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  摘 要:目的 建立基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱(MALDI-TOF
 

MS)直接鉴定无菌体液病原菌快

速、准确的方法。方法 2020年6-10月,连续收集解放军总医院第五医学中心检验科培养阳性的血液和腹水

标本418份,其中血液标本220份、腹水标本198份。应用 MALDI-TOF
 

MS对阳性培养瓶进行前处理后直接

快速鉴定,并与VITEK-2全自动微生物鉴定及药敏分析仪(简称VITEK-2)鉴定结果进行比对,两种方法鉴定

结果不同的用分子生物学方法确认。结果 410份单菌株感染所致的阳性标本中,MALDI-TOF
 

MS
 

直接鉴定

准确率为98.54%(404/410),VITEK-2鉴定的准确率为98.54%(404/410),两者比较差异无统计学意义(χ2=
0.085,P>0.05)。两种方法鉴定结果不同的单菌株共12株,经分子生物学方法确认,MALDI-TOF

 

MS直接

鉴定符合6株,准确率为50.00%(6/12)。经 MALDI-TOF
 

MS直接鉴定:410株单菌株属、种水平鉴定率分别

为93.17%(382/410)、82.68%(339/410);244株革兰阴性菌鉴定准确率为99.59%(243/244),属、种水平鉴定

率分别为97.54%(238/244)、89.34%(218/244);149
 

株革兰阳性菌鉴定准确率为97.32%(145/149),属、种水

平鉴定率分别为87.92%(131/149)、74.50%(111/149);17株真菌鉴定准确率为94.12%(16/17),属、种水平

鉴定率分别为76.47%(13/17)、58.82%(10/17);8株复合菌属、种水平鉴定率分别为75.00%(6/8)、25.00%
(2/8)。结论 应用 MALDI-TOF

 

MS技术对阳性培养瓶进行直接鉴定,可有效缩短检测时间,且结果准确率

高,可作为脓毒症病原菌鉴定的重要手段,为临床快速、合理选用抗菌药物提供依据。
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Abstract:Objective To

 

establish
 

and
 

assessment
 

a
 

rapid
 

and
 

accurate
 

method
 

of
 

matrix-assisted
 

laser
 

de-
sorption/ionization

 

time
 

of
 

flight
 

mass
 

spectrometry(MALDI-TOF
 

MS)
 

for
 

the
 

identification
 

of
 

pathogens
 

from
 

aseptic
 

humor.Methods A
 

total
 

of
 

418
 

culture-positive
 

blood
 

and
 

ascites
 

samples
 

were
 

collected
 

from
 

the
 

clinical
 

laboratory
 

of
 

the
 

Fifth
 

Medical
 

Center
 

of
 

Chinese
 

PLA
 

General
 

Hospital
 

from
 

June
 

to
 

October
 

2020,including
 

220
 

blood
 

samples
 

and
 

198
 

ascites
 

samples.MALDI-TOF
 

MS
 

was
 

applied
 

to
 

directly
 

and
 

rap-
idly

 

identify
 

the
 

positive
 

culture
 

bottles,
 

their
 

results
 

was
 

compared
 

with
 

those
 

identified
 

by
 

automatic
 

micro-
organism

 

identification
 

and
 

drug
 

sensitivity
 

analyzer(VITEK-2).The
 

different
 

results
 

were
 

verified
 

by
 

the
 

molecular
 

biological
 

methods.Results Among
 

410
 

positive
 

samples
 

caused
 

by
 

single
 

strain
 

infection,the
 

di-
rect

 

identification
 

accuracy
 

rate
 

of
 

MALDI-TOF
 

MS
 

was
 

98.54%
 

(404/410),which
 

of
 

VITEK-2
 

was
 

98.54%
 

(404/410),and
 

there
 

was
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

between
 

them
 

(χ2=0.085,P>0.05).A
 

total
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of
 

12
 

different
 

individual
 

strains
 

were
 

identified
 

to
 

different
 

results
 

by
 

the
 

two
 

methods.The
 

molecular
 

biolog-
ical

 

