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·论著·

利用犕犃犔犇犐犜犗犉犕犛特异质量峰对耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌同源性

的快速分型
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［摘　要］　目的　利用基质辅助激光解析电离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）筛选耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌

（ＣＲＫＰ）的特异质量峰，并根据特异质量峰对ＣＲＫＰ进行快速同源性分析。方法　选取某院微生物实验室已进行

多位点序列分型（ＭＬＳＴ）的ＣＲＫＰ７６株，５２株用于方法的建立，２４株用于方法的验证。设置５个不同的特异峰挑

选标准，按照不同的标准筛选各ＳＴ型特异质量峰，依据筛选的特异质量峰对ＣＲＫＰ进行分型，将与 ＭＬＳＴ结果符

合率最高的标准确定为最佳标准。依据最佳标准筛选出的特异峰对２４株ＣＲＫＰ进行分型，验证特异峰质量分型

方法的准确性，并与质谱仪软件中的主成分分析（ＰＣＡ）和核心图谱（ＭＳＰ）聚类分析进行比较。结果　按照标准２

［（１）信噪比（Ｓ／Ｎ）≥４，（２）Ｓ／Ｎ比值≥１．５，（３）变异系数（ＣＶ）≤４０％］，５２株ＣＲＫＰ中共筛选出４５个特异质量峰，

利用特异质量峰对２９株ＣＲＫＰ进行分型，与 ＭＬＳＴ符合率最高，达８２．８％，确定为最佳标准。按照此标准筛选出

的特异质量峰对另外２４株ＣＲＫＰ进行分型，与 ＭＬＳＴ符合率达８３．３％。而ＰＣＡ聚类分析与 ＭＬＳＴ的符合率仅

为６６．７％，ＭＳＰ聚类分析与 ＭＬＳＴ一致性较差，没有明显符合ＳＴ型的分组趋势。结论　利用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ

筛选出不同ＳＴ型别ＣＲＫＰ的特异质量峰，可用于ＣＲＫＰ的快速同源性分析，为暴发流行的监测和医院感染的控

制提供依据。

［关　键　词］　基质辅助激光解析电离飞行时间质谱；耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌；特异质量峰；多位点序列

分型；分子流行病学
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　　耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅ

ｓｉｓｔａｎｔ犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲，ＣＲＫＰ）是近年来受

到广泛关注的多重耐药菌。２０１４年ＣＨＩＮＥＴ数据

显示，ＣＲＫＰ的检出率达１０％
［１］，我院２０１７年耐药

监测数据显示ＣＲＫＰ的检出率已高达３０％，呈现逐

年增长的趋势，对临床抗感染治疗带来极大挑战，对

患者的生命安全带来极大威胁。流行病学分析是监

测感染暴发以及控制医院感染的重要手段。近年

来，随着基质辅助激光解析电离飞行时间质谱（ｍａ

ｔｒｉｘａｓｓｉｓｔｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆ

ｆｌｉｇｈｔｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）技术

的不断发展，越来越多的研究［２３］表明，ＭＡＬＤＩ

ＴＯＦＭＳ在流行病学领域有较好的应用前景。利

用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ进行流行病学分析，方法主要

包括直接利用质谱仪器中配套的软件进行主成分分

析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）和核心图

谱（ｍａｉｎｓｐｅｃｔｒａｐｒｏｆｉｌｅ，ＭＳＰ）聚类分析
［４７］，以及

对质量图谱进行特异质量峰筛选后再用于分型［８９］。

文献报道，ＰＣＡ聚类分析和 ＭＳＰ聚类分析可以鉴

别区域流行［１０１３］以及暴发感染的菌株［１４１６］，但其分

型效果与多位点序列分型（ＭＬＳＴ）、脉冲场凝胶电

泳（ＰＦＧＥ）等分子分型结果符合度较差。对质量图

谱进行特异质量峰筛选后再进行聚类分析，可与分

子分型结果达到较高的符合率［１７１８］。而目前通过筛

选特异质量峰进行分型的方法主要用于耐甲氧西林

金黄色葡萄球菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔ犛狋犪狆犺狔犾狅

犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊，ＭＲＳＡ）的分子流行病学研究，而针

对ＣＲＫＰ的研究目前还较少。本研究旨在建立一

种方法———利用 ＭＡＬＤＩＴＯＦ ＭＳ质量图谱中的

特异质量峰对ＣＲＫＰ进行快速同源性分析。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株来源　选取上海交通大学医学院附属

