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　　摘　要：目的　探讨分析双纸片抑制增效试验在肺炎克雷伯菌产 ＡｍｐＣ酶的检测应用，评价该方法在临床实验室的应用价

值。方法　采用头孢西丁纸片法，头孢西丁三维试验，双纸片抑制增效试验，以及耐药基因多重ＰＣＲ技术对临床分离菌株进行检

测。结果　１３７株临床分离肺炎克雷伯菌中，对头孢西丁不敏感的菌株共有２２株，头孢西丁三维试验阳性有１１株；双纸片抑制

增效试验ＦＯＸ／ＦＯＸ＋ＰＢＡ双纸片组中阳性有１８株，ＣＴＴ／ＣＴＴ＋ＰＢＡ双纸片组中阳性有１１株；多重ＰＣＲ技术检测阳性有１９

株。头孢西丁三维试验阳性结果与ＰＣＲ结果符合率为４７．４％（９／１９），双纸片抑制增效试验中，ＣＴＴ／ＣＴＴ＋ＰＢＡ双纸片组阳性

结果与ＰＣＲ结果符合率为５７．９％（１１／１９）；ＦＯＸ／ＦＯＸ＋ＰＢＡ双纸片组阳性结果与ＰＣＲ结果符合率为９４．７％（１８／１９）。结论　

双纸片抑制增效试验，其方法简便，结果准确性高，其中ＦＯＸ／ＦＯＸ＋ＰＢＡ双纸片组可应用于临床分离肺炎克雷伯菌产ＡｍｐＣ酶

的检测。
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　　自２０世纪９０年代，首次在肺炎克雷伯菌发现质粒编码

ＡｍｐＣ酶以来，产 ＡｍｐＣ酶的肺炎克雷伯菌不断在世界各地

区被发现，并呈现流行趋势。目前，美国临床检验标准委员会

（ＣＬＳＩ）已经建立了对ＥＳＢＬｓ进行检测的确证试验，但尚没有

对ＡｍｐＣ酶进行检测的推荐方法。尽管近年来有许多检测

ＡｍｐＣ酶的方法报道，但尚缺乏针对质粒介导 ＡｍｐＣ酶检测

方法的研究。本研究通过对临床分离肺炎克雷伯菌质粒介导

ＡｍｐＣ酶的进行检测，探讨分析双纸片抑制增效试验在临床实

验室的应用价值，现将研究结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　实验菌株　收集２０１２年９月至２０１３年８月本院的临床

各种标本，经法国ＢｉｏＭｅｒｉｅｕｘＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ自动细菌鉴

定仪进行鉴定肺炎克雷伯菌共１３７株（同一患者同类标本分离

菌株不重复计入）。１３７株实验菌株经头孢西丁纸片琼脂扩散

法筛选，结果对头孢西丁不敏感（抑菌圈小于或等于１７ｍｍ）的

肺炎克雷伯菌共有２２株。

１．２　质控菌株　大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２，肺炎克雷伯菌

ＡＴＣＣ７００６０３，阴沟肠杆菌 Ｏ２９Ｍ（去阻遏持续表达 ＡｍｐＣ

酶），产ＤＨＡ１型肺炎克雷伯菌及产 ＣＭＹ２型大肠埃希菌

（福州总医院冯福英惠赠）。

１．３　仪器与试剂　头孢西丁（ＦＯＸ，每片３０μｇ）和头孢替坦

（ＣＴＴ，每片３０μｇ）为英国Ｏｘｉｏｄ公司产品。苯基代硼酸（Ｐｈｅ

ｎｙｌｂｏｒｏｎｉｃａｃｉｄ，ＰＢＡ）为Ｆｌｕｋａ公司产品。ＭｉｎｉＰｌａｓｍｉｄＫｉｔ质

粒提取试剂盒为天根生物有限公司产品。ＴａＫａＲａＥｘＴａｑＴＭ

ＨｏｔＳｔａｒｔ试剂盒及１５０ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒＭａｒｋｅｒ为大连宝生物

技术有限公司产品。

１．４　头孢西丁三维试验　酶粗提液采用反复冻融法制备，头

孢西丁三维试验参考文献［１２］进行操作，见图１（见《国际检验

医学杂志》网站主页“论文附件”）。

１．５　双纸片抑制增效试验　将１２０ｇＰＢＡ溶于３ｍＬ二甲亚

·８０２２· 国际检验医学杂志２０１４年８月第３５卷第１６期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｕｇｕｓｔ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１６

