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基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱检测实验
动物病原菌效果初探
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　 　 【摘要】 　 目的　 评价基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱(ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ ＭＳ)检测实验动物病原菌的效果ꎮ
方法　 使用德国 Ｂｒｕｋｅｒ Ｂｉｏｔｙｐｅｒ 系统对 ４０ 株标准菌株及 ３８４ 株实验动物分离菌进行鉴定ꎮ 结果　 Ｂｒｕｋｅｒ Ｂｉｏｔｙｐｅｒ
检测标准菌株和分离株的准确率分别为 ９０􀆰 ０％和 ８０􀆰 ０％ꎮ 对鼠伤寒沙门氏菌(Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ)、假结核耶

尔森氏菌(Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｐｓｅｕｄｏｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ)、志贺菌(Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｓｐｐ.)、肺炎克雷伯杆菌(Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ)、嗜肺巴斯德

杆菌 Ｈｅｙｌ 生物型 ( Ｒｏｄｅｎｔｉｂａｃｔｅｒ ｈｅｙｌｉｉ) 和支气管鲍特杆菌 ( Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ) 的鉴定存在偏差ꎮ 结论

ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ ＭＳ 方法高效、准确率高ꎬ可用于实验动物病原菌的快速鉴定ꎮ
【关键词】 　 基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱ꎻ病原菌ꎻ细菌检测ꎻ实验动物
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　 　 根据我国实验动物微生物检测国家标准ꎬ病原

菌的检测一直依赖于分离培养和血清学鉴定ꎬ不仅

需要检测人员具有较丰富的经验ꎬ效率和准确性方

面都亟待改进ꎮ 因此分子生物学方法ꎬ比如 ＰＣＲ、
荧光定量 ＰＣＲ 等已逐渐应用到实验动物病原菌检

测当中ꎮ 然而进行病原菌的 ＰＣＲ 检测ꎬ但是需要对

实验室实行严格的分区和污染控制ꎮ 基质辅助激

光解吸电离飞行时间质谱(ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ ＭＳ)依靠激

发微生物生成的蛋白质谱与专有数据库进行比较ꎬ
以实现对微生物的鉴定ꎮ 其具有操作简单、高效、
准确等诸多优势ꎬ已经成为微生物鉴定的一种快速

而可靠的工具[１]ꎮ 目前国内外应用 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ ＭＳ
方法鉴定微生物效果的研究已广泛开展ꎬ其中与实

验动物相关的病原菌主要有金黄色葡萄球菌[２－３]、
肺炎链球菌[４]、乙型溶血性链球菌[５]、绿脓杆菌[６]、
志贺菌[７]、 小肠结肠炎耶尔森氏菌[８]、 棒状杆

菌[９－１０]、巴斯德杆菌[１１－１２]、皮肤真菌[１３] 等ꎮ 然而尚

缺乏针对实验动物病原菌整体鉴定效果的研究ꎬ本
研究采用德国布鲁克公司的 Ｂｉｏｔｙｐｅｒ 微生物质谱检

测系统对相关菌株进行鉴定ꎬ初步评价 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ
ＭＳ 方法对实验动物病原菌的检测效果ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 标准菌株

４０ 株标准菌株ꎬ购自美国标准物质保藏中心

(ＡＴＣＣ)、中国医学菌种保藏中心(ＣＭＣＣ)和中国兽

医微生物菌种保藏管理中心(ＣＶＣＣ)ꎮ 见表 １ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 分离菌株

