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VITEK-MS质谱仪直接检测 BacT/ALERT 3D仪
阳性血培养瓶微生物的实验研究鄢

李聪，丁守甫，黄颖，王中新，沈继录，徐元宏
（安徽医科大学第一附属医院 检验科，安徽 合肥 230022）

摘要：目的 评估基质辅助激光解析电离飞行时间质谱（VITEK-MS）仪直接检测 BacT/ALERT 3D仪阳性

培养瓶微生物方法的可行性与准确性。方法 选取 2016年 9月 -2016年 11月安徽医科大学第一附属医院微

生物室 BacT/ALERT 3D全自动培养仪当天报告阳性的血培养瓶，差速离心法处理后直接用 VITEK-MS进行

检测，并与常规鉴定法进行比较。结果 150例阳性培养瓶中，除 13例培养瓶中无细菌生长外，VITEK-MS直

接鉴定法正确检测出 97例（70.8%）菌株，错误检测出 10例（7.3%）菌株，30例（21.9%）鉴定无结果。其中，革兰阴

性杆菌正确鉴定出 61例（88.4%）菌株，鉴定无结果 8例（11.6%）；革兰阳性球菌正确鉴定出 36例（52.9%）菌株，

鉴定错误 10例（14.7%），鉴定无结果 22例（32.4%）。结论 利用 VITEK-MS直接鉴定阳性血培养瓶的方法准

确性高、特异性强，革兰阴性杆菌鉴定准确率远高于革兰阳性球菌，且鉴定时间短（只需 2 h）。该方法可以作为快

速诊断阳性血培养瓶的新方法。
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VITEK-MS direct identification of bacteria from positive
BacT/ALERT 3D blood culture bottles鄢

Cong Li, Shou-fu Ding, Ying Huang, Zhong-xin Wang, Ji-lu Shen, Yuan-hong Xu
(Clinical Laboratory, the First A ffiliated Hospital of Anhui Medical University,

Hefei, Anhui 230022, China)

Abstract: Objective To evaluate the performance of matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
flight mass spectrometry system (VITEK-MS) for direct detection of bacteria in the positive bottles by BacT/
ALERT 3D blood culture system and its identification rate. Methods All positive blood culture botlles
reported by BacT/ALERT 3D blood culture system that had been obtained from the patients in the First
Affiliated Hospital of Anhui Medical University from September to November 2016 were selected. The bacteria
were directly detected by VITEK -MS after differential centrifugation, and compared with the results by
traditional biochemical identification. Results Among 150 positive blood culture bottles, there was no bacteria
growth in 13 bottles; in the rest 137 bottles, VITEK-MS correctly identified 97 (70.8%), wrongly detected 10
(7.3% ), and could not identify 30 (21.9% ). For Gram -negative bacilli, the correct identification rate was
88.4% (61 cases) and 8 cases (11.6%) were not identified. In Gram-positive cocci, the correct and wrong
identification rate were 52.9% (36 cases) and 14.7% (10 cases), and 22 cases (32.4% ) could not be
identified. Conclusions The method of using VITEK -MS to identify the positive blood culture bottles is
accurate and specific. The accurate identification rate of Gram-negative bacilli is much higher than that of
Gram-positive cocci. The time for identification is reduced to 2 h. Thus, this method can provide rapid and
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血流感染在临床有很高的发病率和病死率，快

