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基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱在临床微生物领域的应用进展"

颜英俊"

!

#综述!汤一苇#

#审校

"

"$

四川省医学科学院'四川省人民医院!成都
D"&&(#

$

#$

美国范德堡大学医学中心!田纳西州!美国
'(#'#

%

!!

关键词"细菌$

!

真菌$

!

病毒$

!

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱$

!

应用

!"#

!

"&$'@D@

"

E

$?99:$"D('!%"'&$#&""$"($&#>

文献标识码"

7

文章编号"

"D('!%"'&

"

#&""

%

"(!"@D@!&%

!!

在临床微生物实验室#革兰染色'菌落形态'显微镜检查'

选择培养基的生长特点'各种手工或自动的生化试验是细菌'

酵母'真菌的主要鉴定方法*这些方法依赖细菌生产代谢过

程#需要长时间的孵育#一般需要
#%

!

%1K

#不能满足临床对感

染患者的快速诊断和适当的治疗*分子生物学方法'细菌核糖

体$

"D,M3Y7

&基因序列分析'实时荧光定量
203

检测特定

的基因被认为是替代方法#但这些技术复杂'耗费高#不适用于

临床微生物实验室的检测工作*目前迫切需要寻找和建立新

的病原微生物快速诊断的方法#以满足临床的需要*基质辅助

激光解吸电离飞行时间质谱$

<IHM?̂!I99?9HGOJI9GMOG9FM

P

H?F:

?F:?WIH?F:H?<G!FQ!QJ?

;

KH<I999

P

G=HMF<GHM

L

#

+75*6!BV_+,

&

是近年来发展的一种简便'快速'准确'经济的病原微生物鉴定

的新方法#随着该方法的发展和在临床微生物实验室的应用#

将取代或改变现在微生物实验室的工作模式和流程#有着良好

的应用前景*

B

!

+75*6!BV_+,

的检测原理'特点及优势

#&

世纪
1&

年代以来#有
%

种软电离质谱技术产生#分别

为等离子体解吸$

P

JI9<IOG9FM

P

H?F:

#

2*

&'快原子轰击$

QI9HIH!

F<8F<8IMO<G:H

&'电喷雾电离$

GJG=HMF9

P

MI

L

?F:?WIH?F:

&和基质

辅助激光解吸"电离$

+75*6

&*

+75*6

质谱$

+75*6!+,

&

是
"@

世纪
1&

年代末问世并迅速发展起来的质谱分析技术*

这种离子化方式产生的离子常用飞行时间$

H?<GFQQJ?

;

KH

#

BV_

&检测器检测*

+75*6

与
BV_

合用的
+75*6!BV_+,

技术#使传统的主要用于小分子物质研究的质谱技术发生了革

命性的变革#从此迈入生物质谱技术发展新时代*

+75*6!BV_+,

首先由
hIMI9

等(

"

)于
"@1(

年提出#用于

分析非挥发性生物大分子(

#

)

*其原理非常简单!当用一定强度

的激光照射样品与基质形成的共结晶薄膜#基质从激光中吸收

能量#样品解吸附#基质
!

样品之间发生电荷转移使得样品分子

电离#电离的样品在电场作用下加速飞过飞行管道#根据到达

检测器的飞行时间不同而被检测#即测定离子的质量电荷之比

$

<

"

W

&与离子的飞行时间呈正比来检测离子*

+75*6!BV_!

+,

的中心技术就是依据样品
<

"

W

的不同来进行检测#并测得

样品的相对分子质量*完整的细胞可以产生特殊的蛋白图谱

$指纹图谱&#通过和以前收集的数据库中的指纹图谱相比较来

鉴定微生物*

C

!

+75*6!BV_+,

在临床微生物检测和鉴定中的应用

在细菌检测和鉴定方面!

