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Percoll 分离法和 SDS 沉淀法联合 MALDI-TOF MS 
在快速鉴定血流感染病原菌中的应用

刘沫然 郑玉婷 李红柳 肖铟 杜欣 才奇博 

【摘要】 目的 分析细胞分离液 Percoll 分离法和十二烷基硫酸钠（SDS）沉淀法联合基质辅助激光解

析电离飞行时间质谱（MALDI-TOF MS）在快速鉴定血流感染病原菌中的应用。方法 收集 2022 年 1—11 月 

齐齐哈尔医学院附属第三医院检测的 300 份血培养报警阳性标本（报警时间＜48 h），通过 Percoll 分离法和

SDS 沉淀法快速提取血培养阳性病原菌，并采用 MALDI-TOF MS 法直接鉴定提取物，将鉴定结果与传统血

培养 16～24 h 的结果进行比较。结果 300 份血液标本分离出 210 株革兰阴性（G-）菌、78 株革兰阳性（G+）

菌、12 株念珠菌。采用 Percoll 分离法鉴定 G+ 菌、G- 菌、念珠菌的鉴定率均明显高于 SDS 沉淀法（G+ 菌 ：

92.31% 比 76.92%，G- 菌 ：98.57% 比 90.48%，念珠菌 ：83.33% 比 33.33%，均 P＜0.05）。MALDI-TOF MS 对

Percoll 分离法处理后的 G+ 菌、G- 菌鉴定率均明显高于 SDS 沉淀法处理后的病原菌鉴定率（G+ 菌 ：89.74%

比 64.10%，G- 菌 ：95.71% 比 80.96%，均 P＜0.05）。MALDI-TOF MS 对 Percoll 分离法处理后标本病原菌鉴

定率与传统血培养真菌鉴定率比较差异无统计学意义。MALDI-TOF MS 对 SDS 沉淀法处理后的 G+ 菌、G-

菌鉴定率均明显低于传统血培养。结论 Percoll 分离法联合 MALDI-TOF MS 可提高血流感染病原菌的鉴

定率，适用于直接鉴定病原菌，与传统血培养鉴定结果接近，具有成本低廉、操作简单等优点，值得推广。

【关键词】 细胞分离法； 十二烷基硫酸钠沉淀法； 基质辅助激光解析电离飞行时间质谱； 血流感染
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【Abstract】 Objective To analyze the application of cell separation solution Percoll seperation and sodium 

dodecyl sulfate (SDS) precipitation combined with matrix assisted laser desorption ionization time-of-flight mass 

spectrometry (MALDI-TOF MS) in rapid identification of pathogens of bloodstream infection. Methods The  

300 positive blood culture samples (alarm time < 48 hours) were collected from the Third Affiliated Hospital of 

Qiqihar Medical College from January 2022 to November 2022. Percoll separation method and SDS precipitation 

method were used to quickly extract the positive pathogens in blood culture, and then MALDI-TOF MS method 

was used to directly identify the extracts. The results of identification were compared with those of traditional blood 

culture for 16-24 hours. Results The 210 strains of Gram negative (G-) bacteria, 78 strains of Gram positive (G+) 

bacteria and 12 strains of Candida were isolated from 300 blood samples. The identification rates of G+ bacteria, G- 

bacteria and Candida were significantly higher by Percoll separation than those by SDS precipitation (G+ bacteria: 

92.31% vs. 76.92%, G- bacteria: 98.57% vs. 90.48%, Candida: 83.33% vs. 33.33%, all P < 0.05). The identification 

rates of G+ and G- bacteria by MALDI-TOF MS after Percoll separation were significantly higher than those after 

SDS precipitation (G+ bacteria: 89.74% vs. 64.10%，G- bacteria: 95.71% vs. 80.96%, both P < 0.05). There was 

no statistical difference between the identification rate of pathogenic bacteria in the samples treated with Percoll 

seperation method by MALDI-TOF MS and that of traditional blood culture. The identification rates of G+ and 

G- bacteria after SDS precipitation were lower than those by traditional blood culture. Conclusions Percoll 

separation combined with MALDI-TOF MS could improve the rapid identification rate of bloodstream infection, and 
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 近年来，由于临床各类侵入性操作的增加以及

