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ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ技术对ＶＩＭ型和ＳＰＭ型金属酶铜绿假单胞菌的检测分析
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　　［摘要］　目的　了解基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（ｍａｔｒｉｘａｓｓｉｓｔｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ
ｔｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）在检测金属酶铜绿假单胞菌（ｍｅｔａｌｌｏβｌａｃｔａｍａｓｅ
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，ＭＢＬＰＡ）类型中的作用。方法　 收集２０１５—２０１８年重庆某三甲医院临床分
离的２５８株碳青霉烯类耐药铜绿假单胞菌进行 ＥＤＴＡ协同试验和耐药基因检测，通过建立 ＶＩＭ型和
ＳＰＭ型ＭＢＬＰＡ识别模型数据库，对ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ检测ＭＢＬＰＡ类型的灵敏度、特异度、阳性预测值
和阴性预测值进行分析。结果　２５８株碳青霉烯类耐药铜绿假单胞菌中ＥＤＴＡ表型初筛试验阳性１０６株，
经ＰＣＲ耐药基因检测得到ＶＩＭ型４０株，ＳＰＭ型 ３５株。通过 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ识别模型检测出 ２３／２５
ＶＩＭ型菌株，灵敏度为９２．０％，特异性为１００．０％，阳性预测值为１００．０％，阴性预测值为９３．７％。对于
ＳＰＭ型菌株，检测出１６／２０，灵敏度为８０．０％，特异性为１００．０％，阳性预测值均为１００．０％，阴性预测值为
８８．２％。结论　ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ在检测ＭＢＬＰＡ方面比常规ＰＣＲ技术更有优势，通过构建识别模型可
快速准确地鉴别ＶＩＭ型和ＳＰＭ型ＭＢＬＰＡ，具备非常广的应用前景。
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　　近年来，基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱
（ｍａｔｒｉｘａｓｓｉｓｔｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔ
ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）技术在临床微生物
中的应用越来越广泛［１－３］。随着碳青霉烯类药物在临

床的大量使用，碳青霉烯类耐药铜绿假单胞菌的出现

和流行给临床抗感染治疗带来了严峻的挑战［４－５］。因

此，本研究利用ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ技术建立了ＶＩＭ型和
ＳＰＭ型金属酶铜绿假单胞菌（ｍｅｔａｌｌｏβｌａｃｔａｍａｓｅ
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，ＭＢＬＰＡ）的识别模型数据
库，并对其鉴定能力进行了性能评价，进而明确 ＭＡＬ
ＤＩＴＯＦＭＳ在检测ＭＢＬＰＡ类型中的作用。

１　材料与方法

１．１　菌株
　　收集２０１５—２０１８年重庆某三甲医院临床各个科
室患者痰液、尿液、肺泡灌洗液、血液、分泌物、脓液等

标本培养出的耐碳青霉烯类药铜绿假单胞菌２５８株，
质控菌株大肠埃希菌 ＡＴＣＣ８７３９和铜绿假单胞菌
ＡＴＣＣ２７８５３均购于卫生部临检中心。
１．２　菌株鉴定、药敏试验及ＭＢＬＰＡ的表型测定
　　临床分离的菌株使用 ＶＩＴＥＫＭＳ进行鉴定，利用
ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ进行药敏检测，采用ＥＤＴＡ协同试验
测定ＭＢＬＰＡ的表型，具体参照文献［６］进行。
１．３　耐药基因检测
　　铜绿假单胞菌ＭＢＬ基因采用聚合酶链反应（ｐｏｌｙ
ｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）方法进行测定，挑取纯培
养菌落置含２００μＬ蛋白酶 Ｋ溶液的０．５ｍＬ离心管
中，５６℃温育２ｈ进行模板基因提取，－２０℃冰箱保存
备用。靶基因包括：ＩＭＰ、ＶＩＭ、ＳＰＭ、ＧＩＭ、ＳＩＭ、ＮＤＭ
基因，引物具体信息见表 １。由北京六合华大基因科
技有限公司合成，按 ９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性
３０ｓ；退火３０ｓ；７２℃，延伸６０ｓ；变性、退火、延伸过程
设置３０个循环；然后７２℃继续延伸７ｍｉｎ，扩增产物
经２％琼脂凝胶电泳后观察是否出现与目的基因相对
分子质量相当的条带来判断结果。ＰＣＲ扩增阳性的

产物送重庆擎科兴业生物技术有限公司测序，测序结

果在ＧｅｎＢａｎｋ网上进行Ｂｌａｓｔ比对以确定基因型。
１．４　建立ＶＩＭ型和ＳＰＭ型ＭＢＬＰＡ识别模型数据库
　　按照质谱建库的标准，我们前期选取临床分离的
１５株ＶＩＭ型和１５株 ＳＰＭ型 ＭＢＬＰＡ的质谱光谱作
为参考菌株，每个菌株重复进行８次质谱实验。通过
对ＶＩＭ型和ＳＰＭ型ＭＢＬＰＡ的质谱峰进行聚类分析，
找到二者间共有的和差异的质谱特征峰，最后选取部

