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背景： 

分子生物学技术在近几年的迅速发展和普及，使得微生物学鉴定得以摆脱传统生化鉴

定方法的局限，跨入新的历史进程。较上世纪已经出现的生化鉴定法，基于分子生物学技

术的微生物鉴定系统的优越性主要表现为：可鉴定的种属范围均大大扩展；可靠性和灵敏

度显著提升；整体检测时间降低。ThermoFisher 公司的MicroSEQ®自动微生物基因分型鉴

定系统分型系统是目前技术最为成熟、应用最为广泛的基因分析鉴定系统，现已广泛应用

在药品、食品及工业微生物的鉴定分析上，以下内容将对这一系统做更为全面的介绍。 

2015 版药典中指出，测序是微生物鉴定的最终解释方法 

 

 

1. 在药品微生物鉴定领域的应用 

2008 年度全球排名前 25 位的制药集团中，有 22 家集团已经将 ThermoFisher 公司的

MicmSEQ®自动微生物基因分析鉴定系统用于其日常微生物检测中。 

美国FDA在对生产无菌制剂和生物药品的指导性纲要《工业指南用无菌工艺生产的无菌产

品一现行GMP》中更是明确提出“快速遗传类型测定方法被建议用于鉴别目的，因为这种

方法已经证明比生物化学方法和表型技术更精确和准确。”除美国之外，澳大利亚、日本

及欧盟的药典中也已明确推荐使用基因分析的方法用于微生物的鉴定。 

 

2. 微生物鉴定基本原理: 



 

16S rRNA基因是伯杰氏手册(Bergey’Manual)细菌菌种分类的客观基础，也是DNA测序鉴

定分型的基础。MicroSEQ®微生物鉴定系统是专门为微生物测序分型所设计，结合最新的

DNA测序技术、强大的分析软件，通过对细菌共有的16S rRNA基因进行自动化测序得到细

菌鉴定结果；而对于真菌鉴定则通过对真菌26S rRNA基因上的D2基因片段进行测序。 

 

3. 检测平台： 
 
 

 

 

 

 

 

 

      Applied Biosystems™基因分析仪以可靠性和值得信赖的结果为立足点。作为 Applied 

Biosystems™毛细管电泳(CE)基因分析仪产品系列的最新成员，SeqStudio 基因分析仪同样基

于这一理念，但同时又追求易用、易维护，易于存取和便于分享数据。其先进特性在于将

Sanger 测序和片段分析的可靠性，与远程监控 和云应用便利性结合在一起。 

        多功能卡夹在最大程度上提升了平台的高效和便利。SeqStudio 基因分析仪采用一种含

有毛细管阵列、POP 胶以及阳极缓冲液的多功能卡夹。该卡夹可插拔，并可在仪器上存放

达四个月之久。每个卡夹上均含有 SeqStudio 系统所独有的新型聚合物，无需重新配置即

可进 行 Sanger 测序和片段分析。配备 4 道毛细管可以处理来自 标准 96 孔板或 8 联管的

样品。卡夹和阴极缓冲液容器均带有射频识别(RFID)标签，可跟踪二者各自在仪器上加样

(卡夹)和存放的时长(阴极缓冲液)。这一特性使科研人员可以利用同一台仪器，根据需要管

理并使用自己的卡夹，进一步提高灵活性。最后，SeqStudio 基因分析仪的维护工作也得

到简化。仪器校准工作通过成像和算法工具的先进功能 自动化完成。 

         SeqStudio 仪器采用紧凑的外观设计，同时配有机载计算机和一体触摸屏，可以快

速、直观、灵活的进行运行设置。运行软件经过专门配置，可在运行不中断的情况下， 在

同一块板上设置测序和片段分析反应并在仪器上运行。例如，在同一次 CE 运行中，可将

基于测序的位点突变筛选检测与基于片段分析的 CNV 检测结合在一起。同时仪器具备无线



 

连接功能。可以通过联机触摸屏，远程计算机和移动设备 APP 操作仪器。只要能上网，就

能随时随地地访问运行设置、 反应板图、运行条件和分析设置。加样条件、重新加样和 

重新调整加样次序可在运行期间调整，从而最大限度提高从每块板采集优质数据的能力。

采集数据后，基于网页浏览器的应用程序组合包(Sanger Quality Check、Sanger Variant 

Analysis 和 Next‐Generation Confirmation (NGC) )可轻松、方便地分析数据。 

 

