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!!"摘要#!肺炎克雷伯菌是引起社区获得性感染和医院感染的重要病原体#碳青霉烯类抗生素是目前治

疗肺炎克雷伯菌严重感染的重要抗菌药物#而耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌"(C-DE$分离率逐年提升#标志着

耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌的耐药情况愈加严峻% 耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌可以通过
!

-内酰胺酶的生

成&孔蛋白的改变和外排泵活性的增加导致碳青霉烯的耐药% 目前分子检测方法有聚合酶链反应"E(C$类&

基质辅助激光解吸电离-飞行时间质谱"F?GHB-AI'F@$&下一代测序及环介导等温扩增"G?FE$技术#但部

分尚未应用于临床% 了解耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌的耐药机制#改进检测方法是非常重要的%
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!!肺炎克雷伯菌是一种机会性病原体#可引起社

区获得性感染和医院感染#约占所有革兰阴性感染

的 $K7#如尿路感染&膀胱炎&肺炎&外科伤口感染&心

内膜炎和败血症#特别多见于免疫力低下的人群($)

%

高毒力的肺炎克雷伯菌还会导致坏死性肺炎&化脓

性肝脓肿和内源性眼内炎(" =̂)

% 碳青霉烯类抗生素

是广谱
!

-内酰胺类药物#可用于治疗各种肺炎克雷

伯菌引起的感染#然而我国的耐碳青霉烯类肺炎克

雷伯菌"9/RO/PNMN.-RN;0;S/MSD1NO;0N11/PMNQ.:M0/N#

(C-DE$的分离率呈逐年上升状态#对 (C-DE的耐

药机制的研究是非常有必要的%

:6几种常见的;<%3=耐药机制

(C-DE对碳青霉烯类抗生素的耐药性是由不

同耐药机制共同介导的#主要有碳青霉烯酶的生成&

孔蛋白的改变和外排泵活性的增加等%

:>:6碳青霉烯酶6在青霉素发现并纯化后不久#便

鉴定出了
!

-内酰胺酶#其可以降解青霉素类抗生素

而产生耐药(<)

%

!

-内酰胺酶主要集中在细菌的周质

内#从而在
!

-内酰胺类药物到达细胞壁中的青霉素

结合蛋白"PNM090110M O0MJ0MUPR:SN0M#E_E$靶位之前

将其
!

-内酰胺环水解% 目前对
!

-内酰胺酶有两种

分类方法#第一种是按照其一级分子结构的分子分

类法"?.O1NR分类系统$

(6)

#也是目前最常用的分类

法'第二种是按照其结合水解和抑制功能特性的功

能分类法"_Q;T-[/9:O4分类系统$

(*)

% +临床微生物

手册,给出了
!

-内酰胺酶分类#见表 $#可供参考(%)

%

碳青霉烯酶是一种能水解碳青霉烯类抗生素"如厄

他培南&亚胺培南与美罗培南$的
!

-内酰胺酶% 通

常情况下#碳青霉烯酶也可以水解
!

-内酰胺类抗生

素#如青霉素类&

!

-内酰胺类-

!

内酰胺酶抑制剂复

合制剂&头孢菌素类等% 通常而言#产碳青霉烯酶的

肺炎克雷伯菌一般意味着对目前所有
!

-内酰胺类

药物均耐药% 产碳青霉烯酶是肺炎克雷伯菌对碳青

霉烯类抗生素耐药的主要原因% 自从BFE-$ 自肺炎

克雷伯菌鉴定出后#多种碳青霉烯酶陆续发现#如

,̀@-=&]BF-$&\HF-$&Ia?-=%&DE(-"% 其中 DE(酶

成为最重要的碳青霉烯酶#可由质粒介导快速传播%

BFE对碳青霉烯类抗生素水解能力较弱#携带并不

一定在药敏试验中对碳青霉烯类耐药% ?.O1NR分

类法将
!

-内酰胺酶分为?&_&(和H四大类
!

-内酰

胺酶% 碳青霉烯酶根据其分子结构的差异分为 7 类#

分别隶属于?.O1NR分类系统中的?&_和H类
!

-内

酰胺酶#由 O1/基因编码% ?类和 H类碳青霉烯酶

需要丝氨酸作为他们的活化位点#而_类金属-

!

-内

酰胺酶".NS/11:-

!

-1/9S/./;N;#F_G;$需要金属锌作

为其活化中心% ?.O1NR?类
!

-内酰胺酶是最大的

一类
!

-内酰胺酶#其特点是活性部位含有丝氨酸%

它能够灭活大部分的
!

-内酰胺类药物% 该类
!

