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单增李斯特氏菌MALDI-TOF-MS鉴定与
分型研究
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摘   要：为建立单增李斯特氏菌的基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱(MALDI-TOF-MS)快速鉴定与分型方法，实

验收集 37 株单增李斯特氏菌分离株，应用 MALDI-TOF-MS 采集图谱，获取独特的蛋白质指纹图谱，汇总成标准

图谱，建立单增李斯特氏菌鉴定数据库。采用单增李斯特氏菌标准菌株进行验证，表明鉴定结果的可信度很高。

在数据库信息的基础上，对 37 株单增李斯特氏菌分离株进行聚类分型。分型结果表明，在蛋白质水平上，MALDI-

TOF-MS 可把 37 株单增李斯特氏菌分成 9 个型别。
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Abstract：In order to establish a matrix-assisted laser desorption ionisation time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF-

MS) method for the rapid identification and subtyping of Listeria monocytogenes, 37 Listeria monocytogenes isolates were tested

using MALDI-TOF-MS and characteristic protein fingerprints from their spectra were acquired and summarized into standard

spectra to construct a database for the identification of  Listeria monocytogenes. The method was highly reliable as demonstrated

by the results obtained by the method for standard Listeria monocytogenes strains. Based on the identification database

constructed, the Listeria monocytogenes isolates were classed into 9 subtypes at the protein level.
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单增李斯特氏菌为典型的胞内寄生菌，能在巨噬细

胞和上皮细胞、内皮细胞和肝细胞内增殖，是一种人

畜共患病病原菌[1-2]。该菌可引起人和动物患脑膜炎、脑

炎、败血症及造成孕妇流产、死胎等疾病 [ 3 ]。孕妇、

新生儿、老年人和免疫缺陷者是易感人群[4]。食源性李

斯特氏菌发病率虽不高，但死亡率可高达 20%～50%[5]。

WHO在 20世纪 90年代已将其列为食品四大致病菌之一[6]。

该菌在自然界分布广泛，以家畜、家禽为主要宿主，

很容易污染食品而引起食物中毒和李斯特病暴发[7]。肉

类、蛋类、禽类、海产品、乳制品、蔬菜等都已被

证实是李斯特氏菌的感染源[8]。

经典的单增李斯特氏菌检测方法是进行增菌、选择

性分离培养、初筛、鉴定等步骤。这种方法耗时长，

程序繁琐，试剂和人力成本均较高。此外，还有免疫

磁性分析法[9]、PCR 法[10]、实时 PCR 法[11]等许多快速检

测方法。基质辅助激光解析电离飞行时间质谱(matrix-
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assisted laser desorption ionisation time-of-flight mass
spectrometry，MALDI-TOF-MS)是近几年发展起来的一

