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胶体金免疫层析法在碳青霉烯酶检测中的价值及应用
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摘要：目的 系统性评价胶体金免疫层析法在耐碳青霉烯类肠杆菌目细菌(CRE)碳青霉烯酶型检测中的价值及性能情况，

为实验室进行CRE碳青霉烯酶快速检测提供可靠依据。方法 对收集的70株无菌部位分离的CRE菌株同时使用PCR扩增、基

因测序和胶体金免疫层析法进行碳青霉烯酶型检测，以测序结果为参考标准，评价胶体金免疫层析法的实验室检测性能。结

果 检出碳青霉烯酶基因69株，其中KPC型49株，OXA-48型12株，IMP型1株，NDM型3株，同时检出KPC和OXA-48型2株，

同时检出OXA-48和NDM型1株，同时检出KPC和NDM型1株，未检出以上5种基因型1株。胶体金免疫层析法结果与测序结果相

比灵敏度100%，特异度97.1%。不符合2株，其中1株为测序结果同时存在KPC和OXA-48两种型，胶体金检测结果为KPC型；1

株为测序结果同时存在KPC和NDM两种型，胶体金检测结果为KPC型。结论 胶体金免疫层析法作为一种新的CRE碳青霉烯酶

型检测方法，操作简单，结果容易判读，能够短时间内检测出CRE中的产KPC、OXA-48、VIM、IMP和NDM型碳青霉烯酶的

情况，灵敏度和特异度能够满足临床需求，可作为实验室进行碳青霉烯酶型快速检测的方法，指导临床诊治CRE。
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The value and performance of colloidal gold immunochromatography in the 
carbapenem enzyme type detection
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Abstract Objective  To systematically evaluate the value and performance of colloidal gold 
immunochromatography in the carbapenem enzyme type detection of carbapenem resistant Enterobacteriaceae (CRE), 
so as to provide a reliable basis for the rapid detection of CRE carbapenem enzyme in the laboratory. Methods 70 
CRE strains isolated from sterile sites were collected, and the carbapenem enzyme type was detected by PCR 
amplification, gene sequencing, and colloidal gold immunochromatography. Taking the sequencing results as the 
reference standard, the laboratory detection performance of colloidal gold immunochromatography was evaluated. 
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细菌耐药已成为全球公共健康领域的重大

