
·论　著·

白色念珠菌实时荧光定量聚合酶链反应检测体系的建立

游亚兰１，贺湘玲１△，方亦兵２，张　兵
１，邓中平３，钟礼立１，刘　华

１，朱秀娟１，邹润英１，田　鑫
１，邹　惠

１

（１．湖南省人民医院，长沙　４１０００５；２．湖南省卫生厅，长沙　４１０００８；３．湖南圣湘生物有限公司，

长沙　４１０２０５）

　　【摘要】　目的　建立白色念珠菌实时荧光定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测体系，实现白色念珠菌的早期、快速检

测，为临床医生对白色念珠菌感染的诊断提供指导。方法　使用白色念珠菌及其他真菌标准株，利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍ

ｉｅｒ５．０和ＢｅａｃｏｎＤｅｓｉｇｎｅｒ７．７设计引物探针。同时对镁离子（Ｍｇ
２＋）、三磷酸脱氧核糖核苷酸（ｄＮＴＰ）、引物及探针

浓度等参数进行优化，选出最佳反应体系，并验证反应体系的特异性、重复性，分析反应体系的最低检测限，对临床

分离出的４５例白色念珠菌进行检测。结果　设计的引物探针仅能对白色念珠菌进行特异性扩增，反应体系不同底

物浓度与Ｃｔ值之间成良好的线性关系，反应体系的最低检测限为５ＣＦＵ／ｍＬ，且反应体系稳定性、重复性好，对临

床分离菌株的检测阳性率为１００％。结论　成功设计了白色念珠菌特异性的引物探针，并建立了实时荧光定量

ＰＣＲ检测体系，能快速、准确地检出白色念珠菌。
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　　侵袭性真菌感染（ＩＦＩ）已经成为继细菌感染之后造成国内

外院内感染的重要原因［１２］。念珠菌为ＩＦＩ最常见的真菌，其

中以白色念珠菌最为常见［３４］。目前，用于ＩＦＩ诊断的方法主

要包括培养、组织病理学方法、影像学方法、血清学方法等。由

于ＩＦＩ的临床表现常无特异性，给疾病的早期诊断带来了困

难。随着聚合酶链反应（ＰＣＲ）技术的发展，该技术已经应用于

真菌的检测［５６］。本试验通过设计白色念珠菌特异引物和荧光

探针，提取白色念珠菌ＤＮＡ并进行扩增，建立白色念珠菌实

时荧光定量ＰＣＲ检测技术平台，为临床白色念珠菌的实时荧

光定量ＰＣＲ检测奠定实验室基础。

１　材料与方法

１．１　实验菌株及标本来源　白色念珠菌、近平滑念珠菌、热带

念珠菌、光滑念珠菌、克柔念珠菌、烟曲霉、黄曲霉、土曲霉、黑

曲霉、构巢曲霉、季也蒙假丝酵母菌、清酒假丝酵母、奥
!

毕赤

假丝酵母、棒曲霉、杂色曲霉、产黄青霉、少根根霉、毛霉菌、尖

孢镰孢霉、串珠镰刀菌、马尔尼菲青霉均购自中国普通微生物

菌种保藏管理中心；新型隐球菌购自中国普通微生物菌种保藏

管理中心。肺炎链球菌、大肠埃希菌、表皮葡萄球菌、产气肠杆

菌、肺炎克雷伯菌、鲍曼不动杆菌、铜绿假单胞菌、粪肠球菌、金

黄色葡萄球菌均由湖南省人民医院微生物室提供。乙型肝炎

病毒（ＨＢＶ）、丙型肝炎病毒（ＨＣＶ）、艾滋病毒（ＨＩＶ）、肺炎支

原体（ＭＰ）、衣原体、人巨细胞病毒（ＨＣＭＶ）、结核分枝杆菌

（ＴＢ）、ＥＢ病毒（ＥＢＶ）、柯萨奇病毒Ａ１６型（ＣｏｘＡ１６）、肠道病
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毒７１型（ＥＶ７１）核酸均由湖南圣湘生物有限公司提供。健康

