
的
NR

病毒*单纯疱疹病毒*甲型肝炎病毒*乙型肝炎病毒及丙

型肝炎病毒#其检测灵敏度比常规酶法高)

)81

!

心脏疾病的特征标记物测定
!

心肌损伤常用的标记物有

肌钙蛋白
1

.

肌红蛋白和肌酸激酶)临床上常用同工酶定量测

定)

6F>2E

等+

C

,运用心肌肌钙蛋白$

?1$1

%受体分子#制成了免

疫传感器#可用于临床上早期检测心肌梗死)有文献报道同时

检测了
?1$1

*肌酸激酶同工酶$

![3SR

%和肌红蛋白#相关系

数分别为
?1$1*8@B(

!

*8@C)

(

![3SR*8C(B

!

*8@@@

(肌红蛋

白
*8::,

!

*8@@)

#方法具有很好的相关性#可用于检测临床标

本)

)82

!

其他物质的检测
!

!7T-

技术还可以对其他一些微量物

质进行测定#如细菌*细胞因子*基因*维生素*叶酸*免疫球蛋

白及酶等)

UFE$

等+

@

,检测食物中的盐曲霉毒素
R

'

)

7&

等+

'*

,

检测了
Q-4-

病中的核抗蛋白)

6E%

=

F

G

>E

等+

''

,检测血清中

地高辛的含量)此方法很好的排除了检测过程中丹参的影响#

体现了方法的特异性)

.

!

结
!!

论

现已有全自动化学发光免疫分析仪应用于临床疾病的诊

断和治疗中#不但对检测者无害#而且试剂稳定全自动分析#

)*

J&$

内就可以得出精确的结果)

!7T-

将会成为常规实验诊断

的重要手段#为临床提供重要的诊断依据)

进口
!7T-

自动化系统各型号已占领国内部分市场#主要

用于大量常规标本的检测#全封闭式仪器需与其匹配的试剂盒

使用)近年来#国外仪器商热点已转向开发型自动发光测量仪

器的研制)国内在仪器制造和试剂盒的生产#和国外相比有一

定的差异)自动化系统的研制为国外专利#现阶段国内厂家重

点应放在现有自动测量仪器质量的提高上#完善数据处理功

能#研制出高质量的试剂盒)这方面的工作目前国内已取得初

步成果)展望未来#小型智能化
!7T-

仪器随着我国高新精密

仪器制造业技术的进步#微型自动化
!7T-

系统的研制将取得

进展#

!7T-

检测技术的应用必将迎来新的曙光)
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革兰阴性杆菌
',Q24X-

甲基化酶耐药研究进展

何
!

龙'综述!杨启文)审校"

'8

浙江省温州医学院附属温岭医院微生物实验室!浙江温岭
!

(':B**

%

)8

北京协和医院微生物实验室!北京
!

'**:(**

#

!!

"关键词#氨基糖苷类%

!

革兰阴性杆菌%

!

',Q24X-

%

!

耐药

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$/&%1&%'(

文献标志码$

-

文章编号$

',:)3@ABB

"

)*')

#

*A3*AB,3*A

!!

氨基糖苷类抗生素通过作用于细菌核糖体
(*Q

亚基的

',Q24X-

高度保守的
-

位点#干扰细菌蛋白质的合成#从而

引起细菌死亡)氨基糖苷类抗生素具有杀菌作用#抗菌谱广#

较长抗生素后效应等特点#而且还与其他抗菌药物有协同作

-

,BA

-

检验医学与临床
)*')

年
)

月第
@

卷第
A

期
!

7EMS#H!;&$

!

.#M2FE2

+

)*')

!

W<;8@

!

X<8A



用#目前是治疗革兰阴性*阳性菌感染的重要药物#尤其是耐多

药革兰阴性菌感染常用的联合治疗药物+

'

,

)随着临床广泛的

应用#在抗生素的选择性压力下#氨基糖苷类耐药菌株不断被

分离出来#近年来发现质粒介导的
',Q24X-

甲基化酶#该酶

能够保护细菌的
(*Q

核糖体的
',Q24X-

不与氨基糖苷类药

物结合#造成对包括阿贝卡星在内的所有氨基糖苷类药物耐

药#且为高水平耐药#可在人和动物的致病菌间传播+

)

,

)本文

对该酶所致的耐药机制*分类*基因背景及流行病学特征等方

面进行以下报道)

$

!

