基因（45.37% vs 35.53%）明显高于对照组，而 I等位基因频率（54.63%

vs 64.47%）明显低于对照组(P < 0.05)。结果见表 2.3。

表 2.3 比较分析两组中的 ACE等位基因和基因型频率

Table2.3 Comparative analysis for ACE allele and genotype frequency

注: Ref, 参照；**表示 P<0.01；*表示 P<0.05

2.5 ACE基因多态性与 ACE活性相关性分析

对ACE基因 rs4291和 rs4646994的多态性与ACE酶活性进行相关性分析发

现：AA基因型的细胞中 ACE酶活性最低，AT基因型次之，TT基因型细胞中

ACE酶活性最高。DD基因型 ACE酶活性最高，DI次之，II 基因型的细胞 ACE

活性最低，结果见表 2.4。

位点/基因型 对照组 实验组 X2值 P

(n = 242) (n = 238)

rs4291
AA 105 (43.39) 59 (24.79) Ref

AT 100 (41.32) 122 (51.26) 13.64 < 0.001

TT 37 (15.29) 57 (23.95) 14.69 < 0.001

A 310 (64.05) 240 (50.42) Ref

T 174 (35.95) 236 (49.58) 18.22 < 0.001

rs4646994

DD 35 (14.46) 52 (21.85) 7.976 0.005**

DI 102 (42.80) 112 (47.06) 4.727 0.03*

II 105 (43.39) 74 (31.09) Ref

D 172 (35.53) 216 (45.37) 9.651 0.002**

I 312 (64.47) 260 (54.63) Ref
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表 2.4 不同 ACE基因型细胞中 ACE 酶活性比较

Table2.4 Comparison of ACE enzyme activity of cells with different ACE genotypes

基因位点/基因型 ACE 活性 (U/L) P

rs4291
AA(n=105) 49.75 ± 5.47 Ref

AT(n=100) 53.85 ± 5.18 < 0.001
TT(n=37) 57.00 ± 7.81 < 0.001
rs4646994
DD(n=35) 60.05 ± 5.06 Ref

DI(n=102) 53.27 ± 5.45 < 0.001

II(n=105) 49.53 ± 5.17 < 0.001

注: Ref, 参照

2.6 ACE基因多态性与 SS患者存活率之间的相关性分析

238 位 SS 患者依据预后情况被分为死亡组 (人数 n=73)和存活组(人数

n=165)；死亡组的 rs4291 TT 和 rs4646994 DD 基因型频率明显高于存活组；在

rs4291中，死亡组的 T等位基因频率为 72.6%，高于存活组的 39.39%，而 A等

位基因频率 (27.40%) 低于存活组的 60.61%（P < 0.05)；在 rs4646994中，死亡

组的 D等位基因频率(65.07%) 高于存活组的 36.67%，而 I等位基因频率 34.93%

低于存活组的 63.33% (P< 0.05)。结果见表 2.5。通过以上分析可以发现，rs4291

T等位基因和 rs4646994 D等位基因存在的情况下 SS患者的死亡率明显升高。

2.5 不同 ACE基因标记位点基因型频率与存活率的相关性

Table2.5 The correlation between the genotype frequency and the survival rate of two ACE gene
marker

基因位点/基因型 存活组 死亡组 x2 P
(n = 165, 69.33%) (n = 73, 30.67%)

rs4291
AA 57 (34.55) 2(7.69) Ref
AT 86 (52.12) 36(49.31) 16.36 < 0.001
TT 22 (13.33) 35(34.62) 44.92 < 0.001
A 200 (60.61) 40(27.40) Ref
DD 20 (12.12) 32(43.84) 31.7 < 0.001
DI 81 (49.10) 31(42.47) 5.2 0.023*
II 64 (38.78) 10(13.69) Ref
D 121 (36.67) 95(65.07) 32.94 < 0.001
I 209 (63.33) 51(34.93) Ref
注: SNPs，基因单核苷酸多态性,；Ref, 参照；*表示 P<0.05
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2.7 ACE基因标记 rs4646994和 rs4291单倍型分析

实验组和对照组的 ACE rs4646994/rs4291 位点的单倍型分析都由一项软件

完成（排除低于 0.03的单倍型频率）。分析结果表明：两组中的 AI、TD和 AD

单倍型频率都不同( P < 0.05)。TD单倍型是 SS的危险因素，而 AI和 AD单倍型

则是 SS的保护因素。两组的 TI单倍型频率没有表现出不同（P>0.05）。结果见

表 2.6所示。

表 2.6 ACE基因位点 rs4646994和 rs4291之间的单体型分析结果

Table2.6 Haplotype analysis of ACE gene loci rs4646994 and rs4291

单体型 实验组 对照组 P OR 95% CI

A I 130 (0.273) 166 (0.344) 0.017* 0.715 0.543-0.942

A D 110 (0.231) 143 (0.296) 0.022* 0.714 0.535-0.954

T I 130 (0.273) 145 (0.300) 0.352 0.875 0.662-1.158

T D 106 (0.223) 28 (0.059) < 0.001** 4.557 2.949-7.041

注: OR,优势比, CI,可信区间, ACE,血管紧张素转化酶；**表示 P<0.01；*表示 P<0.05

2.8 SS患者 7 d-30 d死亡率的相关因素分析

238位 SS患者，其中有 42位在 7 d内死亡。APACHE II 分值的高低、血清

中 ACE水平和 rs4646994 是否为 DD基因型都会增加 SS患者的死亡率；低分值

的 SOFA数值和 rs4291AA 基因型会降低 SS患者的死亡率（P<0.05）；休克时

期是不相关因素（P˃0.05）。至于 30天的死亡率，单变量分析指出休克时间长，

高APACHE II和ACE血清水平，以及 rs4646994 DD基因增加了死亡率。而 SOFA

数值低，rs4291的基因型为 AA时死亡率低。结果见表 2.7。

表 2.7 重度感染患者 7-30天死亡率的相关因素分析

Table2.7 Analysis of related factors of 7-30 days mortality in severe infected patients

注: SS：脓毒性休克；APACHE II：急性生理和慢性健康评估 II；SOFA：脓毒性相关的器

官衰竭；ACE：血管紧张素转化酶；*表示 P<0.05

因素
7 d 30 d

P
存活 死亡 P 存活 死亡

SS 5.91± 2.18 6.40 ± 2.08 0.608 5.59± 2.09 6.91± 2.08 < 0.001

APACHEⅡ得分 30.92± 12.26 37.62 ± 11.46 0.001** 30.84± 12.63 34.97± 11.32 0.017*

SOFA分值 8.63± 2.72 10.84 ± 2.27 < 0.001 8.39± 2.74 10.43 ± 2.29 < 0.001
rs4291
AA vs AT/TT 59/ 137 0/42 0.018* 57/108 2/71 < 0.001
rs4646994
DD vs DI/II 29/167 23/19 < 0.001 20/145 32/41 < 0.001

血清 ACE 52.70 ± 6.28 57.76 ± 5.78 < 0.001 52.81 ± 6.22 55.36 ± 6.74 < 0.001
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2.9 SS患者死亡率的相关危险因素分析

将以上所有影响因素纳入多变量分析中，结果指出：低分值的 SOFA数值和

rs4291会降低 SS患者的死亡率，而 rs4646994和作为 SS患者危险因素，高水平

的血清 ACE会增加死亡率（P<0.05）。结果见表 2.8。

表 2.8 重度感染患者死亡相关危险因素的分析

Table2.8 Analysis of risk factors of death in patients with severe infection

注: SS：脓毒性休克；APACHE II：急性生理和慢性健康评估 II；SOFA：脓毒性相关的器

官衰竭；ACE：血管紧张素转化酶,OR,优势比, CI,可信区间；**表示 P<0.01；*表示 P<0.05

2.10 ACE不同基因型 SS患者的预后分析

本研究对 238位 SS患者进行了为期 1个月的临床追踪，期间有 77位患者死

亡。7 d 的死亡率和 30 d 的死亡率分别是 17.65%和 30.67%。采用 Kaplan-Meier

生存曲线方法评估不同的 rs4291、rs4646994 基因型之间的关联，以及其与 SS

患者 7 d和 30 d预后之间的相关性。分析结果显示：不同基因型表现出的存活曲

线显著不同。相较于非携带 rs4291 TT或 rs4646994 DD基因型的患者，携带这些

基因的患者其死亡率更高（P=0.005；P<0.001）。结果见图 2.2。

因素 β S.E. Wald P OR 95% CI

APACHE II score 0.008 0.015 0.134 0.714 1.006 0.976-1.036

SOFA score -0.238 0.07 11.469 0.001** 0.788 0.687-0.905

rs4291 -2.465 0.897 7.544 0.006** 0.085 0.015-0.494

rs4646994 0.889 0.38 5.479 0.019* 2.432 1.156-5.117

血清 ACE 0.07 0.031 5.065 0.024* 1.073 1.009-1.140
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图 2.2 不同 ACE 基因型 SS患者的预后分析

Fig2.2 Prognostic analysis of SS patients with different ACE genotypes
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3 讨论

ICU的重症患者往往由于自身合并多种并发症，机体抵抗力下降，面对病原

菌的入侵会做出一系列严重的系统性反应，在这种状况下应该及时治疗，否则会

引发 SS，导致死亡率会明显升高。留置 CVC导管在救治患者发挥积极作用的同

时，其引发的 CRBSI，往往会加剧这种恶劣的发展趋势。SS是环境因素与遗传

因素共同作用的复杂性疾病，发病有其独特特点，可以发现有细菌或有高度可疑

感染灶的存在。虽然脓毒症是由感染引起的，一旦发生后，其病理生理发生发展

遵循其自身的过程和规律，所以从本质上讲 SS是机体对感染性因素的反应，因

对其发病机制研究的局限性，无特异治疗方法，更加凸显早期及时治疗的重要性。

鉴于 SS患者病情多变，治疗方案需要根据病情的变化做出及时调整。因此，及

时掌握病情的严重程度及走向，对疾病的预后进行早期预测，有助于制定最佳临

床治疗方案，阻断疾病的进展，预防某些并发症的发生，有效降低病死率，同时

避免过度医疗，减轻患者经济负担。早期的许多研究指出，基因多态性很有可能

在 SS中起着关键作用。不同的基因多态性被证明与重度脓毒症和 SS的发生、

发展及预后存在一定相关[14-15,105]。ACE基因的基因多态性与多种炎症疾病的易

感性存在着一定关系，血管紧张素 II 通路（Antigiotensin II Pathway）在 SS的发

生中起着重要的作用[106]。CVC作为异体物质对血管壁的持续刺激作用导致免疫

反应、炎症反应等，释放炎症因子促进血管平滑肌细胞的迁移和增殖。实验表明，

ACE基因在促进血管平滑肌细胞生长过程中起着重要的作用，主要促使血管紧

张素 II的产生、抑制醛固酮的降解和缓激肽释放，有研究发现 ACE是肾素-血管

紧张素-醛固酮系统(Renin Angiotensin System, RAS)中的一个关键酶，ACE 基因

位于染色体 17q23，其 16 内含子上因存在或丢失 287 bp 的 DNA 片断，从而导

致插入（I）或缺失（D）的基因多态性。血管紧张素 I转化酶(ACE)的作用是催

化血管紧张素 I（无活性）转化成血管紧张素 II(AT-II有活性），因此 ACE酶活

性越高，AT-II的含量越高。AT-II 具有调节血管舒张的作用，能够收缩全身尤其

是肾部的血管，在作用于肾器官时，能够刺激肾小球和近曲上管细胞，使细胞增

殖，诱使膜细胞、近端小管上皮细胞胶原和非胶原蛋白含量上升，增强了系膜细

胞摄取大分子物质的能力，降低了其清除能力，最终导致糖尿病肾病（DKD）

的发生，所以 ACE的水平在肾内血管紧张素调节中发挥着重要的功能，越来越

多的研究表明 ACE基因的多态性与多种疾病有着密不可分的关系，如 2型糖尿

病、冠状动脉粥样硬化、阿尔兹海默症等，国内外许多学者对 SS的发生和 ACE

基因的多态性做了很多研究，研究表明 ACE基因的缺失型与血清中 ACE活性水

平高低具有很高的相关性，并能增加 SS的危险性与 I/D多态性一起在心血管疾
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病的发展中发挥着关键性的作用[101]。一些研究指出，ACE I/D 基因多态性与改