抗菌药物的不合理应用，会削弱患者机体免疫功能，

增加血流感染的发生率［1］。血流感染具有病情发展

迅速且危及生命等特点，会引发机体严重损伤，也是

导致重症监护病房（intensive care unit，ICU）患者死

亡的重要原因之一，现已引起临床的高度重视与关

注［2-3］。传统血培养鉴定具有易操作、结果准确等优

点，但耗费时间较长，细菌培养一般需 16～24 h［4］。 

然而对血流感染患者而言，时间就是生命，及早鉴定

出病原菌对提高患者存活率具有重要意义。细胞分

离液 Percoll 是一种硅胶颗粒，含有乙烯吡咯烷酮，

不能穿透生物膜，因此多用于病毒、细菌和细胞分 

离［5］。十二烷基硫酸钠（sodium dodecyl sulfate，SDS） 

沉淀法利用温和的表面活性剂纯化菌体，去除干

扰因素，从而提高细菌鉴定率。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）是一种新型的细菌鉴定技术，不仅可以鉴

定纯培养的菌落，还可以直接鉴定培养结果为阳性

的体液、尿液、血液标本，与传统血培养方法比较，

明显缩短了细菌鉴定时间［6-7］。本研究收集 2022 年 

1—11 月齐齐哈尔医学院附属第三医院接收的 300 份 

血培养报警阳性标本，探讨 Percoll 分离法和 SDS 沉

淀法联合 MALDI-TOF MS 在快速鉴定血流感染病

原菌中的应用价值，现将结果报告如下。

1 资料与方法 

1.1 样本收集　收集 2022 年 1—11 月齐齐哈尔医

学院附属第三医院接收的 300 份血培养报警阳性标

本（报警时间＜48 h），剔除同日同一位患者重复报

警的标本。

1.2 仪器与试剂　安图 AUTOF-MS1000 基质辅助

激光解析电离飞行时间质谱仪购自郑州安图生物工

程股份有限公司，BD 9120 全自动血培养仪购自美

国 BD 公司，DL96A 全自动微生物鉴定及药敏分析

系统购自珠海迪尔生物工程股份有限公司，HF151

细菌培养箱由上海力申科学仪器有限公司提供。

SDS 溶液购自北京中诺泰安科技有限公司，Percoll

细胞分离液购自北京索莱宝科技有限公司，中国蓝

琼脂平板和血琼脂平板均购自郑州安图生物工程股

份有限公司。

1.3 研究方法

1.3.1 菌种鉴定　将收集的血培养报警阳性标本立

即接种到血琼脂平板和中国蓝琼脂平板，在 35 ℃需

厌氧环境中培养 16～24 h 后，对单个菌落进行染色

镜检，通过 MALDI-TOF MS 对细菌进行直接鉴定。

1.3.2 Percoll 分离法　取 3 mL 0.9% 氯化钠溶液和 

3 mL 培养瓶内容物，加入 15 mL 离心管中，混匀后以

1 000 r/min（离心半径为 8 cm）离心 10 min，将上清

液移至另一支离心管中，以 5 000 r/min 离心 5 min， 

弃上清液，加入 0.4 mL 超纯水，转移至提前加入 2 mL  

Percoll 液的离心管中，氯化钠溶液与 Percoll 溶液的

体积比为 7︰3，以 5 000 r/min 离心 5 min，弃上清液，

转移余下的液体至平底 EP 管，以 13 000 r/min 离心

2 min，弃上清液，重复洗涤 2 次，直至洗涤液清亮。

1.3.3 SDS 沉 淀 法　 取 3 mL 0.9% 氯 化 钠 溶 液 和 

3 mL 培养瓶内容物，加入 15 mL 离心管中，混匀后以

1 000 r/min 离心 10 min，将上清液移至另一支离心

管中，加入 1 mL 0.05% SDS 溶液，将管内溶液颠倒混

匀，以 5 000 r/min 离心 5 min，弃上清液，加入 1.5 mL 

超纯水，混匀后转移至平底 EP 管，以 13 000 r/min 离 

心 2 min，弃上清液，重复洗涤 2 次，洗涤后尽可能排

干多余水分。

1.3.4 MALDI-TOF MS 直接鉴定法　取 1 μL 富集菌 

体，涂布在金属靶板（96 孔）上，在室温环境下干燥

