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摘要：目的　 对基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ）技术鉴定百日咳鲍特菌谱库进行扩展。 方法　 采用

Ｍｉｃｒｏｆｌｅｘ ＬＴ 软件，用经全基因组测序确认的 ９ 株百日咳鲍特菌和 １ 株副百日咳鲍特菌构建蛋白质指纹谱库，对布鲁克数据库

进行扩展。 对标准菌株 ＡＴＣＣ ２９２１３、ＡＴＣＣ ２５９２２、ＡＴＣＣ ７００６０３、ＡＴＣＣ ２７８５３ 进行 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 鉴定，评价扩展库的准确

性。 选取 ６ 株百日咳鲍特菌，每个菌株取 ３ 个菌落分别用 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 鉴定，评价试验的精密度。 采用 ３６ 株临床分离株验

证扩展谱库对百日咳鲍特菌的识别能力，并进行扩展库前后鉴定结果比较。 结果　 成功构建 ９ 株百日咳鲍特菌和 １ 株副百日

咳鲍特菌参考谱库，并扩展现有布鲁克数据库 Ｔａｘｏｎｏｍｙ（５９８９）数据库为 Ｔａｘｏｎｏｍｙ（５９８９＋）。 扩展库准确鉴定 ４ 株标准菌株

ＡＴＣＣ ２９２１３、ＡＴＣＣ ２５９２２、ＡＴＣＣ ７００６０３、ＡＴＣＣ ２７８５３，对鲍特菌鉴定无干扰；６ 株百日咳鲍特菌的重复鉴定符合率为 １００％，精
密度良好。 用于外部验证的 ３６ 株菌经扩展后数据库鉴定，种水平鉴定率达 ８６．１％。 结论　 百日咳鲍特菌质谱库的扩展提升

了地区性分离菌株鉴定能力。
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　 　 百日咳是百日咳鲍特菌 （Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ ｐｅｒｔｕｓｓｉｓ，
Ｂｐ）感染引起的一种严重的急性呼吸道传染病。 鲍

特菌家族成员还包括副百日咳鲍特菌 （Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ
ｐａｒａｐｅｒｔｕｓｓｉｓ，Ｂｐｐ）、支气管败血鲍特菌 （Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ
ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ，Ｂｂ）和霍氏鲍特菌（Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ ｈｏｌｍｅｓｉｉ，
Ｂｈ）等。 目前 Ｂｐ 的实验室诊断主要依靠细菌培养、
鼻咽拭子 ＰＣＲ 检测［１］。 传统的细菌培养后生化鉴定

方法操作繁琐、耗时长。 鼻咽拭子 ＰＣＲ 检测灵敏度

高，但容易产生假阳性。 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）技术

通过将待测微生物的特征蛋白质指纹图谱与已知微

生物的特征蛋白质指纹图谱数据库比对，实现微生

物的鉴定，可弥补生化反应耗时长的缺点。 Ｂｒｕｋｅｒ
数据库包含 １０ 株 Ｂｐ、１１ 株 Ｂｐｐ 和 ９ 株 Ｂｂ 等谱图

信息，其他品牌质谱仪谱库尚未列入 Ｂｐ 谱图信息。
由于菌株的地区差异较大，现有的质谱库并不能满

足地方流行株的准确鉴定需求。 本研究以本地区临

床分离 Ｂｐ 进行质谱库的扩充以提升地方分离株的

鉴定能力。

１　 材料与方法

１．１　 菌株来源　 收集天津市第二人民医院 ２０１８ 年

３ 月至 ２０１９ 年 ８ 月自门诊和住院患儿（０ ～ ６ 个月）
鼻咽拭子或呼吸道抽吸物培养分离获得的 ４５ 株 Ｂｐ
和 １ 株 Ｂｐｐ，挑取其中 １０ 株（９ 株 Ｂｐ 和 １ 株 Ｂｐｐ）用
于现有数据库的扩展，其余 ３６ 株用于验证 Ｂｒｕｋｅｒ

蛋白质指纹谱库扩展后的鉴定效果。 所有菌株的最

初鉴定采用 Ｂｒｕｋｅｒ 公司的 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 质谱技

术，并经全基因组测序验证。 金黄色葡萄球菌

ＡＴＣＣ ２９２１３、大肠埃希菌 ＡＴＣＣ ２５９２２、肺炎克雷伯

菌 ＡＴＣＣ ７００６０３、铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ ２７８５３ 来自天

津市临床检验中心。
１．２　 主要试剂与仪器 　 炭琼脂粉（英国 Ｏｘｉｏｄ 公

司），血琼脂平板（天津金章科技公司），甲酸和乙腈

（国药集团化学试剂公司），ＱＩＡａｍｐ ＤＮＡ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ
（美国 Ｑｉａｇｅｎ 公司）；基质辅助激光解吸电离飞行时

