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  摘 要:目的 利用白色念珠菌单克隆抗体建立一种快速检测临床标本中白色念珠菌的方法。方法 利

用免疫层析技术,采用双抗夹心法制作成检测白色念珠菌的检测卡。利用标准菌株及临床标本对检测卡的最

低检测限、交叉反应进行评估。与荧光PCR核酸扩增法进行试验对比,评估其灵敏度、特异度。结果 该方法

的最低检测限为104
 

cfu/mL,对可能造成交叉反应的临床常见的菌株,如热带念珠菌、克柔氏念珠菌、曲霉、金

黄色葡萄球 菌 等 真 菌 和 细 菌 进 行 检 测,均 无 交 叉 反 应。该 检 测 卡 的 灵 敏 度 及 特 异 度 分 别 为80.00%和

97.00%,与荧光PCR核酸扩增法进行对比,差异有统计学意义(P<0.05),Kappa值为0.737,两种方法一致

性一般。结论 该研究建立了一种灵敏度、特异度、准确度较高的,能快速检测临床标本中白色念珠菌的方法,
对于有临床症状而快速检测结果为阴性的标本,建议进行荧光PCR核酸扩增法检测。
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Abstract:Objective A

 

rapid
 

method
 

for
 

the
 

detection
 

of
 

Candida
 

albicans
 

in
 

clinical
 

specimens
 

was
 

estab-
lished

 

by
 

using
 

monoclonal
 

antibody
 

for
 

Candida
 

albicans.Methods Using
 

immunochromatography
 

technolo-
gy

 

and
 

double
 

antibody
 

sandwich
 

method,a
 

detection
 

card
 

for
 

Candida
 

albicans
 

was
 

made.Standard
 

strains
 

and
 

clinical
 

specimens
 

were
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

minimum
 

detection
 

limit,cross-reaction
  

of
 

the
 

test
 

card.The
 

sen-
sitivity,specificity

 

and
 

statistical
 

significance
 

of
 

the
 

method
 

were
 

evaluated
 

by
 

comparing
 

with
 

the
 

fluorescence
 

PCR
 

nucleic
 

acid
 

amplification
 

method.Results The
 

minimum
 

detection
 

limit
 

of
 

this
 

method
 

was
 

104
 

cfu/mL.There
 

was
 

no
 

cross-reaction
 

among
 

common
 

clinical
 

fungi
 

and
 

bacteria,such
 

as
 

Candida
 

tropicalis,

Candida
 

krusei,Aspergillus,Staphylococcus
 

aureus.The
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

of
 

the
 

card
 

were
 

80.00%
 

and
 

97.00%
 

respectively,comparing
 

with
 

the
 

fluorescence
 

PCR
 

nucleic
 

acid
 

amplification
 

method,the
 

differ-
ences

 

had
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05),the
 

Kappa
 

value
 

was
 

0.737.The
 

consistency
 

between
 

them
 

was
 

ordinary.Conclusion A
 

method
 

with
 

high
 

sensitivity,specificity
 

and
 

accuracy
 

for
 

rapid
 

detection
 

of
 

Candida
 

albicans
 

in
 

clinical
 

specimens
 

is
 

established.For
 

the
 

specimens
 

with
 

clinical
 

manifestations
 

and
 

negative
 

rapid
 

detection,it
 

is
 

recommended
 

to
 

conduct
 

fluorescence
 

PCR
 

nucleic
 

acid
 

amplification
 

method.
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  近年来,真菌感染,尤其是侵袭性真菌感染的发

病率呈逐年上升趋势,而白色念珠菌作为条件致病

菌,是临床上最常见的致病菌。但是,目前检测白色

念珠菌主要以常规培养为主,此过程耗时费力,且检

出率相对较低。因此,快速、准确地从临床标本中检

测白色念珠菌对疾病的早期诊断及治疗极为重要。
本研究开发了一种能快速准确检测临床血清中的白

色念珠菌抗原的方法,现报道如下。
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1 材料与方法

1.1 标本来源 100份健康体检者的血清标本及10份

经荧光PCR核酸扩增法确认的白色念珠菌阳性的标本

为广东省佛山市顺德区北滘医院临床送检标本。

1.2 仪器与试剂 白色念珠菌单克隆抗体及抗原购

自广州万翎生物科技有限公司;羊抗鼠IgG购自洛阳

市佰泰科生物技术有限公司;红色微球购自上海辉质

生物科技有限公司;NC膜(型号 HF135)购自美国

Milipore公司;白色念珠菌标准菌株 ATCC10231购

自广东环凯微生物科技有限公司;其他化学试剂为分

析纯或者化学纯。
 

美国BioDot公司
 

XYZ3060三维喷

点平台购自百道贸易(上海)有限公司。

1.3 方法

1.3.1 红色微球标记抗体结合垫制备 参考文献

[1]的方法制作时间分辨荧光抗体结合垫,于相对湿

度(RH)为30%~40%的环境下保存备用。

1.3.2 包被抗体NC膜制备 参考文献[1]的方法制

作NC反应膜,于 RH 为30%~40%的环境下保存

备用。

1.3.3 试剂卡组装 参考文献[1]的方法制作检测

的试剂卡,放入铝箔袋中,加入干燥剂,密封后于2~8
 

℃保存备用。

1.3.4 标本检测 取80
 

μL临床血清标本,滴加到

检测试剂卡中,试剂卡常温反应10
 

min,如果同时出

现T线和 C线,则为阳性;如果仅出现 C线则为

阴性。

1.3.5 性能评估 使用空白血清将白色念珠菌抗原

经过一系列梯度稀释后进行检测以评估其最低检测

限;在空白血清中分别加入热带念珠菌、克柔氏念珠

菌、曲霉、新生隐球菌、光滑念珠菌、近平滑念珠菌、青
霉、毛霉、金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、铜绿假单

