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一、同源性概述 1

同源性是指在进化过程中源于同一祖先的分支之间

的关系，包括直系同源和旁系同源。直系同源基因描述

在不同物种中来自于共同祖先的基因，而旁系同源基因

描述在同一物种内由于基因复制而分离的同源基因。

二、PFGE与MALDI-TOF MS在同源性研究上的背

景分析

同源性研究传统理论主要依赖于分子生物学技术，

比如 PFGE。传统的微生物检测手段包括各类细菌、真

菌的鉴定和同源性分析通常是建立在形态学、细胞生理

和生物化学水平 [1]，所以一直存在操作繁琐、周期性长、

时效性差的缺点，不如血液各项指标检测手段快捷、高

通量、自动化程度高，人类一直在致力于研究一种新型

的鉴定手段可以摒弃传统的形态、细胞、生化反应等细

菌鉴定理念，可以另辟蹊径研究细菌，如果从蛋白水平

分析研究，可以完美地避开细菌、真菌生长所需要的培

养时间、培养条件，基质辅助激光解吸电离飞行时间质

谱（MALDI-TOF MS）应远而生。它是一种新型的软电
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离质谱技术，近年来在全世界包括中国微生物领域得到

了飞速的发展，得益于其高通量、快捷简便的优点 [2-4]，

其在微生物的鉴定、分型和同源性分析、耐药检测和药

敏分析上的应用越来越广 [1]。

三、纹带棒状杆菌概述

纹带棒状杆菌在我们传统的观念里通常被定义为人

类鼻咽部及皮肤表面的正常定植菌 [5-12]，同时也被认为是

一种条件致病菌，能够引起免疫功能低下的患者相关性感

染 [13]，但是纹带棒状杆菌作为呼吸道潜在的危险因素，通

常很难去界定它是否与疾病直接相关，只有当其纯培养检

出或检出占优势，并且重复检出才具有临床意义 [14]。

四、质谱技术的应用与纹带棒状杆菌的检出相关

随着质谱技术的逐步推广与应用，纹带棒状杆菌这

一传统检测手段难以鉴定、导致我们容易忽视、漏检的

革兰阳性杆菌逐步进入公众的视野，近年来国内外不断

有报道显示棒状杆菌特别是纹帯棒状杆菌在医院内具有

强大的生存能力和传播能力，且多呈现多重耐药 [15]，已

有研究显示随着基质辅助激光解析电离飞行时间质谱

（MALDI-TOF MS）的广泛应用，越来越多的纹帯棒状杆

菌自院内感染暴发相关患者及相关途径检出，特别是长

期住院、长期应用广谱抗生素、使用侵入性医疗器械和

存在器质性阻塞性病变的基础疾病患者检出，人们越来

越意识到大大低估了纹帯棒状杆菌作为定植菌或感染菌

在临床标本中的真实流行情况，其在引起院内感染暴发
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摘　要：目前细菌同源性研究的参考方法为PFGE（脉冲场凝胶电泳），常应用于细菌的同源性研究。纹带棒状杆菌