-内

酰胺酶包括青霉素酶&头孢菌素酶&窄谱和广谱
!

-

内酰胺酶&超广谱
!

-内酰胺酶"NZSNMJNJ ;PN9SRQ.

!

-

1/9S/./;N;#,@_G;$和碳青霉烯酶% 它们对克拉维酸

和他唑巴坦的抑制作用的敏感性是可变的#但都可

被新型
!

-内酰胺酶抑制剂包括阿维巴坦&瑞来巴坦

"RN1NO/9S/.$和维博巴坦"X/O:RO/9S/.$所抑制(*#))

%

在(C-DE中经常观察到的各种重要的
!

-内酰胺酶

(例如,@_G;"A,F&@>]&(Aa-F$和DE()都属于这

类
!

-内酰胺酶% A,F型
!

-内酰胺酶能够水解早期

头孢菌素和青霉素#在肺炎克雷伯菌中比较常见%

@>]-$ 具有与 A,F-$ 相似的底物和抑制谱#几乎普

遍存在于肺炎克雷伯菌中($#)

% 因为抗生素的选择

压力及耐药基因在各个细菌之间进行转移#A,F和

@>]酶的基因均已发生相当多的突变#这导致这两

种酶类型的高度多样性#也增加抗生素的耐药范

围(*#$#)

% 目前已有报道 @>]-$和 @>]-$$的大量产生

降低了哌拉西林-他唑巴坦的有效性($$)

% 包括(Aa-F

在内的其他?类 ,@_G;"E,C酶& ,̀@ 酶和 ],_酶

等$目前已在包括肺炎克雷伯菌&鲍曼不动杆菌&肠

杆菌在内的肠杆菌病原体中得到鉴定($"#$7)

% 大多

数?类,@_G;仍然对克拉维酸敏感% 但仍然有部

分?类,@_G;"如A,F-7#&@>]-$# 和A,F-<#$表现

出对各种
!

-内酰胺酶抑制剂的敏感度降低($=)

% 产

碳青霉烯酶"如DE(酶$的肺炎克雷伯菌早有报道#

而且是引起(C-DE的重要原因#如DE(-$ 可导致对

亚胺培南&美罗培南&阿莫西林-克拉维酸&哌拉西林-

他唑巴坦&头孢他啶&氨曲南和头孢曲松的耐药($<)

%

DE(酶的编码基因通常位于转座子AM==#$ 内#允许

其在其他革兰阴性菌中传播($6)

% 虽然在含有 DE(

丝氨酸碳青霉烯酶的肺炎克雷伯菌中发现
!

-内酰

胺酶抑制剂的抑制物#但产DE(酶的感染仍然可以

成功地用各种新的
!

-内酰胺-

!

-内酰胺酶抑制剂组

合所治疗#包括亚胺培南-瑞来巴坦&美罗培南-维博

巴坦和头孢他啶-阿维巴坦($*)

% 但不幸的是#目前

已有关于产DE(酶的肺炎克雷伯菌对头孢他啶-阿

维巴坦耐药的报道($%#$))

% ?.O1NR_类
!

-内酰胺酶

代表了另一组临床上重要的酶% 因其活性位点上需

要锌离子#故而也称为 F_G;% F_G;能水解大多数

!

-内酰胺#包括青霉素类&头孢菌素类&碳青霉烯类

和
!

-内酰胺酶抑制剂#但氨曲南除外#其可被乙二

**<"*
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胺四乙酸,HA?抑制(*#"##"$)

% 由于重要的F_G;"如

BFE&]BF和\HF家族的F_G;$都可被整合到可移

动基因元件中#而伴随着这些可移动基因元件在细

菌之间的转移#碳青霉烯酶的氨基酸发生取代#产生

碳青霉烯酶的不同变体% 这导致碳青霉烯酶的活性

及其对碳青霉烯类抗生素的亲和力发生变化#所以

对 F_G;需要引起特别的关注(""#"7)

% ?.O1NRH类

!

-内酰胺酶主要由苯唑西林水解酶":Z/90110M T4JR:-

1/;N#Ia?$组成#能水解具有,@_G;样底物特性的苯

唑西林及其衍生物#几乎所有Ia?酶#除了Ia?-$%#

都对
!

-内酰胺酶抑制剂耐药(*#"=)

% 肺炎克雷伯菌可通

过携带有Ia?-=%基因的质粒来表达获得Ia?-=%

("<)

%

同时这些质粒中也编码了其他,@_G;#如(Aa-F#从而

使肺炎克雷伯菌对大多数
!

-内酰胺类抗生素耐药("6)

%

表 $!

!

