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  摘 要:目的 构建用于基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱技术(MALDI-TOF
 

MS)鉴定马尔尼菲篮状

菌的数据库,并探索用于 MALDI-TOF
 

MS鉴定马尔尼菲篮状菌的最佳培养条件和前处理方法。方法 利用8
株马尔尼菲篮状菌构建自建数据库,比较不同培养基[沙保弱葡萄糖琼脂培养基(SDA)、沙氏葡萄糖肉汤培养

基(SDB)]、培养温度(28、35
 

℃)、培养天数、前处理方法(甲酸乙腈法、直涂法)对质谱谱图质量及鉴定正确率的

影响。结果 在VITEK
 

MS
 

科研模式(RUO模式)中成功构建马尔尼菲篮状菌质谱自建数据库。SDA较SDB
更适合 MALDI-TOF

 

MS鉴定马尔尼菲篮状菌,后者采集的质谱谱图中干扰峰较多。两种温度培养采集的质

谱谱图的特征峰相似,但35
 

℃菌落的鉴定正确率略高。培养3~5
 

d时的菌落鉴定正确率均高于71.4%,其中

培养5
 

d时鉴定正确率最高,可达100.0%。甲酸乙腈法的提取效果优于直涂法。结论 马尔尼菲篮状菌在

SDA上35
 

℃培养3~5
 

d,并使用甲酸乙腈法进行前处理可得到最佳的鉴定正确率。这对于形态不典型的马尔

尼菲篮状菌同样适用。
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Abstract:Objective To

 

construct
 

the
 

database
 

of
 

Talaromyces
 

marneffei
 

for
 

Matrix
 

Assisted
 

Laser
 

De-
sorption/Ionization

 

Time
 

of
 

Flight
 

Mass
 

Spectrometry
 

(MALDI-TOF
 

MS)
 

identification,and
 

to
 

explore
 

the
 

best
 

culture
 

conditions
 

and
 

pretreatment
 

method
 

for
 

MALDI-TOF
 

MS
 

identification
 

of
 

Talaromyces
 

marnef-
fei.Methods A

 

self-built
 

mass
 

spectrometry
 

database
 

was
 

constructed
 

by
 

using
 

8
 

strains
 

of
 

Talaromyces
 

marneffei.The
 

effects
 

of
 

different
 

culture
 

media
 

[Sabouraud
 

Dextrose
 

Agar
 

(SDA),Sabouraud
 

Dextrose
 

Broth
 

(SDB)],culture
 

temperature
 

(28,35
 

℃),culture
 

day
 

and
 

pretreatment
 

methods
 

(formic
 

acid
 

acetonitrile
 

method
 

and
 

direct
 

coating
 

method)
 

on
 

the
 

quality
 

of
 

spectrum
 

and
 

the
 

accuracy
 

of
 

identification
 

were
 

com-
pared.Results In

 

VITEK
 

MS
 

research
 

use
 

only
 

mode
 

(RUO
 

mode),the
 

self-built
 

mass
 

spectrometry
 

data-
base

 

of
 

Talaromyces
 

marneffei
 

was
 

successfully
 

constructed.SDA
 

was
 

more
 

suitable
 

for
 

MALDI-TOF
 

MS
 

i-
dentification

 

of
 

Talaromyces
 

marneffei
 

than
 

SDB,and
 

the
 

latter
 

had
 

more
 

interference
 

peaks
 

in
 

the
 

acquisition
 

spectrum.The
 

characteristic
 

peaks
 

of
 

the
 

spectra
 

collected
 

at
 

the
 

two
 

temperatures
 

were
 

similar,but
 

the
 

iden-
tification

 

accuracy
 

of
 

colonies
 

at
 

35
 

℃
 

was
 

slightly
 

higher.The
 

accuracy
 

rate
 

of
 

colony
 

identification
 

was
 

high-
er

 

than
 

71.4%
 

when
 

cultured
 

for
 

3-5
 

days,and
 

the
 

highest
 

rate
 

could
 

reach
 

100.0%
 

when
 

cultured
 

for
 

5
 

days.The
 

extraction
 

effect
 

of
 

formic
 

acid
 

acetonitrile
 

method
 

was
 

better
 

than
 

that
 

of
 

direct
 

coating
 

method.

