
书书书

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱技术对阪崎克罗诺杆菌的鉴定及溯源!!!王伟"等 !!"#$$ !

论著
基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱技术

对阪崎克罗诺杆菌的鉴定及溯源
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摘$要!目的$研究不同样品前处理方法对 ,-./0!基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱",-./0! 1234-5.67

18!以下简称 ,-./018#鉴定阪崎克罗诺杆菌的影响及该方法对阪崎克罗诺杆菌的分型溯源能力!研究 ,-./0

18 与 1234-*(9(.11234-5.67:.6718"以下简称 1234-*(9(#所得图谱的异同$ 方法$选取 % 种不同样品前

处理方法处理 !+ 株阪崎克罗诺杆菌野生菌株%" 株阪崎克罗诺杆菌标准菌株和 " 株非阪崎克罗诺杆菌标准菌株!

比较 ,-./018 鉴定结果与传统鉴定结果的一致性&通过 ,-./018 的鉴定结果和图谱的比对!研究不同样品前处

理方法对阪崎克罗诺杆菌鉴定的影响&利用 ,-./018 质谱图特征峰的聚类分析!对 "( 株阪崎克罗诺杆菌进行溯

源研究&同时比较 ,-./018 与 1234-*(9( 所得图谱!研究两者的异同$ 结果$"( 株试验菌株的 ,-./018 鉴定

结果均为阪崎克罗诺杆菌!与传统的鉴定结果一致!并与 " 株非阪崎克罗诺杆菌标准菌株能明显地区分&% 种不同

样品前处理方法得到的鉴定谱图与标准谱图比对获得的鉴定结果可信度之间差异无统计学意义"!;(<(##!但质

谱图中质谱峰数量和相对峰强度有明显差异!其中甲酸提取法在 " ((( =!# ((( "#$范围内!相对峰强度 ;# >,的

质谱峰数量达 !# 个以上$ 在相似水平为 +(?的条件下!,-./018 的聚类分析将甲酸提取法的 "( 株阪崎克罗诺

杆菌分为 # 个群!通过聚类分析及菌株来源能够推测阪崎克罗诺杆菌传播途径$ ,-./018 和 1234-*(9( 得到的

谱图!两者特征峰的出峰位置与相对峰强度无明显差异$ 结论$1234-5.6718 技术可以准确鉴定阪崎克罗诺杆

菌&甲酸提取法更适用于阪崎克罗诺杆菌的 1234-5.6718 鉴定&1234-5.6718 技术对阪崎克罗诺杆菌的溯源

研究具有重要价值&,-./018 与 1234-*(9( 所得谱图无明显差异$
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:1/*0-,*% "1;&,*’<&$,-./0! >G_]HN5GOOHO_Ta IGO_T]aTOL]b_HLP HLPHeG_HLP5_H>TLCCIHWD_>GOOObTB_]L>T_]X#,-./0!

1234-5.6718" DT]THPGC_T]]TCT]]Ta _LGO,-./018$&.LO_MaX_DTH>bGB_LCaHCCT]TP_OG>bITb]TbG]G_HLP b]LBTaM]TO

CL]%&’(’)*+,-&.*/*$*/00HaTP_HCHBG_HLP GPa H_O_]GBTGdHIH_X&2Pa _fLaG_GGBKMHOH_HLP OLC_fG]TOLC,-./018 GPa 1234-

*(9( fT]TMOTa _LBL>bG]T_DTaHCCT]TPBTOLC>GOOObTB_]LW]G>OdT_fTTP _DT>&=&*%.(/$.fTP_X_fLO_]GHPO" HPBIMaHPW

!+ HOLIG_Ta %&’(’)*+,-&.*/*$*/00O_]GHPO" _fL%&’(’)*+,-&.*/*$*/00]TCT]TPBTO_]GHPO" LPT1(,-&’)*+,-&+2’*+*-]TCT]TPBT

O_]GHP GPa LPT%0,&’)*+,-&3&-4(500]TCT]TPBTO_]GHP fT]Tb]TbG]Ta ]TObTB_H‘TIXdX_D]TTaHCCT]TP_b]TbG]G_HLP b]LBTaM]TO"
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dX18&2aT_GHITa GPGIXOHOLC>GOOObTB_]LW]G>OfGOLd_GHPTa C]L>_DTOLC_fG]TLC,-./018&.DT]TOMI_fT]TBL>bG]Ta

