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基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱用于直接鉴定临床

病理样本中微生物的研究

刘新海"广东省深圳市龙岗区横岗人民医院检验科
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在临床微生物实验室#鉴定患者样本的微生物长期主要基

于检测假定的目标微生物所表现出来的表型特征+革兰染色,

菌落形态学,镜检,选择性培养基上的生长情况和各种生化试

验是传统鉴定方法的主要手段+因为这些方法一般需依赖于

相关微生物的活性代谢过程#因此#一般需要一个较长的培养

过程+而临床微生物检测需要对感染患者的检测样本进行快

速鉴定以及时给予适当的对症治疗#所以传统方法明显不能满

足临床检测需要+分子诊断方法#主要是
"1I

核糖体
XU3

测

序或实时
&,X

基因检测方法+经过多年的发展并已被普遍应

用于微生物的鉴定#是一种重要的微生物鉴定方法+但是这些

方法操作繁杂且相对价格昂贵#同时基于时间和价格的考虑#

其并不适用于临床微生物实验室的检测工作+

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱$

S3RY]4+P(4SI

%

技术作为最新发展起来的一种简便,快速,准确,经济的病原微

生物鉴定方法#正好满足临床微生物实验室对病原微生物快速

经济的诊断需求+相信随着该方法的发展和在临床微生物实

验室的广泛应用#将显著改变现在微生物实验室的工作模式和

流程#给临床科研工作人员带来更多便利+

$
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基本原理

S3RY]4+P(4SI

是近年来发展起来的一种新型的软电

离生物质谱+仪器主要由两部分组成!基质辅助激光解吸电离

离子源$

S3RY]

%和飞行时间质量分析器$

+P(

%+

S3RY]

的

原理是用激光照射样品与基质形成的共结晶薄膜#基质从激光

中吸收能量传递给生物分子#而电离过程是将质子转移到生物

分子或从生物分子得到质子#而使生物分子电离的过程+它是

一种软电离技术#适用于混合物及生物大分子的测定+

+P(

的原理是离子在电场作用下加速飞过飞行管道#根据到达检测

器的飞行时间不同而被检测测定离子的质荷比$

S

"

c

%与离子

的飞行时间成正比+

S3RY]4+P(4SI

再依据样品
?

"

L

的不

同来进行检测#并测得样品的相对分子质量+完整的细胞可以

产生特殊的蛋白图谱$指纹图谱%#通过和以前收集的数据库中

的指纹图谱相比较来鉴定微生物+

/
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技术方法

/-$
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样品准备
!

对不同的生物样本有不同的预处理方法#如

高浓度的来自患者的血液样本的宿主蛋白会干扰特定的细菌

和真菌蛋白的检测+所以样本制备需经过分离细菌和宿主蛋

白的细胞溶解以及不同的离心步骤+当样本中细菌的量和当

前
S3RY]4+P(4SI

方法的检测限不要能满足要求时#一般除

了加大血液和尿液的量#还可以对血液进行额外的富集培养+

尿液样本中因为不含有复杂菌群且几乎无宿主蛋白#所以

没有血培养物那么相对复杂的预处理过程+虽然来自泌尿道

感染的患者的尿液样本的细菌总数一般大于或等于
"$

!

,(Z
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#已有许多研究小组直接用
S3RY]4+P(

来鉴定尿液中的

菌物)

"4.
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+然而#因为进入
S3RY]4+P(

的微板的加入量只有

"
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#所以如果直接测量原尿中的菌#鉴定结果会不准确#

所以目前已发展多种不同的前处理方法#使用两次连续的离心

$低速去除白细胞#高速收集菌体%等+
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样品制备
!

S3RY]4+P(SI

是一种非常灵敏的技术#

分析时只需要少量的微生物即可$细菌
"$

2
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,(Z

%+鉴定

微生物时#样品和
"

-

R

的基质溶剂混合后置于钢制靶盘表面

晾干+基质溶剂与样品在靶盘上共结晶+这些基质一般是由

在可用的激光波长范围内具有强烈吸收的酸性小分子组成+

基质的选择根据待分析的生物分子和激光类型)

)
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+最常使用

的基质有
.

#

!4

二羟基苯甲酸
Y%J

,对羟基桂皮酸
,%,3

等+
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典型的靶盘能放置
"1

!

