
色结果表明食积大鼠的胃窦和十二指肠均无器质性

变化.这表明本研究已成功构建食积大鼠模型.
体质量和进食量结果表明,余甘露治疗明显改

善了食积大鼠体质量增加缓慢和进食量减少的症

状.胃残留率和肠推进率结果表明,实验组和阳性

对照组与模型恢复组相比均有一定的差异,且实验

组和阳性对照组的结果相当.这说明食积大鼠经余

甘露治疗后,大大地改善了食积大鼠腹胀、食满的

症状,具有促进肠胃蠕动的功效.上述结果表明,
余甘露具有较好的治疗食积大鼠的功效.

为初步探究余甘露治疗食积大鼠的作用机制,
本 研 究 检 测 了 各 组 大 鼠 血 清 中 MTL、SP、

Ghrelin、SS和 VIP的含量变化.本研究实验结果

表明,与模型恢复组相比,经余甘露治疗后的食积

大鼠血清中的 MTL、SP和 Ghrelin水平升高,其

中以 Ghrelin尤为明显,而 VIP和SS的水平降低,
尤其SS.这表明余甘露治疗食积大鼠的作用机制

可能与调节大鼠血清中 MTL、SP、Ghrelin、VIP
和SS的水平,促进胃肠动力有关.

综上,本研究根据福州民间传统方法制备了余

甘露,并构建了食积大鼠模型,初步探讨了其治疗

食积大鼠的作用机制,为后续研发余甘子相关食积

成药提供了理论依据以及临床前研究资料.
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【摘　要】　目的　探讨基质辅助激光解析电离飞行时间质谱 (matrixＧassistedlaserdesorption/ionizationtimeＧofＧflight
massspectrometry,MALDIＧTOFＧMS)技术在临床鉴定皮肤癣菌的应用价值及其可行性.方法　使用 MALDIＧTOFＧMS鉴

定１１３株皮肤癣菌,鉴定结果与传统形态学鉴定方法和多位点序列分型 (multilocussequencetyping,MLST)鉴定结果进行

比较,评价 MALDIＧTOF MS鉴定技术对皮肤癣菌的鉴定情况.结果　使用 MALDIＧTOFＧMS技术鉴定１１３株皮肤癣菌,

与传统形态学鉴定方法和 MLST结果相比,１０６株 (９３􀆰８％)正确鉴定到种水平,７株 (６􀆰２％)鉴定错误.其中红色毛癣菌

的鉴定结果正确率达到９６􀆰３％,须癣毛癣菌复合群的鉴定正确率达到９１􀆰５％.结论　目前,MALDIＧTOFＧMS技术对皮肤

癣菌鉴定准确性高,可较准确鉴定出临床常见的红色毛癣菌和须癣毛癣菌复合群.
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　　皮肤癣菌是一类丝状真菌,可侵犯人和动物的

角化组织,引起皮肤癣菌病,是最常见的浅表真菌

感染之一,影响全球约１/４的人口[１].近年来,由

皮肤癣菌引起的感染发病率增加,难以治疗的病例

数量也随之增加,这表明皮肤癣菌病仍然是一个具

有挑战性的公共卫生问题[２].在亚洲地区的大多数

国家,红色毛癣菌和须癣毛癣菌复合体是引起皮肤

癣菌病和指甲感染最重要的两种皮肤癣菌[３Ｇ４].基

质辅助激光解吸电离飞行时间质谱技术 (matrixＧ
assistedlaserdesorpＧtion/ionizationtimeＧofＧflight
massspectrometry,MALDIＧTOFＧMS)具有高效、
简便、准确、低成本的特性.目前,MALDIＧTOFＧ
MS技术在常规实验室大多数微生物的鉴定中已成

为了金标准,并在很大程度上取代了譬如生化检测

这类传统的鉴定方法.本研究选取皮肤癣菌中最常

见的两个种属进行 MALDIＧTOFＧMS技术应用评

价,探讨该技术用于临床鉴定皮肤癣菌的可行性.

