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摘  要：【背景】肺炎克雷伯菌(Klebsiella pneumoniae)常存在于人体上呼吸道和肠道，属于条件

性致病菌。目前由于临床上多重耐药菌株的出现及细菌毒力的不断增强使其受到了广泛关注。新

生儿重症监护病房(neonatal intensive care unit, NICU)患儿免疫系统不完善，高毒力肺炎克雷伯菌的

存在具有院内传播的潜在风险。【目的】探究 2021 年北京妇产医院/北京妇幼保健院 NICU 患儿粪

便肺炎克雷伯菌存在情况与分离株毒力特征。【方法】对采集自北京妇产医院/北京妇幼保健院

NICU 患儿 421 份粪便样本进行肺炎克雷伯菌分离培养、全基因组测序及毒力基因分析。利用毒力

因子数据库(virulence factor database, VFDB)和 Kleborate 数据库进行肺炎克雷伯菌毒力基因注释与

多位点序列分型(multilocus sequence typing, MLST)，并通过拉丝试验、大蜡螟生存试验及细胞毒

力试验验证各菌株毒力。【结果】在 421 份粪便样品中共检出 13 株肺炎克雷伯菌，检出率为 3.1%，

肺炎克雷伯菌携带者主要集中于 ABO 溶血、低出生体重、新生儿肺炎和新生儿高胆红素血症患者。

肺炎克雷伯菌分离株基因组大小为 5 Mb，基因组组装后序列长度中位数 N50 大于 20 kb，G+C 含

量为 57%。13 株菌分别具有 13 种 ST 型别、13 种 K 血清型与 7 种 O 血清型。利用 VFDB 注释肺

炎克雷伯菌分离株的 846 个毒力基因，菌株 Kp50 具有最多的毒力蛋白和毒力结构基因，Kleborate
毒力因子评分中菌株 Kp50 评分最高。表型试验发现在 13 株肺炎克雷伯菌中，仅有菌株 Kp50 具

有高黏表型和更强的细胞毒力，具有铁载体表达能力的菌株 Kp50、Kp260、Kp185 和 Kp273 在大
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蜡螟幼虫试验中呈现较高的毒力。【结论】北京妇产医院/北京妇幼保健院 NICU 患儿粪便样本中

肺炎克雷伯菌检出率较低，分离得到的肺炎克雷伯菌分型呈现高度多样性，存在携带多种毒力基

因和表型的高毒力菌株，需引起临床重视，做好高毒力菌株在院内传播的预防与控制。 
关键词：肺炎克雷伯菌；新生儿重症监护病房；全基因组测序；毒力基因；毒力表型  
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Abstract: [Background] Klebsiella pneumoniae, a conditional pathogen, often colonizes the 
upper respiratory tract and intestinal tract of the human body. Due to the emergence of clinically 
multi-drug resistant strains and the continuous enhancement of strain virulence, this pathogen 
has received extensive attention. Children in the neonatal intensive care unit (NICU) have an 
imperfect immune system and are exposed to the risk of nosocomial transmission of highly 
virulent strains of K. pneumoniae. [Objective] To investigate the presence and virulence 
characteristics of K. pneumoniae isolates from feces of children in the NICU of Beijing 
Obstetrics and Gynecology Hospital/Beijing Maternal and Child Health Care Hospital in 2021. 
[Methods] The strain isolation, whole genome sequencing, and virulence gene analysis of K. 
pneumoniae were carried out on 421 fecal samples collected from children in the NICU of 
Beijing Obstetrics and Gynecology Hospital/Beijing Maternal and Child Health Care Hospital. 
The virulence factor database (VFDB) and Kleborate were used for annotation of the virulence 
genes and the multilocus sequence typing (MLST) of K. pneumoniae, and the virulence of each 
strain was examined by the string test, the Galleria mellonella survival test, and the cytotoxicity 
test. [Results] A total of 13 strains of K. pneumoniae were detected in the 421 fecal samples, 
with a detection rate of 3.1%. K. pneumoniae was mainly carried by the patients with ABO 
hemolytic, low birth weight, neonatal pneumonia, and neonatal hyperbilirubinemia. The genome 
of K. pneumoniae isolates was 5 Mb, with median sequence length after genome assembly 
N50>20 kb and G+C content of 57%. The 13 strains presented 13 ST types, 13 K serotypes, and 
7 O serotypes. Among the 846 virulence genes annotated by the VFDB, strain Kp50 had the 
largest number of virulence proteins and virulence genes, and this strain had the highest 
virulence score determined by Kleborate. Phenotypic tests revealed that among the 13 K. 
pneumoniae strains, only strain Kp50 had a high mucoid phenotype and stronger cytotoxicity. 
Strains Kp50, Kp260, Kp185, and Kp273, which had siderophore expression ability, presented 
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stronger virulence in the larvae of Galleria mellonella. [Conclusion] K. pneumoniae isolates 
from the fecal samples of children in the NICU of Beijing Obstetrics and Gynecology 
Hospital/Beijing Maternal and Child Health Care Hospital showed a low detection rate and high 
diversity. There are highly virulent strains carrying multiple virulence genes and phenotypes. 
High attention should be paid to the prevention and control of the spread of highly virulent 
strains in hospitals. 
Keywords: Klebsiella pneumoniae; neonatal intensive care unit (NICU); whole genome 
sequencing; virulence gene; virulence phenotype 