种新型软电离生物质谱。它能完成细菌多种成分的分

析，包括蛋白质、脂类、脂多糖和脂寡糖、D N A 、

多肽及其他能被离子化的分子。细菌含有一些成分，能

给出唯一的质荷比，因此可作为生物标志分子进行细菌

的特异性鉴定。由于其具有快速、准确、灵敏、分

辨率高和高质量检测范围等优点，MALDI-TOF-MS 已

经逐渐成为临床诊断、食品生产、环境检测以及军事

领域研究的一种有力手段[12]。但是细菌比对标准数据库

的资源不足是其局限性之一[13]。目前，Biotyper 数据库

仍需要不断补充单增李斯特氏菌的特征谱图。因此，

本研究利用 MALDI-TOF-MS 软件支持用户自定义数据

库的特点，按统一的建库标准，采集 37 株单增李斯特

氏菌分离株的数据并获得特征指纹图谱，添加创建质

谱图数据库，并进一步开展单增李斯特氏菌鉴定和分

子分型研究。

1 材料与方法

1.1 材料

37株单增李斯特氏菌分离株用于建立MALDI-TOF-MS
鉴定数据库，具体信息见表 1。标准菌株单增李斯特氏

菌 1a 血清型 ATCC 19111、2a 血清型 ATCC 19112、4a
血清型 ATCC 19114、4b 血清型 ATCC 19115、4e 血清

型ATCC 19118、不溶血型ATCC 15313、ATCC BAA-751、
ATCC 7644 购自美国典型菌种保藏中心(ATCC)；不溶血

型 NCTC 10890 购自中国国家标准菌库(NCTC)，用于验

证所建立数据库的鉴定可信度。

1.2 试剂与仪器

α- 氰 -4- 羟基肉桂酸(α-cyano-4-hydroxy-cinnamic
acid，CHCA)、乙腈(acetonitr i le，ACN)、三氟乙酸

(trifluoroacetic acid，TFA)、肽标准品、蛋白标准品   德
国 Bruker Daltonik GmbH 公司；营养琼脂(nutrient agar，
NA)、检测样品配制基质的溶剂为 ACN、TFA、水(体
积比 50:2.5:47.5)、标准肽溶液配制基质的溶剂为 ACN、

TFA、水(体积比 30:0.1:69.9)、MALDI-TOF-MS 基质

溶液(用溶剂将基质配成饱和溶液，基质溶液现用现配)
美国 BD 公司；API-20E 生化鉴定试剂盒   法国梅里埃

公 司 。

Microflex LRF20 基质辅助激光解吸电离飞行时间质

谱仪    德国 Bruker Daltonik GmbH 公司；PHOENIX-100
全自动细菌生化分析仪  美国 BD 公司。

1.3 方法

1.3.1 分离菌株的鉴定

本研究对收集到的单增李斯特氏菌分离株，经 API-
