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革兰阴性杆菌是感染性疾病特别是住院患者医院感染的

主要病原菌#临床分离的致病性多重耐药的革兰阴性杆菌中大

肠埃希菌'肺炎克雷伯菌'铜绿假单胞菌'鲍曼不动杆菌占据前

几位*随着临床抗生素的滥用#该类细菌不仅对常用抗生素耐

药#而且对碳青霉烯类药物的耐药率也逐年上升*现将耐碳青

霉烯类药物耐药机制研究进展综述如下*
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!

碳青霉烯酶对碳青霉烯类抗生素的耐药机制

!!

碳青霉烯酶是指能明显水解亚胺培南或美罗培南的一类

#

4

内酰胺酶#是
#

4

内酰胺酶家族中最多变的成员#但碳青霉烯

类药物并非其唯一水解底物*碳青霉烯酶根据活性部位水解

机制分为两种主要的分子家族!一种来源于革兰阳性杆菌#可

被乙二胺四乙酸$

R[65

%抑制#称为金属酶$

KVL2

%#其活性部

位含有
k3

%b有助于水解
#

4

内酰胺的双环&另一种最初发现于

肠杆菌科细菌#其活性部位含有丝氨酸#该类碳青霉烯酶能被

克拉维酸和他唑巴坦抑制#但不能被
R[65

抑制*按照分子

类型可将碳青霉烯酶分为
59DC<;5

'

V

'

[

类(

#

)

#

5

'

[

类活性

中心有丝氨酸#又称为丝氨酸酶#属于
VF2E

分群中的第
%@

'

%A

亚组*

V

类活性中心含有
k3

%b

#称为
KVL2

*属于
VF2E

分群

中的第
!

组#可由染色体'质粒或转座子介导*

?,?

!

5

类碳青霉烯酶
!

最主要的
5

类丝氨酸碳青霉烯酶有
!

个家族即
\KR

$

2<;;:=1:9:;8<28<32<3S

?

9<

%'

TN(

$

Ĉ<D21<CC:

'

3<F9731:<8:;D:

'

<3<9:2<2

%和
QK(

$

37349<=:CC78:;D:

'

<3<4

9:2<2

%"

MKM

$

191

'

<3<9:2

%#均由染色体编码#其水解机制是在

活性中心
.$

号位含有丝氨酸*

\KR

家族包括
\KR4#

'

\KR4

%

'

\KR4!

*

\KR4#

是在
#+/%

年发现于英格兰的
%

株黏质沙雷

菌*

QK(

'

MKM

酶有
+.-

氨基酸是相同的#其均含有相同的活

性部位保守序列
\4a4a4T

'

\4[4Q

和
T464I

#且在其氨基酸残

基的
)+

'

%!/

号位形成二硫键*这种二硫键普遍存在于
5

类

碳青霉烯酶#不仅对其水解活性十分必要#而且能够稳定酶的

结构(

%

)

*在
QK(45

'

MKM4#

和
\KR4#

基因编码区的上游存在

与
L

?

2W

家族有关的
[Q5

结合转录调控基因#当删除
398W

调控基因时就可消除
QK(45

的诱导表达并可降低碳青霉烯

类药物对其的最低抑菌浓度$

KM(

%*

TN(

'

IR\

$

B

F1:3:<]=<3A<A42

'

<8=;F9

#

4C:8=:9:2<

%均由质

粒编码#

TN(4#

于
#++)

年发现于北卡罗来纳#

%$$!

年在美国

东海岸发现了
TN(4#

的变体
TN(4%

#其由单个氨基酸突变所

致#随后
TN(

在苏格兰'哥伦比亚'以色列(

!

)

'中国等国家均有

报道*

TN(

含有活性部位保守序列
\4a4a4T

'

\4[4Q

和
T464

I

*有研究显示#对碳青霉烯类药物敏感率下降的肺炎克雷伯

菌均产
TN(4%

#

TN(

基因位于可移动的质粒上#可以通过质

粒'整合子'插人序列的基因元件进行水平传播#造成暴发流

行*有研究发现#

DC:Xa5

$编码
Xa5

的基因%基因位于耐碳青

霉烯鲍曼不动杆菌质粒上#较位于染色体上更容易发生播散*

IR\

"

MV(

$

13=<

B

;734D7;3<8<

'

E:C72

'

7;13:2<

%家族并不常见#

MV(4#

在
%$$$

年发现于希腊#

IR\4#

则分离于法属圭亚那的
#

株肺炎克雷伯菌#该
%

种酶在活性序列的
)+

'

!/

号位含有半胱

氨酸残基*编码
IR\

家族的基因位于质粒的整合子上#该类

酶具有很广的水解谱#目前该家族成员众多#

IR\4%

'

IR\4!

