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MALDI-TOF MS 技术在快速鉴定 
革兰阴性杆菌血流感染中的应用

吕婕 闫文萍 牛莉莉 

【摘要】 目的 探讨 VITEK MS 质谱仪基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（MALDI-TOF MS）在快

速鉴定革兰阴性（G-）杆菌血流感染中的应用。方法 收集昌吉回族自治州人民医院 2020 年 1 月—2021 年 

12 月检测的血培养阳性瓶，经涂片染色确认为单一 G- 杆菌的 163 份标本，采用分离胶促凝管短时培养法，

在规定时间（1 h、2 h、4 h、6 h）内使用 VITEK MS 质谱仪 MALDI-TOF MS 技术进行快速鉴定，并采用传统

转种培养 VITEK 2 Compact 全自动细菌鉴定及药敏分析系统验证鉴定结果。结果 与传统转种培养法结果

比较，除 4 份未给出鉴定结果外，其余 159 份样本经 MALDI-TOF MS 技术鉴定结果均相符，在规定时间（1 h、

2 h、4 h、6 h）内成功鉴定率分别为 78.6%（125/159）、85.5%（136/159）、96.2%（153/159）、100.0%（159/159）。 

结论 采用 MALDI-TOF MS 技术结合分离胶促凝管短时培养法，对病原菌的鉴定时间可由原来的 1～2 d

缩短至 1～6 h，该方法对血培养阳性 G- 菌的鉴定符合率高，操作方法简单，有较好的临床应用价值。
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【Abstract】 Objective To explore the application of VITEK MS mass spectrometer matrix-assisted laser 

desorption/ionization time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) in rapid identification of Gram negative 

(G-) bacilli induced bloodstream infection. Methods The 163 blood culture positive bottles and specimens 

smear stained as single G- bacilli were collected from January 2020 to December 2021 in Changji Hui Autonomous 

Prefecture People's Hospital. Using the short-time culture method of separating gel promoting tube, the rapid 

identification was carried out by VITEK MS mass spectrometer MALDI-TOF MS technology at the specified 

time points of 1 hour, 2 hours, 4 hours and 6 hours, and the identification results were verified by traditional 

seed transfer culture using VITEK 2 Compact automatic bacterial identification and drug sensitivity analysis 

system. Results Compared with the results of traditional seed transfer culture method, the identification results 

of 159 cases by MALDI-TOF MS technology were consistent except 4 cases. The successful identification rates at  

1 hour, 2 hours, 4 hours and 6 hours were 78.6% (125/159), 85.5% (136/159), 96.2% (153/159) and 100.0% (159/159),  

respectively. Conclusions The application of MALDI-TOF MS technology combined with short-time culture 

method of separating gel promoting tube could shorten the identification time from 1-2 days to 1-6 hours. This 

method has high coincidence rate for the identification of blood culture positive G- bacteria, simple operation method 

and good clinical application value.

【Key words】 Matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight mass spectrometry; Gram negative 

bacterium; Bloodstream infection; Short-time culture method

 目前，临床微生物实验室大多具备开展血培养

项目的资质，大部分微生物实验室也配备了一到两

台全自动血培养仪，如美国 BD 公司和法国生物梅里

埃公司建立的全自动血培养检测系统。在系统运行

过程中，当实验室接收临床送检的血培养样本后，实

验室工作人员只需将培养瓶直接放入血培养仪中，

仪器即可对血培养瓶内的二氧化碳（carbon dioxide， 

CO2）或其他病原菌代谢产物的浓度变化进行实时

监测，当检测浓度达到阈值后则会提示报警。工作

人员取出报阳血培养瓶后，首先进行涂片的革兰染
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色镜检，判断染色性质和病原菌种类，为临床提供血

