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摘  要: 目的  建立快速检测和鉴定溶藻弧菌的方法, 采用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱(MALDI- 

TOF-MS)和 SARAMIS分析软件, 对来自水产品中的溶藻弧菌进行了检测和鉴定。方法  将从样品中分离得到

的可疑菌落于 37 ℃纯化培养 24、48、72 h后, 分别用微生物 API生化鉴定系统和 MALDI-TOF-MS方法进行

分析鉴定, 并对 MALDI-TOF-MS鉴定方法的稳定性、准确性和重复性进行初步探讨。结果  不同的培养时间, 

24、48和 72 h对 MALDI-TOF-MS检测的蛋白质谱图影响较小, 鉴定值分别为 94.10%, 93.90%, 92.70%; 同时

用微生物 API-20E生化鉴定试剂盒进行辅助分析鉴定, 培养 24 h后, 鉴定值为 97.7%, T值为 0.47, 但培养 72 h

后, 鉴定值为 52.4%, T值为 0.15。同一样品点样 2次, 得到的 6张图谱显示出峰位置基本一致。用标准菌株大

肠埃希菌 ATCC 8739和溶藻弧菌 ATCC 17749纯化培养 24 h后, 鉴定值分别为 99.90%和 97.60%。结论  与传

统的生化鉴定方法相比, MALDI-TOF-MS和 SARAMIS软件分析方法具有较高的稳定性、重复性和准确性, 可

以快速、准确地鉴定溶藻弧菌, 可用于水产品中溶藻弧菌的高通量、低成本的快速检测鉴定。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the rapid detection and identification of Vibrio 

alginolyticus, and to detect and identify Vibrio alginolyticus carried in the aquatic product by matrix-assisted 

laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS) and the SARAMIS analysis 

software. Methods  Suspicious colony isolated from the samples were analyzed by API-20E identification 

system and MALDI-TOF-MS method after being purified and cultured for 24, 48, 72 h at 37 . The℃  accuracy, 

repeatability, and stability of MALDI-TOF-MS were also studied. Results  Different time intervals of 24, 48 

or 72 h were tested with mass spectrometry and little infects were found, with the identification scores of 
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94.10%, 93.90%, and 92.70%, respectively. Bacteria API-20E identification system was used to assist the 

analysis and identification. The results showed that the identification scores were 97.7% and 52.4%, and T 

value were 0.47 and 0.15, with the different time intervals of 24 and 72 h. The six mass spectrums of the same 

sample showed the peak positions were basically identical. The identification scores of standard strains of E. 

coli ATCC 8739 and V. alginolyticus ATCC 17749 after 24 h were 99.90% and 97.60 %, respectively. 

Conclusion  Compared with the traditional biochemical identification method, MALDI-TOF-MS is stable, 

repeatable and accurate. Moreover, it is less time-consuming, and the cost for reagents is minimized. It can be 

used as a tool for rapid detection and identification of Vibrio alginolyticus carried in the aquatic product. 

KEY WORDS: matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry; SARAMIS 

analysis software; Vibrio alginolyticus; identification 
 
 

