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临床克雷伯菌属碳青霉烯酶三种检测方法的实验比较研究
白　倩 1，赵　雅 1,2，王　林 2

（1. 陕西中医药大学，陕西咸阳  712046；2. 西安市第一医院检验科，西安  710002）

摘　要：目的　对聚合式酶链反应（polymerase chain reaction，PCR）、改良碳青霉烯酶灭活试验（modified carbapenem 
inactivation method,mCIM）+ EDTA 碳青霉烯酶灭活试验（EDTA-carbapenem inactivation method, eCIM）和 GeneXpert
三种方法检测碳青霉烯酶的性能进行了比较，为临床选择合适的检测方法提供依据。方法　收集 2019 年 1 月～ 2021 年

5 月临床分离的 43 株碳青霉烯类抗生素耐药及 37 株碳青霉烯类抗生素敏感克雷伯菌属菌株，用 PCR 法和 GeneXpert
试验检测碳青霉烯酶基因，mCIM+ eCIM 试验检测碳青霉烯酶。以 PCR 法为金标准，对三种试验方法检测结果进行

比较。结果　43 株耐碳青霉烯克雷伯菌属经 PCR 扩增检测有 40 株携带碳青霉烯耐药基因，blaKPC 30 株，blaNDM 8 株， 
blaIMP 2 株；37 株碳青霉烯类敏感克雷伯菌属经 PCR 扩增均未检出碳青霉烯酶基因。与 PCR 法结果相比，mCIM+eCIM
试验检测丝氨酸酶及金属酶表型结果敏感度和特异度均为 100%，Kappa 值为 1；GeneXpert 技术敏感度和特异度分别为

94.9%，97.6%，Kappa 值为 0.925。结论　mCIM+ eCIM 试验和 GeneXpert 与 PCR 结果一致程度强，但鉴于临床诊断的

时效性，GeneXpert 技术操作简单，耗时短，结果准确可信且易于判读，对于有条件的医院，可以用于临床微生物实验

室常规开展。
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Abstract: Objective　To provide a basis for clinical selection of appropriate detection methods of carbapenemases, compared 
the difference of three clinical methods, including polymerase chain reaction (PCR), modified carbapenem inactivation method 
(mCIM) + EDTA synergistic carbapenem inactivation method (eCIM) and GeneXpert, and evaluated their performance. Methods　

Collected 43 carbapenem antibiotic-resistant Klebsiella strains and 13 carbapenem antibiotic-sensitive Klebsiella strains were 
collected from January 2019 to May 2021. PCR and GeneXpert test were used to detect carbapenemase gene, and mCIM+eCIM 
test was used to detect carbapenemase. The PCR method was used as the gold standard to compare the detection results of the 
three test methods. Results　40 out of 43 carbapenem-resistant Klebsiella carried carbapenem resistance genes detected by PCR, 
including 30 blaKPC, 8 blaNDM, and 2 blaIMP．None of the 37 carbapenem-sensitive Klebsiella strains detected the carbapenemase 
gene by PCR. The sensitivity and specificity of the serinase and metalloenzyme phenotypes detected by mCIM+eCIM test were 
100%, and the Kappa value was 1. The sensitivity and specificity of GeneXpert technology were 94.9% and 97.6%, respectively, 
and the Kappa value was 0.925. Conclusion　Both the mCIM+ eCIM test and GeneXpert have a strong agreement with PCR 
results. Considering effectiveness, GeneXpert is simple to operate, easy to interpret, time-consuming, accurate, and reliable. It is 
suitable for routine development in clinical microbiology laboratories.
Keywords：carbapenemase；polymerase chain reaction(PCR)；modified carbapenem inactivation method (mCIM)；EDTA-
carbapenem inactivation method(eCIM)；GeneXpert

克雷伯菌属属于肠杆菌科，是导致肺炎、菌血

症、尿路感染以及创口感染的常见医疗相关感染病

原菌，其多重耐药现象是世界公众卫生健康面临的
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紧迫挑战。碳青霉烯类抗生素是治疗多重耐药克雷

伯菌属感染的首选用药，但随着临床上此类抗生素

的不合理使用，碳青霉烯耐药克雷伯菌属所致感染
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不断增多 [1]。我国碳青霉烯耐药机制最常见为产碳

