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【摘要】 目的 探讨基质辅助激光解析电离飞行时间质谱(matrix-assisted
 

laser
 

desorption/ionization-time
 

of
 

flight
 

mass
 

spectrometry,MALDI-TOF
 

MS)鉴定临床复合群菌种及常规方法难鉴定菌种的应用价值。 方法 收集烟台毓

璜顶医院2020年1月至2021年9月临床分离的153株非重复复合群菌种及常规方法难鉴定菌种,采用 MALDI-TOF
 

MS与16SrRNA两种方法进行菌种鉴定。 结果 以16SrRNA测序鉴定作为金标准,MALDI-TOF
 

MS均可将153株

复合群菌种及常规方法难鉴定菌种准确鉴定至属水平,一致性为100%。在种水平鉴定上,143株细菌 MALDI-TOF
 

MS
鉴定结果与16SrRNA测序鉴定的一致性为93.5%。对于复合群菌种,MALDI-TOF

 

MS鉴定鲍曼不动杆菌复合群、洋
葱伯克霍尔德复合群的一致率均为100%,阴沟肠杆菌复合群一致率为50%(6/12),并将6株霍氏肠杆菌中的1株错误

鉴定为阿氏肠杆菌,其余5株被错误鉴定成阴沟肠杆菌;对于常规方法难鉴定菌种,凝固酶阴性葡萄球菌属、其他不动杆

菌属及其他不常见菌属一致率为100%,诺卡菌属一致率为89.5%,棒状杆菌属一致率为77.8%。2株Appendicis棒状

杆菌和弗雷尼棒状杆菌只鉴定到属水平,2株盖尔森基兴诺卡菌鉴定成豚鼠耳炎诺卡菌。 结论 MALDI-TOF
 

MS在

临床复合群菌种及常规方法难鉴定菌种鉴定中具有操作简便、鉴定准确率高的优点,可用于临床微生物实验室对临床复

合群菌种及常规方法难鉴定菌种标本的常规鉴定,为临床抗菌药物的使用提供依据。
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【Abstract】 Objective To
 

explore
 

the
 

application
 

value
 

of
 

matrix-assisted
 

laser
 

desorption/ionization-time
 

of
 

flight
 

mass
 

spectrometry(MALDI-TOF
 

MS)
 

in
 

identifying
 

clinical
 

and
 

complex
 

group
 

bacteria
 

and
 

conventional
 

methods. 
Methods 153

 

non
 

repetitive
 

isolates
 

of
 

complex
 

strains
 

or
 

strains
 

difficult
 

to
 

be
 

identified
 

by
 

conventional
 

methods
 

were
 

collected
 

from
 

January
 

2020
 

to
 

September
 

2021
 

in
 

Yantai
 

Yuhuangding
 

Hospital
 

to
 

explore
 

the
 

application
 

value
 

of
 

matrix-assisted
 

laser
 

desorption/ionization-time
 

of
 

flight
 

mass
 

spectrometry(MALDI-TOF
 

MS)
 