变 ACE 的效果有关联，而 ACE 抑制剂会抑制重度脓毒症患者的器官衰竭

[105,107-110]，经 ACE抑制剂治疗后的患者会在短期和长期内降低死亡率[111-112]。

本研究对 ACE基因多态性与 SS患者的预后进行了相关性分析，发现 SS患

者的预后与 ACE基因的 rs4291 和 rs4646994位点的多态性具有显著相关。当患

者 rs4291 的基因型为 TT 和 rs4646994 的基因型为 DD 时，患者因 SS致死的概

率更高；此外还发现 ACE 基因 rs4291/rs4646994 位点的基因型和等位基因频率

在两组中有显著差异，对血清细胞中的ACE酶活性进行分析，发现患病组的ACE

酶活性要显著高于对照组（P<0.05），这与前人的研究结果相一致。

本研究中研究对象中死亡组的 rs4291 TT和 rs4646994 DD基因型频率显著高

于存活组（P<0.05）。此外，本研究 Kaplan-Meier生存曲线的评估结果表明，携

带 rs4291 TT基因型和 rs4646994 DD 基因型的 SS患者在 7 d和 30 d的死亡率相

对比未携带者有所增加。

对于 SS预后的高风险因素，已经有相关的研究结果：SS依然是全世界 ICU

患者主要的致死原因[113]，ACE II 的 I 型受体的蛋白增长与 SS患者 28 d的死亡

率增长，以及降低血压都有关联[114]。临床上对病危患者的死亡预估普遍使用

SOFA数值，高分值的 SOFA数值普遍代表着严重的病情和不良的预后。很多研

究也指出，SOFA与至少另外一种评估指标两者相配合应用在 ICU中可以有更好

的预测价值[112,115-116]。本研究结果表明：低分值的 SOFA数值和 rs4291可以降低

SS患者的死亡率，而 rs4646994 和高水平的血清 ACE 则会增加 SS患者的死亡

率。

4小结

SS是机体对病原菌感染所做出的一种严重的全身性系统反应，本研究通过

对 ACE基因的多态性与 SS之间的相互关系进行了探讨，通过研究结果更加证明

了二者之间存在显著相关性。同时，明确了 SS发生的高危因素及影响 SS结局

转归的相关因素，为临床评估 SS患者的病情严重程度及评价疾病预后提供了较

好的预测价值，对于 SS的及时防治和临床治疗提供了理论依据。

但由于本研究尚存在样本数量及研究对象民族等因素的不足之处，研究结果

仍需要经过后期更加优化的研究设计、获取更大数量的样本，以及囊括更多不同

民族的研究对象等方面，更深入地推进研究，以期待在后续的研究中取得更多的

科学依据支持。
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结 论

CRBSI是临床一个不可避免又亟待解决的问题，对其开展的研究从未间断

过。本研究针对CRBSI的细菌生物学特性及其与ACE基因相关性所进行的研究，

得出下述结论：

1. CVC 置管率呈逐年提升趋势，而 CRBSI 的发生率呈现逐年降低趋势，

CRBSI的发生率与全世界范围内统计结果基本相一致。

1. CRBSI的致感染病原菌以肠球菌、鲍曼不动杆菌、肺炎克雷伯杆菌、铜

绿假单胞菌、大肠埃希菌、表皮葡萄球菌等 6类为主。

2. 对肠球菌、鲍曼不动杆菌、肺炎克雷伯杆菌、铜绿假单胞菌、大肠埃希

菌、表皮葡萄球菌等 6类病原菌的毒力基因分析结果表明，留置 CVC导管者的

病原菌致感染相关毒力基因的高表达水平可能与其感染的发生具有一定的相关

性。

3. 在对 6类病原菌呈现高表达的 16个毒力基因中，ACE基因与脓毒性休克

之间存在明显的相关性分析表明，ACE毒力基因有可能成为重要的临床预测指

标。

不足与展望

基于我们目前的研究结果，仍有以下问题值得进一步深入研究：

1. 鉴于本研究工具或者方法所限，我们只对主要 CRBSI致病菌的毒力基因、

耐药分子机制进行了初步探索，而对其它致病菌的毒力基因表达情况、耐药性分

子机制未能充分研究，有待进一步研究。

2. 本研究对主要致病菌的耐药分子机制进行了初步研究，其耐药性是否由

分析的耐药基因所致还有待进一步的研究，未来可以通过基因敲除等技术对这些

基因的耐药机制进行深一步的研究。

3. 本研究在致病菌中只选择了 6类病原菌的毒力基因表达情况进行了初步

分析，挑选出 16个呈现高表达的病毒基因，其它毒力基因的表达情况需要进一

步检测与分析。
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综 述

综述一 CVC置管与导管相关性血流感染的研究现状

中心静脉导管（central venous catheter, CVC）在临床上主要用于抢救危重患

者，首先对锁骨下静脉、颈内静脉或骨静脉穿刺，顺着穿刺点的方向按照血管的

走向将导管插入到腔静脉的一种操作技术。该技术所用的导管粗大、允许更大的

血流量和流速、导管的长度也比较短，输入液浓度和 pH值对其也没有影响，对

血管壁的刺激也很小，基于上述优点该技术在临床上有广泛的应用，例如治疗、

输血、中心静脉压的检测、心血管疾病的介入治疗和肠外营养等。但它本身是一

项有创性操作，破坏了皮肤这一天然保护屏障，随之带来了较多并发症，其中最

严重的并发症为导管相关性血流感染（Catheter Related Bloodstream Infection,

CRBSI），这增加了患者的住院时间、费用，影响了患者的生活质量，预后较差

并且死亡率也升高，给患者及家人带来了巨大的压力[1-3]。CVC分为长期导管和

短期导管，长期导管主要为那些需要长期静脉输液、化疗和血透的患者提供的静

脉通道。短期的 CVC是最常用的 CVC，目前大部分的 CRBSI 都是由此类导管

引起的[4]。在英国，每年有接近 200,000人置入 CVC导管[5]。据美国医疗机构评

鉴联合会统计，美国每年有 250,000到 500,000的中心静脉导管相关血源性感染，

导致 20%-30%的死亡率[6]；而在其 ICU，每年有 80,000人次的 CRBSI发生[7]，

且 ICU 的 CRBSI 平均发生率为 2.9～11.3/1000 导管日[8]；在 NICU，CRBSI 的

发生率为 0.6-2.5/千导管日[9]；根据美国疾病控制与预防中心的数据统计显示，

ICU中约有 20%会感染血流感染，并且这些感染中约 87%是与 CVC置管相关，

由 ICU而感染 CRBSI并导致的最终死亡率约为 20％～60％[10]；Wu等人研究显

示 CRBSI发生率为 8.0% (38/477)，相当于 5.6/千导管日[11]；李骏等对 ICU 内 67

名中心静脉导管患者进行了相关研究[12]，发现导致的 CRBSI发生率进行了相关

研究，研究发现 CRBSI的发生率为 6.8%左右，最终有 24人死亡，全部 ICU 中

CRBSI的发病率为 3.82/千导管日，而 CRBSI的发生率约为 3.5%[13]。可见，CRBSI

的发生率参差不齐，CRBSI的发生率与一些客观条件，如社会经济发展不平衡、

医院规模、科室设置、不同的年代、与不同的试验设计、不同的 CRBSI的定义、

及疾病构成有相关性，与导管、患者自身因素、操作及维护都有很大的关系。

1 CRBSI的定义

根据美国传染病协会（IDSA）对导管定植（catheter colonization, CC）和 CRBSI

的定义[14]：CC是指：导管尖端 5 cm节段半定量培养细菌计数>15CFU或导管尖
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端定量培养细菌计数>1000CFU/平皿。

CRBSI是指带有血管内导管或者拔除血管内导管两天内，患者出现不明显

的血源性感染症状体征但又无其他明显的感染源，并出现以下情况之一则可诊断

CRBSI：1、导管尖端和至少一份外周血培养出同一种致病菌。2、对于定量血培

养，从导管接口部位留取的血标本培养，菌落数需至少是外周静脉血培养的 3倍；

且留自导管接口部位的血标本培养较外周静脉血标本提前至少 2h检测到细菌。3、

当有从两个不同导管腔获得的两份定量血培养，一份的血液样本菌落数至少是另

一份的 3倍。

1.1 CRBSI的常见感染途径[10]

1..1.1.皮肤定植菌直接从置管入口处顺着导管表面在导管尖端定植。

1.1.2 操作中手的接触与污染液体导致导管的直接污染。

1.1.3 身体其他的部位的感染，细菌通过血液到达导管的表面。

1.1.4 输液时液体的污染也会导致导管的污染。

1.1.2 CRBSI的病原学和发病机制

目前在国内，抗生素的应用率远高于国外。据调查，我国门诊感冒者使用抗

生素的患者高达 75%，而在外科手术围术期应用抗生物的情况更是高达 95%，

在住院患者中使用抗生素的比率接近 80%，而据统计，应该使用抗生素的比率仅

为 22%，即使世界的评价使用抗生物水平也仅有 30%，通过上述数据分析也暗

示了医院 CRBSI的发生和转归都在发生明显变化，因此，对病原菌类型的确定

和对应信药物的选择就显得更加重要，在同一地区，或同一地区不同级别的医院

中病原菌的差别也相当大。

1.2 CRBSI的菌群特点

随年代不同，院内血液感染病原体的类型有所变化，因医院科室的环境、药

物的应用以及医务人员的操作等血液感染病原体也存在差异。上世纪 80年代，

最常见的是金黄色葡萄球菌和凝固酶阴性葡萄球菌，而到 90年代后是凝固酶阴

性葡萄球菌和肠球菌更为多见，并且耐万古霉素的肠球菌和甲氧西林耐性葡萄球

菌占绝大部分，超广谱β-内酰胺酶大肠杆菌和肺炎克雷伯杆菌是主要的革兰阴性

杆菌，并且研究发现，革兰氏阴性杆菌和念珠菌所导致的 CRBSI的比例逐年递

增[8]。尽管近年来从 ICU 分离出来金黄色葡萄球菌中MASA大于 50%，但可能

由于一些措施的执行，由MASA导致的导管相关血源性感染几率有所下降。

大肠杆菌和克雷伯杆菌对于第三代头孢类的耐药性明显增强，另外，铜绿假

单胞菌对亚胺培南和头孢他啶的耐药性也增加，白色念珠菌的上升主要是由于氟

康唑耐药，也可能营养物质的输入有关，真菌对营养物质具有较强的黏附力。《美
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国预防静脉导管相关感染指南》2011版中说明 CRBSI的最为常见菌株是肠球菌、

