
无义变异c.2941G>T
 

p.Glu981Ter,可导致蛋白质

编码提前终止。基于以上几点,该患儿可明确诊断为

DMD。但该患儿确诊耗时近6个月时间,主要原因可

能有以下几方面原因:(1)家庭重视不够:患儿平常身

体无明显不适,但走路易疲劳,仰卧需单手撑地才能

站立等症状早有出现,但患儿年龄尚小,被认为发育

迟,并未考虑存在疾病而被忽视未就医;(2)临床医生

经验不足:该患儿因体检发现肝功能异常入院,一段

时间仅关注肝脏功能及相关检查较为局限,加之巨细

胞病毒阳性,而忽略其他如心肌酶谱、体格检查等;
(3)患儿运动发育基本正常,会独立行走;(4)无特殊

家族史,其同母哥哥体健。这些原因均导致了该患儿

疾病的延迟确诊。

DMD遗传方式为X连锁隐性遗传,发病率在各

个国家、地区和人种间无明显差异,每3
 

600~6
 

000
例出生 男 婴 中 有 1 例 发 病。中 国 的 发 病 率 约 为

1/3
 

853,估算全国患者约70
 

000人[4]。该病常于2~
5岁起病,常于20岁左右死于心力衰竭或呼吸功能不

全[5]。该病在诊疗过程中重点要与其他类型肌营养

不良、脊肌萎缩症、炎性肌病和代谢性肌病进行鉴别

诊断,但通过临床表现、血肌酶、肌肉活检和基因检测

能够进行鉴别[4]。

DMD基因主要有3种突变类型[6-8]:(1)大片段

缺失型:最为常见,突变发生频率约占所有突变的

60%;(2)大片段重复型:较少见,约占所有突变的

10%;(3)微小突变:包括单个或数个核苷酸置换、缺
失或插入等,约占所有突变的

 

30%。本病例应用

MLPA技术检测大片段缺失和大片段重复,结合二代

测序技术对DMD基因外显子及周围内含子进行微小

突变分析。能够明确病因,但目前尚无有效的治疗方

法。对其鉴别诊断,对患者的康复治疗有一定的指导

作用,同时,能够提供一定的遗传咨询与指导。

通过对本例DMD的确诊,提示临床在诊疗过程

中,对不明原因的肝功能异常,且经抗病毒、护肝等治

疗无效者,要加强体格检查及其他辅助检查,如血清

肌酶、肌电图及肌活检,必要时行基因检测,提高罕见

病的诊疗水平。
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  获得性免疫缺陷综合征(AIDS)是由人免疫缺陷 病毒(HIV)引起的严重危害人类健康的传染病,以损
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伤免疫系统为主要特征,患者极易获得机会性感染,
而新型隐球菌、马尔尼菲蓝状菌等深部真菌的机会性