0I?:

等(

'

)最早通过提取水溶性

蛋白应用
+75*6!BV_+,

来鉴别微生物*这种方法可以区

别几种革兰阴性和阳性的细菌*后来
-FJJI:O

等(

%

)应用完整

的细胞而不是提取物来鉴定细菌*在研究中#取琼脂平板上的

细菌菌落直接和基质溶液混合#然后直接点样在
+75*6!BV_

+,

样品靶盘上分析*应用这种方法#不仅可以鉴定一系列肠

杆菌#还能区别假单胞菌
'

个不同的种*后来有研究认为直接

检测完整细胞可以获得革兰阴性和阳性的细菌的种和株特异

的鉴定图谱(

>!D

)

*这些研究不仅表明分析细菌完整细胞可以鉴

定和区别细菌不同的种和株#而且表明和细胞提取方法相比

较#这种样品制备的方法更加简便和快速*

近年来#有不少研究应用
+75*6!BV_+,

直接鉴定细菌

菌落!

4?

;

:GM

等(

(

)应用细菌菌落直接检测上千株常规分离的细

菌#代表临床微生物实验室主要分离的细菌#用
+75*6!BV_

+,

能准确鉴定
@>$#A

*

,G:

;

等(

1

)研究
"DD&

株分离细菌菌

株#代表
"&@

个不同的种#用
+75*6!BV_+,1%$"A

能准确

鉴定到种#

""$'A

只能鉴定到属*笔者认为结果错误或不能鉴

定是由于
+75*6!BV_+,

数据库不完善*

TI:/GG:

等(

@

)分

析
@1&

株细菌#发现和传统方法相比#两种方法鉴定到种和属

的一致率分别为
(@$@A

和
"($'A

*另有试验证实(

"&

)

#分析

"'("

株临床分离株发现
"#(1

株$

@'$#A

&能鉴定到种水平#

('

株$

>$'A

&到属水平#不能得到可靠结果的有
#&

株$

"$>A

&*

在这
"#(1

株准确鉴定的结果中#和传统生化方法鉴定到种的

水平一致率为
@>$"A

$

"#">

株&#和属的一致率为
'A

$

'@

株&#种和属不一致率
"$@A

$

#%

株&*大部分的差异$

%#

"

D'

&是

因为系统数据库相关的分类学差异#

"%

个是因为得到的

+75*6!BV_+,

图谱的鉴别能力差#

(

个因为最初传统方法
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鉴定错误*在鉴定非发酵菌方面(

""

)

#用人类感染相关的
'(

个

属的
#%1

株非发酵菌建立数据库#测定
1&

株临床分离菌#并且

和
"D,M3Y7

基因序列分析比较#

>(

株产生特异的种鉴定#

""

株结果不确定#只能鉴定到属水平#

"&

株鉴定到属水平#

#

株不

能鉴定*

+75*6!BV_+,

能鉴定
D(

株$

1>$@A

&#

@

株鉴定错

误#

#

株不能鉴定*因此笔者认为#

+75*6!BV_+,

能准确'

可重复地鉴定非发酵细菌且在
"&<?:

内不需要其他的耗材*

一项由范德堡大学参与的#分别在
1

个实验室用
+75*6!BV_

+,

分析鉴定非发酵菌#鉴定结果提示此方法有良好的实验室

间重复性(

"#

)

*

笔者尝试直接从粪便选择培养基上生长的可疑菌落进行

+75*6!BV_+,

分析#从而对常规引起腹泻的致病菌进行快

速鉴别与鉴定*该方法可提前
#

!

'O

对大多数非乳糖发酵正

常菌群#如大肠埃希菌'枸橼酸杆菌'变形杆菌'阴沟肠杆菌'摩

根菌等做出准确判定(

"'

)

*尽管在鉴定缓征链球菌和草绿色链

球菌群'厌氧菌方面还需要更多的研究和发展#但近年的研究

表明
+75*6!BV_+,

是一个鉴定临床分离细菌的有效'可靠

的方法*

另外也有少量研究利用
+75*6!BV_+,

检测细菌对抗

菌剂的耐药性*凝固酶阳性和凝固酶阴性的金黄色葡萄球菌

在临床治疗和感染控制上有不同的意义#一些研究表明
+75!

