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  摘 要:目的 探索基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱(MALDI-TOF
 

MS)对耐碳青霉烯类肺炎克雷伯

菌(CRKP)进行同源性分析在临床实验室应用的可行性。方法 
 

以多位点序列分型(MLST)方法对95株

CRKP分型结果为标准,采用 MALDI-TOF
 

MS技术对上述95株CRKP分析后的聚类分析结果进行一致性比

较,观察MicroflexTM 质谱仪对CRKP的分型能力。结果 
 

MicroflexTM 质谱仪聚类分析结果显示95株菌分为

2大类,5个亚类。其中Ⅰb和Ⅰc亲缘关系较近,Ⅰa与Ⅰb、Ⅰc较远;与 MLST结果相比较,ST1、ST15分布

在Ⅰb亚类中;ST1198、ST152、ST1030、ST1254分布在Ⅱa亚类中;ST2260、ST2928分布在Ⅱb亚类中,其余

87株ST11型分布在各亚类中。结论 
 

MALDI-TOF
 

MS聚类分析结果与 MLST结果并不一致,MALDI-
TOF

 

MS应用于同源性分析还需更详细的研究。
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Abstract:Objective To
 

explore
 

the
 

feasibility
 

of
 

homology
 

analysis
 

of
 

carbapenem-resistant
 

Klebsiella
 

pneumoniae(CRKP)by
 

matrix-assisted
 

laser
 

desorption
 

ionization
 

time-of-flight
 

mass
 

spectrometry(MALDI-
TOF

 

MS)in
 

clinical
 

laboratory.Methods The
 

results
 

of
 

clustering
 

analysis
 

of
 

95
 

CRKP
 

strains
 

were
 

com-
pared

 

by
 

using
 

MALDI-TOF
 

MS
 

technology
 

based
 

on
 

multi-site
 

sequence
 

typing(MLST)
 

method.The
 

ability
 

of
 

microflexTM
 

mass
 

spectrometer
 

to
 

classify
 

CRKP
 

strains
 

was
 

observed.Results MicroflexTM
 

mass
 

spec-
trometer

 

cluster
 

analysis
 

showed
 

that
 

95
 

strains
 

of
 

bacteria
 

were
 

divided
 

into
 

two
 

groups,five
 

subgroups.The
 

relationship
 

between
 

Ⅰb
 

and
 

Ⅰc
 

was
 

close,Ⅰa
 

was
 

far
 

from
 

Ⅰb
 

and
 

Ⅰc.Compared
 

with
 

MLST
 

results,ST1
 

and
 

ST15
 

were
 

distributed
 

inⅠb
 

subclass,ST1198,ST152,ST1030
 

and
 

ST1254
 

were
 

distributed
 

in
 

Ⅰa
 

sub-
class,ST2260

 

and
 

ST2928
 

were
 

distributed
 

inⅠb
 

subclass,and
 

the
 

rest
 

87
 

strains
 

of
 

ST11
 

were
 

distributed
 

in
 

each
 

subclass.Conclusion The
 

results
 

of
 

MALDI-TOF
 

MS
 

cluster
 

analysis
 

are
 

not
 

consistent
 

with
 

those
 

of
 

MLST.The
 

application
 

of
 

MALDI-TOF
 

MS
 

in
 

homology
 

analysis
 

needs
 

more
 

detailed
 

study.
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  越来越多碳青霉烯类抗菌药物耐药菌株的出现

使临床针对感染治疗的形势愈发严峻[1]。碳青霉烯

类抗菌药物耐药机制与细菌的生物被膜形成,外膜孔

蛋白丢失合并β内酰胺酶的过度表达,或菌株表达碳
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青霉烯酶相关[2-6]。产碳青霉烯酶是肺炎克雷伯菌对