'

IR\4*

'

IR\4"

'

IR\4)

'

IR\4.

'

IR\4/

'

IR\4+

相继被鉴定出来*
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类碳青霉烯酶
!

V

类碳青霉烯酶因活性中心含有

k3

%b

#也称为
KVL2

*

KVL2

首先在铜绿假单胞菌'不动杆菌

中被发现*近年来在肠杆菌科细菌如大肠埃希菌'肺炎克雷伯

菌中也有发现*

KVL2

编码的耐药基因位于细菌染色体'质粒

或转座子上*并以基因盒的形式存在于整合子中*整合子属

于可移动基因元件*可借助整合子的移动'基因盒的插入'切

除而导致细菌间耐药性呈水平传播(

*

)

#

KVL2

有较强的水解碳

青霉烯类药物的能力且对常见的
#

4

内酰胺酶抑制剂有抵抗作

用*常见的
KVL2

有
PMK

$

><;73:13=<

B

;734<387A<A9<=:CC74

#

4

C:8=:9:2<

%'

MKN

$

191

'

<3<9:2<

%'

IMK

$

B

<;9:3191

'

<3<9:2<

%和

\MK

$

2<7FC191

'

<3<9:2<

%#其位于各种整合子结构上#当这些整

合子与质粒或转座子结合时就会介导在各细菌间传播*第
#

例可转移性
KVL2

基因于
#++$

年发现于日本的
#

株铜绿假单

胞菌#随后各种获得性或转移性
KVL2

基因相继被发现(

"

)

*

MKN4#

能水解亚胺培南'青霉素和广谱头孢菌素#但不能水解

氨曲南#最早分离于日本的沙雷菌和其他肠杆菌科#在意大利

则在鲍曼不动杆菌发现与
MKN4#

相似的
MKN4%

(

)

)

#随后
MKN

家族成员在世界各地被陆续发现*目前
MKN

已多达
!*

种*

(

类整合子是耐药基因
[Q5

的结构基础#还可整合其他耐药

基因如氯霉素'氨基糖苷类基因#但其自身不能传播而是通过

识别内部转座子结构来传播*

PMK

家族的编码基因位于染色

体的
(

类整合子上#

#++.

年
PMK4#

在意大利维罗纳被发现#随

后其变体
PMK4%

在法国被发现#二者均分离自铜绿假单胞菌*

虽然二者氨基酸序列同源性很高$

+$-

%#但结构明显不同#这

也导致了其酶促动力学的显著差异*目前
PMK

家族种类多达

#"

种#其耐药基因位于相应的
(

类整合子内(

.

)

*其他
KVL2

还有
\NK

$

2:7

'

:FC79<=:CC74

#

4C:8=:9:2<

%'

IMK

和
\MK

#其只

在所发现国家局部传播并未造成世界范围的流行*这有别于

PMK

和
MKN

*

\NK4#

分离自圣保罗的铜绿假单胞菌#含有该

+
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酶的铜绿假单胞菌所致的感染有较高的致死率#其与
MKN4#

有
!","-

氨基酸是相同的#能被
R[65

'吡啶二羧酸'二氮杂

菲抑制#能水解大多数广谱抗生素#主要在拉美国家流行*通

过对
\NK4#

的编码基因区域分析显示#该区域不是整合子的

一部分#而是含有一种新型的转座子结构和启动子序列(

/

)

*近

年来新型
KVL2

被发现如
6KV4#

$

=;1

'

7C19<=:CC74DC:8=:9:2<

%#

该酶来自于利比亚的
#

株木糖氧化无色杆菌*

6KV4#

与

[MK4#

'

IMK4#

同源性分别为
)%-

'

"#-

#

DC:6KV4#

位于染色

体上并可嵌入到
(

类整合子中*

%$##

年在日本发现了
DC:64

KV4#

的变体
DC:6KV4%

#多利培南和美罗培南对产
6KV4%

转

化株的
KM(

较
6KV4#

转化株分别高
%")

'

#)

倍#有更强的耐

药性(

+

)

*

?,A

!

