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烟曲霉荧光探针实时ＰＣＲ法的临床应用价值研究
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　　摘　要：目的　建立一种针对烟曲霉的探针实时聚合酶链反应（ＰＣＲ）法并初步探讨其临床应用价值。方法　以烟曲霉基因

组内特有序列为靶位，设计引物、探针，建立ＰＣＲ反应体系，初步应用于临床痰标本和血浆标本的检测验证其检测性能。结果　

所建针对烟曲霉的实时ＰＣＲ法具有良好的灵敏度和特异度，将其应用于临床痰标本和血浆标本的检测效果较好。结论　所建立

的荧光探针实时ＰＣＲ法初步应用于临床痰标本和血浆标本检测，效果良好，其实际临床应用价值仍需进行大样本验证。
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　　近年来，侵袭性真菌病（ＩＦＤ）的致死率仍居高不下，ＩＦＤ的

早发现、早治疗仍是当前改善患者预后的最佳途径。而由于

ＩＦＤ缺乏特异性的临床症状和体征，传统的实验室方法在灵敏

度和特异度等方面存在缺陷，导致ＩＦＤ的临床诊断率和实验

室诊断率偏低［１］。近年来，随着分子生物学的高速发展，使人

们将ＩＦＤ的早检测、早发现寄希望于分子生物学手段，虽然此

方法尚不成熟，但具有重要的潜在应用价值［２３］。本课题组在

前期工作中建立了ＳＹＢＲ染料法实时聚合酶链反应（ＰＣＲ）检

测体系，但由于此方法的原理是利用荧光染料结合到ＤＮＡ上

发光而实现定量，当反应体系内发生非特异性扩增时难以辨

别，即与探针法实时ＰＣＲ检测体系相比，此方法在特异性方面

存在缺陷，制约了将来其在临床的推广应用。为此，本课题组

在前期工作的基础上设计探针，优化反应条件，建立了探针法

实时ＰＣＲ检测体系，并将其应用于临床标本的检测，取得了良

好的效果，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取前期实验中的１６０例免疫低下患者的

１９４例痰标本作为研究对象
［４］，同时选取瑞金医院４０例已明

确临床ＩＦＤ诊断的骨髓移植患者的１１２例血浆标本进行验证。

１．２　材料、仪器与试剂　同前期实验
［５］。

１．３　真菌基因组ＤＮＡ提取　具体方法同前期实验
［６］。

１．３．１　烟曲霉实时ＰＣＲ检测方法（探针法）的建立　在前期

实验所建立的ＳＹＢＢＲ染料法实时ＰＣＲ检测体系的基础之

上［５］，原引物和反应体系不变，设计合成新探针，具体序列为５′

ＦＡＭＧＣＡＡＧＧＣＧＡＴＴＴＡＴＣＴＣＡＣＣＡＣＴ３′ＴＡＲＭＡ，

ＰＣＲ扩增条件为：５０℃，２ｍｉｎ；９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性

１０ｓ，５５℃退火延伸４５ｓ，共４０个循环。构建含靶片段的

ＰＭＤ１９Ｔ质粒重组体，制备梯度浓度的标本，验证该方法的检

测灵敏度，同时验证其特异性，具体操作同前。

１．３．２　烟曲霉实时ＰＣＲ用于临床标本的检测　以所建立的

烟曲霉实时ＰＣＲ法检测１９４例来自临床的痰标本和１１２例血

浆标本ＤＮＡ，并初步验证其临床应用价值，并将其结果与之前

通用ＰＣＲ法结果（扩增产物测序分析）进行比较，同时将烟曲

霉探针法实时ＰＣＲ法检测阳性的标本送生工生物工程（上海）

有限公司测序验证；为排除由抑制物引起的假阴性情况，对所

有的标本均进行人ＧＡＰＤＨ基因检测。

２　结　　果

２．１　烟曲霉实时ＰＣＲ法的检测性能　ＰＣＲ扩增曲线良好，

标准曲线的斜率为－３．２９３９２１，截距为４６．２１０１１７，相关系数

为０．９９４９６６，提示相关性良好，可以满足实验的基本要求；线

性检测范围的上限为１０８ｃｏｐｙ／ｍＬ，下限为１０
２ｃｏｐｙ／ｍＬ，提示

检测灵敏度较高；以非烟曲霉基因组ＤＮＡ进行扩增时，未见
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非特异性扩增，表明该扩增体系的特异性较好。