人全血采自湖南省人民医院健康志愿者。选取２０１１年１２月

至２０１３年２月湖南省人民医院微生物室从不同临床无菌标本

培养中分离出的白色念珠菌４５例作为临床检测标本。

１．２　仪器与试剂　Ｔａｑ酶购自宝生物工程（大连）有限公司。

缓冲液、０．１ｍｏｌ／Ｌ三磷酸脱氧核糖核苷酸（ｄＮＴＰ）、１ｍｏｌ／Ｌ

氯化镁（ＭｇＣｌ２）、生理盐水、Ｈｅｘ内标反应底物及引物探针、一

步裂解法ＤＮＡ提取试剂盒、浓缩裂解法ＤＮＡ提取试剂盒均

由湖南圣湘生物有限公司提供。血液／细胞／组织基因组ＤＮＡ

提取试剂盒购自天根生化科技（北京）有限公司。美国Ａｐｐｌｉｅｄ

Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公 司 ７５００ 荧 光 定 量 ＰＣＲ 仪，美 国 Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ

Ｍｘ３０００Ｐ实时荧光定量ＰＣＲ仪。马铃薯葡萄糖琼脂培养基

（ＰＤＡ培养基）高压蒸汽灭菌（１２１℃，３０ｍｉｎ）后无菌操作倒入

平板。

１．３　方法

１．３．１　标准株培养及制备　霉菌接种于ＰＤＡ平板，３７℃培

养７２ｈ；念珠菌及新型隐球菌接种于ＰＤＡ平板，３７℃培养

４８ｈ。均制成浓度约１０７ＣＦＵ／ｍＬ的混悬液，－８０℃保存。

１．３．２　核酸提取　（１）标准菌株ＤＮＡ的提取方法：采用浓缩

裂解结合加热法，取２００μＬ 标本，加入等体积的浓缩液，

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，沉淀中加入１００μＬ核酸

释放剂，充分震荡混匀，９５℃加热１０ｍｉｎ，间隔３～５ｍｉｎ震荡

１０ｓ，静置冷却，作为待测标本。（２）人类基因组、细菌、病毒及

其他病原菌核酸提取：人类基因组提取按照天根生化科技有限

公司血液／细胞／组织基因组ＤＮＡ提取试剂盒方法提取；细菌

及 ＨＢＶ、ＭＰ、ＨＣＭＶ、ＴＢ、ＥＢＶ采用一步裂解法核酸提取试

剂盒提取ＤＮＡ；ＨＣＶ、ＨＩＶ、ＣｏｘＡ１６、ＥＶ７１采用由湖南圣湘

生物科技有限公司提供的ＲＮＡ磁珠法提取试剂盒提取。

１．３．３　引物探针设计及产物测序　在基因库（ＮＣＢＩ）中下载

多种真菌的基因组序列，找出白色念珠菌相对保守的基因区

域，利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０和ＢｅａｃｏｎＤｅｓｉｇｎｅｒ７．７软件设计

引物探针，引物探针由美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。特异性扩增

产物送至上海生工测序。

１．３．４　ＰＣＲ反应体系优化　ＰＣＲ反应体系内各成分不同含

量扩增效果比较，ＭｇＣｌ２ 溶液分别选取每人份０．１、０．３、０．５、

０．７μＬ４个梯度，ｄＮＴＰ分别选取每人份０．１、０．３、０．５、０．７、

０．９μＬ５个梯度，引物分别选取每人份５．０、１０．０、１５．０、２０．０、

２５．０、３０．０ｐｍｏｌ，探针分别选取每人份５．０、７．５、１０．０、１２．５、

１５．０、１７．５、２０．０ｐｍｏｌ，在反应程序相同的条件下选取最佳反

应条件。ＰＣＲ反应条件为９４℃预变性５ｍｉｎ后进入循环，

９４℃１５ｓ、５７℃３０ｓ，共４５个循环。

１．３．５　特异性与重复性试验　分别对所提取真菌、细菌、病毒

及人类基因组等的核酸进行ＰＣＲ扩增，以检验反应体系对白

色念珠菌的特异性，ＰＣＲ反应条件同前。批内、批间重复性试

验选用１０７～１０
２ＣＦＵ／ｍＬ６个不同浓度的标准液（记为１～６

号）所提取的ＤＮＡ为模板，批内重复性试验对同一模板、同一

反应体系同时进行５次重复测定，批间重复性试验对同一样本

在反应体系相同的条件下进行连续５ｄ重复测定，计算各自循

环阈值（Ｃｔ）的变异系数（犆犞）。

１．３．６　线性范围测定和定量标准曲线制备　标准株用生理盐

水稀释成１０７～１０
１ＣＦＵ／ｍＬ，分别按照浓缩裂解结合加热的

方法提取ＤＮＡ进行扩增，并获得标准曲线。

１．３．７　最低检测限分析试验　选取线性范围内能全部测出的

最低浓度，用生理盐水将该浓度的标准株混悬液进行１∶１、

１∶２、１∶３、１∶４稀释后提取ＤＮＡ后扩增，重复８次，找出反

应全部呈阳性的最低浓度即为反应最低检测限。

１．３．８　Ｈｅｘ内标分析　将标准株稀释成１０
６
～１０

３ＣＦＵ／ｍＬ４

个梯度，提取 ＤＮＡ 进行扩增，每一反应中分别加入等量的

Ｈｅｘ内标反应体系，监测ＰＣＲ假阴性结果的发生。

１．３．９　临床检测　针对临床分离培养的白色链珠菌标本，采

用浓缩裂解结合加热的方法提取ＤＮＡ进行扩增，ＰＣＲ反应条

件同前。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行数据处理

与统计学分析，计量资料以狓±狊表示，多组间比较采用方差分

析；以α＝０．０５为检验水准，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　引物探针设计与ＰＣＲ产物测序结果　通过多种真菌基

