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　　摘　要：目的　探讨内部转录间隔区（ＩＴＳ）测序用于快速检测穿刺引流液中病原性真菌的价值。方法　采用临床常见的１４

种细菌和４种真菌及人类基因组ＤＮＡ验证真菌通用引物（ＩＴＳ１／ＩＴＳ４和ＩＴＳ３／ＩＴＳ４）的特异性和敏感性；采集９０例临床疑似真

菌感染患者的穿刺引流液标本１０ｍＬ，其中８ｍＬ用于常规真菌培养，剩余２ｍＬ用于提取真菌ＤＮＡ并分别用ＩＴＳ１／ＩＴＳ４和

ＩＴＳ３／ＩＴＳ４作为引物进行扩增，将阳性扩增产物测序并与ＢＬＡＳＴ比对，将测序法与培养法的阳性率结果进行统计学比较。结果

　１４种细菌及人类基因组扩增产物均为阴性，４种真菌扩增产物为阳性。ＩＴＳ３／ＩＴＳ４和ＩＴＳ１／ＩＴＳ４的最低检测限分别为１０２

ＣＦＵ／ｍＬ和１０３ＣＦＵ／ｍＬ。９０例标本培养阳性率为４．４４％（４／９０），测序法阳性率为１２．２２％（１１／９０），二者差异具有统计学意义

（犘＜０．０５）。结论　引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ４和ＩＴＳ３／ＩＴＳ４的特异性良好，后者较前者扩增敏感性更高；测序真菌ＩＴＳ区可作为临床快速

检测穿刺引流液中病原性真菌感染的方法。
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　　近几年院内真菌感染率呈明显的上升趋势，尤其在免疫功

