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  摘 要:目的 建立并评价实验室自建的红色毛癣菌基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱(MALDI-TOF
 

MS)数据库的可行性。方法 将红色毛癣菌标准菌株ATCC
 

28188用沙保罗葡萄糖琼脂(SDA)平板28
  

℃培

养5
 

d,分别用双甲酸夹心法和甲酸提取法作为蛋白提取方法,利用 MALDI-TOF
 

MS对标准菌株进行质谱数

据采集,建立2种不同蛋白提取方法的菌株数据库“双甲酸夹心法自建库”和“甲酸提取法自建库”;并用2种蛋

白提取方法对21株红色毛癣菌临床分离株进行蛋白提取后,分别选取“双甲酸夹心法自建库+Bruker商品

库”、“甲酸提取法自建库+Bruker商品库”和“Bruker商品库”做质谱鉴定,从而对各数据库的鉴定效果进行评

价。结果 “甲酸提取法自建库+Bruker商品库”对21株红色毛癣菌临床分离株的鉴定得分显著高于其余两

组,差异有统计学意义(P<0.05),匹配率为21/21;“Bruker商品数据库”与“Bruker商品数据库+双甲酸夹心

法自建库”的鉴定得分比较差异无统计学意义(P>0.05)。结论 本实验室建立的“甲酸提取法自建库+Bruk-
er库”对红色毛癣菌的鉴定能力好,适用于临床微生物实验室。与待测菌统一培养条件所建立的数据库丰富了

原有的数据库信息,使待测菌的鉴定更为准确。双甲酸夹心法操作简便,但对红色毛癣菌蛋白提取的效果

欠佳。
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Abstract:Objective To

 

establish
 

and
 

evaluate
 

the
 

feasibility
 

of
 

a
 

laboratory-built
 

matrix
 

of
 

Trichophyton
 

rubrum
 

matrix-assisted
 

laser
 

desorption
 

ionization
 

time
 

of
 

flight
 

mass
 

spectrometry
 

(MALDI-TOF
 

MS).
Methods The

 

standard
 

strain
 

of
 

Trichophyton
 

rubrum
 

ATCC
 

28188
 

was
 

cultured
 

at
 

28
  

℃
 

for
 

5
 

d
 

on
 

sepalol
 

glucose
 

agar
 

(SDA)
 

plate.The
 

protein
 

was
 

extracted
 

by
 

the
 

method
 

of
 

double
 

formic
 

acid
 

sandwich
 

and
 

formic
 

acid
 

extraction
 

respectively.The
 

protein
 

was
 

extracted
 

by
 

MALDI-TOF
 

MS
 

was
 

used
 

to
 

collect
 

the
 

mass
 

spec-
trum

 

data
 

of
 

standard
 

strains,and
 

two
 

kinds
 

of
 

strain
 

databases
 

of
 

different
 

protein
 

extraction
 

methods
 

were
 

set
 

up,which
 

were
 

"self-built
 

library
 

of
 

dicarboxylic
 

acid
 

sandwich
 

method"
 

and
 

"self-built
 

Library
 

of
 

formic
 

acid
 

extraction
 

method".After
 

protein
 

extraction
 

of
 

21
 

clinical
 

isolates
 

of
 

Trichophyton
 

rubrum
 

by
 

two
 

meth-
ods,we

 

selected
 

"self
 

built
 

library
 

of
 

dicarboxylic
 

acid
 

sandwich
 

method+Bruker
 

commercial
 

library","self
 

built
 

library
 

of
 

formic
 

acid
 

extraction
 

method+Bruker
 

commercial
 

library"
 

and
 

"Bruker
 

commercial
 

library"
 

for
 

mass
 

spectrometry
 

identification,so
 

as
 

to
 

evaluate
 

the
 

identification
 

effect
 

of
 

each
 

database.Results The
 

score
 

of
 

"self
 

built
 

library
 

of
 

formic
 

acid
 

extraction
 

method+Bruker
 

commercial
 

library"
 

of
 

21
 

clinical
 

isolates
 

of
 

Trichophyton
 

rubrum
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

other
 

two
 

groups(P<0.05),the
 

matching
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rate
 

was
 

21/21;there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

between
 

"Bruker
 

commercial
 

library"and
 

"self
 

built
 

library
 

of
 

dicarboxylic
 

acid
 

sandwich
 

method+Bruker
 

commercial
 

library"(P<0.05).Conclusion The
 

"self
 

built
 

li-
brary

 

of
 

formic
 

acid
 

extraction
 

method+Bruker
 

commercial
 

library"
 

by
 

this
 

laboratory
 

has
 

a
 

good
 

ability
 

to
 

i-
dentify

 