·921·国际检验医学杂志2022年1月第43卷第2期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,January
 

2022,Vol.43,No.2

* 基金项目:国家自然科学基金项目(81873974);广东省自然科学基金项目(2016A030313629)。

  作者简介:刘俞谷,女,硕士研究生在读,主要从事深部真菌感染的实验室诊断研究。 △ 通信作者,E-mail:gzwyf2010@163.com。

  本文引用格式:刘俞谷,贺莹,傅俊方,等.MALDI-TOF
 

MS鉴定马尔尼菲篮状菌的实验条件优化[J].国际检验医学杂志,2022,43(2):

129-133.



Conclusion The
 

best
 

identification
 

accuracy
 

could
 

be
 

obtained
 

by
 

culturing
 

Talaromyces
 

marneffei
 

on
 

SDA
 

at
 

35
 

℃
 

for
 

3-5
 

days
 

and
 

pretreated
 

with
 

formic
 

acid
 

acetonitrile
 

method.This
 

is
 

also
 

applicable
 

to
 

the
 

Talaro-
myces

 

marneffei
 

with
 

atypical
 

morphology.
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ces

 

marneffei; identification

  马尔尼菲篮状菌(TM)是一种双相真菌,流行于

东南亚地区及我国南方地区,可致播散性感染,多发

于免疫缺陷患者,其病情凶险、预后差,因此早期准确

鉴定尤为重要[1-3]。目前,TM的鉴定以其典型菌落特

征(温度双相性和红色素)为主,但对于形态不典型菌

株,单一温度培养时检验人员易出现判断错误的情

况,从而延误患者的诊治。分子生物学方法虽是“金
标准”,但目前尚不适用于临床检验科的常规鉴定。
近年来,基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱技术

(MALDI-TOF
 

MS)在微生物鉴定领域发展迅速,因
其具有快速准确的优点被称为最有前景的鉴定方

法[4-5]。目 前 MALDI-TOF
 

MS 应 用 较 广 泛 的 有

Bruker
 

Biotyper及 VITEK
 

MS系统,但其对于双相

真菌的应用研究较为滞后[6]。本研究拟在 VITEK
 

MS科研模式(RUO 模式)中构建 TM 的参考数据

库,并通过比较不同培养条件及样品前处理方法,探
索用于TM质谱鉴定的最佳培养条件和前处理方法。
现报道如下。
1 材料与方法

 

1.1 材料来源 南方医科大学珠江医院检验科分离

的 TM
 

8株,菌 株 编 号 分 别 为 ZJ01、ZJ02、ZJ2360、
ZJ399、ZJ18919110、ZJ110307、ZD180201、ZJLin,以上菌

株均 经 形 态 学 及ITS测 序 鉴 定。以 大 肠 埃 希 菌

ATCC8739作为校准和内质控菌株。
1.2 仪器与试剂 MALDI-TOF

 

MS仪(法国生物

梅里埃股份有限公司,数据库版本 V3.0,RUO 模

式);隔水式电热恒温箱(28、35
 

℃),高速冰冻离心机,
大型落地摇床(美国Themo

 

Fisher科技有限公司);
电子天平;沙保弱葡萄糖琼脂培养基(SDA,广州市迪

景微生物科技公司);VITEK
 

MS-CHCA基质液(主
要成分为α-氰基-4羟基肉桂酸)、VITEK

 

MS-FA(主
要成分为甲酸,酵母菌前处理液)、VITEK

 

MS-DS靶

板(法国生物梅里埃股份有限公司);葡萄糖,蛋白胨

[生工生物工程(上海)股份有限公司];70%乙醇,甲
酸,乙腈(天津市化学试剂供销公司),蒸馏水等。
1.3 方法

1.3.1 分生孢子悬液制备 于SDA平板接种上述8
株TM,28

 

℃培养5
 

d,用含0.05%吐温20的磷酸盐

缓冲液收集菌液,并经12层无菌纱布过滤得到孢子

悬液,计数并调节孢子浓度为2×107 个/毫升。
1.3.2 菌株培养 取上述TM 菌株约2×106 个孢

子接种于SDA、沙氏葡萄糖肉汤培养基(SDB)中,于
28、35

 

℃进行培养,分别在第3、5、7、9天取菌落前处

理进行质谱鉴定。以编号ZD180201菌株的质谱数据

建立TM质谱参考库。其余7株TM 用于验证参考

库及构建TM超级谱图库。
1.3.3 菌落前处理方法 酵母相菌落(35

 

