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革兰阴性菌挥发性有机物的检测与分析
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　　摘　要：目的　通过分析测定常见革兰阴性菌培养产生的上层气体中的挥发性有机物（ＶＯＣｓ），达到鉴别细菌种类的目的，为

呼出气检测在肺部感染诊断中的应用提供实验依据。方法　将３０例革兰阴性菌（肺炎克雷伯菌６株、大肠埃希菌６株、铜绿假单

胞６株、鲍曼不动杆菌６株、嗜麦芽假单胞６株）分别制成混悬液后注入血培养皿中，并于恒温箱中培养２４ｈ。培养瓶上层气体通

过固相微萃取气相色谱／质谱联用技术（ＳＰＭＥ＋ＧＣ／ＭＳ）收集并检测分析。结果　肺炎克雷伯菌及大肠埃希菌共能检测出１３

种挥发性有机物，包括乙醇、１葵醇、１十二醇、顺式９十六碳单烯酸、１十六醇等物质，而铜绿假单胞、鲍曼不动杆菌、嗜麦芽假单

胞此类非发酵菌则检测不到挥发性有机物。结论　通过ＳＰＭＥ＋ＧＣ／ＭＳ检测革兰阴性菌培养产生的上层气体中的挥发性有机

物，可鉴别发酵菌与非发酵菌。
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　　肺部感染是临床常见病、多发病，在感染性疾病死因中位

居第一位。引起肺部感染的细菌种类复杂，临床上常难以做出

快速诊断，是否能针对病原菌及时正确的选择抗菌药物是直接

影响患者预后的主要因素。不同种类细菌生长时会产生不同

的代谢产物，代谢产物包含有一些挥发性有机物（ｖｏｌａｔｉｌｅｏｒ

ｇａｎｉｃｃｏｍｐｏｕｎｄｓ，ＶＯＣｓ），通过这些挥发性有机物的检测分析

可达到鉴别菌种的目的。本研究通过应用固相微萃取及气相

色谱／质 谱 联 用 技 术 （ｓｏｌｉｄｐｈａｓｅｍｉｃｒｏｅｘｔｒａｃｔｉｏｎａｎｄｇａｓ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＳＰＭＥ＋ＧＣ／ＭＳ）对临床

常见革兰阴性菌培养产生的上层气体进行检测，比较革兰阴性

菌各菌种产生的ＶＯＣＳ成分差异，达到鉴别细菌菌种的目的，

为进一步探讨ＳＰＭＥ＋ＧＣ／ＭＳ检测人呼出气ＶＯＣｓ在肺部感

染细菌诊断中的应用提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料　肺炎克雷伯菌６株［标准株２株，ＥＳＢＬ（＋）临床

分离株２株，ＥＳＢＬ（－）临床分离株２株］；大肠埃希菌６株［标

准株２株，ＥＳＢＬ（＋）临床分离株２株，ＥＳＢＬ（－）临床分离株２

株］；铜绿假单胞菌６株（标准株２株，临床分离株４株），鲍曼

不动杆菌６株（标准株２株，临床分离株４株），嗜麦芽假单胞

（标准株２株，临床分离株４株）。

１．２　主要仪器　０．４５％盐水（ＢｉｏｍｅｒｉｅｕｘＩｎｃ，批号：ｇ０８４１０３）

血培养基、血液增菌培养液（杭州天和微生物试剂有限公司）；

磁搅拌子；恒温恒湿箱（上海精宏实验设备有限公司）、比浊测

定仪（ＶＩＴＥＫＤＥＮＳＩＣＨＥＫ）；双相血培养瓶（梅里埃公司）；气

－质联用仪（美国 ＶｏｙａｇｅｒＧＣ／ＭＳ），ＳＰＭＥ 手柄；７５μｍ

ＣＡＲ／ＰＤＭＳＳＰＭＥ萃取头；毛细管柱（ＩＮＮＯＷＡＣ３０μｍ×

０．２５μｍ×０．２５μｍ）。

１．３　方法　（１）细菌的增殖培养：刮取培养基上生长的菌落，

制成１．０ＭｃＦａｒｌａｎｄ混悬液。用注射器取３ｍＬ１．０ＭｃＦａｒｌａｎｄ

混悬液注入已标记菌种的双相血培养瓶内，同时将生理盐水３

ｍＬ注入培养瓶中作为空白对照。血培养瓶放入恒温恒湿箱

中培养２４ｈ。（２）萃取细菌培养瓶上层气体及进样检测：细菌

培养液用磁力搅拌子中速搅拌，将ＳＰＭＥ纤维针头插入标本

中萃取培养瓶上层气体，在室温下萃取３０ｍｉｎ后立即进入

ＧＣ／ＭＳ进样口检测。ＧＣ／ＭＳ条件为 ＨＰ２５ＭＳ石英毛细管

柱；载气为Ｈｅ，流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ，进样口温度２５０ｅ；程序升温：
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表１　　革兰阴性菌挥发性有机物检出比较