*6!BV_+,

可以快速区分凝固酶阳性和凝固酶阴性的金黄色

葡萄球菌(

"%!">

)

*美国范德堡大学和英国曼切斯特大学的研究

发现该方法的应用可能部分替代甲氧西林或头孢西丁纸片法

检测耐甲氧西林的金黄色葡萄球菌 $

<GHK?=?JJ?:!MG9?9HI:H

9HI

P

K

L

JF=F==N9INMGN9

#

+3,7

&#并有可能应用在快速鉴定血

培养中的
+3,7

*在细菌毒力研究方面#带有杀白细胞素

$

P

I:HF:!TIJG:H?:GJGNUF=?O?:

#

2/5

&金黄色葡萄球菌显示有特

异的
%%%1

质荷比的峰#然而
2/5

阴性的金黄色葡萄球菌无

峰#该方法检测的灵敏度为
"&&A

#特异性为
@&$DA

#可快速检

测
2/5

阳性的金黄色葡萄球菌(

">!"D

)

*

细菌对抗菌剂耐药机制依赖于一些微小蛋白的改变#如和

&

!

内酰胺酶耐药相关的青霉素结合蛋白#与喹诺酮类耐药相关

的拓扑异构酶基因突变#或者可诱导的耐药机制#用
+75*6!

BV_+,

检测目前还比较困难*另一方面#或许可以用
+75!

*6!BV_+,

检测针对抗菌剂分子的细菌各种获得性酶$如
&

!

内酰胺酶'甲基化酶'质子泵等&*监测不同药物浓度下白色念

珠菌蛋白组改变#并且和传统方法测定氟康唑
+60

相比较#显

示了
+75*6!BV_+,

测定抗菌剂敏感试验的可行性(

"(

)

*

在真菌检测和鉴定方面!

+75*6!BV_+,

可用来鉴定酵

母菌'酵母样菌'丝状霉菌*

+IMUJG?:

等(

"1

)表明#

#>&

株临床分

离的念珠菌#包含
">

个种#

@DA

可准确鉴定*

TI:/GG:

等(

@

)试

验表明
D"

株酵母样菌属于
"#

个不同的种#能准确鉴定
1>A

*

.?WW?:?

等(

"&

)检测
#%

株酵母样菌属于
%

个不同种#能准确鉴定

"&&A

*但是当前在丝状真菌鉴定方面的报道较少见*主要原

因有!$

"

&和细菌相比#丝状真菌可表现出完全不同的表型#其

蛋白图谱也可能和生长条件或取材时用来分析的真菌菌丝的

区域有关%$

#

&丝状真菌蛋白提取无标准程序%$

'

&目前数据库

中只有有限的参考图谱*但最近有一些研究显示#

+75*6!

BV_

在丝状真菌鉴定方面的应用前景*譬如!曲霉菌(

"@

)

'青

霉菌(

#&

)

'镰刀菌(

#"

)或各种皮肤癣菌(

##

)

*这些研究建立和应用

自己的参考图谱数据库并且严格控制分析前步骤#如!培养基#

孵育时间等*应用
+75*6!BV_+,

常规鉴定丝状真菌还需

要进一步完善数据库和建立分析前标准程序*

临床标本和培养基中直接快速鉴定细菌或真菌!从临床标

本或培养基中直接鉴定细菌或真菌可节省细菌转种培养和鉴

定的时间*笔者尝试应用
+75*6!BV_+,

不经过细菌培养

直接从标本中鉴定细菌*取得显著进展的是从血培养阳性标

本中直接鉴定细菌和酵母样真菌*

5I,=FJI

和
3IFIJH

(

#'

)

'

2MFOiKF<

等(

#%

)

'

,HGTG:9F:

等(

#>

)应用不同的操作程序#结合离

心#运用血清分离管或氯化铵溶解红细胞#实验结果显示!