℃)分别采

用甲酸乙腈法或者直涂法处理,菌丝相菌落(28
 

℃)生
长过程的孢子与菌丝不够丰富,且部分生长呈现“咬
琼脂”现象,难取样,因此未采用直涂法,按照VITEK

 

MS推荐的丝状真菌前处理方法即甲酸乙腈法处理,
具体步骤如下。甲酸乙腈法:按照 VITEK

 

MS丝状

真菌前处理方法进行处理,即生物安全柜内挑SDA
或SDB中菌落分别于900

 

μL
 

70%乙醇静置10
 

min,
14

 

000
 

r/min离心2
 

min,弃上清液;沉淀中加入70%
甲酸和乙腈各40

 

μL振荡混匀,14
 

000
 

r/min离心

2
 

min。取1
 

μL上清液及质控菌株加于靶板点位上,
干燥后覆盖1

 

μL
 

CHCA基质液,室温下干燥上机,自
动采集质谱谱图。直涂法:生物安全柜内直接取酵母

相菌落适量涂靶板,待干后加入0.5
 

μL
 

VITEK
 

MS-
FA,干燥后覆盖1

 

μL
 

CHCA基质液,同上采集质谱

谱图。
1.3.4 构建参考库 以其中1株(编号ZD180201)
在不同培养基(SDA、SDB),培养温度(28、35

 

℃),培
养天数(3、5、7、9

 

d),前处理方法(甲酸乙腈法、直涂

法)的高质量谱图,即背景噪音低、基峰分辨率高、主
次峰分布错落有致、一致性好、主峰信号强度强、基线

稳定及出峰数为80~250个的谱图,构建 TM 参考

库,加入VITEK
 

SARAMI数据库中。
1.3.5 结果判读 专用分析软件对鉴定结果进行判

读,版本为V3.0。靶板点位通过点位颜色变化来提

示结果的可信度,通常有绿、黄、红3种颜色。绿色提

示只有一个鉴定结果,概率为60.0%~99.9%,结果

可信度水平高。黄色提示仪器对标本分辨率较低,需
要进一步采用试验进行区别。红色提示与数据库中

任何质谱不匹配。
1.3.6 验证并创建超级谱图库 利用其余7株TM
验证TM参考库,并汇总高质量质谱谱图,创建超级

谱图库,保留39~41个特征性峰,特征性峰权重之

和≤1
 

400。
1.4 统计学处理 计数资料以频数或百分率表示,
比较不同培养天数、培养温度、前处理方法时的 TM
质谱鉴定正确率。正确率=正确鉴定菌株数/总数×
100%。因样本量小,未进行统计分析。
2 结  果

 

2.1 不同培养天数、培养温度及前处理条件对 TM
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质谱谱图的影响 TM 质谱谱图的离子峰以位于质

荷比m/z
 

7
 

848.00、6
 

113.00、6
 

668.00、3
 

335.00附

近的特征峰为主,见图1。不同培养温度时,特征峰信

号基本相似但略有不同,28
 

℃培养特征峰主要以m/z
 

6
 

113.00附近为主峰,见图1A、B,而35
 

℃培养以

m/z
 

7
 

848.00附近为主峰,见图1C、D。
相比于SDB,SDA培养的 TM 更易采集到较多

的特征离子峰信号且强度明显的高质量质谱谱图,见
图1A、B。TM 在SDB

 

35
 

℃培养的菌落采集的高质

量谱图数量较少,谱图主要表现为干扰峰多,特征峰

信号强度不明显,未纳入参考库。且未使用SDB继续

对其他7株临床分离菌株进行培养。
不同培养时长对特征峰的数量与强度影响较为

明显,培养3~5
 

d时采集的质谱谱图质量更佳,可获

得较多数量且信号强度明显的特征峰,信噪比较高,
见图1A、B、C、D,而培养第9天时特征峰的数量明显

减少且信号强度减弱,甚至消失,见图1E、F。
甲酸乙腈法与直涂法前处理方法进行比较后发

现,在特征峰最佳的第3天培养时,甲酸乙腈法较直

涂法可获得更多数量、信号强度更明显的特征峰,且
信噪比更高,质谱谱图与参考库中的特征性质谱谱图

匹配效果更好,提示蛋白提取效果更佳,见图1C、D。

  注:A为28
 

℃,SDA培养3
 

d,甲酸乙腈法;B为28
 

℃,SDB培养3
 

d,甲酸乙腈法;C为35
 

℃,SDA培养5
 

d,直涂法;D为35
 

℃,SDA培养5
 

d,
甲酸乙腈法;E为28

 

