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·短篇论著·

不同富集法联合 MALDI-TOF
 

MS快速鉴定在
血流感染中的应用评价*

周丽雯1,2,高向阳2,张 渝2,陈云丽2,乔玉莉2△

1.昆明理工大学,云南昆明
 

650500;2.普洱市人民医院检验科,云南普洱
 

665000

  摘 要:目的 比较不同细菌富集法联合基质辅助激光解吸电离时间飞行质谱(MALDI-TOF
 

MS)快速鉴

定血培养阳性瓶病原菌的效果,建立经济、有效、快速的前处理法。方法 收集2024年1-6月普洱市人民医

院检验科阳性报警血培养瓶共164份,经涂片镜检确认为单一菌阳性后分别采用分离胶促凝管法、十二烷基硫

酸钠(SDS)法和Percoll细胞分离液密度梯度离心法(Percoll法)对阳性血培养样本进行细菌富集和纯化,并联

合 MALDI-TOF
 

MS快速鉴定。以常规培养获得的纯菌落质谱结果为参考,比较分析3种细菌富集法快速鉴

定结果的检出率和符合率。结果 164份阳性血培养样本经常规培养鉴定单一菌包括革兰阴性菌65株、革兰

阳性菌92株、真菌7株。分离胶促凝管法、SDS法和Percoll法3种方法对革兰阳性菌、革兰阴性菌、真菌的检

出率差异无统计学意义(P>0.05)。分离胶促凝管法对革兰阴性菌的检出率高于革兰阳性菌,差异有统计学意

义(P<0.05)。SDS法和Percoll法对革兰阳性菌、革兰阴性菌的检出率差异有统计学意义(P<0.05)。对于

单一菌阳性瓶的快速鉴定,三种方法的检出率差异无统计学意义(P>0.05)。分离胶促凝管法、SDS法和Per-
coll法在>2.000鉴定分值下的符合率分别为45.73%、61.58%和64.02%,差异有统计学意义(χ2=13.21,
P<0.05)。结论 分离胶促凝管法、SDS法及Percoll法联合MALDI-TOF

 

MS直接鉴定阳性血培养瓶中的病

原菌均具有较高的可行性和检出率。
关键词:血培养; 分离胶促凝管; 十二烷基硫酸钠; Percoll; 基质辅助激光解吸电离时间飞行质谱
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  血流感染是指各种病原微生物侵入人体血液系 统,引起全身多发性炎症反应,进而导致患者多器官
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功能障碍、休克甚至死亡的严重感染性疾病。近年

来,随着医学技术的不断发展,静脉置管、气管插管等

侵入性诊疗手段应用更加广泛,这使患者血流感染的

风险性和发病率也随之增高[1-3]。血培养作为诊断血

流感染的金标准,国内对血培养结果采用三级报告的

流程[4],从阳性报警开始到最终的鉴定药敏结果至少

需要48
 

h。由于缺乏快速的细菌鉴定结果,临床医生

难以确定用药方案,导致对血流感染的诊断及治疗相

对滞后。
基质辅助激光解吸电离时间飞行质谱(MALDI-

TOF
 

MS)是一种快速、准确、经济的微生物表征和鉴

定方法,适合在属和种水平上进行准确的微生物鉴

定[5]。MALDI-TOF
 

MS无需事先培养或传代培养

亦可直接鉴定液体样本中的微生物,是目前临床微生

物学的重要工具[6-7]。通过细菌富集技术处理阳性血

培养标本后,可直接用 MALDI-TOF
 

MS进行鉴定,
与传统方法相比,阳性血培养经 MALDI-TOF

 

MS直

接鉴定能够大大提高鉴定速度,缩短报告时间[8],满
足临床快速诊断和及时治疗的需求。

血培养细菌富集的前处理方法有试剂盒提取法、
血细胞裂解法、差速离心法和分离胶法等[9-12]。不同

富集法的鉴定准确率存在差异,所以探究高效、准确、
低成本且简便易操作的细菌富集方法成为当前的研

究趋势。本研究选取了3种血培养阳性菌的富集方

法:分离胶促凝管法、十二烷基硫酸钠法(SDS法)和
Percoll细胞分离液密度梯度离心法(Percoll法)进行

实验,比较不同富集方法在提高 MALDI-TOF
 

MS直

接鉴定阳性血培养样本准确率中的作用,以建立经

济、有效、快速的前处理方法。
1 材料与方法

1.1 材料来源 收集2024年1-6月普洱市人民医

院检验科阳性报警血培养瓶共164份。入选标准:
BACTECFX

 