念珠菌、凝固酶阴性葡萄球菌和金黄色葡萄球菌，张淑香等通过对 72例 CVC相

关感染患者的细菌鉴定,结果表明，其中绝大部分为真菌感染，高达 59.7%，金黄

色葡萄球菌和表皮葡萄球菌相对较低为 21%[14]，而杨大运等在研究中共分离出

53株病原菌，其中最主要的是革兰阳性球菌，约占 50.94%，阴性菌占 22.64%，

真菌占总菌种的 26.42%[15]，这与李骏等结果显示相接近[12]，但他们的研究发现

革兰阳性菌以表皮葡萄球菌为主，鲍曼不动杆菌是最主要的革兰氏阴性菌。周宏

等对 ICU中 CRBSI致病菌进行了排序，革兰氏阴性菌是最主要的致病为 66.7%，

其次为革兰氏阳性菌和真菌[13]。为主要的致病菌，可能与 ICU 中病情危重需要

大量使用第三代头孢类抗生素有关，导致体内正常菌群抑制和菌群失调，这也使

得一些寄生人类皮肤和粘膜的正常菌群开始引起 CRBSI，比如棒状杆菌属纹状

体菌[16]，它是一种正在兴起的医院感染病原体，但因它可以从血培养中作为常见

污染物分离出来，因此很容易忽视它本身感染的诊断；克氏库克菌很少在临床样

本中分离出来且被认为是非致病菌[17]；柯达酵母是一种罕见的酵母病原体[18]，

很容易被错认定为念珠菌属，它高病死率，小孩容易发生这类菌的感染，而且目

前也没有一种确切的治疗方法。因此这一些少见的导致 CRBSI的菌群也应该得

到注意。

2 CRBSI的相关因素

2.1 患者自身因素

患者的年龄、抵抗力、化疗、白细胞数目高低以及各种基础性疾病都会影响

CRBSI的发生概率，有数据统计分析表明，高龄、糖尿病都是发生 ICU 导管相

关血流感染的高危因素。糖尿病患者本身免疫力就会降低[19]。癌症和化疗也被认

为是 CRBSI的危险因素[20]，癌症患者一般需要接受长期化疗，化疗会影响白细

胞计数，而白细胞过低患者免疫力下降容易发生感染；Tarpatzi等也表明使用皮

质类固醇、糖尿病、实体器官肿瘤是 CRBSI的发生的危险因素[21]。江丽萍等研

究发现随着年龄的增长，引发患者导管相关性感染的概率也会升高，大于 80岁

的老人，其导管相关性感染的比例约为 12.43%，而与之形成鲜明对比的是，小

于 40岁的患者，其感染率仅为 2.78%[22]。宋瑰琦等研究显示患者的年龄、昏迷

程度、直接与感染相关[23]；另外患者如果在置管时有脓毒症也是发生 CRBSI的

独立危险因素[24]，因为脓毒症本身就是全身炎症反应综合征，全身处于一个低免

疫状态，置入 CVC后细菌就更容易侵袭导管然后引发血源性感染。

2.2 医护人员医护操作技术不熟练及对相关知识掌握不够

置管医师的技术熟练程度与 CRBSI的发生概率息息相关，刘鲁沂等对医师
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置管熟练程度和相关脓毒性感染概率间的关系进行了研究，研究结果表明，相比

技术操作熟练的医师，置管经验少于 50次的医师，其置管导致的脓毒症发生的

风险要高于两倍[25]，有研究导管相关性感染与插管次数有关，多次穿刺可造成血

管壁的损伤产生炎性反应，导致细菌的停留黏附[26]；此外，操作时间长短、无菌

物和导管插入管暴露在外时间的长短都对感染有重要的影响。谌绍林等对 ICU

护士对《血管内导管相关感染预防指南(2011)》知识掌握情况进行调查发现护士

对相关知识掌握甚少，及格率非常低，导致她们在护理 CVC置管的患者的时候

可能会存在问题，这也是影响 CRBSI发生的一个重要因素[27]。

2.3 导管因素

导管材质：聚苯乙烯、聚乙烯、聚氨基甲酸乙酯和硅胶是现代医学所有导管

的主要材质，对材质的要求是质量优良、表明光滑，这样可以避免细菌的微生物

和纤维在导管表明聚集和残留，不同材质的导管对患者病情影响较大，如对使用

以聚氯乙烯为材质的导管患者的观察发现，其发生血栓性静脉炎的概率增加到

70%，而与之对照明显的是使用硅胶管的患者，其发生概率仅为 20%[28]。

导管的官腔:CRBSI的发生概率随着导管官腔数的增加而升高，多个研究组

通过临床统计学数据验证了这个结论[29]，通过统计学分析表明 CVC官腔数不同，

对患者 CRBSI的发生概率也有明显不同（P<0.05）。

2.4 导管留置部位

在颈内静脉、锁骨下静脉和股静脉可以进行 CVC导管留置。刘凤梅等建议

无其他特殊因素，首选锁骨下静脉，研究中在锁骨下静脉进行 CVC导管留置其

感染率为 20%，颈内静脉进行 CVC导管留置其感染率为 35.6%，股静脉进行 CVC

导管留置其感染率为感染率上升为 70%，统计学分析表明，这三种 CVC导管留

置方式具有明显的差异，统计结果具有生物学显著差异(P<0.05)[30]，与谢先会等

研究结果相似[31]。Arvaniti K等一项网状 mata分析中表明对 ICU 成人的短期和

无隧道导管来说，与股静脉相比较，颈内静脉和锁骨下静脉在降低 CRBSI方面

的风险是差不多的；但锁骨下静脉细菌定植的风险最小，如果考虑到定植风险，

除非是锁骨下静脉有禁忌，锁骨下静脉都是最合适的穿刺位置[32]。

2.5 导管留置时间和置管地点

留置导管的时间越长，CRBSI 发生的概率就会越高，其主要原因是由于导

管在留置超过 24 h后纤维蛋白鞘会将其包裹，导致细菌等以纤维蛋白为基质进

行大量繁殖[30]。刘凤梅等研究数据表明留置天数小于 1周组感染率为 19.4%，8

天～2 周组感染率则上升为 41.7%，>2 周组感染率达到惊人的 52.6%[30]，

Hashimoto Y等对胃肠道术后的患者的 CVC-BSI进行研究得出留置时间>14天的
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相对<14天的患者更容易导致 CRBSI[33]。周宏等人的研究结果也证明了导管留置

时间和部位作为 CRBSI的独立因素而存在[13]。

2.6 输入液体的类型

Peng S 等[34]发现诊断 CRBSI 前如果使用>3 种抗生素会使患者发生 CRBSI

的风险增加 7 倍；Hajjej Z 等也认为在插管前使用一种或多种抗生素会增加

CRBSI的风险[24]，这主要是由于广泛的使用广谱抗生素，可抑制正常菌群和导

致菌群失调，增加感染机会。研究发现全肠外营养（TPN）能增加 CVC-BSI 的

发生风险，且随 TPN时间增加发生风险也增加[35]；但研究表明肠外营养与导管

细菌定植发生有很大关系并非 CRBSI，这些疑问有待进一步研究证明。有统计

数据分析表明，输液类型作为中心静脉导管相关性感染的独立影响因子而存在[30]。

静脉营养液与输血组感染率显著高于普通输液组，可能因为营养物质和血液都很

粘稠且二者滴注的速度非常慢，会导致导管壁上有大量的残留，而为细菌的增殖

提供便利。

2.7 操作维护中的因素

操作及维护中无菌操作不规范、导管固定不当、敷料更换不及时、冲封管技

术不到位、配液或输液时对液体的污染等等都与 CRBSI的发生相关。

2.8 多个静脉通路及导管的附加装置

CRBSI的发生概率随着 CVC置管的数量而不断增加，在多个中央导管存在

的情况下，CRBSI 的发生风险甚至会增加 6倍[34]，钟华等研究表明，附加连接

装置可增加导管污染的机会:增加 1个装，污染的发生率为 0.78%，增加 2个装置，

发生率增加为 1.51%。静脉通路越多，尤其的无菌操作不严格的情况下，感染的

机会就越大[36]。

2.9 健康教育与随访质量

对于一些需要长期静疗或静脉营养的患者置入 CVC导管回家后，对患者的

健康教育和随访做的不好也会导致其 CRBSI的风险增加[37]，作者指出最常见导

致这类 CRBSI的细菌为寄生于皮肤的微生物，因此突出了对患者的健康教育尤

其是皮肤的卫生方面的重要性。

2.10 其他因素

导管相关的感染概率也入住 ICU 时间息息相关[23]，王莎莎等研究表明入住

ICU、使用呼吸机≥30d、气管置管≥2次是感染发生的独立危险因素（P<0.05）[38]，

可能因为这些因素均可以影响患者的免疫功能及疾病转归。ICU病房收治的患者，

大多数病情复杂，合并多种疾病。在治疗中，广谱抗生素、激素、免疫抑制剂等

药物的应用难以避免。尤其是广谱抗生素的使用，因此而造成的病原菌耐药率的
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问题也日趋严重，甚至出现对多种抗生素耐药的“超级细菌”，使得感染性疾病的

治疗难度进一步加大。

3 CRBSI的诊断

CRBSI的诊断主要依赖于其临床表现及实验室检查结果。

3.1 临床表现

由于 CRBSI的发病缺乏特异性特征，因此临床上多采用拟诊 CRBSI，临床

上常见的临床性状包括发热、寒战或置管部位红肿、硬结或有脓液渗出。病情严

重者可有脏器灌注不足的表现，如低氧血症、高乳酸血症、少尿、甚至休克、弥

漫性血管内凝血（disseminated intravasculation coagulation，DIC）、多脏器功能

衰竭（multiple organs dysfunction syndrome，MODS）。由于其缺少特异性和敏

感性，所以不能以此为依据建立诊断。一些敏感性较高的临床表现，如发热(伴

或不伴有寒颤)缺乏特异性，而在置管部位周围的炎症和化脓虽有较高特异性却

缺少敏感性。有研究显示，存在 CRBSI时，局部炎症表现却不常见。有作者认

为，凝固酶阴性葡萄球菌为 CRBSI的主要病原菌，该菌很少引起感染的局部或

全身征象，这一现象很可能与此有关。若置管部位有明显的炎症表现，特别当病

人同时伴有发热或严重全身性感染的临床表现时应该考虑 CRBSI系由金黄色葡

萄球菌或革兰阴性杆菌引起。在缺少实验室检查依据时，具有血行感染临床表现

的病人，若拔除可疑导管后体温恢复正常，仅能作为 CRBSI的间接证据。除此

以外，还可伴有消化道症状，如恶心、呕吐等，于导管皮下隧道附近偶可见红斑、

硬结、触痛或化脓。CRBSI 的临床表现还可以包括：低血压、心动过速、持续

性细菌血症或真菌血症、败血症休克、中心静脉的化脓性血栓静脉炎、动脉炎、

血源性肺部感染和医院获得性心内膜炎、骨髓炎和其他迁徙性感染症状等。

CRBSI的临床表现因原发病、病原菌和患者情况而有较大差异。年老体弱

者、婴幼儿、基础情况差的患者可不发热，甚至表现为低体温、白细胞可不上升

反而下降，因此对这类患者及免疫缺陷患者，临床怀疑有血行感染者，尤其是有

低血压、少尿等脏器灌注不足等表现及血小板计数下降，有出血征象者，应及时

抽取血培养，以明确诊断。CRBSI引起的败血症特点是：插管部位外观正常或

微红，可以无明显败血症体征，白细胞总数可以正常；当导管入口处有蜂窝织炎

或脓性分泌物时，病情已经较严重了等特点，因此当接受导管治疗的病人，出现

不明原因的发冷、发热，首先应考虑导管感染或败血症，如血培养阳性、导管尖

端细菌培养为阳性时，则应诊断为败血症。

3.2 实验室检查

实验室检查在 CRBSI的诊断中占有重要地位。在 1996年美国疾病控制中心
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（U.S. Centers for Disease Control and Prevent，CDC）关于 CRBSI的诊断标准和