fH_D dHLBDT>HBGI]TOMI_&.DTP" _DTH>bGB_LCOG>bITb]TbG]G_HLP >T_DLa LP _DTHaTP_HCHBG_HLP ]TOMI_fGOT‘GIMG_Ta dX

]TOTG]BDHPW_DTBLPOHO_TPBXLC]TOMI_aT]H‘Ta C]L>_D]TTaHCCT]TP_b]TbG]G_HLP >T_DLa" .DT_]GBTGdHIH_XLC"( %&’(’)*+,-&

.*/*$*/00O_]GHPOfGOGIOLHP‘TO_HWG_Ta dX_DTBIMO_T]GPGIXOHOLC,-./018 ]TOMI_&.DTOG>TO_]GHPOfT]TGPGIXeTa dX

1234-*(9(" GPa _DT>GOOObTB_]LW]G>OfT]TBL>bG]Ta fH_D _DLOTdX,-./018&>&/?2*/$.DT"( O_]GHPOfT]T

HaTP_HCHTa dX,-./0 18 GO%&’(’)*+,-&.*/*$*/00" fDHBD fT]THP BLPOHO_TP_fH_D dHLBDT>HBGI]TOMI_GPa BLMIa dT

aHO_HPWMHODTa C]L>1(,-&’)*+,-&+2’*+*-GPa %0,&’)*+,-&3&-4(5006.DT]TfGOPLOHWPHCHBGP_aHCCT]TPBTHP _DT]TOMI_BLPCHaTPBT

G>LPW_DT_D]TTaHCCT]TP_b]TbG]G_HLP b]LBTaM]TO#!;(<(#$" dM__DTPM>dT]LC>GOObTGgOGPa _DTH]]TIG_H‘THP_TPOH_HTO

ODLfTa ]T>G]gGdITaHCCT]TPBT&.DTCL]>HBGBHa TN_]GB_HLP >T_DLa GBDHT‘Ta ObTB_]GBLPOHO_HPWLC;!# bTGgOGPa >GOO

]GPWTOLC" (((5!# ((( "#$" LCfDHBD ]TIG_H‘THP_TPOH_HTOfT]T;# >,&2_OH>HIG]H_XIT‘TILC+(?" _DT"( O_]GHPOb]TbG]Ta

dX_DTCL]>HBGBHa TN_]GB_HLP >T_DLa fT]TBIGOOHCHTa HP_L# BIMO_T]OdX_DTBIMO_T]GPGIXOHOLC,-./018 ]TOMI_" _D]LMWD

fDHBD _DT_]GPO>HOOHLP ]LM_TLC%&’(’)*+,-&.*/*$*/00BLMIa dTHaTP_HCHTa&.DT]TfGOPLLd‘HLMOaHCCT]TPBTHP _DTbTGg

bLOH_HLPOGPa ]TIG_H‘THP_TPOH_XdT_fTTP ,-./018 GPa 1234-*(9(&@.),2?/’.)$1234-5.6718 fGOBLPOHaT]Ta GOG

]TIHGdIT_TBDPHKMTHP _DTHaTP_HCHBG_HLP LC%&’(’)*+,-&.*/*$*/006.DTCL]>HBGBHa TN_]GB_HLP >T_DLa fGO>L]TOMH_GdITCL]_DT

HaTP_HCHBG_HLP LC%&’(’)*+,-&.*/*$*/00dX1234-5.6718" fDHBD fHIIdTGMOTCMI_TBDPHKMTCL]%&’(’)*+,-&.*/*$*/00_]GBT&

.DT]TfGOPLLd‘HLMOaHCCT]TPBTHP _DT>GOOObTB_]LW]G>OdT_fTTP ,-./018 GPa 1234-*(9(&

