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基质辅助激光解析电离飞行时间质谱仪应用于

鲍曼不动杆菌检测的研究进展
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　　基质辅助激光解析电离飞行时间质谱仪（ｍａｔｒｉｘａｓｓｉｓｔｅｄ

ｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，

ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）是一种新型的软电离生物质谱，其原理是用

激光照射待测物与基质形成的共结晶薄膜，基质从激光中吸收

能量传递给生物分子使其电离，让离子在电场作用下加速飞过

飞行管道，根据到达检测器的飞行时间不同可以推断出片段的

大小，适用于混合物及生物大分子的测定。ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ

具有灵敏度高、准确度高及分辨率高的特点，为生命科学等研

究领域中的一种强有力的分析测试手段。近年来，ＭＡＬＤＩ

ＴＯＦＭＳ已逐渐应用于临床微生物学细菌鉴定
［１］及真菌药敏

的研究［２］，尤其在非发酵革兰阴性杆菌的鉴定方面有着重要的

作用［３］。鲍曼不动杆菌是一种常见的革兰阴性非发酵杆菌，是

当前国内外医院感染和社区获得性感染的主要条件致病

菌［４５］。本文就近年来 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ在检测鲍曼不动杆菌

中的研究进展进行综述。

１　对产碳青霉烯酶菌株的检测

目前碳青霉烯类抗生素已广泛用于治疗鲍曼不动杆菌感

染。有研究表明，全球范围内碳青霉烯类抗菌药物耐药的鲍曼

不动杆菌感染的发病率逐年增多［６］，此类爆发流行的菌株多以

产ＯＸＡ型β内酰胺酶为主
［７８］。如何快速、准确的鉴定出细

菌是否具有产碳青霉烯酶的活性，对指导临床合理用药、控制

鲍曼不动杆菌感染播散有重要的意义。Ｈｒａｂáｋ等
［９］用 ＭＡＬ

ＤＩＴＯＦＭＳ检测碳青霉烯类药物美洛培南及其降解产物的情

况，对已知产碳青霉烯酶和不产碳青霉烯酶的肠杆菌科和假单

胞菌属细菌分别作了验证，结果显示此方法用于鉴别菌株是否

产碳青霉烯酶的检测灵敏度为９６．６７％，特异度可达９７．８７％，

说明 ＭＡＩＤＩＴＯＦＭＳ检测具有快速、灵敏、特异性高的特点；

Ｈｒａｂáｋ等
［１０］对１０８株产碳青霉烯酶的肠杆菌科细菌、３５株不

产碳青霉烯酶而对碳青霉烯类耐药的肠杆菌科细菌，以及２株

产ＮＤＭ１型的鲍曼不动杆菌用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ对碳青霉烯

类药物美罗培南的水解情况进行了分析测定，结果显示 ＭＡＬ

ＤＩＴＯＦＭＳ适用于产碳青霉烯酶类的菌株的检测。Ｂｕｒｃｋ

ｈａｒｄｔ等
［１１］用同样的方法对多种产碳青霉烯酶的细菌进行检

测时，发现在１～２．５ｈ内就可以检测到大量的碳青霉烯酶活

性。Ｋｅｍｐｆ等
［１２］用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ对１０６株鲍曼不动杆菌

耐碳青霉烯类的情况进行分析，经过严格的质控测试，推论

ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ适用于大量的产碳青霉烯酶的鲍曼不动杆

菌临床分离株的检测。上述研究均提示 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ在

检测菌株产碳青霉烯酶尤其是β内酰胺酶方面，具有快捷高

效、准确度和特异度高的特点。

２　基因分型研究

ＰＣＲ（ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）相关检

测技术是菌株基因分型研究中公认的检测金标准，早已在临床

常规应用。然而由于ＰＣＲ操作复杂，试剂成本高，仪器需要专
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人培训等限制了它在微生物实验室中的大批量使用。黄髭飞

等［１３］收集了６０株多重耐药的鲍曼不动杆菌，用重复序列ＰＣＲ

（ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，

ＲＥＰＰＣＲ）和 ＭＡＩＤＩＴＯＦＭＳ对菌株进行基因分型和溯源性

鉴定。结果显示用 ＲＥＰＰＣＲ可将６０株鲍曼不动杆菌分为

ＲＥＰＡ～ＲＥＰＬ共１２型；用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ可将其分为ａ～

ｅ五个类型。表明ＲＥＰＰＣＲ分型较 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ更为精

确。但作者出于对试验所需成本、操作简易性等方面的综合考

虑，认为在对鲍曼不动杆菌耐药菌株的初步基因分型筛选时，

使用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ进行检测更具优势。

用实验室常规生化表型检测方法，鲍曼不动杆菌与鲍曼不

动杆菌基因组３型、不动杆菌基因组１３ＴＵ型很难区分，但是

将鲍曼不动杆菌菌株鉴别到种的水平，对于研究鲍曼不动杆菌

的致病性、流行病学、医院感染控制等方面有着重要的意

义［１４１５］。Ｅｓｐｉｎａｌ等
［１６］尝试采用ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ对鲍曼不动