-内酰胺酶分类

_Q;T-[/9:O4

分类系统
主要
亚组

?.O1NR

分类系统
主要特性

$ 组头孢菌素酶
(类

"?.P (酶$

通常编码在染色
体上#对除碳青
霉烯类抗生素以
外的所有

!

-内酰
胺类抗生素耐
药#不可被克拉
维酸抑制

" 组青霉素酶 "/

?类
"丝氨酸

!

-内酰胺酶$

葡萄球菌青霉素酶

"O ?类
广谱'A,F-$#A,F-"

和 @>]-$

"ON ?类
超广谱'A,F和
@>]变异体

"OR ?类 BCA

!

-内酰胺酶

"9 ?类 可水解羧苄青霉素

"N ?类
头孢菌素酶#可被
克拉维酸抑制

"W ?类
碳青霉烯酶#可
被克拉维酸抑制

"J

H类
"Ia?$

苯唑西林水解酶

7 组F_G; 7/

_类
"金属酶$

锌离子依赖性的
碳青霉烯酶#不
降解氨曲南

7O _类

79 _类

= 组 未分类 多种酶

:>?6孔蛋白6外膜蛋白通道"孔蛋白$的数量及功

能的改变也是碳青霉烯类耐药的重要机制% (C-DE

中经常观察到主要外膜蛋白I.PD76 和I.PD7< 的

改变("*)

% 这些改变可能在治疗过程中出现#增强了

其他抵抗机制的影响#如降解酶% 在治疗莫西沙星

敏感的肺炎克雷伯菌感染时#发生了 I.PD76 的缺

失及?.P (

!

-内酰胺酶的表达("%)

% 也有报道(")#7#)

称肺炎克雷伯菌孔蛋白突变确实降低了肺炎克雷伯

菌对碳青霉烯的敏感性#但不赋予其临床耐药性#需

要
!

-内酰胺酶% 荚膜的生成似乎也和孔蛋白的生

成有着一些联系% DXR?是一种控制荚膜产生的转

录抑制因子% 目前已有报道证明 DXR?的缺失降低

了I.PD7< 和I.PD76 孔蛋白的产生#从而降低了

产DE(-7 的肺炎克雷伯菌对美罗培南-维博巴坦的

敏感性(7$)

%

:>@6外排泵6外排泵能够主动将药物挤出细胞#其

编码基因可以位于染色体上或可移动基因元件内%

已经被鉴定的外排泵有 6 个主要家族!C\H家族&

F'@家族&F?A,家族&@FC家族&?_(家族和E?(,

家族(7" 7̂=)

% 大多数外排泵是多药转运体#能有效地

泵出多种抗生素#从而导致多药耐药性% 其中 C\H

家族外排泵在革兰阴性菌中是特别值得关注的% 这

种类型的外排泵可以排出各种抗生素和结构上不相

关的分子% ?9R?_-A:1(是典型的属于 C\H超家族

的多药外排泵#通常是染色体编码的#但也可以通过

质粒获得% 在肺炎克雷伯菌中 ?9R?_-A:1(的过量

生产是多重耐药的重要特点#当其缺失时#多种药物

的耐药性也降低数倍(7<#76)

% 而且在含有碳青霉烯

酶的肺炎克雷伯菌中#?9R?_突变表达与
!

-内酰胺

酶活性会产生协同效应#导致高水平的碳青霉烯类

耐药性(7*)

%

?6常用的分子生物学检测技术

目前#临床上检测(C-DE的方法仍然是以培养

作为鉴定的金标准#但由于培养所需的时间较长#会

导致临床错过最佳的治疗时间#降低了临床患者的

生存率% 分子生物学检测方法由于其灵敏&快速的

特点可大大弥补培养导致的延误% 以下简要介绍几

种分子生物学检测(C-DE的技术%

?>:6聚合酶链反应"P:14.NR/;N9T/0M RN/9S0:M#E(C$

类技术!目前应用于检测的常用E(C的方法主要有

普通E(C&实时定量 E(C及多重 E(C#可用于检测

DE(;&\HF;&BFE;&]BF;与 Ia?-=% 等碳青酶烯类

耐药基因% 普通E(C及实时定量 E(C无论是临床

还是其他地方#早已被广泛接受% 而多重E(C#相比

于普通E(C及实时定量E(C#其能够同时检测多个

基因的特点#曾引起广泛关注#但其受到引物及靶标

设计等诸多因素影响#限制了其发展(7% =̂$)

% 赛沛公

司的 ǸMNaPNRS分子诊断系统推出的 aPNRS(/RO/-C

检测试验盒与生物梅立埃公司的 '01.?RR/4的多重

E(C分子诊断系统#可在大约 $ T 内直接从标本或

*%<"*

(T0MN;N[:QRM/1:W\NY(10M09/1FNJ090MN#F/R9T "#"$#]:1Q.N$=#\Q.ONR7!!