>D#

株细菌中#

+75*6!BV_+,

准确鉴定
DDA

$

@"A

革兰阴性细

菌#

%@A

革兰阳性细菌&#

"##

株中#

(@A

$

@&A

革兰阴性细菌#

('A

革兰阳性球菌&准确鉴定#

#"#

株中#能准确鉴定
(D$%A

单

一细菌感染*但目前
+75*6!BV_+,

数据分析软件库还不

能鉴定存在混合感染的细菌*

在血培养阳性瓶中#和用细菌菌落直接鉴定一样#鉴定草

绿色链球菌群仍然存在问题*近期发表的研究报告认为
"D

"

#&

$

1&A

&肺炎链球菌不能用
+75*6!BV_ +,

鉴定*因此当

鉴定结果是草绿色链球菌群时#要求用胶乳凝集试剂盒确诊*

_GMMF:?

等(

#D

)直接检测模拟的酵母样菌阳性血培养液中

"&

株白色念珠菌和
"&

株非白色念珠菌以及
""

株患者血培养

标本中的白色念珠菌#鉴定准确率均为
"&&A

*

+IM?:I=K

等(

#(

)直接鉴定血培养液中
"#

株酵母样菌#属于不同的
D

个

种#鉴定准确率为
"&&A

*笔者与德国某公司合作#应用其新

近研制生产的血培养液标本处理试剂盒直接从阳性血培养液

中提取和鉴定酵母样菌蛋白获得了满意结果(

#1

)

*

这些令人鼓舞的研究结果也促使了应用
+75*6

直接快

速鉴定尿液中的细菌*研究结果表明(

#@

)

!

##&

份尿液标本#细

菌数量大于
"&

>

0_g

"

<5

#鉴定到种的一致率为
@"$1A

#鉴定

到属的一致率
@#$(A

*笔者认为
+75*6!BV_+,

直接鉴定

尿液标本中的细菌快速'准确#尤其是大肠埃希菌#正确鉴定率

为
@($DA

*另外也有研究应用
+75*6!BV_+,

直接检测和

鉴定其他正常无菌液体中的细菌*应用
+75*6

检测
%D

份液

体#包括移植养护液'关节液'深部脓疱标本'骨小孔标本用血

培养液孵育#发现
%%

"

%D

$

@DA

&能鉴定到种水平#

#

份鉴定到属

水平*但由于在正常体液中感染的细菌的数量少#目前还主要

用于检测和鉴定血液和尿液标本*

在病毒检测和鉴定方面!

+75*6!BV_+,

应用在病毒鉴

定方面还不普遍#但
+75*6!BV_+,

被证实是更加快速的鉴

定病毒的方法*大多数的研究集中在通过
+75*6!BV_ +,

分析病毒特征来鉴定病原菌(

'&!'>

)

*除了用
+75*6!BV_ +,

来分析完整病毒#也可以分析一些特殊的感兴趣的蛋白*例

如!

0FJ

R

NKFN:

等(

'&

)用
+75*6!BV_+,

来测定引起胃肠炎的

诺如病毒的衣壳蛋白*还有研究集中在检测病毒融合蛋白或

包膜病毒的糖蛋白(

'D

)

*

5F

P

IH?=U?

等(

'#

)鉴定了新城疫病毒的

不同变异体的融合蛋白*不同的病毒变异体的融合蛋白影响

病毒的毒力#因为一些融合蛋白不能和宿主细胞结合*

2IMUGM

等(

'>

)应用
+75*6!BV_+,

检测被
-6/

感染的细胞来检测病

毒的融合蛋白
P

#D

*为了证明病毒的生物标记#

h?<

等(

'D

)研

究辛德毕斯病毒包膜糖蛋白#它是东方和西方的马脑脊髓炎病

毒相同家族的模型病毒*

另外#

+75*6!BV_+,

在病毒方面的应用还包括测定互

补
*Y7

特殊的限制性片段的相对分子质量(

'"

#

''!'%

)

*

5NI:

等(

''

)应用
+75*6!BV_+,

检测扩增
-./

逆转录酶基因的

各种突变#鉴定了
D&

个病毒变异体*

6J?:I

等(

'"

)研究了
-0/

+

&(@"

+
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基因组
>i

非转录区突变体*这项技术还应用于其他宿主病

毒#包括禽流感病毒$

->Y"

&*

+?=KIGJ

等(

'%

)观察
->Y"

基因

组限制性片段#来确定和病毒毒力有关的点突变*

D

!

