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·基础论著·

重症监护室产质粒介导 ＡｍｐＣ酶的肺炎
克雷伯菌的流行病学研究

张永标　符永玫　张扣兴　赵锋　温景芸

　　【摘要】　目的　探讨产质粒介导 ＡｍｐＣ酶（ＰＡＢＬｓ）的肺炎克雷伯菌在重症
监护室（ＩＣＵｓ）中的分子流行病学与药敏谱特征。方法　从 ＩＣＵｓ临床分离８株
对头孢西丁不敏感的无重复肺炎克雷伯菌，采用酶提取物三维试验表型确认为产

ＡｍｐＣ酶细菌，并通过质粒接合试验筛选产酶临床株接合子；对产酶临床株和接
合子采用Ｅｔｅｓｔｓ法检测常用β内酰胺类抗菌药物的最低抑菌浓度（ＭＩＣｓ），等电
聚焦电泳测定 β内酰胺酶等电点（ｐＩｓ），多重 ＰＣＲ扩增质粒 ａｍｐＣ基因，并对临
床株中ＰＣＲ阳性产物进行测序以确定基因型。结果　ＡｍｐＣ酶表型确认试验阳
性的肺炎克雷伯菌有５株，其中３株质粒接合试验成功。５株临床株均产生ｐＩ为
７．８的ＤＨＡ１型ＰＡＢＬｓ，其中５株均对亚胺培南敏感，４株对头孢吡肟敏感，对其
他β内酰胺类抗菌药物呈明显耐药。３株接合子获得相应临床株的 ａｍｐＣ耐药
基因与耐药性。结论　产ＤＨＡ１型ＰＡＢＬｓ肺炎克雷伯菌在ＩＣＵｓ中普遍流行，部
分菌株ａｍｐＣ耐药基因与耐药性可经质粒转移。对产 ＰＡＢＬｓ肺炎克雷伯菌感染
首选亚胺培南，其次为头孢吡肟。ＩＣＵｓ中宜合理应用 β内酰胺类抗菌药物以避
免诱导细菌产生ＰＡＢＬｓ。
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　Ｐｌａｓｍｉｄ；ＡｍｐＣβｌａｃｔａｍａｓｅｓ；Ｉｎｔｅｎｓｉｖｅｃａｒｅｕｎｉｔ；Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ
ｐｎｅｕｍｏｎｉａ；Ｇｅｎｏｔｙｐｅ
　　ＡｍｐＣβ内酰胺酶（ＡｍｐＣ酶）是继超广谱 β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）后发现的一
类可水解新型广谱β内酰胺类抗菌药物且不被酶抑制剂所抑制的 β内酰胺酶。
ＡｍｐＣ酶最初被认为仅由染色体介导，但近２０年来质粒介导ＡｍｐＣ酶（ＰＡＢＬｓ）不
断被发现［１］。由于编码 ＡｍｐＣ酶的 ａｍｐＣ基因可随质粒在相同或不同菌属细菌
间水平转移而导致耐药性的播散，因而产ＰＡＢＬｓ细菌已引起临床上的高度关注。
为了解重症监护室（ｉｎｔｅｎｓｉｖｅｃａｒｅｕｎｉｔｓ，ＩＣＵｓ）医院感染最为常见致病菌之一的
肺炎克雷伯菌（Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）中 ＡｍｐＣ酶的分子流行病学与药敏谱特征，本文
对ＩＣＵｓ分离肺炎克雷伯菌ａｍｐＣ基因型和常用β内酰胺类抗菌药物的敏感性进
行了检测，现将结果报道如下。