能不全患者（如血液系统恶性肿瘤患者、ＩＣＵ患者）中，真菌感

染的发病率和病死率不断增加［１３］。然而临床对真菌感染依然

缺乏快速、准确的诊断方法［４］。目前主要采用的真菌培养法耗

时、费力，不能满足临床早期诊断的需求。测序法能直接从体

液标本中快速而准确地将病原真菌鉴定到种，具有良好的应用

前景，而且对流行病学研究意义重大。真菌核糖体ＤＮＡ含有

２个内部转录间隔区（ＩＴＳ），分别为ＩＴＳ１和ＩＴＳ２，其中ＩＴＳ１

位于１８ＳｒＤＮＡ和５．８ＳｒＤＮＡ之间，ＩＴＳ２位于５．８ＳｒＤＮＡ与

２８ＳｒＤＮＡ之间，二者均表现为种间多态性（即长度和碱基序

列因菌种的不同而不同）。从进化角度来说，编码真菌１８Ｓ、

５．８Ｓ、２８ＳｒＲＮＡ的基因进化很慢，在真菌中相对保守，这为真

菌通用引物的设计提供了理论依据。而在编码区之间的ＩＴＳ

进化却很快，在不同菌种之间表现为多态性。这种多态性在真

菌通用引物扩增产物上可表现为扩增产物片段大小的多样

性［５６］。应用ＩＴＳ对真菌进行鉴定已成为一种公认的快速分子

鉴定方法［６７］。本研究应用２对真菌通用引物扩增ＩＴＳ，进一

步测序扩增产物，比较２对引物的敏感性和特异性，最终将真

菌培养和扩增测序２种结果进行分析比较。

１　资料与方法

１．１　一般资料　实验菌株：大肠埃希菌、铜绿假单胞菌、鲍曼

不动杆菌、肺炎克雷伯菌、产酸克雷伯菌、阴沟肠杆菌、洋葱伯

克霍尔德菌、奇异变形杆菌、金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、

溶血葡萄球菌、人葡萄球菌、屎肠球菌、粪肠球菌，共１４种细

菌；白色念珠菌、热带念珠菌、克柔念珠菌、光滑念珠菌，共４种

真菌。所有实验菌株均按要求分离纯化，并经西安交通大学医

学院第一附属医院检验科微生物实验室 ＶＩＴＥＫＣｏｍｐａｃｔ全

自动细菌鉴定药敏分析仪鉴定。标本来源：从西安交通大学医

学院第一附属医院中心ＩＣＵ、ＲＣＵ、肝胆外科、胸外科、肾内

科、肿瘤外科等多个科室收集９０例临床疑似真菌感染患者的

穿刺引流液标本，另采集健康人全血标本２ｍＬ，提取人类基因

组ＤＮＡ。
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１．２　方法

１．２．１　标本的采集　在严格无菌操作下，用一次性无菌注射

器穿刺患部，抽取引流液１０ｍＬ，将２ｍＬ注入ＥＤＴＡＫ２ 抗凝

管，剩余８ｍＬ注入血培养瓶中进行培养。静脉穿刺采集健康

人外周血２ｍＬ，注入ＥＤＴＡＫ２ 抗凝管。抗凝标本放入４℃

冰箱中暂存。

１．２．２　标本预处理　将抗凝管中的引流液标本颠倒混匀，取

１ｍＬ放入２ｍＬ灭菌ＥＰ管中，加入１ｍＬ１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ

ＨＣｌ（ｐＨ８．０）充分颠倒混匀，１４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清

液，沉淀物于－４０℃冷冻保存，以备提取ＤＮＡ之用。

１．２．３　标本中真菌基因组 ＤＮＡ 的提取　用１００μＬ１０

ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．０）缓冲液重悬经预处理的标本，加入

２０μＬ溶壁酶（１０Ｕ／μＬ），用加样器吸打混匀，３７℃水浴３０

ｍｉｎ后应用ＱＩＡａｍｐＢｌｏｏｄＤＮＡＭｉｎｉＫｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ，Ｃａｔ．Ｎｏ．

５１１０６）提取，操作步骤按照试剂盒说明书。

１．２．４　检测真菌通用引物ＰＣＲ的特异性　实验所用真菌通

用引物参照Ｌｏｔｔ等
［８］设计ＩＴＳ１（Ｆ）：３′ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡ

ＣＣＴＧＣＧＧ５′；ＩＴＳ３（Ｆ）：３′ＧＣＡＴＣＧＡＴＧＡＡＧＡＡＣＧＣＡ

ＧＣ５′；ＩＴＳ４（Ｒ）：３′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ５′。

２５μＬＰＣＲ 反应体系包括：１０×Ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ＭｇＣｌ２（２５

ｍｍｏｌ／Ｌ）２．０μＬ，ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２．０μＬ，上游引物（５

μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，下游引物（５μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，Ｔａｑ酶（５Ｕ／

μＬ）０．１５μＬ，模板ＤＮＡ２μＬ，灭菌超纯水１５．３５μＬ。ＰＣＲ反

应条件：预变性９４℃５ｍｉｎ；变性９４℃３０ｓ，退火５５℃３０ｓ，

延伸７２℃４０ｓ，共３５个循环；最后延伸７２℃７ｍｉｎ。ＰＣＲ产

物用２％琼脂糖凝胶电泳检测，电泳电压为６Ｖ／ｃｍ，电泳时间

为１ｈ，采用溴化乙锭（ＥＢ）染色２０ｍｉｎ，在凝胶成像分析系统

拍照保存。

１．２．５　制备梯度菌悬液　为了检测真菌通用引物ＰＣＲ的敏

感度，本研究用１麦氏单位（约３×１０８ＣＦＵ／ｍＬ）的白色念珠

菌菌液１００μＬ加入２００μＬ纯水，得到约１０
８ＣＦＵ／ｍＬ的菌

液，然后进行１∶１０倍比稀释，取１０７、１０８、１０９３个稀释度的菌

液涂布沙保罗平板，每个稀释度３个平板，每个平板涂１００

μＬ，３７℃培养４８ｈ后计数菌落，选用３个平板的平均菌落数

作为参考菌数。提取真菌ＤＮＡ、ＰＣＲ反应体系及条件同上。

１．２．６　真菌通用引物ＰＣＲ产物的测序　应用ＱＩＡｑｕｉｃｋＰＣＲ

ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ纯化ＰＣＲ产物。２０μＬ测序ＰＣＲ反应体系包

括：灭菌去离子水１３．５μＬ，５×ＢｉｇＤｙｅＳｅｑＢｕｆｆｅｒ３．５μＬ，

２．５×ＢｉｇＤｙｅ１μＬ，测序引物ＩＴＳ４（３．２ｐｍｏｌ／μＬ）１μＬ，纯化的

ＰＣＲ产物１μＬ。反应条件：预变性９６℃１ｍｉｎ；变性９６℃１０

ｓ，退火５０℃５ｓ，延伸６０℃４ｍｉｎ，共２５个循环。测序产物按

ＥｄｇｅＢｉｏ试剂盒纯化，然后在ＰＣＲ仪上变性，条件为：９５℃４

ｍｉｎ，４℃４ｍｉｎ。用ＡＢＩ３５００ｘｌ基因分析仪进行测序。

１．２．７　测序结果的比对　登陆ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ，将测序结果与 ＮＣＢＩ核酸数据库进行

