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  摘 要:临床病原真菌的诊断一直是临床检验中的一项难题,由于其独特的细胞结构,并且早期感染无明

显症状,导致了其在检验诊断中产生了一定的困难。近年来,真菌感染所导致的疾病死亡率逐渐上升,如何对

病原真菌进行快速检测对病原真菌的治疗有着重要意义。该文总结了传统技术以及一些新技术在病原真菌诊

断上的应用,并对真菌诊断如何与其他学科共同交叉发展提出了展望。
关键词:真菌; 快速检测; 荧光染色; 分子诊断

DOI:10.3969/j.issn.1673-4130.2021.17.022 中图法分类号:R446.5
文章编号:1673-4130(2021)17-2146-05 文献标志码:A

Advances
 

in
 

diagnostic
 

techniques
 

of
 

clinical
 

pathogenic
 

fungi*

TAO
 

Chenglong1,CHEN
 

Yiqiao2,LIU
 

Ao2,YANG
 

Biwen2,
SU

 

Chengkang1,YE
 

Binggang3,GUO
 

Zhouyi2,LIU
 

Zhiming2△

1.Guangzhou
 

Haokang
 

Biotechnology
 

Co.,Ltd.,Guangzhou,Guangdong
 

510660,China;
2.SATCM

 

Third
 

Grade
 

Laboratory
 

of
 

Chinese
 

Medicine
 

and
 

Photonics
 

Technology,College
 

of
 

Biophotonics,South
 

China
 

Normal
 

University,Guangzhou,Guangdong
 

510631,China;3.Software
 

College,Guangdong
 

Food
 

and
 

Drug
 

Vacational
 

College,Guangzhou,Guangdong
 

510520,China
Abstract:The

 

diagnosis
 

of
 

clinical
 

pathogenic
 

fungi
 

has
 

always
 

been
 

a
 

difficult
 

problem
 

in
 

clinical
 

testing.
Due

 

to
 

its
 

unique
 

cell
 

structure
 

and
 

no
 

obvious
 

symptoms
 

of
 

early
 

infection,it
 

is
 

difficult
 

to
 

detect
 

and
 

diag-
nose

 

the
 

fungi.In
 

recent
 

years,the
 

mortality
 

rate
 

of
 

diseases
 

caused
 

by
 

fungal
 

infection
 

is
 

increasing
 

gradually.
How

 

to
 

conduct
 

rapid
 

detection
 

of
 

pathogenic
 

fungi
 

is
 

of
 

great
 

significance
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

pathogenic
 

fun-
gi.This

 

paper
 

summarizes
 

the
 

application
 

of
 

traditional
 

techniques
 

and
 

some
 

new
 

techniques
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

patho-
genic

 

fungi,and
 

puts
 

forward
 

the
 

prospect
 

of
 

the
 

development
 

of
 

fungal
 

diagnosis
 

and
 

other
 

disciplines.
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  临床微生物从广义上可分为三类,即细菌、真菌

与病毒。真菌,属于真菌界,与动物界、植物界、原核

生物界以及原生生物界并行。与细菌不同,真菌是真

核微生物,有明显的细胞核和完整的细胞器。真菌广

泛的分布在自然界中,当人体免疫力下降或者受损

时,容易遭到真菌侵袭,引起真菌病。据统计,近年来

由于糖皮质激素、广谱抗菌药物的滥用,耐药真菌不

断出现。如在之前的资料中有报道,美国出现了抗药

性强的“超级真菌”耳道念珠菌[1],这些抗性真菌的出

现使得真菌诊断治疗更加困难。
目前,临床常用的检测方法为镜检法、培养法与

组织病理法。但这些方法均与检验医师的专业水平

息息相关。自然界中大多数细菌生长速度较快,而真

菌与细菌不同,生长速度往往较慢,生长条件更为苛

刻,其结构也更为复杂,没有特异性的临床表现,极易

造成漏诊误诊,传统的金标准培养法耗时过久。因此

建立快速诊断病原真菌的方法极有必要。本文针对

临床微生物中真菌感染的检测诊断手段以及诊断现

有技术进行介绍。
 

1 形态学检测法

  真菌有明显的形态特征,如孢子、菌丝。采用形

态学观察法可初步对样本进行预判,由此诞生了镜检

法。在浅部真菌的诊断中,湿片法[氢氧化钾(KOH)
法],即取病变的皮屑部位,通过10%的氢氧化钾加热

后直接镜检,观察到真菌组织后,即可诊断为真菌感

染。传统的培养法将样本进行适当处理后接种于合

·6412· 国际检验医学杂志2021年9月第42卷第17期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,September
 

