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  摘 要:目的 通过比较痰涂片革兰染色法、痰涂片荧光染色法与真菌培养法检测真菌的结果,评价痰涂

片荧光染色法在老年患者呼吸道真菌感染中的应用价值。方法 选取该院2021年1-12月拟诊为肺部真菌

感染的479例老年患者为研究对象,收集患者痰液标本,同时采用痰涂片革兰染色法、痰涂片荧光染色法、真菌

培养法检测真菌,对3种检测方法结果进行统计学分析。以真菌培养法作为金标准,比较痰涂片革兰染色法和

痰涂片荧光染色法的灵敏度和特异度。结果 痰涂片革兰染色法、痰涂片荧光染色法、痰真菌培养法检出率分

别为13.6%、36.5%、34.2%,3种检测方法真菌检出率比较,差异有统计学意义(χ2=75.828,P<0.001);痰涂

片荧光染色法真菌检出率略高于真菌培养法,但差异无统计学意义(χ2=0.552,P=0.457);
 

痰涂片荧光染色

法真菌检出率高于痰涂片革兰染色法,差异有统计学意义(χ2=67.269,P<0.001)。痰涂片革兰染色法和痰涂

片荧光染色法的灵敏度分别为26.2%和76.2%,特异度分别为93.0%和84.1%,差异均有统计学意义(P<
0.001)。结论 痰涂片荧光染色法能够快速、准确地判断真菌,在老年患者呼吸道真菌感染诊断中具有重要的

临床意义。
关键词:真菌; 痰涂片荧光染色法; 革兰染色法; 真菌培养
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  近年来,中国老龄化问题日益突出,随着各类抗

菌药物、免疫抑制剂、激素及抗肿瘤药物的广泛应用,
老年患者呼吸道真菌感染的发病率上升,已成为临床

值得重视的问题,因此,快速检测出病原菌,为临床及

时提供治疗依据尤为重要。目前,实验室检测真菌的

方法主要有直接镜检法、血清学实验、培养法、组织病

理学检查等。真菌培养法一直被视为诊断真菌感染

的“金标准”,但真菌培养法所需时间长,临床医生不

能及时获取患者真菌感染的依据。近来又出现了真

菌免疫荧光技术,又称为痰涂片荧光染色法,此方法

简便快速,但在临床实验室并未推广,尤其是在呼吸

道真菌感染中的应用甚少[1]。本研究通过对疑似呼

吸道真菌感染的老年患者的痰涂片革兰染色法、痰涂

片荧光染色法与真菌培养法检测结果进行比较,探讨

痰涂片荧光染色法在老年患者呼吸道真菌感染中的

应用价值,为临床快速、准确地获得真菌检测结果提
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供依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取本院2021年1-12月拟诊为

