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荧光染色法在真菌镜检中的应用*
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  摘 要:目的 探讨荧光染色法在真菌镜检中的应用价值。方法 收集350例不同来源的临床标本,直接

涂片后分别进行革兰染色和荧光染色镜检,同时接种沙保罗培养基进行真菌培养鉴定,3种方法任意一种为阳

性,则认为该标本为真菌检测阳性,并以此为标准来计算3种方法的检出率、灵敏度和阴性预测值,应用χ2 检

验评价3种方法的差异。结果 350例临床标本应用荧光染色法、革兰染色法和真菌培养鉴定法的检出率分别

为53.4%、11.4%和43.4%,灵敏度分别为86.6%、18.5%和70.4%,阴性预测值分别为82.2%,43.2%和

67.7%,各组数据比较,差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 荧光染色法在真菌检测中显示出一定的优势,
值得推广应用。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

application
 

value
 

of
 

fluorescent
 

staining
 

method
 

in
 

fungal
 

microscopic
 

examination.Methods A
 

total
 

of
 

350
 

clinical
 

samples
 

from
 

different
 

sources
 

were
 

collected
 

and
 

conducted
 

the
 

Gram
 

staining
 

and
 

fluorescence
 

staining
 

microscopic
 

examination
 

after
 

direct
 

smear.At
 

the
 

same
 

time,inocula-
ting

 

Sabouraud
 

medium
 

to
 

identify
 

fungi.The
 

fungi
 

detection
 

was
 

defined
 

as
 

positive
 

if
 

the
 

results
 

in
 

any
 

method
 

among
 

3
 

kinds
 

of
 

method
 

presented
 

positive.With
 

this
 

criterion,the
 

detection
 

rate,sensitivity
 

and
 

negative
 

predictive
 

value
 

were
 

calculated
 

and
 

the
 

Chi-square
 

test
 

was
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

difference
 

among
 

these
 

three
 

methods.Results In
 

350
 

clinical
 

samples,the
 

fungal
 

detection
 

rates
 

of
 

fluorescent
 

staining,Gram
 

staining
 

and
 

fungal
 

culture
 

were
 

53.4%,11.4%
 

and
 

43.4%
 

respectively,the
 

sensitivities
 

were
 

86.6%,18.5%
 

and
 

70.4%
 

respectively,the
 

negative
 

predictive
 

values
 

were
 

82.2%,43.2%
 

and
 

67.7%,respectively,the
 

data
 

differences
 

among
 

various
 

groups
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion The
 

fluorescent
 

stai-
ning

 

method
 

presents
 

a
 

certain
 

superiority
 

in
 

the
 

fungal
 

detection
 

and
 

is
 

worth
 

to
 

be
 

promoted
 

and
 

applied.
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  近年来,随着肿瘤、艾滋病等免疫功能受损患者

的增多,以及免疫抑制剂及广谱抗菌药物的长期使

用,真菌感染发病率呈上升趋势。侵袭性真菌感染

(IFD)是感染性疾病死亡的主要原因之一[1-2]。真菌

感染的快速诊断对于临床抢先实施抗真菌治疗,降低

病死率至关重要。真菌感染的实验室检查中直接涂

片染色镜检可快速为临床提供直观的病原学证据。
目前,大部分实验室常规采用革兰染色法进行深部真

菌感染的染色镜检,但真菌孢子及菌丝不易着色,与

背景颜色不易区分,检出率低。近年来,荧光染色法

在真菌染色镜检中的应用越来越广泛,尤其是在浅部

真菌病诊断中广泛应用[3-4],而用于深部真菌感染标

本的镜检诊断鲜有报道。本文通过与革兰染色法比

较,评价荧光染色法用于可疑深部真菌感染标本镜检

的临床应用价值,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2018年1月至2019年6月可

疑深部真菌感染患者的临床标本共350例,标本类型
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包括痰液(228/350,65.1%)、肺泡灌洗液(35/350,

