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中国临床微生物质谱应用专家共识

中国临床微生物质谱共识专家组

１　前言

　　临床微生物检 验 在 感 染 性 疾 病 诊 断、用 药 指 导、医 院 感

染控制、抗菌药物管理等多方面均扮演着不可或缺的重要角

色。但 是 该 领 域 仍 然 面 临 着 样 本 流 转 时 间（ｔｕｒｎ　ａｒｏｕｎｄ

ｔｉｍｅ，简称ＴＡＴ）长等重 大 问 题。例 如，在 微 生 物 鉴 定 方 面，

虽然目前也有自动化鉴定仪出现，相 对 缩 短 了ＴＡＴ，但 均 大

多基于微生物生物 化 学 反 应 原 理，仍 然 不 能 实 现 快 速 鉴 定。

因此，临床微生物 实 验 室 亟 需 新 的 检 验 技 术 替 代 现 有 技 术，

实现新的突破。

基质辅 助 激 光 解 吸 电 离 飞 行 时 间 质 谱（ｍａｔｒｉｘ－ａｓｓｉｓｔｅｄ

ｌａｓｅｒ　ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ－ｏｆ－ｆｌｉｇｈｔ　ｍａｓｓ　ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，

简称 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ）技术，是２０世纪８０年代末问世并迅

速发展起来的一 种 质 谱 分 析 技 术。它 使 得 传 统 的 主 要 用 于

小分子物质研究的质谱技术发生了革命性变革，不仅迎来了

技术发展的新时代，而且也给医学、生物领域，尤其是临床微

生物检验领域 带 来 了 革 命。但 是，ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ技 术 在

临床微生物菌种鉴 定 领 域 的 应 用，除 了 技 术 本 身，更 重 要 的

是依赖于 质 谱 菌 种 鉴 定 数 据 库。因 此，数 据 库 中 图 谱 的 质

量、数量都将直接影响鉴定的成功率与准确率。由于病原微

生物分布流行情况不同，实验室在原有数据库基础上可补充

建立本地病原微生物的质谱指纹图谱库，提高鉴定成功率。

对于 临 床 实 验 室 来 讲，ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ作 为 一 项 新 兴

技术，在使用方面仍然存在一些困惑。实验室人员必须掌握

相关的知识，例如影响因素、校准、质量控制、仪器保养维护、

本地指纹图谱库的质量保证等，才能保证结果的准确性和可

靠性。本共识的制定，将 进 一 步 规 范 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ技 术

在临床微生物实验 室 的 应 用，提 高 临 床 微 生 物 诊 断 能 力，缩

短ＴＡＴ，最终实现临床受益。

２　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ的基本原理、操作及维护

２．１　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ简介及工作原理

２．１．１　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ简 介　质 谱 分 析 技 术 的 基 本 原 理

是使样品分子离子化，具 有 不 同 质 荷 比（ｍ／ｚ）的 离 子 经 质 量

分析器通过测 定 得 到 该 样 品 的 分 子 量。２０世 纪８０年 代 以

前，质谱主要应用于 化 学 领 域，主 要 原 因 是 生 物 大 分 子 热 不

稳定、极性强，很难实现离子化。８０年代后期，科学家们开始

探索适用于生物大分子的软电离源。电喷雾电离质谱（ｅｌｅｃ－
ｔｒｏｓｐｒａｙ　ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ　ｍａｓｓ　ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＥＳＩ　ＭＳ）和 ＭＡＬＤＩ－
ＴＯＦ　ＭＳ的突破性进展，极大地提高了质谱在分析生物大分

子中的能力，生物质谱技术伴随着质谱软电离方法的产生和

完善迅速发展起来，其中以 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ技 术 发 展 最 为

迅速，应 用 最 为 广 泛，已 经 在 蛋 白 质 组 学、遗 传 学、微 生 物 学

和药学等多个领域广泛应用。

２．１．２　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ基本原理　根据样品的电离方式、

检测器的种类 不 同，质 谱 分 析 方 法 种 类 众 多、原 理 各 异。但

是，不论任何类型的质谱均包括样品的离子化和质量分离的

基本功能单元。ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ的工作原理见图１。

图１　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ的工作原理图（正离子检测模式）

Ｆｉｇｕｉｅ１　Ｏｐｅｒａｔｉｎｇ　ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ　ｏｆ　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ（ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｉｏｎ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｍｏｄｅ）

