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荧光定量聚合酶链反应检测常见致病真菌方法的建立

韩学贞（河南省郸城县第二人民医院　４７７１５０）

　　【摘要】　目的　建立快速的检测临床致病真菌的荧光定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）方法。方法　使用真菌的通用

引物ＩＴＳ８６和ＩＴＳ４，检测临床常见的致病性真菌，并观察检测方法的敏感性和特异性。结果　建立的荧光定量

ＰＣＲ可以准确地检测念珠菌属、曲霉菌属和新型隐球菌等常见的致病真菌，白色念珠菌的敏感性为０．８７ｆｇ，光滑念

珠菌的敏感性为４．２ｆｇ，与细菌和人类基因组ＤＮＡ以及病毒ＤＮＡ均无交叉反应，根据融解曲线的Ｔｍ值可以进行

菌种的初步鉴定。结论　荧光定量ＰＣＲ方法检测真菌的敏感性和特异性好，可以应用于临床进行快速检测。
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　　随着抗真菌药物以及免疫抑制剂的大量应用，临床机会性

致病菌和耐药菌株越来越多，如念珠菌属和曲霉菌属感染，发

病率和病死率也在逐年上升，常见的感染标本包括血液、痰液、

分泌物等［１］。传统的检测常见真菌的方法主要是培养法、显微

镜检查和抗原检测等，但是这些方法耗时长、敏感性和特异性

差，而且容易出现假阳性或假阴性结果［２］。为了早期诊断和治

疗真菌感染，需要快速敏感的检测方法，本文采用荧光定量聚

合酶链反应（ＰＣＲ）染料结合法检测致病性真菌，根据融解曲线

的融解温度可以进行菌种的初步鉴别。

１　材料与方法

１．１　实验菌株　实验所用菌株包括白色念珠菌、热带念珠菌、

光滑念珠菌、近平滑念珠菌、黑曲霉、烟曲霉和新型隐球菌，均

是临床分离菌株，阴性对照菌为金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、

乙型肝炎病毒ＤＮＡ和人基因组ＤＮＡ（来自医院检验科）。

１．２　试剂与仪器　ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ（Ｔａｋａｒａ）、酵母基因组ＤＮＡ

提取试剂盒（东盛生物）、细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒、溶壁

酶（ｓｉｇｍａ），ＳｔｒａｔａｇｅｎｅＭＸ３００５Ｐ荧光定量ＰＣＲ仪、ＮＤ１０００

分光光度计等。

１．３　方法

１．３．１　各菌株基因组ＤＮＡ提取　挑取临床培养板上各菌株

的单个菌落，加入沙保弱液体培养基中３７℃振荡培养２４ｈ，取

１ｍＬ菌悬液１００００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，加入溶壁酶和缓冲液在

３７℃温育３０ｍｉｎ，按照试剂盒说明提取基因组ＤＮＡ。

１．３．２　通用引物合成　根据文献［３］报道以及进行ＢＬＡＳＴ

比对，选择真菌的通用引物ＩＴＳ８６和ＩＴＳ４
［４］进行扩增反应，序

列为ＩＴＳ８６：５′ＧＴＧＡＡＴＣＡＴＣＧＡＡＴＣＴＴＴＧＡＡＣ３′，ＩＴＳ４：

５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３′，引物由上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司合成。