碳青霉烯类抗菌药物耐药的重要机制[7]。该酶的编

码基因主要位于转座子、整合子、质粒等可移动的基

因单元上,从而导致耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌

(CRKP)可以通过垂直或水平方式快速出现及传

播[6]。临床上治疗CRKP感染的手段极其有限,一般

只能采取患者隔离或对住院环境采取消毒等措施[8]。
因此,快速准确的对CRKP进行同源性分析,及时有

效的溯源对控制院内感染尤为重要。
多位点序列分型(MLST)是通过聚合酶链式反应

(PCR)扩增管家基因片段并进行序列分型,根据其序

列型(ST)结果进行同源性分析。可通过网络实现室

间数据共享及比对,数据分析简便快捷、可比性强、能
直接对临床标本进行分析[9]。基质辅助激光解吸电

离飞行时间质谱(MALDI-TOF
 

MS)技术用于微生物

快速鉴定是近年来的研究热点,它是利用 MALDI-Bi-
otyper

 

3软件构建发育树对其进行同源性分析,具有

快速、准确、重复性好的特点,在国内临床微生物实验

室已得到较好地应用
 [10]。

笔者以 MLST分型方法获得的同源性结果为标

准[11],对MALDI-TOF
 

MS获得的同源性分析结果进

行评价,探索 MALDI-TOF
 

MS对耐药肺炎克雷伯菌

同源性分析在临床实验室应用的准确性和可行性。

1 材料与方法

1.1 CRKP菌株 菌株的来源分布、MLST分型引

物序列、扩增条件及扩增产物结果处理方法,参照笔

者前文[9]。

1.2 方法 将95株CRKP接种于哥伦比亚血平皿

上,放入温度为35
 

℃、CO2 浓度为5%的培养箱中培

养24
 

h。用灭菌竹签挑取单个菌落,少量菌体均匀涂

布在靶板孔位上,室温下晾干。加1
 

μL
 

70%甲酸溶

液均匀涂覆在样本上,室温下晾干。再加1
 

μL
 

IVD
 

HCCA基质溶液均匀覆盖在待测样本上,室温下晾

干。将加样完成的待测靶板放入 MicroflexTM 质谱

仪,进行上机检测。利用 MicroflexTM 质谱仪配套软

件 MALDI
 

Biotyper
 

RTC进行蛋白质指纹峰图谱的

采集。结果评价分数判断标准:2.0分以下为匹配一

般,2.0~<2.3分为匹配较好,2.3~3.0分为匹配

好;并将蛋白质指纹峰谱图导入 MALDI-Biotyper
 

3
软件进行聚类分析。

2 结  果

2.1 指纹图谱获得 95株CRKP鉴定得分均超过

2.3,结果为匹配好,表明获得的蛋白指纹图谱较完

整,可以进行聚类分析,见表1。

表1  95株CRKP
 

MALDI-TOF
 

MS鉴定得分详表

上机

编号

样本

编号

鉴定

得分

上机

编号

样本

编号

鉴定

得分

上机

编号

样本

编号

鉴定

得分

上机

编号

样本

编号

鉴定

得分

上机

编号

样本

编号

鉴定

得分

1 Q1 2.431 20 Q20 2.465 39 Z19 2.355 58 Ⅰ7 2.641 77 N9 2.317

2 Q2 2.365 21 Z1 2.325 40 Z20 2.374 59 Ⅰ8 2.415 78 N10 2.331

3 Q3 2.442 22 Z2 2.459 41 Z21 2.416 60 Ⅰ9 2.427 79 N11 2.457

4 Q4 2.376 23 Z3 2.371 42 Z22 2.435 61 Ⅰ10 2.319 80 N12 2.510

5 Q5 2.452 24 Z4 2.448 43 Z23 2.516 62 Ⅰ11 2.324 81 N13 2.412

6 Q6 2.471 25 Z5 2.398 44 Z24 2.378 63 Ⅰ12 2.510 82 N14 2.427

7 Q7 2.398 26 Z6 2.336 45 Z25 2.362 64 Ⅰ13 2.601 83 N15 2.481

8 Q8 2.333 27 Z7 2.374 46 Z26 2.394 65 Ⅰ14 2.410 84 N16 2.378

9 Q9 2.471 28 Z8 2.417 47 Z27 2.342 66 Ⅰ15 2.472 85 N17 2.507

10 Q10 2.354 29 Z9 2.446 48 Z28 2.330 67 Ⅰ16 2.383 86 N18 2.313

11 Q11 2.336 30 Z10 2.357 49 Z29 2.347 68 Ⅰ17 2.349 87 N19 2.577

12 Q12 2.421 31 Z11 2.517 50 Z30 2.415 69 N1 2.327 88 N20 2.461

13 Q13 2.501 32 Z12 2.481 51 Z31 2.428 70 N2 2.347 89 N21 2.378

14 Q14 2.444 33 Z13 2.612 52 Ⅰ1 2.518 71 N3 2.318 90 N22 2.369

15 Q15 2.378 34 Z14 2.541 53 Ⅰ2 2.425 72 N4 2.389 91 N23 2.415

16 Q16 2.391 35 Z15 2.539 54 Ⅰ3 2.448 73 N5 2.603 92 N24 2.422

17 Q17 2.610 36 Z16 2.473 55 Ⅰ4 2.416 74 N6 2.321 93 N25 2.381

18 Q18 2.542 37 Z17 2.469 56 Ⅰ5 2.431 75 N7 2.365 94 N26 2.571

19 Q19 2.376 38 Z18 2.379 57 Ⅰ6 2.361 76 N8 2.416 95 N27 2.410
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2.2 质谱聚类分析结果 首先通过 MicroflexTM 质

