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  摘 要:近年来,随着碳青霉烯类抗菌药物的广泛使用,肠杆菌科细菌对该类抗菌药物的耐药性问题日益

严峻,其中导致耐药的主要机制是产碳青霉烯酶。不同型别的碳青霉烯酶对抗菌药物的水解能力存在显著差

异,大大增加了感染治疗的复杂性。因此,及时、准确地检测碳青霉烯酶对指导临床精准用药和加强医院感染

防控具有重要的临床意义。该文对碳青霉烯酶的分类进行阐述,重点综述实验室碳青霉烯酶的各类表型检测、
基因型检测方法的优缺点,为碳青霉烯酶检测技术的发展及医院感染防控策略的制订提供参考依据。
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Abstract:In

 

recent
 

years,the
 

widespread
 

use
 

of
 

carbapenem
 

antimicrobial
 

agents
 

has
 

exacerbated
 

the
 

issue
 

of
 

resistance
 

among
 

Enterobacteriaceae,primarily
 

due
 

to
 

the
 

production
 

of
 

carbapenemases.The
 

varying
 

hy-
drolytic

 

abilities
 

of
 

different
 

carbapenemases
 

significantly
 

complicate
 

infection
 

management.Consequently,the
 

timely
 

and
 

accurate
 

detection
 

of
 

carbapenemases
 

is
 

of
 

great
 

clinical
 

significance
 

for
 

guiding
 

precise
 

clinical
 

medication
 

and
 

strengthening
 

hospital
 

infection
 

prevention
 

and
 

control.Therefore,this
 

paper
 

elaborates
 

on
 

the
 

classification
 

of
 

carbapenemases
 

and
 

focuses
 

on
 

summarizing
 

the
 

advantages
 

and
 

disadvantages
 

of
 

various
 

phe-
notypic

 

and
 

genotypic
 

detection
 

methods
 

for
 

carbapenemases
 

in
 

the
 

laboratory.The
 

findings
 

aim
 

to
 

provide
 

a
 

foundational
 

reference
 

for
 

the
 

development
 

of
 

carbapenemase
 

detection
 

technology
 

and
 

the
 

formulation
 

of
 

hos-
pital

 

infection
 

prevention
 

and
 

control
 

strategies.
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  碳青霉烯酶是指一类能够水解碳青霉烯类抗菌

药物的β-内酰胺酶,主要存在于肠杆菌科细菌中,其
中对碳青霉烯类抗菌药物产生耐药的肠杆菌科细菌

统称为耐碳青霉烯类肠杆菌科细菌(CRE)[1]。研究

表明,碳青霉烯酶的鉴定对指导合理抗感染治疗具有

重要意义,延迟诊断往往使治疗延误,导致患者病情

进一步恶化、病死率显著增加[2-3]。因此,及时、准确

地检测碳青霉烯酶对于指导临床抗菌药物的正确使

用及有效防控医院耐药菌株传播具有重要的价值[4]。
本文系统综述了碳青霉烯酶的分类及其相关检测技

术的优缺点,以期为碳青霉烯酶的检测 提 供 参 考

依据。
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1 碳青霉烯酶的分类

  根据分子结构和氨基酸序列的不同,采用Amb-
ler分类法,将碳青霉烯酶分为A、B、D三类[5]。A类

碳青霉烯酶属于丝氨酸β-内酰胺酶,亚型包括由染色

体编码的SME、NMC、IMI和质粒编码的 KPC、GES
等,其中KPC型是最常见的酶型,在临床分离的CRE
中,KPC-2亚型检出率可达70%,显示出其在临床中

