
上海市临床检验中心  王敬华



感染：仍然直接威胁人类生命安全的主要原因之一

2016年，在全球范围内， 5岁以下儿童死亡的三大主要原因是呼吸道感染、新生儿早产并发症以及窒息和创伤导致的新生儿脑病，总共导

致1亿8千万人死亡

GBD2016 Causes of Death Collaborators. Lancet. 2017; 39(1000): 11511-1210.

















• 耗时长

• 劳动强度大

• 工作效率低

• 难以标准化

• 依赖于个人能力和经验

• 鉴定能力有限，部分菌株难以培养

• 优点

• 培养微生物种类最广

• 可以得到细菌纯培养，特别适用于药敏试验

• 重复性好，是其他检验方法的基础，是微生物检验金标准

• 增菌可提高检验灵敏度

• 每一个程序都可以被自动化



 2-4 days

24-48 hr

24-48 hr

6-48 hr
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确定鉴定结果

质量指纹图谱 基因指纹图谱



Ø GeneXpert/FilmArray

Ø 基因芯片检测

Ø 高通量测序技术（NGS）

Ø MALDI-TOF

FilmarrayMALDI-TOF





• 对临床细菌学检验而言，药敏试验的重要性不言而喻。

• 细菌耐药机制复杂。研究一直没有终止，仍然存在一些耐药机制不明确的细菌/真菌，但一个药敏纸片
可以检测。

• 耐药基因溯源。理论上，可以很容易筛选出全部共几百种耐药基因。但，

• 耐药基因缺如。细菌耐药机制具有明显多样性和复杂性，有些耐药菌株可能不存在相应耐药基因；

• 蛋白质水平加工。有些菌株耐药基因组，在DNA水平可能并不存在异常，而是转录为RNA后,甚至可
能为翻译为蛋白质后进行修饰。

• 有耐药基因就耐药，无耐药基因就敏感？耐药基因检测=药敏试验？

• 基于PCR 技术检测未知微生物存在一定局限性

• 在获得纯培养的条件下，质谱检测技术鉴定细菌更快



技术种类 鉴定 检测耐药性 检测MIC 细菌纯培养鉴定时间

基因芯片技术 能 部分耐药基因 不能 4-5hr

多重PCR 能 部分耐药基因 不能 1-2hr

Microarray 能 部分耐药基因 不能 2-5hr

Filmarray 能 不能 不能 1.5hr

MALDI-TOF 能 不能 不能 2-3min

二代测序 能 部分耐药基因 不能 2-3天？



PART   I
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      因此一台微生物质谱

仪除了好的硬件外，其

强大软件和数据库很关

键。



培养微生物菌落

16-48h
样品制备
2min 样品测试      

数据分析
2min



Ø 优势：

ü 操作简单、快速

ü一个样品从获得单克隆开始，到样本处理、谱图采集和获得鉴定结
果可以在几分钟之内完成，操作简单、快速、通量高

ü 灵敏度高

ü使用MALDI-TOF质谱仪，可以实现高重现性的快速可靠的检测

ü 准确度好

üMALDI-TOF 获得的蛋白指纹图谱用作模式匹配，匹配分值用作鉴
定结果的分级和归类，软件对所得的图谱进行归一化分析，其精巧的
算法保证了鉴定的精确性

Ø 缺点：

ü 仍然依赖于培养技术

ü 无法提供AST











PART   II



评估标准

评估依据：

•  按照技术评估协议要求;