２．２　烟曲霉实时ＰＣＲ法的临床应用效果　在１９４例临床痰

标本ＤＮＡ中包含１７６例念珠菌阳性标本，２例烟曲霉阳性标

本，１６例阴性标本，经该烟曲霉探针法实时ＰＣＲ法检测，２例

阳性标本均被检出，其他１９２例标本均未出现扩增，该结果与

原实验通用ＰＣＲ法结果一致，符合预期，且提示此实验中该方

法的检测灵敏度和特异度均为１００％；骨髓移植患者的１１２例

临床标本中，包含２例烟曲霉菌，用所建立的烟曲霉探针法实

时ＰＣＲ法进行检测时，均可以检出，而其他１１０例标本则未出

现扩增，同样说明所建立的新方法具有良好的检测性能。将烟

曲霉阳性标本的ＰＣＲ产物送测序，测序分析结果与ＰＣＲ结果

一致。以上两类标本，均对其进行了人ＧＡＰＤＨ基因检测，扩

增曲线良好，均提示标本中无明显的扩增反应抑制剂存在。

３　讨　　论

　　真菌多为条件致病菌，对免疫力正常的人群一般不会致

病，然而当机体处于免疫妥协状态时，可能会导致ＩＦＤ的发

生［７］。以往的临床研究大多仅重点关注移植患者的ＩＦＤ情

况，而非移植群体的情况相关报道少见［８］。近年来，ＩＦＤ的发

病率呈逐年上升趋势，且其致病菌种的流行病学也在不断变

化［９］。由于ＩＦＤ无特异性的临床症状和体征，且容易被基础

疾病或免疫抑制所掩盖，因此其确诊主要依靠实验室检查，传

统实验室真菌检测方法因在灵敏度和特异度等方面存在缺陷，

ＩＦＤ的实验室检查漏诊率高，不能满足当前临床需求，由于侵

袭性真菌病发病凶险、确诊困难、病原体耐药、病情进展快、预

后不佳、治疗不良反应较多及费用高等特点，其诊断和治疗一

直是困扰临床工作的难点之一［１０１１］。早期诊断、及时治疗是

改善预后的关键，意义重大［１２］。虽然近年来ＩＦＤ诊断技术不

断进步和新型抗真菌药物不断面世，但ＩＦＤ发病率仍呈上升

趋势。

传统检测方法如真菌培养鉴定、镜检、Ｇ实验和ＧＭ 实验

等均不够理想，组织病理学检查虽为ＩＦＤ诊断的金标准，但由

于其存在一定的创伤性而不被大多数患者所接受。此外，组织

病理学检查灵敏度较低且获取标本困难，对于有严重基础疾病

者往往不易进行等缺陷，制约了其在临床的广泛应用。充分利

用现代先进的检验手段，加强病原学监测，提高早期诊断率，近

年来，随着分子检测水平的快速发展，国内外大量学者将ＩＦＤ

的早期诊断寄希望于ＰＣＲ法，并进行了一系列研究，目前已取

得了较大进展，但仍存在许多问题，如方法学未标准化，缺少统

一的标准，周围环境中真菌无处不在，如何才能有效控制其对

标本的污染等［１３］。关于ＰＣＲ技术在ＩＦＤ早期检测应用方面，

有的学者认为该方法尚不成熟，尚需更多的研究加以完善；有

的学者认为当前已经开发了足够的专有技术，当前可以考虑进

行大规模临床实验。本课题组的研究表明多种检测方法联合

应用，可以提高ＩＦＤ的诊断率和阴性除外价值
［１４］，尤其是ＰＣＲ

法具有检测灵敏度高的特点，其阴性除外价值更加有价值。本

课题组在前期工作的基础上建立了针对烟曲霉的实时ＰＣＲ检

测方法（探针法），本实验过程中阴性对照标本与待测标本按

１∶１０的比例进行全程监控，有效监控因污染而导致假阳性结

果的情况。与先前所建立的荧光染料法相比，探针法具有更高

的特异度，有利于将来临床的推广应用。与通用ＰＣＲ法相比，

实时ＰＣＲ法可以实现更加准确的定量，可为临床区分真菌的

感染和定植提供依据，为疾病的早发现、早治疗初步奠定基础，

且实时ＰＣＲ法扩增完成后结果分析过程中无需开盖操作，大

大降低了实验室ＰＣＲ扩增产物污染事件的发生率，该方法具

有较好的临床应用前景，其不足之处在于所建立的实时ＰＣＲ

法只能用于烟曲霉菌的检测，且如果烟曲霉相关基因位点发生

突变，烟曲霉菌将不能被检出。目前临床上确诊ＩＦＤ的方法

对专业技术要求高，且结果的判断带有主观性，耗时长，导致早

期确诊困难；与传统的实验室检测方法相比，ＰＣＲ法具有更高

的检测灵敏度，在ＩＦＤ的早发现中具有明显的优势，ＰＣＲ法有

助于早诊断、早治疗，明显改善疾病预后，且有效减少不必要的

抗生素滥用。有研究认为，长期使用广谱抗生素，可导致中性

粒细胞释放过氧化物减少，继而其破坏真菌菌丝细胞壁的有效

性大大降低，更容易导致ＩＦＤ的发生
［８］。此外，抗真菌药物品

种相对较少、不良反应大且价格昂贵，经验性用药与精准医疗

的潮流不符，且容易引起医患矛盾，因此探索出一种快速准确

的ＩＦＤ早期检测方法，为临床的诊断和治疗提供依据，具有重

要的意义。分子生物学方法应用于ＩＦＤ的检测，有助于提高

ＩＦＤ诊断水平，应用前景良好
［１５］，但仍需进行大规模、多中心

的临床实验进行验证。
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