20E 生化鉴定和全自动细菌生化分析仪鉴定，37 株分离

菌株均具有单增李斯特氏菌典型的生化特性，生长旺

盛，可用于建立 MALDI-TOF MS 鉴定数据库。对这 37
株单增李斯特氏菌进行唯一性编号，用于建立 MALDI-
TOF MS 鉴定数据库。

1.3.2 MALDI-TOF-MS 检测

1.3.2.1 样品处理与点样

序号 菌株编号 样品名称 样品来源 分离日期 序号 菌株编号 样品名称 样品来源 分离日期

1 DD-L20 冻鱿鱼 中国丹东 2009-03 20 SD-L-A5-15 冻猪耳 美国 2008-10
2 DD-L21 冻章鱼 朝鲜 2004-09 21 SD-L-A5-6 猪耳 欧洲 2009-11
3 DD-L25 冻海螺 朝鲜 2005-06 22 SD-L- DAH1-11 冻带鱼 新西兰 2007-04
4 DD-L26 冻青柳蛤 朝鲜 2004-03 23 SD-L-F1-1 山东出入境检验检疫局 不详 2009-03
5 DD-L29 冻章鱼 朝鲜 2006-09 24 GD-L5 广东出入境检验检疫局 不详 2006-07
6 DD-L31 冻鱿鱼 中国丹东 2006-03 25 GD-L6 广东出入境检验检疫局 不详 2005-09
7 DD-L32 冻章鱼 朝鲜 2005-06 26 GD-L9 三文鱼 挪威 2004-12
8 DD-L33 冻章鱼 朝鲜 2004-09 27 GD-L10 泥猛鱼 广州 2006-09
9 DD-L35 冻章鱼 朝鲜 2004-12 28 GD-L12 冻猪耳 加拿大 2006-12
10 DD-L36 冻河螺 朝鲜 2004-12 29 GD-L14 冻虾仁 广东 2007-09
11 DD-L37 紫石房蛤 朝鲜 2004-12 30 GD-L15 冻鸡爪 美国 2010-01
12 DD-L44 冻鱿鱼 朝鲜 2006-07 31 GD-L16 冻鸡翅 美国 2010-01
13 DD-L51 海鲜组合 中国丹东 2009-08 32 GD-L17 冻鱼 挪威 2009-12
14 DD-L52 冻煮鱿鱼 中国丹东 2009-04 33 GD-L18 冻猪脚 丹麦 2008-04
15 DD-L54 鱿鱼 中国丹东 2008-09 34 GD-L19 冻猪脚 丹麦 2009-06
16 DD-L55 冻杂色蛤 中国丹东 2008-12 35 GD-L26 鳗鱼 广东 2005-08
17 DD-L58 鱿鱼 中国丹东 2009-12 36 GD-L27 冻刀鱼 印度 2007-05
18 SD-L-A2-5 冻鸡肉 挪威 2007-06 37 GD-L28 鸭翅 法国 2007-05
19 SD-L-A5-5 山东出入境检验检疫局 不详 不详