 基金项目：国家自然科学基金项目（８１０００７６２）；福建省卫生厅青年基金项目（２０１０２９０）。　作者简介：郑港森，男，主管技师，主要从事细

菌耐药机制研究。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｊｑｚｈａｎｇｘｍ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。



砜溶液，再加入３ｍＬ蒸馏水，漩涡混匀。向ＦＯＸ及ＣＴＴ纸

片分别加入１０μＬ上述溶液，烘干待用。按照ＣＬＳＩ的操作标

准［３］，进行琼脂纸片法试验。将含有和不含有ＰＢＡ的ＦＯＸ及

ＣＴＴ纸片贴于涂有实验菌株的 ＭＨ 琼脂平板上，３５℃过夜

培养。含有和不含有ＰＢＡ纸片的抑菌圈直径之比在５ｍｍ或

以上，判断为ＡｍｐＣ酶阳性
［４］，见图１（见《国际检验医学杂志》

网站主页“论文附件”）。

１．６　多重ＰＣＲ扩增与产物分析　根据质粒提取试剂盒说明

书提取实验菌株质粒ＤＮＡ作为模板。根据文献［５］设计６对

ＡｍｐＣ酶基因ＰＣＲ引物序列以及设置多重ＰＣＲ反应参数和

反应条件。ＰＣＲ扩增产物在含０．５μｇ／ｍＬ溴化乙锭的１．５％

琼脂糖凝胶电泳，电泳完毕后在ＢＩＯＲＡＤ凝胶成像系统观察

结果（图２）。ＡｍｐＣ酶基因扩增阳性的产物经电泳回收纯化

后直接测序。多重ＰＣＲ引物序列合成及扩增产物测序（正反

测序）由上海英骏生物技术有限公司完成。测序结果与 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ数据库进行对比后确定其基因型。

