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摘　 要 目的 对比分离胶分离法与裂解法处理后的阳性血培养标本质谱鉴定的准确率,寻找最优前处理

方法,助力临床血流感染快速精准诊疗。 方法 收集 2024 年 5 月—2025 年 1 月沂南县人民医院检验科血培养

阳性标本 348 份,分别采用分离胶分离法(直涂法、甲酸法)和裂解法(配套试剂法、红细胞裂解液法)对阳性血

培养进行前处理后,直接用质谱检测。 以培养菌落自动化鉴定药敏仪鉴定结果为标准评估直接质谱鉴定结果的

准确性,无法鉴定或鉴定结果与镜下形态不符者进行 16S
 

rDNA 基因测序为最终对照标准。 并用来自临床标本

和质控菌株的 112 例模拟念珠菌阳性样本验证优势方法的可靠性。 结果 分离胶分离法中符合率高的甲酸法

(89. 37%)鉴定准确率低于裂解法中符合率低的红细胞裂解液法(95. 69%),差异有统计学意义( χ2 = 10. 059,P<
0. 05)。 采用直接鉴定难度较高的模拟念珠菌样本对裂解法进行验证,结果显示配套试剂法和红细胞裂解液法

符合率分别为 88. 39%和 86. 61%,差异无统计学意义(χ2 = 0. 163,P>0. 05)。 结论 红细胞裂解液法是更具优势

的前处理方法,准确率高,对革兰阴性菌、革兰阳性菌、念珠菌的鉴定准确率分别为 96. 84%、90. 48%、86. 61%,与
配套试剂效果相当;与配套试剂(两千元 / 盒)相比,红细胞裂解液无需额外高价购买,操作简便,经济实用性强,
可较好助力血流感染早期精准诊疗。
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Abstract: Objective
 

Comparing
 

the
 

accuracy
 

of
 

mass
 

spectrometry
 

identification
 

for
 

positive
 

blood
 

culture
 

samples
 

processed
 

by
 

separator
 

gel
 

method
 

versus
 

lysis
 

method,to
 

identify
 

the
 

optimal
 

pretreatment
 

approach,
 

thereby
 

facilitating
 

rapid
 

and
 

precise
 

clinical
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

of
 

bloodstream
 

infections. Methods From
 

May
 

2024
 

to
 

January
 

2025,
 

348
 

positive
 

blood
 

culture
 

specimens
 

were
 

collected
 

from
 

the
 

Clinical
 

Laboratory
 

of
 

Yinan
 

County
 

People′s
 

Hospital. After
 

pretreatment
 

of
 

the
 

positive
 

culture
 

broths
 

using
 

the
 

separation
 

gel
 

method
 

( direct
 

smear
 

method
 

and
 

formic
 

acid
 

method)
 

and
 

the
 

lysis
 

method
 

(commercial
 

kit
 

method
 

and
 

red
 

blood
 

cell
 

lysis
 

method),they
 

were
 

directly
 

analyzed
 

by
 

mass
 

spectrometry. The
 

accuracy
 

of
 

the
 

direct
 

mass
 

spectrometry
 

identification
 

results
 

was
 

evaluated
 

against
 

the
 

automated
 

colony
 

identification
 

and
 

drug
 

susceptibility
 

instrument
 

results
 

as
 

the
 

standard. For
 

samples
 

that
 

could
 

not
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be
 

identified
 

or
 

whose
 

identification
 

results
 

were
 

inconsistent
 

with
 

microscopic
 

morphology,16S
 

rDNA
 

gene
 

sequencing
 

was
 

performed
 

as
 

the
 

final
 

reference
 

standard. Additionally,the
 

reliability
 

of
 

the
 

superior
 

method
 

was
 

validated
 

using
 

112
 

simulated
 

Candida-positive
 

samples
 

derived
 

from
 

clinical
 

specimens
 

and
 

quality
 

control
 

strains. Results In
 

the
 

separator
 

gel
 

method,the
 

formic
 

acid
 

approach,which
 

demonstrated
 

a
 

high
 

concordance
 

rate
 

(89. 37%),showed
 

a
 

lower
 

identifica-
tion

 