[

类碳青霉烯酶
!

[

类酶也称为
Xa5

酶$

7]:81CC134E

?

4

A;7C

?

S13

B

%#主要存在于肠杆菌科和铜绿假单胞菌属#由质粒编

码*该类酶很少能被克拉维酸和
R[65

抑制*由于其氨基酸

序列存在大量可变性#导致有很多变体#目前已知有
%!%

种变

体(

#$

)

*绝大多数
Xa5

酶发现于不动杆菌属#根据氨基酸同源

性将其分为
+

个亚组*通过对
Xa5

酶分子结构的研究发现#

催化丝氨酸残基位于
.$

!

.!

号位的
\464H4T

序列#而
5

'

[

类

酶的丝氨酸和赖氨酸均位于此*其水解机制与其他丝氨酸碳

青霉烯酶相同#底物和酶结合#在催化丝氨酸部位形成共价酰

基#随后通过脱酰基作用在
#

内酰胺环的
(4Q

结合处而水解

抗生素使其失活*某些
[

类酶需要一定浓度的
(X

%

#因为

(X

%

可影响
L

?

2.$

的羧化作用*

%$$!

年在土耳其
#

株肺炎克

雷伯菌中分离的
Xa54*/

对亚胺培南的水解效率较分离于不

动杆菌属的
Xa5

酶高
+

倍#对其分子动力学及晶体结构研究

发现#其水解作用依赖于碳青霉烯类药物的
$

4

羟乙基的旋转#

在活性部位脱去酰基并以此酰化氨基酸残基(

##

)

*编码
Xa54

*/

基因
DC:Xa54*/

$编码
Xa54*/

的基因%通过可转移的质粒

在各菌种间传播(

#%

)

*鲍曼不动杆菌中的
Xa54%!

'

Xa54"/

通

过将
Xa5

质粒介导入易感碳青霉烯类药物中而具有耐药

作用(

#!

)

*

@

!

外排泵系统耐药机制

!!

细菌外排系统是一种非特异性耐药机制#是通过细菌外排

泵将进入菌体内的药物或其他底物排出膜外#已在不同细菌上

发现几十种外排泵#依据氨基酸序列的同源性#将与抗菌药物

相关的膜外排泵分子分为
"

个主要超家族(

#*

)

#包括主要易化

子超家族$

K;2

%'

56N

结合盒$

5V(

%超家族'耐药节结化细胞

分化$

WQ[

%超家族'小多重耐药性$

\KW

%家族#多药和有毒化

合物排出$

K56R

%家族*其中
WQ[

超家族在革兰阴性杆菌

耐药中发挥重要作用如大肠埃希菌中的
58;5V467C(

系统和

铜绿假单胞菌中的
K<]5V4X

'

;K

系统*

@,?

!

鲍曼不动杆菌的外排系统
!

5A<5V(

外排系统是鲍曼不

动杆菌中认识最早的外排系统*国外有极少数研究提示#

5A<5V(

外排系统的过度表达可引起菌株对碳青霉烯类抗生

素如亚胺培南和美罗培南的高水平耐药*

5A<5V(

外排泵系

统属于
WQ[

超家族#

5A<V

为内膜转运体#

5A<(

为外膜蛋白

$

XKN

%#

5A<5

为膜融合蛋白$

KHN

%#其共同组成三聚体结构#

形成一连续通道跨在外膜和周质之间(

#"

)

*有文献报道#

5A<(

对耐药无本质意义#并非必需*

5A<5V

共同转录并可利用另

一外膜蛋白质来形成外排泵通道*

5A<HI&

外排泵是近年新

发现的由
5A<H

'

5A<I

'

5A<&

共同转录编码一个
WQ[

超家族

的外排系统(

#)

)

#表现出对氟喹诺酮类'四环素'氯霉素'甲氧苄

啶'磺胺甲基异恶唑'十二烷基硫酸钠$

\[\

%和某些染料外排

的增强*有研究显示#

5A<HI&

外排系统在鲍曼不动杆菌的

亚胺培南耐药中发挥作用*

@,@

!

