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+4TZ)9:O19+[

鉴定丝状真菌研究进展"

武
!

静 综述!胡成进!刘晓斐!公衍文#审校

"济南军区总医院实验诊断科!济南
"&''#!

%

!!

关键词"基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱$

!

丝状真菌$

!

快速鉴定

!"#

!

!'$#(%(

"

5

$6778$!%-#90!#'$"'!-$'&$'#0

文献标识码"

4

文章编号"

!%-#90!#'

"

"'!-

%

'&9'%%09'#

!!

近年来#丝状真菌感染的发病率和病死率逐渐增高#研究

表明抗真菌治疗延迟与病死率升高密切相关#因此#快速(准确

鉴定至种水平越来越必要)

!

*

'目前形态学鉴定是丝状真菌鉴

定最广泛的方法'该方法鉴定率低#鉴定时间长#需
0

!

&B

时

间#易延误临床的诊断和治疗%由于菌株表型特征多变#易受到

实验室人员个人经验的影响!裂褶菌(尖端赛多孢子菌组织形

态学与曲霉属(镰刀菌非常相似#仅靠组织形态学很难区别

开)

"

*

'用真菌通用引物
)>7!

和
)>70

进行 聚合酶链反应扩增结

合
ZU4

测序对丝状真菌进行鉴定#是目前公认的金标准#但

操作繁琐#前处理需
!@

#鉴定需
"0

!

0,@

#对操作人员要求高#

易受到污染导致失败%米曲霉与黄曲霉#阿姆斯特丹散囊菌与

冠突散囊菌等基因序列高度同源#用该方法很难区分)

#

*

'基质

辅助激光解吸电离飞行时间质谱$

+4TZ)9:O19+[

&为一种快

速(准确鉴定细菌和酵母菌的方法#并广泛应用于临床#而对丝

状真菌的鉴定还处于科研阶段'

?

!

质谱鉴定丝状真菌概述

!!

+4TZ)9:O19+[

是近年发展起来的一种新型软电离质

谱技术#通过检测未知微生物的蛋白质指纹图谱并与质谱图数

据库中特征性谱图进行比对#从而对待测微生物进行快速鉴

定)

0

*

'近年来#

+4TZ)9:O19+[

广泛应用于临床微生物的快

速鉴定#尤其在细菌鉴定方面被证实为一种准确(快速(经济的

方法#随着该技术的不断发展和完善#其在临床真菌快速鉴定

研究中的作用也日益显著'

T68

*

等)

&

*对
##

篇
+4TZ)9:O19+[

鉴定真菌的文献共涉

及
((--

株真菌做了
+=>?

分析#分析证实利用
+4TZ)9:O19

+[

鉴定丝状真菌虽没有像鉴定酵母菌那样取得满意的成果#

相比其他方法鉴定率仍然较高'有文献统计质谱仪对临床常

见丝状真菌鉴定效果均较好#包括曲霉属(青霉属(镰刀菌属(

木霉属(皮肤癣菌(毛霉目真菌等#特别是临床常见的曲霉

属)

%

*

'质谱仪单株菌鉴定仅需
"'C68

#可同时检测多种菌株#

是目前用时较短操作也较简便的方法'因此#

+4TZ)9:O19

+[

将会成为丝状真菌诊断领域不可或缺的工具'然而与细

菌不同#质谱数据库中丝状真菌数量有限且细胞壁难以破裂需

要特殊的前处理#此外图谱易受到不同阶段的产物如孢子(子

实体(表面菌丝和基内菌丝体等的影响)

-

*

'因此#为促进

+4TZ)9:O19+[

鉴定丝状真菌在临床实验室的推广实施#仍

+

0%%

+

国际检验医学杂志
"'!-

年
#

月第
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卷第
&

期
!
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需要进一步的探索研究'

@

!

临床常见丝状真菌的
+4TZ)9:O19+[

鉴定情况

@$?

!

曲霉属
!

分布最广泛的丝状真菌#可作为机会致病菌感

染人类#如烟曲霉(黄曲霉(黑曲霉'曲霉可侵犯机体许多部

位#尤其是呼吸系统#全身性曲霉病有增高的趋势)

,

*

'

Y?79

7?