肺部真菌感染的479例老年患者为研究对象,其中男

298例,女181例;年 龄65~103岁,平 均(81.5±
9.4)岁。
1.2 方法

1.2.1 痰液标本留取 患者清洁口腔后采集清晨深

咳痰于无菌痰盒内,2
 

h内送检。
1.2.2 痰液标本合格标准 痰液直接镜检,要求白

细胞计数在每个低倍视野中≥25个,上皮细胞在每个

低倍视野中≤10个,不合格标本重新采集并送检。
1.2.3 痰涂片革兰染色法 混匀痰液标本,涂片,干
燥后火焰固定,采用革兰染液染色后镜检,看到形态

典型的蓝黑色孢子、菌丝或假菌丝记录为阳性。
1.2.4 痰涂片荧光染色法 混匀痰液标本,涂片,自
然干燥后加一滴荧光染色液(诺立清,免疫显色试

剂),加盖玻片,轻轻按压,用滤纸把多余的染色液吸

净,染 色 时 间 1~2
 

min,使 用 荧 光 显 微 镜(型 号

DM500)观察结果,看到荧光标记的孢子或菌丝即判

断为阳性。
1.2.5 真菌培养法 采用常规方法将混匀的痰液标

本接种在沙保罗培养基上,35
 

℃培养1周,菌株的初

次分离采用科玛嘉显色培养基和YST酵母菌鉴定卡

进行常规鉴定,所有菌株采用基质辅助激光解吸电离

飞行时间质谱(MALDI-TOF
 

MS)仪复核鉴定,结果

不一致的菌株采用核糖体DNA内转录间隔区序列分

析的方法进行菌种鉴定。标准质控菌株为念珠菌

ATCC8735。
1.3 观察指标 比较痰涂片革兰染色法、

 

痰涂片荧

光染色法和真菌培养法检测结果及镜下形态,并以真

菌培养法为参考标准,比较痰涂片革兰染色法、痰涂

片荧光染色法两种方法的灵敏度、特异度、总符合率、
阳性预测值及阴性预测值。灵敏度=真阳性例数/
(真阳性例数+假阴性例数)×100%;特异度=真阴

性例数/(假阳性例数+真阴性例数)×100%;阴性预

测值=真阴性例数/(假阴性例数+真阴性例数)×
100%;阳性预测值=真阳性例数/(真阳性例数+假

阳性例数)×100%;符合率=(真阴性例数+真阳性

例数)/总例数×100%。
1.4 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件进行数

据处理及统计分析。计数资料以例数或百分率表示,
组间比较采用χ2 检验。以P<0.05为差异有统计学

意义。
2 结  果

2.1 3种方法的真菌检测结果比较 痰涂片革兰染

色法、
 

痰涂片荧光染色法和真菌培养法检出率分别为

13.6%、36.5%和34.2%,差异有统计学意义(χ2=
75.828,P<0.001);痰涂片荧光染色法真菌检出率略

高于真菌培养法,但差异无统计学意义(χ2=0.552,
P=0.457);

 

痰涂片荧光染色法真菌检出率高于痰涂

片革兰染色法,差异有统计学意义(χ2=67.269,P<
0.001)。痰涂片革兰染色法真菌检出率低于真菌培

养法,差异有统计学意义(χ2=56.244,P<0.001)。
见表1。

表1  3种方法的真菌检测结果比较(n=479)

方法 阳性(n) 阴性(n) 阳性率(%)

痰涂片革兰染色法 65 414 13.6

痰涂片荧光染色法 175 304 36.5

真菌培养法 164 315 34.2

2.2 痰涂片荧光染色法与痰涂片革兰染色法对真菌

感染的诊断效能比较 以真菌培养法为金标准,痰涂

片荧光染色法、痰涂片革兰染色法分别与真菌培养法

结果比较见表2、3。痰涂片荧光染色法的灵敏度明显

高于痰涂片革兰染色法,而特异度却略低于痰涂片革

兰染色法,差异有统计学意义(P<0.05);痰涂片荧光

染色法的约登指数、总符合率、阳性预测值和阴性预

测值明显高于痰涂片革兰染色法,差异有统计学意义

(P<0.05)。见表4。
表2  痰涂片荧光染色法与真菌培养法结果比较(n)

痰涂片荧光染色法
真菌培养法(金标准)

阳性 阴性
合计

阳性 125 50 175

阴性 39 265 304

合计 164 315 479

表3  痰涂片革兰染色法与真菌培养法结果比较(n)

痰涂片革兰染色法
真菌培养法(金标准)

阳性 阴性
合计

阳性 43 22 65

阴性 121 293 414

合计 164 315 479

表4  痰涂片荧光染色法与痰涂片革兰染色法

   诊断效能比较

方法
灵敏度

(%)
特异度

(%)
总符合率

(%)

阳性

预测值

(%)

阴性

预测值

(%)