2021,Vol.42,No.17

* 基金项目:国家自然科学基金项目(32071399、61675072);广东省省级科技计划项目(2017A020215059);广东食品药品职业学院自然科学

重点项目(2019ZR01、2020ZR01)。
△ 通信作者,E-mail:liuzm@scnu.edu.cn。

  本文引用格式:陶成龙,陈伊巧,刘傲,等.临床病原真菌的诊断技术进展[J].国际检验医学杂志,2021,42(17):2146-2150.



适的培养基,适宜温度培养,观察菌落特征、菌丝以及

孢子的特征继续鉴定。虽然培养法一直作为真菌诊

断的金标准,但事实上其耗时过长,无论是浅部真菌

感染还是深部真菌感染,诊断速度都非常重要。
现有技术结合不同种类的染料对传统的镜检法

进行了不断升级与延伸。荧光增白剂法,如Blanko-
phor和Calcofluor

 

white,其可以与真菌中的壳多糖

和纤维素特异性结合,在荧光显微镜下,真菌孢子及

菌丝发出黄绿色或淡蓝色荧光,与暗背景形成鲜明对

比。与湿片法相比,该法检测皮肤和指甲样品中的真

菌成分更快[2]。CARD等[3]通过研究荧光素对植物

内生菌丝的染色发现,5-氯甲基荧光素二乙酸酯(CM-
FDA)对真菌菌丝的染色强度最大,且受光漂白的影

响也最小。现在市面上已经有成熟的商业化检测试

剂。罗云鹏等[4]对比了特敏增强荧光染色液、钙荧光

白(Calcofluor
 

white)、湿片法(KOH)3种染色方法,
特敏增强荧光染色法检出率高于钙荧光白染色法和

湿片法(χ2=17.984,P<0.05;χ2=32.063,P<
0.05),试验结果证明了该方法简单、速度较快。但荧

光染色法中荧光染料的稳定性、淬灭度、生物相容性

仍然需要解决。
2 血清学检测法

  血清学检测主要包括抗原、代谢产物和抗体

检测[5]。
2.1 抗原与代谢产物检测技术

2.1.1 G试验与GM 试验 β-1,3-D-葡聚糖(BDG)
广泛存在于真菌细胞壁中,可占其干质量的50%以

上。在没有内毒素的情况下,其可激活鲎试剂变形细

胞裂解液中的G因子,产生凝集反应。基于此反应原

理的G试验可以特异性检测BDG[6]。GM 是曲霉菌

的特异性抗原,曲霉菌菌丝生长时,GM 从薄弱的菌

丝顶端释放,是感染过程中最早释放的抗原。GM 的

释放量可以反映感染程度,所以可以作为疗效的评价

指标。但是当大剂量使用激素时,GM 试验可能出现

假阳性[7]。也有研究表明,G试验和GM试验联合检

测可更有效诊断侵袭性曲霉病[8]。
2.1.2 隐球菌荚膜多糖抗原检测 隐球菌感染后,
体内可形成大量荚膜多糖,释放到血液和脑脊液中。
乳胶凝集试验是检测隐球菌荚膜抗原最有价值的快