℃,SDA培养9
 

d,甲酸乙腈法;F为35
 

℃,SDA培养9
 

d,直涂法。

图1  VITEK
 

MS
 

RUO模式中建立的TM质谱谱图
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2.2 MALDI-TOF
 

MS对不同培养温度、培养天数

的TM的鉴定正确率比较 不同培养温度下的TM
鉴定结果显示,在相同培养天数时,35

 

℃培养菌落鉴

定正确率均高于28
 

℃培养菌落,其中35
 

℃培养3~
7

 

d内鉴定正确率均超过70.0%,培养5
 

d时鉴定正

确率可达100.0%。而28
 

℃培养菌落则需要在培养

3~5
 

d内行 MALDI-TOF
 

MS鉴定,正确率可超过

70.0%,见表1。
不同培养天数下的TM 鉴定结果显示,培养第5

天鉴定 正 确 率 最 高(28
 

℃ 培 养 时 鉴 定 正 确 率 为

85.7%,35
 

℃培养时鉴定正确率为100.0%),而培养

第9天时鉴定正确率最低,均不足50.0%,见表1。
表1  VITEK

 

MS
 

RUO模式对不同培养温度、培养天数的

   TM鉴定正确率比较[n/n(%)]

培养天数(d)
培养温度

菌丝相(28
 

℃) 酵母相(35
 

℃)

3 5/7(71.4) 6/7(85.7)

5 6/7(85.7) 7/7(100.0)

7 3/7(42.9) 5/7(71.4)

9 2/7(28.6) 3/7(42.9)

  注:本组菌株前处理方法均为甲酸乙腈法。

2.3 MALDI-TOF
 

MS对不同前处理方法培养的

TM的鉴定正确率比较 利用甲酸乙腈法、直涂法对

35
 

℃,SDA培养的TM 进行前处理,结果显示,经甲

酸乙腈法提取蛋白进行鉴定的正确率略高于直涂法,
见表2。另外,甲酸乙腈法及直涂法对TM 的鉴定效

果均表现为培养第3~5天鉴定正确率最高,随着培

养时间延长,鉴定正确率降低,见表2。
表2  VITEK

 

MS
 

RUO对不同前处理方法的TM的鉴定

   正确率比较[n/n(%)]

培养天数(d)
前处理方法

甲酸乙腈法 直涂法

3 6/6(100.0)* 5/7(71.4)

5 7/7(100.0) 6/7(85.7)

7 5/7(71.4) 5/7(71.4)

9 3/7(42.9) 4/7(57.1)

  注:*为1株不典型菌株(编号ZJLin)在35
 

℃培养3
 

d时,菌落生

长缓慢,难以刮取足够菌体进行鉴定,因此未进行鉴定。

2.4 MALDI-TOF
 

MS在不典型TM鉴定中的价值

2.4.1 不典型TM的形态学特征 本研究中的不典

型TM菌株分离自南方医科大学珠江医院患者肺泡

灌洗液和痰液,形态学表现为温度双相型,但是红色

素产生极缓慢,28
 

℃培养7~9
 

d局部开始分泌红色

素,经ITS测序证实为TM(100%),见图2。
2.4.2 TM 自建数据库在不典型菌株鉴定中的应

用 对于28
 

℃培养7
 

d未分泌红色素的不典型TM
菌株(编号ZJLin),生长速度较典型 TM 慢,但培养

3~5
 

d时可被 TM 自建数据库正确鉴定,而培养第

7~9天均无法经TM 自建数据库正确鉴定。不同温

度和前处理方法对鉴定结果均无差异。见表3。

  注:A为28
 

℃,B为35
 

℃。

图2  不典型TM(编号ZJLin)在SDA上

不同温度培养6
 

d菌落形态

表3  VITEK
 

MS
 

RUO模式TM自建数据库在不典型

   TM鉴定中的应用

培养天数(d) 培养温度(℃)
前处理方法

甲酸乙腈法 直涂法

3 28 是 未测

5 是 未测

7 否 未测

9 否 未测

3 35 未测* 是

5 是 是

7 否 否

9 否 否

  注:*为35
 

℃培养3
 

d时,菌落很小,难以刮取足够菌体,因此未进

行鉴定。

3 讨  论

近年来,随着免疫抑制人群数量的增加,TM 感

染发病率也随之上升。目前临床微生物实验室对

TM的鉴定,主要依赖其温度双相的菌落特征(35
 

℃
培养为酵母样,28

 

