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·检验技术与方法·

应用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱技术鉴定临床常见厌氧菌
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　　摘　要：目的　应用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）技术对临床分离的厌氧菌进行鉴定，与传统

Ｖｉｔｅｋ３２ＡＮＩ鉴定卡及１６ＳｒＲＮＡ基因序列法鉴定进行比较，分析 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ技术用于鉴定临床常见厌氧菌的可行性。方

法　收集从临床标本培养分离的厌氧菌５６株，运用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ技术对其进行鉴定，同时运用 Ｖｉｔｋｅ３２ＡＮＩ鉴定卡及１６Ｓ

ｒＲＮＡ基因序列法分别进行鉴定，将三者的结果进行比较。结果　５６株厌氧菌中有４１株采用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ技术鉴定至种的

水平（分值大于或等于２．０），１１株鉴定至属的水平（分值为１．７～２．０），４株无可靠结果（分值小于１．７）。ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ和１６Ｓ

ｒＲＮＡ基因序列法鉴定结果一致的占９４．６％（５３／５６），不一致的占５．６％（３／５６）。ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ与 Ｖｉｔｋｅ３２ＡＮＩ鉴定卡的鉴

定结果一致的占８０．４％（４５／５６），不一致的占１９．６％（１１／５６）。结论　ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ与１６ＳｒＲＮＡ基因序列法鉴定的符合率

高，可应用于临床常见厌氧菌的鉴定。
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　　厌氧菌感染常见于临床深部组织及血液感染，随着临床对

厌氧菌感染的日益重视以及细菌培养技术的提高，其培养阳性

率也逐渐提高。厌氧菌对培养条件及鉴定条件要求苛刻。传

统生化鉴定技术易受到环境影响且鉴定周期长，已不能满足临

床实验室快速准确鉴定厌氧菌的要求。厌氧菌１６ＳｒＲＮＡ基

因序列法虽然有快速、准确的优点，但操作复杂、成本较高，不

适合作为临床实验室检测项目开展［１］。基质辅助激光解吸电

离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）是一种新型的软电离生物

质谱，具有灵敏度、准确度、分辨率高的特点，而且操作简单、成

本低廉，可高通量检查样本，为临床微生物检验提供了一种新

型的有效手段［２４］。本研究通过比较５６株临床厌氧菌 ＭＡＬ

ＤＩＴＯＦＭＳ鉴定、Ｖｉｔｅｋ３２ＡＮＩ鉴定卡及１６ＳｒＲＮＡ基因序列

法鉴定的结果，评价了 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ技术鉴定临床厌氧菌

的可行性。

１　材料与方法

１．１　质控菌株　采用脆弱拟杆菌ＡＴＣＣ２５２８５。

１．２　仪器与试剂　ａｕｔｏｆｌｅｘⅢ ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ质谱仪及其

配套试剂（德国布鲁克公司生产）；Ｖｉｔｅｋ３２全自动微生物鉴定

系统及ＡＮＩ鉴定卡（法国梅里埃公司生产）；ＣＥＱ８０００基因分

析系统及其配套试剂（美国贝克曼公司生产）。

１．３　方法

１．３．１　菌株准备　选取临床标本培养出的５６株厌氧菌用分

区划线法转种于ＣＤＣ厌氧平皿（天津金章公司提供）中，放入

厌氧培养系统（荷兰 ＭＡＲＴ公司生产），３７℃培养４８～７２ｈ至

可见清晰的单个菌落。

１．３．２　ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ质谱仪鉴定　参数设置：线性操作

模式，正离子，基质抑制偏转模式，脉冲离子提取时间３５０ｎｓ，

相对分子质量为２０００～２００００。样本处理：挑取单个菌落加

入无菌水３００μＬ，混匀后加入无水乙醇９００μＬ，以１２０００ｒ／

ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，弃上清液后加入５０μＬ乙腈与５０μＬ７０％甲

酸，混匀后以１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，取上清液１μＬ点靶，自

然干燥后用１μＬ基质覆盖，室温干燥备用。数据采集分析：应

用Ｂｉｏｔｙｐｅｒ３．０软件及数据库（质谱微生物蛋白信息数据库更

新时间为２０１２年）进行采集分析。质谱图用ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ
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线性正性模式的最大频率采集。ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ分值大于

