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实验技术与方法
水产品中溶藻弧菌基质辅助激光解吸电离

飞行时间质谱快速鉴定方法建立

赵晓娟!汪琦!王紫薇!徐蕾蕊!刘莉!韩笑!曾静
!北京海关"北京#"$$$%+#

摘#要!目的#建立水产品中溶藻弧菌的基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱(R’=Z8)UYIR6)的快速鉴定方
法# 方法#以溶藻弧菌标准菌株(C8CC"$**/)为研究对象!采集不同样品处理方法(直接涂抹法和甲酸提取法)"

激光强度和菌株传代次数的 R’=Z8)UYIR6 图谱并加以分析比较!探讨上述因素对方法准确性的影响# 将溶藻弧
菌标准菌株(C8CC"$**/)的 R’=Z8)UYIR6 图谱主产物(R6])添加到数据库中!使用 .+ 株分离菌株及 * 株与溶
藻弧菌近缘的弧菌标准菌株验证数据库的补充对鉴定结果可信度的影响# 结果#甲酸提取法处理所得图谱特征
峰多"基线平滑"信噪比高!图谱质量优于直接涂抹法&激光强度对 R’=Z8)UYIR6 图谱有影响!过高或过低均会导
致图谱质量的下降&标准菌株补充数据库后可提高鉴定可信度!分离株的鉴定分值均达到 %-.$$ 以上&传代次数对
鉴定结果没有影响# 结论#R’=Z8)UYIR6 方法可将溶藻弧菌准确鉴定到种水平# 该方法准确"可靠!可用于溶
藻弧菌的快速鉴定#

关键词!溶藻弧菌& 基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱& 鉴定& 影响因素& 水产品
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##溶藻弧菌广泛存在于河口’海湾’近岸海域的
海水和海洋动物体内"是海水养殖鱼’虾’贝类等海
洋动物的重要病原菌 (").) * 人类进食被溶藻弧菌污
染的食品能够引起急性胃肠炎"严重者还可引起败
血症 (()!) * 由溶藻弧菌引起的暴发型食物中毒事件
时有发生 (+) "因此"作为一种致腹泻菌和影响食品
安全的病原菌"溶藻弧菌日益受到重视*

目前" 我国国家标准中还没有溶藻弧菌的检测
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方法* 水产品中溶藻弧菌的检测主要采用传统的
微生物鉴定方法和分子生物学方法 (,)*) * 常用的分
离培养基有硫代硫酸盐柠檬酸盐胆盐蔗糖#UCO6$
琼脂培养基和科玛嘉弧菌显色培养基"溶藻弧菌在
UCO6 琼脂平板上的典型菌落呈圆形’凸起’光滑’
边缘整齐的黄色菌落&在科玛嘉弧菌显色培养基上
的典型菌落呈圆形’扁平的白色菌落 (/) * 传统的细
菌培养鉴定方法结果准确’可靠" 但耗时长" 不适
合高通量检测* 自动微生物检测仪在鉴定弧菌时
易出现假阳性’假阴性"常常无法准确鉴定 ("$) * 近
年来很多学者应用普通聚合酶链式反应 #]C&$和
荧光定量 ]C&方法对溶藻弧菌进行快速检测"例如
6D0U"*,$!%$"+-出口食品中食源性致病菌检测
方法 实时荧光 ]C&法. ("")中对溶藻弧菌的实时荧
光 ]C&法鉴定" 这些方法敏感性高" 特异性强*

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱#R’=Z8)
UYIR6$是近年来发展的一种新型的微生物鉴定技
术 ("%) * 通过分析待测菌株蛋白质组成获得特征性
的指纹图谱"与数据库中标准菌株指纹图谱进行比
较"从而鉴定细菌至属’种"乃至亚种的水平 (".) "因
此数据库中是否存在与待测菌相同菌种的谱图"是
准确鉴定的基本条件* R’=Z8)UYIR6 方法具有操
作简单’快速’高通量’准确度高等优点"已广泛应
用于病原微生物的诊断和监测* 但 R’=Z8)UYIR6
鉴定结果受样品处理方法’仪器参数设置以及数据

