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  细菌耐药(AMR)是全球公共健康领域的重大挑

战,世界卫生组织(WHO)要求各国积极行动,采取系

统性措施遏制 AMR,否则感染性疾病将成为严重威

胁人类健康与生命安全的首要因素。控制 AMR是

医疗机构主要的工作内容之一,是医疗机构质量评价

和评级的指标之一。近年来多重耐药细菌检出率,尤
其是革兰阴性菌的检出率呈快速上升趋势,且革兰阴

性菌中肠杆菌目细菌占比非常高,超过60%[1-2]。肠

杆菌目细菌中应重点关注对第三代头孢菌素或碳青

霉烯类抗菌药物耐药的细菌[3]。碳青霉烯类抗菌药

物具有良好的通透性和光谱抗菌活性,被认为是治疗

肠杆菌目细菌感染的最后一道防线[4]。随着碳青霉

烯类药物的广泛运用,耐碳青霉烯类肠杆菌(CRE)检
出率不断升高。2020年中国细菌耐药监测网(CHIN-
ET)结果显示,肺炎克雷伯菌对美罗培南的耐药率为

24.2%,对亚胺培南的耐药率为23.2%,虽然与2018
年相比呈下降趋势,但是与2005年3.0%和2.9%的

耐药率相比,增长率高达7倍[2]。
 

不恰当的抗感染治

疗会影响患者的治疗结局。根据不同碳青霉烯酶的

特征开展联合药敏试验,有助于精准的抗感染治疗方

案的制订。因此,准确、快速地对CRE产生的碳青霉

烯酶进行检测分型,在抗感染方案的制订、医院感染

防控方面具有重要的价值。碳青霉烯酶酶型/耐药基

因检测的方法按检测的结果分为表型检测和基因型

检测。本文主要介绍可以在2
 

h以内完成碳青霉烯酶

酶型/耐药基因检测的方法。
1 CRE概述

CRE导致的感染病死率高。我国CRE血流感染

30
 

d内的病死率为46.2%[5]。在血液病患者中,CRE
导致的血流感染病死率甚至高达77.3%[6]。编码碳

青霉烯酶的基因通常位于可移动的元件上,如质粒、
整合子、插入序列等,易在细菌间横向传播[7]。CRE
菌株常同时携带其他的耐药基因,导致多重耐药菌

株,甚至全耐药菌株的出现。目前,我国的CRE菌株

主要分离自住院患者,但是该类菌株存在社区播散的

可能性,需要高度重视。CRE的流行病学特征是医院

获得性病原体传播的典型模式。医疗器械的使用、碳
青霉烯酶类抗菌药物的使用、侵入性医疗操作、ICU
入住史等均为医院获得性CRE的风险因素[8]。CRE
定植或感染患者的流动造成了医疗机构的CRE暴

发。对ICU患者进行进入病房前筛查,同时对产碳青

霉烯酶菌株(CPO)检测阳性的患者分区隔离,能够有

效地降低CPO的感染率[9]。在器官移植中,对移植

受者在接受移植或化疗前进行CRE直肠定植筛查,
对供者进行CRE直肠定植筛查,能够有效地降低移

植后CRE的感染率[10]。目前,临床医生只能通过药

敏结果判定肠杆菌目细菌是否为CRE,但不能对其耐

药机制做出判定。
产碳青霉烯酶是肠杆菌目细菌对碳青霉烯类药

物耐药最主要的机制[11],其他耐药机制包括产超广谱

β内酰胺酶(ESBL)和(或)产AmpC酶合并外膜孔蛋

白表达下调或缺失,但占比较低。碳青霉烯酶是一种

能水解碳青霉烯类抗菌药物(如厄他培南、多尼培南、
亚胺培南和美罗培南)的β内酰胺酶。通常情况下,
碳青霉烯酶也可水解β内酰胺类抗菌药物,如青霉素

类、β内酰胺类/酶抑制复合制剂、单酰胺环类和头孢

菌素类等,所以CPO对所有β内酰胺药物均耐药[11]。
根据β内酰胺酶底物谱、抑制剂谱、序列同源性

的不同,建立了两个内酰胺酶分类系统,将其分为

Ambler类(即基于氨基酸序列同源性的A、B、C和D
类)和Bush-Jacoby-Medeiros组(即基于底物和抑制

剂谱的第1、2、3和4组),其中Ambler
 

分子分类方法

更常用。按照
 

Ambler
 

分子分类方法,碳青霉烯酶可

分为A、B、D
 

3类[12]。A类为丝氨酸碳青霉烯酶,B
类为金属β内酰胺酶,D类为丝氨酸碳青霉烯酶。目

前,我国临床分离的CRE菌株产生的碳青霉烯酶以

A类KPC型、B类NDM型和D类OXA-48
 

型为主。
不同种类的抗 菌 药 物 对 不 同 CPO 的 抗 菌 活 性 不
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同[5],如头孢他啶-阿维巴坦对产
 