谱仪的分析软件Flexanalysis获得蛋白质指纹峰信

息,再将蛋白质指纹峰谱图导入 MALDI-Biotyper
 

3
软件进行聚类分析。从聚类分析图中可发现:95株菌

可分为Ⅰ、Ⅱ
 

2个大类,Ⅰa、Ⅰb、Ⅰc、Ⅱa、Ⅱb
 

五个亚

类,95株CRKP聚类分析树状图中,可以直观的发现

Ⅰ类中Ⅰb和Ⅰc亚类亲缘关系较近,Ⅰa亚类与Ⅰb、

Ⅰc亚类亲缘关系较远;Ⅱ类中Ⅱa和Ⅱb亚类亲缘关

系较近。见图1。

图1  95株CRKP蛋白峰聚类分析图

表2  MLST、MALDI-TOF
 

MS结果与来源科室分布

样本号 MLST MALDI-TOF
 

MS 来源科室   

Q2 ST
 

1 Ⅰb 移植科

Q4 ST
 

1198 Ⅱa 移植科

Q5 ST
 

152 Ⅱa 移植科

Q9 ST
 

1030 Ⅱa 呼吸科

Q10 ST
 

2260 Ⅱb 乳腺肿瘤科

Q11 ST
 

1254 Ⅱa 消化科

Q18 ST
 

2928 Ⅱb 血液科

Z24 ST
 

15 Ⅰb 重症医学科

其余 ST
 

11 各亚类均有分布 重症医学科;ICU病区;内科

监护病房;其他病房。

  注:其余为Q1、Q3、Q6~8、Q12~17、Q19~20、Z1~23、Z25~31、

N1~30、I1~17

2.3 质谱聚类分析与 MLST分型结果的比较 笔者

之前的研究中[9],MLST分型结果显示:Q2号菌株为

ST1型,Z24号菌株序列为ST15型,Q4为ST1198
型,Q5 为 ST152 型,Q9 为 ST1030 型,Q10 为

ST2260型,Q11为ST1254型,Q18为ST2928型,另
外87株CRKP的 MLST分型均为ST11型。利用在

线分析软件eBURST
 

V3对上述MLST结果进行分析,
结果最终显示ST2260和ST11为同一克隆型,ST1、

ST15、ST152、ST1030、ST1198、ST1254、ST2928为单个

型。证明其中88株菌株亲缘关系近,另外7株菌亲缘

关系较远。本研究中,MALDI-TOF
 

MS聚类分析结果

却将95株CRKP分为了2大类,5个亚类。与 MLST

结果相比较后,发现87株ST11型分布在各亚类中,

Q4、Q5、Q9、Q11分布在Ⅱa;亚类中Q10、Q18分布在

Ⅱb亚类中;Q2、Z24分布在Ⅰb亚类中。见表2。

3 讨  论

MALDI-TOF
 

MS
 

鉴定基于细菌表达的蛋白质

峰的特征及丰度,通过分析待测菌体蛋白质峰图与模

式菌蛋白质峰图之间的相似处,进而得 到 鉴 定 结

果[12]。蛋白质由遗传基因物质决定,相对分子质量较

大,性质相对稳定,MALDI-TOF
 

MS通过分析同菌种

间的细微差异,可以对细菌进行进一步分型[13]。其实

验特点是简单、快速,可在几分钟内通过 MALDI-Bioty-
per

 

3获得聚类分析及主成分图。近来有国内学者研

究证明[14-17],MALDI-TOF
 

MS聚类分析可以对常见

致病菌及耐药菌进行同源性分析。
国内学者谢思[18]对53株CRKP进行 MLST和

MALDI-TOF
 

