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侵袭性真菌感染实验室早期诊断方法的现状与展望

曹楠楠 综述!郑
!

磊!王
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"南方医科大学附属南方医院检验医学中心!广州
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随着化疗药物,免疫抑制剂等的广泛应用及器官移植学的

发展#侵袭性真菌感染$

7IL-H7L;PMI

S

-.7IP;0N79I

#

#"#

%发生率显

著上升+尽管不断有新的抗真菌药物问世#但
#"#

的死亡率仍

然很高+

#"#

的病原真菌多为念珠菌,曲霉菌属#常发生于恶性肿

瘤,移植后免疫力低下及危重症患者+近些年#还常常伴随一

些过去较为少见的毛霉菌,根霉菌等真菌感染'

%

(

+尽早诊断感

染#确定病原真菌#成为临床的迫切需求+

现有检测
#"#

的方法可分为培养法和非培养法+培养法

是检测真菌感染的金标准#但培养时间长#特异性和敏感性低#

也不能区分是非致病性定植#还是侵袭性感染+非培养法包括

血清学方法和分子生物学方法+与培养法相比#非培养方法具

有检测时间短,敏感性和特异性相对较高的特点#逐渐成为快

速检测
#"#

的首要之选+现就侵袭性真菌感染的非培养检测

方法作一阐述+

A

!

血清学方法

血清学方法是一种重要的诊断
#"#

的方法+通过检测真

菌抗原抗体,代谢产物等#提供诊断线索及疾病进程的有关

信息+

目前
#"#

检测抗原主要包括两种!$

%

#

C

%

1

*

1<

葡聚糖'$

%

#

C

%

1

*

1<

S

.M0-I

#

,a

(和半乳甘露聚糖$

S

-.-0N9F-II-I

#

a5

%+

,a

是除接合菌和新型隐球菌外所有真菌细胞壁组分+人体

细胞壁上不存在这种多糖#这一特点使其成为检测侵袭性真菌

感染的一种理想标志物+但在接受血液透析,免疫球蛋白治疗

以及其他包含葡聚糖的药物治疗的患者中可见假阳性结果+

且此抗原与阿莫西林,革兰染色阳性的微生物细胞壁组分有交

叉反应+因此
,a

检测的结果应结合临床症状进行解释#监测

血清
,a

水平可评估治疗效果+

a5

是曲霉菌特异性抗原#存

在于曲霉菌细胞壁上#在菌丝生长时被释放到周围组织中+

5;N-

分析显示#半乳甘露聚糖
1

酶联免疫分析$

S

-.-0N9F-II-I1

-

%BJ
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国际检验医学杂志
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a51_#=

%对于监测恶性血液病患者的

侵袭性曲霉病$

7IL-H7L;-H

8

;:

S

7..9H7H

#

#=

%有一定的作用#但对

于实体器官移植的受者这种作用却不明显'

'

(

+对于
#=

高度

疑似患者#

a51_#=

方法敏感性,特异性,阳性预测值,阴性预

测值分别可达
(%D

%

J%D

,

BAD

%

ACD

,

'(D

%

>CD

,

A>D

%

ABD

'

'

(

&

#=

高度疑似患者
a5

抗原水平降低#预后较好&

a5

水平无变化或升高#可能预示治疗效果不佳'

C

(

+患者血清
a5

水平与存活率,活检证据和治疗效果有关'

K

(

+抗真菌治疗后#

抗原量减少#

a51_#=

的敏感性下降'

>

(

+

检测真菌抗体的方法临床很少应用#主要原因在于此方法

检测免疫低下患者的真菌抗体#敏感性和特异性均不高#且常

见假阴性+检测定植但未感染时也可能出现假阳性结果+念

珠菌属是人体正常的定植菌+念珠菌属的多种抗原组分$如释

放的产物,细胞壁组分,膜以及细胞浆组分等%均可产生念珠菌

抗体+因此检测到念珠菌抗体并不能确定是侵袭性念珠菌感

染还是正常定植+曲霉菌抗体检测也富有争议+对于粒细胞

减少患者#循环血液中抗曲霉菌抗体水平与侵袭性曲霉病相关

性不大+但同时有研究显示肺移植患者血清中特异的
#

S

a

抗

体水平增高与烟曲霉感染的影像学,细胞学和微生物学证据一

致#且早于它们出现+

B

!

分子生物学方法

B@A

!

<3=

序列比对
!

<3=

序列比对是通过比较两个序列间

的相似区域和保守性位点#寻找两者可能的分子进化关系+这

种方法可在种或亚种水平上准确分类#鉴定生长缓慢和认识不

足的病原真菌+由于病原真菌种类越来越多#序列比对方法最

适合用于鉴定新的病原真菌+有研究对新鲜组织,石蜡包埋组

织及体液中的真菌进行了鉴定#特异性很高+但
<3=

序列比

对也有局限性+新鲜组织标本或全血标本检测时间至少需
KB

O

#石蜡包埋组织更长#敏感性也因标本类型,体积以及
<3=

提取方法而异#而且此方法无法排除环境真菌污染#公共数据

库中序列的正确性也会影响鉴定结果'

(

(

+

B@B

!