新生儿重症监护室(neonatal intensive care 
unit, NICU)是集中治疗危重新生儿的病室，患儿

多为早产、低出生体重、先天畸形、免疫不成熟，

在接触病原体时防御能力较为脆弱[1-2]。肺炎克

雷伯菌属于肠杆菌科克雷伯氏菌属中最为重要

的一个种，广泛存在于自然界中，是 NICU 中常

见的病原菌之一，可引起新生儿肺炎、败血症、

尿路感染等多种疾病，严重时可危及患儿生命[3]。

基于传统拉丝试验、毒力基因检测和体内感染模

型，肺炎克雷伯菌常被分为经典肺炎克雷伯菌

(classical Klebsiella pneumoniae, cKp)和高毒力

肺炎克雷伯菌(hypervirulent Klebsiella pneumoniae, 
hvKp)两种表型[4-5]。cKp 毒力较弱，主要感染抵

抗力低的人群，而 hvKp 的侵袭性和毒力显著高

于 cKp，具有更大的公共健康危害[6]。目前，临

床样本中肺炎克雷伯菌的毒力调查主要包括基

因检测和表型检测[7]。全基因组测序技术能够得

到更加完整的肺炎克雷伯菌分子生物学特征，结

合相应的表型试验，可以更好地研究临床菌株的

致病性。本研究于 2021 年对北京妇产医院 NICU
患儿粪便中的肺炎克雷伯菌携带情况进行检测，

并全基因组测序，对测序数据进行多位点序列分

型(multilocus sequence typing, MLST)以及基于

毒 力 因 子 数 据 库 (virulence factor database, 
VFDB)的毒力基因分析，同时进行拉丝试验、大

蜡螟生存试验和细胞毒力试验。旨在准确获得患

儿肠道微生物中肺炎克雷伯菌的基因组特征，了

解各菌株性状以及与患儿疾病的对应关系，为今

后 NICU 肺炎克雷伯菌的感染防控和分子流行

病学监测提供科学依据。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

2021 年 5–10 月收集北京妇产医院/北京妇

幼保健院 NICU 421 份患者的粪便样本(伦理审

批号：2021-KY-015-01)。所有样本采集后 2 h 内

在 4 ℃无菌环境下转运至首都儿科研究所细菌

学研究室进行肺炎克雷伯菌分离培养。参考菌株

肺炎克雷伯菌 ATCC 2146 获赠于军事医学科学

院。结肠癌细胞 MC38，武汉普诺赛生命科技有

限公司。大蜡螟，天津惠裕德生物科技有限公司。 

1.2  培养基、主要试剂和仪器 
麦康凯琼脂培养基，青岛海博生物技术有限

公司；BHI 肉汤培养基和血琼脂培养基，北京陆

桥技术股份有限公司。细菌基因组 DNA 提取试

剂盒，北京天根生化科技有限公司；CCK8 细胞

计数试剂盒，南京诺维赞生物科技股份有限公

司；建库试剂盒，NEB 公司；DNA 检测琼脂糖

凝胶，Thermo Fisher Scientific 公司。荧光分光

光度计，Thermo Fisher Scientific 公司；生物分

析仪，安捷伦科技有限公司；Illumina NovaSeq 
PE150 测序仪，Illumina 公司；实时荧光定量 PCR
分析仪，杭州博日科技股份有限公司；一体化荧

光显微成像系统相差显微镜，Keyence 公司。 
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1.3  菌株的分离和鉴定 
按照无菌操作使用无菌水梯度稀释粪便样

本，吸取 100 μL 稀释液涂布于麦康凯琼脂培养基

上，37 ℃培养 24 h 后根据肺炎克雷伯菌菌落特

征初步筛选可疑菌落[8]。采用细菌基因组 DNA 提

取试剂盒提取 DNA，使用肺炎克雷伯菌特异性检

测引物 kheF (5′-TGATTGCATTCGCCACTGG-3′)
和 kheR (5′-GGTCAACCCAACGATCCTG-3′)扩增

khe 基因(体外溶血酵素基因)，预期条带大小为

428 bp[9]。PCR 反应体系(50 μL)：2×PCR Mix   
25 μL，DNA 模板(10−20 ng/µL) 1 μL，上、下游

引物(10 µmol/L)各 2 μL，ddH2O 20 μL。PCR 反

应条件：94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，
72 ℃ 1 min，35 个循环；72 ℃ 5 min[10]。PCR
扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测后将符合预期

的菌株初步判定为肺炎克雷伯菌，于−80 ℃冻

存。试验开始前，取出冻存的菌株，在 BHI 固

体培养基上三区划线，得到单菌落。  

1.4  全基因组测序与进化关系分析 
使用荧光分光光度计定量检测细菌基因组。

取 1 μg DNA，使用建库试剂盒进行 DNA 文库

的构建，PCR 反应条件和体系按照建库试剂盒

说明书操作，PCR 产物经 AMPure XP 系统纯化，

使用生物分析仪和实时荧光定量 PCR 分析仪进

行粒径分布与分子定量。通过 Illumina NovaSeq 
PE150 测序仪进行全基因组测序，测序数据保存

至 PRJNA1040414 (https://dataview.ncbi.nlm.nih. 
gov/object/PRJNA1040414?reviewer=rj8trsehoas7
gkpi3p1ntv558e)。测序所得 raw reads 序列使用

