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胶体金免疫层析法在碳青霉烯酶 
快速分型中的临床应用 
 

萨磊，马立艳 

 

近年来，随着人口老龄化、抗菌药物的广泛使用、侵入

性操作技术的发展等，多重耐药细菌的检出率呈明显上升 

趋势[1]。碳青霉烯类抗菌药物是治疗多重耐药肠杆菌目细 

菌的主要药物，但是在抗生素选择压力下，2019 年全国三

级医院耐碳青霉烯肠杆菌目细菌（ carbapenem-resistant 

Enterobacterales，CRE）的分离率已达到 10% ~ 30%，使临 

床治疗选药困难重重，患者死亡率明显上升[2]。产生 A 类

丝氨酸酶（KPC）、B 类金属酶（VIM、IMP、NDM）或 

D 类 OXA-48 型碳青霉烯酶是肠杆菌目细菌对碳青霉烯

类药物最常见的耐药机制，而酶型的不同直接影响临床的抗

感染用药、患者的疗效和预后[3]。根据 CLSI M100 S30 文

件，临床实验室检测碳青霉烯酶酶型主要采用改良碳青霉烯

酶灭活试验（mCIM）和 EDTA 介导的碳青霉烯酶灭活试

验（eCIM）联合检测方法，但该方法需要对分纯菌株过夜

孵育，仅可区分 A 类丝氨酸酶和 B 类金属酶。实验室条

件允许时，也可采用分子生物学方法，但 PCR 检测需要配

备专门的实验仪器，工作人员需要获得检测资质，单个检测

成本较高，并未在临床实验室得到常规开展。因此，在临床

治疗选药和感控工作的迫切需求下，可同时快速进行碳青霉

烯酶（KPC、OXA-48、VIM、IMP、NDM）分型的胶体金

免疫层析法得以研发[4]。 

本研究选取对碳青霉烯类药物耐药（CRE）和敏感的肠

杆菌目细菌（ carbapenem-susceptible Enterobacterales ，

CSE），以 PCR 耐药基因分型和测序为金标准，采用胶体

金免疫层析法检测碳青霉烯酶酶型，评估其在临床中的应用

价值。 

 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株来源  收集 2020 年 3 月 – 9 月首都医科大

学附属北京友谊医院微生物室分离保存的对亚胺培南、厄他

培南或美罗培南耐药的肠杆菌目细菌，仅保留同一患者同一

部位分离的第一株细菌。A 类丝氨酸酶阳性对照菌株为肺

炎克雷伯菌 ATCC BAA-1705，B 类金属酶阳性对照菌株和 

D 类 OXA-48 型阳性对照菌株为本室保存菌株，经测序证

实。阴性对照菌株为大肠埃希菌 ATCC25922 和 30 株碳青

霉烯类敏感肠杆菌目细菌。 

1.1.2  主要仪器和试剂  VITEK-MS 基质辅助激光解析

电离飞行时间质谱仪、基质液 CHCA、VITEK 2- Compact 

全自动微生物分析系统、VITEK 2 药敏卡均为法国生物梅

里埃公司产品；哥伦比亚血琼脂培养基和 MH 琼脂培养基

购自赛默飞世尔生物化学制品有限公司；亚胺培南、美罗培

南和厄他培南 E-test 条购自安图生物工程股份有限公司；

碳青霉烯酶检测试剂盒和胶体金免疫层析法购自长沙中生

众捷生物技术有限公司；DNA 提取试剂盒购自天根生化科

技（北京）有限公司；PCR Master Mix 试剂盒购自生工生

物工程（上海）股份有限公司；ABI7500 PCR 仪购自美国

应用生物公司。 

1.1.3  碳青霉烯酶基因引物序列[5]  包括 A 类丝氨酸酶 

KPC，B 类金属酶 NDM、VIM 和 IMP，D 类酶 OXA-48，

由生工生物工程（上海）股份有限公司合成，具体引物序列

见表 1。 

 

表 1  碳青霉烯酶基因引物序列及片段长度 

目的基因 引物序列 长度（bp） 

blaNDM F：GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 

R：CGGAATGGCTCATCACGATC 

621 

blaKPC F：CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG 

R：CTTGTCATCCTTGTTAGGCG 

798 

blaVIM F：GATGGTGTTTGGTCGCATA 

R：CGAATGCGCAGCACCAG 

390 

blaOXA-48 F：GCGTGGTTAAGGATGAACAC 

R：CATCAAGTTCAACCCAACCG 

438 

blaIMP F：GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC 

R：GGTTTAAYAAAACAACCACC 

232 

 