因序列进行比对，最后确定白色念珠菌 ＲＳＲ１基因特异性较

好，设计的引物探针如下，上游引物（Ｆ）：５′ＣＡＧＴＧＣＴＧＧＴＧ

ＧＴＡＧＴＡＧＴＧＧＡＴＴ３′；探针（Ｐ）：ＦＡＭＡＣＧＴＧＴＴＡＣＡＴ

ＴＧＡＴＧＣＴＴＣＴＴＡＡＴＣＧＡＴ３′；反 向 引 物 （Ｒ）：５′ＴＧＣＴ

ＧＴＴＴＴＧＧＴＧＧＧＡＧＴＧＡＴ３′。试验特异性扩增产物测序结

果进行Ｂｌａｓｔ分析，序列均在设计引物探针所在目的基因

区域。

２．２　反应体系优化结果　通过对不同浓度的 Ｍｇ
２＋、ｄＮＴＰｓ、

引物、探针进行实验，结果显示在 ＭｇＣｌ２ ０．１μＬ、ｄＮＴＰｓ

０．３μＬ、Ｆ／Ｒ５ｐｍｏｌ、Ｐ７．５ｐｍｏｌ、Ｔａｑ酶２．０μＬ、模板 ＤＮＡ

１０μＬ，总反应体系５０μＬ条件下反应体系扩增效率最高、扩增

曲线呈典型的“Ｓ”形。

２．３　特异性与重复性试验结果　在同一反应条件下，反应体

系仅能对白色念珠菌进行扩增，与其他核酸无交叉反应，见图

１。表明实验中所建立的反应体系具有很好的特异性。批内重

复性试验显示，同一次实验不同反应之间同一浓度扩增曲线基

本重合，见图２；批间重复性试验显示，所获得的相同浓度Ｃｔ

值的平均值犆犞均小于５％，说明ＰＣＲ检测体系的重复性好。

见表１。

图１　特异性试验结果

图２　批内重复性试验结果

２．４　线性范围测定及标准曲线的建立　分别提取不同浓度的

标准株ＤＮＡ后进行扩增，在１０７～１０１ＣＦＵ／ｍＬ浓度能扩增出

典型的“Ｓ”型曲线，其线性范围为１０７～１０１ＣＦＵ／ｍＬ。线性范

围与标准曲线，见图３。
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２．５　最低检测限分析　将１０ＣＦＵ／ｍＬ标准株混悬液稀释后