新华医院微生物实验室前期收集并已进行 ＭＬＳＴ

的６９株ＣＲＫＰ，复旦大学附属华山医院惠赠的７株

ＣＲＫＰ，共７６株，其中５２株用于特异质量峰分型方

法的建立，２４株用于特异质量峰分型方法的验证。

１．１．２　试剂与仪器　甲酸和乙腈购自美国Ｓｉｇｍａ

Ａｌｄｒｉｃｈ公司，ＨＣＣＡ基质和标准蛋白校准品（ｐｒｏ

ｔｅｉｎｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｓｔａｎｄａｒｄⅠ）购自德国ＢｒｕｋｅｒＤａｌ

ｔｏｎｉｋ公司，血平板、麦康凯平板购自上海伊华生物

技术有限公司。电热恒温培养箱购自上海一恒科学

仪器有限公司，低速常温离心机购自上海菲恰尔分

析有限公司，ＭｉｃｒｏｆｌｅｘＴＭＬＴ型质谱仪、９６孔金属

靶板、Ｆｌｅｘｃｏｎｔｒｏｌ３．０软件、ＭｉｃｒｏＦｌｅｘＴＭＢｉｏｔｙｐｅｒ

３．０鉴定分析软件、ＣｌｉｎｐｒｏＴｏｏｌｓ３．０软件以及Ｆｌｅｘ

ａｎａｌｙｓｉｓ３．０图谱分析软件均购自德国ＢｒｕｋｅｒＤａｌｔｏｎ

ｉｋ公 司，ＭａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒＥＰ ＧｒａｄｉｅｎｔＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ

ＰＣＲ仪和微量移液器购自德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司。

１．２　方法

１．２．１　特异质量峰分型方法的建立

１．２．１．１　不同ＳＴ型别ＣＲＫＰ质量图谱的获取　

选取５２株 ＣＲＫＰ，共包括２５个序列型（Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｔｙｐｅ，ＳＴ），分别为 ＳＴ１１（６株）、ＳＴ５２０（６株）、

ＳＴ４８（６株）、ＳＴ３７（５株）、ＳＴ４２３（３株）、ＳＴ３２３

（３株）、ＳＴ１４（２株）、ＳＴ６５（２株）、ＳＴ８４６（２株）、

ＳＴ２１６８（２株）、ＳＴ２９、ＳＴ７６、ＳＴ１４７、ＳＴ２７８、ＳＴ４３８、

ＳＴ４７８、ＳＴ５７１、ＳＴ１６９６、ＳＴ１７２１、ＳＴ１７２２、ＳＴ１７２３、

ＳＴ１７２５、ＳＴ２１６９、ＳＴ２１７０和 ＳＴ２１７１各１株。从

－８０℃冰箱取出保存菌种进行复苏，接种至麦康凯

平板，３５℃孵育过夜后取单个菌落转种血平板，再

次３５℃孵育过夜，然后进行 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ分

析：每株菌取３个单菌落分别加入到７０％乙醇中，

１３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，去掉上清后加入５μＬ甲

酸∶乙腈（１∶１）裂解液，裂解后取１μＬ加入９６孔金

属靶板中，自然干燥后，加１μＬ基质α氰基４羟基

肉桂酸 （αｃｙａｎｏ４ｈｙｄｒｏｘｙｃｉｎｎａｍｉｃａｃｉｄ ｍａｔｒｉｘ，

ＨＣＣＡ），干燥后进行检测。校准品是标准蛋白校准
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品，参数设计ｍ／ｚ２０００－２００００，ｓｈｏｔｓ：２００，激光强

