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　　摘　要：目的　建立一种针对烟曲霉菌进行检测的实时ＰＣＲ方法。方法　以烟曲霉菌线粒体基因组内特有序列为靶位，设

计引物，建立实时ＰＣＲ反应体系，并初步验证其检测性能。结果　所建立的ＰＣＲ法具有较好的敏感度、稳定性和特异度，检测线

性范围为１０２～１０
８ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ。结论　所建立的烟曲霉实时ＰＣＲ法具有较好的敏感度、稳定性和特异度，检测性能良好，具体临

床应用价值需要经多中心实验进一步验证。
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　　随着科学技术的不断发展和医疗水平的不断提高，越来越

多的患有白血病、艾滋病、糖尿病等疾病的人群得到了及时的

救治 ，生命得以延续，但随着广谱抗菌药物、糖皮质激素、细胞

毒药物及免疫抑制剂在临床被广泛应用，免疫低下人群数量也

不断增多［１６］，接踵而至的是条件致病菌引起的感染频繁发生，

尤其是侵袭性曲霉菌感染，成为临床治疗中的棘手问题，再一

次危及到了患者的生命安全，当前已引起了大家的重视［７９］。

早期有效的抗真菌治疗可以明显改善疾病预后，而当前实验室

内的常规检测方法由于其敏感性和耗时性等缺陷，难以满足临

床的需求，亟需寻求一种更加灵敏和特异的检测方法，为目前

临床真菌感染的早期诊断、预防和治疗提供有效工具。随着近

年来对真菌病原研究的不断深入，使人们重新看到了真菌

ＰＣＲ在临床应用的曙光，本实验建立了一种针对烟曲霉病原

菌进行检测的实时ＰＣＲ法，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　烟曲霉菌标准株（ＡＴＣＣ１０８９６）基因组ＤＮＡ，白

色念珠菌标准株（ＡＴＣＣ９００２８）基因组ＤＮＡ，解脲支原体基因

组 ＤＮＡ，人基因组 ＤＮＡ，人巨细胞病毒（ＨＣＭＶ）基因组

ＤＮＡ，ＨＢＶ基因组ＤＮＡ。

１．２　仪器与试剂　溶壁酶ｌｙｔｉｃａｓｅ（Ｓｉｇｍａ，Ｌ４０２５，９００Ｕ／

ｍＬ），核糖核酸酶 Ａ（Ｓｉｇｍａ，ＲｃＲ５５００，１０ｍｇ／ｍＬ），蛋白酶 Ｋ

（Ｂｉｏｔｅｃｈ，ＬＪ０１２７Ａ２０１０Ｊ，２０ｍｇ／ｍＬ，＞３０Ｕ／ｍｇ），三羟甲基氨

基甲烷盐酸乙二胺四乙酸缓冲液（ＴＥ，三羟甲基氨基甲烷盐

酸１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ８．０，乙二胺四乙酸缓冲液１ｍｍｏｌ／Ｌ）；酚

氯仿异戊醇（２５∶２４∶１，上海生工），ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ试

剂盒 （宝生物，ＲＲ４２０Ａ），１００ｂｐＤＬ５００ＤＮＡｌａｄｄｅｒＭａｒｋｅｒ。

紫外分光光度计（Ｂｅｃｋｍａｎｃｏｕｌｔｅｒ，ＤＵ７３０），冷冻离心机（Ｅｐ

ｐｅｎｄｏｒｆ，５４１５Ｒ），生 物 安 全 柜 （Ｔｈｅｒｍｏ），ＰＣＲ 扩 增 仪

（ＡＢＩ７３００），柯 达 凝 胶 成 像 系 统 （Ｃａｒｅｓｔｒｅａｍ，Ｉｍａｇｅ

Ｓｔａｔｉｏｎ４０００Ｒ）。

１．３　方法

１．３．１　真菌基因组ＤＮＡ的提取　方法同前期实验
［１０］。

１．３．２　烟曲霉实时ＰＣＲ法的建立　将烟曲霉线粒体基因序

列在ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ数据库中进行

比对，找出特有的靶序列部分，在靶序列上设计一对，上游引

物：５′ＣＴＴＧＡＡＴＡＣＴＴＣＡＧＴＡＡＣＴ３′，下游引物：５′

ＣＣＴＣＴＡＴＴＴＡＣＴＡＡＡＴＣＡＴＣ３′，靶片段长度１３２ｂｐ。

ＰＣＲ反应总体积为５０μＬ，各成分用量参照ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ

Ｔａｑ试剂盒说明书；ＰＣＲ反应条件为：５０℃，２ｍｉｎ；９４℃预变

性２ｍｉｎ；９４℃变性１５ｓ，５５℃退火延伸４０ｓ，共４０个循环。

构建含靶片段的ＴＡ克隆质粒（委托宝生物公司完成），制备梯

度浓度的双份样本，具体浓度为１０１、１０２、１０３、１０４、１０５、１０６、

１０７、１０８ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，进行ＰＣＲ扩增并作融解曲线分析，验证该

方法的敏感性、稳定性与特异性，同时分别以非烟曲霉菌基因

组ＤＮＡ，即白色念珠菌标准株（ＡＴＣＣ９００２８）基因组ＤＮＡ、解

脲支原体基因组ＤＮＡ、人基因组ＤＮＡ、人巨细胞病毒（ＨＣ

ＭＶ）基因组ＤＮＡ和ＨＢＶ基因组ＤＮＡ为模板，进一步验证该

方法的特异性；将ＰＣＲ产物外送测序，验证方法的可靠性。

２　结　　果

ＰＣＲ扩增标准曲线的斜率－３．０１４３８３，截距４０．８８２４６５，
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相关系数（狉２）＝０．９９７５３９，提示具有较好的相关性，满足实验