MS同源性分析发现,两种方法结果相

近,学者认为MALDI-TOF
 

MS的结果比MLST结果

能更详细的展示各菌株之间的亲缘关系。MENCAC-
CI等[19]采用 MALDI-TOF

 

MS对35株泛耐药鲍曼

不动杆菌进行同源性分析,结果与重复序列PCR的

分型结果基本相符,学者认为在未获得基因分型结果

前,MALDI-TOF
 

MS
 

可以用来对耐药菌暴发感染的

提前判断。
笔者之前的研究中[11],MLST 分型结果显示:

Q10为ST2260型,Q2号菌株为ST1型,Z24号菌株

序列为ST15型,Q5为ST152型,Q4为ST1198型,

Q9为ST1030型,Q11为ST1254型,Q18为ST2928
型,其余87株CRKP的 MLST分型均为ST11型。

eBURST
 

V3对以上 MLST结果进行进一步分析,最
终结果显示ST2260和ST11为同一克隆型,ST1、

ST15、ST152、ST1030、ST1198、ST1254、ST2928,

7株为 单 个 型。结 果 显 示 1 株 ST2260 和 87 株

ST11,共88株菌株亲缘关系近,另外7株菌亲缘关系

较远。而 MALDI-TOF
 

MS聚类分析结果却将95株

CRKP分为了两大类,5个亚类,两种方法结果相比较

发现,Q2、Z24分布在Ⅰb组中;Q4、Q5、Q9、Q11分布

在Ⅱa组中;Q10、Q18分布在Ⅱb组中,其余87株

ST11型各亚类中均有分布。
研究结果显示,MicroflexTM 质谱仪聚类分析结

果与 MLST 分 型 结 果 并 不 完 全 一 致,原 因 分 析:

MLST的分型原理是从基因分子层面对细菌进行分

析,虽然该方法检测了7对管家基因,但对于分析含

有大量基因组序列插入或缺少某些基因组序列详细

信息的菌株存在一定的局限性;MALDI-TOF
 

MS聚

类分析原理基于蛋白质的表达及其表达丰度,然而临

床分离自CRKP受到抗菌药物选择压力、感染位置、
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分离培养环境等因素的影响,其某些菌体蛋白可能过

表达或不表达。使其蛋白峰图产生差别,从而导致进

一步聚类分析时产生误差。与国内外部分学者的研

究结果相比较,笔者实验结果与前者部分研究结果并

不完全相符。可能与研究中的标本量比前者的实验

标本数量更多,来源科室更多有关系。如此一来,

MALDI-TOF在CRKP同源性分析方面的应用还需

要更深入的研究。SACHSE等[20]研究对比了 MAL-
DI-TOF、MLST及随机引物扩增DNA多态性分析三

种同源性分析方法,结果显示,三种方法之间结果并

不完全一致。该学者认为,MALDI-TOF
 

MS应用于

临床需要更多、更进一步的研究证实。

4 结  论

  从本实验结果上看,虽然 MALDI-TOF
 

MS聚类

分析能够将95株CRKP亲缘关系显示的比较直观清

晰,但是该方法广泛应用于临床菌株同源性分析还需

要更深入的实验研究。
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