度８０％，每一个靶孔上在不同的位置获取３个图

谱，则每株菌有９个质量图谱，将图谱进行软件分析

鉴定，当鉴定分数大于２．３０时认为该菌株被准确鉴

定至种水平，保存图谱。将所有图谱导入ｆｌｅｘａｎａｌｙ

ｓｉｓ３．０软件，将质量图谱中所有质量峰的基底拉至

最低水平线，并对曲线进行光滑处理。

１．２．１．２　特异质量峰的筛选　本实验共包含２５种

ＳＴ型别ＣＲＫＰ，将所有菌株图谱进行分组，从而筛

选出每种ＳＴ型别ＣＲＫＰ的特异质量峰，具体流程

为：所有ＣＲＫＰ质量图谱分成ＳＴ１１型和非ＳＴ１１

型（包括除ＳＴ１１型外的其他所有ＳＴ型），两组图谱

分别导入ＣｌｉｎｐｒｏＴｏｏｌｓ３．０软件，通过软件统计学

分析，获得两组间质量峰的比较分析结果。同样的

方法将所有菌株图谱分成ＳＴ５２０型和非ＳＴ５２０型

（包括除ＳＴ５２０型外的其他所有ＳＴ型），再次将两

组图谱分别导入ＣｌｉｎｐｒｏＴｏｏｌｓ３．０软件，通过软件

统计学分析，获得两组间质量峰的比较分析结果，以

此类推获得２５个ＳＴ型的比较分析结果。然后根

据分析的主要因素信噪比（ｓｉｇｎａｌ／ｎｏｉｓｅ，Ｓ／Ｎ），即细

菌质量峰信号强度和机器自身产生噪声的比值；变

异系数（ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ，ＣＶ），即质量峰强

度在同一组细菌当中的离散程度；Ｓ／Ｎ比值，即不

同分组间，质量峰信噪比的比值，通过以上３个主要

因素制定特异质量峰筛选的标准。参照国外文献中

筛选特异质量峰的方法（Ｓ／Ｎ≥５，Ｓ／Ｎ比值≥２）
［８］，

设置５个不同的特异质量峰挑选标准，并按照不同

的标准筛选各个ＳＴ型特异质量峰。标准１：（１）Ｓ／

Ｎ≥４，（２）Ｓ／Ｎ比值≥１．５，（３）ＣＶ≤５０％；标准２：

（１）Ｓ／Ｎ≥４，（２）Ｓ／Ｎ比值≥１．５，（３）ＣＶ≤４０％；标

准３：（１）Ｓ／Ｎ≥４，（２）Ｓ／Ｎ比值≥２，（３）ＣＶ≤５０％；

标准４：（１）Ｓ／Ｎ≥５，（２）Ｓ／Ｎ比值≥１．５，（３）ＣＶ≤

５０％；标准５：（１）Ｓ／Ｎ≥５，（２）Ｓ／Ｎ比值≥２，（３）ＣＶ

≤４０％。

１．２．１．３　最佳标准的确定　利用１．２．１．２中５个

标准筛选得到的特异质量峰对５２株ＣＲＫＰ中的２９

株菌（只选取包含３个或３个以上菌株的ＳＴ型别）

进行分型，菌株ＳＴ型别包括ＳＴ１１、ＳＴ３７、ＳＴ４８、

ＳＴ５２０、ＳＴ３２３和ＳＴ４２３，将这２９株菌的图谱导入

ｆｌｅｘａｎａｌｙｓｉｓ３．０软件，对所有Ｓ／Ｎ值＞４的质量峰

进行挑选，若无特异质量峰（Ｓ／Ｎ＜４），则赋值为０；

若有特异质量峰（Ｓ／Ｎ＞４），则赋值为１；若特异质

量峰Ｓ／Ｎ＞１０，则赋值为２。将获得的数字信息导

入ＳＰＳＳ软件中，通过最远邻元素聚类分析方法进

行聚类，并与 ＭＬＳＴ结果进行比较，将与 ＭＬＳＴ结

果符合率最高的标准确定为最佳标准。

１．２．２　特异质量峰分型方法的验证　另挑选２４株包

含５种常见ＳＴ型别的ＣＲＫＰ，分别为ＳＴ１１（７株）、

ＳＴ４８（６株）、ＳＴ５２０（５株）、ＳＴ３７（４株）以及ＳＴ４２３

（２株），对特异质量峰分型方法进行验证。按照１．２．１．１

的步骤获取质量图谱，按照最佳标准挑选出的特异质

量峰对２４株ＣＲＫＰ的图谱进行分析并赋值，将获得

的数字信息导入ＳＰＳＳ软件中，通过最远邻元素聚类

分析方法进行聚类，并与ＭＬＳＴ结果进行比较。

１．２．３　分型方法的比较　ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ中的