非序列分析分子生物学方法

B@B@A

!

46!

产物电泳
!

此方法利用内部转录间隔区$

7IN;:I-.

N:-IH0:7/;RH

8

-0;:

#

#$[

%片段长度的种属特异性#将
<3=

扩

增产物电泳+但当不同种微生物存在大小相同的片段或不能

被种群特异性长度标志所识别时#凝胶电泳的鉴定结果就可能

出错+毛细管电泳和微芯片电泳使用荧光分析器分析扩增产

物#灵敏度可精确到
%

个碱基#

C&F7I

内可同时检测
A(

个样

本+但此方法不适合检测种内变异性高的病原真菌+

B@B@B

!

46!1

限制性片段长度多态性分析
!

$

46!1:;HN:70N79I

P:-

S

F;IN.;I

S

NO

8

9.

Q

F9:

8

O7HF-I-.

Q

H7H

#

46!1!"*4

%

<3=

在

限制性内切酶切后形成特定的
<3=

片段+因此#能引起酶切

位点变化的突变等#均可产生
!"*4

+不同种群生物体
<3=

序列存在差别+若差别发生在内切酶酶切位点#使内切酶识别

序列无法识别或是使非内切酶识别位点变成识别位点#就导致

用同一种限制性内切酶切割不同种群
<3=

#产生大小,数量不

同的酶切片段+用标记探针与酶切片段进行杂交#即可分析多

态性结果+

46!1!"*4

敏感性比血培养法高#而且简单,便宜,

快速+但若酶切位点发生序列突变$如获得,丢失,插入识别位

点等%可能导致重要片段长度变化+

B@C

!

探针杂交

B@C@A

!

[9MNO;:I/.9N

杂交
!

利用放射标记的特异性
<3=

探

针来检测通用真菌
46!

产物+探针也可用其他标记物标记+

有研究利用地高辛标记探针检测血标本中的念珠菌和曲霉菌#

敏感性和特异性均很高+

B@C@B

!

46!1

酶联免疫方法
!

通用真菌
46!

产物与一个标记

探针和一个生物素化捕获探针杂交#形成复合体#然后将此复

合体加入到抗生物素蛋白链菌素包被的微孔板中#用酶联免疫

比浊法来检测捕获的
<3=

+早期研究以
:<3=

基因复合体为

靶基因#检测鉴定多种念珠菌病原真菌#敏感性和特异性均很

高+后续研究使用了血清标本#特异性高#但敏感性不稳定+

46!1

酶联免疫方法简单,快速,敏感性好#可进行高通量分析#

且微小的交叉反应不会影响结果#对于筛查和诊断感染都有一

定价值+

B@C@C

!

46!1

反向线点杂交$

46!1:;L;:H;.7I;/.9NO

Q

/:7R7U-1

N79I-HH-

Q

H

#

46!1!*,O

Q

/:7R7U-N79I-HH-

Q

H

%

!

用通用多重
46!

和生物素标记的引物或
1R3$4H

来标记扩增产物#产物变性后

转载到尼龙膜上#与固定在膜上的种群特异性探针杂交+通过

测定抗生物素蛋白链菌素标记的过氧化物酶和化学发光的底

物来获得结果+

!*,

杂交法多以
#$['

区或整个
#$[

区为靶

基因#可利用多个探针分析多个标本+检测临床标本中常见病

原真菌#敏感性高#鉴定结果与
<3=

测序鉴定结果基本一致#

特异性可达
AC@JD

%

%&&D

#但近缘的念珠菌种群间有交叉反

应'

J1B

(

+

!*,

杂交法适用于样本量和探针量大的检测#灵活性好#

可根据需要进行调整+所用的膜可重复利用多次而无信号丢

失+但
!*,

杂交法时间较长+

B@C@D

!

<3=

微阵列
!

<3=

微阵列能同时分析大量基因+将

多个种群特异性
<3=

探针点样在一个微芯片上+扩增产物

在
46!

过程中被
6

Q

C

荧光标记并在芯片上杂交#没有杂交的

扩增片段则被洗掉+检测微芯片上的荧光#根据杂交谱解读结

果+有的已用于鉴定真菌
<3=

的微芯片技术平台#均以
#$[

区为目的基因+

<3=

微阵列方法还可以进行真菌毒力因子和

抗真菌药物抗性基因检测'

A

(

+

<3=

微阵列方法体积小#适合自动化#能进行大批量基因

检测#但目前条件下一次只能检测
%

个标本#且检测成本昂贵#

使其在临床诊断真菌感染的应用前景不明+

B@D

!

实时
46!

方法
!

实时
46!

方法目前是分子生物学临床

诊断方法的首选+它将
46!

过程与荧光探针或染料联合#在

单个封闭管中检测扩增产物#荧光强度与模板
<3=

的含量成

比例#提供实时定量结果+检测形式主要包括
$-

W

F-I

探针,

荧光共振能量转移$

P.M9:;H0;I0;:;H9I-I0;;I;:

SQ

N:-IHP;:

#

"!_$

%探针,熔解曲线分析,双探针杂交及分子信标+

B@D@A

!

