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应用
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自建鲍氏志贺菌蛋白指纹图谱数据库的研究"

钱扬会!李艳君!丁毅伟!赵强元

"中国人民解放军海军总医院检验科!北京
!$$$><

$

!!

摘
!

要"目的
!

运用
S-R,+6)_Q6S.

技术建立鲍氏志贺菌的蛋白指纹图谱并将其添加至数据库!实现对

临床细菌的快速鉴定!便于临床医生对疾病进行快速而有效的控制%方法
!

采用甲酸萃取法进行鲍氏志贺菌

蛋白指纹图谱的添加!研究不同的标本前处理方法对鉴定结果的影响!并用新分离的鲍氏志贺菌和大肠埃希菌

对图谱进行验证%结果
!

采用新的图谱鲍氏志贺菌提取法鉴定准确率为
0@/

!直接涂抹法准确率为
%0/

!对

大肠埃希菌的鉴定准确率为
0%/

%鲍氏志贺菌不同处理方法的鉴定准确率比较!差异有统计学意义"

"

$

"

$#$@

$%结论
!

新添加的鲍氏志贺菌蛋白指纹图谱能快速准确地鉴定鲍氏志贺菌!此图谱可以应用于鲍氏志

贺菌的临床快速诊断%

关键词"鲍氏志贺菌#
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鲍氏志贺菌是典型的革兰阴性菌#主要引起人类

细菌性痢疾)近年来因为其耐药性逐年上升#受到了

越来越多临床医生的重视)目前对于鲍氏志贺菌的

鉴定大多数实验室仍采用
(A8

9

3F7*+)Ua6"

鉴定加

血清凝集实验#然而这些鉴定方法都是基于对细菌生

长代谢的产物进行鉴定#耗时往往较长#一般需要

!"

#

%"D

#不能满足临床快速诊断和及时医治的需

求)因此#实现鲍氏志贺菌的快速鉴定极为重要)

!?.;=T-

基因测序技术被公认为是细菌鉴定的金标

准#但需要对细菌进行纯培养*核酸提取*基因测序

等#所用的核酸提取仪及试剂较昂贵#且极易受到污

染#不适用于普通实验室'

!

(

)新型的蛋白质组学检测

技术333基质辅助激光解析电离飞行时间质谱

$

S-R,+6)_Q6S.

&#因为其快速和低成本的优点而

成为临床微生物实验室的尖端设备#其主要原理是待

测菌与基质形成结晶体#在激光的照射下#基质分子

获得能量#从而与待测菌吸附#此时带电荷的待测菌

就会飞过质谱检测池'

"6&

(

)由于不同的菌会产生不同

质荷比的离子#从而产生不同的飞行指纹图谱#将获

得的图谱与图谱库比较#分值最高的就是待测菌鉴定

的结果)

$

!

材料与方法

$#$

!

标本
!

建库的鲍氏志贺菌标准菌株来源于国家

卫生和健康委员会临检中心临床室间质评中心)用

于验证的
!$$

株鲍氏志贺菌和
!$$

株大肠埃希菌均

是从本院
"$!%

年
%

月至
"$!<

年
?

月住院及门诊患者

送检标本中分离出来的#经过
(A8

9

3F7*+)Ua6"

全

自动微生物鉴定仪及血清凝集实验鉴定$注!本实验

用到 的 所 有 菌 株 均 外 送 至
R:LA

K

:4

公 司 进 行

!?.;=T-

鉴定&)

$#/

!

仪器与试剂
!

采用德国
1;CX:;

公司生产的

S-R,+6)_Q6S.

仪*

0?

孔靶板#法国梅里埃公司生

+

<>&!

+

检验医学与临床
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年
@

月第
!?

卷第
!$

期
!
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基金项目"海军总医院创新培育基金项目$
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作者简介!钱扬会#男#技师#主要从事微生物研究)



产的
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微生物分析仪及其配套试剂

盒%德国
.G

K

83

公司生产的批号为
1(1V$$<0*

的

@$/

乙腈
6>%#@/

水
6

甲酸
6

三氟乙酸溶液#

1;CX:;,3+6

7A4GXd8PY

公司生产的批号为
$$$$"<<&00

的质谱

样本基质
Y((-

处理液#

1;CX:;,3+7A4GXd8PY

公

司生产的细菌实验
1).

标准品)

$#'

!

方法

$#'#$

!

制备样品$甲酸萃取法&

!

U'

管中加入
&$$

&

R

超纯水#取
@8

K

菌落样品于离心管中#漩涡震荡)

加
0$$

&

R

无水乙醇混匀#

!&$$$;

"

8G4

离心
"8G4

#重

复离心弃上清液#以完全除去乙醇为目的#室温干燥

沉淀
"

#

&8G4

#加甲酸混匀#再加纯乙腈混匀#

!&$$$

;

"

8G4

离心
"8G4

#吸取
!

&

R

上清液#滴加到靶板的
<

个位置上#室温晾干)再用
!