挑战，其中尤以耐碳青霉烯类肠杆菌目细菌

(Carbapenem-resistant Enterobacterales, CRE)引起的

感染形势最为严峻。产生碳青霉烯酶是肠杆菌目细

菌对碳青霉烯类药物耐药的最主要机制[1]。不同国

家、不同地区、不同医院、不同人群以及不同细菌

所产的碳青霉烯酶种类均有差异[2-4]。不同种类的抗菌

药物对产生不同碳青霉烯酶菌株的抗菌活性不同[5-7]。

因此，准确、快速地对CRE产生的碳青霉烯酶进行

检测分型，对于临床抗感染治疗的精准用药和医院

感染预防控制具有重要的价值。本文以临床无菌部

位分离的CRE菌株为研究对象，以碳青霉烯酶基因

测序结果为参考，探讨胶体金免疫层析法在CRE碳

青霉烯酶型检测中的性能情况、操作过程中的注意

事项，为实验室进行CRE碳青霉烯酶型快速检测提

供方法依据。

1 材料和方法

1.1 菌株来源

收集昆明医科大学第一附属医院2020年1月—

2021年8月住院及门诊送检的无菌部位标本经培养瓶

培养，药敏结果为亚胺培南或美罗培南不敏感的肠

杆菌目细菌，剔除同一患者相同部位的重复菌株，

存放于-80℃冰箱。

1.2 仪器和试剂

生物安全柜(英国Baker公司)、CO2培养箱(美国

Thermo公司)、质谱仪(德国Bruker公司)、凝胶电泳

图像分析仪(美国GE公司)、基因扩增热循环仪(西

安天隆科技有限公司)、Powerpac3000型电泳仪(美

国伯乐公司)、超低温冰箱(美国Thermo公司)、高速

离心机(德国Eppendorf公司)、涡旋仪(北京优晟联

合科技有限公司)、 BlasTaq 2×PCR Master-MIX(批

号：69180008)购自ABM生物科技有限公司、RNase/

DNase-free 纯水(批号：766070AH)购自北京博迈德

基因技术有限公司、哥伦比亚血琼脂平板(批号：

20210102B)、MH琼脂平板(批号：2021031B)购自郑

州安图生物工程股份有限公司、NG-Test® CARBA5

碳青霉烯酶检测试剂盒(胶体金免疫层析法)(批号：

W21010311)购自长沙中生众捷生物技术有限公司，美

罗培南药敏纸片(批号3324297)购自英国Oxoid公司。

1.3 判读标准及质控菌株

参照2021年CLSI M100-S31进行结果判读。阴性

质控菌株：肺炎克雷伯菌ATCC BAA-1706；阳性质

控菌株：肺炎克雷伯菌ATCC BAA-1705，每次实验

进行阴性、阳性质控。

1.4 方法

1.4.1 菌株复苏与鉴定

将菌株保存管从-80℃冰箱取出，平衡至室温，

颠倒混匀菌液，采用三区划线法接种于哥伦比亚血

琼脂平板，放于CO2培养箱，过夜培养。次日观察菌

落形态，单一类型菌落使用质谱仪进行种属鉴定，

鉴定结果与保种信息一致，进行进一步实验。

1.4.2 表型验证试验

采用改良碳青霉烯灭活试验 ( m o d i f i e d 

carbapenem inactivation method, mCIM)进行表型确证

Results Carbapenemase gene was detected in 69 strains, including 49 strains of KPC type, 12 strains of OXA-48 
type, 1 strain of IMP type and 3 strains of NDM type, 2 strains of KPC and OXA-48 type, 1 strain of OXA-48 and 
NDM type, 1 strain of KPC and NDM type, and strains of the above five genotypes were not detected. Compared with 
the sequencing results, the sensitivity of colloidal gold immunochromatography was 100%, and the specificity was 
97.1%, which was inconsistent between the two strains. There were two types of KPC and OXA-48 at the same time in 
one strain, and the colloidal gold detection result was a KPC type. The other was sequenced and there were two types 
of KPC and NDM at the same time, and the colloidal gold detection result was a KPC type. Conclusion Colloidal 
gold immunochromatography can be used as a new method for the detection of carbapenem type of CRE, with 
simple operation and easy interpretation of the results. It can detect the production of KPC, OXA-48, VIM, IMP, and NDM 
carbapenem in CRE in a short time. It’s sensitivity and specificity can meet the clinical needs, and thus it can be used as a 
method for rapid detection of the carbapenem type in the laboratory to guide clinical diagnosis and treatments of CRE.

Key words Carbapenem-resistant Enterobacterales; Colloidal gold immunochromatography; Carbapenemase
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试验。取1 μL接种环满环生长于琼脂平板上的过夜

