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要"目的
!

探讨
T8SbY#"L/

质谱仪用于临床酵母菌鉴定的优越性!为临床真菌感染提供早期诊断&治疗的依据%

方法
!

收集该院
2+*3

年
-

月至
2+*4

年
,

月临床分离酵母菌
2+4

株!分别用
T8SbY#"L/

质谱仪&

UY"0W2P&F

$

BH@

微生物鉴定

仪和显色培养法进行鉴定!以内转录间区序列测序结果为最终确认结果%比较
T8SbY#"L/

质谱仪&

UY"0W2P&F

$

BH@

微生物鉴

定仪和显色培养法鉴定的准确性%结果
!

,

种方法鉴定酵母菌的准确率分别为
UY"0W2P&F

$

BH@

鉴定仪
-273N

!显色培养法

4)7+N

!

T8SbY#"L/

质谱仪
927)N

%

T8SbY#"L/

质谱仪与
UY"0W2P&F

$

BH@

鉴定仪比较!差异有统计学意义"

"5+7++4

$!

T8SbY#"L/

质谱仪与显色培养法比较!差异有统计学意义"

"5+7++*

$%结论
!

T8SbY#"L/

质谱仪与
UY"0W2P&F

$

BH@

鉴定

仪&显色培养法相比!具有快速&操作简便&结果准确等优点%

关键词"
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质谱仪'
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酵母菌'
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内转录间区测序
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近年来#由于广谱抗菌药物*免疫抑制剂*糖皮质激素等药

物的广泛应用和因器官移植*肿瘤化疗等造成免疫损伤患者的

增多#真菌感染呈持续性上升趋势'尤其是近几年#白色假丝

酵母菌感染占血源性真菌感染的半数以上#其病死率高达

:3N

!

)3N

#非白色假丝酵母菌的感染比例也在升高(

*

)

'因

此#真菌的早期诊断和治疗#对于提高患者治愈率#降低病死率

具有一定的临床意义'然而#对于酵母菌的鉴定#传统上多采

用基于生化反应和显色培养的方法#两种方法在酵母菌的鉴定

中都存在耗时长*鉴定能力不足等问题'近年来随着微生物鉴

定技术的飞速发展#

T8SbY#"L/

质谱仪应运而生#在临床感

染病原菌的鉴定中应用日益广泛'许多报道显示其在多种细

菌的鉴定中与传统方法相比#具有快速*准确的特点#但在真菌

中的研究还鲜有报道'因此#本研究探讨了
T8SbY#"L/

质

谱仪用于临床常规酵母菌鉴定的优越性#为临床真菌感染提供

早期诊断*治疗的依据'现报道如下'
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!

材料与方法

$7$

!

菌株来源
!

收集本院
2+*3

年
-

月至
2+*4

年
,

月临床分

离酵母菌
2+4

株'菌株来源于血液*痰液*尿液*分泌物*脓汁*

脑脊液*粪便和伤口拭子等'

$7/

!

仪器与试剂
!

主要仪器与试剂包括
T8SbY#"L/

质谱

仪及配套基质液$布鲁克公司%*

UY"0W2P&F

$

BH@

全自动微生

物鉴定仪及
dO"

鉴定卡$法国梅里埃公司%*

PC%&FB

A

B%

显色

培养基$法国科马嘉公司%*沙堡弱琼脂培养基$法国梅里埃公

司%*酵母基因组
b!8

提取试剂盒及聚合酶链反应$

(Pa

%相

关试剂$

;̀B

A

><

公司%'

$7'

!

方法

$7'7$

!

真菌分离培养
!

所有菌株标本均接种在沙堡弱琼脂培

养基上#于
2-g

培养箱恒温培养
2

!

,I

#每天观察菌株生长状

况及菌落形态#长出单个菌落后对菌落进行次代纯培养'

$7'7/

!

UY"0W2P&F

$

BH@

鉴定仪
!

对纯培养菌株进行革兰染

色#明确其为酵母菌#挑取纯培养菌落#用
+7:3N

无菌氯化钠

溶液配制成麦氏浊度为
*7-

!

272

的菌悬液#装载卡片上机鉴

定#

*-

!

2:C

记录实验结果'

$7'7'

!

显色培养鉴定
!

将纯培养菌株接种在
PC%&FB

A

B%

显色

培养基#

23

!