in
 

identifying
 

these
 

stains.MALDI-TOF
 

MS
 

and
 

16SrRNA
 

sequencing
 

were
 

used
 

for
 

strain
 

identification. Results MALDI-TOF
 

MS
 

can
 

accurately
 

identify
 

153
 

isolates
 

of
 

complex
 

strains
 

and
 

strains
 

difficult
 

to
 

be
 

identified
 

to
 

the
 

genus
 

level,and
 

the
 

consistency
 

is
 

100%.In
 

species
 

level
 

identification,MALDI-TOF
 

MS
 

was
 

consistent
 

with
 

16SrRNA
 

in
 

143
 

isolates
 

with
 

a
 

consistency
 

of
 

93.5%.For
 

complex
 

strains
 

the
 

consistency
 

rate
 

of
 

Acinetobacter
 

baumannii
 

complex
 

and
 

Burkholderia
 

cepacian
 

complex
 

by
 

MALDI-TOF
 

MS
 

was
 

100%,and
 

the
 

consistency
 

rate
 

of
 

Enterobacter
 

cloacae
 

complex
 

was
 

50%
 

(6/

12).One
 

of
 

the
 

six
 

strains
 

of
 

Enterobacter
 

hormaechei
 

was
 

incorrectly
 

identified
 

as
 

Enterobacter
 

asburiae,and
 

the
 

other
 

five
 

strains
 

were
 

incorrectly
 

identified
 

as
 

Enterobacter
 

cloacae.For
 

species
 

difficult
 

to
 

be
 

identified
 

by
 

conventional
 

methods,the
 

consistency
 

rate
 

was
 

highest
 

(100%)
 

for
 

coagulase-negative
 

Staphylococcus,other
 

Acinetobacter
 

and
 

other
 

uncommon
 

bacterial
 

genera,followed
 

by
 

Norca
 

(89.5%)
 

and
 

Corynebacterium
 

(77.8%).Neither
 

of
 

the
 

two
 

Corynebacterium
 

appendices
 

nor
 

Corynebacterium
 

freneyi
 

included
 

in
 

this
 

study
 

were
 

accurately
 

identified,only
 

to
 

the
 

genus
 

level,and
 

two
 

N.cyriacigeorgica
 

were
 

identified
 

as
 

N.otitidiscaviarium. Conclusion MALDI-TOF
 

MS
 

has
 

the
 

advantages
 

of
 

simple
 

operation
 

and
 

high
 

identification
 

accuracy
 

in
 

the
 

bacterial
 

species
 

identification,which
 

can
 

be
 

used
 

for
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the
 

routine
 

identification
 

of
 

specimens
 

in
 

the
 

clinical
 

microbial
 

laboratory,providing
 

an
 

accurate
 

and
 

reliable
 

basis
 

for
 

guiding
 

the
 

rational
 

clinical
 

use
 

of
 

antimicrobial
 

drugs.
【Key

 

words】  matrix-assisted
 

laser
 

analysis
 

of
 

ionization
 

time-of-flight
 

mass
 

spectrometry;16SrRNA;bacterial
 

identification

  病原微生物引起的感染性疾病仍为临床面临的难

题之一,严重威胁着人类健康。早期发现并准确鉴定

病原菌能够及时有效地指导临床合理使用抗生素以改

善病人预后,降低滥用抗生素带来的副作用,提高病人

的生存率[1]。传统的细菌鉴定手段因鉴定周期长、范
围窄已不足以满足临床诊断的需要。在此基础上,分
子生物学方法如PCR、16SrRNA测序显著提高了细

菌鉴定的时效性和灵敏度,但检测成本高、时间长、对
人员技术要求高,仍然难以成为临床常规检测方法[2]。
基质辅助激光解析电离飞行时间质谱(matrix-assisted

 

