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·基础实验研究论著·

ＣａｒｂａＮＰ法用于产碳青霉烯酶菌株快速检测的研究

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（中国疾病预防控制中心传染病预防控制所细菌耐药室／传染病预防控制国家重点实验室，北京１０２２０６）

　　摘　要：目的　探讨将ＣａｒｂａＮＰ法用于产碳青酶烯酶肠杆菌科及假单胞菌属细菌的检测。方法　将８株产碳青霉烯酶菌株

作为研究对象，采用ＣａｒｂａＮＰ法进行碳青霉烯酶检测，并将其与改良 Ｈｏｄｇｅ试验比较。结果　ＣａｒｂａＮＰ法能够特异、灵敏地检

测产碳青霉烯酶菌株。ＣａｒｂａＮＰ试验Ⅰ能检测菌株是否产碳青霉烯酶，ＣａｒｂａＮＰ试验Ⅱ能进一步判定产碳青酶烯酶菌株的组

别。其检测方法较改良的Ｈｏｄｇｅ试验更简单、快速。结论　ＣａｒｂａＮＰ法操作快速、简单，有助于提高产碳青酶烯酶菌株的检出率

及医院内感染的控制。
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　　菌株产生碳青霉烯酶，通过碳青霉烯酶水解药物介导菌株

耐药是细菌对碳青霉烯耐药的主要机制之一。碳青霉烯酶分

Ａ、Ｂ、Ｄ３组，Ａ组为丝氨酸碳青霉烯酶，这类酶的活性可以被

克拉维酸和他唑巴坦抑制。Ｂ组为金属β内酰胺酶，金属离子

螯合剂乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）可以抑制其水解反应。Ｄ组酶

为苯唑西林酶家族，其活性不被酶抑制剂和 ＥＤＴＡ抑制
［１］。

碳青霉烯酶的编码基因大多存在于细菌的质粒、整合子、转座

子等可移动的基因元件上，可以通过基因水平转移的方式在细

菌之间传播，这极大地加速了碳青霉烯耐药菌的产生和耐药传

播。碳青霉烯酶的产生和跨种属、跨地域传播使临床治疗和感

染控制面临严竣的挑战。提高碳青霉烯酶携带菌株的检测能

力，加强感染者或定植者的隔离防护，对减少耐药菌感染、阻断

其传播具有重要意义。目前检测菌株是否产碳青霉烯酶的方

法主要有美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）推荐的改良

Ｈｏｄｇｅ试验以及专门针对Ｂ组碳青霉烯酶的亚胺培南ＥＤＴＡ

双纸片协同试验和商品化的ＥｔｅｓｔＭＢＬ确认试条
［２］。然而，

随着耐药菌株所含耐药基因的组合方式日趋复杂，上述方法的

敏感性、特异性受到挑战，传统检测产碳青霉烯酶菌株的方法

亟待革新。ＣａｒｂａＮＰ法用于检测产碳青酶烯酶肠杆菌由法国

南法医学院ＰａｔｒｉｃｅＮｏｒｄｍａｎｎ教授研究团队于２０１２年９月首

次报道［３］，此后，陆续优化和拓展该方法用于检测产碳青酶烯

酶假单胞菌及指示碳青霉烯酶类型的ＣａｒｂａＮＰ试验Ⅱ
［４５］。

在肠杆菌属和假单胞菌属检测中，ＣａｒｂａＮＰ法的敏感性及特

异性均为１００％。本研究结合国内肠杆菌科细菌和单胞菌属

碳青霉烯酶的流行状况，用相对廉价的亚胺培南／西司他丁钠、

酚红等试剂探索降低ＣａｒｂａＮＰ试验成本，评价其灵敏性和重

复性，并与改良的 Ｈｏｄｇｅ试验比较。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与耗材　主要试剂：亚胺培南西司他丁钠（杭州

