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·论著·

分离胶法与十二烷基硫酸钠法在血培养

阳性瓶基质辅助激光解析电离飞行时间

质谱病原菌直接鉴定中的应用 
王岩  曹敬荣  常玥  陈典典  段园园  王育英  闵嵘  王培昌

【摘要】目的  评估分离胶促凝管法和十二烷基硫酸钠（SDS）法两种阳性血培养瓶前处理方法

联合基质辅助激光解析电离飞行时间质谱（MALDI-TOF MS）快速鉴定病原菌的临床应用。方法  收
集2016年11月至2017年5月首都医科大学宣武医院微生物室阳性血培养需氧瓶120例和厌氧瓶80例（经

革兰染色镜检确认为单一菌），利用分离胶促凝管和0.5% SDS前处理后与转种纯培养菌落MALDI-
TOF MS鉴定比较，评价两种方法的鉴定准确率。结果  分离胶法和SDS法质谱鉴定与培养鉴定的符

合率为86.0%和87.0%；分离胶法鉴定需氧瓶和厌氧瓶中病原菌的准确率为86.7%和85.0%，SDS法为

85.0%和90.0%，两者鉴定需氧瓶中病原菌的鉴定率差异无统计学意义，SDS法鉴定厌氧瓶中细菌的

准确率显著高于分离胶法（χ2 = 11.13、P ＜ 0.05）；分离胶法和SDS法对革兰阴性杆菌的鉴定准确

率（94.3%和94.3%）显著高于革兰阳性球菌（80.6%和83.3%）和真菌（50.0%和63.6%），差异均

有统计学意义（χ2 = 24.7、40.3、15.1，P均＜ 0.01）；分离胶法和SDS法鉴定革兰阴性菌和阳性菌

的准确率差异无统计学意义，而SDS法鉴定真菌和厌氧菌的准确率显著高于分离胶法（χ2 = 11.05、
P ＜ 0.01，χ2 = 14.05、P ＜0.05）；分离胶法和SDS法鉴定分值＞ 2.0分者分别占37.5%和45.0%（χ2 = 
20.48、P ＜ 0.05），1.6～2.0分者分别占33.0%和25.0%（χ2 = 11.14、P ＜ 0.05），差异均具有统计学

意义；而＜ 1.6分者分别占15.5%和17.0%，差异无统计学意义（χ2 = 5.9、P ＞ 0.05）。结论  分离胶法

和SDS法均可快速直接鉴定阳性血培养瓶中常见病原菌，显著缩短鉴定时间，在真菌和厌氧菌鉴定时

以SDS法前处理MS鉴定效果较好。

【关键词】 分离胶促凝管；十二烷基硫酸钠；基质辅助激光解析电离飞行时间质谱；血培养阳

性瓶

Application of direct determination of pathogens in positive blood culture bottles with matrix-assisted 
laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry by Separation Gel Coagulation tube 
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【Abstract】Objective  To evaluate the clinical application of fast identification of pathogens by two 
pretreatments of separation gel coagulation tube and sodium dodecyl sulfonate (SDS) on positive blood 
culture bottles with matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-
TOF MS). Methods  Positive blood samples in 120 aerobic bottles and 80 anaerobic bottles (confirmed single 
bacteria by Gram’s staining technique) were collected from November 2016 to May 2017 in microbiology 
laboratory of Xuanwu Hospital of Capital Medical University. The identification accuracy of the two methods 
was evaluated by comparing the pre-treatment of the separated gelatinizing tube and 0.5% SDS with the 
identification of MALDI-TOF MS in pure culture colonies. Results  The coincidence rates of identification 
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with MALDI-TOF MS by the pretreatment of the separation gel coagulation tube method and the SDS method 
were 86.0% and 87.0%, respectively. In the Separation Gel Coagulation tube method, the coincidences by 
aerobic bottle and anaerobic bottle were 86.7% and 85.0%, respectively, which were 85.0% and 90.0% for SDS 
method. No significant difference was identified in terms of coincidence with aerobic blood bottles for the two 
methods. However, the accuracy by SDS method was clearly superior to that of Separation Gel Coagulation tube 
method with anaerobic bottles (χ2 = 11.14, P < 0.05). The accuracy rates for Gram-negative bacteria (94.3%, 
94.3%) were significantly higher than those of Gram-positive bacteria (80.6%, 83.3%) and fungi (50.0%, 
63.6%), with significant differences (χ2 = 24.7, 40.3, 15.1; all P < 0.01). The two methods had no significant 
difference in accuracy of determining Gram-negative and Gram-positive bacteria. However, the identification 
accuracy of fungi and anaerobic bacteria by SDS method was significantly higher than that of the separation gel 
coagulation tube method (χ2 = 11.05, P < 0.01; χ2 = 14.05, P < 0.05). The scores > 2.0 identified by pretreatment 
of separation gel and SDS method were 37.5% and 45.0% (χ2 = 20.48, P < 0.05), which were 33.0% and 25.0% 
for scores 1.6-2.0 (χ2 = 11.14, P < 0.05), and 15.5% and 17.0% for score < 1.6 (χ2 = 5.9, P > 0.05). Conclusions  
The common pathogens in positive blood culture bottles can be quickly and directly identified by pretreatment 
of separation gel and SDS method, which significantly reduce the identification period. SDS method is better for 
identification of fungi and anaerobes.