大肠埃希菌的外排系统
!

58;5V467C(

系统是大肠埃希

菌产生多药耐药性最重要的系统之一#属于质子依赖型#能同

时产生针对有机溶剂'染料'去污剂及多种抗菌药物$如氯霉

素'红霉素'四环素等%的高水平的多重耐药*

58;5V467C(

系

统主要由
!

个部分组成#即膜融合蛋白$

58;5

%'外排转运蛋白

$

58;V

%和外膜通道蛋白$

67C(

%*这些组分及其类似物是大多

数革兰阴性菌产生对多种抗菌药物'染料和去污剂等多重耐药

的主要机制*

58;V

主要的功能域为三聚体#且包含
#

个大的

细胞周质域为典型特征(

#.

)

#细胞周质域的每个亚基的构象有

细微的差别#均具有
#

个底物识别位点#但在特定的时间只有

#

个位点$

D13A13

B

21=<

%被底物所占据#排出位点紧邻周质但开

放于
67C(

对接域#将底物推入
67C(

外排&接入位点$

:88<22

21=<

%紧邻
67C(

但开放于周质#准备接受底物*该
!

个周质域

的构象由上述
!

个位点轮流替换#形成
#

个类似蠕动泵的机制

将底物排出细胞外*

58;5

蛋白的作用主要是促进外排体系

与细胞膜的融合*

58;V

能识别外排药物并通过构象改变形成

质子和药物分子逆向转运的能量转化体(

#/

)

*

58;5V

的表达受

多种调控因子的调节#分为全局和局部
%

个调控层次*

@,A

!

铜绿假单胞菌的外排系统
!

铜绿假单胞菌中的外排泵主

要有
K<]5V4X

'

;K

'

K<]([4X

'

;O

'

<]RH4X

'

;Q

和
K<]aU4

X

'

;K

#每一种外排泵都包括
!

个部分!$

#

%内膜蛋白如
K<]V

'

K<]U

#其嵌在细菌细胞内膜#可识别抗菌药物并将其主动转

运出去&$

%

%

XKN

如
X

'

;K

'

X

'

;Q

#二者均位于细胞外膜具有

孔蛋白的作用#可将抗菌药物排出菌体外&$

!

%膜融合蛋白如

K<]5

'

K<]a

等#位于内'外膜之间#可连接内'外膜*

!

种蛋

白相互连接横贯整个细胞膜并开口于外膜#将抗菌药物排出

菌体(

#+

)

*

A

!

与膜孔蛋白有关的耐药机制

!!

革兰阴性菌被一层具有通透性的外膜包绕#约
)$-

表面

覆盖膜孔蛋白#其聚合起来形成孔道*大多数抗生素发挥活性

的决定性因素并不单纯取决于外膜的通透性或抗生素的失活#

而是取决于二者之间的平衡#外膜通透下降可以放大酶失活造

成的抗生素耐药效应*

膜孔蛋白是
XKN

中的一类#大肠埃希菌的膜孔蛋白主要

有
"

种!

X9

'

H

'

X9

'

(

'

NE7R

'

L:9V

和蛋白
T

*大多数
#

4

内酰

胺类抗生素可通过的膜孔蛋白主要为
X9

'

H

'

X9

'

(

#而
X9

'

H

的通透性较
X9

'

(

高
#$

倍*膜孔蛋白的变异可引起细菌对抗

生素敏感率下降*肺炎克雷伯菌的膜孔蛋白有
X9

'

T!"

'

X9

'

T!)

和
X9

'

T!.

#

X9

'

T!"

'

X9

'

T!)

相当于大肠杆菌中

的
X9

'

H

'

X9

'

(

*

X9

'

T!.

一般情况下不表达或表达量极少*

X9

'

T!"