材料与方法

一、菌株来源

临床菌株为２０１０年１月至２０１０年４月中山大学附属第三医院各专科 ＩＣＵ
临床标本中对头孢西丁不敏感的无重复肺炎克雷伯菌共８株（自编号 Ｋｐ１～８），
其中呼吸科 ＩＣＵ３株（Ｋｐ１、Ｋｐ２、Ｋｐ３）、感染科 ＩＣＵ２株（Ｋｐ４、Ｋｐ５）、神经内科
ＩＣＵ１株（Ｋｐ６）、心胸外科ＩＣＵ１株（Ｋｐ７）、神经外科ＩＣＵ１株（Ｋｐ８），以上所有菌
株经常规生化方法及 ＭｉｃｒｏＳｃａｎＷａｌｋＡｗａｙ４０系统（美国 ＤａｄｅＢｅｈｒｉｎｇ公司）鉴
定。大肠埃希菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＡＴＣＣ２５９２２为药敏试验质控与三维试验指示细菌；
Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α２９１９为高产质粒介导ＡＣＴ１型ＡｍｐＣ酶标准菌株；Ｅ．ｃｏｌｉＨＢ１０１ＲｉｆＲ

为质粒接合试验受体菌株；已知标准等电点（ｐＩｓ）产酶株Ｅ．ｃｏｌｉＪ５３Ｒ１（产ＴＥＭ１，
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ｐＩ５．４）、Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅＣＦ１０４（产ＴＥＭ３，ｐＩ６．３）、Ｅ．ｃｏｌｉＪ５３ｐＭＧ２６６（产ＳＨＶ１８，
ｐＩ７．８）、Ｅ．ｃｏｌｉＲｉｏ７（产ＣＴＸＭ９，ｐＩ８．１）为等电聚焦电泳试验参照菌株。

二、试剂与仪器

ＭＨ琼脂、克拉维酸粉剂（ＣＬＡ）、头孢硝噻吩粉剂、头孢西丁纸片（ＦＯＸ）（英
国 ＯＸＯＩＤ公司）；ＬＢ肉汤（美国 ＢＤ公司）；Ｅｔｅｓｔ药敏纸条（瑞典 ＡＢＢＩ
ＯＭＥＲＩＥＵＸ）；头孢西丁粉剂（ＦＯＸ）、利福平粉剂（ＲＦＰ）、氯唑西林粉剂（ＣＬＯ）和
溴化乙啶、琼脂糖（美国ＳＩＧＭＡ公司）；ＥｘＴａｑ酶、ｄＮＴＰｓ、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ２０００（大连
宝生物工程有限公司）；ＱＩＡｑｕｉｃｋＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ、ＱｉａＧｅｎＰｌａｓｍｉｄＭｉｎｉＫｉｔ（德国
ＱＩＡＧＥＮ公司）；ＤＹＹⅢ３７Ａ型等电聚焦电泳仪（北京六一仪器厂）；两性电解质
载体、丙烯酰胺（美国 ＰＨＡＲＭＡＣＩＡ公司）；ＰＴＣ２００型 ＰＣＲ仪（美国 ＭＪＲＥ
ＳＥＡＲＣＨ公司）；ＧＥＬＤＯＣ２００型凝胶成像系统（英国ＵＶＰ公司）；Ｐｏｗｅｒ３００型电
泳仪（美国 ＢＩＯＲＡＤ公司）；ＡＢＩＰＲＩＳＭ ３１００Ａｖａｎｔ型遗传分析仪（美国
ＡＰＰＬＥＲＡ公司）。

三、ＡｍｐＣ酶表型筛选与确认试验
表型筛选采用ＫＢ纸片扩散法，以３０μｇＦＯＸ纸片检测受试细菌，抑菌环直

径≤ １７ｍｍ提示对 ＦＯＸ不敏感，疑为产 ＡｍｐＣ酶细菌。表型确认采用 Ｃｏｕｄｒｏｎ
等［２］报道的酶提取物ＦＯＸ三维试验法，酶提取物的制备采用反复冻融法。以产
ＡｍｐＣ酶标准菌株Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α２９１９为阳性对照。