血培养系统发出阳性报警,经涂片镜检确

认为单一菌感染。如同一患者同时或先后送检多瓶血

培养,取最先报阳的血培养瓶进行实验以免重复。
1.2 仪器与试剂 (1)试剂与耗材:十二烷基硫酸钠

(源叶生物);Percoll细胞分离液(北京索莱宝科技有

限公司);血清分离胶促凝管(成都瑞琦科技实业股份

有限公司);哥伦比亚血琼脂平板(郑州安图生物工程

股份有限公司);血培养瓶(美国BD公司);HCCA基

质、96孔金属靶板(德国布鲁克公司)。质控菌株:大肠

埃希菌
 

ATCC25922、白色假丝酵母菌 ATCC10231。
(2)主要仪器:BACTECFX血培养系统(美国BD公

司);全自动生物质谱分析系统
 

Microflex
 

LT(德国布鲁

克公司);移液器(德国Eppendorf公司);离心机(长沙

湘仪离心机仪器有限公司)。
1.3 方法 血培养仪阳性报警后取出对应的阳性血

培养瓶,涂片镜检,剔除镜检阴性瓶及混合菌阳性瓶,
以常规转种培养鉴定法作为对照组,同时分别使用分

离胶促凝管法、SDS法和Percoll法富集阳性血培养

瓶中的细菌,均通过 MALDI-TOF
 

MS鉴定细菌,记
录鉴定结果和质谱评分。

 

1.3.1 常规转种培养鉴定法 血培养瓶报阳后接种

至哥伦比亚血琼脂平板,培养18~24
 

h,挑取单个菌

落,均匀涂抹于靶板圆孔中,加入1
 

μL
 

70%甲酸覆盖

菌膜,室温干燥后加1
 

μL基质液,完全干燥后将靶板

放入布鲁克 Microflex
 

LT质谱仪中进行细菌鉴定,记
录鉴定结果。
1.3.2 分离胶促凝管法 充分混匀阳性血培养瓶,取
3

 

mL血培养液至分离胶促凝采血管中,1
 

500
 

r/min离

心10
 

min,弃去上清液,取上层白色沉淀物至1.5
 

mL
 

EP管中,加1
 

mL灭菌用水混匀,13
 

000
 

r/min离心2
 

min,弃去上清液,留底部菌液直接鉴定。
1.3.3 SDS法 参照梁林等[13]的研究并结合本实验

室条件稍作修改。充分混匀阳性血培养瓶,取3
 

mL
血培养液和3

 

mL生理盐水移至10
 

mL无菌离心管

中混匀,1
 

000
 

r/min离心10
 

min,移上清液至另一离

心管内,4
 

000
 

r/min离心5
 

min,弃去上清液,加入1
 

mL
 

0.05%
 

SDS溶液,快速混匀器上充分振荡混匀,
4

 

000
 

r/min离心5
 

min,弃上清液,加灭菌用水1
 

mL
混匀后转移至1.5

 

mL
 

EP管中,1
 

3000
 

r/min离心

2
 

min,弃上清液,再加入1
 

mL灭菌用水重复离心洗

涤3次后弃去上清液,留底部菌液直接鉴定。
1.3.4 Percoll法 充分混匀阳性血培养瓶,取3

 

mL
 

血培养液和3
 

mL生理盐水移至10
 

mL无菌离心管

中混匀,1
 

000
 

r/min离心10
 

min,移上清液至另一离

心管内,4
 

000
 

r/min离心5
 

min,弃去上清液,加入2
 

mL
 

Percoll细 胞 分 离 液 (Percoll、NaCl体 积 比 为

1∶9),振荡混匀,4
 

000
 

r/min离心5
 

min,弃上清液,
加灭菌用水1

 

mL
 

混匀后转移至1.5
 

mL
 

EP管中,
13

 

000
 

r/min离心2min,弃上清液,再加入1
 

mL灭

菌用水重复离心洗涤3次后弃去上清液,留底部菌液

直接鉴定。
1.3.5 菌液直接鉴定 取1

 

μL菌液进行 MALDI-
TOF

 

MS细菌鉴定,记录鉴定结果。
1.4 质控菌株 大肠埃希菌ATCC25922;白色假丝

酵母菌ATCC10231。
1.5 质谱鉴定结果评价标准及观察指标 参考布鲁

克质谱仪说明书及曹敬荣等[14]自建的 MALDI-TOF
 

MS鉴定结果判读标准:分值>2.000鉴定结果判定

为种水平鉴定;分值为1.700~2.000的鉴定结果判

定为属水平鉴定;分值<1.700判定为无可信的鉴定

结果。比较3种细菌富集方法的直接鉴定检出率及

符合率。同时,记录阳性血培养瓶的样本周转时间

(TAT)及不同细菌富集法直接鉴定的样本处理时间。
1.6 统计学处理 数据处理采用SPSS29.0软件,计
量资料用x±s表示,计数资料以百分率(%)表示,采
用χ2 检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
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2 结  果