感染是AIDS患者死亡的主要原因之一[1]。新型隐球

菌最常引起的感染为隐球菌性脑膜炎,其发病隐匿、
病死率高。患者主要表现为难以忍受的头痛,伴发

热、恶心、呕吐,脑膜刺激征阳性等脑膜炎的症状与体

征[2]。隐球菌性脑膜炎在健康人群中很少发生,但在

AIDS患者中发病率较高。马尔尼菲蓝状菌是一种条

件性高致病性真菌,同时也是青霉菌属中唯一的双向

真菌,主要侵袭免疫低下的人群,尤其是AIDS患者。
其临床表现复杂多样且缺乏特异性,有文献报道,

85%的马尔尼菲蓝状菌感染发生于AIDS患者,已成

为AIDS临床诊断的指征性症状之一[3]。
基质辅助激光解析电离飞行时间质谱(MALDI-

TOF
 

MS)是一种新型软电离生物质谱技术,通过检

测每种病原菌特征性的蛋白指纹图谱,并与数据库中

的图谱 库 进 行 比 对 即 可 鉴 定 出 待 测 病 原 菌。将

MALDI-TOF
 

MS联合分离胶促凝管直接检测血培

养阳性瓶中的病原菌,可以极大地缩短检测时间[4],
为临床提供可靠的诊断依据。

本文通过回顾分析2例明确诊断的合并真菌感

染的AIDS病例,探讨质谱鉴定对 AIDS患者合并真

菌感染诊断的临床价值。

1 病例资料

1.1 一般资料 2018年9月常州市第一人民医院呼

吸科及血液科收治的2例合并真菌感染的 HIV 患

者。病例1,男,56岁,因“咳嗽伴乏力、纳差半月余”
入院。患者入院前1月无诱因出现阵发性咳嗽,1周

前至当地医院就诊查胸片提示支气管炎,予“顺尔宁、
苏黄止咳胶囊”,症状无改善,后出现乏力、纳差进行

性加重。2
 

d前进食后呕吐少许胃内容物,于本院门

诊就诊并行相关检查。患者自述自起病来进食逐步

减少,体质量减轻约5
 

kg。患者神志清,精神萎,慢性

病面容。胸部CT示右肺下叶多发空腔性病变,多发

肺大疱伴感染,右肺下叶外基底段结节,右肺上叶后

段少许炎症,左肺多发纤维灶。病程中患者出现一次

发作性双眼上翻,持续数秒后好转;嗜睡,呼之睁眼,
颈部稍有抵抗。诊断为:肺部阴影:真菌感染可能;脑
炎(真菌性可能)。病例2,女,39岁,因“发现锁骨上

淋巴结肿大2周余”入院。患者2周前无明显诱因发

现左侧锁骨上淋巴结酸痛肿大,伴有咳嗽、咳痰、发
热,并感全身乏力、头晕不适。患者病程中有晕厥1
次,约15

 

s后意识恢复。患者体温39
 

℃,神志清,精
神萎。正电子发射计算机断层显像示多发淋巴结氟

代脱氧葡萄糖代谢增高,考虑淋巴瘤浸润;左上肺磨

玻璃影结节氟代脱氧葡萄糖代谢增高;两肺局部轻度

炎症,右中肺微小结节。诊断为:淋巴结肿大待查、肺
部感染。

1.2 MALDI-TOF
 

MS鉴定 抽取5
 

mL阳性血培

养液注入分离胶促凝管,需氧瓶抽取的血培养液以

4
 

000
 

r/min离心10
 

min,厌氧瓶中抽取的培养液经

3
 

500
 

r/min离心7
 

min,分离待测病原菌。弃去分离

胶促凝管内上层液体,缓慢注入1
 

mL无菌蒸馏水将

待测菌沉淀混悬(不破坏促凝胶),将混悬液转移至无

菌1.5
 

mL 小 型 离 心 管 中,经13
 

000
 

r/min离 心

1
 

min。弃去上清液后重复洗涤一次,最后将离心后

管底的细菌混悬于1
 

mL无菌蒸馏水中待检。取

300
 

μL待测菌重悬液与900
 

μL无水乙醇混合,经13
 

000
 

r/min离心1
 

min后弃去上清液,再经多次离心

以完全去除残留的无水乙醇,放置于空气中自然干

燥。加入70%甲酸30
 

μL使待测菌充分混匀,再加入

乙腈30
 

μL旋涡混匀,经13
 

000
 

r/min离心2
 

min,取
上清液用于 MALDI-TOF

 

MS鉴定。取制备好的上

清液1
 

μL涂布于96孔金属靶板,室温干燥后在金属

靶板表面加入基质液α-氰-4-羟基肉桂酸1
 

μL,再次

室温干燥后进行检测。参数设置:线性,正离子,蛋白

峰谱m/z范围2~20
 

×103,激光解析每孔100次。
应用 Biotyper

 

3.0统 进 行 数 据 库 比 对,得 出 鉴 定

结果。

1.3 API
 

20
 

C板条鉴定 抽取血培养瓶中的培养液

进行纯培养,将分离到的菌落用无菌生理盐水配制成

2个麦氏单位待测菌悬液,取100
 

μL悬液至 API
 

C
 

Medium培养基中,混匀后加入鉴定板条,28
 

℃培养

72
 

h后进行结果判读。

1.4 真菌小培养 将马铃薯葡萄糖琼脂培养基切割

成小块置于载玻片上,用接种环挑取纯培养的丝状真

菌接种于培养基的四角,盖上盖玻片,28
 

℃培养2~
3

 

d后用乳酸棉兰酚染色,于高倍镜下观察真菌形态。

2 结  果

2.1 质谱鉴定结果 2例患者均在入院后送检血培

养,在血培养报阳后直接用质谱仪进行检测。病例1
鉴定结果为新型隐球菌,质谱评分为2.142。病例2
鉴定结果为青霉菌属某些种,质谱评分为1.474。见

图1。

2.2 传统鉴定结果 病例1:患者血培养双侧需氧瓶

分别于67、70
 

h报警阳性,涂片革兰染色镜检找到正

圆形的芽生孢子。将标本接种在血琼脂平板、巧克力

琼脂平板及沙保弱培养基上,35
 

℃
 

48
 

h培养均长出

白色光滑酵母样菌落。经API
 

20
 

C板条鉴定为新型

隐球菌。见图2。病例2:患者血培养双侧需氧瓶分
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别于77、89
 

h
 

报警阳性,涂片革兰染色找到丰富的菌

丝及少量真菌孢子,孢子两头钝圆、中间有隔的腊肠

形。将标本接种在血琼脂平板、巧克力琼脂平板及沙

保弱培养基上,分别于28
 

℃和35
 

℃孵育48
 

h,血平

板上可见灰白色腊样、膜状平坦菌落,菌落中央可见

脐状凹陷;
 

