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老年患者尿路感染阿萨希毛孢子菌的基因分型与药敏特点

孙　伟，许淑珍，苏建荣△（首都医科大学附属北京友谊医院临床检验中心，北京　１０００５０）

　　【摘要】　目的　探讨老年尿路感染患者尿液分离阿萨希毛孢子菌的基因分型及其药敏特征，为临床治疗提供

依据。方法　共收集２００９年１月至２０１２年１月尿路感染阿萨希毛孢子菌１０株，设计序列特异性引物对其基因进

行鉴定，并采用微量肉汤稀释法和Ｅｔｅｓｔ法对其进行药敏试验。结果　基因型别鉴定结果显示，１０株阿萨希毛孢

子菌以Ⅳ型基因为主，占７０％，其次分别为Ⅲ型（２０％）和Ⅰ型（１０％）；体外药敏试验结果显示，各菌株对两性霉素

Ｂ、氟康唑、伏立康唑、伊曲康唑、５′氟胞嘧啶均为敏感，其中伏立康唑的最低抑菌浓度最小，且部分菌株对伊曲康唑

呈现剂量依赖性敏感。结论　老年尿路感染患者尿液阿萨希毛孢子菌基因型别以Ⅳ型为主，三唑类药物对其具有

显著疗效，其中以伏立康唑效果最佳。
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　　近年来随着免疫抑制剂、激素、广谱抗菌药物的大量应用，

器官移植技术的开展以及各种导管的应用，住院患者真菌感染

日益增多，其中由真菌引起的泌尿系统感染也急速增长，位居

医院内真菌感染的第２位，已严重影响患者的治疗与康复
［１３］。

流行病学资料显示，真菌感染的病原谱在发生变化，除了

常见的念珠菌及曲霉菌感染外，一些不常见的机会性真菌感染

的报道也日渐增多，如毛孢子菌等。阿萨希毛孢子菌作为毛孢

子菌属的主要致病菌，不仅能引起浅部感染，如毛发、指甲、皮

肤的白毛结节病，而且还易导致免疫缺陷患者系统性或播散性

感染［４６］。然而，针对老年尿路感染患者尿液阿萨希毛孢子菌

的基因分型以及其药敏特点至今尚少见相关报道。因此，本研

究对本院近３年从６０岁以上住院患者尿标本中分离出的１０

株阿萨希毛孢子菌进行基因分型鉴定以及药敏试验，并与国内

外相关研究报道进行分析比较，探讨其流行病学特点及药物治

疗策略，以期为临床合理诊治阿萨希毛孢子菌尿路感染提供

依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　患者为２００９年１月至２０１２年１月于本院住

院患者，送检尿标本真菌培养与鉴定为阿萨希毛孢子菌培养阳

性患者８例，其中男６例，女２例，年龄７５～９１岁，平均８１岁。

绝大多数患者有尿频、尿急、尿痛及不同程度发热症状，体温

３７．１～３８．３℃６例；无发热史，仅有轻微膀胱刺激症状和尿道

烧灼感者２例。所收集菌株按患者送检顺序编号，其中患者５

为临床复发病例（间隔周期为２个月），连续收集该患者每次感

染标本３株，分别编号为５１、５２和５３。

１．２　纳入与排除标准　入院７２ｈ后，患者出现感染的症状和

体征，连续２次清洁中段尿标本真菌镜检和（或）培养呈阳性

者，可诊断为尿路真菌感染。若第２次真菌培养结果阴性，可

排除尿路真菌感染。

以下患者不在研究范围之内：（１）以真菌感染入院或以其

他疾病入院但合并真菌感染者。（２）入院小于７２ｈ出现感染

的症状，经病原学检查证实为真菌感染者。（３）入院１周内即

死亡者。（４）同一患者、同一来源的标本中培养出相同的真菌，

且间隔小于６周者，将重复样本剔除。（５）尿液标本菌落记数

小于１０４ＣＦＵ／ｍＬ者不计入统计。

１．３　阿萨希毛孢子菌的分离培养与基因多态性分析　严格按

照《全国临床检验操作规则》第２版对临床合格尿标本进行接

种和培养，初步分离的可疑真菌经过科玛嘉显色平板及法国

ＢｉｏＭｅｒｉｕｘＶｉｔｅｋ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物分析系统鉴定为阿

萨希毛孢子菌后，挑取阳性菌落进行纯培养，玻璃珠振荡法提

取ＤＮＡ。特异性引物聚合酶链式反应（ＰＣＲ）参照文献［４］和

文献［７］，用内部转录间隔区（ＩＴＳ区）及基因间隔区（ＩＧＳ１区）

·３１９２·检验医学与临床２０１２年１２月第９卷第２３期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．９，Ｎｏ．２３