提取ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，重复８次。经１∶１稀释后能完全

扩增，而其他浓度标本未见扩增或仅部分扩增，反应体系能检

测的最低浓度可以达到５ＣＦＵ／ｍＬ。

表１　批内及批间重复性试验Ｃｔ值比较

标本

编号

批内

Ｃｔ平均值 标准差 犆犞（％）

批间

Ｃｔ平均值 标准差 犆犞（％）

１ １９．４２ ０．１７ ０．８６ １９．２０ ０．０６ ０．３３

２ ２２．３８ ０．１７ ０．７８ ２２．３８ ０．２６ １．１５

３ ２６．０４ ０．０６ ０．２２ ２５．９０ ０．０８ ０．３１

４ ２９．２７ ０．２１ ０．７０ ２９．１８ ０．２８ ０．９４

５ ３２．１４ ０．３０ ０．９４ ３２．４７ ０．４４ １．３６

６ ３５．７２ ０．３８ １．０６ ３５．８８ ０．６４ １．７８

　　注：Ａ为线性范围；Ｂ为标准曲线。

图３　线性范围与标准曲线

２．６　加入内标扩增结果　反应体系中加入 Ｈｅｘ荧光标记的

内标体系后，ＰＣＲ反应结果与不加入内标的扩增效果相同，内

标在建立的ＰＣＲ反应中进行扩增与单独进行扩增均有明显的

扩增效果，而且Ｃｔ值基本一致、扩增曲线基本重合。对Ｃｔ值

进行方差分析，组间比较差异无统计学意义（犘＞０．０５），说明

内标加入对本实验的反应体系无影响。

２．７　临床真菌检测结果　采用本实验建立的实时荧光定量

ＰＣＲ反应体系检测临床分离出的４５例白色念珠菌，结果均为

阳性，检测率达１００％，见图４。

　　注：不同曲线代表不同标本的扩增曲线。

图４　临床菌株ＰＣＲ检测结果

３　讨　　论

　　白色念珠菌是ＩＦＩ最常见的病原菌，目前主要依靠传统的

检测方法协助临床诊断，但是传统方法存在耗时长、阳性率低

等缺陷，加之真菌感染缺乏特异性的临床表现，早期、快速诊断

ＩＦＩ仍然是困扰临床工作者的问题之一
［７８］。

实时荧光定量ＰＣＲ是新近发展的检测方法，已广泛应用

于多种病毒的临床检测［９１０］，而真菌感染的ＰＣＲ检测目前仍

停留在实验室阶段。ＤＮＡ的提取及引物探针的设计等因素是

影响ＰＣＲ检测广泛应用于白色念珠菌的主要原因
［１０１１］。真菌

ＤＮＡ的提取方法包括磁珠法、膜吸附法、液氮碾磨法、机械破

壁法等［１２１３］。本研究选取浓缩裂解法，并在裂解过程中予以

加热处理以提高ＤＮＡ的提取效率，取得了较理想的效果。国

内外已经报道了各种可以用于念珠菌特异性检测的基因区域，

如ＩＴＳ区域、ＦＫＳ１及线粒体基因
［１４１５］。经过比对，本研究发

现ＲＳＲ１基因区域适宜于设计引物探针，且通过特异性、重复

性等试验验证，该引物探针能特异地检测白色念珠菌，其最低

检测限可达到５ＣＦＵ／ｍＬ，并且对临床分离株的检测率达到

１００％，说明所建立的检测体系不仅可以检测标准株，同样适用

于临床标本的检测。此外，实验中 Ｈｅｘ内标的加入能有效地

避免假阴性结果，提高检测体系的可靠性，给临床检测提供了