培养一级报告，帮助临床医生根据报告的病原菌种

类调整经验用药。传统的血培养从仪器报阳性到发

出报告需要 1～2 d 的时间，经转种至琼脂平板后，

孵育过夜，在 18～24 h 时获得足够量对数生长期单

个纯菌落后，才能进行菌种的鉴定和药敏试验。许

多研究人员通过各种方法尽可能缩短检测时间，如

采用分子生物学方法对阳性血培养瓶内致病菌直接

进行基因检测，但是该方法成本较高，因此未在临床

试验中推广。如何快速、有效地获得病原菌种类，

为临床医生提供用药依据，缩短患者无效用药疗程，

降低医院内抗菌药物的耐药率，成为临床微生物研

究中亟待解决的问题。

 血流感染是临床常见的严重感染性疾病，具有

发病急、病死率高的特点［1］。当患者发生疑似血流

感染时，尽快明确致病微生物，根据药敏特点给予

快速有效的经验性抗菌药物治疗，对于感染进程的

控制、降低患者经济负担和挽救患者生命都是至关

重要的，不仅可以显著提高患者存活率，还可以大

大降低医疗费用［2］。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）是

近年发展起来的一种新型生物软电离质谱，能简

单和高效地测得细菌肽质量指纹谱（peptide mass 

fingerprinting，PMF），以数据库查询识别的方式对

蛋白质组学进行鉴定，可以大大缩短病原菌鉴定时

间，为临床提供快速、准确的治疗依据。当前，国内

外学者均曾尝试使用梅里埃 VITEK MS 质谱仪的

MALDI-TOF MS 技术直接检测血培养阳性瓶中的

致病微生物，如采用细胞裂解法和分离胶促凝管辅

助法等［3-4］。本研究拟采用 MALDI-TOF MS 技术结

合分离胶促凝管短时培养法，在规定时间（1 h、2 h、 

4 h、6 h）内直接鉴定阳性血培养瓶中的革兰阴性

（Gram negative，G-）杆菌，同时进行传统转种培养。

采用 VITEK 2 Compact 全自动细菌鉴定仪进行细菌

鉴定，并以其结果作为标准，将分离胶促凝管短时培

养法结果与常规方法进行比较，确定该方法的可行

性与准确性。

1 材料与方法 

1.1 标本来源　收集 2020 年 1 月—2021 年 12 月

昌吉回族自治州人民医院微生物室 BacT/ALERT 3D 

全自动血培养仪检测的报阳血培养瓶，经涂片染色

确认为单一 G- 杆菌病原菌感染的 163 份标本，同时

采用分离胶促凝管短时培养法和传统常规转种培养

法进行病原体培养。分离胶促凝管短时培养法在规

定时间（1 h、2 h、4 h、6 h）内使用梅里埃 VITEK MS

质谱仪直接鉴定。传统常规转种培养法经过隔夜孵

育后，使用梅里埃 VITEK2 Compact 全自动细菌鉴定

仪进行鉴定。将阳性血培养液直接涂片革兰染色后

证实为单一 G- 菌感染，排除其他致病菌，如酵母样

真菌、革兰阳性（Gram positive，G+）球菌等。同一患

者送检的需氧瓶和厌氧瓶或儿童瓶都纳入其中。

1.2 仪器与试剂　HF151UV CO2 培养箱购自济南泰

医生物技术有限公司，VITEK MS质谱仪、BacT/ALERT  

3D 全自动血培养仪、VITEK 2 Compact 全自动细菌

鉴定仪均购自法国梅里埃诊断产品上海有限公司，

TGL-16M 高速离心机由长沙湘仪离心机仪器有限

公司提供。VITEK MS-DS 靶板、VITEK MS-CHCA 基 

质液、血培养瓶、G- 鉴定卡 GN 均购自法国梅里埃

诊断产品上海有限公司，血琼脂平板、巧克力琼脂

平板均购自郑州安图生物工程有限公司，分离胶采

血管由美国 BD 上海有限公司提供，1 μL 一次性接

种环购自江苏康健医疗用品有限公司。试剂均在有

效期内使用。

1.3 研究方法

1.3.1 血培养及染色镜检　收集不同种类临床血

培养样本，包括标准需氧瓶、厌氧瓶、儿童瓶，放入

BacT/ALERT 3D 全自动血培养检测系统进行孵育，

当 5 d 内出现阳性报警时，立即取出阳性需氧或厌

氧培养瓶，从血培养瓶中以无菌操作抽取培养液，直

接进行涂片和革兰染色镜检，确定为单一 G- 杆菌生

长的阳性标本，排除假阳性或混合菌感染。

1.3.2 分离胶促凝管短时培养法　在生物安全柜中

将阳性血培养瓶瓶口采用 75% 乙醇消毒后，颠倒混

匀数次，使用一次性注射器抽取 3 mL 培养液注入

含分离胶的黄头真空采血管内，以 3 000 r/min 离心 

10 min，用移液器小心弃去上清液，用 1 μL 一次性接

种环轻轻刮取分离胶表层菌膜，在血琼脂平板上密

涂 2 cm×2 cm 大小转种区，放入 35 ℃、5% CO2 恒

温孵育箱内进行培养。

1.3.3 MALDI-TOF MS 快速鉴定法　转种培养 1 h、 

2 h、4 h、6 h 后，分别观察浓集菌生长情况，使用

VITEK MS 质谱仪直接进行鉴定分析。使用 1 μL 一

次性接种环挑取标准菌株，将大肠埃希菌 ATCC8739

涂于中心校准位点，并将待测菌涂布于靶板上，待菌

膜未完全干燥时加入 1 μL CHCA 基质液，室温下自
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然干燥后进行 VITEK MS 质谱分析。

