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肠杆菌科碳青霉烯类耐药机制及检测方法学概述
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　　自１９４１年世界上第一种抗菌药物青霉素在临床感染治疗

中被广泛应用后，第２年便检出了青霉素耐药菌株。虽然以后

一直有研究学者不断研制出各种类型的抗菌药物，至今为止，

用于治疗细菌感染的抗菌药物已有几百余种，但这些药物应用

于临床后，不管是革兰阳性菌还是革兰阴性菌都陆续多少出现

了耐药机制更为复杂的耐药菌株［１］。肠杆菌科细菌虽多是机

会致病菌，然而自从发现对碳青霉烯类耐药的肠杆菌科细菌

（ＣＲＥ）以来，其耐药性也已成为全球医学界广泛关注研究的问

题，但这些耐药菌因检出发现的时期和区域不同，其对抗菌药

物的耐药机制也有明显差异。因此针对肠杆菌科对碳青霉烯

类耐药机制而快速有效的检出该菌，并能准确指导临床用药，

也是当今临床方法学研究的一个首要任务。

１　肠杆菌科碳青霉烯类耐药性研究进展

１．１　碳青霉烯类抗菌药物的广泛使用　在临床抗感染用药治

疗中，如若出现产头孢菌素酶（ＡｍｐＣ）或超广谱β内酰胺酶

（ＥＳＢＬｓ）的细菌，一般都会使用碳青霉烯类抗菌药物来控制其

严重感染。因β内酰胺酶由染色体或质粒介导，碳青霉烯类抗

菌药物对其绝大多数都有很好的稳定性［２］，且可与青霉素结合

蛋白（ＰＢＰｓ）强有力的结合，使抗菌药物作用于细菌时间延长，

并能使细胞溶解，还能通过外膜有效渗透进入细胞间质，发挥

抗菌药物后效应。这些抗菌机制使碳青霉烯类抗菌药物具有

了抗菌效力强、灭菌速度快、抗菌谱广泛的特点［３］。在临床上

常被广泛应用，但对其耐药的菌株逐年检出率也日益增多。尤

其是常见的肠杆菌科细菌［４］（如大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌、阴
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沟肠杆菌、弗劳地柠檬酸杆菌、产酸克雷伯等）对碳青霉烯类的