&

RY((-

基质溶液覆

盖上述样品#室温晾干)

$#'#/

!

数据库扩增
!

将点好样品和校准品的靶板放

进质谱仪#每个靶位采集
&

张蛋白指纹图谱#每张图

谱照射
!$$

次激光#最终共获得
">

张图谱#在
Q2:L6

(A47;A2

软件中打开图谱#去掉不合格的图谱后剩下

"$

张#在
1GA7

I9

:;

中打开这
"$

张图谱#建立数据库信

息#之后打开,

F;:37:S.'

-#将图谱放在
,

!"

537:

"

HD5

处#完成数据库的建立)

$#'#'

!

数据采集与分析
!

数据采集后#使用质谱仪

自带数据库和新添加的鲍氏志贺菌数据库进行联合

分析鉴定#细菌菌属及种类判断标准见表
!

)

表
!

!!

细菌菌属及种类判断标准

鉴定分值$分& 鉴定结果

"#&$$

#

&#$$$

完全可靠地鉴定到种的水平

"#$$$

#

"#"00

鉴定到种的水平

!#%$$

#

!#000

鉴定到属的水平

$#$$$

#

!#?00

没有可信的鉴定结果

$#'#1

!

研究标本的不同处理办法对结果的影响
!

$

!

&直接涂抹法!取
!$$

株临床分离的鲍氏志贺菌#挑

取单个菌落涂在靶板上#晾干后加基质液#室温放置

干燥后进行检验)标准品点在靶位的最后位置)$

"

&

甲酸萃取法!

!$$

株鲍氏志贺菌按照,

!#&#!

-的方法处

理#标准品点在靶板的任一位置)

$#'#2

!

鲍氏志贺菌蛋白指纹图谱特异性的验证
!

由

于大肠埃希菌和鲍氏志贺菌同为革兰阴性菌#在菌落

形态及生物学特性上有些相似#容易误导临床鉴定结

果'

>

(

)所以本次选取了
!$$

株来自于临床分离的经

过
(A8

9

3F7*+)Ua6"

全自动微生物鉴定仪和质谱仪

鉴定的大肠埃希菌#使用质谱仪自带数据库和新添加

的鲍氏志贺菌数据库进行分析鉴定$

!$$

株用于验证

的大肠埃希菌均送至
R:LA

K

:4

公司进行基因鉴定&)

/

!

结
!!

果

/#$

!

新添加的鲍氏志贺菌蛋白指纹图
!

建库的鲍氏

志贺菌为国家卫生和健康委员会临检中心临床室间

质评中心下发的标准菌株#标本的前处理方法为甲酸

萃取法#得到的蛋白指纹图#见图
!

)

图
!

!!

鲍氏志贺菌蛋白指纹图谱

/#/

!

鲍氏志贺菌不同处理方法的鉴定结果
!

利用甲

酸萃取法鉴定
!$$

株鲍氏志贺菌#

0@

株鉴定分值为

"#&$$

#

&#$$$

分%

@

株鉴定为大肠埃希菌#鉴定准确

率为
0@/

)利用直接涂抹法鉴定
!$$

株鲍氏志贺菌#

%0

株鉴定分值为
"#&$$

#

&#$$$

分#完全可靠地鉴定

到种的水平%

@

株鉴定分值为
"#$$$

#

"#"00

分#鉴定

到种的水平%

!

株鉴定分值为
!#@$$

分#没有可信的鉴

定结果#

!@

株鉴定为大肠埃希菌#鉴定准确率为

%0/

)两种处理方法的鉴定准确率比较#差异有统计

学意义$

"

$

$#$@

&#见表
"

)

表
"

!!

鲍氏志贺菌两种不同处理方法鉴定结果

处理方法
鲍氏志

贺菌$

)

&

大肠埃希菌

$

)

&

分值低

$

)

&

未鉴定出

$

)

&

鉴定准确率

$

/

&

直接涂抹法
%0 !@ @ ! %0

甲酸萃取法
0@ @ [ [ 0@

!!

注!

[

为无数据

/#'

!

鲍氏志贺菌蛋白指纹图谱数据库的特异性验

证
!

利用
1GA7

I9

:;

原有数据库对
!$$

株大肠埃希菌进行

鉴定#

!$$

株大肠埃希菌鉴定分值全部为
"#&$$

#

&#$$$

分#完全准确地鉴定到种的水平#鉴定准确率为
!$$/

)

而利用
1GA7

I9

:;

原有数据库及新建的鲍氏志贺菌数据库

联合进行分析鉴定#

0%

株鉴定分值全部为
"#&$$

#

&#$$$

分#完全准确地鉴定到种的水平#鉴定准确率为
0%/

)见

表
&

)经过对大肠埃希菌和鲍氏志贺菌质谱峰图的比对#

发现虽然两者在不同相对分子质量的蛋白峰极为相似#

但是鲍氏志贺菌有两个特征峰#见图
"

)

表
&

!!