处理，加入 1 μL 70% 甲酸，室温环境下干燥处理，加

入 1 μL 基质液覆盖，室温环境下干燥处理，将靶板

置于 MALDI-TOF MS 质谱仪上，进行细菌鉴定分析，

详细记录鉴定结果。

1.3.5 传统血培养鉴定法　将采集的阳性标本接种

到中国蓝琼脂平板和血琼脂平板上，在需厌氧环境

下孵育 16～24 h，孵育温度为 35 ℃，获得纯菌落后，

进行细菌鉴定。

1.4 统计学方法　数据处理采用 SPSS 26.0 软件，

计量资料符合正态分布以均数 ± 标准差（x±s）表

示，采用 t 检验 ；计数资料以例（%）表示，采用 χ2

检验。P＜0.05 为差异有统计学意义。

is suitable for direct identification of pathogenic bacteria. The results are close to those by traditional blood culture, and 

have the advantages of low cost and simple operation, so it is worth promoting.

【Key words】 Cell separation; Sodium dodecyl sulfate precipitation method; Matrix assisted laser desorption 

ionization time-of-flight mass spectrometry; Bloodstream infection
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2 结果 

2.1 Percoll 分离法与 SDS 沉淀法鉴定结果比较　 

300 份标本中分离出 210 株革兰阴性（Gram negative， 

G-）菌、78 株革兰阳性（Gram positive，G+）菌以及

12 株念珠菌。Percoll 分离法对 G+ 菌、G- 菌和念珠

菌的鉴定率均明显高于 SDS 沉淀法，差异均有统计

学意义（均 P＜0.05）。见表 1。

传统血培养是临床诊断血流感染的“金标准”，但

该方法耗费时间较长，尤其是对于非典型微生物、

苛氧菌等，诊断时间更长，不能满足临床诊治需

求［11-12］。实时荧光定量聚合酶链反应（real-time 

quantitative polymerase chain reaction，qRT-PCR）、病

原菌核酸技术荧光原位杂交虽然也能明确病原菌类

型，但菌种受限于已知类型，具有对检测人员技术要

求高、耗时长、成本高等不足［13］。MALDI-TOF MS

技术给血流感染的病原菌类型鉴定提供了廉价、高

效、可靠的方法。

 由于 MALDI-TOF MS 检测法对蛋白的纯度及

丰度要求较高，因此在进行 MALDI-TOF MS 法检测

前需要先分离培养物中的菌体，将血浆蛋白和细胞

去除，最大限度降低对检测结果的干扰［14-15］。本

研究对选定的血液样品在 MALDI-TOF MS 检测前

先通过 Percoll 分离法和 SDS 沉淀法快速提取血培

养阳性病原菌，结果显示，Percoll 分离法对 G+ 菌、

G- 菌、念珠菌的鉴定率均明显高于 SDS 沉淀法，差

异均有统计学意义，表明 Percoll 分离法对提取血培

表 1 Percoll 分离法与 SDS 沉淀法对菌株的鉴定结果

组别
株数

（株）

Percoll 分离法〔%（例）〕 SDS 沉淀法〔%（例）〕

鉴定 未鉴定 鉴定 未鉴定

G+ 菌   78 92.31（  72）   7.69（  6）   76.92（  60） a 23.08（18）
G- 菌 210 98.57（207）   1.43（  3）   90.48（190） a   9.52（20）
念珠菌   12 83.33（  10） 16.67（  2）   33.33（    4） a 66.67（  8）
合计 300 96.33（289）   3.67（11） 86.67（260） 13.33（40）