的广泛流行[6]。B类碳青霉烯酶为金属β-内酰胺酶,
其活性中心含有锌离子,可通过与金属螯合剂结合抑

制水解活性,以IMP、VIM和NDM型最为常见,其中

NDM型检出率在CRE中约占30%[7]。D类酶同样

属于丝氨酸β-内酰胺酶,因对苯唑西林类药物具有较

强的水解能力被称为苯唑西林酶,这类酶对青霉素类

药物表现出显著的水解活性,但对碳青霉烯类药物的

水解能力相对较弱,其中最常见的酶型为 OXA-48
型,此类酶型在我国的流行率较低[8]。值得注意的

是,不同酶型的碳青霉烯酶对抗菌药物的水解能力存

在差异,因此酶型检测对指导临床精准用药和医院感

染防控具有重要意义。

2 碳青霉烯酶表型检测方法

2.1 Carba
 

NP试验 Carba
 

NP试验是由 NORD-
MANN等[9]提出的用于检测碳青霉烯酶活性的显色

测定法。该实验是基于待测菌株产生的碳青霉烯酶

水解亚胺培南的β-内酰胺环,并释放出H+,从而改变

溶液pH值,使酚红指示剂的颜色由红色转变为黄色

或橙色,从而判定菌株产碳青霉烯酶。该方法鉴定碳

青霉烯酶具有较好的灵敏度和特异度,然而操作步骤

烦琐,不利于普通实验室中应用,因此,研究者们陆续

开发了一系列改良方案[10]。目前市售的检测试剂盒

有法国梅里埃公司生产的Rapidec
 

Carba
 

NP试剂盒,
研究表明该试剂盒能够检测大多常见类型的碳青霉

烯酶,其检测灵敏度和特异度较其他方法更好,同时

无需额外仪器设备支持,因此Rapidec
 

Carba
 

NP试剂

盒更适合作为临床一线筛查碳青霉烯酶的方法[11]。

2.2 碳青霉烯灭活法(CIM) CIM 法由荷兰 VAN
 

DER
 

ZWALUW 研究团队于2015年首次提出[12]。

CIM成本低且高效,但对于一些产酶能力弱的菌株检

测敏感性较低,如OXA-48及NDM等[13]。为进一步

提高检测灵敏度与特异度,进行了一系列改良方案,
包括简化版碳青霉烯酶灭活法、乙二胺四乙酸(ED-
TA)碳青霉烯酶灭活法、改良版碳青霉烯酶灭活法

等。其中改良版碳青霉烯灭活法和EDTA碳青霉烯

灭活法在2018年被美国和临床实验室标准协会推荐

用于铜绿假单胞菌和肠杆菌目细菌中碳青霉烯酶的

检测[14]。

2.3 基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱法(MAL-

DI-TOF
 

MS) MALDI-TOF
 

MS技术是一种近些年

发展起来的软电离有机质谱技术,它通过检测样品的

质荷比(m/z)来测定相对分子质量,适用于蛋白质、核
酸、多肽、大分子等样品的检测[15]。MALDI-TOF

 

MS
技术已成为临床微生物实验室常规鉴定细菌的方法。
该技术可通过酶水解法和直接法检测碳青霉烯酶。

2.3.1 酶水解法 根据碳青霉烯类抗菌药物可以使

药物的特征峰发生改变检测碳青霉烯酶。以产 KPC
的肺炎克雷伯菌为例,其能够使美罗培南水解、脱羧,
从而可以产生特征性质谱峰,如380.055

 

m/z
 

(美罗

培南脱羧后钠盐)、402.338
 

m/z
 

(酰胺键断裂的美罗

培南)、423.945
 

m/z
 

(酰胺键断裂的美罗培南钠盐)、

446.575
 

m/z(酰胺键断裂的美罗培南二钠盐),通过

观察这些特征峰的变化,即可实现碳青 霉 烯 酶 检

测[16]。研究表明,应用酶水解法MALDI-TOF
 

MS技

术可以准确区分多种碳青霉烯酶亚型(包括 KPC-2、

KPC-3、KPC-4、OXA-48、OXA-181、OXA-23、GES-5、

GES-24),并能检测共产碳青霉烯酶的菌株(如 KPC
和 NDM、KPC 和 OXA、KPC 和 GES、NDM 和

OXA),这为碳青霉烯酶的鉴定提供了重要的技术

支持[17]。

2.3.2 直接法 直接法指直接利用质谱技术来鉴定

特定的碳青霉烯酶。AGUSTINA
 

COSTA等[18]应用

该方法实现了对孵育周期较短的临床标本和血培养

阳性标本中KPC酶型的鉴定。该方法首先对菌落进

行蛋白质提取,随后利用质谱仪检测,如检测到相对

分子质量28.681处的特征峰,即可判定为产KPC酶

型菌株。
尽管 MALDI-TOF

 