约登

指数

痰涂片荧光染

色法
76.2 84.1 81.4 71.4 87.2 0.603

痰涂片革兰染

色法
26.2 93.0 70.1 66.2 70.8 0.192

2.3 真菌培养结果 479例患者的痰液标本真菌培

养共检出164株 真 菌,分 别 是 白 色 念 珠 菌107株

(65.2%),光滑念珠菌19株(11.6%),热带念珠菌15
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株(9.1%),曲霉 菌11株(6.7%),耳 念 珠 菌5株

(3.0%),葡萄牙念珠菌3株(1.8%),克柔念珠菌、特
纳里夫念珠菌、星状丝孢酵母、毛霉各1株,共4株

(2.4%)。
2.4 痰涂片革兰染色法和痰涂片荧光染色法镜下形

态 痰涂片革兰染色背景呈紫红色或粉红色,菌丝孢

子被染成蓝黑色,低倍镜(×10)下背景杂乱,孢子菌

丝形态与痰液标本中脂滴、细胞碎片、植物纤维杂质

的形态不好区分(图a1),疑似的菌丝孢子形态需在油

镜下确认,油镜下可见菌丝孢子形态(图a2)。痰涂片

荧光染色法中的菌丝孢子在荧光显微镜下发出明亮

的蓝色荧光,背景黑色,真菌形态清晰可见(图b1~
b4),低倍镜(×10)下即可大致确认阴、阳性,特异性

非常强(图b1、b3),高倍镜(×40)下观察菌丝孢子形

态(图b2、b4),根据孢子和菌丝的形态、大小和排列等

特征可初步判断真菌种属,例如念珠菌具有酵母样孢

子和藕节样假菌丝(图b2);曲霉菌有有隔菌丝,约45
度角分枝,呈鹿角样(图b4)。

  注:a1、a2为革兰染色菌丝孢子;b1~b4为荧光染色菌丝孢子;b1、b2为念珠菌;b3、b4为曲霉菌;a1、b1、b3为低倍镜(×10),b2、b4为高倍镜

(×40),a2为油镜(×100)。

图1  痰涂片革兰染色法和痰涂片荧光染色法显微镜下形态

3 讨  论

老年患者常伴有严重的基础疾病、免疫力低下,
长期使用抗菌药物、激素及免疫抑制剂导致身体免疫

功能低下,菌群失调,容易继发真菌感染,感染部位以

呼吸道占首位。患者只要存在易感因素都应进行真

菌的反复检测,如有真菌感染史应定期跟踪监测,以
便及时诊断和治疗。由于病原学检查可以为临床诊

治提供有力依据,建议将真菌检测列为常规项目[2]。
本研究中痰液标本真菌检出率为34.2%(真菌培养

法),表明真菌感染率较高,早期快速、准确检出真菌

是治疗的关键。应用痰涂片革兰染色法、痰涂片荧光

染色法分别对479份痰涂片检测真菌,并以真菌培养

法为标准,对检测结果进行比较,结果显示痰涂片荧

光染色法真菌检出率略高于真菌培养法,但差异无统

计学意义(P=0.457)。痰涂片革兰染色法真菌检出

率明显低于真菌培养法和痰涂片荧光染色法,差异有

统计学意义(P<0.001)。以上结果表明痰涂片荧光

染色法较痰涂片革兰染色法的检出率更高,可以减少

漏诊,痰涂片荧光染色法检出率与真菌培养法接近,
有利于患者及早诊断和治疗。

以往痰涂片革兰染色法以其操作简单、观察方便

等优点被广泛应用于实验室,但其检出率明显低于真

菌培养法[3],痰涂片革兰染色法常规用于痰培养前的

镜检,一方面,痰涂片保证了痰液标本的质量,能提高

痰培养的阳性率;另一方面,合格痰液标本的细菌革

兰染色涂片信息可预测培养结果[4],本研究同样也验

证了上述观点,痰涂片革兰染色法检出率明显低于真

菌培养法,但有助于选定合格的标本。痰涂片革兰染

色法真菌检出率非常低,笔者总结主要有以下几方面

原因:(1)痰涂片太厚,真菌孢子菌丝混杂在标本内

部,染色不明显,无法辨认;(2)实验室所用染色仪器

的影响,导致染色太浅或太深均不利于镜下观察;(3)
低倍镜下孢子菌丝的形态不明显,易与植物纤维、细
胞碎片混淆,油镜观察很难做到整片浏览;(4)检测人

员镜下观察能力不足。
近些年来,痰涂片荧光染色法逐步在国内被推

广,因其具有较高的灵敏度和特异度,越来越受到临

床实验室的青睐。痰涂片荧光染色法所使用的免疫

显色试剂主要功能成分包括β-D-葡聚糖结合蛋白和

荧光素,能特异性地结合真菌细胞壁β-D-葡聚糖和几

丁质多糖,使真菌细胞壁被双重标记,在荧光显微镜

紫外光(波长340~380
 

nm)
 

或者蓝紫光(波长420~
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nm)特定的激发光波段下,菌丝或者孢子发出明