10.0%)、气管刷片(16/350,4.6%)、尿液(58/350,

16.6%)、肺 组 织 (3/350,0.8%)、深 部 伤 口 拭 子

(10/350,2.9%)。

1.2 仪器与试剂 法国梅里埃PREVI
 

Color
 

Gram
自动染片仪,奥林巴斯CX23荧光显微镜和CX41普

通光学显微镜,德国布鲁克公司 MALDI-TOF
 

MS鉴

定仪,法国梅里埃沙保罗培养基,法国梅里埃革兰染

色液,南京汉瑞生物真菌荧光染色液。

1.3 方法 标本采集后同时进行真菌培养鉴定、涂
片后革兰染色镜检和荧光染色镜检等操作,质控菌株

为白色念珠菌ATCC90028。

1.3.1 真功培养鉴定 标本以三区划线方式接种沙

保罗培养基,置于28
 

℃真菌培养箱2~3周。每日观

察,待长出菌落后应用 MALDI-TOF
 

MS鉴定仪进行

菌种鉴定,如鉴定为真菌,记录为培养阳性。

1.3.2 革兰染色镜检 标本涂片后应用革兰染片仪

进行革兰染色,应用普通光学显微镜进行油镜下阅

片。见到染成紫色的真菌孢子、真菌丝和假菌丝等真

菌结构记录为阳性。

1.3.3 真菌荧光染色镜检 标本涂片后滴加1滴真

菌荧光染色剂,盖上盖玻片,擦去多余染色剂,置于荧

光显微镜下阅片。见到发出绿色荧光的真菌孢子、真
菌丝和假菌丝等真菌结构记录为阳性。

1.4 判断标准 因为真菌培养有漏检,故本研究没

有将真菌培养作为金标准来评价,而是综合3种方

法,只要任意一种检测出真菌,则认为该标本有真菌,
并以此为真阳性,3种方法均未检出真菌,则为实测

阴性。

1.5 统计学处理 采用SPSS19.0统计软件进行数

据处理和分析。计数资料以率或例数表示,3种方法

的真菌检出率以及革兰染色镜检和荧光染色镜检的

灵敏度、特异度比较,采用χ2 检验。以P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结  果

2.1 3种方法的真菌检出率比较 革兰染色法、荧光

染色法和真菌培养鉴定法的总检出率分别为11.4%、

53.4%和43.4%。3种方法的真菌检出率比较,差异

有统计学意义(χ2=174.056,P<0.05)。见表1。
表1  3种方法的真菌检出率比较[n(%)]

方法 n 酵母菌 丝状真菌 合计

革兰染色法 350 39(11.1) 1(0.3) 40(11.4)

荧光染色法 350 171(48.9) 16(4.6) 187(53.4)

真菌培养鉴定法 350 126(36.0) 26(7.4) 152(43.4)

2.2 3种方法的灵敏度和阴性预测值比较 3种方

法中,任意一种方法检出真菌,则认为该标本真菌检

测阳性。350例标本中,实测阳性共216例;3种方法

均未检出真菌,则为实测阴性,共134例。革兰染色

法检出真菌40例,荧光染色法检出真菌187例,真菌

培养鉴定法检出真菌152例,3种方法灵敏度和阴性

预测值见表2~3。3种方法灵敏度和阴性预测值的

差异均有统计学意义(χ2=224.862、74.646,P<
0.05)。

2.3 革兰染色法与荧光染色法镜下分辨能力比

较 革兰染色法和荧光染色法下真菌孢子及菌丝镜

下形态见图1。
表2  3种方法的灵敏度比较

方法
真阳性例数

(n)
假阴性例数

(n)
实测阳性

例数(n)
灵敏度

(%)

革兰染色法 40 176 216 18.5

荧光染色法 187 29 216 86.6

真菌培养鉴定法 152 64 216 70.4

  注:实测阳性例数为革兰染色法、荧光染色法和真菌培养鉴定法3
种方法中任意一种方法检出真菌则认为该标本真菌检测阳性。

表3  3种方法的阴性预测值的比较

方法
检测阴性

例数(n)
真阴性

例数(n)
假阴性

例数(n)
阴性预测值

(%)