$-

W

F-I

探针
!

$-

W

F-I

探针利用了
$-

W

聚合酶
>h

*

Ch

外切酶活性+在探针
>h

端标记荧光报告基团#

Ch

端标记淬灭

基团+空间上的相互接近使探针
>h

端荧光报告基团的荧光被

Ch

淬灭基团淬灭#无荧光发出+退火延伸时#探针与模板杂

交+延伸过程中
$-

W

聚合酶
>h

*

Ch

外切酶活性切去探针
>h

端

荧光基团#与
Ch

端淬灭基团分离,淬灭作用消失#发出荧光+检

测
>h

端荧光基团即可表征扩增产物含量+已有的检测念珠菌

和曲霉菌的
$-

W

F-I

探针多以
:<3=

为目的基因#敏感性和特

异性不等+

B@D@B

!

"!_$

探针
!

"!_$

探针又称为双杂交探针#由两条

和模板互补且相邻的特异探针组成$距离
%

%

>/

8

%+上游供体

-
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探针的
Ch

末端标记荧光基团#下游受体探针
>h

端以
*61!;R

(K&

或
*61!;RJ&>

标记+复性时#两探针同时结合在模板上#

供体荧光基团和受体基团紧密相邻#激发供体产生的荧光能量

被受体基团吸收#使检测探头检测到受体基团发出的荧光+变

性时#两探针游离#两基团距离远#不能检测到受体基团发出的

荧光+

"!_$

探针检测的信号是退火时的实时信号#检测信号

始终严格对应模板数量#特异性高+两个单标记探针的长短不

影响信号的传递+多数
"!_$

探针系统都以
:<3=

复合体为

靶基因+用此方法检测来自培养物和临床标本的曲霉菌和念

珠菌#检测限可低至
%

%

>6"E

"

F*

全血'

%&

(

+

B@D@C

!

熔解曲线分析
!

熔解曲线分析方法鉴定真菌多以
:<1

3=

为靶基因#嵌入染料计算
$F

值+用此方法鉴定常见病原

真菌敏感性和特异性可达
%&&D

'

%%

(

+随意扩增
<3=

多态性

分析结合熔解曲线分析方法$

:-IR9F.

Q

-F

8

.7P7;R

8

9.

Q

F9:

8

O70

<3=-I-.

Q

H7H09F/7I;RT7NOF;.N0M:L;-I-.

Q

H7H

#

50!=4<

%可

鉴定出
>

种真菌'

%'

(

+

与探针法相比#熔解曲线分析价格低廉#可检测多种病原

性真菌+但当引物,探针以及
46!

条件设计不当时#会产生非

特异性产物#影响结果+

B@D@D

!

双标探针杂交
!

探针上标记两种荧光染料如
6

Q

>

和

[c,!

S

:;;I

+探针模板杂交后#

[c,!

S

:;;I

嵌入杂交
<3=

双链#

6

Q

>

发出荧光#产生熔解曲线+但检测过程中
[c,!

S

:;;I

与非特异扩增产物及引物"探针二聚体的结合可影响结

果+

B@D@I

!

分子信标
!

分子信标技术#常在探针的
>h

端以荧光报

告基团标记#靠近
Ch

端以淬灭基团标记+探针末端序列互补

配对#自发地形成茎环结构#使在低温条件下#探针
>h

端的荧

光报告基团的荧光被
Ch

端的淬灭基团淬灭#无荧光发出+靶

基因序列与探针中间部分的序列互补#退火过程中#探针中部

的序列与模板杂交#荧光淬灭消失+检测
>h

端荧光基团即可

表征
46!

产物含量+与核酸探针相比#分子信标能够提高特

异性#降低信噪比+

C

!

现状与展望

传统的真菌培养方法#时间长且特异性和敏感性不高+

#"#

患者血培养阳性率很低+某些真菌形态学资料的缺乏也限

制了培养法对其鉴定+

真菌特异性抗原抗体的血清学方法可进行
#"#

快速诊断

和筛查+但是抗体量并不总是与病情相关+抗原检测作为
#"#

的诊断标志之一#临床应用效果评价良好#但价格昂贵且需要

较大的抗原载量#敏感性受限+

分子生物学方法的发展使
#"#

#特别是念珠菌和曲霉菌感

染的诊断更加快速,准确+传统的基于序列比对的分子生物学

方法$如
#$[

区测序%能够精确地进行种属鉴定#对于直接鉴

定临床标本中的病原菌具有很好的应用价值+但目前用于序

列比对的基因库尚不完整#一些真菌种属序列信息不明+实时

46!

方法以及其他探针方法敏感性高#结果重复性好#很适合

于常规临床应用+但
<3=

提取方案尚未统一#一些方法敏感

性#特异性尚不稳定+而且选择检测方法时还需综合考虑检测

目的,效能及所具备的条件+如普通荧光定量
46!

仪荧光通

道数量有限使多重荧光
46!

的应用就受到限制+这些问题尚

需人们在研究中解决+
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