　　Ｍ：１５０ｂｐＤＮＡ标记物；１：ＤＮＡ１型肺炎克雷伯菌株；２：ＣＭＹ２

型大肠埃希菌株；３～７：待测菌株。

图２　　肺炎克雷伯菌ＰＣＲ产物电泳图

２　结　　果

２．１　表型检测结果　１３７株临床分离肺炎克雷伯菌中，对头

孢西丁不敏感的菌株共有２２株。在２２株对头孢西丁不敏感

的肺炎克雷伯菌中，头孢西丁三维试验阳性有１１株；双纸片抑

制增效试验 ＦＯＸ／ＦＯＸ＋ＰＢＡ 纸片组中阳性１８株，ＣＴＴ／

ＣＴＴ＋ＰＢＡ纸片组中阳性１１株；多重ＰＣＲ技术扩增阳性有

１９株。

２．２　多重ＰＣＲ结果　１９株 ＡｍｐＣ酶基因扩增阳性的产物，

其测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ数据库进行对比，均与ＤＨＡ型基因序

列有９９％的一致性。

２．３　对比分析　头孢西丁三维试验阳性结果与ＰＣＲ结果符

合率为４７．４％（９／１９），双纸片抑制增效试验中，ＦＯＸ为头孢西

丁纸片，ＣＴＴ 为头孢替坦纸片，ＰＢＡ 为苯基代硼酸，ＣＴＴ／

ＣＴＴ＋ＰＢＡ纸片组阳性结果与 ＰＣＲ结果符合率为５７．９％

（１１／１９）；ＦＯＸ／ＦＯＸ＋ＰＢＡ纸片组阳性结果与ＰＣＲ结果符合

率为９４．７％（１８／１９）。见表１。

表１　　肺炎克雷伯菌质粒介导ＡｍｐＣ酶的检测结果

菌株
ＦＯＸ

试验

三维

试验

ＦＯＸ／ＦＯＸ

＋ＰＢＡ组

ＣＴＴ／ＣＴＴ

＋ＰＢＡ组

多重ＰＣＲ

基因型

Ｋ１６ ＋ ＋ ＋ ＋ ＤＨＡ型

Ｋ２３ ＋ ＋ ＋ ＋ ＤＨＡ型

Ｋ２４ ＋ － － － －

Ｋ２９ ＋ － － － －

续表１　　肺炎克雷伯菌质粒介导ＡｍｐＣ酶的检测结果

菌株
ＦＯＸ

试验

三维

试验

ＦＯＸ／ＦＯＸ

＋ＰＢＡ组

ＣＴＴ／ＣＴＴ

＋ＰＢＡ组

多重ＰＣＲ

基因型

Ｋ３０ ＋ － ＋ － ＤＨＡ型

Ｋ３２ ＋ ＋ ＋ ＋ ＤＨＡ型

Ｋ３３ ＋ ＋ ＋ ＋ ＤＨＡ型

Ｋ３４ ＋ － ＋ － ＤＨＡ型

Ｋ３５ ＋ － － － ＤＨＡ型

Ｋ４９ ＋ － ＋ － ＤＨＡ型

Ｋ６６ ＋ ＋ ＋ ＋ ＤＨＡ型

Ｋ７４ ＋ － ＋ ＋ ＤＨＡ型

Ｋ８１ ＋ － ＋ ＋ ＤＨＡ型

Ｋ９８ ＋ ＋ ＋ ＋ ＤＨＡ型

Ｋ１０２ ＋ ＋ ＋ ＋ ＤＨＡ型

Ｋ１１７ ＋ ＋ ＋ ＋ ＤＨＡ型

Ｋ１２２ ＋ － ＋ － ＤＨＡ型

Ｋ１２６ ＋ － ＋ － ＤＨＡ型

Ｋ１２９ ＋ － ＋ － ＤＨＡ型

Ｋ１３３ ＋ － ＋ － ＤＨＡ型

Ｋ１３６ ＋ ＋ ＋ ＋ ＤＨＡ型

Ｋ１３７ ＋ － － － －

３　讨　　论

肺炎克雷伯菌是临床分离常见的革兰阴性杆菌，是导致医

院各种感染的主要致病菌。目前，肺炎克雷伯菌对抗菌药物尤

其是对β内酰胺类耐药的主要机制仍是 ＥＳＢＬｓ的产生。然

而，随着Ｃ类β内酰胺酶，即ＡｍｐＣ酶在肺炎克雷伯菌的不断

出现，将成为肺炎克雷伯菌对β内酰胺类耐药的另一个重要机

制。ＡｍｐＣ酶属于Ａｍｂｌｅｒ分子结构分类法中的Ｃ类，Ｂｕｓｈ功

能分类法中第１组。ＡｍｐＣ酶与超广谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）

的区别在于除了能水解广谱头孢菌素外，还水解头孢霉素类抗

菌药物，且不被克拉维酸、舒巴坦所抑制。一直以来，ＡｍｐＣ酶

主要见于一些临床上分离率较低的革兰阴性杆菌，由染色体编

码产生。２０世纪９０年代以后，质粒型ＡｍｐＣ酶逐渐在肺炎克

雷伯菌和大肠埃希菌等革兰阴性杆菌被发现，至今报道质粒型

ＡｍｐＣ酶已有３０余种，分布于世界各地。ＤＨＡ型ＡｍｐＣ酶基

因序列上还含有ａｍｐＲ调控基因，属于诱导型 ＡｍｐＣ酶。目

前，ＣＬＳＩ已经建立了对ＥＳＢＬｓ进行检测的确证试验，尚没有

对ＡｍｐＣ酶进行检测的推荐方法。尽管近年来有许多检测

ＡｍｐＣ酶的方法报道，但各具有优缺点，还未能作为临床微生

物室常规使用的检测方法，且尚缺乏针对质粒介导 ＡｍｐＣ酶

检测方法的研究。

本研究结果显示，如果以ＰＣＲ扩增结果为 ＡｍｐＣ酶检测

的“金标准”，头孢西丁三维试验的符合率最低，其次是双纸片

抑制试验中ＣＴＴ／ＣＴＴ＋ＰＢＡ纸片组合，ＦＯＸ／ＦＯＸ＋ＰＢＡ纸

片组合符合率最高。头孢西丁三维试验被认为是检测表型

ＡｍｐＣ酶比较准确的方法，然而对肺炎克雷伯菌 ＡｍｐＣ酶的

检测率却不是很高，可能与肺炎克雷伯菌产诱导性 ＤＨＡ型

ＡｍｐＣ酶有关，产酶量不足导致假阴性。同时发现 Ｋｐｎ９８及

Ｋｐｎ１３７菌株三维试验阳性，ＡｍｐＣ酶基因扩（下转第２２１１页）
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灵敏度为１７．２％，特异性为１００．０％。苯唑西林纸片法与青霉