ＢＬＡＳＴ比对。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０进行数据分析，采用配对

四格表资料的χ
２ 检验对培养法和测序法的阳性率进行比较，

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　真菌通用引物ＰＣＲ特异性　４种真菌的 ＤＮＡ经引物

ＩＴＳ１／ＩＴＳ４和ＩＴＳ３／ＩＴＳ４扩增后均产生单一条带，经与ＤＮＡ

标记物（１００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ）比对，产物大小和预期相符，而

１４种细菌及人类基因组 ＤＮＡ 经 ＰＣＲ后无任何条带，见图

１～２。

２．２　真菌通用引物ＰＣＲ敏感性　引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ４最低检测

限为１０３ＣＦＵ／ｍＬ，ＩＴＳ３／ＩＴＳ４最低检测限为１０２ＣＦＵ／ｍＬ，见

图３～４。

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；１：白色念珠菌；２：热带念珠菌；３：克柔念珠菌；４：

光滑念珠菌；５：鲍曼不动杆菌；６：产酸克雷伯菌；７：阴沟肠杆菌；８：洋葱

伯克霍尔德菌；９：肺炎克雷伯菌；１０：奇异变形杆菌；１１：金黄色葡萄球

菌；１２：表皮葡萄球菌；１３：溶血葡萄球菌；１４：人葡萄球菌；１５：屎肠球

菌；１６：粪肠球菌；１７：大肠埃希菌；１８：铜绿假单胞菌；１９：人类基因组

ＤＮＡ；２０：ＰＣＲ阴性对照。

图１　　引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ４通用性检测结果

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；１：白色念珠菌；２：热带念珠菌；３：克柔念珠菌；４：

光滑念珠菌；５：鲍曼不动杆菌；６：产酸克雷伯菌；７：阴沟肠杆菌；８：洋葱

伯克霍尔德菌；９：肺炎克雷伯菌；１０：奇异变形杆菌；１１：金黄色葡萄球

菌；１２：表皮葡萄球菌；１３：溶血葡萄球菌；１４：人葡萄球菌；１５：屎肠球

菌；１６：粪肠球菌；１７：大肠埃希菌；１８：铜绿假单胞菌；１９：人类基因组

ＤＮＡ；２０：ＰＣＲ阴性对照。

图２　　引物ＩＴＳ３／ＩＴＳ４通用性检测结果

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；１：１０８ＣＦＵ／ｍＬ；２：１０７ＣＦＵ／ｍＬ；３：１０６ＣＦＵ／

ｍＬ；４：１０５ＣＦＵ／ｍＬ；５：１０４ＣＦＵ／ｍＬ；６：１０３ ＣＦＵ／ｍＬ；７：１０２ ＣＦＵ／

ｍＬ；８：１０ＣＦＵ／ｍＬ。

图３　　引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ４敏感度结果

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；１：１０８ＣＦＵ／ｍＬ；２：１０７ＣＦＵ／ｍＬ；３：１０６ＣＦＵ／

ｍＬ；４：１０５ＣＦＵ／ｍＬ；５：１０４ＣＦＵ／ｍＬ；６：１０３ ＣＦＵ／ｍＬ；７：１０２ ＣＦＵ／

ｍＬ；８：１０ＣＦＵ／ｍＬ。

图４　　引物ＩＴＳ３／ＩＴＳ４敏感性结果

２．３　真菌通用引物ＰＣＲ检测临床标本　见图５～６。

２．４　测序结果　１１株ＰＣＲ阳性临床标本经测序均得到较好

的序列，与ＮＣＢＩ核酸数据库进行ＢＬＡＳＴ比对后均可将病原

性真菌鉴定到种的水平。
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２．５　测序法与培养法检测阳性率比较　９０例穿刺引流液中，