)#2

个样品+装样后的靶

盘插入仪器中然后被转入测量室+质谱仪中必须保持高的真

空度+目标样品在真空环境经特定激光照射#激光能量使微生

物和基质蒸发#导致核糖体蛋白质离子化+离子在电磁场作用

下加速然后进入飞行管+最终精确记录被分析物经过飞行管

到达检测器所花的飞行时间+离子化程度和蛋白质量决定了

被分析物特定的
+P(

+基于这些
+P(

信息#由此产生一个特

征性的光谱并组成一个特定的样品指纹图谱#而它对于给定物

种是独特的+

/-1

!

指纹图谱比对
!

对于物种水平的鉴定#一般使用的大小

范围是
.

!

.$l"$

)

#因为被发现这个范围内是很稳定和有很

强的信噪比的#而这个范围正好在核糖体蛋白质离子化效果不

错的范围之中#可以提供精确的图谱#同时极少受到微生物生

长条件的影响+计算机软件自动比对收集来的图谱和包含多

种多样的医学相关菌种图谱的数据库+所测得的图谱具有技

术性固有噪声#因此很难有与已知图库中的谱图一致+软件会

比对观察值与储存数据谱图之间的相似度从而得出一个数值

$分值%#这个数值来表示鉴定的有效性+数值大于
.-$

一般被

鉴定为同种+数值在
"-/

!

.-$

之间表示鉴定为同属+当前的

算法允许整个计算机分析在一个几乎实时的时间范围内#因

此#如果只有一个测试样品的话#可能需要
!

!

/?B7

就可以获

得一个物种水平的鉴定+

'

!

应
!!

用

鉴于
S3RY]4+P(

技术对病原微生物鉴定的准确性#此

技术可以直接应用于一些临床样本#例如血液,尿液,脑脊髓

液等+

'-$
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血液
!

血液感染,感染性休克和心内膜炎是一类有很高

死亡率和发病率的严重疾病+血液培养物是建立这些感染的

病因学信息的最好方法#同时可以指导抗菌治疗+因为快速合

适的抗菌治疗对于降低不良后果是很关键的#所以显得其尤为

重要+事实上#合适的治疗和不合适的治疗血液感染患者的病

死率分别为
.$0

和
)20

+快速的知道阳性血液培养物的革兰
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菌株结果对适应抗菌治疗作用显著+因此#早于革兰鉴定的对

阳性血液培养物的微生物的精确鉴定将可能有助于临床医生

更好的调整抗菌治疗+

利用分子生物学特别是实时
&,X

直接从阳性血培养物中

鉴定细菌已有诸多尝试)

24!

*

+目前#许多研究已经报告了

S3RY]4+P(4SI

方法对阳性血培养物中微生物的鉴定+相

关研究显示#根据革兰阳性还是阴性或者前处理不同#准确性

鉴定的范围也有很大的区别#物种水平的准确性鉴定范围在

)"-#0

!

*!0

之间+当然这也与目前存在的一些技术性困难

有关#如有研究表明单独使用
S3RY]4+P(4SI

方法不能完成

对某些链球菌的鉴定)

1

*

+另外#阳性血培养物中非单一菌的鉴

定也体现出目前的技术困难)

/4#

*

+

I<9797;57

等)

*

*用
S3RY]4+P(4SI

和传统方法分别检测

了
.".

个阳性血培养物+结果显示#

.".

个中有
"/$

个阳性培

养物得分大于或等于
"-/

+

2.

$

"*-#0

%个的得分小于
"-/

#即

不能确认鉴定的准确性+在那
"/$

个得分足够达到鉴定要求

的培养物种#

"1.

个可以准确鉴定#大多数$

"!#

"

"1.

#

*#0

%达

到种水平的鉴定#剩余达到属水平的鉴定+所有
#

个错误鉴定

都是草绿色链球菌#在得分大于或等于
.-$

的情况下误判为肺

炎链球菌+

"$

个含有多种微生物的血培养物样本中#尽管并

未出现错误鉴定#但是
SI

方法不能可靠的鉴定全部出现的微

生物+

&:58M@5?

)

"$

*发展了一种溶解红细胞的氯化铵方法来进行

的
S3RY]4+P(4SI

分析#作者经连续
*

周从
/#

个患者中收

集了
".1

份血培养物+其中
2

份多菌培养物被排除+有效鉴

定
*1

"

"..