青霉烯酶，主要流行类型为 KPC 型（肺炎克雷伯

氏菌碳青霉烯酶）、NDM 型（新德里金属 β- 内

酰胺酶）、IMP 型（亚胺培南水解 β- 内酰胺酶）

以及 VIM 型（维罗纳整合子编码 β- 内酰胺酶），

第一种属于丝氨酸酶，后三种属于金属酶，分别由

blaKPC，blaNDM，blaIMP 和 blaVIM 基因编码 [2]。碳青霉

烯酶遗传和表型检测的相关研究有助于全球监测碳

青霉烯耐药菌的多样性和流行性，且快速准确地检

测碳青霉烯酶，能够帮助临床及时地制定有效的治

疗方案以及实现对医院内感染的监控 [3]。至今尚无

一种方法能够快速、准确、简便、经济、全面地检

测碳青霉烯酶，本文选取了实验室常见的三种检测

方法，以聚合式酶链反应（polymerase chain reac-
tion, PCR） 法 为 金 标 准， 采 用 改 良 碳 青 霉 烯 酶 
灭活试验（modified carbapenem inactivation method, 
mCIM）+ EDTA 碳青霉烯酶灭活试验（EDTA-car-
bapenem inactivation method, eCIM） 和 GeneXpert
法检测克雷伯菌属碳青霉烯酶或碳青霉烯酶基因，

对这三种测试进行方法学比较，为临床和实验室选

择适合的方法提供参考依据。

1　材料与方法

1.1　菌株来源　收集 2019 年 1 月～ 2021 年 5 月

西安市第一医院及西安交通大学第一附属医院临床

分离出的克雷伯菌属细菌，共计 80 株，碳青霉烯

类耐药菌株 43 株，碳青霉烯类敏感菌株 37 株，剔

除同一病人重复菌株，菌株分离鉴定按《全国临

床检验操作规程》要求执行。质控菌株为大肠埃

希菌（Escherichia Coli）ATCC25922，肺炎克雷伯

菌 ATCC BAA-1705， 肺 炎 克 雷 伯 菌 ATCC BAA-
1706。所有菌株均使用菌株保存管于 -80℃保存。

1.2　仪器与试剂　GeneXpert®Carba-R 全自动病原

体快速检测系统及试剂盒（美国赛沛公司），基质

辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪（德国布鲁克公

司），Vitek 2 Compact 全自动细菌药敏分析仪（法

国生物梅里埃公司），PCR 扩增仪（美国 Bio-Rad
公司），电泳仪（北京六一仪器厂）；胰蛋白胨大

豆肉汤培养基（tryptic soy broth，TSB，海博生物

有限公司），MH 培养基（康泰生物有限公司），

EDTA，细菌 DNA 提取试剂盒及 Taq PCR Mix 预混

液（上海生工生物有限公司）。

1.3　方法

1.3.1　菌株鉴定及药敏实验：将冻存于 -80℃冰箱

菌株恢复至室温，使用接种环接种于血琼脂平板上，

过夜孵育。使用质谱仪进行细菌菌种鉴定，Vitek 2 
Compact 全自动细菌药敏分析仪进行药敏试验。 
1.3.2　PCR 法 检 测 耐 药 基 因： 采 用 细 菌 DNA 提

取试剂盒提取受试菌全基因组 DNA，引物参照文 
献 [4] 设计，交由生工生物有限公司合成，见表 1。

PCR 反应体系共 25μl：DNA 模板 1μl，上、下游

引物各 1μl，Taq PCR Mix 12.5μl，ddH2O 9.5μl。扩

增产物通过 1.5ml/dl 琼脂糖凝胶 60V 电泳 60min，

最终在凝胶成像系统上观察结果。PCR 扩增阳性产

物交由奥科生物有限公司进行双向测序，在 NCBI
数 据 网 上（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.
cgi）进行 blast 序列比对。

表 1　 　碳青霉烯酶耐药基因 PCR 引物序列

基因 序列 5’ → 3’ 长度
（bp）

退火温度
（℃）

blaKPC F:CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG
R:CTTGTCATCCTTGTTAGGCG

798 55

blaNDM F:GGTTTGGCGATCTGGTTTTC
R:CGGAATGGCTCATCACGATC

621 58

blaIMP F:GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC
R:GGTTTAAYAAAACAACCACC

