
束时仍维持缓解。在依那西普组和安慰剂组中，缓解率、疾病

低水平活动期及其他一些测量指标并无明显不同。在两组中

疾病的活动都很常见。这项研究中依那西普组５６．２％的患者

和安慰剂中５７．１％的患者有至少１项严重或者威胁生命的严

重事件，或者死亡。有６例依那西普组患者发生了实体肿瘤，

而安慰剂组却无病例发生。研究提示依那西普在韦格式肉芽

肿治疗中对维持缓解并无效果。它仅对很小一部分患者维持

缓解有效，但却伴随着治疗相关并发症的高发病率，由此提示

不适合作为韦格式肉芽肿缓解治疗药物［２０］。对其他类型血管

炎，目前还没有依那西普治疗的研究报道。

综上所述，ＡＮＣＡ相关性血管炎是一种全身性的免疫性疾

病，发病率、复发率、病死率较高。在诱导缓解治疗中，传统的糖

皮质激素联合细胞毒药物沿用多年，有一定疗效，但对部分患者

无效，复发率较高。与ＣＴＸ相比，美罗华对复发病例治疗效果

较好，且不影响生育。阿达木单抗、英利昔单抗都能减少泼尼松

龙用量，降低激素不良反应。ＭＭＦ疗效较ＣＴＸ好，且有利于患

者肾功能恢复。在维持治疗中，糖皮质激素联合ＣＴＸ是经典

疗法。ＡＺＡ、ＭＴＸ也有一定疗效。依那西普只有韦格纳氏肉

芽肿患者的研究，疗效较差，不良反应较大，不宜采用。
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申克孢子丝菌聚合酶链反应诊断及其相关技术的

研究进展

田超群 综述，周　汛 审校（重庆医科大学附属第一医院皮肤科　４０００１６）

　　【关键词】　申克孢子丝菌；　聚合酶链反应；　相关技术
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　　孢子丝菌病又称玫瑰花园丁病，是由申克孢子丝菌引起的

皮下组织真菌病，孢子丝菌由Ｓｃｈｅｎｃｋ于１８９８年在美国分

离［１］。申克孢子丝菌分布于全球的土壤中，而孢子丝菌病则局

限于墨西哥、中南美洲和其他地区，最常见的感染方式是皮肤

·８８２１· 检验医学与临床２０１３年５月第１０卷第１０期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｍａｙ２０１３，Ｖｏｌ．１０，Ｎｏ．１０



接种，最典型皮损是淋巴皮肤型或者孢子丝菌病样型，即原发

部位感染后沿淋巴管播散的类型。申克孢子丝菌为一种双相

型真菌，在室温２５℃下为菌丝相，３７℃下为酵母相，酵母相可

在感染者体内增殖，形成小的芽生孢子而致病［１］。临床上常根

据患者病史、皮损状况、组织真菌分离培养、组织病理观察、血

清学、免疫组化检测等方法诊断孢子丝菌病，但传统诊断方法

不仅耗费时间且误诊率高。因此研究一项快速灵敏，特异性高

的诊断技术十分必要。分子生物学诊断方法尤其是聚合酶链

反应（ＰＣＲ）及其相关技术，不但简单、快捷，且特异性高，近年

来越来越受人们的重视。

１　ＰＣＲ技术

从１９９４年Ｃｈｕａ等
［２］报道使用ＰＣＲ技术检测申克孢子丝

菌以来，基于其操作简单、快捷、准确性高等优点，这项技术越

来越多地被人们用于孢子丝菌的研究。ＰＣＲ技术不仅可用于

检测环境中、动物组织、临床皮损中的孢子丝菌，还可用于孢子

丝菌与相关类群的分类学研究，发现新的种类，且可用于菌株

耐药性研究。朱建国等［３］筛选出申克孢子丝菌特异性引物

Ｓ２Ｒ２成功鉴定了动物组织、人石蜡切片和临床皮损中的孢子

丝菌。应用该引物检测石蜡切片中的孢子丝菌阳性率高达

９１％，检测临床新鲜活组织中的孢子丝菌，以真菌培养为参照，

阳性率可达１００％。该方法能够快速、准确地检测出孢子丝

菌，敏感性及特异性很高，可以用于临床快速诊断孢子丝菌病。

Ｌｉｕ等
［４］采用相同的方法检测临床皮损中的孢子丝菌，８３．３％

（２５／３０）的皮损中可检测出孢子丝菌，且ＰＣＲ检测出的孢子丝

菌皮损的病例有９５．６％真菌培养为阳性。２００７年 Ｍａｒｉｍｏｎ

等［５］采用ＰＣＲ技术联合不同培养基、不同温度菌株生长率等

方法将１２７例孢子丝菌分为７类，包括Ｓ．ｍｅｘｉｃａｎａ、Ｓ．ｂｒａ

ｓｉｌｉｅｎｓｉｓ、Ｓ．ｇｌｏｂｏｓａ和Ｓ．ｓｃｈｅｎｃｋｉｉ等，并且发现前面３种新分

类，这种分类方法一直被世界公认。Ｏｌｉｖｅｉｒａ等
［６］应用表型实

验（ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｔｅｓｔ）及ＰＣＲ技术（以钙调蛋白基因为引物）研

究４０例Ｓ．ｓｃｈｅｎｃｋｉｉ（包括３１例从人体分离的菌株和９例从动

物分离的菌株）及其对抗真菌药物的敏感性，结果这４０例申克

孢子丝菌被分成了４类：Ｓ．ａｌｂｉｃａｎｓ（狀＝１）、Ｓ．ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ（狀＝