速血清学方法之一,可快速、准确地检测脑脊液或血

液中的多糖抗原,其灵敏度高于传统的印度墨汁染色

和菌培养[9]。现有的隐球菌抗原检测商品化试剂盒

采用多克隆抗体捕获抗原,再用单克隆抗体进行检

测,可同时提高灵敏度和特异度。此外,通过对荚膜

多糖抗原的定量检测可用于对患者的疗效评价,但在

免疫功能低下患者中应用时应结合其他检测结果进

行解释[10]。
2.2 抗体检测技术 以往的研究普遍认为抗体检测

的特异性较差,不能区分是体内定植还是感染,而机

会性真菌感染常发生在机体免疫功能低下的人群,难
以产生足够量的抗体,易发生假阴性[11]。目前,已有

对白念珠菌、曲霉菌的抗体检测方法[12],真菌特异性

抗体检测已经成为检测真菌病的一种重要方法。一

项纳入血液肿瘤和危重患者的系统性回顾研究显示,
甘露聚糖抗原/甘露聚糖抗体联合检测优于其单独检

测,灵敏度和特异度分别达83%和86%[13]。2016年

更新的美国感染病学会(IDSA)曲霉病诊断与处置指

南中,强烈推荐血清和BALF
 

GM试验用于血液病患

者侵袭性曲霉病的检测[14]。
3 分子生物学诊断方法

  近年来,由于分子生物学的迅速发展与崛起,越
来越多的分子生物学手段应用于病原体检测中[15]。
其方法准确,速度较快、特异性高、灵敏性强,且不需

要临床经验[16]。针对核酸的基因检测系列方法可以

避免镜检法所受的形态学限制,并且可实现精准的菌

种鉴定甚至是定量分析。但真菌的细胞壁较为坚硬,
需要良好的前处理方法进行细胞壁的破碎,涉及皮肤

样本的处理,减少干扰。现在已有的分子生物学手段

大致为以下几种。
3.1 常规PCR技术及其衍生技术 由于细菌或真

菌在基因水平上都有特异的靶基因,采用设计好的通

用引物,通过PCR技术扩增特异的目的靶基因可以

实现种类的判定。引物的选择和设计是采用PCR技

术检测病原体的首要关键。rRNA常用于设计通用

引物,与rRNA的18S、28S、5.8S
 

rRNA基因组序列

相比较,内转录间隔区(ITS)作为非编码区具有更高

选择性,并且能够提供详尽的系统学分析所需要的可

遗传性状,因此最常用来进行引物设计[17]。在系统发

育的研究上,PCR技术也被用来进行分析,这也为真

菌的特异性诊断提供了基础。在常规PCR的基础

上,衍生了荧光定量PCR、环介导等温扩增(LAMP)
等技术。
3.1.1 荧光定量PCR 荧光定量PCR也常称作

qPCR,其是一种在DNA扩增反应中,以荧光化学物

质测每次聚合酶链式反应(PCR)循环后产物总量的

方法。随着扩增循环的进行,qPCR仪器以图形方式

实时显示输出。输出通常通过荧光来检测,这可以简

单到测量双链产物的量,或者向反应中加入对扩增子

内靶序列特异的探针,可以使用多个探针来产生多重

反应。现有方法将多重PCR与荧光定量PCR结合,
发展为多重荧光定量PCR。将针对部分病原体16S

 

rRNA和rpoB基因序列的PCR与使用SYBR
 

Green
 

qPCR的单次运行程序中的组合ITS/LSU 序列与

Sanger测序相结合,该方法成为仅在2
 

d内鉴定细菌

和真菌的合适工具[18]。但荧光定量PCR所需要的仪

器与相关试剂价格都相对昂贵[19]。
3.1.2 等温扩增技术 常规PCR需要经过变性、退
火、延 伸3个 变 温 步 骤。与 常 规 PCR 技 术 不 同,
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LAMP是一种等温PCR技术,在60~65
 

℃下进行,
可以利用聚合酶在合成新链时置换其中一条 DNA
链,达到扩增核酸的目的。LAMP使用4个引物而不

是通常的2个,这提供了比典型引物更大的特异性,
尽管引物设计更具挑战性[20]。LAMP已经应用于许

多主要的真菌病原体鉴定[21]。用于真菌鉴定的第二

种等温扩增方法称为基于核酸序列的扩增(NAS-
BA),它使用核糖核酸作为模板。这种反应通常在41

 

℃下进行,目标RNA可以以数千份的形式存在。在

侵袭性曲霉病的研究中,ZHAO等[22]发现,NASBA
与美国食品和药物管理局(FDA)批准的血清学鉴定

法有很好的相关性。用于真菌鉴定的第三种等温扩

增方法是滚环扩增(RCA)。RCA使用病毒聚合酶以

圆形模板的形式扩增靶序列。这种方法的主要优点

是,它可以将靶扩增到超过109 个拷贝,几乎不需要

优化,并且耐污染,而这是其他PCR的主要缺陷[23]。
RCA已经成功地应用于毛霉菌[24]、隐球菌[25]的检

测中。
3.2 核酸杂交技术 核酸杂交技术是利用核酸探针

来检测DNA或RNA的特定基因序列。包括North-
ern

 

