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·检验技术与方法·

产ＯＸＡ２３鲍曼不动杆菌的基质辅助激光解析

电离飞行时间质谱检测研究

王利君，范艳艳，王　玫

（首都医科大学附属北京同仁医院检验科，北京１００７３０）

　　摘　要：目的　应用基质辅助激光解析电离飞行时间质谱快速检测产ＯＸＡ２３鲍曼不动杆菌。方法　１２５株泛耐药鲍曼不

动杆菌及１１０株碳青霉烯类敏感鲍曼不动杆菌为研究对象，用ＰＣＲ和测序方法检测ＯＸＡ基因。美罗培南与鲍曼不动杆菌３７℃

孵育２ｈ后，上清液进行基质辅助激光解析电离飞行时间质谱检测，统计学分析各质谱峰的ＲＯＣ曲线。结果　１２５株泛耐药鲍曼

不动杆菌均携带ＯＸＡ２３基因。碳青霉烯类敏感鲍曼不动杆菌的质谱峰质荷比（ｍ／ｚ）为３８４ｍ／ｚ，４０６ｍ／ｚ，４２８ｍ／ｚ，而泛耐药鲍

曼不动杆菌的质谱峰为３５８ｍ／ｚ，３８０ｍ／ｚ，４０２ｍ／ｚ，４０６ｍ／ｚ，４２４ｍ／ｚ，４２８ｍ／ｚ，４４６ｍ／ｚ，４６８ｍ／ｚ。质谱峰３５８ｍ／ｚ与３８０ｍ／ｚ的

ＲＯＣ曲线下面积（ＡＵＣ）均为０．９９。通过质谱峰的变化鉴定产碳青霉烯酶鲍曼不动杆菌，灵敏度与特异度均为１００％。结论　基

质辅助激光解析电离飞行时间质谱可以快速、准确检测碳青霉烯类耐药鲍曼不动杆菌，指导临床合理使用抗菌药物。

关键词：质谱；　鲍曼不动杆菌；　抗药性，微生物

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１９．０４２ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１９２５８７０３

　　鲍曼不动杆菌是医院感染的重要病原菌。近年来抗菌药

物的滥用，鲍曼不动杆菌的耐药率在不断上升，氟喹诺酮类、氨

基糖苷类等耐药率甚高，碳青霉烯类的耐药率也有上升。研究

表明碳青霉烯类抗菌药物的长期广泛使用与鲍曼不动杆菌的

耐药性相关［１］。为减少鲍曼不动杆菌在医院感染的发生及多

重耐药菌株的出现，研究者应及时监测其耐药情况，指导临床

抗菌药物应用，有效预防和控制感染。

鲍曼不动杆菌中最主要的碳青霉烯酶是Ｄ类苯唑西林酶

（ＣａｒｂａｐｅｎｅｍｈｙｄｒｏｌｙｚｉｎｇｃｌａｓｓＤβｌａｃｔａｍａｓｅｓｏｒｏｘａｃｉｌｌｉｎａｓ

ｅｓ，ＯＸＡ）。虽然外膜蛋白缺失和主动外排机制也是鲍曼不动

杆菌碳青霉烯类耐药的机制，但是ＯＸＡ的作用仍然是最重要

的［２４］。产ＯＸＡ２３鲍曼不动杆菌是国内外报道最多的泛耐药

鲍曼不动杆菌，并且常导致爆发流行［５６］。

临床实验室碳青霉烯类耐药鲍曼不动杆菌的检测主要依

靠药敏试验，但检测时间需要至少２４ｈ。虽然，ＰＣＲ法已经成

熟的应用于各种耐药基因的检测，但是费力以及费用高昂。近

几年，基质辅助激光解析电离飞行时间质谱（ｍａｔｒｉｘａｓｓｉｓｔｅｄ

ｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，

ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）已经应用于临床实验室微生物鉴定
［７］，本研

究旨在研究快速检测产碳青霉烯酶鲍曼不动杆菌的 ＭＡＬＤＩ

ＴＯＦＭＳ方法。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　菌株均为北京同仁医院检验科分离的临床菌