分ＶＩＭ型和非ＶＩＭ型菌株的特征峰作为鉴定 ＶＩＭ型
ＭＢＬＰＡ的识别模型数据库，选取部分 ＳＰＭ型和非
ＳＰＭ型菌株的特征峰作为鉴定 ＳＰＭ型 ＭＢＬＰＡ的识
别模型数据库。

１．５　临床菌株验证新建质谱识别模型数据库
　　为验证数据库的准确性，我们选取临床分离的２５
株ＶＩＭ型和２０株 ＳＰＭ型 ＭＢＬＰＡ作为验证菌株，各
标本１μＬ上清蛋白提取液覆盖于靶板上，均匀涂抹
开，待完全干燥后再覆盖１μＬ基质液，均匀涂抹开，待
完全干燥后于ＶＩＴＥＫＭＳ质谱仪上进行检测分析。

表１　ＰＣＲ扩增引物的名称及产物长度

基因名称 引物序列（５′→３′）
产物长

度（ｂｐ）
退火温

度（℃）

ＩＭＰ 正义：ＣＴＡＣＣＧＣＡＧＣＡＧＡＧＴＣＴＴＴＧ

反义：ＡＡＣＣＡＧＴＴＴＴＧＣＣＴＴＡＣＣＡＴ ５８７ ５０

ＶＩＭ 正义：ＧＴＴＴＧＧＴＣＧＣＡＴＡＴＣＧＣＡＡＣ

反义：ＡＡＴＧＣＧＣＡＧＣＡＣＣＡＧＧＡＴＡＧ ３８２ ５５

ＳＰＭ 正义：ＣＴＧＣＴＴＧＧＡＴＴＣＡＴＧＧＧＣＧＣ

反义：ＣＣＴＴＴＴＣＣＧＣＧＡＣＣＴＴＧＡＴＣ ７８３ ６１

ＧＩＭ 正义：ＴＣＧＡＣＡＣＡＣＣＴＴＧＧＴＣＴＧＡＡ

反义：ＡＡＣＴＴＣＣＡＡＣＴＴＴＧＣＣＡＴＧＣ ７１３ ５８

ＳＩＭ 正义：ＴＡＣＡＡＧＧＧＡＴＴＣＧＧＣＡＴＣＧ

反义：ＴＡＡＴＧＧＣＣＴＧＴＴＣＣＣＡＴＧＴＧ ７４１ ５８

ＮＤＭ 正义：ＧＧＧＣＡＧＴＣＧＣＴＴＣＣＡＡＣＧＧＴ

反义：ＧＴＡＧＴＧＣＴＣＡＧＴＧＴＣＧＧＣＡＴ ４７５ ６２
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２　结果

２．１　耐碳青霉烯类药铜绿假单胞菌基本情况
　　２０１５～２０１８年重庆某三甲医院２５８株耐碳青霉烯
类药铜绿假单胞菌对１０种抗菌药物的耐药率分别为
阿米卡星 （７３％），妥布霉素 （７１％），哌拉西林／他唑
巴坦 （４９％），头孢吡肟 （７５％），庆大霉素 （７７％），左
旋氧氟沙星 （７６％），头孢他啶 （７６％），环丙沙星
（７３％），亚胺培南 （１００％），氨曲南 （６４％），见表 ２。
ＥＤＴＡ协同试验结果显示：２５８株菌中有１０６株金属酶
表型初筛实验为阳性。

２．２　耐碳青霉烯类药铜绿假单胞菌金属酶基因检测
结果

　　将 １０６株金属酶表型初筛实验阳性菌株进行
ＭＢＬ基因扩增，得到 ＶＩＭ型阳性 ４０株，ＳＰＭ型阳性

３５株，未扩增出ＩＭＰ、ＳＩＭ、ＧＩＭ和ＮＤＭ阳性菌株。部
分菌株ＰＣＲ产物电泳及测序结果见图１、２。

表２　２５８株耐碳青霉烯类药铜绿假单胞菌基本情况 （％）

抗菌药物 耐药 中介 敏感

阿米卡星 ７３ ４ ２３

妥布霉素 ７１ ７ ２２

哌拉西林／他唑巴坦 ４９ １２ ３９

头孢吡肟 ７５ ４ ２１

庆大霉素 ７７ ２ ２１

左旋氧氟沙星 ７６ ３ ２１

头孢他啶 ７６ ２ ２２

环丙沙星 ７３ ５ ２２

亚胺培南 １００ ０ ０

氨曲南 ６４ ５ ３１

!"""#$!

