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质谱技术快速鉴定临床分离

丝状真菌的应用
曹敬荣  王岩  谢威  李文军  陈典典  段园园  刘云屹  闵嵘  王培昌

【摘要】目的  探讨质谱（MALDI-TOF MS）在临床分离的丝状真菌快速鉴定中的应用。方法  收
集首都医科大学宣武医院2017年1月至2019年1月经形态学鉴定为丝状真菌的菌株，分别采用双甲酸夹

心法和甲酸乙腈萃取法提取真菌蛋白并行MALDI-TOF MS鉴定，并与聚合酶链反应（PCR）内转录

间隔区（ITS）基因序列测定结果比较；分析丝状真菌菌种分布和标本来源。结果  共收集临床分离的

丝状真菌90株，其中曲霉菌属70株（77.78%），青霉菌属6株（6.67%），链格孢霉5株（5.56%），

镰刀菌属4株（4.44%），赛多孢菌2株（2.22%），米根霉、根毛霉和哈茨木霉各1株（1.11%）；其

中曲霉菌以烟曲霉47株（52.22%）、黄曲霉13株（14.44%）和黑曲霉4株（4.44%）为主。标本主要

来源于呼吸道标本（90.0%）（包括痰标本和肺泡灌洗液），其次为角膜和耳道分泌物（3.33%），

痰标本中分离率最多的为曲霉菌（59株、65.56%）。MALDI-TOF MS鉴定到种水平82株，与基因测

序结果一致率为91.11%（82/90），鉴定准确率显著高于形态学鉴定结果（68.89%，62/90），差异

有统计学意义（χ2 = 12.02、P = 0.01）；质谱鉴定丝状真菌中的曲霉菌、镰刀菌、赛多孢菌和链格孢

霉时准确率高（98.57%～100%）；双甲酸夹心法和甲酸乙腈萃取法前处理的质谱鉴定丝状真菌到种

水平的比率分别为91.11%（82/90）和90.00%（81/90），鉴定曲霉菌种水平分别为98.57%（69/70）
和97.14%（68/70），但鉴定准确率差异无统计学意义（χ2 = 0.34、P = 0.95）；两种前处理方法均可

100%鉴定烟曲霉、黄曲霉、赛多孢菌和链格孢霉到种水平，其中89.36%（42/47）烟曲霉和76.92%
（10/13）黄曲霉鉴定得分≥ 2.0分。结论  MALDI-TOF MS技术鉴定丝状真菌快速准确，双甲酸夹心

法前处理操作更简便，适合实验室常规检测，可用于实验室常规鉴定曲霉菌等常见丝状真菌。
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【Abstract】Objective  To investigate the application value of matrix-assisted laser desorption ionization 
time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) in rapid identification of clinical filamentous fungi. 
Methods  The strains identified as filamentous fungi by morphology from January 2017 to January 2019 in 
Xuanwu Hospital of Capital Medical University were collected and identified by MALDI-TOF MS with the 
method of double formic acid sandwich and formic acid acetonitrile extraction. The results were compared 
with the results of its gene sequencing of polymerase chain reaction (PCR) in internal transcribed spacer 
(ITS). The distribution and source of filamentous fungi were analyzed. Results  A total of 90 clinical isolates 
of filamentous fungi were collected, including 70 strains of Aspergillus spp. (77.78%), 6 strains of Penicillium 
spp. (6.67%), 5 strains of Alternaria (5.56%), 4 strains of Fusarium spp. (4.44%), 2 strains of Sedosporium 
spp. (2.22%), 1 strain each of Rhizopus, Mucor and Trichoderma harzianum (1.11%). Aspergillus fumigatus 
(47 strains, 52.22%), Aspergillus flavus (13 strains, 14.44%) and Aspergillus niger (4 strains, 4.44%) were 
the main isolates. The specimens were mainly from respiratory tract (90.0%) (including sputum and alveolar 
lavage fluid), followed by cornea and ear canal secretion (3.33%), of which Aspergillus spp. were the mainly 
strains isolated from sputum samples (59 strains, 65.56%). Compared with the results of gene sequencing, 
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the accuracy of MALDI-TOF MS was significantly higher than that of morphology (91.11% vs. 68.89%; χ2 = 
12.02, P = 0.01). MALDI-TOF MS was used to identify Aspergillus spp., Fusarium spp., Sedosporium spp. 
and Alternaria with high accuracy (98.57%-100%). The identification rates of filamentous fungi to species 
level were 91.11% (82/90) and 90% (81/90) by MALDI-TOF MS pretreated with dicarboxylic acid sandwich 
method and formic acid acetonitrile extraction method, and the identification rates of aspergillus species were 
98.57% (69/70) and 97.14% (68/70), respectively. There was no significant difference in the identification 
accuracy of the two pretreatment methods (χ2 = 0.34, P = 0.95). Both pretreatment methods could identify 
100% Aspergillus fumigata, Aspergillus aflatus, Sedosporium and Alternaria spp. Among them, 89.36% 
(42/47) Aspergillus fumigatus and 76.92% (10/13) Aspergillus flavus scored ≥ 2.0. Conclusions  The 
MALDI-TOF MS technique was rapid and accurate in the identification of filamentous fungi, and the double 
formic acid sandwich pretreatment method was more convenient and suitable for routine laboratory detection. 
It could be used for routine laboratory identification of common filamentous fungi such as Aspergillus.