要求，见图１（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

该ＰＣＲ检测体系的检测敏感性方面，线性检测范围的下限可

至１０２ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，上限可达１０
８ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ；双份样本的检测结

果总体一致，提示该ＰＣＲ检测体系的重复性、稳定性较好，见

图２（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）；溶解曲线

分析显示为单峰，Ｔｍ＝７４．１℃，见图３（见《国际检验医学杂

志》网站主页“论文附件”），此外，以非烟曲霉菌基因组 ＤＮＡ

为模板时均无扩增曲线出现，证明本ＰＣＲ扩增体系的特异性

较好；将ＰＣＲ产物外送测序（英俊公司），结果符合预期。

３　讨　　论

侵袭性真菌感染（ＩＦＤ）十分普遍，主要由念珠菌属、曲霉

属、隐球菌属等机会致病真菌（或条件致病真菌）引起，也可由

组织胞浆菌、皮炎芽生菌、孢子丝菌等地方流行性致病真菌所

致，其中，曲霉菌属已成为免疫低下患者二次感染的重要致命

因素，ＩＦＤ的早期诊断和早期治疗对于改善患者预后有着重要

意义［１１１２］，而当前真菌感染的特点是高院内感染率、低实验室

诊断率、低临床诊断率和病情进展迅速，传统诊断方法包括深

部组织培养法、组织／细胞病理学检测、１３βＤ葡聚糖（Ｇ试

验）、半乳甘露聚糖检测（ＧＭ 试验）和影像学检查（如ＣＴ）等，

由于它们在敏感性、特异性等方面存在缺陷，难以满足临床早

期诊断的需要，如何提高ＩＦＤ的早期诊断、早期治疗是国内外

学者关注的热点问题，所以近年来ＩＦＤ的早期诊断方法的研

究被广泛开展，虽然当前仍处于实验室研究阶段，但其应用前

景广阔，值得期待。

ＰＣＲ为基础的诊断学方法冷落的原因如下。（１）真菌的

细胞壁坚固，破壁困难，从复杂的临床标本中提取真菌 ＤＮＡ

的效率已成为阻碍提高诊断水平的重要因素；（２）当前没有设

计出合适的质控对照，操作难以实现标准化；（３）相对其他病原

菌，真菌的污染更加难以控制，易出现假阳性，真菌的孢子可呈

气溶胶方式存在于自然环境中，他们对试剂和标本的污染会导

致其检测结果产生假阳性，为此，Ｍｅｎｇｏｌｉ等
［１３］强调，为有效避

免标本ＤＮＡ提取过程的交叉污染，实施ＰＣＲ检测真菌基因的

实验室必须健全防范措施，其中包括在ＰＣＲ操作前或后采用

单方向的工作流模式，ＰＣＲ分析前后实验操作要在不同的实

验室进行（物理隔离），使用防气溶胶的枪头和层流净化罩，以

及在ＰＣＲ反应混合体系中，应当使用尿嘧啶ＤＮＡ糖基化酶

（ＵＤＧ）和脱氧尿嘧啶（ｄＵＴＰ）代替三磷酸胸腺嘧啶脱氧核苷

酸（ｄＴＴ′Ｐ），最终消除体系中存在的污染物；（４）最佳临床检测

样本种类的选择国内外均尚未达成共识；然而，在过去的十年

中真菌的ＰＣＲ诊断依然取得了明显的进步，本实验以烟曲霉

线粒体基因组上的特异性序列为靶位，建立了敏感性、稳定性

和特异性均较好的ＰＣＲ检测体系，将在下一步工作中应用于

临床标本的检测，探讨其临床应用价值，使侵袭性烟曲霉病的

早发现、早治疗成为可能，为实验室诊断率和临床诊断率的提

高初步奠定了基础［１４２３］。
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［７］ 王剑磊．侵袭性曲霉病的临床诊断［Ｊ］．中国药物与临床，２０１１，１１

（１）：５４５５．

［８］ 李红，董会敏，赵彦珍，等．恶性血液病继发肺部真菌感染病原学

诊断研究［Ｊ］．河北医药，２０１１，３３（２）：２３５２３６．

［９］ 谢震，王岩，孙晓红．１例肾移植术后并发颅脑真菌感染患者的护

理［Ｊ］．实用医药杂志，２０１１，２８（１）：４９５０．

［１０］曹国君，赵缜，彭奕冰 ，等．真菌基因组ＤＮＡ的提取和检测用通

ＰＣＲ方法的建立［Ｊ］．检验医学，２０１１，２６（１１），７７３７７８．

［１１］ＭａｅｒｔｅｎｓＪ，ＭｅｅｒｓｓｅｍａｎＷ，ＶａｎＢｌｅｙｅｎｂｅｒｇｈＰ．Ｎｅｗｔｈｅｒａｐｉｅｓ

ｆｏｒｆｕｎｇａｌｐｎｅｕｍｏｎｉａ［Ｊ］．ＣｕｒｒＯｐｉｎＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，２００９，２２（２）：１８３