２．１．２．１　ＭＡＬＤＩ离子化　ＭＡＬＤＩ离子化的原理是将微量 样品与过量小分子基 质 混 合，加 到 样 品 盘 上，溶 剂 挥 发 后 样
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品与基质形成共结晶，在 脉 冲 激 光 的 作 用 下，基 质 吸 收 激 光

的能量并传递到样品分子，使样品实现电离和气化。电离可

以是基质的质子转移到样品分子，也可以是样品分子的质子

转移到基质分子上，通常前者较为常见。

基质是 ＭＡＬＤＩ离子化过程的能量传递载体，它 能 增 强

样品对激光的吸收能力，并通过吸收大部分的激光能量降低

激光对样品造成的破坏。基质通常为有机芳香弱酸，能强烈

吸收激光能量，具有 较 高 的 水 溶 性、挥 发 性 和 化 学 惰 性。常

用的基质 有 烟 酸、α－氰 基－４－羟 基 肉 桂 酸（α－ｃｙａｎｏ－４－ｈｙｄｒｏｘｙ－

ｃｉｎｎａｍｉｃ　ａｃｉｄ，ＣＨＣＡ）、芥子酸（ｓｉｎａｐｉｎｉｃ　ａｃｉｄ，ＳＡ）、２，５－二羟

基苯甲酸（２，５－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃ　ａｃｉｄ，ＤＨＢ）。３－羟基吡啶甲

酸（３－ｈｙｄｒｏｘｙ－ｐｉｃｏｌｉｎｉｃ　ａｃｉｄ，３－ＨＰＡ）等。基质与样品的摩尔

比在１∶１０００～１∶１００００易于干燥和形成结晶，有利于样品

的离子化。不同的待测样品要选择不同的基质，通常蛋白质

样品采用ＣＨＣＡ或ＳＡ。

２．１．２．２　ＴＯＦ质量分析器　ＭＡＬＤＩ离子源最常用的分析

器是飞行 时 间 分 析 器（ｔｉｍｅ　ｏｆ　ｆｌｉｇｈｔ　ａｎａｌｙｚｅｒ，ＴＯＦ）。ＴＯＦ
质量分析器使用脉冲电场，使在 ＭＡＬＤＩ离子源内产生 的 离

子加速并以恒定的速 度 飞 向 离 子 检 测 器。根 据 离 子 在 飞 行

管内的飞行速 度 与 ｍ／ｚ平 方 根 成 正 比，不 同 ｍ／ｚ值 的 样 品

离子到达检测器 的 时 间 不 同，从 而 实 现 对 不 同 ｍ／ｚ值 的 样

品分子的鉴定。多 数 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ都 采 用 阳 离 子 检 测

方式，因为阴离 子 检 测 效 率 相 对 较 低，只 有ＤＮＡ和 其 他 酸

性化合物采用阴离子 检 测 更 有 效。质 谱 仪 需 要 在 真 空 情 况

下运转，为样品离子在质量分析器内的自由飞行提供环境条

件，以提高测量精度和保护检测器。

　　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ的特点是可检测分子量范围大，扫描速度快，可

高通量操作，对样品纯 度 要 求 不 高，能 耐 受 盐、去 垢 剂 等，适

用于细菌、动物细胞等复杂样品的分析。线性飞行时间质谱

主要缺点是分辨率较低，因为离子在离开离子源时的初始能

量不同，相同ｍ／ｚ的 离 子 到 达 检 测 器 的 时 间 有 一 定 分 布 造

成分辨率低。通 过ＤＥ技 术（ｄｅｌａｙ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ），可 以 将 线 性