库完善程度等因素影响* 为保证鉴定结果的准确"
需优化试验条件"以减少上述因素的影响 ("()"!) * 已
有研究 ("+)"*)表明样品处理方法"如细菌的培养条件
和时间’蛋白质提取方法步骤以及点样的方法等均
会造成质谱图中峰点和峰强度’信噪比等参数的差
异* R’U67Z’等 ("/) 研究 R’=Z8)UYIR6 对临床
葡萄球菌菌种鉴定方法"发现样品制备方法是影响
蛋白质图谱的重要因素"不同样品制备方法差异明
显#Ev$-$!$&江连洲等 (%$)以蜡样芽胞杆菌为研究
对象"探究不同样品处理方法及数据库的补充对
R’=Z8)UYIR6 鉴定结果的影响"发现不同样品处
理方法对蛋白质指纹图谱影响较大"数据库的补充
可提高该菌鉴定可信度* 本试验拟通过比较样品
处理方法’数据库完善和传代次数对溶藻弧菌鉴定
结果的影响"加深对 R’=Z8)UYIR6 方法的理解并
建立准确可靠的溶藻弧菌 R’=Z8)UYIR6 鉴定
程序*

"#材料与方法
"-"#材料
"-"-"#菌株来源

本试验所用菌株包括 / 株标准菌株和 .+ 株溶
藻弧菌分离菌株* 标准菌株信息详见表 "* .+ 株分
离菌株为实验室从水产品中分离得到"经 8H%.基因
测序确定为溶藻弧菌 (/) *

表 "#标准菌株信息表
U:QFG"#8A4?HN:E;?A ?4HG4GHGA3GLEH:;AL

菌株编号 名称 菌株来源
C8CC"$**/ 溶藻弧菌##>$8>%?;@>&%;K4>A7C$ 中国工业微生物菌种保藏管理中心
’UCC",*$% 副溶血性弧菌##>$8>%H?8?:=F%;K4>A7C$ 美国微生物菌种保藏中心
C\RCC"-"//, 副溶血性弧菌##>$8>%H?8?:=F%;K4>A7C$ 中国普通微生物菌种保藏管理中心
’UCC%,!+% 创伤弧菌##>$8>%B7;&>G>A7C$ 美国微生物菌种保藏中心
C\RCC"-",!* 创伤弧菌##>$8>%B7;&>G>A7C$ 中国普通微生物菌种保藏管理中心
C\RCC"-"/+/ 拟态弧菌##>$8>%F>F>A7C$ 中国普通微生物菌种保藏管理中心
C\RCC"-"+"% 弗尼斯弧菌##>$8>%G78&>CC>>$ 中国普通微生物菌种保藏管理中心
C\RCC"-"+"" 河弧菌##>$8>%G;7B>?;>C$ 中国普通微生物菌种保藏管理中心
C8CC%.,/( 霍乱弧菌##>$8>%A:%;=8?=$ 中国工业微生物菌种保藏管理中心

"-"-%#主要仪器与试剂
基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱 仪

#R;3H?4FG<=U"德国 OHPMGH$’恒温培养箱’台式离
心机*

血平板#美国赛默飞世尔$’#)氰基)()羟基肉桂
酸 ##)3K:A?)()5KJH?<K)3;AA:N;3:3;J" C9C’" 美 国
6;BN:$’细菌检测标准品 #德国 OHPMGH$’甲酸’乙
腈’无水乙醇*
"-%#方法
"-%-"#菌株培养条件

依据陈峰等 ("*)的研究结果"当菌株培养条件与

建库条件一致时"R’=Z8)UYIR6 的鉴定效果最佳*

参照布鲁克数据库中溶藻弧菌标准菌株建库时的
培养条件"所有菌株培养条件为血平板 .$ k培养
%( 5*
"-%-%#样品处理方法选择

R’=Z8)UYIR6 有两种常用样品处理方法"直
接涂抹法和甲酸提取法* 分别采取这两种方法对
溶藻弧菌标准菌株 #C8CC"$**/$的培养物进行处
理"评估这两种样品处理方法对鉴定结果的影响*

直接涂抹法%取少量菌体"均匀涂布在靶板的
一个靶点上"形成一个薄层* 待菌体室温干燥后覆
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盖 " !FC9C’溶液并自然晾干*
甲酸提取法%取 . m! 个溶藻弧菌单克隆"重悬

于 .$$ !F去离子水* 加入 /$$ !F无水乙醇"振荡器
上混匀* "% $$$ l@ 离心 % N;A"倒出上清液后继续
"% $$$ l@ 离心 " N;A* 吸弃上清液"室温放置 ! N;A
以干燥沉淀* 在沉淀中加入 .$ m!$ !F,$‘甲酸溶
液"充分重悬细菌沉淀"再加入等体积乙腈* 振荡
器混匀后 "% $$$ l@ 离心 % N;A* 取 " !F上清液点
加到靶板上"待干燥后在靶点上加 " !FC9C’溶
液* 自然干燥后上机操作*
"-%-.#仪器激光强度的设置