1.2  方法 

1.2.1  菌种复苏确认  将冻存的菌株进行复苏，35 ℃ 孵

育得到单个纯菌落，MALDI-TOF MS 鉴定确认。应用 

VITEK 2- Compact 全自动微生物分析系统、MH 琼脂培养

基和亚胺培南、美罗培南和厄他培南 E-test 条对 CRE 和 

CSE 菌株进行确认。 

1.2.2  胶体金免疫层析法检测酶型  于试剂盒提供的 EP 

管中加入 5 滴约 150 μl 提取缓冲液，使用 1 μl 接种环取

一环样本置于缓冲液中涡旋振荡混匀 5 ~ 8 s，使用一次 

性移液管吸取混合液于试剂卡上“S”孔位滴入 5 滴（约 

100 μl），15 min 读取结果。 
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1.2.3  PCR 方法检测酶型  采用 PCR 方法检测酶型作

为金标准。使用 TIANamp Bacteria DNA Kit 提取菌株基因

组 DNA，反应条件：95 ℃ 5 min；95 ℃ 30 s，52 ℃ 40 s，

72 ℃ 50 s，30 个循环；72 ℃ 5 min。阳性产物送生工生物

工程（上海）股份有限公司进行测序确认。 

1.2.4  数据分析  以 PCR 方法酶型检测结果为对照，比

较胶体金免疫层析法检测酶型结果的敏感性和特异性。 

 

2  结果 

共收集到 81 株肠杆菌目细菌，包括 51 株 CRE 和 

30 株 CSE。51 株 CRE 菌株中 39 株为产碳青霉烯酶肠

杆菌目细菌（carbapenemase-producing Enterobacterales，

CPE），包括大肠埃希菌 7 株，肺炎克雷伯菌 31 株，阴沟

肠杆菌 1 株。30 株 CSE 菌株中包括大肠埃希菌 9 株，

肺炎克雷伯菌 17 株，阴沟肠杆菌 2 株，产酸克雷伯菌 

2 株。对 39 株 CPE 采用胶体金免疫层析法进行酶型检

测，产 KPC 酶 30 株，产 NDM 酶 5 株，产 VIM 酶 

1 株，产 OXA-48 酶 2 株，1 株菌在检测卡上同时出现两

条阳性条带，显示同时检测到 KPC 酶和 NDM 酶（图 1）。

39 株 CPE 菌株 PCR 方法检测酶型结果，产 KPC-2 型酶 

30 株，产 NDM-1 酶 5 株，产 VIM 酶 1 株，产 OXA-48 

酶 2 株，1 株菌同时产 KPC-2 和 NDM-1 酶（图 2）。两

种方法均未检测到 IMP 酶型。所有的 30 株 CSE 菌株 

在胶体金免疫层析法和 PCR 方法检测中酶型均为阴性 

（表 2）。与 PCR 检测结果相比，胶体金免疫层析法实验

结果的敏感性 100%，特异性 100%。 

 

3  讨论 

碳青霉烯酶酶型的快速区分可帮助临床医生对抗生素

的使用作出选择，如果是产 A 型丝氨酸酶的 CPE 菌株所

致感染，头孢他啶-阿维巴坦是不错的选择。如果是产 D 类

金属酶的 CPE 菌株所致感染，则需要根据药敏结果使用黏

菌素或联合使用氨曲南等。因此，每个患者感染 CPE 的酶

型不同，治疗思路上也有很大不同。 

据中国细菌耐药监测网数据，临床分离 CRE 菌株中，

KPC-2 酶型的检出率为 57%（627/1105），NDM 酶型的检

出率为 31%（343/1105）[5-6]。目前，碳青霉烯酶的检测方

法比较有限，CLSI M100 S30 文件推荐使用的 mCIM 方法 

 

 
图 1  胶体金免疫层析法检测结果 

 
       KPC                NDM           OXA-48     VIM   
 21   22   24  25   17   21   23   34   M    M  243   M   235 

图 2  碳青霉烯酶基因 PCR 检测结果 

 

在 CPE 菌株中的检测敏感性达到 93% ~ 100%，特异性达

到 97% ~ 100%[7-8]。mCIM 联合 eCIM 试验的敏感性和特

异性分别为 89.3% 和 98.7%[8]。虽然检测结果能基本满足

临床需求，但该方法需要在获得纯培养菌落后进行过夜孵

育，当抑菌圈直径落在临界值附近时会造成结果判读困难。

作为酶型检测金标准的分子生物学方法虽然可以将酶型进

一步分型，但是对实验室条件和检验人员素质都有一定要

求，而且检测成本高，因此在大多数医院尚未常规开展。 

胶体金免疫层析检测方法是一种基于抗原、抗体免疫反

应的成熟检测技术，随着高灵敏标记物的使用[9]，以及对层

析膜的优化[10]，这项技术在保持原有优点的同时得到进一

步优化和提升。该方法可以简单而快速地对临床常见碳青霉

烯酶进行分型，不需要特殊专业的技术技能，报告时间不超

过 15 min，相比 CLSI 推荐方法检测时间大大缩短。本研 

 