四、质粒接合试验

以ＡｍｐＣ酶表型确认试验阳性的肺炎克雷伯菌临床株为供体菌，以 ＲＦＰ耐
药Ｅ．ｃｏｌｉＨＢ１０１ＲｉｆＲ为受体菌。将孵育至对数生长期的供体菌和受体菌在 ＬＢ
肉汤中等量混合，３７℃孵育５ｈ后，接种于含ＦＯＸ（２５μｇ／ｍｌ）和ＲＦＰ（３００μｇ／ｍｌ）
的选择性培养基上，３７℃培养过夜，挑取生长的细菌菌落，经 ＭｉｃｒｏＳｃａｎＷａｌｋ
Ａｗａｙ４０系统鉴定其菌种和生化特性，与受体菌一致者即为接合子。对获得的接
合子亦采用反复冻融法制备酶提取物，并进行酶提取物 ＦＯＸ三维试验以确认
ＡｍｐＣ酶表型。

五、药敏试验

对ＡｍｐＣ酶表型确认试验阳性的临床株和接合子，采用 Ｅｔｅｓｔｓ法检测常用
β内酰胺类抗菌药物的最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣｓ），操
作与结果判读按照２００９年美国临床实验室标准化研究所（ＣＬＳＩ）标准，以 Ｅ．ｃｏｌｉ
ＡＴＣＣ２５９２２为质控菌株。

六、等电聚焦电泳和抑制试验

将ＡｍｐＣ酶表型确认试验阳性临床株和接合子的酶提取物进行 β内酰胺酶
等电聚焦电泳，电泳后凝胶分别与０．５ｍｍｏｌ／ＬＣＬＡ和０．５ｍｍｏｌ／ＬＣＬＯ作用，再
用０．５ｍｍｏｌ／Ｌ头孢硝噻吩染色，确定所测β内酰胺酶位置。以标准β内酰胺酶
ＴＥＭ１、ＴＥＭ３、ＳＨＶ１８、ＣＴＸＭ９（ｐＩ分别为 ５．４、６．３、７．８、８．１）做参照，采用
ＣｕｒｖｅＥｘｐｅｒｔ１．３软件绘制标准曲线并求得所测β内酰胺酶ｐＩ值。
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七、引物设计和合成

引物设计参照文献［３］，共设计多重 ＰＣＲ引物 ６组，分别为 ＭＯＸ组（包括
ＭＯＸ１、２，ＣＭＹ１、８～１１），ＣＩＴ组（包括ＬＡＴ１～４，ＣＭＹ２～７、１２～１５、１７、１８，ＢＩＬ
１，ＣＦＥ１），ＤＨＡ组（ＤＨＡ１、２），ＡＣＣ组（ＡＣＣ１），ＥＢＣ组（ＭＩＲ１、ＡＣＴ１），ＦＯＸ
组（ＦＯＸ１～６）。引物委托上海英骏生物技术有限公司合成，引物序列见表１。