readfq (version10)进行过滤处理，得到 clean 
data。将 clean data 使用 SPAdes v3.9.0[11]、

ABySS[12]和 SOAP denovo[13]软件进行组装，并

通过 CISA 软件[14]进行整合和筛选，过滤掉小片

段长度与低测序深度的序列。将得到的 fasta 格

式序列文件导入 MEGA 11.0 软件 [15]，利用

ClustalW 进行多序列比对，使用最大似然法构建

进化树。同时使用 Kleborate 软件输入各菌株序

列信息，与筛选数据库比对分析后得到各菌株组

装质量、物种信息、MLST 分型，并报告 K/O
血清分型预测结果[16-17]。 

1.5  毒力基因分析 
分别使用 VFDB 和 Kleborate 数据库对肺炎

克雷伯菌分离株进行毒力基因分析。报告各菌株

大肠菌素、耶尔森菌素、沙门菌素、气杆菌素、

普鲁兰酶、鞭毛蛋白、菌毛及其他毒力结构和毒

力蛋白预测结果。 

1.6  拉丝试验 
分别将分离到的肺炎克雷伯菌及参考菌

株 ATCC 2146 接种在血琼脂培养基上，37 ℃
培养 24 h 后用接种环向上挑起单个菌落，若有

黏液丝形成且长度≥ 5 mm，则判定为拉丝试验

阳性。 

1.7  细胞毒力试验 
使用结肠癌细胞 MC38 进行体外细胞毒力

试验。将分离到的肺炎克雷伯菌及参考菌株

ATCC 2146 接种至 BHI 肉汤培养基，37 ℃、

180 r/min 培养 4 h 后室温、8 000 r/min 离心    
10 min 收集菌体，以感染复数 MOI=100 干预

MC38 细胞 24 h 后使用一体化荧光显微成像系

统相差显微镜进行明场拍照。拍照后加入 10% 
CCK8 试剂孵育 2 h，测定细胞毒力。 

1.8  大蜡螟生存试验 
将分离的肺炎克雷伯菌及参考菌株 ATCC 

2146 接种至 BHI 肉汤培养基，37 ℃、180 r/min
培养 4 h 后室温、8 000 r/min 离心 10 min 收集菌

体，使用 PBS 稀释菌液浓度为 1.0×108 CFU/mL，

用微量注射器经右后足注射 10 μL 入幼虫体腔，

每组注射 10 只，以 PBS 组为对照。将各组大蜡

螟置于一次性培养皿中，37 ℃孵育，每 3 h 记录

各组大蜡螟存活情况。 
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1.9  数据分析 
应用 GraphPad Prism 8 软件对数据进行

统计学分析，多组间比较采用单因素方差分

析，两两比较采用 t 检验，以 P<0.05 为差异

具有统计学意义。使用 GraphPad Prism 8 软件

和 ChiPlot 网站(https://www.chiplot.online/)绘

制图片。 

2  结果与分析 
2.1  肺炎克雷伯菌来源分布 

从北京妇产医院/北京妇幼保健院 NICU 病

房共收集到 421 份样本，经分离、培养和鉴定，

共检出 13 份肺炎克雷伯菌阳性样本，检出率为

3.1% (表 1)。检出患者集中于 4 类疾病：ABO
溶血(2/5)、低出生体重儿(1/31)、新生儿肺炎

(6/241)和新生儿高胆红素血症(4/26) (图 1)。 

2.2  基因组组装报告与进化关系 
根据患者病例号对肺炎克雷伯菌分离株进

行编号，使用 Kleborate 软件对细菌基因组进行

注释，结果证实 13 个细菌分离株均为肺炎克雷

伯菌。对基因组组装质量评估显示，13 株肺炎

克雷伯菌基因组大小接近，均为 5 Mb，基因组

组装后序列长度中位数 N50>20 kb，G+C 含量为

57%，基因组组装质量较好(表 2)。本研究中的 
 
表 1  13 例肺炎克雷伯菌检出阳性患儿基本信息 
Table 1  Basic information of 13 children with positive Klebsiella pneumoniae detection 
病例 
Patient 

胎龄 
Gestational age 

性别 
Gender 

出生体重 
Birth weight (g) 

分娩方式 
Type of childbirth 

Apgar 评分 
Apgar score 

日龄 
Age in days (d) 