３８４ 株实验动物分离菌株包括沙门氏菌 ４ 株、
金黄色葡萄球菌 ２１ 株、绿脓杆菌 ３２ 株、嗜肺巴斯德

杆菌 ３１５ 株、多杀巴斯德杆菌 ２、肺炎链球菌 １ 株、
肺炎克雷伯杆菌 ３ 株、产酸克雷伯杆菌 １ 株、志贺菌

１ 株、牛棒状杆菌 ２ 株、辛氏鲍特杆菌 １ 株和嗜水气

单胞菌 １ 株ꎮ 其中金黄色葡萄球菌、肺炎链球菌、牛
棒状杆菌、绿脓杆菌和辛氏鲍特杆菌各有 １ 株国际

实验动物科学理事会(ＩＣＬＡＳ)国际比对菌株ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

哥伦比亚血琼脂培养基(ＯｘｉｏｄꎬＣＭ０３３１)ꎬ脱纤

维羊血(北京路桥)ꎬ厌氧袋和厌氧盒(三菱 ＭＧＣ
ＡｎａｅｒｏＰａｃｋ )ꎬ Ｎｕｃｌｅａｓｅ￣Ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ ( Ｐｒｏｍａｇａꎬ
Ｐ１１９３)ꎬＰＣＲ 反应试剂(ＴＡＫＡＲＡꎬＲ０１０ Ａ)ꎬ细菌生

化鉴 定 板 ( ＢＤ ｐｈｏｅｎｉｘꎬ ４４８５０５ꎬ ４４８００８ )ꎬ 甲 酸

(Ｊ＆Ｋꎬ ２９９２７２ )ꎬ 基 质 溶 液 ( Ｂｒｕｋｅｒ ＩＶＤ ＨＣＣＡꎬ
８２５５３４４ )ꎮ １６Ｓｒ ＤＮＡ 扩 增 引 物 ＦＤ１ ∶ ５ ’￣
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ － ３ ’ꎬ ＲＰ２ ∶ ５ ’￣
ＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－ ３’ [１４] (上海生工)ꎮ
布鲁 克 微 生 物 快 速 鉴 定 系 统 ( Ｂｒｕｋｅｒ ＭＡＬＤＩ
Ｂｉｏｔｙｐｅｒ ＩＶＤ)、Ａ２ 级生物安全柜(ＮＵＡＩＲ￣ＮＵ－４３７－
４００Ｓ)、核酸提取仪(Ｑｉａｇｅｎ ＱＩＡｃｕｂｅＨＴ)、超微量紫

外分光光度计( Ｉｍｐｌｅｎ ＮａｎｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒ)、恒温培养

箱 ( Ｔｈｅｒｍｏ ＩＧＳ１８０ )、 全 自 动 细 菌 鉴 定 仪 ( ＢＤ
ｐｈｏｅｎｉｘ１００)、ＰＣＲ 仪(ＡＢＩ Ｖｅｒｉｔｉ９６)ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 菌株的培养

所有受试菌株接种于 ５％哥伦比亚血琼脂培养

基ꎬ沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、绿脓杆菌、志贺菌、
克雷伯杆菌和啮齿类柠檬酸杆菌置 ３６℃培养 ２４ ｈꎻ
巴斯德杆菌、链球菌、棒状杆菌、支气管鲍特杆菌和

念珠状链杆菌置 ３６℃培养 ４８ ｈꎻ耶尔森菌和嗜水气

单胞菌至 ２７℃分别培养 ４８ ｈ 和 ２４ ｈꎻ空肠弯曲菌

３６℃厌氧培养 ４８ ｈꎮ 初代培养物按相同条件传代一

次ꎬ次代菌落用于生化、测序和 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ ＭＳ
鉴定ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 菌株的验证

对所有受试的标准菌株和分离菌株使用 ＢＤ
ｐｈｏｅｎｉｘ １００ 进行生化鉴定ꎬ同时提取基因组 ＤＮＡꎬ
用引物 ＦＤ１ / ＲＰ２ 扩增 １６Ｓ ｒＤＮＡꎬ产物经测序后经

Ｇｅｎｂａｎｋ ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ验证所用菌株的准确性ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ ＭＳ 鉴定

根据布鲁克微生物快速鉴定系统操作规程ꎬ采
用直接转移法制备待检样本ꎮ 用一次性接种环挑

取受试菌株单个菌落ꎬ直接涂抹于不锈钢 ＭＡＬＤＩ
ＭＳＰ 靶板圆孔中ꎬ每孔滴加 ７０％甲酸溶液 １ μＬꎬ室
温下晾干ꎮ 随后用 ２ μＬ 基质溶液覆盖ꎬ自然晾干后

