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基于ＩＴＳ２序列诊断临床深部真菌感染的初步研究
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　　摘　要：目的　建立以ＩＴＳ２为靶序列的ＰＣＲ方法诊断临床深部真菌感染，并进行初步研究。方法　用通用引物扩增纯菌落

和临床标本的ＩＴＳ２区域，对ＰＣＲ产物测序，测序结果在ＧｅｎＢａｎｋ中进行Ｂｌａｓｔｎ等分析，以此来鉴定真菌属种。结果　１０种常见

致病性真菌纯菌落和１０例临床标本的ＤＮＡ测序结果均与表型鉴定符合。结论　以ＩＴＳ２为靶序列的ＰＣＲ可成为临床快速诊断

深部真菌感染的重要方法之一。
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　　随着免疫力低下及严重免疫系统缺陷患者的增多，尤其是

器官移植、血液病患者、恶性肿瘤患者的增多，免疫抑制剂、抗

肿瘤药物、广谱抗菌药物的广泛应用，临床深部真菌感染病例

增多且病情复杂，对该类疾病的早期诊断对抗真菌治疗效果相

当关键。随着分子生物学的飞速发展、生物信息学的兴起以及

测序技术的逐步提高，分子生物学早期诊断深部真菌感染更加

便利。本文主要以真菌的内部转录间隔区２（ｉｎｔｅｒｎａｌｔｒａｎ

ｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅｒ２，ＩＴＳ２）为靶序列
［１２］，建立普通ＰＣＲ扩增方法

并结合测序，以此来快速诊断深部真菌感染。

１　材料与方法

１．１　真菌菌株　临床常见致病性真菌菌株由南方医科大学南

方医院微生物室惠赠，包括白色念珠菌、热带念珠菌、近平滑念

珠菌、克柔念珠菌、光滑念珠菌、烟曲霉菌、黄曲霉菌、黑曲霉

菌、土曲霉菌、新生隐球菌、马尔尼菲青霉菌。

１．２　临床标本　２０１１年１～１２月收集临床真菌感染患者血

清标本和血培养标本（确诊证据为血培养真菌阳性并经表型鉴

定），健康体检和菌血症患者外周血标本作为阴性对照。

１．３　仪器与试剂　德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司的ＰＣＲ扩增仪器，

ＢｉｏＲａｄ公司的凝胶成像仪。犜犪狇ＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰｓ、蛋白

酶Ｋ 均为 ＴａＫａＲａ公司产品。Ｔｒｉｓ饱和酚、氯仿、异戊醇、

１０％十二烷基磺酸钠（ＳＤＳ）、溶菌酶、核酸试剂盒提取试剂盒

均为北京鼎国生物技术有限公司产品。Ｌｙｔｉｃａｓｅ酶为Ｓｉｇｍａ

公司产品。

１．４　纯菌落ＤＮＡ提取　真菌菌株的ＤＮＡ提取采用ＴａＫａＲａ

公司试剂盒（ＬｙｓｉｓＢｕｆｆｅｒｆｏｒＭｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｔｏＤｉｒｅｃｔＰＣＲ）提

取。具体步骤如下：（１）５０μＬＬｙｓｉｓＢｕｆｆｅｒｆｏｒＭｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ

ｔｏＤｉｒｅｃｔＰＣＲ于灭菌的 ＥＰ管中。（２）用灭菌枪头挑取单菌

落，置于ＥＰ管中搅动几下后取出。（３）８０℃热变性１５ｍｉｎ

后，低速离心，取１～５μＬ裂解后的上清液作为 ＰＣＲ 反应的

模板。

１．５　临床标本 ＤＮＡ 提取　提取参照张梦宇等
［３］的方法。

（１）选用血清标本，４０００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ，上层血清移入新的

１．５ｍＬＥＰ管中，新管１３０００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ，弃上清。（２）

加入１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ缓冲液１００μＬ（含ｌｙｔｉｃａｓｅ酶），振荡混

匀，３７℃水浴１ｈ。（３）加入蛋白酶Ｋ，３７℃水浴４ｈ。（４）用核

酸试剂盒，按照说明书步骤提取ＤＮＡ。

１．６　ＰＣＲ反应体系　选取扩增真菌ＩＴＳ２序列的通用引

物［３］，ＩＴＳ８６Ｆ：５′ｇｔｇａａｔｃａｔｃｇａａｔｃｔｔｔｇａａｃ３′，ＩＴＳ４Ｒ：５′

ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３′，目的片段１９４～４９４

ｂｐ。ＰＣＲ反应总体积５０μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，ｄＮＴＰ终浓度为

２００μｍｏｌ／Ｌ，上下游引物终浓度分别为０．２μｍｏｌ／Ｌ，ＤＮＡ模

板５μＬ，犜犪狇ＤＮＡ聚合酶１．２５Ｕ，加入灭菌去离子水至５０

μＬ。反应条件为９４℃预变性１０ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５７℃

退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。取

ＰＣＲ产物５μＬ，加１μＬ６×缓冲液上样，１．５％琼脂糖电泳，使

用５μＬＤＬ１０００相对分子质量标准。

１．７　ＰＣＲ产物测序及序列分析　对ＰＣＲ产物纯化后送华大

基因科技公司测序，测序引物使用ＰＣＲ扩增引物。在 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ中（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）应用ｂｌａｓ对获得的