$)Q24X-

甲基化酶的发现

',Q24X-

原本是抗生素产生菌$如链霉菌属和小单胞菌

属%为免于被自身产生的抗生素杀灭#在
Q3

腺苷甲硫氨酸协同

下对
24X-

的转录后甲基化#是一种自我保护机制#曾被认为

没有临床意义+

(

,

)

)**)

年日本在对来自
'@@:

年
'

株铜绿假

单胞菌分离中发现其对临床所使用的所有氨基糖苷类抗生素

均高度耐药#包括阿米卡星和阿贝卡星#而介导这种耐药是一

种
',Q24X-

甲基化酶
2J>-

+

)

,

#同时发现该酶编码的基因和

超广谱
$

内酰胺酶
!1g3S3(

编码基因位于同一结合质粒

上+

A

,

)此后#不断有新的
',Q24X-

甲基化酶被发现)

)**(

年#

"E;&JE$H

等+

A

,从泌尿系统分离的多重耐药肺炎

克雷伯菌中发现
',Q24X-

甲基化酶
E2J-

#该菌对
A

#

,3

二取

代脱氧链霉胺类$其中包括卡拉霉素和庆大霉素%耐药#对安普

霉素*巴龙霉素*链霉素敏感)同年#

c<O<

+

EJE

等+

)

,从铜绿假

单胞菌
-43)

中发现了
',Q24X-

甲基化酶
2J>-

#该菌对庆大

霉素组$庆大霉素*奈替米星*异帕米星*西索米星%*卡那霉素

组$包括阿贝卡星*阿米卡星*地贝卡星*卡那霉素*妥布霉素%

及新霉素高水平耐药+最小抑制浓度$

J&$&JFJ&$0&M&><2

+

?<$3

?#$>2E>&<$

#

ST!

%

#

'*)AJ

=

"

7

,#对链霉素敏感)

)**A

年#

!F$H;&II#

等+

(

,从黏质沙雷菌
Q3@B

中发现了
2J>R

#该菌对庆大

霉素组和卡那霉素组高水平耐药#对新霉素和潮霉素
R

敏感)

)**,

年#

È?0&$<

等+

B

,从奇异变形杆菌中发现
2J>!

#该菌对庆

大霉素组合卡拉霉素组高水平耐药$

ST!

#

'*)AJ

=

"

7

%#但对

新霉素和链霉素敏感)

)**:

年
6&<

等+

,

,从铜绿假单胞菌

/-*@*B

中分类出
2J>6

#该菌对阿贝卡星*阿米卡星*妥布霉

素*庆大霉素的
ST!

值均高于
)B,J

=

"

7

#对安普霉素*新霉素

和链霉素敏感)同年
È?0&$<

等+

B

,在多重耐氨基糖苷类的大

肠埃希菌
-4Q(

中分离出
X

G

J-

#

\

介导卡拉霉素组*庆大霉

素组*新霉素*核糖霉素*阿普霉素*壮观霉素耐药$

ST!

#

)B,

J

=

"

7

%)

)*'*

年
6ED&%

等+

:

,从牛分离出的耐庆大霉素和阿米

卡星的大肠埃希菌中发现了
2J>N

)至此#革兰阴性菌种发现

:

种 基 化 酶 基 因 分 别 为
E2J-

*

2J>-

*

2J>R

*

2J>!

*

2J>6

*

$

G

J-

)

/

!

$)Q24X-

甲基化酶种类及介导的氨基糖苷类耐药机制

氨基糖苷类抗生素通过与原核生物
(*Q

核糖体亚基
',Q

24X-

上
-

位点的一个高度保守基元结合#引起核糖体功能

改变#使细菌蛋白在合成时错误转录并抑制移位)当前所知细

菌对氨基糖苷类抗生素耐药机制主要有
(

种!$

'

%细菌外膜蛋

白通透性改变或细胞内膜转运异常#使药物在体内的蓄积减

少)$

)

%产生氨基糖苷类钝化酶包括氨基糖苷类乙酰转移酶*

磷酸转移酶及核苷转移酶)$

(

%核糖体蛋白或
',Q24X-

突

变#使药物作用靶位改变#药物进入细菌后不能有效地与核糖

体结合而产生耐药)

',Q24X-

甲基化酶使细菌
(*Q

核糖体亚单位中
',Q

24X--

位点的某个或几个碱基甲基化#使氨基糖苷类抗生素

不能与其作用靶点结合#从而导致细菌耐药+

C

,

)根据核糖体的

作用部位氨基糖苷类抗生素可分为
)

类!$

'

%与
-

位点结合的

A

#

,3

二取代脱氧链霉胺类$包括卡那霉素和庆大霉素%*

A

#

B3

二

取代脱氧链霉胺类$包括新霉素*巴龙霉素等%和其他类包括安

普霉素等)$

)