１　材料与方法

１􀆰１　菌种来源

共收集皮肤癣菌１１３株.所有菌株均分离自我

院皮肤科真菌感染患者.将病人皮屑或毛发等标

本,一部分经浓度为１０％的氢氧化钾 (KOH)溶

解后镜检,另一部分接种至含有放线菌酮和氯霉素

的 沙 保 罗 培 养 基 (sabouraud dextrose agar,

SDA),放至２５℃恒温培养箱培养１~２周.菌株

均采用 MLST 测序技术准确鉴定到种水平.质控

菌株为红色毛癣菌 ATCC４４３８.

１􀆰２　仪器与试剂

基质辅助激光解吸离子源Ｇ飞行时间质谱仪

EXS３０００ (中元汇吉生物技术股份有限公司);微

生物质谱系统霉菌样本预处理试剂盒 (中元汇吉生

物技术股份有限公司).沙保罗培养基 (郑州贝瑞

特生物技术有限公司),马铃薯培养基 (郑州安图

生物股份有限公司).

１􀆰３　真菌数据库

采用中元汇吉生物技术股份有限公司真菌自建

库,自建库菌种来源为标准菌株以及各医院合作收

集的临床菌株.

１􀆰４　实验方法

１􀆰４􀆰１　传统形态学鉴定　将临床菌株从SDA 培养

基转 种 至 马 铃 薯 培 养 基 (potatodextroseagar,

PDA)２５℃恒温箱中孵育７d左右,待菌落成熟后

用透明胶带粘取菌落中心,贴在滴有乳酸酚棉兰或

钙白荧光染液的玻片上,显微镜下观察其大小分生

孢子形态,鉴定菌种.

　　注:(a)红色毛癣菌泪滴状小分生孢子 (×４００,钙白荧光染色);(b)红色毛癣菌铅笔状大分生孢子 (×４００,钙白

荧光染色);(c)须癣毛癣菌复合群螺旋状菌丝 (×４００,乳酸酚棉兰染色); (d)须癣毛癣菌复合群大分生孢子 (×

４００,乳酸酚棉兰染色).

图１　红色毛癣菌与须癣毛癣菌复合群显微镜下特征

１􀆰４􀆰２　MLST 测序鉴定 　 利用 EF１α、βＧtublin、

ITS多对基因对菌株进行 MLST分析;电泳测序后

将样品序列与 MycobankDatabase中的已知序列进

行比对,鉴定出菌种.

１􀆰４􀆰３　MALDIＧTOFＧMS技术鉴定　向霉菌提取管

中加入２００μL霉菌提取试剂Ⅰ和２００μL霉菌提取

试剂Ⅱ;将取样棉签浸入混合提取试剂中;用取样

棉签刮取SDA 平板上新鲜培养的菌体,涮入提取

液中,反复几次直至溶液浑浊;涡旋振荡混匀,无

需离心,滴加１μL 悬浊液于样本靶,干燥后滴加

１μL基质溶液覆盖样本,干燥后上机检测.分值

＞２分为结果可信.

１􀆰５　统计学分析

采用SPSS１７􀆰０统计软件进行数据分析,计数

资料以例数或百分率表示,组间比较采用χ２ 检验,
检验水准α＝０􀆰０５.
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２　结果

２􀆰１　传统形态学鉴定结果

经菌落形态以及显微镜下大小分生孢子形态特

征鉴定,共鉴定出５８例红色毛癣菌;５２例须癣毛

癣菌复合群;３例断发毛癣菌.

２􀆰２　MLST测序结果

５４例红色毛癣菌;５９ 例须癣毛癣菌复合群

(２３例须癣毛癣菌,３６例趾间毛癣菌).

２􀆰３　MALDIＧTOFMS技术鉴定结果

５３例红色毛癣菌 (５２例分值＞２分);２６例须

癣毛癣菌 (分值＞２分);２８例趾间毛癣菌 (分值

＞２分);１例断发毛癣菌 (分值＞２分);５例结果

不置信 (分值＜２分).

２􀆰４　３种方法学鉴定结果比较

以 MLST测序技术为１１３例皮肤癣菌鉴定标

准,将传统形态学鉴定结果和 MALDIＧTOFＧMS技

术鉴定结果 (质谱分值＞２分)与之相比较,得出

菌种鉴定的准确率 分 别 为:红 色 毛 癣 菌 ９４􀆰４％
(５１/５４),９６􀆰３％ (５２/５４),P＞０􀆰０５,两者鉴定准

确率差异无统计学意义;须癣毛癣菌复合群８８􀆰１％
(５２/５９),９１􀆰５％ (５４/５９),P＞０􀆰０５,两者鉴定

准确率差异无统计学意义.

