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飞行时间质谱即用型金黄色葡萄球菌 
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2. 河北师范大学生命科学学院, 石家庄  050000) 

摘  要: 目的  评估即用型金黄色葡萄球菌质控样品在飞行时间质谱技术中的应用价值。方法  将金黄色葡

萄球菌质控样品分别在 37 ℃和室温环境 25 ℃进行运输稳定性实验, 在 4 及-20 ℃条件下进行储藏稳定性实

验, 并评价其稳定性。对保存在-20 ℃条件下不同时间的金黄色葡萄球菌质控样品进行质谱鉴定, 并做 VITEK

全自动微生物分析系统鉴定及血浆凝固酶试验鉴定。结果  即用型金黄色葡萄球菌质控样品稳定, 质谱图相

近, 所得蛋白峰信息仅存微小差异, 匹配度良好。VITEK 全自动微生物分析系统及血浆凝固酶实验结果均为

金黄色葡萄球菌, 满足飞行时间质谱技术所需质控样品条件。结论  基质辅助激光解析电离飞行时间质谱技

术直接检测金黄色葡萄球菌具有简单快速、准确性高等优点, 相较传统方法操作简单, 检验结果更加直观, 为

飞行时间质谱技术鉴定金黄色葡萄球菌提供及时、准确的依据。 
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Study on quality control samples of ready-to-use Staphylococcus aureus by 
time-of-flight mass spectrometry 
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ABSTRACT: Objective  To evaluate the application value of ready-to-use Staphylococcus aureus (S. aureus) 

quality control samples in time-of-flight mass spectrometry. Methods  The stability of S. aureus quality control 

samples was tested at 37 ℃ and room temperature 25 ℃ respectively, and the storage stability was test at 4and 

20 ℃, and the stability was evaluated. The quality control samples of Staphylococcus aureus stored at 20 ℃ for 

different periods were identified by mass spectrometry, VITEK automatic microbial analysis system and plasma 

coagulase test. Results  The ready-to-use Staphylococcus aureus quality control samples were stable and the mass 
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spectra were similar. The protein peak information obtained has only slight differences and good matching. The 

results of the VITEK automatic microbiological analysis system and the plasma coagulase experiment were both 

Staphylococcus aureus, which meet the quality control sample conditions required by time-of-flight mass 

spectrometry. Conclusion  MALDI-TOF MS technology for direct detection of Staphylococcus aureus has the 

advantages of simple, rapid and high accuracy. Compared with traditional methods, the operation is simple and the 

test results are more intuitive, so as to provide a timely and accurate basis for the identification of Staphylococcus 

aureus by time-of-flight mass spectrometry. 
KEY WORDS: Staphylococcus aureus; standard sample; matrix-assisted laser analytical ionization time-of-flight 

mass spectrometry 
 
 

1  引  言 

近年来, 食品安全问题日益凸显。金黄色葡萄球菌引

发多起食物中毒事件, 已位居由食源性致病菌引发食品安

全事故第 4 位。国际食品微生物规格委员会 (The 
International Food Microbiological Specifications Committee, 
ICMSF)把金黄色葡萄球菌列为中度直接局部传播性病原

菌[1]。金黄色葡萄球菌生命力强, 分布广泛, 可存在于空

气、水、灰尘以及人类和动物排泄物中, 因此很容易污染

食品[2]。金黄色葡萄球菌是常见的食源性致病菌, 可引起

皮肤软组织感染、肺炎、心内膜炎、脑膜炎、骨髓炎、败

血症、肠炎、中毒性休克综合症等[3]。美国疾病控制中心

报告显示, 在美国金黄色葡萄球菌肠毒素引起的食物中毒

事件占所有细菌性食物中毒事件的 33%, 加拿大有更多, 
占 45%[4], 中国也时常发生此类事件[5,6]。2017 年 6 月 1 日, 
钦州市康熙岭镇高沙村某幼儿园儿童食物中毒。钦州市疾