A&3 B.0(/% %&’(’)*+,-&.*/*$*/00& >G_]HN5GOOHO_Ta IGOT]aTOL]b_HLP HLPHeG_HLP5_H>TLCCIHWD_>GOOObTB_]L>T_]X&
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$$克罗诺杆菌属是一种革兰阴性菌的条件致病
菌"会引起严重威胁人类生命的疾病 ’!( ) 早在 !9’!
年"Y@1/RE-和7@2R03-R’"(发表了有关感染克罗
诺杆菌属的报道"当时克罗诺杆菌属被命名为黄色
阴沟杆菌#7-22’89:0;"-(,-5 1(,-&’)*+,-&+2’*+*-$"直
到 !9+( 年 被 更 名 为 阪 崎 肠 杆 菌 # 1(,-&’)*+,-&
.*/*$*/00$ ’%5)( ) "((+ 年 -,/@8/R等 ’#(通过试验将
阪崎肠杆菌准确的定义为克罗诺杆菌属"属于肠杆
菌科) 阪崎克罗诺杆菌是克罗诺杆菌属的一个种"
会引起新生儿坏死性小肠结肠炎*脑膜炎*败血症
等疾病 ’’5*( "易感人群是新生儿*婴儿及老年人 ’)( "
可引起神经系统后遗症和死亡"死亡率达 )(? =
+(? ’%( ) 传统的检测方法存在检测周期长*操作繁
琐等缺陷"因此"建立一种高效*简便的阪崎克罗诺
杆菌鉴定方法对于相关疾病的调查*溯源和阻断其
传播途径具有重要意义)

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱#1234-5
.6718$是一种新型软电离技术"其基本工作原理是
待测微生物与基质形成共结晶体"基质吸收激光能
量"并将能量及 Vh#质子$传递给微生物所含生物大
分子#主要是核糖体蛋白质$"使其发生电离&在电场
作用下"带电荷离子离开共结晶体表面"进入一定长
度的真空管"其到达真空管顶端的离子检测器的时间
与其质量成反比"从而获得蛋白质指纹图谱"并与数
据库中的标准谱图进行比对分析"从而获得鉴定结
果) 在蛋白质指纹图谱中"横坐标表示离子的质荷比
#"#$$"纵坐标表示离子峰强度"因此可利用特征峰
值*特征峰数量及相对峰强度对图谱进行比较’+( ) 在
我国1234-5.6718 技术检测微生物才刚刚兴起"一

些影响鉴定结果的因素还处在摸索阶段"例如样品前
处理方法*不同的仪器等’9( ) 本研究应用 ,-./0!
1234-5.6718#以下简称 ,-./018$对 "( 株阪崎克
罗诺杆菌进行鉴定"研究不同样品前处理方法对
,-./018 鉴定阪崎克罗诺杆菌的影响及 ,-./018
对阪崎克罗诺杆菌的分型溯源能力"并通过 ,-./018
与 1234-*(9(.1 1234-5.67:.6718 #以 下 简 称
1234-*(9($的图谱比对"研究两者所得谱图的异同)

!$材料与方法
!<!$材料
!<!<!$试验菌株

从乳制品实验室和外界环境中分离的 !+ 株阪
崎克罗诺杆菌野生菌株"其结果均由传统生化鉴定
得出"" 株阪崎克罗诺杆菌标准菌株#2.FF#!%"9*
2.FF "9#)) $" ! 株 阴 沟 肠 杆 菌 # 1(,-&’)*+,-&
+2’*+*-$标准菌株#2.FF!%()*$"! 株弗氏枸橼酸杆
菌#%0,&’)*+,-&3&-4(500$标准菌株 #2.FF+(9( $"共
"" 株菌株"试验菌株信息见表 !)
!<!<"$主要仪器与试剂

,-./0! 1234-5.6718#法国生物梅里埃$"
1234-*(9(.1 1234-5.67:.671GOO8bTB_]L>T_T]
#日本岛津$)