MS技术有快速、简便地区分

碳青霉烯酶型及其亚型等优势,但若质谱图库中缺乏

目标菌株的特征峰信息时,可能导致无法进行有效比

对。因此,在应用 MALDI-TOF
 

MS技术的同时,需
不断完善和更新质谱图库,以便能够获取最新、最全

面的数据信息,满足未来分析更多待测病原体检测的

需求。

2.4 胶体金免疫层析技术(GICA) GICA基于抗原

抗体结合形成复合物,并通过层析技术显色,实现对

CRE酶型快速诊断的技术。NG-Test􀆿CARBA5碳

青霉烯酶检测试剂盒是目前国内首个引入的可同时

检测5种酶型(KPC、NDM、OXA-48、VIM、IMP)的
胶体金产品,也是国内最早获得二类上市许可的CRE
酶型五联检胶体金产品。GICA操作简单,20

 

min内

即可获得检测结果,结果容易判读,适用于碳青霉烯

酶酶型的快速检测,但因其价格较高,且不能检测酶

亚型,因此限制其在临床检验中的广泛应用。有研究

报道 ResistAcineto多重免疫 层 析 法,可 准 确 鉴 定
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OXA-23、OXA-40、OXA-58和 NDM 酶型,它能够对

产酶能力弱的两种酶型进行检测,并对 OXA酶型进

行分型检测,进一步补充了NG-Test􀆿CARBA5的不

足[19],但胶体金免疫层析法结果依赖于主观判断,会
导致不同人员之间判读结果存在差异[20]。期待未来

有更多其他酶型的检测方法,进一步提高CRE的检

测效率。

2.5 流式细胞术 流式细胞术是在液体中对单个细

胞快速进行多参数分析的技术[21],该技术已被证明可

用于超广谱β-内酰胺酶耐药基因检测[22]。有研究表

明,该方法可在2
 

h内完成碳青霉烯酶酶型的检测,且
与聚合酶链反应(PCR)检测碳青霉烯酶检测结果一

致[23]。流式细胞术在检测碳青霉烯酶时结合多重荧

光标记技术,可实现同时检测多种碳青霉烯酶。此

外,流式细胞术具有分选速度快、高通量检测的优点,
对于大规模的筛查和快速诊断尤为重要。但应用流

式细胞术检测所需设备昂贵、样本制备过程复杂,同
时标记过程中抗体的质量、标记的效率也会对检测结

果产生影响,使得在常规实验室中的应用受到限

制[24]。因此,需要进一步优化检测方案,以便于能够

更好地在常规实验室中为检测碳青霉烯酶及各个亚

型提供便利,为临床诊断和抗感染治疗提供更便捷的

技术支持。

3 碳青霉烯酶基因型检测方法

3.1 PCR技术 PCR技术是鉴定CRE酶型的“金
标准”[25]。目前,PCR技术的主要应用形式包括多重

PCR和荧光定量PCR。其中,多重PCR在传统单重

PCR的基础上,通过在同一反应体系中引入多对特异

性引物,实现了多个靶基因的同时扩增,显著提高检

测效率。POIREL等[26]开发了一种快速可靠的检测

技术,可同时检测11种碳青霉烯酶编码基因,包括

IMP、VIM、NDM、SPM、AIM、DIM、GIM、SIM、KPC、

BIC和OXA-48。荧光定量PCR则通过引入特异性

荧光探针,能够实时监测和精确识别目标基因,确保

耐药基因检测的准确性和时效性,较多重PCR检测

灵敏度更高,操作更简便。SADEK等[27]基于荧光定

量PCR技术检测KPC、NDM、VIM、IMP、OXA-48碳

青霉烯酶基因,其灵敏度和特异度达到100.0%,此
外,GeneXpert

 