模式的分辨率提高数 倍。另 一 种 提 高 分 辨 率 的 方 式 是 采 用

反射模式：在线性检测 器 前 加 静 电 场 反 射 装 置，将 飞 行 的 离

子反推回去，初始能量 大 的 离 子 由 于 速 度 快，进 入 静 电 场 的

距离长，返回的路程也 长，而 初 始 能 量 小 的 离 子 进 入 静 电 场

的距离短，返回的路程也短，这样就会在一定位置聚焦，实现

改善仪器 分 辨 率 的 目 的。但 是 对 于 微 生 物 大 分 子（２～２０

ｋＤａ）鉴定时，主要采用线性模式。

ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ鉴 定 微 生 物 的 主 要 原 理 是 利 用 已 知

菌种建立数据库，通过 检 测 获 得 微 生 物 的 蛋 白 质 图 谱，由 于

不同菌种核糖体蛋白（２～２０ｋＤａ）大 小 有 差 异，将 所 得 的 谱

图与数据库中的微生物参考图谱比对后可以得到鉴定结果。

２．２　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ主要性能指标

２．２．１　质量分辨率　飞行时间质谱仪通常采用半峰高宽质

量分辨率（ｆｕｌｌ　ｗｉｄｔｈ　ａｔ　ｈａｌｆ　ｍａｘｉｍｕｍ）。分 辨 率＝ｍ／ｍ（ｍ
是指谱峰高 度 最 大 处 一 半 时 的 宽 度）。对 于 微 生 物 鉴 定 系

统，目前质谱仪的质量分 辨 率 约 为１ｋ。分 辨 率 对 最 后 的 鉴

定准确率不是最关键指标，但是更高的分辨率能够使谱图更

精细，带来 更 多 的 谱 图 信 息 量，这 对 提 高 检 索 准 确 率 是 有

利的。

２．２．２　质量检测范围　飞行时间质谱仪理论上没有质量检

测上限，但是实际上会 受 到 离 子 探 测 器、离 子 动 能 和 信 号 记

录系统的 限 制。ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ可 以 检 测 到 质 量 数 十 万

Ｄａ的大分子，是目 前 所 有 质 谱 中 最 高 的。对 于 微 生 物 鉴 定

而言，核糖体蛋白分 子 的 质 量 主 要 集 中 在２～２０ｋＤａ，所 以

仪器的质量检测上限为３０ｋＤａ就能满足鉴定需要。

２．２．３　灵敏度　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ仪 器 自 身 的 灵 敏 度 通 常