1  引  言 

弧菌广泛分布于近岸海水、河口、鱼类及水产品

等生物体表和肠道中。弧菌属是条件致病菌, 当外界

环境恶化时, 一些致病种可引起鱼类、甲壳类和贝类

等动物的弧菌病, 从而污染水产品。人类因食用被污

染的水产品而引起急性食物中毒, 表现为腹泻、呕

吐、菌血症和外伤感染及水样便等症状, 严重时可以

致死[1-3]。其中, 溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus)被确认

为是 12种致病性弧菌之一[4]。溶藻弧菌是一种革兰

氏阴性的嗜盐弧菌, 在海水、海产品和食物中的检

出率较高, 是沿海地区海产品分离的致病性弧菌中

的优势菌种。溶藻弧菌属条件致病菌, 能引起人体

伤口感染和败血症[5-8]。近年来, 溶藻弧菌引起食物

中毒和胃肠炎的报道屡见不鲜[9-15]。因此, 溶藻弧菌

作为一种致腹泻菌和影响食品安全的病原菌日益受

到重视。 

目前, 水产品中溶藻弧菌的检测主要是传统的

微生物鉴定方法和分子生物学方法[16-18]。传统的微生

物鉴定方法及基于传统生理生化基础上的仪器分析

技术, 均需要经过细菌的培养繁殖、分离纯化等步骤, 

费时费力, 而且由于生化特性容易受培养基、保存时

间等因素的影响, 尤其对很多海洋弧菌的鉴定还存

在易出现假阳性、假阴性和没有结果等问题,常常无

法得到准确的鉴定结果。核酸检测法等分子生物学方

法在溶藻弧菌鉴定方面取得了一定的应用, 但由于

其敏感性高, 容易出现假阳性, 且对近似种的细菌鉴

定的准确性方面还存在不足。因此, 急需要建立更加

快速、准确、实用的检测和鉴定方法。 

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)是近年来发展起来的

一种新型的软电离生物质谱, 该方法对微生物指纹

谱鉴定, 具有灵敏度高、准确度高及分辨率高等特点, 

适合对各种微生物进行快速、高通量的检测, 通过

SARAMIS 分析软件比对, 为微生物检验和病原菌鉴

定等提供了一种快速的分析鉴定方法。本研究旨在对

水产品中溶藻弧菌的传统微生物生化检测鉴定方法

与 MALDI-TOF-MS 鉴定方法比较的基础上, 建立基

于 (MALDI-TOF-MS 技术和 SARAMIS 分析软件的

快速、高通量的溶藻弧菌的检测和鉴定方法。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

基质为 α-氰-4-羟基肉桂酸(α-Cyano-4-hydroxy- 

cinnamic acid, CHCA,美国 Sigma公司), 用于检测样

品的基质的溶剂为乙腈 -三氟乙酸 -水 (50:2.5:47.5, 

V:V:V), 基质溶液现配现用, 用溶剂将基质配成饱和

溶液; 甲酸(分析纯)、乙腈(分析纯)、无水乙醇(分析

纯 ); 碱性蛋白胨水 (APW)、硫柠胆蔗琼脂培养基

(TCBS)、科玛嘉弧菌显色培养基, 含 30 g/L NaCl的

营养琼脂等细菌培养基(北京陆桥技术有限公司); 

API-20E生化鉴定试剂盒(法国生物梅里埃公司)。 

标准菌株为大肠埃希菌 ATCC 8739和溶藻弧菌

标准菌株 ATCC 17749, 均由湖南出入境检验检疫局

技术中心提供。 

2.2  仪器与设备 

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪及

SARAMIS 数据库(MALDI-TOF/SARAMIS, AXIMA 

Confidence, 日本岛津公司); APIWEB stand alone v 

1.1.0 软件系统(法国生物梅里埃公司); 恒温培养箱
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(BE600, 德国 Memmert 公司); 高速离心机(Allegra 

X-22R, 美国贝克曼库尔特公司)。 

2.3  方  法 

2.3.1  样品中溶藻弧菌的分离及生化鉴定 

将可疑样品以无菌操作取样品 25 g, 加入到 225 

mL的碱性蛋白胨水(APW)中, 36 ℃培养 24 h, 用接

种环挑取培养液于 TCBS平板划线, 于 37 ℃培养 24 

h。挑取 TCBS上的黄色单菌落纯化 2次后, 接种于科

玛嘉弧菌显色培养基平板上, 于 37 ℃培养 24 h, 观察

菌落特征。挑取疑似菌落接种到含 30 g/L NaCl的营养

琼脂上进行纯化, 于 37 ℃纯化培养 24 h、72 h后, 分

别用灭菌棉签取适量细菌用稀释液稀释至特定浓度, 

用微生物 API 生化鉴定条进行鉴定实验 , 并采用

APIWEB stand alone v 1.1.0软件系统进行结果分析。 

2.3.2  MALDI-TOF-MS 鉴定方法 

(1) 样品提取处理与分析 

用接种环收集纯化平板上 5~10 mg 菌体, 加入

300 μL水, 仔细混匀, 再加入 900 μL 无水乙醇, 仔

细混匀。12000 r/min离心 2 min, 弃去上清, 加入 50 

μL 70%的乙酸, 仔细混匀, 再加入 50 μL乙腈, 仔细

混匀, 12000 r/min 离心 2 min, 吸出上清置一新的离

心管中, 先点 1 μL 上清, 放干后再点 1 μL 基质

(CHCA), 晾干后进行 MALDI-TOF-MS分析。 

(2) 质谱图的采集和分析 

仪器参数为: Linear confi guration线性操作模式, 

正离子 , 基质抑制偏转模式 ; 脉冲离子提取时间 : 