$

/#-/0

%#

*!

份种水平上的鉴定#尽管事实上只有

1*

份得分在
.-$

以上+其余
.1

份为不确定性鉴定+整个提

取时间平均需要
)$

!

2!?B7

+

g5O

)
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*评估了
S3RY]I9

A

;B<

HA

9:
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gB<

平台
SI

方法与

传统方法的比较+对
!$/

个血培养瓶进行了检测#

)/*

个用

S3RY]4+P(4SI

方法检测$

/2-#0

#

)!#

单菌#

."

多菌%#单菌

血培养物中革兰阳性菌的属水平和种水平的鉴定率达到

"$$0

和
1/-/0

#而革兰阴性菌分别为
"$$0

和
*"-20

+革兰

阴性菌种水平的鉴定率明显高于阳性菌+

JC=O9

等)

".

*对
"12

株阳性血培养物中微生物进行了检测#

能从
#!-!0

的单菌阳性血培养物中直接鉴定#与传统方法比

较#属水平和种水平的鉴定一致性分别高达
*/-10

和
*2-"0

+

同样#革兰阴性菌的鉴定率$

*/-#0

%要明显高于革兰阳性菌的

鉴定率$

#$-$0

%+

(9::575B

等)

")

*直接检测模拟的酵母样菌阳性血培养液中

"$

株白色念珠菌和
"$

株非白色念珠菌以及
""

株患者血培养

标本中的白色念珠菌#鉴定准确率均为
"$$0

+

S=:B7=F@

等)

"2

*直接鉴定血培养液中
".

株酵母样菌#属于不同的
1

个

种#鉴定准确率为
"$$0

+

k=7

等)

"!

*直接从阳性血培养液中提

取和鉴定酵母样菌蛋白也获得了满意结果+

'-/

!

尿液
!

分析从琼脂平板上分离的纯培养物一般只需要一

个简单的处理过程#鉴定血培养物中的病菌也需要提取和富集

的处理程序#最具挑战性的是#直接鉴定患者样本中的病菌而

无需经过富集培养过程+这些样本里通常还大量存在宿主蛋

白和其他正常菌群#这些都可能影响到目标谱图的分析+尿液

样本中因为不含有正常菌群且几乎无宿主蛋白#所以是个理想

的选择+更为有利的是#泌尿道感染通常菌群不复杂且感染过

程中病菌的含量很高)

"4.

*

+

(9::9B:=

)

.

*比较了
S3RY]4+P(4SI

和传统方法对泌尿道

感染的诊断+作者分析了
.1$

份已通过流式细胞仪标记为阳

性的带菌原尿样本+每个样本应用
2?R

且应用统一的细胞

提取程序+为了比较#

"$

-

R

未浓缩尿液在血琼脂和麦康基培

养基上培养以作传统培养分析+有
.)!

个样本形成了单菌落#

直接
S3RY]4+P(4SI

分析的效果依赖于原始样本中的菌落

总数+其中有
..$

份尿样$

*20

%菌含量大于
"$

!

,(Z

"

?R

#

S3RY]4+P(4SI

鉴定这些样本种水平的一致性有
.$.

"

..$

$

*"-#0

%#

.

个在属水平$

$-*0

%+有
"2

个被鉴定为不可靠鉴

定#即得分小于
"-/

+有
.

个分离物识别错误+

"!

个菌含量少

于
"$

!

,(Z

"

?R

的样本#则报道只有一个是可靠性鉴定+

ĝ@CB7

G

等)

"1

*分析了菌含量在
"$

.

!)

"$

!

,(Z

"

?R

等

"$/

个不同尿液样本#实验结果表明#

S3RY]4+P(4SI

方法能

对菌含量低至
"$

)

,(Z

"

?R

的尿液样本进行可靠的直接鉴定+

不过部分样本由于人
'

4

防御素的存在而会影响到菌的鉴定+

'-'

!

脑脊髓液及其他
!