•  质谱仪鉴定的结果与ATCC国际标准菌株的符合性；

参考标准：

•  临床微生物质谱应用专家共识；

•  CLSI M58；



评估的实验方法

•  样本前处理：乙醇甲酸提取法

•  仪器：安图生物（国产）与进口质谱仪平行检测

• 打板方法：同一靶板（含样本）轮流在安图质谱仪和进口质谱仪上进行打板

主要考虑实验的试剂、仪器、方法、
操作等影响因素。



操作界面

国际标准菌株鉴定准确性

临床菌株鉴定准确性

鉴定重复性（精确性）

不同处理方法鉴定准确性



01
操作界面



01 操作界面

① 抽真空速度
快，进靶到打
样仅需44s

② 单个软件即可
完成样本编辑

与采集



01 操作界面

③ 手动鉴定快速方便



02
国际标准菌株鉴定准确性



02 标准菌株的鉴定准确性

国际标准菌株的溯源



02 标准菌株的鉴定准确性

◆ 阳性杆菌：23株，芽孢杆菌、棒

杆菌、诺卡菌、李斯特菌等

◆ 阳性球菌：25株，葡萄球菌、链

球菌、肠球菌等

革兰氏阳性细菌（58株46种）

◆ 阴性杆菌：55株，不动杆菌、嗜

血杆菌、沙门菌、志贺菌、变形杆

菌等

◆ 阴性球菌：5株，卡他莫拉菌、奈

瑟氏菌

革兰氏阴性细菌（60株47种）

◆ 阳性细菌：12株，梭菌、丙酸杆

菌、消化链球菌等

◆ 阴性细菌：13株，拟杆菌、韦荣

氏球菌、普雷沃菌等

厌氧菌（25株24种）

◆ 真菌：27株，念珠菌、隐球菌、

酵母和霉菌

◆ 肺结核分枝杆菌：2株，胞内分枝

杆菌、龟分枝杆菌

真菌及非结核分枝杆菌（29株16种）

ATCC国际标准菌株共计172株133种



02 国际标准菌株的鉴定准确性

细菌类型

Autof ms1000

准确鉴定 无鉴定 误鉴定

[9.5-10) [9.0-9.5) [6.0-9.0) [0-6.0) \

需氧型革兰氏阳性细菌 53 3 2
需氧型革兰氏阴性细菌 52 6 2
厌氧型革兰氏阳性细菌 9 3
厌氧型革兰氏阴性细菌 11 2

真菌 23 4
非结核分枝杆菌 1 1

总计
149

（86.6%）
18

（10.5%）
1

（0.6%）
4

（2.3%）

准确性（%） 97.10% 0 2.33%

表1.标准菌株的鉴定准确性

Autof ms1000对标准菌株的鉴定准确性更高，为
97.67%（168/172）

操作方法：乙醇甲酸蛋白提取法

可信的种水平鉴定：
86.6%

（149/172）

可信的属水平鉴定：
97.09%

（167/172）

进口质谱仪

准确鉴定 无鉴定 误鉴定

[2.3-3) [2.0-2.3) [1.7-2.0) [0-1.6) \

25 25 6 2
26 18 10 1 5
3 6 3
6 6 1
1 18 6 2

1 1
61

（35.5%）
74

（43%）
26

（15.1%）
4

（2.3%）
7

（4.1%）

93.60% 2.33% 4.07%



细菌类型 Autof ms1000 进口质谱仪

ATCC编号 中文名 拉丁文名 鉴定结果 鉴定分值 鉴定结果 鉴定分值

25608 洋葱伯克霍尔德 Burkholderia cepacia
Burkholderia 

cenocepacia
9.568 Burkholderia cenocepacia 2.361

9207 鲍氏志贺菌 Shigella boydii Escherichia coli 9.702 Escherichia coli 2.273

6249 缓症链球菌 Streptococcus mitis Streptococcus oralis 9.687 Streptococcus oralis 2.241

