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Abstract： Using Salmonella enterica DSM 17058 T as the research model，the protein fingerprint of
Salmonella was studied to obtain an accurate identification result based on MALDI-TOF-MS. In
order to achieve a good reproducibility of the protein map and establish the standard analysis
method by MALDI-TOF-MS，different mediums，culture times and sample handing methods were
optimized. The results showed that more characteristic peak of protein with smooth baseline，less
noise and higher signal -to -noise ratio were obtained by ethanol/formic acid treatment method.
Taking Columbia Agar Base as the culture medium，the protein map with strong signal and good
repeatability was acquired after 24h，which took less time compared with other mediums.
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摘要：以沙门氏菌标准菌株（Salmonella enterica DSM 17058 T）为研究对象，用基质辅助激光解吸
电离飞行时间质谱（MALDI-TOF-MS）对其进行蛋白质指纹图谱分析，进而得到正确的鉴定结果。
为了获得重现性良好的质谱图，对沙门氏菌的最佳培养基、最适培养时间以及样品前处理方法进
行了优化，从而确立沙门氏菌 MALDI-TOF-MS 蛋白质指纹图谱标准分析方法。 结果表明：乙醇/
甲酸处理法所得图谱中的特征峰多，包含更多的蛋白标志物，所得图谱基线平滑，噪音少，信噪比
高，是最佳的样品处理方法。 以营养丰富的哥伦比亚琼脂为培养基，在 24 h时即可达到强峰值信
号，质谱图重现性良好，鉴定结果准确，并且相比于其它 3种培养基所需培养时间短。
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基 质 辅 助 激 光 解 吸 电 离 飞 行 时 间 质 谱

（MALDI-TOF-MS） 是近年来发展的一种新型的软
电离技术，可通过检测未知微生物或生物大分子的
特征性生物标志物， 实现对未知微生物的快速检
测、鉴定、分型、溯源以及有毒株和无毒株的区别等
[1-5]。 其基本原理为：将微生物样品与基质溶液以一
定比例混合或分别点加在样品板上，溶剂挥发后形
成样品与基质的共结晶，利用激光作为能量来源辐
射共结晶体， 基质从激光中吸收能量使样品解吸，
经过飞行时间检测器，基质与样品之间发生电荷转
移使不同质荷比（m/z）的离子分开，以离子质荷比
（m/z）为横坐标，离子峰强度为纵坐标，形成含有标
志物相对分子质量信息的质谱图，将质量图谱与已
知质谱图数据库中的特征性质谱图比对，得到正确
的鉴定结果[6-7]。
质谱图的重现性是微生物获得准确鉴定的重

要因素，如培养基、培养时间、样品处理方法等对微
生物质谱图的峰型分布都有一定的影响[8-9]。 作者以
沙门氏菌标准菌株（Salmonella enterica DSM 17058
T）为研究对象，分析了影响微生物质谱图的实验参
数， 为建立 MALDI-TOF-MS 检测沙门氏菌的分析
方法奠定了基础。

1.1 材料
1.1.1 供试菌株 标准菌株： 沙门氏菌（Salmonella
enterica DSM 17058 T）， 购自德国微生物菌种保藏
中心 DSMZ。
1.1.2 培养基 HE 琼脂培养基、SS 琼脂培养基、
哥伦比亚琼脂培养基、亚硫酸铋琼脂培养基均购自
杭州微生物试剂有限公司。
1.1.3 试剂 无水乙醇：色谱级，购自百灵威科技
有限公司；甲酸（formic acid，FA）、乙腈（acetonitrile，
ACN）、和三氟乙酸（trifluoracetic acid，TFA）：均为色
谱纯， 购于 Sigma公司； 基质 α-氰-4-羟基肉桂酸
（α-Cyano-4-hydroxy-cinnamic acid，CHCA）， 校准
蛋白干粉（protein calibration standard）：购自德国布
鲁克公司。
1.1.4 实验仪器 基质辅助激光解吸电离飞行时
间质谱仪（ultrafleXtreme MALDI-TOF）：德国布鲁克
公司产品。