引起的院内感染因其隐蔽性常被临床忽视，PFGE用于同源性分析对于细菌引起的医院感染暴发的溯源是相当滞后的，

只能用于回顾性研究分析。相较于PFGE，MALDI-TOF MS（基质辅助激光解析电离飞行时间质谱）优在实时性，

快速、简便、高通量、低成本，通过MALDI-TOF MS对纹帯棒状杆菌在同源性分析上的应用，依托于MALDI-

TOF MS系统自带的强大的聚类分析软件，能快速地统计、分析疑似感染病例检出菌及其周边环境采样株的同源性，

追踪其传染源、感染途径，以利于临床能够最快速、及时、准确地采取相关措施控制传染源，并切断传播途径，为

临床采取隔离、治疗等措施争取时间，建立起一整套针对纹带棒状杆菌及相关细菌引发院内细菌感染暴发的实时监

控体系。
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的潜在威胁不容忽视。

五、近50年间世界各地纹带棒杆杆菌引起院内感染

暴发实例

Giorgio SilvaSantana 等人发表的一篇对纹带棒状杆菌

引起医院侵入性感染及院内感染暴发进行回顾性分析提

示它越来越多地被认为是过去 50 年间潜在的病原体 [12]，

自 2000 年以来它更多地是以世界各地相继报道的由此菌

引起的院内感染暴发的而出现的：2004-2005 年西班牙

一家专门为严重慢性呼吸道疾病患者提供护理的二级医

疗保健中心，从 21 名 COPD 住院患者标本分离出 43 株纹

带棒状杆菌其中有一个月有 8 名患者检出 11 株纹带棒状

杆菌，提示该菌院内感染暴发可能性 [16]；2006 年 Iaria 等

人报道的发生在意大利的 13 例颅脑多发伤骨折、脑出血

与脑肿瘤转移转移住院患者疑似出现纹带棒状杆菌院内

暴发 [12]；2009-2010 年 Baio 等人报道的发生于巴西的由

14 例感染性疾病患者的气管抽吸物、支气管肺泡灌洗、

脑脊液、血液和尿液同时检出纹带棒状杆菌疑似院内暴

发感染 [12]；2011 年比利时一家医院 8 个月时间内由住院

患者检出的 24 株纹带棒状杆菌经 PFGE、半自动重复序

列 PCR 和 MALDI-TOF MS 进行同源性研究揭示了其与暴

发相关的菌株同属一个单一类型 [17]；2013 年 Paulo Victor 

Pereira Baio 等人报道的巴西里约热内卢由一例气管插管

住院患者携带的多重耐药（MDR）纹带棒状杆菌引起的

优势基因型院内暴发 [18]；Juliana Nunes，Ramos 等人报道

的巴西里约热内卢一家医院 2009-2013 年相继从血流和

导管相关性感染患者血液及导管尖端标本分离出的 23 株

纹带棒状杆菌 PFGE 分型显示其作为感染菌存在持久性

及存在院内暴发可能 [19]；Iaria，C 等人报道的意大利重症

监护病房多重耐药纹带棒状杆菌院内暴发感染 [20]。综合

以上报道分析可得出，长时间住院、慢性阻塞性肺部疾

病、多种医疗器械的侵入性操作包括气管插管、呼吸机、

导管留置、鼻饲等因素都有可能会促进纹带棒状杆菌的

定植，进而发生侵袭性感染，也有研究显示同一克隆株

可以在住院患者之间平行传播、长期存在，这为它引起

院内感染暴发提供了更大的可能性 [12，16-20]。

六、纹带棒状杆菌传播的长期性与隐蔽性

国外已有研究证实，无症状定植患者是纹帯棒状杆

菌的主要定植宿主，医护人员则作为纹帯棒状杆菌在患

者之间交叉传播的载体，再通过手在患者之间传播。纹

帯棒状杆菌是长期住院患者的医院病原体，可能是重大

疫情的起源，其引起感染暴发是长期的、隐蔽的，不容

易察觉的 [17]，因此纹带棒状杆菌的同源性分析对于院内

感染暴发监测的重要性是不言而喻的。

七、细菌分型方法概述

通 常 基 因 水 平 的 细 菌 分 型 聚 类 分 析 方 法， 例 如

PFGE、POT、多位点序列分型、SPA 分型和 SCCmec 分型

等，这些方法具有较高的识别精度；然而，由于其程序

复杂、成本高，常规使用是不切实际的。基于药物敏感

性试验模式的分型方法简单，但是准确性有限，与基于

基因分析的分型方法相关性较低 [21-24]。

八、PFGE细菌分型原理与性能评价

PFGE 对细菌进行同源性分析的原理基于分析细菌

染色体 DNA 的差异，作为同源性分析的金标准，其重复

性好、分辨率高、结果稳定、易于标准化，在细菌分子

流行病学研究中占据重要地位。PFGE 可以直接或间接

反映病原体变异分化的本质（即 DNA 序列的改变），它

对细菌的全部基因组 DNA 进行消化切割，切割后的 DNA

分子带有负电荷，在脉冲场凝胶电泳中朝正极移动，相

对较小的分子在电场转换后可以较快转变移动方向，而

较大的分子在凝胶中转向较为困难。因此小分子向前移

动的速度比大分子快，从而在凝胶上按染色体大小而呈

现出不同的电泳带型，DNA 条带的密度则反映了细菌内

DNA 含量与分子大小，然后根据获得的酶切图谱条带数

量与大小的差异性来判读是否具有同源性 [25，26]。脉冲场

凝胶电泳可以用来分离大小从 10kb 到 10Mb 的 DNA 分子。

PFGE 分型指纹图谱图像分辨力强，结果辨识度和重复性

好，操作标准化，并且有成熟分型结果数据库，PFGE 被

国内外分子流行病学者广泛认同，被认为是病原菌分子

生物分型的“金标准”方法 [25，27]。但其有着最大的不足

就是滞后性，由于其耗时长、步骤繁琐，常应用于医院

感染暴发后的回顾性分析，一直以来多应用于科研性的

回顾性分析，临床应用很少 [28-30]，而且如若发生院内感

染在疫情暴发期间无法实现实时监控细菌传染源及感染

途径。

九、MALDI-TOF MS细菌分型原理与性能评价

MALDI-TOF MS 作为微生物识别的一种新型工具，

它通过识别细菌细胞中大量存在的核糖体相关蛋白的特

征峰来用于分析，据报道基于质谱的分析也可以实现亚

种水平的鉴定，这在其他技术很难实现，比如 16S rRNA

测序，这表明质谱分析对细菌种类进行能够更详细的分

类可能 [31]。其在同源性研究方面的优势是突出的、广泛

的，覆盖院内感染的大部分常见菌种。微生物由其自身
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独特的蛋白质组成，蛋白质约占细菌干重的 50%，其表