Trichophyton
 

rubrum,which
 

is
 

suitable
 

for
 

clinical
 

microbiology
 

laboratory.The
 

database
 

established
 

by
 

the
 

unified
 

culture
 

conditions
 

with
 

the
 

bacteria
 

to
 

be
 

tested
 

enriches
 

the
 

original
 

database
 

information
 

and
 

makes
 

the
 

identification
 

of
 

the
 

bacteria
 

to
 

be
 

tested
 

more
 

accurate.The
 

double
 

formic
 

acid
 

sandwich
 

method
 

is
 

easy
 

to
 

operate,but
 

the
 

effect
 

of
 

protein
 

extraction
 

of
 

Trichophyton
 

rubrum
 

is
 

not
 

good.
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rubrum; identification

  红色毛癣菌是最常见的也是世界范围内传播最

广的皮肤癣菌[1],可侵犯皮肤角质层、甲板和毛发,导
致体股癣、手足癣、甲癣和头癣等各种皮肤癣菌病。
目前,国内诊断的主要依据为真菌直接镜检和培养,
镜检和培养相结合的正确诊断率为50%~75%[2],导
致1/4~1/2的皮肤癣菌病无法确诊,且传统的形态

学鉴定方法耗时长。鉴于红色毛癣菌引起的皮肤癣

菌病在皮肤病中的高发病率及它在环境中的广泛分

布,有必要寻找一种临床可行的、简便快捷的鉴定方

法。基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱(MALDI-
TOF

 

MS)是近年来发展起来的一种新兴诊断技术,
其通过检测微生物的肽/蛋白质指纹图谱,经软件处

理并与数据库进行比对分析,可在数分钟内完成对微

生物种、属水平的鉴定[3-4]。但由于丝状真菌菌丝难

以挑取、细胞壁厚、培养条件等原因,使得质谱对丝状

真菌的鉴定效果不佳[5]。蛋白质提取及纯化的效率

是上机前的主要影响因素,目前常用的方法有直涂法

(包括传统直涂与改良直涂法)和甲酸提取法[3-4],前
者操作简便,对细菌蛋白提取效果好;后者是BRUK-
ER公司推荐使用的标准操作方法,操作相对繁琐、耗
时。商业数据库使用旋转培养法对丝状真菌进行液

体培养、甲酸提取法进行前处理,而在临床工作中,待
测菌是通过固体培养法所得,前处理方法使用基于改

良直涂法的“双甲酸夹心法”(由于丝状真菌菌丝难以

附着于靶板上,笔者在改良直涂法的基础上先加1
 

μL
 

70%甲酸,起到黏附菌丝作用),这可能是导致实际临

床应用质谱鉴定丝状真菌效果不佳的原因之一。待

鉴定菌株的培养条件和前处理方法与建库菌株保持

一致或许更有利于检测效率的提高[4-6]。本研究利用

固体培养法对标准菌株进行培养,用双甲酸夹心法和

甲酸提取法作为蛋白提取方法,分别建立2个红色毛

癣菌标准菌库,再以双夹心甲酸法和甲酸提取法对21
株红色毛癣菌临床分离株进行蛋白提取和质谱鉴定,
通过对2个自建库和商品库之间鉴定得分的比对,从
而对自建库的鉴定效果进行评价。现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2018年4—12月广州医科大

学附属第三医院皮肤科送检的“皮肤真菌培养”红色

毛癣菌阳性标本作为验证菌,所有验证菌通过测序确

认为红色毛癣菌,多次送检的同一患者只收集首株

菌。自 建 库 所 用 标 准 菌 株 为 红 色 毛 癣 菌

ATCC28188,购自中国江门市凯林贸易有限公司。
1.2 仪器与试剂 MALDI-TOF

 

MS购自德国Bruker
公司;真菌培养箱购自中国上海跃进医疗器械有限公

司;高速离心机购自中国北京白洋医疗器械有限公

司;光学显微镜购自德国Zeiss公司;加样枪购自德国

Eppendorf 公 司;FlexControl3.4、FlexAnalysis、
MALDI

 

Biotyper3.1软件购自德国Bruker公司;乳
酸酚棉蓝染液购自中国珠海贝索公司;乙腈、甲酸、三
氟乙酸、α-氰基-4羟基肉桂酸(HCCA)、蛋白多肽标准