采用标准样品（ＢＳＡ或ｉｎｓｕｌｉｎ等）进行测试。线性模式灵敏

度一般为ｆｍｏｌ级。但 是，实 际 微 生 物 检 测 时 的 灵 敏 度 除 了

受到仪器本身的限制，还与基质类型、病原种类、样品处理和

样品靶表面性质等许多因素有关。

２．２．４　质量检测精 度 与 重 复 性　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ质 量 检

测精度与重复性主要依赖于仪器设计，以及电学系统的精度

和稳定性，一般为数百ｐｐｍ。质量检测精度与重复性是影响

微生物鉴定率的关键指标。

２．２．５　鉴定准确率　毋 庸 置 疑，仪 器 的 微 生 物 鉴 定 准 确 率

是所有性能指标中最 重 要 的 指 标。它 不 仅 取 决 于 前 面 介 绍

的４个硬件指标，检索算法和数据库等软件系统也是至关重

要的。另外，在实际应用 时，由 于 病 原 种 类 和 样 品 前 处 理 等

因素也会影响最终的鉴定准确率。

２．３　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ质谱仪的操作及维护

２．３．１　质量校准　质量校准通常采用标准样品对仪器进行

标定校准，例如利用 大 肠 埃 希 菌 ＡＴＣＣ　８７３９的 特 征 峰 或 采

用标准蛋白质试剂进行校准。

２．３．２　质控（标准菌株）　质控的目的是评价和监测仪器是

否处于 正 常 的 鉴 定 工 作 状 态。如 使 用 产 气 肠 杆 菌 ＡＴＣＣ

１３０４８和光滑 念 珠 菌 ＡＴＣＣ　ＭＹＡ－２９５０进 行 质 控。阴 性 对

照只加基质，无鉴定 结 果。如 果 阴 性 对 照 出 现 鉴 定 结 果，需

清洗或更换靶板。

２．３．３　维护

２．３．３．１　激光器　最常 用 的 激 光 是 Ｎｄ：ＹＡＧ（脉 冲 固 体 紫

外激光）和Ｎ２激光器，目前以Ｎ２激光器居多。激光光源是

有使用寿命的，一般激光发射 次 数＞６×１０７ 次。因 此，使 用

过程中需尽可能减少激光发射次数，延长使用时间。样本前

处理程序及点靶过程 的 标 准 化 有 助 于 减 少 不 必 要 的 重 复 打

靶次数。

２．３．３．２　真空系统　仪器的真空系统是保障仪器正常工作

的必备设备。质谱仪的真空度必须＜５×１０－６　ｍｂａｒ才能 工

作。仪器的真空系统主 要 包 括 真 空 获 得（真 空 泵：分 子 泵 及

前级泵）和真空测量两个部分。真空系统的正确维护能延长

其寿命，降低仪器使用成本。比如：减少仪器重启次数、靶点

尽量干燥后再进靶、尽可能缩短换靶时间和经常检测真空泵

状态等操作都是对真空系统有益处的。

２．３．３．３　靶板　靶板分为永久性和一次性两种。永久性靶

板通常为不锈钢材料，表面经过疏水处理。建议靶板清洗方

法：先用无尘布沾取丙 酮 将 靶 面 样 品 擦 拭 干 净，再 置 于 甲 醇

（污染严重时 采 用 甲 醇／１０％乙 酸１∶１（ｖ／ｖ））中 常 温 超 声
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１０～１５ｍｉｎ（间歇超声：超 声５ｍｉｎ、冷 却５ｍｉｎ，以 防 靶 板 过