laser
 

desorption/ionization-time
 

of
 

flight
 

mass
 

spectrometry,MALDI-TOF
 

MS)是近年来逐步在临

床普及的一种微生物鉴定技术,无需进行常规的革兰

染色、氧化酶、触酶和生化反应等试验即可准确检测相

对分子质量,具有操作简单、鉴定迅速、灵敏度高等优

点[3]。随着质谱鉴定技术在临床的普及使用,常规生

化鉴定技术难以区分的复合群菌种及一些不常见或难

鉴定菌种逐渐被予以鉴定,但准确性少有研究报道。
本研究旨在对临床分离的复合群菌种及常规方法难鉴

定菌种同时应用 MALDI-TOF
 

MS和16SrRNA测序

进行鉴定,以探讨质谱技术在复合群菌种及常规方法

难鉴定菌种方面的应用价值。

材料与方法

1 材料

1.1 菌株 烟台毓璜顶医院2020年1月至2021年

9月期间分离的临床复合群菌种及常规方法难鉴定菌

种153株(同一患者同一标本类型相同细菌为一次计

数)。

1.2 仪器和试剂 哥伦比亚血培养平板(购自郑州安

图生物工程股份有限公司),MALDI-TOF
 

MS质谱

仪、96孔靶板及基质液(德国Bruker
 

Daltonik公司),
三氟乙酸、甲酸、无水乙醇、乙腈(美国Sigma-Aldrich
公司),CO2 培养箱、二级生物安全柜(美国Thermo公

司),Alphamager
 

HP凝 胶 成 像 系 统(美 国 Protein
 

simple公司),SteadyPure细菌基因组
 

DNA
 

提取试剂

盒及2×Accurate
 

Taq
 

Master
 

Mix(长沙艾科瑞生物

工程有限公司)。质控菌株为大肠埃希菌ATCC25922
和金黄色葡萄球菌ATCC25923,均购自卫生部临床检

验中心。

2 方法

2.1 菌株的分离培养 严格按照《全国临床检验操作

规程》[4]对临床菌株进行分离与培养,分纯细菌菌落并

传代培养出遗传性状稳定的纯菌落用于实验。

2.2 MALDI-TOF
 

MS质谱鉴定 Eppendorf管中

加入300
 

μl水和900
 

μl乙醇。从平板上挑取1个细

菌菌落加入到
 

Eppendorf管中,混匀后12
 

000
 

r/min
离心5

 

min,弃去上清液,留取沉淀。加入10~50
 

μl
 

70%甲酸溶液混匀,再 加 入10~50
 

μl乙 腈 混 匀,

12
 

000
 

g离心5
 

min。取1
 

μl上清液在 MALDI靶板

上点样,待自然晾干后添加1
 

μl基质液,自然晾干后

放 入 MALDI-TOF 质 谱 仪 中 检 测,利 用 Bruker
 

Biotyper系统将蛋白指纹图谱自动与数据库匹配得出

分值用以判定结果。

2.3 16SrRNA测序鉴定 (1)细菌 DNA 提取:取

200
 

μl菌液,100
 

℃煮沸30
 

min,煮沸后8
 

000
 

r/min
(离心半径10

 

cm)离心3
 

min,吸取上清液至1.5
 

ml
 

Eppendorf管中作为DNA模板。(2)PCR扩增:PCR
反应体系共25

 

μl,包括 DNA 模板2
 

μl,10
 

μmol/L
上、下游引物(16S

 

27F:AGAGTTTGATCCTGGCTC
AG;16S

 

1492R:GGTTACCTTGTTACGACTT)各1
 

μl,2×PCR
 

Master
 

Mix
 

12.5
 

μl,ddH2O
 

8.5
 

μl。反

应条件:95
 

℃预变性2
 

min;95
 

℃变性30
 

s、55
 

℃退火

30
 

s,72
 

℃延伸30
 

s,共30个循环;72
 

℃延伸5
 

min。

PCR产物经15
 

g/L琼脂凝胶电泳后,用凝胶成像系

统分 析,根 据 电 泳 结 果 判 断 扩 增 产 物 大 小。(3)

16SrRNA测序:委托擎科生物有限公司对PCR扩增

产物进行16SrRNA测序,测序结果导入NCBI数据库

进行比对鉴定细菌。

结 果

1 16SrRNA测序分析

16SrRNA
 

的PCR产物经15
 

g/L琼脂糖凝胶电

泳检测,目的片段约为1
 

540
 

bp,与预期大小相符(图

1)。对PCR产物测序,结果见图2。测序序列导入

NCBI数据库进行比对鉴定细菌,结果见图3。

2 MALDI-TOF
 

MS质谱鉴定

将蛋白指纹图谱导入Bruker
 

Biotyper系统与数

据库自动匹配得出分值判定结果。判断标准为:分值

≥2.0为鉴定到种水平,结果高度可信;分值1.7~2.0
为鉴定到属水平,结果可信;分值≤1.7为不可信结果

(图4)。
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M DNA标志物(DL
 

10000) 46~60 受检菌株 N 阴性对照
图

 