2001年中华人民共和国卫生部《医院感染诊断标准（试行）》中，血培养和导

管尖端的培养结果都占有重要位置，但并未明确临床拟诊和确诊的严格标准。

3.3 CRBSI的诊断

2008年，我国学者在《血管内导管相关感染的预防与治疗指南(2007 )》中

完全明确 CRBSI的拟诊和确诊标准：具备下述任一项，可证明导管为感染来源：

3.3.1 有 1 次半定量导管培养阳性(每导管节段≥15 CFU)或定量导管培养阳

性(每导管节段≥1000 CFU )，同时外周静脉血也培养阳性并与导管节段为同一微

生物；

3.3.2 从导管和外周静脉同时抽血做定量血培养，两者菌落计数比(导管血:

外周血)>5:1；

3.3.3 从中心静脉导管和外周静脉同时抽血做定性血培养，中心静脉导管血

培养阳性出现时间比外周血培养阳性至少早 2 h；

3.3.4 外周血和导管出口部位脓液培养均阳性，并为同一株微生物。

3.4 临床诊断

具备下述任一项，提示导管极有可能为感染的来源：

3.4.1 具有严重感染的临床表现，并导管头或导管节段的定量或半定量培养

阳性，但血培养阴性，除导管无其他感染来源可寻，并在拔除导管 48 h 内未用

新的抗生素治疗，症状好转；

3.4.2 菌血症或真菌血症病人，有发热、寒战和(或)低血压等临床表现且至

少两个血培养阳性(其中一个来源于外周血)，其结果为同一株皮肤共生菌(例如：

类白喉菌、芽抱杆菌、丙酸菌、凝固酶阴性的葡萄球菌、微小球菌和念珠菌等)，

但导管节段培养阴性，且没有其他可引起血行感染的来源可寻。

3.5 拟诊

具备下述任一项，不能除外导管为感染的来源：

3.5.1 具有导管相关的严重感染表现，在拔除导管和适当抗生素治疗后症状

消退；

3.5.2 菌血症或真菌血症病人，有发热、寒战和(或)低血压等临床表现且至

少有 1个血培养阳性（导管血或外周血均可），其结果为皮肤共生菌（例如：类

白喉菌、芽抱杆菌、丙酸菌、凝固酶阴性的葡萄球菌、微小球菌和念珠菌等），

但导管节段培养阴性，且没有其他可引起血行感染的来源可寻。

因 CRBSI的临床诊断较困难，多根据临床表现拟诊。因此实验室检查就成

为 CRBSI诊断的主要依据，其中导管培养又是 CRBSI诊断的“金标准”。依

据《血管内导管相关感染的预防与治疗指南(2007)》，对于保留 CVC者，出现
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临床感染症状而需行实验室检查时：（1）标本采集至少 2套血培养，其中至少

一套来自外周静脉，另一套从导管采集，两个来源的采血时间必须接近；（2）

如果两套血培养阳性且为同种菌：如缺乏其它感染证据，提示可能为 CRBSI；

（3）来自导管的血培养报阳时间比来自外周静脉的早 2 h，提示为 CRBSI；（4）

报阳时间差异小于 2 h，但耐药谱一致，同时缺乏其它感染证据，也可能提示为

CRBSI；（5）来自导管血培养的细菌数量为至少 5倍于外周静脉血培养，如果

缺乏其它感染证据，提示可能为 CRBSI；（6）如果仅是来自导管的血培养为阳

性 ,不能确定为 CRBSI，可能为定植菌或采集血标本时污染；（7）如果仅是来

自外周静脉的血培养为阳性，不能确定为 CRBSI，但如为金黄色葡萄球菌或念

珠菌，在缺乏其它感染证据则提示可能为 CRBSI；（8）如果两套血培养为阴性，

则可排除 CRBSI。

4 CRBSI的管理措施

一项系统的综述中指出对 CVC的管理可以通过综合性的干预措施，如：对

照护者和置管者的教育培训、对安全文化的重视、定期评估措施的实施程度、监

测导管感染率并反馈给工作者再结合一些具体措施[39]。

4.1 制定严格的准入制度。加大对置管操作者的培训和考核力度，加强对医

师置管操作的培训和考核，对护理团队进行 CVC相关知识的学习和培训，着重

培养新进入 ICU 相关护士的知识考核，提高其医护操作技能、对工作进行规范

化、并将无菌观念灌入到每位护士的日常工作中，只有这样才能更加安全的式样

留置导管。Craig M等表明加强护理人员的教育与培训有利于减低 CRBSI[40]。另

外，建立一个跨学科的协作团队，如医师、护士、麻醉师、营养师等等，其中认

可护士作为跨学科团队的干预措施的潜在领导人是非常重要的[41]。

4.2 严格执行消毒隔离措施。有研究表明，严格执行无菌操作，能明显降低

中心静脉导管相关感染的发病率。在大多数研究发现，CRBSI 感染主要以以革

兰氏阳性菌为主，且金黄色葡萄球菌及表面葡萄球菌占主要位置，更应严格执行

消毒隔离措施。具体措施有：执行各项护理操作前后认真、彻底的洗手；严格执

行操作规范；定期更换敷料，并保持穿刺点的无菌状态；减少导管接口的附加装

置（三通及延长管）；减少开启接口的次数。

4.3 合理使用抗生素。在高度怀疑中心静脉 CRBSI 时，及时拔除导管并同

时送检血培养及导管尖端培养，以尽早明确病原菌，选用敏感抗生素；在培养结

果回报之前，可选用对革兰氏阳性菌敏感的万古霉素治疗。

4.4 严格掌握 CVC置管的适应症。避免多次重复置管，留置时间最好不超

过 2周。是否需要更换导管，则视患者病情需要及导管情况确定。

4.5 CVC置管部位选择。尽管本组病例显示颈内静脉与锁骨下静脉置管感
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染发生无明显差异，但国内外多数文献报道锁骨下静脉置管感染率低。况且颈部

皮肤松弛褶皱，易于细菌繁殖，又靠近气道，在频繁的吸痰操作或者护理切开的

气道时难免增加感染机会。锁骨下静脉置管不存在上述问题，同时又便于观察，

可以及时发现导管异常，治疗及护理操作空间开阔等优点。因此，在置管的部位

选择上，应该以锁骨下静脉作为首选。同时也应该兼顾操作者的技术

熟练程度及个人习惯，选择合适的部位进行置管，尽量避免同一部位反复多次进

行置管操作。

4.6 皮下隧道：对于是否建立皮下隧道置管，以及其与 CRBSI 之间的关系

国内外相关报道还较少，从理论上来说，建立皮下隧道在一定程度上可以减缓病

原菌沿皮肤进入血流的时间，从而减少病原菌感染的概率，但事实上，皮下隧道

在实际临床中并没有相应的减少 CRBSI发生的几率，所以是否需要建立皮下隧

道仍需要大量临床实验证据的支持。

4.7建立长期实时动态监测机制。研究发现，反馈机制和监督机制是非常好

的措施[42]，可以通过组建 CVC管理小组，按时对 CRBSI的感染频率进行及时的

调研和监管，找出发病诱因，制定相关治疗和解决措施，最后反馈科室执行，并

定期评估措施的实施程度。

4.8 建立风险评估机制。医师在置管前应对患者进行风险评估，对高危人群

衡量利弊来决定是否置管。置管评估结果一定要反馈到导管维护的护士，以提醒

护士在维护中对危险因素的进一步观察与下一步的评估和处理。

4.9 具体操作和维护

4.9.1 如无特殊原因，尽量选择材质柔和的硅胶和聚氨酯导管的单腔导管进

行锁骨下静脉穿刺，避免反复多次穿刺，尽量不要加入附加装置；李惠萍等的系

统评价中表明抗感染导管能显著降低 CRBSI的发生率（P<0.001）[43]；Stocco JG

等系统综述了第二代的 CVC在减少导管定植菌和 CRBSI方面的作用[44]，它的特

点主要是在导管内外部、延长管和中心都侵渍了防腐的洗必泰和磺胺嘧啶银；但

是目前对死亡率和不良反应的影响以及相关经济消耗等方面的评价尚不明确；美

国疾控中心也推荐当置管时间＞5天者使用第二代 CVC[4]。

4.9.2 置管操作注意手卫生并严格坚持最大无菌屏障[4]，操作地点最好在专

门的置管室，操作维护时都应严格遵循无菌技术原则。

4.9.3 及时定期更换敷料，选择正确的敷贴，对于发汗及出口有渗血渗液的

应用纱布敷料，推荐每两条更换一次纱布，每 7天更换一次透明敷贴，如果发现

有液体、松动或明显的感染要及时更换[4]，更换后妥善的固定，季芬芬等研究表

明使用康惠尔透明贴换药,可以降低中心静脉导管相关性血流感染率，有待进一

步证实[45]。
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4.9.4 选择正确的消毒剂，研究表明 2%洗必泰消毒皮肤,可显著降低深静脉