1.2 方法
1.2.1 样品不同处理方法分析

1） 样品前处理 以沙门氏菌 （Salmonella
enterica DSM 17058 T）作为实验菌株，进行样品不
同前处理方法的分析。
乙醇/甲酸法：取一接种环（约 5~10 mg）新鲜培养

菌落置于 Eppendorf管中，用 300 μL纯水充分悬浮混
匀，再加入 900 μL乙醇，以 12 000 g离心 2 min后弃
尽上清。沉淀用 50 μL体积分数 70%甲酸充分悬浮，再
加入 50 μL ACN混匀，以 12 000 g离心 2 min。

OS 法：取一接种环（约 5~10 mg）新鲜培养菌落
置于 Eppendorf 管中， 用 100 μL 纯水充分悬浮混
匀，再加入 100 μL 含体积分数 5% TFA 的 ACN，充
分混匀后以 12 000 g离心 2 min。

TFA 法：取一接种环（约 5~10 mg）新鲜培养菌
落置于 Eppendorf 管中 ， 用 50 μL 体积分数 80%
TFA 充分悬浮反应 30 min，此步可灭活高致病性病
原体及其芽胞。 先后加入 150 μL 纯水和 200 μL
ACN，充分混匀后以 12 000 g离心 2 min。

2）点样 取以上得到的上清 1 μL加至点样靶，
每种处理方法得到的样品平行点 3 个孔，待液滴晾
干后 ， 覆盖 1 μL 饱和基质 CHCA， 干燥后进行
MALDI-TOF-MS检测。

3）MALDI-TOF-MS 鉴定与数据采集分析 用
ultrafleXtreme MALDI-TOF 质谱仪对样品进行数据
采集，加速电压 24．5 kV，延迟提取电压 23．15 kV，
设定相对分子质量范围 2 000~20 000，激光频率 50
Hz，每次试验前都要在采集数据的质量范围内使用
肽蛋白标准品进行校准， 以保证获得数据误差小
于±5 数据的采集分析。
通过 BiotyperTM 3.0 软件对采集到的图谱进行

分析鉴定，与数据库中的标准图谱进行比对，并给
出相对应的分数，分数在 2.300~3.000 之间，表示菌
种鉴定的可信度较高；在 2.000~2.299 之间，表示保
守的菌属鉴定或可能的菌种鉴定； 在 1.700~1.999
之间，表示可能的菌属鉴定；在 0.000~1.699 之间，
表示不可信的鉴定。
1.2.2 适宜培养基和培养时间的选择 将沙门氏
菌（Salmonella enterica DSM 17058 T）接种于 HE 琼
脂培养基、SS 琼脂培养基、哥伦比亚琼脂培养基、亚
硫酸铋琼脂培养基， 分别于 37 ℃培养 24、36、48、
60、72 h时分别取样， 用乙醇/甲酸法对样品进行处

材料与方法1
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理，其余操作与以上操作步骤相同，点样后对样品
进行测定并读取图谱，比较其图谱的重现性。
1.2.3 培养基对图谱峰背景信号影响 在不同培
养基不同培养时间取样的同时，挑取一块未繁殖微
生物的培养基，培养基的处理方法同微生物样品的
处理方法相同，对其进行 MALDI-TOF-MS 分析，最
终得到培养基的质谱图。

2.1 样品最适处理方法的确定
以 Salmonella enterica DSM 17058 T 作为实验

菌株， 培养 24 h 后分别用乙醇/甲酸法、OS 法和
TFA法对样品进行处理，其 MALDI-TOF MS图谱如
图 1所示。

结果与分析2

图 1 不同处理方法对细菌蛋白指纹图谱的影响
Fig.1 Effect of different pre-treatments on protein mass spectrometric profiles

图谱的横坐标表示样品离子的质量电荷比（m/
z），纵坐标表示离子丰度（Intens）。 由图可见，3种样
品处理方法所获得的图谱中，OS处理法提取的蛋白
特征峰最少， 并且有些特征峰的位置发生了变化。
乙醇/甲酸处理法所得图谱中的特征峰多，包含更多
的蛋白标志物，所得图谱基线平滑，噪音少，信噪比
高。而 TFA处理法虽然获取图谱的蛋白标志物少于
乙醇/甲酸处理法， 但是 TFA 处理法能有效灭活高
致病性病原微生物的繁殖体及其芽胞。
2.2 适宜培养基和培养时间的确定
在不同培养基上生长的微生物，由于摄取的营

