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摘要：　 目的 　 探讨基质辅助激光解析电离飞行时间质谱（ｍａｔｒｉｘ－ａｓｓｉｓｔｅｄ ｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ／ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ ＭＳ）技术在新生儿血流感染恶臭假单胞菌同源性分析中的应用。 　 方法　 收集湖南省儿童医

院新生儿病区 ７ 株新生儿血流感染恶臭假单胞菌株，利用 ＶＩＴＥＫ －Ｃｏｍｐａｃｔ ２ 检测药敏结果；运用 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ ＭＳ 及

ＳＡＲＡＭＩＳ 软件检测及分析该批恶臭假单胞菌的同源性；同时运用全基因测序（ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＷＧＳ）的方法来验

证 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ ＭＳ 分析结果。 　 结果　 ７ 株恶臭假单胞菌对头孢三代以上抗生素及碳青酶烯类抗生素均不敏感，对阿米

卡星及左氧氟沙星都敏感。 通过运用 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ ＭＳ 及 ＳＡＲＡＭＩＳ 软件发现该 ７ 株恶臭假单胞菌为同一型的相对相似度

在 ８０％～９０％之间。 ＷＧＳ 分析发现：该 ７ 株恶臭假单胞菌多位点序列分型（ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔｙｐｉｎｇ，ＭＬＳＴ）均为 １２８ 型，
平均核苷酸相似度（ａｖｅｒａｇｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｉｄｅｎｔｉｔｙ，ＡＮＩ）＞９９􀆰 ９％。 　 结论　 本次研究的 ７ 株恶臭假单胞菌有相似的耐药表型，
ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ ＭＳ 发现他们为同一型的相对相似度在 ８０％～９０％之间，ＷＧＳ 验证他们为同一菌株来源；ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ ＭＳ 可

以对恶臭假单胞菌进行初步、快速的同源性分析。
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　 　 假单胞菌属是一种需氧革兰氏阴性非发酵杆菌，
能够在土壤、植物（包括水果和蔬菜）、动物组织和水
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中寄生，其中恶臭假单胞菌在环境中普遍存在，但很少

感染人类［１］。 恶臭假单胞菌是一种条件致病菌，其致

病性很低，但是，现已被认为是一种与医院感染相关的

病原体，特别容易引起免疫缺陷患者如恶性血液病或

粒细胞减少患者的感染［２］。 恶臭假单胞菌的毒力较

低，其引起的感染常常是医源性的，与被污染的液体、

４８４１ 实用预防医学 ２０２２ 年 １２ 月 第 ２９ 卷 第 １２ 期　 Ｐｒａｃｔ Ｐｒｅｖ Ｍｅｄ， Ｄｅｃ． ２０２２， Ｖｏｌ． ２９， Ｎｏ．１２



药品、血液制品的使用或与留置导管的存在有关［３］，
这对医院感染控制提出了挑战。 本研究收集了 ７ 例湖

南省儿童医院新生儿血流感染的恶臭假单胞菌株，运
用基质辅助激光解析电离飞行时间质谱（ｍａｔｒｉｘ－ａｓｓｉｓｔｅｄ
ｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ／ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，
ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ ＭＳ）对其进行同源性分析，结果如下。

１　 对象与方法

１􀆰 １　 对象　 收集 ２０２０ 年 １０ 月—２０２１ 年 ３ 月在湖南

省儿童医院就诊并明确诊断为血流感染的新生儿患者

的病原菌—恶臭假单胞菌，共 ７ 株；患者均来自新生儿

病区的四个病房。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 试剂与仪器　 梅里埃 ＶＩＴＥＫ －Ｃｏｍｐａｃｔ ２ 全自