4525 球形赖氨酸芽孢杆菌
Lysinibacillus 

sphaericus

Lysinibacillus 

fusiformis
9.567 Lysinibacillus fusiformis 2.22

02 ATCC标准菌株的鉴定准确性

表2. 误鉴定情况表

出现的4株误鉴定中去除3株质谱仪技术难以区分菌株，

Autof ms1000对169株ATCC标准菌株的鉴定准确性为99.41%（168/169）



03
临床菌株鉴定准确性



03

类型 176株临床常见菌株详情（45种）

肠杆菌科细菌 共计99株13种，覆盖大肠埃希菌、肠杆菌、变形杆菌、克雷伯氏菌等；

非发酵细菌 共计9株5种，包括铜绿假单胞菌、鲍曼不动杆菌、嗜麦芽寡养单胞菌、粪产碱菌等；

葡萄球菌 共计35株10种，包括金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、溶血葡萄球菌等；

链球菌 共计11株5种，包括肺炎链球菌、停乳链球菌、解没食子酸链球菌、无乳链球菌等；

其他常见菌种 共计22株12种，包括棒杆菌、肠杆菌、奈瑟氏菌、念珠菌等。

临床菌株的鉴定准确性



03 临床菌株的鉴定准确性

细菌类型

Autof ms1000

准确鉴定 无鉴定 误鉴定

[9.5-10) [9.0-9.5) [6.0-9.0) [0-6.0) \

肠杆菌科细菌 99

非发酵细菌 8 1

葡萄球菌 26 9

链球菌 11

其他 18 2 2

总计
162

（92%）
12

（6.8%）
2

（1.2%）

准确性（%） 100%

表2.临床菌株的鉴定准确性

操作方法：乙醇甲酸蛋白提取法

可信的种水平鉴定：
92.05%

（162/176）

可信的属水平鉴定：
98.86%

（174/176）

进口质谱仪

准确鉴定 无鉴定 误鉴定

[2.3-3) [2.0-2.3) [1.7-2.0) [0-1.6) \

33 62 3 1

4 2 3

1 22 12

3 8

3 15 2 2
44

（25%）
109

（61.9%）
20

（11.4%）
2

（1.1%）
1

（0.6%）

98.3%
差异处：
（1）误鉴定：粘质沙雷菌，
更改方法后准确鉴定。
（2）无鉴定：非发酵棒杆
菌。



04
鉴定重复性（精确性）



鲍曼不动杆菌ATCC49139

大肠埃希菌ATCC8739

粪产碱杆菌ATCC35655

脆弱拟杆菌ATCC23745

白色念珠菌ATCC14053

流感嗜血杆菌ATCC9006

新型隐球菌ATCC13690

……

标准菌株49株

大肠埃希菌

金黄色葡萄球菌

表皮葡萄球菌

肺炎克雷伯氏菌

粪肠球菌

脑膜炎奈瑟氏菌

纹带棒杆菌

……

临床菌株16株

04 鉴定重复性（精确性）

共计65株，50种。

重复三次鉴定

操作方法：乙醇甲酸蛋白提取法



04 鉴定重复性

表3.质谱仪的鉴定重复性

• A：重复三次鉴定，得分均在9.0以上，重复性较好

• B：重复三次鉴定，有3株重复过程中出现不可信鉴定

A

B

Autof ms1000鉴定结果准确可靠，重复性较好。



05
不同前处理方法的鉴定准确性



05

菌落涂布+1µl 基质→上机鉴定

直接涂布法 01
菌落涂布+1µl 70%甲酸→ +1µl 
基质→上机鉴定

甲酸裂解法 02

适量菌落+300µl超纯水

+900µl无水乙醇 →离心后

晾干→+15µl 70%甲酸

+15µl乙腈 →离心后1µl 

点样→+1µl 基质→上机鉴

定

乙醇甲酸提取法 03

不同前处理方法的鉴定准确性

适用于黏液型菌落、非发酵细
菌、葡萄球菌、阳杆等

适用于大部分革兰阴性细菌、
及部分阳性细菌等

适用于念珠菌、隐球菌、酵母、丝状
真菌、非结核分支杆菌等

【中国临床微生物质谱应用专家共识】



05 不同前处理方法的鉴定准确性
缓慢葡萄球菌ATCC700403

Autof ms1000 进口质谱仪

9.543 1.967

43085234
5840

6939 10408
直接涂布

法

甲酸裂解
法

乙醇甲酸提取法

Autof ms1000 进口质谱仪

9.605 1.373

Autof ms1000 进口质谱仪

9.863 1.491



01 操作界面

中文界面，单个软件即可

完成编辑、采集、鉴定；

快速鉴定功能方便使用。

比对结果：

02 ATCC标准菌株鉴定

准确性  安图质谱检测微生

物的结果与172株ATCC国

际标准菌株的一致性为

97.67%。

03 临床菌株鉴定准确

性

安图质谱Autof 

ms1000对176株临床

菌株的鉴定符合性为