CRBSI的发生,延长导管留置时间，但不适用小于两个月的婴儿[46]；另一项研究

表示洗必泰与聚乙烯吡咯酮碘溶液和酒精相对，只在减少导管细菌定植方面存在

轻微差异，而在感染降低和节约费用方面没有明显差异[47]。Hina H等认为使用

0.5%酒精 1%氯已定 2%葡萄酸盐配置液进行皮肤消毒结合其他综合性措施有利

于降低 CRBSI[48]；徐春婷等研究中认为物理抗菌材料洁悠神抗菌剂喷洒于中心

静脉置管患者输液接口及穿刺部位,形成保护膜，可以减少 CRBSI，对这些消毒

剂的经济适用性评价期待进一步研究[49]。

4.9.5 应正确定期冲封管，在输入大分子溶液及血液前后都应冲管，不能混

用通道，至于冲管液的选择，有研究显示在减少 CVC管道堵塞方面，肝素盐水

并不优于生理盐水，对于临时置管患者，使用生理盐水不如肝素盐水效果好，这

还需要大量的实验证据加以验证[50]。

4.9.6 在置管前和置管后无需预防性系统的使用抗生素，这一点《美国预防

静脉内导管相关感染指南》2011版中已经指出。

4.9.7 加强观察置管处的情况等等。

4.9.8 健康教育是关键。对于长期 CVC置管的患者，加强对病人和家属导管

相关知识培训，增强其对导管重要性的意识；另外，加强对家庭 CVC置管者的

随访，记录追踪患者导管的情况等，对长期静脉营养患者为预防 CRBSI，研究

中支持管腔内的乙醇治疗，因乙醇可用来消毒导管，防治细菌、真菌等病原菌，

到目前为止，其耐药性如何还不太清楚[51]；但后面有研究表示浓度>28%酒精锁

治疗可导致在官腔里面形成血浆蛋白质沉淀，且在吸引和冲洗的时候产生堵塞[52]；

Mokha JS等也报道通过前期和后期每天预防性酒精锁治疗发现，一些机械性并

发症出现：堵塞和导管破裂等[53]，虽然因感染导致的 CVC的替换率下降了，但

是因机械性并发症导致的 CVC的替换率上升了；但近期一项研究对 4个家庭肠

外营养的患儿进行长达三年的追踪，每个月预防性使用乙醇锁治疗，未出现副作

用，作者认为这是一个可行的方案[54]。对于酒精锁治疗的具体方案以及利弊期待

进一步研究结果。需要长期置管且无 PICC置管禁忌患者推荐使用 PICC，PICC

相较于 CVC操作简便、留置时间相对较少，并发症较少等优势[55]，一项系统综

述与 Mate 分析表明，对于置入 CVC 的出院病人来说，PICC 患者出院后发生

CRBSI的风险降低[56]。

小结

CVC置管对于危重症患者的救治具有十分重要的价值及意义，但是置管所

引发的导管相关性血流感染（CRBSI）的发生，在临床上普遍存在。由于多重耐

药菌等多种因素综合作用，导致临床对 CRBSI的治疗十分棘手，且治疗效果往
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往不佳，给患者造成了巨大的生理及精神痛苦，也对其及家庭和社会带来了巨大

的经济负担。针对 CRBSI 发生因素的多样性、综合性等特点，如何有效预防

CRBSI的发生，意义远胜于发生之后的治疗。临床医护人员应分析研究相关影

响因素，制定切实可行的防治策略，有效预防 CRBSI的发生，才能够真正体现

CVC导管留置的重要使用价值，有效降低感染风险，真正提高危重症患者的救

治效果。
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综述二 导管相关性血流感染致病菌的毒力基因研究综述

中心静脉导管( CVC)具有留置时间长、安全性高、患者所受的痛苦较小、操

作方便快捷等优点，用于输注药物、液体、营养素及血液制品等，在危重症病人

救治中具有重要价值[1]。但导管使用同时，并发症也随之而来，特别是导管相关

性血流感染 (catheter-related bloodstream infection, CRBSI) ，导致住院时间延长、

医药费用增加、住院患者的病死率增加，影响患者的预后和生命质量，给家庭及

社会带来沉重的疾病负担[2-3]。因此，预防和控制导管相关性血流感染的发生已

成为重要的研究课题。由于致病菌固有的耐药和获得性耐药，使许多抗菌药物治

疗 CRBSI时失败，因此，从基因水平研究致病菌引起的致病机制与治疗显得尤

为重要。本文就近年来对 CRBSI致病菌毒力基因的相关研究进行综述，旨在为

更好的预防和控制导管相关性血流感染提供科学依据。

1 CRBSI的概念及流行病学

1.1CRBSI的概念

CRBSI是指带有血管内导管或者拔除导管 48小时内，患者出现菌血症、伴

有发热寒颤或低血压等感染表现，除血管导管外没有其他明确的感染源的感染性

疾病[4]。

1.2 CRBSI的流行病学

据美国疾病控制和感染中心(CDC)统计[4]，美国每年在重症监护病房和透析

病房中发生 CRBSI大约 72,000例，这些感染导致死亡率为 12％，住院时间平均

延长 7天，增加的额外住院费用平均为 45,000美元[5-6]。我国 CRBSI的发生率约

为 5%~15%,感染率约在 2.9例次~11.3例次/千导管日[7]。有研究显示国内某三甲

医院 ICU住院患者 CRBSI发病率 11.0/千导管日[8]。导管相关性血流感染的致病

常见病原体包括凝固酶阴性葡萄球菌、金黄色葡萄球菌、鲍氏不动杆菌、铜绿假

单胞菌、肺炎克雷伯菌、大肠埃希菌以及念珠菌等，其中最常见的致病菌为凝固

酶阴性的葡萄球菌[9-10]。

2 导管相关性血流感染致病菌的毒力基因

2.1 肺炎克雷伯菌的毒力基因

肺炎克雷伯菌是一种容易引起社区及院内感染的革兰阴性杆菌，根据其黏性

可分为经典肺炎克雷伯菌(classic Klebsiella pneumoniae，cKP)及高黏性肺炎克雷

伯菌(hypervirulent K.pneumoniae，HvKP)[11]。

2.1.1 HvKP的毒力因素

2.1.1.1 HvKP的血清型
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荚膜作为某些细菌在细胞壁外包围的一层黏液性物质，一般由糖和多肽组成，

是细菌的一种特殊结构。HvKP包括荚膜多糖（K抗原）和脂多糖（O抗原）。

Liu等对北京朝阳医院 2008~2012年检测出的HvKP进行 PCR及多位点基因分析

[12]，发现 HvKP荚膜分型中常见的是 K1、K2、K20和 K57，并且 HvKP阳性患

者更易发生社区获得性感染，且多集中于 K1及 K2型。但是，并非所有的 HvKP

引起的社区获得性肝脓肿都是 K1及 K2型，在非社区性获得性肝脓肿的小鼠模

型中也检测出 K1、K2型，并且表现出较低的毒性[13]。Tan等对 129例分离出的

HvKP 的标本进行 PCR 测定，发现超过一半和肝脓肿有关的血清型不是 K1 及

K2型。所以，HvKP 的毒力强弱并非仅仅是 K1、K2 荚膜血清型分型导致的，

可能与其毒力基因有关[14]。

2.1.1.2 HvKP相关毒力基因

黏液表型调节基因 A（regulatory mucoid phenotype gene A，rmpA）能调控

荚膜合成，是调控形成黏液性菌落的胞外多糖合成过程的重要调控因子。有研究

表明超过 40%的非肝脓肿的菌株也会携带 rmpA基因[15]，表明 rmpA并不是单独

发挥其作用，而是与其他因子共同影响 HvKP 在形成肝脓肿时的毒力作用。

pLVPK是肺炎克雷伯菌 CG43 携带的惟一质粒，是肺炎支原体毒力和携带菌株

感染的决定因素。因此，该质粒的产生可能是 HvKP毒力增强的重要原因之一。

黏液相关基因 A（mucoviscosity-associated geneA，magA）是由 Fang在肝脓

肿患者体内发现[16]，携带 magA基因的菌株具有黏性的胞外多糖网状结构，可以

抵抗白细胞吞噬作用和血清补体系统杀菌作用，进而形成侵袭性感染。所以，

magA基因并非高黏特征的独立因素，可能会和其他基因共同发挥作用[17]。

2.1.2 HvKP的铁载体

铁作为生命活动中重要的微量元素，在细胞合成、细菌生长等过程中起重要

作用。肺炎克雷伯菌不仅通过铁载体吸收宿主体内的铁来满足新陈代谢，而且会

通过铁载体吸收的铁来增强毒力从而增加机体的感染。肠杆菌素、沙门菌素及耶

尔森菌素都具有较强的铁亲和力，主要与血浆中的转铁蛋白结合，促进细菌生长

及毒力增强。HvKP产生的铁载体中的气杆菌素是增强 HvKP毒力的主要物质。

2.2 鲍曼不动杆菌毒力基因

鲍曼不动杆菌（Acinetobacter baumannii，Ab）是一种机会致病菌，大多数

感染患者是在免疫力低下时接触定植于人体皮肤表面或医院环境中Ab而引起感

染[18]。Ab在导管相关血流感染中的分离率位于革兰氏阴性菌第二位，而且呈上

升的趋势。随着感染率的增加和多种耐药 Ab的出现，使 Ab已成为 ICU导管相

关血流感染的重要病原菌，被称为 21世纪的“MRSA”[19]。由于 Ab复杂多变的耐

药机制和协同作用，使其感染后治疗困难，这主要是由于毒力因子的产生，如生
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物膜的形成[20]。生物膜参与细菌的感染过程，细菌在导管表面形成生物膜，有利

于其生长。研究已证实生物膜受多种调控因素的影响，更容易受环境的影响而产

生耐药[21]。来自世界各地的研究已证实 Ab的感染与生物被膜形成、铁摄取系统、

黏附、脂多糖、外膜蛋白等有关，一些新的毒力因子如青霉素结合蛋白 7/8、K1

荚膜多糖、磷脂酶 D、RecA蛋白等也逐渐被认识[22]。国外有研究对医院感染的

13株分离株的多位点序列分析(MLST)显示，有超过一种的 Ab 在该医院流行，

而且发现了新的序列类型，这些新的序列类型病原体的发现提醒人们，对抗性细

菌进行主动监测的重要性，以防止它们在医院环境中传播。由于 Ab较容易受外

界环境影响和这方面的研究较少，导管相关血流感染分离出的 Ab致病机制和毒

力因子的研究有待进一步进行。

2.3铜绿假单胞菌毒力基因

有研究结果表明，引起导管相关性血流感染的病原菌之一是铜绿假单胞菌

(Pseudomonas aeruginosa，PA)[23]。它广泛分布于自然界和正常人的皮肤、呼吸道、

肠道等，属于条件致病菌。近年来，随着细菌分泌系统的发现，铜绿假单胞菌Ⅲ

型分泌系统(T3SS或 TTSS)被普遍认为是 PA的重要致病机制[24]，它主要分泌 4

种毒素 ExoS（胞外酶 S）、ExoT（胞外酶 T）、ExoY（胞外酶 Y）、ExoU（胞

外酶 U），分别主要由 exoS、exoT、exoY、exoU基因表达。

exoU被称为细胞毒型基因，由它所表达的蛋白质 ExoU是一种磷脂酶，可

引起不可逆的细胞膜的损伤以及快速的细胞坏死，是 4种毒素中最具破坏性的，

危害最大。ExoY是一种腺苷酸环化酶，存在于大多数 PA中，但人们对其毒力

作用知之甚少。exoS为侵袭型基因，ExoS和 ExoT是紧密相关的双功能蛋白[25]，

主要通过破坏宿主细胞肌动蛋白细胞骨架重排、干扰吞噬作用信号转导以及病灶

粘附等作用来抑制其吞噬作用，从而抑制细胞分裂、引起细胞凋亡。其中 exoS

和 exoU基因是 PA的主要毒力基因，其编码分泌的 ExoS和 ExoU蛋白的临床意

义尤其重要[25]。

但大量研究显示，在感染过程中并不是所有的 PA都会同时产生这 4种胞外

酶,各种胞外酶在分离 PA菌株中组合及各自所占比例都不一样。在大多数研究中，

PA的多重耐药菌和非多重耐药菌菌株中 exoY、exoU、exoS3种基因的携带率不

同，但均带有 exoT基因，大部分带有 exoY基因，但多重耐药菌和非多重耐药

菌 4种毒力基因携带率差异无统计学意义。

PA毒力基因常以 exoS+/exoU-(侵袭型)和 exoU+/exoS-(细胞毒型)形式存在，

exoU与 exoS是一对互相抑制的基因，一般情况下不会同时出现[26]。但在吴爱武

等的研究中发现 exoU和 exoS同时阳性的多重耐药铜绿假单胞菌[27]。在李昕等

的研究中发现有少量 exoU-／exoS-基因型菌株存在，可能与菌株长期暴露发生突
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变有关[28]。