accuracy
 

compared
 

to
 

the
 

red
 

blood
 

cell
 

lysis
 

method
 

( 95. 69%)
 

in
 

the
 

lysis
 

method,despite
 

the
 

latter
 

having
 

a
 

lower
 

concordance
 

rate. The
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

( χ2 = 10. 059,P< 0. 05). Validation
 

was
 

performed
 

using
 

simulated
 

Candida
 

samples
 

with
 

high
 

difficulty
 

in
 

direct
 

identification
 

to
 

assess
 

the
 

lysis
 

method. The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

concordance
 

rates
 

of
 

the
 

supporting
 

reagent
 

method
 

and
 

the
 

red
 

blood
 

cell
 

lysis
 

method
 

were
 

88. 39%
 

and
 

86. 61%,respectively,with
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference(χ2 = 0. 163,P>0. 05). Conclusion The
 

red
 

blood
 

cell
 

lysis
 

method
 

is
 

a
 

superior
 

pretreatment
 

method,offering
 

high
 

accuracy
 

with
 

identification
 

accuracy
 

rates
 

of
 

96. 84%
 

for
 

Gram-negative
 

bacteria,90. 48%
 

for
 

Gram-positive
 

bacteria,and
 

86. 61%
 

for
 

Candida,demonstrating
 

comparable
 

per-
formance

 

to
 

the
 

supporting
 

reagent. Compared
 

with
 

the
 

supporting
 

reagent
 

(which
 

costs
 

2 000
 

yuan
 

per
 

kit),the
 

red
 

blood
 

cell
 

lysis
 

method
 

eliminates
 

the
 

need
 

for
 

additional
 

high-cost
 

purchases,is
 

easy
 

to
 

operate,and
 

is
 

highly
 

cost-effective,
and

 

can
 

effectively
 

facilitate
 

early
 

and
 

accurate
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

of
 

bloodstream
 

infections.
Keywords: Matrix-assisted
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　 　 血流感染(bloodstream
 

infection,BSI)是指病原

微生物进入血流引起的播散感染,是危及人类生命

的全身性感染疾病,易诱发脓毒症( sepsis)及多器

官功 能 障 碍 综 合 征 ( multiple
 

organ
 

dysfunction
 

syndrome,MODS) [1] 。 WHO 数据显示,败血症每年

影响全球约 4 900 万人,导致 1 100 万人死亡[2] 。
脓毒症患者每延迟目标抗生素治疗 1 h,死亡率增

加 7. 6%[3] ,选对药物可以提高 BSI 的治疗有效

率[4] 。 血培养是公认的诊断 BSI 的金标准[5] ,但
传统鉴定方法周期长,不利于快速诊断。 随着检测

技术的发展,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)使微生物

的快速鉴定成为可能。 直接检测阳性血培养的前

处理方法可分为分离法和裂解法 2 大类,各机构处

理方法和符合率不尽相同,哪种方法更好尚无结

论。 本研究选取 2024 年 5 月—2025 年 1 月沂南县

人民医院检验科检出的 348 份血培养阳性标本,采
用分离胶分离法和裂解法处理后对比其符合率,并
模拟 112 例念珠菌阳性样本验证优势方法的符合

率,希望通过本研究找到更优的前处理方法,旨在

助力临床尽早精准诊疗 BSI。

1　 材料和方法

1. 1　 样本收集

收集 2024 年 5 月—2025 年 1 月沂南县人民医

院检验科阳性血培养标本 348 份,纳入标准:同一

患者的需氧和厌氧血瓶均纳入本次研究。 排除标

准:1)血培养报阳后涂片染色镜检未发现菌体;2)
多种菌样本。

112 株念珠菌。 来自临床标本和质控菌株(购

自国家临床检验中心),配制成 0. 5 麦氏浓度菌

液,连续倍比稀释至 100 CFU / mL,抽取 100 μL 注

入含 10 mL 健康体检者血液的血瓶,混匀后放入血

培养仪,报阳后检测。
1. 2　 主要仪器与试剂

Autof
 

ms600 型 MALDI-TOF
 

MS、基质(α-氰基-
4-羟 基 肉 桂 酸, α-cyano-4-hydroxycinnamic

 

acid,
HCCA),质谱样本预处理试剂(含基质、甲酸、乙

腈)、质谱血培养微生物预处理试剂、血培养仪、血
培养瓶均购自郑州安图生物工程股份有限公司;
VITEK

 