间质谱仪、ＨＣＣＡ 基质及质谱鉴定校准品 ＢＴＳ（德国

Ｂｒｕｋｅｒ 公司），高通量基因测序仪 ＢＧＩＳＥＱ⁃５００ 及高

通量测序套装 ＰＥ５０（华大智造科技公司）。
１．３　 菌株分离培养及鉴定 　 所有菌株初代培养用

炭琼脂培养基，挑取单个菌落转种于血琼脂平板。
菌种经 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 初步鉴定后，用 ＱＩＡａｍｐ
ＤＮＡ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 提取全基因组 ＤＮＡ，应用超声波将

ＤＮＡ 片段化后用于文库制备。 单链环状 ＤＮＡ 分子

通过滚环复制，形成 １ 个包含 ３００ 多个拷贝的 ＤＮＡ
纳米球。 将得到的 ＤＮＡ 纳米球采用高密度 ＤＮＡ 纳

米芯片技术，加到芯片的网状小孔内，通过联合探针

锚定聚合技术进行测序［２］。 全基因测序工作委托

深圳华大基因公司完成。 原始数据应用生物信息分

析软件 ＭｅｇａＢＯＬＴ 进行数据质控，数据比对，变异识

别，从而得到有效数据。 测序读长 ３００ ｂｐ、测序深度

２０ 倍、覆盖度 ９２％。 测序所得序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据

库（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｌａｓｔ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ． ｃｇｉ）中的序
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列比对，获得菌株鉴定结果。
１．４　 数据库扩展　 挑取 １．３ 中 ９ 株 Ｂｐ 和 １ 株 Ｂｐｐ，
用于扩展布鲁克数据库 Ｔａｘｏｎｏｍｙ（５９８９）。 样品的

前处理采用甲酸乙腈提取法［３］，取上清液 １ μＬ 点在

９６ 孔靶板上，室温下晾干，再加 １ μＬ ＨＣＣＡ 覆盖，
室温下晾干后上机。 靶板中心点位涂布校准品

ＢＴＳ，用于质谱仪器的内部校准。 每个样品重复点 ８
个样品孔，应用仪器 Ｍｉｃｒｏｆｌｅｘ ＬＴ 软件，每个靶点采

集 ３ 张质谱图，每个菌株采集 ２４ 张质谱图并作为质

谱文件保存。 使用 Ｂｉｏｔｙｐｅｒ ３ 软件分别调入所采集

的 ９ 株 Ｂｐ 和 １ 株 Ｂｐｐ 的质谱图，根据 Ｂｒｕｋｅｒ 主谱

图（ｍａｉｎ ｓｐｅｃｔｒａｌ ｐｒｏｆｉｌｅ，ＭＳＰ）创建要求，将同一菌

株的 ２４ 张质谱图（至少 ２０ 张）汇总生成整合图谱，
创建为该菌株的 ＭＳＰ。 应用 Ｂｉｏｔｙｐｅｒ ３ 软件将质谱

图进行数据分析汇总，将创建的 ＭＳＰ 导入布鲁克数

据库 Ｔａｘｏｎｏｍｙ（５９８９），扩展后的数据库命名为 Ｔａｘ⁃
ｏｎｏｍｙ（５９８９＋）。
１．５　 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 的准确性、精密度评价　 参考

文献［４］方法，对 ＡＴＣＣ ２９２１３、ＡＴＣＣ ２５９２２、ＡＴＣＣ
７００６０３、ＡＴＣＣ ２７８５３ 各 １ 株，进行 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ
鉴定，通过获得的鉴定结果与分值评价该方法的准

确性。 参考文献［５］方法，选取 ６ 株 Ｂｐ 传代培养，

每个菌株取 ３ 个菌落分别制备靶板，用 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ
ＭＳ 鉴定，以鉴定符合率评价方法的精密度。
１．６　 数据库扩展前后菌株的鉴定 　 按照 １．４ 中方