2.1 3种细菌富集法快速鉴定检出率的比较 164
份单菌株感染血培养样本中,革兰阳性菌占39.63%
(65/164),革兰阴性菌占56.10%(92/164),真菌占

4.27%(7/164)。分离胶促凝管法、SDS法和Percoll
法3种方法对革兰阳性菌、革兰阴性菌、真菌的检出

率分别为81.71%(134/164)、88.41%(145/164)和
87.80%(144/164),差异无统计学意义(P>0.05)。
分离胶促凝管法对革兰阴性菌的检出率[89.13%
(82/92)]高于革兰阳性菌[76.92%(50/65)],差异有

统计学意义(χ2=4.24,P<0.05);SDS法和Percoll
法对革兰阳性菌、革兰阴性菌的检出率[86.15%(56/
65)和95.65%(88/92)]差异有统计学意义(χ2=
4.53,P<0.05)。见表1。
2.2 不同富集法在不同分值下的快速鉴定结果比

较 常规培养法对164份血培养细菌鉴定分值均>
2.000,分离胶促凝管法、SDS法和Percoll法种水平

鉴定符合率分别为45.73%、61.58%和64.02%,差
异有统计学意义(χ2=13.21,P<0.05)。分离胶促凝

管法 鉴 定 分 值 <1.700 及 无 鉴 定 结 果 的 比 例

(11.58%、18.29%),均明显高于 SDS法(4.27%、
11.58%)和Percoll法(6.71%、12.19%)。见表2。

表1  不同富集法联合 MALDI-TOF
 

MS快速鉴定各类

   病原菌的检出率比较[n(%)]

菌种 n
分离胶

促凝管法
SDS法 Percoll法

革兰阳性菌 65 50(76.92) 56(86.15) 56(86.15)

 金黄色葡萄球菌 13 10(76.92) 11(84.61) 11(84.61)

 表皮葡萄球菌 10 6(60.00) 8(80.00) 8(80.00)

 人葡萄球菌 12 12(100.00) 11(91.67) 11(91.67)

 溶血葡萄球菌 3 3(100.00) 3(100.00) 3(100.00)

 头状葡萄球菌 4 4(100.00) 4(100.00) 4(100.00)

 肺炎链球菌 4 3(75.00) 4(100.00) 4(100.00)

 粪肠球菌 1 1(100.00) 1(100.00) 1(100.00)

 屎肠球菌 1 1(100.00) 1(100.00) 1(100.00)

 口腔链球菌 1 1(100.00) 1(100.00) 1(100.00)

 缓症链球菌 1 1(100.00) 1(100.00) 1(100.00)

 戈登链球菌 2 2(100.00) 2(100.00) 2(100.00)

续表1  不同富集法联合 MALDI-TOF
 

MS快速鉴定各类

   病原菌的检出率比较[n(%)]

菌种 n
分离胶

促凝管法
SDS法 Percoll法

 嵴链球菌 1 1(100.00) 1(100.00) 1(100.00)

 科恩微球菌 1 0(0.00) 0(0.00) 0(0.00)

 毗邻颗粒链菌 3 2(66.67) 3(100.00) 3(100.00)

 斯氏皮肤球菌 1 1(100.00) 1(100.00) 1(100.00)

 麻疹孪生球菌 1 1(100.00) 1(100.00) 1(100.00)

 纹带棒杆菌 1 1(100.00) 1(100.00) 1(100.00)

 幼虫类芽孢杆菌 1 0(0.00) 0(0.00) 0(0.00)

 脓肿分枝杆菌 1 0(0.00) 0(0.00) 0(0.00)

 地衣芽孢杆菌 1 0(0.00) 1(100.00) 1(100.00)

 内氏放线菌 1 0(0.00) 0(0.00) 0(0.00)

 沼泽库克菌 1 0(0.00) 1(100.00) 1(100.00)

革兰阴性菌 92 82(89.13) 88(95.65) 88(95.65)

 大肠埃希菌 51 47(92.16) 50(98.04) 51(100.00)

 肺炎克雷伯菌 15 12(80.00) 14(93.33) 13(86.67)

 铜绿假单胞菌 5 4(80.00) 4(80.00) 5(100.00)