1 细菌16SrRNA
 

PCR产物15
 

g/L琼脂糖凝胶电泳分析

M DNA
 

Marker
 

10000 46-60 Tested
 

strains N Negative
 

control
Fig.1 Bacterial

 

agarose
 

gel
 

electrophoresis

图
 

2 皮氏不动杆菌核苷酸序列测序结果

Fig.2 Results
 

of
 

nucleotide
 

sequence
 

sequencing
 

of
 

Acinetobacter
 

pittii

图
 

3 NCBI数据库比对结果

Fig.3 Results
 

of
 

the
 

NCBI
 

database
 

alignment

3 MALDI-TOF
 

MS质谱鉴定和16SrRNA测序结果

比较

通过 MALDI-TOF
 

MS质谱和16SrRNA测序两

种方法对临床分离的153株复合群菌种及常规方法难

鉴定菌种进行鉴定,其中鲍曼不动杆菌复合群44株,
洋葱伯克霍尔德菌复合群13株,阴沟肠杆菌复合群

12株,凝固酶阴性葡萄球菌属20株,棒状杆菌属9
株,诺卡菌属19株,其他不动杆菌属9株,其他常规方

法难鉴定菌种27株。将16SrRNA测序结果作为金

标准,MALDI-TOF
 

MS将细菌鉴定至属水平的一致

率为100%。在鉴定种水平方面,MALDI-TOF
 

MS
鉴定 结 果 与16SrRNA 测 序 结 果 一 致 的 为143株

(93.5%)。对于复合群菌种,MALDI-TOF
 

MS能够

准确鉴定100%的鲍曼不动杆菌复合群和洋葱伯克霍

尔德复合群;对阴沟肠杆菌复合群鉴定准确性较差,只
有6株(50%)两者鉴定结果一致。84株常规方法难

鉴定菌种,一致率以凝固酶阴性葡萄球菌属、其他不动

杆菌属及其他不常见菌属最高(100%),其次是诺卡菌

属(89.5%)和棒状杆菌属(77.8%)(表1)。不能被

MALDI-TOF
 

MS质谱系统准确鉴定的10株细菌中

包括8株错误鉴定,其中 MALDI-TOF
 

MS将6株霍

氏肠杆菌中的1株错误鉴定为阿氏肠杆菌,其余5株

被错误鉴定成阴沟肠杆菌;另将2株盖尔森基兴诺卡

菌鉴定成豚鼠耳炎诺卡菌。1株Appendicis 棒状杆

菌和1株弗雷尼棒状杆菌均只鉴定到属水平(表2)。

图
 

4 皮氏不动杆菌蛋白质图谱及结果

Fig.4 Protein
 

atlas
 

and
 

results
 

of
 

Acinetobacter
 

pittii

讨 论

激素、广谱抗生素和免疫抑制等的大量使用导致

机体免疫功能下降,病原微生物引起的感染逐渐上升。
致病菌感染后虽然有相似的临床表现,但是感染的病

原体必须明确,才能选择有效的抗菌药物。致病菌的

快速、准确鉴定对治疗方案的制定,包括合理使用抗生

素等有着重要意义[5-6]。作为一种新兴的临床微生物
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鉴定技术,MALDI-TOF
 

MS自问世以来给微生物检

验带来了历史性突破[7-9],已被广泛应用于临床[10],如
常见病原菌的鉴定,弥补了传统生化鉴定和分子生物

学鉴定的不足[11-13]。为了探讨 MALDI-TOF
 

MS鉴

定复合群菌种及一些不常见或难鉴定菌种细菌的应用

价值,本研究收集了153株临床分离的菌种进行验证。
结果 表 明,以16SrRNA 测 序 鉴 定 结 果 为 金 标 准,

MALDI-TOF
 

MS可将143株(93.5%)复合群菌种及

常规方法难鉴定菌株准确鉴定到种水平,鉴定一致率

较高且具有成本低和鉴定周期短的优势,与传统鉴定

方法相比具有较高的可靠性。

表
 

1 MALDI-TOF
 

MS与16SrRNA鉴定结果比较

Table
 

1 Comparison
 

of
 

the
 

identification
 

results
 

of
 

MALDI-TOF
 

MS
and

 