杂交、Southern
 

杂交、荧光原位杂交、基因芯片技

术等等[26]。目前已经衍生出了可用于检测念珠菌与

曲霉菌的荧光原位杂交(FISH)技术,相比传统的核

酸杂交技术,其稳定性更好。FISH 以rDNA序列为

检测目标[27]。该方法对标本的前处理要求低,规避了

样品准备瓶颈,有助于快速检测周转时间。该分析的

变体包括肽核酸FISH,它利用肽核酸作为探针,由于

骨架电荷为中性,所以结合得更牢固,反应更灵敏。
由于这种检测方法速度快,可以直接在血液等临床标

本上进行,并且只需要很少的样品制备,因此它已经

用于念珠菌的检测多年了。市场上有2种FDA批准

的PNA-FISH产品[28]。多年来已经开发了多种基于

阵列的杂交策略,并且通常通过使用PCR扩增子作

为靶阵列的杂交探针来工作。这些方法的一个优点

是,目标可以像单个物种特异性寡核苷酸一样简单,
同时也允许一次鉴定大量的样本。
4 生物传感器方法

  生物传感器的核心成分是通过物理或化学方法

固定在电极表面的生物识别元件。目前在细菌与真

菌的检测中均有应用,生物传感器大致分类可为以下

三类:电化学生物传感器、核酸生物传感器、光学生物

传感器。
4.1 电化学生物传感器 电化学生物传感器的核心

成分是通过物理或化学方法固定在电极表面的生物

识别元件。生物传感器的特定识别功能,可以选择性

地识别目标分子并将其捕获到电极表面,信号转换为

电流、电压和电阻等可进行测量和分析得参数,从而

实现分析目标的定性或定量分析。有学者研制了一

种用于检测病原真菌红色毛癣菌抗原的电流型酶免

疫传感器[29]。
4.2 核酸与蛋白生物传感器 核酸与蛋白生物传感

器,即利用核酸或蛋白作为识别元件,常用的如适配

体。适配体是通过指数富集系统进化技术(SELEX)
体外筛选所获得的小分子的物质,如寡核苷酸序列、
蛋白等。核酸检测生物传感器适用于各种各样的基

因检测,既能用于遗传性疾病基因缺失突变检测,也
能进行疾病和药物易感基因检测。此外,已有研究应

用多肽来检测常见的病原真菌白色假丝酵母[30-32]。
4.3 光学生物传感器 光学生物传感器是利用生物

发光、化学发光来检测病原体是一种光学生物传感器

方法,生物发光是指机体内的物质在酶的作用下将化

学能转化为光能,其中 ATP生物发光应用广泛且灵

敏度高。化学发光是指物质分子在化学反应过程中

产生光辐射的现象,这种现象避免了光的干扰。表面

等离子体共振、光纤和激光也常用来检测病原体。
4.3.1 拉曼光谱技术 拉曼光谱是一种散射光谱,
拉曼散射中的能量的变化表征了分子和化学键的特

征,体现了物质的结构特征,其具体表现形式就是拉

曼位移。因而人们把拉曼光谱称为物质的“指纹”。
蛋白质、糖类、核酸等大分子都可以产生这种特异性

指纹,这就为病原的检测提供了可行的理论基础[33]。
表面增强拉曼光谱技术是将物质分子吸附在基

底或纳米材料表面,能够放大若干倍正常的信号强

度,使得前菌培养的程序简化,并且可以有效地缩短

检测时间,实现单分子检测。鉴于真菌独特的细胞壁

结构,表面增强拉曼光谱在检测真菌的研究上有着广

阔的前景,有研究用脱氧核糖核酸功能化的银羟胺纳

米粒子来检测白色念珠菌、光滑念珠菌、克柔念珠菌

和烟曲霉的感染,利用主成分分析,可以检测每个目

标的个体存在,并相应地对它们进行分组[34-35]。寻找

性能好、价格适宜的基底材料是研究的重点,并且仪

器的便携性也需要考虑。
4.3.2 傅里叶变换红外光谱(FT-IR)技术 FT-IR
是将红外光谱和计算机技术相结合的分析方法,红外

光谱的强度h(δ)与形成该光的两束相干光的光程差

