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  【摘要】 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， MALＤI-TOＦ-MS）技术是一项能够分析多种组分（如蛋白质、脂类、脂多糖等）

的技术，其以操作简便、自动化、快速和高通量的优点成为临床微生物检验的新方法。 MALＤI-TOＦ-MS
技术在细菌、真菌和厌氧菌鉴定中较其他常用微生物检验方法的准确率高，且均可鉴定到种。 但在亲缘

关系较近的链球菌属和嗜麦芽窄食单胞菌中的鉴定准确性较低， 仍需进一步探索研究。 MALＤI-TOＦ-
MS 技术对金黄色葡萄球菌、产碳青霉烯酶细菌和鲍曼不动杆菌等的耐药性筛查具有较高的准确率，但

对肠杆菌科耐药性的检测效果较差，仍需深入研究。 随着细菌数据库及标准菌株图谱的完善，MALＤI-
TOＦ-MS 技术必将在微生物鉴定、分型和耐药监测等方面发挥更大作用。
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  目前，在医院临床微生物实验室鉴定细菌主要依赖于传

统的生物化学反应、分子生物学和形态学等方法，培养分纯

出单个细菌菌落的鉴定耗时长，即使使用自动化细菌鉴定仪

器， 在时间上还是不能满足临床对检测结果时效性的要求；

而基于分子生物学方法进行微生物鉴定大大地提高了灵敏

度和时效性，但对工作人员技术要求高，检测成本高，只能针

对某些特定菌株， 还是难以满足临床常规要求。 自 80 年代

初， 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，

MALＤI-TOＦ-MS）技术就已经成为一个用于研究与分析蛋白

质特征的有利工具，以其操作简便、自动化、快速、高通量等

优势受到青睐，并开始应用于医院微生物实验室，成为了一

种新的微生物鉴定方法。 然而由于仪器昂贵，一次性投入成

本高，MALＤI-TOＦ-MS 在国外临床微生物实验室的应用尚未

普及， 在国内临床微生物检验中的应用也刚刚起步。 但是，

MALＤI-TOＦ-MS 质谱技术以其固有的优势进入临床微生物

诊断，发展迅速，并预计在将来彻底改变微生物实验室的面

貌。 本文就国内外对 MALＤI-TOＦ-MS 技术用于临床微生物

鉴定临床分离菌株及细菌耐药性研究的最新进展做一综述。

１ MＡLＤＩ－ＴＯＦ－MＳ 技术

MALＤI-TOＦ-MS 分析法是通过对被测样品离子质荷比

的测定来进行分析的一种分析方法，其基本原理是使样品中

的分析物在离子源中发生电离，生成不同质荷比的带电荷的

离子，经加速电场的作用，形成离子束，进入质量分析器。 质

量分析器将同时进入其中的不同质量的离子按质荷比大小

分离。 分离后的离子依次进入离子检测器，采集放大离子信

号，经计算机处理，绘制成质谱图。 这些原理使 MALＤI-TOＦ-

MS 能完成多种成分（包括蛋白质、脂类、脂多糖和脂寡糖 、

ＤNA、多肽及其他能被离子化的分子）的分析［1，2］。同时具有样

本制备方便、实验操作简单、数据库可不断扩展等优点，可实

现样本微量化、高通量检测和结果自动分析，检测过程从上

样到结果报告可在数分钟内完成。

2 在临床微生物细菌鉴定中的应用

2．１ 细菌鉴定 近年来， 用 MALＤI-TOＦ-MS 鉴定细菌的报

道不断增加，由于分析所需细菌的样本量小，只需要将菌株

培养 24 h 后就可分析， 分析每个样本孔需 1 min 左右的时

间， 显示出这一技术在临床病原菌鉴定中广阔的应用前景。

2010 年，Biｚｚini 等 ［3］对使用 MALＤI-TOＦ-MS 方法和传统方

法鉴定临床分离细菌进行了比较， 用 MALＤI-TOＦ-MS 鉴定

1371 株已用传统方法鉴定完成的临床分离株， 其中 1278 株

（93.2％）可以鉴定到种的水平，73 株（5.3％）可以鉴定到属的

水平，不能够准确鉴定的有 20 株（1.5％）；在被鉴定到种的水

平的 1278 株菌中，有 63（4.9％）株的鉴定结果与传统方法的

鉴定结果不一致，其中绝大多数（42 ／ 63）不一致的结果是由

系统数据库相关分类的差异造成的，14 株是由质谱仪的分辨

率较低造成的，另外的 7 株是由于传统方法的鉴定错误。 van

Vｅｅn 等［4］也对 980 株临床分离细菌进行了前瞻性实验研究，

结果表明 MALＤI-TOＦ-MS 对菌株进行鉴定的准确性要高于
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传统的生化方法（92.2％和 83.1％）。 MALＤI-TOＦ-MS 可以准