【Key words】Filamentous fungi; Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass 
spectrometry; Identification; Double formic acid sandwich; Acetonitrile formate extraction

近年来，随着器官移植、免疫抑制剂的广泛应

用，丝状真菌引起的侵袭性感染的发病率和病死率

亦有增高趋势[1-3]。虽然曲霉菌属（尤其烟曲霉）

仍是侵袭性丝状真菌感染最常见的病原菌[4-6]，但

非烟曲霉及非曲霉丝状真菌的分离率逐渐升高。由

于不同丝状真菌的药物敏感性存在差异 [5]，临床

选择抗菌药物不同，因此，快速准确地将丝状真

菌鉴定到种水平对提高抗真菌疗效至关重要。目

前大多微生物实验室鉴定丝状真菌仍采用传统的

形态学方法 [7-8]，但对无典型特征的菌株鉴定困难

且耗时长，不利于实施快速精准治疗；聚合酶链式

反应（PCR）序列分析方法鉴定准确率高，但检测

成本高、周期长、需要分子扩增实验室，不能常规

开展检测；而基质辅助激光解吸电离飞行时间质

谱（matrix-assisted laser desorption ionization time-of-
flight mass spectrometry，MALDI-TOF MS）已被多项

研究[9-11]报道用于细菌和念珠菌的鉴定，操作简单、

快速准确，已较好地应用于临床标本中微生物的鉴

定，国内外学者亦有应用质谱技术鉴定丝状真菌的

报道[12-17]。本研究采用两种不同的前处理方法提取丝

状真菌蛋白进行质谱鉴定，并将鉴定结果与形态学

和测序结果比较，探讨MALDI-TOF MS技术对临床标

本分离的丝状真菌的快速鉴定价值，现报道如下。

材料与方法

一、菌株来源 
收集首都医科大学宣武医院2017年1月至2019

年1月临床送检的各类标本中经形态学初步鉴定为

丝状真菌的菌株为研究对象。本研究为回顾性研

究，在患者管理方面无任何修改，研究用菌株均为

临床检验后留存菌，所有个人信息均于数据库中加

密，患者基本资料被去除标识，无侵犯隐私。

二、仪器与试剂 
MALDI Biotyper 3.1全自动快速质谱微生物

检测系统及配套的甲酸、乙腈、α-氰基-4-羟基

肉桂酸（CHCA）和靶板为德国布鲁克公司，

ABI600PCR仪为美国AB公司，凝胶成像仪为美国

Bio-Rad公司；沙保弱琼脂平板、血平板来自美国

赛默飞公司，DNA提取试剂盒和破壁酶为北京天

根生化科技有限公司，Premix Ex Taq酶体系为日本

TaKaRa公司。引物合成与PCR产物测序由上海生

工公司完成。

三、菌种分离培养及形态学鉴定 
按检验项目临床标本直接接种于沙保弱平板

（SDA），组织标本研磨成匀浆后接种于SDA，置

28 ℃孵箱培养；血培养标本报警阳性后涂片镜检

同时转种SDA，置28 ℃和35 ℃培养，丝状真菌生

长时观察菌落形态、颜色等特点，乳酸酚棉蓝染色

镜下观察菌丝、孢子和分生孢子形态等，初步鉴定

丝状真菌菌属。

四、MALDI-TOF MS鉴定 
1. 前处理：两种方法：双甲酸夹心[18]操作，即

靶板上加1 μl甲酸，用无菌枪头取丝状真菌菌丝与

甲酸混匀，自然干燥后再覆盖1 μl甲酸，自然干燥

后添加1 μl基质，进行质谱检测。

甲酸乙腈萃取法提取丝状真菌蛋白按质谱操

作SOP文件步骤进行，取1 μl真菌蛋白点靶，自然

干燥后覆盖基质1 μl，自然干燥后进行质谱鉴定。

2. 鉴定评分：每株菌点靶两次进行鉴定，记录
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结果一致时的菌名和鉴定得分[19]，将鉴定标准定为

鉴定到种水平得分≥ 1.7分或低于1.7分但所有鉴定

结果为同一种菌；鉴定得分1.5～1.7分为属水平，低

于1.5分或鉴定结果为多种菌为无鉴定结果。

五、PCR扩增ITS及序列测定 
质谱鉴定结果与形态学不一致时或仅鉴定到属

时，进行PCR测序确定最终鉴定结果。按试剂盒说

明提取真菌DNA，于－20℃保存备用。采用真菌通

用引物扩增真菌内转录间隔区（ITS）：ITS1（正

向）：5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'和ITS4
（反向）：5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'[20]，

