
关重要。理想状态下，侵袭性真菌感染抗原标志物应符合以下

条件：存在时间不能太短；与感染而非定植的相关性更大；在疾

病早期出现；不同真菌种属间标志物具有保守性；不与人类或

其他微生物抗原发生交叉反应。另外，抗原检测应当易于操作

且经济有效，不同抗原联合检测可以提高检测的准确性。临床

工作中应将各项检测指标与传统的培养、染色方法、特异性抗

体检测、分子生物学方法及患者自身临床症状相结合而作出综

合的判断。
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耐药性和致病性的产生［１］；也可以通过水平转移在相同或不同

种属的细菌之间播散，易化了潜在的有利基因如抗菌药物耐药

基因在细菌群体之间快速播散［２］；此外，质粒能够捕获外源性

ＤＮＡ，以利于细菌定植于新环境，在宿主菌的适应和进化中有

着重要的作用［２］。

１　质粒播散在肠杆菌科细菌耐药发展中的作用

目前已知，超广谱头孢菌素酶（ＥＳＣｓ）的编码基因、质粒介

导的喹诺酮耐药基因（ＰＭＱＲｓ）、介导氨基糖苷类高水平耐药

的１６ＳｒＲＮＡ甲基化酶及碳青霉烯酶的编码基因等主要由质

粒携带［３４］，广泛分布于肠杆菌科细菌中，导致细菌耐药性的不

断增高，以及多药耐药的大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌的不断出

现［５］，致使临床常用抗菌药物失效，治疗用药物不断减少，是临

床感染性疾病的一个主要问题。

２　质粒分型方法及其在流行病学调查中的应用

英国国家质粒分型部依据具有相同复制机制的不同质粒

能否在同一细胞中共存的能力将肠杆科细菌中的质粒分成了

２７个不相容性质粒（Ｉｎｃ）或复制子类型。有研究者在此基础上

设计了一种以ＰＣＲ为基础的质粒复制子分型方法（ＰＢＲＴ）可

以对肠杆菌科细菌中的１８个主要质粒家族的复制子（ＨＩ２、

ＨＩ１、Ｉ１、Ｘ、Ｌ／Ｍ、Ｎ、ＦＩＡ、ＦＩＢ、ＦＩＣ、Ｗ、Ｙ、Ｐ、Ａ／Ｃ、Ｔ、Ｋ、Ｂ／

Ｏ）进行检测
［６］，易化了质粒的分析，得到了广泛应用。这种方

法可用于检测肠杆菌科细菌中耐药质粒的播散和进化，特别是

广泛分布于肠杆菌科细菌中的ＥＳＣｓ的播散特点分析。相继

的研究表明，ＥＳＣｓ的流行与多种耐药质粒有关
［７］。不同的

ＥＳＣｓ酶具有不同的流行质粒，并与其宿主菌的地理来源有关，

如，ＣＴＸＭ１５在全球范围内的流行主要与ＩｎｃＦＩＩ质粒有

关［８］；ＣＴＸＭ１４在西班牙、英国的流行与ＩｎｃＫ和ＩｎｃＩ１质粒

相关，在澳大利亚、法国、韩国、中国的流行与ＩｎｃＦＩＩ质粒有

关［８］；、而在欧洲，ＣＭＹ２主要由ＩｎｃＡ／Ｃ编码；在加拿大、冈比

亚和美国，ＣＭＹ２主要ＩｎｃＩ１质粒编码
［８］。相同的耐药质粒可

以编码不同的耐药酶，如ＩｎｃＦＩＩ质粒可以编码ＣＴＸＭ（１４、

１５、６５、３、１、９、２４、２７）、ＴＥＭ１、ＤＨＡ１、ＳＨＶ（２、５、１２）、

ＮＤＭ１、ＲｍｔＢ、ＡｒｍＡ、ＱｎｒＢ４、Ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ、及ＦｏｓＡ３；ＩｎｃＩ１

质粒可以编码 ＣＭＹ（２、７、２１）、ＣＴＸＭ（２、１４、１５、２４）、

ＳＨＶ１２、ＴＥＭ（１、５２）、ＩＲＴ、ＭｐｈＡ和 Ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ
［８９］。此