 变栖克雷伯菌 2 2(100.00) 2(100.00) 2(100.00)

 产酸克雷伯菌 1 1(100.00) 1(100.00) 1(100.00)

 阴沟肠杆菌复合群 4 4(100.00) 4(100.00) 4(100.00)

 布干达肠杆菌 1 1(100.00) 1(100.00) 1(100.00)

 奇异变形杆菌 2 2(100.00) 2(100.00) 2(100.00)

 沙门氏菌 2 1(50.00) 2(100.00) 2(100.00)

 嗜水气单胞菌 2 2(100.00) 2(100.00) 2(100.00)

 维隆气单胞菌 1 1(100.00) 1(100.00) 1(100.00)

 洋葱伯克霍尔德菌 2 1(50.00) 1(50.00) 1(50.00)

 马耳他布鲁氏菌 2 2(100.00) 2(100.00) 2(100.00)

 坏死梭杆菌 1 1(100.00) 1(100.00) 1(100.00)

 皮氏罗尔斯顿菌 1 1(100.00) 1(100.00) 0(0.00)

真菌 7 2(28.57) 1(14.29) 0(0.00)

 白色假丝酵母 1 0(0.00) 0(0.00) 0(0.00)

 近平滑假丝酵母 1 1(100.00) 1(100.00) 0(0.00)

 马尔尼菲蓝状菌 3 0(0.00) 0(0.00) 0(0.00)

 新型隐球菌 1 0(0.00) 0(0.00) 0(0.00)

 阿萨希毛孢子菌 1 1(100.00) 0(0.00) 0(0.00)

合计 164 134(81.71) 145(88.41) 144(87.80)

表2  三种富集法联合 MALDI-TOF
 

MS
 

快速鉴定不同分值的鉴定结果比较(n/n/n)

菌种 n
鉴定结果(分离胶促凝管法/SDS法/Percoll法)

种水平(>2.000) 属水平(1.700~2.000) 无可信鉴定结果(<1.700) 无鉴定结果

肠杆菌科 78 52/66/69 14/10/7 4/0/0 8/2/2
非发酵革兰阴性杆菌 8 2/4/6 2/2/0 2/0/0 2/2/2
其他革兰阴性菌 6 3/3/2 3/3/3 0/0/1 0/0/0
葡萄球菌属 42 17/21/21 12/14/12 6/2/4 7/5/5
链球菌属 9 0/3/2 4/3/3 4/3/4 1/0/0
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续表2  三种富集法联合 MALDI-TOF
 

MS
 

快速鉴定不同分值的鉴定结果比较(n/n/n)

菌种 n
鉴定结果(分离胶促凝管法/SDS法/Percoll法)

种水平(>2.000) 属水平(1.700~2.000) 无可信鉴定结果(<1.700) 无鉴定结果

肠球菌属 2 0/2/2 1/0/0 1/0/0 0/0/0
其他革兰阳性菌 12 1/2/3 4/5/3 0/1/2 7/4/4
真菌 7 0/0/0 0/0/0 2/1/0 5/6/7
合计 164 75/101/105 40/37/28 19/7/11 30/19/20

2.3 不同富集法的血培养鉴定TAT 164份阳性血

培养瓶在常规转种培养模式下的 TAT为(76.04±
20.54)h,分离胶促凝管法平均缩短 TAT(27.23±
5.93)h,SDS法和Percoll法平均缩短TAT(26.83±
6.02)h。
3 讨  论

  血流感染是一种严重的感染性疾病,具有较高的

发病率和死亡率。在疾病的早期阶段迅速鉴定致病

病原菌,使临床医生能够及时选择敏感的抗生素治疗

不仅可以提高患者的生存率,还可以显著缩短住院时

间和减少相关的医疗费用[15]。传统血培养阳性检测

方法需将血培养液转种至固体培养基培养24~48
 

h,
经鉴定及药敏后才能报告最终结果,历时较长,利用

MALDI-TOF
 

MS技术直接鉴定血培养阳性病原菌

近来已成为国内外研究的热点[16-17]。目前已有Sep-
sityper

 

Kit试剂盒上市,联合与之配套的 MALDI-
TOF

 

MS质谱仪用于直接快速鉴定血培养中的阳性

菌,其鉴定快速且准确率高[18-19],但因其价格高昂,不
适用于临床大规模检测,相比之下,分离胶促凝管法、
SDS法及

 