培养纯菌落，于2 mL TSB肉汤中，震荡混匀10~15 s。

每管放入一张含10 μg美罗培南的无菌纸片，确认纸

片浸没于菌悬液中。35℃±2℃大气环境孵育4  h±15 min。

孵育结束时，立即用生理盐水制备1.5×108 CFU/mL

的大肠埃希菌ATCC25922菌悬液。菌悬液制备和平

板涂布在15 min内完成，干燥3~10 min。用10 μL接

种环将美罗培南纸片从TSB肉汤中取出，将纸片贴

于试管内壁，轻轻按压以挤去纸片上多余水分，然

后将纸片取出贴于已涂布有大肠埃希菌ATCC 25922

的MH琼脂平板上，倒置平板，35℃±2℃大气环境

孵育18~24 h；量取抑菌圈直径。

1.4.3 碳青霉烯酶基因检测

煮沸法裂解提取细菌DNA，扩增的碳青霉烯酶

基因包括blaKPC、blaNDM、blaVIM、blaIMP和blaOXA-48。

PCR反应体系(50 μL)：RNase/DNase-free水15.0 μL，

BlasTaq 2×PCR MasterMIX 25.0 μL，模板4.0 μL，引

物F 3.0 μL，引物R 3.0 μL。PCR反应条件：94℃预变

性 5 min；94℃变性30 s，退火30 s，72℃延伸30 s(30

个循环)；72℃延伸5 min。引物序列[8]及退火温度见

表1。引物由北京擎科生物有限公司合成，扩增产物

使用2%琼脂糖凝胶进行电泳，电泳时间30 min。电泳

结果显示为阳性的扩增产物，送北京擎科生物有限

公司进行测序分析。测序结果与GenBank中提供的序

列进行比较(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)。

1.4.4 胶体金免疫层析法检测碳青霉烯酶型

打开NG-Test® CARBA5碳青霉烯酶检测试剂盒

(胶体金免疫层析法)，在试剂盒提供的Ep管中滴入5

滴提取缓冲液，使用1 μL的接种环挑起一满环细菌

加入Ep管，合上Ep管。涡旋仪混合震荡30 s，室温

放置10 min。取出检测卡盒，使用一次性移液管，

吸取5滴制备好的混合液加入到测卡标记的“S”样

本孔。室温放置15 min，读取结果。按照C区域中出

现一条红线并且在K、O、V、I和N检测区域中出现

一条或多条红线，判读为阳性，仅C线区域出现一条

红线，判读为阴性，如C线区域未出现红线，则不

判读，重新进行检测。两名未知测序结果的实验室

人员分别进行判读，结果一致进行统计，结果不一

致，重新进行检测。

2 结果

2.1 菌株来源情况及分类

本研究中共70株菌株，均来源于无菌部位，其

中血液占57.1%(40/70)，胸腔积液占17.2%(12/70)，

腹腔积液占14.3%(10/70)，脑脊液占11.4%(8/70)。质

谱仪种属鉴定结果与保种信息一致，其中肺炎克雷

伯菌67株，大肠埃希菌1株，产气克雷伯菌1株，阴

沟肠杆菌1株。

2.2 表型验证试验

碳青霉烯酶阳性69株，阴性1株。阴性菌株为脑

脊液中分离出的肺炎克雷伯菌。

2.3 碳青霉烯酶基因检测结果

阳性PCR扩增产物的序列与GenBank中提供的

序列进行比较，69株细菌碳青霉烯酶耐药基因扩增

阳性，其中肺炎克雷伯菌66株，大肠埃希菌1株，产

气克雷伯菌1株，阴沟肠杆菌1株。检出碳青霉烯酶

基因为blaKPC 49株，blaoxa-48 12株，blaIMP 1株，blaNDM 

3株，同时检出blaKPC、bla oxa-48型2株，同时检出

blaoxa-48、blaNDM 1株，同时检出blaKPC、blaNDM 1株，

见表2。

表1 PCR扩增引物及退火温度

Tab. 1 The primers and annealing temperature for the PCR

引物 引物序列(5'to 3') 产物长度
/bp

退火温度
/℃

OXA-48(F) ACACCAAGTCTTTAAGTGGGATG 186 65
OXA-48(R) CCCGAAATGTCCTCATTACC

NDM(F) GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 621 65
NDM(R) CGGAATGGCTCATCACGATC

KPC(F) CTTGTCATCCTTGTTAGGCG 798 65
KPC(R) CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG

IMP(F) GGAATAGAGTGGCTTAAYTC 232 55
IMP(R) TCGGTTTAAYAAAACAACCACC

VIM(F) GATGGTGTTTGGTCGCCATA 390 55
VIM(R) CGAATGCGCAGCACCAG

表2 碳青霉烯酶基因情况(n)
Tab. 2 Details of carbapenemase gene(n)

基因型 肺炎克雷伯菌 大肠埃希菌 产气克雷伯菌 阴沟肠杆菌

blaKPC 52 0 0 0

blaoxa-48 14 0 1 0

blaIMP 1 0 0 0

blaNDM 3 1 0 1

blaVIM 0 0 0 0
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2.4 胶体金免疫层析法检测碳青霉烯酶型