默沙东制药有限公司）、他唑巴坦（中国药品生物制品检定研究

院）、０．５ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（上海生工生物工程有限公司）、细菌总

蛋白抽提试剂（Ｔｈｅｒｍｏ公司）、酚红（Ａｍｒｅｓｃｏ公司）、硫酸锌七

水合物（美国ｓｉｇｍａ公司）。主要耗材为９６孔细胞培养板（美

国Ｃｏｒｎｉｎｇ公司）。

１．２　检测液成分　检测液 Ａ：每毫升０．５％酚红溶液（ｐＨ

７．０～７．８）中含有终浓度为８ｍｇ／ｍＬ的亚胺培南／西司他丁

钠，０．１ｍｍｏｌ／ＬＺｎＳＯ４。检测液 Ｂ：每毫升０．５％酚红溶液

（ｐＨ７．０～７．８）中含有终浓度为８ｍｇ／ｍＬ的亚胺培南／西司他

丁钠，０．１ｍｍｏｌ／ＬＺｎＳＯ４ 和４ｍｇ／ｍＬ他唑巴坦。检测液Ｃ：

每毫升０．５％酚红溶液（ｐＨ７．０～７．８）中含有终浓度为

８ｍｇ／ｍＬ的亚胺培南／西司他丁钠和０．００３ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ。

１．３　ＣａｒｂａＮＰ法　ＣａｒｂａＮＰ法直接采用细菌细胞裂解后的
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蛋白抽提液（酶粗提物）与亚胺培南进行反应，碳青霉烯酶能水