亮的蓝色荧光,在黑色背景下结构清晰、易于分辨,提
高真菌的检出率,而且实验过程非常简单,只需滴加

一滴试剂,等待1~2
 

min即可镜检。查阅文献发现,
国内学者大多将痰涂片荧光染色法用于浅部真菌的

检测,标本类型主要为皮屑、甲屑、毛发、皮肤病理组

织等,研究结果均显示痰涂片荧光染色法是一种灵敏

度高、快捷、可靠的真菌检测方法,阳性检出率高于常

规镜检法[5-11]。刘鸿宇等[12]提出,痰涂片荧光染色法

与痰涂片革兰染色法相比,具有更高的灵敏度、特异

度和准确度,可减少假阴性发生,降低对真菌的漏检

率,值得临床推广应用。本研究采用3种不同的真菌

检测方法检测老年患者痰液标本,研究结果与上述文

献一致。痰涂片荧光染色法虽然过程简便、快捷,具
有较高的灵敏度和特异度,但荧光染色后除了真菌

外,细支气管上的弹性纤维、外源性植物纤维、脂肪

滴、寄生虫也可以发出亮蓝色的荧光,需结合形态区

分[13]。在荧光镜检实际工作中,笔者总结出一些需要

注意的地方,如痰液标本一定要混匀,挑取黏性或含

血丝部位,均匀涂抹在玻片上,切勿蘸取唾液或涂得

太厚,以免造成假阴性结果;压片后一定要用滤纸按

压盖玻片吸去多余的染色剂,这样避免痰液标本悬浮

流动,可使镜下观察更清晰,同时也可避免液体溢出

造成污染;染色后尽快读片,以免试剂干涸荧光淬灭

影响观察;玻片上会有少量纤维杂质,同样也会发出

荧光,但没有典型的横隔和出芽结构,形态一般不规

则,大小亮度与真菌有很大差异,一定要注意区分,避
免出现假阳性结果;试剂常温保存,避免高、低温环境

及阳光直射影响试剂效果。
痰涂片荧光染色法的特异度和灵敏度均较高,不

乏导致定植真菌的检出,因此可能导致检出率高于真

菌培养法。在临床工作中,老年住院患者的念珠菌病

发病率较高,这明显与口腔真菌的高定植率有关,中
老年住院患者口腔真菌定植检出率最高的是白色念

珠菌,占95.5%[14]。伍海英[15]在1
 

020份呼吸道标

本中共检测出真菌271株,主要为白色念珠菌,占检

测出的病原菌总株数的76.0%,与本院培养法检出的

白色念珠菌的比例65.3%接近。本研究中的研究对

象均为65岁以上的老年人,主要症状以咳嗽、咳痰为

主,基础疾病较多,大部分长期使用抗菌药物治疗,很
容易发生菌群失调,导致机体免疫功能低下,念珠菌

可在局部大量生长繁殖,由酵母相转为菌丝相,毒力

增强,导致感染,甚至导致播散性念珠菌病,因此,定
植性的真菌检出也很重要,应根据临床病情,结合其

他检测结果综合诊断。
综上所述,通过3种真菌检测方法结果的比较,

发现痰涂片荧光染色法能够快速、准确地判断真菌,
提高了真菌检出率,在老年患者呼吸道真菌感染的诊

断中具有重要的价值,有利于患者及早诊断和治疗,
值得实验室推广应用。

参考文献

[1]PRAKASH
 

R,PRASHANTH
 

H
 

V,RAGUNATHA
 

S,

et
 

al.Comparative
 

study
 

of
 

efficacy,rapid
 

of
 

detection,

and
 

cost-effectiveness
 