是细菌发生耐药最主要的膜孔蛋白*

U:3

B

等(

%$

)研

究发现#膜孔蛋白缺失这一单独因素并不能引起对亚胺培南的

耐药*对大肠埃希菌来说
XKN

缺失合并
(KU4*

'

(KU4%

'

(6a4K4%

等可造成其对碳青霉烯类药物耐药(

%#

)

*

外膜孔蛋白
[%

$

X

'

;[%

%是亚胺培南通过铜绿假单胞菌的

特异性孔道#编码
X

'

;[%

的结构基因位于染色体上#突变可使

X

'

;[%

蛋白表达减少甚至缺失#从而导致菌体外膜通透性改变

使得碳青霉烯类药物进入菌体受阻#产生耐药性*此外
X

'

;[%

+

.%%

+
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还能形成碳青霉烯类药物特异性结合位点#是目前所知的铜绿

假单胞菌中唯一有助于抗菌药物通过的孔道蛋白(

%%

)

*

X

'

;[%

缺失引起亚胺培南耐药#而将克隆有
X

'

;[%

基因的质粒转导

入
X

'

;[%

缺失的亚胺培南耐药株中可使其恢复对亚胺培南的

耐药性并在细胞膜上表达
X

'

;[

蛋白(

%!

)

*在铜绿假单胞菌中

存在大'小
%

种孔道蛋白#而大孔通道数量较少或仅有小孔通

道#导致铜绿假单胞菌外膜通透性降低#产生耐药性(

%*

)

*

B

!

与青霉素结合蛋白#

NVN2

$有关的耐药机制

!!

NVN2

是一组位于细菌细胞内膜上的具有催化作用的酶#

在细菌的细胞壁合成中起关键作用*在
NVN2

中大分子

NVN#:

'

NVN#D

'

NVN%

'

NVN!

为
#

4

内酰胺类药物作用靶位*当

#

4

内酰胺类药物与这些靶位结合后可使转肽酶'转糖苷酶的活

性丢失#细菌的细胞壁不能合成#细菌死亡(

%"

)

*可见当
NVN2

基因发生变异导致蛋白改变#

#

4

内酰胺类抗生素无法与之结合

或结合能力降低均可能导致耐药*铜绿假单胞菌中有
/

种不

同
NVN2

#其中
NVN%

'

NVN!

与碳青霉烯类抗生素耐药性有关#

是细菌保持正常形态及生存繁殖必需的(

%)

)

*

H:;;:

等(

%.

)研究

结果显示临床分离的对亚胺培南耐药的铜绿假单胞菌耐药性

与
NVN

位点改变密切相关*另一方面
NVN2

可参与头孢菌素

酶$

59

'

(

酶%表达从而产生耐药性#这些
NVN2

均是非必需

NVN

如在大肠埃希菌中
NVN*

过表达导致
59

'

(

酶高产#而

NVN*

失活使其对
59

'

(

酶诱导能力减弱#

NVN*

有诱导

59

'

(

酶产生的作用(

%/

)

*

E

!

其
!!

他

!!

细菌对碳青霉烯类药物耐药往往是多种机制共同发挥作

用*通过对
#

株耐碳青霉烯类药物的大肠埃希菌研究显示#其

缺少
X9

'

H

'

X9

'

(

#并携带有耐药基因
9:;W

和功能性非翻译

基因
?

<A\

(

%+

)

*其所表达的蛋白
9:;W

和
?

<A\

被认为可耐碳

青霉烯类药物*在大肠埃希菌中操纵子
9:;W5V

能编码

9:;W

'

9:;5

和
9:;V

*而
9:;5

过度表达可正向调节外排泵

58;5V467C(

#使之表达增加#外排作用增强&另一方面
9:;5

可通过
K18H

这种小
WQ5

来抑制
X9

'

H

#使其对碳青霉烯类

药物耐药*

F

!

结
!!

语

!!

革兰阴性杆菌耐碳青霉烯类药物的耐药机制是复杂的#往

往多种机制共同发挥作用*革兰阴性杆菌种类繁多#有些耐药

基因可通过质粒在各细菌间相互传播#导致新的变体的出现*

另一方面抗生素的滥用也会使细菌产生新的耐药基因#造成耐

药率不断升高*有些细菌自身外排泵高表达#孔道蛋白的改变

也会对碳青霉烯酶类药物耐药*因此#在临床要加强对该类细

菌的监测#根据细菌药物敏感试验结果合理使用抗生素*
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疟疾是一种由疟原虫感染引起的威胁生命的疾病#据世界

卫生组织发布的最新情况#

%$#!