哥伦比亚血琼脂 h#?绵羊血*"5氰基5)5羟基肉
桂酸基质均购自法国梅里埃"无菌水"无水乙醇*甲
酸*乙腈均为色谱纯)
!<"$方法
!<"<!$菌株活化

将试验菌株接种于哥伦比亚血琼脂#含 #?绵
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$$$ 表 !$试验菌株信息
.GdIT!$\GOHBHPCL]>G_HLP LC%&’(’)*+,-&.*/*$*/00

O_]GHPOMOTa HP _DHOO_MaX
菌株编号 菌株名称 来源
-/! 阪崎克罗诺杆菌 干燥杀菌间防护服*地面残残留粉末
-/" 阪崎克罗诺杆菌 ! 号进风口加热器台边角
-/% 阪崎克罗诺杆菌 包材缓冲间案台背板
-/) 阪崎克罗诺杆菌 带土壤草叶
-/# 阪崎克罗诺杆菌 不带土壤草叶
-/’ 阪崎克罗诺杆菌 排风筒外壁残留粉末
-/* 阪崎克罗诺杆菌 % 楼 ! 号塔排风口底角
-/+ 阪崎克罗诺杆菌 布袋室地面平台外
-/9 阪崎克罗诺杆菌 取风室初效过滤布
-/!( 阪崎克罗诺杆菌 采样人员手
-/!! 阪崎克罗诺杆菌 冷水罐环境 "
-/!" 阪崎克罗诺杆菌 空调中效过滤布#化验室$
-/!% 阪崎克罗诺杆菌 空调残留水
%) 纯化 阪崎克罗诺杆菌 采样人员工服
%)5! 阪崎克罗诺杆菌 采样人员工服
%)5" 阪崎克罗诺杆菌 采样人员工服
!% 阪崎克罗诺杆菌 杀菌间地面#清洁前$
!9 阪崎克罗诺杆菌 % 楼排风口底角#清洁前$
2.FF#!%"9 阪崎克罗诺杆菌 美国菌种保藏中心
2.FF"9#)) 阪崎克罗诺杆菌 美国菌种保藏中心
2.FF!%()* 阴沟肠杆菌 美国菌种保藏中心
2.FF+(9( 弗氏枸橼酸杆菌 美国菌种保藏中心

羊血$平板上"置于 %’ i培养 ") D"使细菌形成
! >>大小的菌落备用)
!<"<"$样品前处理

直接涂布法#!法$%用 ! "I接种环从血平板上
挑取单个待测菌落"涂布到靶板上"然后加入 ! "I
"5氰基5)5羟基肉桂酸基质液均匀覆盖"待自然晾干
后即可进行检测)

甲酸提取法 ##法$%!<# >I/bbTPaL]C管中加
入 ! >I*(?乙醇"用无菌棉棒挑取血平板上的单个
菌落#约 # >W$放入 *(?乙醇中清洗"!# ((( ]:>HP
离心 # >HP"去掉上清液"然后加入 !(( "I"#?甲酸
!# ((( ]:>HP 离心 # >HP"将上清液转移到新的
/bbTPaL]C管中备用 ’!(( ) 取 ! "I上述备用的上清液
滴加在质谱仪靶板的靶点上"再加入 ! "I"5氰基5)5
羟基肉桂酸基质液均匀覆盖"待自然晾干后即可进
行检测)

甲酸5乙腈提取法#$法$%!<# >I/bbTPaL]C管
中加入 %(( "I纯水"用无菌棉棒挑取血平板上的单
个菌落#约 # >W$放入纯水中清洗"然后加入 9(( "I
无水乙醇"充分混匀"!" ((( ]:>HP 离心 " >HP"弃去
上清液"向含有沉淀的 /bbTPaL]C管中加入 #( "I
*(?的甲酸"混匀后"再加入 #( "I乙腈"充分混匀
后"!" ((( ]:>HP 离心 " >HP"将上清液转移到新的
/bbTPaL]C管中备用) 取 ! "I上述备用的上清液滴加
在质谱仪靶板的靶点上"再加入 ! "I"5氰基5)5羟基肉
桂酸基质液均匀覆盖"待自然晾干后即可进行检测)