法制备 ３６ 株待测菌靶板，分别用 Ｔａｘｏｎｏｍｙ（５９８９）
和 Ｔａｘｏｎｏｍｙ（５９８９＋）进行鉴定。 依据 Ｂｒｕｋｅｒ 仪器

说明书，鉴定分值判断标准如下：分值为 ２． ３００ ～
３．０００，表示可信的种水平的鉴定；分值为 ２． ０００ ～
２．２９９，表示可信的属水平的鉴定，可能的种水平鉴

定；分值为 １．７００ ～ １．９９９，表示可能的属水平的鉴

定；分值为 ０．０００～１．６９９，表示鉴定结果不可信。

２　 结果

２．１　 全基因组测序结果 　 文库构建插入片段大小

为 ３００～４００ ｂｐ，应用 ＭｅｇａＢＯＬＴ 软件进行基因组的

从头组装，最终获得的有效数据片段大小为 １ １００ ～
１ ３００ Ｍｂ。 测序所得序列与美国国立生物技术中心

（ＮＣＢＩ）库中的参考序列比对，其中 １ 株鉴定为 Ｂｐｐ
外，其余均鉴定为 Ｂｐ。
２．２　 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 数据库的扩展 　 成功构建 ９
株 Ｂｐ 和 １ 株 Ｂｐｐ 参考谱库，并扩展现有布鲁克数

据库 Ｔａｘｏｎｏｍｙ（５９８９）数据库为 Ｔａｘｏｎｏｍｙ（５９８９＋）。
部分菌株 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 质谱峰见图 １。

注：Ａ，Ｂｐｐ 编号 １８０２１；Ｂ，Ｂｐ 编号 １９０３６；Ｃ，Ｂｐ 编号 １９０１８；Ｄ，Ｂｐ 编号 １９００６。

图 １　 部分建库菌株的 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 质谱图

２．３ 　 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 的准确性和精密度 　 用

ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 鉴定 ４ 株标准菌株 ＡＴＣＣ ２９２１３、
ＡＴＣＣ ２５９２２、ＡＴＣＣ ７００６０３、ＡＴＣＣ ２７８５３，鉴定分值

均大于 ２．３００，对鲍特氏菌鉴定无干扰，表明试验的

准确性良好。 ６ 株 Ｂｐ 每个菌株分别取 ３ 个菌落进

行鉴定，重复测定 ３ 次，鉴定符合率为 １００％，表明试

验的精密度良好。
２．４　 数据库扩展对鉴定结果的影响　 ３６ 株 Ｂｐ 建库

前可信度分值为 ２．０００ ～ ２．２２９ 者（准确鉴定到属）有
２８ 株，分值为 １．７０００～１．９９９ 者 ７ 株，无分值＞２．３００菌
株；建库后可信度分值＞２．３００ 者（准确鉴定到种）有
３１ 株，占 ８６． １％（３１ ／ ３６），分值为 ２． ０００ ～ ２． ２２９ 者
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（准确鉴定到属）有 ４ 株。

３　 讨论

　 　 菌株蛋白质指纹图谱信息的丰富是准确鉴定菌

株的基础，选择建库的菌株必须有代表性，要囊括尽

量多的型别和不同的地区分离株，尤其要包括本地

区种群的菌株，以便获得更好的匹配结果［６］。 由于

不同国家或地区的菌株具有一定的差异，建立适合

本地区的 Ｂｐ 蛋白质指纹图谱数据库具有重要

意义。
本研究选取经全基因组测序确认的 ９ 株 Ｂｐ 和

１ 株 Ｂｐｐ 临床分离菌株为基础，建立一个与商业数

据库互补的扩展数据库。 结果显示，建库前本院分

离菌株的鉴定结果分值普遍偏低，建库后菌株鉴定

结果可信度分值＞２．３００ 者提升到 ８６．１％，表明建库

后种水平鉴定结果可信度显著增高。 相似的结果与

Ｖａｎ ｄｅｎ Ｂｏｓｓｃｈｅ 等［７］研究具有一致性。
ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 技术从根本上改变了目前临床

实验室对微生物鉴定的操作模式，为微生物快速鉴

定带来了一场革命。 由于 Ｂｐｐ、Ｂｂ 等感染非常少

见，本扩展库尚存在纳入菌株种类不足等缺陷。 相

信随着数据库的不断补充与应用软件的改善，
ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 不仅将在 Ｂｐ 的鉴定中体现快速、准
确、高通量的特点，还会成为 Ｂｐ 分型和流行病学研

究的有力工具。
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