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　　碳青霉烯类抗菌药物是抗菌谱最广、抗菌活性最强的非典

型β内酰胺类药物，因其具有对β内酰胺酶稳定以及毒性低等

特点，已成为治疗严重细菌感染最主要的抗菌药物之一。随着

此类药物的大量使用，耐药菌株不断出现且检出率逐年提高，

给临床治疗和院内感染控制带来新的挑战。既往临床上常见

的耐药菌株以铜绿假单胞菌和不动杆菌属细菌为代表，但随着

此类抗菌药物使用频率增加，对其耐药的肠杆菌科细菌在世界

各地均有报道。对碳青霉烯类抗菌药物的耐药性可以是由产

生过量ＡｍｐＣ酶同时伴外膜孔道蛋白大量缺失和（或）外排泵

过量表达，或产生碳青霉烯酶引起。而产碳青霉烯酶是碳青霉

烯类药物耐药的主要原因，包括 ＫＰＣ酶、金属酶以及部分

ＯＸＡ酶，编码此类酶的基因大多位于可移动基因元件上，通过

质粒或转座子在不同菌种间传播，从而导致耐药基因的迅速播

散［１］。碳青霉烯类药物是临床治疗重症感染的最后选择，如果

患者对其耐药，几乎无药可医。因此，对碳青霉烯酶的快速检

测已迫在眉睫。然而，单独的药敏试验并不能筛查所有的产碳

青霉烯酶菌株，因此预防和控制产酶菌株的播散就必须依赖实

验室的诊断。

１　碳青霉烯酶

碳青霉烯酶是能够明显水解亚胺培南或美罗培南等碳青

霉烯类抗菌药物的β内酰胺酶，目前发现的碳青霉烯酶属于

Ａｍｂｌｅｒ分子分类中的Ａ、Ｂ、Ｄ类。

１．１　Ａ类碳青霉烯酶　Ａ类碳青霉烯酶活性部位具有丝氨酸

结构，对亚胺培南的水解活性强于美罗培南，可引起青霉素类、

氨曲南、碳青霉烯类耐药，不水解第３代头孢菌素，他唑巴坦、

克拉维酸可以抑制此类酶，而ＥＤＴＡ不能抑制。Ａ类酶主要

包括 ＫＰＣ、ＮＭＣＡ、ＩＭＩ１、ＳＭＥ、ＧＥＳ。其中由质粒介导的

ＫＰＣ酶易于在不同菌种间传播，已成为肠杆菌科细菌耐碳青

霉烯类抗菌药物的主要原因之一。自ＫＰＣ酶首次发现后，产

ＫＰＣ酶的肠杆菌科细菌不断被分离，在美国、法国、希腊、英

国、巴西、以色列及中国均有产 ＫＰＣ酶菌株感染的病例报

道［２３］，故推测ＫＰＣ酶可能在全球范围内均有播散。目前国内

外研究已发现１２种ＫＰＣ亚型，中国主要见于浙江省。

１．２　Ｂ类碳青霉烯酶　Ｂ类酶为金属酶，主要包括ＩＭＰ、

ＶＩＭ、ＳＰＭ、ＧＩＭ及ＮＤＭ１等，大多由整合子介导
［４］。其催化

活性依赖Ｚｎ２＋，因此可被ＥＤＴＡ等金属螯合剂抑制，但不被克