热），最后用去离子水 冲 洗，洁 净 无 尘 布 擦 去 表 面 水 滴，置 于

真空干燥箱中保存。使用后尽快对靶板进行清洗，以免靶板

被腐蚀。

２．３．３．４　其他辅助器件　其他辅助器件的维护包括冷却风

扇入口过滤棉、前级真空泵的入口干燥剂和排放吸附剂的定

期更换等。

２．４　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ用于培养分离微生物的鉴定

２．４．１　常见细菌的鉴定　常规微生物鉴定主要基于生化反

应、显微镜检、免疫学 或 者 分 子 生 物 学。这 些 分 析 方 法 专 业

知识要求较高，并且费时费力。等待结果期间临床医师会经

验性使用抗菌药物，然而有时是不合适或者错误的。现代临

床微生物实验室需要 快 速、可 靠 和 经 济 的 方 法 来 鉴 定 细 菌，

以便及早进行适当的 抗 菌 药 物 治 疗。质 谱 技 术 将 微 生 物 鉴

定从２４～４８ｈ缩 短 到 数 分 钟，而 且 仅 需 分 析 极 少 的 菌 量

（１０４～１０６　ＣＦＵ／ｍｌ）［１］。以１６ＳｒＲＮＡ基 因 测 序 结 果 为 标

准，质谱仪正确鉴定率为９０．０％～９５．０％，远 高 于 以 往 的 商

业自动化鉴定系统［２］。

目前采用不同处理方法分析不同微生物种类，有些细菌

能直接被质谱仪识别，称 为 直 接 细 胞 分 析 或 直 接 涂 布 法，而

另一类则使用全细 胞 裂 解 物 或 细 胞 粗 提 取 物［３］。不 同 的 细

菌应严格按照操作说明书进行样品制备。直接细胞分析时，

取单个菌落涂在靶板上，并立即滴加基质液即可。革兰阴性

菌如肠杆菌属、奈瑟菌属［４］、耶尔森菌属［５］和弧菌属［６］，可以

通过直接细胞分析进 行 鉴 定。革 兰 阳 性 菌 一 般 可 以 进 行 直

接细胞分析，而部分革兰阳性菌如果破细胞壁不理想则可能

影响核糖体蛋白分析，使用甲酸萃取法进行蛋白提取可以提

高质谱仪的鉴定能力［７］。此外，甲酸提取蛋白步骤也适用于

黏液性菌落、非发酵细菌［８］及葡萄球菌属［９］。部分菌株无法

被鉴定是因为这些菌株不包含在数据库，并非质谱仪方法学

错误。质谱仪分析的是核糖体蛋白，然而一些细菌核糖体蛋

白差异较小，如志贺氏 菌 属 与 大 肠 埃 希 菌、部 分 嗜 麦 芽 寡 养

单胞菌与痤疮丙酸杆菌、肺炎链球菌与口腔／缓症链球菌，这

可能导致错误鉴定［１］。

２．４．２　酵母菌的鉴 定　目 前，由 于 数 据 库 中 已 经 包 含 大 量

的临床酵母菌参考谱图，使其可以用于常规鉴定酵母菌。已

经有很多的研 究 对 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ用 于 酵 母 菌 鉴 定 的 能

力进行了评估，发现其鉴定酵母菌的性能很好。酵母菌的鉴

定可以使用直接涂布 法 或 甲 酸 萃 取 法。部 分 数 据 库 无 法 分

辨亲缘关系较近的菌 种 复 合 体，如 近 平 滑 念 珠 菌 复 合 体、新

型隐球菌复合体等［１０］。结合本实验室或者当地的流 行 病 学

资料，若是分离率＜１％的 菌 种，建 议 进 行 复 核 鉴 定［１１］。当

出现不可靠鉴定结果或无鉴定结果，考虑菌株放置时间是否

过长、菌量过少或过多 导 致 结 晶 体 形 成 不 良、菌 株 库 是 否 未

覆盖该菌 种 等。少 见 菌 种 可 以 使 用 核 酸 测 序 等 方 法 辅 助

鉴定。

２．４．３　其他难以培养或需特殊前处理的菌种

２．４．３．１　丝状真菌　丝 状 真 菌 由 于 所 需 培 养 时 间 长、传 统

鉴定方法具有局限性，使用 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ进行丝状真菌

鉴定更能体现该方法的快速和准确的优势。但是，丝状真菌

由于细胞壁难以破碎，直接涂布法通常不能得到好的鉴定结

果，鉴定前需要特殊的前处理方式。使用旋转培养法进行菌

株的液体培养、使用乙 醇／甲 酸 提 取 法 等 改 良 方 法 进 行 前 处

理可以明显改善鉴定结果［１２－１６］。

２．４．３．２　分 枝 杆 菌　致 病 分 枝 杆 菌 的 慢 生 长（６周～５个

月），使其分离及鉴定 难 以 满 足 临 床 需 要。随 着 分 枝 杆 菌 种

类的增 加 和 机 会 感 染 率 的 增 长，急 需 快 速 的 鉴 定 方 法。

ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ提供了这种选 择。ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ鉴 定

分枝杆菌的效果受标 本 前 处 理 的 影 响，包 括 生 长 条 件、细 胞

活性、蛋白提取程序等。多项研究提供了针对分枝杆菌的改

良蛋白提取程序［１７－１９］。

２．４．３．３　厌 氧 菌　目 前，ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ已 能 实 现 对 临

