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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 ｉｏｎｉｓａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ－ｏｆ－
ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ， ＭＡＬＤI－ＴOＦ－ＭS）技术是一项应用于细菌全细胞快速检测的新技术。 该技术具

有操作简便、检测快速、准确、价格低廉的特点。 既弥补了传统细菌鉴定方法检测时间长的缺点，又降低

了患者的医疗负担，适用于细菌性感染患者，尤其是危重症患者的快速检测，为临床救治争取了宝贵的

时间。ＭＡＬＤI－ＴOＦ－ＭS 技术在临床微生物检验中具有广阔的应用前景。然而，目前该技术的应用仍有一

定的局限性，其检测的准确性受被测菌纯度、实验操作等的影响，且对某些菌种的鉴定准确性不高，对

病毒检测的过程较复杂等。 因此，对 ＭＡＬＤI－ＴOＦ－ＭS 技术的应用局限性以及其在细菌耐药性的常规检
测和菌种质谱数据库的扩展等方面仍需进一步的探索研究。
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  基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱 （ｍａｔｒｉx－ａｓｓｉｓｔｅｄ

ｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ｉｏｎｉｓａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ －ｏｆ －ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，

ＭＡＬＤI－ＴOＦ－ＭS）是近几年快速发展起来的一项应用于细菌

全细胞快速检测的技术。 其核心技术是利用激光辐射样品与

基质的共结晶体，基质分子吸收能量与样品解吸附并使样品

电离，经过飞行时间检测器，将不同质荷比（ｍ ／ ｚ）的离子分

开，形成细菌特异性的质谱图，软件自动将待测细菌质谱图

与标准细菌库进行比较，来确定病原菌的种属。 临床上细菌

性感染由于病情急、重而受到普遍重视，病原学的快速诊断

是提高抢救成功率的关键， 也是处理突发疫情的必要条件。

而细菌生长慢的特性使得其培养时间长、鉴定速度慢，成为

快速诊断的瓶颈。 德国布鲁克公司的 ＭＡＬＤI Bｉｏｔｙｐｅｒ 型鉴定

仪是专门针对微生物快速鉴定而设计，为临床微生物快速诊

断带来革命性突破，于 ２００８ 年首次进入临床检验实验室，并

在欧美国家得到蓬勃发展。 我院自 ２０１１ 年应用 ＭＡＬＤI Bｉｏ-

ｔｙｐｅｒ 型鉴定仪鉴定临床分离病原菌 ２３ ５６０ 株， 并成功获批

军队新技术准入。 该鉴定仪具有简便、快速、准确、低耗的特

点，也有值得改进及开发的功能，现将其临床应用体会报告

如下。

１ ＭＡLＤI-ＴＯＦ-ＭＳ 技术的特点

１．１ 质谱库丰富 ＭＡＬＤI Bｉｏｔｙｐｅｒ 型鉴定仪的 Ｍｉｃｒｏｆｌｅx 质

谱库覆盖范围较广泛， 涵盖了临床常见的分离细菌及真菌，

同时德国布鲁克公司对质谱库进行不定期更新，客户也可以

根据实际情况扩增质谱库。 质谱库最初包括 ２１ 个菌属、１１３

个菌种、４１００ 余株菌株， 现已扩展到 ３８０ 个菌属、２２５０ 个菌

种、５５００ 余株菌株，以及超过 １００ ０００ 组质谱信号，包括临床

少见或生长慢及难培养的分枝杆菌、奴卡菌、军团菌 、厌氧

菌、原壁菌属、李斯特菌属、奈瑟菌属，也涵盖高致病性细菌

如弗朗西斯菌属、炭疽芽孢杆菌、类鼻祖伯克霍尔德菌、霍乱

弧菌和布氏杆菌。

１．２ 操作简便 ＭＡＬＤI Bｉｏｔｙｐｅｒ 型鉴定仪具有简便、 微量、

自动化的特点。 主要流程只需要单菌落点靶板、加微量基质、

靶块快速上机、软件自动判别结果，可实现批量鉴定，不需要

革兰氏染色或氧化酶试验等附加试验，根据分值可以确定鉴

定的属与种的可信度。 仪器维护简便，具备红外激光自动清

洗离子源，通过软件自动提醒、一键式启动，１５ ｍｉｎ 内就可以

把离子源清洗干净。

１．３ 检测时间短 ＭＡＬＤI－ＴOＦ－ＭS 技术检测速度快， 每个

样品测定时间仅需 ２０ ｓ，每 ３０ ｍｉｎ 可测 ９６ 个样品，批量检测

速度更快。 与传统的鉴定方法比较，普通细菌提早 １６－１８ ｈ，

酵母样真菌提早 ２４－４８ ｈ，丝状真菌 ４８ ｈ 至 ７ ｄ，慢生长细菌

如结核分枝杆菌提早 ２－６ w［１］。 为细菌性感染的患者特别是
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重症患者的救治争取到宝贵的时间，更适合突发疫情的应急

