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［摘 要］ 目的：用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（matrix⁃assisted laser desorption/ionization⁃time of flight mass spectrom⁃
etry，MALDI⁃TOF MS）检测碳青霉烯耐药的肺炎克雷伯菌（carbapenem⁃resistant Klebsiella pneumoniae，CRKp）同源性，并与脉冲

场凝胶电泳（pulsed⁃field gel electrophoresis，PFGE）和多位点序列分型（multilocus sequence typing，MLST）两种检测方法进行对

比，探讨质谱在日常工作中的应用价值。方法：选取2017年10—12月从河南科技大学第一附属医院院患者分离的以及 ICU环

境采集的碳青霉烯耐药肺炎克雷伯菌 10株，检测 8种耐药基因：blaTEM、blaSHV、blaCTX⁃M、blaKPC、blaIMP、blaNDM、blaVIM、blaOXA。采用

PFGE、MLST和MALDI⁃TOF MS 3种方法对这些菌株进行同源性分析。结果：PFGE证实10株CRKp均为同一克隆株的传播，

ST型同属于ST11。MALDI⁃TOF MS经过对细菌进行聚类分析和主成分分析可以区分不同型别肺炎克雷伯菌，对同型肺炎克

雷伯菌（Klebsiella pneumonia，Kp）的同源性检测在80%左右。结论：MALDI⁃TOF MS在肺炎克雷伯菌的同源性检测方面可以应

用于院内爆发局部感染的监测，与PFGE和MLST两种方法检测结果一致，但需要尽快建立规范的判断标准。
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［Abstract］ Objective：Matrix⁃assisted laser desorption/ionization⁃time of flight mass spectrometry（MALDI⁃TOF MS）was performed
to detect the homology of carbapenem⁃resistant Klebsiella pneumoniae（CRKp）. Compared with pulsed field gel electrophoresis（PFGE）
and multilocus sequence typing（MLST），the application value of mass spectrometry in daily work was discussed. Methods：Ten strains
of Klebsiella pneumoniae isolated from patients in our hospital from October 2017 to December 2017 and collected from ICU
environment were collected. Eight resistant genes（blaTEM，blaSHV，blaCTX ⁃ M，blaKPC，blaIMP，blaNDM，blaVIM，and blaOXA）were detected. The
homology of these strains was analyzed by PFGE，MLST and mass spectrometry（MALDI⁃TOF MS），and the results were compared.
Results：It was confirmed that 10 strains of CRKp were all of the same cloned strains by PFGE，the ST⁃type of ST11. MALDI⁃TOF MS
could be distinguished from different strains of Klebsiella pneumoniae by cluster analysis and principal component analysis. The
homology of the same type of Klebsiella pneumoniae was about 80%. Conclusion：MALDI⁃TOF MS can be used in the detection of the
homology of Klebsiella pneumoniae in nosocomial local infection，which is consistent with the results of PFGE and MLST. But it is
necessary to establish the standard judgment standard as soon as possible.
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近些年来，碳青霉烯耐药的肺炎克雷伯菌（car⁃
bapenem⁃resistant Klebsiella pneumoniae，CRKp）呈逐

年上升趋势，中国耐药监测网CHINET统计数据表

明中国CRKp菌株的分离率在过去7年间增长了14
倍［1］。基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪（ma⁃
trix ⁃ assisted laser desorption/ionization ⁃ time of flight
mass spectrometry，MALDI⁃TOF MS）在病原微生物鉴