解碳青酶烯类药物，使其开环，开环的同时伴随 Ｈ＋的产生，当

Ｈ＋累计到一定浓度，可使检测液中的酸碱指示剂（酚红）变

色，用肉眼即可辨别此颜色变化，从而推测菌株是否产碳青酶

烯酶。ＣａｒｂａＮＰ试验分ＣａｒｂａＮＰ试验Ⅰ和 ＣａｒｂａＮＰ试验

Ⅱ，ＣａｒｂａＮＰ试验Ⅰ结果可判断菌株是否产碳青霉烯酶，Ｃａｒ

ｂａＮＰ试验Ⅱ根据不同组别酶抑制剂的不同，在ＣａｒｂａＮＰ试

验Ⅰ的基础上增设２个检测孔，以进一步判定产碳青酶烯酶菌

株的组别。本研究所用受试菌株见表１。

表１　　受试菌株种属及其携带的碳青霉烯酶

菌株编号 种属
碳青霉烯酶

Ａ组 Ｂ组

１ 肺炎克雷伯菌 － ＮＤＭ１

２ 大肠埃希菌 － ＮＤＭ１

３ 阴沟肠杆菌 ＫＰＣ２ －

４ 奇异变形杆菌 － ＮＤＭ１

５ 肺炎克雷伯菌 － ＩＭＰ４

６ 恶臭假单胞菌 － ＩＭＰ２５

７ 恶臭假单胞菌 － ＶＩＭ２

８ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ２ ＩＭＰ４

９ 大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２ － －

　　－：不携带该类型的碳青霉烯酶。

１．３．１　ＣａｒｂａＮＰ试验Ⅰ操作步骤　用１０μＬ接种环从３７℃

培养１８～２２ｈ的培养基上直接刮取约１个接种环细菌的量，

混悬于１００μＬ细菌蛋白抽提液中，涡旋震荡器上剧烈振荡

１ｍｉｎ后，室温静置２０～３０ｍｉｎ，１５０００ｒ／ｍ离心５ｍｉｎ，取上清

液４０μＬ加入１００μＬ检测液，并用移液器吹打混匀，置于

３７℃孵箱，每０．５ｈ观察记录颜色变化至孵育１ｈ结束。Ｃａｂａ

ＮＰ试验Ⅱ刮取的菌量和蛋白抽提液用量增加１倍，其余同

ＣａｒｂａＮＰ试验Ⅰ。

１．３．２　改良 Ｈｏｄｇｅ试验法　制备大肠杆菌 ＡＴＣＣ２５９２２０．５

麦氏浓度的悬浊液，用肉汤以１∶１０的比例进行稀释，用无菌

棉棒蘸取稀释液，均匀涂布于 ＭＨ琼脂平板，待平板干燥３～

１０ｍｉｎ后，在平板中央放置美罗培南药敏纸片。用棉棒蘸取

３～５个过夜培养的受试菌株的克隆，以药敏纸片为边缘、为起

点，划出一定宽度的直线，长度至少为２０～２５ｍｍ。置于３７℃

孵育１６～２０ｈ。孵育后如果在受试菌株划线边缘与大肠杆菌

ＡＴＣＣ２５９２２相交的区域能观察到增强后者的生长，即为阳性，

即产碳青霉烯酶。反之为阴性。

２　结　　果

２．１　ＣａｒｂａＮＰ试验结果　检测板在３７℃孵育５ｍｉｎ～１ｈ，

见附图１（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”），Ｃａｒ

ｂａＮＰ试验Ⅰ和试验Ⅱ中，检测孔Ａ为亚胺培南＋硫酸锌检测

孔，检测孔Ｂ为亚胺培南＋硫酸锌＋他唑巴坦检测孔，检测孔

Ｃ为亚胺培南＋ＥＤＴＡ检测孔，检测孔Ｄ为不加药物阴性对

照。ＣａｒｂａＮＰ试验Ⅰ：阴性对照不变色，检测孔在孵育一段时

候后由红色变为黄色或橙黄色，即为阳性，可判定受试细菌产

碳青霉烯酶。ＣａｒｂａＮＰ试验Ⅱ：（１）检测孔 Ａ、Ｃ变色，检测孔

Ｂ不变色，即为碳青霉烯酶活性可以被他唑巴坦抑制，即菌株

可能产Ａ组酶。（２）检测孔Ａ、Ｂ变色，检测孔Ｃ不变色，即为

碳青霉烯酶活性可以被ＥＤＴＡ抑制，即菌株可能产Ｂ组酶。

（３）检测孔Ａ、Ｂ、Ｃ均变色，即为碳青霉烯酶活性既不被他唑巴

坦，也不被ＥＤＴＡ抑制，即菌株可能产Ｄ组酶，或同时产 Ａ组

酶和Ｂ组酶。（４）阴性对照变色试验结果不可信。ＣａｒｂａＮＰ

试验Ⅰ可有效检出肠杆菌属细菌中所含有的 Ａ组酶和Ｂ组

酶。对假单菌属细菌所产的Ｂ组酶能有效的检出。ＣａｒｂａＮＰ

试验Ⅱ能很好区分菌株所产的酶属于 Ａ组还是Ｂ组，还是两

者合产的情况。

２．２　改良 Ｈｏｄｇｅ试验与ＣａｒｂａＮＰ试验的比较　改良 Ｈｏｄｇｅ

试验能较好检出本试验所挑选的菌株，由附图２（见《国际检验

医学杂志》网站主页“论文附件”）可以看出菌株８为强阳性，阴

性对照菌株９为阴性。菌株４为产Ⅰ型新德里金属β内酰胺

酶（ＮＤＭ１）变形杆菌，结果为弱阳性或者阴性。其余受试菌

株均可判断为阳性。

３　讨　　论

不同于以往各种表型检测方法，ＣａｒｂａＮＰ试验直接并且

直观地反映细菌酶粗提物与碳青霉烯类药物亚胺培南是否能

发生生化反应，能很好地区分碳青霉烯耐药菌株对碳青酶烯类

药物的耐药是由于产酶机制介导，还是由于其他非产酶机制介

导。如一些菌株对碳青酶烯类的耐药是由于外膜孔道蛋白通

透性下降或缺失合并头孢菌素酶和（或）超广谱β内酰胺酶的

过量表达。ＣａｒｂａＮＰ试验阳性则几乎可以确定菌株对碳青酶

烯类药物的耐药有产酶机制的参与。

ＣａｒｂａＮＰ试验Ⅰ可直观地确定菌株是否产酶，进一步

ＣａｒｂａＮＰ试验Ⅱ可明确菌株产碳青霉烯酶的所属组别，而改

良 Ｈｏｄｇｅ试验只能初步判断菌株是否产酶。近年来改良

Ｈｏｄｇｅ试验对于检测肠杆菌科中碳青霉烯酶的价值受到关注，

研究表明，改良 Ｈｏｄｇｅ试验对于 Ａ组酶和 Ｄ组酶敏感性较

好，但对于Ｂ组酶，如ＮＤＭ１的敏感性仅为５０％
［６］。ＣＬＳＩ已