确鉴定 97.7％的肠杆菌科 ，92.0％发酵型革兰阴性杆菌 ，

94.3％的葡萄球菌，84.8％的链球菌及 85.2％的酵母菌。

随着研究不断深入， 各种细菌的质谱数据库逐步完善。

目前，已经有经食品药品监督管理局和国家食品药品监督管

理局批准的质谱仪及相应的质谱数据库，可覆盖包括革兰阴

性菌、革兰阳性菌等临床常见细菌以及真菌的不同菌属及菌

种。 2011 年，Bｅnagli 等［5］用 MALＤI-TOＦ-MS 与 Phoｅnix、API

和 16S rＤNA 序列分析方法对 1019 株菌进行比较研究，证明

加德纳菌、屎肠球菌和粪肠球菌等与其他常规方法的鉴定一

致率分别为 97.4％、100.0％和 100.0％，其结果与 16S rＤNA 序

列分析几乎完全吻合。 但是鹑鸡肠球菌和链球菌属的鉴定一

致率较低，分别为 44.4％和 78.9％。 国内鲍春梅等［6］用 MAL-

ＤI-TOＦ-MS 鉴定 27 个菌属和 73 个菌种共计 1665 株革兰阴

性菌，在属和种水平上与 Vitｅk2 鉴定结果的符合率埃希菌属

为 99％和 99％， 克雷伯菌属为 95％和 90％， 假单胞菌属为

94％和 89％， 沙雷菌属为 93％和 88％， 肠杆菌属为 93％和

73％，并将细菌鉴定时间由 16-18 h 缩短到 3-5 min。 而鉴定

气单胞菌、弧菌和沙门菌在种的水平结果不理想，符合率仅

为 37％、27％和 0％。

吕佳等［7］研究发现直接涂抹法虽操作简便，可重复性好，

但相对而言，其质谱峰的质量易受涂抹均匀性、杂质（如脂质

和多糖）峰等背景峰干扰，造成信噪比降低，直接影响鉴定结

果的准确性。 提取法能有效提取细菌表面蛋白，降低背景峰

干扰，信噪比良好，是值得推荐使用的处理方法。

MALＤI-TOＦ-MS 技术对有些微生物，如链球菌属和嗜麦

芽窄食单胞菌的鉴定不尽如人意，可能与细菌之间的亲缘关

系相近或特殊蛋白指纹图谱峰的特征性不明显有关，需要在

实际临床应用中不断探索［4］。

2．2 真菌鉴定 采用 MALＤI-TOＦ-MS 技术对真菌进行检测

的研究相对较晚。 2000 年，Wｅlham 等［8］首次对 MALＤI-TOＦ-

MS 技术在青霉菌、 小柱孢菌和红色毛癣菌等真菌检测中的

应用进行了初步研究。 之后很多学者对 MALＤI-TOＦ-MS 在

致病性酵母菌和丝状真菌检测中的准确性、检测条件以及应

用范围等方面进行了更为深入地研究。

2011 年，Pｕtignani 等 ［9］对 303 株临床分离的酵母菌和酵

母样菌采用 MALＤI-TOＦ-MS 进行检测， 与传统方法鉴定的

符合率为 84.8％，经基因分型校正后，鉴定准确率为 91.7％，

其中 20 株由于数据库数据缺乏而未得到鉴定 。 2012 年 ，

Sｅyｆarth 等 ［10］采用 MALＤI-TOＦ-MS 与 API 系统两种方法检

测 83 株酵母菌， 二者准确率分别达到 94.0％和 84.3％，而

MALＤI-TOＦ-MS 参考数据库的更新较 API 系统要方便许多。

McTaggart 等 ［11］对 160 株酵母菌（包括 137 株隐球菌和 23 株

非隐球菌）进行了 MALＤI-TOＦ-MS 检测，鉴定到种水平的准

确率为 100％， 而新生隐球菌鉴定到亚种水平的准确度也高