１）、Ｓ．ｌｕｅｉｅｉ（狀＝１）和Ｓ．ｓｃｈｅｎｃｋｉｉ（狀＝３７），他们的实验得出Ｓ．

ａｌｂｉｃａｎｓ和Ｓ．ｌｕｅｉｅｉ对伊曲康唑耐药，且对所有唑类药物耐药

性均较高。从动物分离的孢子丝菌对伊曲康唑的耐药性高于

从人体分离的菌株，但对于特比萘芬和两性霉素Ｂ所有菌株

的敏感性相差不大，因此，孢子丝菌的准确分类对于治疗药物

的选择是相当重要的。ＰＣＲ还可用于孢子丝菌双向转换技术

的研究，ＶａｌｌｅＡｖｉｌｅｓ等
［７］用ＰＣＲ检测出钙／钙调蛋白激酶家

族中的新成员：ＳＳＣＭＫ１，它可能参与孢子丝菌的双向转换。

２　巢式ＰＣＲ技术

巢式ＰＣＲ同ＰＣＲ一样不仅可用于孢子丝菌诊断，还可用

于孢子丝菌分类及其对抗真菌药物的研究，而且有的实验还证

明巢式ＰＣＲ比普通ＰＣＲ检测孢子丝菌的灵敏性更高
［８］。王

连明等［９］运用巢式ＰＣＲ及特异性引物来检测实验小鼠组织中

的申克孢子丝菌，１１只有明显皮损表现的小鼠中９只可检测

出申克孢子丝菌特异性ＤＮＡ，但并不是所有研究都表明巢式

ＰＣＲ技术优于传统方法。Ｍｅｎｄｏｚａ等
［１０］比较真菌镜检、真菌

培养、巢式ＰＣＲ技术和血清学检测小鼠器官中的孢子丝菌，其

中真菌培养和抗体检测阳性率较高，而巢式ＰＣＲ技术和真菌

镜检的阳性率稍低。巢式ＰＣＲ技术还可用于孢子丝菌分类，

Ｘｕ等
［１１］运用巢式ＰＣＲ技术检测３８株不同地方的孢子丝菌，

他们研究的菌株包括从动物和人体分离的孢子丝菌，并和其他

类型的真菌作比较，结果表明巢式ＰＣＲ技术对于鉴别不同种

类的申克孢子丝菌具有很高的敏感性和特异性，为孢子丝菌病

的快速诊断提供了一种新方法。Ｇａｌｈａｒｄｏ等
［１２］分别从申克孢

子丝菌的表型和基因型研究菌株对抗真菌药物的最低抑菌浓

度，其研究表明菌株的耐药性和基因型是密切相关的，而不同

地区的孢子丝菌对抗真菌药物的耐药性也是不同的。

３　限制性片段长度多态性聚合酶链反应（ＰＣＲＲＦＬＰ）技术

ＰＣＲＲＦＬＰ技术主要应用于孢子丝菌菌种的鉴别，由于其

标记需使用内切酶，对实验室及操作人员要求较高，近年来研

究较少。Ｋａｗａｓａｋｉ等
［１３］运用线粒体ＤＮＡ联合ＰＣＲＲＦＬＰ技

术鉴别申克孢子丝菌的两种不同基因型菌株 ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅ

ＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ１０２６８ｏｆｍｔＤＮＡｔｙｐｅ１和 ＫＭＵ２０２５ｏｆ