纯菌落中定性检测和区分常见碳青霉烯酶基因"如

O1/

DE(

&O1/

\HF

&O1/

]BF

&O1/

Ia?-=%

和 O1/

BFE

$#其灵敏度和

特异度均较高(=" =̂=)

% E(C类技术最大的优点是快

速&灵敏#但缺陷也相当明显#只能用来检测有限的

已知的基因#不能发现新的相关基因%

?>?6基质辅助激光解吸电离-飞行时间质谱"./SR0Z-

/;;0;SNJ 1/;NRJN;:RPS0:M 0:M03/S0:M-S0.N-:W-W10UTS./;;;PN9-

SR:.NSR4#F?GHB-AI'F@$检测技术!F?GHB-AI'F@

的原理是用激光照射样品与基质形成的共结晶薄

膜#使生物分子电离#然后在电场作用下飞过飞行管

道#检测到达检测器的飞行时间来测定离子的质荷

比"FKb$% 目前#已广泛应用于微生物的鉴定%

F?GHB-AI'F@检测耐药主要通过检测细菌产生的

酶#灭活抗生素产生的物质或者耐药细菌特有的物

质等(=<)

% 相比于改良的>:JUN实验&脉冲场凝胶电

泳等技术#其用时大幅度缩短#灵敏度及特异度均较

高(=<#=6)

% 但其缺陷是目前还不能够准确地报告最

低抑菌浓度(=*)

% F?GHB-AI'F@ 目前已在各个实

验室得到应用#未来使用 F?GHB-AI'F@ 来检测

(C-DE的方法可能会应用于临床%

?>@6测序技术6目前应用最广泛的就是全基因组

测序"YT:1NUNM:.N;NVQNM90MU#c @̀$% 基因组包含

了细菌的全部遗传信息#进行c @̀可以明确细菌的

具体耐药基因#预测细菌的耐药情况#发掘潜在未知

的耐药机制(=%)

% 但是 c @̀ 的缺陷也非常明显#其

成本高#用时长等% 所以目前尚未应用于临床的检

测#仅用于科研工作% 近年来 \/M:P:RN测序技术用

于耐药菌的检测#因其灵敏度高&用时短&成本低等

优点#\/M:P:RN技术也引起了关注(=))

%

?>A6环介导等温扩增"1::P-.NJ0/SNJ 0;:STNR./1/.P10-

W09/S0:M#G?FE$技术!G?FE技术是一种新型的核

酸扩增方法#其特点是针对靶基因的 6 个区域设计

= 种特异引物#在 H\?聚合酶的作用下#6# 6̂< d

恒温扩增#$ T 左右即可完成核酸扩增#效率可达

$#

) $̂#个数量级#具有操作简单&特异性强&产物易检

测等优点(<#)

% 检测可以在水浴或加热块中进行(<$)

%

相比于E(C#G?FE检测产 DE(酶的肺炎克雷伯菌

的灵敏度&特异度更高而且更快(<")

% 但目前 G?FE

技术远没有E(C技术成熟#这可能是限制其应用于

临床的重要因素之一%

@6小结

碳青霉烯类抗生素一直是治疗肠杆菌属"如肺

炎克雷伯菌$引起的严重感染的最主要的药物% 但

近年来#碳青霉烯类抗生素的滥用造成了选择压力#

导致耐药基因突变或传播% 肺炎克雷伯菌通过
!

-

内酰胺酶&孔蛋白的改变和外排泵活性的增加获得

高水平的耐药性% 这强调了在治疗过程中需要正确

使用碳青霉烯类抗生素% 本文仅简要对肺炎克雷伯

菌的碳青霉烯类抗生素的耐药机制进行了总结% 其

中一部分耐药基因可以编码到可移动遗传元件上#

而这些移动元件上同时又编码了其他的毒力及耐药

基因#这就导致高毒力高耐药的肺炎克雷伯菌的出

现(<7#<=)

% 但目前对于 (C-DE的诊断还仍然以培养

作为金标准#报告周期较长#不能及时指导临床合理

正确地用药% 虽然目前已经有多种分子生物学检测

技术如 E(C&F?GHB-AI'F@&测序和 G?FE等技

术#但由于诸如设计&成本等多种原因#大部分目前

尚未应用于临床#使得报告周期没有明显缩短% 所

以了解(C-DE的耐药机制#改进检测方法#便于临

床尽早作出报告#有助于对其进行预防及控制#防止

其进一步进化%
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