速诊断出致病菌并进行对应的抗生素治疗至关重

要，不仅可以减少血流感染的死亡率，而且可以降低

患者的费用[1]。基质辅助激光解析电离飞行时间质谱

（matrix-assisted laser desorption ionization-time of

flight mass spectrometry system，VITEK-MS）的原理

是采用激光照射微生物与基质形成的结晶，使其发

生电离形成特异的质量图谱，然后与数据库中的图谱

进行比较，鉴定出微生物的种属[2]。VITEK-MS对纯

菌落菌种快速鉴定具有很高的稳定性和准确性，鉴

定时间从常规生化鉴定的 48～72 h缩短为 24 h，对

常见细菌和酵母菌种属的鉴定率能达 85%～99%，

已常规应用于临床微生物室[3]。目前，国内外学者均

有尝试用 VITEK-MS直接法检测阳性血培养瓶中的

微生物，如细胞裂解法和分离胶促凝管辅助法等[4-5]。

本实验将采用 VITEK-MS直接法鉴定阳性培养瓶

中的微生物，同时进行常规培养程序，培养的单个

菌落用 VITEK 2 Compact 全自动细菌鉴定仪系统

（以下简称 VITEK-2 Compact）进行检测，并以其结

果为标准。将差速离心法结果与常规法比较，确定该

方法的可行性与准确率。

1 材料与方法

1.1 细菌来源

选取 2016年 9月 1日 -2016年 11月 30日安

徽医科大学第一附属医院微生物室 BacT/ALERT

3D全自动培养仪报告阳性的需氧血培养瓶（同一患

者只选取 1瓶阳性瓶纳入研究），并于当天完成处理

后进行直接鉴定，共收集 150例报告阳性的需氧血培

养瓶。

1.2 仪器和试剂

无水乙醇、甲酸及乙腈购于合肥飒英斯生物科技

有限公司（所用 70%甲酸均使用当天配制），VITEK-

MS质谱仪及配套的靶板、α-氰基 -4-羟基肉桂酸

（a-Cyano-4-hydroxy-cinnamic acid，CHCA）基质液、

BacT/ALERT 3D仪、VITEK-2 Compact仪，以及相应

配套的革兰阴性杆菌鉴定卡（gram-negative，GN）购于

法国生物梅里埃有限公司，质控菌株为 ATCC8739菌

株（北京中原公司）。

1.3 VITEK-MS直接法

抽取阳性血培养瓶中 2.0 ml样本，700 r/min离

心 10 min，上清液吸入新的离心管中，6 000 r/min离

心 15 min，弃去上清液。沉淀物加 1 ml去离子水，

6 000 r/min离心 15 min，弃去上清液。再加 300μl去

离子水和 900 ul无水乙醇，涡旋至均匀，13 000 r/min

离心 2 min，弃去上清液，沉淀干燥。加入 25 μl

70%甲酸和 25 μl乙腈，涡旋至均匀，13 000 r/min

离心 1 min。取 1μl上清液液涂于 VITEK-MS的靶

板上，待完全干燥后加 1μl CHCA完全覆盖点种的

菌膜，待完全干燥后用 VITEK-MS进行检测[6-7]。

1.4 常规鉴定方法

收集当天报告阳性的需氧血培养瓶，取 1或 2滴

分别接种于血平板和巧克力平板上，在 37℃、5%二

氧化碳 CO2培养 18～24 h后，挑取纯菌落，调取 0.5

麦氏浊度插入 GN卡，放入 VITEK-2 Compact进行

鉴定，以其结果为标准结果。

1.5 统计学方法

数据分析采用 SPSS 20.0统计软件，将常规细菌

鉴定方法所得出的结果作为标准，差速离心提取法

所测的结果与其比较，根据 VITEK-MS检测结果，

将置信度 >85%的数据作为其鉴定结果，其余均视

为鉴定无结果，如鉴定无结果、频谱采集错误、波峰

不足、鉴定出≥2种菌种且置信度低[7]。

2 结果

2.1 革兰菌检测结果

150例阳性血培养瓶，用 VITEK-2 Compact常规

法鉴定出 69例革兰阴性杆菌，68 例革兰阳性球菌

（13 例无细菌生长）。VITEK-MS 直接法正确鉴定

97例（70.8%），错误鉴定 10 例（7.3%），鉴定无结果

30例（21.9%）。见附表。

2.2 肠杆菌科细菌检测结果

56株肠杆菌科中，经 VITEK-MS 直接法检测

后，有 48 株（85.7%）与 VITEK-2 Compact 检测相

同，7株（12.5%）鉴定无结果。见附表。

2.3 非发酵革兰阴性杆菌检测结果

11株非发酵菌中，经 VITEK-MS 直接法检测

后，有 10 株（90.1%）与 VITEK-2 Compact 检测相

reliable identification of microorganisms in blood culture bottles.
Keywords: matrix -assisted laser desorption/ionization time -of -flight mass spectrometry; blood culture;

direct identification
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附表 150例阳性培养瓶 VITEK-MS直接检测与 VITEK-2 Compact检测结果比较