!<"<%$1234-5.6718 分析
!<"<%<!$,-./018 分析

上样%使用 ) j)+ 孔靶板"将处理后的样品点至
靶板"并覆盖基质溶液"室温自然晾干后上机分析)

仪器参数%氮气激光光源"激光频率 #( =
’( Ve"激光波长 %%* P>"加速电压 "( ((( ,"延迟提
取电压 " !(( ,"飞行管长度 !<" >"线性正离子采
样模式"设定质量范围为 " ((( ="( ((( 4G) 每次
检测待测样品的同时都要在质控靶点的位置用大
肠埃希菌标准菌株#2.FF+*%9$进行质量校正"以
降低结果数据的误差)

软件分析%利用采集软件 3GMPBD Ĝa 进行数据
采集"获取质谱图) 激光采样点击靶点 # 次"可获取
! 个质谱图"每个靶位取多个位置进行激光点击"获
得 !(( 个有效的质谱图汇总并与数据库中的标准图
谱进行匹配"由 82@21-8 软件自动给出鉴定结果)

其中"鉴定结果可信度用百分比 #?$表示"并在
82@21-8 结果窗口用不同的颜色标识"深绿色表示
可信度大于 99<9?"绿色表示可信度在 9(<(? =
99<+?之间"黄色表示可信度在 +(<(? =+9<9?之
间"白色表示可信度在 *#<(? =*9<9?之间"红色
表示样品的质谱图与数据库中两个或两个以上标
准谱图匹配的可信度大于 +(<(?"为+冲突结果,"

当可信度小于 *#<(?"结果窗口不显示"在 4T_GHIO

里给出鉴定结果和可信度)
!<"<%<"$1234-*(9( 分析

上样%使用 ) j)+ 孔靶板"将处理后的样品点至
靶板"并覆盖基质溶液"室温自然晾干后上机分析)

仪器参数%固态紫外线激光光源"最大激光重
复频率 " ((( Ve"激光波长 %## P>"加速电压
"( ((( ,"延迟提取电压 " ((( =" )(( ,"飞行管长
度 "<! >"线性正离子采样模式"设定质量范围为
" ((( ="( ((( 4G) 每次检测待测样品的同时都要
用大肠埃希菌标准菌株 #2.FF+*%9$进行质量校
正"以降低结果数据的误差)

软件分析%利用软件 1234-8LIM_HLPO进行数据
采集"获取质谱图) 激光采样点击靶点 !(( 次"可获
取 ! 个质谱图"每个靶位取多个位置进行激光点击"

获得 !(( 个有效的质谱图"经平均与峰型处理"获取
最终的质谱图)
!<%$统计学分析

通过配对资料 ,检验来评价两种方法检测结果
之间的差异"以 !k(<(# 为差异有统计学意义)

"$结果与分析
"<!$,-./018 的鉴定结果分析
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"<!<!$试验菌株的鉴定结果
按照 !<"<" 中的样品前处理方法处理试验菌

株"利用 ,-./018 进行鉴定) "" 株试验菌株的鉴
定结果与传统鉴定结果一致"标准菌株 2.FF!%()*
鉴定为阴沟肠杆菌"标准菌株 2.FF+(9( 鉴定为弗
氏枸橼酸杆菌"另外 "( 株菌株均鉴定为阪崎克罗诺
杆菌"鉴定符合率为 !((<(?)