2
 

Compact 自动化鉴定药敏仪购自法国生物

梅里埃公司;红细胞裂解液(型号:RVD03)购自上

海之江生物科技股份有限公司;分离胶促凝管(型

号:519001320)购自力因精准医疗产品(上海) 有

限公司;血琼脂平板、麦康凯平板、巧克力平板、沙
氏葡萄糖琼脂( SDA)平板和革兰染色液购自济南

百博生物技术股份有限公司;BX43F(LED)生物显

微镜购自日本 OLYMPUS 公司。
1. 3　 方法

1. 3. 1　 常规染色镜检和转种培养鉴定　 阳性血培

养瓶从血培养仪中取出,混匀、抽取培养液涂片,革
兰染色镜检,接种血平板、麦康凯平板、巧克力平

板,所有平板置于 35℃ 、5%CO2 孵箱中孵育,需氧
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瓶转种后培养 16 ~ 24 h,厌氧瓶转种后培养 1 ~ 3 d。
用自动化鉴定药敏仪对培养出的单个菌落进行鉴

定,无法鉴定或鉴定结果与镜下形态不符者,委托

山东艾迪康医学检验中心进行 16S
 

rDNA 序列分

析,按照该公司操作步骤检测。 纯化后的送检菌

株,提取全基因组 DNA,以细菌通用引物 27F(5′-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′) 和 1492R ( 5′-
GGTTACCTTGTTAC

 

GACTT-3′)进行 PCR 扩增,扩
增产物用 ABI

 

3730xl 测序仪检测, 测序结果与

NCBI
 

GenBank 数据库进行 BLAST 比对,依据序列

同源性结果完成菌株的物种鉴定。
1. 3. 2　 分离胶分离法　 1)直涂法:无菌注射器吸取

5 mL 阳性血培养液注入分离胶采血管中,2 600 r / min
离心 10 min,弃上清。 加 1 mL 无菌生理盐水,用吸

管轻轻反复吹打分离胶上层沉淀,吹打混匀后吸至

1. 5 mL
 

EP 管中。 13 000 r / min 离心 2 min,弃上清。
加 1 mL 无菌生理盐水,振荡混匀,13 000 r / min 离心

2 min,弃上清,得沉淀。 取少量所得沉淀均匀涂抹

于靶板,加 1 μL 基质,室温干燥,上机检测,记录鉴

定结果。 2)甲酸法:在将菌沉淀涂抹于靶板后加

1 μL 甲酸,室温干燥后再加 1 μL 基质测定。
1. 3. 3　 裂解法 　 1) 配套试剂法:参照试剂说明

书,吸取 1 mL 阳性血培养液于 1. 5 mL
 

EP 管中,加
入 200 μL 质谱血培养微生物预处理试剂,充分振

荡混匀, 室温静置 3 ~ 5 min, 2 600 r / min 离心

10 min,弃上清。 加 1 mL 生理盐水, 重悬沉淀,
13 000 r / min 离心 2 min,弃上清,重复此洗涤步骤

两次。 加入 50 μL 甲酸吹打混匀(根据沉淀的量调

整用量),加入等量乙腈吹打混匀,13 000 r / min 离

心 1 min,取 1 μL 上清液滴加至靶孔,晾干后加

1 μL 基质,晾干后将靶板放入质谱仪中,按照《全

自动微生物质谱检测系统操作手册》进行操作,记
录鉴定结果。 2)红细胞裂解液法:无菌注射器吸

取 1 mL 阳性血培养液于 5 mL 离心管中。 依据说

明书按血培养液与裂解液 1 ∶ 1. 25 的体积比,加入

1 250 μL 红细胞裂解液,用混匀器振荡混匀,室温

静置 3 ~ 5 min,2 600 r / min 离心 10 min,弃上清。
加 1 mL 生理盐水,重悬沉淀后转移至 1. 5 mL

 