处理。

１．４ 成本低廉 前期除了仪器的投入，另外仅需要购买基质

α－氰基－４－羟基肉桂酸和基质溶剂乙醇、乙腈和甲酸，这些试

剂价廉、基质用量少（１ μｌ）、使用时间较长，９６ 孔不锈钢靶板

清洗后可以长期重复利用，大大降低了检验成本。

１．５ 鉴定准确 ＭＡＬＤI－ＴOＦ－ＭS 技术应用最广泛、 最成熟

的是鉴定临床标本分离培养的细菌纯菌落，由于测定的是病

原菌的核糖体蛋白，因此具有很高的重复性与准确性。 数据

库覆盖临床常见的细菌，包括革兰阴性菌、革兰阳性菌以及

真菌的不同菌属及种。 Bｅｎａｇｌｉ 等 ［２］ 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％、１００％，其结果与 １６S

ｒＤＮＡ 序列分析几乎 １００％吻合，但是鹑鸡肠球菌、链球菌属

的鉴定一致率较低，分别为 ４４.４％和 ７８.９％。我们目前已鉴定

临床病原菌 ２３ ５６０ 株， 包括细菌的 ４３ 个菌属，１３２ 个菌种，

真菌的 ８ 个菌属、２１ 个菌种。其中与 VIＴＥＫ ２ ｃｏｍｐｅｃｔ 全自动

细菌鉴定仪鉴定平行对照 ８６２２ 株，直接临床检测 １４ ８３８ 株，

对两种方法不一致的结果以 １６S ｒＤＮＡ 序列分析方法确定。

结果表明，ＭＡＬＤI－ＴOＦ－ＭS 技术对不同菌属与不同菌种的鉴

定能力有差别，主要体现在：（１）主要革兰阴性菌在属和种水

平上与 VIＴＥＫ ２ ｃｏｍｐｅｃｔ 全自动细菌鉴定仪鉴定结果的符合

率分别为大肠埃希菌属 （３２７７ 株）９９％和 ９９％、 克雷伯菌属

（１２２４ 株）９７％和 ９４％、假单胞菌属（７４３ 株）９４％和 ８９％、不动

杆菌属（３６６ 株）９４％和 ７６％、肠杆菌属（２６６ 株）９３％和 ７３％、

柠檬酸杆菌属（１２３ 株）９５％和 ８４％、沙雷菌属（８４ 株）９３％和

８８％、气单胞菌属（７２ 株）９９％和 ５２％、沙门菌属（５８ 株）１００％

和 ６０％（仅鼠伤寒沙门菌和肠炎沙门菌可鉴定到种）、布鲁菌

属（４２ 株）１００％和 １００％、弧菌属（３６ 株）８３％和 ３３％、罗尔斯

顿菌属（１２ 株）１００％和 １００％；（２）主要革兰阳性菌在属和种

水平上与 VIＴＥＣ II 鉴定结果的符合率分别为葡萄球菌属

（４３４ 株）９８％和 ９４％，链球菌属（１４６ 株）７７％和 ７７％，肠球菌

属 （１２１ 株 ）９８％和 ９８％；（３） 主要真菌在属和种水平上与

VIＴＥＣ II 鉴定结果的符合率分别为酵母样真菌 （２２７ 株 ）

９８.６８％和 ９０.３１％、丝状真菌（１００ 株）９４％和 ５２％。 鉴定范围

除临床常见病原菌外， 也成功鉴定了 ２ 株弯曲菌、４ 株放线

菌、４ 株奴卡菌、８ 株厌氧菌和 ２２ 株抗酸杆菌。 ＭＡＬＤI Bｉｏ-

ｔｙｐｅｒ 型鉴定仪对不同菌种的鉴定能力除了与细菌蛋白特征

有关外，也与菌种质谱库是否涵盖该菌属（种），以及操作过

程有关。

２ ＭＡLＤI-ＴＯＦ-ＭＳ 技术的临床应用

２．１ 血培养阳性病原菌的鉴定 ＭＡＬＤI Bｉｏｔｙｐｅｒ 型鉴定仪

可使用配套的血培养分析试剂盒（ＭＡＬＤI Sｅｐｓｉｔｙｐｅｒ Ｋｉｔ）用于

血培养阳性菌液的直接测定，但成本较高。 我们以低成本的

无菌体液直接离心及阳性血培养瓶加溶血素等处理亦可得

到较好的结果。 到目前从阳性腹水及引流液阳性培养瓶中直

接提取菌种蛋白，用质谱仪进行鉴定，正确鉴定细菌 １６２ 株，

真菌 ７ 株，从阳性血培养瓶经前处理直接质谱仪鉴定细菌 ８３

株，均与纯培养后鉴定结果一致，其中包括革兰阴性菌、革兰

阳性菌、酵母样真菌及丝状真菌。

对于临床实验室常见的分离株而 ＭＡＬＤI－ＴOＦ－ＭS 鉴定

仪尚未涵盖的菌种，我们可以设计并建立质谱库，扩大其应

用范围，目前通过自建库方式实现了对宋内志贺菌、马耳他

布氏杆菌的准确鉴定。

２．２ 耐药性的检测 ＭＡＬＤI－ＴOＦ－ＭS 技术对细菌耐药性的

检测潜能也正在逐渐被挖掘。 其中研究较多且较成熟的是耐

甲氧西林金黄色葡萄球菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ

ａｕｒｅｕｓ， ＭＲSＡ）和甲氧西林敏感金黄色葡萄球菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ－