胞菌、大肠杆菌、淋病奈瑟菌、醋酸钙不动杆菌、肺炎

克雷伯菌、甲型副伤寒沙门氏菌、乙型副伤寒沙门氏

菌、伤寒沙门氏菌、产气杆菌、枸橼酸杆菌,系列稀释

抗原进行检测以评估其有无交叉反应。使用试剂条

检测100份健康体检者的血清标本及10份经荧光

PCR核酸扩增法确认的白色念珠菌阳性的标本,评估

其灵敏度和特异度。灵敏度=真阳性/(假阴性+真

阳性)×100%,特 异 度=真 阴 性/(假 阳 性+真 阴

性)×100%。

1.4 统计学处理 采用SPSS23.0软件进行数据处

理及统计分析,计数资料以例数或百分率表示,比较

采用配对χ2 检验和Kappa一致性检验,以P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 最低检测限 使用健康体检者血清将白色念珠

菌标准菌株ATCC10231进行一系列稀释,当稀释水

平为100、101、102、103、104、105、106
 

cfu/mL时,结果

分别为-、-、-、-、+、+、++,见图1。

图1  检测卡的最低检测限测试

2.2 交叉反应 在健康体检者血清中分别加入热带

念珠菌、克柔氏念珠菌、曲霉、新生隐球菌、光滑念珠

菌、近平滑念珠菌、青霉、毛霉、金黄色葡萄球菌、表皮

葡萄球菌、铜绿假单胞菌、大肠杆菌、淋病奈瑟菌、醋
酸钙不动杆菌、肺炎克雷伯菌、甲型副伤寒沙门氏菌、
乙型副伤寒沙门氏菌、伤寒沙门氏菌、产气杆菌、枸橼

酸杆菌,利用试剂条进行检测,检测结果均为阴性。

2.3 检测性能 使用试剂条检测了100份健康体检

者(荧光PCR核酸扩增法检测阴性)的血清标本及10
份经荧光PCR核酸扩增法确认的白色念珠菌阳性标

本,检测结果见表1,灵敏度为80.00%,特异度为

97.00%。经配对χ2
 

检验,荧光PCR核酸扩增法与本

研究方法检测结果差异有统计学意义(P<0.05);经
一致性检验结果显示,Kappa值为0.737,在0.40~
0.75范围内,两种方法一致性一般。

表1  检测卡的准确性测试(n)

本研究方法
荧光PCR核酸

扩增法检测阳性

荧光PCR检测核酸

扩增法检测阴性
合计

阳性 8 3 11

阴性 2 97 99

合计 10 100 110

3 讨  论

真菌检验方法包括直接涂片镜检、真菌培养鉴

定、真菌药物敏感试验、真菌感染组织活检、真菌的免

疫学试验及分子生物学检测等。
 

各种方法都有其各自

的优缺点:直接镜检法快速、直接、成本低,但是检出

率较低,已无法满足临床的需求[2-3];活组织检查法对

确诊有很大的帮助,但是该方法对临床医生的技术水

平要求较高,无法在基层医院进行推广[4-5];真菌培养

虽然为深部真菌感染的确诊实验,但是该法的培养阳

性率低,在播散性念珠菌病血培养阴性患者中可高达
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50%,故诊断应结合涂片镜检、组织活检、血清学和分

子生物学检查结果[6];血清学检测,如3-β-D葡聚糖试

验(G试验)和半乳甘露聚糖试验(GH试验)是近年来

发展起来的一种新的检验技术,得到了快速的应用,
血清学检测灵敏度和特异度均在80%以上。但血清

学诊断假阳性、假阴性结果普遍存在,故不能仅凭血

清学试验结果作为确诊的依据[7];分子生物学检测是

近年发展最为迅速的检测方法,有研究采用肽核酸荧

光原位杂交技术(PNA-FISH)对血培养阳性的白色

念珠菌和(或)光滑念珠菌进行检测的灵敏度和特异

度分别为99%~100%和100%[8-10],但是由于成本等

种种原因,该方法还不能在国内进行大力推广,也限

制了它的使用。因此,成本较低、准确性较高的真菌

检测技术则有被市场认可及开发的前景。
白色念珠菌是临床最常见的机会性感染病原

体[11-14]。本研究中快速测试卡的最低检测限为104
 

cfu/mL,最低检测水平较低,可以降低假阴性率,避免

出现漏检;无交叉反应,不受其他真菌和细菌的影响。
王缚鲲等[15]报道的检测方法灵敏度和特异度分别为

71.1%和96.0%,而本研究中的白色念珠菌快速检测

卡检测灵敏度和特异度分别为80.00%和97.00%,
灵敏度和特异度都得到一定提高,同时降低了漏诊率

和误诊率。本研究中有2例假阴性、3例假阳性,说明

本研究中的方法还是存在漏检和误检,有必要通过荧

光PCR核酸扩增法进行检测。两种方法测定结果差

异有统计学意义(P<0.05),Kappa值未能达到0.
75,未能达到较好的判断标准,表明本研究中的方法

与荧光PCR核酸扩增法仍存在差距,但由于本研究

开发的快速检测卡可以在10
 

min内对白色念珠菌作

出检测,具有方便、快捷的优势。本次研发通过优化

快速检测卡标记过程中的每一个细节,检测结果灵敏

度、特异度较高,适合应用于临床快速检测,能够满足

临床医生的检验需求,值得向临床推广。
本次研发过程采用了医院、研究院、公司三方联

合研发的模式,在保证研发质量的同时,又可保证研

发的实用性,提高研发效率,节约成本。
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