株。耐药组为１２５株泛耐药鲍曼不动杆菌。敏感组为１１０株

碳青霉烯类敏感的鲍曼不动杆菌。参考菌株：肺炎克雷伯菌

ＡＴＣＣ７００６０３，大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２。阳性对照菌株：肺炎

克雷伯菌ＡＴＣＣＢＡＡ１７０５，嗜麦芽窄食假单胞菌作为产碳青

霉烯酶的阳性对照。

１．２　仪器与试剂　三水美罗培南（西格玛公司，美国）；药敏纸

片（Ｏｘｏｉｄ公司，英国）；基质辅助激光解析电离飞行时间质谱

仪Ａｕｔｏｆｌｅｘ（布鲁克公司，德国）。

１．３　方法

１．３．１　细菌鉴定及药敏试验　将以上菌株转种 ＭＨ 平板，

３７℃孵育过夜，采用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ进行菌种鉴定。药敏试

验采用琼脂扩散法。药敏结果解释参照美国临床实验室标准

委员会（ＣＬＳＩ２０１２）标准。

１．３．２　耐药基因检测　ＯＸＡ２３、ＯＸＡ２４、ＯＸＡ５８及ＩＳＡｂａ

引物参照参考文献［８］。ＰＣＲ产物送北京诺赛基因组研究中

·７８５２·国际检验医学杂志２０１３年１０月第３４卷第１９期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１９

 基金项目：首都医科大学附属北京同仁医院科研基金（２０１２ＹＪＪ０１０）。



心有限公司进行测序，测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ进行ＢＬＳＡＴ比对

分析。

１．３．３　ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ分析　２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ

６．８）缓冲液配制２ｍｍｏｌ／Ｌ浓度的美罗培南溶液备用，５０％乙

醇配制１０ｇ／Ｌ２，５二羟基苯甲酸基质备用。１ｍＬ２０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ６．８）缓冲液配４麦氏浊度的菌悬液，１４０００ｇ离

心３ｍｉｎ，弃上清，沉淀中加入３０μＬ 美罗培南溶液及１０μＬ

０．０４５％ ＮａＣｌ溶液，混匀后置３７℃孵育２ｈ。孵育完成后，

１４０００ｇ离心３ｍｉｎ，取１μＬ上清液与１μＬ基质充分混匀后加

样３８４孔靶板，ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ仪进行分析。质谱仪采用线

性正性模式，采集区间１４０质荷比（ｍ／ｚ）至６００ｍ／ｚ，仪器主要

参数：ｐｕｌｓｅｄｉｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｄｅｌａｙｏｆ１６０ｎｓ，ｉｏｎｓｏｕｒｃｅｖｏｌｔａｇｅ

１，１９ｋＶ，ｉｏｎｓｏｕｒｃｅｖｏｌｔａｇｅ２，１６．７ｋＶ，ａｎｄｉｏｎｓｏｕｒｃｅｌｅｎｓ

ｖｏｌｔａｇｅ８．５ｋＶ。基质２，５二羟基苯甲酸（１５５．０３Ｄａ）和美罗

培南（３８４．０７１Ｄａ）进行仪器校准。质谱图谱采用ｆｌｅｘＡｎａｌｙｓｉｓ

３．３软件进行分析。每次实验以３０μＬ美罗培南及１０μＬ０．

０４５％ ＮａＣｌ混合溶液为阴性对照。

１．４　统计学处理　ＣｌｉｎＰｒｏＴｏｏｌ软件分析各质谱峰的ＲＯＣ曲

线，ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计学分析。以犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　细菌鉴定、药敏和耐药基因检测　ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ鉴