表１　ａｍｐＣ基因多重ＰＣＲ引物序列

扩增基因型 　　　　　　　引物碱基序列（５’→３’） 预扩增片段长度（ｂｐ）

ＭＯＸ ＭＦ：ＧＣＴＧＣＴＣＡＡＧＧＡＧＣＡＣＡＧＧＡＴ

ＭＲ：ＣＡＣＡＴＴＧＡＣＡＴＡＧＧＴＧＴＧＧＴＣＣ ５２０

ＣＩＴ ＭＦ：ＴＧＧＣＣＡＧＡＡＣＴＧＡＣＡＧＧＣＡＡＡ

ＭＲ：ＴＴＴＣＴＣＣＴＧＡＡＣＧＴＧＧＣＴＧＧＣ ４６２

ＤＨＡ ＭＦ：ＡＡＣＴＴＴＣＡＣＡＧＧＴＧＴＧＣＴＧＧＧＴ

ＭＲ：ＣＧＴＡＣＧＣＡＴＡＣＴＧＧＣＴＴＴＧＣ ４０５

ＡＣＣ ＭＦ：ＡＣＣＡＧＣＣＴＣＡＧＣＡＧＣＣＧＧＴＴＡ

ＭＲ：ＴＴＣＧＣＣＧＣＡＡＴＣＡＴＣＣＣＴＡＧＣ ３４６

ＥＢＣ ＭＦ：ＴＣＧＧＴＡＡＡＧＣＣＧＡＴＧＴＴＧＣＧＧ

ＭＲ：ＣＴＴＣＣＡＣＴＧＣＧＧＣＴＧＣＣＡＧＴＴ ３０２

ＦＯＸ ＭＦ：ＡＡＣＡＴＣＧＧＧＴＡＴＣＡＧＧＧＡＧＡＴＧ

ＭＲ：ＣＡＡＡＧＣＧＣＧＴＡＡＣＣＧＧＡＴＴＧＧ １９０

　　八、多重ＰＣＲ扩增质粒ａｍｐＣ基因
采用ＱＩＡＧＥＮＰｌａｓｍｉｄＭｉｎｉＫｉｔ提取ＡｍｐＣ酶表型确认试验阳性的临床株和

接合子的质粒作为 ＰＣＲ模板，操作按说明书进行。多重 ＰＣＲ反应体系：ＥｘＴａｑ
酶１．２５Ｕ，２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．４），５０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，１．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，
ｄＮＴＰｓ各０．２ｍｍｏｌ，０．６μｍｏｌ／Ｌ引物 ＭＯＸＭＦ、ＭＯＸＭＲ、ＣＩＴＭＦ、ＣＩＴＭＲ、ＤＨＡ
ＭＦ和 ＤＨＡＭＲ，０．５μｍｏｌ／Ｌ引物 ＡＣＣＭＦ、ＡＣＣＭＲ、ＥＢＣＭＦ、ＥＢＣＭＲ，０．４
μｍｏｌ／Ｌ引物ＦＯＸＭＦ和ＦＯＸＭＲ，质粒ＤＮＡ模板２μｌ，其余为双蒸水，反应终体
积５０μｌ。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，６４℃退火３０ｓ，７２℃延
伸１ｍｉｎ，循环 ２５次；最后 ７２℃延伸 ７ｍｉｎ。以产 ＡＣＴ１型 ＡｍｐＣ酶标准菌株
Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α２９１９为阳性对照。

九、ＰＣＲ产物分析和测序
ＰＣＲ产物在含０．５μｇ／ｍｌ溴化乙啶的１．５％琼脂糖凝胶中电泳，以凝胶成像

系统观察结果并照相记录。ＱＩＡｑｕｉｃｋＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ回收纯化临床株 ＰＣＲ阳
性产物，在ＡＢＩＰＲＩＳＭ３１００Ａｖａｎｔ型遗传分析仪上采用双脱氧链末端终止法进行
双向测序。测序结果在 ＧｅｎＢａｎｋ数据库（ｈｔｔｐ／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）中采用
ＢＬＡＳＴ程序进行检索，与 ＧｅｎＢａｎｋ提供的 ａｍｐＣ基因核苷酸序列进行同源性比
对，确定其基因型。
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结　　果
一、ＡｍｐＣ酶表型确认试验结果
８株疑产 ＡｍｐＣ酶临床株中，表型确认试验阳性有５株，分别为 Ｋｐ１、Ｋｐ２、

Ｋｐ５、Ｋｐ６和Ｋｐ７。
二、质粒接合试验结果

５株ＡｍｐＣ酶表型确认试验阳性临床株中，有３株质粒接合试验成功，分别
为Ｋｐ２、Ｋｐ６、Ｋｐ７，并分别获得相应接合子 ＫｐＴ２、ＫｐＴ６、ＫｐＴ７。３株接合子 ＡｍｐＣ
酶表型确认试验亦为阳性。

三、药敏试验结果

５株ＡｍｐＣ酶表型确认试验阳性的临床株对头孢呋辛、头孢他啶、头孢西丁、
氨曲南均耐药，４株对头孢曲松和头孢噻肟耐药；对阿莫西林／克拉维酸、头孢哌
酮／舒巴坦和哌拉西林／他唑巴坦耐药的分别为５株、４株、３株；仅１株对头孢吡
肟耐药；均对亚胺培南敏感。与相应供体菌比较，３株接合子仅对少数抗菌药物
的ＭＩＣｓ值稍有下降，但未改变其耐药性，见表２。