16SrRNA

病原菌
Nosophyte

检测株数
Test

 

the
 

number
 

of
 

strains

MS鉴定至属水平
MS

 

identification
 

to
 

the
 

genus
 

level

株数
The

 

number
 

of
 

strains

一致率(%)
Concordance

 

rate
 

(%)

MS鉴定至种水平
MS

 

identification
 

up
 

to
 

the
 

species
 

level

株数
The

 

number
 

of
 

strains

一致率(%)
Concordance

 

rate
 

(%)

复合群菌种

 鲍曼不动杆菌复合群 44 44 100.0 44 100.0
 洋葱伯克霍尔德复合群 13 13 100.0 13 100.0
 阴沟肠杆菌复合群 12 12 100.0 6 50.0
常规方法难鉴定菌种

 凝固酶阴性葡萄球菌属 20 20 100.0 20 100.0
 棒状杆菌属 9 9 100.0 7 77.8
 诺卡菌属 19 19 100.0 17 89.5
 其他不动杆菌属 9 9 100.0 9 100.0
 其他不常见菌属 27 27 100.0 27 100.0
合计Total 153 153 100.0 143 93.5

表
 

2 MALDI-TOF
 

MS系统未准确鉴定菌株

Table
 

2 Sates
 

were
 

not
 

accurately
 

identified
 

by
 

the
 

MALDI-TOF
MS

 

system

菌种名称
Strain

 

name

仅鉴定至属
Only

 

identification
 

to
 

belong

无鉴定结果
No

 

identification
 

results

错误鉴定
Error

 

identification

合计
Total

霍氏肠杆菌 0 0 6a,b 6
appendices棒状杆菌 1 0 0 1

弗雷尼棒状杆菌 1 0 0 1
盖尔森基兴诺卡菌 0 0 2c 2

合计Total 2 0 8 10
注:a错误鉴定为阿氏肠杆菌,b 错误鉴定为阴沟肠杆菌,c错误鉴定为豚鼠耳炎
诺卡菌。

复合群细菌随着鉴定技术的发展,已不再是单一

的一种细菌,而是一群细菌的统称。它由多个基因变

种组成,在遗传物质上密切相关、表型相似[14],现已成

为临床微生物实验室较为常见的一大类致病菌[15]。
复合群内不同菌种的毒力不同,对抗生素的耐药性存

在明显差异,对临床的影响也不尽相同。有研究表明,
肺移植受者术前感染新洋葱伯克霍尔德菌的死亡率比

感染其他洋葱伯克霍尔德菌复合群菌种的患者更

高[16-17]。Lee等[18]报道鲍曼不动杆菌引起菌血症相

比医院不动杆菌、皮氏不动杆菌感染预后更差。因此

将复合群细菌快速准确地鉴定至种水平对临床治疗显

得尤为重要。本研究应用 MALDI-TOF
 

MS从临床

分离的69株复合群菌种中准确鉴定出63株,鉴定一

致率以鲍曼不动杆菌复合群、洋葱伯克霍尔德复合群

(100%)最高,提示 MALDI-TOF
 

MS可将鲍曼不动

杆菌复合群与洋葱伯克霍尔德复合群快速准确地鉴定

至种水平,与文献[19-21]报道的结果相符。值得注意的

是,MALDI-TOF
 

MS鉴定阴沟肠杆菌复合群的一致

率较低(50%),在不能准确鉴定的6株细菌中有1株

霍氏肠杆菌被错误鉴定为阿氏肠杆菌,其余5株霍氏

肠杆菌被错误鉴定成阴沟肠杆菌。这可能与阴沟肠杆

菌复合群内不同种之间的相似性高[22]且蛋白质指纹

图谱差异小有关,导致其质谱信号相似度高难以区分,
因而影响了检测结果。此外不同地区的菌株存在多样

性而未被收录到数据库中,也会对细菌鉴定地准确性

产生影响。
通常认为,凝固酶阴性葡萄球菌是皮肤黏膜的条

件致病菌,当创伤或侵入性治疗使机体免疫力下降时,
某些菌株可成为致病菌。近年来人们逐步认识到凝固

酶阴性葡萄球菌是医疗相关病原菌,是早产儿侵袭性

感染中最常见的病原菌[23]。对于一些不典型的菌株,
常规的生化鉴定方法无法将其准确区分。目前已有文

献对 MALDI-TOF
 

MS鉴定凝固酶阴性葡萄球菌进

行研究,表明 MALDI-TOF
 

MS与分子鉴定方法具有

100%的一致率,与常规生化鉴定系统相比,MALDI-
TOF

 