4. 产品性能： 

 强大的细菌和真菌鉴定功能： 

 现有的配套数据库已建立2100种细菌和1114种真菌的的序列信息，其中已经包含非发

酵性革兰阴性菌、杆状菌、棒状杆菌、分枝杆菌、葡萄球菌、放线菌等。所有录入的

序列都经过验证以确保正确的鉴定结果。在现有数据库中，已经包括了制药生产环境

和药品成品中已知的绝大部分细菌和真菌。 

 用户还可以将检测获得的数据与NCBI公共数据平台上的已知数据分析比对。 

 与此同时，用户也可以将自己独有的菌种序列加入MicroSEQ®数据库或者加入其他新的

序列，从而建立自己个性化的菌株序列文库。 

 此外，因为该鉴定方法是基于核酸序列的分析，不同的微生物具有不同的核酸序列，

所以随着越来越多微生物物种的核酸序列被破解，鉴定范围可以无限延伸。 

 

 鉴定成功率大大提高： 

    传统的生化鉴定系统，鉴定成功的很重要前提之一是要确保微生物处于良好的生长状

态，因为只有生长状况良好的微生物才能表现出典型的生化特征。因此，传统生化法往往

需要很长的时间用于目的细菌的分离、修复，且生化法对难培养的细菌常常束手无策。但

是，ThermoFisher 公司的微生物鉴定系统是基于 16s rRNA 核酸序列的分析，对于每种细

菌而言，其高度保守的 16s rRNA 核酸序列不受生长条件和外在环境的制约，即使是难培

养的细菌，也能保证获得良好的鉴定结果。统计数据显示，使用 ThermoFisher 公司的

MicroSEQ®微生物鉴定系统，鉴定失败率可以从传统生化鉴定方法的 20% 以上下降到 2% 

以下。 

 

 快速获得结果： 

 得到细菌/真菌的单菌落后，可在 5 小时内完成鉴定，这是传统的检测方法往往需要数

日甚至更长时间才能完成的工作。 



 

 此外，因为对微生物生长状态没有要求，在细菌培养时间上也比传统生化方法大大缩

短。 

 

 良好的操作性： 

 不需要任何菌种分类的知识，不需要进行革兰染色和生化检测就能够得到准确、高重

复性的实验结果。 

 操作简便，单菌落的挑取、DNA 提取、PCR 扩增、测序反应、软件分析几个简单的步骤

即可获得微生物鉴定结果。 

 

 功能强大的应用软件： 

拥有微生物DNA测序和比对软件。MicroSEQ®ID软件自动将测序结果与MicroSEQ®微生物数据

库中经过验证的序列进行比较，得到一个比较序列分析结果最接近的菌株清单。 

检测结果根据样本的遗传距离排列，在显示屏上以种系发生树方式显示, 非常方便了解物

种间的亲缘关系。（参见下图） 

 

 

ThermoFisher 微生物基因分型鉴定系统与 Vitek 2的对比分析 

 

对比项目  MicroSEQ微生物基因分型鉴定系统 bioMerieux Vitek 2 微生物鉴定系统 

技术平台 自动基因序列分析 约15种生化、代谢反应的汇总 

鉴定范围 细菌：包括2100种各种类型的细菌 

真菌：包括1114种真菌；霉菌、酵母菌均可

鉴定 

延展性：随着数据库的补充，鉴定范围还在

不断扩展 

细菌：约600种，无法鉴定放线菌 

真菌：可以鉴定约50种酵母菌，无法鉴定霉

菌 

延展性：生化鉴定方法已经发展到平台期，

鉴定范围基本没有继续扩充的空间 

对样品的要求 对菌的生长状态没有要求，即使是难培养的 菌生长状态必须良好，菌长势不好或难培养



 

菌也能获得结果 的菌会对检测结果造成影响 

结果成功率及

准确度 

1.对制药行业常见的18个ATCC标准菌种鉴定

的准确性达到100% （参考文献：Alexander, R, et 
al., New Technologies Forum 6: Rapid Methods in 
Microbiology Report. European Pharmaceutical Review, 2, 
43-49, 2003.） 
2.只要能得到微生物DNA，就能得到结果 

3.即使极少数样品序列在现有数据库中无法

找到匹配结果，会提示No ID，不会出现

Wrong ID 

4.杂菌混合样会在显示屏上明显辨出 

1.30%-70% （参考文献：Alexander, R, et al., New 
Technologies Forum 6: Rapid Methods in Microbiology 
Report. European Pharmaceutical Review, 2, 43-49, 2003.） 
 

 

2.只能鉴定活的微生物 

3.可能出现错误检测结果的情况，即可能将A

菌判断为B菌 

 