%与非
-

点结合的链霉素和大观霉素)

-2J-

使
(*Q

核糖体的
',Q24X-

核酸
-

位点
"'A*B

上

的
X3:

甲基化#而不是甲基化裸露的
',Q24X-

#

"'A*B

相当

于抗生素产生菌
',Q24X-

甲基化酶
-

=

2

家族的
"2J-

修饰

位点)

"'A*B

上的
X3:

被甲基化后#破坏了
"'A*B

上的
X:

与

A

#

,3

二取代脱氧链霉胺的
(l

氨基形成的氢键#在空间上阻碍

"'A*B

和庆大霉素的结合#同时甲基化给
"'A*B

引入正电荷#

不利于该类药物结合到活性作用位点+

@

,

)对
2J>-

*

2J>R

*

2J>!

*

2J>6

和
2J>N

的甲基化活性研究表明#它们的作用底物

是
(*Q

核糖体#主要作用于
',Q24X-

#但具体的作用位点尚

不清楚#根据药敏试验结果推测#可能也是甲基化
',Q24X-

位点内的
"'A*B

)

X

G

J-

甲基化
(*Q

核糖体的
',Q24X-

核酸
-'A*C

上的

X3'

#而非
B*Q

核糖体及裸露的
',Q24X-

+

B

,

)

-'A*C

上的
X3

'

被甲基化后#同时影响
A

#

,3

二取代脱氧链霉胺和
A

#

B3

二取代

脱氧链霉胺的氢键结合#对多数氨基糖苷类抗生素产生耐药)

这与氨基糖苷类修饰酶的耐药机制不同#修饰酶作用的底物具

有特异性#不会引起泛氨基糖苷类耐药#且多为中等水平耐药)

'

!

$)Q24X-

甲基化酶的传播机制

到目前为止发现的
',Q24X-

甲基化酶基因均位于质粒

上#且对周围
6X-

结构分析显示#该类基因位于
'

类整合子

或转座子中#这些结构与耐药基因的转移*传播有关)该类耐

药基因可以通过质粒的结合转化进行传播和扩散)

)**B

年
"<$LE;#L3L<JR

等分离自西班牙腹泻猪的大肠埃

希菌
SZ4*B*

#发现
E2J-

位于质粒
G

SZ4*B*

上#该质粒属

于质粒
T$?X

不相容群$分离自人的
E2J-

位于
T$?7

"

S

质粒

上%

+

'*

,

)

E2J-

位于复合型转座子上#介导耐药基因在人和动

物分离的肠杆菌间传播)质粒转化后#受体菌也对
A

#

,3

二取代

脱氧链霉素胺类耐药)该质粒上一组负责质粒复制*移动和结

合的基因$如
2#

G

-

*

<2&1

*

>2E

家族%#与来源鼠伤寒沙门菌的
T$3

?X

群不相容性结合性质粒
4A,

同源性
@@V

#表明类
4A,

复制

子是
E2J-

的载体)研究发现#

E2J-

位于复合型转座子

1$'BAC

上#上有为转座酶基因
>$

G

Z

和有
&$>

'

'3E$>(k@3

]

E?N

)'

3%F;'3<2IB'(

组成的
'

类整合子#下游包括转座酶基因

>$

G

6

*大环内酯类磷酸转移酶基因
J

G

0

*大环内酯类外排泵基

因
J#IN

"

J#;

#两侧为两拷贝的插入序列
TQ),

)

E2J-

复合型

转座子在其他细菌中也存在)分离自波兰的弗氏枸橼酸杆菌

G

!1g3S(

也存在类似的复合型转座子结构#其
E$>(o@

上游还

存在
H0I2g

(

基因)分离自法国肺炎克雷伯菌的
E2J-

基因位

于一个
C*OM

有广泛宿主接合性的
T$?7

"

S

型质粒
G

&/;)*A

上#是复合型
E$>>(o@

上游还存在
H0I2g

(

基因转座子
1$;BAC

的一部分#为典型的转座子结构#也包含
'

类整合子#在基因的

两侧也有两个拷贝的插入序列
TQ),

#能一起与
M;E1NS3'

*

M;E!1g3S3(

*

EE?(

*

E$>(o@

*

%F';

和
H0I2g

(

等耐药基因转移给

受体菌+

''

,

)大肠埃希菌也存在相同的遗传环境)最近报道分

离自鸡大肠埃希菌
G

5XN

的
E2J-

#其上游和上述报道相同#

下游为
TQ),

和
>$

G

6

结构#表明
TQ),

和转座酶都参与
E2J-

的

移动传播+

C

,

)最近韩国
[E$

=

等报道
E2J-

位于多个结核性质

粒上#如
T$?7

"

S

*

T$?.TT-%

*

T$?.