特异引物分别扩增核糖体ｒＲＮＡ的ＩＴＳ区和ＩＧＳ１区。并在

ＧｅｎＢａｎｋ核酸序列数据库中进行同源性搜索，获取对应序列

号。利用ＩＧＳ１区种内多态性的特点，将ＩＧＳ１区序列信息与

已知的９种基因型别的菌株信息进行比对。同时，利用寡核苷

酸引物（ＧＡＣＡ）４对各菌株进行 ＲＡＰＤ 分析，所得结果与

ＩＧＳ１区基因分型结果结合分析，确定临床分离株的基因多

态性。

引物序列分别为：（１）ＩＴＳ１：５′ＴＣＣＧＴＡ ＧＧＴ ＧＡＡ

ＣＣＴＧＣＧＧ；（２）ＩＴＳ４：５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴ

ＧＣ；（３）２６ＳＦ：５′ＡＴＣＣＴＴＴＧＣＡＧＡＣＧＡＣＴＴＧＡ；５ＳＲ：

５′ＡＧＣＴＴＧＡＣＴＴＣＧＣＡＧＡＴＣＧＧ；（５）ＧＡＣＡ）４：５′ＧＡＣ

ＡＧＡＣＡＧＡＣＡＧＡＣＡ。

１．４　药物敏感性测定　药物敏感性测定参照２０１１版ＣＬＳＩ标

准 Ｍ２７Ａ３微量肉汤稀释法进行，并平行进行Ｅｔｅｓｔ法测定。

选取克柔念珠菌ＡＴＣＣ６２５８作为质控菌株。测试药物包括５

氟胞嘧啶（５ＦＣ）、两性霉素Ｂ（ＡＭＢ）、氟康唑（ＦＬＵ）、伊曲康

唑（ＩＴＣ）和伏立康唑（ＶＲＣ）。最低抑菌浓度（ＭＩＣ）判断参照

Ｍ２７Ａ３关于念珠菌属的判读标准：ＡＭＢＭＩＣ≤１μｇ／ｍＬ敏

感；５ＦＣＭＩＣ≤４μｇ／ｍＬ敏感，８μｇ／ｍＬ≤ＭＩＣ≤１６μｇ／ｍＬ，

中介，ＭＩＣ≥３２μｇ／ｍＬ耐药；ＦＬＵ ＭＩＣ≤８μｇ／ｍＬ敏感，８μｇ／

ｍＬ≤ＭＩＣ≤１６μｇ／ｍＬ剂量依赖性敏感，ＭＩＣ≥６４μｇ／ｍＬ耐

药；ＩＴＣＭＩＣ≤０．１２５μｇ／ｍＬ敏感，０．２５μｇ／ｍＬ≤ＭＩＣ≤０．５

μｇ／ｍＬ剂量依赖性敏感，ＭＩＣ≥１μｇ／ｍＬ耐药；ＶＲＣＭＩＣ≤１

μｇ／ｍＬ敏 感，ＭＩＣ＝２μｇ／ｍＬ 剂 量 依 赖 性 敏 感，ＭＩＣ≥

４μｇ／ｍＬ耐药。Ｅｔｅｓｔ法结果参照说明书进行判读。两种药敏

检测方法分别独立重复３次。

２　结　　果

２．１　基因型别的鉴定　核糖体ＲＮＡ特异性引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ４

及２６ＳＦ／５ＳＲ分别扩增ｒＲＮＡ的ＩＴＳ区和ＩＧＳ１区，产物大小

分别为５２０ｂｐ（图１Ａ）和６４２ｂｐ（图１Ｂ）。ＧＡＣＡ４随机扩增

各临床分离株的基因组ＤＮＡ，扩增产物主要条带及差异条带

如图１Ｃ，ＩＴＳ区扩增ＰＣＲ产物测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中

核酸序列的序列进行比对，从分子水平鉴定１０株临床分离株

均为阿萨希毛孢子菌。

２．２　基因多态性分析　利用（ＧＡＣＡ）４对各菌株进行随机扩

增多态性ＤＮＡ标记（ＲＡＰＤ）分析，所得结果与ＩＧＳ１区基因分

型结果相结合，将该１０株分离株扩增的序列信息与数据库中

１２种已知的阿萨希毛孢子菌基因型别进行比对，确定临床分

离株的基因多态性。结果显示，１０株阿萨希毛孢子菌共有Ⅰ、

Ⅲ、Ⅳ３个基因型别，以Ⅳ型为主（占７０％）。其中患者１、２、４、

５、８同属于Ⅳ型，患者３、７同属于Ⅲ型，患者６属于Ⅰ型，患者

５连续３次分离株均属Ⅳ型。见表１。

表１　１０株阿萨希毛孢子菌的基因型别

标本编号 ＧｅｎＢａｎｋ序列号（ＩＧＳ１区） 基因型别

１ ＡＢ０６６３９９．１ Ⅳ

２ ＡＢ０６６３９９．１ Ⅳ

３ ＡＢ０６６３９７．１ Ⅲ

４ ＡＢ０６６３９９．１ Ⅳ

５１ ＡＢ０６６３９９．１ Ⅳ

５２ ＡＢ０６６３９９．１ Ⅳ

５３ ＡＢ０６６３９９．１ Ⅳ

６ ＡＢ０６６３８６．１ Ⅰ