EP
管中,13 000 r / min 离心 2 min,弃上清。 加 1 mL 无

菌生理盐水,振荡混匀,13 000 r / min 离心 2 min,弃
上清,得沉淀。 后续操作同配套试剂法。
1. 3. 4　 判读标准　 以培养菌落自动化鉴定药敏仪

鉴定结果为标准评估直接质谱鉴定结果的准确性,

无法鉴定者进行 16S
 

rDNA 基因测序为最终对照

标准。 鉴定得分 ≥ 9. 000 表示准确鉴定到种;
6. 000 ~ 8. 999 表示准确鉴定到属;小于 6. 000 表示

鉴定结果不可靠。 念珠菌鉴定结果判定标准:对同

一阳性样本在靶板上独立制备 4 个靶孔分别检测,
满足以下 3 个条件的计入准确率:1)4 次检测得分

均大于 5. 000;2)4 次鉴定结果均为同一种念珠菌;
3)每次鉴定明细中第一候选菌与第二候选菌评分

差值≥0. 500 分。 上述标准参照 Bidart 等[6] 关于

念珠菌直接质谱鉴定的研究方法,旨在通过多次独

立重复检测降低单次检测偶然误差。 符合率= (正

确鉴定到种 / 属的菌株) / 总菌株×100%。
1. 3. 5　 质控　 1)仪器校准与稳定性验证:每次实

验前使用厂家提供的校准品校准,校准通过后方可

检测。 每日检测前对质谱仪激光强度、真空度及离

子飞行时间三项参数进行核查,均需在系统规定范

围内。 2)微生物质控:每批次检测同时设置阳性

质控,用大肠埃希菌(ATCC25922)、铜绿假单胞菌

(ATCC27853)、金黄色葡萄球菌( ATCC25923)、白
色念珠菌( ATCC10231) 进行质控,质控通过后方

可检测。 3)菌落计数质控:取 1 ∶ 10000 稀释菌液

10 μL 均匀涂布于 SDA 平板进行菌落计数,计算连

续 3 次菌落计数结果的均值( Mean)、标准差( SD)
及变异系数( CV = SD / Mean × 100%),质控合格标

准:①实测菌落数须在理论计数值的 50% ~ 200%
范围内; ②连续 3 次菌落计数结果的变异系数

(CV)≤10%;③计算回收率(回收率 =实测菌落均

值 / 理论接种值×100%)并记录。
1. 4　 统计学方法

使用 SPSS
 

29. 0 软件进行数据分析,计数资料

以 n(%)表示,组间比较采用 χ2 检验,以 P< 0. 05
为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 转种培养鉴定结果

阳性血培养标本共分离病原菌 348 株,革兰阴

性菌 285 株 ( 81. 90%), 以肠杆菌目细菌最多

(92. 63%),其中大肠埃希菌居首位,肺炎克雷伯菌

次之;革兰阳性菌 63 株(18. 10%),以肠球菌最多

(38. 10%)。 见图 1。
2. 2　 分离胶分离法

348 株细菌未加甲酸处理可准确检出 289 株,
加甲酸处理可准确检出 311 株,未加甲酸组细菌准
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图 1　 348 株病原菌培养结果