"<!<"$% 种不同样品前处理方法的鉴定结果
将 % 种不同样品前处理方法得到的鉴定谱图与

超级谱库中的标准谱图进行比对"得到鉴定结果可
信度"对鉴定结果可信度进行汇总"见表 ""并对其
进行配对资料 ,检验 !值均 ;(<(#"表明 % 种不同
样品前处理方法的鉴定结果可信度之间差异无统
计学意义#!;(<(#$)

表 "$% 种不同样品前处理方法鉴定结果分析#?$

.GdIT"$-aTP_HCHBG_HLP ]TOMI_OGPGIXOHOLC_D]TTaHCCT]TP_b]TbG]G_HLP b]LBTaM]TO

前处理方法
鉴定
符合率

鉴定到种水平 鉴定到属水平
不同可信度占比

9(<(? =99<9? +(<(? =+9<9? *#<(? =*9<9? k*#<(?

!法 !((<( !((<( !((<( #(<( %!<+ 9<! 9<!

#法 !((<( !((<( !((<( #)<# %!<+ !%<* (<(

$法 !((<( !((<( !((<( #(<( "*<% ""<* (<(

"<!<%$% 种不同样品前处理方法的图谱比较
用 ,-./018 鉴定试验菌株"由 82@21-8 采

集样品质谱图"图 ! 为 2.FF#!%"9 和 -/!( 的
,-./018 质谱图) 从图中可以看出"% 种不同样
品前处理方法获得的质谱图"质谱峰数量不同"相
同的质谱峰对应的相对峰强度也不同"其中#法

在 " ((( =!# ((( ":$范围内"相对峰强度 ;# >,
的质谱峰数量达 !# 个以上 #如 2.FF#!%"9"见
表 %$ &因此"应用 1234-5.6718 鉴定阪崎克罗诺
杆菌"样品前处理方法对鉴定谱图存在一定程度
的影响"#法较适用于阪崎克罗诺杆菌的 1234-5
.6718 鉴定)

注%2为 2.FF#!%"9&\为 -/!(

图 !$2.FF#!%"9 和 -/!( 的 ,-./018 图谱
7HWM]T!$1GOOObTB_]LW]G>OLC2.FF#!%"9 GPa -/!( CL],-./018 GPGIXOHO

表 %$% 种不同样品前处理方法的图谱比较
.GdIT%$1GOOObTB_]LW]G>OBL>bG]G_HLP LC_D]TTaHCCT]TP_b]TbG]G_HLP b]LBTaM]TO

方法 质谱峰数量 离子质荷比#"#$$ 相对峰强度最高的离子质荷比#"#$$

!法

#法

$法

!! % #*+*) %’)*) *%**# %+!*# *)!*’ "##*’ %!9** !#+** "*#*9 )*#*! ("+’ # %+!

!’
" ’+9*% ’%)*) %’’*) *%’*# %+"*’ "#’*’ %+%** "*"*
* "9"** %!9*+ +9)*9 )*9*!( "+9*!! "%(*!% ((9*!# %9%

* "*"

!( % ’%’*% +9**) %’)*) ))’*) *%+*# %+(*’ "#’** "*%*+ +9"*9 )*’ ) *%+

注%以 2.FF#!%"9 为例

$$#法的 % 株标准菌株 #2.FF#!%"9*2.FF !%()**2.FF+(9($得到的质谱谱图见图 ") 从图中
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图 "$#法 % 株标准菌株的 ,-./018 质谱图谱
7HWM]T"$1GOOObTB_]LW]G>OLC_D]TTO_GPaG]a O_]GHPOb]TbG]Ta dX>T_DLa #CL],-./018 GPGIXOHO

可以看出 % 株标准菌株的质谱峰差异明显"2.FF
#!%"9 的质谱峰 ) *%’*’ %+%** "*"** %!9*9 )*9 "#$
是其他 " 株标准菌株没有的"* "*" "#$的相对峰强
度最高&2.FF!%()* 的质谱峰 ! 99+*% ’")*) *##*
* ")**9 #(9 "#$是其他 " 株标准菌株没有的"* ")*
"#$的相对峰强度最高&2.FF+(9( 的质谱峰 " !+!*
) *’"*# ")(** "’!** %%)*9 ### "#$是其他" 株标准
菌株没有的") *’" "#$的相对峰强度最高) 说明
1234-5.6718 能准确区分不同种属的菌株)