菌名
VITEK-MS直接法株（%）

正确鉴定 错误鉴定 鉴定无结果

革兰阴性杆菌 69 61（88.4） 0（0.0） 8（11.6）

肠杆菌科 56 48（85.7） 0（0.0） 7（12.5）

大肠埃希菌 23 21（91.3） 0（0.0） 2（8.7）

阴沟肠杆菌 13 10（76.9） 0（0.0） 3（23.1）

沙门杆菌 2 2（100.0） 0（0.0） 0（0.0）

肺炎克雷伯菌 13 12（92.3） 0（0.0） 1（7.7）

产酸克雷伯菌 1 0（0.0） 0（0.0） 1（100.0）

生癌肠杆菌 1 1（100.0） 0（0.0） 0（0.0）

产气肠杆菌 2 2（100.0） 0（0.0） 0（0.0）

非发酵菌 11 10（90.1） 0（0.0） 1（9.1）

鲍曼不动杆菌 7 7（100.0） 0（0.0） 0（0.0）

铜绿假单胞菌 3 3（100.0） 0（0.0） 0（0.0）

嗜麦芽气单胞菌 1 0（0.0） 0（0.0） 1（100.0）

其他革兰阴性杆菌 3 3（100.0） 0（0.0） 0（0.0）

嗜水 /豚鼠气单胞菌 2 2（100.0） 0（0.0） 0（0.0）

副溶血嗜血杆菌 1 1（100.0） 0（0.0） 0（0.0）

革兰阳性球菌 68 36（52.9） 10（14.7） 22（32.5）

葡萄球菌属 57 31（54.4） 7（22.6） 19（33.3）

金黄色葡萄球菌 13 9（69.2） 0（0.0） 4（30.8）

表皮葡萄球菌 13 7（53.8） 3（23.1） 3（23.1）

腐生葡萄球菌 2 2（100.0） 0（0.0） 0（0.0）

人型葡萄球菌

头状葡萄球菌

14

4

8（57.1）

2（50.0）

3（21.4）

0（0.0）

3（21.4）

2（50.0）

VITEK-2 Compact/株

同，1株（9.1%）鉴定无结果。其中鲍曼不动杆菌与铜

绿假单胞菌鉴定准确率均达 100%。见附表。

2.4 其他革兰阴性杆菌检测结果

经 VITEK-MS直接法鉴定出 2株（100%）嗜水 /

豚鼠气单胞菌，1株（100%）副溶血嗜血杆菌，其与

VITEK-2 Compact鉴定结果一致。见附表。

2.5 革兰阳性球菌检测结果

68株革兰阳性球菌经 VITEK-MS 直接法检测

后，正确鉴定 36株（52.9%），错误鉴定 10株（14.7%），

鉴定无结果 22株（32.5%）。用 VITEK-2 Compact鉴

定主要分为葡萄球菌属、链球菌属、肠球菌属，其

经 VITEK-MS 直接法鉴定正确的分别为 31 株

（54.4%）、2株（40.0%）和 2 株（50.0%）；错误鉴定分

别为 7株（22.6%）、3株（60.0%）和 0株（0.00%）；鉴

定无结果分别为 19 株（33.3%）、0 株（0.00）和 2株

（50.0%）。对于 2株藤黄微球菌，1株鉴定正确，1株

鉴定无结果。见附表。

2.6 鉴定错误的结果

与常规方法比较，VITEK-MS直接法共有 10株

菌株鉴定错误，且全为革兰阳性球菌。其中，葡萄球

菌属鉴定错误 7株，3株表皮葡萄球菌分别错误鉴

定为金黄色葡萄球菌、人型葡萄球菌及溶血葡萄球

菌；3株人型葡萄球菌分别错误鉴定为 2株表皮葡

萄球菌和 1株溶血葡萄球菌；1株耳葡萄球菌错误

鉴定为人型葡萄球菌。链球菌属错误鉴定 3株，将唾

液链球菌、格氏链球菌及草绿色链球菌分别错误鉴

定为前庭链球菌、毗邻颗粒链球菌及溶血葡萄球菌。

2.7 VITEK-MS直接鉴定法的方法学特点

本实验以 VITEK-2 Compact 常规鉴定法结果

为标准结果，将 VITEK-MS直接鉴定法结果与其比

较。VITEK-MS直接法鉴定阳性 97例，且全部常规

鉴定结果阳性；VITEK-MS直接法鉴定阴性 53例，

其中常规鉴定结果阳性 40例。该实验方法的准确性

为 73.3%（110/150），敏感性为 70.8%（97/137），特异
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性为 100.0%（13/13）。其准确性、敏感性及特异性的