养成分不同，因此生长特性各异，同时，不同的培养
时间微生物的生长状态，蛋白质表达的种类和含量
也有所差异，反映在质谱图上可以表现为特征峰的
数量 、 位置 、 强度和峰形不一 。 对此 ， 分别将
Salmonella enterica DSM 17058 T接种于 HE 琼脂培
养基、SS琼脂培养基、哥伦比亚琼脂培养基、亚硫酸
铋琼脂培养基， 分别于 37 ℃培养 24、36、48、60、72
h 时分别取样，用乙醇/甲酸法处理后读取图谱。 四
种培养基分别在 4 个时间的鉴定结果如表 1 所示，
鉴定结果的分值均在 2.300 以上，鉴定结果可靠，同
时随着培养时间的延长，在 72 h内鉴定结果一致。
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表 1 Salmonella enterica DSM 17058 T 的结果报告
Tab.1 Detection results of Salmonella enterica DSM 17058 T by MALDI-TOF-MS

匹配菌株序号(匹配程度) 匹配的数据库菌株号 可信度分数

1(+++) Salmonella sp (enterica st Enterica) DSM 17058T 2.479

2(+++) Salmonella sp （enterica st Enterica) DSM 17058T 2.489

3(+++) Salmonella sp (enterica st Enterica) DSM 17058T 2.480

4(+++) Salmonella sp (enterica st Enterica) DSM 17058T 2.400

5(+++) Salmonella sp (enterica st Enterica) DSM 17058T 2.416

6(+++) Salmonella sp (enterica st Enterica) DSM 17058T 2.509

7(+++) Salmonella sp (enterica st Enterica) DSM 17058T 2.504

8(+++) Salmonella sp (enterica st Enterica) DSM 17058T 2.429

9(+++) Salmonella sp (enterica st Enterica) DSM 17058T 2.453

10(+++) Salmonella sp (enterica st Enterica) DSM 17058T 2.362

11(+++) Salmonella sp (enterica st Enterica) DSM 17058T 2.376

12(+++) Salmonella sp (enterica st Enterica) DSM 17058T 2.502

13(+++) Salmonella sp (enterica st Enterica) DSM 17058T 2.516

14(+++) Salmonella sp (enterica st Enterica) DSM 17058T 2.536

15(+++) Salmonella sp (enterica st Enterica) DSM 17058T 2.362

16(+++) Salmonella sp (enterica st Enterica) DSM 17058T 2.349

17(+++) Salmonella sp (enterica st Enterica) DSM 17058T 2.533

18(+++) Salmonella sp (enterica st Enterica) DSM 17058T 2.494

19(+++) Salmonella sp (enterica st Enterica) DSM 17058T 2.467

20(+++) Salmonella sp (enterica st Enterica) DSM 17058T 2.379

说明：1-5、6-10、11-15、16-20分别为沙门氏菌在哥伦比亚琼脂、HE琼脂、亚硫酸铋琼脂、SS琼脂在 24~72 h的鉴定结果。
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图 2 哥伦比亚培养基对细菌全细胞蛋白指纹图谱的影响
Fig.2 Effect of Columbia Agar Base on protein mass spectrometric profiles
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图 3 HE 培养基对细菌全细胞蛋白指纹图谱的影响
Fig.3 Effect of Hektoen Enteric Agar on protein mass spectrometric profiles

图 4 亚硫酸铋培养基对细菌全细胞蛋白指纹图谱的影响
Fig.4 Effect of Bismuth Sulfite Agar on protein mass spectrometric profiles
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图 2~5 分别为 4 种培养基不同培养时间的质
谱图。 从质谱图得出，哥伦比亚培养基中，当达到
48 h 时峰值信号强度达到最大，继续培养，所有特
征峰的强度都逐渐降低；而在 HE 培养基、亚硫酸铋
培养基、SS 培养基中，当达到 36 h 时，峰信号强度
达到最大，随后所有特征峰的强度都逐渐降低。 对
于相同时间内不同培养基来说，特征峰的位置没有
变化，而相同时间不同培养基的峰信号强度有所差
异。 对于哥伦比亚培养基，所有时间内的峰信号强
度都强于其他培养基对应时间内的峰值信号强度，
而其他 3 种培养基， 在 36 h 时，3 种培养基中的峰