定方面具有快速、准确、灵敏等优点。在细菌分型

以及细菌耐药检测和耐药机制研究等方面均有很

多临床应用，克隆菌株的分子流行病学研究还较

少见。本文以产 blaKPC型碳青霉烯酶的肺炎克雷伯

菌为例，对比MALDI⁃TOF MS检测与脉冲场凝胶电

泳（pulsed⁃field gel electrophoresis，PFGE）和多位点

序列分型（multilocus sequence typing，MLST）两种

检测方法在细菌流行病学方面的分析能力，探讨

质谱在临床中的推广应用价值。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 菌株

选取 2017年 10—12月从河南科技大学第一附

属医院院住院患者分离的以及 ICU环境监测采集到

的、非重复的肺炎克雷伯菌标本10份，其中血标本1
份、创口分泌物 1份、痰标本 5份；环境采集标本包

括：呼吸科 ICU血气旁键盘鼠标采样 1份、呼吸科

ICU床档采样 1份、呼吸科 ICU监护仪采样 1份；收

集痰标本 1份作为阴性对照（药敏结果显示碳青霉

烯类药物敏感）。MALDI ⁃ TOF MS 质控菌株为

ATCC8739，大肠埃希菌标准菌株ATCC25922。
1.1.2 试剂和仪器

全自动细菌鉴定仪 VITEK 2 Compact（梅里埃

公司，法国）；凝胶成像仪及脉冲场凝胶电泳仪

（Bio⁃Rad公司，美国）；PCR扩增仪（ABI Applied公

司）；恒温摇床（Thermo 公司，美国）；基质辅助激

光解吸电离飞行时间质谱仪（梅里埃公司，法

国）。K⁃B法药敏纸片（Oxoid公司，英国）；限制性

内切酶XbaⅠ（大连 TaKaRa公司）。引物合成公司

为上海生工，测序委托上海博尚生物技术有限公

司进行。

1.2 方法

1.2.1 细菌鉴定和药敏试验

所有菌株鉴定及药敏试验采用法国生物梅里

埃公司VITEK 2 Compact 及MALDI⁃TOF MS鉴定。

采用E⁃test 法检测亚胺培南及美罗培南MIC值，重

新确认菌株是否对碳青霉烯类药物耐药。药敏结

果的判读按照美国临床实验室标准化研究所（CL⁃
SI）2017推荐标准进行［2］。

1.2.2 耐药基因及管家基因检测

本实验中纳入的耐药基因类别包括：blaTEM、

blaSHV、blaCTX⁃M、blaKPC、blaIMP、blaNDM、blaVIM、blaOXA；首先

煮沸法提取细菌DNA，PCR扩增条件，95 ℃预变性

5 min；然后 95 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 60 s，35个

PCR 循环；72 ℃延伸 10 min，PCR扩增引物（blaTEM、

blaSHV、blaCTX⁃M、blaKPC、blaIMP、blaNDM、blaVIM、blaOXA、gapA、

infB、mdh、pgi、phoE、rpoB、tonB）体系和扩增条件参

照相关文献［3］。

1.2.3 PFGE同源性分析

参照文献对细菌进行同源性分析［3］：取 0.2 mL
经培养后的菌液与低熔点胶 1∶1包埋，蛋白酶K和

内切酶XbaⅠ酶切37 ℃，4 ｈ；PFGE条件：0.5×TBE、
14 ℃、电压 6 V/cm、电场夹角 120°、电流转换时间

5~35 s、电泳 22 h［4-5］。PFGE 条带所用标准对照为

大肠埃希菌标准菌株 ATCC25922。
PFGE分型标准［6］：①同一株：酶切图谱间有相

同的条带数，被认为是同一型，也是主流型；②紧

密相关型：1~3 个条带有差异为亚型；③可能相

关：4~6个条带有差异被认为是不同型别；④不相

关：≥7 个条带有差异被认为在流行病学上无相关

性。

1.2.4 多位点序列分型（MLST）
参照 MLST 专业网站 http：//www.pasteur.fr/re⁃

cherche/genopole/PF8/mlst/Kpneumoniae.html，对 扩

增的７对管家基因 gapA、infB、mdh、pgi、phoE、rpoB、
tonB PCR产物测序分析，测序结果在肺炎克雷伯菌

MLST 数 据 库（http：//pubmlst.org/Klebsiella pneu⁃
moniae/）中进行比对，确定其等位基因型及菌株序

列型（ST型）。

1.2.5 MALDI⁃TOF MS检测

将 11株（其中 1株为阴性对照）肺炎克雷伯菌

接种于血平板中，置于35 ℃、5% CO2培养箱中培养，

由于MALDI⁃TOF MS受样本处理方法（如细菌的培

养条件和时间）影响较大，查阅文献［7］以及经过预

实验后确定分别于培养 12 h和 24 h两个时间进行

检测，每个时间复测 1次，共检测 4次。质控菌株

ATCC8739涂在质控位置，将待检菌涂敷在靶板上，

均加1 μL基质溶液，室温下晾干，将靶板放入 MAL⁃
DI⁃TOF 质谱仪，进行上机检测，检测的结果用质谱