ｍｔＤＮＡｔｙｐｅ４，这两种菌株主要不同点定位于ａｔｐ９和ｃｏｘ２基

因，并且发现这种运用限制性内切酶 Ａｓｅｌ的方法比其他运用

核ＤＮＡ内部转录区间的ＰＣＲＲＦＬＰ技术更适合于孢子丝菌

种的鉴别。

４　反向ＰＣＲ技术

反向ＰＣＲ技术主要用于孢子丝菌的双向转换机制及其基

因结构研究，对于了解孢子丝菌病的致病机制有重要意义。

ＲｏｂｌｅｄｏＯｒｔｉｚ等
［１４］运用反向ＰＣＲ技术及简并引物发现了申

克孢子丝菌内质网葡萄糖苷酶Ⅱ的编码基因ｒｏｔ２，这个基因编

码的蛋白与孢子丝菌的结构、致病性及免疫有关。Ｈｏｕ等
［１５］

的实验中用实时定量的反向ＰＣＲ技术表明ＳｓＤＲＫ１基因在孢

子丝菌的酵母相中比菌丝相中表达更高，表明ＳｓＤＲＫ１基因可

能与孢子丝菌的双向转换机制有关。Ｎｉｓｈｉｚａｗａ等
［１６］发现在

申克孢子丝菌的双相转换中Ｐｈｏ８５细胞周期素依赖激酶的表

达被抑制。通过定量反向ＰＣＲ检测到在酵母相向菌丝相转换

中ＰｈｏＳｓ基因的表达下降了３０倍，表明ＰｈｏＳｓ可能参与申克

孢子丝菌双相转换的调控。

５　其他ＰＣＲ相关技术

其他ＰＣＲ相关技术，例如交错式热不对称ＰＣＲ（ＴＡＩＬ

ＰＣＲ）、随机扩增多态性ＤＮＡ（ＰＡＰＤ）等常用于孢子丝菌的流

行病学及转基因等。Ｚｈａｎｇ等
［１７］将玉米转基因系统用于申克

孢子丝菌的插入诱变研究中，并运用ＴＡＩＬＰＣＲ克隆ＴＤＮＡ

（ＴｒａｎｓｆｅｒｒｅｄＤＮＡ转化ＤＮＡ），为未来医学上重要真菌的正向

和反向遗传学研究提供了重要的突变体。Ｒｅｉｓ等
［１８］运用

ＰＡＰＤ技术及ＤＮＡ指纹分析技术分析了里约热内卢１９例从

人体分离的孢子丝菌、２５例从猫分离的孢子丝菌和２例其他

来源的孢子丝菌，实验表明里约热内卢的动物和人孢子丝菌病

有共同的传染源，同时猫在孢子丝菌病的播散中起重要作用。

ＰＣＲ及其相关技术具有快速、简单、敏感、特异性高等优

点，不仅能用于快速诊断孢子丝菌病，还能用于孢子丝菌的分

类、药物选择、孢子丝菌病的流行病学研究等方面，具有较大发

展空间，是今后孢子丝菌病诊断及孢子丝菌研究的发展方向。

对于孢子丝菌病的诊断，尤其对于临床表现不典型及系统性播

散型孢子丝菌病的诊断具有更重大的意义，可以明显降低孢子

丝菌病的误诊率。而且这些技术能帮助研究孢子丝菌的双向

转化机制，对其致病性有更好的了解，能从病因上研究孢子丝

菌病。但这些技术由于对操作人员技术及实验室条件要求高，

目前仅用于实验室诊断孢子丝菌病，暂未能在临床上大量推

广。随着分子生物学技术的不断发展，相信在不久的将来会成

为孢子丝菌病临床快速、准确诊断的手段。目前发现与孢子丝

菌双向转化相关的基因不多，对其双向转化机制尚不能完全明

确，这需要科学工作者作出更大的努力。相信随着新技术的不

断开发和研究的进展，最终会明确孢子丝菌双向转化的机制。
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糖原磷酸化酶同工酶ＢＢ的临床应用

杨云净 综述，罗　艳 审校 （重庆医科大学附属第一医院检验科　４０００１６）

　　【关键词】　糖原磷酸化酶同工酶ＢＢ；　急性冠状动脉综合征；　子痫前期；　早期诊断
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　　糖原磷酸化酶同工酶ＢＢ（ＧＰＢＢ）是一种心肌细胞中含量

较高的酶，该酶对心肌缺血缺氧敏感，在心肌损伤早期（小于

４ｈ）即可释放入血，是急性心肌损伤早期诊断的一项很好的指

标。随着生物化学、免疫、分子生物学及其检测技术的发展，发

现ＧＰＢＢ对缺血性心肌损伤的早期诊断、产科、儿科学等方面

的研究颇具价值。

１　ＧＰＢＢ的组织分布及释放机制

ＧＰ是一种由相同亚基组成的二聚体，在人体组织中存在

３种同工酶：ＧＰＢＢ（心肌、脑型）、ＧＰＬＬ（肝型）、ＧＰＭＭ（肌

型）［１］。尽管心脏组织都能产生同工酶ＢＢ和 ＭＭ，但同工酶

ＢＢ的含量占绝对优势。ＧＰＢＢ在脑组织中的含量与心肌组织

相当，ＧＰＭＭ主要存在于骨骼肌中，ＧＰＬＬ主要存在于肝脏组

织中，少量存在于心脏、骨骼肌、脑以外的其他组织。有证据证

明，ＧＰＢＢ并不局限于心、脑组织，已经发现白细胞、血小板、脾

脏、肾脏、膀胱、睾丸、消化道及主动脉中均含有ＧＰＢＢ，但其含

量极低，在这些组织中，ＧＰＬＬ是主要的同工酶。

ＧＰ是一种糖原分解反应的关键酶，它在糖原分解反应的

第一步中利用无机磷酸盐将糖原转化为１磷酸葡萄糖（Ｇ１

Ｐ）。在心肌细胞中，ＧＰＢＢ与糖原和肌浆网紧密结合形成大分

子复合物肌浆网糖原复合物。心肌的代谢状态决定了ＧＰＢＢ
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