定结果与保存菌株名称一致。泛耐药鲍曼不动杆菌对美罗培

南和亚胺培南均耐药，且全部携带ＯＸＡ２３基因。敏感组鲍曼

不动杆菌均不携带ＯＸＡ基因。

２．２　ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ分析　美罗培南０．０４５％ ＮａＣｌ溶液的

质谱峰包含３个，分别为３８４ｍ／ｚ，以及含一或两个钠原子的

峰４０６ｍ／ｚ，４２８ｍ／ｚ。１１０株碳青霉烯类敏感鲍曼不动杆菌及

敏感的标准菌株的质谱峰与阴性对照完全一致。肺炎克雷伯

菌ＡＴＣＣＢＡＡ１７０５，嗜麦芽窄食假单胞菌的３８４ｍ／ｚ峰消

失，出现了水解产物及水解脱羧产物的峰，包括３５８ｍ／ｚ，３８０

ｍ／ｚ，４０２ｍ／ｚ，４２４ｍ／ｚ，４４６ｍ／ｚ，４６８ｍ／ｚ。１２５株鲍曼不动杆

菌的质谱图为不完全水解图，质谱峰为３５８ｍ／ｚ，３８０ｍ／ｚ，４０２

ｍ／ｚ，４０６ｍ／ｚ，４２４ｍ／ｚ，４２８ｍ／ｚ，４４６ｍ／ｚ，４６８ｍ／ｚ。

２．３　统计学分析　质谱仪的ＣｌｉｎＰｒｏＴｏｏｌ软件分析３５８ｍ／ｚ

质谱峰与３８０ｍ／ｚ质谱峰的 ＲＯＣ曲线下面积（ＡＵＣ）均为

０．９９，见图１。判断标准设定为，水解反应后质谱峰出现３５８

ｍ／ｚ，３８０ｍ／ｚ即可判断为产ＯＸＡ２３鲍曼不动杆菌，ＭＡＬＤＩ

ＴＯＦＭＳ检测方法的灵敏度及特异度均为１００％。ＭｃＮｅｍａｒ

ｔｅｓｔ显示 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ检测方法与测序法之间高度一致

（犘＝１．０００）。

图１　　敏感组鲍曼不动杆菌与泛耐药鲍曼不动杆菌

比较（质谱峰３５８ｍ／ｚ与３８０ｍ／ｚ的ＲＯＣ曲线）

３　讨　　论

ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ是近几年发展起来的新技术，已有文献

报道应用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ检测碳青霉烯酶的活性
［９１０］，但不

同研究报道的质谱图不尽相同，需要进行更多菌株的检测及检

测条件的优化。ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ检测碳青霉烯酶活性的原

理是碳青霉烯类抗菌药物的β内酰键被细菌产生的碳青霉烯

酶水解，导致碳青霉烯类抗菌药物相对分子质量增加１８×

１０３，某些环境下，水解产物会直接脱羧，引起相对分子质量减

少４４×１０３。碳青霉烯类抗菌药物的羟基会与盐溶液中的 Ｎａ

结合导致相对分子质量增加２２Ｄａ。通过质谱监测碳青霉烯

类抗菌药物相对分子质量的变化，即可准确鉴定产碳青霉烯酶

细菌。本研究应用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ检测１２５株泛耐药鲍曼

不动杆菌碳青霉烯酶活性。同时，选择国内最常用的碳青霉烯

类抗生素美罗培南作为检测靶标。因为美罗培南的降解产物

质谱峰３８０ｍ／ｚ与常用质谱基质α氰４羟基苯丙烯酸质谱峰

３７９ｍ／ｚ重叠而干扰结果分析，所以研究中选择了２，５二羟基

苯甲酸作为基质。

１１０株敏感菌株与美罗培南０．０４５％ ＮａＣｌ溶液孵育后，

质谱峰与阴性对照完全相同，分别为３８４ｍ／ｚ，以及含１～２个

钠原子的峰４０６ｍ／ｚ，４２８ｍ／ｚ。１２５株泛耐药鲍曼不动杆菌与

美罗培南０．０４５％ ＮａＣｌ溶液孵育后，质谱峰与阳性对照肺炎

克雷伯菌ＡＴＣＣＢＡＡ１７０５，嗜麦芽窄食假单胞菌的质谱峰有

一些区别，表现为不完全水解，包括３５８ｍ／ｚ，３８０ｍ／ｚ，４０２ｍ／

ｚ，４０６ｍ／ｚ，４２４ｍ／ｚ，４２８ｍ／ｚ，４４６ｍ／ｚ，４６８ｍ／ｚ。其中美罗培

南质谱峰消失，虽然出现了水解产物及水解脱羧产物的峰，但

是仍然存在美罗培南的钠离子合物的质谱峰。此现象也证实

了ＯＸＡ２３水解碳青霉烯类抗生素的能力较 ＫＰＣ和金属酶

弱。Ｐｏｉｒｅｌ等
［１１］报道１１１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ能抑制ＯＸＡ２３的

水解活性，所以本研究中尽量降低ＮａＣｌ的浓度至２０ｍｍｏｌ／Ｌ，

来降低抑制作用，保证 ＯＸＡ２３能更快的水解美罗培南。

Ｋｅｍｐｆ等
［１２］研究了 ＭＯＬＤＩＴＯＦＭＳ检测鲍曼不动杆菌碳青

霉烯类耐药，结果也显示了鲍曼不动杆菌与亚胺培南在体外孵

育２ｈ，不能完全水解亚胺培南，其碳青霉烯耐药的判断标准为

亚胺培南与其代谢产物质谱峰面积比值，其质谱检测结果的判

断繁琐。本研究应用质谱仪的ＣｌｉｎＰｒｏＴｏｏｌ软件分析各个峰

的ＲＯＣ曲线显示３５８ｍ／ｚ质谱峰与３８０ｍ／ｚ质谱峰的 ＲＯＣ

曲线下面积（ＡＵＣ）均为０．９９，表明无论不完全水解的质谱图

多么复杂，只要水解反应后出现了质谱峰３５８ｍ／ｚ与３８０ｍ／ｚ，

即可判断鲍曼不动杆菌产ＯＸＡ２３，此时统计学分析也显示检

测灵敏度及特异度均为１００％。ＭｃＮｅｍａｒｔｅｓｔ显示 ＭＡＬＤＩ

ＴＯＦＭＳ检测方法与测序法之间高度一致（犘＝１．０００）。

本研究采用 ＭＯＬＤＩＴＯＦＭＳ鉴定细菌并检测ＯＸＡ２３，

全程仅需要３ｈ，与传统微生物及分子生物学检测相比，有很大

的优势。因为本研究中只能获得产ＯＸＡ２３的鲍曼不动杆菌，

所以没有检测产其他碳青霉烯酶的鲍曼不动杆菌，需要进一步

研究。

ＭＯＬＤＩＴＯＦＭＳ操作简单、成本低，能快速准确地检测

产ＯＸＡ２３鲍曼不动杆菌。虽然此方法只能检测碳青霉烯酶，

不能检测其他耐药机制，但是 ＭＯＬＤＩＴＯＦＭＳ仍然是临床微

生物实验室非常有应用前景的耐药检测方法。
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·检验技术与方法·