上机鉴定ꎮ 结果用 Ｂｉｏｔｙｐｅｒ ３􀆰 ０ ｄａｔａｂａｓｅ 处理分析ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 受试菌株验证

４０ 株标准菌株和 ３８４ 株分离菌株经生化和 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 序列比对验证ꎬ所有菌株确定无误ꎮ
２􀆰 ２　 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ ＭＳ 分析

２􀆰 ２􀆰 １　 标准菌株鉴定结果

标准菌株的质谱结果分值区间为 １􀆰 ５３２ ~
２􀆰 ５４６ꎬ鉴定正确率为 ９０􀆰 ０％(３６ / ４０)ꎮ 对所有沙门

氏菌只能鉴定到属水平ꎬ不能确定到种ꎮ 其中鼠伤

４８ 中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ３ 月第 ３０ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｍａｒｃｈ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ３



寒沙门氏菌 ＣＭＣＣ５０１１５ 被鉴定为啮齿类枸橼酸杆

菌ꎻ假结核耶尔森氏菌 ＣＭＣＣ５３５２１ 被鉴定为小肠结

肠炎耶尔森氏菌ꎻ志贺菌所有菌株全部有误ꎬ结果

为埃希氏菌或 Ｋｏｓａｋｏｎｉａꎻ嗜肺巴斯德杆菌 Ｈｅｙｌ 型
被鉴定为艰难梭菌ꎻ支气管鲍特杆菌被鉴定为百日

咳鲍特杆菌ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 分离株鉴定结果

ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ ＭＳ 对实验动物病原菌分离株鉴定

的准确率为 ８０􀆰 ０％(３０７ / ３８４)ꎮ 沙门氏菌、金黄色

葡萄球菌、绿脓杆菌、多杀巴斯德杆菌、肺炎链球菌

等几种常规实验动物病原菌鉴定结果全部准确ꎻ不

在国家标准中的牛棒状杆菌、辛氏鲍特杆菌和产酸

克雷伯杆菌项目也都准确鉴定ꎮ １ 株实验用鱼需检

测的嗜水气单胞菌鉴定准确(结果见表 ２)ꎮ
３ 株肺炎克雷伯杆菌分离株 １ 株鉴定正确ꎬ１ 株

鉴定为产酸克雷伯杆菌ꎬ另 １ 株鉴定为新型隐球菌

(Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｎｅｏｆｏｒｍａｎｓ)ꎻ志贺菌分离株为福氏志

贺菌ꎬ与标准菌株类似ꎬ被鉴定为大肠杆菌ꎮ ３１５ 株

嗜肺巴斯德杆菌分离株的鉴定结果准确率为

７６􀆰 ５％(２４１ / ３１５)ꎬ具体鉴定结果见表 ３ꎮ 利用这些

分离菌株ꎬ重新构建了嗜肺巴斯德杆菌质谱数据

库ꎬ提高了鉴定的准确率ꎮ
表 １　 标准菌种质谱结果

Ｔａｂｌｅ １　 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ ＭＳ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｔｒａｉｎｓ
序号
Ｓｅｒｉａｌ
ｎｕｍｂｅｒ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ
ｎｕｍｂｅｒ

菌株名称
Ｓｔｒａｉｎ ｎａｍｅ

最佳鉴定结果拉丁文名称
Ｂｅｓｔ ｍａｔｃｈ

质谱结果分值ａ

Ｓｃｏｒｅ ｖａｌｕｅ

ＮＣＢＩ
分类号

Ｔａｘｏｎｏｍｙ ＩＤ

１ ＣＭＣＣ４７００１ 亚利桑那沙门氏菌
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ａｒｉｚｏｎａｅ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｓｐ. ２􀆰 ４２８ ５８７１２

２ ＣＭＣＣ５００４１ 肠炎沙门氏菌
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｅｎｔｅｒｉｃａ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｓｐ. ２􀆰 ３７６ ５９２

３ ＣＭＣＣ５００４７ 鸡白痢沙门氏菌
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｐｕｌｌｏｒｕｍ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｓｐ. ２􀆰 ５３９ ５８７１２