扩增结束后取PCR产物5 μl，1.5%琼脂糖凝胶电泳

观察目的片段，进行核酸序列测定，测序结果与

GenBank数据库序列进行比对以鉴定丝状真菌。

六、统计学处理

采用SPSS 20.0软件进行统计分析。患者的年龄

等为计量资料且呈正态分布，以 x ± s表示，两组间

比较采用成组设计资料t检验；检出率、符合率等为

计数资料，采用χ2检验。以P ＜ 0.05为差异有统计

学意义。

结    果

一、丝状真菌菌种分布与标本来源 
收集临床标本分离的丝状真菌共90株，其中

曲霉菌属70株（77.78%），主要为烟曲霉复合体

47株（52.22%）、黄曲霉13株（14.44%）、黑曲

霉4株（4.44%）、构巢曲霉2株（2.22%）、聚多

曲霉/杂色曲霉/米曲霉/土曲霉各1株（1.11%）；青

霉菌属6株（6.67%），包括绳状青霉、橘青霉和

草酸青霉各2株；互隔链格孢霉5株（5.56%）；镰

刀菌属4株（4.44%），包括串珠镰刀菌2株、轮状

镰刀菌和层生镰刀菌各1株；尖端赛多孢菌2株；米

根霉、根毛霉和哈茨木霉各1株。

标本主要来源于呼吸道标本80株（88.89%），

包括痰标本和肺泡灌洗液，其次为角膜和耳道分

泌物标本。痰标本中分离率最多的为曲霉菌59株
（65.56%），其次为青霉菌属（6.67%）；链格孢

霉在痰和角膜分泌物中均有分离，镰刀菌属可见于

多种标本，丝状真菌菌种分布和标本来源见表1。
二、形态学鉴定结果

所有丝状真菌分别采用形态学方法鉴定，

其中鉴定到丝状真菌到种水平者占 6 8 . 8 9 %
（62/90），鉴定到属水平者占31.11%（28/90）。

形态学在曲霉菌中的烟曲霉、黄曲霉等常见真菌可

鉴定到种水平，而少见曲霉（杂色曲霉和聚多曲

霉）、毛霉、根霉、青霉菌属、镰刀菌属以及赛多

孢菌属等时仅鉴定到属水平。

三、MALDI-TOF MS和PCR方法鉴定结果 
质谱鉴定丝状真菌到种水平者占 9 1 . 11 %

（82/90），显著高于与形态学鉴定结果的68.89%
（χ2 = 12.02、P = 0.01）。7株（7.78%）鉴定到属

水平，主要为青霉菌属4株、毛霉、根霉和其他曲

霉各1株；1株木霉质谱未给出鉴定结果。MALDI-
TOF MS鉴定丝状真菌中的曲霉菌（烟曲霉、黄

曲霉和黑曲霉等）到种水平为98.57%（69/70），

与PCR测序方法符合率100%；鉴定镰刀菌、赛多

孢菌和链格孢霉时，与测序方法结果相比符合率

高（100%），鉴定青霉菌、毛霉和根霉仅到属水

平，结果见表2。PCR方法除1例米曲霉不能较好与

表 1  90 株丝状真菌的菌种分布和标本来源 [ 株（%）]

标本

来源
株（%）

曲霉菌属 青霉

菌属

链格

孢霉

镰刀

菌属

赛多

孢菌
毛霉

烟曲霉 黄曲霉 黑曲霉 构巢曲霉 其他曲霉

痰液 71
（78.89）