【Key words】Separation gel coagulation tube; Sodium dodecyl sulfonate; Matrix-assisted laser 
desorption ionization-time of flight mass spectrometry; Positive blood culture bottle

血流感染发病率和病死率高，为临床重症感

染性疾病之一。病原微生物的快速准确鉴定是治

疗血流感染的中心环节，对临床中抗菌药物的合

理使用和疗效的提高至关重要。近年来，不断有

文献[1-11]报道基质辅助激光解析电离飞行时间质谱

（matrix-assisted laser desorption ionization-time of 
flight mass spectrometry，MALDI-TOF MS）直接

鉴定血培养标本中的病原菌可显著降低用药不当所

致的病死率和住院费用，已成为国内外研究热点。

本研究在血培养仪报阳后涂片镜检有菌的基础上，

利用分离胶促凝管和0.5% SDS法联合MALDI-TOF 
MS 直接鉴定阳性血培养瓶中病原菌并与传统血培

养阳性鉴定，评价两种快速检测方法的临床应用价

值，以探讨两种检测方法的可行性，现报道如下。

材料和方法

一、研究对象

收集2016年11月至2017年5月首都医科大学宣

武医院微生物室血培养阳性需氧瓶120瓶和厌氧瓶

80瓶，经直接镜检有单一菌生长，当天完成阳性标

本的富集菌预处理和质谱鉴定。

剔除标准：血培养报阳后在涂片中未找到病

原菌和生长两种及以上病原菌。

二、试剂与仪器

Bactec 9240全自动血培养系统及其配套含树

脂需氧血培养瓶和含溶血素厌氧血培养瓶（美

国 BD公司）；分离胶促凝管（美国BD公司）；

甲酸、乙腈、三氟乙酸（美国Sigma Aldrich公
司），IVD细菌测试标准品、基质（HCCA）、96
孔金属靶板和Biotyper 3.1鉴定分析软件及质谱仪

（德国Bruker公司）；血琼脂平板和沙保弱平板

（英国OXOID）；十二烷基磺酸钠（SDS，美国

Sigma）。

三、血培养阳性标本涂片镜检及常规血培养

阳性转种后MALDI-TOF MS鉴定

血培养阳性报警后1 h内完成对阳性培养液的

染色镜检，根据镜检结果初步确定血培养瓶中待测

菌种类，记录镜检结果。需氧血培养瓶阳性报警后

转种于血琼脂平板、中国蓝平板或沙保弱平板，阳

性厌氧血培养同时加做厌氧血平板。35 ℃或28 ℃
需氧或厌氧环境孵育18～24 h后，以1 μl移液器挑

取上述白色菌体沉淀少量点靶，室温干燥后加入

70%甲酸1 μl，室温干燥后加入1 μl基质溶液覆盖，

室温晾干后将靶板放到MALDI-TOF质谱仪鉴定。

质谱鉴定的参数设置为线性、正离子、蛋白峰峰谱

m/z范围2 000～20 000，激光解析至少240次/孔，

应用Biotyper 3.1鉴定分析软件进行鉴定，记录鉴定

结果和质谱评分。

四、分离胶促凝管预处理阳性血培养标本直

接MALDI-TOF MS鉴定[3]

将涂片镜检阳性的血培养瓶混匀后，用无菌
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注射器抽取瓶内溶液4 ml至分离胶促凝管，室温下

