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摘  要: 目的  应用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱法(matrix-assisted laser desorption lionization-time of 

flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS)对芽孢杆菌进行快速鉴定及聚类分析, 研究 MALDI-TOF MS对芽孢

杆菌溯源的可行性。方法  实验菌株利用甲酸提取法提取蛋白, 应用 MALDI-TOF MS 对 22 株环境分离菌株

和枯草芽孢杆菌标准菌株CGMCC(B)1.1086进行鉴定。采集 22株实验菌株的蛋白质指纹图谱, 使用SARAMIS

软件进行聚类分析。结果  枯草芽孢杆菌标准菌株 CGMCC(B)1.1086 的鉴定结果可信度为 99.9%。22 株环境

菌均为芽孢杆菌, 其中, 6 株菌鉴定到属水平, 16 株菌鉴定到种水平。在相似水平为 80%的条件下, 22 株芽孢

杆菌分为 22 个分支。结论  应用 MALDI-TOF MS 对芽孢杆菌进行快速鉴定与分型, 对于芽孢杆菌溯源有重

要意义, 能够满足环境中芽孢杆菌检测及溯源的需求。 
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ABSTRACT: Objective  To use the matrix-assisted laser desorption lionization-time of flight mass spectrometry 

(MALDI-TOF MS) to rapidly identify and cluster Bacillus, and study the feasibility of MALDI-TOF MS for 

traceability of Bacillus. Methods  The experimental strains were extracted by formic acid extraction method, and 22 

environmental isolates and Bacillus subtilis standard strain CGMCC(B)1.1086 were identified by MALDI-TOF MS. 

The protein fingerprints of 22 experimental strains were collected, and the SARAMIS software was used for cluster 

analysis. Results  The identification result of the standard strain of Bacillus subtilis CGMCC(B)1.1086 had a 
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reliability of 99.9%. The 22 environmental bacteria identified were all Bacillus, of which 6 strains were identified to 

the genus level and 16 strains were identified to the species level. At a similar level of 80%, 22 strains of Bacillus 

were divided into 22 branches. Conclusion  The rapid identification and typing of Bacillus by MALDI-TOF MS is 

of great significance for the traceability of Bacillus, and can meet the needs of detection and traceability of Bacillus 

in the environment. 

KEY WORDS: Bacillus; matrix-assisted laser desorption lionization-time of flight mass spectrometry; rapid 

identification; cluster typing 
 
 

0  引  言 

芽孢杆菌是一种杆状需氧的革兰氏阳性菌, 可广泛

见于各种自然环境, 能够形成孢子, 而孢子的形成不会因

暴露在空气中而受到抑制, 芽孢杆菌产生的孢子对外界不

利条件具有抗性[1‒2]。大多数芽孢杆菌对人体无害, 但某些

菌如蜡样芽胞杆菌可导致食物中毒, 炭疽杆菌能引起羊、

牛、马等动物及人类的炭疽病[3‒4]。此外, 在食品加工贮藏

过程中, 芽孢杆菌也会对乳制品品质产生不利影响, 芽孢

杆菌产生的芽孢可以在乳制品储藏过程中激活成营养体, 

恢复其生长繁殖的能力, 造成乳制品细菌污染, 芽孢杆菌

产生的蛋白酶和脂肪酶等物质, 也能够造成蛋白质和脂肪

水解, 导致乳制品出现凝胶、脂肪上浮、酸败变质等各种

品质问题[5]。酸土脂环酸芽孢杆菌也会对果汁品质产生不

利影响, 其自身代谢产生的物质会降低产品品质, 缩短产

品贮藏时间, 从而影响风味[6]。目前, 常用的微生物鉴定方

法有生化鉴定法[7]、免疫学方法[8]、分子生物学方法[9]等, 

常规的培养基培养和生化鉴定检测周期长, 免疫学方法需

要大量的抗原, 且仅针对少数微生物而开发, 分子生物学

方法对技术性要求较强[10]。因此, 创建一种快速且便捷的

鉴定方法对于微生物的鉴定、溯源与控制传播十分重要。 

基 质 辅 助 激 光 解 吸 电 离 飞 行 时 间 质 谱 法

(matrix-assisted laser desorption lionization-time of flight 
mass spectrometry, MALDI-TOF MS)现已成为微生物鉴定