杆菌的基因组种群进行分类，研究中选择了６０株菌株：１８株

鲍曼不动杆菌、１７株鲍曼不动杆菌基因组３型、１８株鲍曼不动

杆菌基因组１３ＴＵ型和７株不动杆菌属的其他菌株。检测的

同时用核糖体 ＤＮＡ 扩增片段限制性内切酶分析（Ａｍｐｌｉｆｅｄ

ＲｉｂｏｓｏｍａｌＤＮＡＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎＡｎａｌｙｓｉｓ，ＡＲＤＲＡ），ｒＲＮＡ基因间

隔区序列分析以及ｒｅｃＡ基因和ｂｌａ（ＯＸＡ５１）基因测序进行验

证。发现 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ检测能够识别绝大多数的鲍曼不

动杆菌基因型的菌株，仅有部分的鲍曼不动杆菌基因组１３ＴＵ

型会误判为鲍曼不动杆菌，作者认为是由于现有的数据库内缺

乏标准的基因组１３ＴＵ型的参考株所致。此也证实了 ＭＡＬ

ＤＩＴＯＦＭＳ有利于实验室快速检测识别鲍曼不动杆菌的基因

分型研究。Ｋｕｓｒａｄｚｅ等
［１７］用ＰＣＲ联合 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ对

产碳青霉烯酶并对亚胺培南耐药的鲍曼不动杆菌进行分型，研

究了产ＯＸＡ型碳青霉烯酶的多重耐药鲍曼不动杆菌菌株的

流行播散趋势，再次证实此基因型的多重耐药鲍曼不动杆菌在

世界范围内的流行播散。以上研究均表明 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ

无论是在鲍曼不动杆菌菌株基因分型，还是在对多重耐药菌感

染的流行病学调查中，均有一定的检测价值。

３　参与蛋白质组学研究

蛋白质组学是当前生命科学研究的前沿领域，采用 ＭＡＬ

ＤＩＴＯＦＭＳ测得肽质量指纹图谱，在数据库中以查询识别的

方式鉴定蛋白质，是蛋白质组学研究中普遍应用的鉴定方法。

对鲍曼不动杆菌进行细胞外蛋白质组的研究，有利于进一步了

解菌株的致病机制及发现新的毒力因子。Ｓｉｒｏｙ等
［１８］用

ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ对鲍曼不动杆菌参考菌株ＡＴＣＣ１９６０６和临

床分离的耐碳青霉烯类抗生素的鲍曼不动杆菌菌株外膜蛋白

质组分同时进行比较分析，一共鉴定出１３５种膜内和膜外的蛋

白。在临床分离的鲍曼不动杆菌菌株中，有４种孔蛋白的表达

呈明显下调趋势；具有特定运输与酶学性质的大量蛋白表达呈

上调趋势；发现多重耐药鲍曼不动杆菌菌株的青霉素结合蛋白

１Ｂ的表达较低，产生具有不同于参考株的初级和四级结构的

ＣａｒＯ蛋白质，并有 ＯｍｐＷ 的异形体蛋白质。Ｓｈｉｎ等
［１９］通过

二维 双 向 电 泳 （ｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，２ＤＥ）和

ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ对临床分离的编号为１６５６２的鲍曼不动杆

菌菌株进行研究，此菌株的特点是在特定的培养条件下，具备

高效的产生生物膜的能力。该研究不仅发现了大量的鲍曼不

动杆菌胞外蛋白成分，还观测到了相关的氧化应激反应和受巨

噬细胞攻击时的防御反应。作者通过对差异表达蛋白质的进

一步鉴定，发现在菌株生物膜上表达或呈上调的蛋白质有：以

转铁蛋白为主的外膜受体转运蛋白；组氨酸激酶／反应调节剂

传感器以及ＰＡＳＧＧＥＤＦＥＡＬ基因编码的双鸟苷酸环化酶的

区域；有关的代谢蛋白质如 ＮＡＤ连接糖核苷二磷酸异构酶，

苹果酸脱氢酶，Ｎ乙酰Ｌ丙氨酸酰胺酶等；细菌的抗生素耐药

相关蛋白；ｅｘｏｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅＩＩＩ基因和 ＧｉｄＡ基因编码的

修复蛋白等。ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ检测在一定程度上揭示了鲍

曼不动杆菌的新型胞外蛋白质组，为研究细菌的致病性提供了

新的思路。鉴于生物膜的形成是鲍曼不动杆菌在社区和医院

内获得性感染的主要途径之一［２０］，Ｃａｂｒａｌ等
［２１］采用了包括

ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ在内的检测技术，用比较蛋白质组学的方

法，构建了一个以新的蛋白质为靶向的、可防止鲍曼不动杆菌

生物膜形成的生物学模型。上述研究均表明，在蛋白质组学研