MS具有明显的优势,可用于凝固酶阴性葡萄球

菌的快速准确鉴定[24-26]。
临床分离的棒状杆菌作为人体表面定植菌,对其

临床意义的评估往往会有很大困扰,过去通常被认作

污染菌。Bernard等[27]报道约1/2(56种)的棒状杆菌

可引起人类感染,且部分无枝菌酸棒杆菌、纹带棒杆

菌、杰氏棒杆菌、解脲棒杆菌多为多重耐药菌,因此棒

状杆菌的准确鉴定可以为临床抗生素的选择提供有效

的依据。本研究在对棒状杆菌属的鉴定中,MALDI-
TOF

 

MS可准确鉴定非发酵棒状杆菌、无枝菌酸棒杆

菌及纹带棒状杆菌,而2株Appendicis棒状杆菌和弗

雷尼棒状杆菌未被准确鉴定,只鉴定到属水平。由于

细菌菌株种类繁多,有的菌株蛋白质指纹图谱并未收

录到数据库中,致使数据库中的蛋白质指纹图谱缺乏,
细菌菌株只能鉴定到属水平或者产生错误的鉴定结

果,影响细菌鉴定的准确性,需要实验室不断完善和补

充数据库,有报道表明通过自建数据库可将鉴定准确

率提高13%[28]。
诺卡菌由于其生长速度缓慢、鉴定耗时长等原因
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Compact的鉴定能力。不同诺卡菌对

抗生素的敏感性不同,诺卡菌如果不能准确鉴定,临床

医生只能根据经验用药,极易造成治疗失败,因此实验

室对诺卡菌的准确鉴定至关重要[29]。有报道指出,目
前 MALDI-TOF

 

MS在临床诺卡菌菌种鉴定中发挥

着至关重要的作用[30-32]。在本研究中,19株诺卡菌有

17株MALDI-TOF
 

MS鉴定结果与16SrRNA测序鉴

定结果一致,一致率较高。2株盖尔森基兴诺卡菌被

MALDI-TOF
 

MS错误鉴定为豚鼠耳炎诺卡菌,而王

鹏等[33]报道 MALDI-TOF
 

MS对盖尔森基兴诺卡菌

的鉴定率为100%(22/22),推测可能与实验室质谱数

据库某个标准蛋白质指纹图谱错误有关,也可能与样

本前处理方法、靶板的涂布厚度等原因有关,这些因素

均能影响鉴定结果的准确性。
综上所述,MALDI-TOF

 

MS作为一种新的微生

物鉴定技术,具有操作简单、鉴定快速、准确的特点已

逐渐普及使用。尽管由于标本数量的原因,有些病原

菌只有1次鉴定结果以至于无法得出准确可靠的结

论,仍需要不断探索,但 MALDI-TOF
 

MS还是为临

床一些特殊的、难鉴定的甚至是重组的新型细菌提供

了新的检测手段。相信随着技术的不断发展,质谱技

术作为新型的微生物鉴定方法会被越来越多的临床微

生物实验室采用,从而提高鉴定准确率改善临床用药

模式,解决细菌耐药的全球性难题。
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作用被逆转,细胞焦亡能力上升,提示木犀草素可通过

促进AMPK表达抑制 NLRP3激活对 VM 小鼠发挥

心肌保护作用。
综上所述,木犀草素可通过激活 AMPK/NLRP3

轴活化发挥对VM小鼠的心肌保护作用,增添了临床

药物选择库。但木犀草素是一个多功能多靶点药物,
其作用机制仍待进一步探讨。
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