外，这种质粒分型有助于分析特定耐药基因在不同菌种中的传

播途径，可以对特定质粒携带的耐药基因的宿主范围有所了

解，如ＩｎｃＩ１和ＩｎｃＮ质粒编码ＣＴＸＭ１，在零售肉及食源性动

物所携带的沙门菌中播散。

３　流行性耐药质粒

一些特定的质粒家族在肠杆科细菌中广泛流行，在特定耐

药基因如ｂｌａＣＴＸＭ、ｂｌａＣＭＹ的播散中起着重要的作用。这

些质粒包括ＩｎｃＡ／Ｃ、ＩｎｃＩ１、ＩｎｃＬ／Ｍ、ＩｎｃＦＩＩ、ＩｎｃＮ，为流行性耐

药质粒。其中ＩｎｃＡ／Ｃ、ＩｎｃＩ１、ＩｎｃＦＩＩ与细菌的多药耐药性相

关，为多药耐药质粒，这种质粒的多药耐药性与其携带的移动

性元件如插入序列、整合子、转座子等有关，因为这些移动性遗

传元件能够对耐药基因等进行捕获和重组，也导致了这些耐药

质粒的进化，和具有多个复制子的质粒变异体的出现。

４　质粒亚型分型技术

多种质粒全基因组测序的完成为进一步发展质粒鉴定和

分型技术提供了大量的背景信息，并产生了针对ＩｎｃＦ、Ｉｎ

ｃＨＩ２、ＩｎｃＩ１、ＩｎｃＮ质粒亚型的分析技术（ｈｔｔｐ：／／ｐｕｂｍｌｓｔ．ｏｒｇ／

ｐｌａｓｍｉｄ／）。

４．１　ＩｎｃＩ１质粒的多位点序列分型技术　有研究者在ＩｎｃＩ１质

粒ＤＮＡ完全测序的基础上，通过选择多个靶位基因，发展了

ＩｎｃＩ１质粒的多位点序列分型技术
［１０］，可以对ＩｎｃＩ１质粒亚型

进行快速、方便的分析。并通过分析１６个编码ＥＳＣｓ的ＩｎｃＩ１

质粒发现，ＩｎｃＩ１的分型和β内酰胺酶基因相关
［１０］。相同的质

粒序列分型如ＳＴ３型ＩｎｃＩ１质粒和不同的β内酰胺酶基因如：

ｂｌａＣＴＸＭ１和ｂｌａＳＨＶ１２及ｂｌａＴＥＭ１相关；而ｂｌａＣＴＸＭ

１和不同的质粒序列分型如ＳＴ３型 和 ＳＴ９型ＩｎｃＩ１质粒相

关［１０］，这种快速方便的ＩｎｃＩ１亚型分型法可以对多个携带相同

耐药基因的ＩｎｃＩ１质粒进行遗传相关性分析，有利于流行病学

分析。相继的研究显示，ＳＴ１型ＩｎｃＩ１质粒编码ＣＴＸＭ５５和

ＲｍｔＢ在动物中播散
［１１］。

４．２　ＩｎｃＨＩ２质粒复制子分型和多重ＰＣＲ　ＩｎｃＨＩ２质粒是临

床肠杆科细菌中广泛流行的质粒，编码ＣＴＸＭ、ＶＩＭ、ＡｒｍＡ、

Ａａｃ（６′）Ｉｂｃｒ等酶，在全球医院和社区获得性感染菌中播

散［９］。２０１０年，ＧａｒｃíａＦｅｒｎａｎｄｅｚ等
［１２］又通过对该质粒家族

全基因组的保守区和可变区进行分析后，结合质粒复制子分型

和多重ＰＣＲ设计了ＩｎｃＨＩ２质粒的分型方法，该方法可以对不

同地区、不同来源的菌株中的ＩｎｃＨＩ２质粒进行鉴定和分型，以

分析这些质粒的分布和进化。近年来研究发现，转座子和插入

序列在ＩｎｃＨＩ２质粒的耐药发展中有着重要的作用
［１３］，导致同

时携带ｂｌａＶＩＭ１、ｂｌａＣＴＸＭ９、ａａｃ（６′）Ｉｂ和ｑｎｒＡ 等多种耐

药基因的ＳＴ１型ＩｎｃＨＩ２质粒在西班牙巴塞一家地区医院的３

个重症监护室中播散，致使多耐耐药阴沟肠杆菌和肺炎克雷伯

菌的出现［１４］。

４．３　ＩｎｃＦ质粒复制子序列分型（ＲＳＴ）　ＩｎｃＦ质粒是一组具

有相似复制子和转移区域的质粒家族，具有编码多耐耐药的特

有区域。虽然ＩｎｃＦ样质粒是窄宿主质粒，只能流行于肠杆菌