品(BTS)购自美国Sigma-Aldrich公司;无水乙醇购

自广州中南化学试剂有限公司;双蒸水、菌种保存液、
沙保罗葡萄糖琼脂(SDA)固体培养基购自中国江门

凯林贸易有限公司。
1.3 方法

1.3.1 标准菌株及临床分离株的培养 将标准菌株

ATCC
 

28188、临床标本(皮屑、甲屑等皮肤标本)接种

在SDA固体培养基上,28
 

℃培养,标准菌株 ATCC
 

28188培养5
 

d建立 MALDI-TOF
 

MS标准数据库,
用于形态学鉴定的临床标本培养5~15

 

d至成熟状

态,被筛选为用于验证 MALDI-TOF
 

MS数据库的临

床分离株复苏培养5
 

d作质谱鉴定。
1.3.2 临床分离株的菌种鉴定 取一清洁载玻片,
滴加乳酸酚棉蓝染液1滴,然后用透明胶带粘取菌落

贴于玻片上,加上盖玻片并稍压以除去气泡,在显微

镜下观察孢子和分生孢子的形态、生长方式及菌丝特

征,同时结合菌落生长速度、形态、质地和颜色等进行

形态学鉴定。将红色毛癣菌接种于菌种保存液中,
-80

  

℃保 存,后 续 用 于 测 序 确 认 和 验 证 MALDI-
TOF

 

MS数据库。
1.3.3 上机前标本的蛋白提取 将红色毛癣菌标准

菌株和临床分离株分别用双甲酸夹心法和甲酸提取

法作为蛋白提取方法,利用 MALDI-TOF
 

MS对菌株

进行质谱数据采集。双甲酸夹心法:(1)吸取1
 

μL
 

70%甲酸于靶板上,用牙签挑取菌落,在甲酸干燥前

把丝状真菌均匀点涂到靶板上,待干;(2)吸取1
 

μL
 

70%甲酸于靶板上,待干;(3)吸取1
 

μL
 

HCCA基质

液涂敷到标本上,待干燥后上机。
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甲酸提取法:(1)牙签挑取适量菌丝转移到盛有

300
 

μL纯水的小型离心管中;(2)用移液枪反复吹打,
涡旋1

 

min,在小型离心管中形成均匀的混悬液;(3)
添加

 

900
 

μL无水乙醇,涡旋1
 

min,13
 

000
 

r/min离

心2
 

min,去上清液;(4)再次离心,通过移液枪除去残

余乙醇;(5)将20
 

μL
 

70%的甲酸水溶液加入沉淀颗

粒中,移液枪反复吹打,涡旋混匀;(6)加入20
 

μL乙

腈,移液枪吹打混匀,13
 

000
 

r/min离心2
 

min;(7)将
1

 

μL上清液移取到 MALDI-TOF
 

MS靶板上,晾干;
(8)将1

 

μL
 

HCCA基质液涂敷在标本上,待干燥后

上机。
1.3.4 数据采集 使用FlexControl3.4软件采集图

谱,采用正线性模式,质量2
 

000~20
 

000,激光频率为

60
 

Hz,加速电压19.98
 

kV,延迟提取电压17.98
 

kV,
聚焦电压5.99

 

kV,延迟时间为150
 

ns,每个靶点设激

光随机射击6个点,每次射击40次,用于建库的标准

菌株制备8个靶位,每个靶位采集3张指纹图谱;用
于验证数据库的验证菌每株制备1个靶位,每个靶位

采集1张指纹图谱。每次采集前均用BTS进行质量

校正,采用标准蛋白质试剂进行,获得的谱峰与已知

谱峰的m/z进行比对校准,标准蛋白质试剂在大肠埃

希菌ATCC
 

25922特征峰的基础上增加了核糖核酸

酶A(13
 

682×103)和肌红蛋白(16
 

952×103)的谱

峰。校正时,需至少有4个与标准品产生的峰相符,
且峰强度至少为200。
1.3.5 建立标准菌库 应用

 

Biotyper3.1软件中的

MSP
 

Creation模 块 建 立 标 准 菌 库。采 用 Biotyper
 

MSP
 

Creation
 

Standard
 

Method方法,将标准菌株的

24份质谱图创建为该菌种的预测波谱(MSP),构建红

色毛癣菌标准菌鉴定数据库。以双甲酸夹心法作为

标准菌株蛋白提取方法所构建的数据库命名为“双甲

酸夹心法自建库”;以甲酸提取法作为标准菌株蛋白

提取方法所构建的数据库命名为“甲酸提取法自

建库”。
1.3.6 MALDI-TOF

 

MS鉴定 应用Biotyper3.1
软件中的Identification模块检测菌种,采用Biotyper

 

