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［摘　要］　目的　了解脂肪酸气相色谱分析方法能否应用于铜绿假单胞菌的同源性分析。方法　收集某院２００８

年１—１２月重症监护室住院患者痰标本分离的２６株多重耐药铜绿假单胞菌，分别应用脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）和

脂肪酸气相色谱分析方法进行同源性分析，比较两组结果。结果　ＰＦＧＥ结果表明，２６株菌有６个克隆；脂肪酸气

相色谱分析显示，２６株菌存在４个克隆，符合率仅２６．９２％（７／２６）。结论　脂肪酸气相色谱分析方法在菌株同源

性判断的准确性上与ＰＦＧＥ分型有差距，其应用于铜绿假单胞菌的同源性分析仍需谨慎。
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　　在医院感染控制工作中，为确定是否存在外源

性感染，寻找感染源头，需要作快速同源性分析。目

前普遍采用的是脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）技术，虽

然该技术是同源性分析的金标准，但由于耗时长，难

以做到快速分析。脂肪酸气相色谱分析方法是近年

来发展的新技术，通过对气相色谱获得的短链脂肪

酸的种类和含量的图谱进行比对，从而快速地对微

生物种类进行同源性分析。铜绿假单胞菌是医院感

染较为常见的革兰阴性（Ｇ－）菌株。近年来，随着抗

菌药物的广泛应用，多重耐药铜绿假单胞菌

（ＭＤＲＰ）临床分离比例不断升高
［１］。我们对２００８

年１—１２月某院重症监护室（ＩＣＵ）分离的２６株

ＭＤＲＰ菌株，分别采用ＰＦＧＥ与脂肪酸气相色谱分

析方法作同源性分析，评价脂肪酸气相色谱分析方
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法能否作为同源性分析的可靠方法。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　２００８年１—１２月，某院ＩＣＵ住院

患者痰标本分离的非重复菌株，共２６株。

１．２　ＰＦＧＥ　血平板３７℃培养过夜。ＣＳＢ液

（０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，１００ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ）重悬细菌

后，调整ＯＤ６００≈１．９。制小胶后，加入３００μＬ蛋白

酶Ｋ缓冲液（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，５０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ）