目前
+75*6!BV_+,

方法的局限性和展望

+75*6!BV_!+,

的技术特点之一是灵敏度高#所需样品

量少#可达
Q<FJ

级*但在检测和鉴定细菌方面其检测灵敏度

还不高(

'(

)

#用模拟的金黄色葡萄球菌和大肠埃希菌血培养标

本表明细菌量为$

"&

(

!

"&

1

&

0_g

"

<5

可准确鉴定#

"&

D

0_g

"

<5

细菌量产生的信号不能和背景阴性对照信号区分#为了得

到准确的鉴定图谱#需要点样至少
"&

%

!

"&

>

0_g5

"

<5

细菌

在样品靶盘上*因此#除了在阳性血培养液和尿液中可以直接

鉴定病原菌外$因为这些标本中病原菌的量大&#

+75*6!BV_

+,

还不能直接鉴定患者标本中的病原菌*发展新的富集技

术#如亲和捕捉耦联
+75*6!BV_+,

分析或许将直接分析样

本#甚至有大量微生物的呼吸道标本和粪便标本*

主要基于富集核糖体分析的
+75*6!BV_+,

方法对一

些进化过程中接近的细菌的辨别有较大困难*例如!目前的

+75*6!BV_+,

技术不能将志贺菌和"或
V">(

大肠埃希菌

与普通的大肠埃希菌区分开(

"'

)

*微生物在不同的环境条件下

表达不同的蛋白#因此生长培养基'培养时间#样品制备等试验

因素可能影响分析的重复性*分析前标本的质量控制'建立标

准的样品制备方法'数据获取和分析方法#是获得实验室内和

实验室间重复性的保证*

目前发表的研究和应用都列出了各自的操作程序*该方

法要常规应用于临床必须要进行前处理程序的标准化和评价*

厂家可以发展和销售他们的细胞裂解液'蛋白提取液'基质液

等来标准化样本的处理过程#促使方法的自动化发展*优化实

验室程序将进一步降低病原菌鉴定的时间#促使
+75*6!BV_

+,

在实验室应用的半自动或全自动方向发展*

由于
+75*6!BV_+,

快速'使用简单#低成本消耗#无疑

将在不久的将来改变或取代临床微生物实验室鉴定病原微生

物的方法和流程*同时#除了病原菌鉴定方面#在毒力因子'抗

生素耐药'细菌分型方面也将会有大的发展*值得一提的是#

世界上数家临床微生物产品生产厂商分别与
+75*6!BV_

+,

研发公司建立合作进行数据库的开发和扩展*因此#联合

实验室建立的数据库和实验室间的数据库#将会扩展
+75*6!

BV_+,

在临床微生物实验室的应用*

志
!!

谢

感谢广东医学院深圳福田医院何英'美国范德堡大学医学

中心李海静'孟淑芳和纽约罗切斯特大学边冬末等参与部分实

验工作*感谢石工一博士提供技术帮助和讨论*愿籍此文纪

念近日遇难的青年华人科学家富思宇$

_N,

&#为
+75*6!BV_

+,

技术推广和应用做出重要贡献*
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流行病学调查显示男性冠心病$
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&发病率和死亡率均显著高于女性#因此传统观点认为雄性

激素是冠心病发病的危险因素之一*但是近年来大量的研究发

现#雄激素水平与男性冠心病的发病率呈负相关#生理水平的雄

激素有抗动脉粥样硬化$
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&作用*本文就雄激

素与男性冠心病的关系及其作用机制研究现状作一综述*
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雄激素的组成'合成与代谢

人体内的雄激素由胆固醇在体内合成#主要包括睾酮
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