发酵菌

肺炎克雷

伯菌标准株

肺炎克雷伯菌

临床株ＥＳＢＬ（＋）

肺炎克雷伯菌

临床株ＥＳＢＬ（－）

大肠埃希菌

标准株

大肠埃希菌

临床株ＥＳＢＬ（＋）

大肠埃希菌

标准株ＥＳＢＬ（－）

非发酵菌

鲍曼

不动杆菌

铜绿

假单胞菌

嗜麦芽

假单胞菌

乙醇 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － －

３甲基１丁醇 ＋ ＋ ＋ － － － － － －

乙酸 － － － ＋ ＋ ＋ － － －

乙酸十二烷基酯 － － － － ＋ ＋ － － －

１葵醇 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － －

１十一烷基醇 ＋ ＋ ＋ ＋ － － － － －

１十二醇 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － －

磷酸１十三烷基醇 ＋ － － － － － － － －

１十四碳烯 － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － －

顺式９十六碳单烯酸 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － －

１，６二甲基４异丙基四氢萘 － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － －

１十六醇 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － －

吲哚 － － － ＋ ＋ ＋ － － －

起始５０℃，保持２ｍｉｎ，再以８℃／ｍｉｎ升温至１８０℃，再以１０

℃／ｍｉｎ升温至２４０℃，保持５ｍｉｎ；ＧＣ／ＭＳ接口温度２８０℃；

质谱扫描范围３５～５５０ｕ；离子源：ＥＩ源；电子能量：７０ｅＶ；谱

图检索：采用 Ｗｉｌｅｙ２７１３和Ｎｉｓｔ９８谱库进行检索。

２　结　　果

肺炎克雷伯菌及大肠埃希菌共能检测出１３种 ＶＯＣｓ，两

种细菌共有的ＶＯＣｓ包括乙醇、１葵醇、１十二醇、顺式９十六

碳单烯酸、１十六醇等物质，标准株与临床株之间有一定差异

性，３甲基１丁醇只在肺炎克雷伯菌中检出，乙酸、吲哚只在大

肠埃希菌检出，铜绿假单胞、鲍曼不动杆菌、嗜麦芽假单胞类非

发酵菌则检测不到ＶＯＣｓ，见表１。

３　讨　　论

随着萃取及气相色谱／质谱技术的进步，近年来将该检测

方法应用于呼出气疾病诊断的研究报道层出不穷，研究范围涵

盖了肺癌［１５］、乳腺癌［６７］、肝癌［８］等肿瘤性疾病和哮喘、慢性阻

塞性肺病［９１０］等气道炎症性疾病，也涉及了器官移植排斥、心

绞痛、肾功能不全等疾病［１１１４］。２００７年Ｐｈｉｌｌｉｐｓ等
［１５］通过气

相色谱／质谱法检测体外培养结核菌的上层气体，分析出萘、１

甲基环己烷、庚烷等结核菌产生的特异性 ＶＯＣｓ，随后收集患

者呼出气体进行气相色谱／质谱检测，应用该特异性气体来诊

断肺结核敏感性为８２．６％，特异性为１００％。挥发性有机物检

测在其他细菌感染中的应用国内外文献尚未见报道。

本研究以临床常见革兰阴性杆菌为研究对象，收集细菌培

养的上层气体通过ＳＰＭＥ＋ＧＣ／ＭＳ技术进行检测，最终发现

肺炎克雷伯菌及大肠埃希菌的 ＶＯＣｓ中普遍存在乙醇、１葵

醇、１十二醇、顺式９十六碳单烯酸、１十六醇等物质，铜绿假

单胞、鲍曼不动杆菌、嗜麦芽假单胞类非发酵菌则检测不到

ＶＯＣｓ，因此可明确鉴别发酵菌与非发酵菌。但发酵菌之间鉴

别较难，各种发酵菌是否存在其特异性气体尚不确定，如３甲

基１丁醇只在肺炎克雷伯菌中检出，乙酸、吲哚只在大肠埃希

菌检出，这是否可认为这些ＶＯＣｓ为该细菌的特异性气体仍有

待下一步扩大细菌种类及大样本量的研究。

气相色谱／质谱检测有着高选择性、高分离效能、高灵敏

度、高速度等特点，在疾病的快速诊断方面有着很大的优势，本

实验为进一步探讨气相色谱／质谱检测人呼出气ＶＯＣｓ在肺部

感染诊断中的应用提供了良好的实验依据。
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胱、肠道、内分泌功能抑制。本研究表明，脑卒中患者急性期血