method
 

confirmed
 

that
 

6
 

strains
 

directly
 

identified
 

by
 

MALDI-TOF
 

MS
 

were
 

correct
 

with
 

an
 

accuracy
 

of
 

50.00%
 

(6/12).In
 

the
 

MALDI-TOF
 

MS
 

direct
 

identification,the
 

genus
 

and
 

species
 

identification
 

rates
 

of
 

410
 

strains
 

of
 

single
 

bacterium
 

were
 

93.17%(382/410)and
 

82.68%
 

(339/410),respectively.The
 

identification
 

ac-
curacy

 

rate
 

of
 

244
 

strains
 

of
 

Gram-negative
 

bacteria
 

was
 

99.59%
 

(243/244),the
 

genus
 

and
 

species
 

identifica-
tion

 

rates
 

were
 

97.54%
 

(238/244)
 

and
 

89.34%(218/244)respectively.The
 

identification
 

accuracy
 

rate
 

of
 

149
 

strains
 

of
 

Gram-positive
 

bacteria
 

was
 

97.32%(145/149),the
 

genus
 

and
 

species
 

identification
 

rates
 

were
 

87.92%(131/149)
 

and
 

74.50%
 

(111/149)
 

respectively.The
 

identification
 

accuracy
 

rate
 

of
 

17
 

strains
 

of
 

fungi
 

was
 

94.12%
 

(16/17),the
 

genus
 

and
 

species
 

identification
 

rates
 

were
 

76.47%(13/17)
 

and
 

58.82%
 

(10/17)
 

respectively.The
 

genus
 

and
 

species
 

identification
 

rates
 

of
 

8
 

strains
 

of
 

compound
 

bacteria
 

were
 

75.00%(6/8)
 

and
 

25.00%(2/8)
 

respectively.Conclusion Applying
 

MALDI-TOF
 

MS
 

to
 

directly
 

identify
 

the
 

positive
 

cul-
ture

 

bottles
 

could
 

effectively
 

shorten
 

the
 

detection
 

time
 

with
 

high
 

result
 

accuracy,which
 

could
 

serve
 

as
 

an
 

im-
portant

 

means
 

for
 

the
 

identification
 

of
 

sepsis
 

pathogens
 

and
 

provide
 

a
 

basis
 

for
 

rapid
 

and
 

reasonable
 

selection
 

of
 

antibacterial
 

drugs
 

in
 

clinic.
Key

 

words:sepsis; matrix-assisted
 

laser
 

desorption/ionization
 

time
 

of
 

flight
 

mass
 

spectrometry; 
 

asep-
tic

 

humoral; pathogenic
 

bacteria; identification

  脓毒症是机体对感染反应失调进而引发器官功

能障碍、危及生命的疾病[1]。脓毒症发生率高,全球

每年有超过1
 

900万严重脓毒症病例,美国每年有75
万脓毒症患者,造成超过

 

21万人死亡,是危重患者死

亡的主要原因[2]。在临床
 

ICU,血液感染所致脓毒症

的发生率可达到95%,病死率约为26%;腹腔感染所

致脓 毒 症 的 发 生 率 可 达 到
 

40%,病 死 率 约 为
 

36%[3-4]。及时识别病原菌并使用适当的抗菌药物治

疗可显著降低脓毒症病死率[5-6]。基质辅助激光解吸

电离飞行时间质谱(MALDI-TOF
 

MS)是近年来关注

度较高的鉴定技术,通过采集待检标本中的生物标志

物蛋白,得到目标生物的蛋白指纹质谱图,与数据库

中标准质谱图进行比对,从而鉴定细菌、真菌及分枝

杆菌等,该方法具有快速、准确、高通量、重复性好、灵
敏度高等优点[7-8]。本研究将血液和腹水阳性培养瓶

中的病原菌富集后,应用 MALDI-TOF
 

MS进行直接

鉴定,与传统培养法比较菌种鉴定结果的准确性,探
讨此方法在脓毒症诊断中的应用价值。

1 资料与方法

1.1 标本来源 连续收集2021年6-10月解放军

总医院第五医学中心检验科血液、腹水培养报警阳性

的标本共418份(包括需氧瓶和厌氧瓶)。其中血培

养阳性标本220份,腹水培养阳性标本198份;单菌

株感染培养瓶410份,混合感染培养瓶8份。单菌株

感染中革兰阴性菌244
 

株,革兰阳性菌149
 

株,真菌

17株。对于同一患者不同部位感染的普通和厌氧培

养瓶也同时纳入本研究中。

1.2 仪器与试剂 血平皿(英国 Oxoid公司)、中国

蓝平皿(Oxoid公司,英国)、沙保弱平皿(英国 Oxoid
公司)、1.5

 

mL离心管(美国Axygen公司)、α-氢基-4-

羟基肉桂酸即HCCA(德国Bruker公司)、无水乙醇、
乙腈及甲酸(美国Fisher

 