,+g

培养
:-C

观察菌落的颜色#进行菌种鉴定#

其判定方法见表
*

'

$7'71

!

T8SbY#"L/

质谱仪
!

根据
T8SbY#"L/

质谱仪标准

操作流程#取甲酸萃取法制备的标本
*

*

S

#加
*

*

S

基质液#自

然晾干后上机测定'

T8SbY#"L/

质谱仪结果判读!根据
';&#

@

M$

>%

软件得分标准$

%

27+

的菌株在.种/水平上的鉴定被完

-

,232

-

检验医学与临床
2+*)

年
9

月第
*:

卷第
*)

期
!

SB1T>IPD;<

!

O>

$

@>F1>%2+*)

!

U&D7*:

!

!&7*)



全接受&得分在
*7-

!

27+

的菌株在.种/水平上的鉴定已经足

够准确&得分
%

*7)

菌株在.属/的水平上被接受%#记录鉴定

结果'

表
*

!!

显色培养结果判定表

初筛假丝酵母菌属 菌落颜色及直径

白色假丝酵母菌 绿色*翠绿色$直径约
2FF

%

热带假丝酵母菌 蓝灰色*铁蓝色$直径约
*73FF

%

克柔假丝酵母菌 粉红色$模糊*有微毛#菌落较大#直径
:

!

3FF

%

光滑假丝酵母菌 紫色$直径约
2FF

%

其他假丝酵母菌 白色

$7'72

!

内转录间区$

Y"O

%序列测序
!

真菌
b!8

通过酵母基

因组
b!8

提取试剂盒$

;̀B

A

><

公司%提取#

(Pa

扩增引物*反

应条件及反应体系见参考文献(

2

)'扩增引物为
Y"O,

$

3̂#[P8

"8"P88 "88 [P[ [8[ [8#,̂

%和
Y"O:

$

3̂#[P8 "P[

8"[88[88P[P8[P#,̂

%'

(Pa

产物测序后在美国国家

生物技术信息中心网站进行比对#明确菌种鉴定结果'

$71

!

判断标准
!

当
T8SbY#"L/

质谱仪*

UY"0W2P&F

$

BH@

鉴定仪和显色培养法三者鉴定结果一致时#将此鉴定结果作为

最终确认菌种结果&当
T8SbY#"L/

质谱仪与
UY"0W2P&F#

$

BH@

鉴定仪二者鉴定结果不一致#以
Y"O

序列测序结果为确认

结果'对
,

种方法获得的鉴定结果进行统计分析'

$72

!

统计学处理
!

采用
O(OO*97+

统计软件进行统计分析#

计数资料以率表示#组间比较采用
!

2 检验#以
"

$

+7+3

为差异

有统计学意义'

/

!

结
!!

果

/7$

!

显色培养法鉴定结果
!

2+4

株酵母菌经显色鉴定#判断

正确
*2-

株#准确率为
4)7+N

'见表
2

'

表
2

!!

2+4

株酵母菌显色培养法鉴定结果

菌株 株数$

'

% 准确率(

'

$

N

%)

白色假丝酵母菌
*2: *2+

$

947-

%

光滑假丝酵母菌
2+ *,

$

437+

%

热带假丝酵母菌
*3 ,

$

2+7+

%

克柔假丝酵母菌
*3 2

$

*,7,

%

其他"

,2 +

$

+7+

%

合计
2+4 *,-

$

4)7+

%

!!

注!

"表示显色为白色*不能鉴定的菌株结果

表
,

!!

2+4

株酵母菌
UY"0W2P&F

$

BH@

鉴定仪鉴定结果

菌株
株数

$

'

%

准确率

(

'

$

N

%)

菌株
株数

$

'

%

准确率

(

'

$

N

%)

白色假丝酵母菌
**3**,

$

9-7,

% 酿酒酵母菌
2 2

$

*++7+

%

热带假丝酵母菌
24 23

$

9472

% 产朊假丝酵母菌
* +

$

+7+

%

光滑假丝酵母菌
2+ *9

$

937+

% 角膜假丝酵母菌
* +

$

+7+

%

近平滑假丝酵母菌
9 4

$

447)

% 克勒克酵母菌
* +

$

+7+

%

克柔假丝酵母菌
, ,

$

*++7+

%挪威假丝酵母菌
* +

$

+7+

%

葡萄牙假丝酵母菌
, 2

$

447)

% 乳酒假丝酵母菌
* +

$

+7+

%

西弗射盾子囊霉菌
, +

$

+7+

% 其他"

2+ +

$

+7+

%

!!