KPC和OXA-48型

丝氨酸CPO具有高度抗菌活性,但对产金属β内酰

胺酶菌株无抗菌活性[13]。

2 表型检测法

  表型检测法通过对CRE产生的碳青霉烯酶酶型

进行检测,常用的胶体金免疫层析法与基质辅助激光

解析电离飞行时间质谱法(MALDITOF
 

MS)
 

能够在

2
 

h内完成碳青霉烯酶酶型检测。

2.1 胶体金免疫层析法 胶体金免疫层析法是近年

发展起来的一种快速检测CRE中碳青霉烯酶酶型的

方法[14]。该技术体外定性检测培养后可获取细菌标

本产KPC、OXA-48、VIM、IMP和NDM 型碳青霉烯

酶的情况。方法为将待测菌落和提取缓冲液在EP管

中进行混合,混合液加入检测卡的标本孔后,待测菌

落中的KPC、OXA-48、VIM、IMP和NDM 型碳青霉

烯酶与胶体金结合垫上的碳青霉烯酶单克隆抗体反

应,形成相应的“抗原-金标抗体复合物”,在层析作用

下沿着硝酸纤维素膜移动,被固定在检测卡检测线上

的
 

KPC、OXA-48、VIM、IMP和NDM 型碳青霉烯酶

单克隆抗体捕获,形成“抗体-抗原-金标抗体复合物”,
并在测试区相应检测线上出现一条或多条红线。混

合物中多余的金标抗体移至检测卡质控线(C线)被
连接生物素-BSA的羊抗鼠多克隆抗体捕获,形成质

控信号,即在C线上出现一条红线。该方法具有检测

速度快、不需要特殊仪器、结果容易判读的优点。该

技术能够在30
 

min内快速准确地给出
 

KPC、OXA-
48、VIM、IMP

 