41
（45.55）

10
（11.11）

2
（2.22）

2
（2.22）

4
（4.44）

6
（6.67）

2
（2.22）

0
（0.00）

2
（2.22）

1
（1.11）

肺泡
灌洗液

9
（10.00）

6
（6.67）

1
（1.11）

0
（0.00）

0
（0.00）

0
（0.00）

0
（0.00）

0
（0.00）

1
（1.11）

0
（0.00）

1
（1.11）

角膜
分泌物

4
（4.44）

0
（0.00）

1
（1.11）

0
（0.00）

0
（0.00）

0
（0.00）

0
（0.00）

2
（2.22）

1
（1.11）

0
（0.00）

0
（0.00）

耳道
分泌物

3
（3.33）

0
（0.00）

1
（1.11）

2
（2.22）

0
（0.00）

0
（0.00）

0
（0.00）

0
（0.00）

0
（0.00）

0
（0.00）

0
（0.00）

伤口
分泌物

2
（2.22）

0
（0.00）

0
（0.00）

0
（0.00）

0
（0.00）

0
（0.00）

0
（0.00）

1
（1.11）

1
（1.11）

0
（0.00）

0
（0.00）

血液 1
（1.11）

0
（0.00）

0
（0.00）

0
（0.00）

0
（0.00）

0
（0.00）

0
（0.00）

0
（0.00）

1
（1.11）

0
（0.00）

0
（0.00）

合计 90
（100.00）

47
（52.22）

13
（14.44）

4
（4.44）

2
（2.22）

4
（4.44）

6
（6.67）

5
（5.56）

4
（4.44）

2
（2.22）

2
（2.22）
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黄曲霉区分外，其余丝状真菌菌属均鉴定到种水平

（98.89%、89/90）。不同方法鉴定结果见表2。
四、双甲酸夹心法和甲酸乙腈萃取法前处理

质谱鉴定结果 
根据自定义得分标准，双甲酸夹心法和甲酸

乙腈萃取法前处理提取丝状真菌蛋白质谱鉴定曲

霉菌种水平分别为69株（98.57%、69/70）和68株

（97.14%、68/70），但鉴定准确率差异无统计学

意义（χ2 = 0.34、P = 0.95）；两种前处理方法均可

100%鉴定烟曲霉、黄曲霉、赛多孢菌和链格孢霉

到种水平，其中烟曲霉和黄曲霉分别有88.57%和

76.92%鉴定得分≥ 2.0分，鉴定结果较好；1株木

霉鉴定时获得蛋白图谱但未给出鉴定结果，两种前

处理方法鉴定丝状真菌的结果详见表3。

表 2  MALDI-TOF MS 鉴定与形态学和 PCR 方法鉴定丝状真菌 [ 株（%）]