４ ＣＶＣＣ５２５ 鸡白痢沙门氏菌
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｐｕｌｌｏｒｕｍ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｓｐ. ２􀆰 ４７７ ５８７１２

５ ＣＭＣＣ５００７１ 伤寒沙门氏菌
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｐａｒａｔｙｐｈｉ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｓｐ. ２􀆰 ４３７ １４９３８５

６ ＣＭＣＣ５００９３ 甲型副伤寒沙门氏菌
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｐａｒａｔｙｐｈｉ Ａ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｓｐ. ２􀆰 ５４６ ５８７１２

７ ＣＭＣＣ５００９４ 乙型副伤寒沙门氏菌
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｐａｒａｔｙｐｈｉ Ｂ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｓｐ. ２􀆰 ２６３ ９８３６０

８ ＣＭＣＣ５０１１５ 鼠伤寒沙门氏菌
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ ｒｏｄｅｎｔｉｕｍ ２􀆰 ３３８ ６７８２５

９ ＡＴＣＣ１０４４２ 金黄色葡萄球菌
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ２􀆰 １０３ １２８０

１０ ＡＴＣＣ２５９２３ 金黄色葡萄球菌
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ２􀆰 ０８７ １２８０

１１ ＣＭＣＣ２６００１ 金黄色葡萄球菌
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ２􀆰 ２１９ １２８０

１２ ＣＭＣＣ１０１１０ 绿脓杆菌
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ２􀆰 ０８１ ２８７

１３ ＡＴＣＣ２７８５３ 绿脓杆菌
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ２􀆰 ２４２ ２８７

１４ ＡＴＣＣ４７０８５ 绿脓杆菌
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ １􀆰 ９６ ２８７

１５ ＣＭＣＣ１０１０４ 绿脓杆菌
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ２􀆰 ３５６ ２８７

１６ ＣＭＣＣ５３５０１ 假结核耶尔森氏菌
Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｐｓｅｕｄｏｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｐｓｅｕｄｏｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ２􀆰 ５２４ ６３３

１７ ＣＭＣＣ５３５１８ 假结核耶尔森氏菌
Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｐｓｅｕｄｏｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｐｓｅｕｄｏｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ２􀆰 ３５５ ６３３
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序号
Ｓｅｒｉａｌ
ｎｕｍｂｅｒ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ
ｎｕｍｂｅｒ

菌株名称
Ｓｔｒａｉｎ ｎａｍｅ

最佳鉴定结果拉丁文名称
Ｂｅｓｔ ｍａｔｃｈ

质谱结果分值ａ

Ｓｃｏｒｅ ｖａｌｕｅ

ＮＣＢＩ
分类号

Ｔａｘｏｎｏｍｙ ＩＤ

１８ ＣＭＣＣ５３５２１ 假结核耶尔森氏菌
Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｐｓｅｕｄｏｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｃａ １􀆰 ９５８ ６３０

１９ ＣＭＣＣ５２３０１ 小肠结肠炎耶尔森氏菌
Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｃａ Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｃａ １􀆰 ９９３ ６３０

２０ ＣＭＣＣ５２３０２ 小肠结肠炎耶尔森氏菌
Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｃａ Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｃａ １􀆰 ９９３ ６３０

２１ ＣＭＣＣ５１０８２ 宋内氏志贺菌
Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｓｏｎｎｅｉ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ２􀆰 ４ ５６２

２２ ＣＭＣＣ５１２５２ 痢疾志贺菌
Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｄｙｓｅｎｔｅｒｉａｅ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ２􀆰 ５０９ ５６２

２３ ＣＭＣＣ５１１７５ 福氏志贺菌
Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｆｌｅｘｎｅｒｉ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ａｌｂｅｒｔｉｉ ２􀆰 １８８ ２０８９６２

２４ ＣＭＣＣ５１５２２ 鲍氏志贺菌
Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｂｏｙｄｉｉ Ｋｏｓａｋｏｎｉａ ｃｏｗａｎｉｉ １􀆰 ７８４ ２０８２２３

