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目的
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评价基质辅助激光解析(电离飞行时间质谱"

Y.QMU/0XG/Y[

$在快速鉴定临床分离的酵母样

真菌中的应用价值%方法
!

收集临床分离的酵母样真菌
!#+

株!分别用
TU0RVY[

&

.ZU"&W

和
WHSXY85

E

85

显色

培养同时进行鉴定与比较!

#

" 检验分析
TU0RV Y[

和
.ZU

及显色培养基鉴定结果的准确率!以真菌内转录间隔区

"

U0[

$基因测序作为鉴定结果的金标准!同时比较各种方法在临床使用中的优缺点%结果
!

TU0RV Y[

&

.ZU"&W

和显色培养基鉴定的准确率分别为
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" 检验分析!差异有

统计学意义"

#
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]+!$**'
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$%结论
!

Y.QMU/0XG/Y[

可将酵母样真菌快速&准确地鉴定到种%

"关键词#

!

酵母样真菌#

!
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质谱分析#
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基因测序
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近年来#深部真菌感染发生率和病死率在逐年增加/

!

0

#其

中以白色假丝酵母为主#其他酵母菌样真菌也频繁被检出*传

统的真菌鉴定方法主要有
WHSXY8

E

85

显色培养基和生化鉴

定系统如
.ZU"&W

)全自动微生物鉴定仪
T<74P

)

Y<;516;83

及

O<1=1

E

鉴定系统等#这些检测需较长周期和较高成本#难以鉴

定不常见或生化反应相近的真菌%分子学鉴定方法$如荧光杂

交和
ZWS

&快速)准确#但对实验室要求较高#难进行推广*基

质辅助激光解析"电离
/

飞行时间质谱分析$

Y.QMU/0XG/Y[

&

是应用于病原微生物快速检测的一项新技术#不同的病原菌经

Y.QMU/0XG/Y[

检测可以形成特异性的指纹图谱#将待测病原

菌的质谱图与已有质谱图库进行比较#即可确定病原菌种属#拥

有快速)稳定)重复性好等特点#本文将探讨法国生物梅里埃

TU0RVY[

质谱仪在临床酵母样真菌快速鉴定中的应用价值*

$

!

材料与方法

$$$

!

试验菌株
!

收集分离自广州中医药大学第二临床医学院

"&!)

年
#

!

!"

月临床痰)尿液)分泌物)皮肤刮取物)骨髓等标

本的酵母样真菌
!#+

株#通过真菌内转录间隔区$

U0[

&序列分

析确定菌种分布如下!近平滑假丝酵母菌
!%

株#白色假丝酵母

菌
#"

株#光滑假丝酵母菌
""

株#热带假丝酵母菌
"!

株#克柔

假丝酵母菌
!'

株#季也蒙假丝酵母菌
*

株#皱褶丝酵母菌
)

株#阿萨丝酵母菌
%

株#红酵母菌
"

株#新型隐球菌
#

株#季也

蒙毕 赤 酵 母
"

株#标 本 用 真 菌 滤 纸 保 藏 法 $载 体 保 藏

法&

_(&g

冷冻保存*

$$/

!

试剂与仪器
!

酵母基因组
M\.

提取液)

ZWS

试剂盒$日

本
08V8S8

公司&#

.ZU"&W

系统酵母菌鉴定试剂盒#

WHSXY85/

E

85

显色培养基#

TU0RV Y[

$

O<1>45<42C

&#

ZWS

仪$

.OU*%&&

&#水

平电泳仪及凝胶成像分析系统$

OUX/S.M

&等*

$$'

!

方法

$$'$$

!

显色培养基鉴定
!

按临床常规的表型鉴定流程#沙氏

培养基上培养所得真菌菌株均进行菌落形态及镜下形态观察#

-

*+'"

-

检验医学与临床
"&!+

年
*

月第
!"

卷第
!(

期
!

Q8:Y4-W=<3

!

[4

@

74>:45"&!+

!

T1=$!"

!

\1$!(

"

基金项目!广东省科技计划项目$

"&!!O&#!(&&&"(

&%广东省科技计划项目$粤科社字/

"&!!

0

!&'

号&*

!

作者简介!梁铮#男#硕士#主管技

师#主要从事微生物耐药机制研究*

!

#

!

通讯作者#
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酵母菌行显色培养基培养#根据菌落颜色判定*

$$'$/

!

.ZU"&W

鉴定
!

按照试剂盒说明书进行操作*

$$'$'

!

TU0RVY[

鉴定
!