科细菌中，但该质粒能够很好地适应大肠埃希菌，容易接合转

移，易化了耐药的播散，是产ＣＴＸＭ 型大肠埃希菌中流行最

为广泛的质粒，在全球范围内人和动物中的肠杆科细菌中传

播。２０１０年，Ｖｉｌｌａ等
［１５］通过对ＩｎｃＦ质粒的全基因组分析发

现，ＩｎｃＦ质粒主要由 ＲｅｐＦＩＡ，ＲｅｐＦＩＢ和 ＲｅｐＦＩＩ三个基本复

制子组成。并以ＦＩＩ区的ｃｏｐＡ基因，ＦＩＡ和ＦＩＢ复制子蛋白

的编码基因ｒｅｐＥ和ｒｅｐＢ为靶位，设计了ＩｎｃＦ质粒复制子序

列分型方法，提出了ＦＡＢ分型法，对ＩｎｃＦ质粒亚型进行归类。

并通过分析不同地区不同来源的ＩｎｃＦ质粒发现，这些携带耐

药基因和毒力基因的ＩｎｃＦ型以ＩｎｃＦＩＩ型质粒的流行为主，并

依次将流行于克雷伯菌属（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｓｐｐ）、沙门氏菌属（Ｓａｌ

ｍｏｎｅｌｌａｓｐｐ）、耶尔森氏菌属（Ｙｅｒｓｉｎｉａｓｐｐ）中的ＦＩＩ质粒命名

为ＦＩＩＫ、ＦＩＩＳ、ＦＩＩＹ。目前，通过质粒测序确定为ＩｎｃＦＩＩ质粒

如Ｒ１００，ｐＣ１５１ａ、ｐＥＫ５１６、ｐＨＫ２３、ｐＫｐＱＩＬ已在日本、加拿

大、英国、中国、美国被报道［１６１８］。有研究表明，肺炎克雷伯菌

中的ＩｎｃＦＩＩＫ质粒编码ＣＴＸＭ１５在单个病房的多种肠杆科

细菌中播散，是医院产ＥＳＢＬｓ肠杆科细菌定植的一个重要原

因［１９］。香港大学的 Ｈｏ等
［２０］学者通过分析屠宰场分离的多药

耐药大肠埃希菌发现，ＩｎｃＦＩＩ质粒为多药耐药毒性质粒，在肠

杆科细菌中可以有效地播散，而其携带的ｆｏｓＡ３和ｂｌａ（ＣＴＸ

Ｍ）可能会导致公共健康问题
［１８］。

４．４　ＩｎｃＮ质粒的多位点序列分型（ＭＬＳＴ）　２０１１年，Ｇａｒｃíａ

Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ等
［２１］又设计了ＩｎｃＮ质粒的多位点序列分型法。

该方法通过选择ＩｎｃＮ质粒中的ｒｅｐＡ，ｔｒａＪ和ｋｏｒＡ３个位点

进行序列分析而对该质粒进行快速分类。并通过分析５８株来

自欧洲人和动物的ＩｎｃＮ 质粒发现，ＳＴ１型ＩｎｃＮ 质粒编码

ＣＴＸＭ１酶在食物链中播散，也证明了该方法可以快速、有效
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地鉴定ＩｎｃＮ 流行质粒谱系
［２１］。近年来，ＩｎｃＮ 质粒编码的

ＣＴＸＭ５５和 ＲｍｔＢ（中国河南）
［１１］、ＦｏｓＡ３（中国广东）

［２２］、

ＩＭＰ４（中国香港）
［２３］、ＫＰＣ４（美国）

［２４］也相继被报道。

５　结　　语

质粒介导的耐药已成为是最重要的抗菌药物耐药问题之

一。虽然目前还没有有效的预防耐药质粒播散的方法或药物，

但这些分型技术为调查耐药基因的流行性提供了很好的分析

工具，可以有效地帮助工作者分析耐药质粒（耐药基因）在医疗

环境中流行播散情况，并通过对这些耐药质粒分子特点的分

析，为建立质粒消除方法和预防耐药菌的播散提供理论依据。
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