Carba-R、FilmarrayBICD
 

2等商业化

荧光定量PCR检测试剂盒可在1
 

h内完成对常见基

因的快速检测[28-29]。目前有通过荧光PCR可以检测

KPC、NDM、OXA-48、IMP、VIM、GES
 

6种碳青霉烯

酶基因,其检测灵敏度和特异度均较高[30]。随着荧光

定量PCR技术与微流控芯片技术的结合,使碳青霉

烯酶基因的超高通量检测具有更加广阔的应用前景。
虽然PCR技术具有很好的灵敏度与特异度,应用范

围广,为准确和及时鉴定耐药基因提供了可靠手段,
但该方法只能检测特异性靶基因,对实验人员的操作

水平和实验室安全等级要求较高,因此需要进一步优

化以提高其普及性和实用性。

3.2 环介导等温扩增(LAMP)技术 LAMP技术由

NOTOMI研究团队于2000年首次提出,该技术通过

设计4种特异性引物,在恒温条件下利用链置换

DNA聚合酶实现目的基因片段的大量扩增,扩增产

物可通过多种方法进行可视化检测,包括化学发光检

测、浊 度 检 测 和 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 等[31]。LAHIRI
等[32]进一步拓展了LAMP技术的应用范围,成功实

现了对 KPC、NDM、OXA-48、OXA-23、VIM 和IMP
基因的检测,通过肉眼观察染料颜色变化即可判定检

测结果。研究显示,该方法的结果与 PCR 方法相

似[33]。值得注意的是,WU等[34]将LAMP技术与微

流控技术相结合,开发出一种新型碳青霉烯酶基因检

测方法,该方法的优势在于可直接对脓毒症患者的血

液样本进行检测,无需传统的细菌培养步骤,将检测

时间从24~48
 

h缩短至2
 

h,在及时调整治疗方案及

控制进一步传播方面发挥了重要作用。目前,商品化

LAMP试剂盒Eazyplex
 

SuperBug
 

CRE可用于检测

CTX-M-1组和CTX-M-9组的超广谱β-内酰胺酶基

因,同时可以检测碳青霉烯酶基因变体包括VIM(1-
37)、NDM(1-7)、KPC和OXA-48-like(48、162、204、

244)[35]。LAMP技术优势在于无需细菌培养增菌,
可直接检测临床样本,且由于其等温反应特性,相较

于PCR,LAMP在DNA样本损耗上更少,反应时间

短且无需昂贵仪器设备,检测结果直观可见,更适合

在基层医院和社区医疗机构推广应用。然而,由于

LAMP技术高灵敏特性容易导致假阳性结果,在扩增

之前加入有机添加剂(二甲基亚砜、甜菜碱、普鲁兰多

糖)可避免带来的假阳性问题[36]。同时,与常规PCR
和荧光定量PCR相比,LAMP技术在引物设计和实

验操作方面要求更为严格,这在一定程度上限制了其

应用范围[37]。

3.3 规律间隔成簇短回文重复序列(CRISPR)/Cas 
CRISPR/Cas系统是一种基因编辑技术,其编辑过程

主要包括两部分:CRISPR序列负责识别外源DNA,
而Cas蛋白则执行DNA或RNA的切割功能。根据

结构和功能特征,Cas蛋白可 分 为 Cas9、Cas12和

Cas13等多个亚型[38]。在crRNA 引导下,Cas蛋白

和靶序列特异性结合,激活切割活性后,能够非特异

性地切割荧光素和淬灭剂标记的任一单链DNA探

针,从而产生可检测的荧光信号[39]。然而,单独使用

CRISPR/Cas技术检测的灵敏度仍显不足,通常需要

与核酸扩增技术联用以提升检测性能[40]。例如,XU
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等[41]应用LAMP-CRISPR/Cas12a和侧流免疫层析