Percoll法成本低廉,操作相对简单,在血培

养瓶报警后3
 

h内即可鉴定出病原菌,与常规血培养

转种分纯鉴定法相比大大缩短了鉴定时间及临床血

培养报告TAT。研究结果显示,对于单一菌感染的

血培养阳性菌鉴定,分离胶促凝管法、SDS法和Per-
coll法均有80%以上的鉴定检出率,SDS法和Percoll
法的检出率及符合率均高于分离胶促凝管法。本研

究发现三种方法对革兰阴性菌具有更好的鉴定效果,
革兰阳性菌次之,而对真菌的鉴定效果都不理想,这
可能与细菌本身的结构有关。Percoll法质谱直接鉴

定检出率与SDS法的鉴定结果相近,但在>2.000鉴

定分值下Percoll法的鉴定效果略优于另外两种方

法。
分离 胶 促 凝 管 法、SDS 法 及

 

Percoll法 联 合

MALDI-TOF
 

MS直接鉴定阳性血培养瓶中的病原

菌,比传统方法更加快速、操作简单且检出率较高,极
大地缩短了样本处理和结果回报时间,但本研究实验

样本量较少,分离出的菌株种类及数量也较少,增加

样本量及多中心试验将对鉴定结果的符合率提供更

有效的数据支持。本研究将在阳性血培养快速鉴定

的基础上,进一步评价直接药敏试验的应用,深入探

究临床药敏结果更快更可靠的可能性。
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·短篇论著·

喉癌组织中 MAGEB2、THBS1表达与临床病理参数及预后的关系*

黄昌群1,戚新春2△,宫 宇1,任思洋3

1.西安市第五医院耳鼻喉科,陕西西安
 

710082;2.陕西省肿瘤医院头颈肿瘤科,陕西西安
 

710000;
3.西安市第五医院口腔科,陕西西安

 

710082

  摘 要:目的 探究喉癌中黑色素瘤抗原 MAGEB基因2(MAGEB2)、血小板反应蛋白1(THBS1)的表

达,分析二者与临床病理参数及预后的关系。方法 回顾性分析2019年2月至2021年2月西安市第五医院收

治的124例喉癌患者。采用荧光定量PCR(qPCR)和免疫组化检测组织 MAGEB2、THBS1
 

mRNA及蛋白表

达,Kaplan-Meier曲线分析 MAGEB2、THBS1阳性和阴性组患者的预后差异,COX比例风险回归分析喉癌患

者预后的影响因素。结果 喉癌组织 MAGEB2、THBS1
 

mRNA表达水平、蛋白阳性率均高于癌旁组织,差异

均有统计学意义(P<0.001)。MAGEB2阳性组3年总生存率低于MAGEB2阴性组,THBS1阳性组3年总生

存率低于 MAGEB2阴性组,差异均有统计学意义(P<0.001)。TNM 分期、淋巴结转移及 MAGEB2、THBS1
蛋白阳性均是影响喉癌预后的独立危险因素(P<0.05)。结论 喉癌组织中 MAGEB2、THBS1表达升高,二

者参与喉癌的发生及进展过程,是影响喉癌不良生存预后危险因素。
关键词:喉癌; 黑色素瘤抗原 MAGEB基因2; 血小板反应蛋白1; 预后
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  喉癌是常见的头颈外科恶性肿瘤,全世界每年新

增病例65万,占所有恶性肿瘤的1%~5%[1]。目前

喉癌主要以手术、放化疗等综合治疗为主,但患者的

总生存期并未明显改善,5年生存率约为75%[2]。研

究喉癌预后相关标志物,对于指导喉癌临床诊治意义

重大。黑色素瘤抗原 MAGEB基因2(MAGEB2)位
于人类染色体Xp22-p21上,属于 MAGEB基因家族

成员,表达于睾丸和胎盘等组织,参与细胞周期、基因

转录和信号传导等生物过程[3]。在乳腺癌、卵巢癌等

肿瘤中,MAGEB2的表达明显上调,其能与锌指蛋白

276相互作用,促进细胞色素P450的表达和 Wnt信

号通路的激活,诱导癌细胞增殖和转移[4]。血小板反

应蛋白1(THBS1)
 

是一种黏附性糖蛋白,以二硫键连

接成同源三聚体蛋白,介导细胞与细胞及细胞与基质

的相互作用,在血小板聚集、血管生成和肿瘤发生中

发挥重要作用[5]。有研究表明,结直肠癌中 THBS1
表达升高,其能募集髓源性抑制细胞,促进细胞毒性

T细胞耗竭,导致肿瘤的侵袭和转移[6]。目前喉癌中

MAGEB2、THBS1的表达及其与临床预后的关系还

不清楚。本研究旨在研究喉癌中 MAGEB2、THBS1
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