耐药给予临床治疗带了越来越重的压力，因其多数菌为院内、

外感染的主要病原菌，有些耐药基因可由质粒广泛传播，造成

泛耐药菌的爆发流行［５］；目前抗菌药物的研究速度似乎并没有

菌株耐药的速率快，被这些耐药菌感染后，常常用药更为局限、

苛刻，治疗困难导致较高的病死率［６］，成为不容小视的问题。

１．２　肠杆菌科碳青霉烯类耐药机制及其检测方法　肠杆菌科

细菌对碳青霉烯类耐药有４种机制，其中最主要的就是碳青霉

烯酶［７］（可水解碳青霉烯类抗菌药物）。Ａｍｂｌｅｒ分类法为最常

见的分类方法，依据碳青霉烯酶氨基酸序列同源性分子结构特

点分为Ａ、Ｂ、Ｄ３类
［８］。Ａ类（ＫＰＣ、ＳＭＥ、ＩＭＩ、ＮＭＣＡ）和Ｄ

类（ＯＸＡ）属于丝氨酸酶，而以锌离子为活性中心的 Ｂ类

（ＩＭＰ、ＮＤＭ１、ＳＩＭ、ＶＩＭ、ＧＩＭ、ＳＰＭ）为金属β内酰胺酶。

１．２．１　耐药菌表型的检测　现今，在临床实验室中，对于初步

确定细菌的耐药性，最常用的则是药物敏感试验。碳青霉烯类

ＭＩＣ值检测成为了筛选耐药菌株的重要步骤。但因不同产酶

菌株对不同药敏检测方法的耐药敏感性也不同，故常用联合药

敏试验来提高耐药菌株的检出率。

改良 Ｈｏｄｇｅ试验（ＭＨＴ）因其有较高的特异度和敏感度，

常作为临床检验中对碳青霉烯酶的表型确证试验。但有研究

表明［９］，如果该菌株可水解至今未检测到其他碳青霉烯类药

物，则会出现假阴性结果；更常见的情况是如若遇到外膜孔径

蛋白缺失并伴有产ＥＳＢＬｓ酶的细菌时，则结果会出现假阳性。

故如何研究并制定出更为合理、精准的筛查检测方法仍是目前

需要面临的问题。

１．２．２　常见的几种碳青霉烯酶的检测方法　在耐药肠杆菌科

细菌中以Ａ类和Ｂ类最常见，其中 Ａ类尤以 ＫＰＣ常见，该类

酶虽对头霉素和头孢他啶还有敏感性，但能水解大多数单酰胺

菌素及β内酰胺类抗菌药物，不能被ＥＤＴＡ抑制，而他唑巴坦

及克拉维酸可抑制其生长［１０］。从２００８年开始美国临床和实

验室标准化协会（ＣＬＳＩ）增加了检测 ＫＰＣ的内容，推荐筛查

ＫＰＣ试验为改良 Ｈｏｄｇｅ试验，药敏指示片为厄他培南。分子

生物学ＰＣＲ技术方法如ＰＣＲＲＦＬＰ和ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ一直被

视为ＫＰＣ检测的确证试验
［１１］。

鉴于对碳青霉烯酶检测缺乏不同的方法，故除了一些常规

检测方法（平板稀释法、Ｅｔｅｓｔ法、Ｖｉｔｅｋ２、ＭｉｃｒｏｓｃａｎＡｕｔｏｓｃａｎ、

ＰＣＲ）外，近来还出现了一些新的检测手段。目前发现对ＫＰＣ

有抑制作用的还有硼酸［１２］，硼酸联合药敏纸片可以很好的检

测ＫＰＣ酶、ＡｍｐＣ酶和一些缺失外膜蛋白的菌株，后两者可与

氯唑西林产生协同抑制从而增大抑菌圈，可根据此特性进行区

分不被其抑制的ＫＰＣ。

如Ｒｏｓｃｏ协同试验采用Ｒｏｓｃｏ商品试剂盒
［１３］，检测方法：

把硼酸＋美罗培南复合药敏片和单一美罗培南纸片对同一菌

株细菌的抑菌圈直径进行比较，若前者抑菌圈直径大，且差值

大于或等于５ｍｍ，即判断为产 ＫＰＣ酶菌；若把吡啶二羧酸＋

美罗培南复合药敏片和单一美罗培南纸片对同一菌株细菌的

抑菌圈直径进行比较，若前者抑菌圈直径大，且差值大于或等

于５ｍｍ，即判断为产Ｂ类金属酶细菌。意大利博洛尼亚Ｓ．

ＯｒｓｏｌａＭａｉｐｉｇｈｉ大学的学者对碳青霉烯酶的Ｒｏｓｃｏ协同试验

和改良 Ｈｏｄｇｅ实验（ＭＨＴ）实验进行方法学评价发现：Ｒｏｓｃｏ

协同试验不但检测方法简便，成本低，而且对碳青霉烯酶检测

的敏感度和特异度均比改良 Ｈｏｄｇｅ实验高，更重要的是它还

可以分辨出碳青霉烯酶的具体类型，但因这种协同试验不能检

测ＯＸＡ４８型，故尚不能取代改良 Ｈｏｄｇｅ实验。

利用培 养 基 显 色 技 术 也 是 检 测 的 简 便 方 法，如 用

ＣＨＲＯＭａｇａｒ显色平板检测ＫＰＣ，阳性菌为在培养基上产生有

金属光泽的蓝色菌落，特异度和敏感度分别为９５．９％和

９３．７％
［１４］，但产ＶＩＭ菌也为同样显色，不能区分到酶的种类，

其培养菌落时间需超过４８ｈ，延误了对临床用药的指导。又有

科学家发现优于ＣＨＲＯＭａｇａｒ显色平板的检测方法
［１５］，即将

培养基中加入氯唑西林、硫酸锌、亚胺培南，可检测几乎所有常

见的碳青霉烯酶（ＮＤＭ１、ＫＰＣ、ＶＩＭ、ＩＭＰ及ＯＸＡ４８）。

目前还有利用金属酶抗原表位的单克隆抗体建立的免疫

层析法，与ＰＣＲ扩增相比，这种方法检测金属酶ＩＭＰ也同样

有很高的检出率。还有基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

法（ＭＡＬＤＩＴＯＦ）等建立的三个多重ＰＣＲ体系等
［１６］，但这些方

法操作复杂，对仪器和人员操作要求都较高，实验难度大，成本

也大大提高，不适用于临床实验的常规诊断检查。

１．２．３　膜孔蛋白及外排泵的检测　肠杆菌科对碳青霉烯类耐

药的机制还有在高产ＥＳＢＬｓ、ＡｍｐＣ酶伴外膜蛋白的数量减少

或缺失；药物作用靶位点的改变；及细菌外排泵系统的过度表

达，在抗菌药物到达靶位点之前，主要是由外排泵把其排出体

外。而检测前两项机制主要是由ＰＣＲ法和免疫层析法来完

成，外排泵则主要是由干扰外排泵组装的外排泵抑制剂来检

测。但在科研工作中常用检测耐药菌相关耐药基因转录水平

来评定其具体耐药机制。

２　总　　结

　　肠杆菌科细菌对碳青霉烯类耐药的主要因素就是产碳青

霉烯酶，所以准确快速检测碳青霉烯酶，成为了及时指导临床

用药的关键。而多种多样的检测方法，也各有好坏，各实验室

也应根据具体情况选择合适有效的方法，才能更好地为临床服

务。同时检测具体耐药机制，也是为各地区耐药菌传播流行的

方式及控制预防做好监测，大量临床研究表明，从不同患者体

内分离出的耐药菌株，多数为克隆菌株。因此控制和减少交叉

感染，严格遵守抗菌药物使用原则，减缓因滥用药物而使细菌

变异的速率，及加快新型抗菌药物研发的步伐，是对于治疗碳

青霉烯类耐药肠杆菌感染的首要任务。
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　　胱抑素Ｃ（ＣｙｓＣ）又称半胱氨酸蛋白酶抑制剂Ｃ，是一种