100%。04 鉴定重复性

安图质谱Autof 

ms1000对65株实验菌

株的鉴定结果全部可靠，

重复性较好。

05 不同前处理方法鉴定准确

性

三种样本前处理方式安图质谱

Autof ms1000鉴定准确性较

好，其中甲酸裂解法更适于临床使

用。

国产Autof ms1000鉴定结果准确、可靠，可用于临床微生物的检测。



性能验证

室内质控

室间质评

PART   
III



1.  性能验证



• 根据《上海市医疗机构临床实验室质量管理规范》的要求

• 性能验证 在微生物鉴定系统常规应用前，实验室应对检验系统进行独立验证。验证的性能指标，应

与检验结果的预期用途相关。  

• a)需要进行确认与验证的微生物鉴定系统，包括传统生化鉴定系统、质谱鉴定系统、分子生物学鉴

定系统（或其衍生方法）等。

• b)菌株按优先顺序，依次选择标准菌株、质控菌株或其它已知菌株，试验应覆盖实验室使用的全部

卡片种类和/或方法。 

• c)菌株种类选择范围应参照厂商说明书，覆盖革兰阳性和革兰阴性非苛养菌、苛养菌、厌氧菌、念

珠菌、隐球菌等，每种类型应至少1株，总体不少于20株。

• d)一般要求鉴定至种水平,特殊微生物（如棒状杆菌、厌氧菌，芽孢杆菌）可鉴定到属。 

• e)标准/质控菌株符合率应为100%，临床菌株的符合率应在90％以上。

• 安全评估 内容包括实验环境（空间、温湿度）、设施（电源、水电）、试剂（毒性、易燃、挥发、

危化品储存条件）等 。



性能验证时机：新进设备启用前（发报告）

性能验证频次：一次

性能验证方法：制定计划，按要求实施

性能验证结果：出具验证结果报告

MALDI-TOF MS 



一、目的

        对新进的MALDI-TOF质谱仪进行性能验证，评价其用于常规微生物细菌

快速鉴定是否有效。

二、菌株的来源

1. 参考菌株：实验室保存的ATCC标准菌株，卫生部发放的EQA质控菌株及CAP的

质控菌株。

2. 临床菌株：来自医院的临床菌株。

3. 种类包括：需氧菌、厌氧菌、酵母菌。

4.  种属要求：使用的菌株尽可能涵盖多属。

MALDI-TOF MS 



三、性能验证试验方法

1.参考菌株：取出冷冻库存菌株，进行2次以上的培养传代

后，将18-24小时新鲜生长的单一菌落用BRUKER MALDI-TOF

质谱仪进行鉴定，其鉴定结果与已知菌名进行比较。

2.临床菌株：临床标本由三级医院提供，质谱仪和现有的

VITER同时对临床菌株进行鉴定，两者的结果进行比较。鉴

定结果两者有差异的，以现有的鉴定系统结果为准。若菌落

形态有明显差异，可用其它鉴定方法进行再确认。



四、细菌鉴定能力判断标准

1. 参考菌株：BRUKER MALDI-TOF质谱仪与已知结果比较，其

准确性需达到100%。

2. 临床菌株：BRUKER MALDI-TOF质谱仪与现有鉴定系统结果

比较，其准确性需达到90%以上。



性能验证报告



2.   室内质控



质控计划（质控是一个系统性基础工作）

          规定质控计划的实施内容、方式、责任人

          制定质量控制结果评价依据

          尽可能覆盖实验室的所有检测项目和所有检测人员

          覆盖整个检验过程 染色、试剂、细菌鉴定系统和药敏试验系统

          规定质控频次

               定量检测项目6次/年，定性检测项目4次/年等

          质量控制方式  人员比对、设备比对和方法比对

           质控物选取   均匀性和稳定性符合要求，与诊断相配套

MALDI-TOF MS 



设备使用  设备授权使用

设备操作  设备使用和维护的最新版说明书

设备标识   每一设备及其软件，如可能，均应加以唯一性标识

设备档案

         a)  设备及其软件的识别

          b)  制造商名称、型式标识、系列号或其他唯一性标识

          c)  对设备是否符合规范的核查

          d)  当前的位置（如果适用）

          e)  制造商的说明书（如果有），或指明其存放地点

          f)   所有校准报告和证书的日期、结果及复印件，设备调整、验收准则和下次校准

的预定日期

          g)  设备维护计划，以及已进行的维护（适当时）

         h)  设备的任何损坏、故障、改装或修理

做好设备日常管理



设备停用  

          范围：曾经过载、处置不当、给出可疑结果、已显示出缺陷、超出规定限度、性能退化

          处置：设备隔离，撤离实验室或加贴标签、标记 “停用”