*

T$?-

"

!

*

T$?5T)

#并且菌株对

多种抗菌药物耐药)由多种不相容性群的结合性质粒介导
E23

-

:BA

-
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J-

在肠杆菌科细菌间传播可导致多重耐药的产生)刘河冰

和李新生+

')

,在产
',Q24X-

甲基化酶的鸡大肠埃希菌中检测

到
-J

G

!

酶的
!Sc3)

和
65-3'

基因)韩国某学者在
E2J-

阳性的铜绿假单胞菌菌株中分离到携带
M;E

$

TS/3'

%基因+

'(

,

)

/<&2#;

和
Q?02#$L#;

等+

'A

,在分离产
X6S3'

酶的肠杆菌科细菌

中检测到
E2J-

基因)

6&<

等+

,

,报道鲍曼不动杆菌
E2J-

基因

其上游
<2IB'(

编码转座酶基因
>$

G

6

#

E2J-

的遗传环境与肠杆

菌科中复合型转座子
1$'BAC

的遗传环境基本相同#表明

1$'BAC

是革兰阴性菌不同种系间
E2J-

有效的移动载体)

铜绿假单胞菌
-43)

的
2J>-

位于介导汞耐药的转座子

1$B*A'

上#上游是转座酶基因类似序列$序列
'

%和
>4X-

核

糖转移酶基因
<2I-

#下游是类
XE

d

"

5

Y反向转运基因序列$序

列
)

%)后来#

cEJE$#

等+

'B

,发现在铜绿假单胞菌
-4

在
-43''

中
2J>-

上游
<2I-

被截断#由
TQ,'**

取代#下游序列仍为序列

)

#

2J>-

两端均有
<2IU3<2IT

结构)

日本分离的黏质沙雷菌
Q3@B

的
2J>R

基因位于大质粒

G

[4!

上#通过电转化能将其转入受体菌中#

2J>R

基因上游存

在一个
1$(

转座子序列#整个
1$(

转座子包含
M;E1NS3'

基

因*转座酶基因
>$

G

-

和另一个转座酶基因
>$

G

4

#在
1$(

转座

子的上游存在一个
TQ),

的插入序列(在
2J>R

基因下游存在一

个转座酶
>$

G

-

的
TQ),

插入序列#

2J>R

基因存在
)

个插入序

列
TQ),

之间#在转座酶
>$

G

-

基因的下游存在一个编码喹诺酮

类药物外排泵的
]

#

G

-

基因)比利时分离的大肠埃希菌中

2J>R

基因位于
T$?.T

型结合质粒上+

',

,

)韩国
[E$

=

等+

':

,发现

2J>R

位于
T$?.

#

T$?-

"

!

和
T$?;;3':

型接合质粒上)最近#

6&<

等+

'C

,又发现#

2J>R

基因可能会被包含
M;E!1g3S

的质粒捕获

而传播)另外我国从同一头猪分离的大肠埃希菌和阴沟肠杆

菌同时检测出
2J>R

基因#提示该耐药基因可在不同菌种间存

在水平传播+

'@

,

)

奇异变形杆菌
-4Q,C

的
2J>!

位于含转座酶
>$

G

-

的

TQN?

G

T

类似元件的下游)目前#这个基因的转移机制还不明

确)但
2J>!

上游的
TQN?

G

T

类似元件可能与该基因的转移有

关#因为
TQN?

G

T

元件内
>$

G

-

下游的
!1g3S

型
$

3

内酰胺酶基

因在体外通过转座进行转移(铜绿假单胞菌
/-*@*B

的
2J>6

上游为整合子
T$',(

#两侧为
TQ!4'A

元件#下游为
>4X-

核酸

转移酶基因和
1$BB,A

部分结构)肺炎克雷伯菌
4)

中
2J>6

下游为
'

类整合子#两侧为
TQ),

+

)*

,

(目前
2J>N

只在牛源性大

肠埃希菌中发现#尚在研究中(大肠埃希菌
-4Q(

的
$

G

J-

上

游是
(

个开放读码框
<2I(

*

<2IA

及
<2IB

#下游为
<2I:

和
<2IC

#含

含拷贝
TQ),

元件#形成转作单元+

B

,

)

携带
',Q24X-

甲基化酶基因的菌株质粒上有多种耐药

基因的整合子#整合子定位于转座子上#易在不同菌株间快速

传播#因此#整合子在多重耐药的传播流行中扮演着非常重要

的角色)

1

!