更好的保障。

综上所述，实时荧光定量ＰＣＲ用以检测白色念珠菌具有

快速、特异的优势，通过本试验获取了白色念珠菌的ＤＮＡ提

取方法，并设计了特异性的引物探针，所建立的ＰＣＲ检测体系

能够准确定量标本中的病原体含量，为临床标本中白色念珠菌

的ＰＣＲ检测奠定了实验基础，可更好地指导临床医生对疾病

进行诊断与治疗，具有广阔的应用前景。但是，应用于临床还

需要动物及临床试验的进一步验证。
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的敏感率，均高于８０％；而对阿莫西林、替卡西林和哌拉西林

均不敏感，耐药率高达１００．００％；对其余常用抗菌药物的敏感

率在３０％～８０％。奇异变形杆菌的的药物敏感性相对较好，

对阿莫西林棒酸，替卡西林棒酸等７种抗菌药物的敏感率均

大于８０％，其中亚胺培南、哌拉西林他唑巴坦及美罗培南的

敏感率高达１００．００％。大肠埃希菌对亚胺培南、阿米卡星、哌

拉西林他唑巴坦及美罗培南敏感，敏感率均大于８０％。鲍曼

不动杆菌的耐药机制非常复杂，可能与其外膜通透性小，产生

超广谱β内酰胺酶（ＥＳＢＬｓ）、ＡｍｐＣ酶和金属酶，以及外排泵

机制等相关［８１０］。本研究中鲍曼不动杆菌的抗菌药物敏感性

不容乐观，对１６种抗菌药物的敏感率均低于２０％，对阿米卡

星、庆大霉素、妥布霉素与奈替米星的敏感率依次为７７．７８％、

７５．００％、６９．４４％和６６．６７％。国内有报道表示，阿米卡星是

治疗鲍曼不动杆菌感染的常用药物［１１］。阴沟肠杆菌仅对阿米

卡星、奈替米星、环丙沙星和美罗培南较敏感，敏感率均在

８０％以上。

３．４　真菌感染的抗菌药物敏感性分析　由于广谱抗菌药物、

免疫抑制剂等的广泛应用，易导致烧伤患者病原菌菌群失调，

使得真菌感染的发生率逐年上升［１２１３］。一旦临床分离培养出

真菌，且患者表现出真菌感染的临床症状，应及时根据药敏结

果给予抗真菌治疗。本研究显示，白色念珠菌对两性霉素Ｂ

和５氟胞嘧啶的敏感率均为１００．００％，而对氟康唑的敏感率

仅为６６．００％。这可能是由于氟康唑注射液应用方便、价格低

廉，临床常选用该注射液治疗真菌感染［１４］，导致氟康唑的敏感

率下降，应当引起临床关注。

综上所述，该院烧伤中心多耐药肺炎克雷伯菌等革兰阴性

菌及真菌大量出现。虽然革兰阳性菌，特别是金黄色葡萄球菌

的检出率及抗菌药物的敏感率在近几年有很大的改善，但仍需

临床充分关注，以防止革兰阳性菌再次出现多重耐药现象。因

此，针对烧伤感染患者应加强创面初期的治疗和干预，加大对

烧伤患者临床标本的检测力度，做到有菌必查。并合理、慎重

地使用抗菌药物，避免或减少耐药菌，甚至超级细菌的产

生［１５１６］。此外，需要完善细菌耐药预警监测系统的各项功能，

使其能够更好、更快、更全面地服务于临床。
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