革兰染色法 310 134 176 43.2

荧光染色法 163 134 29 82.2

真菌培养鉴定法 198 134 64 67.7

  注:A为革兰染色菌丝;B为荧光染色菌丝;C为革兰染色孢子;D为荧光染色菌丝。

图1  两种方法真菌孢子及菌丝镜下表现(×100)
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3 讨  论

  实验室检查是真菌感染诊断的金标准,在排除污

染的前提下,无论是涂片染色镜检还是真菌培养鉴

定,只要检出阳性结果就可以明确诊断。相对于真菌

培养鉴定,涂片染色镜检操作简便,可快速得到检测

结果,为临床治疗提供依据。
真菌的镜检方法有很多,目前大部分实验室对于

深部真菌感染的涂片镜检多采用革兰染色法[5-7],革
兰染色法用于细菌镜检可以较好地区分革兰阳性菌

和革兰阴性菌,但对于真菌而言,菌丝和孢子不易与

革兰阳性菌、红细胞、白细胞以及上皮细胞区分。如

图1A所示,真菌菌丝不易着色或着色不均,图1C中

的真菌孢子不易辨别,故革兰染色法查找真菌容易漏

检。荧光染色法是近年来应用于真菌镜检的染色方

法,可用于各种疑似真菌感染的检查[8-10],染色液中的

荧光增白剂能够特异地结合真菌细胞壁β-多糖成分,
如几丁质、葡萄糖、纤维素。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。如图1B所示,真菌菌丝经荧光染色,清晰可

辨;图1D所示,经荧光染色的真菌孢子,与背景对比

清晰,呈现出明显的立体感。因此,对镜检的镜下分

辨能力而言,荧光染色法能够更加清晰地辨识真菌结

构,无论在真菌的检出还是菌种的初步鉴定上均具有

一定的优势。
鉴于革兰染色法镜下对真菌的观察和鉴别能力

有限,本研究进而对3种真菌检测方法的检出率、灵
敏度和阴性预测值进行评价。本研究所有标本经革

兰染色法、荧光染色法和真菌培养鉴定法检测,任意

一种方法阳性则认为该标本真菌检测阳性,以此为标

准计算各种方法真菌检测的灵敏度和阴性预测值。
首先,从3种方法的检出率来看,350例临床标本中,
荧光染色法真菌检出率为53.4%,真菌培养鉴定法为

43.4%,革兰染色法为11.4%,3种方法的检出率差

异有统计学意义(P<0.05)。其次,从3种方法的灵

敏度来看,荧光染色法的灵敏度为86.6%,真菌培养

鉴定法为70.4%,而革兰染色法仅为18.5%,两种染

色方法灵敏度差异有统计学意义(P<0.05)。本研究

中部分临床标本真菌培养阴性,但荧光染色法镜下可

见真菌结构,其原因可能是某些种类的真菌对营养要

求较高,体外培养不易生长,或者临床应用抗真菌药

物后导致真菌活性降低或死亡,导致培养阴性,而荧

光染色法镜检可以规避上述问题,提高真菌检测的灵

敏度。最后,从3种方法的阴性预测值来看,荧光染

色法的阴性预测值为82.2%,真菌培养鉴定法为

67.7%,革兰染色法为43.2%,两种染色方法阴性预

测值差异亦有统计学意义(P<0.05)。阴性预测值是

评价一种检测方法检测真阴性的能力,也就是说阴性

预测值越小,其漏检率越高。从本文数据来看,350例

标本中,革兰染色法报告310例阴性,而真阴性仅为

134例,也就是说该方法漏检176例,漏检率高达56.
8%,而荧光染色法则极大降低镜检的漏检率。

综上所述,本研究评价了3种真菌检测方法的检

测能力:从镜下观察来看,荧光染色法对比度好,具有

更好的分辨能力;从检出率、灵敏度和阴性预测值3
个评价指标来看,荧光染色法均优于革兰染色法;从
操作方法来看,与真菌培养鉴定法及革兰染色法相

比,荧光染色法操作更为快捷、简便。因此,荧光染色

法在真菌镜检中具有较高的应用价值,值得临床推广

应用。
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