350 ns; 质量范围: 2000~20000; 激光点击数: 100。靶

板采用 384孔靶板, 每次实验前都大肠埃希菌 ATCC 

8739进行质量校正; 利用 Saramis Premium软件对细

菌质谱图进行分析和鉴定, 可以得到一个鉴定结果

的表格, 并以不同的颜色代表信任度不同的鉴定结

果, 小于 70.0 %的信任度的鉴定结果会以白色显示。  

2.3.3  菌株蛋白表达的稳定性实验  

将疑似菌落在 37 ℃纯化培养 24、48和 72 h后, 

分别按照 2.3.2 的方法对菌株进行 MALDI-TOF MS

检测和鉴定, 利用 Saramis Premium软件将所得的质

谱图与数据库中质谱图进行对比, 比较培养时间对

细菌蛋白质谱图鉴定结果的影响。 

2.3.4  检测方法的准确性实验 

分别将标准菌株大肠埃希菌 ATCC 8739和溶藻

弧菌 ATCC 17749纯化培养 24 h后, 按照 2.3.2的方

法进行 MALDI-TOF MS 检测和鉴定, 利用 Saramis 

Premium 软件将所得的质谱图与数据库中质谱图进

行对比, 检测此方法的准确性。 

2.3.5  检测方法的重复性实验 

将菌株处理后, 在同一样品靶上点样 2次, 每个

点样采集 3张图谱, 共计 6张图谱, 得到的图谱分别

与其他 5张图谱进行比较, 检测此方法的重复性。 

3  结果与分析 

 3.1  溶藻弧菌的菌落形态及生化鉴定结果 

溶藻弧菌菌落在 TCBS 上呈现为呈黄色、直径

2~3 mm、圆形、凸起、光滑、湿润、边缘整齐, 粘

稠, 接种环不易挑取。在科玛嘉弧菌显色培养基上呈

现为圆的、扁平的白色菌落, 直径 2~3 mm。于 37 ℃

纯化培养 24 h, 72 h后, 微生物 API-20E生化鉴定试

剂盒鉴定实验有明显差异, 培养 24 h 后鉴定结果较

好, 鉴定值 97.7%, T值为 0.47, 但培养 72 h后, 鉴定

值52.4%, T值为0.15, 说明溶藻弧菌的生化特性容易

受培养基、保存时间等因素的影响较大, 从而影响生

化鉴定结果, 见表 1。 

3.2  菌株蛋白表达的稳定性实验  

取培养 24 h、48 h和 72 h后 3个不同时间段的

溶藻弧菌进行MALDI-TOF-MS检测(结果见图 1) , 表

明不同生长阶段的细菌用 MALDI-TOF-MS 检测得到

的蛋白质谱图基本保持不变, 至少 72 h内, 其蛋白质

谱图没有明显的变化。与数据库中相应参考菌株的匹

配分值均在 90%以上(鉴定值分别为 94.10%, 93.90%, 

92.70%)。本实验中溶藻弧菌在不同生长阶段得到的

MALDI-TOF-MS 蛋白质谱图具有良好的稳定性(见表

2) , 说明能够利用MALDI-TOF-MS进行检测鉴定。 
 

 

表 1  溶藻弧菌 API-20E 生化鉴定结果 
Table 1  API - 20E biochemical identification results of Vibrio alginolyticus 

培养时间(h) 生化谱 分类单位 鉴定值% T值(T指数) 不一致的实验 

24 4146324 Vibrio alginolyticus 97.7 0.47 INO 0% 

72 4146326 Vibrio alginolyticus 52.4 0.15 INO 0%, ARA1% 
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图 1  不同培养时间溶藻弧菌 MALDI-TOF-MS蛋白质谱图 

Fig. 1  MALDI-TOF-MS spectrum of Vibrio alginolyticus with different culture time 
 
 