２５ ＣＭＣＣ４６１０８ 肺炎克雷伯杆菌
Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｖａｒｉｉｃｏｌａ ２􀆰 １３９ ２４４３６６

２６ ＣＭＣＣ４６１１７ 肺炎克雷伯杆菌
Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ２􀆰 ２１２ ５７３

２７ ＡＴＣＣ ＢＡＡ－３５２ 啮齿类柠檬酸杆菌
Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ ｒｏｄｅｎｔｉｕｍ Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ ｒｏｄｅｎｔｉｕｍ ２􀆰 ２６５ ６７８２５

２８ ＡＴＣＣ１２５５５
嗜肺巴斯德杆菌
Ｒｏｄｅｎｔｉｂａｃｔｅｒ ｈｅｙｌｉｉ

(Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｔｒｏｐｉｃａ ｂｉｏｔｙｐｅ Ｈｅｙｌ)
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｄｉｆｆｉｃｉｌｅ １􀆰 ７８２ １４９６

２９ ＡＴＣＣ３５１４９
嗜肺巴斯德杆菌

Ｒｏｄｅｎｔｉｂａｃｔｅｒ ｐｎｅｕｍｏｔｒｏｐｉｃｕｓ
(Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｔｒｏｐｉｃａ ｂｉｏｔｙｐｅ Ｊａｗｅｔｚ)

Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｔｒｏｐｉｃａ ２􀆰 ４３２ ７５８

３０ ＡＴＣＣ４３１３７ 多杀巴斯德杆菌
Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ. ｍｕｌｔｏｃｉｄａ Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ ２􀆰 ３６８ ７４７

３１ ＡＴＣＣ４３７６５ 猪链球菌 ２ 型
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ ｔｙｐｅ ２ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ ２􀆰 １５２ １３０７

３２ ＡＴＣＣ３６００１ 肺炎链球菌
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ２􀆰 ３５２ １３１３

３３ ＣＭＣＣ３１２１０ 肺炎链球菌
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ １􀆰 ８８８ １３１３

３４ ＣＭＣＣ３２２１０ 化脓链球菌
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐｙｏｇｅｎｅｓ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐｙｏｇｅｎｅｓ １􀆰 ５８９ １３１４

３５ ＡＴＣＣ１９３９５ 支气管鲍特杆菌
Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ ｐｅｒｔｕｓｓｉｓ ２􀆰 ３９５ ５２０

３６ ＡＴＣＣ１４６４７ 念珠状链杆菌
Ｓｔｒｅｐｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｉｓ Ｓｔｒｅｐｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｉｓ ２􀆰 ０９４ ３４１０５

３７ ＡＴＣＣ７７１５ 牛棒状杆菌
Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｂｏｖｉｓ Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｂｏｖｉｓ ２􀆰 ０８７ ３６８０８

３８ ＣＭＣＣ６５０１３ 鼠棒状杆菌
Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｋｕｔｓｃｈｅｒｉ Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｋｕｔｓｃｈｅｒｉ ２􀆰 ２１ ３５７５５

３９ ＡＴＣＣ７００８１９ 空肠弯曲菌
Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｊｅｊｕｎｉ Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ ｊｅｊｕｎｉ ２􀆰 ５０９ １９７

４０ ＡＴＣＣ７９６６ 嗜水气单胞菌
Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ ２􀆰 ２４６ ６４４

注:ａ:２􀆰 ３００~３􀆰 ０００ 极可能的菌种鉴定ꎻ２􀆰 ０００~２􀆰 ２９９ 可靠的菌属鉴定ꎬ可能的菌种鉴定ꎻ１􀆰 ７００~ １􀆰 ９９９ 可能的菌属鉴定ꎻ０􀆰 ０００~ １􀆰 ６９９ 不可靠
的鉴定ꎮ
Ｎｏｔｅ. ａꎬ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ２􀆰 ３００~３􀆰 ０００ ｈｉｇｈｌｙ ｐｒｏｂａｂｌｅ ｓｐｅｃｉｅｓ. ２􀆰 ０００~２􀆰 ２９９ ｓｅｃｕｒｅ ｇｅｎｕｓ ａｎｄ ｐｒｏｂａｂｌｅ ｓｐｅｃｉｅｓ. １􀆰 ７００~１􀆰 ９９９ ｐｒｏｂａｂｌｅ ｇｅｎｕｓ. ０􀆰 ０００
~１􀆰 ６９９ ｕｎｒｅｌｉａｂｌｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ.
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表 ２　 分离株鉴定结果汇总
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｓ

分离菌
Ｉｓｏｌａｔｅｓ ｓｔｒａｉｎ

结果准确率
Ｒｅｓｕｌｔ ａｃｃｕｒａｃｙ

沙门氏菌
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｉｓｏｌａｔｅｓ ４ / ４

金黄色葡萄球菌
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｉｓｏｌａｔｅｓ ２１ / ２１

绿脓杆菌
Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ｉｓｏｌａｔｅｓ ３２ / ３２

嗜肺巴斯德杆菌
Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｔｒｏｐｉｃａ ｉｓｏｌａｔｅｓ ２４１ / ３１５

多杀巴斯德杆菌
Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ. ｍｕｌｔｏｃｉｄａ ｉｓｏｌａｔｅｓ ２ / ２

肺炎链球菌
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｉｓｏｌａｔｅ １ / １

肺炎克雷伯杆菌
Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｉｓｏｌａｔｅｓ １ / ３

产酸克雷伯杆菌
Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｏｘｙｔｏｃａ ｉｓｏｌａｔｅ １ / １

志贺菌
Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｆｌｅｘｎｅｒｉ ｉｓｏｌａｔｅ ０ / １

辛氏鲍特杆菌
Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ ｈｉｎｚｉｉ ｉｓｏｌａｔｅ １ / １

牛棒状杆菌
Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｂｏｖｉｓ ｉｓｏｌａｔｅｓ ２ / ２

嗜水气单胞菌
Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ ｉｓｏｌａｔｅ １ / １

表 ３　 嗜肺巴斯德杆菌鉴定结果
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｔｒｏｐｉｃａ

鉴定结果
Ｂｅｓｔ ｍａｔｃｈ

鉴定菌数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｓ

嗜肺巴斯德杆菌
Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｔｒｏｐｉｃａ ２４１

乙酸钙不动杆菌
Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｃａｌｃｏａｃｅｔｉｃｕ １

尿性囊肿芽单胞菌
Ｂｌａｓｔｏｍｏｎａｓ ｕｒｓｉｎｃｏｌａ ３

溶血嗜血杆菌
Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ ２

流感嗜血杆菌
Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ １３

副溶血嗜血杆菌
Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ ２

副流感嗜血杆菌
Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ ｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ １

皮氏嗜血杆菌
Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ ｐｉｔｔｍａｎｉａｅ ４４

神话猪乳杆菌
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｓａｅｒｉｍｎｅｒｉ ４

金黄奈瑟氏球菌
Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ ｆｌａｖｅｓｃｅｎｓ １

格里苍白杆菌
Ｏｃｈｒｏｂａｃｔｒｕｍ ｇｒｉｇｎｏｎｅｎｓｅ １

放射根瘤菌
Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｒａｄｉｏｂａｃｔｅｒ １

先兆鞘氨醇单胞菌
Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ ａｕｒａｎｔｉａｃａ １

注:ａ: ＡＴＣＣ１２５５５ꎻｂ: ＡＴＣＣ ３５１４９ꎻｃ: 北京流行株ꎮ

图 １　 嗜肺巴斯德杆菌 ＡＴＣＣ１２５５５、ＡＴＣＣ３５１４９ 和北京流行株质谱峰图

Ｎｏｔｅ. ａꎬ ＡＴＣＣ１２５５５. ｂꎬ ＡＴＣＣ ３５１４９. ｃꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｓｔｒａｉｎｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ ＭＳ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｐｈｉｌａ ＡＴＣＣ１２５５５ꎬＡＴＣＣ３５１４９ ａｎｄ Ｂｅｉｊｉｎｇ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｓｔｒａｉｎｓ
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３　 讨论