表２　ＡｍｐＣ酶表型确认试验阳性临床株和接合子的最低抑菌浓度（μｇ／ｍｌ）
细菌 ＣＸＭ ＣＡＺ ＣＲＯ ＣＴＸ ＦＥＰ ＡＭＣ ＣＰＳ ＰＴＺ ＦＯＸ ＡＴＭ ＩＭＰ

Ｋｐ１ ＞２５６ ２５６ ２５６ ８ ４ ６４ ８ １２８ ２５６ ２５６ １

Ｋｐ２ ２５６ ２５６ ８ １２８ ４ ６４ １２８ ８ ２５６ ６４ ０．５

Ｋｐ５ ＞２５６ ＞２５６ １２８ ２５６ ８ ＞２５６ ６４ １６ ＞２５６ １２８ １

Ｋｐ６ ＞２５６ １２８ ６４ ２５６ ３２ １２８ ２５６ ２５６ ＞２５６ ６４ １

Ｋｐ７ １２８ ＞２５６ ＞２５６ ＞２５６ ２ １２８ ＞２５６ １２８ ＞２５６ １２８ １

ＫｐＴ２ ２５６ １２８ ８ １２８ ４ ６４ １２８ ８ ２５６ ６４ ０．５

ＫｐＴ６ ＞２５６ １２８ ６４ １２８ ３２ １２８ １２８ ２５６ ＞２５６ ６４ １

ＫｐＴ７ １２８ ２５６ ＞２５６ ２５６ ２ １２８ ２５６ １２８ ＞２５６ １２８ １

　　注：ＣＸＭ：头孢呋辛；ＣＡＺ：头孢他啶；ＣＲＯ：头孢曲松；ＣＴＸ：头孢噻肟；ＦＥＰ：头孢吡肟；ＡＭＣ：阿莫西林／克拉维酸；ＣＰＳ：头孢哌酮／舒巴坦；
ＰＴＺ：哌拉西林／他唑巴坦；ＦＯＸ：头孢西丁；ＡＴＭ：氨曲南；ＩＭＰ：亚胺培南

　　四、等电聚焦电泳和抑制试验结果
５株ＡｍｐＣ酶表型确认试验阳性的临床株和３株接合子，均产生一种不被

ＣＬＡ抑制但可被ＣＬＯ抑制的 β内酰胺酶，其 ｐＩ为７．８。另外，临床株 Ｋｐ２、Ｋｐ７
和接合子 ＫｐＴ７产生一种可被 ＣＬＡ抑制而不被 ＣＬＯ抑制、ｐＩ为５．４的 β内酰
胺酶。

五、ＰＣＲ产物电泳结果
５株ＡｍｐＣ酶表型确认试验阳性的临床株和３株接合子，多重ＰＣＲ产物电泳

后均在４０５ｂｐ左右出现预期大小的扩增片段，电泳结果见图１。
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图１　ＡｍｐＣ基因多重ＰＣＲ产物电泳图谱
注：Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１：Ｋｐ１；２：Ｋｐ２；３：Ｋｐ５；４：Ｋｐ６；５：Ｋｐ７；６：
ＫｐＴ２；７：ＫｐＴ６；８：ＫｐＴ７；９：Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α２９１９

　　六、ＰＣＲ产物测序结果
５株临床株的 ＰＣＲ阳性产物经纯化后测序，并与 ＧｅｎＢａｎｋ数据库提供的

ＡｍｐＣ基因核苷酸序列进行比对，证实均为ＤＨＡ１基因型（与ＧｅｎＢａｎｋ中注册号
为ＡＹ８８７１２６的同源性为１００％）。

讨　　论
产生ＡｍｐＣ酶是革兰阴性杆菌对新型广谱 β内酰胺类抗菌药物耐药的主要

机制之一。ＡｍｐＣ酶由染色体介导者仅在细菌中发生垂直克隆传播，而由质粒介
导者则因质粒的可转移性可在细菌间水平传播，甚至引起产酶细菌所致医院感染

的暴发流行。ＩＣＵｓ患者因基础疾病严重、免疫力低下和侵袭性诊疗操作频繁，使
ＩＣＵｓ成为医院感染最常见亦为最严重的科室［４］。由于肺炎克雷伯菌是引起医院

感染最为常见的革兰阴性杆菌之一，故监测ＩＣＵｓ肺炎克雷伯菌中ＰＡＢＬｓ的分子
流行病学及其耐药性特征，对预防和治疗ＩＣＵｓ中该细菌所致医院感染的发生与
流行均有重要意义。