分型等的有效检测技术。在 MALDI-TOF MS 检测过程中, 

使用完整细胞或细胞提取物来识别微生物。MALDI-TOF 

MS 可用于多种用途, 且容易掌握, 例如用于鉴定微生物

种属和菌株分型[11‒12]、鉴定细菌核糖体蛋白质标志物[13]、

水源性和食源性病原体的检测[14]、检测抗生素耐药性[15]

和血液和泌尿道病原体检测[16‒17]等。MALDI-TOF MS 是

一种新型的软电离生物质谱技术, 样品是通过混合或涂覆

一种具有能量吸收性的基质来制备的, 当基质在干燥结晶

时, 夹在基质中的样品也会形成共结晶, 基质中的样品用

激光束电离, 基质分子吸收能量与样品解吸附并使样品电

离, 离子在固定电位下加速, 根据不同的质荷比相互分离, 

随后离子进入飞行时间检测器, 根据到达飞行时间检测器

时间的不同, 形成肽指纹图谱, 与数据库比对后获得鉴定

的结果[18]。在图谱中, 横坐标表示离子的质荷比, 纵坐标

表示置信水平, 数值越接近 100, 表示越接近特定菌的典

型模式。微生物中蛋白质含量较高, 常被用于细菌种属的

鉴定, MALDI-TOF MS 是通过分析实验菌株蛋白质峰图与

数据库中菌的蛋白质峰图之间的匹配度, 进而得到鉴定结

果[19], 鉴定结果准确度高、重现性好, 只需几分钟即可获

得鉴定结果[20]。MALDI-TOF MS 可以鉴定多种微生物, 如

哈维弧菌、肺炎克雷伯氏菌、蜡样芽胞杆菌、金黄色葡萄

球菌以及铜绿假单胞菌等[21‒26]。 

MALDI-TOF MS 在进行微生物种属鉴定时具有操作

简单、快速、高通量、准确度高和成本低等优点, 非常适

合病原微生物诊断和监测。目前来说, MALDI-TOF MS 在

使用过程中还存在一定的缺陷, 部分原因可能是由于微生

物蛋白指纹图谱的数据库不够完善, 一些少见或变异菌种

的蛋白图谱尚未被目前的数据库所收录, 从而导致某些细

菌得不到鉴定结果或结果不够精确[27]。而 MALDI-TOF MS

的鉴定结果主要取决于数据库中存在的指纹图谱的丰富性

和准确性。因此, 数据库中菌株的种类和数量越丰富, 指

纹图谱越完善, 得到的鉴定结果也越可靠[28]。此外, 在进

行分析时, 实验结果也会受到一些其他因素的影响, 如培

养时间、前处理方法、培养基种类等[22,25,28], 有研究表明, 

甲酸乙腈提取法实验结果要优于直接涂抹法 [29]。但

MALDI-TOF MS 所具有的优势也是其他鉴定方法无法取

代的, 如实验操作简单、所需试剂少、检测时间短、结果

以较直观的图谱形式呈现、数据可与数据库自动匹配等。

且 MALDI-TOF MS 对纯培养的微生物鉴定已经比较成熟, 

对常见病原菌鉴定的准确率高达 95%以上, 但对一些厌

氧、非脆弱类杆菌等误差较大[30‒31]。 

蛋白质组学代表基因组学的功能方面, 可用作菌株

分型。基于 MALDI-TOF MS 的分型是一种快速、灵敏的

细菌分型方法, 在用于细菌分型的研究上受到越来越多的

关注。除了血清分型、细菌多位点序列分型之外 [32‒33], 

MALDI-TOF MS也可以通过分析同属或同种菌株间的差异, 

对细菌进行进一步分型, 且方法简单快速。近来有国内学者

研究表明 MALDI-TOF MS 的聚类分析可以对细菌进行同源

分析, 例如芽孢杆菌、副溶血弧菌、分歧杆菌等 [34‒36]。

MALDI-TOF MS 的同源性分析结果与重复序列 PCR 的分
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型结果基本相符, 且 MALDI-TOF MS 的结果比多位点序