4.杂菌混合样会干扰检测结果，导致错误的

结果 

5.对于水产品的检测，VITEK效果较差，可能

因为水产品成分比较复杂，对基于酶联免疫

的方法有干扰。 

6. 无法准确鉴定空肠弯曲杆菌，在VITEK上

只能鉴定出弯曲杆菌属，要鉴定空弯，必须

要配合其他生化试验 

系统开放程度 支持建立个性化的菌株序列文库 

即使现有数据库中无法找到匹配结果，仍可

以与NCBI平台上与新进研究进展比较序列信

息，且可以在不同实验室间共享和分析 

没有此功能 

检测时间 培养时间：18-24小时 

实验操作时间：5小时 

总时间：小于23-29小时 

总时间：53-120小时 

对操作失误的

响应 

可在实验过程中校正是否存在操作误差 实验中途无法判断实验过程中是否存在操作

错误 

实验成本 检测成本由检测数量决定 综合考虑检测时间、有时无法得到准确检测

结果等因素带来的损失，实际高成本 

其他功能 还可用于微生物溯源分析。对药品污染事件

的溯源分析很可能将成为药品监管的下一步

工作内容 

可以做植物和微生物基因组的AFLP分析以及

其他测序，片段分析，SNP分析等 

不具备溯源分析功能 

没有AFLP，测序和SNP等更深入的微生物分析

功能 

可以做药敏试验，但药敏试验主要在医院，

CDC等单位使用，药检部门无需此功能 

 

 

5. 一套完整和高效的微生物鉴定解决方案： 

          对于实验室来说，如何建立一套完整高效的微生物鉴定系统至关重要。这其中，既要

考虑常规检测所涉及的简便性、实用性，也要考虑建立行之有效的能解决困难样本的能

力。如何将这两方面的要求结合在一起，是最为重要的。 

利用 MicroSEQ 全自动微生物鉴定系统，不仅能完成到种水平的鉴定，还能够完成菌种

分型以进行进一步溯源分析。  

 



 

MLVA，AFLP 等分子分型方法可在微生物鉴定系统上完成，进行污染源的调查。例如

利用 AFLP 的方法调查终产品中微生物的来源。 

基于 AFLP 的微生物分型可以实现同一血清型下不同来源菌株的区分，利用毛细管电

泳平台的高分辨率和稳定性，将选择性扩增的限制性酶切片段信息 快速分析出来，并对不

同样本使用不同的荧光标记，以得到菌株的特异性指纹信息。 

 

 

                     

 

    Micro SEQ®ID 鉴定系统并结合其他分子分型技术 AFLP 可以最大限度的满足对微生物

鉴定的快速，准确，共享的要求。其标准化的试剂，标准的流程，软件对数据质量的分析



 

最大限度的保证了鉴定结果的一致性，具有可重复性高，操作易掌握，对样本要求低，精

度高，准确度高，数据可共享，可自建数据库等特点，除了鉴定还同时具有分型溯源等功

能。 

  Micro SEQ®ID 的应用将极大的提升实验室的鉴定能力，并对污染源的溯源及调查提

供更好的支持。 

         此外，在建立大型的鉴定系统时，还必须用发展的眼光从长远的应用着手，建立一套

至少在接下来3‐5年能保证技术水平不落后的检测手段。这也对如何在众多鉴定系统中正

确选型提出了很高的要求。 

          基于以上几个方面的考虑，我们推荐您采用以下的组合方式建立贵实验室的微生物鉴

定体系： 

 
      

应用实例 

1：MicroSeq 系统应用于药厂生产区域微生物鉴定 

        《欧洲药物学综述》中发表的文章，就药厂生产区域常见的 18 种微生              

物进行鉴定， 对多种快速微生物鉴定的方法进行比较， 结论是 MicroSeq 系统是唯一能

够进行 100%分型鉴定和 100%重现性的系统。 



 

 

     

 

 

 应用实例 2：浙江药监所利用 MicroSeq 系统进行药品控制菌检查的研究 

 

              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

结论，采用生化鉴定和测序对 32 株菌进行鉴定，鉴定结果基本一致。 生化鉴定部

分菌株只能鉴定到属，而通过对 16S rDNA 和 LSU rDNA 测序部分菌可鉴定到种甚至亚

种水平。生化鉴定操作过程相对复杂繁琐，影响因素较多。因此，测序鉴定的结果准

确、可靠、分辨率高，能够鉴定到种、亚种，而且操作简单、标准的操作流程，结果

重现性高。 

 

 

        

       

 