信号都达到最大值，强度基本一致，48 ~60 h，峰值
信号都有同等程度的下降，峰值基本相同，达到 72
h时， 亚硫酸铋琼脂中的峰值信号强度最低，HE 琼
脂峰值信号强度稍高于亚硫酸铋琼脂峰值信号强

度，因此在 72 h后峰信号强度差异明显。 从鉴定结
果和质谱图的质量来看，哥伦比亚琼脂是适于沙门
氏菌培养和鉴定的最适培养基，24 h 时即可达到强
峰值信号并且正确的鉴定结果。
由此得出，不同培养基不同培养时间微生物的

指纹图谱峰值强度有所差别，但是特征峰的分布相
同， 所获取的图谱均可以得到正确的鉴定结果，即

图 5 SS 培养基对细菌全细胞蛋白指纹图谱的影响
Fig.5 Effect of Salmonella Shigella Agar on protein mass spectrometric profiles
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不同的培养基对于细菌的鉴定结果没有影响。
2.2 培养基对微生物图谱峰信号的影响
对不同培养基不同培养时间挑取的一块未繁

殖微生物的培养基进行 MALDI-TOF-MS 数据采
集，结果见图 6。

图 6 培养基背景信号对细菌全细胞蛋白指纹图谱的影响
Fig.6 Effect of different mediums on protein mass spectrometric profiles

图 6为以培养 24 h的 4种培养基图谱为例，从
图中可以看出，单纯培养基的峰信号集中在相对分
子质量为 2 000~4 000 之间，将这些信号与培养 24
h的微生物峰信号相比， 培养基的峰信号不包含在
微生物的特征峰中， 所以仅以微生物取样的过程
中，几乎没有培养基的干扰，可以不考虑培养基对
微生物质谱图带来的影响。 同时，36、48、60、72 h的
培养基图谱与 24 h的图谱相同，随着培养时间的延
长培养基的峰形没有发生任何变化。

近年来，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 [10-12]。 基于 MALDI-

TOF MS 的细菌全细胞蛋白指纹图分析方法是根据
细菌的蛋白质组表达的比较来进行的，因此更为准
确和直接。 在很宽的条件范围内，MALDI-TOF MS
全细胞蛋白指纹图分析方法都被证明是很稳定的。
这种稳定性是建立在对稳定表达的高丰度的蛋白

质测量基础上的，如核糖体蛋白。 在很少出现代谢
物的 2 000～20 000 质量范围内，这些高丰度蛋白的
谱峰可被观察到。 然而获得良好的质谱图是进行正
确鉴定的前提，只有优化影响质谱图重现性的各种
因素， 才能建立标准的 MALDI-TOF-MS 蛋白质指
纹图谱分析方法[13]。
通过对沙门氏菌 （Salmonella enterica DSM

17058 T）的 MALDI-TOF 质谱分析结果表明，样品

结 语3
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处理方法对 MALDI-TOF 质谱分析结果有一定影
响。 对于毒性较小的微生物，乙醇/甲酸处理法是最
佳的样品处理方法，分析得到的图谱提供的信息量
多、离子峰的个数和强度均较好，从而得到较好的
实验结果。 对于高致病性病原微生物，则用 TFA 处
理法以保证对微生物进行最大强度的灭活。

MALDI-TOF-MS技术在国内尚处于探索阶段。
它所具有的样品预处理过程简便快捷、 操作简便、

检测范围广、测定速度快、仪器自动化程度高等优
势，对食源性致病菌的检测、鉴定、分型、溯源等领
域都具有重要意义[14-15]。影响 MALDI-TOF-MS分析
的问题一旦解决， 建立起 MALDI-TOF-MS 蛋白质
指纹图谱分析的标准方法，该技术的潜能将在食源
性致病菌检测鉴定领域得到极大发挥，为人类生命
健康及安全造福[16]。
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