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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
微生物鉴定与分型中的应用 

张秋艳, 唐  静, 祝素珍, 贾俊涛, 吴丽娜, 王海霞, 马  云, 姜英辉, 李正义* 

(青岛海关技术中心, 青岛  266111) 

摘  要: 微生物的鉴定方法有很多种, 这些方法基于表型、免疫学、遗传学等, 目前普遍采用 16S rRNA 和 18S 

rRNA 基因测序为标准, 但这些方法也有一些局限性, 费时费力、操作复杂、劳动力和试剂成本都很高, 限制

了在常规微生物检测实验室的普及与推广。近年来, 基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱法(matrix-assisted 

laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS)在微生物学领域的应用越来越重

要, 与应用于微生物鉴定的其他技术不同, MALDI-TOF MS 更快速、准确、经济且易于操作。随着样品制备、

数据库丰富和算法优化的发展, 使用 MALDI-TOF MS 进行鉴定的准确性和速度不断提高。虽然大多数研究都

集中在细菌上, 但这项技术也应用于真菌和病毒。本文对 MALDI-TOF MS 技术对细菌、真菌、病毒鉴定与分

型的研究进展以及目前该技术的局限性进行综述, 旨为该技术在临床诊断、食品检测等领域的多种应用奠定

基础。 
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Application of matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass 
spectrometry in microbial identification and typing 
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ABSTRACT: There are many methods for microbial identification, which are based on phenotype, immunology, 

genetics, etc. At present, 16S rRNA and 18S rRNA gene sequencing are widely used as the standards, but these 

methods also have some limitations, such as time consuming, labor consuming, complex operation, high labor and 

reagent costs, which limit the popularization and promotion in routine microbiological testing laboratories. In recent 

years, matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) has become 

more and more important in the field of microbiology. Unlike other technologies used in microbial identification, 

MALDI-TOF MS is faster, more accurate, more economical and easier to operate. With the development of sample 

preparation, rich database and algorithm optimization, the accuracy and speed of identification by MALDI-TOF MS 
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are increasing. Although most studies are focused on bacteria, this technology is also applied to fungi and viruses. 

This paper reviewed the advances in the identification and typing of bacteria, fungi and viruses using MALDI-TOF 

MS technology as well as the limitations of this technology, aiming to lay the foundation for its multiple applications 

in clinical diagnosis, food detection and other fields. 

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

bacteria; fungus; viruses; microbial typing and identification 
 
 
 