鲍氏志贺菌蛋白指纹图谱的特异性

细菌
质谱仪法菌株数

$

)

&

!?.;=T-

法

菌株数$

)

&

鉴定准确率

$

/

&

鲍氏志贺菌
0@ !$$ 0@

大肠埃希菌
0% !$$ 0%

图
"

!!

大肠埃希菌和鲍氏志贺菌质谱峰图

+

0>&!

+

检验医学与临床
"$!0

年
@

月第
!?

卷第
!$

期
!

R3PS:5(2G4

!

S3

I

"$!0

!

*A2#!?

!

TA#!$
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对于鲍氏志贺菌的鉴定目前大多数实验室仍然

采用
(A8

9

3F7*+)Ua6"

全自动微生物鉴定仪及志贺

菌属诊断血清凝集实验#其鉴定周期长#操作繁琐#经

常延误临床的诊断#从而导致患者错失最佳治疗时

间#不适用于疾病的快速鉴定)而质谱仪法与传统方

法相比可以实现快速*准确*低成本的鉴定#明显提高

了微生物鉴定的效率'

@

(

)

S-R,+6)_Q6S.

质谱仪检

测前#将样品与基质溶液混合形成结晶#把结晶体放

入质谱仪#利用激光轰击结晶体#基质从激光中吸收

能量使样品解吸电离#离子化后的分子在时间飞行质

谱仪中被加速并被检测#经过飞行时间检测器#将不

同质荷比$

8

"

c

&的离子分开#以离子的
8

"

c

为横坐

标#离子峰强度为纵坐标#两者构成质谱图#然后与数

据库中标准指纹图谱进行比对#最终实现对微生物的

鉴定'

?6%

(

)

S-R,+6)_Q6S.

质谱仪鉴定速度非常快#

@$8G4

就可以轻松处理约
!@$

份标本#鉴定准确率

高#大量文献证实它的鉴定准确率可以达到
0@/

%分

辨率高#可以区分同一细菌的不同株%而且结果稳定#

重现性好)目前主库囊括
&<$

个菌属#

""0$

个菌种#

@?"%

株菌株#

!$$$$$

多张图谱#不仅可以应用于医

药领域#而且在食品安全*农业与环境*兽医学等方面

应用也较普遍)

本文主要研究自建鲍氏志贺菌蛋白指纹图谱#新

建的鲍氏志贺菌蛋白指纹图谱鉴定准确率可以达到

0@/

#能够满足临床鉴定需要#但是这个图谱只能成

功鉴定到种的水平#对于鲍氏志贺菌的分型还需要进

行相应的血清凝集实验)但相比于鲍氏志贺菌的传

统鉴定方法#还是具有快速*准确*低成本的优点)本

研究有几点注意事项!$

!

&对于质谱仪数据库的添加

前提是菌种一定要经过分子生物学的鉴定#保证库内

没有错菌%$

"

&影响鉴定的因素也有很多#标本预处理

方法不同#鉴定结果相差较大#通过直接涂抹法得到

的鉴定准确率只有
%0/

#而利用甲酸萃取法得到的鉴

定准确率可以达到
0@/

#两种不同鉴定方法差异有统

计学意义$

"

$

$#$@

&)分析可能的原因是直接涂抹法

中样品与基质形成的结晶体均匀性较差#甲酸萃取法

中培养基上的杂质能被水和乙醇洗脱掉#分析物质被

甲酸保护从而避免被分解#因此得到的质谱离子峰较

多#信噪比就会更高)由此可见#标本的前处理方法

对于鉴定结果的准确性非常重要#所以规范操作流

程#采用统一的标本预处理方法是非常必要的)有学

者在对利用质谱仪对沙门菌的鉴定研究中发现#当培

养时间延长到
!"$D

及以上时不能得到准确的鉴定结

果#而培养时间在
%"D

内而且使用不同培养基时仍可

以被准确鉴定#由此可见不同培养时间也会影响鉴定

结果的准确性'

<

(

)这一点也提醒临床在实际操作中#

要注意标本的培养时间对于鉴定结果准确性的影响)

因为有质谱仪将志贺菌错误的鉴定为大肠埃希

菌的报道'

0

(

#所以本实验采用
!$$

株大肠埃希菌和

!$$

株鲍氏志贺菌对新建图谱进行特异性的验证#结

果使用
1GA7

I9

:;

原有数据库对
!$$

株大肠埃希菌进

行鉴定#

!$$

株大肠埃希菌全部被鉴定为大肠埃希菌)

而使用新添加鲍氏志贺菌数据库进行鉴定#大肠埃希

菌的鉴定准确率为
0%/

#鲍氏志贺菌鉴定准确率为

0@/

#通过对比可以发现利用新建的数据库对大肠埃

希菌的鉴定准确率会下降#由此提示当出现鲍氏志贺

菌和大肠埃希菌鉴定结果不确定的情况时#一定要采

取血清凝集实验加以辅助鉴定#以免鉴定错误误导临

床诊断)
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