患儿疾病 
Diseases of children 

50 39 男 
Male 

4 190 剖宫产 
Caesarean 

10-10-10 3 ABO 溶血 
ABO hemolytic  

55 38 女 
Female 

3 750 自娩 
Spontaneous childbirth 

10-10-10 3 新生儿肺炎 
Neonatal pneumonia 

59 35 女 
Female 

2 300 自娩 
Spontaneous childbirth 

10-10-10 6 低出生体重 
Low birth weight 

131 40 女 
Female 

3 720 产钳 
Forceps midwifery 

10-10-10 4 高胆红素血症 
Hyperbilirubinemia 

182 37 男 
Male 

2 810 产钳 
Forceps midwifery 

10-10-10 8 新生儿肺炎 
Neonatal pneumonia 

185 38 男 
Male 

3 030 产钳 
Forceps midwifery 

10-10-10 7 新生儿肺炎 
Neonatal pneumonia 

234 41 男 
Male 

3 490 剖宫产 
Caesarean 

10-10-10 3 高胆红素血症 
Hyperbilirubinemia 

260 39 男 
Male 

3 580 自娩 
Spontaneous childbirth 

10-10-10 4 新生儿肺炎 
Neonatal pneumonia 

263 41 男 
Male 

3 770 自娩 
Spontaneous childbirth 

10-10-10 7 高胆红素血症 
Hyperbilirubinemia 

273 37 男 
Male 

2 315 剖宫产 
Caesarean 

10-10-10 5 ABO 溶血 
ABO hemolytic 

293 36 女 
Female 

1 920 自娩 
Spontaneous childbirth 

10-10-10 3 新生儿肺炎 
Neonatal pneumonia 

369 38 男 
Male 

3 490 自娩 
Spontaneous childbirth 

10-10-10 7 高胆红素血症 
Hyperbilirubinemia 

417 39 男 
Male 

3 710 自娩 
Spontaneous childbirth 

10-10-10 6 新生儿肺炎 
Neonatal pneumonia 
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图 1  不同疾病患儿粪便中肺炎克雷伯菌检出情况 
Figure 1  Detection of Klebsiella pneumoniae in the feces of children with different diseases. 
 
表 2  肺炎克雷伯菌分离株基因组组装和分型情况 
Table 2  Genome assembly and typing of Klebsiella pneumoniae isolates 
菌株 
Strain 

基因组大小 
Genome size (bp) 

N50 (bp) G+C (%) MLST 分型 
MLST type 

K locus 分型 
K locus type 

O locus 分型 
O locus type 

Kp50 5 253 878 380 731 57.54 ST1764 KL64 O1v1 
Kp55 5 184 581 305 467 57.52 ST65 KL2 O1v2 
Kp59 5 332 168 216 741 57.28 ST200 KL27 O3b 
Kp131 5 434 367 382 536 57.37 ST10-2LV KL102 O2v1 
Kp182 5 484 114 361 017 57.52 ST327 KL81 O1v2 
Kp185 5 357 492 365 819 57.36 ST36 KL27 O2v2 
Kp234 5 469 733 395 521 57.39 ST3827 KL111 O3b 
Kp260 5 473 444 495 722 57.21 ST11 KL13 O3b 
Kp263 5 311 811 319 394 57.47 ST29 KL54 O1v2 
Kp273 5 343 834 297 956 57.41 ST585 KL15 O4 
Kp293 5 134 610 322 553 57.68 ST37 KL12 OL103 
Kp369 5 341 480 291 934 57.38 ST1446 KL39 O3b 
Kp417 5 397 281 546 653 57.61 ST17-2LV KL148 O1v2 

 
13 株肺炎克雷伯菌分属 13 种不同的 MLST 型

别，其中 ST11 型肺炎克雷伯菌是中国最重要的

临床病原菌之一，菌株 Kp260 属于该型别[18]。

基于 O-抗原转运酶基因(wzx)、O-抗原聚合酶基

因(wzy)和糖基转移酶基因(wbaP)等预测肺炎克

雷伯菌血清型 KL，同样可将肺炎克雷伯菌分离

株分为 13 种不同的类型，其中较多报道菌株

Kp50 对应的 KL64 分型和菌株 Kp55 对应的 KL2
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分型与毒力相关[18-19]。基于 O-抗原跨膜结构域