%"""#$!

&'"#$!

'""#$!

!'"#$!

%""#$!

"()!#$

* ' + & ) , %" %% %! %( %)

- .

Ｍ：标准；５，６，７，８，９，１０，１１，１２，１３，１８：为ＶＩＭ菌株

图１　ＶＩＭ基因阳性ＰＣＲ产物电泳（Ａ）及测序结果部分峰（Ｂ）图
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Ｍ：标准；１，２，３，４，１４，１５，１７，２１，２２，２４：为ＳＰＭ菌株

图２　ＳＰＭ基因阳性ＰＣＲ产物电泳（Ａ）及测序结果部分峰（Ｂ）图
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２．３　ＶＩＭ型和ＳＰＭ型ＭＢＬＰＡ识别模型数据库建立
　　通过ＶＩＴＥＫＭＳ质谱仪的ＬａｕｎｃｈＰａｄ软件将 ＶＩＭ
型和 ＳＰＭ型 ＭＢＬＰＡ质谱峰进行比较分析，得到
１７个高信号强度峰作为两者的共有质量峰 （３６０１ｍ／ｚ，
４４３４ｍ／ｚ，４５４４ｍ／ｚ，４８４９ｍ／ｚ，４９９２ｍ／ｚ，５１１４ｍ／ｚ，
５２１０ｍ／ｚ，５７３７ｍ／ｚ，６０４６ｍ／ｚ，６３４８ｍ／ｚ，
６６７６ｍ／ｚ，７２０３ｍ／ｚ，７５９５ｍ／ｚ，８７８６ｍ／ｚ，９０８９ｍ／ｚ，
９９８７ｍ／ｚ和１０２２９ｍ／ｚ），见图 ３。为筛选 ＶＩＭ型和
ＳＰＭ型菌株之间有差异的特征峰，再次利用 Ｌａｕｎｃｈ
Ｐａｄ软件分别比较ＶＩＭ型菌株和非ＶＩＭ型（包括ＳＰＭ
型和不产ＭＢＬＰＡ）菌株以及ＳＰＭ型菌株和非ＳＰＭ型
（包括ＶＩＭ型和不产ＭＢＬＰＡ）菌株的质谱特征峰，最
后选取ＶＩＭ型菌株的４个特征峰（３２３０ｍ／ｚ，３４０９ｍ／ｚ，

５４５０ｍ／ｚ，７３２９ｍ／ｚ）和非 ＶＩＭ型菌株的３个特征峰
（３４２９ｍ／ｚ，５４９０ｍ／ｚ，７３９０ｍ／ｚ）作为鉴定ＶＩＭ型
菌株的模型（图 ４），选取 ＳＰＭ型菌株的 ２个特征峰
（３６６３ｍ／ｚ，６２６４ｍ／ｚ）和非 ＳＰＭ型菌株的２个特征
峰（４０６８ｍ／ｚ，４２８２ｍ／ｚ）作为鉴定ＳＰＭ型菌株的模
型（图５）。
２．４　ＶＩＭ型和ＳＰＭ型ＭＢＬＰＡ识别模型数据库的验证
　　新建识别模型数据库验证结果显示 ＭＡＬＤＩＴＯＦ
ＭＳ可正确鉴定２３／２５ＶＩＭ型菌株，灵敏度为９２．０％，
特异性为 １００．０％，阳性预测值为 １００．０％，阴性预测
值为 ９３．７％。对于 ＳＰＭ型菌株的检测灵敏度为
８０．０％，特异性为１００．０％，阳性预测值均为１００．０％，
阴性预测值为８８．２％，详见表３。

图３　 ＶＩＭ型和ＳＰＭ型ＭＢＬＰＡ共有特征峰
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图４　ＶＩＭ型ＭＢＬＰＡ识别模型
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图５　ＳＰＭ型ＭＢＬＰＡ识别模型

表３　两种模型验证鉴定ＶＩＭ型和ＳＰＭ型的结果

　类型 验证前数量 特征峰（ｍ／ｚ） 验证后数量 灵敏度 （％） 特异性（％） 阳性预测值（％） 阴性预测值（％）
ＶＩＭ型 ９２．０ １００．０ １００．０ ９３．７
　ＶＩＭ菌株 ２５ ３２３０；３４０９；５４５０；７３２９ ２３
　非ＶＩＭ菌株 ３０ ３４２９；５４９０；７，３９０ ３０
ＳＰＭ菌株 ８０．０ １００．０ １００．０ ８８．２
　ＳＰＭ菌株 ２０ ３６６３；６２６４ １６
　非ＳＰＭ菌株 ３０ ４０６８；４２８２ ３０