将溶藻弧菌标准菌株#C8CC"$**/$划线培养"
甲酸提取法提取蛋白质后点样* 在不同激光强度
#%$‘".$‘"($‘"!$‘$下采集图谱*
"-%-(#R’=Z8)UYIR6 数据采集及结果判定

运用 IFG<C?AEH?F软件采集样品数据(选择线性
操作模式"正离子模式&检测范围%% $$$ m%$ $$$
Z:&激光点击数%每图谱 ($ 次#+ 次激光累积$&激光
频率%+$-$ 9c&离子源加速电压%%$ Md&质量为 % m
%$ MZ:)"获得样品质谱图谱* O;?UK@GH软件将采集
样品图谱与数据库中标准图谱比对"根据匹配度得
分判定结果* 得分 %-.$$ m.-$$$ 表示菌种鉴定可
信度较高"%-$$$ m%-%// 表示可信的菌属鉴定和可
能的菌种鉴定""-,$$ m"-/// 表示可能菌属鉴定"
$-$$$ m"-+// 表示鉴定结果不可信*
"-%-!#R’=Z8)UYIR6 数据库的补充

甲酸提取法提取溶藻弧菌标准菌株 #C8CC
"$**/$的蛋白质"重复点样 * 次"每个靶点采集 . 张
质谱图"使用 IFG<’A:FKL;L软件分析获得的 %( 张质
谱图"除去低质量图谱"应用 O;?UK@GHYC软件将
%$ 张以上有效图谱#若 v%$ 张"重复试验$形成主
#

产物 #N:;A L@G3EH:@H?JP3E"R6]$ 并添加到自建
库中*
"-%-+#传代次数对R’=Z8)UYIR6鉴定结果的影响

将溶藻弧菌标准菌株 #C8CC"$**/$划线接种
血平板".$ k培养 %( 5 条件下传代培养 . 次"每次
传代后均取 . 个单菌落用最佳样品处理方法处理"
以比较同批次及不同批次 R’=Z8)UYIR6 鉴定一
致性*
"-.#统计学分析

本试验采用 4检验分析"Ev$-$! 为差异有统
计学意义*

%#结果与分析
%-"#样品处理方法选择

直接涂抹法和甲酸提取法处理得到的溶藻弧
菌标准菌株#C8CC"$**/$可信度得分均在 %-$$$ m
%-%// 之间"未能达到准确鉴定至种的水平* 统计
学分析结果表明"甲酸提取法与直接涂抹法比较在
数据库补充前的可信度得分差异无统计学意义
#Ez$-$!$"但蛋白质峰数量差异有统计学意义#E
v$-$!$#见表 %$"且甲酸提取法得到的蛋白质指纹
图谱基线平滑’峰强度高’信噪比高#见图 "$"因此"
选用甲酸提取法作为样品蛋白质提取方法*

表 %#不同处理方法下 R’=Z8)UYIR6鉴定结果#$5nC"&t+$

U:QFG%#ZGEG3E;?A HGLPFEL?4R’=Z8)UYIR6 QKJ;44GHGAE

@HG)EHG:ENGAEL

样品处理方法 蛋白质峰数量
数据库补充前
可信度分数

数据库补充后
可信度分数

直接涂抹法 *$-*. n*-*+ %-$+( n$-$,/ %-%", n$-"$$

甲酸提取法 /"-.. n+-+*% %-"./ n$-$!/ %-!!" n$-$(!%

注%以直接涂抹法为对照组"%表示蛋白质峰数量及数据库补充后可
信度得分差异有统计学意义#Ev$-$!$

图 "#不同处理方法对溶藻弧菌标准菌株蛋白质指纹图谱的影响
I;BPHG"#V44G3E?4J;44GHGAE@HG)EHG:ENGAEL?A @H?EG;A N:LLL@G3EH?NGEH;3@H?4;FGL?4#>$8>%?;@>&%;K4>A7C

%-%#激光强度的选择
不同激光强度下采集的图谱如图 % 所示"激光

强度过小"可导致谱峰信号值低’基线较高"特征峰

被淹没&激光强度过大"则蛋白质谱峰信号过高"可
导致主峰过饱和"使谱峰变形"且浪费光源* 溶藻
弧菌在激光强度 .!‘ m(!‘条件下"图谱一致性最
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图 %#不同激光强度对溶藻弧菌标准菌株蛋白质指纹图谱的影响
I;BPHG%#V44G3E?4J;44GHGAEF:LGH;AEGAL;EK?A @H?EG;A N:LLL@G3EH?NGEH;3@H?4;FGL?4#>$8>%?;@>&%;K4>A7C