确检出率低于加甲酸组,差异有统计学意义( χ2 =
5. 848,P<0. 05)。 两者在总符合率、革兰阳性菌与

金黄色葡萄球菌的符合率上的差异有统计学意义

(P<0. 05)。 受影响最明显的是革兰阳性菌,其中

金黄色葡萄球菌 8 株,凝固酶阴性葡萄球菌 4 株,
肠球菌 4 株,链球菌 1 株,其他革兰阳性菌(普通拟

杆菌)1 株,只有在加甲酸时才能准确鉴定,差异有

统计学意义(χ2 = 10. 743,P<0. 05);对革兰阴性菌

的影响较小,肺炎克雷伯菌、阴沟肠杆菌的差异无

统计学意义(χ2 = 0. 378,P>0. 05)。 在 348 株加甲

酸处理的细菌样本中,311 株(89. 37%)可准确鉴

定,36 株(10. 34%)未鉴定出,1 株(0. 29%)凝固酶

阴性葡萄球菌鉴定错误。 以培养菌落鉴定结果为

标准,加甲酸处理后,革兰阴性菌、革兰阳性菌鉴定

准确率分别是 92. 63%、74. 60%,差异有统计学意

义( χ2 = 17. 649,P< 0. 05)。 这表明甲酸法鉴定效

果要优于直涂法,尤其在革兰阳性菌的鉴定上表现

显著。 见表 1。
2. 3　 裂解法

以培养菌落鉴定后的结果为标准,配套试剂鉴

定总符合率为 97. 70%,其中革兰阴性菌和革兰阳

性菌的鉴定符合率为 98. 25%和 95. 24%;红细胞

裂解液鉴定总符合率为 95. 69%,革兰阴性菌、革
兰阳性菌的鉴定符合率分别为 96. 84%、90. 48%。
两种方法在革兰阴性菌、革兰阳性菌、肺炎克雷伯

菌、阴沟肠杆菌、肠球菌、其他革兰阳性菌的鉴定符

合率上存在差异,但差异无统计学意义(P>0. 05)。
这表明在革兰阴性菌和革兰阳性菌的鉴定上红细

胞裂解液鉴定效果与配套试剂相当。 见表 2。
2. 4　 裂解法和分离胶分离法对比

348 株细菌红细胞裂解液法可准确检出 333

株,甲酸法处理可准确检出 311 株,红细胞裂解液

法鉴定准确率高于甲酸法,差异有统计学意义

(χ2 = 10. 059,P<0. 05)。 两种方法在革兰阴性菌、
大肠埃希菌、革兰阳性菌的鉴定准确率上的差异有

统计学意义(P<0. 05)。 革兰阴性菌中的肺炎克雷

伯菌、阴沟肠杆菌符合率差异无统计学意义(P>
0. 05)。 革兰阳性菌总符合率差异有统计学意义

(χ2 = 5. 507,P< 0. 05),但具体种属间差异无统计

学意义(P>0. 05)。 分离胶分离法中符合率高的甲

酸法鉴定准确率低于裂解法中符合率低的红细胞

裂解液法,这表明裂解法鉴定效果要优于分离胶分

离法。 见表 3。
2. 5　 模拟念珠菌阳性样本

以培养菌落鉴定后的结果为标准,配套试剂法

鉴定符合率为 88. 39%,红细胞裂解液法鉴定符合

率为 86. 61%,两种方法在总符合率、白色念珠菌、
热带念珠菌的鉴定符合率上存在差异,但差异无统

计学意义(P>0. 05)。 这表明红细胞裂解液和配套

试剂在念珠菌的鉴定效果上相当。 见表 4。

3　 讨论

传统阳性血培养标本转种后培养,培养(需氧

18 ~ 24 h,厌氧 1 ~ 3 d)后鉴定,鉴定至少 8 h,明显

延长了患者接受有效治疗的时间。 MALDI-TOF
 

MS 是一种新型软电离有机质谱技术,通过菌蛋白

谱图与数据库对比快速鉴定[7] 。 直接质谱法约

30 min 鉴定出病原菌,具有快速、简便、通量高、准
确度高、鉴定范围广、检测成本低的优势,有非常重

要的临床应用价值[8] 。 目前阳性血培养 MALDI-
TOF

 