培养法检出４例阳性标本（３例白色念珠菌和１例光滑念珠

菌），这４例标本经测序法检测也均为阳性；８６例培养法检测

的阴性标本中有７例标本为测序法检测阳性（５例白色念珠

菌、１例光滑念珠菌、１例热带念珠菌）。测序法阳性率是

１２．２２％（１１／９０），培养法阳性率是４．４４％（４／９０），测序法阳性

率是培养法的２．７５倍，二者差异有统计学意义（χ
２＝５．１４，

犘＜０．０５）。见表１。

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；１：ＰＣＲ阴性对照；２：提取阴性对照；３、５、６、７、９、

１０：阴性标本；４、８：阳性标本；１１：提取阳性对照；１２：ＰＣＲ阳性对照。

图５　　通用引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ４检测部分标本电泳结果图

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；１：ＰＣＲ阴性对照；２：提取阴性对照；３、５、６、７、９、

１０：阴性标本；４、８：阳性标本；１１：提取阳性对照；１２：ＰＣＲ阳性对照。

图６　　通用引物ＩＴＳ３／ＩＴＳ４检测部分标本电泳结果图

表１　　穿刺引流液标本真菌测序法与培养法检测

　　　　阳性率比较（狀）

测序法
培养法

阳性 阴性
合计

阳性 ４ ７ １１

阴性 ０ ７９ ７９

合计 ４ ８６ ９０

３　讨　　论

真菌感染的发病率逐年增加，尤其对于急性播散性念珠菌

感染，早期快速地检测和鉴定对选择抗真菌药物非常重要［４］，

而传统培养方法的敏感性低且耗时长，这给检测手段提出了新

的要求，因此寻找一种快速的检测和鉴定真菌感染的方法势在

必行。测序法以其高敏感性和特异性，而成为一种极具前景的

真菌感染检测方法［９１０］。

在病原学诊断中，ＩＴＳ区被越来越广泛地应用于菌种鉴

定［１１］。但是，目前并没有一个真正意义上的真菌通用引物。

因此，本研究首先验证了所用引物的特异性，结果表明这２对

引物可以用于扩增临床上常见的病原真菌，且不会将细菌及人

类的ＤＮＡ扩增出来。为了排除假阳性、最大限度地筛检病原

菌，并保证片段长度能够在种的水平对常见真菌进行鉴定，本

研究用了２对通用引物，其中ＩＴＳ３／ＩＴＳ４的扩增产物包括：

５．８ＳｒＤＮＡ的３′端、ＩＴＳ２区、２８ＳｒＤＮＡ的５′端；ＩＴＳ１／ＩＴＳ４的

扩增产物包括：１８ＳｒＤＮＡ的３′端、ＩＴＳ１区、５．８ＳｒＤＮＡ、ＩＴＳ２

区、２８ＳｒＤＮＡ的５′端。研究结果表明，引物ＩＴＳ３／ＩＴＳ４最低

检测限为１０２ ＣＦＵ／ｍＬ，引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ４最低检测限为１０３

ＣＦＵ／ｍＬ，且对同一标本，二者测序比对结果一致。

测序法具有较高的检测敏感性和特异性，可以在少量的临

床标本中检测到真菌，并可以将检测时限缩短至６～８ｈ，而临

床上传统的真菌培养表型鉴定方法一般需２～３ｄ的时间才能

得到结果，且有的真菌难以培养鉴定。另外，表型鉴定方法数

据库中的信息也是有限的，而绝大多数真菌的基因已被测序完

成，数据库十分完善，为真菌 ＰＣＲ测序鉴定提供了充分的

保障。

真菌感染主要以念珠菌为主，尤以白色念珠菌所占比例最

大［１２］。本研究结果表明穿刺引流液感染真菌均为念珠菌，主

要以白色念珠菌为主，占７２．７％（８／１１）。

综上所述，本研究通过应用２对真菌通用引物进行ＰＣＲ

测序来鉴定菌种，摸索出了一套切实可行的方法，较传统的培

养方法快速，且特异性和敏感性更高。后期工作可进一步收集

其他标本类型并仅采用敏感度更高的ＩＴＳ３／ＩＴＳ４作为通用引

物进行检测，进一步验证该方法，使之成为一套成熟的、临床实

用性强的真菌检测手段。
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