4 000 r/min、离心5 min（离心半径r = 6 cm）弃上

清，分离胶上层边缘可见灰白色沉淀，加入无菌水

1 ml混匀后移至1.5 ml EP管，13 000 r/min、离心2 min，
弃上清，重复洗涤2次至清亮，沉淀加入300 μl无菌

生理盐水和900 μl无水乙醇混匀，13 500 r/min、离

心2 min后弃上清，加入50 μl 70%甲酸和50 μl乙腈

混匀后13 500 r/min、离心2 min，上清即为菌体蛋

白，取1 μl点靶，室温干燥后加入1 μl基质溶液覆

盖，进行质谱鉴定。同一标本涂抹两个靶位，两个

靶位鉴定结果一直作为最后结果，如出现不一致，

则重复鉴定后确定结果。

五、0.5% SDS法预处理阳性血培养标本直接

MALDI-TOF MS鉴定[1]

将涂片镜检阳性血培养瓶混匀后，用无菌注射

器抽4 ml瓶内溶液至含有4 ml提前配置的0.5% SDS
的离心管，4 000 r/min离心5 min，弃上清；加入

无菌水1 ml混匀后移至1.5 ml EP管，13 000 r/min、
离心2 min，弃上清，重复洗涤2次至清亮，沉淀

加入300 μl无菌生理盐水和900 μl无水乙醇混匀，        
13 500 r/min、离心2 min后弃上清，加入50 μl 70%
甲酸和50 μl乙腈混匀后13 500 r/min、离心2 min，
上清即为菌体蛋白，取1 μl点靶，室温干燥后加入

1 μl基质溶液覆盖，进行质谱鉴定。

六、直接鉴定法的质谱评分标准和鉴定结果

分析

直接鉴定结果包括鉴定到种或属、鉴定出两

种或两种以上菌待选择、频谱错误、无鉴定结果、

峰谱不足等。本研究参考文献[6]自建MALDI-TOF 
MS鉴定结果判读标准，若鉴定分值≥ 1.60且均为

同种菌，记为鉴定结果；分值≥ 1.60存在1种以上

菌种（非同属），几种菌均记为鉴定结果；若分

值≥ 1.60有1种以上菌种（为同一属），以其中连

续两个或以上相同菌种记为鉴定结果，不足2个时

以第1种菌种为鉴定结果；真菌鉴定分值截点为

1.50。统计时将鉴定到种或属为实验结果阳性，鉴

定时频谱错误、峰谱不足者为鉴定不出记为阴性。

七、统计学处理

采用SPSS 20.0软件进行数据统计分析。符合

正态分布的计量资料用 x ± s表示，研究中所涉及

的鉴定率等计数资料以率表示，统计分析采用χ2

检验、Fisher确切概率检验或非参数检验。以P ＜ 
0.05为差异有统计学意义。

结    果

一、分离胶促凝管法和0.5% SDS预处理法

MALDI-TOF MS直接鉴定阳性血培养菌

1. 两种前处理方法对阳性血培养病原菌的鉴

定结果与符合率：分离胶法MALDI-TOF MS直接

鉴定与培养后纯菌落质谱鉴定结果符合率为86%
（172/200），其中革兰阳性菌鉴定率为86.1%，

革兰阴性杆菌鉴定率为97 .2%，真菌鉴定率为

63.6%，见表1。0.5% SDS法MALDI-TOF MS直
接鉴定与培养后的纯菌落鉴定结果符合率为87%
（174/200），其中革兰阳性菌鉴定率为90.3%，