在
TU0RVY[

标本准备工作站#按

标准操作规程完成标本准备工作%待所有标本准备完成或整块

靶板点位涂满菌#放进检测口检测%检测结束进入
YcQ.

软件

对质谱图行进行鉴定*

$$'$1

!

U0[

测序
!

提取
!#+

株菌株的
M\.

#扩增其
U0[

基

因#回收
ZWS

阳性产物进行测序#具体方法参看文献/

"/#

0*

测序结果通过
OQ.[0

检索与
4̀3O83P

数据库$

977

@

!""

NNN$

3;:<$3=>$3<9$

E

1A

"&比对#找出与之相似的序列#序列同源性不

低于
*%,

确定为同属#同源性不低于
**,

视为同种/

)

0

*

$$1

!

统计学处理
!

使用
[Z[[!#$&

软件进行统计分析*计数

资料以率表示#组间比较采用
#

" 检验%以
K

$

&$&+

为差异有

统计学意义*

/

!

结
!!

果

/$$

!

#

种方法准确率的比较
!

TU0RV Y[

)

.ZU"&W

和显色培

养
#

种方法鉴定结果的准确率分别为
*($+,

$

!##

"

!#+

&)
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$

!&'

"

!#+

&和
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$

(&

"
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&#经
#

" 分析差异有统计学

意义$

#

"

]+!$**'

#
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TU0RV Y[

与
.ZU"&W

两组组

间比较同样具有统计学意义$

#

"

]"'$+''

#
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$
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/$/

!

TU0RV Y[

)

.ZU"&W

鉴定结果不同菌株的分析
!

Y[

与

.ZU

鉴定结果共有
"+

株菌不一致#

.ZU

对光滑与近平滑假丝

酵母菌#季也蒙假丝酵母菌与新型隐球菌的鉴定有较高的错判

率*见表
!

*

表
!

!

TU0RV Y[

'

.ZU"&W

鉴定结果不一致真菌

测序结果
T<74PY[

鉴定
.ZU"&W

鉴定 数量$

%

&

皱褶丝酵母菌 皱褶丝酵母菌 未鉴定出
"

季也蒙毕赤酵母 季也蒙假丝酵母菌 未鉴定出
"

季也蒙假丝酵母菌 季也蒙假丝酵母菌 新型隐球菌
"

新型隐球菌 新型隐球菌 季也蒙假丝酵母菌
"

热带假丝酵母菌 热带假丝酵母菌 白色假丝酵母菌
"

红酵母菌 红酵母菌 皱褶丝酵母菌
!

光滑假丝酵母菌 光滑假丝酵母菌 近平滑假丝酵母菌
"

近平滑假丝酵母菌 近平滑假丝酵母菌
$

!

&光滑假丝酵母菌

$

"

&热带假丝酵母菌

#

!

阿萨丝酵母菌 阿萨丝酵母菌
$

!

&无名酵母菌

$

"

&克柔假丝酵母菌

#

!

克柔假丝酵母菌 克柔假丝酵母菌
$

!

&白色假丝酵母菌

$

"

&光滑假丝酵母菌

#

!

/$'

!

#

种方法临床应用特点的比较
!

TU0RV Y[

)

.ZU"&W

)显

色培养
#

种鉴定方法在临床鉴定中所需时间#经济成本#结果

判读等特点的比较见表
"

*

表
"

!

TU0RV Y[

'

.ZU"&W

'显色培养
#

种鉴定方法

!!!!

临床应用特点的比较

方法 特殊仪器 所需时间" 结果判读 操作方法 单次检测成本

TU0RVY[

需要
!

!

"><3

自动判读 简单 相对较低

.ZU"&W

需要
)(

!

%"9

肉眼判读 较复杂 较低

显色培养 不需要
")

!

)(9

肉眼判读 简单 最低

!!

注!

"

所需时间指菌落长出后至鉴定出结果所需时间*

'

!

讨
!!

论

本试验收集的
!#+

株酵母样真菌中使用
TU0RV Y[

方法

成功鉴定了
!##

株#正确率
*($+,

与国外文献报道$

*"$+,

!