技术(LFIA)结合(LAMP-CRISPR/Cas12a-LFIA)的
方法,在不依赖细菌培养的条件下,对肺炎克雷伯菌

中KPC和 NDM 的检测灵敏度可达3×105
 

CFU/

mL。Cas13a蛋白在碳青霉烯酶检测领域也展现出独

特的应用价值,不同于Cas12a蛋白与dsDNA 的结

合,Cas13a以ssRNA为结合底物,在crRNA的引导

下激活切割活性并启动非特异性切割实现信号放大。
例如,应用CRISPR/Cas13a结合PCR和重组酶辅助

扩增(RAA)引物的方法分别建立了荧光和侧流层析

检测法,实验结果表明PCR-CRISPR检测限为1
 

cop-
y/μL,RAA-CRISPR 检 测 限 为 10

 

copies/μL
[42]。

CRISPR/Cas13a结合核酸扩增技术、侧流层析技术使

检测灵敏度提高,同时不需要大型仪器设备,更适合

用于低收入国家或不发达地区进行病原体快速筛查

和诊断。目前该技术已被广泛开发用于监测多种耐

药菌,在未来的应用前景中值得期待[43]。

3.4 基因芯片技术 基因芯片技术又称微阵列技术

或DNA芯片技术,是一种基于已知序列核酸探针杂

交原理的高通量核酸序列测定方法,不仅可以同时检

测多种碳青霉烯酶基因,还能够区分其各种突变体。

SONG等[44]研究人员利用该技术成功检测了 KPC、

NDM-1、OXA-23、OXA-48、OXA-51、IMP、VIM 和

DIM耐药基因,研究结果显示,该技术对KPC、NDM-
1、IMP、VIM 和DIM 的检测灵敏度和特异度均达到

100%,对KPC、OXA-23、OXA-48和OXA-51的特异

度和灵敏度达到95%以上。尽管基因芯片技术具有

高通量、高特异度和高灵敏度等显著优势,但其需要

定制基因芯片,成本高、对操作人员的专业技术要求

较高,限制了其在基层医疗机构的推广应用。

3.5 测序技术 测序技术是一种用于确定DNA或

RNA分子中核苷酸排列顺序的技术,用于碳青霉烯

酶检测的测序技术主要是二代测序(NGS)技术和三

代测序技术。NGS是基于“边合成边测序”的高通量

测序方法,能够实现基因序列的高效读取。该方法不

仅可以用于耐药基因检测,还能发现新型的耐药基因

及预测菌体的耐药信息[45]。然而,NGS技术成本较

高、对实验器材和实验室条件要求严格、操作流程复

杂,限制了在普通实验室的推广应用。随着技术的不

断改进,期待NGS技术在普通实验室中得到更广泛

的应用,为临床诊断和耐药机制研究提供更便捷的技

术支持。
纳米孔测序技术又被称为第三代测序技术,该方

法采用电泳驱动原理,通过电场力驱动单个 DNA/

RNA分子逐一通过纳米孔,利用不同核苷酸通过纳

米孔时产生的特征性电流变化,实时检测并记录电流

信号,从而实现单分子水平的测序[46]。DAVID等[47]

基于该技术成功阐明了碳青霉烯酶基因通过质粒在

细菌群体中传播的3种不同途径,这一发现凸显了在

公共卫生和感染控制领域监测耐药质粒传播的重要

性。纳米孔测序技术具有快速实时测序、可直接对

RNA进行测序,实现超长读长等优点。然而,与NGS
技术相比,纳米孔测序技术在测序准确率方面仍有待

进一步提升。各类检测方法各有其优缺点,在临床应

用过 程 中 应 结 合 实 际 情 况 选 择 合 适 的 检 测 方 法

(表1)。

表1  碳青霉烯酶部分检测方法比较

分类 检测方法 检测原理 优点 缺点 参考文献

表型检测 Carba
 

NP试验

碳青霉烯酶可以水解亚胺

培南使pH指示剂颜色发

生变化

检测灵敏度和特异度均在90%
以上

操作步骤烦琐,试剂需现配现用,

对OXA-48检测灵敏度低、不能

区分具体酶型

[9-10]