相对分子质量较低的蛋白质，因其与肾脏疾病关联的特异性与

敏感性均较高，临床逐步用以代替血清肌酐（Ｓｃｒ）、肌酐清除

率，是反映肾小球滤过率的变化更理想的内源性标记物。通过

研究发现，ＣｙｓＣ的应用不仅在肾脏疾病方面，在糖尿病、肝硬

化、肿瘤、心脏、脑等其他疾病领域，也具有一定的应用价值。

本文对ＣｙｓＣ的部分临床应用研究进展作以下总结。

１　ＣｙｓＣ的生物特性及测定

１．１　ＣｙｓＣ的结构特点　ＣｙｓＣ相对分子质量约１３．３×１０
３，

由人体内有核细胞持续分泌，并广泛存在于血液、唾液、脑脊

液、精液等细胞外液中，其分泌及排泄恒定，不易受性别、年龄、

饮食、感染等外来因素的影响［１］。ＣｙｓＣ自由经过肾小球滤过

膜后，完全被肾脏近曲小管重吸收及分解代谢，而肾小管本身

不能分泌ＣｙｓＣ，肾脏是清除体内ＣｙｓＣ的惟一器官
［２］，基于

以上特点，ＣｙｓＣ可认为是反映肾小球滤过功能及肾小管功能

的理想标记物。

１．２　ＣｙｓＣ的测定　ＣｙｓＣ测定主要应用液相免疫比浊法，该

方法检测灵敏度高，基本上不受血红蛋白、血脂、胆红素、血糖

等成分影响，特异性良好。通过比较实验［３］后，胶体金免疫比

浊法优于其他方法，适宜在临床上推广。

１．３　ＣｙｓＣ测定的变异性　黄宝兴等
［４］在对深圳地区正常儿

童大样本的ＣｙｓＣ测定后表明：１岁前儿童ＣｙｓＣ浓度约为

（１．３０±０．３４）ｍｇ／Ｌ，性别间差异无统计学意义（犘＞０．０５），１

岁以后逐渐下降，接近成人水平，约为（０．８５±０．１３５）ｍｇ／Ｌ，性

别间差异有统计学意义（犘＜０．０５），这应该与肾脏日趋发育成

熟有关，这点与国外研究结果类似［５６］。范淑英等［７］对新疆维

吾尔族和汉族血清ＣｙｓＣ检测后发现，民族差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。

２　ＣｙｓＣ的临床应用

２．１　在肾脏疾病中的应用　临床上，慢性肾脏疾病的诊断治

疗及评估预后主要依赖于肾小球滤过功能受损程度，长期以

来，基于Ｓｃｒ、肌酐清除率而粗略估计的ＧＦＲ被广泛应用于临

床，而２４ｈ尿量留取易产生误差及Ｓｃｒ易受性别、年龄、饮食、

活动等影响，ＣｙｓＣ很好规避了上述问题。ＣｙｓＣ水平主要由

ＧＦＲ决定，机体产生恒定，干扰因素少，当ＧＦＲ下降２０％，Ｃｙｓ

Ｃ就会升高。对于早期的肾功能损害，可作为反映肾小球滤过

率变化的更理想的内源性标记物。Ａｓｓａｌ等
［８］指出ＣｙｓＣ作为

早期肾功能损伤的敏感度达７０．８％，而特异度达８３．３％，且随

着肾功能损伤进展，这些特征更加明显。

刘运等［９］在对华西医院ＩＣＵ病房１０３６例患者的ＣｙｓＣ

与急性肾损伤（ＡＫＩ）的相关性研究发现，ＣｙｓＣ对 ＡＫＩ的预

测、分期均优于Ｓｃｒ，但对于严重患者及预测患者院内死亡方

面尚未显示出明显优势。肾移植是医治终末期肾脏病的首选，

近年来，伴随许多新的免疫抑制剂的研发应用，肾移植术后急

性排斥反应的的发病率已大幅度下降。然而，慢性排斥反应的

速率并没有减少［１０］。通过对肾移植受者在小于１个月，１个月

至１年，＞１年３个阶段的对比研究后发现，ＣｙｓＣ对肾小球滤

过率下降诊断的准确性明显优于Ｓｃｒ和２４ｈ尿肌酐清除率，

尤其在ＧＦＲ＜６０ｍＬ／ｍｉｎ／１．７３ｍ２ 时
［１１］。

２．２　在糖尿病中的应用　２００８糖尿病流行病学调查显示，中
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