３　讨论

　　２５８株耐碳青霉烯类药铜绿假单胞菌经 ＰＣＲ耐
药基因检测扩增出 ＭＢＬ基因阳性７５株，其中 ＶＩＭ型
４０株，ＳＰＭ型３５株，未扩增出其他基因型阳性菌株，
这一结果与国内多家医院报道 ＭＢＬ以 ＩＭＰ基因型和
ＶＩＭ基因型为主的研究存在差异，提示金属酶的基因
型分布存在地区差异［７－９］。此外，本研究结果还提示

２０１５—２０１８年医院院内可能存在不同程度耐碳青霉
烯类药铜绿假单胞菌交叉感染的现象，其中部分菌株

虽对碳青霉烯类耐药，但并未检测到金属 β内酰胺
酶，因此碳青霉烯类耐药铜绿假单胞菌除产金属 β内
酰胺酶以外，还存在其他的耐药机制，如 ＯｐｒＤ２基因
缺失，主动外排系统过度表达，生物膜形成等［１０－１３］。

因此，对于这部分耐药机制尚不明确的菌株，我们后期

将对其耐药机制进行深入研究。

　　目前，ＭＢＬＰＡ的检测已引起了国外研究者的广

泛关注，而国内对 ＭＢＬＰＡ的检测大多数还是停留在
细菌分离培养后对其进行表型初筛实验的传统做法

上［１４－１７］。传统的细菌培养耗时长，以 ＥＤＴＡ协同试验
为代表的金属酶表型初筛实验在培养的基础上还需要

１８～２４ｈ才能判定是否产金属酶，并且金属酶表型初
筛试验的结果极不稳定，不能满足临床快速准确检测

耐药表型的需求。近年来，随着分子生物学技术的临

床应用，我们除去传统的金属酶表型初筛方法外，还可

以通过ＰＣＲ的方法对ＭＢＬＰＡ的基因型进行分析，但
ＰＣＲ检测ＭＢＬＰＡ基因型目前仍存在操作步骤多、易
污染，不能直接检测临床标本等缺点。因此，目前急需

开发一种ＭＢＬＰＡ鉴定及分型的新方法。ＭＡＬＤＩＴＯＦ
ＭＳ作为临床细菌鉴定及其耐药性分析的一种新方法，
目前已广泛应用于病原微生物的鉴定［１８－２０］。并且质

谱检测具有操作简单、快速、能直接检测临床标本等优

点，已引起越来越多研究者的关注［２１－２３］。本研究前期

根据临床质谱自建库的相关指南，再结合实验室自身
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需求，通过ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ对ＶＩＭ型和ＳＰＭ型ＭＢＬＰＡ
的质谱蛋白特征峰进行分析，建立区分ＶＩＭ型和ＳＰＭ
型ＭＢＬＰＡ两种亚型的识别模型；本研究通过该识别
模型得到ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ对２５株ＶＩＭ型ＭＢＬＰＡ的
鉴定准确率为９２％，对 ２０株 ＳＰＭ型 ＭＢＬＰＡ的鉴定
准确率为８０％。该研究结果提示：我们前期通过自建
ＶＩＭ型和ＳＰＭ型ＭＢＬＰＡ的质谱数据库，能较好地对
ＶＩＭ型和ＳＰＭ型ＭＢＬＰＡ进行区分，具有非常重要的
临床应用价值。

　　此外，本研究仍存在许多不足之处，质谱数据库验
证结果中出现了 ４株 ＳＰＭ型 ＭＢＬＰＡ被误鉴定为
ＶＩＭ型 ＭＢＬＰＡ，２株 ＶＩＭ型 ＭＢＬＰＡ被误鉴定为
ＳＰＭ型ＭＢＬＰＡ。分析其原因可能是细菌蛋白提取过
程出现污染，导致质谱获取的蛋白图谱与数据库中另

外一种类型识别模型图谱相似，这种情况下会明显地

干扰数据库的分析和鉴定。另外，也可能是由于细菌

基因转移与遗传背景差异等因素影响了细菌蛋白的表

达，导致部分基因型蛋白表达出现了一定的差

异［２４２６］。因此，这些结果也提示我们需要进一步优化

质谱识别模型，不仅需要对４株错误鉴定的ＳＰＭ型和
２株错误鉴定的ＶＩＭ型ＭＢＬＰＡ质谱峰图进行差异性
对比分析，而且还需要继续收集更多的菌株扩大建库

的样本量，以便能提高新建质谱数据库对 ＭＢＬＰＡ分
型鉴定的准确率。本研究结果不仅丰富了对质谱建库

技术对鉴定ＭＢＬＰＡ亚型研究的认识，而且对于今后
质谱建库技术应用于其他病原菌分型的检测也具有指

导和借鉴意义，该方法具备非常广的应用前景。
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