７ ＡＢ０６６３９７．１ Ⅲ

８ ＡＢ０６６３９９．１ Ⅳ

２．３　药敏试验结果　药敏试验结果如表２所示，微量肉汤稀

释法测定５种抗真菌药物对临床分离的１０株阿萨希毛孢子菌

的 ＭＩＣ几何平均值分别为：ＡＭＢ０．５μｇ／ｍＬ；５ＦＣ４μｇ／ｍＬ；

ＦＬＵ２．３０μｇ／ｍＬ；ＶＲＣ０．０９μｇ／ｍＬ；ＩＴＣ０．２０μｇ／ｍＬ。其

中，ＦＬＵ的 ＭＩＣ值波动较大（１～４μｇ／ｍＬ）。ＶＲＣ的 ＭＩＣ值

最低，除患者５先后３次分离出同一株阿萨希毛孢子菌，ＶＲＣ

对其 ＭＩＣ值有所升高外，对其他临床分离株的 ＭＩＣ值均为

０．０６μｇ／ｍＬ。５株临床分离株对ＩＴＣ表现为剂量依赖性敏感

（ＳＤＤ）。Ｅｔｅｓｔ法与微量肉汤稀释法对临床分离阿萨希毛孢

子菌的 ＭＩＣ测定显示了较高的一致性，但就整体而言，与肉汤

微量稀释法相比Ｅｔｅｓｔ法测定 ＭＩＣ值偏高。

表２　微量肉汤稀释法和Ｅｔｅｓｔ法测得１０株阿萨希毛孢子菌的 ＭＩＣ值（μｇ／ｍＬ）

菌株

编号

ＡＭＢ

肉汤稀释法 Ｅｔｅｓｔ法

５ＦＣ

肉汤稀释法 Ｅｔｅｓｔ法

ＦＬＵ

肉汤稀释法 Ｅｔｅｓｔ法

ＶＲＣ

肉汤稀释法 Ｅｔｅｓｔ法

ＩＴＣ

肉汤稀释法 Ｅｔｅｓｔ法

１ ０．５０（Ｓ） ０．５０ ４．００（Ｓ） ４．００ ４．００（Ｓ） ４．００ ０．１２（Ｓ） ０．１９ ０．２５（ＳＤＤ） ０．２５

２ ０．５０（Ｓ） ０．５０ ４．００（Ｓ） ４．００ ４．００（Ｓ） ４．００ ０．０６（Ｓ） ０．０９ ０．１２（Ｓ） ０．１２

３ ０．５０（Ｓ） ０．５０ ４．００（Ｓ） ４．００ ２．００（Ｓ） ４．００ ０．０６（Ｓ） ０．０９ ０．１２（Ｓ） ０．１９

４ ０．５０（Ｓ） ０．７５ ４．００（Ｓ） ６．００ ２．００（Ｓ） ２．００ ０．０６（Ｓ） ０．０９ ０．２５（ＳＤＤ） ０．２５

５１ ０．５０（Ｓ） ０．５０ ４．００（Ｓ） ４．００ ２．００（Ｓ） ２．００ ０．０６（Ｓ） ０．０９ ０．１２（Ｓ） ０．２５

５２ ０．５０（Ｓ） ０．５０ ４．００（Ｓ） ４．００ ２．００（Ｓ） ２．００ ０．１２（Ｓ） ０．２５ ０．２５（ＳＤＤ） ０．３８

５３ ０．５０（Ｓ） ０．７５ ４．００（Ｓ） ４．００ ２．００（Ｓ） ２．００ ０．２５（Ｓ） ０．３８ ０．５０（ＳＤＤ） ０．５０

６ ０．５０（Ｓ） ０．５０ ４．００（Ｓ） ４．００ １．００（Ｓ） ２．００ ０．０６（Ｓ） ０．０９ ０．１２（Ｓ） ０．１２

７ ０．５０（Ｓ） ０．５０ ４．００（Ｓ） ４．００ ２．００（Ｓ） ２．００ ０．０６（Ｓ） ０．０９ ０．１２（Ｓ） ０．１２

８ ０．５０（Ｓ） ０．５０ ４．００（Ｓ） ４．００ ２．００（Ｓ） ２．００ ０．０６（Ｓ） ０．０９ ０．１２（Ｓ） ０．１９

ＭＩＣ值的几何均值 ０．５０ ０．５５ ４．００ ４．２０ ２．３０ ２．６０ ０．０９ ０．１５ ０．２０ ０．２４

敏感性折点 ≤１．００ ≤４．００ ≤８．００ ≤１．００ ≤０．１２

质控　ＡＴＣＣ６２５８ ０．５０（Ｓ） ０．５０ ４．００（Ｓ） ４．００ ６４．００（Ｒ） １．００ ０．０６（Ｓ） ０．０６ ０．０６（Ｓ） ０．０６

·４１９２· 检验医学与临床２０１２年１２月第９卷第２３期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．９，Ｎｏ．２３



　　Ａ：引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ４扩增产物，大小５２０ｂｐ；Ｂ：引物２６ＳＦ／５ＳＲ