明确提出，除非用于感染控制和流行病学研究需要，对患者样

本的初筛以及改良 Ｈｏｄｇｅ试验不再是必要的步骤。除此之

外，改良 Ｈｏｄｇｅ试验仅有针对肠杆菌科细菌的有效性数据，对

于非发酵菌属，如假单胞菌属和不动杆菌属所产碳青霉烯酶的

有效检测，尚缺乏数据支持。ＣａｒｂａＮＰ法检测碳青霉烯酶不

局限在肠杆菌科细菌。

ＣａｒｂａＮＰ试验最大的优势在于分离到菌株后１ｈ内便可

以判定菌株是否产酶，用药敏板测定药敏，以及用改良 Ｈｏｄｇｅ

试验均需要额外１６～１８ｈ才能初步判断耐药性及产酶情况。

而ＣａｒｂａＮＰ实验快速方便，不需要昂贵试剂，且有很高的敏感

性和特异性。适合在临床微生物学实验室、医院感染控制室及

疾病预防控制系统各单位普及应用。

目前医院内感染专家一致认为控制医院内获得性耐药菌

感染的首要措施是尽早发现耐药菌感染者或定植者，及时采取

隔离防护措施，阻断耐药菌的感染和传播。对临床分离的肠杆

菌科和假单胞菌属细菌，建议仅做ＣａｒｂａＮＰ试验Ⅰ，如果阳

性，尽早报告接诊医生和护理人员，该患者携带产碳青霉烯酶

菌株，碳青霉烯类抗菌药物的治疗效果差，需要尽早隔离，同

时，医护人员注意严格执行手卫生措施，减少产酶菌株的医院

内播散机会。
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ＤＥＮＶ１Ｅ蛋白多抗效价为１∶２５６００。

　　Ｍ：蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ；１：ｐＥＴ３２Ｄ１Ｅ／ＤＥ３诱导前菌液；２：ｐＥＴ３２

Ｄ１Ｅ／ＤＥ３诱导４ｈ菌液；３：裂解上清液；４：裂解沉淀（经８ｍｏｌ／Ｌ尿素

变性后包涵体溶解液）。

图１　　表达产物ＤＥＮＶ１Ｅ的ＳＤＳＰＡＧＥ分析

　　Ｍ：蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ；１：ＤＥＮＶ１Ｅ纯化蛋白；２：ＤＥＮＶ１（Ｈａｗａｉｉ

株）；３：阴性兔血清。

图２　　多克隆抗体的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析

３　讨　　论

ＤＥＮＶ１Ｅ基因全长１２００ｂｐ（除去３′末端跨膜区），所编

码蛋白相对分子质量约６５０００。去除Ｃ端疏水区的Ｅ蛋白不

仅能够提高目的蛋白在大肠杆菌中的表达量，而且能够增加目

的蛋白的稳定性［１１］。

本实验以ＤＥＮＶ１ＴｈＤ１＿０００８＿８１株为模版设计引物，通

过ＰＣＲ获取Ｅ蛋白基因（去除Ｃ端疏水区），再克隆至ｐＧＥＭ

Ｔ载体，将测序正确的目的片段插入到ｐＥＴ３２ａ（＋）表达载体

的多克隆位点，并以犈．犆狅犾犻犚狅狊犲狋狋犪（ＤＥ３）作为重组质粒表达

的宿主菌，通过优化蛋白表达条件，发现目的蛋白即使在低温

与低浓度ＩＰＴＧ诱导条件下仍易于形成包涵体。用尿素变性

条件下纯化包涵体的方法纯化的目的蛋白免疫家兔，可刺激家

兔产生特异性多克隆抗体，并且在第３次免疫后，经ＥＬＩＳＡ 检

测抗体滴度可达到１∶２５６００。利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试验结果证

实，该抗血清能特异性地识别 ＤＥＮＶ１Ｅ 蛋白，可以用于

ＤＥＮＶ１病毒的快速检测。

综上所述，本实验成功表达和纯化了ＤＥＮＶ１Ｅ蛋白，并

制备了效价较高的特异性多克隆抗体，这不仅解决了登革疫苗

研究中ＤＥＮＶ１Ｅ蛋白抗体缺乏的问题，也为进一步研究Ｅ

蛋白的功能及ＤＥＮＶ感染的临床诊断试剂盒的研发奠定了实

验基础。
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Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ［Ｊ］．ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌＡｇｅｎｔｓＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，２０１２，５６

（３７）：６４３７６４４０．

［６］ ＧｉｒｌｉｃｈＤ，ＰｏｉｒｅｌＬ，ＮｏｒｄｍａｎｎＰ．ＶａｌｕｅｏｆｔｈｅｍｏｄｉｆｉｅｄＨｏｄｇｅｔｅｓｔ

ｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｅｍｅｒｇｉｎｇｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅｓｉｎＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ

［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１２，５０（２）：４７７４７９．

（收稿日期：２０１３０６２９）

·９０１３·国际检验医学杂志２０１３年１２月第３４卷第２３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２３