ＣｌｉｎｐｒｏＴｏｏｌｓ３．０和 ＭＡＬＤＩＢｉｏｔｙｐｅｒ３．０软件可根

据菌株质量图谱对菌株进行聚类分析，包括ＰＣＡ聚

类分析和ＭＳＰ聚类分析，本研究利用这两种方法同

时对上述用于验证的２４株ＣＲＫＰ进行分型，并将其

结果与特异质量峰分型方法结果进行比较分析。

２　结果

２．１　特异质量峰分型方法的建立　按照标准２，共

筛选出４５个特异质量峰。按照特异质量峰，对２９株

ＣＲＫＰ质量图谱的质量峰进行赋值并获得数字

列表。将数字导入ＳＰＳＳ软件中，通过最远邻元素

的聚类分析方法获得分型结果，见图１。图中黑色

粗竖线（距离约为１２）将３１株ＣＲＫＰ分成７组，其

中５株菌分组不符，分别为 ＳＴ３７ＫＰ１７４、ＳＴ３７

ＫＰ５５、ＳＴ５２０ＫＰ１６４、ＳＴ４８ＫＰ２３６ 和 ＳＴ４８ＫＰ２２７，

其余２４株ＣＲＫＰ分型结果与 ＭＬＳＴ一致，符合率

为８２．８％（２４／２９）。按照标准１、标准３、标准４和标

准５挑选出的特异质量峰分型结果与 ＭＬＳＴ结果

的符合率分别为７２．４％、７２．４％、７２．４％和７５．９％。

综合分析发现，按照标准２得到的质量峰分型效果

最好，故确定标准２为最佳标准。

２．２　特异质量峰分型方法的验证　将另外２４株

ＣＲＫＰ质量图谱导入Ｆｌｅｘａｎａｌｙｓｉｓ３．０软件中，对基

于标准２筛选出的４５个质量峰进行分析并赋值后

导入ＳＰＳＳ软件，通过最远邻元素聚类分析方法获

得分型结果（图２）。按照标准２的验证结果在距离

为１２处（黑色粗竖线）将２４株ＣＲＫＰ分成５组，与

ＭＬＳＴ结果（ＳＴ１１、ＳＴ３７、ＳＴ４８、ＳＴ４２３和ＳＴ５２０）

一致，其中有４株ＣＲＫＰ分类结果与 ＭＬＳＴ结果不

符，ＳＴ１１ＫＰ３６１、ＳＴ５２０ＫＰ２２１、ＳＴ５２０ＫＰ２１４ 和

ＳＴ４８ＫＰ２４６和ＳＴ３７型菌株分在同一组。该方法

与 ＭＬＳＴ结果的符合率达８３．３％。
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注：ＫＰ为新华医院菌株编号，ＪＳ为华山医院菌株编号

图１　基于标准２筛选的特异质量峰对２９株ＣＲＫＰ进行分型的聚类分析图
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图２　２４株验证菌株特异质量峰分型的聚类分析结果
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２．３　分型方法的比较　利用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ中

的 ＣｌｉｎｐｒｏＴｏｏｌｓ３．０和 ＭＡＬＤＩＢｉｏｔｙｐｅｒ３．０对

２４株ＣＲＫＰ进行ＰＣＡ聚类分析和 ＭＳＰ聚类分析。

ＰＣＡ聚类分析结果显示，有８株细菌分组不符，其

余１６株ＣＲＫＰ分为５组，与 ＭＬＳＴ结果的符合率

为６６．７％。ＭＳＰ聚类分析结果与 ＭＬＳＴ结果一致

性较差，没有明显符合 ＳＴ 型的分组趋势。见

图３、４。
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图３　ＣｌｉｎｐｒｏＴｏｏｌｓ３．０软件对２４株ＣＲＫＰ进行ＰＣＡ聚类分析的结果
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图４　ＭＡＬＤＩＢｉｏｔｙｐｅｒ３．０软件对２４株ＣＲＫＰ进行 ＭＳＰ聚类分析的结果
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３　讨论