和
 

NDM
 

结果,操作方便,结果可靠,同
时能够快速直接检测血培养阳性标本的CPO感染情

况。有助于加速由CPO引起的血流感染的诊断和治

疗。该方法的不足之处为只能检测靶向酶,对某些亚

型及罕见酶型无法检出。

2.2 MALDI-TOF
 

MS MALDI-TOF
 

MS
 

是近年

发展起来的一种微生物种属鉴定技术,该技术具有快

速、准确、成本低的优势。该方法根据不同细菌间质

谱峰强度,通过质谱仪采集待检标本质谱图与数据库

中已知菌种的图谱进行统计学聚类分析,获得鉴定结

果[15]。在碳青霉烯酶酶型检测中,通过待检菌株与碳

青霉烯类抗菌药物(如亚胺培南和美罗培南)共同孵

育,待测菌株如果产碳青霉烯酶,将会水解抗菌药物,
造成抗菌药物的相对分子质量发生变化,随后使用

MALDITOF
 

MS进行抗菌药物的相对分子质量的检

测,间接证明该菌株是否产碳青霉烯酶。该方法操作

方便、通量高、耗时短,而且特异度和灵敏度较高,但
是该方法对实验室的条件要求高,不仅需要质谱仪,
而且不能使用常规的微生物种属鉴定分析软件,需要

专用的分析软件,软件价格昂贵,同时使用的碳青霉

烯类抗菌药物的种类、质量、浓度及培养过程均会影

响检验结果。该方法可以检测目前已知的碳青霉烯

酶,也可检测尚未被发现的碳青霉烯酶,但是无法分

辨碳青霉烯酶的具体类型,而且只能检出产碳青霉烯

酶的耐药菌,可能会造成漏检。

3 基因型检测

  基因型检测方法通过对产碳青霉烯酶的耐药基

因进行检测,如blaKPC、blaNDM、blaIMP、blaVIM、

blaOXA-48耐药基因,常用的方法有多重聚合酶链式

反应(PCR)、环介导恒温扩增技术(LAMP)、实时荧

光PCR一体化平台等。

3.1 多重PCR法 PCR是一项DNA体外合成放大

技术,能够短时间内、特异地扩增任何目的DNA。多

重PCR又称多重引物PCR或复合PCR,与普通PCR
法相比,多重PCR反应体系有两对以上引物,可以同

时扩增多个核酸片段,操作过程与普通PCR相同。
碳青霉烯酶基因检测主要使用多重PCR法,该方法

可以实现同时对多个编码碳青霉烯酶基因进行检测。
多重PCR检测碳青霉烯酶基因时,通过一次扩增多

个常见耐药基因,不仅提高了检测效率,而且降低了

检测成本。同时有研究表明,使用多重PCR可有效

减少非特异性扩增,提高了检测的特异性[16]。多重

PCR能够在2
 

h左右检测出常见的5个编码碳青霉

烯酶的基因,但是对实验室条件、工作人员要求高,不
能检测其他的碳青霉烯酶基因,可能会造成漏检。

3.2 LAMP LAMP是一种新的核酸体外扩增技

术,已广泛用于检测病毒、细菌和寄生虫。该技术可

以在恒温条件下实现核酸的体外扩增[17]。LAMP通

过针对目的基因设计3对特异性引物(FIP和BIP、F3
和B3、LF和LB),65

 

℃扩增30
 

min,通过比色变化观

察放大产物,或通过副产物(焦磷酸镁)浊度的存在目

测放大产物。在碳青霉烯酶基因检测中,LAMP通过

与凝胶电泳、浊度、SYBR
 

green或calcein等方法结合

测量副产物,从而实现碳青霉烯酶基因的检测[18]。

LAMP具有效率高、特异性强、速度快,以及在等温条

件下不需要使用复杂的精密热循环器进行温度循环

等优点,但不能检测碳青霉烯酶基因的变体,在产物

检测方面只有扩增和不扩增两种结果,对靶序列长度

要求高,不能进行长链DNA的扩增。

3.3 实时荧光PCR一体化平台 实时荧光PCR一

体化平台采用PCR
 

技术对主要的碳青霉烯酶基因进

行检测,实现了标本制备、核酸提取和扩增等功能为

一体的自动分析,检测时间一般在1
 

h左右,检测灵敏

度和特异度均在96%以上。平台设计了引物和探针

用于检测与革兰阴性菌对碳青霉烯类药物不敏感有

关的 blaKPC、blaoxa-48、blaIMP、blaNDM、blaVIM
基因序列中的特有序列,以及用于监测目标细菌是否

被正确处理,监测PCR反应中是否存在抑制剂的标
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本处理质控(SPC)是否在控,如 GeneXper、Verigene
和

 

Filmarray等系统[19]。该方法可以直接检测临床

标本,如直肠拭子、肛周拭子、纯菌落,以及经过简单

处理的痰标本,具有检测快速(可直接从标本中检测)
和结果容易判读的优点,但缺点是价格昂贵,需要特

殊的试剂和设备,检测特异性靶基因,若待测基因与

目标基因不同,则呈假阴性结果。这些基因序列的检

出不代表存在活的微生物,不能进行细菌鉴定。该类

试剂盒在国内上市时间较晚,市面上价格较高,而且

需要购买特殊的仪器,可用于对特殊人群,如危重症

患者、移植患者的检测。
4 小  结

  碳青霉烯类抗菌药物的抗菌谱广、抗菌活性强,
对产ESBL肠杆菌科细菌具有很强的抗菌活性,被认

为是治疗肠杆菌目细菌感染的最后一道防线[20]。随

着碳青霉烯类抗菌药物的广泛应用,CRE在全球范围

内的流行播散已成为公共健康领域的重 大 挑 战。
CRE所致感染具有“三高一快”的特点,即高病死率、
高耐药性、高传播性、快速增长。同时碳青霉烯酶耐

药基因可以通过质粒介导,在不同种之间高度传播,
导致医院、社区感染的暴发。国家、地区、医院、人群

及细菌的不同,检出的碳青霉烯酶种类均有差异[21]。
不同种类的抗菌药物对不同CPO抗菌活性不同。有

效而规范的治疗方案是提高CRE感染救治率的关

键[22]。面对这样的“超级细菌”,快速诊断在控制院内

感染方面具有重要意义。在标准预防的基础上,通过

检测对确定或高度疑似多重耐药菌感染患者或定植

患者实施接触隔离措施,可以有效遏制CRE在不同

患者和不同区域间的流行播散。同时,应开展耐药性

监测,定期分析院内CRE检出率变化,为院内感染控

制提供数据和技术支持。因此,快速进行CRE碳青

霉烯酶酶型或耐药基因检测,对于院内感染预防控

制、临床抗感染治疗方案制订、改善患者结局具有重

要的价值。
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  胆固醇是维持细胞结构所必需的基本分子,对各