拉维酸、舒巴坦和他唑巴坦等β内酰胺酶抑制剂抑制，能灭活

青霉素类、头孢菌素类和碳青霉烯类抗菌药物，对氨曲南无水

解活性。Ｂ类酶中ＩＭＰ、ＶＩＭ的检出率较高，已在铜绿假单胞

菌、阴沟肠杆菌、肺炎克雷伯菌、大肠埃希菌、弗劳地柠檬酸杆

菌等细菌中分离到。此外，自２００８年首次报道从肺炎克雷伯

菌和大肠埃希菌中分离出 ＮＤＭ１以来，到２０１０年已有１３个

欧盟国家报道共出现７７例 ＮＤＭ１阳性的菌株，大部分为肺

炎克雷伯菌，而这７７例中有５５例的患者均有在印度或巴基斯

坦的旅游史或治疗史［５］。２０１１年８月广州地区报道在臭鼻克

雷伯菌和鲍曼不动杆菌中发现４株 ＮＤＭ１阳性株，为该地区

首次报道［６］。

１．３　Ｄ类碳青霉烯酶　Ｄ类酶主要是指ＯＸＡ酶，目前发现较

多的是来自鲍曼不动杆菌的 ＯＸＡ２３以及肺炎克雷伯菌的

ＯＸＡ４８，其对亚胺培南有较高的水解活性，编码基因位于质粒

上。在欧洲、美国、伊朗、日本及中国均有许多关于ＯＸＡ酶的

报道。

２　碳青霉烯酶检测

２．１　表型检测

２．１．１　检测碳青霉烯类的 ＭＩＣ值　药物敏感试验可以初步

确定药物对细菌的体外抗菌活性，因此，准确检测碳青霉烯类

抗菌药物的耐药性是筛选产酶菌株的关键。但不同的药敏检

测方法对耐药性的检出率也不同。国外有文献报道自动化药

敏检测系统并不能有效检测出产ＫＰＣ酶菌株对碳青霉烯类抗

菌药物的耐药性［７］。不同的菌种对碳青霉烯类抗菌药物的敏

感性水平亦不尽相同。例如，产碳青霉烯酶肠杆菌科菌株对亚

胺培南的 ＭＩＣ值可以低至０．１２５μｇ／ｍＬ
［８］，产 ＯＸＡ或 ＫＰＣ

酶鲍曼不动杆菌菌株一般对碳青霉烯类耐药，而产金属酶菌株

可能对其敏感［４］；产碳青霉烯酶铜绿假单胞菌通常对亚胺培南

的 ＭＩＣ≥８μｇ／ｍＬ
［９］。因此，不能仅仅凭借单一的碳青霉烯类

抗菌药物的药敏结果去筛查所有可疑菌株。联合评价多种碳

青霉烯类药物的抗菌活性可以提高产酶菌株的筛查效果［１０］，

且对于不同的菌种或者不同的酶应当选择合理的实验组合灵

活鉴定。

２．１．２　改良 Ｈｏｄｇｅ试验　２０１０年版ＣＬＳＩ建议对 ＭＩＣ增高

或纸片法抑菌圈缩小的对碳青霉烯类抗菌药物敏感的肠杆菌

科细菌采用改良 Ｈｏｄｇｅ试验（ＭＨＴ）进行碳青霉烯酶表型确
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证试验。ＣＬＳＩ认为该试验在确证 ＫＰＣ型碳青霉烯酶时敏感