达由遗传性状决定，受外界环境影响较小，具有多样性、

丰富性、易于提取和分离且不需要扩增的特点，因此成

为目前 MALDI-TOF MS 技术检测病原菌的最主要生物标

志 [1]。MALDI-TOF MS 基 本 工 作 原 理 是 MALDI-TOF MS

的离子源通过激光轰击待测样品与基质形成的共结晶薄

膜，使基质从中吸收能量并传递给生物分子，二者间发

生质子（即电荷）转移而使生物分子电离。电离的生物

分子在电场作用下加速通过飞行管道，根据到达检测器

的时间及离子的数量得到质 / 荷（m/z）比值及信号值而

形成相应的峰图。然后通过比对，MALDI-TOF MS 获得

种属间的特异峰图（主要由核糖体蛋白形成，m/z 范围为

2000~20000），再与数据库中的参考谱图比对，从而鉴

定细菌至属、种，乃至亚种的水平 [32]。在实验室发现可

疑暴发感染菌株时，可在细菌获得蛋白指纹图谱后通过

MALDI-TOF MS 自带的聚类分析软件进行聚类和主成分

分析，分析其亲缘关系远近，最快可在几分钟内判断检

出菌是否为同源克隆菌株，判断出发生院内细菌感染暴

发的潜在威胁，实时监控传染源、传播途径，从而指导

临床采取相应措施以防止暴发进一步扩大 [28-30]。MALDI-

TOF MS最大的优点在于其优越的实时性 [1，28-30]。已有越来

越多的研究结果显示MALDI-TOF MS对细菌同源性的分析

的准确度可与PFGE（脉冲场凝胶电泳）相媲美 [25-30，31，33]。

十、世界各地MALDI-TOF MS应用于纹带棒状杆

菌同源性研究实例

Adrian Egli 等 人 研 究 发 现 MALDITOF MS 可 以 作 为

产超光谱产 β- 内酰胺酶的大肠杆菌的实时疫情调查工

具 [34]；Valerie 等 人 提 出 通 过 MALDITOF MS 得 出 的 500

至 10000 m/z 之间的特征峰从多株金黄色葡萄球菌分离

株中识别 MRSA（耐甲氧西林葡萄球菌）的可能性 [35]；

Wolters 等人选取了金黄色葡萄球菌 MALDITOF MS 得出

的 13 个特征峰进行聚类分析，成功地将其分为 5 个亚

群 [36]；P. BERNASCH 等人调查研究发现，在肺炎克雷

伯菌院内感染暴发期间收集的相关易感株同时用 3 种方

法（MALDITOF MS、PFGE、rep-PCR） 进 行 同 源 性 分

析，所得结果一致，提示 MALDI-TOF-MS 蛋白质组分分

析可能提供在医院爆发调查期间一个快速和有价值的初

步筛选工具 [37]；Antonella Mencacci 等人的研究结果表明，

MALDI-TOF MS 与基于重复序列的 PCR-DiversiLab 系统

可以同时用于监测多重耐药鲍曼不动杆菌医院内暴发，

MALDI-TOF MS 可以在基于 DNA 结果得出之前用于实时

检测不动杆菌爆发 [38]。

十一、总结-MALDI-TOF MS与PFGE在纹带棒状

杆菌同源性应用中各有所长，MALDI-TOF MS用于同源

性研究更容易普及到各基层临床科室

随着 MALDI-TOF MS 的广泛应用，越来越多的纹带

棒状杆菌被检出，其成为条件致病菌的观念也越来越多

地得到各专家的共识 [39-40]。住院时间的延长、慢性阻塞

性肺疾病晚期、近期抗生素的使用和接触侵入性诊断操

作是引起患者纹带棒状杆菌定植和感染最常见的危险因

素。纹状棒状杆菌是长期住院患者的一种机会性医院病

原体，可能是主要暴发的来源。常规使用 MALDI-TOF 

MS 极大地促进了临床样本中纹带棒状杆菌的识别 / 鉴定，

该技术也可作为一种简单、快速的流行病学分型工具用

于院感暴发疫情的调查 [17，41]。PFGE 作为一种传统的细

菌流行病学分型工具，其重复性好、分辨率高、结果稳

定、易于标准化的优点是毋庸置疑的，但是其滞后性在

临床院感暴发监测的不实用性也日渐凸显出来，具有快

速、高通量优点的新型软电离技术 MALDI-TOF MS 就是

对其在同源性领域短板一个最好的补充，在实时监控纹

带棒状菌院内感染暴发的应用方面也更容易普及到基层

临床科室。
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