基因片段进行同源性检索，真菌ＩＴＳ２序列分析参考文献的标

准，序列同一性（ｉｄｅｎｔｉｔｙ）大于或等于９７％定义到属的水平，≥

９９％定义到种的水平
［４］。

２　结　　果

２．１　真菌菌株ＩＴＳ２序列扩增及分析　ＩＴＳ２序列通用引物扩

增１０种真菌的ＰＣＲ产物，电泳显示均出现单个阳性条带，范

围在２００～５００ｂｐ左右。阴性对照鲍曼不动杆菌、铜绿假单胞

菌、金黄色葡萄球菌、结核分枝杆菌、大肠埃希菌、肺炎克雷伯

菌、人类血细胞基因组均扩增阴性。选取１０种类型真菌的
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ＰＣＲ扩增产物进行测序，序列分析结果均与表型鉴定的属种

符合。

２．２　临床标本ＩＴＳ２序列扩增及分析　１２例确诊深部真菌感

染的患者，血培养菌阳性并经表型鉴定。白色念珠菌感染８

例，烟曲霉菌感染２例，马尔尼菲青霉菌感染２例。１２例患者

的外周血标本 ＤＮＡ１０例 ＰＣＲ扩增阳性（２例白色念珠菌

ＰＣＲ扩增阴性），２例健康体检者和２例败血症患者（１例金黄

色葡萄球菌感染和１例大肠埃希菌感染）ＰＣＲ 扩增阴性。

ＰＣＲ扩增阳性产物测序结果分析均与表型鉴定符合，部分测

序结果见图１、２。

图１　　烟曲霉菌ＩＴＳ２区域的部分测序图

图２　　马尔尼菲青霉菌ＩＴＳ区域的部分测序图

３　讨　　论

目前诊断深部真菌感染的主要有显微镜检查、培养检查、

血清学试验、分子生物学方法。传统显微镜检查受检验人员的

技术熟练程度和标本的采集方法、部位和时机等诸多主观因素

的影响，有时不能够得到客观的阳性结果。培养其所需时间

长，报告结果的时间长达数周，也给临床医生的工作带来极大

不便，常常延误了患者的最佳治疗时机。血清方法学诊断主要

包括１，３βＤ葡聚糖和曲霉半乳甘露聚糖（ＧＭ）检测，不同区

别真菌的属种［５６］，而且容易产生假阳性［７８］。ＰＣＲ方法具有

较高的灵敏度和特异度，能鉴定真菌到种的水平，能指导临床

合理使用药物。ＩＴＳ２区域位于５．８Ｓ和２８Ｓ之间，常用于真菌

的系统进化分析，是分子生物学鉴定临床致病性真菌的理想靶

序列［９１１］。

在本研究中，ＩＴＳ２检测临床常见致病性真菌和细菌的纯

菌落，显示了良好的鉴别能力。但在检测临床标本时有２例白

色念珠菌感染ＰＣＲ扩增是阴性，一方面可能与患者血浆中的

真菌负荷量、接受过抗真菌药物治疗有关，另一方面也可能与

ＤＮＡ提取效果相关。由于空气中存在真菌孢子，而且ＰＣＲ容

易产生携带污染［１２］，所以在日常检测中做好无菌操作，紫外线

消毒试剂，可以用两次不同批次ＰＣＲ检测同时阳性作为诊断

标准，从而提高检测的特异度。由于真菌的细胞壁比较坚硬，

由几丁质、葡聚糖、甘露聚糖等组成，ＤＮＡ提取效果直接影响

到ＰＣＲ扩增效率。对于两种或两种属种真菌感染，本方法的

测序结果比对将无法鉴别具体属种，但这种情况在临床上很少

见。在本研究中，仅涉及临床血液标本，其他深部真菌送检标

本如脑脊液、肺泡灌洗液、支气管分泌物、胸腹水标本均没有纳

入，对这些标本所含真菌 ＤＮＡ 提取方法还需要进一步的

优化。

由于本试验初步研究，采用回顾性分析，纳入标本相对较

少，在今后的临床评价中，应采用前瞻性研究和双盲试验，按照

临床深部感染的诊断标准确定金标准。总之，ＩＴＳ２具有种类

较大的属种变异性且种类变异性较低，加上测序技术的快速、

成本逐步降低，以ＩＴＳ２为靶序列的ＰＣＲ方法可成为临床快速

诊断深部真菌感染的重要方法之一。
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