*

8=

等)

(

*一直致力于真菌的标准化操作程序的研究'采用甲

酸和乙腈来进行提取#以
%

9

氰基
909

羟基肉桂酸$

cYY4

&作为

基质进行采图#并建立质谱库'随后用
"''

株菌进行验证#

,-.

被准确鉴定到种'

4D?86;

等)

!'

*建立的数据库#包含
"#

种

不常见霉菌'

T?F

等)

!!

*采用的前处理方法为#首先将氧化锆"

二氧化硅珠溶于无水乙醇#从培养基上取菌落置于其中#漩涡

震荡(离心使样本乳化#再加
-'.

甲酸和乙腈重复离心#上清

液直接测量或冷冻'研究者分析了
"(0

株分离株$包含
&,

株

参考菌株&和
"#%

株临床菌株#涉及
-%

个属
!&"

个种#曲霉数

量最多#同时建立了质谱库'随后用
0"!

株菌进行验证#鉴定

率在
('.

'

黄曲霉和米曲霉是既独立又紧密联系的物种#二者基因序

列相似度达
(($&.

#所以#分子生物学方法能够鉴定到黄曲

霉"米曲霉群#但不能区分出黄曲霉与米曲霉)

!"

*

'然而黄曲霉

能产生有毒的黄曲霉毒素#米曲霉则广泛用于食品发酵和工业

酶制剂生产'有研究者利用
+4TZ)9:O19+[

分析了黄曲霉(

米曲霉的孢子#显示产毒菌株与非产毒菌株有不同的质谱峰#

从而利用质谱可以将米曲霉株与产毒的黄曲霉株区分开

来)

!#

*

'然而黄曲霉在代谢中产生不同的代谢产物#有一些无

毒性被认为与米曲霉更接近#但是非产毒的黄曲霉与米曲霉的

质谱峰非常相似#仍有进一步研究显示利用质谱的聚类分析则

很容易将其分辨出)

!0

*

'

@$@

!

青霉属
!

青霉属广泛分布于土壤(空气(谷物等#可生产

抗生素(有机酸(酶制剂#在生物技术和医疗方面发挥重要作

用#马内菲青霉可引起马内菲青霉病'研究者利用
+4TZ)9

:O19+[

以
"

#

&9

二羟基苯甲酸$

Zc2

&为基质#区分桔青霉(意

大利青霉(指状青霉#这些菌的特征峰质荷比$

C

"

M

&为$

"&''

!

-&''

&

n!'

#

)

!&

*

'该实验组用该方法再次从腐烂的水果中成功

鉴定出桔青霉和绿霉'另一研究分析了
!"

种青霉#将菌置于

乙腈"
0.

甲酸体积比为
!j!

溶液中#进行磁珠挤压
!C68

#循

环
#

次#将提取物与
cYY4

基质混合后加到靶板上#经过处理

后的样本比未处理的样本产生了更多高质量的峰#特征峰出现

在
C

"

M

为$

&'''

!

"''''

&

n!'

#

#

C

"

M

为
!#(''

的峰存在于所

有菌的谱图中#被认为是生物标志峰)

!%

*

'判别分析和聚类分

析都证实了该方法重复性较高'

@$A

!

镰刀菌属
!

广泛分布在土壤中#可侵染多种植物'大部

分无害#但也有一些可产生毒素'当成熟的谷物被这些镰刀菌

感染后#镰刀菌毒素通过食物链最终到达人或动物)

!-

*

'串珠镰

刀菌毒素可致癌'可引起肺部感染(心内膜炎(脑脓肿和真菌血

症#其发病率和病死率仅次于白色假丝酵母菌和曲霉感染'

Z=Y?H;D67

等)

!,

*利用来自微生物实验室的
&&

种
!'#

株菌

构建质谱库#研究显示由于菌落孵育时间长短会影响谱峰特

征#因此孵育时间长和孵育时间短的菌落均被纳入质谱库'验

证结果显示质谱能将
(%$,.

的镰刀菌正确鉴定至种水平'

利用
+4TZ)9:O19+[

检测色镰刀菌存在很大的挑战#因

为颜料的存在会阻碍与基质的结晶及随后蛋白峰的采集'研

究者针对禾谷镰刀菌对其孢子提取前的洗涤步骤进行了研究'

溶剂有水(乙腈(甲醇(乙醇(异丙醇(有机酸和
U9

辛基葡萄糖

苷$单用或混合&

)

!(

*

'在溶剂中加入
!