of
 

potassium
 

hydroxide,calcofluor
 

white,and
 

Chicago
 

skyblue
 

stains
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

der-
matophytoses[J].Int

 

J
 

Dermatol,2016,55(4):172-175.
[2] 杨艳秋,贺丹,许建成,等.老年患者呼吸系统真菌感染的

检测及临床研究[J].中国老年学杂志,2006,26(7):930-
932.

[3] 李航,方文捷,熊林,等.侵袭性真菌感染早期诊断技术的

研究进展[J].菌物学报,2019,38(2):151-158.
[4] 李恩杰,田立华.痰涂片显微镜检查与培养结果的相关性

分析[J].中国感染控制杂志,2010,9(3):125-127.
[5] 徐瑾,何永,黄玲珍,等.荧光染色法、双重荧光染色法与

 

KOH
 

湿片法在甲真菌诊断中的比较研究[J].中国真菌

学杂志,2020,15(6):167-169.
[6] 齐宝全,车付彬,王丽娜,等.荧光染色法在浅部真菌检验

中的应用[J].中国现代医生,2019,57(12):90-92.
[7] 杜鹏,黄嘉怡,沈守星,等.荧光染色法和

 

KOH
 

湿片法、
真菌培养法在皮肤浅部真菌感染诊断中的应用比较[J].
中国麻风皮肤病杂志,2018,34(12):712-714.

[8] 李翔英,廉翠红.荧光染色法与KOH湿片法的回顾性研

究[J].中国真菌学杂志,2018,13(5):297-298.
[9] 刘晓雨,梁官钊,郭健,等.改良荧光染色法在皮下真菌病

组织病理诊断中的应用分析[J].中华皮肤科杂志,2019,

52(5):319-322.
[10]余菁,许辉,刘芝翠,等.荧光染色法和KOH湿片法检测

浅部真菌感染的效果比较[J].中华皮肤科杂志,2019,52
(5):314-318.

[11]陈学超,于永翔,王建文,等.免疫荧光技术在皮肤活检组

织真菌染色中的应用[J].中国麻风皮肤病杂志,2022,38
(2):101-103.

[12]刘鸿宇,周峻林.慢性阻塞性肺疾病急性加重期患者应用

痰真菌涂片与真菌免疫荧光染色检测法进行快速诊断的

价值比较[J].中国当代医药,2021,28(8):192-194.
[13]杨启文,倪语星,林丽开,等.临床微生物实验室真菌检测

能力建设基本要求专家共识[J].中华检验医学杂志,

2019,42(7):514-528.
[14]杨宏军,孙相华,王晓斌,等.老年住院患者口腔真菌定植

状况与药敏研究[J].皮肤病与性病,2019,41(2):163-
166.

[15]伍海英.呼吸道真菌感染和药敏结果分析[J].医学检验

与临床,2009,20(5):27-28.

(收稿日期:2022-05-10  修回日期:2022-11-02)

·355·检验医学与临床2023年2月第20卷第4期 Lab
 

Med
 

Clin,February
 

2023,Vol.20,No.4