菌株 株数
形态学鉴定 MALDI-TOF MS

PCR方法
种水平 属水平 种水平 属水平

曲霉菌属 70 62（68.89） 8（8.89） 69（76.67） 1（1.11） 69（76.67）

烟曲霉 47 42（46.67） 5（5.56） 47（52.22） 0（0.00） 47（52.22）

黄曲霉 13 13（14.44） 0（0.00） 13（14.44） 0（0.00） 12（13.33）a

黑曲霉 4 4（4.44） 0（0.00） 4（4.44） 0（0.00） 4（4.44）

构巢曲霉 2 2（2.22） 0（0.00） 2（2.22） 0（0.00） 2（2.22）

其他曲霉菌 4 1（1.11） 3（3.33） 3（3.33） 1（1.11） 4（4.44）

青霉菌属 6 0（0.00） 6（6.67） 2（2.22） 4（4.44） 6（6.67）

绳状青霉 2 0（0.00） 2（2.22） 0（0.00） 2（2.22） 2（2.22）

橘青霉 2 0（0.00） 2（2.22） 2（2.22） 0（0.00） 2（2.22）

草酸青霉 2 0（0.00） 2（2.22） 0（0.00） 2（2.22） 2（2.22）

链格孢霉 5 0（0.00） 5（5.56） 5（5.56） 0（0.00） 5（5.56）

镰刀菌属 4 0（0.00） 4（4.44） 4（4.44） 0（0.00） 4（4.44）

赛多孢菌 2 0（0.00） 2（2.22） 2（2.22） 0（0.00） 2（2.22）

毛霉 1 0（0.00） 1（1.11） 0（0.00） 1（1.11） 1（1.11）

根霉 1 0（0.00） 1（1.11） 0（0.00） 1（1.11） 1（1.11）

木霉 1 0（0.00） 1（1.11） 0（0.00） 0（0.00） 1（1.11）

合计 90 62（68.89）   28（31.11） 82（91.11） 7（7.78） 89（98.89）

注：
aPCR 无法区分黄曲霉和米曲霉，1 株米曲霉认为到属水平 

表 3  两种前处理方法鉴定丝状真菌得分 [ 株（%）]

菌株 株数
双甲酸夹心法 甲酸乙腈萃取法

种水平（≥ 1.7分） 属水平（1.5～1.7分） 种水平（≥ 1.7分） 属水平（1.5～1.7分）

曲霉菌属 70 69（76.67） 1（1.11） 68（75.56） 2（2.22）

青霉菌属 6 2（2.22） 4（4.44） 2（2.22） 4（4.44）

链格孢霉 5 5（5.56） 0（0.00） 5（5.56） 0（0.00）

镰刀菌属 4 4（4.44） 0（0.00） 4（4.44） 0（0.00）

赛多孢菌属 2 2（2.22） 0（0.00） 2（2.22） 0（0.00）

毛霉 1 0（0.00） 1（1.11） 0（0.00） 1（1.11）

根霉 1 0（0.00） 1（1.11） 0（0.00） 1（1.11）

合计 90           82（91.11） 7（6.67）        81（90.00） 8（8.89）

耗时  耗时短，10 min 耗时长，0.5～1 h

操作  简单方便，减少实验室污染和生物安全风险 繁琐，多次离心，存在实验室污染和生物安全风险

丝状真菌生长时段  24～48 h幼龄丝状真菌即可鉴定，2 d鉴定结果最好 48～72 h，鉴定结果好

培养基  任何培养基，无特殊要求 液体培养基鉴定结果较好
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讨    论