或等于２．０表明可鉴定至种的水平，分值为１．７～２．０表明可

鉴定至属的水平，分值小于１．７则表明无可靠结果。

１．３．３　Ｖｉｔｋｅ３２ＡＮＩ卡鉴定　样本处理：选取单个菌落，将菌

液浓度调整至３个麦氏单位，充菌液后上机检测。结果分析：

采用Ｖｉｔｋｅ３２软件进行分析。出现多个结果时选择分值最高

的鉴定结果。

１．３．４　１６ＳｒＲＮＡ基因序列法鉴定　选取１６ＳｒＲＮＡ基因通

用引物，引物序列设计如下，上游引物ＢＡＫ１１Ｗ：５′ＡＧＴＴＧＡ

ＴＣＴＧＧＣＴＣＡ Ｇ３′，下游引物 ＢＡＫ２：５′ＧＧＡＣＴＡＣＧＡ

ＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴ３′（７９６ｂｐ）
［５］。对ＰＣＲ产物进行序列测

定，测定结果在美国国家生物信息中心数据库（ＮＣＢＩ）进行比

对。１６ＳｒＲＮＡ基因序列法鉴定法作为“金标准”用于其他两

种方法的比较。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行数据分析，使用

配对计数资料的χ
２ 检验对 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ鉴定结果与其他

两种方法的结果分别比较，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　质控菌株鉴定结果　质控菌株脆弱拟杆菌 ＡＴＣＣ２５２８５

ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ鉴定分值均大于或等于２．０。Ｖｉｔｅｋ３２ＡＮＩ

鉴定卡的检出率大于或等于９９．９％，１６ＳｒＲＮＡ基因序列与

ＮＣＢＩ数据的符合率均大于或等于９９％。

２．２　临床分离的５６株厌氧菌的鉴定结果　５６株厌氧菌中

ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ鉴定分值大于２．０占的７３．２％（４１／５６），鉴

定分值为１．７～２．０的占１９．６％（１１／５６），鉴定分值小于１．７的

占７．１％（４／５６）。５６株厌氧菌１６ＳｒＲＮＡ基因序列鉴定结果

与ＮＣＢＩ数据比对的符合率大于或等于９８％。

表１　　５６株厌氧菌分别用３种方法进行鉴定的情况（狀）

细菌名称
ＭＡＬＤＩ

ＴＯＦＭＳ

Ｖｉｔｅｋ３２ＡＮＩ

鉴定卡

１６ＳｒＲＮＡ

基因序列法

脆弱拟杆菌 １６ １３ １６

多形拟杆菌 ０ ２ ０

痤疮丙酸杆菌 ６ ７ ６

续表１　　５６株厌氧菌分别用３种方法进行鉴定的情况（狀）

细菌名称
ＭＡＬＤＩ

ＴＯＦＭＳ

Ｖｉｔｅｋ３２ＡＮＩ

鉴定卡

１６ＳｒＲＮＡ

基因序列法

贪婪丙酸杆菌 １ ０ １

难辨梭菌 ４ ４ ４

具核梭菌 ２ ２ ３

第三梭菌 ４ ２ ３

败毒梭菌 ０ １ ０

双酶梭菌 ０ １ ０

巴氏梭菌 １ ０ ０

坏死梭杆菌 ０ １ ０

颊普雷沃菌 ５ ４ ５

二路普雷沃菌 ３ ２ ３

中间普雷沃菌 ０ １ ０

口腔普雷沃菌 ２ ４ ２

二氧化碳噬纤维菌 ３ ３ ３

厌氧消化链球菌 ４ ５ ４

麻疹孪生球菌 ４ ３ ４

产气荚膜杆菌 ０ ０ １

发酵乳杆菌 １ ０ ０

詹氏乳杆菌 ０ １ ０

卷曲乳杆菌 ０ ０ １

２．３　３种鉴定方法的比较　ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ、Ｖｉｔｅｋ３２ＡＮＩ

鉴定卡、１６ＳｒＲＮＡ基因序列法鉴定结果一致的占８０．４％（４５／

５６）；ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ、１６ＳｒＲＮＡ基因序列法鉴定结果一致的

占９４．６％（５３／５６），见表１。１１株厌氧菌的 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ

与Ｖｉｔｅｋ３２ＡＮＩ鉴定卡鉴定结果不一致，其中８株 ＭＡＬＤＩ

ＴＯＦＭＳ与１６ＳｒＲＮＡ基因序列法鉴定结果一致，１株 ＭＡＬ

ＤＩＴＯＦＭＳ鉴定分值小于１．７，但其结果仍与１６ＳｒＲＮＡ基因

序列法鉴定相同，见表２。ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ与 Ｖｉｔｅｋ３２ＡＮＩ

鉴定卡的鉴定结果比较，二者差异有统计学意义（χ
２＝８．０，犘

＜０．０５），ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ鉴定的符合率更高。ＭＡＬＤＩＴＯＦ

ＭＳ与１６ＳｒＲＮＡ基因序列法的鉴定结果相比较，差异无统计

学意义（χ
２＝３．０，犘＞０．０５）。

表２　　鉴定结果不一致的１１株厌氧菌的具体情况

序号 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ鉴定（分值） Ｖｉｔｅｋ３２ＡＮＩ鉴定卡鉴定 １６ＳｒＲＮＡ基因鉴定（符合率）

１ 二路普雷沃菌（２．１２６） 口腔普雷沃菌 二路普雷沃菌（９８．９７％）

２ 颊普雷沃菌（１．９８８） 口腔普雷沃菌 颊普雷沃菌（９８．８６％）

３ 脆弱拟杆菌（２．０５１） 多形拟杆菌 脆弱拟杆菌（９９．７８％）

４ 脆弱拟杆菌（２．１６５） 多形拟杆菌 脆弱拟杆菌（９９％）

５ 脆弱拟杆菌（２．１４５） 中间普雷沃菌 脆弱拟杆菌（９９．５４％）

６ 第三梭菌（１．９８８） 败毒梭菌 第三梭菌（９９％）

７ 麻疹孪生球菌（２．３１４） 厌氧消化链球菌 麻疹孪生球菌（１００％）

８ 贪婪丙酸杆菌（１．５４２） 痤疮丙酸杆菌 贪婪丙酸杆菌（９８．８９％）

９ 巴氏梭菌（１．６４２） 坏死梭杆菌 具核梭杆菌（９９％）

１０ 发酵乳杆菌（１．５２４） 詹氏乳杆菌 卷曲乳杆菌（９８．９２％）

１１ 第三梭菌（１．４５３） 双酶梭菌 产气荚膜梭菌（９９％）

　　：与ＮＣＢＩ数据库中的序列进行比较。

３　讨　　论

ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ技术是近年来发展起来的一种新的检

测技术，通过激光照射样品与基质形成的共结晶薄膜，基质从

激光中吸收能量传递给生物大分子，使生物大分子电离。离子

在电场作用下加速飞过飞行管道，测定离子的质荷比与离子的

飞行时间成正比，从而可以分析出样品的分子构成。ＭＡＬＤＩ

ＴＯＦＭＳ技术能对微生物的蛋白质、脂类、多肽及其他能被离

子化的多种成分进行分析，而这些成分具有微生物种属特异

性，可作为微生物的鉴定指标［４，８９］。

目前，国内普遍采用生化鉴定技术进行厌氧菌鉴定，这种

·８２３· 国际检验医学杂志２０１４年２月第３５卷第３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．３