基因(wzm)或 O-抗原核酸结合域基因(wzt)基因可

将 13 株肺炎克雷伯菌按照脂多糖分型 O[20]分为 7
种不同的类型，其中 O1 和 O2 分型为主要流行型，

对应的菌株为菌株 Kp50、Kp55、Kp131、Kp182、
Kp185、Kp263 和 Kp417。肺炎克雷伯菌序列比对

结果显示，菌株 Kp50、Kp55、Kp260、Kp185 距

离较近，可能具有相似的表型(图 2)。 

2.3  毒力基因分析与毒力评分 
采用 VFDB 注释 13 株肺炎克雷伯菌共得到

846 个注释结果，这些注释结果可聚类为 13 种

毒力基因(图 3)。其中菌株 Kp50 具有最多的毒

力蛋白和毒力结构基因。除菌株 Kp50 外，菌株

Kp185、Kp260、Kp263、Kp273 具有大肠菌素

和耶尔森菌素基因的一种或多种，菌株 Kp182
和 Kp260 具有毒性蛋白基因，菌株 Kp131 和

Kp263 具有锚定基因和黏附素相关基因。聚类分

析发现，菌株 Kp50、Kp185、Kp260、Kp273 聚

类接近。铁载体是肺炎克雷伯菌主要的毒力因

子，Kleborate 根据铁载体相关基因进行毒力评

分，菌株 Kp50 为 3 分，菌株 Kp185、Kp260、
Kp273 为 1 分，菌株 Kp263 及其他菌株为 0 分，

与 VFDB 聚类结果基本相同。 

2.4  荚膜多糖基因与拉丝试验 
高毒力肺炎克雷伯菌往往伴随着高黏表型[17]，

Kleborate 分析表明，菌株 Kp50 具有与高黏表型

相关的荚膜多糖基因 rmpA 和 rmpA2 (表 3)。拉

丝试验中，仅有菌株 Kp50 表现出了拉丝能力，

而 ATCC 2146 及其他 12 株菌不具有拉丝能力，

这与基因注释结果一致(图 4)。 

2.5  肺炎克雷伯菌对肠道细胞毒性检测 
肺炎克雷伯菌感染细胞后，菌株 Kp50、

Kp185、Kp260、Kp273 和 Kp369 与 ATCC 2146
相比细胞存活率显著降低(表 4)。在一体化荧光

显微成像系统相差显微镜下观察发现，菌株

Kp50 干预后 MC38 细胞数量明显减少，细胞状

态异常(图 5)。其他菌株干预后细胞数量未观察

到明显变化。 
 

 
 

图 2  基于最大似然法构建肺炎克雷伯菌分离株进化树   比例尺“0.001 0”代表遗传距离的单位. 分支上

的数字代表进化距离. 括号中的数字为菌株在 GenBank 中的序列号 
Figure 2  Construction of the evolutionary tree of Klebsiella pneumoniae isolates based on the maximum 
likelihood method. Scale “0.001 0” represents the unit of genetic distance. The numbers on the branches 
represent evolutionary distances. The numbers in parentheses are the serial numbers of the strains in GenBank. 
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图 3  VFDB 数据库注释肺炎克雷伯菌分离株毒力基因   ent&fep：大肠菌素基因；ybt：耶尔菌素基因；