近年来侵袭性真菌感染呈现增加趋势，尤其

侵袭性丝状真菌感染给临床诊治带了极大挑战，早

期病原学诊断对感染者的及时救治十分重要。因曲

霉菌在环境中的分布广泛，烟曲霉、黄曲霉和黑曲

霉等目前仍是引起侵袭性丝状真菌感染最为常见的

条件致病菌[5-7]。而近年研究[3-5]表明，越来越多的

对常用抗真菌药物耐药或不敏感的曲霉菌和非曲霉

丝状真菌被分离和报道，导致临床选择抗真菌药

物非常棘手。因此，探究快速鉴定丝状真菌种属的

方法成为很多学者研究的热点之一。MALDI-TOF 
MS技术在鉴定细菌和念珠菌中凸显了较好的鉴定

优势，但因丝状真菌本身特点（细胞壁厚、菌丝大

小和孢子成分等）、质谱数据库限制及前处理方法

繁琐等原因，MALDI-TOF MS 技术在鉴定丝状真

菌方面一直处于研究状态[18-22]，应用于临床检测相

对较少。本研究选择临床分离丝状真菌，检测过程

严格按照质谱仪器的标准操作说明中提供的甲酸乙

腈萃取丝状真菌蛋白方法和文献[18]中双甲酸夹心提

取蛋白方法进行丝状真菌前处理，将质谱鉴定结果

与形态学和分子生物学鉴定结果进行对比，以寻找

适合实验室的快速鉴定丝状真菌的方法。

本研究共收集90株丝状真菌菌株，77.78%为

曲霉菌，主要为烟曲霉、黄曲霉和黑曲霉等常见

菌，与既往文献[4-6]报道一致，本研究还分离到镰

刀菌、赛多孢菌、链格孢菌及接合菌等非曲霉丝状

真菌。本研究中菌株的标本大多来源于呼吸道，主

要为痰标本（78.89%）和肺泡灌洗液，其次为角

膜和耳道分泌物标本。痰标本中分离率最多的为曲

霉菌，其次为青霉菌属，与环境中此二类菌分布广

泛且易通过气溶胶吸入呼吸道而定植或引起感染有

关；角膜分泌物中分离到链格孢霉和镰刀菌，与既

往报道[23]真菌性角膜炎常见病原一致；耳道分泌物

分离最多为黑曲霉，而镰刀菌属在多种标本均有分

离，说明镰刀菌可导致多部位感染，因其对常用抗

菌药物不敏感、病死率高，应引起重视。

本研究显示与PCR测序结果相比，质谱鉴定丝

状真菌至种水平的准确率（91.11%）显著高于形

态学鉴定（68.89%），与以往研究结果一致[12, 14]。

无论双甲酸夹心法和甲酸乙腈萃取法前处理方法，

质谱对曲霉菌（烟曲霉、黄曲霉、黑曲霉）、镰

刀菌、赛多孢菌和链格孢霉的鉴定准确率高（＞ 

98%）；但对接合菌（毛霉、根霉）和青霉的鉴定

率低，这与质谱数据库中菌种数据和图谱缺少、无

法完成匹配相关。本研究中1株黄曲霉未能经PCR-
ITS测序鉴定，与研究报道[19]黄曲霉与米曲霉的基

因序列相似性高无法区分有关，而本研究通过质谱

聚类分析能够较好区分二者，本研究将在今后收集

更多黄曲霉菌株后进行进一步分析证实。

双甲酸夹心法和甲酸乙腈萃取法两种前处理方

法鉴定鉴定丝状真菌到种水平差异无统计学意义，

两种前处理方法均可100%鉴定烟曲霉、黄曲霉、赛

多孢菌和链格孢霉到种水平，临床常见的烟曲霉和

黄曲霉鉴定得分≥ 2.0分，鉴定率较好；相比而言，

双甲酸夹心法操作流程更简便快速、无需特殊培养

基、对幼龄菌可实现早期鉴定，与文献[19]报道选用

菌丝部位（产孢前的幼龄菌）破壁效果好，丝状真

菌的鉴定结果好相一致，更适合实验室常规检测；

而甲酸乙腈萃取法操作相对繁琐，对生长在液体培

养基和相对成熟的丝状真菌鉴定结果好[22]。可见，

对于临床常见的丝状真菌（如曲霉菌）采用前处理

后质谱有较高的鉴定准确率，在实验室检测中可代

替形态学鉴定或作为传统鉴定方法的补充。

本研究也存在不足之处，如用于实验分离菌

中77.78%为曲霉菌，其他类型丝状真菌数量较

少，因此，在后续的工作中将继续收集更多菌株以

进一步深入研究质谱技术在丝状真菌鉴定中的临床

价值。MALDI-TOF MS 技术鉴定丝状真菌影响因

素多，仍需要进一步探索，不断优化和标准化样本

的前处理方法和操作步骤[24]，规范操作流程，以提

高MALDI-TOF MS鉴定丝状真菌的能力；结合自

身实验室特点[25]和本地流行病学状况，建立个性化

数据库，使丝状真菌的鉴定数据库不断完善和扩

大，提高鉴定准确率，更好地发挥质谱在快速鉴定

中的作用。 
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