床常见厌氧菌及许多少见厌氧菌菌种的准确鉴定，并且结果

优于传统生化 试 验 方 法［２０］。一 些 生 化 反 应 相 似，不 易 区 分

的厌氧菌也可以通过质谱技术进行区分［２１］。但对于 部 分 菌

种，如梭状芽孢杆菌，培养基的种类对鉴定效果影响不明显，

但是培养时间却有明显影响，如果培养时间较长，芽孢形成，

质谱鉴定能力的准 确 性 就 会 下 降［２２－２４］。厌 氧 菌 的 前 处 理 方

法与普通细菌相同，可 以 使 用 直 接 涂 布 法 和 乙 醇／甲 酸 提 取

法。由于多数厌氧菌生长速度较需氧菌慢，应适当延长培养

时间。

２．４．３．４　奴卡菌　对于奴卡菌，标准的乙醇／甲酸提取方法

效果不佳。为此，需要使 用 额 外 的 前 处 理 手 段，如 酸 洗 玻 璃

珠机械破碎细胞壁的方法进行菌体蛋白的提取［２５－２６］。另外，

部分质谱的奴卡菌指 纹 图 谱 库 存 在 一 定 缺 陷。实 验 室 进 行

奴卡菌指纹图谱库的自建可以有效改善菌种鉴定结果［２７］。

２．４．３．５　巴尔通体　巴 尔 通 体 是 慢 生 长（需 要７ｄ～６周）

的细胞内革兰阴性球菌或杆菌，并且到目前为止无可靠的生

物化学鉴定方法。已有研究报道，使用 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ成

功鉴定巴尔通体，并 具 有 较 高 的 准 确 率（种 水 平＞９２．３％），

此外每个亚种均发现有特异峰［２８］。

２．４．３．６　贝 纳 柯 克 斯 体　贝 纳 柯 克 斯 体 是 引 起 Ｑ热 的 细

胞内病原菌，具有高度 的 传 染 性，以 往 诊 断 主 要 依 靠 基 于 核

酸的分子检测技 术。有 研 究 报 道，ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ也 可 用

于该种病原的鉴定中，但 检 测 算 法 及 质 量 范 围 与 细 菌、真 菌

的鉴定方法有所差异［２９］。

２．５　影响鉴定结果的主要因素

２．５．１　检测前因素

２．５．１．１　培养基的影响　对于 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ微生物鉴

定系统 来 说，不 同 培 养 基 培 养 导 致 菌 株 肽 质 量 谱 有 所 变

化［３０］。某些菌 种 的 肽 质 量 谱 对 不 同 成 分 的 培 养 基 较 为 敏

感，肽质量谱会有较大差异，尤其是采用直接涂抹法，会影响

鉴定率［３１］。大多数的菌种对不同成分的培养基产生 肽 质 量

表达谱变化没有特异性，不影响菌种的鉴定［３２－３３］。培养基对

鉴定结果的影响，主要在于菌体蛋白样本制备过程中是否混

杂有培养基的成分（主 要 为 盐 离 子），导 致 离 子 抑 制，降 低 了

检测灵敏度，样本谱图采集困难（激光强度需提高，谱图叠加

数量增加）、信号噪音大、峰数目少，难于鉴定［３４－３５］。因此，培
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养基的物理性质，即固体、半固体、液体是微生物质谱鉴定所