度和特异度均超过９０％，而检测金属酶或 ＯＸＡ酶的敏感性

低，且存在一些假阳性结果［１１］，麦康凯培养基或者在纸片上加

锌离子溶液可以提高其敏感性。改良 Ｈｏｄｇｅ试验操作简单，

结果易于观察，适用于各级微生物室作为常规工作开展。Ｐａｓ

ｔｅｒａｎ等
［１２］利用加苯硼酸或苯唑西林的改良 Ｈｏｄｇｅ试验能够

很好地区分产 ＡｍｐＣｓ／ＥＳＢＬｓ菌株导致的假阳性结果，对 Ａ

类碳青霉烯酶检测的敏感性和特异性大于９０％。为了解决某

些非发酵菌如铜绿假单胞菌可能产生某种抑制指示菌生长的

物质使得改良 Ｈｏｄｇｅ试验出现无法判定的结果，Ｐａｓｔｅｒａｎ

等［１３］发现选用肺炎克雷伯菌 ＡＴＣＣ７００６０３作为指示菌株时，

可以避免这类现象出现且结果易于判断，并命名该试验为铜绿

假单胞菌改良 Ｈｏｄｇｅ试验 （ＰＡＥＭＨＴ），但其高 敏 感 度

（１００％）和高特异度（９７％）还需临床实践进一步证实。

２．１．３　抑制剂增效实验及其衍生方法　抑制剂增效实验为检

测金属酶的常用方法，将ＥＤＴＡ、吡啶二羧酸、巯基丙酸、克拉

维酸、邻二氮杂菲等抑制剂加至亚胺培南、头孢他啶和头孢吡

肟等抗菌药物纸片上，比较加入抑制剂后的药物纸片与未加者

所产生的抑菌圈大小，如果加抑制剂后抑菌圈直径增大７ｍｍ

及以上时判定为产金属酶。其中加ＥＤＴＡ或者吡啶二羧酸的

纸片扩散法效果最佳［１４］。金属酶的Ｅｔｅｓｔ法原理与抑制剂增

效实验相同，试纸条两侧 ＭＩＣ值相差８倍以上判定为阳性，然

而某些菌株本身对ＥＤＴＡ敏感可能导致假阳性。目前又出现

了拉氧头孢联合ＥＤＴＡ检测金属酶的报道，其对低产的金属

酶菌株也具有很好的检测能力［１５］。Ｔｒｉｓ／ＥＤＴＡＤｉｓｋＴｅｓｔ是

在ＥＤＴＡ协同试验的基础上，将涂布有待测菌株的ＥＤＴＡ纸

片紧贴于亚胺培南纸片旁，它能够检测细菌是否同时产金属酶

和其他类型的碳青霉烯酶。纸片联合苯硼酸可以很好的检测

ＫＰＣ酶、ＡｍｐＣ酶以及部分外膜蛋白缺失的菌株，但 ＫＰＣ酶

不被氯唑西林抑制而后两者则与其协同抑制使抑菌圈增大，因

而可以据此区分［１６］。最近又有根据针对金属酶抗原表位的单

克隆抗体建立的免疫层析法检测金属酶，其与ＰＣＲ扩增ＩＭＰ

基因有很高的一致性［１７］。

２．１．４　显色培养基　利用显色培养基进行微生物的筛选分

离，其反应的灵敏度和特异度大大优于传统培养基。Ｐａｎａｇｅａ

等［１８］评价ＣＨＲＯＭａｇａｒＫＰＣ显色培养基和添加了亚胺培南

的麦康凯培养基对肛拭子产碳青霉烯酶菌的检测能力，发现产

酶菌株在显色培养基上产生蓝色金属光泽的菌落，阳性和阴性

预测值均大于９５％，因此其作为筛查试验不失为一种好方法。

但缺点是产ＫＰＣ和ＶＩＭ酶的菌株均为蓝色，无法根据菌落颜

色区分具体产何种酶，并且培养时间至少要４８ｈ，不利于临床

有效的控制感染。近来又出现了一种名为ＳＵＰＥＲＣＡＲＢＡ

ｍｅｄｉｕｍ的培养基，它在培养基中添加亚胺培南、氯唑西林、硫

酸 锌，筛 选 能 力 要 优 于 ＣｈｒｏｍＩＤ ＥＳＢＬ（ｂｉｏＭｅｒｉｅｕｘ）和

ＣＨＲＯＭａｇａｒＫＰＣ（ＣＨＲＯＭａｇａｒ），可以检测目前出现的大部

分碳青霉烯酶包括ＫＰＣ、ＮＤＭ１、ＩＭＰ、ＶＩＭ和ＯＸＡ４８
［１９］。

２．１．５　基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱法（ＭＡＬＤＩ

ＴＯＦ）　将过夜培养的细菌加入到含有亚胺培南的溶液中共同

温育４ｈ后离心取上清液用质谱仪分析，如果在３００．０ｍ／ｚ处

的亚胺培南峰值消失或者其代谢产物在２５４．０ｍ／ｚ处的峰值

增加使二者比值小于０．５则判定为碳青霉烯酶阳性。对１２４