另外也有研究应用
S3RY]4+P(4SI

直接检测和鉴定其他正常无菌液体中的细菌+应用
S3RY]

方法检测包括移植养护液,关节液,深部脓疱标本,骨小孔标本

用血培养液孵育+但由于在正常体液中感染的细菌的数量少#

目前还主要用于检测和鉴定血液和尿液标本+至于脑脊髓液#

U

H

D=7

G

)

"/

*在
)$?B7

内成功的鉴定了肺炎球菌#不过#实际上#

脑脊髓液的细菌鉴定强烈的受低菌含量和可用测试量的限制#

所以其还仍未应用于常规的诊断实验室+

1

!

结
!!

论

出众的时间和成本优势#使
S3RY]4+P(4SI

方法在临床

微生物检测领域具有非常广阔的前景+国外已有大量临床实

验室将其付诸实践+

S3RY]4+P(4SI

方法对鉴定细菌,酵母

还是其他真菌都是有效的鉴定方法#许多研究也表明其在常规

微生物实验室的应用是很有前景的+

S3RY]4+P(4SI

方法

是目前用于阳性血培养物微生物鉴定的发展最快的技术+虽

然目前最广泛的应用还是在平板分离的常规细菌的鉴定+然

而#其也显示出可以扩大应用范围至对常规方法很难鉴定的真

菌和结核杆菌的鉴定+虽然当前对直接鉴定病理样本中的微

生物仍有诸多缺陷和难度#如当前的技术需要较高的菌含量且

菌成分需单一#但是#相信随着数据库的完备和质谱技术的发

展#这些问题都将得到很好的解决+
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高龄患者股骨转子间骨折治疗的选择

胡
!

杨"重庆医科大学附属第一医院骨"

.

#科
!

2$$$"1

#

!!

"关键词#

!

高龄患者'

!

股骨转子间骨折'

!

治疗

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$/&$1&%''

文献标志码$

3

文章编号$

"1/.4*2!!

"

.$".

#

"24"/224$)

!!

股骨转子间骨折是指股骨颈基底至小转子水平以上的骨

折#位于股骨干
4

颈的交界处#主要由松质骨构成#是承受剪切

应力较大的部位#其机械强度受骨质疏松的影响较大#因此多

见于老年人)

"

*

+早期倾向于保守治疗#但近年来越来越多的学

者发现#保守治疗并发症多#护理困难及功能恢复差#且病死率

高于手术治疗)

.

*

#因此手术治疗高龄患者股骨转子间骨折成为

目前首选治疗方式+下面就治疗方式分为保守治疗,外固定,

和内固定进行分别阐述+

$

!

保守治疗

股骨粗隆间骨折患者大多为高龄老人#大部分患者入院时

合并有呼吸系统及心,脑血管系统等内科疾病+国内董纪元

等)

)

*研究表明老年髋部骨折患者并存内科疾病者占
/!-.0

!

*!-$0

#在创伤应激反应下很有可能使原有疾病加重#有文献

报道高龄组牵引治疗的病死率为
)2-10

)

2

*

#在术后功能恢复

方面#国内早期研究表明#采取保守治疗有
!$0

的患者能生活

自理#其中仅
.!0

完全恢复受伤前功能水平)

!

*

#因此在选择保

守治疗股骨粗隆间骨折时一定要慎重#重视治疗早期对患者的

内科并发症的诊断和治疗#加强与内科医生的合作#加强对患

者的护理+同时还可以在保证稳定牵引的情况下允许患者在

床上做一些必要的身体锻炼+鼓励患者深呼吸#咳嗽排痰#以

减少坠积性肺炎等并发症的发生+此外还应注意患肢按摩,股

四头肌的舒缩锻炼及膝,踝关节的主动活动#促进肢体的静脉

回流#以减少深静脉血栓形成,关节僵硬和肌肉萎缩的发生+

/

!

外固定

/-$

!

概述
!

外固定支架在国内外有很多类型#例如我国的潘

伟新等)

1

*研制的双螺旋加压钉柱角外固定支架#赵杰等)

/

*采用

单侧成角度进针外固定器#谷福顺等)

#

*采用的单臂外固定支架

治疗粗隆间骨折#均取得了较满意的效果+目前国内外学

者)

*4".

*多推荐使用单边外固定支架结合普通外固定针治疗转

子间骨折+

/-/

!

并发症及其预防和治疗
!

尽管外固定支架在转子间骨折

的治疗中拥有手术时间短#创伤小#操作简单等优点#但临床仍

-
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