δ之间有傅里叶变换的函数关系,干涉图上每个频率

解释为相应的光强,红外光谱图不同的特征,表示这

未知物化学结构、物质的纯度等,可用于临床真菌的

检测。有研究取50例浅表真菌感染患者的样品使用

FT-IR显微光谱进行研究。同一物种的光谱是相同

的,而不同物种的光谱没有显示出相似性。这项研究

表明,FT-IR可用于获得念珠菌和皮肤真菌物种的

“分子指纹”[36]。但该光谱对于样品的前处理要求比

较高,水分子有较强的红外吸收,为避免对其他光谱

特征的干扰,需要合理地干燥样品。
4.3.3 荧光适配体技术 适配体目前已经被广泛应

用于构建光学生物传感器。荧光适配体主要是用荧

光基团标记配体,待检测物与适配体作用后产生荧光
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偏振。Luminex公司的核心技术xMAP是用不同配

比的不同种荧光染料将直径为5.6
 

μm或6.5
 

μm的

聚苯乙烯微球染成不同的荧光色,以此获得不同种类

的荧光编码微球。针对不同待测物质的抗体分子或

基因探针用共价交联的方式结合到待定的编码微球

上,使其均有对应的检测项目。根据待测物质与对应

荧光球的混合形成复合物,复合物与标记的荧光素反

应,在红绿激光的作用下,进行识别与判定[37]。FA-
ROOQI等[38]将xMAP技术成功地用于鉴定念珠菌

属中的单个真菌菌种。此外,还有纳米材料修饰等方

法。荧光基因标记适配体存在着荧光激发、淬灭等相

关问题。
5 展  望

5.1 与人工智能结合 与人工智能技术相结合是世

界科技发展的主流趋势。人工智能技术目前应用的

范围较广,近年来越来越多地被应用于医学研究与临

床系统。有学者利用深度学习的方法与拉曼光谱检

测法相结合,生成了一个广泛的病原体拉曼图谱数据

库,即使在低信噪比谱上,也能达到平均分离水平超

过82%的准确率和(97.0±0.3)%的抗菌药物治疗识

别准确率[39]。有学者将显微镜观察与人工智能技术

相结合,采用数字处理、模式识别来获得真菌特征,采
用人工神经网络系统从排泄物中识别出真菌[40]。目

前市场上已有该类型的产品。人工智能技术还可以

与光学的检测手段进行很好结合,这也为真菌快检与

人工智能相结合提供基础。
5.2 新材料的结合 新材料的发展在检验科学的领

域也起到了重要作用,纳米材料有良好的光学性能与

电学性能,在生物传感器的制作上可以起到改善稳定

性的作用。如金属纳米材料,其比表面积大且有良好

的生物相容性,在信号响应上有放大的效果,常被用

来制备适配体。且纳米材料的溶液颜色与粒子直径

大小相关,这一颜色变化可以很好地应用在检测领域

中。例如,结合凝集素的纳米材料量子点可用作碳水

化合物表达分析的纳米探针,它可提供与癌症和微生

物致病性相关的糖基化变化信息,已经应用于白色念

珠菌细胞的荧光标记[41]。纳米材料性能虽然较好,但
存在制备效率、生物毒性评价、价格昂贵等问题。
6 小  结

  本文介绍了临床及市场上病原真菌的检测方法,
目前临床常见与常用的仍是湿片法及结合荧光染色

的镜检法、培养法等。目前有越来越多的检测方法用

于真菌病的诊断,但技术的可行性距离实际的市场应

用仍有很大距离,进入市场应用要考虑经济性和实用

性。目前真菌病的特异性检测仍主要依赖于分子生

物学的诊断方法,对设备与检验人员的技术要求均较

高。通过交叉学科的方法提高特异度、灵敏度、检测

速度将会一直是病原真菌快速检测的主要研究内容。
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