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基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱分析技术 

在微生物检测与鉴定中的应用 

杜美红*, 赵瑞雪, 李静雯 

(北京市理化分析测试中心, 北京市食品安全分析测试工程技术研究中心, 北京  100089) 

摘  要: 基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱技术(matrix-assisted laser desorption ionization time of flight mass 

spectrometry, MALDI-TOF MS)在微生物检测与鉴定中有着广泛的应用前景。本文着重介绍了MALDI-TOF MS

分析技术微生物检测原理、前处理技术及其在微生物检测、鉴定、分型、溯源分析中的应用。与传统的检测鉴

定方法相比, MALDI-TOF MS分析技术表现出成本低、检测时间短、易于操作等显著的技术优势。随着微生物

质谱数据库以及分析方法的逐渐完善, 该技术将成为微生物实验室致病菌快速检测鉴定的重要分析手段。 
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spectrometry in the detection and identification of microorganisms 
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ABSTRACT: Matrix-assisted laser desorption ionization time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) has 

been widely used in the detection and identification of microorganisms. This paper mainly reviewed the principles 

and pretreatment technology of MALDI-TOF MS for microbiology and its application in microbiological inspection, 

identification, classification and traceability. Compared with the traditional methods, MALDI-TOF MS has the 

advantages of low cost, short detection time and easy operation, etc. With the improvement of microbial mass 

spectrometry database and analytical methods, MALDI-TOF MS technology will be an important analytical tool for 

rapid detection and identification of pathogenic bacterium in microbiological laboratory. 
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1  引  言 

由微生物致病菌引起的食品安全事故是全世界共性

问题。检测与鉴定食品中的微生物使得污染的致病菌得到

溯源, 能够提供有效的信息, 及时控制与阻止中毒事件的

发生与发展。目前, 微生物的检测与鉴定主要为传统的培
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养方法和生理生化方法, 这些方法鉴定方法周期长(3~5 d), 

灵敏度和特异性都较差, 很难满足检测与鉴定的需求。近

年来, 免疫分析技术[1-3]和分子生物学技术[4,5]因具有特异

性高、检测速度快的优势而被应用于微生物的检测与鉴定, 

但这些技术对检测人员自身素质要求高, 影响了其在基层

实验室的普及与使用。质谱分析技术作为一种新型的检测

技术, 以其低成本、快速、易操作的优势在微生物的检测

鉴定中得到快速发展[6-9]。本文重点阐述了基质辅助激光解

吸 / 电 离 飞 行 时 间 质 谱 (matrix-assisted laser 

desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry, 
MALDI-TOF MS)分析技术在微生物检测与鉴定中的应用。 