表 1 单增李斯特氏菌分离株信息一览表

Table 1   Details of 37 Listeria monocytogenes isolates tested in this study
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根据 GB4789.30 — 2010《食品安全国家标准 食品微

生物学检验 单核细胞增生李斯特氏菌检验》取单增李斯

特氏菌新鲜培养物，在 Eppendorf 管中加入 300μL 纯净

水，挑取适量(5～10mg)菌体，混匀，再加入 900μL 无

水乙醇，混匀后以 13000r/min 离心 2min，弃去上清液，

加入 50μL 70% 甲酸，混匀，再加入 50μL 乙腈，混

匀，同样以 13000r/min 离心 2min，吸取上清液，涂布

于 96 孔样品板上，自然晾干 1h 后，用基质溶液(CHCA)
覆盖菌苔，用标准肽溶液覆盖校准孔，每孔 1μL。晾

干 5min 后进样。

MALDI-TOF-MS 仪器参数为：线性操作模式，正

离子模式；检测分子质量范围：3000～13000D；激光

点击数：每个图谱 50；激光频率：30.0Hz；离子源加

速电压：20kV。采用氮激电源，质荷比(m /z)数据采集

范围为 800～17378D。

1.3.2.2 数据采集

将上样的样品板小心置于板孔中，加有样品一面朝

上 。 盖 上 盖 子 ， 抽 真 空 。 打 开 仪 器 控 制 软 件

FlexControl，调好仪器参数，校准仪器。采集标准品

及样品的质谱图。对采集的数据进行保存，每次实验

前都要在采集数据的质量范围内使用肽标准品进行校

准，校正后进行质谱数据采集，通过 Biotyper 软件进

行分析鉴定。

1.3.2.3 建立数据库

将单增李斯特氏菌分离株分别接种于 N A 培养基

上，3 7℃培养 2 4 h，得到新鲜菌株培养物。取每个菌

株培养物再分别平行接种 5 个 NA 斜面，37℃培养 24h，
得到 5 个平行样品。按 1.3.2.1 节的方法进行样品处理与

点样，每个平行样品重复点两个样品孔。每株菌共点

10 个样品孔。按 1.3.2.2 节的方法校准仪器后，点击样

品孔采集数据，每个样品孔点击 10 次，采集 2 个质谱

图。每株菌可以采集 20 个质谱图。使用 BioTyper 软件，

分别调入所采集的每株单增李斯特氏菌的 20 个质谱图，

将此 20 个质谱图汇总生成整合图谱，对所得的图谱进行

分析统一化，该图谱便作为单增李斯特氏菌质谱图数据

库的标准图谱。

1.3.3 结果判断

鉴定结果给出数据库中与鉴定菌种最为匹配的 10 个

菌株种属，并给出相对应的分数。匹配分数在 2.300～
3.000 之间，标记为(＋＋＋)，表示菌种鉴定的可信度

很高；在 2.000～2.299 之间，标记为(＋＋)，表示保守

的菌属鉴定或可能的菌种鉴定；在 1.700～1.999 之间，

标记为(＋)，表示可能的菌属鉴定；在 0.000～1.699 之

间，标记为 ( － ) ，表示不可信的鉴定。

2 结果与分析

2.1 单增李斯特氏菌 MALDI-TOF-MS 鉴定数据库的

建立

本研究对供试 37 株单增李斯特氏菌分离株全部进行

了采集与图谱汇总，建立标准图谱，最终建成包含 3 7
株单增李斯特氏菌信息的独立的鉴定数据库，将其标注

编号为 No.LMLNCJJ20100503。这 37 株单增李斯特氏菌

分离株的主要离子峰基本一致，非常稳定。以单增李

斯特氏菌(SD-L-A5-6)为例，如图 1所示，经MALDI-TOF-
MS 分析，单增李斯特氏菌(SD-L-A5-6)主要离子峰为：

m/z 3252.30、3702.88、4325.83、4878.28、6365.26、
7405.70、9757.97。

为验证单增李斯特氏菌数据库的鉴定效果，将 9 株

单增李斯特氏菌标准菌株(ATCC 19111、ATCC 19112、
ATCC 19114、ATCC 19115、ATCC 19118、ATCC
15313、ATCC BAA-751、ATCC 7644、NCTC 10890)
分别进行 MALDI-TOF-MS 鉴定，分析在数据库中的匹

配结果。经鉴定，9 株标准菌株的匹配分数全部大于

2.300，均报告为单增李斯特氏菌，表明鉴定结果的可

信度很高。

2.2 37 株单增李斯特氏菌 MALDI-TOF-MS 聚类分型鉴

定结果

通过模式匹配计算新数据库(No.LMLNCJJ20100503)中
37 株单增李斯特氏菌主要谱图的相似性，采用相似分值

构建系统树，对 37 株菌进行聚类分型分析。37 株单增

李斯特氏菌聚类分型树状图如图 2 所示。差异水平代表

彼此间的亲缘关系，其值在 0 到 1.6 之间。差异为 0 表

示两个 MALDI-TOF-MS 质谱图完全相同，可归属为同

一类；差异为 1.6 时表示两株菌之间的亲缘关系最远。所

选择的差异水平不同，则单增李斯特氏菌被分型的数目

图 1 MALDI-TOF-MS 分析单增李斯特氏菌(SD-L-A5-6)的主要

离子峰图谱

Fig.1   MALDI-TOF-MS spectrum of Listeria monocytogenes showing
major ion peaks
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不一。在差异水平为 0.7～0.8 之间时，MALDI-TOF-MS
分型结果将 37 株菌分成 4 个型；在差异水平为 0.5 时，