１．３．３　荧光定量ＰＣＲ　在ＳｔｒａｔａｇｅｎｅＭＸ３００５Ｐ仪器上进行

荧光定量ＰＣＲ，反应体系２０μＬ：ＳＹＢＲ
? ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ

?１０

μＬ，上下游引物ＩＴＳ８６、ＩＴＳ４（１０μＭ）各０．４μＬ，ＲＯＸ内参染

料０．４μＬ，无菌去离子水７．８μＬ，模板为１μＬ，反应条件为９５

℃３０ｓ、９５℃５ｓ、６０℃２０ｓ共４０个循环，反应结束仪器自动

进行融解曲线。

１．３．４　敏感性及特异性分析　使用核酸测定仪定量白色念珠

菌和光滑念珠菌的基因组ＤＮＡ，并用无菌去离子水进行１０倍

的梯度稀释，白色念珠菌稀释为８７ｐｇ／μＬ～０．８７ｆｇ／μＬ共６

种梯度，光滑念珠菌的浓度依次为４２０ｐｇ／μＬ～４．２ｆｇ／μＬ共６

种梯度，使用上述建立的方法和反应体系分别检测两种菌的各

梯度，观察检测敏感性。同时选取乙型肝炎病毒ＤＮＡ、金黄色

葡萄球菌、大肠埃希菌和人基因组ＤＮＡ作为阴性对照，用无

菌去离子水作为空白对照。

２　结　　果

２．１　ＰＣＲ扩增结果　使用上述建立的荧光定量ＰＣＲ反应体

系检测临床常见的致病性真菌，所选取的临床分离菌株均有明

显的扩增曲线，说明所用引物可以正确的扩增出念珠菌属、曲

霉菌属、新型隐球菌，而且扩增曲线呈标准的Ｓ型。

２．２　荧光定量ＰＣＲ的敏感性及特异性　选取白色念珠菌和

光滑念珠菌作为代表菌株，分别做１０倍的梯度稀释，稀释成６

种浓度梯度，每次反应加入１μＬ的模板，根据扩增曲线和ＣＴ

值可以观察到本方法检测白色念珠菌的敏感性为０．８７ｆｇ，ＣＴ

值为３９．８，光滑念珠菌的敏感性为４．２ｆｇ，ＣＴ 值为３８．６。

ＩＴＳ８６和ＩＴＳ４这对引物并不能扩增细菌、病毒和人基因组

ＤＮＡ，反应结果无扩增曲线，空白对照也无扩增曲线，说明特

异性很好。

２．３　融解曲线和融解温度分析　上述荧光定量ＰＣＲ反应体

系融解曲线均为单一峰值，其中白色念珠菌和新型隐球菌的

Ｔｍ值为８６．２ ℃，热带念珠菌为８３．７ ℃，光滑念珠菌为

８５．２℃，近平滑念珠菌为８４．７℃，烟曲霉为９２．７℃，黑曲霉

为９１．７℃，可以根据Ｔｍ值大小初步鉴定致病性真菌。

３　讨　　论

近年来，由于抗真菌药物和免疫抑制剂的广泛应用，深部

真菌感染的发生率和病死率呈上升趋势。由于早期感染的临

床症状不典型和诊断方法的缺陷，临床医生（下转第３１１４页）
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常显著地高于健康对照组（犘＜０．０１），经中西医结合治疗２周

后则与健康对照组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５），其升高

的机制，初步认为是：（１）由于ＣＯＰＤ是一种慢性病，常伴有免

疫调节的紊乱，Ｔ、Ｂ细胞比例失衡，造成ＮＯ水平升高。（２）患

者常伴有血管张力提高和支气管痉挛而引起缺氧和心功能障

碍。（３）患ＣＯＰＤ时机体在炎症介质刺激下激活了 ＮＯＳ从而

产生较多的ＮＯ。（４）由于患者受细菌或病毒的侵犯，其内毒

素及多种细胞因子诱导器官及血管壁内的诱导型ＮＯＳ合酶基

因表达及蛋白质合成，继而催化合成并产生了过多的 ＮＯ之

故。ＮＯＳ在一些感染性疾病、休克等情况下活性增加，合成大

量的ＮＯ，参与对各种器官的损伤。本文检测结果表明，ＣＯＰＤ

患者在治疗前血清 ＮＯＳ水平非常显著地高于健康对照组

（犘＜０．０１），经治疗２周后则与健康对照组比较差异有统计学

意义（犘＜０．０５），其升高的机制可能是由于炎症等刺激引起的

应激反应之故。

ＩＬ１０是一种与免疫反应有密切关系的细胞因子，具有重

要的抗炎作用，抑制巨噬细胞的活化，防止过度活化的巨噬细

胞对宿主组织产生损伤，降低免疫活性Ｔ淋巴细胞的增殖
［５］。

本文检测结果表明，ＣＯＰＤ患者在治疗前血清ＩＬ１０水平非常

显著地高于健康对照组（犘＜０．０１），经治疗２周后与健康对照

组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。这一结果证实：血清

ＩＬ１０可能抑制上述炎性细胞因子对ＣＯＰＤ患者的炎性反应，

参与了疾病的发生与发展。

ＩＬ１８是具有多种免疫调节功能的细胞因子，能够促进

Ｔｈ１细胞繁殖和 Ｔｈ１型免疫应答
［６］。本文检测结果表明，

ＣＯＰＤ患者在治疗前ＩＬ１８水平非常显著地高于健康对照组

（犘＜０．０１），治疗２周后与健康对照组比较差异有统计学意义

（犘＜０．０５），这一现象可以证明ＩＬ１８参与了ＣＯＰＤ患者的免

疫病制损伤过程。

ＧＭＣＳＦ是在炎性反应过程中由损伤内皮细胞释放的一

种多肽类激素样造血生长因子［７］。本文检测的结果表明，

ＣＯＰＤ患者在治疗前血清ＧＭＣＳＦ水平非常显著地高于健康

对照组（犘＜０．０１），经治疗２周后与健康对照组比较差异有统

计学意义（犘＜０．０５），其升高的机理可能是患者体内淋巴细胞

处于活化状态而使表达增多之故。

总之，作者认为，血清 ＮＯ、ＮＯＳ、ＩＬ１０、ＩＬ１８和 ＧＭＣＳＦ

可能以不同的方式参与了ＣＯＰＤ的发病，其水平检测对了解

病情、指导临床治疗具有重要的临床价值。
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往往进行经验性治疗。目前荧光定量ＰＣＲ已经应用于真菌的

早期诊断［５６］，很多检测方法是根据真菌的保守序列设计的引

物，如真菌的１８ＳｒＤＮＡ、ＩＴＳ区段等，本研究选取的是常用的

真菌通用引物ＩＴＳ８６和ＩＴＳ４，此对引物扩增的是５．８ＳｒＤＮＡ

和２８ＳｒＤＮＡ之间的ＩＴＳⅡ区的保守序列，具有较大的种属变

异性，且种内变异性较低，可以识别更多的菌种［７８］。

荧光定量ＰＣＲ操作简单，与普通ＰＣＲ相比，无须进行琼

脂糖凝胶电泳，通过扩增曲线就可观察结果。反应的敏感性和

特异性高，最低检测限达到ｆｇ级别，与细菌、病毒和人类基因

组ＤＮＡ均无交叉反应。而且整个反应过程是在密闭的反应

管中进行，极大地减少了反应产物的污染，整个过程仅需２～３

ｈ即可完成。

本实验直接选用临床分离菌株提取基因组ＤＮＡ进行扩

增，能扩增出所选的所有菌株，说明这一方法可以直接应用于

临床标本的检测。通过分析融解曲线发现，念珠菌属和曲霉菌

属的Ｔｍ值差别比较大，在临床检测中可以进行菌属的鉴别，

热带念珠菌和近平滑念珠菌与其他念珠菌可以粗略鉴别，有利

于临床医生作出更详细的治疗措施。本研究所建立的荧光定

量ＰＣＲ可以快速的检测临床常见致病性真菌，为病原菌的早

期诊断提供了帮助。
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