MS 直接鉴定的主要方法包括去污剂和渗透

压选择裂解法、分离胶和滤膜过滤分离法[9] 。 基

于这些方法,有一些成品试剂盒用于直接鉴定阳性

血培养,例如 Sepsityper 􀳏 试剂盒 ( Bruker
 

Dalton-
ics)、Vitek

 

MS 血培养试剂盒(bioMerieux,Inc. ),但
是这些试剂盒价格昂贵,且准确率并不会优于研究

者自建的方法[10] 。 为了降低成本,提高鉴定准确

率,Karada ǧ
 

D 等对比 Sepsityper􀳏 试剂盒、SDS 裂

解法、差速离心蛋白质提取法,发现 SDS 裂解法鉴

定效果最好,标准模块下革兰阴性菌、革兰阳性菌

鉴定率分别为 86. 3%、75. 9%[10] 。 Yuan 等[11] 优化

分离胶分离法,将革兰阴性菌、革兰阳性菌鉴定率

分别提高至 91. 5%、88. 3%。
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表 1　 分离胶分离法直接鉴定血培养病原菌符合率对比

病原菌
培养菌落

鉴定(株)

直涂(株)

正确鉴定

到种

正确鉴定

到属
未鉴定出

符合率

(%)

加甲酸(株)

正确鉴定

到种

正确鉴定

到属
未鉴定出

符合率

(%)
χ2 值 P 值

革兰阴性菌 285 203 57 25 91. 23 224 40 21 92. 63 0. 378 0. 538
大肠埃希菌 173 136 30 7 95. 95 146 20 7 95. 95 - -
肺炎克雷伯菌 65 40 13 12 81. 54 42 14 9 86. 15 0. 511 0. 475
其他克雷伯菌 4 2 2 0 100. 00 4 0 0 100. 00 - -
奇异变形杆菌 4 4 0 0 100. 00 4 0 0 100. 00 - -
解鸟氨酸拉乌尔菌 2 0 2 0 100. 00 2 0 0 100. 00 - -
弗氏柠檬酸杆菌 2 2 0 0 100. 00 2 0 0 100. 00 - -
粘质沙雷菌 1 1 0 0 100. 00 1 0 0 100. 00 - -
沙门菌属 1 0 1 0 100. 00 0 1 0 100. 00 - -
阴沟肠杆菌复合群 12 0 9 3 75. 00 2 8 2 83. 33 0. 600 1. 000
不动杆菌属 14 12 0 2 85. 71 12 0 2 85. 71 - -
铜绿假单胞菌 2 2 0 0 100. 00 2 0 0 100. 00 - -
新洋葱伯克霍尔德菌 4 3 1 0 100. 00 4 0 0 100. 00 - -
脑膜脓毒性伊丽莎白金菌 1 0 0 1 0. 00 0 0 1 0. 00 - -
革兰阳性菌 63 0 29 34 46. 03 25 22 16 74. 60 10. 743 0. 001
金黄色葡萄球菌 19 0 8 11 42. 12 12 4 3 84. 21 0. 136 0. 017
凝固酶阴性葡萄球菌 12 0 4 8 33. 33 0 8 4 66. 67 0. 250 0. 220
肠球菌属 24 0 14 10 58. 33 11 7 6 75. 00 1. 500 0. 221
链球菌属 4 0 3 1 75. 00 2 2 0 100. 00 <0. 001 >0. 999
其他革兰阳性菌 4 0 0 4 0. 00 0 1 3 25. 00 <0. 001 >0. 999
总计 348 203 86 59 83. 05 249 62 37 89. 37 5. 848 0. 016

表 2　 裂解法直接鉴定血培养病原菌符合率对比

病原菌
培养菌落

鉴定(株)

配套试剂(株)

正确鉴定

到种

正确鉴定

到属
未鉴定出

符合率

(%)

红细胞裂解液(株)