高* 激光强度对图谱质量存在影响"因此"在采集
图谱前"应确定最适激光强度范围*
%-.#R’=Z8)UYIR6 数据库补充对鉴定结果的
影响

从表 % 结果可以看出"即使用效果较好的甲酸
提取法处理"溶藻弧菌标准菌株#C8CC"$**/$的鉴
定分值仍然低于 %-.$$* .+ 株溶藻弧菌分离菌株的
可信度得分也较低".% 株菌株得分在 %-.$$ 以下"
达不到准确鉴定到种的要求#见表 .$"说明布鲁克
原有的数据库并不能满足溶藻弧菌的鉴定要求*
##

这是由于布鲁克提供的数据库中溶藻弧菌的图谱
与本试验采集到的 溶藻 弧 菌 标准 菌株 #C8CC
"$**/$及 .+ 株溶藻弧菌分离菌株的图谱差异较大
造成的* 在布鲁克公司提供的最新的数据库中"与
C8CC"$**/ 图谱最相近的标准菌株是 Z6R%","U*
C8CC"$**/ 图谱与 Z6R %","U图谱中大部分蛋白
质峰一致"但是 C8CC"$**/ 的蛋白质峰明显比 Z6R
%","U多#见图中红色蛋白质峰$"见图 .&因此"采
集溶藻弧菌标准菌株 #C8CC"$**/$的图谱信息补
充数据库*

表 .#.+ 株分离菌株和 * 株标准菌株 R’=Z8)UYIR6 鉴定结果
U:QFG.#ZGEG3E;?A HGLPFEL?4.+ LEH:;AL:AJ * LE:AJ:HJ LEH:;AL?4;L?F:EGLQKR’=Z8)UYIR6

菌株编号 鉴定结果
可信度得分

数据库补充前 数据库补充后
.% 株分离菌株 溶藻弧菌##>$8>%?;@>&%;K4>A7C$ "-/(" m%-%/( %-."" m%-!+(
( 株分离菌株 溶藻弧菌##>$8>%?;@>&%;K4>A7C$ %-.$, m%-./, %-.*$ m%-!""
’UCC",*$% 副溶血性弧菌##>$8>%H?8?:?=F%;K4>A7C$ %-"*, %-"*,
C\RCC"-"//, 副溶血性弧菌##>$8>%H?8?:?=F%;K4>A7C$ %-""* %-""*
’UCC%,!+% 创伤弧菌##>$8>%B7;&>G>A7C$ %-($. %-($.
C\RCC"-",!* 创伤弧菌##>$8>%B7;&>G>A7C$ %-(.% %-(.%
C\RCC"-"/+/ 拟态弧菌##>$8>%F>F>A7C$ "-,(* "-,(*
C\RCC"-"+"% 弗尼斯弧菌##>$8>%G78&>CC>>$ %-$/, %-$/,
C\RCC"-"+"" 弗尼斯弧菌##>$8>%G78&>CC>>$ "-//, "-//,
C8CC%.,/( 易北河弧菌##>$8>%?;$=&C>C$ "-!.+ "-!.+

##数据库补充后".+ 株溶藻弧菌分离菌株及 * 株
与溶藻弧菌近缘的弧菌标准菌株鉴定结果见表 .*
.+ 株分离菌株均准确鉴定为溶藻弧菌"且鉴定得分
均在 %-.$$ 以上"满足了将溶藻弧菌鉴定到种的要

求* * 株与溶藻弧菌近缘的弧菌标准菌株虽然有些
鉴定结果与预期不符"如河弧菌 #C\RCC"-"+""$
错误鉴定为弗尼斯弧菌’霍乱弧菌#C8CC%.,/($错
误鉴定为易北河弧菌"但是都没有错误鉴定为溶藻
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图 .#溶藻弧菌标准菌株#C8CC"$**/$图谱与布鲁克

数据库比对结果
I;BPHG.#C?N@:H;L?A ?4#>$8>%?;@>&%;K4>A7CC8CC"$**/

:AJ OHPMGHJ:E:Q:LGN:@L

弧菌*
数据库补充前后溶藻弧菌分离株 R’=Z8)UYI

R6 可信度得分差异有统计学意义#Ev$-$!$"识别
能力提高 **-*/‘ #.%0.+$* 说明 R’=Z8)UYIR6
数据库的补充可提高溶藻弧菌鉴定可信度"而溶藻
弧菌数据库的补充对其他近缘弧菌标准菌株得分
没有影响*
%-(#传代次数对 R’=Z8)UYIR6 鉴定结果的影响