1.3.4 传统转种培养法　将报阳血培养瓶在生物

安全柜中以无菌操作抽取适量培养液，涂于血琼脂

平板和巧克力琼脂平板上，分区划线，在 35 ℃、5% 

CO2 恒温箱内孵育过夜。18～24 h 后获得足够的

单个菌落，观察菌落形态，挑取纯菌落，配制 0.5 麦

氏浊度菌悬液，插入 G- 鉴定 GN 卡，使用 VITEK 2 

Compact 全自动细菌鉴定仪进行细菌鉴定，结果所

得致病微生物为标准鉴定结果。

1.4 质量控制（质控）　革兰染色质控菌株为大肠

埃希菌 ATCC25922 和金黄色葡萄球菌 ATCC25923，

MALDI-TOF MS 校准菌株为大肠埃希菌 ATCC8739，

上述菌株均由美国菌种保藏中心提供。 

1.5 统计学分析　采用SPSS 20.0 软件处理数据，以

传统培养法鉴定结果为对照，比较分离胶促凝管短

时培养法质谱鉴定结果的准确性，将置信度＞85%

的数据作为鉴定结果，将比对准确的数据纳入数据

分析，其余均视为鉴定无结果，将鉴定无结果、频谱

采集错误、波峰不足、鉴定出≥2 种菌种且置信度 

低［5］的鉴定结果予以剔除。

2 结果 

2.1 革兰染色与传统鉴定法结果比较　实验期间

经革兰染色排除 G+ 菌、真菌感染和混合菌感染后，

共有 163 份 G- 血培养阳性瓶用于实验，经过 18～ 

24 ｈ转种培养后，采用 VITEK 2 Compact 全自动细

菌鉴定仪可鉴定出所有细菌。

2.2 MALDI-TOF MS 快速鉴定法鉴定结果　分离

胶促凝管离心后短时培养 1 h、2 h、4 h、6 h 后，分

别对 G- 菌采用 VITEK MS 质谱仪直接进行鉴定，

除 4 份标本未出结果外，鉴定成功率分别为 78.6%、

85.5%、96.2%、100.0%。见表 1。

3 讨论 

 据国内文献报道，每年世界范围内患者病死率

统计中，血流感染引起的死亡患者数都在较高水平，

住院患者院内脓毒症发病率为 48.56/10 万［6］，总病

死率约为 30%～40%［7］。对于脓毒性休克伴低血

压的患者来说，每延迟 1 ｈ采取有效抗菌治疗就会

导致患者的平均存活率降低 7.6%［8］。因此，快速准

确的血培养结果可以更好地帮助和指导临床科学合

理用药，及时治愈患者［9］。对引起血流感染的病原

微生物进行快速、准确的鉴定对保障患者的生命安

全至关重要。

 传统的血培养从报阳到发出鉴定到属或种的最

终报告，需要 1～2 d 的时间，耗时较长，不仅无法满

足临床需要，还会造成医患矛盾的产生。一些核酸检

测技术〔如荧光实时定量聚合酶链反应（polymerase  

chain reaction，PCR）等〕虽然可以快速鉴定出导致

患者血流感染的病原菌，但是检测的成本高，耗时较

长，操作流程复杂，鉴定菌种种类受限于引物，并且

需要专业技术人员进行操作，因此临床应用率较低。

还有学者采用多次洗涤、离心的方法获得病原菌，

进行生化反应鉴定，可以使报告周期有所缩短，但时

效上仍然不及 VITEK MS 质谱仪 MALDI-TOF MS 技

术的应用。

 MALDI-TOF MS 技术将琼脂平板上生长的单个

菌落点涂于靶板上，与基质溶液充分作用后，在质谱

仪内接受多次激光照射，在电荷解离过程中，基质吸

收激光并与菌体一起解吸。电场引导离子进入真空

管，根据质量及飞行时间分离离子，较小的分子飞

行速度较快，并以一系列线或峰显示结果。通过分

析质谱片段推导出分子结构，与大量细菌种属生成

的质谱数据库进行比对，获得达到可信水平的微生

物鉴定结果。既往研究中，将 MALDI-TOF MS 技术

应用于单一病原菌血流感染时，菌株鉴定的准确率

表 1 不同培养时间的 G- 菌鉴定成功率

G- 菌培养时间 样本数（份） 鉴定成功率〔%（份）〕

1 h 159   78.6（125）
2 h 159   85.5（136）
4 h 159   96.2（153）
6 h 159 100.0（159）

注 ：G- 为革兰阴性，鉴定成功为置信度达到 85%

表 2  G- 菌在不同时间段的鉴定结果

G- 菌
传统培养法（株） MALDI-TOF MS（株）

＞24 h 1 h 2 h 4 h 6 h

大肠埃希菌   89   70   76   85   89
肺炎克雷伯菌   52   42   45   50   52
阴沟肠杆菌     2     2     2     2     2
奇异变形杆菌     2     1     2     2     2
鲍曼不动杆菌     8     6     6     8     8
铜绿假单胞菌     6      4     5     6     6
合计 159 125 136 153 159