Scientific公司),溶血剂(迈
瑞南京生物技术有限公司)。基质辅助激光解吸电离

飞行时间质谱仪 Microflex
 

LT(德国Bruker公司),

VITEK-2全自动微生物鉴定及药敏分析仪(法国梅里

埃生物股份有限公司),电热恒温培养箱(上海一恒科

技有 限 公 司),高 速 离 心 机(美 国 Thermo公 司),

BACT/ALERT
 

3D
 

240全自动血液培养仪(法国梅里

埃生物股份有限公司)。

1.3 方法

1.3.1 MALDI-TOF
 

MS检测

1.3.1.1 标本的前处理 (1)含有血细胞阳性瓶的

前处理:用5
 

mL无菌注射器从血阳性培养瓶中吸取

2
 

mL液体至空白管中,15
 

000
 

r/min离心3
 

min,吸
取200

 

μL上清液于EP管中,加入100
 

μL溶血剂振

荡混匀30
 

s,将混合物12
 

000
 

r/min离心3
 

min吸去

上清液,再加入700
 

μL蒸馏水振荡混匀30
 

s,将混合

物12
 

000
 

r/min离心3
 

min吸去上清液备用。(2)不
含血细胞阳性瓶的前处理:从培养瓶中吸取500

 

μL
带菌液体于EP管中,将混合物12

 

000
 

r/min离心3
 

min吸去上清液,加入700
 

μL蒸馏水振荡混匀30
 

s,
将混合物12

 

000
 

r/min离心3
 

min吸去上清液。(3)
菌液富集:向留有沉淀的EP管中加入300

 

μL蒸馏水

和900
 

μL无水乙醇振荡混匀30
 

s,将混合物12
 

000
 

r/min离心3
 

min吸去上清液,加入50
 

μL
 

70%甲酸,
再加入50

 

μL乙腈,振荡混匀30
 

s,12
 

000
 

r/min离心

2
 

min,得到上清液待用。

1.3.1.2 MALDI-TOF
 

MS鉴定 取1
 

μL上清液点

在 MALDI靶板上,干燥后表面加入1
 

μL基质,再次

室温干燥后将靶板放入质谱仪中进行蛋白质指纹图
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谱的采集。使用 MALDI
 

Biotyper
 

3.0软件进行数据

分析和比对得出鉴定结果。每株菌点2个靶点进行

平行检测,取最高评分计入数据统计。

1.3.1.3 MALDI-TOF
 

MS
 

结果判读 MALDI-
TOF

 

MS系统鉴定分值>2.0为菌株鉴定结果到种

水平可信;分值在1.7~2.0为菌株鉴定结果到属水

平可信,重新检测或补充实验帮助鉴定;分值<1.7结

果不可信。

1.3.2 病原菌培养与生化鉴定 血培养仪阳性瓶报

警后,经涂片、革兰染色、镜检、转种血平皿、中国蓝平

皿或厌氧平板,培养24~48
 

h,挑取纯菌落,选取合适

的鉴定卡用 VITEK-2鉴定并记录结果。VITEK-2
鉴定结果同 MALDI-TOF

 

MS直接鉴定结果不同的

菌株,送生工生物工程(上海)股份有限公司进行PCR
测序。

1.3.3 质量控制 基质辅助激光解吸电离飞行时间

质谱仪Microflex
 

LT和VITEK-2全自动微生物鉴定

及药敏分析仪均使用大肠埃希菌 ATCC25922、金黄

色葡萄球菌ATCC25923、白色念珠菌ATCC14053和

肺炎链球菌ATCC49619作为质控菌株,菌株购自美

国模式培养物集存库。

1.4 统计学处理 采用SPSS25.0软件进行数据处

理,计数资料以频数或百分率表示,比较采用χ2 检验

和Fisher检验。比较 MALDI-TOF
 

MS与VITEK-2
菌株鉴定的准确率。准确率=准确鉴定菌株数/菌株

总数×100%。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 MALDI-TOF
 

MS单一病原菌的直接鉴定 
410份单菌株感染所致的阳性标本中,MALDI-TOF

 