232 55

blaVIM F:GATGGTGTTTGGTCGCATA
R:CGAATGCGCAGCACCAG

390 58

blaOXA-48 F:GCGTGGTTAAGGATGAACAC
R:CATCAAGTTCAACCCAACCG

438 58

1.3.3　mCIM+ eCIM 试验检测耐药表型 : 将冻存的

菌株复苏接种于血琼脂平板上，过夜孵育。每个样

本取 1μl 纯菌落分别加入装有 2ml TSB 肉汤（mCIM
试验）和含 20μl 0.5mol/L EDTA 的 2ml TSB 肉汤

（eCIM 试验）的试管中，漩涡震荡混匀。每个试管

加入 10μg 美罗培南药敏纸片，确保肉汤浸没纸片，

37℃空气孵育 4h。使用大肠埃希菌 ATCC 25922 与

生理盐水配置 0.5 麦氏浓度单位（1×108CFU/ml）
的菌悬液，将菌悬液均匀涂布于 MH 平板上。将

TSB 肉汤中的美罗培南纸片用无菌棉签挤出多余水

分，贴于已涂布有大肠埃希菌 ATCC 25922 的 MH
平板上。倒置平板，37℃空气孵育 18~24h。结果判断：

mCIM 试验阳性：美罗培南抑菌圈直径 6~15mm 或

直 径 16~18mm，但 抑菌圈内有散在菌落。mCIM
阴性：抑菌圈直径≥ 19mm。eCIM 试验阳性：与

mCIM 结果相比，抑菌圈直径之差≥ 5mm，则判

定为产金属酶类碳青霉烯酶。eCIM 试验阴性：与

mCIM 结果相比，抑菌圈直径之差≤ 4mm，则判定

为产丝氨酸类碳青霉烯酶（mCIM 试验阴性则不对

eCIM 试验结果进行解释）。

1.3.4　GeneXpert 检 测 耐 药 基 因 : 使 用 一 次 性

接 种 环 挑 取 受 试 菌 单 个 菌 落， 用 生 理 盐 水 配 置

成 0.5 麦 氏 浓 度 单 位 菌 悬 液， 取 10μl 菌 悬 液 加

入 样 本 试 剂 内， 漩 涡 震 荡 混 匀 后 取 1.7ml 混 合

液 加 入 GeneXpert®Carba-R 检 测 试 剂 盒， 使 用

GeneXpert®Carba-R 检 测 系 统 对 blaKPC，blaNDM，
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blaIMP，blaVIM，blaOXA-48 耐药基因进行检测。

1.4　统计学分析　采用 WHONET5.6 软件对受试

菌分布及耐药情况进行统计分析。采用 SPSS 25.0
软件进行统计学分析，计数资料比较采用卡方检验。

以 PCR 检测耐药基因为金标准，计算 mCIM+eCIM
试验和 GeneXpert 的灵敏度、特异度、阳性预测值、

阴性预测值。Kappa 值＞ 0.75（P ＜ 0.05）说明一

致性较好。

2　结果

2.1　PCR 耐碳青霉烯酶基因检出结果　经 PCR 扩

增测序后，43 株碳青霉烯耐药克雷伯菌属中，40
株携带耐药基因，3 株未检出耐药基因。在 NCBI
数据库进行 blast 比对，blaKPC-2 有 30 株，blaNDM-5
有 4 株，blaNDM-1 有 4 株，blaIMP-4 有 2 株。主要检