列分型结果能更详细地展示各菌株之间的亲缘关系[21,37]。

有研究用生化和 MALDI-TOF MS 对生鸡肉样品中分离的

疑似沙门氏菌进行鉴定, 结果表明生化和质谱鉴定结果一

致, 这表明 MALDI-TOF MS 可以作为对细菌的快速鉴定

方法应用到对微生物的鉴定溯源[38]。 

目前来说, 应用于芽孢杆菌的鉴定与聚类分析的研

究相对还较少。本研究通过 MALDI-TOF MS 对 22 株环境

菌进行了鉴定, 得到指纹图谱, 对实验菌株进行了鉴定和

聚类分型, 以期实现对芽孢杆菌的快速鉴定和溯源。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

所用菌株为某厂分离的环境菌, 共 22 株; 枯草芽孢

杆菌标准菌株 CGMCC(B)1.1086购自中国普通微生物菌种

保藏管理中心; 大肠杆菌标准菌株 ATCC 8739 购自美国模

式菌种收集中心。 

无水乙醇、甲酸、乙腈、三氟乙酸(色谱纯)、2-氰基

-4-羟基肉桂酸基质(纯度≥99.0%)(美国 Sigma 公司); DNA

提取试剂盒(北京索莱宝科技有限公司); 胰蛋白胨大豆琼

脂(北京陆桥技术股份有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

MALDI-TOF MS 基质辅助激光解吸电离-飞行时间质

谱仪(日本岛津公司); IKA VORTEX 2 漩涡混合器(德国

IKA 公司); Scanspeed miniPINK 离心机(丹麦 LABOGENE

公司); KQ-50 型超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  菌株活化 

将 实 验 菌 株 接 种 于 胰 蛋 白 胨 大 豆 琼 脂 , 置 于

(36±1) ℃培养 24 h, 所生长菌落用于 MALDI-TOF MS 的

检测。 

1.3.2  样品处理 

胰蛋白胨大豆琼脂平板上刮取待测菌株 5~10 mg, 在

300 μL 水中混匀后, 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%甲酸, 

仔细混匀, 超声破壁 10 min, 再加入 50 μL 乙腈, 仔细混匀, 

超声破壁 10 min, 12000 r/min 离心 2 min, 吸出上清。先点

1 μL 上清, 放干后再点 1 μL 2-氰基-4-羟基肉桂酸基质, 晾

干后上机进行检测[20]。 

1.3.3  MALDI-TOF MS 检测及聚类分析 

参数设置: 激光光源, 激光频率 65 Hz, 线性正离子

采样模式, 设定质量范围为 2000~20000 Da, 采集谱图数

每样品 100 次。检测待测样品用标准菌株 ATCC 8739 进行

校正, 以降低结果数据的误差。在 SARAMIS 窗口显示鉴

定结果, 结果可信度用百分比(%)表示。使用 SARAMIS 软

件, 对实验菌株进行聚类分析。 

1.3.4  16S rDNA 相关性分析 

使用 DNA 提取试剂盒提取 DNA, 并将其进行 PCR 反

应[反应体系: MgCl2 (1.5 mmol/L)、基因组 DNA (10 ng)、

Dntp (200 μmol/L)、引物(0.4 μmol/L)、TaqDNA 聚合酶

(1.25 U); 反应条件: 94 ℃变性 30 s, 53 ℃退火 20 s, 72 ℃

延伸 1.5 min, 共 30 个循环], 16S rDNA 通用引物将 PCR 产

物进行双向测序并拼接 , 将微生物 16S rDNA 序列在

Clustal-1.81 Raindy 软件上整理, 采用 Phylipwx 软件进行

序列分析, 构建发育树。 

2  结果与分析 

2.1  菌株鉴定结果 

标准菌株 ATCC 8739 与数据库中大肠杆菌未匹配的

峰数量小于 3 个。结果见表 1, 鉴定可信度为 99.9%, 图谱

如图 1A 所示。 

图 1B 为枯草芽孢杆菌 CGMCC(B)1.1086 标准菌株图

谱, 质荷比 m/z 主要在 3716.65、3854.31、6506.11、7309.58、

7365.44、7423.19、10005.96、10205.63, 这 8 处相应的峰