表 2  胶体金免疫层析法和 PCR 快速检测碳青霉烯酶结果 

 菌名 株数 胶体金免疫层析法 PCR 

   NDM KPC VIM OXA-48 NDM + KPC NDM-1 KPC-2 VIM OXA-48 NDM + KPC

肺炎克雷伯菌 31 3 30 1 1 1 3 30 1 1 1 

大肠埃希菌 7 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 

CPE 

阴沟肠杆菌 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 

肺炎克雷伯菌 17 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

大肠埃希菌 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

阴沟肠杆菌 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CSE 

产酸克雷伯菌 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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究中所采用的胶体金免疫层析试剂盒与 NG-Test Carba 5[11]

有所不同，原料来自于法国，检测原理相同，但是在国内生

产，制造成本有所降低。与 Xpert Carba-R 相比，胶体金免

疫层析方法检测的是碳青霉烯酶，并非碳青霉烯酶基因，操

作更为简便，检测时间更短，而且不需要购置昂贵的仪器，

每个测试的检测成本也更低。本研究中，胶体金免疫层析法

对 KPC、NDM、VIM、IMP 和 OXA-48 的检测敏感性和

特异性都达到了 100%，完全能够满足临床治疗选药需求。

不足之处就是对于少见酶型，如 GES、IMI 和 GIM 尚不

能进行检测。 

综上，胶体金免疫层析法在 15 min 内即可区分 3 类 

5 型碳青霉烯酶，操作简单易行，有助于临床选择有效的治

疗方案，降低治疗成本，提高 CRE 感染患者的生存率并改

善预后，减少耐药株在医疗机构内的水平传播。 
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·更正· 

关于《链霉菌 Streptomyces sp. CPCC 204095 产生原黄醇酮 C 的 

固态发酵及制备》一文的更正 
 

我刊 2021 年 8 月第 16 卷第 4 期刘晓岩等的《链霉菌 Streptomyces sp. CPCC 204095 产生原黄醇酮 C 的固态发酵

及制备》一文，基金项目应为“国家重点研发计划（2018YFA0902000）；国家自然科学基金（81903530）；国家微生物资源

基础平台（NIMR-2018-3）”，特此更正。 

 

 

 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (Japan Color 2001 Coated)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
    /Arial-Black
    /Arial-BlackItalic
    /Arial-BoldItalicMT
    /Arial-BoldMT
    /Arial-ItalicMT
    /ArialMT
    /ArialNarrow
    /ArialNarrow-Bold
    /ArialNarrow-BoldItalic
    /ArialNarrow-Italic
    /CenturyGothic
    /CenturyGothic-Bold
    /CenturyGothic-BoldItalic
    /CenturyGothic-Italic
    /CourierNewPS-BoldItalicMT
    /CourierNewPS-BoldMT
    /CourierNewPS-ItalicMT
    /CourierNewPSMT
    /Georgia
    /Georgia-Bold
    /Georgia-BoldItalic
    /Georgia-Italic
    /Impact
    /LucidaConsole
    /Tahoma
    /Tahoma-Bold
    /TimesNewRomanMT-ExtraBold
    /TimesNewRomanPS-BoldItalicMT
    /TimesNewRomanPS-BoldMT
    /TimesNewRomanPS-ItalicMT
    /TimesNewRomanPSMT
    /Trebuchet-BoldItalic
    /TrebuchetMS
    /TrebuchetMS-Bold
    /TrebuchetMS-Italic
    /Verdana
    /Verdana-Bold
    /Verdana-BoldItalic
    /Verdana-Italic
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 150
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<


    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc666e901a554652d965874ef6768467e5770b548c52175370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200036002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>



    /HUN <>
    /ITA (Utilizzare queste impostazioni per creare documenti Adobe PDF adatti per visualizzare e stampare documenti aziendali in modo affidabile. I documenti PDF creati possono essere aperti con Acrobat e Adobe Reader 6.0 e versioni successive.)
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020be44c988b2c8c2a40020bb38c11cb97c0020c548c815c801c73cb85c0020bcf4ace00020c778c1c4d558b2940020b3700020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200036002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken waarmee zakelijke documenten betrouwbaar kunnen worden weergegeven en afgedrukt. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 6.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>


    /SKY <>

    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>

    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents suitable for reliable viewing and printing of business documents.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 6.0 and later.)
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e55464e1a65876863768467e5770b548c62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200036002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 807.874]
>> setpagedevice