仪软件进行同源性分析。
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2.3 PFGE结果

PFGE电泳图谱判读结果：11株 KPN 菌株共划

分为了2种脉冲带型（A型和B型）：A型又分为A1亚

型与 A2 亚型：A1 亚型有 6 株，即：KPN1、KPN2、
KPN3、KPN4、KPN6、KPN8，脉冲带型之间无条带差

别 ；A2 亚 型 有 4 株 菌 株 ：KPN5、KPN7、KPN10、
KPN11，脉冲带型之间无差别，A1与A2之间有1个条

带差异；B型有1株，即阴性对照KPN9。A型和B型

之间有超过7条以上的条带差异，A型与B型之间在

流行病学上无相关性（图2）。
2.4 MLST结果

11株肺炎克雷伯菌，只有阴性对照KPN9属于

ST23 型 ，其 余 10 株 KPN1、KPN2、KPN3、KPN4、
KPN5、KPN6、KPN7、KPN8、KPN10、KPN11 均 为

ST11型（表1）。
2.5 MALDI⁃TOF MS检测

用MALID⁃TOF MS RUO系统软件对采集的样

品图谱进行比对分析，结果发现10株菌株的主要蛋

白峰信息大致相同（图3），与未携带blaKPC耐药基因

的阴性对照菌株及质控菌株在某些蛋白峰上都存

2 结 果

2.1 细菌鉴定和药敏试验

10株待测菌KPN1、KPN2、KPN3、KPN4、KPN5、
KPN6、KPN7、KPN8、KPN10、KPN11均为碳青霉烯

类抗生素耐药。KPN9为阴性对照，对碳青霉烯类

抗生素敏感（表1）。

2.2 耐药基因检测结果

分别对11株肺炎克雷伯菌进行8种耐药基因

检 测 ，KPN1、KPN2、KPN3、KPN4、KPN5、KPN6、
KPN7、KPN8、KPN10、KPN11均同时携带 blaKPC、bla⁃
TEM和 blaSHV基因；阴性对照KPN9仅携带 blaSHV基因，

blaTEM基因未检出，碳青霉烯酶类抗生素耐药基因

blaKPC也未检出（表1，图1）。

表1 11株肺炎克雷伯菌临床资料及菌株特点

Table 1 Clinical data and strain characteristic of 11 strains of Klebsiella pneumoniae

MEM
＞32
＞32
＞32
＞32
＞32
＞32
＞32
＞32
0.4
＞32
＞32

IMP
＞32
＞32
＞32
＞32
＞32
＞32
＞32
＞32
0.4
＞32
＞32

碳青霉烯抗生素MIC（μg/mL）
菌株编号

KPN1
KPN2
KPN3
KPN4
KPN5
KPN6
KPN7
KPN8
KPN9
KPN10
KPN11

诊断

/
/
/

感染性休克

重症肺炎

重度急性呼吸窘迫综合征

慢性阻塞性肺病急性加重

心功能不全

脑梗，脑疝

急性脑干梗塞

重症肺炎

标本

鼠标

床档

监护仪

分泌物

痰

血液

痰

痰

痰

痰

痰

携带耐药基因型别

blaKPC、blaSHV、blaTEM

blaKPC、blaSHV、blaTEM

blaKPC、blaSHV、blaTEM

blaKPC、blaSHV、blaTEM

blaKPC、blaSHV、blaTEM

blaKPC、blaSHV、blaTEM

blaKPC、blaSHV、blaTEM

blaKPC、blaSHV、blaTEM

blaSHV

blaKPC、blaSHV、blaTEM

blaKPC、blaSHV、blaTEM

PFGE
型别

A1
A1
A1
A1
A2
A1
A2
A1
B
A2
A2

ST
型别

11
11
11
11
11
11
11
11
23
11
11

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
2 000
bp

1 000
750
500
250

M：DNA marker；1~11：待测菌株KPN1~KPN11。
图1 11株肺炎克雷伯菌blaKPC基因PCR图

Figure 1 PCR diagram of blaKPC gene in 11 strains of
Klebsiella pneumoniae

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 M

M：大肠杆菌25922；1~11：待测菌株KPN1~KPN11。
图2 11株肺炎克雷伯菌PFGE图

Figure 2 PFGE of 11 strains of Klebsiella pneumoniae
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待测标本：KPN1、KPN2、KPN3、KPN4、KPN5、KPN6、KPN7、KPN8、KPN10、KPN11；阴性对照：KPN9。
图4 质谱分析11株肺炎克雷伯菌同源性