结果为KPC型51株，OXA-48型12株，IMP型1

株，NDM型3株，同时检出KPC、OXA-48型1株，同

时检出KPC、NDM型1株，阴性结果1株，见表3。

霉烯酶检测试剂盒(胶体金免疫层析法)于2020年11月

通过国家食品药品监督管理总局上市许可。本研究

中检测结果有2例与测序结果不一致，不一致的结果

均为测序结果检出两种碳青霉烯酶基因，胶体金只

检测出其中一种酶型，可能原因是胶体金显色需要

较高浓度的标记物，当存在多种碳青霉烯酶时，浓

度含量较低的酶出现前带现象，造成假阴性，需要

进一步研究。胶体金免疫层析法结果判读由人工完

成，不同的人对出现“红线”的理解不一致。实验

中，一名工作人员认为质控线已出，可以进行结果

判读，另一名工作人员认为虽然在C区域有一条线，

但不是“红线”，不能进行结果判读，需要重新检

测，第二次检测两名工作人员都判读为KPC。实验

中出现第一次检测时C线区域出现一条线但不是红

线，K、O、V、I和N检测区域中出现疑似红线。重

新进行菌液制备，再次检测，C线区域出现红线再读

取K、O、V、I和N检测区域的检测结果，检测结果

与上一次不一致。因此，使用NG-Test® CARBA5碳

青霉烯酶检测试剂盒进行碳青霉烯酶检测时，必须C

线区域出现红线，才可以判读结果，同时由至少两

名工作人员独立判读。

国家、地区、医院、人群以及细菌的不同，检出

的碳青霉烯酶种类均有差异[12]。本研究中OXA-48型

检出率较高，占21.7%(15/69)，高于文献报告[2,13-14]。

这一方面由于本研究样本数量较少而且选择的菌株全

部来源于无菌部位，另一方面由于地区差异。研究

医院为省级三级甲等医院，接收大量下级医院的危

重症患者，15例产OXA-48型碳青霉烯酶的菌株中，

13例来自转院患者，入院前有当地医院治疗史、抗

菌药物使用史，至我院后均入住ICU。研究表明[15]，

入住ICU是感染CRE的独立危险因素。ICU被认为是

产生、传播和扩散CRE耐药基因的场所。对于ICU

患者，CRE定植是其感染的独立危险因素，与患者

死亡高风险相关[16]。CRE定植导致CRE感染率高达

16.5%，而且定植发展为感染的患者病死率更高[17-18]。 

对CRE进行主动筛查及干预，能够有效降低CRE感

染率及患者病死率。有研究显示，通过开展对入住

ICU对患者进行CRE的主动筛查，病房的碳青霉烯

表3 碳青霉烯酶型(胶体金免疫层析法)结果(n)
Tab. 3 Results of carbapenemase (colloidal gold 

immunochromatography)(n)
酶型 肺炎克雷伯菌 大肠埃希菌 产气克雷伯菌 阴沟肠杆菌

KPC 52 0 0 0

OXA-48 13 0 1 0

IMP 1 0 0 0

NDM 2 1 0 1

VIM 0 0 0 0

2.5 两种方法结果比较情况

以测序结果为参考方法，胶体金免疫层析法检

测的碳青霉烯酶型结果有2例与测序结果不一致。2

例标本均为血液中分离出的肺炎克雷伯菌，不符合

结果为1例测序结果为KPC与OXA-48型，胶体金免

疫层析法检测结果为KPC型，未检出OXA-48；1例

测序结果为KPC与NDM型，胶体金免疫层析法检测

结果为KPC型，未检出NDM。胶体金免疫层析法在

检测碳青霉烯酶型中的灵敏度为100%(69/69)，特异

度为97.1%(67/69)。

3 讨论

碳青霉烯类抗菌药物的抗菌谱广、抗菌活性

强，对产超广谱β-内酰胺酶肠杆菌科细菌具很强抗

菌活性，被认为是治疗肠杆菌目细菌感染的最后一

道防线[9]。随着临床广泛应用，CRE在全球范围内流

行播散，成为公共健康领域的重大挑战。CRE导致

的感染耐药性高、传播性高、病死率高、增长快。

肠杆菌目细菌对碳青霉烯类抗菌药物耐药的机制包

括：产碳青霉烯酶，产生超广谱β-内酰胺酶和/或

AmpC酶合并外膜孔蛋白表达下调或缺失[10]。其中碳

青霉烯酶的产生是肠杆菌目细菌对碳青霉烯类药物

耐药的最主要机制。2020年由喻华等国内知名专家

共同撰写了《肠杆菌目细菌碳青霉烯酶的实验室检

测和临床报告规范专家共识》，共识认为免疫层析

技术是目前以细菌菌落为基础的碳青霉烯酶检测方

法中最快速的检测技术[11]。NG-Test® CARBA5碳青
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酶产生菌的定植率从28.6%下降至5.6%，感染率从