表 2  不同培养时间溶藻弧菌鉴定值 
Table 2  Appraisal values of Vibrio alginolyticus with 

different culture time 

培养时间(h) 分类单位 鉴定值% 

24 Vibrio alginolyticus 94.10 

48 Vibrio alginolyticus 93.90 

72 Vibrio alginolyticus 92.70 

 

3.3  检测方法的准确性实验 

标准菌株大肠埃希菌 ATCC 8739 和溶藻弧菌

ATCC 17749纯化培养 24 h后, 经 MALDI-TOF-MS

检测后, 利用 Saramis Premium软件将所得的质谱图

与数据库中质谱图进行对比, 鉴定值分别为 99.90%

和 97.60%, 说 明 该 检 测 方 法 的 准 确 性 高 。

MALDI-TOF MS对溶藻弧菌的检测鉴定结果与传统

方法结果一致, 重复性、稳定性等方面均优于传统生

化鉴定方法, 且精确度更高, 检测时间更快速、样品

处理更简便。MALDI-TOF-MS 方法操作简单, 鉴定

过程时间短, 可成为细菌蛋白质组学研究的重要工

具及食品中致病菌快速检测鉴定重要手段。 

3.4  检测方法的重复性实验 

菌株应用实验方法所获得的 6 张图谱显示出峰

位置基本一致(见图 2), 获得的图谱用不同颜色表示。

从图中可以看出, 6 张图谱变化很小, 出峰位置比较

一致, 说明该方法的重复性良好。但有个别峰的强度

略有差别, 可能是因为点样均匀性不一致, 导致采集

到的蛋白丰度产生一定影响。说明不同的样品处理方

法, 点样方式可能会影响到最终的检测结果, 在后续

的实验中需对样品处理, 点样等做进一步的规范统

一, 从而保证检测方法的重复性。 

4  讨  论 

微生物 API 生化鉴定系统主要基于细菌在生长

阶段利用底物产生代谢物的生化反应进行, 其实质

是酶促反应, 容易受到不同培养条件的干扰使鉴定

结果产生比较大的影响。MALDI-TOF MS技术已经

越来越多地用于食源性致病菌的快速鉴定中 [19-21], 

此技术基于细菌蛋白质组表达的比较, 因此更为准

确和直接。获取的全细胞蛋白质指纹分析是建立在对 
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图 2  重复性实验图谱的特征峰重合图 

Fig. 2  The characteristic peaks overlap figure of repetitive experimental spectrum 
 
 

表达稳定的、高丰度的蛋白质测量基础上的, 如核糖

体蛋白, 所以在很宽的条件范围内都是很稳定的。从

本实验中我们发现, 不同培养时间(72 h)内的溶藻弧

菌的蛋白质谱图基本保持不变, 说明其蛋白表达在

不同生长阶段比较稳定, 可以应用 MALDI-TOF-MS

进行检测鉴定。在很少出现代谢物的 2000～20000

质量范围内, 这些高丰度蛋白的谱峰可被观察到[22]。

获得的质谱图与标准参考菌株的MALDI-TOF-MS图

谱进行比较, 从而得出鉴定结果, 具有良好的准确

性。数据分析方面, 主要根据微生物 MALDI图谱中

的特征峰来实现微生物的鉴定。与传统的生化鉴定方

法相比, MALDI-TOF-MS和SARAMIS软件分析方法

具有较高的稳定性、重复性和准确性, 可以快速、准

确地鉴定溶藻弧菌, 可用于水产品中溶藻弧菌的高

通量、低成本的快速检测鉴定。 

MALDI Saramis 的局限性主要是数据库的容

量。目前此数据库中已经含有常见微生物的近 45000

个指纹参考图谱和 3300 个超级谱库, 通过 MALDI- 

TOF-MS 得到的图谱需要跟数据库中已有的标准谱

图比对匹配, 才能给出正确的鉴定结果。因此, 数据

库的容量是保证快速鉴定及鉴定结果准确的前提。随

着全球对外贸易的不断发展, 必须不断增加数据库

的容量以满足检测鉴定的需要。合适的样品处理方式

会得到更多的信息, 获得良好的质谱图是进行正确

鉴定的前提, 必须综合考虑影响质谱图重现性的各

种因素, 建立更有利于对微生物进行分类鉴定的蛋

白质指纹图谱分析方法。 
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