Figure 4 Mass spectrometry analysis of homology of 11 strains of Klebsiella pneumoniae

在着明显差异，分析不同型别肺炎克雷伯菌（10株

ST型为11的肺炎克雷伯菌与1株ST型为23的对照

菌株）同源性仅 50%左右（图 4）。10株待测标本

KPN1、KPN2、KPN3、KPN4、KPN5、KPN6、KPN7、
KPN8、KPN10、KPN11同源性在 70%~90%之间，大

多菌株的同源性在 80%左右（图 4），均未低于

70%。目前尚无质谱分析细菌同源性的标准，梅里

埃MALDI⁃TOF MS操作指南 SOP：根据建库同一菌

株重复质谱的相似性达70%或以上的标准判断，10
株肺炎克雷伯菌同源。

3 讨 论

blaKPC酶编码基因位于细菌的质粒上，这些质粒

还可携带其他耐药基因，如blaSHV和blaTEM，这使得其

往往同时产生其他β⁃内酰胺酶，而成为耐包括碳青

霉烯类抗生素在内的泛耐药菌株。菌株在获得耐

药性质粒后又很容易将其传播给其他菌株，易造成

局部爆发和大范围流行［8］。

目前被广泛认可的基因分型方法有 PFGE、
MLST等，PFGE 能够对整个染色体 DNA 进行分析，

其重复性好、分辨率高、结果稳定、易于标准化，被

誉为细菌同源性分析和分型的金标准［9］。MLST易

于标化，可进行室间比较［10］。上述两种方法由于耗

时长、成本高、操作繁琐等，难以实现快速同源性分

析。MALDI⁃TOF MS 是以细菌蛋白质指纹图谱为依

据进行鉴定和同源性分析的，有研究结果显示

MALDI⁃TOF MS的同源性分析能力可与 PFGE 相媲

美［11］。通过分析特征性的蛋白峰之间的微小差异，

可在细菌种内进一步分型［12］，进行溯源性分析，判

断是否发生院内暴发流行，因此被认为是一种新型

的快速细菌分型方法［12-13］。本试验用MALDI⁃TOF
MS 分析同型的 10株肺炎克雷伯菌，显示相似性高

于建库同一菌株重复质谱检测的 70%的标准。由

于目前还没有MALDI⁃TOF MS 在分析细菌同源性

方面的标准，本研究为寻找一种检测临床患者携带

的以及环境中存在的具有同源性肺炎克雷伯菌的

新方法做出初步尝试。Wolters 等［14］对耐甲氧西林

金黄色葡萄球菌（methiclillin⁃resistant Staphylococ⁃
cus aureus，MRSA）的蛋白质谱图进行了聚类分析，

其分型结果与金黄色葡萄球菌A蛋白（staphylococ⁃
cal protein A，SPA）分型结果基本一致。有学者采用

质谱标准的直接涂片法和目标蛋白提取法，从培养
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图3 11株肺炎克雷伯菌的蛋白质谱图

Figure 3 Protein spectra of 11 strains of Klebsiella pneumoniae
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的菌株中提取24 h样品，进行测量和数据分析，KPC
阳性的 ST 258分离物可分为独立的谱系［15］。由于

MALDI⁃TOF MS在样本处理方法，如细菌培养条件

和时间、蛋白提取方法步骤以及点样方法等方面均

会造成质谱图中峰点和峰强度、信噪比等参数的差

异［16］，需在进一步试验中进行改进从而获得更好的

结果。

MALDI⁃TOF MS应用于临床病原微生物检验领

域已经成为未来发展趋势，具有样本准备过程简

单、耐用且重复性高、高度配合有特殊要求使用者

等显著优势，如试验条件摸索成熟，具备相应的同源

性判断标准，应该可以用于鉴定细菌的同源性，调查

传播途径，促使我们尽早对感染的暴发进行控制。
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