35.7%下降至2.8%[19]。因此，尽早发现CRE定植、了

解CRE感染部位，有助于制定有效的感控措施，预

防和控制CRE在ICU的产生和传播。研究中，OXA-

48型碳青霉烯酶主要存在于肺炎克雷伯菌(14/15)，

与文献报告一致[20]。OXA-48型碳青霉烯酶对碳青霉

烯类抗菌药物水解活性低，通常需要产生超广谱β-

内酰胺酶(ESBLs)和/或孔蛋白突变来提供高水平对碳

青霉烯类抗菌药物的耐药性[20]。因此，通过药敏结

果及表型确认方法对OXA-48型碳青霉烯酶进行诊断

可能会漏检。使用分子方法鉴定碳青霉烯酶的监测

研究表明，OXA-48型内酰胺酶是全球肠杆菌中第二

或第三常见的碳青霉烯酶[21]。SMART和INFORM全

球监测项目的数据显示，产碳青霉烯酶肠杆菌目细

菌(CPE)中OXA-48的检出率为27%[22]。在中东、北非

和比利时和西班牙等欧洲国家，OXA-48型是肠杆菌

中最常见的碳青霉烯酶[21]。在我国，产OXA-48型肠

杆菌表现为散发流行，已波及主要的肠杆菌种类，

在常见菌种间克隆流行，而且携带OXA-48编码基

因的质粒与产KPC的高危克隆ST11有融合进化的

趋势，检出同时携带blaKPC-2和blaoxa-48的ST11型肺

炎克雷伯菌。耐碳青霉烯酶肺炎克雷伯菌的ST分

型中我国最流行的是ST11型，ST11型克隆株具有

在不同内源或外源性质粒序列间融合和整合的能

力，有可能出现OXA-48型耐碳青霉烯酶肺炎克雷

伯菌的克隆传播，因此需要对其流行趋势更加系

统、深入地监测[23]。

CRE引起的侵入感染，病死率高。有研究显

示，我国CRE血流感染30 d病死率为46.2%[24]。研究

中无菌部位中CRE感染病死率为31.4%(22/70)，低于

CRE血流感染30 d病死率，这与本研究的对象中包括

胸腔积液、腹腔积液相关。CRE感染不仅病死率，

而且引发住院时间延长、医疗成本高、社会及家庭

经济负担增加等一系列社会问题。有效而规范的治

疗方案是提高CRE感染救治率的关键。不同种类的

抗菌药物对产生不同碳青霉烯酶菌株的抗菌活性

不同。如头孢他啶/阿维巴坦(ceftazidime-avibactam, 

CAZ/AVI)对产KPC和OXA-48型碳青霉烯酶菌株具

有高度抗菌活性，但产B类碳青霉烯酶菌株无抗菌活

性[25-26]。治疗CRE感染重症患者的主要方案是联合用

药。联合用药能够发挥抗菌药物之间的协同作用、

增加抗菌活性以及降低细菌耐药性的发生率，治疗

效果优于单药治疗[27]。CRE菌血患者，早期接受充

分的抗菌药物治疗患者30 d的生存率显著高于接受不

充分治疗的患者[28]。不同类型的碳青霉烯酶具有不

一样的特征。如金属β-内酰胺酶不能水解氨曲南，

KPC型碳青霉烯酶的活性可被阿维巴坦、韦博巴坦

或雷利巴坦抑制，被克拉维酸弱抑制[11]。实验室需

根据碳青霉烯酶型进行联合药敏试验从而指导临床

制定联合用药方案。胶体金免疫层析法可以在30 min

进行碳青霉烯酶型检测，与Carba_NP试验、改良碳

青霉烯灭活试验、碳青霉烯酶抑制剂增强试验等相

比不仅速度快，而且可以检测出具体的酶型，能够

早期指导临床制定精准的抗感染治疗方案，改善患

者结局。

胶体金免疫层析法操作简单，对实验室条件要

求低，无需特殊设备，结果容易判读，能够快速进

行KPC、OXA-48、VIM、IMP和NDM型碳青霉烯酶

的定性检测，灵敏度和特异度能够满足临床需求，

但是该类试剂盒在国内上市时间晚，目前价格较

高，可以选择的试剂种类少，大部分省份没有收费

标准，而且只能检测常见的5种碳青霉烯酶，对于少

见酶型或者其他耐药机制导致的CRE会漏检。近年

来，分子检测技术在碳青霉烯酶基因的检测方法

发展迅速。分子检测技术可直接检测临床标本中

CRE菌株产生的碳青霉烯酶基因，但是需要专用

的检测仪器，而且价格更加昂贵，不适用于基层医

院[29-30]。总之，虽然目前胶体金免疫层析法在碳青

霉烯酶检测中有一定的不足，但优势明显，各级实

验室可结合临床需求作为一种检测碳青霉烯酶的方

法进行应用。
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