注 ：G- 为革兰阴性，MALDI-TOF MS 为基质辅助激光解吸电离飞
行时间质谱

2.3 VITEK 2 Compact 全自动细菌鉴定仪与 MALDI- 

TOF MS 结果比较　将传统培养法 VITEK2 Compact

全自动细菌鉴定仪鉴定结果与 MALDI-TOF MS 快

速鉴定法在 1 h、2 h、4 h、6 h 时间段内可鉴定到属

种的菌株数进行比较，结果见表 2。
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可达到 66%～97%，但处理阳性血培养液往往需要

繁琐的人工操作以获得足量、纯化的病原菌蛋白，

方能进行质谱分析［2］。本研究中，我们采用真空分

离胶采血管一步离心法将病原菌与血浆和血细胞

分离，用时仅 10 min，收集病原菌后短时培养，利用

MALDI-TOF MS 技术进行特征性蛋白波峰分析，对

临床血流感染常见的细菌均获得了比较满意的鉴定

结果。该方法仅需额外使用真空分离胶采血管和离

心机，步骤简单，操作简便，使用仪器也都是实验室

的常备仪器，适用于实验室日常工作。

 MALDI-TOF MS 技术既可以对临床标本分离出

的纯菌落进行鉴定，也可以对临床上未经分离培养

的标本进行直接鉴定，与常规生化反应鉴定方法比

较，可以大大缩短细菌鉴定时间，使时效性明显改

善，极大地缓解了临床压力，为临床争取宝贵的治疗

时间，在试剂成本上也更为低廉，更具有临床推广价

值。本实验通过含分离胶的采血管离心处理阳性标

本，能将碳粉及大部分红细胞分离至分离胶下层，使

细菌聚集在上层血清与分离胶的交界处，为细菌的

快速提取提供了有利条件。有学者在既往关于血培

养阳性菌直接鉴定的研究中发现，MALDI-TOF MS 

技术对 G- 菌的鉴定成功率较高，这也是用较少时间

就能获得较高鉴定符合率的原因之一。本研究 159 份 

G- 菌中，有 85.5% 的菌株在培养 2 ｈ时就能被成功

鉴定，高于已有的一些同类研究中 G- 菌血流感染鉴

定成功所占的比例［10］。

 与使用传统方法鉴定出致病菌比较，本实验

VITEK MS 鉴定中有 2%（4/163）的鉴定无结果的原

因可能是由于血培养标本中菌种浓度较低，或碳粒、

血细胞碎片等有形成分的存在，也可能是在离心过

程中蛋白质丢失，导致细菌鉴定的效果不佳。

 本实验结果表明，采用 MALDI-TOF MS 技术对

分离胶促凝管短时培养法在琼脂培养基上经过短时

培养的血培养阳性标本进行快速病原菌鉴定是一个

早期可靠的方法，并且不需要额外的标本预处理试

剂及裂解、洗涤等日常鉴定流程以外的步骤。本方

法的另外一个缺点就是由于质谱本身的局限性，对

于多重菌株感染的血培养标本不能进行鉴定，因此

标本的来源极为有限，且因地区有所差异，也不适用

于其他地区。

 综上所述，本研究利用梅里埃 VITEK MS 质谱

仪 MALDI-TOF MS 技术，与分离胶促凝管短时培养

法在规定时间（1 h、2 h、4 h、6 h）内直接涂布于靶板

进行快速鉴定，对 G- 杆菌所致的血流感染阳性血培

养标本具有较高的菌种鉴定准确率，可以大大缩短

病原菌鉴定时间，有助于临床及时获取病原菌种类。

血培养作为诊断血流感染的“金标准”［11］，也可以

为临床精准治疗提供依据。本研究只是对该方法的

实验室可行性进行评估，但此方法会对临床用药带

来哪些影响和改变尚未可知。MALDI-TOF MS 技术

对给予患者有效抗菌药物治疗、改善患者预后、降

低医疗成本具有至关重要的临床应用价值。
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