改变离心条件制备乏血小板血浆凝血试验结果比较

王　贞
１，靳　岩

１，马晓露１，潘佳星１，杨　冬
２△

（大连医科大学附属第一医院：１．检验科；２．消化内科，辽宁大连１１６０１１）

　　摘　要：目的　探讨增加离心速度减少离心时间制备乏血小板血浆检测凝血酶原时间（ＰＴ）、活化部分凝血酶原时间（ＡＰＴＴ）

和纤维蛋白原（ＦｉＢ）的结果是否与标准操作步骤具有可比性。方法　共收集４０例健康体检者的新鲜血液标本，平均分成两份。

使用同一台离心机，分别以３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，离心分离血浆，使用同一台全自动凝血分析仪测定

ＰＴ、ＡＰＴＴ和ＦｉＢ，并对结果进行统计学分析和差异性比较。结果　４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ的ＰＴ、ＩＮＲ测定结果与３０００ｒ／ｍｉｎ

离心１０ｍｉｎ比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）；４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ的 ＡＰＴＴ、ＦｉＢ测定结果与３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ比

较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。相关回归分析显示两种离心方法显著相关，ＰＴ、ＡＰＴＴ、ＦｉＢ的相关系数分别为０．９７５、０．９８１、

０．９９６。新离心条件下ＰＴ、ＡＰＴＴ、ＦｉＢ检测结果临床可接受性能的评价均为全部接受。结论　可用４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ的离

心方法替代３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，以达到快速向临床提供准确凝血检验报告的目的，具有较高的临床应用价值。

关键词：凝血试验；　离心速度；　离心时间；　结果比对

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１９．０４３ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１９２５８９０３

　　凝血试验已广泛应用于出血与血栓性疾病的诊断、抗凝药

物剂量的监测以及溶栓治疗［１］，准确的凝血试验检测结果对疾

病的诊断和治疗均具有重要意义。《全国临床检验操作规程》

（第３版）要求：凝血试验标本的离心速度为３０００ｒ／ｍｉｎ，离心

时间为１０～１５ｍｉｎ以得到乏血小板血浆
［２］。但是日益增长的

样本量使样本预处理花费了很多时间，特别是急诊手术时，需

要快速准确地向临床提供检验报告，以争取患者的最佳抢救时

间。因此作者试图探讨增加离心速度、减少离心时间制备乏血

小板血浆，比较这种样本制备方法对ＡＰＴＴ、ＰＴ、ＦｉＢ测定结果

是否有影响，以寻求快捷合适的离心条件处理临床标本。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１２年１０月１５日至２０１２年１０月２７

日大连医科大学附属第一医院健康体检及住院患者新鲜血液

或血浆标本共８０例。

１．２　仪器与试剂　ＣＡ６０００全自动血凝分析仪，ＸＥ５０００全

自动血细胞分析仪，ＬＥＧＥＮＤＭＡＣＨ１．６高速离心机。所用

试剂均为ＳＩＥＭＥＮＳ公司、ＳＹＳＭＥＸ公司配套质控物和试剂。

１．３　方法

１．３．１　离心方法　将经枸橼酸钠抗凝的新鲜血液样本，充分

混匀后，吸出约１ｍＬ到洁净塑料试管中，使其变成两份相同

的血液样本，一份为标准离心条件：离心速度为３０００ｒ／ｍｉｎ，

离心时间为１０ｍｉｎ；另一份改变离心条件：离心速度为４０００

ｒ／ｍｉｎ，离心时间为５ｍｉｎ。

１．３．２　凝血项目的测定　ＣＡ６０００全自动血凝分析仪采用散

射比浊法；不同水平的ＳＩＥＭＥＮＳ质控物均按日常标本操作，

测定１次／ｄ。质控在控后选择新鲜血浆８份，连续收集５ｄ，共

４０份标本。测定其标准离心条件下和增加离心速度减少离心

时间条件下，血浆样本ＰＴ、ＡＰＴＴ、ＦｉＢ的值。保证在相同条件

下完成检测。

１．３．３　血小板的测定　使用ＸＥ５０００全自动血细胞分析仪，
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