出为 blaKPC-2。部分 PCR 碳青霉烯酶基因扩增阳性

结果见图 1。37 株碳青霉烯类敏感克雷伯菌属均未

检出耐药基因。

注：M 为 DNA Marker； 20，21，24，27，29，31 为 blaKPC；

28，32 为 blaNDM； 22，26 为 blaIMP。

图 1　耐碳青霉烯类克雷伯菌属细菌 blaKPC，blaNDM，
blaIMP 基因 PCR 扩增产物电泳图

2.2　mCIM 和 eCIM 试验结果　见表 2。40 株碳

青霉烯酶基因阳性受试菌中 mCIM 试验阳性 40

株，eCIM 试 验 阴 性（ 丝 氨 酸 酶 阳 性）30 株，

eCIM 试验阳性（金属酶阳性）10 株。3 株未检出

碳青霉烯酶基因的耐碳青霉烯克雷伯菌属 mCIM
试验均为阴性。37 株碳青霉烯酶敏感克雷伯菌属

mCIM 试验均为阴性。

2.3　GeneXpert 检 测 结 果　 见 表 2。40 株 碳 青

霉烯酶耐药基因阳性受试菌中 GeneXpert 共计检

出 38 株携带碳青霉烯酶基因，分别为 27 株携带

blaKPC，8 株携带 blaNDM，2 株携带 blaIMP，1 株携带

blaKPC+blaNDM。3 株未检出碳青霉烯酶基因的耐碳青

霉烯克雷伯菌属 GeneXpert 检测结果均为阴性。37
株碳青霉烯酶敏感克雷伯菌属 GeneXpert 检测均为

阴性。

2.4　三种方法检测碳青霉烯酶差异及方法学比较　以

PCR 法为金标准，mCIM+eCIM 试验检测丝氨酸酶

及金属酶表型结果灵敏度、特异度以及阴、阳性

预测值均为 100%，一致率 100%，Kapaa 值为 1。

GeneXpert 检测敏感度为 94.9%，特异度为 97.6%，

阳性预测值为 97.4%，阴性预测值为 95.2%，一致

率 96.3%  Kappa 值为 0.925。三种方法检测碳青霉

烯酶差异及各自优缺点见表 3。
表 2　　　　　三种检测方法结果比较

PCR 法 株数
mCIM+eCIM 试验 GeneXpert

酶类型 株数 基因型 株数

blaKPC 30 丝氨酸酶 30 blaKPC 27

blaNDM 8
金属酶 10

blaNDM 8

blaIMP 2 blaIMP 2

blaKPC+blaNDM 1

阴性 40 阴性 40 阴性 42

表 3 　                　　　　　　　　　　　　 三种检测方法特点比较

类   别 PCR 法 mCIM+ eCIM 试验 GeneXpert

原理 聚合式酶链反应 碳青霉烯类灭活法 实时荧光定量 PCR

检测结果覆盖 全部基因型 全部碳青霉烯酶 blaKPC，blaNDM，blaIMP，blaVIM，blaOXA-48

样本处理 DNA 0.5 麦氏单位菌悬液 0.5 麦氏单位菌悬液

时间 3.5h 22 ～ 28h 1h

结果判读 人工读取特定条带 人工量取抑菌环直径 仪器自动读取结果

优点 金标准 操作简单、成本低，结果准确 操作简单、耗时短、准确率高

缺点 耗时长、效率低、产物易污染 耗时长，无法区别具体的耐药基因 成本较高

2.5　碳青霉烯耐药克雷伯菌属细菌药敏结果分析　

43 株耐碳青霉烯克雷伯菌属细菌中检出携带碳青霉

烯酶基因的有 40 株，其余三株为非产碳青霉烯酶

机制导致的碳青霉烯耐药。43 株耐药菌对亚胺培南、

美罗培南的耐药率分别为 97.7%（42/43）和 100%
（43/43），呈现高度耐药现象，未有对多黏菌素耐

药菌株检出。三种不同基因型药敏实验结果见表 4，

对 blaKPC 及 blaNDM 两种基因型进行耐药率比较分析，

结果显示 blaKPC 对阿米卡星的耐药率高于 blaNDM（P
＜ 0.05），blaNDM 对米诺环素耐药率明显高于 blaKPC（P
＜ 0.05）。
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表 4　      　 43 株碳青霉烯耐药克雷伯菌属常用