1975年, Anhalt和 Fenselau在 300~350 ℃下高温裂解

冻干细菌, 通过质谱仪检测产生特征谱峰, 采用质谱技术

对肠杆菌微生物进行分析鉴定[10], 开启了质谱技术鉴定微

生物的时代。但是这种方法灵敏度不高, 裂解后的混合物

质谱图非常复杂, 仅能鉴定出细菌为革兰氏阴性细菌, 还

不能鉴别出阴性菌间的差异。随后, 快原子轰击(fast atom 

bombardment, FAB)、共振吸收(plasma desorption, PD)和激

光解析电离(laser desorption ionization, LDI)等质谱技术的

发展, 使得质谱分析在微生物鉴定中的应用更加深入, 然

而这些技术提供的微生物信息还是有限, 只能检测小分子

的生物标记物及提供较少的结构信息, 而且其样品的前处

理过程比较复杂[11]。随着 MALDI-TOF MS 的出现, 基于

质谱图中存在的微生物特异性分子或离子可分析不同微生

物菌体蛋白肽指纹图谱的差异, 对微生物种属进行更准确

的鉴别, 使得质谱分析技术在微生物检测鉴定中得到更好

的发展[12-14]。 

2  MALDI-TOF MS 微生物鉴定分析原理 

微生物包括细菌、病毒、霉菌和酵母菌等。微生物的

主要组成成分为具有生物活性的蛋白质和核酸 , 从分子

生物学的角度看, 核酸(基因)决定蛋白的表达, 蛋白质的

表达决定生物体的表型。因此, 基于蛋白质指纹图谱进行

的微生物鉴定分析, 相比核酸水平进行的鉴定更为准确

和直接。 

MALDI-TOF MS 是通过对蛋白质的解离分析来完成

对微生物的鉴定与分型的。用激光照射微生物样品与基质

形成的共结晶薄膜, 基质从激光中吸收大部分能量(保护

样本), 即质子(H+)转移到生物分子上使其带正电荷, 生物

分子被汽化。带正电荷离子在电场作用下加速通过飞行管

道, 根据到达检测器的飞行时间不同而被检测, 即离子的

m/z 与离子的飞行时间成正比。这种方式产生的离子用飞
行时间(time of flight, TOF)检测器检测, 采集数据并获得

图谱, 通过软件分析得到鉴定结果, 从而对样品进行定性

和定量分析[15]。该检测方法采用软电离方式(对样品的破坏

最小), 可产生稳定的分子离子, 因而是测定生物活性大分

子物质非常有效的方法。 

3  MALDI-TOF MS 微生物分析技术 

3.1  前处理 

获得稳定的重复性好的微生物特征性 MALDI-TOF 

MS 质谱图取决于微生物样品与基质是否形成共结晶, 样

品和基质的共结晶越均匀, 重复性越好, 所以基质的选择

与样品的制备非常关键。研究表明, 与微生物样品结合解

吸效果较好的基质为 α-氰基 -4-羟基肉桂酸 (α-cyano-4- 

hydroxycinnamic acid, CHCA)、芥子酸(sinapic acid, SA)、阿魏

酸(ferulic acid, FA)和 25-二羟基苯甲酸(2,5-Dihydroxybenzoic 

acid, DHB)等[16], CHCA的解吸效果优于其他基质, 得到的

质谱图背景干扰信号少, 信噪比高[17]。 

微生物样品制备可以分为全菌体制备和菌体裂解制

备。全菌体质谱分析是 MALDI-TOF MS 分析技术一个突

出的优势, 微生物样品不经过处理可以直接点样, 在匹配

的基质辅助下进行检测, 得到全菌的质谱图。质谱图中的

每个谱峰来源于微生物细胞壁或细胞膜上的蛋白质经激光

解析后给予的信号, 不同属、种、菌株间的微生物都有自

己的表面特征蛋白, 由此得到不同微生物的特征性谱峰, 

通过检索特征性质谱峰数据库或与已知微生物的质谱峰比

较, 对微生物进行快速检测、鉴定和分型。但是全菌分析

得到的谱图给予的结构信息比较少, 不能完全反应菌体的

结构特征, 对微生物的鉴定分析比较困难。菌体裂解制备

是将微生物样品通过用酸、酶解、超声等方法对细胞壁或

细胞膜进行破碎, 裂解产物通过 MALDI-TOF MS 分析得

到谱图。菌体裂解分析得到的谱图信息量多, 更容易获得

微生物的特征谱峰, 对于种间微生物的鉴别有很大优势。

Bao等[18]分别使用直接点样法和蛋白提取法 2种方法处理

后的 200 株宋内志贺野生株进行了鉴定验证, 结果表明直

接点样法鉴定准确率为 71.5%, 通过蛋白提取法鉴定的准

确率为 100%, 同时通过对比分析宋内志贺菌的特征峰, 能

够鉴别到亚种。总的来讲, 无论是全菌或菌体裂解, 对于

MALDI-TOF MS都是基于获得的蛋白信息对微生物进行

鉴定, 不同的微生物在科、属、种甚至株存在着差别, 所

以不同的微生物需采用不同的前处理方法才能获得更有

鉴定意义的质谱图, 由于微生物革兰氏阳性菌和革兰氏

阴性菌细胞壁结构的不同, 所以在前处理中革兰氏阳性

菌多加了一步细胞壁破坏过程, 这样才能得到信息量较

多的谱图[19]。 

3.2  检测与鉴定 

采用传统的培养方法和生化方法检测与鉴定, 微生

物需要 3~5 d的时间才能出结果, MALDI-TOF MS质谱分

析技术在微生物的检测与鉴定方面表现出快速、稳定、灵

敏度高等诸多优势, 许多学者通过采用 MALDI-TOF MS
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技术, 建立了对沙门氏菌、单细胞增生李斯特菌、弯曲杆