需要关注的。不同物理形态的培养基培养后，菌株的前处理

方式不同。固体表面培 养 的 菌 株，按 乙 醇／甲 酸 法 制 备 样 本

即可；液体及半固体培 养 基 培 养 的 微 生 物，洗 涤 菌 体 是 有 效

降低培养基成分影响的有效途径。洗涤不充分，培养基残留

成分会影响质谱峰图；多次洗涤尽管可以去除杂质，但费时、

影响检测效率。洗涤一次后离心处理，即可获得理想的肽指

纹图谱。因此，液 体、半 固 体 培 养 的 微 生 物，采 用ＰＢＳ洗 涤

一次后预提取蛋白，即可完全可以达到质谱检测的要求［３４］。

２．５．１．２　培养环境　因 生 长 速 度 不 同，菌 株 培 养 时 间 的 选

择应根据培养经验，选 择 菌 株 菌 落 生 长 最 为 茂 盛 时，比 如 分

枝杆菌３ｄ［３６］、大肠埃希 菌、金 黄 色 葡 萄 球 菌 为１ｄ，室 温 存

储或微需氧培养时间过长，严重影响鉴定结果；４℃条件，存

放８ｄ不影响菌株识 别［３７］。每 次 培 养 都 保 持 一 定 的ｐＨ 值

及固定的生长率是很难实现的，不同ＰＨ值的培养基会影响

菌株的生长速率、影响菌株的细胞形态，但对用于种、属鉴定

的肽质量谱，即 用 于 菌 株 识 别 的 高 丰 度 蛋 白 无 影 响［３８］。不

同的培养温度（２６℃～３７℃）会 影 响 菌 株 的 表 型 特 征，高 温

范围３２、３７℃的肽质量 谱 非 常 相 似，不 影 响 鉴 定；低 温 范 围

２６℃，肽质量谱会有较大差异［３８］。建议待鉴定菌株的培养

温度与建库菌株的培养温度保持一致。

２．５．２　检测中的因素

２．５．２．１　样本制备　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ质 谱 鉴 定 样 本 的 基

本前期处理有两种方式，直接涂布法与预提取法。预提取法

根据不同的菌种类型有不同的处理方式，如：（１）适用于大部

分微生物的乙醇／甲酸提取法：取适量（５～１０ｍｇ）样品，加入

３００μｌ水，仔 细 混 匀，再 加 入９００μｌ无 水 乙 醇、混 匀；高 速

（１０　０００～１６　０００ｒ／ｍｉｎ）离 心２ｍｉｎ，弃 去 上 清；加 入５０μｌ

７０％甲酸，混匀，再加入５０μｌ乙腈，混匀，高速离心２ｍｉｎ，吸

出上清备用。（２）适 用 于 灭 活 含 孢 子 体 微 生 物 的８０％三 氟

乙 酸 （ｔｒｉｆｌｕｏｒｏａｃｅｔｉｃ　ａｃｉｄ，简 称 ＴＦＡ）提 取 法：取 适 量

（５～１０ｍｇ）样品，加入５０μｌ　８０％ ＴＦＡ，反 复 吹 打 至 样 品 完

全溶解或变性，放置１０～３０ｍｉｎ，加入１５０μｌ水和２００μｌ乙

腈，混匀，高速离心２ｍｉｎ，吸出上清备用。（３）适用于灭活不

含孢 子 体 的 微 生 物 的５０％乙 腈／２．５％ＴＦＡ提 取 法 取 适 量

（５～１０ｍｇ）样品，加 入１００μｌ水，仔 细 混 匀，再 加 入１００μｌ

５％ ＴＦＡ／乙腈，仔细混匀，高 速 离 心２ｍｉｎ，吸 出 上 清 备 用。

（４）适用于 酵 母 和 厚 壁 微 生 物 的 海 沙／丙 酮－乙 醇／甲 酸 提 取

法：取 适 量（５～１０ｍｇ）样 品 至 研 钵 中，加 入 适 量 海 沙 和

５００μｌ丙 酮，仔 细 研 磨 至 丙 酮 完 全 挥 发。加 入５００～７００μｌ

２０％ 甲酸，短时匀浆；吸 出３００μｌ溶 液，加 入９００μｌ无 水 乙

醇，仔细混匀，高速离心２ｍｉｎ，弃去上清；加入５０μｌ　７０％甲

酸，仔细混匀，再加入５０μｌ乙腈，仔细混匀，高速离心２ｍｉｎ，

吸出上清备用。目前，直接涂抹法及预提取法均有使用。样

品的处理方法对基质 和 样 品 的 结 晶 状 态 影 响 很 大。对 于 直

接菌落涂抹法，操作较为简便。但无论是基质直接覆盖菌落

还是与菌落混合，所产生的结晶成斑点状、不均一，重复性较

差；谱图峰数量较少，并且样本量对谱图质量有显著的影响；

对于操作者来说，菌量 的 控 制 很 难 均 一，导 致 谱 图 的 重 复 性

不理想。预提取法样品与基质的结晶均一，具有很好的重复

性；肽质量谱具有很好 的 重 复 性，峰 数 目 及 质 量 均 好 于 直 接

涂抹法［３４，３９］。

此外从生物安全角 度 来 说，直 接 涂 抹 法 为 活 菌 检 测，易

造成环境及人员污染，存在安全性风险；预提取方法处理后，

普通细菌及带荚膜的 细 菌 可 被 灭 活，带 芽 胞 的 细 菌 乙 醇／甲

酸法处理后，适 宜 的 条 件 下 可 正 常 生 长，８０％ ＴＦＡ法 处 理

后可完全灭活。

２．５．２．２　标 本 直 接 检 测 中 样 本 量 的 影 响　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ

ＭＳ技术对置于靶板上 的 细 菌 的 最 低 检 测 限 约 为１×１０４～
１×１０６　ＣＦＵ／ｍｌ。直接检 测 阳 性 血 培 养 瓶 的 细 菌 浓 度 需 要

１×１０７　ＣＦＵ／ｍｌ［４０－４１］，直接检测中段尿样 本 中 病 原 菌 至 少 需

要的细菌数量是１×１０５　ＣＦＵ／ｍｌ［４２］。若 直 接 检 测 血 液 以 及

中段尿等临床样本中的病原菌，首先必须富集细菌。细菌量

１×１０５　ＣＦＵ／ｍｌ的 尿 液 样 本 进 行 直 接 的 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ
鉴定，尿液样本经过差速离 心 法 处 理 后，有８７．５％～９２．０％
的敏感性［４３－４４］。多数情况 下 细 菌 数≥１×１０５　ＣＦＵ／ｍｌ的 样

本能产生更高的鉴定 分 数，而 随 着 样 本 中 细 菌 数 的 降 低，鉴

定成功 的 比 例 和 鉴 定 分 数 也 在 下 降，当 菌 落 数 ＜１×

１０４　ＣＦＵ／ｍｌ时，不能得到可靠的鉴定结果［４５］。

２．５．２．３　样品稳定 性、样 品 保 存　预 提 取 方 法 制 备 的 蛋 白

样本，可于４℃保存１周，－２０℃保存１个月，－８０℃保存３
个月；样本真空冻干后－２０℃或－８０℃保存１年，可正常使

用。点样、与基质结合的 样 本 点，根 据 不 同 的 前 处 理 方 法 及

菌种的 差 异，可 保 存２ｄ～１周。部 分 特 殊 样 本 需 在 点 样 后

２ｈ内完成检测。

２．５．２．４　手动及自 动 蛋 白 谱 图 获 取　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ系

统具备手动及自动采 样 两 种 采 样 方 式。自 动 采 样 是 在 调 整

好的一致性的参数下进行谱图数据采集，速度快、自动化、无

需人员看守；对于不同的样本点，蛋白量不一致、结晶状态不

一致，而自动采样采用一致的采集路径、统一的激光强度、固

定的谱图叠加 次 数，对 于 质 量 差 的 样 本 点 会 有 不 理 想 的 谱

图，导致某些点鉴定 不 出 或 得 分 较 低。手 动 谱 图 采 集，可 随

时调整参数，便于在整 个 点 样 点 范 围 内 采 集 到 理 想 的 数 据。

针对临床使用，建议对于大批量的数据首先采用自动采样程

序进行采集，没有鉴定 或 得 分 较 低 的 样 本 点，采 用 手 动 模 式

进行数据补采。

２．５．２．５　结果判定标准　目前商业化的微生物质谱识别系

统都有各自的属、种判 读 标 准，具 体 可 参 见 各 系 统 的 操 作 说

明。值得注意的是，为避 免 假 阳 性，一 般 商 业 质 谱 的 判 定 标

准较为严格，使用者可 根 据 自 己 的 数 据 库 系 统，在 使 用 经 验

积累 及 科 研 评 估 的 基 础 上，根 据 不 同 菌 种 特 性 调 整 判

定值［４６］。

２．５．２．６　混合感染样本　对于 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ微生物检

测系统，混合样本的检测是难题。混 合 菌 蛋 白 丰 度、肽 质 量

谱 差 异 性 以 及 特 异 性 均 会 影 响 鉴 定 结 果，可 能 会 检 测 出

≥２种 菌 种，也 可 能 只 能 检 测 出 优 势 菌，或 得 到 无 法 鉴 定

的 结 果。
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