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真菌(侵袭性真菌感染(诊断(实验室技术和方法
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随着抗菌药物&免疫抑制剂及皮质类固醇激素

的应用%器官移植&侵入性操作的广泛开展%临床上

真菌感染逐年增多%尤其在免疫力低下和危重患者

中%侵袭性真菌感染已成为主要并发症%其发病率和

死亡率居高不下%严重威胁着患者的生命!

'

"

'通常

侵袭性真菌感染的早期诊断比较困难%一方面因为

真菌感染早期无特异的临床表现(另外%目前临床常

用的培养鉴定方法难以满足早期诊断的要求'因

此%建立非培养的快速真菌感染诊断方法成为研究

热点%这类方法主要包括血清学&免疫学和分子生物

学等'本文就此方面的研究综述如下'

5

!

真菌标志物的检测

'0'

!

半乳甘露聚糖!

,

$&$)./#$++$+

%

QH

"测定
!

QH

分布于大多数曲霉及青霉菌真菌细胞壁中%其

半乳糖残基具有抗原性%因此检测患者血清中的

QH

浓度有助于侵袭性真菌感染的早期诊断%现多

采用双抗体夹心酶联免疫吸附分析法#

!I2<@

$对

QH

抗原进行检测'纪宇等!

!

"采用
!I2<@

法测定

%)

例进行造血干细胞移植或移植后患者的
')&

份

血清样本的
QH

浓度%该试验诊断的灵敏度为

*'0*G

%且
QH

浓度与患者疾病的预后具有相关

性'但
!I2<@

法测定
QH

的临床灵敏度变化较

大%范围波动在
!#G

"

'""G

'有学者认为这是因

为宿主和感染的病程不同所致%在免疫耐受患者中%

灵敏度
"

#"G

(而在其他疾病如慢性肉芽肿&实体器

官移植患者中%其灵敏度就偏低!

(

"

'另外%有证据表

明%伴随抗真菌疗法会导致灵敏度下降!

(

"

(取样不足

也会产生影响'一般临床上
QH

特异性估计将
"

#"G

%在新生儿和儿童中要低一些'这可能与食入

了食物和水中的外源性
QH

%以及消化道损坏或发

育未成熟有关!

(

"

'

以真菌作为原料制成的抗菌药物也是
QH

的

重要外来源%可造成假阳性结果!

%

"

'
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+

"检

测了血液病患者
(

种
&

"

内酰胺类药物静脉给药后的

QH

结果%并同时对停药后
QH

清除率的动力学进

行评估%发现
&

"

内酰胺类药物的使用和
QH

阳性有

明显的联系%并认为
&

"

内酰胺类药物的使用可致

QH

假阳性%甚至到停药后
+J

仍可检测出
QH

'

'0!

!

!

'

%

(

"

"

&

"4"

葡聚糖!

&

"4"

,

&=)$+-

%

RQ

"测定
!

RQ

广泛存在于各类真菌的细胞壁中%占真菌胞壁

成分
+"G

以上'研究表明!

)

"

%除少数真菌外%所有

真菌胞壁上都含有
RQ

%以酵母样真菌含量最高%而

其他微生物&动物及人的细胞成分和细胞外液都不

含这种成分'

&

"

葡聚糖已成为一个检测真菌病原体

的主要靶点'

目前%对
&

"

葡聚糖的检测方法与革兰阴性菌内

毒素检测相似'内毒素主要激活的是鲎的凝血酶原

;

因子%并引发纤维蛋白凝固'同样%鲎凝血系统中

的凝血酶原
Q

因子能识别
&

"

葡聚糖%也是
RQ

的天

然检测者'

Q

因子的
$

亚基特异性识别
RQ

后%可

*

&)

*中国感染控制杂志
!"'"

年
'

月第
#

卷第
'

期
!

;*%+L2+85).;/+.7/&M/&#K/'L$+!"'"



激活血清凝固酶原上的
&

亚基%形成凝固酶%凝固酶

可以参与凝血酶原级联反应%使凝固蛋白原转变为

凝胶状的凝固蛋白%该反应过程可通过光谱仪测量

其光密度来进行量化%精确度可到
'

6,

.

#I

!

&

"

'目

前已有商品化的
RQ

试剂盒'

研究表明%

RQ

先于临床表现出现之前升高%是

早期诊断侵袭性真菌感染的手段之一'

O$(/-

等!

*

"

报道
+

例及
(

例临床确诊的侵袭性真菌感染患者%

其
RQ

值升高出现在发热&咳嗽&胸痛等症状和肺部

高分辨率
;N

#

9?;N

$检查发现阳性征象之前'其

中
RQ

值升高平均早于发热
+J

%早于呼吸道症状平

均
'"0&J

'

EJ$T$-%

等!

&

"对确诊为粒细胞缺乏的人

群进行为期
(

周的动态血检测及临床观察%发现
RQ

值开始高于
)"

6,

.