0  引  言 

污染腐败的食品会对人体健康和生命安全构成威胁, 

也会给食品工业带来巨大的经济损失。微生物安全在食品

工业产品质量控制中至关重要, 因此, 快速、可靠地鉴定

食品中的微生物是加强食品安全和质量管理的关键步骤。

传统的微生物鉴定方法是以表型技术为基础的, 培养方法

和生理生化方法耗时费力, 且特异性差。此外, 免疫学分

析技术[1]以及分子生物学方法[2‒3]虽然灵敏度高、特异性强, 

但操作复杂、成本高、容易产生假阳性, 这都影响了其在

普通微生物实验室的推广和使用。因此, 成本低廉、操作

简便、快速准确、特异性强的微生物鉴定新方法成为目前

研究的热点[4‒5]。 

近年来 , 基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱法

(matrix-assisted laser desorption ionization time–of-flight mass 

spectrometry, MALDI-TOF MS)是快速发展起来的一种新技

术, 能够鉴定多种微生物包括细菌、真菌和病毒[6]。由于该

技术可以以较低的成本用于微生物的快速鉴定, 是常规鉴

定方法和分子鉴定系统的一种替代和补充方式, 这种方法

的主要贡献是它大大缩短了鉴定阳性样品的时间。因此本文

重点基于 MALDI-TOF MS 技术在微生物鉴定与分型方面的

应用进行综述,为日后在临床和食品相关微生物的检测、鉴

定、溯源等多方面的应用发展奠定基础。 

1  MALDI-TOF MS 的原理 

MALDI-TOF MS 属于一种化学分类学技术, 它对微

生物的蛋白质进行分析, 不同种、属、菌株间的蛋白质都

有自己的特征, 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。 

其原理是, 首先使微生物样品和基质在靶板上形成

共结晶薄膜, 在下一阶段, 将干燥的样品置于分析仪内, 

在激光的照射下, 微生物的蛋白质和基质分子在分析仪

内发生解吸和电离。基质具有很强的吸收激光能量的能

力 , 因此基质在解吸和电离过程中起着重要的作用 , 可

以使样品的分子释放并且防止样品分解。由此产生的电

离分子在真空分析仪柱中加速 , 经过飞行时间检测器 , 

根据到达检测器的飞行时间不同而被检测, 低质量离子

先到达探测器 , 然后是高质量离子。随后 MALDI-TOF 

MS 系统自动生成特异性峰谱图, 这些峰对应于不同质荷

比(m/z)的离子。将样品的图谱与现有的质谱数据库中的

图谱进行比较, 从而对微生物进行鉴定, MALDI-TOF MS

软件系统还可以分析峰强度、数量[6‒7]。MALDI-TOF 质

谱技术的一般原理如图 1 所示。 

MALDI-TOF MS 技术在微生物的鉴定分型方法中

越来越受到重视 , 主要得益于它的操作简便 , 灵敏度和

准确性高。MALDI-TOF MS 可以在种、属水平上几乎完

美地鉴定微生物, 同时实现 90%左右的微生物菌株正确

分型[8]。 

2  MALDI-TOF MS 在微生物鉴定中的应用 

2.1  细  菌 

MALDI-TOF MS 是一种快速、可靠、经济的细菌鉴定

技术。在过去的几年里 , 许多研究人员已经证明了

MALDI-TOF MS 在细菌鉴定、分型分类方面的适用性。

QUINTELA-BALUJA等[9]使用MALDI-TOF MS快速鉴定肠

球菌菌株, 由于其 rRNA 序列高度同源性, 以 16S rRNA 基

因测序为基础的分子生物学方法对其菌株鉴定存在着局限

性, 而 MALDI-TOF MS 指纹图谱能在种属水平上快速检测

鉴定肠球菌菌株。MALDI-TOF MS 能用于快速鉴定铜绿假

单胞菌[10], 将 MALDI-TOF 质谱鉴定结果与 VITEK 鉴定系

统进行比较, 结果完全一致。MALDI-TOF MS 还能鉴定多

种葡萄球菌属、致病性奈瑟菌属、分枝杆菌属[11‒13]。KASSIM

等[14]用 VITEK 2™鉴定系统和 MALDI-TOF MS 等方法, 对

383 株细菌进行鉴定, 结果表明, MALDI-TOF MS 对所有菌

株到属级鉴定正确率为 97.6%, 而 VITEK 2™鉴定系统常规

方法对属级鉴定正确率为 95.7%。在种水平上, 共分析了

358 个菌株, 其中 MALDI-TOF MS 的正确识别率为 97.4%, 

而 VITEK 2™鉴定系统的正确识别率仅为 88.0%。在革兰氏

阴性菌和革兰氏阳性菌的鉴定水平中 MALDI-TOF 质谱明

显优于 VITEK 2™鉴定系统。对革兰氏阳性菌来说, 凝固酶

阴性葡萄球菌和肠球菌的鉴定也有着显著性差异。

MALDI-TOF MS 在微生物实验室比自动生化系统具有更良

好的性能, 对常见细菌的鉴定具有较高的灵敏度。 
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图 1  MALDI-TOF MS 技术分析样品的原理 

Fig.1  Principle of MALDI-TOF MS for sample analysis 
 

MALDI-TOF MS 在细菌鉴定方面具有显著的优势, 

但除了常见病原菌外[15‒17], 还能鉴定出难以培养的微生物

例如苛养菌、厌氧菌等。传统的生理生化鉴定方法对这些

生长缓慢、生化反应不活跃的细菌, 很难区分到种水平。

巢世兰等[18]同时用常规鉴定方法 API 板条和 MALDI-TOF 

MS对 36株厌氧菌进行鉴定, 2种方法鉴定结果不一致的菌

株采用 16S rRNA 或 ropB 测序作为鉴定金标准, API 鉴定

种水平的为 25 株 , 鉴定结果不一致的菌为 11 株 ; 