动细菌鉴定及药敏分析仪、３Ｄ ２４０ 血培养仪及配套血

培养瓶、ＶＩＴＥＫ ＭＳ 质谱仪、ＧＮ 鉴定卡和 ＧＮ３３５ 药敏

卡、α－氰基－４－羟基肉桂酸基质液 ＣＨＣＡ 均购自法国

生物梅里埃公司；细菌全基因组测序委托上海元莘生

物医药科技有限公司进行。
１􀆰 ２􀆰 ２　 菌株鉴定和药敏试验　 菌株鉴定使用ＶＩＴＥＫ－
Ｃｏｍｐａｃｔ ２ 分析仪及 ＶＩＴＥＫ ＭＳ 质谱仪完成；药敏试验

使用 ＶＩＴＥＫ －Ｃｏｍｐａｃｔ ２ 分析仪完成。 药敏结果根据

美国临床和实验室标准化协会（Ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
Ｓｔａｎｄａｒｄ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ，ＣＬＳＩ）２０２０ 版标准进行判断。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ ＭＳ　 收集到的 ７ 株恶臭假单胞

菌分别接种于哥伦比亚血平板，培养 １８ ～ ２４ ｈ 后挑取

单个菌落涂抹到质谱靶板上，加 １ μｌ ＣＨＣＡ 基质液与

之结合，待基质液完全干燥后再放入质谱仪器内进行

检测。 质谱区间设定的质核比 （Ｍ ／ Ｚ） 为 ３ ０００ ～
２０ ０００ Ｄａ，采用 Ｖｉｔｅｋ ＭＳ 切换器将质谱仪的配置从

ＩＶＤ（临床库）设置为研究方式 ＲＵＯ（科研库）。 仪器

运行时，主要是用标准仪器设置进行光谱采集和峰值

检测，一旦检测光谱被仪器自带 Ｌａｕｎｃｈｐａｄ＠ 软件处

理，则会生成峰值列表而被转移到 ＳＡＲＡＭＩＳ 软件的专

用文件夹中，最终数据通过 ＳＡＲＡＭＩＳ 软件自动分析，
并进行物种鉴定。 在每个试验中，所有分离株会重复

检测 ３ 次。 质控品为大肠埃希菌 ＡＴＣＣ ８ ７３９，通过梅

里埃公司的技术服务，每 ３０ ｄ 对激光装置进行微调，
以确保质谱采集的质量不变。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＭＳ 数据分析 　 把光谱手动导入到 ＳＡＲＡＭＩＳ
ＲＵＯ 数据库，作为峰值列表被加载到 ＳＡＲＡＭＩＳ 数据

库中。 在切换到 ＳＡＲＡＭＩＳ 高级软件的光谱模式后，按
照制造商的说明进行聚类分析，利用该软件的搜索功

能，将导入的光谱移到数据库的一个单独的文件夹中，

用三个单一的光谱来生成每个菌株的一致光谱，至少

有 １１０ 个峰的光谱被用于进一步的分析。 一致光谱只

包括一批谱中高频记录的质量信号，频率阈值设置为

１００％，而且只考虑了在所有三个重复检测中记录的质

量信号。 通过应用 ０􀆰 ０８％的质量精度作为 ＳＡＲＡＭＩＳ
软件峰值的标准设置，取质量信号的相对强度的平均

值，选择 ３ ０００～２０ ０００ ｍ ／ ｚ 值的峰值范围进行最终分

析。 将一致光谱应用 ＳＡＲＡＭＩＳ 高级软件的相对分类

分析工具，得到相对差异和相似性树状图（匹配质量

的百分比）。
１􀆰 ２􀆰 ５　 全基因测序（ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＷＧＳ）
和数据分析 　 采用细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒

（ＯＭＥＧＡ公司）根据操作说明提取 ＤＮＡ。 通过 Ｑｕｂｉｔ
荧光定量仪检测保证 ＤＮＡ 样本浓度＞２０ ｎｇ ／ μｌ，总量

≥２􀆰 ０ μｇ， Ａ２６０ ／ Ａ２８０ ＝ １􀆰 ８ ～ ２􀆰 ０。 采用 ＮＥＢ Ｎｅｘｔ
Ｕｌｔｒａ ＤＮＡ，文库构建试剂盒（美国 ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司）进行