          核查：对先前检测和/或校准的影响，并执行“不符合工作控制”程序

校准状态  基本状态：运行、维修、停用

                 校准状态：上次校准日期、再校准/失效日期

校准报告 签字确认

                固定校准状态

                修正因子：及时更新和正确使用

预防性维护计划  生物安全柜、CO2 培养箱、自动化鉴定仪、血培养仪、压力灭菌器、超净工作台、

显微镜和离心机

性能验证   设备修复、校准后，设备从外部返回 

仪器设备日常管理



制定质谱仪校准计划

制定临床微生物实验室仪器设备校准计划清单



仪器设备日常管理



试剂耗材管理



应制定人员比对的程序

           至少每6个月1次（至少5份样品）

           规定比对的方法（室间质评、留样再测）

           规定判断标准（合格检验次数≥80%）

            记录比对结果

规定比对内容：

           显微镜检查

           培养结果判读

           抑菌圈测量

           检验结果报告

人员比对



涂片镜检能力比对



细菌鉴定与药敏试验



不定期检验质量监督



不符合项整改的意义：持续改进

不符合项整改典型案例：

 仪器法药敏试验室内质控：结果不在质控范围

处理办法：重做质控

处理结果：在控

原因分析：菌液浓度过高/过低（浊度仪问题？

人员问题？），重做在控，偶然误差

影响MIC法药敏试验结果的因素有多少？

不正确的不符合项处理方法：

           过分看重发现问题：处罚

结果：大事化小，小事化了

            “不存在”不符合项！



• 实验室应使用与质谱鉴定系统响应、尽可能接近临床待测菌株的质控物

• 按优先顺序，依次为标准菌株、质控菌株或其它已知菌株

• 应覆盖质谱鉴定系统所涉及的全部菌株种类，包括革兰阳性和革兰阴性非苛养

菌、苛养菌、厌氧菌、念珠菌、隐球菌等五种

• 每种类型应至少1株，总体不少于5株。

• 用质谱技术鉴定丝状真菌的实验室，质控菌株还应包括丝状真菌。

• 每个工作日至少使用BTS标准液在靶板点样1次； 

• 每月至少使用质控菌株做质控1次。

• 实验室应保留每次质控菌株的鉴定图谱和原始记录。

MALDI-TOF



适应情况     实验室用两套及以上检测系统（仪器/试剂）检测同一项目时

比对频率   定性检验项目，每年至少做一次比对实验

                   定量检测项目，每6个月至少做一批样品比对实验

a)  细菌鉴定

                   至少5份样本

                   覆盖革兰阳性/阴性非苛养菌、苛养菌、念珠菌、隐球菌、厌氧菌

                   标准菌株符合率应为100%

                   临床菌株符合率应在90％以上

b)  定性项目

                   至少5份样本（包含高、中、低浓度和阴性）

                   检测结果应80％符合



3.   室间质评



1）参加与检验项目相应的能力验证/室间质评

 2）提供参加能力验证/室间质评的结果和证书

3）实验室负责人应监控室间质评活动的结果，并在结果报告上签字

 4） 发现失控应立即查找原因，采取纠正措施并记录

 6） 无能力验证/室间质评项目，可以选择实验室间进行比对实验

上海市医疗机构临床实验室室间质评基本要求



了解室间质评最新动态室间质评



室间质评最新动态







1）应制定实验室间比对计划

     选择符合规定的比对实验室（同级别或更高级别实验室）

                  明确实验室地址、联系人、联系方式

     规定实验室间比对的关键要素

                   项目内容、时间（上、下半年各1次）、频次（每年2次）、样本来源   （溯源

性）、均一性和稳定性、数量（每次至少5份样品/项目）、样本信息（每次单盲测试）、规定样本

提供者（双方分别负责上下半年的样本）

     规定实验室间比对的样本转运方法 （符合生物安全要求：微生物种类）

2）应制定实验室间比对程序

           操作步骤（SOP）、规定检测方法、 规定检测完成时间

           规定判断标准（合格检验次数≥80%）

           规定比对结果反馈时间

实验室室间比对基本要求

室间比对 VS 室间质评：难度更大

室间比对



王敬华     13601835145欢迎参观指导合作交流！



谢谢大家！