本次研究所用菌株包括了大部分实验动物常

见的可培养病原菌ꎬ还特别列入了几株国际实验动

物科学理事会( ＩＣＬＡＳ)检测目录中的细菌ꎬ用以评

价质谱方法检测这些病原菌的效果ꎮ 实验动物宿

主涉及常规啮齿类、兔、鸡、鱼、犬、猴、猪等ꎮ
微生物质谱鉴定系统结果的可靠性依赖于相

关菌株的基础数据库[１５]ꎮ 本次研究中ꎬ鼠伤寒沙门

氏菌、志贺菌、假结核耶尔森氏菌、肺炎克雷伯杆

菌、支气管鲍特杆菌和嗜肺巴斯德杆菌的标准菌株

鉴定出现错误ꎮ 特别是对志贺菌的鉴定全部有误ꎬ
错误结果主要为与大肠杆菌的混淆ꎬ与报道一

致[７]ꎬ需要补充数据库才能加以区分ꎮ
本研究中使用了 ３１５ 株嗜肺巴斯德杆菌分离

株ꎬ主要分离自北京地区的实验动物ꎮ 嗜肺巴斯德

杆菌在实验动物中感染率高ꎬ尚缺乏针对性的质谱

鉴定研究ꎮ 本结果显示ꎬＢｒｕｋｅｒ Ｂｉｏｔｙｐｅｒ 系统及其

原有数据库对嗜肺巴斯德杆菌鉴定准确率尚可ꎬ大
部分菌株可鉴定到种ꎬ错误结果可鉴定到科水平ꎮ
最新分类研究已将嗜肺巴斯德杆菌的 Ｊａｗｅｔｚ 和

Ｈｅｙｌ 生 物 型 重 新 分 类 并 命 名 为 Ｒｏｄｅｎｔｉｂａｃｔｅｒ
ｐｎｅｕｍｏｔｒｏｐｉｃｕｓ 和 Ｒｏｄｅｎｔｉｂａｃｔｅｒ ｈｅｙｌｉｉ[１６] 两种菌ꎮ 通

过分析二者质谱峰图 (见图 １)ꎬ可见 Ｈｅｙｌ 型与

Ｊａｗｅｔｚ 型 存 在 明 显 差 异ꎬ 前 者 在 ３９００ ｍ / ｚ 和

７８００ ｍ / ｚ两处的峰明显高于后者ꎮ 北京地区流行株

应属于 Ｈｅｙｌ 型ꎬ其质谱峰图与 Ｈｅｙｌ 型更为相近ꎬ与
生化结果、ＰＣＲ 方法ꎬ以及分子分型[１７] 的鉴定结果

相符ꎮ 通过重新自定义数据库ꎬ即可快速区分嗜肺

巴斯德杆菌 Ｊａｗｅｔｚ 和 Ｈｅｙｌ 生物型ꎬ 即区分 Ｒ.
ｐｎｅｕｍｏｔｒｏｐｉｃｕｓ 和 Ｒ.ｈｅｙｌｉｉꎬ为二者的鉴别检测提供依

据ꎮ 鉴于伯杰细菌鉴定手册暂未改版ꎬ各种自动细

菌鉴定系统对嗜肺巴斯德杆菌的分类也未做修改ꎬ
检测结果仍定义为嗜肺巴斯德杆菌ꎮ

质谱检测方法与自动生化鉴定系统、ＰＣＲ 方法

相比具有不可比拟的优势ꎬ不同品牌的质谱系统数据

分析和统计方法各不相同ꎬ但都需要依靠庞大的专有

数据库才能确保鉴定的准确性ꎮ 因此对于实验动物

病原菌的鉴定ꎬ还需在检测中不断收集更多的菌株补

充和完善数据库ꎮ 目前国产微生物鉴定质谱仪与进

口品牌鉴定效果已无明显差距[１５]ꎬ相信随着本土菌

株数据库不断丰富和完善ꎬ质谱检测将会逐步普及ꎬ
并成为实验动物病原菌检测的重要手段ꎮ
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