革兰阴性杆菌鉴定率为96 .2%，真菌鉴定率为

77.3%，见表1。
两种前处理方法对革兰阴性杆菌鉴定准确率

均显著高于革兰阳性球菌和真菌，差异有统计学意

义（χ2 = 24.7、40.3、15.1，P均＜ 0.01）。分离胶

法和SDS法直接鉴定革兰阴性杆菌和革兰阳性菌准

确率差异无统计学意义（P ＞ 0.05），SDS法鉴定

真菌的准确率高于分离胶法，差异有统计学意义

（P ＜ 0.01），见表1。
2. 两种前处理方法鉴定不同血培养瓶和厌氧

菌的检出率：分离胶法鉴定需氧瓶和厌氧瓶中病

原菌的检出率分别为86.7%（104/120）和85.0%
（68/80）；SDS法鉴定需氧瓶和厌氧瓶中病原

菌的检出率分别为85.0%（102/120）和90.0%
（72/80）。两种方法在不同血培养瓶中的鉴定率

差异无统计学意义（P ＞ 0.05），二者在鉴定错

误率和无鉴定的比率分别为14%和13%，差异无统

计学意义（χ2 = 5.89、P ＞ 0.05）；但SDS法鉴定

厌氧菌的准确率高于分离胶法（90% vs. 85%，χ2 = 
14.05、P ＜ 0.05）。分离胶法和SDS法均可鉴定专

性厌氧菌（如脆弱拟杆菌和多形拟杆菌），分离胶

法鉴定脆弱拟杆菌和多形拟杆菌得分1.6～2.0分，

SDS法鉴定脆弱拟杆菌和多形拟杆菌得分＞ 2.0
分。

二、分离胶促凝管法与0.5% SDS法MALDI-
TOF MS直接鉴定阳性血培养的分值

分离胶法和SDS法鉴定＞ 2.0分者分别占37.5%
和45.0%（χ2 = 20.48、P ＜ 0.05），1.6～2.0分者分

别占33.0%和25.0%（χ2 = 11.14、P ＜ 0.05），＜ 1.6
分者分别占15.5%和17.0%（χ2 = 5.9、P ＞ 0.05）。

SDS法鉴定革兰阳性球菌＞ 2.0分的比率显著高于分
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离胶法（43.3% vs. 16.7%，χ2 = 48.5、P ＜ 0.01），

而鉴定1 .6～2 .0分时分离胶法显著高于SDS法
（53.3% vs. 15.0%，χ2 = 25.1、P ＜ 0.01）；SDS法
鉴定真菌得分在＞ 2.0和1.6～2.0分均显著高于分离

胶法（13.6% vs. 4.5%，χ2 = 11.14、P ＜ 0.05；27.3% 
vs. 4.5%，χ2 = 24.3、P ＜ 0.01）；两种方法鉴定革

兰阴性菌得分无显著差异。分离胶法与SDS法鉴定

结果详见表2。

讨    论

早期准确的病原学诊断是血流感染诊治的关

键，MALDI-TOF MS最大优势为可直接鉴定血培养

瓶中病原菌而缩短鉴定时间。目前，不断有血培养

阳性报警瓶MALDI-TOF MS直接鉴定的报道[1-12]，

阳性标本前处理方法可直接影响其鉴定效果及结果

判定（鉴定准确率约为80%）[1-2, 6, 13]。本研究参照

文献报道的分离胶法[3]和SDS法[1]预处理阳性血培养

标本，在涂片染色确定有菌的基础上应用两种预处

理方法进行质谱直接鉴定，并对离心参数及相关试

剂用量进行微调以提高鉴定准确率。因血培养瓶中

的红细胞或白细胞等会干扰质谱峰，本研究参照文

献[3, 6]自建质谱鉴定结果判读评分，将真菌鉴定截点

定为1.50。
本研究通过两种不同预处理方法直接对120例

需氧瓶和80例厌氧瓶中微生物的鉴定，结果显示分

表 1  分离胶法与 0.5% SDS 法 MALDI-TOF MS 直接鉴定 [ 株（%）]
株数 分离胶法 SDS法 χ2值 P值

G+菌 72   62（86.1）   64（90.3）   5.78 0.25

金黄色葡萄球菌 18 18（100.0） 18（100.0）

人葡萄球菌 14   12（85.7）   12（85.7）

粪肠球菌 3   3（100.0）   3（100.0）

屎肠球菌 14   12（85.7） 14（100.0）

表皮葡萄球菌 16   12（75.0）   14（87.5）

肺炎链球菌 4     2（50.0）   4（100.0）

口腔链球菌 3   3（100.0）   3（100.0）

G－菌 106 103（97.2） 102（96.2）   7.78 0.10

大肠埃希菌 33 33（100.0） 33（100.0）

肺炎克雷伯菌 47   45（95.7）   44（93.6）

鲍曼不动杆菌 14   13（92.8）   13（92.8）

奇异变形杆菌 5   5（100.0）   5（100.0）

铜绿假单胞菌 5   5（100.0）   5（100.0）

嗜麦芽窄食单胞菌 2   2（100.0）    2（100.0）

真菌 22   14（63.6）   15（77.3） 11.05 0.01

白念珠菌 14     8（57.1）   10（71.4）

光滑念珠菌 4   4（100.0）   4（100.0）

近平滑念珠菌 4     2（50.0）     3（75.0）

表 2  分离胶促凝管法与 0.5% SDS 法 MALDI-TOF-MS 直接鉴定血培养阳性菌 [ 株（%）]