目前，常用的分子流行病学方法主要有ＰＦＧＥ

分型和 ＭＬＳＴ
［１９］。ＰＦＧＥ分型是通过限制性内切

酶将基因组切割后进行脉冲场电泳分析，根据条带

的不同对菌株进行分型，该方法是分子流行病学分

析的金标准［２０］，但是操作较为繁琐，需要特殊的仪

器设备和专业的操作人员，不宜在实验室常规开展；

ＭＬＳＴ是基于管家基因序列进行分型的方法，通过

ＰＣＲ扩增管家基因后对扩增产物进行测序，测序结

果经比对后获得菌株的ＳＴ型别
［２１］，该方法原理简

单，操作方便，但耗时较长，成本较高，难以对大样本

量的菌株进行快速分析。而利用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ

进行流行病学分析的方法不需额外的费用和复杂的

操作，快速、简便，通过对质量图谱进行分析便可获

取流行病学信息，为医院感染防控和感染暴发监测

提供依据。

利用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ技术获得的质量图谱

中包含大量质量峰信息，可直接用于流行病学分析，

但同时也存在不足，其中噪声、重复性低、不稳定的

质量峰，以及种属特异的质量峰等都会对分型结果

造成影响，因此，利用质量图谱进行亚型区分时应先

按照一定的标准进行特异质量峰的筛选，并根据筛

选出的特异质量峰进行后续的分型。Ｓ／Ｎ是特异

质量峰信号与噪声的比值，比值越高表示特异质量

峰的强度越高，说明特异质量峰对应的是某种菌株

蛋白而非机器噪声。ＣＶ是变异系数，是指该特异

质量峰在同一ＳＴ型别多个菌株多个质量图谱中出

现的稳定性，ＣＶ值越小表明质量峰越稳定。Ｓ／Ｎ

比值是某ＳＴ型菌株特异质量峰与其他ＳＴ型菌株

的同一ｍ／ｚ特异质量峰的信噪比的比值，Ｓ／Ｎ比值

越高，表明特异质量峰与ＳＴ型的相关性越好。本

研究根据Ｓ／Ｎ、ＣＶ系数及Ｓ／Ｎ比值设置了特异质

量峰的５个筛选标准，并确定最佳标准为：（１）Ｓ／Ｎ

≥４，（２）Ｓ／Ｎ比值≥１．５，（３）ＣＶ≤４０％，按照此标准

共挑选出４５个特异质量峰，利用这些特异质量峰对

２４株ＣＲＫＰ进行分型，结果与 ＭＬＳＴ的符合率达

８３．３％，表明该方法具有较好的分型潜力。

特异质量峰分型方法是在菌株鉴定图谱的基础

上，通过观察特异质量峰，并根据特异质量峰强度进

行的聚类分析。与ＰＣＡ聚类分析和 ＭＳＰ聚类分

析相比，该方法准确率高，排除了质量图谱中ＣＲＫＰ

种特异性质量峰的干扰，从而提高了对ＣＲＫＰ亚型

区分的能力。与 ＭＬＳＴ等分子分型的方法相比，该

方法不需要额外的成本，更加快速、简便。在建立方

法的基础上，实验人员只需获得菌株的鉴定图谱，即

可通过分析获得聚类结果，适合在临床微生物室常

规开展。本研究进行特异质量峰筛选时共选取了

２５个ＳＴ型的ＣＲＫＰ，并筛选出每个ＳＴ型的特异

质量峰，当其中任何一种ＳＴ型发生暴发流行时，可

通过筛选的特异质量峰将暴发流行的菌株进行聚

类，从而快速获悉其流行状况。

利用 ＭＡＬＤＩＴＯＦ ＭＳ菌株图谱中特异质量

峰进行细菌分型的方法也存在一定局限性，本研究

包括ＣＲＫＰ的ＳＴ型别有限，但全球流行的ＳＴ型

别多种多样，特异质量峰的筛选只针对本实验室中

包含的ＳＴ型别，所以筛选出的特异质量峰只能对

这些亚型进行有效区分，而无法判断是否能区分其

他亚型。由于本实验中收集的存在流行趋势ＣＲＫＰ

的ＳＴ 型较为局限，主要为 ＳＴ１１、ＳＴ５２０、ＳＴ３７、

ＳＴ４８以及ＳＴ４２３，其他ＳＴ型ＣＲＫＰ菌株数量较

少，无法用于特异质量峰分型的验证，因此后续研究

中需要继续收集各ＳＴ型的ＣＲＫＰ，对该方法进行

验证。由于质量峰容易受菌株培养条件，孵育时间

以及操作手法等影响，而本试验室目前只是对特异

质量峰分型的方法做了初步的探索，建立方法时设

置的各项参数可能只适合于本试验室，因此，其他实

验室利用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ质量峰进行深入分析

时，应建立适合自己实验室的标准，设置相应的参

数，保证试验的准确性和可重复性。

本研究初步显示，ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ在医院感

染流行病学分析领域具有较大的应用潜力。随着数

据库的不断完善，软件的日益更新，ＭＡＬＤＩＴＯＦ

ＭＳ有望在不久的将来应用于临床微生物实验室进

行快速同源性分析，为暴发流行的监测和医院感染

的控制提供依据。
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