３　讨论

MALDIＧTOFＧMS技术正在以极其迅猛的发展

速度成为目前临床微生物学实验室鉴定的金标准.
除了微生物的常规鉴定以外,单一菌株的分型以及

抗生素和抗真菌药物的耐药性检测也成为了人们关

注 MALDIＧTOFＧMS技术的焦点.目前,国内对于

MALDIＧTOFＧMS技术在丝状真菌的鉴定研究多集

中在曲霉和部分侵袭性真菌方面,对于皮肤癣菌鉴

定的应用研究仍然较少.

L̓OLLIVIER等[５]在一篇综述中描述了从２００８
年至２０１５年间发表的１０项研究,表明 MALDIＧ
TOFＧMS技术对皮肤癣菌的鉴定准确率从１４％到

１００％ 不 等, 呈 现 出 了 极 大 的 不 稳 定 性. 而

MALDIＧTOFＧMS设备差异、提取处理步骤不统

一,数据库质量不同等亦是鉴定结果不稳定的重要

因素[５Ｇ８].２０２２年,在 HAMAL等[９]的研究当中,
也指出了 MALDIＧTOFＧMS技术在丝状真菌,包括

对皮肤癣菌的鉴定存在一定的局限性,提出鉴定丝

状真菌的最佳方法是结合形态学特征和 MALDIＧ
TOFＧMS提取方法.

本研究显示,MALDIＧTOFＧMS技术对于红色

毛癣菌的鉴定准确率达到了９６􀆰３％,对于须癣毛癣

菌复合群的鉴定准确率达到９１􀆰５％,对于两者鉴定

总准确率为９３􀆰８％.传统形态学鉴定技术,对于红

色毛癣菌和须癣毛癣菌复合群鉴定至种水平的准确

率为９４􀆰４％与８８􀆰１％.
传统形态学方法鉴定皮肤癣菌是通过菌落培

养,由技术人员观察菌落的宏观形态和显微镜下形

态特征进行鉴别分类.在鉴定时间上,通常需要花

费２周或更长的时间.由于一些物种之间的形态学

相似性较高,技术上需要工作经验丰富的人员进行

操作, 费 时 费 力, 且 存 在 一 定 的 错 误 率. 与

MALDIＧTOFＧMS技术相比,传统形态学鉴定技术

存在耗时长,技术人员要求高,鉴定存在一定主观

性等缺点,即使是拥有几十年工作经验的技术人

员,鉴定易混淆的几种皮肤癣菌仍有一定的错误

率.在 MALDIＧTOFＧMS光谱数据库健全的情况

下,传统 形 态 学 鉴 定 技 术 准 确 率 低 于 MALDIＧ
TOFＧMS技术;在菌株分型方面,传统形态学也

无法通过形态学特征对不同亚型的菌株进行鉴定.
目 前,MALDIＧTOFＧMS 光 谱 数 据 库 没 有 类 似

NCBIGenBank此类通用开放数据库,因此,一部

分商业化 MALDIＧTOFＧMS鉴定系统的参考光谱库

对于皮肤癣菌的鉴定仍然不足以进行常规临床分

析[１０]由于部分皮肤癣菌的分型尚不十分明确.自

建库的质量对于鉴定结果准确性的影响很大.实验

室需要通过使用内部参考库来扩展制造商参考光谱

库,以涵盖种间和种内皮肤癣菌的多样性.目前,

MALDIＧTOFＧMS鉴定设备厂商均开始注重皮肤癣

菌自建库的建设,在国内各真菌学家专业团队的带

领下,皮 肤 癣 菌 数 据 库 日 益 完 善.本 研 究 使 用

MALDIＧTOFＧMS技术对临床上常见的两种皮肤癣

菌进 行 鉴 定 验 证,均 表 现 出 了 良 好 的 准 确 率.

MALDIＧTOFＧMS技术在临床皮肤癣菌快速鉴定方

面展现了良好的前景.未来关于 MALDIＧTOFＧMS
技术对于皮肤癣菌的应用将是直接从临床样品中提

取鉴定皮肤癣菌,更快更准确地为皮肤癣菌的流行

病学及耐药研究提供新的见解.
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