iro：沙门菌素基因；iuc：气杆菌素基因；pul：普鲁兰酶基因；fli：鞭毛蛋白基因；fim：菌毛基因；sdr&clf：

锚定蛋白和黏附素基因；rmp：荚膜多糖基因；phu&mgt：逃避免疫反应相关基因；cnf&ecp：毒性蛋白

分泌基因；omp&osp：特殊膜蛋白基因. 图中颜色与毒力基因完整性有关. 蓝色(0.00)表示与参考基因序

列比对相似度为 0%；橙色(1.00)表示与参考基因序列比对相似度为 1%–99%；红色(2.00)表示与参考基因

序列比对相似度为 100% 
Figure 3  VFDB database annotation of virulence genes of Klebsiella pneumoniae isolates. ent & fep: Colistin 
genes; ybt: Yersin genes; iro: Salmonellin genes; iuc: Aerobactin genes; pul: Pullulanase genes; fli: Flagellin 
genes; fim: Bacteriorhodopsin genes; sdr & clf: Anchoring proteins and adhesins genes; rmp: Podocarp 
polysaccharide genes; phu & mgt: Evasion of immune response-related genes; cnf & ecp: Virulence protein 
secretion genes; omp & osp: Specialized membrane protein genes. The colors in the figure are related to 
virulence gene integrity. Blue (0.00) indicates 0% similarity to the reference gene sequence comparison; Orange 
(1.00) indicates 1%–99% similarity to the reference gene sequence comparison; Red (2.00) indicates 100% 
similarity to the reference gene sequence comparison. 
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表 3  肺炎克雷伯菌分离株荚膜多糖基因 
Table 3  Genes for podoplanin polysaccharide in 
Klebsiella pneumoniae isolates 
Strain rmpA rmpA2 
Kp50 + + 
Kp55 – – 
Kp59 – – 
Kp131 – – 
Kp182 – – 
Kp185 – – 
Kp234 – – 
Kp260 – – 
Kp263 – – 
Kp273 – – 
Kp293 – – 
Kp369 – – 
Kp417 – – 
+：荚膜多糖基因注释阳性；–：荚膜多糖基因注释阴性  
+: Positive annotation of podoplanin gene; –: Negative 
annotation of podoplanin gene. 