MSP
 

Identification
 

Standard
 

Method方法,分别选取

本实验建立的2个标准菌库和商品库,调入不同蛋白

提取方法的待测菌株的质谱数据进行鉴定,并记录鉴

定得分,以第1位鉴定结果为红色毛癣菌的得分作为

该菌的鉴定得分,无质谱峰或鉴定不准判为0分,分
析培养条件及蛋白提取方法对 MALDI-TOF

 

MS鉴

定效果的影响。
1.4 统计学处理 采用SPSS19.0软件处理数据,计
量资料以x±s表示,多组间计量资料比较采用单因

素方差分析,P<0.05表示差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 红色毛癣菌标准菌库的建立 本研究构建了2
种不同蛋白提取方法的红色毛癣菌标准菌株质谱数

据库。通过软件统计生成相关波谱数据信息,构建标

准菌株数据库,用于红色毛癣菌鉴定。见图1。

  注:A表示双甲酸夹心法;B表示甲酸提取法。

图1  不同蛋白提取方法建立的红色毛癣菌标准

菌株质谱图

2.2 MALDI-TOF
 

MS对21株临床分离株的鉴定结

果 不论以双甲酸夹心法抑或甲酸提取法作为待测

菌的蛋白提取方法,甲酸提取法自建库与Bruker商

品库合并使用的鉴定得分显著高于其余2个数据库,
差异有统计学意义(P<0.05),且与形态学鉴定的匹

配度最高;双甲酸夹心法自建库与Bruker商品库合

并使用的鉴定得分与Bruker商品库单独使用的得分

比较差异无统计学意义(P>0.05)。见表1。

表1  MALDI-TOF
 

MS各数据库对21株红色毛癣菌的鉴定结果(x±s)

蛋白提取方法 数据库 得分(分) 匹配度 F P

双甲酸夹心法 “双甲酸夹心法自建库+Bruker商品库” 1.257±0.433* 17/21 4.875 0.039

“甲酸提取法自建库+Bruker商品库” 1.484±0.281 19/21

“Bruker商品库” 1.202±0.411*# 17/21
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续表1  MALDI-TOF
 

MS各数据库对21株红色毛癣菌的鉴定结果(x±s)

蛋白提取方法 数据库 得分(分) 匹配度 F P

甲酸提取法 “双甲酸夹心法自建库+Bruker商品库” 1.388±0.417* 19/21 7.202 0.003

“甲酸提取法自建库+Bruker商品库” 1.817±0.222 21/21

“Bruker商品库” 1.331±0.345*# 19/21

  注:与“甲酸提取法自建库+Bruker商品库”比较,*P<0.05;与“双甲酸夹心法自建库+Bruker商品库”比较,#P>0.05。

3 讨  论

红色毛癣菌是一种非常重要的致病菌,寻求一种

快速、准确的鉴定方法对该菌引起的皮肤癣菌病的诊

断和治疗有着十分重要的意义。目前对该菌的鉴定

除了传统的形态学鉴定手段外,还有各式各样的分子

生物学方法,如特异引物PCR、PCR-RFLP、随机引物

PCR、巢式PCR和质谱鉴定等[7-11]。形态学鉴定主要

依靠培养后镜下观察其形态特点和产孢情况,并结合

菌落生长的形态和颜色等鉴定[12],这需要检验人员有

较高的专业知识水平和丰富的丝状真菌鉴定经验,且
该方法耗时长,一般需要10~15

 