注 ：SDS 为十二烷基硫酸钠，G+ 为革兰阳性，G- 为革兰阴性 ；与
Percoll 分离法比较，aP＜0.05

2.2 MALDI-TOF MS 对 Percoll 分离法和 SDS 沉淀 

法处理后标本的病原菌鉴定结果与传统血培养鉴定

结果比较　MALDI-TOF MS 对 Percoll 分离法处理

后标本 G+ 菌、G- 菌的鉴定率均明显高于 SDS 沉淀

法处理后标本病原菌的鉴定

率（均 P＜0.05），MALDI-TOF  

MS 对 Percoll 分 离 法 处 理 后

标本真菌鉴定率与传统血培

养鉴定率比较差异无统计学

意义（P＞0.05）。MALDI-TOF 

MS 对 SDS 沉淀法处理后标本

G+ 菌、G- 菌的鉴定率均明显

低于传统血培养方法（均 P＜ 

0.05）。见表 2。

3 讨论 

　　血流感染是由于各种毒

素和病原菌生物侵入人体血

液系统而引发的一种血液感

染，脓毒症血流感染是一种较

严重的全身感染性疾病，血液

中不断释放大量毒素和代谢

产物，会加重患者的原发病，

增加病死率［8-9］。血流感染具

有病情进展迅速、病死率高、

预后差等特征，病死率可高达

20% 以上［10］。快速鉴定血流 

感染病原菌对患者疾病的早

期诊断及治疗具有重要意义。 

表 2 MALDI-TOF MS 对 Percoll 分离法和 SDS 沉淀法处理后标本病原菌鉴定结果
与传统血培养鉴定结果比较

菌株
株数

（株）

MALDI-TOF MS 鉴定
Percoll 分离法标本〔例（%）〕

MALDI-TOF MS 鉴定 SDS
沉淀法标本〔例（%）〕

传统血培养
鉴定〔例（%）〕

鉴定 未鉴定 鉴定 未鉴定 鉴定 未鉴定

G+ 菌 78   70（   89.74） ab 8（10.26）   50（  64.10） a 28（  35.90）   72（  92.31） 6（  7.69）
　金黄色葡萄球菌 10     9（   90.00） 1（10.00）   8（  80.00）    2（  20.00）     9（  90.00） 1（10.00）
　表皮葡萄球菌 10     9（   90.00） 1（10.00）   6（  60.00）    4（  40.00）     9（  10.00） 1（10.00）
　溶血葡萄球菌 10     9（   90.00） 1（10.00）   5（  50.00）    5（  50.00）     9（  90.00） 1（10.00）
　腐生葡萄球菌 8     7（   87.50） 1（12.50）   5（  62.50）    3（  37.50）     8（100.00） 0（  0.00）
　无乳链球菌 8     7（   87.50） 1（12.50）   5（  62.50）    3（  37.50）     7（  87.50） 1（12.50）
　化脓链球菌 7     6（   85.71） 1（14.29）   5（  71.43）    2（  28.57）     7（100.00） 0（  0.00）
　屎肠球菌 6     5（   83.33） 1（16.67）   5（  83.33）    1（  16.67）     5（  83.33） 1（16.67）
　粪肠球菌 5     4（   80.00） 1（20.00）   3（  60.00）    2（  40.00）     5（100.00） 0（  0.00）
　咽峡炎链球菌 7     7（100.00） 0（  0.00）   3（  42.86）    4（  57.14）     7（100.00） 0（  0.00）
　缓症链球菌 4     4（100.00） 0（  0.00）   3（  75.00）    1（  25.00）     4（100.00） 0（  0.00）
　口腔链球菌 2     2（100.00） 0（  0.00）   1（  50.00）    1（  50.00）     1（  50.00） 1（50.00）
　产单核李斯特菌 1     1（100.00） 0（  0.00）   1（100.00）    0（    0.00）     1（100.00） 0（  0.00）
G- 菌 210 201（   95.71） ab 9（  4.29） 170（  80.96） a 40（  19.05） 205（  97.62） 5（  2.38）
　大肠埃希菌 44   42（   95.45） 2（  4.55） 40（  90.91）    4（    9.09）   43（  97.73） 1（  2.27）
　弗氏枸橼酸杆菌 25   23（   92.00） 2（  8.00） 20（  80.00）    5（  20.00）   25（100.00） 0（  0.00）
　阴沟肠杆菌 27   26（   96.30） 1（  3.70） 23（  85.19）    4（  14.81）   26（  96.30） 1（  3.70）
　肺炎克雷伯菌 34   33（   97.06） 1（  2.94） 30（  88.24）    4（  11.76）   33（  97.06） 1（  2.94）
　嗜麦芽窄食单胞菌 20   19（   95.00） 1（  5.00） 18（  90.00）    2（  10.00）   19（  95.00） 1（  5.00）
　鲍曼不动杆菌 30   28（   93.33） 2（  6.67） 28（  93.33）    2（    6.67）   30（100.00） 0（  0.00）
　铜绿假单胞菌 30   30（100.00） 0（  0.00） 21（  70.00）    9（  30.00）   29（  96.67） 1（  3.33）
　奇异变形杆菌 12     9（   75.00） 3（25.00）   2（  16.67） 10（  83.33）   10（  83.33） 2（16.67）
光滑念珠菌 3     2（   66.67） 1（33.33）   1（  33.33）    2（  66.67）     3（100.00） 0（  0.00）
近平滑念珠菌 3     3（100.00） 0（  0.00）   0（    0.00）    3（100.00）     3（100.00） 0（  0.00）
白色念珠菌 6     4（   66.67） 2（33.33）   1（  16.67）    5（  83.33）     4（  66.67） 2（33.33）