MS
 

直接鉴定准确率为98.54%(404/410),VITEK-2
鉴定的准确率为98.54%(404/410),两者比较差异无

统计学意义(χ2=0.085,P>0.05)。革兰阴性菌

MALDI-TOF
 

MS
 

直 接 鉴 定 的 准 确 率 为 99.59%
(243/244),VITEK-2鉴定的准确率为98.77%(241/

244),两者比较差异无统计学意义(χ2=0.252,P>
0.05)。革兰阳性球菌 MALDI-TOF

 

MS鉴定的准确

率为97.32%(145/149),VITEK-2鉴定的准确率为

99.33%(148/149),两 者 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义

(χ2=0.814,P>0.05)。17株真菌 MALDI-TOF
 

MS
 

直接鉴定的准确率为94.12%(16/17),VITEK-2
鉴定的准确率为88.24%(15/17),两者比较差异无统

计学意义(P=0.5)。见表1。MALDI-TOF
 

MS和

VITEK-2鉴定结果不同的单菌株共12株,经分子生

物学方法确认,MALDI-TOF
 

MS鉴定准确6株,准确

率为50.00%(6/12)。见表2。

表1  单菌株感染 MALDI-TOF
 

MS和VITEK-2鉴定结果

病原菌
菌株数

(n)

MALDI-TOF
 

MS鉴定

株数(n) 准确率(%)

VITEK-2鉴定

株数(n) 准确率(%)
χ2 P

革兰阴性菌 244 243 99.59 241 98.77 0.252 >0.05

 肠杆菌科 235 234 99.57 232 98.72

  大肠埃希菌 105 105 100.00 105 100.00

  肺炎克雷伯菌 80 80 100.00 80 100.00

  产气肠杆菌 12 12 100.00 12 100.00

  阴沟肠杆菌 10 10 100.00 10 100.00

  弗劳地枸橼酸杆菌 4 4 100.00 4 100.00

  产酸克雷伯菌 5 4 80.00 5 100.00

  肠炎沙门菌 5 5 100.00 5 100.00

  豚鼠气单胞菌 8 8 100.00 6 75.00

  维氏气单胞菌 3 3 100.00 2 66.66

  黏质沙雷菌 3 3 100.00 3 100.00

 非发酵菌 9 9 100.00 9 100.00

  铜绿假单胞菌 4 4 100.00 4 100.00

  鲍曼不动杆菌 3 3 100.00 3 100.00

  嗜麦芽窄食单胞菌 2 2 100.00 2 100.00

革兰阳性球菌 149 145 97.32 148 99.33 0.814 >0.05

 葡萄球菌 72 72 100.00 72 100.00

  金黄色葡萄球菌 38 38 100.00 38 100.00
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续表1  单菌株感染 MALDI-TOF
 

MS和VITEK-2鉴定结果

病原菌
菌株数

(n)

MALDI-TOF
 

MS鉴定

株数(n) 准确率(%)