正确鉴定

到种

正确鉴定

到属
未鉴定出

符合率

(%)
χ2 值 P 值

革兰阴性菌 285 256 24 5 98. 25 223 53 9 96. 84 - -
大肠埃希菌 173 165 8 0 100. 00 142 31 0 100. 00 - -
肺炎克雷伯菌 65 53 9 3 95. 38 45 14 6 90. 77 0. 478 0. 490
其他克雷伯菌 4 4 0 0 100. 00 4 0 0 100. 00 - -
奇异变形杆菌 4 4 0 0 100. 00 4 0 0 100. 00 - -
解鸟氨酸拉乌尔菌 2 2 0 0 100. 00 2 0 0 100. 00 - -
弗氏柠檬酸杆菌 2 2 0 0 100. 00 2 0 0 100. 00 - -
粘质沙雷菌 1 1 0 0 100. 00 1 0 0 100. 00 - -
沙门菌属 1 1 0 0 100. 00 0 1 0 100. 00 - -
阴沟肠杆菌复合群 12 6 6 0 100. 00 5 6 1 91. 67 - 1. 000
不动杆菌属 14 13 0 1 92. 86 13 0 1 92. 86 - -
铜绿假单胞菌 2 2 0 0 100. 00 2 0 0 100. 00 - -
新洋葱伯克霍尔德菌 4 3 1 0 100. 00 3 1 0 100. 00 - -
脑膜脓毒性伊丽莎白金菌 1 0 0 1 0. 00 0 0 1 0. 00 - -
革兰阳性菌 63 41 19 3 95. 24 27 30 6 90. 48 0. 479 0. 489
金黄色葡萄球菌 19 15 4 0 100. 00 10 9 0 100. 00 - -
凝固酶阴性葡萄球菌 12 5 5 2 83. 33 4 6 2 83. 33 - -
肠球菌属 24 16 7 1 95. 83 11 11 2 91. 67 <0. 001 >0. 999
链球菌属 4 3 1 0 100. 00 2 2 0 100. 00 - -
其他革兰阳性菌 4 2 2 0 100. 00 0 2 2 50. 00 - 0. 429
总计 348 297 43 8 97. 70 250 83 15 95. 69 2. 203 0. 138
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表 3　 红细胞裂解液法与甲酸法直接鉴定血培养病原菌符合率对比

病原菌
培养菌落

鉴定(株)

红细胞裂解液(株)

正确鉴定

到种

正确鉴定

到属
未鉴定出

符合率

(%)

加甲酸(株)

正确鉴定

到种

正确鉴定

到属
未鉴定出

符合率

(%)
χ2 值 P 值

革兰阴性菌 285 223 53 9 96. 84 224 40 21 92. 63 5. 067 0. 024
大肠埃希菌 173 142 31 0 100. 00 146 20 7 95. 95 5. 249 0. 022
肺炎克雷伯菌 65 45 14 6 90. 77 42 14 9 86. 15 0. 678 0. 410
其他克雷伯菌 4 4 0 0 100. 00 4 0 0 100. 00 - -

奇异变形杆菌 4 4 0 0 100. 00 4 0 0 100. 00 - -

解鸟氨酸拉乌尔菌 2 2 0 0 100. 00 2 0 0 100. 00 - -

弗氏柠檬酸杆菌 2 2 0 0 100. 00 2 0 0 100. 00 - -

粘质沙雷菌 1 1 0 0 100. 00 1 0 0 100. 00 - -

沙门菌属 1 0 1 0 100. 00 0 1 0 100. 00 - -

阴沟肠杆菌复合群 12 5 6 1 91. 67 2 8 2 83. 33 2. 200 1. 000
不动杆菌属 14 13 0 1 92. 86 12 0 2 85. 71 2. 167 1. 000
铜绿假单胞菌 2 2 0 0 100. 00 2 0 0 100. 00 - -

新洋葱伯克霍尔德菌 4 3 1 0 100. 00 4 0 0 100. 00 - -

脑膜脓毒性伊丽莎白金菌 1 0 0 1 0. 00 0 0 1 0. 00 - -

革兰阳性菌 63 27 30 6 90. 48 25 22 16 74. 60 5. 507 0. 019
金黄色葡萄球菌 19 10 9 0 100. 00 12 4 3 84. 21 - 0. 230
凝固酶阴性葡萄球菌 12 4 6 2 83. 33 0 8 4 66. 67 2. 500 0. 640
肠球菌属 24 11 11 2 91. 67 11 7 6 75. 00 1. 350 0. 245
链球菌属 4 2 2 0 100. 00 2 2 0 100. 00 - -