注 ：MALDI-TOF MS 为基质辅助激光解析电离飞行时间质谱，SDS 为十二烷基硫酸钠，G+ 为革
兰阳性，G- 为革兰阴性 ；与传统血培养鉴定比较，aP＜0.05 ；与 MALDI-TOF MS 鉴定 SDS 沉淀法标
本比较，bP＜0.05
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养阳性病原菌的鉴定率高于 SDS 沉淀法。本研究

结 果 显 示，MALDI-TOF MS 对 Percoll 分 离 法 处 理

后标本的病原菌鉴定率明显高于 SDS 沉淀法处理

后标本病原菌鉴定率，表明将 MALDI-TOF MS 法与

Percoll 分离法结合可提高对病原菌的鉴定率，鉴定

结果与传统血培养鉴定结果较接近。分析原因可

能是 SDS 沉淀法在提取和鉴定病原菌的过程中，虽

然使用的 SDS 溶液浓度较低，但仍会影响脆弱拟杆

菌等部分 G- 菌的形态结构，导致 SDS 沉淀法检测

的部分 G- 菌发生黏液化，从而导致病原菌聚集成

团，最终降低鉴定诊断的准确度［16-17］。SDS 沉淀法

处理后病原菌的鉴定率降低，考虑可能与部分细菌

的细胞壁结构不同有关，G- 菌与 G+ 菌比较细胞壁

更薄，含有大量蛋白质及脂类物质，因此，洗涤过程

中更易被 SDS 溶液破坏。虽然与 SDS 沉淀法比较，

Percoll 分离法提高了鉴定率，但该方法也存在一定

不足，如增加了洗涤过程的复杂性，在洗涤过程中容

易丢失部分菌体［5］。MALDI-TOF MS 检测法步骤更

简便，结果更精确，对经 Percoll 分离法处理的标本

进行鉴定时，可更加直接、快速、准确地鉴定病原菌

类型，提高鉴定结果与传统血培养鉴定结果的符合

率，为血流感染患者的早期诊断与治疗提供了科学

的参考依据，具有较强的实用性［18-19］。梁林等［20］

研 究 表 明，Percoll 分 离 法 结 合 MALDI-TOF MS 对

G- 菌的鉴定率（84.5%）明显高于 SDS 沉淀法结合

MALDI-TOF MS（60.6%），与本研究结果接近，验证

了 Percoll 分离法结合 MALDI-TOF MS 在血流感染

病原菌的快速鉴定中鉴定率更高。

 综上所述，将 Percoll 分离法结合 MALDI-TOF 

MS 应用于血流感染病原菌的快速鉴定中，可提高鉴

定率，鉴定结果与传统血培养鉴定结果接近，符合率

较高，因此临床实用价值较高，值得推广、参考、借

鉴，给更多血流感染患者的早期诊治带来福音。
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