达 98.8％（85 ／ 86）。2012 年，Ｆiracativｅ 等［12］利用 MALＤI-TOＦ-

MS 技术对 164 株新生隐球菌和格特隐球菌进行检测， 能够

100％ 准确鉴定到种，而且能够区分 8 个主要的分子类型。

2012 年，国内靳颖等 ［13］对 MALＤI-TOＦ-MS 鉴定临床常

见的酵母菌株进行了评价，目的是确定其是否适合酵母菌的

快速鉴定。 实验中 MALＤI-TOＦ-MS 对 150 株临床酵母菌在

属的水平上 100％可以被正确鉴定出来， 在种的水平上的鉴

定符合率为 94％。

张明新等［14］对 60 株临床分离的酵母菌研究时，用 MAL-

ＤI-TOＦ-MS 鉴定的结果与 Vitｅk compact 全自动微生物鉴定

系统比对，鉴定符合率为 95％（57 ／ 60），他们认为质谱分析前

准备阶段是鉴定的关键环节，其中培养条件和菌落处理溶剂

是重要影响因素。

MALＤI-TOＦ-MS 在丝状真菌检测中的应用由于丝状真

菌具有多种形态如菌丝、分生孢子等，使得蛋白质谱可能会

因真菌的生长状况和样本部位的不同而发生变化 ， 因此

MALＤI-TOＦ-MS 对丝状真菌的检测相对落后于细菌和酵母

菌，但近年来亦有不少学者对此进行了从基础到临床应用方

面的研究。 Alshawa 等［15］对 360 株临床分离的皮肤癣菌和 21

株小柱孢属菌进行 MALＤI-TOＦ-MS 检测， 鉴定到种的准确

率分别为 91.9％（331 ／ 360） 和 85.7％（18 ／ 21），27 株皮肤癣菌

和 3 株小柱孢属菌没有得到鉴定是因为没有获得质谱信号，

而只有 2 株（0.5％）皮肤癣菌鉴定错误。

2．３ 厌氧菌鉴定 厌氧菌感染常见于临床深部组织及血液

感染，随着临床对厌氧菌感染的日益重视以及细菌培养技术

的提高，其培养阳性率也逐渐提高。 厌氧菌对培养条件及鉴

定条件要求苛刻。 传统生化鉴定技术易受到环境影响，且鉴

定周期长，已不能满足临床实验室快速准确鉴定厌氧菌的需

求。 厌氧菌 16S rRNA 基因序列法虽然有快速、准确的优点，

但操作复杂、成本较高，不适合作为临床实验室常规检测项

目开展。 MALＤI-TOＦ-MS 是一种新型的软电离生物质谱，具

有灵敏、准确、分辨率高的特点，而且操作简单、成本低廉，可

高通量检查样本，为临床微生物检验提供了一种新型的有效

手段。

2014 年，袁梁等 ［16］对 56 株厌氧菌的研究表明，MALＤI-

TOＦ-MS 与 16S rRNA 基因序列法鉴定的符合率为 94.6％；传

统生化 Vitｅk32 ANI 鉴定卡与 16S rRNA 基因序列法鉴定结

果的符合率为 80.4％。 MALＤI-TOＦ-MS 技术鉴定的符合率高

于传统生化鉴定技术。 MALＤI-TOＦ-MS 仪器操作简单，即使

批量鉴定也可在 1-2 h 完成，16S rRNA 基因序列法至少需要

4-6 h 才能完成一个检测周期，而 Vitｅk32 ANI 鉴定卡则需要

24-72 h 才能获得结果 。 在快速检测与高通量检测方面 ，

MALＤI-TOＦ-MS 优势明显， 而且 MALＤI-TOＦ-MS 所使用试
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剂价格低廉，成本也具有一定优势。 该研究中，4 株厌氧菌的