2.4表皮葡萄球菌毒力基因

为了充分提高患者导管相关性血流感染病原菌检测的便捷性与安全性，对于

我国抗菌药物的研究做出贡献，CRBSI 正逐渐成为我国医院感染预防控制环节

的重点工作内容[29]。在导管相关性血流感染中，主要的革兰阳性菌为表皮葡萄球

菌[9]，表皮葡萄球菌作为机会致病菌（opportunistic pathogen），普遍认为是生存

在人体皮肤及粘膜的表面的正常菌群。表皮葡萄球菌由于其较弱的毒力作用而未

引起人类重视，当患者由于免疫力低下、使用各种侵入性导管装置或接受放疗化

疗导致机体免疫防御机制被抑制时，表皮葡萄球菌由定植状态转变为对人体有害

的侵入状态，引起严重感染的发生[30]。通过查阅大量文献发现，患者表皮葡萄球

菌在2010-2014年间所分离出的病原菌数量在比较排位靠前的５例细菌中均占首

位[31]。近年来，随着广谱抗菌药物在临床上的滥用，表皮葡萄球菌所引起的感染

越来越多见，表皮葡萄球菌导致的感染在院内感染中所占的比例也越来越大。出

现了对不同抗菌药物耐的表皮葡萄球菌，而其中以耐 D 内酰胺类抗菌药物的表

皮葡萄球菌最为多见，不仅在北美洲、欧洲、南美洲等多地均有报道，我国近年

来的细菌监测网的数据也表示我国MRSE的检出率呈逐年上升趋[32-35]。在临床

实验中，临床分离株 sesI 阳性率明显高于定植株 sesI 的阳性率，提示 sesI 基因

编码的 sesI可能是表皮葡萄球菌致病的重要因子[30]。表皮葡萄球菌生物膜与临床

感染间的关系，目前已明确生物膜初始附着阶段表葡菌膜多糖黏附素、自溶素的

作用机制及聚集成熟阶段中 icaA基因调控 PIA合成的机制[36]。导管相关性感染

属于一类比较严重的院内感染，而表皮葡萄球菌则是主要的致病菌，因此，在临

床中应注意预防此类感染。

2.5金黄色葡萄球菌毒力基因

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)是社区及院内感染的主要致病菌，常

见的毒力因子有杀白细胞素（PVL）、溶血素、肠毒素、黏附素、凝固酶、蛋白

酶等[37-40]。

PVL是一种导致白细胞溶解并引起组织坏死的膜成孔毒素，金黄色葡萄球

菌所致重症皮肤和软组织感染、坏死性肺炎和筋膜炎均与 PVL密切相关[41]。黏

附素是金黄色葡萄球菌表达的一类特异性蛋白，能够识别机体的细胞外基质并与

之发生特异性结合，介导金黄色葡萄球菌黏附于宿主细胞表面，促进细菌对宿主

组织的入侵。黏附素分子中的凝集因子（clfA、clfB）及纤黏蛋白（fnbA、fnbB）

被认为是金黄色葡萄球菌表明最主要的黏附因子[42]。金黄色葡萄球菌分泌的溶血

素通过作用于红细胞、血小板及中性粒细胞，使其中的溶菌素释出，而破坏周围

的组织。魏志恒等的研究中，金黄色葡萄球菌α-溶血素基因 hla总检出率 95.21%，



兰州大学博士研究生学位论文 CVC置管者 CRBSI的细菌生物学特性及其与 ACE毒力基因相关性的研究

82

β-溶血素基因 hlb的总检出率为 73.93%，其中 hlb阳性率高于本研究结果 37.50%，

而 hla的阳性率基本一致[43]。肠毒素是造成金黄色葡萄球菌急性胃肠炎的一种重

要致病因子[44]，本研究中肠毒素基因 sec和 seh的携带率均低于 10.00%，与董俊

等报道的 488株金黄色葡萄球菌的 sec、seh的检出率均为 5.9%一致，推测肠毒

素在腹泻相关的金黄色葡萄球菌中会有较高阳性率[45]。

2.6大肠埃希菌毒力基因

研究表明，大肠埃希菌(E.coli)和肺炎克雷伯菌是导致血流感染的主要革兰阴

性杆菌[46-47]。E.coli是临床标本中最常见的分离细菌，是条件性致病菌，可引起

机体肠道和肠道外感染。根据其致病性可将 E.coli分为 3个群：共生性大肠埃希

菌，肠道致病性大肠埃希菌和肠外致病性大肠埃希菌（ExPEC）。肠道外致病性

大肠埃希菌主要包括尿道致病性大肠埃希菌（UPEC）、新生儿脑膜炎大肠埃希

菌（NMEC）、禽致病性大肠埃希菌（APEC）和败血性大肠埃希菌（SEPEC）

等[48]，CRBSI 主要与 SEPEC有关。有相关研究报道[49]，SEPEC检出率≥20.0%

的毒力基因有 15种，检出率最高的为 papEF（91.7%）、iha和 astA（均为 87.5%）。

龙辉等研究报道[50]，5种主要毒力因子基因 eaeA、bfpA、st、lt、stx1的在 EPEC

中的检出率分别为 45.38%、36.95%、11.24%、4.42%、2.41%。eaeA 和 bfpA毒

力因子有利于细菌粘附与侵袭,特别是粘膜上皮细胞[51]。因此此类毒力因子可能

参与细菌侵袭进入机体,造成局部与循环系统感染。LEE称为致病性肠细胞脱落

位点毒力岛,发现于 EPEC 的染色体中。EPEC在入侵机体后,首先会黏附在宿主

细胞表面部位,之后对宿主组织造成严重病理损伤，且 eaeA 是 LEE 毒力岛中最

重要的功能基因[52]。

大肠埃希菌是主要的产 ESBLs 革兰阴性杆菌，其最主要机制产生超广谱 p-

内酞胺酶是大肠埃希菌耐药的。最初研究报道基因分型方面主要以 TEM 型和

SHV 型为主，后期开始检出 CTX-M 型 [53]。最近研究报道，以 CTX-M-14、

CTX-M-15 居多[54]。目前，CTX-M 型 ESBLs 致病机制仍不明确，考虑可能与

CTX-M基因上游的 ISEcp1B有关;导致细菌耐药也不是由某一种基因引起的，大

部分产 CTX-M型 ESBLs 株往往同时携带多种耐药基因，在这些基因共同作用下

导致耐药[55]。

小结

CRBSI 不仅加重原发病，增加患者的死亡率，并且给社会以及医疗卫生资

源带来沉重的负担，是急需解决的医源性难题。但是由于致病菌的耐药性，给

CRBSI的治疗带来挑战。本文对 CRBSI常见致病菌的毒力基因进行综述，从而

为 CRBSI的治疗提供依据以研究方向。



兰州大学博士研究生学位论文 CVC置管者 CRBSI的细菌生物学特性及其与 ACE毒力基因相关性的研究

83

参考文献

[1] 潘海燕, 任蔚虹. 导管相关性血流感染预防和控制的研究进展[J]. 中华护理杂志,
2009, 44(10):900-902.

[2] Rupp, M. E., Majorant, D. Prevention of Vascular Catheter-Related Bloodstream
Infections[J]. Infectious Disease Clinics of North America, 2016, 30(4):853-868.

[3] 朱敏, 蔡源益, 曹晓红,等. 导管相关血流感染的疾病负担研究进展[J]. 中国医院,
2016, 20(6):81-83.

[4] Avery, L., Bennett, R., Brinsleyrainisch, K., et al. National and state healthcare-associated
infections progress report[J]. American Journal of Clinical Nutrition, 2015, 101(101):3.

[5] Zimlichman, E., Henderson, D., Tamir, O. et al. Health Care–Associated Infections: A
Meta-analysis of Costs and Financial Impact on the US Health Care System[J]. Jama
Internal Medicine, 2013, 173(22):2039-2046.

[6] Umscheid, C.A., Mitchell, M.D., Doshi, J.A. et al. Health Care–Associated Infections: A
Meta-analysis of Costs and Financial Impact on the US Health Care System[J]. Jama
Internal Medicine, 2011, 32(2):101-104.

[7] 方强. 血管内导管相关感染的预防与治疗指南(2007)[J]. 中国实用外科杂志, 2008,
47(6):597-605.

[8] Peng, S., Lu, Y. Clinical epidemiology of central venous catheter-related bloodstream
infections in an intensive care unit in China[J]. Journal of Critical Care, 2013,
28(3):277-283.

[9] 赵玉杰, 茅奇峰, 李情操,等. 导管相关性血流感染的病原菌检测及危险因素分析[J].
中国卫生检验杂志, 2017(4):470-472.

[10] 张长春, 贾晓君, 张淑敏,等. 中心静脉导管相关性血流感染的病原菌分布与耐药性

分析[J]. 中华医院感染学杂志, 2015(12):2709-2711.
[11] 吴翰欣,丁家伟,高淩,温艳萍,等.高毒力肺炎克雷伯菌的毒力机制研究进展[J].生物技

术通讯,2018,29(01):119-122.
[12] Liu, Y. M., Li, B. B,. Zhang, Y. Y., et al. Clinical and molecular characteristics of

emerging hypervirulent Klebsiella pneumoniae bloodstream infections in mainland
China[J]. Antimicrob Agents Chemother, 2014,58(9):5379-5385.

[13] Russo ,T A, Shon A S, Beanan J M, et al. Hypervirulent K.pneumoniae secretes more and
more active iron-acquisition molecules than "classical" K.pneumoniae thereby enhancing
its virulence[J]. PLoS One, 2011,6(10):e26734.

[14] Tan T Y , Ong M , Cheng Y , et al. Hypermucoviscosity, rmpA, and aerobactin are
associated with community-acquired Klebsiella pneumoniae bacteremic isolates causing
liver abscess in Singapore[J]. J Microbiol Immunol Infect, 2017.

[19] Tang, H. L., Chiang, M. K., Liou, W. J., et al. Correlation between Klebsiella pneumoniae
carrying pLVPK- derived loci and abscess formation[J]. Eur J Clin Micro-biol Infect Dis,
2010,29(6):689-698.

[20] Mortensen, B. L., Skaar, E. P. Host-microbe interactions that shape the pathogenesis of
Acinetobacter baumannii infection[J]. Cellular Microbiology, 2012, 14(9):1336-1344.