株临床分离肠杆菌和铜绿假单胞菌检测的敏感度和特异度分

别为９６．６７％和９７．８７％
［２０］。另有报道用此方法检测鲍曼不

动杆菌的碳青霉烯酶敏感度和特异度均达到１００％
［２１］。这种

方法直接检测酶活性，不仅可以作为鉴定依据还可以用于耐药

机制分析，但是要注意准确控制亚胺培南与细菌温育的时

间［２０］。

２．２　分子诊断技术

２．２．１　ＰＣＲ技术及多重ＰＣＲ技术　采用基因特异性引物进

行ＰＣＲ扩增及基因测序可以检测细菌是否具有碳青霉烯酶基

因。多重ＰＣＲ技术通过在一个反应体系中加入多对特异引

物，可以在一次反应中检测多种目的基因。Ｐｏｉｒｅｌ等
［２２］建立的

三个多重ＰＣＲ体系可以检测目前出现的１１种碳青霉烯酶基

因。然而ＰＣＲ技术也有其局限性，由于其具有需要专业技术、

专业设备和成本高等特点而不能在日常工作中普遍开展。

２．２．２　实时荧光定量ＰＣＲ及其衍生技术　实时荧光定量

ＰＣＲ检测ＫＰＣ基因的技术已较成熟，Ｃｏｌｅ等
［２３］运用Ｔａｑｍａｎ

实时荧光定量ＰＣＲ对细菌ＤＮＡ进行扩增，然后用ＲｓａⅠ对扩

增产物进行酶切分析以区分ＫＰＣ２和ＫＰＣ３型基因。但这种

方法需要对扩增产物进行酶切消化和电泳，比较费时，不适合

大样本研究。Ｃｈｅｎ等
［２４］采用多重分子信标实时定量ＰＣＲ对

目前出现的１０种ＫＰＣ基因进行检测，反应体系包括两套ＰＣＲ

引物和６种分子信标，只需进行一次ＰＣＲ就可根据荧光强度

和荧光类型将细菌的基因型别鉴定出来。目前也有用于检测

ＮＤＭ１基因的报道
［２５］。

２．２．３　环介导等温扩增技术　环介导等温扩增技术是一种新

型的核酸扩增技术，针对目的基因的６个区域设计４种引物，

利用链置换ＤＮＡ聚合酶在等温（６０～６５℃）的条件下高效、特

异的扩增目的基因，扩增结果可通过肉眼观察是否产生扩增副

产物焦磷酸镁沉淀进行判断。临床实验室根据这个原理检测

ＮＤＭ１基因
［２６］，针对该基因的八个特异区域设计６种引物，

包括１对外引物、１对内引物及１对环状引物。整个反应只需

在６５℃水浴４０ｍｉｎ。此法的特异度及敏感度均高于传统的

ＰＣＲ。对于ＮＤＭ１阳性的菌株每管含量１ｐｇ的ＤＮＡ都能检

测出来。不仅如此，该法对临床污染的标本同样可以进行检

测，而ＰＣＲ却不能。但是它的高敏感性可能造成假阳性，使得

其应用受到一定的限制。

２．２．４　基因芯片　基因芯片的测序原理是杂交测序方法，通

过与一组已知序列的核酸探针杂交进行核酸序列测定。近来

发展的基因芯片如 ＣｈｅｃｋＭＤＲＣＴ１０２
［２７］可以检测 ＥＳＢＬｓ

（ＳＨＶ、ＴＥＭ和ＣＴＸＭ）和碳青霉烯酶（ＫＰＣ、ＯＸＡ４８、ＶＩＭ、

ＩＭＰ和ＮＤＭ１）基因，此方法从提取ＤＮＡ到报告结果只要７

～８ｈ，远远短于传统的ＰＣＲ扩增后测序。但是这种方法也有

其局限性，例如无法检测少见的 ＥＳＢＬｓ如 ＶＥＢ、ＰＥＲ、ＧＥＳ

等，且不能区分各种酶的具体亚型。

３　小　　结

产碳青霉烯酶是细菌对碳青霉烯类药物耐药的主要原因。

因此，对碳青霉烯酶的快速准确检测刻不容缓。检测碳青霉烯

酶的方法有多种，各有利弊，实验室应根据具体情况选择合适

的实验灵活鉴定。对于碳青霉烯酶的检测，最理想的目标是将

其纳入常规检测中，运用一种灵敏度高、可以检测所有类型碳

青霉烯酶的试验进行检测，如果出现阳性，再进行其他的特异

性试验以确证［２８］。另外，可以通过对临床分离标本中检测到

的各种酶的结构进行分析，研发和生产针对这些酶的药物，为

临床制定合理的治疗方案和个体化医疗的实施提供帮助［２９］，

延缓细菌耐药的产生，控制耐药菌株的播散。
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