MALDI-TOF MS 鉴定种水平的为 34 株, 鉴定结果不一致

的菌为 2 株, MALDI-TOF MS 鉴定准确率要远高于 API 板

条。MALDI-TOF MS 在厌氧菌鉴定方面与传统方法相比将

越来越具有明显优势。LI 等[19]对 6685 株厌氧菌进行研究

表明, MALDI-TOF MS 对种的鉴定准确率为 84%, 对属的

鉴定准确率为 92%。其中类杆菌鉴定准确率最高为 96%, 

其次是乳酸杆菌属、拟杆菌属、梭状芽孢杆菌属、丙酸杆

菌属、普雷沃菌属、韦荣球菌属、消化链球菌属等正确鉴

定率均在 90%以上, 但对非常见的厌氧菌的准确率相对较

低 。 随 着 技 术 的 不 断 发 展 , 数 据 库 的 不 断 完 善 , 

MALDI-TOF MS 技术将为这些难培养细菌的鉴定带来新

的发展。 

MALDI-TOF MS 不仅适用于种属鉴定, 在菌株分型

中也有应用。陈志敏等[20]表明 MALDI-TOF MS 实现了对

金黄色葡萄球菌特异性快速鉴定与分型。王耀等[21]使用

MALDI-TOF MS 鉴别了 37 株共 9 种型别的单核李斯特

菌。宗凯等[22]使用 MALDI-TOF MS 快速鉴定了蜂蜜中的

芽孢杆菌, 并对其分型溯源。基于 MALDI-TOF MS 的鉴

别和分型方法已经对分枝杆菌分型、副溶血性弧菌分型、

及导致医院感染性流感爆发的鲍曼不动杆菌的分型进行

研究描述[23‒25]。 

2.2  真  菌 

传统的真菌鉴定方法是基于形态学、生物化学和免疫

学特性的, 可能需要 2~5 d 或更长时间, 并且通常需要结

合几种表型方法进行结论性解释。而 18S rRNA 基因测序

和内部转录间隔区序列分析技术既烦琐又耗时[26]。 

使用 MALDI-TOF MS 对真菌分离并不如细菌那样成

功, 且鉴定的速度比细菌鉴定的速度慢。这是由于真菌具

有复杂的系统发育关系和更复杂的形态, 因此很难对其进

行分类[27], 为了获得可重复的肽指纹图谱, 需要标准化培

养基、接种菌株的数量和培养时间等内容。此外, 真菌细

胞还可能需要用三氟乙酸、甲酸或乙腈进行额外处理, 以

破坏其细胞壁[28]。 

在真菌中, 像念珠菌、隐球菌和毕赤酵母这些酵母属

能在琼脂平板上形成均匀的菌落, 形成的肽指纹图谱具有

高度的可重复性, 可以使用 MALDI-TOF 样品制备的标准

程序(用于细菌)有效地进行裂解[29]。然而, 梁世周等[30]评

估了 MALDI-TOF MS鉴定假丝酵母的 3种预处理方式, 得

出结论: 使用甲酸/乙腈提取可以得到更好的鉴定结果。许

多研究人员报告, MALDI-TOF MS 是一种鉴定真菌可靠且

省时的方法。QUÉRO 等[31]根据 MALDI-TOF MS 获得了属

于 136 个物种的 618 个真菌菌株的质谱图, 并创建了一个

数据库, 该数据库对 90%的真菌鉴定到种水平上, 且培养

时间和培养基对其鉴定结果没有不良影响。DHIMAN 等[32]
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评估了 Bruker 系统对 138 种常见和 103 种不常见酵母菌株