通过 "( 株阪崎克罗诺杆菌的谱图比对#图略"
举例如图 !$"% 种不同样品前处理方法得到的谱图
在 ) %’)*) *%9*# %+!*’ "##** "*" 和 9 )** "#$附
近均有质谱峰出现"!法大部分菌株在 ) %’) "#$
的相对峰强度最高"#法大部分菌株在 * "*" "#$
的相对峰强度最高"$法大部分菌株在 ) *%9 "#$
的相对峰强度最高"相对峰强度存在差异"这些质
谱峰可作为阪崎克诺杆菌的特征峰)
"<"$,-./018 的聚类分析

将#法的 "( 株阪崎克罗诺杆菌的质谱图导入
,-./018 系统的数据库中"应用 82@21-8 软件对
其进行聚类分析"在相关性为 +(?的条件下""( 株
阪崎克罗诺杆菌分为 # 个群"聚类分析图见图 %)
从聚类分析结果可以看出"-/!! 和 -/!" 被归为
!群"!9*-/**2.FF"9#)) 分别被归为#群*$群*
%群"说明冷水罐环境 " 与空调中效过滤布 #化验
室$可能污染了同一种阪崎克罗诺杆菌"而 % 楼排
风口底角可能污染了不同菌株来源的阪崎克罗诺
杆菌&优势群&共有 !# 株菌"占比 *#?#!#:"($"其
中有 ! 株标准菌株 2.FF#!%"9"说明这 !) 株野生
菌株与标准菌株 2.FF#!%"9 之间亲缘关系非常
近"根据!) 株野生菌株的来源推测其传播途径如
下%草"进风口"取风室"采样人员"实验室"排
风口)

通过对这 "( 株阪崎克罗诺杆菌的质谱图进行
比较"!群的 -/!!*-/!" 和#群*$群*%群的 !9*
-/**2.FF"9#)) 的质谱峰出现差异) -/!! 和 -/!"
共有的质谱峰 ’ %("*9 #*9 "#$是其他菌株没有的&

注%\̂ \表示甲酸提取法

图 %$"( 株阪崎克罗诺杆菌聚类分析图
7HWM]T%$4TPa]LW]G>OLC"( %&’(’)*+,-&.*/*$*/00O_]GHPO

!9 的质谱峰 + %*% "#$是其他菌株没有的"并且在
) %’% "#$左右相对峰强度最高&-/* 的质谱峰
* %)% "#$是其他菌株没有的&2.FF"9#)) 的质谱
峰 % #*9** !#+ "#$是其他菌株没有的) 优势群&
的菌株大多数在相同的位置有不同强度的质谱峰
出现) 说明 1234-5.6718 具有良好的聚类分型
能力)
"<%$,-./018 与 1234-*(9( 的图谱比较

利用 1234-*(9( 对上述试验菌株进行分析"
由 1234-8LIM_HLPO采集样品质谱图"将 ,-./018
与 1234-*(9( 的图谱进行比较"图 ) 为 2.FF
#!%"9 和 -/!( 的 1234-*(9( 质谱图) #法 -/!(
的 ,-./018 与 1234-*(9( 谱图中均存在特征峰
) %’)*) *%9*# %+!*’ "##** "*" 和 9 )** "#$"将特
征峰进行汇总"见图 #"表明两者特征峰出峰位置与
相对峰强度无明显差异)

%$讨论
,-./018 的鉴定结果表明"% 种不同样品前处

理方法获得的鉴定结果可信度"配对资料 ,检验的
!值均 ;(<(#"表明鉴定结果可信度之间差异无统
计学意义&但从质谱图中看出"% 种不同样品前处
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注%2为 2.FF#!%"9&\为 -/!(

图 )$2.FF#!%"9 和 -/!( 的 1234-*(9( 图谱
7HWM]T)$1GOOObTB_]LW]G>OLC2.FF#!%"9 GPa -/!( CL]1234-*(9( GPGIXOHO

注%G*d*B*a*T*C分别表示特征峰 ) %’)*) *%9*# %+!*’ "##** "*"