病预防控制中心采集 27 份肛拭子等样品做常规检测。结果

显示, 所有样品均未检出沙门菌、志贺菌、蜡样芽胞杆菌

和单增李斯特菌, 有 14 份样品检出金黄色葡萄球菌。进一

步对金黄色葡萄球菌做肠毒素鉴定, 结果全部检出 A 型金

黄色葡萄球菌肠毒素[7]。可见, 金黄色葡萄球菌致病性强、

分布广泛, 是引起食源性疾病的重要致病菌。 
我国逐渐加强对食品微生物的监控力度, 金黄色葡

萄球菌是被监控的主要对象。目前, 检验金黄色葡萄球菌

的方法主要有传统血清分型检验, 计算机视觉技术[8], PCR
技术检测[9], 基因检测[10], 纳米技术[11]等。 

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)是近年发展起来用于病原微生物快速鉴

定的一种方法[12]。可以实现对未知微生物的快速鉴定、分

型、溯源等[13]。目前, 飞行时间质谱技术可以鉴定金黄色

葡萄球菌、沙门菌、宋内志贺菌、单增李斯特菌、大肠杆

菌以及厌氧菌, 并取得了较好的分析结果[1418]。由于较为

缺少阳性参考物质, 本实验室自制金黄色葡萄球菌质控样

品, 通过以下实验将验证金黄色葡萄球菌质控样品在飞行

时间质谱技术上的应用价值, 为相关研究提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

3K15 台式高速离心机(德国 Sigma 公司); MIR-254 低

温恒温培养箱(日本 Sanyo 公司); ME204 电子天平(瑞士

Mettler Toledo 公司); MALDI 7090 质谱仪(日本岛津公司)。 
胰酪胨大豆琼脂培养基(北京陆桥技术有限责任公司); 

无水乙醇、甲酸、乙腈(质谱纯, 天津科密欧化学试剂有限

公司); CCA 基质液(法国 LaserBioLabs 公司)。 
金黄色葡萄球菌标准菌株(CMCC 26301, 中国食品

药品检定研究院)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  金黄色葡萄球菌质控样品制备及检测 
(1)制备过程 
将金黄色葡萄球菌标准菌株接种于胰酪胨大豆琼脂

培养基。配制浓度为 15%蔗糖(分子量 342)、8%葡聚糖(分
子量 40000)、5%BSA 的保护剂。将活化的金黄色葡萄球

菌标准菌株加入保护剂中, 振荡混匀, 制作 OD 值为 2.5 的

菌悬液, 分为 100 μL 滴入盛有液氮的西林瓶中, 放入真空

冷冻干燥机, 设置程序预冻20 ℃ 200 min, 40 ℃ 200 min; 
冷冻干燥30 ℃ 360 min, 真空度(Vac)150 mTorr, 20 ℃ 
480 min, Vac 150 mTorr; 最终维持在-20 ℃, Vac 100 mTorr
状态, 制得冻干菌球。 

(2)计数方法 
将未开启的冻干菌球瓶取出, 温度恢复至室温后, 用

酒精擦拭铝塑盖和胶塞并开启。放入 10 mL 无菌生理盐水, 
振荡均匀, 稀释, 倾注适量 TSA 培养基, 于 36 ℃恒温培养

箱中培养 24 h, 计数。 
(3)飞行质谱检验 
a.把菌球转移至 2 mL 离心管中, 加入 100 μL 灭菌的

生理盐水 , 充分振荡均匀。放入离心机 , 设置转速为 
12500 r/min, 离心时间 5 min。离心后, 取沉淀。再加 100 μL
灭菌的生理盐水重复离心 3 次。加入 1 mL 75%乙醇振荡均
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匀, 12500 r/min 离心 2 min 倒掉上清保留沉淀。加入 50 μL 
70%甲酸振荡 2 min, 加入 50 μL 乙腈振荡 2 min。放入离