的鉴定, 分别报告了 96%和 85%的到种水平的鉴定准确

率。丝状真菌是世界范围内造成食物损失的主要原因之一, 

其产生真菌毒素的能力可对人类健康构成危害。丝状真菌

的蛋白提取困难, 蛋白表达易受培养条件影响, 丝状真菌

的处理通常比酵母菌需要更长的时间。尽管如此, 丝状真

菌仍可以用 MALDI-TOF MS 鉴定[33]。DE CAROLIS 等[34]

建立了自己的镰刀菌属、曲霉属和毛霉属的文库, 应用文

库系统在 94 个菌株中鉴定 97%的菌株至种水平。吴友伟

等[35]对临床分离的 102 株丝状真菌采用 MALDI-TOF MS

技术进行鉴定, 同时回顾形态学方法鉴定结果, 均与聚合

酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)测序鉴定结果

进行比对。MALDI-TOF MS 技术正确鉴定 77 株(92.78%), 

形态学方法仅为 55 株(67.47%)。曹敬荣等[36]对 90 株临床

分离丝状真菌进行菌株鉴定, 其中包括曲霉菌属、青霉菌

属、链格孢霉、镰刀菌属、赛多孢菌、米根霉、根毛霉和

哈茨木霉; MALDI-TOF MS 鉴定到种水平 82 株, 质谱鉴定

曲霉菌、镰刀菌、赛多孢菌和链格孢霉时准确率更高。

SINGH 等[37]使用 Bruker 系统和用户开发的数据库分析了

来自 19 个印度医疗中心患者的 72 株临床分离的黑色素化

真菌, 报告 100%鉴定率。PAUL 等[38]使用改良的蛋白质提

取方案创建了 59 种黑色素化真菌的内部数据库, 并使用

该数据库测试了 117 种临床分离菌。然而使用 Bruker 数据

库仅识别了 29 个(25%)霉菌, 通过使用内部数据库补充

Bruker 数据库, 所有霉菌都得到了准确识别。MALDI-TOF 

MS 已成为一种常规的酵母鉴定方法, 并被应用于丝状真

菌。相关真菌的数据库也正在慢慢变得更加完整, 随着数

据库系统的增多和持续更新, 可以预期到未来可以提供更

高质量的真菌鉴定。 

使用 MALDI-TOF MS 对真菌分离株进行菌株分型也

是可行的, 据研究报道, 通过 MALDI-TOF MS 可以对于白

色念珠菌和近平滑念珠菌进行菌株分型[39‒40]。QUÉRO 等[41]