VITEK-2鉴定

株数(n) 准确率(%)
χ2 P

  表皮葡萄球菌 10 10 100.00 10 100.00

  溶血葡萄球菌 9 9 100.00 9 100.00

  人型葡萄球菌 9 9 100.00 9 100.00

  头状葡萄球菌 6 6 100.00 6 100.00

 肠球菌 51 51 100.00 50 98.04

  屎肠球菌 35 35 100.00 35 100.00

  粪肠球菌 7 7 100.00 7 100.00

  铅黄肠球菌 6 6 100.00 5 83.33

  鸟肠球菌 2 2 100.00 2 100.00

  鹑鸡肠球菌 1 1 100.00 1 100.00

 链球菌 26 22 84.62 26 100.00

  唾液链球菌 9 7 77.78 9 100.00

  无乳链菌 7 7 100.00 7 100.00

  星座链球菌 3 3 100.00 3 100.00

  肺炎链球菌 2 2 100.00 2 100.00

  副血链球菌 1 1 100.00 1 100.00

  停乳链球菌 2 2 100.00 2 100.00

  缓症链球菌 2 0 0.00 2 100.00

真菌 17 16 94.12 15 88.24 - 0.5

 白色念珠菌 3 3 100.00 3 100.00

 光滑念珠菌 5 5 100.00 5 100.00

 热带念珠菌 4 4 100.00 4 100.00

 葡萄牙假丝酵母菌 1 1 100.00 1 100.00

 季也蒙假丝酵母 1 1 100.00 0 0.00

 萨希毛孢子菌 2 2 100.00 1 50.00

 新型隐球菌 1 0 0.00 1 100.00

合计 410 404 98.54 404 98.54 0.085 >0.05

  注:-表示无数据(该处比较是采用Fisher检验)。

表2  两种方法鉴定结果不同的单菌株分子生物学方法

   鉴定情况分析

分子生物学方法确认
菌株数

(n)

MALDI-TOF
 

MS鉴定

株数(n) 准确率(%)
 

VITEK-2鉴定

株数

(n)
准确率

(%)

革兰阴性菌 4 3 75.00 1 25.00

 产酸克雷伯菌 1 0 0.00 1 100.00

 豚鼠气单胞菌 2 2 100.00 0 0.00

 维氏气单胞菌 1 1 100.00 0 0.00

革兰阳性球菌 5 1 25.00 4 80.00

 铅黄肠球菌 1 1 100.00 0 0.00

 唾液链球菌 2 0 0.00 2 100.00

 缓症链球菌 2 0 0.00 2 100.00

真菌 3 2 66.67 1 100.00

续表2  两种方法鉴定结果不同的单菌株分子生物学方法

   鉴定情况分析

分子生物学方法确认
菌株数

(n)

MALDI-TOF
 

MS鉴定

株数(n) 准确率(%)
 

VITEK-2鉴定

株数

(n)
准确率

(%)

 季也蒙假丝酵母 1 1 100.00 0 0.00

 萨希毛孢子菌 1 1 100.00 0 0.00

 新型隐球菌 1 0 0.00 1 100.00

合计 12 6 50.00 6 50.00
 

  注:表中的准确率是反映两种方法鉴定结果与分子生物学方法确

认结果的相符情况。

2.2 MALDI-TOF
 

MS直接鉴定分值分布 MAL-
DI-TOF

 

MS直接鉴定,410株单菌株鉴定分值>1.7
即鉴定至属水平占93.17%(382/410),分值>2.0即
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鉴定至种水平占82.68%(339/410)。其中革兰阴性

菌中属、种水平鉴定率分别为97.54%(238/244)、
89.34%(218/244),革兰阳性球菌中属、种水平鉴定

率分别为87.92%(131/149)、74.50%(111/149),真
菌中 属、种 水 平 鉴 定 率 分 别 为 76.47%(13/17)、
58.82%(10/17)。革兰阴性菌中鉴定分值<1.7的共

6株,其中5株结果正确(肠炎沙门菌1株、嗜麦芽窄

食单胞菌2株、黏质沙雷菌2株),1株产酸克雷伯菌

鉴定不正确。革兰阳性球菌中鉴定分值<1.7的共

18株,其中14株结果正确(头状葡萄球菌2株、肺炎

链球菌2株、副血链球菌1株、唾液链球菌4株、星座

链球菌3株、停乳链球菌2株),4株未鉴定出结果(唾
液链球菌2株、缓症链球菌2株)。真菌中鉴定分

值<1.7的共4株,其中2株萨希毛孢子菌、1株葡萄

牙假丝酵母菌鉴定分值<1.7,但结果正确,而1株新

型隐球菌 MALDI-TOF
 

MS未鉴定出结果。复合菌

株中属、种水平鉴定率分别为75.00%(6/8)、25.00%
(2/8),2株复合菌鉴定分值<1.7,但是结果正确。见

表3。
表3  418份阳性标本 MALDI-TOF

 

MS直接鉴定

   分值分布(n)