兰州大学博士研究生学位论文 CVC置管者 CRBSI的细菌生物学特性及其与 ACE毒力基因相关性的研究

84

[21] Donlan, R. M., Costerton, J. W. Biofilms: Survival Mechanisms of Clinically Relevant
Microorganisms[J]. Clinical Microbiology Reviews, 2002, 15(2):167.

[22] Handal, R., Qunibi, L., Sahouri, I. et al. Characterization of Carbapenem-Resistant
Acinetobacter baumannii Strains Isolated from Hospitalized Patients in Palestine. [J].
Clinical Microbiology Reviews, 2017:8012104.

[23] 李少增，朱静，王海滨.导管相关性血流感染的病原菌分布及耐药分析[J].标记免疫分

析与临床,2015,22(1):28-30.
[24] 鞠晓红，李瑶，王月华，等.铜绿假单胞菌毒力基因 exoS、exoU临床分布及耐药性研

究[J].中国医院药学杂志,2017,37(1):48-51.
[25] 王宁，左国营，谢俊杰，等.铜绿假单胞菌Ⅲ型分泌系统与致病毒力因子的研究进展[J].

解放军药学学报,2015,31(5):443-445.
[26] 蒋月婷，欧阳浩新，吴爱武，等.多重耐药铜绿假单胞菌毒力基因与耐药的相关性[J].

热带医学杂志,2016,16(5):604-607.
[27] 吴爱武，黄子然.铜绿假单胞菌 exoS、exoU 基因的检测与分析[J].中国卫生检验杂

志,2013,23(1):129-132.
[28] 李昕，刘周，姚杰，等.合肥地区铜绿假单胞菌Ⅲ型分泌系统毒力基因检测分析[J].中

华医院感染学杂志,2017,27(2):251-254.
[29] 王素华,李立明,李俊.感染病原菌病原学分布及耐药性变迁[J].中国实验诊断学，

2012,14(2)：269-270.
[30] 丁宇. 表皮葡萄球菌耐药谱、毒力基因检测及分子流行病学研究[D].温州：温州医科

大学,2016.
[31] 王健,王帅,焦清海,等. ICU内中心静脉导管相关性血流感染病原菌分布及耐药性分析

[J]. 四川解剖学杂志,2016,24(2):32-34.
[32] 胡付品,朱德妹,汪复,等．2011年中国 CHINET 细菌耐药性监测．中国感染与化疗杂

志[J].2012,12(5)：321-329.
[33] 汪复,朱德妹,胡付品,等．2012年中国 CHINET 细菌耐药性监测．中国感染与化疗杂

志[J].2013,13(5)：321-330.
[34] 胡付品,朱德妹,汪复,等．2013年中国 CHINET 细菌耐药性监测．中国感染与化疗杂

志[J].2014,14(5)：365-374.
[35] Neidig, A., Yeung, A.T., Rosay, T.,et al. TypA is involved in virulence，antimicrobial

resistance and biofilm formation in Pseudomonas aeruginosa[J]. BMC Microbiol, 2013;
13: 77.

[36] 吴跃平,王明明,王红梅,等. 儿科导管相关性感染中表皮葡萄球菌的生物膜形成检测

[J].实用医学杂志,2015,31(13)：2204-2206.
[37] Tong, S.Y., Davis, J.S., Eichenberger, E., et al. Staphylococcus aureusinfections：

epidemiology ， pathophysiology ， clinical manifestations ， and management[J].Clin
Microbiol Rev，2015，28(3):603-661.

[38] Xia, J., Gao, J., Kokudo, N., et al. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus antibiotic
resistance and virulence[J] .BiosciTrends, 2013, 7(3):113-121.

[39] Madzgalla, S., Syed, M.A., Khan, M.A. et al. Molecutar characterization of
Staphylococcus aureus isolates in patients from Malakand ， Pakistan[J].EurJ Clin
Microbiol Infect Dis，2016,35(9):1541-1547.



兰州大学博士研究生学位论文 CVC置管者 CRBSI的细菌生物学特性及其与 ACE毒力基因相关性的研究

85

[40] Chuang, Y.Y., Huang, Y.C. Molecular epidemiology of community-associated
meticillin-resistant Staphylococcus aureus in Asia[J]. Lancet Infect Dis,
2013,13(8):698-708.

[41] 刘小丽，王斌，江元山，等．武汉地区门诊皮肤软组织感染患者中甲氧西林敏感金

黄色葡萄球菌ＰＶＬ基因携带及耐药性检测[J]．中华皮肤科杂志,2016(3):172-175．
[42] 谈华，刘雪梅，迟富丽，等．金黄色葡萄球菌婴幼儿分离株黏附毒素与细胞毒素编

码基因研究[J]．中华医院感染学杂志,2015,(3):485-487.
[43] 魏志恒，于宏伟，李宁，等．金黄色葡萄球菌溶血素基因分布的研究[J]．中国食品

学报,2009，9(6):152-156.
[44] 常燕子，裘雪丹，崔裕山，等．社区与医院获得性感染金黄色葡萄球菌毒力因子对

比分析[J].中国卫生检验杂志, 2015,25(7):920-923.
[45] 童俊，占志平．金黄色葡萄球菌毒力基因检测及分子分型研究[J]．中华微生物学和

免疫学杂志，2015(1)：46-50．
[46] 韩福禄, 王文艳, 庞莉.血培养常见病原菌分布及耐药性分析[J].中华医院感染学杂志,

2012, 22 (3) :630-631.
[47] 肖永红, 沈萍, 魏泽庆, 等.Mohnarin 2011年度全国细菌耐药监测[J].中华医院感染学

杂志, 2012, 22 (22) :4946-4952.
[48] Russo, T. A., Johnson, J. R. Proposal for a New Inclusive Designation for Extraintestinal

Pathogenic Isolates of Escherichia coli: ExPEC[J]. Journal of Infectious Diseases, 2000,
181(5):1753-1754.

[49] 董敏. 血流感染和尿路感染的大肠埃希菌的分子流行病学研究[D]. 浙江大学, 2015.
[50] 龙辉, 吴莎, 江振友. 血流感染大肠埃希菌的耐药性与聚类分析[J]. 热带医学杂志,

2015, 15(7):909-913.
[51] Houser, B. A., Donaldson, S. C., Padte, R. et al. Assessment of phenotypic and genotypic

diversity of Escherichia coli shed by healthy lactating dairy cattle.[J]. Foodborne
Pathogens & Disease, 2008, 5(1):41-51.

[52] 赫鸣睿.大肠杆菌毒力因子及耐药机制研究进展[J].现代畜牧科技,2018(09):4-5.
[53] Alagamy, M. H., Shibl, A. M., Hafez, M. M. et al. Molecular characteristics of extended

-spectrumpβ-lactamase-producing Escherichia coli in Riyadh:Emergence of
CTX-M-15-producing E. coli ST131[J]. Annals of Clinical Microbiology
&Antimicrobials, 2014, 13 (1):1-7.

[54] Canton, R., Gonzalezalba, J. M,. Galan, J. C. CTX-M Enzymes: Origin and Diffusion[J].
Front Microbiol, 2012, 3(110): 110.

[55] Zhao, W. H., Hu, Z.Q. Epidemiology and genetics of CTX-M extended-spectrum
β-lactamases in Gram-negative bacteria[J]. Critical Reviews in Microbiology, 2013,
39(1):79.



兰州大学博士研究生学位论文 CVC置管者 CRBSI的细菌生物学特性及其与 ACE毒力基因相关性的研究

86

综述三 脓毒性休克的相关研究进展

脓毒症（Sepsis）是急诊或者重症患者，出现的一系列表现为病理及生理性

的感染变化（低血压或血乳酸升高），也称为全身炎症反应综合征（Systemic

inflammatory response syndrome, SIRS）[1]。脓毒症的发生及发展很大程度上取决

于由内源性糖皮质激素（Endogenous Glucocorticoids，EG）。脓毒症可以自限而

愈，但当循环发生异常改变（如血管内容量损耗、周围血管舒张、心肌抑郁及增

加代谢等，导致机体系统供氧和氧需之间发生不平衡，进而导致机体组织缺氧或

休克，发展成为严重的脓毒症，在此情况下即便给予患者足量补液复苏却仍旧无

法纠正持续性低血压的发生，及少尿或急性意识状态改变等症状的伴发，或器官

功能障碍，称之为脓毒性休克[1-4]。SS的诊断标准依据为：另外的器官障碍标准

可依据Marshall制定的标准，胃肠系统功能障碍按照中国危重症医学会定制标准

执行[5]。

SS是机体对细菌性感染所做出的一种严重的系统性反应，往往会引起患者

多种并发症的发生，如果不治疗或者治疗不及时则会导致患者死亡[6]。据研究报

道，在美国，估计每年有 751000例脓毒症或脓毒性休克患者（每 1000人 3.0例），

由于美国老年人口的不断增加导致其发病率以每年 1.5%的速度在不断增加，到

2010年和 2020 年估计有 934000 例和 1110000例，目前的这种疾病每年成本估

计为 167亿美元[7]。有研究指出，有 59%的脓毒症患者需要入住 ICU，而 ICU 患

者中有 10.4%的患者是脓毒症患者[8]。在巴西 ICU 中，脓毒症、严重脓毒症和 SS

的患者发病率分别为 61.4、35.6和 30.0人/1000人/日，病死率分别为 34.7%、47.3%

和 52.2%[9]。在德国，一项对 3877名患者的研究指出，有 11%的患者为严重脓毒

症（包括 ss），严重脓毒症患者 ICU和医院的死亡率分别是 55.2%和 48.4()。SS

已成为成为中国重症监护室（ICU）患者的主要致死原因之一[10-12]。在美国，重

度脓毒症和 SS每年会导致约 215000人死亡[13]。

国际上关于 SS的流行病学、危险因素及转归等的研究已有不少[14-17]。尤其

是在过去的十余年中，有关重度脓毒症和 SS防治，研究者们已经在临床中做了

大量的研究调查并获得了积极的结果，但是关于感染早期血流动力学的研究依然

存在着巨大的挑战空间[18]。即便如此，在基础性和临床性研究都已经有了实质性

进展的今天，在发生了 SS的患者中依然存在着很高的不良预后，死亡率甚至可

高达 50%或以上[19]。对于 SS的患者的有效救治，抗生素的使用具有基础性和关

键性的作用，尤其是对感染所致的相关不良预后具有一定积极的延迟作用[20-21]。

近年来，随着 ICU救治技术及手段的不断提高与发展，对于 SS患者良好预

后的研究关注度也在日益增加，学者们从诊断学、病理学、生理学、等多个不同
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角度进行了大量的研究 [22-25]。早期的许多研究指出，基因多态性（Gene