种正常的生物功能至关重要,其代谢异常除增加肥

胖、心血管疾病等发生风险外,也与肝细胞癌(HCC)
的发生、发展密切相关[1-2]。HCC是最常见的原发性

肝癌类型,与慢性肝病尤其是病毒性肝炎和代谢性脂

肪性肝炎密切相关,是全球第六大常见的癌症,也是

全球癌症死亡的第四大原因[3]。尽管近年来肝癌的

治疗已有所突破,但预后仍较差,治疗效果不理想[4]。
因此,寻找新的生物标志物或进一步开发新的预测模

型对肝癌的预防、治疗及干预具有重要的临床意义。
最近的研究显示胆固醇在HCC的发生、发展、耐药性

及预后判断等方面发挥着重要的作用[5-7]。因此深入

研究胆固醇在肝癌中的作用,并阐明其关键的分子机

制,进而对患者采取有效干预措施,将有可能进一步

提高肝癌的诊治水平及改善患者整体生存预后。本

文对近年来胆固醇在肝癌中的作用机制与潜在的药

物靶点做一综述。
1 胆固醇在肝癌中的作用

1.1 膳食中胆固醇在肝癌中的作用 肝脏是维持体

内胆固醇稳态的主要器官,通过血液循环合成、储存、
摄取和分泌胆固醇。研究表明高胆固醇摄入与肝癌

发生、发展之间存在联系,高膳食胆固醇可促进非酒

精性脂肪性肝炎(NASH),并使小鼠易于罹患NASH
相关的肝癌[8],然而,过量胆固醇摄入引起的肝毒性

和肝癌发生的确切机制仍不清楚。有研究发现给予

转基因丙型肝炎病毒核心基因(HCVcpTg)小鼠高胆

固醇饮食可诱导肝细胞增殖增强,肝内氧化和内质网

应激增强,并且长期食用富含胆固醇的饮食可激活核

转录因子(NF-κB)和p62/Sqstm1-NRF2轴,增强肝

纤维化,从而加速肝癌的发生[9]。因此,丙型肝炎病

毒感染患者应避免高胆固醇饮食,以防止脂肪性肝

炎、肝纤维化和肝癌的发展。此外,ZHANG等[10]研

究发现,高胆固醇膳食可通过诱导小鼠肠道菌群和代

谢物的改变,促进非酒精性脂肪性 HCC(NAFLD-
HCC)的形成,长期高胆固醇膳食引起肠道细菌代谢

产物改变,导致小鼠肝脂肪变性、脂肪性肝炎、肝纤维

化,最终导致NAFLD-HCC。LIANG等[11]也发现在

二乙基亚硝胺处理的小鼠中,胆固醇膳 食 诱 导 的

NASH-HCC细胞比非胆固醇膳食诱导的脂肪变性-
HCC细胞更大、数量更多,与脂肪变性-HCC细胞相

比,NASH-HCC细胞表现出更多的异常基因表达信

号通路和更多的非同义体细胞突变,在高胆固醇膳食

小鼠相关的 NASH-HCC细胞中发现了一些新的异

常基因表达、突变和核心致癌途径,其中包括代谢相

关基因和复发突变基因。这些发现进一步深入了解

了膳食中胆固醇与NASH和NASH-HCC之间的联

系,并提供了潜在的治疗靶点。
1.2 血清胆固醇在肝癌中的作用

1.2.1 血清胆固醇促进肝癌发生 虽然多项研究表

明高胆固醇饮食与肝癌发生呈正相关[9-11],但血清胆

固醇与肝癌风险之间的关系存在争议。韩国一项大

规模研究显示,随着血清胆固醇水平的升高,肝癌的

发病率降低[12]。国内学者温艳等[13]也发现随着总胆

固醇水平的升高,原发性肝癌的发病风险逐渐降低,
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