扩增产物，大小６４２ｂｐ；Ｃ：寡核苷酸引物（ＧＡＣＡ）４随机扩增基因组多

态性ＤＮＡ，主要产物条带如图所示。Ｍ：相对分子质量标准；泳道１～８

为各临床分离菌株编号，泳道９为质控菌：克柔念珠菌ＡＴＣＣ６２５８。

图１　１０株尿液分离阿萨希毛孢子菌ＰＣＲ产物的

琼脂糖凝胶电泳图

３　讨　　论

阿萨希毛孢子菌为引起深部毛孢子菌感染的主要病原，

该菌广泛存在于自然界中，是一种条件致病菌。相关研究表

明其主要引起皮肤、毛发感染，亦可造成系统播散性感染，

血液播散性感染后常规抗真菌药物治疗常无效，病死率极

高［８１１］。但对于阿萨希毛孢子菌引起的特定人群局部感染，

而非播散性深部真菌感染的监测及治疗却鲜有报道。国内杨

蓉娅等［１２］对引起系统性感染的阿萨希毛孢子菌进行了小鼠毒

力实验，证实该菌虽为机会致病菌，但对健康小鼠并非绝对不

致病，一旦进入体内的菌量达到一定程度后仍可致病。本研究

患者尿标本反复分离出阿萨希毛孢子菌，但多次血培养阴性，

胸腹部影像学检查只有炎性表现，未见真菌感染典型结节，病

理表现亦未见异常。对于找到菌丝并且纯培养阳性的尿标本

病原菌考虑定植还是感染，目前没有统一的判定标准，从而导

致治疗的困惑。

本研究的研究对象年龄偏大，且患有不同程度的基础性疾

病，如低蛋白血症、原发性高血压、糖尿病等，免疫水平普遍低

下。大量抗菌药物的使用，特别是碳青霉烯类等广谱抗菌药物

的使用，引起体内菌群失调，屏障功能破坏，使真菌移位、定植、

感染。同时抗菌药物长期应用使机体内正常菌群失调，导致条

件致病菌大量繁殖，严重影响了机体的生态平衡，是真菌感染

的主要原因。另外，８例患者中６例均接受导尿治疗，这表明

介入性材料也许可能作为阿萨希毛孢子菌生物膜构建的黏附

基质，使微生物群体黏附于细胞外多聚材料表面而造成持续播

散感染［１３１４］。因此，介入性材料的使用可能是该菌定植或感

染的高危因素。

为进行医院感染性疾病的流行病学调查和监测，了解传播

途径以及发病机制，本研究对这１０株临床分离株进行基因分

型鉴定。真菌核糖体ＲＮＡ（ｒＲＮＡ）基因是串联重复排列的结

构，在２个不同的区域中间存在ＩＴＳ区和基因间隔区（ＩＧＳ），

可以反映物种间的进化关系，其中ＩＧＳ１区较ＩＴＳ区在分辨种

内特异性上有更高的区分度，已被广泛应用于多种生物的鉴

定、分型及物种进化分析［５，１５］。美国和日本分离出的阿萨希毛

孢子菌以Ⅰ～ Ⅴ型为主，西班牙、巴西和阿根廷以Ⅵ型为主，

泰国和土耳其以Ⅶ ～Ⅸ型为主
［７，１６］。本研究针对ＩＧＳ１区设

计特异性引物对临床分离株进行ＰＣＲ鉴定，并与已报道的１２

种阿萨希毛孢子菌型别相比对，结果１０株阿萨希毛孢子菌分