文库构建。 利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＮｏｖａｓｅｑＴＭ测序平台进行 ２×
１５０ ｂｐ 的双端测序；测序深度 ２００×左右［具体每个样

本的覆盖度计算：Ｔｏｔａｌ＿Ｂａｓｅｓ（ｂｐ） ／基因组大小（ｂｐ）］。
测序仪： Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＮｏｖａＳｅｑ ６０００， 测序策略： ＰＥ１５０。
ＷＧＳ 委托上海元莘生物医药科技有限公司进行。

２　 结　 果

２􀆰 １　 病原菌鉴定及药敏分析　 ＶＩＴＥＫ －Ｃｏｍｐａｃｔ ２ 分

析仪及 ＶＩＴＥＫ ＭＳ 质谱仪鉴定该 ７ 株细菌均为恶臭假

单胞菌；对头孢三代以上抗生素及碳青酶烯类抗生素

均不敏感；对阿米卡星及左氧氟沙星都敏感。 从药敏

结果初步判断该 ７ 株细菌具有相同的耐药表型，见表 １。
表 １　 ７ 株恶臭假单胞菌对抗菌药物的敏感结果

抗菌药物 药敏方法 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７

头孢他啶 ＭＩＣ 法 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

头孢吡肟 ＭＩＣ 法 Ｒ Ｒ Ｉ Ｒ Ｒ Ｉ Ｒ

哌拉西林 ／ 他唑巴坦 ＭＩＣ 法 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

亚胺培南 ＭＩＣ 法 Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

阿米卡星 ＭＩＣ 法 Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

左氧氟沙星 ＭＩＣ 法 Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

　 　 注：Ｒ 为耐药；Ｉ 为中介；Ｓ 为敏感。

２􀆰 ２ 　 ＭＡＬＤＩ － ＴＯＦ ＭＳ 同 源 性 分 析 　 通 过 运 用

ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ ＭＳ ＳＡＲＡＭＩＳ 软件对 ７ 株恶臭假单胞菌

的一致性光谱进行系统树状图分析显示：该 ７ 株恶臭

假单胞菌为同一型的相对相似度在 ８０％ ～ ９０％之间，
见图 １。
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图 １　 ７ 株恶臭假单胞菌 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ ＭＳ 同源性分析结果

２􀆰 ３　 ＷＧＳ 同源性分析 　 将 ７ 株恶臭假单胞菌 ＷＧＳ
测序结果在网站： “ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｇｅ． ｃｂｓ． ｄｔｕ． ｄｋ ／ ｓｅｒｖｉｃｅｓ ／
ＭＬＳＴ／ ”搜索发现：该 ７株恶臭假单胞菌均为ＭＬＳＴ－１２８型。
平均核苷酸相似度（ａｖｅｒａｇｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｉｄｅｎｔｉｔｙ，ＡＮＩ） ＞
９９．９％，见表 ２、图 ２。