35
 

℃培养的沙保弱斜面上可见白色酵母

样菌落,不产生红色色素。28
 

℃培养的沙保弱斜面上

可见淡红色绒毛状菌落,整个培养基被染成玫瑰红

色。真菌小培养后可见分枝分隔菌丝,分生孢子梗光

滑,呈帚状枝分散,多为对称双轮生;梗基上有3~6
个瓶梗,顶端变窄。通过培养的双相性以及帚状枝形

态可鉴定为马尔尼菲蓝状菌。见图2、3。

  注:A表示新型隐球菌质谱图;B表示青霉菌某属质谱图。

图1  质谱鉴定两例血培养阳性结果

图2  隐球菌血培养直接涂片(10×100)

2.3 最终诊断结果 病例1患者经神经内科会诊后

考虑脑血管意外及 HIV脑病,经市传染病医院会诊

后考虑AIDS,中枢神经系统感染,隐球菌脑炎。予甘

露醇脱水,伏立康唑静滴抗真菌及纠正电解质紊乱等

治疗,并转至市传染病医院进行进一步治疗,目前患

者情况稳定,恢复良好。病例2患者淋巴结活检示锁

骨上淋巴组织增生,中性粒细胞灶性浸润,小脓肿形

成伴多量组织细胞反应,倾向感染性变化。请市传染

病医院会诊考虑 AIDS,并转至市传染病医院进行进

一步治疗。

  注:A表示血培养直接涂片革兰染色镜检结果(10×100);B表示

35
 

℃孵育48
 

h菌落形态;C表示28
 

℃孵育48
 

h菌落形态;D表示真菌

小培养乳酸棉兰酚染色镜检结果(10×40)。

图3  病例2血培养阳性涂片结果及纯培养菌落

特点与镜下结果

3 讨  论

  真菌性血流感染是AIDS患者较为常见的机会性

感染,谢朝云等[5]报道艾滋病合并真菌感染发病率为

36.61%。新型隐球菌和马尔尼菲蓝状菌是AIDS常

见的机会致病真菌,有文献报道AIDS患者合并隐球

菌脑膜炎的一年归因死亡率为24.2%[6],合并感染马

尔尼菲蓝状菌的病死率可达18%~26%[7],因此及时

的病原学诊断是关键。隐球菌性脑膜炎患者多表现

为发热、头痛及呕吐等中枢神经症状,病例1中的患

者在病程中出现嗜睡、颈部稍有抵抗等隐球菌性脑膜

炎相关症状,与最终鉴定结果完全相符合。马尔尼菲

蓝状菌感染后,临床表现为发热、肝脾肿大、淋巴结肿

大、呼吸和消化系统异常等症状,病例2中的患者经

淋巴结活检提示淋巴结脓肿,排除了淋巴瘤的可能,
其症状与马尔尼菲蓝状菌感染相符。

回顾2例患者的诊断过程,病例1中的患者怀疑

感染,病例2中的患者病情较为复杂,高热且主诉淋

巴结肿大,对于这两类临床上暂时无法确诊的患者,
首先应采集血液、脑脊液、骨髓等标本进行涂片与培

养,尽可能地查找病原学依据[8],及时的病原学诊断

对成功治疗深部真菌感染起到极大的作用[8]。传统

真菌鉴定的方法虽然较为准确,但其耗时长,对检验

者经验要求高,极易造成误诊及漏诊。质谱仪的使用

极大地缩短了检测时间,将分离胶促凝管联合质谱仪

可以直接检测血培养阳性的病原菌,缩短了转种培养

鉴定的时间。隐球菌的传统鉴定主要依赖API板条,
需要72

 

h才能判读结果,而墨汁染色虽较为便捷,但
由于隐球菌荚膜厚薄不定,结果观察受检验者经验影

响较大[9]。传统方法鉴定马尔尼菲蓝状菌需要4~
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d[7],采用质谱快速鉴定的方法当天即可给出该真

菌属的初步鉴定结果,且检测结果与传统真菌培养的

结果相符合,极大地减少了花费在真菌鉴定上的时间

成本[10-11]。虽然对青霉菌只能鉴定到属的水平,仍需

结合经典的真菌培养及形态学观察才能鉴定到种的

水平,但这无疑可以为临床诊疗争取到更多的时间。
此外,相较于传统真菌鉴定方法,使用质谱仪直接鉴

定血培养阳性瓶中的真菌操作更加简单,且易于制定

标准化操作流程,从而可以减少人为因素造成的鉴定

误差。
综上所述,AIDS患者易合并条件致病性真菌的

感染,真菌感染的诊断依赖病原学鉴定。传统形态学

鉴定对于真菌感染的诊断有重要意义,但其耗时较

长,而质谱技术的出现简化了操作流程,缩短了鉴定

时间,为临床真菌感染的治疗赢得了时间。提高对不

明原因发热或感染患者的血培养送检率,尽早查找病

原菌并及时对症治疗,结合新兴的质谱技术缩短病原

菌检测时间,为临床诊断提供更加及时可靠的依据。
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