染色结果 株数
分离胶法 SDS法

＞ 2.0分 1.6～2.0分 ＜ 1.6分 错误/无鉴定 ＞ 2.0分 1.6～2.0分 ＜ 1.6分 错误/无鉴定

G+球菌 60
10

（16.7）
32

（53.3）
13

（21.7）
5

 （8.3）
26

（43.3）
9

（15.0）
19

（31.7）
6

（10.0）

G+杆菌 12
2

（16.7）
0

（0.0）
4

（33.3）
6

（50.0）
1

 （8.3）
5

（41.7）
0

 （0.0）
6

（50.0）

G－杆菌 106
62

（58.5）
33

（31.1）
5

 （4.7）
6

 （5.7）
60

（56.6）
30

（28.3）
10

 （9.4）
6

 （5.7）

真菌 22
1

 （4.5）
1

 （4.5）
9

（40.9）
11

（50.0）
3

（13.6）
6

（27.3）
5

（22.7）
8

（36.4）

合计 200
75

（37.5）
66

（33.0）
31

（15.5）
28

（14.0）
90

（45.0）
50

（25.0）
34

（17.0）
26

（13.0）
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离胶法和SDS法与纯培养鉴定的符合率和鉴定不同

血瓶中微生物的检出率差异均无统计学意义，即两

种方法均可用于MS直接鉴定。分离胶法和SDS法在

鉴定革兰阴性杆菌时准确率高（＞ 96%），且对临

床常见G－
细菌可准确鉴定其所属种，可为临床G－

菌感染所致败血症的诊治提供依据。而对真菌和厌

氧菌的鉴定，SDS法准确率显著高于分离胶法，提

示当厌氧血培养瓶报警阳性或需氧瓶涂片结果为真

菌时则可考虑采用0.5% SDS法对标本进行预处理，

以达到更高的检出率和更佳的鉴定结果[14]。分离胶

法和SDS法对于G+球菌鉴定的总体检出率差异无统

计学意义，但得分＞ 1.60者分离胶法显著高于SDS
法；而对于革兰阳性杆菌和真菌鉴定，SDS法对得

分＞ 1.60分者则显著高于分离胶法，提示根据涂片

镜检结果不同微生物采用不同的预处理方法，可有

效提高鉴定准确率。

本研究中真菌检出率显著低于革兰阴性菌和

革兰阳性菌，可能与真菌细胞壁厚、结构坚韧，未

能与甲酸更好的结合破壁，核蛋白未能完全释放出

来；真菌生长缓慢及在血培养中菌量少，靶点涂菌

不均匀、薄或厚而不能形成较好结晶，谱图不完

善；有些菌株缺乏特异性峰值或峰值数量不足，无

法形成好的图谱而鉴定不出等有关[15]，鉴于本研究

样本量小，尚有待加大标本量进一步验证。本研究

对80瓶阳性厌氧瓶进行直接质谱鉴定，除检测出兼

性厌氧菌外，检测专性厌氧菌准确率为100%。本

研究采用分离胶法和SDS法直接鉴定与培养鉴定的

符合率均低于国内文献报道[6, 17-18]，可能与阳性标

本前处理方法不同、质谱仪不同[17-19]、血培养瓶成

分不同等相关，有待于进一步优化方法提高检出率

和准确率。

在阳性血培养标本直接鉴定中，用分离胶促

凝管法和0.5% SDS前处理方法，具有操作简单、

结果准确、缩短鉴定结果报告周期等优势，有利

于增加MALDI-TOF MS的鉴定准确率。本研究将

在阳性血液培养快速鉴定基础上，进一步评价其他

无菌体液标本的快速鉴定[23-26]及直接药敏试验的应

用，以更好地为临床诊断提供实验室支持和帮助。

但本研究未涉及革兰阴性球菌和混合菌感染进行评

价，尚有待于进一步探索。
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