鉴定结果分值小于 1.7 的占 7.1％（4 ／ 56），其中 3 株的结果与

16S rRNA 基因序列法的鉴定结果不一致。 有学者［4］认为这与

Biotypｅr 软件数据库不完善有关 ，Biotypｅr 3.0 软件包含 212

种厌氧菌质谱数据，涵盖大部分临床常见厌氧菌，但如果希

望进一步提高鉴定成功率及扩大使用范围， 仍需完善 MAL-

ＤI-TOＦ-MS 的数据库。

2．４ 血液及体液标本的培养鉴定 部分研究人员对 MAL-

ＤI-TOＦ-MS 检测血培养中病原菌的方法学进行了评价。尽管

研究者们使用了不同的血培养系统，但尚无证据表明血培养

系统对实验结果的影响。 2009 年，在 1 项为期 5 个月的回顾

性研究中，研究者 ［17］对 584 份阳性血培养标本进行检测，其

中 562 份为单一菌感染，22 份为混合菌感染。 实验结果显示

可鉴定 94％的革兰阴性杆菌，但只能鉴定 67％的革兰阳性球

菌，尤其是链球菌无法鉴定。 通过比较不同的溶剂，发现使用

乙腈作为前处理的溶剂不利于革兰阳性球菌的鉴定。 另一项

为期 9 w 的研究［18］发现，122 份阳性血培养标本中，98.55％的

标本可鉴定至种属水平，发生鉴定错误的细菌主要见于链球

菌和葡萄球菌。 10 株肺炎链球菌中有 8 株无法鉴定，2 株虽

可鉴定至种，但其所获鉴定评分较低（1.7～2）。

通过上述研究可见，MALＤI-TOＦ-MS 快速、可靠，但对肺

炎链球菌的鉴定尚存在一定困难，必须用其他方法确认。 如

使用链球菌胶乳凝集试剂可成功地将肺炎链球菌与缓症链

球菌区分。

Lｅｅ 等 ［19］用 MALＤI-TOＦ-MS 直接对尿液样本鉴定腐生

葡萄球菌，并与目前通用的鉴定系统包括 BＤ 公司的 Phoｅnix

鉴定仪、 梅里埃公司的 Vitｅk2 鉴定仪和 MicroScan 鉴定系统

进行比较。 通过 16S rRNA 和 rpoB 基因测序确定，鉴定正确

率分别为 100％、86.7％、86.7％和 93.3％。

Ｆｅrrｅira 等 ［20］用 MALＤI-TOＦ-MS 联合 ＵＦ-1000I 流式细

胞仪直接对 220 份细菌含量大于 105 CＦＵ ／mL 的尿路感染标

本进行细菌鉴定，结果对最常引起尿路感染的大肠埃希菌在

种的水平上的鉴定正确率分别为 91.8％和 92.7％。 该研究表

明 ， 当患者为单一菌感染且菌落计数达 105 CＦＵ ／mL 时 ，

MALＤI-TOＦ-MS 的种属鉴定准确率可以达到 90％以上，而

对于混合性细菌感染尿液标本的鉴定，其鉴定正确率会大大

降低。

尽管 Nyvang 等 ［21］报道了用 MALＤI-TOＦ-MS 在 30 min

内快速鉴定出 1 例患者脑脊液标本中肺炎链球菌的结果，然

而目前该技术对胸水、腹水、脑脊液、脓液等标本的直接检测

的相关报道还比较少，应用于这些无菌部位体液中病原的直

接鉴定还有待于进一步探索。

３ 在耐药性筛查中的应用

MALＤI-TOＦ-MS 对耐药细菌的检测潜能正在被逐渐挖

掘。 多数研究采用以下方法：①寻找耐药菌株与敏感菌株间

的特征性蛋白和图谱峰； ②通过耐药菌株与抗生素共培养，

然后检测分解产物。2000 年，Edwards 等［22］在对金黄色葡萄球

菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ， SA）的耐药研究中发现，耐甲氧西

林金黄色葡萄球菌 （mｅthicillin-rｅsistant Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕ-