和 9 )** "#$

图 #$#法 -/!( 的特征峰强度分布图
7HWM]T#$FDG]GB_T]HO_HBbTGg HP_TPOH_XaHO_]HdM_HLP >Gb LC

-/!( b]TbG]Ta dX>T_DLa #

理方法获取的质谱峰数量不同"相同的质谱峰对应
的相对峰强度也不同"表明 % 种不同样品前处理方
法提纯的蛋白质出现差异"甲酸提取法获得相对峰
强度 ;# >,的质谱峰数量较多"并且分布范围更
宽"因此"甲酸提取法较适用于阪崎克罗诺杆菌的
1234-5.6718 鉴定) 赵贵明等 ’!!(选取直接涂布
法和甲酸5乙腈提取法处理 ! 株阪崎克罗诺杆菌标
准菌株"来确定 1234-5.6718 鉴定的最佳样品前
处理方法"得出两种方法的谱图中蛋白质离子峰的
强度一致"与本研究中的结论不同"可能是由于其
研究菌株数量较少所致) 李修远等 ’!"(列举了 ) 种
样品前处理方法对不同微生物应用 1234-5.6718

鉴定的影响"传统直涂法用于革兰阴性杆菌的效果

最佳"改良直涂法和甲酸5乙腈提取法用于革兰阴性
杆菌*革兰阴性球菌和革兰阳性球菌的效果最佳"
研磨5超声裂解法几乎适用于所有的微生物"这些研
究表明为获得更好鉴定结果"不同种类细菌需要不
同处理方法) 本研究选取了一种新的样品前处理
方法"即甲酸提取法"结果表明其更适用于阪崎克
罗诺杆菌的 1234-5.6718 鉴定"对于其他菌种的
鉴定效果还有待考察) 由于菌株自身的特征 #荚
膜*细胞壁厚度等的差异$ ’!%( "还有菌落表面粘连的
代谢物*色素*琼脂等杂质"样品前处理方法直接影
响蛋白质的提纯"是影响 1234-5.6718 鉴定结果
的重要因素"而不同的微生物最佳样品前处理方法
也不同&因此"样品前处理方法对 1234-5.6718
鉴定微生物的影响还需做进一步的研究)

通过 ,-./018 对甲酸提取法的 "( 株阪崎克
罗诺杆菌的聚类分析得出"在相关性为 +(?的条件
下""( 株阪崎克罗诺杆菌分为 # 个群"说明 1234-5
.6718 技术能区分同种菌株间的微小差异"根据
菌株来源"推测优势群&中 !) 株野生菌株传播途径
为草"进风口"取风室"采样人员"实验室"排
风口"表明 1234-5.6718 技术对阪崎克罗诺杆菌
分型溯源具有重要价值) 吕佳等 ’!)(利用 1234-5
.6718 技术对 ) 株肠炎沙门菌进行聚类分析"并将
其结果与主成分分析结果进行比较"得出 1234-5
.6718 技术可为沙门菌分型溯源提供一种新的手
段"由于本研究中试验菌株的数量有限"因此在这
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方面还需做进一步的探究)
,-./018 与 1234-*(9( 的质谱图比对的结

果表明"两者特征峰出峰位置与相对峰强度无太
大差异"证明了基质辅助激光解吸的可靠性"由于
1234-*(9( 没有微生物数据库"并且获得的图谱
无法转换为 _N_文件"因此只能比较两者谱图的异
同"两者对微生物鉴定结果的异同还有待考察)

综上"1234-5.6718 技术应用于微生物的鉴
定及溯源具有快速*简便和准确的优点"但也存在
一些影响鉴定结果准确性和重复性的因素"另外"
数据库中菌株信息的不全面和具有高效分辨力软
件的缺乏"也是目前 1234-5.6718 技术面临的挑
战 ’!#( &因此"最大限度的发挥 1234-5.6718 技术
的优势"确保鉴定结果的准确性和可靠性"对于食
源性致病菌的检测与鉴定*分型溯源等都具有重大
意义)
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