溶藻弧菌标准菌株 #C8CC"$**/$同一传代次
数不同菌落及不同传代次数鉴定结果见表 (* 同一
传代次数 . 个菌落平行样可信度得分接近"差异无
统计学意义#Ez$-$!$&不同传代次数可信度得分
也差异无统计学意义#Ez$-$!$"说明 R’=Z8)UYI
R6 方法稳定性较好"同批次及不同批次鉴定结果
差异无统计学意义#Ez$-$!$*

表 (#不同传代次数 R’=Z8)UYIR6 鉴定结果

U:QFG(#R’=Z8)UYIR6 ;JGAE;4;3:E;?A HGLPFEL

?4J;44GHGAEBGAGH:E;?AL

菌落平行样
不同传代次数溶藻弧菌可信度得分
" % .

" %-!,+ %-!"% %-!%%
% %-!+/ %-!,/ %-!*+
. %-!!. %-!%" %-!(/

.#讨论
以细菌表面蛋白质为检测对象的 R’=Z8)UYI

R6 技术是近年来发展起来的一种全新的微生物
检测技术"因其具有操作简单’快速’低成本和高
通量等优点" 已成为临床诊断’环境监测以及食品
加工质量控制的重要方法 (%") * 在绝大多数情况
下"R’=Z8)UYIR6 方法可正确鉴定微生物到属’
种甚至是亚种水平"且具有可重复性"满足微生物
实验室鉴定的需求* 在某些情况下"如近源菌株
图谱相似程度较高时"R’=Z8)UYIR6 方法也会出

现匹配分数较低甚至是鉴定错误的情况 (%%) * 此
外"样品处理方法’仪器参数设置’尤其是数据库
的完善程度对鉴定结果影响较大*

数据库的完善程度对于 R’=Z8)UYIR6 鉴定
结果的准确性最为重要* 数据库中图谱的质量’数
量都将直接影响鉴定的成功率与准确率* 在没有
补充数据库前"虽然溶藻弧菌标准菌株和分离菌株
都能鉴定为溶藻弧菌"而与溶藻弧菌近源的 * 株其
他弧菌的标准菌株都没有鉴定为溶藻弧菌"但是由
于本试验采集的溶藻弧菌图谱与布鲁克数据库中
溶藻弧菌标准菌株的图谱存在差异"导致溶藻弧菌
标准菌株#C8CC"$**/$和 **-*/‘#.%0.+$的分离
菌株的鉴定分值介于 %-$$$ m%-%// 之间* 按照布
鲁克的判定标准"为准确的属的鉴定"可能的种的
鉴定"达不到鉴定到种的水平* 而用溶藻弧菌标准
菌株#C8CC"$**/$补充数据库后".+ 株溶藻弧菌分
离菌株都能被准确鉴定到种* 这也再次验证了实验
室在原有数据库基础上补充建立本地病原微生物的
质谱指纹图谱库"不仅可以提供更多的可供比对的标
准菌株图谱"还可以降低仪器和试剂带来的影响"可
以有效提高鉴定成功率* 目前用更多的标准菌株扩
充数据库已成为提高鉴定效果的一种常规手段(%.)%+) *

除数据库外"样品处理方法也会影响鉴定结
果* 直接涂抹法的优点是操作简单’省时"缺点是
受涂布菌量的多少和均匀程度的影响"图谱重复性
不好"鉴定结果不稳定"有时由于图谱质量差还会
导致鉴定错误和无法鉴定的情况出现* 甲酸提取
法虽然操作较直接涂抹法复杂"但样品蛋白质与基
质的结晶均一"图谱蛋白质峰数量’重复性及可信
度分值均好于直接涂抹法* 此外"当数据库不完善
时"甲酸提取法的鉴定效果与直接涂抹法的鉴定效
果差异无统计学意义#Ez$-$!$"但是当数据库完
善后"甲酸提取法的鉴定效果明显优于直接涂抹法*

质谱仪的激光强度也会影响图谱质量* 不同
种类的菌株所需的最适激光强度有差别"而且随着
仪器使用的时间和频率"质谱仪的激光器会发生损
耗导致激光强度降低"因此"建议在大规模采集数
据之前"先预先摸索菌株的最适激光强度"确保图
谱质量*

综上所述"本试验比较了溶藻弧菌样品处理方
法’激光强度和数据库完善对鉴定结果的影响* 试
验显示"数据库是否完善是将细菌准确鉴定到种的
关键因素"而甲酸提取法的鉴定效果明显优于直接
涂抹法* 补充数据库后"使用甲酸提取法"可将溶
藻弧菌准确鉴定到种的水平* 该方法准确’稳定"
可用于溶藻弧菌的快速鉴定*
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