和２０ｍｇ／ｍＬ蛋白酶Ｋ５μＬ，５０℃水浴，过夜。１×

ＴＥ洗小胶３次，每次３０ｍｉｎ。在１００μＬ犛狆犲Ⅰ酶

切缓冲液中４℃平衡３０ｍｉｎ。更换新的酶切体系

１００μＬ，２５℃水浴消化过夜。１×ＴＥ洗小胶３次，

每次３０ｍｉｎ。应用ＣＨＥＦＤＲ Ⅲ脉冲场电泳仪

（Ｂｉｏｒａｄ，ＵＳＡ），０．５×ＴＢＥ，１％ ＰｕＬｓｅｄＦｉｅｌｄ

ＣｅｒｔｉｆｉｅｄＡｇａｒｏｓｅ（Ｂｉｏｒａｄ），１４℃，角度变换１２０°，

６Ｖ／ｃｍ，线性梯度变化５—１５ｓ，电泳１０ｈ，紧接

１５—４５ｓ，电泳１０ｈ。

１．３　脂肪酸气相色谱分析　收集大约４０μｇ细菌

于玻璃瓶底部，１ｍＬ皂化试剂（４５ｇＮａＯＨ，

１５０ｍＬ甲醇，１５０ｍＬｄｄＨ２Ｏ）重悬细菌后，１００℃，

３０ｍｉｎ。待冷却至室温后，加入２ｍＬ甲基化试剂

（３２５ｍＬ６Ｎ浓盐酸，２７５ｍＬ甲醇）５０℃，１０ｍｉｎ，快

速冷却，加入１．２５ｍＬ萃取溶剂（２００ｍＬ己烷，２００

ｍＬ甲基叔丁醚）混匀，再加入３．０ｍＬ碱洗涤试剂

（１０．８ｇＮａＯＨ，９００ｍＬｄｄＨ２Ｏ），用玻璃针管移取

上层液体，收集于气相色谱样品管。

脂肪酸甲酯分析，采用Ａｇｉｌｅｎｔ７８９０Ａ气相色

谱仪，二级程序升温：起始温度１７０℃，每分钟升高

５℃，至２６０℃以每分钟升高４０℃，升至３１０℃，维持

１．５ｍｉｎ。进样口温度２５０℃，载气为氢气，流速

０．４ｍＬ／ｍｉｎ，柱压９．００ｐｓｉ分流进样模式，分流比

为１∶１００，进样量２μＬ。检测器温度３００℃，氢气流

３０ｍＬ／ｍｉｎ，空气流速４００ｍＬ／ｍｉｎ，尾吹气（氮气）

流速３０ｍＬ／ｍｉｎ。ＭＩＤＩＳｈｅｒｌｏｃｋ系统根据各脂肪

酸组分保留时间计算等链长（ＥＣＬ）值，确定目标组

分的存在，采用峰面积归一化法计算各组分的相对

含量，进行基于菌体脂肪酸主成分分析的树状聚类。

１．４　同源性判定标准　ＰＦＧＥ结果：应用ＢｉｏＮｕ

ｍｅｒｉｃｓ软件对图像进行分析，选择 ＵＰＧＭＡ（ｕｎ

ｗｅｉｇｈｔｅｄｐａｉｒｇｒｏｕｐｍｅｔｈｏｄｕｓｉｎｇａｒｉｔｈｍｅｔｉｃａｖｅｒ

ａｇｅｓ）方法，条带位置差异容许度２％，优化值

０．５％，电泳条带完全一致判断为同一株菌；相似度

＞８５％为同一亚型，代表同一克隆株；＜８５％者为不

同的基因型，代表不同的克隆株［２］。气相色谱结果：

应用ＭＩＤＩＳｈｅｒｌｏｃｋ分析系统中Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ聚类

分析方法，欧式距离值（ｅｕｃｌｉｄｅａｎｄｉｓｔａｎｃｅ）＜２．５为

同一株菌；２．５～＜６为同一亚种或生物型；６～＜１０

为同一种［３］。由于ＰＦＧＥ为分型金标准，符合率为

气相色谱分型结果与ＰＦＧＥ分型相同的菌株数占

总菌株的百分率（若两种方法判断同一菌株均为散

发时，也认定为分型结果相同）。

２　结果

２．１　ＰＦＧＥ同源性分析　采用ＰＦＧＥ对２６株临床

分离株进行同源性分析，结果表明，２６株菌有６个

克隆：克隆Ａ包括３３９、３８４３、３８９、５１３、５３１、７９３；克

隆Ｂ包括３０８７、３３９１、３９８４、２３８５；克隆 Ｃ 包括

３７３９、３８０８；克隆Ｄ包括３３６、５０７；克隆Ｅ包括１５８、

２３７９、１５５９；克隆Ｆ包括２７７３、３０９８。见表１与图１。

表１　ＰＦＧＥ与气相色谱同源性分析结果

犜犪犫犾犲１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｈｏｍｏｌｏｇｙａｎａｌｙｓｉｓｂｙＰＦＧＥａｎｄｇａｓ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｗｈｏｌｅｃｅｌｌｆａｔｔｙａｃｉｄ

Ｉｓｏｌａｔｅ ＰＦＧＥｔｙｐｅ Ｇａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｔｙｐｅ

３３９ Ａ ｃ

３８４３ Ａ ｄ

３８９ Ａ ｄ

５１３ Ａ ｓ

５３１ Ａ ｓ

７９３ Ａ ｓ

３０８７ Ｂ ｃ

３３９１ Ｂ ｄ

３９８４ Ｂ ｓ

２３８５ Ｂ ｓ

３３８５ Ｓ ｓ

３９８０ Ｓ ｂ

３７３９ Ｃ ｓ

３８０８ Ｃ ｓ

５３７ Ｓ ａ

３３６ Ｄ ｓ

５０７ Ｄ ｓ

１５８ Ｅ ｓ

２３７９ Ｅ ｂ

１５５９ Ｅ ｓ

４１５９ Ｓ ｓ

３２０ Ｓ ｓ

３８２５ Ｓ ｂ

６８５ Ｓ ａ

２７７３ Ｆ ａ

３０９８ Ｆ ａ

　　ＳａｎｄｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆＰＦＧＥａｎｄｇａｓｃｈｒｏ

ｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｗａｓｓｐｏｒａｄｉｃ．
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２．２　脂肪酸气相色谱同源性分析　采用脂肪酸气

相色谱对２６株临床分离菌株进行鉴定及同源性分

析，结果表明，２６株临床分离菌株均为铜绿假单胞

菌，存在４个克隆：克隆ａ包括３０９８、６８５、５３７、２７７３；

克隆ｂ包括２３７９、３９８０、３８２５；克隆ｃ包括３３９、３０８７；

克隆ｄ包括３８９、３８４３、３３９１。见表１与图２。
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图２　脂肪酸气相色谱聚类分析
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３　讨论

病原微生物的同源性分析为确定感染的暴发，

发现医院内病原菌的交叉感染起着重要作用［４］。现

在较为公认的具有最佳分型效果的同源性分析方法

为ＰＦＧＥ同源性分析。但该技术耗时长，得到结果

的时间大约２～３ｄ，这使鉴定的结果不能及时反馈

至临床，从而可能错过隔离控制的最有效时机，严重

阻碍实验结果对临床工作及时有效的指导，且该技

术工作步骤繁琐，工作量大；实验批次间，不同的实

验人员之间缺乏可比性，重复性低，结果的判断带有

很多主观因素［５］。因此，有必要寻找一种快速进行

同源性分析的方法。

脂肪酸气相色谱分析是基于微生物脂肪酸组成

的一种分子分型方法。细菌的脂肪酸被提取、酯化，

然后应用气相色谱分析。根据微生物中特定短链脂

肪酸（Ｃ９Ｃ２０）的种类和含量进行鉴定、分析。美国

ＭＩＤＩ公司基于以上原理，开发了ＳＨＥＲＬＯＣＫ微

生物鉴定系统，该软件联合Ａｇｉｌｅｎｔ公司７８９０Ａ型

气相色谱，从而快速准确地对微生物种类进行鉴定

和同源性分析。该方法具有操作便利，使用常规试

剂，成本低廉；大量样品时全自动，速度快的优点。

其已应用于霍乱弧菌的同源性分析［６］；食品工业上，

应用于污染菌的同源性分析［７］；在金黄色葡萄球菌

的同源性分析上，与ＰＦＧＥ分析结果有很好相似

性［８］。

ＰＦＧＥ为细菌分型的金标准。应用低频的限制

性核苷酸内切酶消化细菌染色体 ＤＮＡ，产生的

ＤＮＡ大片段被脉冲场电泳分离，最终产生含有有限

数量的较大片段的核酸条带。该方法被推荐作为多

数细菌的分型方法［９］。本实验中两种方法同源性分

析的符合率仅２６．９２％（７／２６）。分析导致符合率低

的原因，有可能是由于气相色谱所基于的物质基础

为细菌的脂肪酸，容易受到细菌生长条件、生长时间

的影响而发生变化。鉴于铜绿假单胞菌ＰＦＧＥ与

脂肪酸同源性分型结果不一致，脂肪酸气相色谱应

用于铜绿假单胞菌同源性分析仍需谨慎。
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