ＰＡＢＬｓ基因型在不同国家和地区的流行状况不同，这是由于 ＰＡＢＬｓ是细菌
在抗菌药物选择性压力下产生的，因此与不同区域抗菌药物的使用密切相关，但

目前已出现明显的跨区域传播趋势。国内报道的 ＰＡＢＬｓ基因型主要是 ＤＨＡ１，
其他如ＡＣＴ１、ＭＩＲ３、ＣＭＹ２、ＣＭＹ８、ＣＭＹ２２等亦有发现［５７］。本研究从短期内

自ＩＣＵｓ分离的８株疑产ＡｍｐＣ酶肺炎克雷伯菌中，有５株被证实产ｐＩ为７．８的
ＤＨＡ１型ＰＡＢＬｓ，分布于呼吸科、感染科、神经内科和心胸外科 ＩＣＵｓ。从质粒接
合试验、药敏试验和 ＰＣＲ产物分析结果来看，这５株临床分离的细菌中有３株
ａｍｐＣ基因可随质粒发生耐药性转移，尽管未发生产酶细菌所致医院感染的暴发
流行，但应引起ＩＣＵｓ医护人员的足够重视，因为国外已有产 ＤＨＡ１型 ＰＡＢＬｓ细
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菌引起医院感染暴发的报道［８］。此外，从等电聚焦电泳和抑制试验结果来看，５
株临床分离株中有２株产生另外一种可被克拉维酸抑制的ｐＩ为５．４的β内酰胺
酶，推测应为广谱酶ＴＥＭ１而非ＥＳＢＬｓ，其中１株编码该种β内酰胺酶的基因亦
位于可转移性质粒上。由于所研究的临床菌株仅在较短时间内从ＩＣＵｓ标本中分
离得到，因而尚未能否认其他基因型 ＰＡＢＬｓ的流行，但以上结果至少表明产
ＤＨＡ１型ＰＡＢＬｓ肺炎克雷伯菌已在本院ＩＣＵｓ中普遍流行，而且部分菌株的耐药
基因与耐药性可经质粒发生转移。

ＰＡＢＬｓ的生化特性与染色体介导者基本相同，最适水解底物均为头孢菌素，
而目前临床上所应用的酶抑制剂克拉维酸、舒巴坦、他唑巴坦对 ＡｍｐＣ酶抑制作
用较差。本研究药敏结果显示，产 ＰＡＢＬｓ细菌对第２代、第３代头孢菌素、头霉
素类和单环β内酰胺类均高度耐药。对含酶抑制剂的复合制剂亦呈较高的耐药
性。但对碳青酶烯类亚胺培南高度敏感，对第４代头孢菌素头孢吡肟耐药性亦较
低。虽然亚胺培南为ＡｍｐＣ酶的强诱导剂，但其在治疗浓度时于诱导细菌产酶之
前即可将细菌迅速杀死；头孢吡肟则因可迅速通过细菌外膜且与ＡｍｐＣ酶亲和力
低而表现较强的抗菌活性。因此，对产ＡｍｐＣ酶细菌导致的医院感染宜首选亚胺
培南，其次是头孢吡肟。值得警惕的是，若产 ＡｍｐＣ酶细菌同时存在外膜孔道蛋
白ＯｐｒＤ２缺失或同时产ＥＳＢＬｓ，则可分别导致对亚胺培南和头孢吡肟耐药。国内
外均有研究发现在产ＤＨＡ１型ＰＡＢＬｓ肺炎克雷伯菌中，由于存在调控基因 Ａｍ
ｐＲ而使细菌可被诱导表达ＡｍｐＣ酶［９，１０］，提示在ＩＣＵｓ中应合理应用β内酰胺类
抗菌药物以避免诱导细菌产生ＰＡＢＬｓ。
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