将 37 株菌分成 7 个型；在差异水平为 0.3～0.4 之间时，

将 3 7 株菌分成 9 个型。

由图 2 可见，从朝鲜进口的冻章鱼、海螺、青柳

蛤、河螺、紫石房蛤、鱿鱼中分离出来的单增李斯特

氏菌(编号为 DD-L21、DD-L25、DD-L26、DD-L36、
DD-L37、DD-L44)与从中国丹东的海鲜组合、鱿鱼中分

离出来的单增李斯特氏菌(编号为 DD-L51、DD-L58)属于

同一型，亲缘关系非常近，表明这些菌株可能为同一

个污染源，都来源于中国丹东和朝鲜边境的鸭绿江水

域。而从新西兰进口的冻带鱼(SD-DAH1-11)、中国广

东的鳗鱼(GD-L26)中分离出来的单增李斯特氏菌，从分

型结果来看，也与上述菌株具有比较近的亲缘关系。

从中国丹东的鱿鱼、杂色蛤等 5 个样品中分离出来

的单增李斯特氏菌(编号为 DD-L20、DD-L31、DD-L52、
DD-L54、DD-L55)，与从朝鲜进口的 4 个冻章鱼样品中

分离出来的单增李斯特氏菌(编号为 DD-L29、DD-L32、
DD-L33、DD-L35)，属于同一型，亲缘关系非常近，表

明这些菌株可能为同一个污染源，都来源于中国丹东和

朝鲜边境的鸭绿江水域。而山东出入境检验检疫局提供的

从挪威进口的冻鸡肉中分离的单增李斯特氏菌(SD-L-A2-5)和
来源信息不详的菌株(SD-L-A5-5)，从分型结果来看，也

与上述菌株具有比较近的亲缘关系。

广东出入境检验检疫局从加拿大、美国、挪威、

丹麦、印度、法国进口的冻猪耳、冻鸡爪、冻鸡翅、

冻鱼、冻猪脚、带鱼、鸭翅中分离出来的单增李斯特

氏菌(编号为 GD-L12、GD-L15、GD-L16、GD-L17、GD-
L18、GD-L19、GD-L27、GD-L28)属于同一型，亲缘

关系比较近，表明这些菌株可能为同一个污染源。而

从广东冻虾仁中分离出来的单增李斯特氏菌(GD-L14)以及

广东出入境检验检疫局提供的来源信息不详的两株菌株

(GD-L5、GD-L6)，从分型结果来看也与上述菌株具有比

较近的亲缘关系。

此外，从挪威进口的三文鱼和中国广州泥猛鱼中分

离出来的单增李斯特氏菌(编号分别为 GD-L9、GD-L10)，
却与其他 35 株单增李斯特氏菌分离株都不属于同一型，

与它们的亲缘关系最远。

3 讨  论

利用质谱进行细菌鉴定的研究始于 30 多年前[14]，但

直到 1988 年 Tanaka 和 Hillenkamp 两个研究组分别提出基

质辅助激光解吸电离这种“软电离”方式，才使得质

谱技术应用于生物大分子的分析得到飞跃性进步[15]。其

具有的高灵敏度、高准确度及高分辨率等特点已使之成

为生命科学研究领域的一种强有力的分析测试手段。曾

有科学家预言，21 世纪是 MALDI-TOF-MS 的世纪[16]。

因为蛋白质在微生物体内的含量较高，所以常被用于细

菌属、种和株的鉴定。MALDI-TOF-MS 被用于分析蛋

白质及酶消化产物的研究也较多。如 Dieckmann 等[17]利

用蛋白质图谱分析，建立了沙门氏菌在种和亚种水品的

分类鉴定方法。徐昕荣等[18]利用 MALDI-TOF-MS 对生

物脱氮废水处理系统中分离得到的两株细菌进行蛋白质

质量指纹图谱分析，建立了生物脱氮细菌的快速鉴定方

法。本研究通过采集 37 株单增李斯特氏菌分离株的数据

并获得特征指纹图谱，创建了单增李斯特氏菌鉴定质谱

图数据库，可以实现对单增李斯特氏菌的准确鉴定。

本研究在建立单增李斯特氏菌数据库的同时，还通

过模式匹配计算数据库中单增李斯特氏菌主要谱图的相似

性，构建系统树进行分型，可以分析菌株之间的亲缘关

系，追溯可能的污染源。在以往的分型方法中，脉冲

场电泳(pulsed field gel electrophoresis，PFGE)分型方法

被誉为分子流行病学中的“金标准”[ 1 9 ]，其分辨率高，

可区分不同菌株间的细微差别，其不足之处是实验技术

较难掌握，且实验耗时，相应的试剂费用比较昂贵。

MALDI-TOF-MS 和PFGE 分型分别代表了同一菌株基于蛋

白质和 DNA 分型的两个方面，二者结合使用可扩大基

因型对亚种水平的分型能力，是 PFGE 方法的补充。

图 2 37 株单增李斯特氏菌 MALDI-TOF MS 聚类分型树状图

Fig.2   Clustering dendrogram of 37 Listeria monocytogenes isolates
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