强度增强, 其主要离子峰重复性好。 

如表 2 所示, 通过 MALDI-TOF MS 对实验菌株进行

鉴定, 7、9、11、12、19、20 共 6 株菌鉴定到属水平, 均为

芽孢杆菌属。其余 16 株菌鉴定到种水平, 其中, 1、2、3、5、

6、22 为枯草芽孢杆菌, 4、14、16、21 为短小芽孢杆菌, 8、

10 为巨大芽孢杆菌, 13、15 为海洋芽孢杆菌, 17 为高地芽孢

杆菌, 18 为克劳氏芽孢杆菌。菌株图谱如图 2 所示。 

 
表 1  大肠杆菌 ATCC 8739 标准菌株校准结果 

Table 1  Calibration results of Escherichia coli ATCC 8739 
standard strain  

序号 仪器标准菌株质荷比(m/z) 飞行时间/ns 

1  4365.40 88532.00 

2  5096.80 95665.00 

3  5381.40 98299.00 

4  6241.40 - 

5  6255.40 105975.00 

6  6316.20 106489.00 

7  6411.60 107292.00 

8  6856.10 110945.00 

9  7158.80 113316.00 

10  7274.50 114271.00 

11  7872.10 118828.00 

12  9742.00 132208.00 

13 12227.30 148056.00 

注: -表示菌株 ATCC 8739 与数据库中大肠杆菌未匹配。 
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注: A: 大肠杆菌ATCC 8739; B: 枯草芽孢杆菌CGMCC(B)1.1086; 

括号内数字代表分辨率。 

图 1  菌株的图谱 

Fig.1  Atlas of bacterial strain 
 

2.2  菌株聚类分析结果 

差异水平代表彼此间的亲缘关系, 其值在 0 到 100%之

间。相关性数值越大, 表示亲缘关系越近; 相关性数值越小, 

表明亲缘关系越远。如图 3 所示, 将 22 株芽孢杆菌的质谱

图导入数据库中, 使用 SARAMIS 软件, 进一步对实验菌株

进行聚类分析。图 3 可以直观反映出分离的 22 株菌在蛋白

质水平的相关性和亲缘关系, 在相关性为 80%的条件下, 22

株芽孢杆菌分为 22 个群, 这 22 株菌亲缘关系较远。在相关

性为 70%的条件下, 只有 1 和 6 可以归属于同一个群。实验

菌株虽然来自于同一公司, 但彼此间亲缘关系相差较大。 

表 2  实验菌株信息 
Table 2  Information of experimental strain 

编号 菌株名称 

1 Bacillus subtilis 枯草芽孢杆菌 

2 Bacillus subtilis 枯草芽孢杆菌 

3 Bacillus subtilis 枯草芽孢杆菌 

4 Bacillus pumilus 短小芽孢杆菌 

5 Bacillus subtilis 枯草芽孢杆菌 

6 Bacillus subtilis 枯草芽孢杆菌 

7 Bacillus sp. 芽孢杆菌属 

8 Bacillus megaterium 巨大芽孢杆菌 

9 Bacillus sp. 芽孢杆菌属 

10 Bacillus megaterium 巨大芽孢杆菌 

11 Bacillus sp. 芽孢杆菌属 

12 Bacillus sp. 芽孢杆菌属 

13 Bacillus oceanisediminis 海洋芽孢杆菌 

14 Bacillus pumilus 短小芽孢杆菌 

15 Bacillus oceanisediminis 海洋芽孢杆菌 

16 Bacillus pumilus 短小芽孢杆菌 

17 Bacillus altitudinis 高地芽孢杆菌 

18 Bacillus clausii 克劳氏芽孢杆菌 

19 Bacillus sp. 芽孢杆菌属 

20 Bacillus sp. 芽孢杆菌属 

21 Bacillus pumilus 短小芽孢杆菌 

22 Bacillus subtilis 枯草芽孢杆菌 

 
 