表 ２　 ７ 株恶臭假单胞菌 ＷＧＳ 分型结果

Ｇｅｎｅ １－分型 ２－分型 ３－分型 ４－分型 ５－分型 ６－分型 ７－分型

ａｒｇＳ ａｒｇＳ＿５ ａｒｇＳ＿５ ａｒｇＳ＿５ ａｒｇＳ＿５ ａｒｇＳ＿５ ａｒｇＳ＿５ ａｒｇＳ＿５

ｇｙｒＢ ｇｙｒＢ＿８５ ｇｙｒＢ＿８５ ｇｙｒＢ＿８５ ｇｙｒＢ＿８５ ｇｙｒＢ＿８５ ｇｙｒＢ＿８５ ｇｙｒＢ＿８５

ｉｌｅＳ ｉｌｅＳ＿４７ ｉｌｅＳ＿４７ ｉｌｅＳ＿４７ ｉｌｅＳ＿４７ ｉｌｅＳ＿４７ ｉｌｅＳ＿４７ ｉｌｅＳ＿４７

ｎｕｏＣ ｎｕｏＣ＿８１ ｎｕｏＣ＿８１ ｎｕｏＣ＿８１ ｎｕｏＣ＿８１ ｎｕｏＣ＿８１ ｎｕｏＣ＿８１ ｎｕｏＣ＿８１

ｐｐｓＡ ｐｐｓＡ＿３３ ｐｐｓＡ＿３３ ｐｐｓＡ＿３３ ｐｐｓＡ＿３３ ｐｐｓＡ＿３３ ｐｐｓＡ＿３３ ｐｐｓＡ＿３３

ｒｅｃＡ ｒｅｃＡ＿１００ ｒｅｃＡ＿１００ ｒｅｃＡ＿１００ ｒｅｃＡ＿１００ ｒｅｃＡ＿１００ ｒｅｃＡ＿１００ ｒｅｃＡ＿１００

ｒｐｏＢ ｒｐｏＢ＿１３ ｒｐｏＢ＿１３ ｒｐｏＢ＿１３ ｒｐｏＢ＿１３ ｒｐｏＢ＿１３ ｒｐｏＢ＿１３ ｒｐｏＢ＿１３

ｒｐｏＤ ｒｐｏＤ＿８０ ｒｐｏＤ＿８０ ｒｐｏＤ＿８０ ｒｐｏＤ＿８０ ｒｐｏＤ＿８０ ｒｐｏＤ＿８０ ｒｐｏＤ＿８０

图 ２　 ７ 株恶臭假单胞菌 ＡＮＩ 结果

３　 讨　 论

恶臭假单胞菌多存在于环境中，但在医院患者的

尿、痰、血、伤口分泌物、腹膜液、脑脊液、脐拭子等人体

组织中均检测到了恶臭假单胞菌［４－６］。 恶臭假单胞菌

的毒力不如铜绿假单胞菌，但其引起的感染在患有严

重疾病或免疫功能障碍的患者中可能是致命的。 最近

的一份报告表明，包括恶臭假单胞菌在内的多个假单

胞菌可以分泌类毒素并引起巨噬细胞死亡［７］。 Ｍｏｌｉｎａ
等［８］报道了恶臭假单胞菌的临床分离株，含有一组在

氧化应激条件下可以生存和通过氨基酸代谢及毒素 ／
抗毒素系统抵抗杀菌剂的基因。 该菌的多重耐药以及

碳青霉烯类耐药的分离菌株与医院感染有关。 彼得

等［９］报道，从血液肿瘤疾病患者中分离出的恶臭假单

胞菌中有 ４６􀆰 １％含有金属 β－内酰胺酶基因。 虽然喹

诺酮类药物能有效治疗包括假单胞菌在内的医院感染

性疾病，但是也有一些恶臭假单胞菌株对喹诺酮类药

物产生了耐药性［１０］。
从本研究中的这 ７ 株恶臭假单胞菌的药敏实验结

果来看，他们对头孢三代以上抗生素及碳青酶烯类抗

生素均不敏感；对阿米卡星及左氧氟沙星都敏感，可以

初步判断该 ７ 株细菌具有相同的耐药表型。 查阅该

７ 例患者病例资料获悉：均使用了敏感抗生素阿米卡

星或联用第四代头孢菌素一周后好转出院。 从治疗的

结局来看，该菌虽然体外实验对抗生素呈高度耐药，但
其毒力或致病力不强，在联用敏感抗生素一定疗程后，
患者均好转出院。

虽然从耐药表型可以初步判断这 ７ 株细菌有相同

的耐药表型，但是却不能判断他们是否同源，就医院感

染控制而言，对该类细菌快速准确的同源性检测是急

需的。 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ ＭＳ 是近年来广泛应用于临床微

生物鉴定的一种新技术［１１］，ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ ＭＳ 具有临床

及科研库两个操作模块，在科研库操作模块下可以对

细菌进行快速同源性分析，质谱微生物分型主要是基

于菌株的质谱图（质核比及峰强度）。 不同来源、不同

类型的菌株在质谱图上有可能会呈现共性的特征，因
此具有同种来源或型别共性特征的菌株即可采用质谱

分析法进行同源性分析［１２］。 对该 ７ 株恶臭假单胞菌

的质谱同源性分析结果显示：该 ７ 株菌同源的可能性

在 ８０％～９０％之间。 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ ＭＳ 对于细菌同源性

分析的应用还在摸索之中，李鑫等［１３］认为：ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃ
软件和 ＳＡＲＡＭＩＳ 数据库软件对 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ ＭＳ 结果

的同源性分析可作为具有高度同源性和非同源菌株间

同源性的初步筛选方法，但仍需其他方法验证；对同源

关系多样的菌株，上述方法不稳定，不适于进行菌株间

同源关系分析。 而通过利用 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ ＭＳ 筛选出

不同 ＳＴ 型别耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌（ｃａｒｂａｐｅｎｅｍ－
ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，ＣＲ－ＫＰ）的特异质量峰，则
可用于 ＣＲ－ＫＰ 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［１４］。 但是，有研究认为

目前 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ ＭＳ 与一些经典的同源性分析方法，
如 ＰＦＧＥ、ＭＬＳＴ 等相比，在判断ＣＲ－ＫＰ的同源性及数
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据一致性方面还有不小的差距［１５］。
ＷＧＳ 技术已经开始作为一种常见的分子生物学

技术应用于临床微生物研究当中。 在临床微生物实验

室中分离的各类多重耐药及泛耐药菌株，通过 ＷＧＳ 可

以快速获得丰富的分子生物学及分子流行病学信息，
如血清学分型、ＭＬＳＴ、耐药基因及毒力因子等等［１６］。
此外，通过输入 ＷＧＳ 测序结果， 搜索 ＭＬＳＴ 网站

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｍｌｓｔ􀆰 ｏｒｇ ／ ）后，可以自动提取等位基因谱

并呈现序列类型（ＳＴｓ）。 本研究通过对 ７ 株恶臭假单

胞菌进行 ＷＧＳ 分析，发现 ７ 株恶臭假单胞菌均为

ＭＬＳＴ－１２８ 型，且他们的 ＡＮＩ＞９９􀆰 ９％。 ＡＮＩ 是在核苷

酸水平上比较两个基因组之间的遗传关系的指标。
ＡＮＩ 被定义为两个微生物基因组同源片段之间平均的

碱基相似度，其特点为在近缘物种之间有较高的区分

度。 由此测序结果可以看出，７ 株恶臭假单胞菌亲缘

关系近，为同一菌株来源。
本研究中，通过 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ ＭＳ 科研库发现该次

收集的新生儿血流感染的 ７ 株恶臭假单胞菌同源的可

能性在 ８０％ ～ ９０％之间；同时，通过 ＷＧＳ 测序分析验

证了该结果的可靠性。 虽然 ＷＧＳ 在细菌新耐药基因

的发现、细菌同源性分析方面有无与伦比的优势，但因

其费用较高，且测序前样本的处理要求高，培养、提取

菌株 ＤＮＡ 耗时长，缺乏统一、快速、有效及大容量的生

物信息学数据处理分析系统等因素，都阻碍了这一技

术在临床的广泛应用［１７］。 而 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ ＭＳ 这一技

术目前已经广泛应用于临床，主要使用他的临床库进

行细菌的快速鉴定；本研究利用 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ ＭＳ 科研

库发现其可以对恶臭假单胞菌进行初步、快速的同源

性分析，为阻止该菌在医院的暴发流行提供及时的实

验室依据。 本研究收集的样本量不大，因此有必要在

后续研究中扩大样本量。 相信随着研究的进一步深

入，ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ ＭＳ 在医院感染控制工作中发挥越来

越大的作用。
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