注!

"表示
UY"0W2P&F

$

BH@

鉴定仪不能鉴定的结果

/7/

!

UY"0W2P&F

$

BH@

鉴定仪鉴定结果
!

2+4

株酵母菌经

UY"0W2P&F

$

BH

鉴定仪鉴定#判断正确
*)+

株#准确率为

-273N

'见表
,

'

/7'

!

T8SbY#"L/

质谱仪鉴定结果
!

2+4

株酵母菌经
T8S#

bY#"L/

质谱仪鉴定#判断正确
*9*

株#准确率为
927)N

'见

表
:

'

表
:

!!

2+4

株酵母菌
T8SbY#"L/

质谱仪鉴定结果

菌株
株数

$

'

%

准确率

(

'

$

N

%)

菌株
株数

$

'

%

准确率

(

'

$

N

%)

白色假丝酵母菌
*2***9

$

9-7,

%

PB<I;IBF>@B

$

?;D&?;? * *

$

*++7+

%

热带假丝酵母菌
2- 24

$

9279

% 季也蒙毕赤酵母菌
* *

$

*++7+

%

光滑假丝酵母菌
24 23

$

9472

%

PB<I;IB&%@C&

$

?;D&?;? * +

$

+7+

%

近平滑假丝酵母菌
- -

$

*++7+

%东方伊萨酵母菌
* *

$

*++7+

%

克柔假丝酵母菌
: ,

$

)37+

% 发皮安假丝酵母菌
* +

$

+7+

%

葡萄牙假丝酵母菌
, 2

$

447)

% 高里假丝酵母菌
* +

$

+7+

%

酿酒酵母菌
2 2

$

*++7+

%菌膜假丝酵母菌
* +

$

+7+

%

粗壮假丝酵母菌
* +

$

+7+

% 马克斯克鲁维酵母菌
* *

$

*++7+

%

阿萨希丝孢酵母菌
* *

$

*++7+

%仙人掌有孢汉逊酵母菌
* *

$

*++7+

%

乳酒酵母菌
* +

$

+7+

% 其他"

2 +

$

+7+

%

!!

注!

"表示
T8SbY#"L/

质谱仪不能鉴定的结果#包括
*

株无峰#

*

株得分
$

*7)

/71

!

Y"O

测序结果
!

对于
UY"0W2P&F

$

BH@

鉴定仪和
T8S#

bY#"L/

质谱仪鉴定结果不一致的菌种#进行
Y"O

测序#以测

序结果为标准#比较鉴定结果的准确率#见表
3

'

表
3

!!

UY"0W2P&F

$

BH@

鉴定仪和
T8SbY#"L/

质谱仪

!!!

鉴定结果的比较(

'

#

N

%)

Y"O

鉴定菌株
'

UY"0W2P&F

$

BH@

鉴定仪准确率

T8SbY#"L/

质谱仪准确率
错误率

白色假丝酵母菌
*) :

$

2,73,

%

9

$

3279:

%

:

$

2,73,

%

光滑假丝酵母菌
- 2

$

237++

%

3

$

4273+

%

*

$

*273+

%

近平滑假丝酵母菌
: *

$

237++

%

,

$

)37++

%

+

$

+7++

%

热带假丝酵母菌
2 *

$

3+7++

%

*

$

3+7++

%

+

$

+7++

%

PB<I;IBF>@B

$

?;D&?;? 2 +

$

+7++

%

*

$

3+7++

%

*

$

3+7++

%

季也蒙毕赤酵母菌
2 +

$

+7++

%

*

$

3+7++

%

*

$

3+7++

%

库德里阿兹威氏毕赤酵母菌
2 +

$

+7++

%

+

$

+7++

%

2

$

*++7++

%

仙人掌有孢汉逊酵母菌
* +

$

+7++

%

*

$

*++7++

%

+

$

+7++

%

P

M

1>%D;<I<>%BJB1;B<;; * +

$

+7++

%

+

$

+7++

%

*

$

*++7++

%

马克思克鲁维酵母菌
* +

$

+7++

%

*

$

*++7++

%

+

$

+7++

%

T>

M

>%&Z

M

FBHB%;11;HB * +

$

+7++

%

+

$

+7++

%

*

$

*++7++

%

膜醭毕赤酵母菌
* +

$

+7++

%

+

$

+7++

%

*

$

*++7++

%

阿萨丝孢酵母菌
* +

$

+7++

%

*

$

*++7++

%

+

$

+7++

%

异常威克汉姆酵母菌
* +

$

+7++

%

+

$

+7++

%

*

$

*++7++

%
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,

种方法鉴定
2+4

株酵母菌准确率的比较
!