CIM

碳青霉烯酶可以水解美罗

培南使抑菌圈大小发生改

变

操作简便、结果直观、成本低,灵

敏度为91.0%~94.0%,特异度

为99.0%~100.0%

样本需过夜孵育、对同时产金属

酶和丝氨酸酶的菌株,因两种酶

活性不同容易出现假阴性结果、

不能区分具体酶型

[13]

MALDI-TOF
 

MS

利用碳青霉烯酶对碳青霉

烯类抗菌药物的水解活性,

评估其化学结构的完整性

或直接检测菌落的蛋白特

征峰

不仅能够区分酶型,还可进行碳

青霉烯酶亚型的鉴定,灵敏度为

77.0% ~100.0%,特 异 度 为

94.0%~100.0%

数据库信息的不完善直接影响

检测结果的判定
[15,17-18]

GICA 抗原抗体结合反应

操作简便、检测时间短、可在常规

实验室使用,灵敏度为100.0%,

特异度为97.1%

成本高、结果主观性强 [20]
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续表1  碳青霉烯酶部分检测方法比较

分类 检测方法 检测原理 优点 缺点 参考文献

流式细胞术
以荧光信号强度变化判断

是否产碳青霉烯酶

检测效率高,对KPC的检测灵敏

度和特异度分别为95.3%和

98.5%,对OXA-48的检测灵敏

度和 特 异 度 分 别 96.9% 和

98.0%

设备昂贵,检测结果容易受多种

因素影响
[23-24]

基因型检测 PCR 基因扩增
检测灵敏度和检测特异度均为

100.0%

实验条件要求严格、检测时间较

长、只能检测特征靶基因
[26-27]

LAMP 基因扩增

检测时间短,结果直观,对NDM、

VIM、OXA-48、OXA-23、的检测

灵敏度和特异度均在95%以上

易出现假阳性,对引物的设计要

求严格
[31-32,34,36-37]

CRISPR/Cas 基因检测
无需复杂仪器设备,应用场景

广泛

单独应用该技术时对样本检测

灵敏度低
[41]

基因芯片技术 基因杂交
检测灵敏度和特异度均在95%
以上

成本高,操作复杂,对实验人员要

求高
[44]

NGS技术 基因测序
检测灵敏度和检测特异度高,可

检测新的耐药基因型

成本高、操作复杂,需要专业的

人员
[45]

三代测序技术 基因测序

检测灵敏度和检测特异度高,可

直接对RNA进行实时测序,可

实现超长读长

检测准确率不如NGS技术,成本

高、操作复杂,需要专业的人员
[46]

5 结语与展望

  CRE的快速传播和增殖已对全球公共卫生构成

重大威胁,亟须引起高度重视。快速、准确地检测碳

青霉烯酶对于指导临床精准使用抗菌药物和有效控

制医院感染具有重要的实践意义。目前,碳青霉烯酶

的检测方法主要分为表型检测和基因型检测两大类,
表型检测方法经过不断改进,虽能有效识别和分类碳

青霉烯酶,但仍存在检测周期长(通常需要过夜培

养)、无法定量等局限性;基因型检测方法虽然能够精

确鉴定碳青霉烯酶的基因,却面临着成本高昂、操作

复杂等挑战。胶体金免疫层析法是目前在临床上应

用最为广泛的检测方法,也是以菌落检测为基础的最

快速的检测方法,在碳青霉烯酶的检测中展现出良好

的应用前景[48]。目前,也有多种新型检测方法及联合

多种技术检测碳青霉烯酶方法的出现。例如,数字

PCR技术、表面增强拉曼散射技术、免疫层析技术联

合重组聚合酶扩增技术、PCR与微流控芯片结合的使

用等在碳青霉烯酶基因检测领域取得了显著成就[49]。
以上各种检测方法的优缺点及适用范围有所不同,因
此在检测碳青霉烯酶时应考虑实验室条件、检测灵敏

度、当地的经济水平、本地流行的耐药基因型等,在进

行综合分析后最终选择合适的检测方法,以便早期、
准确、快速地检测碳青霉烯酶。
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