**$&,

&接近/

+

0

#明显高于
.ZU"&W

$

%($+,

&和显色培养鉴定法

$

+*$#,

&%

"

株菌未成功鉴定的真菌
U0[

测序结果为季也蒙毕

赤酵母#

Y[

鉴定为季也蒙假丝酵母菌#前者实则是后者的有

性期阶段*试验数据表明
TU0RV Y[

能快速)准确)稳定地鉴

定临床分离的酵母样真菌*

传统的生物表型鉴定方法虽能准确鉴定大部分的酵母菌#

但不常见的菌株则可能鉴定失败/

'

0

*显色培养基一般可鉴定

)

种常见酵母菌#但不同人在颜色辨别上存在一定差异或显色

不典型容易造成鉴定错误#本试验数据表明显色培养正确率明

显低于
Y[

和
.ZU

#其中有
!

株光滑念珠菌显为蓝灰色$典型

的显色为紫色&*

.ZU"&W

试验对光滑与近平滑假丝酵母菌#

季也蒙假丝酵母菌与新型隐球菌的鉴定有较高的错判率#对阿

萨丝酵母菌)克柔假丝酵母菌也出现错误鉴定*而克柔假丝酵

母菌对氟康唑天然耐药#因此
.ZU

鉴定结果为克柔假丝酵母

菌时应结合其他方法确认#以免误导治疗*在本次试验中

.ZU"&W

鉴定正确率
%($+,

#明显低于国内)国外文献报

道/

"

#

%/(

0

#原因可能是板条浊度判读结果依赖于操作人员熟练

程度和所研究菌种构成比等因素导致了研究结果的差异#这也

反映了该方法在结果判读方面不够客观#易造成误判*

从临床应用的情况分析#

TU0RV Y[

操作简单#实验准备

时间和出报告的时间较短#单次检测的成本较低#仪器自动判

读结果人为因素影响较少*综合各方面因素#

TU0RV Y[

能

满足临床微生物实验室快速)准确鉴定病原体的需求*在一些

研究中#

TU0RV Y[

不能正确地鉴定菌株是因为数据库中标

准菌株的图谱有限或菌库尚未包含这些菌株#质谱峰数据不充

分导致得分较低*随着该技术的广泛应用#质谱图库数据将会

得到进一步的补充#可使鉴定结果更加准确)可靠*
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管的凝集情况#并与对照管相比较*根据底部凝集物和凝集颗

粒的松软度)大小)均匀度等性状及上清液的混浊程度#凝集程

度通常以+

bbbb

,+

bbb

,+

bb

,+

b

,符号记录*伤寒沙

门菌+

X

,抗原凝集物呈颗粒状沉于管底#轻摇时不易散开#黏

于管底#+

H

,抗原凝集物呈絮状#疏松而大块地沉于管底#轻摇

易离散*本次制备的伤寒诊断抗血清试管凝集效价为
!h

!"(&

*见表
)

*

/$'

!

间接凝集实验测定血清效价结果
!

先观察生理盐水对照

孔#红细胞集中沉积孔底#呈一小圆点#边缘整齐#不发生凝集

为阴性*然后自第
!

孔开始观察孔内液体的浑浊程度及孔底

凝集块的大小*若红细胞凝集#则均匀分布于孔底周围#可根

据红细胞凝集程度判断阳性反应的强弱#以出现+

bb

,凝集的

最高稀释度为血清中抗体的凝集效价*本次制备的伤寒诊断

抗血清间接凝集效价为
!h')&

*见表
+

*

表
)

!

试管凝集测定血清效价结果

试管号
! " # ) + ' % ( *

最终稀释度
!h"& !h)& !h(& !h!'& !h#"& !h')& !h!"(& !h"+'& _

凝集程度
bbbb bbbb bbb bbb bb bb bb b _

!!

注!

_

表示无数据*

表
+

!

间接凝集测定血清效价结果

孔号
! " # ) + ' % ( *

最终稀释度
!h"& !h)& !h(& !h!'& !h#"& !h')& !h!"(& !h"+'& _

凝集程度
bbbb bbbb bbb bbb bb bb b b _

!!

注!

_

表示无数据*

'

!

讨
!!

论

'$$

!

本次免疫血清的制备是一连续性)综合性)系统性实验#

本实验采用伤寒杆菌+

X

,和+

H

,标准菌液直接作为抗原免疫

家兔#方法操作简单#避免了抗原制备的繁杂程序#从实验结果

分析#本次制备的伤寒诊断免疫血清试管凝集效价为
!h

!"(&

#间接凝集效价为
!h')&

#本次实验获得的抗血清效价较

高#整个实验方案从免疫原的制备#动物的饲养#免疫程序的制

定与实施#动物的采血#一直到抗血清的鉴定)保存*在整个实

验过程中实验者既学习了自制抗血清的方法#又使实验者在理

论上可印证抗原刺激机体产生免疫应答的过程#对抗原)抗体

等抽象的概念得以直观理解#从实验角度包括了动物实验技

术)抗原的制备)凝集反应等重要的免疫学技术*同时还能充

分调动学习者的积极性和主动性#培养实验者分析问题和解决

问题的能力#增强实验者创新思维)动手能力及加强实验者的

团队协作能力/

%/(

0

*

'$/

!