T8SbY#

"L/

质谱仪与
UY"0W2P&F

$

BH@

鉴定仪准确率比较#差异有

统计学意义$

(5+7++4

%#

T8SbY#"L/

质谱鉴定仪与显色培养

法准确率比较#差异有统计学意义$

"5+7++*

%'

'

!

讨
!!

论

!!

酵母菌和类酵母菌引起的严重感染不断增加#尤其是在免

疫力低下的患者中尤为突出'每年全世界约有
)2-+

万酵母

-
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菌的条件致病患者#其病死率为
,,79N

(

,#:

)

'近年来不同种类

的抗真菌药物被临床应用#因此寻找快速*可靠的鉴定方法成

为了治疗真菌感染的关键问题'

目前国内临床微生物实验室鉴定酵母菌的方法较多#显色

培养法仅能区分白色假丝酵母菌*热带假丝酵母菌*光滑假丝

酵母菌*克柔假丝酵母菌这
:

种常见的酵母菌#培养时间长#一

般
2:C

左右且结果判断易受个人主观因素的影响'基于生化

反应原理的
UY"0W2P&F

$

BH@

鉴定仪#所需纯培养菌量较大#

数据库中可供比对的菌种仅为
,+

多种#鉴定时长#需要
*-

!

2:C

#且影响因素较多'随着蛋白质谱技术的发展#

T8SbY#

"L/

质谱仪在临床微生物鉴定领域得到越来越广泛的运

用(

3

)

#其快速*准确*高通量和成本低廉的优点在感染的诊断中

发挥了重要作用'

T8SbY#"L/

质谱仪在临床细菌鉴定的应用报道很

多(

4#)

)

#但用于真菌鉴定的评价较少(

-#9

)

#本研究应用
T8SbY#

"L/

质谱仪对
2+4

株临床分离酵母菌进行鉴定#与以往常用

的显色培养法和
UY"0W2P&F

$

BH@

鉴定仪进行了比较#以评

价
T8SbY#"L/

质谱仪进行酵母菌鉴定的准确性'

,

种方法

中#显色培养法鉴定的总准确率为
4)7+N

#只能鉴定常见的
:

种酵母菌#对白色假丝酵母菌的准确性最好#高达
947-N

#而

对白色假丝酵母菌以外的鉴定错误率高$表
2

%#需要采用其他

方法进行补充鉴定'

UY"0W2P&F

$

BH@

鉴定仪总准确率为

-273N

#虽能准确鉴定大部分临床分离酵母菌#但对不常见的

菌株的鉴定能力有限#本研究
2+4

株菌中有
2+

株没有得到鉴

定结果$表
,

%'

T8SbY#"L/

质谱仪的总准确率达
927)N

#不

仅能鉴定临床常见酵母菌#对于少见菌的鉴定能力较强$表

:

%'通过与
Y"O

的测序结果比较#

T8SbY#"L/

质谱仪准确率

高于
UY"0W2P&F

$

BH@

鉴定仪和显色培养法#差异均有统计

学意义$

"

$

+7+3

%'

本研究
2+4

株菌有
2

株没有得到
T8SbY#"L/

质谱仪的

鉴定结果#

*,

株与
Y"O

测序比对结果不正确#考虑可能原因为

数据库中的质谱图有限#且库中质谱图大部分为标准菌株'随

着笔者在后续研究中不断完善和补充数据库资源#相信
T8S#

bY#"L/

质谱仪将在临床酵母菌以及其他各种细菌的鉴定中

发挥更大的作用'

综上所述#

T8SbY#"L/

质谱仪与传统的微生物鉴定方法

比较#具有快速*简便*准确等优点'本研究结果表明#

T8S#

bY#"L/

质谱仪鉴定技术是一种快速*准确#高通量的技术#随

着质谱数据的建立和不断完善#

T8SbY#"L/

质谱仪在各类感

染病原体的快速检测方面的应用将会更加广泛'
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