$)Q24X-

甲基化酶的检测

利用表型和基因型相结合的方式对介导氨基糖苷类高水

平耐药的
',Q24X-

甲基化酶基因进行检测)阿贝卡星是半

合成的地贝卡星的衍生物#对所有氨基糖苷类修饰酶都稳定#

遇到革兰阴性杆菌对阿米卡星*妥布霉素*庆大霉素其中之一

高水平耐药时#测定阿贝卡星的耐药性是一个简单*高效的筛

选
',Q24X-

甲基化酶的方法)药敏试验结果在阿贝卡星周

围没有抑菌圈或是革兰阴性杆菌对该药的
ST!

*

')C

#

=

"

J7

#

很容易早期测定
',Q24X-

甲基化酶介导的氨基糖苷类的耐

药)利用
',Q24X-

甲基化酶基因特异性引物进行
/!4

扩

增#从基因水平进行测定来进一步确定细菌携带产的
',Q

24X-

甲基化酶基因)

2

!

$)Q24X-

甲基化酶的分布

目前质粒介导的
',Q24X-

甲基化酶呈全球性分布#已经

先后从日本+

A

,

*法国+

)

,

*我国台湾+

)'

,

*西班牙+

))

,

*我国大陆+

)(

,

*

韩国+

':

,

*比利时+

',

,

*澳大利亚+

)A

,

*巴西+

,

,和我国香港+

)B

,等国

家或地区检测到)目前#

',Q24X-

甲基化酶在不同国家*不

同地区分布具有明显差异#北美洲主要以
E2J-

和
2J>R

为主#

欧洲国家主要流行
E2J-

#亚洲国家中日本*我国大陆*韩国*

我国香港和台湾部分地区主要为
2J>R

和
E2J-

#而巴西主要

为
2J>R

)

不同菌种间分布具有明显差异)

',Q24X-

甲基化酶最

初发现于肠杆菌科细菌中+

A

,

#大肠埃希菌携带的种类最多#包

括
E2J-

*

2J>R

*

2J>N

*

$

G

J-

#以
2J>R

多见)肺炎克雷伯菌也

已经检测到
E2J-

*

2J>R

#以
E2J-

多见)铜绿假单胞菌已经检

测到
E2J-

*

2J>R

和
2J>!

#以
2J>R

为主)在鲍曼不动杆菌中

E2J-

是主要基因型#其次是
2J>-

基因)

)

!

我国目前报道
$)Q24X-

甲基化酶的耐药率

在我国台湾
2J>R

基因在阿米卡星耐药大肠埃希菌中的

检测率为
:8'V

#肺炎克雷伯检出率为
@8AV

(

E2J-

基因在阿

米卡星耐药大肠埃希菌中检出率为
A)8@V

#在肺炎克雷伯菌

检出率为
(*8)V

+

)'

,

)

)**:

年#潘韵峰和周华+

),

,调查国内
,

个

省市$北京*上海*重庆*沈阳*广州*浙江%

)B

家医院鲍曼不动

杆菌菌株中#

)(

家检测到
E2J-

基因#阳性率达
A:8:V

)

)*'*

年周颖杰和余慧+

):

,调查上海地区阿米卡星和庆大霉素耐药格

兰阴性杆菌中
@'8BV

被检测出
',Q24X-

甲基化酶基因)

综上所述#

',Q24X-

甲基化酶基因介导对氨基糖苷类抗

生素药物高水平耐药#在人和动物之间交叉耐药#且该系列编

码基因有高度可移动性#可在医院水平和垂直传播#这将使越

来越多的临床分离菌株产生对氨基糖苷类抗生素高水平耐药)

目前#

',Q24X-

甲基化酶基因的检出率很高#且在不同国家

和地区检出率差异很大#在不同种的细菌中的检出率差异很

大#因此有必要进行较大规模的流行病学调查#以明确各地区

',Q24X-

甲基化酶在氨基糖苷类抗生素耐药中的地位和作

用#建立适合临床实验室针对产
',Q24X-

甲基化酶细菌的鉴

定方法#从而指导临床选择合适的抗生素进行治疗)通过对

',Q24X-

甲基化酶基因同源性分析及基因环境的研究#可以

揭示该系列基因的传播机制和途径#这将有助于加强医院内感

染控制#积极探索防止策略以控制耐药过快的上升)
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