病原菌 菌株数 >2.0 1.70~2.0 <1.70

单一菌株 410 339 43 28

 革兰阴性菌 244 218 20 6

 革兰阳性球菌 149 111 20 18

 真菌 17 10 3 4

复合菌株 8 2 4 2

 大肠埃希菌/合适柠檬酸杆菌 1 0 1 0

 大肠埃希菌/屎肠球菌 2 1 1 0

 粪肠球菌/弗劳地枸橼酸杆菌 2 1 1 0

 屎肠球菌/豚鼠气单胞菌 1 0 1 0

 睾丸酮丛毛单胞菌/鸟肠球菌 1 0 0 1

 光滑念珠菌/豚鼠气单胞菌 1 0 0 1

2.3 时间比较 MALDI-TOF
 

MS从阳性培养瓶报

警、卸 载、提 取 菌 液 到 鉴 定 出 结 果 需 要 30
 

min,
VITEK-2从阳性培养瓶报警、卸载、标本接种、培养、
挑取纯菌落上机到鉴定出结果需要24~48

 

h,分子生

物学方法经测序鉴定需要
 

24~48
 

h。
3 讨  论

脓毒症发病机制复杂,涉及全身多个系统,发病

率和病死率居高不下。病程早期难以察觉,常缺乏指

向性的临床表现,容易被误诊成局部病灶感染,进而

发展成脓毒性休克,识别致病菌并合理选用抗菌药物

是脓毒症个体化诊断和精准治疗的关键[9-10]。MAL-
DI-TOF

 

MS在微生物病原菌的快速鉴定中发挥着越

来越重要的作用[11-12],目前已报道的 MALDI-TOF
 

MS直接鉴定的标本种类包括血、脑脊液、尿等[13-14],

鲜见直接鉴定腹水标本的相关报道。本研究中,腹水

和血液培养阳性标本预处理后经 MALDI-TOF
 

MS
直接鉴定准确度高,可为快速诊断由腹水和血液感染

所致的脓毒症带来极大的便利。
利用质谱技术直接分析临床标本,其前处理方法

至关重要。本研究通过裂解破坏宿主细胞,再经离心

收集菌体进行鉴定,溶血剂尝试选择实验室血常规仪

器配套 试 剂,无 需 其 他 试 剂 及 耗 材,与 传 统 生 化

VITEK-2鉴定方法相比,鉴定符合率高,与王林等[15]

研究结果相同。Bruker
 

Sepsistyper试剂盒对革兰阴

性菌和革兰阳性球菌的鉴定率接近但略低于LIN方

法[16-17]
 

,但试剂盒成本高且部分试剂采购受限,目前

不适合在临床实验室广泛推广。本研究显示,MAL-
DI-TOF

 

MS直接鉴定革兰阴性菌属、种的准确率最

高,其次是革兰阳性球菌、真菌,与张浩然等[18]报道相

同。本研究中,1株产酸克雷伯菌鉴定不准确,这可能

与表层黏液影响有效菌体蛋白的获取有关。链球菌

鉴定分值普遍较低,这可能与链球菌生长缓慢,细菌

富集量相对较少,细胞壁较厚增加其抗溶解性有关,
同时溶解后的血细胞成分也对结果产生了干扰[19]。
新型隐球菌未鉴定出结果,可能与隐球菌细胞壁过厚

不易破坏,且离心获得菌量不足导致未获得足够的菌

体蛋白谱峰,无法完成质谱分析有关。MALDI-TOF
 

MS可将两种菌分开鉴定,本研究中复合菌属鉴定率

达75.00%,与侯伟伟等[20]报道基本一致。通过对现

有鉴定方法用时比较,发现 VITEK-2鉴定单菌株需

24~48
 

h,MALDI-TOF
 

MS对单菌株鉴定耗时约
 

30
 

min且可多菌株同时检测,用时最短、操作简便,实验

室人员经过培训可独立完成,人为误差较小。
综上所述,本研究利用 MALDI-TOF

 

MS对血和

腹水培养瓶标本进行快速直接鉴定,与传统菌落培养

鉴定方法相比较,鉴定准确度高、快速、高效、成本低

廉且实用性强,可为脓毒症病原菌的鉴定提供有效、
可行的实验室检测手段,适合在临床微生物实验室中

进行推广。
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