１９０．

［１２］ＥｉｎｓｅｌｅＨ，ＬｏｅｆｆｌｅｒＪ．Ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｎｅｗｄｉａｇｎｏｓｔｉｃａｐｐｒｏａｃｈｅｓ

ｔｏａｎｔｉｆｕｎｇａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔｐｌａｎｓｉｎｈｉｓｈｒｉｓｋｈｅａｍａｔｏｌｏｇｙｐａｔｉｅｎｔｓ

［Ｊ］．ＣｌｉｎＭｉｅｒｏｂｉｏｌＩｎｆｅｃｔ，２００８，１４Ｓｕｐｐｌ４：３７４５．

［１３］ＭｅｎｇｏｌｉＣ，ＣｒｕｃｉａｎｉＭ，ＢａｒｎｅｓＲＡ，ｅｔａｌ．ＵｓｅｏｆＰＣＲｆｏｒｄｉａｇｎｏ

ｓｉｓｏｆｉｎｖａｓｉｖｅａｓｐｅｒｇｉｌｌｏｓｉｓ：ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｒｅｖｉｅｗａｎｄｍｅｔａａｎａｌｙｓｉｓ

［Ｊ］．ＬａｎｃｅｔＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，２００９，９（２）：８９９６．

［１４］毛璞，余志辉，黄红川，等．荧光定量ＰＣＲ法检测烟曲霉ＤＮＡ［Ｊ］．

临床检验杂志，２０１１，２９（３）：１６５１６７．

［１５］刘金华，史艳宇，贺丹，等．应用实时荧光ＰＣＲ技术检测烟曲霉的

初步研究［Ｊ］．生物技术，２００９，１９（１）：３４３６．

［１６］王迎华，曹郁生，高丹丹．烟曲霉检测技术研究进展［Ｊ］．食品科

技，２００７，３２（４）：１９７２００．

［１７］赵军，李若瑜，孔繁荣，等．巢式聚合酶链反应检测烟曲霉基因

［Ｊ］．中华皮肤科杂志，２００１，３４（５）：３８５３８６．

［１８］ＺａｒｒｉｎｆａｒＨ，ＭｉｒｈｅｎｄｉＨ，ＭａｋｉｍｕｒａＫ，ｅｔａｌ．Ｕｓｅｏｆｍｙｃｏｌｏｇｉｃａｌ，

ｎｅｓｔｅｄＰＣＲ，ａｎｄｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｍｅｔｈｏｄｓｏｎＢＡＬｆｌｕｉｄｓｆｏｒｄｅｔｅｃ

ｔｉｏｎｏｆＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓａｎｄＡ．ｆｌａｖｕｓｉｎｓｏｌｉｄｏｒｇａｎｔｒａｎｓ

ｐｌａｎｔｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓ［Ｊ］．Ｍｙｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉａ，２０１３，１７６（５／６）：３７７３８５．

［１９］ＡｂａｄＤｉａｚＤｅＣｅｒｉｏＡ，ＦｅｒｎａｎｄｅｚＭｏｌｉｎａＪＶ，ＲａｍｉｒｅｚＧａｒｃｉａＡ，

ｅｔａｌ．ＴｈｅａｓｐＨＳｇｅｎｅａｓａｎｅｗｔａｒｇｅｔｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ

ｆｕｍｉｇａｔｕｓｄｕｒｉｎｇｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｂｙｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ［Ｊ］．

ＭｅｄＭｙｃｏｌ，２０１３，５１（５）：５４５５５４．

［２０］ＭａｈｍｏｏｄＲＴ，ＡｓａｄＭＪ，ＭｅｈｂｏｏｂＮ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，ｐｕｒｉｆｉｃａ

ｔｉｏｎ，ａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｅｘｏｇｌｕｃａｎａｓｅｂｙＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕｍｉ

ｇａｔｅｓ［Ｊ］．ＡｐｐｌＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０１３，１７０（４）：８９５９０８．

［２１］李芳秋，周万青，王立魁，等．巢式ＰＣＲ检测血清中烟曲霉基因的

实验研究［Ｊ］．中国实验诊断学，２０１１，１５（１）：６２６５．

［２２］谢莉萍，刘霆，向兵．侵袭性曲霉菌病的诊断［Ｊ］．华西医学，２００６，

２１（２）：３９０３９１．

［２３］余进，李若瑜．侵袭性烟曲霉菌感染早期诊断的实验研究［Ｊ］．中

华检验医学杂志，２００３，２６（９）：５３４５３６．

（收稿日期：２０１３１１１３）
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