鉴定方法受到多方面因素的影响。首先，厌氧菌生长缓慢，鉴

定时间可能长达数天。其次，某些厌氧菌的生化反应难以区

分，而且厌氧菌生长条件苛刻，其生化反应受实验条件影响很

大［３，７９］，因此传统的生化鉴定容易给出错误的或者是鉴定率

低的鉴定结果。１６ＳｒＲＮＡ基因序列法鉴定技术被认为是厌

氧菌鉴定技术的金标准［１，３］，结果准确可靠，但基因测序鉴定

操作复杂，对实验室人员要求较高。目前，广泛使用的二代测

序仪不能实现高通量测序，效率较低，临床实验室很难常规开

展此项技术。因此，临床实验室迫切希望寻找到一种操作简

单、快速、准确的厌氧鉴定新技术，ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ技术无疑

是较好的选择［２３，９１０］。

本研究中５６株厌氧菌 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ与１６ＳｒＲＮＡ基

因序列法鉴定的符合率为９４．６％；传统生化 Ｖｉｔｅｋ３２ＡＮＩ鉴

定卡与１６ＳｒＲＮＡ基因序列法鉴定结果的符合率为８０．４％。

ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ技术鉴定的符合率高于传统生化鉴定技术。

ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ仪器操作简单，即使批量鉴定也可在１～２ｈ

完成，１６ＳｒＲＮＡ基因序列法至少需要４～６ｈ才能完成一个检

测周期［１，５］，而Ｖｉｔｅｋ３２ＡＮＩ鉴定卡则需要２４～７２ｈ才能获得

结果［８］，在快速检测与高通量检测方面 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ优势

明显，而且 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ所使用试剂价格低廉，成本也具

有一定优势。

本研究中，４株厌氧菌的鉴定结果分值小于１．７，占７．１％

（４／５６），其中３株的结果与１６ＳｒＲＮＡ基因序列法的鉴定结果

不一致。有学者认为这与Ｂｉｏｔｙｐｅｒ软件数据库不完善有关
［４］，

Ｂｉｏｔｙｐｅｒ３．０软件包含２１２种厌氧菌质谱数据，涵盖大部分临

床常见厌氧菌，但如果希望进一步提高鉴定成功率及扩大使用

范围，仍需完善 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ的数据库
［４，６９］。也有研究表

明，菌落培养条件及 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ菌株前处理会影响质谱

结果的重复性及一致性。另外，有些同源性很高的细菌难以通

过质谱区分［５６，８，１１］。

总的来说 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ技术具有快速、准确、高通量

的特点，随着国内外临床实验室的广泛应用及数据库的进一步

完善，必将在微生物鉴定、分型、耐药监测等多方面发挥更大作

用［２，１１１２］。
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［１４］侯东哲，高晓刚，李毅．超敏Ｃ反应蛋白、同型半胱氨酸与脑卒中

严重程度及日常生活活动能力相关性分析［Ｊ］．中国康复，２０１１，

２６（１）：２２２４．

［１５］陆敏，赵红东，唐冰．高 Ｈｃｙ血症与急性缺血性脑卒中复发相关

性研究［Ｊ］．脑与神经疾病杂志，２０１２，２０（３）：２１７２２０．

［１６］叶芸，李苏亮，刘凯歌，等．脂蛋白（ａ）和同型半胱氨酸在诊断及鉴

别脑卒中的应用［Ｊ］．实用医学杂志，２０１１，２７（２０）：３６７５３６７７．

［１７］郭晓兵，董德红．急性脑梗死患者不同年龄阶段同型半胱氨酸水

平的比较［Ｊ］．中国实用医刊，２０１１，３８（１５）：７６７７．

［１８］熊军，熊勋波．急性脑梗死患者同型半胱氨酸、高敏Ｃ反应蛋白及

Ｄ二聚体水平的变化［Ｊ］．检验医学，２０１１，２６（０３）：１９８２００．

［１９］黄齐亮．血浆同型半胱氨酸水平与急性脑梗死的关系［Ｊ］．神经损

伤与功能重建，２０１２，０７（５）：３４６３４７．

［２０］邹耀兵，江思德，唐明山，等．同型半胱氨酸与脑梗死病因的相关

性研究［Ｊ］．中国药业，２０１２，２１（１８）：２９３０．
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