浆ＮＥ水平比对照组明显升高，提示交感神经活性增强。Ｍａｒ

ｔｈｏｌ等
［３］研究致死性脑出血或卒中患者发现：患者在脑死亡前

数小时内表现出交感神经过度兴奋，这可能导致终末器官功能

衰竭。Ｓｉｕ等
［４］报道１例急性右侧基底节区出血患者，住院期

间连续３ｄ出现呼吸急促、出汗、高血压、高热和心动过速，这

位患者被诊断为交感风暴，源于比较少见的原因：扭结的气囊

导管，其发生的根本原因是交感神经过度兴奋。

脑卒中患者血浆ＮＥ水平升高，而且脑梗死组明显高于脑

出血组，可能提示脑梗死患者交感神经活性高于脑出血患者。

在脑梗死急性期，Ｋｕｒｉｖａｍａ等
［５］研究表明急性幕上脑梗死患

者显示副交感神经调节减少，交感神经输出相应增加。升高的

去甲肾上腺素浓度与岛叶梗死、夜间血压升高、心电图延长的

ＱＴ间期有关，卒中后１年，这些患者仍表现出较高心脑血管

事件发生率［６］。急性缺血性卒中患者交感神经功能亢进和自

主神经功能失调，导致严重心律失常、心源性猝死的发生率增

加［７１０］。心血管自主神经功能在发病后不久即被损害，本研究

表明，经过１０天治疗患者 ＮＩＨＳＳ平分降低，而 ＮＥ水平并没

有明显变化。在老年卒中幸存者中，受损的自主神经功能可能

增加全因病死率和心血管疾病病死率的风险［１０］。

自主神经功能紊乱是缺血性卒中常见的并发症，临床和实

验数据表明大脑半球一侧控制自主神经活性，目前认为，岛叶

是自主神经的中枢，右侧岛叶对交感神经效应有控制优势［１１］。

右侧大脑缺血性卒中患者交感神经对心血管的调节增加，急性

卒中后的患者，在无对抗的交感神经刺激下有增加心率失常的

风险［１２］。Ｍｅｙｅｒ等
［１３］研究也表明：累及右侧大脑半球岛叶皮

质的患者，交感神经系统被过度病理性激活，患者最易出现心

脏自主神经功能紊乱。本研究表明，左侧和右侧脑卒中患者，

其血浆ＮＥ水平差异没有统计学意义，可能与样本量不足，统

计学处理未考虑累及岛叶的卒中有关。

Ｍｉｃｉｅｌｉ等
［１４］提出假说，自主神经功能障碍与脑卒中相互

联系，并证实这两者之间可能的联系，提出了完全不同的诊断

和治疗方法。Ｓｙｋｏｒａ等
［１５］建议对急性缺血性和出血性卒中患

者，改变其自主神经功能可能有重要的治疗意义。重视自主神

经功能障碍，尤其是心血管自主神经功能障碍，并根据其发病

机制进行对因和对症治疗，最大程度缓解患者临床症状。
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ｔｉｌｅｏｒｇａｎｉｃｃｏｍｐｏｕｎｄｓｉｎｔｈｅｂｒｅａｔｈｏｆｎｏｒｍａｌｈｕｍａｎｓ

［Ｊ］．ＣｈｒｏｍａｔｏｇＢＢｉｏｍｅｄＳｃｉＡｐｐｌ，１９９９，７２９（１／２）：７５

８８．

［１３］ＰｈｉｌｌｉｐｓＭ，ＣａｔａｎｅｏＲＮ，ＧｒｅｅｎｂｅｒｇＪ，ｅｔａｌ．Ｂｒｅａｔｈｍａｒｋ

ｅｒｓｏｆｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｕｎｓｔａｂｌｅａｎｇｉｎａ

［Ｊ］．ＨｅａｒｔＤｉｓ，２００３，５（２）：９５９９．

［１４］ＭｉｅｋｉｓｃｈＷ，ＫｉｓｃｈｋｅｌＳ，ＳａｗａｃｋｉＡ，ｅｔａｌ．Ｉｍｐａｃｔｏｆｓａｍ

ｐｌｉｎｇｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓｏｎｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｂｒｅａｔｈａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．

ＢｒｅａｔｈＲｅｓ，２００８，２（２）：１７．

［１５］ＰｈｉｌｌｉｐｓＭ，ＣａｔａｎｅｏＲＮ，ＣｏｎｄｏｓＲ，ｅｔａｌ．Ｖｏｌａｔｉｌｅｂｉｏｍａｒ

ｋｅｒｓｏｆｐｕｌｍｏｎａｒｙｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｉｎｔｈｅｂｒｅａｔｈ［Ｊ］．Ｔｕｂｅｒｃｕ

ｌｏｓｉｓ，２００７，８７（１）：４４５２．

（收稿日期：２０１２１１０８　修回日期：２０１３０２１２）

８２２１ 重庆医学２０１３年４月第４２卷第１１期