菌、阪崎肠杆菌等致病菌检测与鉴定方法 [20-23]。

MALDI-TOF MS 微生物鉴定技术代替了微生物常规程序

复杂的生化鉴定方法, 通过与致病菌最佳的培养条件及样

品处理方法相结合, 可以在更快的时间内检测与鉴定到样

品中的污染菌。Chen等[24]在哥伦比亚琼脂培养基上培养沙

门氏菌, 24 h内准确检测到了目标菌; Jadhav等[25]采用选择

性富集肉汤的方法检测了单细胞增生李斯特菌。龚艳清等
[26]在不同的培养基或不同的培养时间下对副溶血性弧菌

标准菌株进行 MALDI-TOF MS 检测鉴定 , 结果表明

MALDI-TOF MS 方法检测和鉴定副溶血性弧菌具有很好

的重复性和稳定性, 可以快速、准确地鉴定不同来源的副

溶血性弧菌。赵贵明[27]等应用 MALDI-TOF MS方法分别

对 32株克罗诺杆菌(28株分离株, 4株参考菌株)与相近菌

株阴沟肠杆菌、产气肠杆菌进行鉴定, 通过 API20E进行比

较与评估, MALD I-TOF MS作为一种新的细菌鉴定手段, 

可用于克罗诺杆菌(阪崎肠杆菌)的鉴定; MALDI-TOF MS

已经作为国际公认的标准测试方法来鉴定阪崎肠杆菌[28]。 

在临床上, 利用 MALDI-TOF MS技术对微生物的鉴

定也进行了许多研究[29-33], 尤其对于临床样本(血液培养

标本), MALDI-TOF MS 不需要任何前处理就能够实现直

接的鉴定分析[34,35]。传统的方法对肺炎链球菌的鉴定非常

困难, 采用 MALDI-TOF MS 技术能够准确鉴别出链球菌

群中的肺炎链球菌和假性肺炎链球菌种属[36]。目前为止, 

MALDI-TOF MS在细菌、真菌和厌氧菌鉴定中较其他常用

微生物检验方法的准确率更高[37-39]。MALDI-TOF MS技术

对金黄色葡萄球菌、产碳青霉烯酶细菌和鲍曼不动杆菌等

的耐药性筛查具有较高的准确率, 但对肠杆菌科耐药性的

检测效果较差, 仍需深入研究[40,41]。 

3.3  分型与溯源分析 

传统经典的微生物分型方法从表现型上进行微生物

的鉴定与分型, 分型时间长、操作程序繁琐, 容易受检测

人员的主观性判断影响, 对于一些变异微生物无法有效

鉴定 , 该法具有一定的局限性 , 而迅速发展起来的现代

分子生物学技术如 PCR、变性梯度凝胶电泳、MALDI-TOF 

MS分析技术、基因芯片技术、生物传感器技术等以其快

速、灵敏、准确的特点被应用到微生物分析检测领域, 它

们从分子水平上对微生物进行鉴定与分型, 对传统的分型

技术作了有益的补充, 为微生物的分型与溯源发挥了重要

作用。 

采用 MALDI-TOF MS可分析微生物的蛋白质指纹图

谱完成微生物的检测与分型溯源, 国内外学者已经在食品

微生物污染源的分型与溯源方面进行了研究与应用。郑秋

月等[41]通过 MALDI-TOF MS主成分分析及聚类分析等方

法, 对不同血清型、不同地区来源及不同宿主的 74株沙门

氏菌进行溯源研究, 结果显示相同宿主或地区来源的沙门

氏菌菌体蛋白表达更为相似, 地域差异是影响沙门氏菌的

菌体蛋白表达的重要因素, MALDI-TOF-MS显示出一定的

溯源能力。尽管如此, MALDI-TOF-MS并不能鉴别所有的

目标菌属[42,43], 为了提高 MALDI-TOF MS 对微生物靶标

菌属的溯源能力, 采用建立数据库以及利用生物信息学的

方法来增强菌属的分类与鉴别水平[44,45]。王耀[45]通过收集

37 株单核细胞增生性李斯特氏菌分离株 , 应用

MALDI-TOF MS 采集获取独特的蛋白质指纹图谱, 汇总

成标准图谱, 在国内外首次建立了单细胞增生李斯特菌鉴

定数据库, 并且在数据库信息的基础上, 对 37株单细胞增

生李斯特菌分离株进行了聚类分型和溯源研究。

MALDI-TOF MS 对微生物分型溯源得益于图谱数据库的

建设与完善, 利用已建立的商业图谱数据库分析系统已经

能 够 对 大 肠 杆 菌 (Escherichia coli) 、 幽 门 螺 杆 菌
Helicobacter pylori进行了有效的鉴定与溯源[46,47]。 

4  展  望 

MALDI-TOF MS 技术在微生物分析检测中的应用已

经越来越广泛, 而且 MALDI-TOF MS 微生物分型溯源也

具有很好的应用, 目前 MALDI-TOF MS 在微生物分型溯

源中虽具有一定的能力, 但其分型结果与传统血清分型结

果还存在一定的差异, 溯源的分析方法还有需要进一步完

善, 尤其是建立各种微生物菌株完善的质谱图数据库将是

今后重点的研究方向。 
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