 

 
图 4  肺炎克雷伯菌分离株拉丝试验   A：参考菌

株 ATCC 2146，拉丝试验阴性. B：Kp50，拉丝试

验阳性 
Figure 4  String test of Klebsiella pneumoniae 
isolates. A: Reference strain ATCC 2146, negative 
string test. B: Kp50, positive string test. 

 
表 4  CCK8 检测细胞毒力 
Table 4  CCK8 assay for cytotoxicity 
Strain Cell survival rate (%) Adjusted P value Summary 
ATCC 2146 74.13±1.82 ns ns 
Kp50 38.12±0.36 <0.000 1 **** 
Kp55 69.29±0.89 0.589 1 ns 
Kp59 70.59±4.92 0.877 2 ns 
Kp131 73.83±2.74 0.999 9 ns 
Kp182 80.57±2.25 0.266 2 ns 
Kp185 40.88±2.22 <0.000 1 **** 
Kp234 68.50±2.94 0.413 6 ns 
Kp260 48.62±0.30 <0.000 1 **** 
Kp263 80.57±2.25 0.266 2 ns 
Kp273 61.65±0.65 0.002 8 ** 
Kp293 68.13±0.96 0.341 1 ns 
Kp369 61.09±0.85 0.001 7 ** 
Kp417 90.39±0.89 0.000 1 *** 
以 PBS 处理细胞为空白对照计算细胞存活率，同时进行组间比较(对照组为 ATCC 2146，*：P≤0.05；**：P<0.01；        
***：P<0.001；****：P<0.000 1；ns：无显著性差异) 
Cell survival was calculated using PBS-treated cells as a blank control, and intergroup comparisons were also performed   
(ATCC 2146 for control, *: P≤0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001; ****: P<0.000 1; ns: No significant difference). 

 
2.6  大蜡螟毒性试验结果 

将肺炎克雷伯菌注射大蜡螟后，大蜡螟对不

同菌株耐受能力存在差异。其中菌株 Kp50、
Kp260、Kp369 在 18 h 内达到大蜡螟 80%致死量

LD80，菌株毒性较高(图 6)。菌株 Kp55、Kp185、
Kp234、Kp263、Kp273、Kp293 与 PBS 组具有

显著性差异(P<0.05)，但毒性相较于菌株 Kp50、
Kp260、Kp369 这 3 株菌较弱。 
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图 5  肺炎克雷伯菌对肠道细胞毒性   A：PBS 阴性对照. B：ATCC 2146 与细胞共培养. C：Kp50 与细

胞共培养. 拍摄使用一体化荧光显微成像系统相差显微镜，放大倍数为 200 倍 
Figure 5  Intestinal cytotoxicity by Klebsiella pneumoniae. A: PBS negative control. B: ATCC 2146 infected 
cells. C: Kp50 infected cells. Photography using a phase contrast microscope in an integrated fluorescence 
microimaging system with a magnification of 200×. 
 