心机, 设置转速为 12500 r/min, 离心时间 2 min, 保留上

清。取 1 μL 加到飞行质谱靶板上, 待溶液挥发干后, 加   
1 μL 基质。当质谱靶板完全干燥后, 放入基质辅助激光解

吸电离飞行时间质谱仪中,  
b.设置质荷比(m/z)2000~20000 Da 范围内进行检测。

根据 MALDI-TOF 分析得出的特征性的质谱图分析特异性

的蛋白质或多肽离子峰, 实现区分和鉴定的目的。 
2.2.2  质控样品稳定性研究 

(1)运输条件模拟试验 
将金黄色葡萄球菌质控样品放置于 37 ℃和室温环境

25 ℃。模拟实验周期为 2 周, 分别在第 0、1、3、5、7、
14 d 测试观察, 每个质控样品做 3 个平行。以验证此温度

下金黄色葡萄球菌质控样品的稳定性。 
(2)储存条件模拟试验 
将金黄色葡萄球菌质控样品放置于 4 及-20 ℃条件下, 

模拟实验周期为 4 周, 分别在第 0、1、3、5、7、14、28 d
测试观察, 每个质控样品做 3 个平行。以验证此温度下金

黄色葡萄球菌质控样品的稳定性。 
2.2.3  金黄色葡萄球菌质控样品鉴定 

将菌球活化, 挑取单菌落用 VITEK2 Compact 全自动

微生物分析系统鉴定, 并做血浆凝固酶试验。 

3  结果与分析 

3.1  金黄色葡萄球菌质控样品 

本方法制得金黄色葡萄球菌质控样品为白色菌球 , 
形态规则; 干燥剂未变色, 除水彻底。满足实验要求, 可以

作为后续实验样品, 如图 1。 

 

 
 

图 1  金黄色葡萄球菌质控样品 
Fig.1  Staphylococcus aureus quality control samples 

3.2  金黄色葡萄球菌质控样品的温度稳定性 

根据实验结果(图 2)可知, 于 37 ℃环境下保存 14 d内, 
金黄色葡萄球菌质控样品活菌数量仍能保存在平稳水平, 
数量在 14 d 内波动较小, 而在 25 ℃保存环境下, 14 d 内活

菌含量非常稳定, 含量没有下降, 可以满足定性样品的要

求。由上述实验数据可知, 金黄色葡萄球菌质控样品在非

高温天气, 可以常温运输; 在高温天气, 可以在泡沫箱里

加冰袋运输。 
 
 
 

 
 
 

图 2  金黄色葡萄球菌质控样品运输条件模拟实验稳定性趋势图 
Fig.2  Stability trend of simulation experiment of transport 
conditions of Staphylococcus aureus quality control samples 

 

 
 

对本批次生产的金黄色葡萄球菌质控样品进行为

期 28 d 的保藏稳定性监测, 如表 1, -20 ℃保藏 28 d 复苏

率为 86.67%, 表明-20 ℃条件下, 金黄色葡萄球菌质控

样品稳定性良好 ,根据以往对金黄色葡萄球菌质控样品

的制备经验, 在-20 ℃条件下可以保存长达 18 个月; 4 ℃
条件下, 保藏 28 d 复苏率为 96.00%, 可以作为短期储存

条件。 
稳定性是检验金黄色葡萄球菌质控样品重要指标 , 

本研究通过对金黄色葡萄球菌质控样品模拟运输条件试验

和模拟储存条件试验证明了金黄色葡萄球菌质控样品的稳

定, 可以满足飞行时间质谱技术质控样品的要求。 

3.3  金黄色葡萄球菌质控样品飞行质谱检测结果 

通过 3 次测得质控样品质谱图(图 3)可见, 图像的基

线均平稳, 没有合峰和其他杂峰的干扰。峰信号强度适宜, 
两次所得结果主要峰值出现位置相同, 信号强度相近。所

得蛋白峰信息仅存微小差异, 匹配度良好。 
综上所述, 本研究证明即用型金黄色葡萄球菌质控

样品可以满足飞行时间质谱质控样品的要求。 

3.4  金黄色葡萄球菌质控样品生化反应鉴定结果 

VITEK2 Compact 全自动微生物分析系统测定结果为

金黄色葡萄球菌, 可信度为 98%。血浆凝固酶结果显示为

阳性, 如表 2。综合以上结果, 本菌株为血浆凝固酶阳性的

金黄色葡萄球菌。 
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表 1  金黄色葡萄球菌质控样品模拟储存条件试验结果(n=3) 
Table 1  Test results of simulated storage conditions of Staphylococcus aureus standard substance(n=3) 