年仍有共计约
#,+/

亿疟疾患

者#其中
"/,*

万人死亡*疟原虫侵入人体后早期寄生在肝细

胞中#后期主要寄生在红细胞内*疟原虫在宿主红细胞内以血

红蛋白中的珠蛋白部分为营养来源#而血红蛋白的血红素部分

则被释放出来成为游离血红素#为避免游离血红素对疟原虫自

身的杀伤作用#疟原虫将游离血红素转化成不可溶的高铁血红

素结晶#即疟色素(

#4%

)

*目前针对疟色素检测的研究取得许多

进展#尤其是拉曼光谱技术*拉曼光谱技术的基本原理是利用

激光照射介质后会产生与入射波长不同的光谱#从而获得分子

振动的相关信息#进而获得物质的结构信息*疟色素具有特殊

的二聚体分子结构(

!

)

#拉曼激光照射疟色素会产生不同于血红

蛋白的拉曼光谱#即特征峰#这为早期诊断疟疾带来希望*

?

!

拉曼光谱技术检测疟色素的优势

?,?

!

样本处理
!

拉曼光谱技术所需样品量非常少#样本无需

进行染色或去除杂质等处理#液体'固体均可#甚至活细胞原位

也能进行检测#而且检测后对样本无影响(

*4"

)

#可避免常规检测

手段样本处理过程中待检物的损失和待检物理化性质的改变*

国内外学者将拉曼光谱技术应用于疟疾患者血清(

"

)

'疟疾感染

红细胞裂解液等的检测#通过分析拉曼光谱技术#可深入了解

血清中疟色素是否存在#进而判断是否感染疟疾*此外活细胞

原位拉曼光谱技术检测可以准确反应体内细胞和物质的实时

信息如
H;728E

等(

)

)将显微共聚焦拉曼光谱技术应用于疟原虫

感染红细胞原位检测#获得分辨率较高的疟色素在红细胞的分

布图*在疟疾的检测方面#活细胞原位检测虽然直观高效但耗

时长#而血清检测既简便'快速又准确*此外拉曼光谱技术具

有无需标记且无波坏性的特点#对临床应用具有极重要的

意义*

?,@

!

检测灵敏度
!

目前疟原虫感染的检测方法主要分为
!

种!$

#

%血涂片镜检#血涂片镜检仍然是目前临床疟疾诊断的

,金标准-#虽然准确度高#但其有对检测者的要求高'耗时长和

灵敏度差等缺点&$

%

%核酸检测#以
N(W

为代表的分子生物学

技术检测疟原虫的特异性核苷酸片段来判断是否有疟原虫感

染(

.4/

)

#其灵敏度虽然有所提高$在疟原虫大于或等于
"

个"
&

L

时其检测阳性率可达
#$$-

%#但对实验条件要求高且达不到

快速检测的要求(

+

)

&$

!

%抗原抗体反应#检测疟原虫的特异抗原

如
RL\M5

'免疫胶体金技术等(

+

)

#虽然具有操作简便'快速等

特点#但灵敏度不高$阳性率为
..-

!

+/-

#且是在疟原虫大

于
#$$

个"
&

L

条件下%

(

#$

)

*总之#目前已有的检测手段存在灵

敏度不够及实验条件要求高等缺点#而临床亟须一种灵敏度高

又快速的检测手段*近年来随着拉曼光谱技术不断发展#市场

上出现如显微共聚焦拉曼'激光共振拉曼'表面增强拉曼'便携

式拉曼仪等新技术#这些新技术大大提高了拉曼光谱技术检测

的灵敏度*显微共聚焦拉曼光谱仪测量样品可以小到
#

&

97L

的量#激光共振拉曼产生的信号强度可达到正常拉曼谱带的

#$

*

!

#$

)倍#表面增强拉曼产生的拉曼信号较普通拉曼强

#$

*

!

#$

. 倍*便携式拉曼仪的应用使疟疾检测仪器小型化#

便于开展疟疾的筛查*有文献报道#将疟原虫的检测浓度下限
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