℃培养为霉菌样)及典型红色素来

判断,但形态学鉴定主要依赖于检验人员的经验。分

子生物学鉴定则需要获取足够数量的菌体。对于生

长缓慢的菌落,其鉴定耗时长。这限制了TM感染的

早期诊断和及时治疗。同时,形态不典型菌株的出

现,向微生物实验室对 TM 的快速准确鉴定提出

挑战。
MALDI-TOF

 

MS是微生物鉴定领域的一项极

具前景的新技术,有成本低、耗时短、准确、高效等优

点,可实现菌株的快速鉴定,目前在国内检验科被广

泛推广。但国内外常用的Bruke
 

Biotyper及VITEK
 

MS系统均无TM鉴定参考库,且适合用于TM 质谱

鉴定的菌落培养条件及前处理方案鲜有报道。
质谱鉴定的准确性受许多因素影响,如培养基种

类、培养条件、培养时间、蛋白提取方法等[7]。本研究

比较了两种温度(28、35
 

℃)、两种培养基(SDA、SDB)
培养3~9

 

d的质谱鉴定正确率。其中从SDB
 

35
 

℃
培养菌落采集的质谱谱图数量少,干扰峰较多且特征

峰信号强度不明显,考虑为液体培养基摇菌时菌量不

足及洗涤不充分所致。因此,操作时应尽可能将菌落

沉淀洗涤干净。另外,从28
 

℃
 

SDA及SDB中培养
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菌落采集到的质谱谱图无明显差异。液体培养基培

养操作较复杂,培养液等营养成分会干扰质谱分析,
且菌落培养耗时更长,因此固体培养基更适合临床微

生物室的快速鉴定。LAU等[8]发现,补充构建数据

库后,MALDI-TOF
 

MS能准确鉴定TM,其菌丝相和

酵母相质谱谱图类似。本研究发现TM 菌丝相及酵

母相的特征峰相似,且与文献报道的主峰一致,但在

35
 

℃培养时鉴定正确率略高。
不同真菌培养时间下质谱谱图的特征峰数量和

强度存在明显差异[9-11]。本研究发现,TM 培养3~
5

 

d时进行质谱鉴定的正确率高,且第5天最佳,可达

100.0%。这主要与此时质谱谱图质量佳、信噪比高

及鉴定结果稳定有关。随着培养时间的延长,特征峰

信号强度减弱,甚至消失,从而出现错误鉴定或无鉴

定结果,这可能与真菌细胞壁较厚且坚韧难破壁、色
素产生干扰等有关。

TM于28
 

℃时呈菌丝相,35
 

℃呈酵母相生长。
法国梅里埃公司推荐对丝状真菌采取甲酸乙腈法,对
酵母菌采用直涂法进行前处理。直涂法用于酵母菌

鉴定效果好,且适用于多种商业化 MALDI-TOF
 

MS
系统[12-15]。而甲酸乙腈法是利用甲酸及乙腈对菌体

进行蛋白提取来获得高质量质谱谱图,不仅适用于酵

母菌鉴定[16],也适用于曲霉、皮肤癣菌等丝状真菌鉴

定[17-20]。本研究比较两种前处理方法对TM 酵母相

菌落的鉴定发现,对培养3~5
 

d的菌落,甲酸乙腈法

的鉴定正确率略优于直涂法(100.0%、100.0%
 

vs.
71.4%、85.7%)。这与甲酸乙腈法蛋白提取更充分

有关。
综上所述,本研究发现经SDA培养3~5

 

d的酵

母相(35
 

℃)菌落,经甲酸乙腈法处理后,可获得良好

的质谱谱图,鉴定正确率高。此条件也同样适用于形

态不典型的TM,为TM 的快速、准确鉴定提供了辅

助手段。但本研究仅纳入8株TM的质谱谱图,还需

要更多菌株进一步完善数据库并验证。MALDI-TOF
 

MS提高了真菌鉴定的准确性,但在鉴定中仍需努力

解决如生物安全问题、少见菌株数据库问题及样本处

理标准化等问题。
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