也证明 MALDI-TOF MS 是一种快速简便的丝状真菌菌种鉴

定和菌株分型的分子生物学技术替代方法。 

2.3  病  毒 

传统上, 病毒是通过细胞培养进行检测的, 但培养时

间需要数天甚至数周才能得到结果。常见的病毒检测实验

室技术包括酶联免疫吸附试验、聚合酶链反应和斑点杂交

等分子技术。MALDI-TOF MS 技术在病毒学中的应用不如

在细菌学或真菌学中的应用先进, 但 MALDI-TOF MS 在

病毒鉴定方面也具有明显的优势, 许多研究人员已经证明

了 MALDI-TOF MS 可以在临床样本中诊断各种感染性病

毒 , 如流感病毒、肠道病毒、人乳头状瘤病毒 (human 

papillomavirus, HPV)、肝炎病毒等[42]。罗红学等[43]报告了

同 PCR 方法对高危型 HPV 的检测比较, MALDI-TOF 方法

用于自取阴道宫颈脱落细胞样本高危型 HPV 的检测一致

性较高 ; 对于高级别宫颈病变 , 其筛查灵敏度无显著差

别。CAI 等[44]利用 MALDI-TOF MS 开发了一种高通量基

因分型方法, 与罗氏 cobas 4800 HPV DNA 检测系统比较, 

其一致性为 80.1%。常见的食源性病毒一般以粪便、口等

途径传播扩散, 包括诺如病毒、甲肝病毒、猪瘟病毒、轮

状病毒、冠状病毒等。 PIAO 等 [45] 将多重 PCR 与

MALDI-TOF MS 相结合, 开发了一种 PCR-质量分析方法, 

可同时检测与人类肠道感染相关的 8 种不同病毒, 包括脊

髓灰质炎病毒、柯萨奇病毒 A16、肠道病毒 71、戊型肝炎

病毒、艾柯病毒、诺如病毒、星状病毒和呼肠孤病毒。后

来, PENG 等[46]证明了多重 PCR 与 MALDI-TOF MS 相结

合的 PCR-质量分析方法对与手足口疾病相关的人类肠道

病毒类型特异性检测的实用性, 使用 MALDI-TOF MS 获

得的结果与 DNA 测序之间的一致性为 93.4%。 

快速识别现有和新出现的呼吸道病毒对防治疫情和

流行病至关重要。CALDERARO 等[47]应用 MALDI-TOF 

MS 技术对甲型和乙型流感病毒、腺病毒 C 种、副流感病

毒 1、2 和 3 型进行鉴定, 对呼吸道合胞病毒、回声病毒、

巨细胞病毒和偏肺病毒进行分析, 表明该方法对引起呼吸

道感染的相关病毒特异性鉴别的实用性。去年由 2019 新型

冠状病毒(severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, 

SARS-CoV-2) 引 发 的 新 型 冠 状 病 毒 肺 炎 (corona virus 

disease, COVID-19)在全球暴发, 对全球公共卫生体系构成

了 巨 大 的 威 胁 。 YAN 等 [48] 通 过 建 立 了 一 种 基 于

MALDI-TOF MS 的 高 通 量 血 清 肽 组 分 析 方 法 用 于

COVID-19 的高效检测, 表明了该方法用于大规模人群中

筛查、常规监测和诊断 COVID-19 的巨大潜力。同时 , 

RYBICKA 等 [49] 也表明在对 SARS-CoV-2 的检测中 , 

MALDI-TOF MS 同 反 转 录 - 聚 合 酶 链 反 应 (reverse 

transcription-polymerase chain reaction, RT-PCR)相比似乎

是检测和鉴别病毒基因组内突变的理想选择。MALDI-TOF 

MS 对于未来广泛应用于病毒检测方面具有很大优势。 

除了病毒鉴定外, MALDI-TOF MS 还被用于高危型

HPV 基因分型[44], 对评价高危型 HPV 致癌的危险程度具

有重要意义。LIU 等[50]采用 MALDI-TOF MS 技术对 10 种

禽流感病毒同时进行了检测和基因分型, 该方法在病毒性

传染病的诊断和监测中也具有潜在的应用价值。 

3  MALDI-TOF MS 的局限性 

目前的综述表明 MALDI-TOF MS 是一种简单、准确、

快速、经济的鉴定分析技术, 可以在属和种水平上几乎完

美地鉴定微生物。然而, 该方法还存在着一定的局限性。

只有在质谱数据库中含有特定的属、种、亚种、菌株的肽

段指纹图谱时, 才能够识别该菌株[28]。许多研究已经分析

了 MALDI-TOF MS 的可靠性和准确性, 质谱数据库对于
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微生物鉴别至关重要。但随着质谱数据库信息不断完善与

升级, MALDI-TOF MS 系统会实现对于大多数菌种的正确

鉴别。此外 MALDI-TOF MS 的设备成本也很高, 小型实验

室的引进会有一定压力, 可从长远来看, 低价的试剂和劳

动力成本的降低可以弥补设备成本的支出[51]。 

4  展  望 

最近几年, 虽然微生物鉴定仍以基因测序为金标准, 

但 MALDI-TOF MS 在常规微生物实验室中表现了很大的

潜力和适用性。MALDI-TOF MS 技术以其高通量、灵敏度

高、易于操作的优势, 极大地缩短了实验室对菌种鉴定的

时间, 对细菌、真菌鉴定至种水平只需要数分钟, 对病毒

的鉴定也极具优势。相信随着质谱数据库的拓展及对操作

规程不断标准化和规范化, MALDI-TOF MS 未来会成为微

生物实验室的一种很有价值的技术方法, 在对微生物鉴

定、分型与溯源等方面发挥重要作用, 使其今后能够鉴定

更广泛的微生物类群。 
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