d,对于一些形态不

典型或不产孢的菌株往往鉴定不到种,对临床的早期

诊断和治疗造成困难。分子生物学的方法弥补了传

统形态学鉴定的不足,但其标本前处理步骤繁琐而未

能在临床实验室普及。MALDI-TOF
 

MS可以通过

检测皮肤癣菌中固有的特异性蛋白形成的特征性图

谱从而实现对皮肤癣菌的快速鉴定[13]。质谱在微生

物鉴定中稳定性强、重复性好、操作简便、快速且结果

准确,大大缩短了报告时间,已广泛应用于临床实

验室[14]。
与细菌不同,丝状真菌的细胞壁含有较多的几丁

质成分,细胞壁厚且韧性和稳定性都较强,导致丝状

真菌胞内核糖体蛋白释出困难,这是质谱鉴定真菌效

果不如细菌的主要原因。甲酸提取法是Bruker系统

推荐的丝状真菌质谱分析前处理方法,其中甲酸溶液

起破坏细胞壁的作用,乙腈则有助于胞内核糖体蛋白

的进一步释出。该方法要反复离心洗涤,操作繁琐费

时,故临床实验室更偏好用直涂法。此外,质谱鉴定

的准确性受许多因素影响,如培养基基质、培养条件、
培养时间、菌株蛋白提取方法等。培养条件的改变会

造成微生物表面蛋白、脂质、多肽等物质的改变[15]。
一些研究发现,真菌生长的早期与晚期对质谱质量峰

的数量和强度存在显著的差异[16-18]。李凤琴等[19]研

究发现,培养条件的改变,会导致微生物体内生物大

分子发生变化,进而导致质谱标准菌库信息的不准

确。要解决这一问题,就必须尽可能的丰富菌种数据

库的信息,并且在鉴定待测菌时,应统一其培养条件。
库充数据库的研究近几年逐渐增加,2017年西班牙一

个实验 室 用390株 曲 霉 对 自 建 库 做 了 验 证 分 析,
95.5%达到了菌种水平[20]。TRIEST等[21]在对自建

库的研究中获得了91%的菌种 鉴 定 率。MALDI-
TOF

 

MS用于丝状真菌鉴定的研究已有很多,但针对

红色毛癣菌研究的报道却不多见,尤其是标准菌库的

建立更是空白。
RANQUE等[22]选取了58种共625株丝状真菌

做质谱鉴定,鉴定正确率为89%。LING等[23]对33
篇 MALDI-TOF

 

MS鉴定丝状真菌的文献做了 meta
分析,表明了质谱鉴定丝状真菌虽然没有像鉴定细菌

和酵母菌那样取得满意的效果,但相比其他方法鉴定

率仍然较高。BECKER等[24]的研究表明质谱鉴定丝

状真 菌 有 85.6% 的 正 确 鉴 定 率,而 形 态 学 只 有

61.5%。但在临床实验室的应用中发现,质谱鉴定丝

状真菌的准确性却达不到以上报道的水平。可能与

以下因素有关:以上报道的实验均使用商业数据库建

库时使用的旋转培养法对丝状真菌进行液体培养、甲
酸提取法进行前处理,而在临床工作中,待测菌是通

过固体培养法所得,前处理方法使用简便快速的双甲

酸夹心直涂法,这可能是导致实际临床应用质谱鉴定

丝状真菌效果不佳的原因之一。液体培养较少被用

于临床微生物实验室,本实验以SDA固体培养基培

养5
 

d所得的红色毛癣菌,分别用2种蛋白提取方法

建立 MS标准数据库,在操作流程上可以与常规皮肤

癣菌鉴定工作进行更好地衔接,还可以不断丰富数据

库内的图谱,逐渐提高自建库的鉴定能力。
本研究建立了一种相对简单、有效的标准菌库建

立方法及红色毛癣菌的质谱鉴定方法。从表1可以

看出,以甲酸提取法作为待测菌的蛋白提取方法、使
用“甲酸提取法自建库+Bruker商品库”的鉴定分值

为(1.817±0.222)分,高于“双甲酸夹心法自建库+
Bruker商品库”和“Bruker商品库”,相同培养基质及

相同培养时间下培养的红色毛癣菌提供该菌特有的

质谱信息,保证本实验建立的标准数据菌信息的准确

性和原有数据库的完整性,待测菌株培养条件的统一

避免了生物大分子的过度改变,确保鉴定结果准确。
本实验室以SDA固体培养基培养5

 

d所得的红色毛

癣菌标准菌株,以甲酸提取法作前处理建立的数据

库,与原有商品库合并使用,对21株红色毛癣菌的鉴

定得分明显高于原有商品库。即便如此,在以简易的

双甲酸夹心法作为待测菌的蛋白提取方法,使用“双
甲酸夹心法自建库+Bruker商品库”并没有获得满意

的鉴定效果,鉴定分值为(1.257±0.433)分。实验进

一步证实,即使是建库时统一与待测菌的蛋白提取方

法,也未能取得更好的鉴定效果,双甲酸夹心法操作

简便,但用于红色毛癣菌鉴定的准确性欠佳,鉴定得
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分低,充分提取菌体蛋白是提高质谱鉴定得分的关键

因素。
4 结  论

本研究根据自身实验室特点建立红色毛癣菌 MS
标准数据库,丰富已有的商品数据库,应用于临床标

本的检测,提高鉴定准确性,这将为其他皮肤癣菌

MALDI-TOF
 

MS标准数据库的建立提供更好的借

鉴,MALDI-TOF
 

MS将会成为皮肤癣菌诊断领域不

可或缺的工具。
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