将适当的颗粒性抗原物质$如细菌)红细胞等&反复多次

注射到动物体内#使之产生免疫应答#经过一段时间动物血清

中出现大量特异性抗体#这种含抗体的血清称为抗血清$或免

疫血清&*免疫血清是经过抗原免疫动物的血清#含有特异性

免疫球蛋白*它不仅在病原生物学)免疫学检验方面应用十分

广泛#而且是一种非常重要的生物制品#大量用于病原体诊断

与感染性疾病的紧急预防和治疗/

*

0

*

'$'

!

通过本次实验的设计及实验过程和结果来看#在
!

个月

内制备的兔抗伤寒免疫血清#具有免疫时间短#整个实验过程

操作简单易行#效价高#成本低#并将收集的抗血清作为诊断试

剂随后应用于凝集反应)肥达反应等免疫学检验实验教学中#

实验效果明显#达到了实验教学的要求#是高校免疫学检验教

学实验中制备免疫血清简便)实用的方法*

参考文献

/

!

0 孙向彬
$

制备高效价细菌免疫血清应重视的几个因素

/

K

0

$

农垦医学#

"&&+

#

"%

$

#

&!

"))/")+$

/

"

0 邵长玲#孔军伶
$

制备免疫血清免疫法改良和效果/

K

0

$

卫

生职业教育#

"&!!

#

"*

$

*

&!

!!!/!!"$

/

#

0 陶永平
$

短程免疫方案制备抗血清的效价观察/

K

0

$

山西

医药杂志#

"&!#

#

)"

$

+

&!

+!)/+!+$

/

)

0 陈小挺#樊娟娟#张玲娇#等
$

实验教学中颗粒性抗原与可

溶性抗原制备抗血清的方法及其应用/

K

0

$

健康研究#

"&!&

#

#&

$

!

&!

!+/!%$

/

+

0 吴震杰#蔡玲斐#王金鑫#等
$

不同免疫程序制备伤寒抗血

清的效价比较/

K

0

$

杭州师范学院学报!医学版#

"&&%

#

"%

$

+

&!

#!%/#!($

/

'

0 王娅#王金勇#王淑兰
$

伤寒)副伤寒免疫血清的制备/

K

0

$

数理医药学杂志#

"&&+

#

!(

$

"

&!

!%(/!%*$

/

%

0 陈建芳#高静#于桂霞
$

开展免疫学综合设计性实验的探

索/

K

0

$

中国医学创新#

"&!&

#

%

$

")

&!

!%"/!%#$

/

(

0 候晋#周烨#刘星光#等
$

文献汇报在医学免疫学教学中的

实践和探讨/

K

0

$

基础医学教育#

"&!!

#

!#

$

!!

&!

*'*/*%!$

/

*

0 刘辉
$

临床免疫学和免疫检验实验指导/

Y

0

$"

版
$

北京!

人民卫生出版社#

"&&*

!

!$

$收稿日期!

"&!+/&#/"+

!!

修回日期!

"&!+/&)/"!

&

$上接第
"''&

页&

!!

W83-<-815791

@

6<=16<6<61=874-?51>:=11-;2=7254

/

K

0

$Y

B

/

;1

@

8791=1

E

<8

#

"&&(

#

!'+

$

"

&!

(!/(%$

/

%

0 金云#等
$.ZU"&W

和科玛嘉显色培养基鉴定酵母菌的比

较/

K

0

$

实验与检验医学#

"&!&

#

"(

$

+

&!

)*%/)*($

/

(

0

[<=A8KX

#

W83-<-1SW$RA8=287<131?794.ZU"&W .LI

6

B

674>?15794<-437<?<;87<131?;=<3<;8==

B

<>

@

157837

B

48676

/

K

0

$S4A[1;O586<=Y4-051

@

#

"&&+

#

#(

$

#

&!

"'!/"'#$

$收稿日期!

"&!+/&)/!+

!!

修回日期!

"&!+/&+/!+

&

-

#''"

-

检验医学与临床
"&!+

年
*

月第
!"

卷第
!(

期
!

Q8:Y4-W=<3

!

[4

@

74>:45"&!+

!

T1=$!"

!

\1$!(