95%CI分别为（66.3，80.4）、（63.2，78.4）和（100.0，100.0）。

3 讨论

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱系统是近

年才发展起来的新型软电离技术，采用该技术的

VITEK-MS因其高通量的微生物鉴定系统和强大、

可靠的数据库，已成为一种快速、准确、操作简单的

鉴定微生物的新方法[8]。本院目前对报告阳性血培

养瓶中微生物的鉴定方法为取阳性培养瓶中标本接

种于血平板和巧克力平板中，置于 35℃、CO2培养箱

需氧或厌氧培养 24～48 h，取培养出的单个菌落经

过 VITEK-MS鉴定得出结果。VITEK-MS不仅可以

鉴定单个纯菌落，而且可以鉴定细菌的蛋白提取物。

本实验采用差速离心法来提取细菌蛋白，因培养瓶

中的血细胞、蛋白、活性炭等均会影响鉴定结果，所

以笔者采用低速离心去除细胞和大颗粒，高速离心

获取细菌沉淀物，经过洗涤和离心后进行蛋白提取

（常用甲酸和乙腈）。

本实验收集的培养瓶均在 2 h 内完成检验，保

证细菌的活性，真菌和≥2种细菌的感染均不在研

究范围内。VITEK-MS直接法正确鉴定率为 70.8%

（97/137），其中革兰阴性杆菌的正确鉴定率为88.4%

（61/69），革兰阳性球菌的正确鉴定率为 52.9%（36/

68），表明该方法革兰阴性杆菌的鉴定结果优于革兰

阳性球菌，与国外研究基本相符[9]。本方法的准确性

为 73.3%（110/150），敏感性为 70.8%（97/137），特异

性为 100.0%（13/13）。对于 13例用传统方法培养无

细菌生长且 VITEK-MS 直接法也未检测出的原因

可能是：①血培养瓶为假阳性，所以 2种方法均未测

出；②培养瓶中为一些苛养菌、厌氧菌、结核杆菌、真

菌等一些难培养的微生物，常规方法培养时间短，未

生长出菌落；③VITEK-MS直接法鉴定无结果，可能

是数据库中缺少谱图；④对真菌及一些少见菌和难

培养菌用菌蛋白检测鉴定率低；⑤培养瓶中菌浓度

低等原因[10-11]。

针对用常规方法检测出菌种，而本实验的 21.9%

（30/137）鉴定无结果和 7.3%（10/137）鉴定错误可能

是因为培养瓶中碳粒的存在[12]。预处理提取细菌蛋

白的不同，导致仍有细胞碎片的存在，干扰图谱过

多，影响分析[13]；也可能洗涤过程中的蛋白质丢失或

蛋白提取不足等原因的存在，导致分析图谱收集的

不足。而实验中革兰阳性球菌鉴定正确率较低的具

体原因还不确切，可能是由于以下几个方面 [14-15]：

①革兰阳性球菌的细胞壁较厚，抗溶菌作用强，导致

提取的蛋白量过少；②革兰阳性球菌的蛋白结构相

似，形成的蛋白图谱相似，导致 VITEK-MS 难以鉴

别；③污染菌的存在，VITEK-MS是分析细菌大量的

核糖蛋白来进行鉴定的，最适宜的检测是细菌处于

生长对数期，大量活菌存在并大量表达核糖蛋白，当

续附表

菌名
VITEK-MS直接法株（%）

正确鉴定 错误鉴定 鉴定无结果

溶血葡萄球菌 8 3（37.5） 0（0.0） 5（62.5）

木糖葡萄球菌 2 0（0.0） 0（0.0） 2（100.0）

耳葡萄球菌 1 0（0.0） 1（100.0） 0（0.0）

链球菌属 5 2（40.0） 3（60.0） 0（0.0）

肺炎链球菌 2 2（100.0） 0（0.0） 0（0.0）

唾液链球菌 1 0（0.0） 1（100.0） 0（0.0）

格氏链球菌 1 0（0.0） 1（100.0） 0（0.0）

草绿色链球菌 1 0（0.0） 1（100.0） 0（0.0）

肠球菌 4 2（50.0） 0（0.0） 2（50.0）

屎肠球菌 3 1（33.3） 0（0.0） 2（66.7）

粪肠球菌 1 1（100.0） 0（0.0） 0（0.0）

其他革兰阳性球菌 2 1（50.0） 0（0.0） 1（50.0）

藤黄微球菌 2 1（50.0） 0（0.0） 1（50.0）

合计 137 97（70.8） 10（7.3） 30（21.9）

VITEK-2 Compact/株

注：13例无细菌生长，VITEK-MS直接法鉴定也无结果
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是污染菌造成的培养瓶报告阳性时，通常其生长缓

慢，需要长时间的孵育时间，这将导致 VITEK-MS的

错误鉴定或检测不出，如常见污染菌表皮葡萄球

菌。无论是何种原因造成的革兰阳性球菌检测率低

下，笔者对革兰阳性球菌的检测都要重视并探索解

决方法。

本实验方法的优点是较常规方法检测迅速（只

需2 h）、操作简单、不需要特殊设备、价格低廉、准确

性高等。总之，该方法实用性强，可以临床推广使用，

但仍然不能完全替代传统的鉴定方法。未来应该进

一步探索其实验室的操作标准及对革兰阳性球菌的

鉴定和用 VITEK-MS进行耐药性的分析，帮助临床

更快、更准确地得到结果。
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