 
 
 

注: 括号内数字代表分辨率; A: 枯草芽孢杆菌(菌株 1、2、3、5、6、22); B: 短小芽孢杆菌(4、14、16、21); C: 巨大芽孢杆菌(8、10); D: 

海洋芽孢杆菌(13、15); E: 高地芽孢杆菌(17); F: 克劳氏芽孢杆菌(18)。不同来源的菌株鉴定结果相同时, 主要蛋白质图谱的峰重叠度高。 

图 2  实验菌株的图谱 

Fig.2  Atlas of experimental strains 
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分离菌株在 16S rDNA 水平下的亲缘关系与位置如图

4 所示, 在相似性为 80%的条件下, 22 株菌可分为两个群。

枯草芽孢杆菌 4 株菌(菌株 1、2、3、6)相对偏差较小, 归

于 1 个分支, 枯草芽孢杆菌 2 株菌(菌株 5、22)相对偏差较

小, 归于 1 个分支, 但这 2 个分支相差较大; 4 株短小芽孢

杆菌中有 3 株菌(菌株 4、14、16)相对偏差较小, 归于 1 个

分支, 但与菌株 21 相差较大; 6 株芽孢杆菌属中有 5 株菌

(菌株 7、9、11、12、20)相对偏差较小, 归于 1 个分支, 但

与菌株 19 相差较大; 巨大芽孢杆菌 2 株菌(菌株 8、10)相

对偏差较小, 归于 1 个分支; 2 株海洋芽孢杆菌(菌株 13、

15)相对偏差较大。与 MALDI-TOF MS 聚类分型结果相比, 

16S rDNA 显示的菌株间的亲缘关系更为接近。 
 

 
 

注: 质量偏差/%: 0.08; 质量范围: 3000~20000。 

图 3  芽孢杆菌聚类分析图(MALDI-TOF MS) 

Fig.3  Cluster analysis diagram of Bacillus (MALDI-TOF MS) 
 

 
 

图 4  芽孢杆菌聚类分析图(16S rDNA) 

Fig.4  Cluster analysis diagram of Bacillus (16S rDNA) 

3  结论与讨论 

本研究结果表明, MALDI-TOF MS 可对未知菌株进

行鉴定, 但有部分菌株只鉴定到属水平, 相同属的芽孢杆

菌在 MALDI-TOF MS 与 16S DNA 测得的进化树中, 亲缘

关系有一定差异。有研究表明在通过 MALDI-TOF MS 与

16S DNA 得到的数据测得的微生物系统发育树中, 相同属

的肠杆菌科细菌归类的亲缘位置与方向一致, 不同属的肠

杆菌科细菌亲缘距离与位置还是差异较大[39]。杨文辉[40]

研究表明 MALDI-TOF MS和 16S rRNA两种方法的分型基

本一致, 但是 MALDI-TOF MS比 16S rRNA的分辨率更高, 

区分度更细。 

本研究对分离的 22 株芽孢杆菌的聚类分析也表明

MALDI-TOF MS 不仅可以对芽孢杆菌进行分类, 且对于

芽孢杆菌的溯源分析具有重要意义, 满足细菌流行病学分

析快速、高效的要求。MALDI-TOF MS 能够对芽孢杆菌进

行快速鉴定分型, 对于芽孢杆菌鉴定、流行病学调查等具

有重要意义。因此, 对某些微生物爆发流行时感染性病原

体的溯源, MALDI-TOF MS 可以提供足够的技术支持, 应

用前景广阔。 
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