时间/d 4 ℃下的菌数(×107 CFU/样品) 4 ℃下的菌株复苏率/% 20℃下的菌数(×107 CFU/样品) 20 ℃下的菌株复苏率/%

0 7.50±0.61 / 7.50±0.61 / 

1 6.50±0.36 86.67±4.81 6.80±0.46 90.67±6.11 

3 7.20±0.89 96.00±11.85 7.90±0.62 105.33±8.33 

5 7.30±0.62 97.33±8.33 8.40±0.70 112.00±9.33 

7 6.80±0.50 90.67±6.67 7.30±0.92 97.33±12.22 

14 5.80±0.44 77.33±5.81 7.50±0.46 100.00±6.11 

28 7.20±0.26 96.00±3.53 6.50±0.62 86.67±8.33 

 
 
 
 

 
 
 

图 3  不同时间金黄色葡萄球菌质控样品质谱图 
Fig.3  Mass spectrum of quality control samples of Staphylococcus aureus at different times 
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表 2  金黄色葡萄球菌质控样品生化反应鉴定结果 
Table 2  Identification results of biochemical reactions of quality control samples of Staphylococcus aureus 

生化反应 结果 生化反应 结果 生化反应 结果 生化反应 结果 生化反应 结果 生化反应 结果

AMY - PIPLC - dXYL - ADH1 + BGAL - AGLU - 

APPA - CDEX - AspA - BGAR - AMAN - PHOS + 

LeuA - ProA - BGURr - AGAL - PyrA + BGUR - 

AlaA - TyrA - dSOR - URE - POLYB - dGAL + 

dRIB + lLATk - LAC - NAG (-) dMAL + BACI + 

NOVO (+) NC6.5 + dMAN + dMNE + MBdG + PUL - 

dRAF - O129R + SAL - SAC + dTRE + ADH2s - 

OPTO + 
血浆凝固

酶试验 
+         

 
 

4  结  论 

MALDI-TOF MS 鉴定是近年来发展起来的一种病

原微生物鉴定方法, 是对传统和基因型鉴定方法的补充, 
通 过 细 菌 特 异 性 蛋 白 图 谱 与 标 准 参 考 菌 株 的

MALDI-TOF MS 图谱进行比较而得出鉴定结果, 因而更

为准确与直接[19,20]。 
即用型金黄色葡萄球菌质控样品在 4 和20 ℃条件下

均保持了良好的复苏率, 说明可以在一定时间内保存, 能
提供较长的有效期。且在 37 和 25 ℃环境中质控样品活菌

量波动较小 , 满足日常运输条件 , 具有良好稳定性。在

20 ℃储存条件下进行的质谱实验, 实验结果显示质谱图

差异性较小, 并未出现其他杂峰, 表明在不同时间质控样

品活性仍然很强, 没有被污染, 实际应用中可以作为实验

对照。并且具有操作过程简便, 即取即用等优点。即用型

金黄色葡萄球菌质控样品促进我国对金黄色葡萄球菌质谱

方法检验的标准化、规范化, 提高食品中金黄色葡萄球菌

鉴定的准确性。基于飞行质谱技术所需的参考物质主要由

国外垄断, 尚无此类产品, 即用型金黄色葡萄球菌质控样

品能减少我国各研究机构对国外参考物质的依赖, 增加我

国自主知识产权的权重, 提升食品安全突发事件的处置能

力和风险监测预警能力。 
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