种酸如甲酸或三氟乙酸

会与基质产生共结晶#从而获得高质量的谱峰'用乙腈"
'$&.

甲酸$体积比为
-j#

&洗涤后用双层体积法制备样本#取得了

最好的效果'

@$B

!

木霉属
!

木霉属为子囊菌门'

U=F@;G

等)

"'

*利用
+4T9

Z)9:O19+[

分析木霉菌属和肉座菌属'每个靶孔加约
!'

% 个

细胞#以
Zc2

作基质#差异峰
C

"

M

为$

&'''

!

!''''

&

n!'

#

#

为疏水蛋白峰#核糖体蛋白$

+4TZ)

分析细菌最常用蛋白&并

未鉴定出'疏水蛋白为菌丝和孢子细胞壁的外模蛋白#菌丝有

无孢子(翻译后
U

端和
Y

端处理程序不同都会影响疏水蛋白'

@$H

!

皮肤癣菌
!

浅部真菌#主要侵犯患者的皮肤(毛发和指

甲#包括毛癣菌属(表皮癣菌属(小孢子菌属(子囊菌属'研究

显示#用甲酸乙腈法提取后以
cYY4

为基质采图或直接准移

到靶板上以
Zc2

为基质采图#菌株可在
C

"

M

$

"'''

!

"''''

&

n!'

# 产生
%'

!

!"'

个信号峰#获得的结果与内部转录间隔区

$

):[

&和
&$,[HZU4

测序结果一致#明显优于传统形态学

鉴定)

"!9""

*

'

@$I

!

毛霉目真菌
!

毛霉属(根霉属(横梗霉属是引起毛霉病的

菌#对常用抗真菌药耐药#所以在抗真菌治疗前需要准确(快速

诊断'

[E@H;=BD

等)

"#

*对
&#

株真菌进行研究#

0%

株为横梗霉

属'用甲酸乙腈法提取后以
cYY4

为基质采图'建立数据

库#肽蛋白谱峰
C

"

M

在$

"'''

!

"''''

&

n!'

#

#

0%

株横梗霉均

被正确鉴定'以质谱数据构建的系统进化树与多基因序列构

建的系统进化树吻合'

A

!

真菌药敏试验

!!

抗真菌药物的广泛应用加速了耐药菌株的出现#从而真菌

药敏试验在指导真菌治疗方面变得越来越重要'之前研究显

示#白色念珠菌暴露于氟康唑会导致蛋白表达发生变化随之带

来质谱峰的变化)

"0

*

%暴露于一系列浓度的卡泊芬净
!&@

后#

蛋白改变同样带来质谱峰的变化'

Z=Y?H;D67

等)

"&

*研究了一

种利用
+4TZ)9:O19+[

计算复合相关指数来检测念珠菌和

曲霉菌对棘白菌素
9

卡泊芬净耐药性的方法'该方法用终点读

数替代了经典的
+)Y

值#虽然比参考方法只是轻微节省了时

间#然而
+4TZ)9:O19+[

可以消除参考方法的主观性#更好

地区分拖尾生长的菌株与真正耐药的菌株)

"%

*

'

B

!

总结与展望

!!

在真菌学领域#

+4TZ)9:O19+[

相比传统的形态学和生

化试验#在分辨力(准确性(时效性方面均有优势#因此#

+4T9

Z)9:O19+[

将会成为丝状真菌诊断领域不可或缺的工具'然

而
+4TZ)9:O19+[

随之带来的几个问题#例如某些菌株的固

有特性会导致谱峰质量差#质谱数据库还需进一步完善#尤其

是对于一些不常见的菌种'研究者认为进一步规范标准化操

作程序#简化前处理操作步骤#扩展商业数据库#均能够改善真

菌鉴定现况#尤其是扩展商业数据库#能够提高
+4TZ)9:O1

+[

对真菌的鉴定能力'

目前#利用
+4TZ)9:O19+[

进行菌株分型和真菌药敏试

验的研究数据还较少'随着对流行病学追踪和抗真菌药物耐

药性的探索#这些领域必将会得到更广泛的研究'也有一些领

域尚未涉足#如毒力因子的研究(与抗真菌耐药性和生物膜形

成真菌感染有关的蛋白的研究(具有生物活性的代谢产物的研

究'因此#为改善真菌的感染诊断和治疗#还需进一步的研究
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