 
 

图 6  肺炎克雷伯菌感染大蜡螟生存曲线   A：注射参考菌株 ATCC 2146. B：注射 Kp50. C：注射 Kp55. 
D：注射 Kp234. E：注射 Kp260. F：注射 Kp263. G：注射 Kp273. H：注射 Kp293. I：注射 Kp369 
Figure 6  Survival curve of Klebsiella Pneumoniae infected with greater wax borer. A: Injection of reference 
strain ATCC 2146. B: Injection of strain Kp50. C: Injection of strain Kp55. D: Injection of strain Kp234. E: 
Injection of strain Kp260. F: Injection of strain Kp263. G: Injection of strain Kp273. H: Injection of strain 
Kp293. I: Injection of strain Kp369. 
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3  讨论与结论 
高毒力肺炎克雷伯菌(hvKp)比经典肺炎克

雷伯菌(cKp)更具毒性和侵袭性，能够引起原发

性肝脓肿、肺炎、脑膜炎和坏死性小肠结肠炎等

疾病，对 NICU 患儿具有更加严重的危害[21-23]。

承德医科大学附属医院报道了一例由家庭感染

hvKp 引起脑膜炎的患儿，该患儿仅一月大，在

其脑脊液、粪便及父亲的粪便中均检出 hvKp，
这表明hvKp具有在NICU中传播及暴发的可能[24]。

英国诺福克和诺里奇大学医院在 2019 年对

NICU 患儿粪便样本中的肺炎克雷伯菌进行检

测，检出率为 7.3%，检出的 9 株肺炎克雷伯菌

均为仅携带肠杆菌素的 cKp，患者多为早产儿[25]。

本研究对 2021年北京妇产医院/北京妇幼保健院

NICU 患儿粪便样本进行监测，结果显示肺炎克

雷伯菌在样本中的检出率为 3.1%，略低于英国

的报道，对肠道携带肺炎克雷伯菌患儿的疾病种

类进行分析，发现阳性检出患儿主要集中于 4 类疾

病，其中 ABO 溶血患者(2/5)肺炎克雷伯菌携带

的比例最高，新生儿 ABO 溶血是指新生儿的血

型与母亲的血型不相容，导致新生儿的红细胞被

母体产生的抗体破坏，从而引起贫血、黄疸和高

胆红素血症。这种疾病状态下是否容易导致肺炎

克雷伯菌的定殖和感染需要收集更多样本并进

行进一步的研究。 
肺炎克雷伯菌的毒力与传播能力可以通过

MLST 分型和 K/O 血清分型初步判断。随着全

基因组测序技术的发展和生物信息学分析工具

的成熟，全基因组测序已经成为更加准确的分型

判断手段[26]。本研究发现分离得到的 13 株肺炎

克雷伯菌呈现分型多样性。其中菌株 Kp50 对应

的 KL64 分型和菌株 Kp55 对应的 KL2 分型具有

较多的毒力报道[18-19]。ST11 型肺炎克雷伯菌是

中国重要的临床病原菌，菌株 Kp260 则属于该

ST 分型[18]。通过分子分型方法可以初步判断以

上 3 种菌株为潜在高毒力且传播性较强的菌株。

这 3 株菌对应的新生儿出生时间仅为 3−4 d，如

何在短期内接触到高毒高传播性的肺炎克雷伯

菌需要重点关注。 
利用 VFDB 数据库和 Kleborate 软件注释肺

炎克雷伯菌分离株毒力基因，并通过拉丝试验、

细胞试验和大蜡螟毒性试验从表型上验证。结果

发现在各个评价体系下，菌株 Kp50 均具有高毒

力，是典型的高毒力肺炎克雷伯菌。结合承德地

区脑膜炎患儿的病例报告[24]，本研究粪便中检

出高毒性肺炎克雷伯菌的 50 号患者的预后及家

庭肺炎克雷伯菌感染情况值得重点关注。菌株

Kp185、Kp260、Kp273 和 Kp360 具有显著的细

胞毒力和大蜡螟毒力，暗示着它们为潜在的高毒

菌株。 
综上所述，本研究发现北京妇产医院/北京

妇幼保健院 NICU 患者肠道中肺炎克雷伯菌的

携带率为 3.1%，存在高毒力肺炎克雷伯菌，进

一步挖掘高毒力肺炎克雷伯菌定殖与新生儿疾

病的相关性意义重大。另外，粪便高毒力肺炎克

雷伯菌有易传播的风险，且可能产生耐药性，因

此要加强 NICU 新生儿肺炎克雷伯菌感染的防

控问题，需重视粪便感染途径的阻断。 
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