素Ｅｔｅｓｔ方法比较，差异有统计学意义（χ
２＝７７，犘＜０．０１）。见

表１。

表１　　苯唑西林纸片法与青霉素Ｅｔｅｓｔ方法比较（狀）

Ｅｔｅｓｔ方法
苯唑西林纸片法

ＰＳＳＰ ＰＮＳＰ

合计

ＰＳＳＰ １６ ７７ ９３

ＰＮＳＰ ０ ３ ３

３　讨　　论

ＳＰ是儿童感染性疾病，尤其是小儿肺炎的常见病原菌，治

疗ＳＰ感染，历史沿袭的首选药物是青霉素Ｇ。２００８年，ＣＬＳＩ

对ＳＰ非脑膜炎株的青霉素折点值进行了重大调整，这种调整

使ＳＰ非脑膜炎株对青霉素的敏感率大幅度提高
［４７］。折点改

变后，ＰＳＳＰ菌株明显增多，ＰＩＳＰ和ＰＲＳＰ明显减少
［４７］。美国

ＣＤＣ对６４２３株ＳＰ非脑膜炎株进行研究，发现折点修改后

ＰＳＳＰ从７４．７％上升为９３．２％，ＰＩＳＰ从１５．０％下降为５．６％，

ＰＲＳＰ从１０．３％下降为１．２％
［４］。本研究中，９６株ＳＰ非脑膜

炎株中，ＰＳＳＰ高达９３株（９６．９％），与其他报道的９３．２％
［４］、

９２．２
［５］接近，比浙江报道的８５．９％和８５．５％高

［６］。青霉素仍

能作为治疗ＳＰ非脑膜炎株感染的首选药物。对ＳＰ引起的呼

吸道感染等颅外感染性疾病，青霉素Ｇ仍是一价廉而有效的

一线药物。

ＣＬＳＩ
［１２］认为可用苯唑西林纸片法筛选ＳＰ青霉素的敏感

性。苯唑西林抑菌环直径大于或等于２０ｍｍ，提示ＳＰ对青霉

素敏感；苯唑西林抑菌环直径小于或等于１９ｍｍ，提示ＳＰ对

青霉素可能耐药、敏感或中介，需用 ＭＩＣ方法判断ＳＰ对青霉

素的敏感性。２００８年青霉素折点值的重大调整导致ＳＰ的耐

药性结果判读发生根本改变［４７］，也使得苯唑西林对ＳＰ非脑

膜炎株青霉素注射剂筛选的灵敏度大大降低。本研究中，苯唑

西林对ＳＰ非脑膜炎株ＰＳＳＰ筛选的灵敏度只有１７．２％（１６／

９３），８２．８％（７７／９３）的ＳＰ非脑膜炎株ＰＳＳＰ不能通过苯唑西

林纸片法筛选出来，只能通过 ＭＩＣ方法进行检测。因此，实验

室使用苯唑西林筛选ＰＳＳＰ时，对于苯唑西林抑菌环直径小于

或等于１９ｍｍ的ＳＰ，检测青霉素的 ＭＩＣ至关重要。Ｅｔｅｓｔ方

法操作简单、结果稳定、便于阅读，是检测ＳＰ青霉素 ＭＩＣ的较

好方法。
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增为阴性，推测是其他β内酰胺酶产生的结果
［６］。近年来有学

者利用新的 ＡｍｐＣ 酶抑制剂，如 Ｒｏ４８１２２０、ＬＮ２１２８ 和

Ｓｙｎ２１９０等，检测质粒型ＡｍｐＣ酶，其准确性都比较高，但这些

酶抑制剂在临床比较难获得。本试验通过苯基代硼酸对

ＡｍｐＣ酶的抑制作用对肺炎克雷伯菌质粒介导 ＡｍｐＣ酶进行

检测，ＦＯＸ／ＦＯＸ＋ＰＢＡ纸片组合的特异性和敏感性都比较

高，而ＣＴＴ／ＣＴＴ＋ＰＢＡ纸片组合检测率比较低，而且双纸片

抑制增效试验操作简便，速度快很适用于临床肺炎克雷伯菌质

粒介导ＡｍｐＣ酶的检测。

可见，对于临床微生物工作者来说，要想正确指导临床有

效用药，单单从体外药敏结果判断诱导型 ＡｍｐＣ酶的耐药性

是比较困难的，应该综合考虑到酶的水解特性、诱导剂以及接

种物效应等的影响。目前，临床微生物工作者面临着许多困

难。一方面，肺炎克雷伯菌质粒介导 ＡｍｐＣ酶的不断增加，势

必影响到临床抗感染的疗效。另一方面，临床实验室在ＡｍｐＣ

酶检测方法的建立以及对产酶菌株复杂的耐药性认识相对不

够，导致不能给临床提供及时、有效的指导。以新 ＡｍｐＣ酶抑

制剂为基础建立的检测方法可能成为检测 ＡｍｐＣ酶的新方

向，临床微生物学工作者应加强这方面研究探讨，进一步应用

到其他肠杆菌科ＡｍｐＣ酶的检测。
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