ｒｅｕｓ， MRSA）的质谱图中多个峰值（82～209）显著高于甲氧西

林敏感金黄色葡萄球菌 （mｅthicillin sｅnsitivｅ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ

ａｕｒｅｕｓ， MSSA）（37～67）的峰值，且 MRSA 和 MSSA 都有各自

的特征峰，MRSA 菌株蛋白质指纹图谱特征峰主要位于 500～

2000 质荷比的小分子量范围内。 2006 年，Majchｅrcｚyk 等［23］研

究显示，MALＤI-TOＦ-MS 能够区分基因型相同的不同耐药性

菌株，主要就是根据不同耐药性菌株所具有不同的特征性图

谱。 Woltｅrs 等［24］对 MRSA 中的青霉素结合蛋白 PBP2a 检测

的研究结果表明，通过寻找耐药菌株的特征性蛋白也可以确

定耐药菌，以及迅速确认 SA 中的甲氧西林耐药表型。 MAL-

ＤI-TOＦ-MS 用于检测产 β-内酰胺酶和碳青霉烯酶的耐药

菌，通过耐药菌株与酶抑制剂抗生素共培养 1-3 h，产生足以

被质谱仪检测到的酶切产物，然后检测分解产物，从而间接

证明耐药酶的存在。 采用此方法已成功检测到对氨苄西林、

哌拉西林、 头孢曲松和头孢他啶耐药的肠杆菌科细菌及产

NＤM-1、VIM-1、ＫPC、OXA-48 和 OXA-162 型碳青霉烯酶的

细菌［25］。

2003 年，国内杜宗敏等［26］研究发现，在 76 株试验菌株中

有 7 株菌株鉴定结果与聚合酶链反应结果不符，进一步的表

型耐药性鉴定表明， 有 2 株为甲氧苯青霉素耐药株， 其他 5

株为敏感株。 mｅcA 阴性的金黄色葡萄球菌也可以表现出耐

药表型。 这可能是由于青霉素结合蛋白的基因有突变，或是

β-内酰胺酶过度表达， 导致 SA 对甲氧苯青霉素耐药的特点

呈不均一性，另外，培养条件和所使用的抗生素浓度和种类

都会影响到耐药性的表型。 耐药性实验的培养条件和 MAL-

ＤI-TOＦ-MS 鉴定时所使用的培养条件不同，可能会导致耐药

性表型的不同表现。

石桂英等［27］发现，MALＤI-TOＦ-MS 对不同细菌耐药性检

测能力不同， 对葡萄球菌可有效鉴别其耐药株与标准株，而

对革兰阴性杆菌尤其是肠杆菌的检测效果较差 。 MALＤI-

TOＦ-MS 将为葡萄球菌属细菌耐药性检测提供一种快速鉴定

方法。 此外，葡萄球菌属细菌耐药株与标准株表面成分的差

异还需进一步研究。

2013 年，王利君等 ［28］以 125 株泛耐药鲍曼不动杆菌及

110 株碳青霉烯类敏感鲍曼不动杆菌为研究对象， 应用质谱

仪的 ClinProTool 软件分析各个峰的 ROC 曲线显示 358 质荷

比质谱峰与 380 质荷比质谱峰的 ROC 曲线下面积均为

0.99，表明无论不完全水解的质谱图多么复杂，只要水解反应

后出现了质谱峰 358 质荷比与 380 质荷比，即可判断鲍曼不
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动杆菌产 OXA-23， 此时统计学分析也显示检测灵敏度及特

异度均为 100％。 通过此方法能快速准确地检测产 OXA-23

鲍曼不动杆菌，从而快速检测不动杆菌的碳青霉烯酶。

综上所述， 在早期和现阶段的研究中，MALＤI-TOＦ-MS

不能正确地鉴定菌株是因为数据库中标准菌株的图谱有限，

质谱峰数据不充分导致得分较低，以及细菌库中没有这些菌

株，而通过国内外不断研究补充数据库后，所有的分离株将

逐步被明确地鉴定出来。 MALＤI-TOＦ-MS 技术具有快速、准

确、高通量的特点，随着国内外临床实验室的广泛应用及数

据库的进一步完善，必将在微生物鉴定、分型、耐药监测等多

方面发挥更大作用。
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