其他革兰阳性菌 4 0 2 2 50. 00 0 1 3 25. 00 3. 000 1. 000
总计 348 250 83 15 95. 69 249 62 37 89. 37 10. 059 0. 002

表 4　 裂解法直接鉴定模拟念珠菌样本符合率对比

病原菌
培养菌落

鉴定(株)

配套试剂(株)

正确鉴定

到种

正确鉴定

到属
未鉴定出

符合率

(%)

红细胞裂解液(株)

正确鉴定

到种

正确鉴定

到属
未鉴定出

符合率

(%)
χ2 值 P 值

光滑念珠菌 36 19 14 3 91. 67 17 16 3 91. 67 - -

白色念珠菌 40 15 20 5 87. 50 11 23 6 85. 00 0. 105 0. 745
克柔念珠菌 12 5 5 2 83. 33 3 7 2 83. 33 - -

近平滑念珠菌 6 4 1 1 83. 33 2 3 1 83. 33 - -

热带念珠菌 18 4 12 2 88. 89 3 12 3 83. 33 1. 600 1. 000
总计 112 47 52 13 88. 39 36 61 15 86. 61 0. 163 0. 686

目前我国使用较多的是分离胶分离法[9,12-13] ,
本实验对比分离胶分离法与裂解法,发现分离胶分

离法中准确率高的甲酸法仍低于裂解法中准确率

低的红细胞裂解液法,两者总符合率、革兰阴性菌、
革兰阳性菌符合率差异均有统计学意义,表明裂解

法准确率高于分离胶分离法。 同时找到了与应用

配套试剂鉴定准确率相近、但能大大降低成本的替

代试剂 红细胞裂解液。 红细胞裂解液是提取

核酸的试剂之一,用于 MALDI-TOF
 

MS 直接鉴定

病原菌无需额外高价购买且易于操作,为当前形势

下缩减支出提供了良好解决方案。 另有文献报道

念珠菌研究较少[6] 、直接鉴定较难[14] ,实验表明裂

解法可以较好解决这一难题。 由此可见红细胞裂

解液既具备符合率高,又兼具经济实用的特点。
肺炎克雷伯菌鉴定率相对偏低,可能是其易产

生荚膜多糖,导致菌落黏稠,菌体间易聚集,形成黏

液层,高黏性使得菌体无法有效沉淀。 其他革兰阳

性菌红细胞裂解液法未鉴定出的 2 株是黏液真杆
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菌,可能也是这个原因。 菌株未能被准确鉴定的原

因除了上述所说的黏液层等有形成分影响菌体纯

度外,可能与以下因素有关:1)菌浓度偏低,例如

凝固酶阴性葡萄球菌等为污染菌时数量较少,多数

情况下不能被准确鉴定。 2)菌体富集后,破壁较

困难,不能有效获得菌体内蛋白,进而影响检测结

果。 实验发现,缓症链球菌、肺炎链球菌、口腔链球

菌不易区分,多数是属水平可信,这与专家共识推

荐意见可能匹配质谱易混淆的近缘菌种的情况一

致[8] 。 在鉴定链球菌时,有一缓症链球菌,红细胞

裂解液法鉴定种水平可信,其他均是属水平可信

(其中一次鉴定得分 6. 207 肺炎链球菌),至少可

确定到链球菌属,优于传统血培养三级报告中初级

报告的革兰阳性球菌。
综上所述,红细胞裂解液法是更具优势的前处

理方法,准确率高,操作简便,经济实用性强,可有

效解决成本高的问题,有利于实验室直接质谱鉴定

BSI 病原菌的开展,可有效协助临床早期精准诊治

BSI 疾病。
利益冲突:所有作者均申明不存在利益冲突。
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