ｓｅｎｓｉｔｉvｅ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ， ＭSSＡ）［３，４］。 在 Ｅｄwａｒｄｓ－Jｏｎｅｓ

等［５］对金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ， SＡ）的耐药研

究中发现，ＭＲSＡ 的质谱图包含多个峰， 显著高于 ＭSSＡ 的

峰，且 ＭＲSＡ 与 ＭSSＡ 都有各自的特征峰。 Ｍａjｃｈｅｒｃｚｙk 等［４］研

究显示，ＭＡＬＤI－ＴOＦ－ＭS 技术能够区分基因型相同而耐药性

不同的菌株。 特征性图谱是其鉴别菌株的重要前提，另外也

可以通过寻找耐药菌株的特征性毒力因子来确定耐药菌，如

Bｉｔｔａｒ 等 ［６］人发现杀白细胞毒素的标记物（ｍ ／ ｚ＝ ４４４８）是 SＡ

耐药株。Wｏｌｔｅｒｓ 等［７］对 ＭＲSＡ 中的青霉素结合蛋白 ＰBＰ２ａ 检

测的研究表明， 通过检测 ＰBＰ２ａ 可迅速确认 SＡ 中的甲氧西

林耐药表型。

ＭＡＬＤI－ＴOＦ－ＭS 技术检测产 β－内酰胺酶的耐药菌，其

机制主要是通过耐药菌株与抑制 β－内酰胺酶的抗生素共培

养，在 β－内酰胺酶存在条件下氨苄青霉素脱羧水解，改变了

抗生素化合物的分子质量，ＭＡＬＤI－ＴOＦ－ＭS 鉴定仪通过检测

分解产物（酶切产物），从而间接证明耐药酶的存在。 被测菌

株需要与抗生素共同孵育 １－３ ｈ， 以产生足以被检测到的酶

切产物。 这种检测酶切产物的原理也可以应用到其他产酶类

细菌的抗性机制研究，如各种耐青霉素类、耐头孢菌素类和

耐碳青霉烯类产酶细菌［８－１０］。

３ ＭＡLＤI-ＴＯＦ-ＭＳ 技术临床应用的局限性

３．１ 菌落纯度要求严格 不管是固体培养基的菌落还是液

体培养液必须保证被测菌种是纯的，菌落不纯或细菌混合感

染均会导致检测失败。

３．２ 某些菌种鉴定困难 ＭＡＬＤI－ＴOＦ－ＭS 技术对一些微生

物如志贺菌、大肠埃希菌、肺炎链球菌甲型溶血性链球菌（需

要做奥普托确证试验）、嗜麦芽窄食单胞菌、假单胞菌、气单

胞菌的不同种，无色杆菌属某些种，产碱菌株某些种，李斯特

菌不同种的鉴定不尽如人意，可能与细菌之间的亲缘关系相
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（本文编辑：李霦）

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［１１，１２］。

３．３ 操作过程的影响 选取的菌落纯度、 点靶是否均匀、菌

膜的厚薄均会影响检测结果的分值， 从而影响鉴定的准确

性。 直接点靶革兰阴性菌较革兰阳性菌更容易鉴定成功。

３．４ 质谱数据库的完善 质谱数据库虽然不定期更新，但一

些新型、少见菌属或菌种的鉴定仍可能因质谱数据库缺少相

应的数据而导致鉴定失败，因此仍需要不断完善和丰富质谱

数据库。

３．５ 尚未实现细菌药敏试验的常规检测 ＭＡＬＤI－ＴOＦ－ＭS

质谱仪基于细菌耐药机制检测的研究尚处于起步阶段，需结

合不同菌种的耐药机制进行研究，或结合其他方法共同完成

耐药检测。

３．６ 病毒检测的局限性 采用 ＭＡＬＤI－ＴOＦ－ＭS 技术诊断病

毒感染还不是很成熟， 其检测的结果受 ＰＣＲ 反应的影响，引

物的设计要求比较高， 质谱核酸检测对样本的纯度要求很

高，ＰＣＲ 反应体系中的离子会影响质谱检测的分辨率和信号

强度，因此对样本需要进行很好的纯化，这使得检测的过程

更加复杂［１３，１４］。

ＭＡＬＤI－ＴOＦ－ＭS 技术在临床实验室的应用体现了快速、

准确、方便、低成本的优越性，适合于常规微生物实验室检

测，为细菌性感染患者特别是重症患者的救治争取到宝贵的

时间，具有很好的应用前景。 但是，无菌体液、血液感染的培

养液直接检测标准化方法的探索、 细菌耐药性的常规检测、

亲缘关系相近病原菌的识别，以及临床菌种质谱库的扩展等

问题， 使得 ＭＡＬＤI－ＴOＦ－ＭS 技术的应用还需要进一步的开

发与探索。
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