究中应用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ检测，有助于对鲍曼不动杆菌的生

物膜的持久性与耐受性机理的深入探讨，从而进一步了解细菌

外膜蛋白结构与功能的关系。

４　用于疾病诊断与耐药机制探讨

用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ技术对鲍曼不动杆菌感染引起的相

关疾病的诊治、临床药物耐药机制的研究是当前一大热点，早

期研究已取得了初步的成绩。Ｓｏａｒｅｓ等
［２２］用 ＭＡＬＤＩＴＯＦ

ＭＳ等检测１０名确诊为鲍曼不动杆菌感染的败血症的成人患

者的血浆，与健康对照组比较其蛋白质组分的改变情况，检测

出包括有差异表达的脂蛋白、属于炎症／凝血途径和激肽释放

酶激肽系统的蛋白质等，提示 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ在一定程度

上可以辅助临床医生对鲍曼不动杆菌感染引起的败血症的诊

断。Ｂｅｃｅｉｒｏ等
［２３］通过 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ研究多黏菌素耐药的

鲍曼不动杆菌相关的耐药机理与产生条件，为治疗碳青霉烯类

抗生素耐药的鲍曼不动杆菌感染提供了新的策略。

５　小　　结

ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ具有简便高效、检测范围宽及分析速度

快等优点，可作为一种便捷的方法用于检测鲍曼不动杆菌所产

的碳青霉烯酶，也可用于相关的菌株基因分型、蛋白质组学及

疾病诊断、耐药机制等方面的研究。ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ仍存在

一些不足：一是在检测基因型时，ＭＡＬＤＩＴＯＦ ＭＳ结果与

ＰＣＲ结果相比，有一定的假阴性
［２４２５］；二是目前仍缺乏标准的

参考菌株的数据库资料，不能鉴别出鲍曼不动杆菌基因组内的

其他型。推测今后 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ将在已联用２ＤＥ和ＰＣＲ

的基础上，联合其他分子生物学检测技术，对目前所知的对产

酶菌株的检测方法、基因分型及测序、蛋白质组学方面开展更

深入的研究，有望成为常规实验室内微生物鉴定分型发展的方

向，对进一步研究鲍曼不动杆菌流行病学和相关的耐药机制，

有效遏制耐药菌株的流行播散有积极的意义。
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·综　　述·

甲胎蛋白异质体Ｌ３在原发性肝癌诊断中的研究进展

纪凤卿，徐振兴 综述，滕　菁 审校

（厦门市中医院检验科，福建厦门３６１００９）

　　关键词：甲胎蛋白类；　肝癌；　诊断；　综述
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　　甲胎蛋白（ａｌｐｈａｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＦＰ）是一种单链糖蛋白。

１９７０年Ｐｕｒｖｅｓ对肝癌患者血清作凝胶电泳时先发现 ＡＦＰ有

不同的迁移率，提出甲胎蛋白异质体（ａｌｐｈａｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎｖａｒｉ

ａｎｔｓ）这一概念。随着生物化学及其相关分析技术的发展，研

究人员根据与外源性凝集素亲和性的不同，可对 ＡＦＰ来源作

出判断。Ｔａｋｅｔａ等
［１］发现原发性肝癌（ＰＨＣ）患者血清中ＡＦＰ

与小扁豆素（ｌｅｎｓｃｕｌｉｎａｒｉｓａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，ＬＣＡ）结合后，电泳分成

三带，依次命名为ＡＦＰＬ１、ＡＦＰＬ２、ＡＦＰＬ３，即ＬＣＡ非结

合型 （ＡＦＰＬ１、ＡＦＰＬ２）和ＬＣＡ结合型 （ＡＦＰＬ３）。现通

常把与小扁豆素结合的ＡＦＰＬ３称为ＡＦＰ异质体，与原发性

肝癌密切相关，是重要的肝癌诊断因子，是新一代的肿瘤标

志物［２］。本文对ＡＦＰＬ３在原发性肝癌诊断检测值的影响因

素，临床意义以及肿瘤的病理，影像学方面相关性方面作个

简要综述。

１　影响ＡＦＰ异质体Ｌ３检测值的因素

１．１　肿瘤性质　ＡＦＰＬ３含量一般不受 ＡＦＰ总含量的影响，
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