　　　　   　　 　 抗生素耐药率（%）

抗生素
blaKPC

（n=30）
blaNDM

（n=8）
blaIMP

（n=2）
非产酶耐药菌株 

（n=3）

妥布霉素 90 75 0 33.3

头孢吡肟 96.7 100 100 100

美罗培南 100 100 100 100

亚胺培南 100 100 100 66.7

阿米卡星 96.7 50 0 33.3

环丙沙星 96.7 100 100 100

左旋氧氟沙星 93.3 100 0 100

复方新诺明 40 62.5 0 100

头孢他啶 96.7 100 100 100

氨曲南 96.7 87.5 100 100

头孢哌酮 / 舒巴坦 96.7 100 100 100

米诺环素 50 100 100 100

哌拉西林 / 他唑巴坦 100 100 100 100

多黏菌素 0 0 0 0

替加环素 26.7 37.5 0 33.3

3　讨论

1985 年 以 来， 碳 青 霉 烯 类 抗 生 素 一 直 是 治

疗多重耐药革兰阴性杆菌感染的首选治疗药物。

但 随 着 耐 碳 青 霉 烯 肠 杆 菌（carbapenem-resistant 
Enterobacteriaceae，CRE）出现及全球传播，其多

重耐药趋势以及血流感染期间高死亡率特征，已经

成为一个日益严重的公共卫生问题 [5-6]。在碳青霉烯

耐药机制中，产碳青霉烯酶最为重要，编码碳青霉

烯酶的基因通过可移动遗传元件实现耐药基因在菌

株或菌种之间的水平传播，含碳青霉烯酶基因的质

粒可以通过 recA 基因在细菌细胞内形成质粒多聚

体，导致碳青霉烯耐药性的增加 [7-8]。研究表明产

碳青霉烯酶耐药菌比非产酶耐药菌毒性和传播力更

强，且需要实施更多的感染控制干预措施 [9-10]。因此，

探究更快更准确地检测碳青霉烯酶方法对指导临床

用药以及控制耐药菌株的产生与传播至关重要。本

研究发现 mCIM+ eCIM 试验与 GeneXpert 检测碳青

霉烯酶与 PCR 法结果高度一致。

传统 PCR 方法作为检测碳青霉烯耐药基因的

金标准，需要设计特定引物。若待测基因与靶基因

不符、待测基因拷贝数太低以及引物突变会导致假

阴性结果，本研究有三株临床药敏实验结果显示碳

青霉烯耐药，但未检测到碳青霉烯酶基因，可能是

其他耐药机制引起的耐药或者本研究选择扩增的基

因有限所导致。PCR 法对实验条件、设备及操作人

员的要求较高，临床实验室难以常规开展，因此需

要一种能够快速准确的检出碳青霉烯酶的方法 [11]。

美国临床实验室标准化委员会（Clinical and 
Laboratory Standards Institute，CLSI）推荐的 mCIM
和 eCIM 试验通过碳青霉烯酶水解美罗培南以及

EDTA 能够抑制金属 β- 内酰胺酶活性的特点，即

使待测菌株低水平表达碳青霉烯酶，mCIM 试验也

能准确地检测出 [12]。但目前 mCIM 试验仅被推荐用

于肠杆菌科细菌碳青霉烯酶的检测，在 HOWARD
等 [13] 人的研究中，mCIM 被用于检测不同革兰阴

性杆菌是否产生碳青霉烯酶，结果显示 mCIM 对

产碳青霉烯酶铜绿假单胞菌和鲍曼不动杆菌敏感度

分别为 74.1% 和 10.0%，对肠杆菌细菌的敏感度为

96.2%。本研究与 2018 年 CLSI 评价 mCIM+ eCIM
试验检测肠杆菌科细菌产丝氨酸酶和金属酶的敏感

度、特异度结果相似。但有学者表明丝氨酸酶与金

属酶共表达会导致 eCIM 试验筛选金属酶的灵敏度

降低，并且 EDTA 对丝氨酸酶的抑制作用会导致结

果仅表现金属酶阳性，因此当临床分离到高 MIC
值的肠杆菌科细菌时应注意是否为丝氨酸酶与金属

酶共表达菌株 [14]。mCIM 和 eCIM 试验检测碳青霉

烯酶以及区分表型具有较高的敏感度和特异度，经

济学价值高、操作简单且结果易于判断 [15]。但其检

测周期长不能达到快速检测的目的，适用于基层实

验室开展，不建议临床微生物实验室将其作为常规

检查项目开展。

GeneXpert®Carba-R 试剂盒是由美国赛沛公司

研发半巢式实时荧光定量 PCR 技术，是一种自动

化的体外检测试验，可以直接采用直肠拭子和临床

分离株进行碳青霉烯耐药基因检测，试剂盒内含

有多对引物，涵盖了在中国流行的主要碳青霉烯类

耐药基因（包括 blaKPC，blaNDM，blaIMP，blaVIM 以及

blaOXA-48），最新版本的检测试剂盒对 blaOXA-48 的

变异体 blaOXA-181 和 blaOXA-232 亦有着很好的检出

率 [16-17]。本研究中采用临床分离株进行检测，主要

涉及 blaKPC，blaNDM，blaIMP 三种基因型的检测，与

参考方法相比一致程度高。最近有人将 GeneXpert
技术直接用于深部痰标本中筛选肠杆菌科细菌基

因，结果显示其对 blaKPC 和 blaNDM 两种基因型的

灵敏度较高，有望成为直接在已知存在 blaKPC 和

blaNDM 型耐药菌感染风险的痰标本中检测和鉴定肠

杆菌科细菌的潜在工具 [19]。但这种检测方法的局

限性是不能检测到新出现的或罕见的碳青霉烯酶基

因，对于疑似产生碳青霉烯酶的菌株和阴性试验结

果，应在参考实验室进一步评估是否存在碳青霉烯

酶基因 [20]。与其他两种方法相比，GeneXpert 这种

分子方法具有更快地识别所涉及的耐药基因、能够

允许迅速开始适当治疗的优势 [21]。
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综上所述，快速准确地检测出产碳青霉烯酶

细菌对于优化抗生素管理、控制感染、改善预后、

减缓耐药菌的发展至关重要。临床实验室可以将

GeneXpert 技术作为快速检测碳青霉烯耐药基因的

首要选择，为危急患者争取宝贵的时间。
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