Polymorphisms）很有可能在脓毒性休克和脓毒症中起着关键作用[20,26-27]。不同的

基因多态性被证明与重度脓毒症和脓毒性休克的发展有关联，比如肿瘤坏死因子

基因，但是另外一些也有可能与脓毒性休克的死亡率上升有关联，比如 ADRB2

基因[20,21]。此外，一项不同的研究指出，推测 ACE I等位基因携带者更易发展脓

毒症[27]。

血管紧张素转化酶（Angiotensin I-converting enzyme，ACE）基因多态性与

多种炎症疾病的易感性相关，如银屑病和红斑狼疮，此外，血管紧张素 II 通路

（Antigiotensin II Pathway）在 SS中起着关键作用[28]。早前有研究指出，ACE作

为肾素-血管紧张素-醛固酮系统中的一个中心酶，与 I/D 多态性一起在心血管疾

病的发展中起着关键性的作用，同时在亚洲印度女性中，ACE I/D基因多态性与

妊娠期糖尿病之间有很大的相关性[29-32]。此外，缺少 I 型等位基因的 ACE基因

与提高 ACE循环水平和降低高血压也存在关联：ACE基因有可能在运动后会释

放一氧化氮以及降低血压的作用。有研究表明，ACE基因多态性的 rs4291和 rs

4646994与迟发性阿兹海默症[29]风险有关，ACE单体型基因也与血浆中的 ACE

基因水平和 LOAD的发生风险有关[33]除此之外，ACE基因中的某些单核苷酸多

态性与四周内增长的不良预后引发的脓毒性休克死亡有关[30]。

ACE基因全长 21 kb，定位于 17号染色体，有超过 160多个变异位点，其

中大部分是单核苷酸多态性[34]，单核苷酸多态性与疾病的紧密相关，它在个体的

差异和在人口的基因变异中很重要，被认为是与先天免疫系统和脓毒症相关的蛋

白质[35]，炎性基因中单核苷酸多态性促进细菌病原体影响蛋白质的生物功能，从

而使得个体对各类疾病的发展，某些基因多态性与严重脓毒症死亡率增加或易感

性之间存在一定相关性[36]。ACE在炎性反应中扮演中重要的角色，作为一个外

肽酶，对炎症反应的调节起关键作用，一些研究调查了 CD143基因及其基因变

异，个体之间的血清 CD143活性存在着很大的差别，这些差异可能会影响先天

免疫系统导致 CD143活性上调，从而促进炎症过程[37]，那么由于个体间的基因

变异，ACE活性也可能改变严重感染的结果。发生严重脓毒症患者会出现广泛

的内皮损伤，其中很多其他因素都可影响 ACE的产生和表达及其释放入血。脓

毒症时循环 ACE活性下降，主要是因为低血压，因此 ACE活性增高可能对脓毒

症的患者有益的，尤其是低血压患者。脓毒症时 ACE活性的降低可能与细菌脂

多糖等介质使得内皮细胞损伤或 ACE活性受到抑制也有关[38]；ACE I/D 多态性

也可调节血清 ACE的浓度，它负责血清酶水平变化的 50%[39]；已有报道种族差

异在调节基因血清 CD143水平和 ACE I/D多态性的关系中发挥着重要作用，对

于白人的儿童和成人，血清 ACE活性与 ACE基因 I/D多态性相关，带有 D等位
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基因白人儿童的血清 ACE活性水平比带 I等位基因的高，但是黑人并不存在这

种相关性[40]。不同民族 ACE I/D 基因型也存在着差异，在白人和非洲后裔人中

II，ID，DD频率是相似的，但南亚裔 II 基因型频率的更高[41]。毋庸置疑，ACE

在保护宿主免受病原体侵染血压调节中起着非常关键的作用，因此 ACE基因多

态性可能在脓毒症的发展和结果方面扮演中重要的作用。

有研究发现携带了 I等位基因（D/I基因型和 I/I基因型）与携带 D等位基因

的相比发生脓毒症的风险增加了两倍，在健康人群当中 DD基因型在对抗脓毒症

的发生中起着积极的作用[42-43]，但研究中显示 ACE 基因的多态性在 SS组与非

SS组之间、存活组与死亡组之间都不存在统计学差异；对体重极低儿，基因变

异体会使其对脓毒症的易感性增强，这主要由免疫应答系统的不成熟引起的[44]，

然而一些研究表明 ACE I/D 多态性对极低体重儿的脓毒症的发生或结局没有太

大的影响[42]；同样，也有研究表明 ACE I/D多态性和血清 ACE的活性似乎对重

症脓毒症患者的临床结果来说都不是非常重要的预后因素[45]，这可能是由于脓毒

症发展与多种因素有关，尤其是机体的反应以及病原体的毒性。西班牙的一项研

究[46]指出：ACE插入/缺失基因型的等位基因频率在所有研究对象中的概率基因

一致，ACE I/D多态性与严重脓毒症的结局、ICU病死率都无相关性，且严重脓

毒症的 28天死亡率在 ACE基因型之间并没有显著差异，由于作者只研究了一个

(非功能性)ACE基因的多态性，因此并不能排除在肾素-血管紧张素系统中这种

基因的其他变异或者单倍体或其他基因与它们的关系。但是两项 meta分析都认

为 ACE I/D 多态性与脓毒症的风险有明显联系，但后者发现 ACE I/D 多态性与

脓毒症的死亡率无关[47-48]，前者研究发现 ACE I/D多态性与小儿脓毒症风险相关

性明显，对成人脓毒症反而没有太多相关性；有研究还发现 ACE基因型为只为

I/D或 I/I或者 I/D基因型同时存在时的患者，与基因型为 D/D的相比其脓毒症感

染风险将提高 33%，这与 Hou X等的发现基本一致，它们研究发现 DD 基因型

能降低脓毒症的发生概率或减缓其发生过程，在总体人口和儿童人群中携带 DD

基因型患者相较于 II/ID 携带者脓毒症风险下降 25%。但是两项研究都只限于白

种人群，种族之间的差异没有体现，且纳入的文章较少，因此期待更多好的更大

样本量和多种族的研究来证明两者相关性。

对 ACE基因而言，D等位基因的存在与 ARDS的严重脓毒症环比概率明显

相关，因此通过抑制 ACE的治疗方法可能会降低脓毒症发生的概率，但是研究

发现 DD基因型携带者相对降低脓毒症发生风险，那么血管紧张素转换酶抑制剂

对脓毒症患者可能是有害的[47-49]；有研究表明血管紧张素转换酶抑制剂会影响急

性肾损伤的脓毒症患者的预后，由于血管紧张素转换酶抑制剂能够减小肾小球囊

内压力，这种作用机制对脓毒症和脓毒性休克可能是危险的，在这种情况下，肾
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血流量就会下降，然后导致肾小球滤过率和肾小球囊内压力降低[50]，但是一些研

究也指出，ACE I/D基因多态性与改变血管紧张素转换酶抑制剂的效果有关联，

而 ACE血管紧张素转化酶抑制剂会抑制重度脓毒症患者的器官衰竭[49,51]，且经

ACE血管紧张素转化酶抑制剂治疗后的患者会在短期和长期内降低死亡率[52]。

脓毒症病理与多种因素有关，尤其是机体的反应以及病原体的毒性，还包括

脓毒症的严重程度、并发症和治疗病原体与多态性之间在炎症和抗炎反应中的交

互作用决定了脓毒症发展的结果，而 ACE在炎性反应中扮演中重要的角色，且

个体间的血清 CD143活性存在着很大的差别，ACE活性可能改变严重感染的结

果，那么从遗传学角度来看，ACE基因多态性对脓毒症的发生概率存在潜在影

响。期待更多、更好、更大样本量和多种族的研究来证明 ACE基因多态性与脓

毒症或脓毒性休克之间相关性研究。
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附 录

附表 1. APACHE-II 评分系统表

生理学变量 高异常范围 低异常范围

分 值
得

分

4 3 2 1 0

体温-直肠温度

（℃）

≧41 39～40.9 — 38.5～38.9 >35.9

≦29.9 30～31.9 32～33.9 34～35.9 —

平均动脉压

（mmHg）
≧160 130～159 110～129 — 70～109

≦49 — 50～69 — —

心率

（次/分）

≧180 140～179 110～139 — 70～109

≦39 40～54 55～69 — —

呼吸频率

（次/分）

≧50 35～49 — 25～34 12～24

≦5 — 6～9 10～11 —

氧合作用 当 FiO2<0.5 时用 PaO2；FiO2≧0.5 时用肺泡-动脉氧分压差【（A-a）DO2】

PaO2（mmHg） <55 55～60 — 61～70 >70

DaO2（mmHg） >500 400～500 200～400 — <200

血液酸碱度
—

血液酸碱度以动脉血 PH 值为好，无血气分析则用静脉血 HCO3 代替

动脉血 PH
≧7.7 7.6～7.69 — 7.5～7.59 7.33～7.49

≦7.14 7.15～7.24 7.25～7.32 — —
—

或 HCO3

（mmol/l）
≧52 41～51.9 — 32～40.9 22～31.9

<15 15～17.9 18～21.9 — —

血 Na+

（mmol/l）
≧180 160～179 155～159 150～154 130～149

≦110 111～119 120～129 — —

血 K+（mmol/l）
≧7.0 6～6.9 — 5.5～5.9 3.5～5.4

<2.5 — 2.5～2.9 3～3.4 —

Cr（急性肾衰时

加倍）（mol/l）

≧309 176～308 124～175 — 53～123

— — — 53 —

红细胞压积

（％）

≧60 — 50～59.9 46～49.9 30～45.9

<20 — 20～29.9 — —

白细胞计数

（×109）
≧40 — 20～39.9 15～19.9 3～14.9

<1.0 — 1.0～2.9 — —
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Glasgow
昏迷评分 等于 15 减去实际 GCS 分值

慢性健康状况评分

（（CPS）
评分法：凡下列器官或系统功能严重障碍或衰竭的慢性病，如行急诊手术或未手术者加

5 分，择期手术者加 2 分

得

分

心血管

系统

休息或轻微活动时出现心绞痛或心功能不全的表现，如：心悸、气急、水肿、肝大、

肺部啰音等或符合美国纽约心脏协会制定的心功能 4 级标准。

呼吸系

统

慢性限制行、阻塞性或血管性肺部疾病所致病人活动严重受限，不能上楼或作家务或

有慢性缺氧、高碳酸血症、继发性红细胞增多症、严重肺动脉高压（mmHg）或需呼

吸机支持。

肝脏 经活检确诊肝硬化伴门脉高压，以往有门脉高压致上消化道出血、肝功能衰竭、肝

性脑病或肝昏迷史。

肾脏 接受长期透析治疗。

免 疫 功

能障碍

接受免疫抑制剂、化疗、放疗、长期激素治疗，或近期使用大量激素，或患白血病、

淋巴瘤或 AIDS 等抗感染能力低下者。
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附表 2. Sequential Organ Failure Assessment(SOFA评分)

系

统
监测项目 0 1 2 3 4 得分

呼

吸

PaO2/FiO2

(Kpa)
>53.33

40-

53.33

26.67-4

0

13.33-2

6.67
<13.33

呼吸支持

（是/否）
是 是

凝

血
血小板（10

9/
L） >150

101-

150
51-100 21-50 <21

肝
胆红素

（umol/L）
<20 20-32 33-101

102-

204
>204

循

环

平均动脉压

（mmHg）
≥70 <70

多巴胺剂量

(ug/kg/min)
≤5 或 >5 或 >15 或

肾上腺素剂量

(ug/kg/min)
≤0.1 或 >0.1 或

去甲肾腺剂量

(ug/kg/min)

≤0.1 >0.1

Dobutamine

(是/否)
是

神

经
GCS 评分 15 13-14 10-12 6-9 <6

肾

脏

肌酐（umol/L） <110
110-

170

171-

299

300-

440
>440

24 小时尿量

(ml/24h)

201-

500
<200
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