别属于Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ３个型别，其中Ⅳ型占７０％，明显高于同类相

关研究，这可能与本研究单一的尿液标本类型有关，而以往所

有相关研究标本来源丰富，包括皮肤、痰标本、血液标本等。另

外，患者１、２、４、５、８虽处于不同病房却均感染Ⅳ型。而患者７

和患者８虽同属于重症医学科，感染的类型却不相同，分别为

Ⅲ型和Ⅳ型，说明二者不存在交叉污染问题。患者５连续３次

分离到阿萨希毛孢子菌（每次间隔２个月以上），基因分型显示

这３株菌同为Ⅳ型，为复发病例，而非新感染病例。

本研究还对所分离阿萨希毛孢子菌进行药敏测试，结果显

示，两性霉素Ｂ、５氟胞嘧啶、氟康唑、伏立康唑均１００％敏感，

对伊曲康唑的敏感性为６０％，并未发现耐药株。其中，伏立康

唑的 ＭＩＣ几何平均值最低，疗效最佳。说明引起老年患者尿

路感染的阿萨希毛孢子菌虽然潜在危害极大，但是，只要医生

对真菌感染的认识充分、重视以及病原学检测及时、准确，阿萨

希毛孢子菌所致尿路感染可控制在早期，且并不一定会引起播

散性感染和耐药菌株的产生。这与国外分离的阿萨希毛孢子

菌多有耐药情况发生不同，可能与国内的医疗环境或抗菌药物

的使用偏好有关，也可能与感染标本分离部位有关（本研究标

本来源唯一，为清洁尿标本）。

综上所述，本研究分离自尿路感染老年患者的１０株阿萨

希毛孢子菌不同于其他标本类型或其他部位的分离株，分别属

于Ⅰ型、Ⅲ型和Ⅳ型，以Ⅳ型为主。唑类药物对其治疗有效，其

中，以伏立康唑效果最佳。这些研究结果有助于进一步了解老

年尿路感染患者尿路阿萨希毛孢子菌感染的流行病学特点，以

及为临床抗真菌治疗，有效控制真菌感染播散提供一定的策略

及理论依据。
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虫细胞中表达和纯化类病毒颗粒蛋白，工艺较为繁琐，而且产

量较低，制备成本很高。（２）该类病毒颗粒蛋白是在昆虫细胞

中表达的，昆虫细胞内蛋白的加工修饰过程与哺乳动物细胞体

内不尽相同，这会使得该疫苗的使用效果在实际应用中可能会

引起问题。为了解决以上问题，本研究利用真核表达载体

ｐｃＤＮＡ３．０构建真核双顺反子表达载体，并将ＥＶ７１Ｐ１前体

蛋白基因和非结构蛋白３ＣＤ基因插入该载体中，制备基于

ＤＮＡ载体的ＥＶ７１ＶＬＰｓ疫苗。该疫苗可以直接注射机体，并

在ＣＭＶ启动子的作用下实现Ｐ１和３ＣＤ蛋白在机体内的共

表达，并进而自组装成ＶＬＰｓ诱导机体免疫反应。该疫苗可还

用大肠埃希菌大量扩增，这将使生产成本大幅降低，有望改进

目前ＥＶ７１疫苗面临的一些问题，为ＥＶ７１型手足口病的预防

打下基础。
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