#I

的时间比最后确诊或临床诊

断侵袭性真菌感染平均提前了
'"J

'因此%

RQ

值

被认为是早期诊断侵袭性真菌感染无创检测手段之

一'同时%

RQ

还可用于监测治疗的效果'

RQ

水平

高低能够提示疾病的发展和预后'

O$(/-

等!

*

"研究

发现%

RQ

水平在确诊侵袭性真菌感染患者的血清

中出现持续升高%而随着药物的使用%对药物敏感者

可很快出现
RQ

水平下降%药物治疗无效人群
RQ

值无明显改变'因此%

RQ

可以协助临床医生评估

药物的疗效%并及时调整药物和剂量'

近来也有
RQ

检测结果出现假阳性的报道'

H$7.

:

等!

#

"研究认为头孢西丁&头孢唑林&甲氧苄氨

嘧啶&头孢噻肟&头孢吡肟等抗菌药物可影响
RQ

的

检测结果%出现假阳性'同时%由于
RQ

的测定原理

与内毒素十分相似%所以易受血中革兰阴性菌的干

扰%造成假阳性'

O$(/-

等!

*

"研究发现
'

例大肠埃

希菌感染者
RQ

为阳性%其测定值
"

'!"

6,

.

#I

(同

时对
%"

名高危险合并侵袭性曲霉病的中性粒细胞

缺乏症成年患者采用一周进行
!

次筛选的方法同时

检测
RQ

和
QH

来诊断侵袭性曲霉病%发现
RQ

和

QH

对诊断血液病患者合并侵袭性曲霉病都有价

值%

RQ

出现阳性结果早于
QH

%但联合检测更能有

效地排除每项试验的假阳性结果'

O/+.W+

等!

'"

"认

为
RQ

和真菌
4K@

的联合检测%也利于侵袭性酵母

菌感染的诊断'

6

!

血清免疫学试验

!0'

!

单克隆抗体检测真菌特异性抗原
!

随着单克

隆技术的发展和应用%制备针对真菌特异性抗原或

其代谢产物的单克隆抗体在诊断深部真菌感染中的

意义非常重大'例如白假丝酵母菌是一种双相菌%

在患者体内检测到孢子抗原不能说明有系统性感染

的存在%当孢子转向致病相///芽管&假菌丝时%便

有相应的可溶性抗原释放入血%因此检测到芽管&菌

丝相的抗原即可确诊系统性假丝酵母菌感染!

''

"

'

H$7/."I5T&/+J

等!

'!

"报道用间接免疫荧光筛选的方

法制备出全球第
'

例抗白假丝酵母菌芽管的单抗%

该
H)@T

只同白假丝酵母菌的芽管相反应%不同孢

子反应%而且也不与同属其他种类的假丝酵母菌反

应%在检测早期白假丝酵母菌系统性感染中有着重

要的意义'

在真菌某些代谢产物的检测中%可采用蛋白质

连接技术%使分子量低且无免疫原性的真菌毒素与

载体蛋白偶联%将偶合的真菌毒素抗原免疫小鼠%建

立分泌抗真菌毒素单克隆抗体杂交瘤细胞株'采用

!I2<@

&

?2@

和免疫亲和层析技术进行检测'该种

抗真菌毒素的单抗检测与传统检测方法相比%具有快

速&敏感&简便等特点%可用于粮食&食品&饲料及生物

体液&组织中真菌毒素及其相关代谢物检测!

''

"

'单

克隆抗体除可用于测定抗原外%还可诱导有效的体液

免疫%具有保护性%达到治疗的目的!

'(

"

'寻求用单

克隆抗体来治疗真菌疾病也成为现在的热点'

!0!

!

真菌的免疫学检测
!

真菌的培养需要较长的

时间%而且阳性率较低%而真菌的感染发展迅猛%须

尽早治疗'因此%真菌的免疫学检查对真菌感染的

早期诊断具有重要价值'

免疫学检查可以检测抗真菌抗体并观察其滴度

的动态变化%判断是否有真菌感染%这种方法在诊断

假丝酵母菌&曲霉菌&组织胞浆菌感染中有一定作用'

另外%也可检测真菌抗原%这对早期诊断或确定某种

特殊真菌感染具有很大的价值'常见于检测新生隐

球菌的荚膜多糖抗原&假丝酵母菌的甘露糖及葡聚糖

抗原&曲霉菌的甘露糖半乳糖抗原等%还可以用真菌

抗原做皮肤过敏试验%检测有无该真菌感染!

'%

"

'

近年来%免疫学检查方法在理论和技术方面已

取得很大进展'这种检查方法简便快速%对真菌感

染的早期诊断很有帮助%但由于存在免疫交叉反应%

导致其特异性不高%可能出现假阳性反应'而当患

者长期接受免疫抑制剂&糖皮质类固醇激素治疗或

处于疾病早期时%可能造成假阴性反应'

7

!

分子生物学检测

(0'

!

聚合酶链反应!

O;?

"检测真菌
4K@

!

近年

*
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来%分子生物学技术已成功地应用于某些深部真菌

感染的诊断检测%可以简便&快速地鉴定多种真菌%

可应用于病原真菌的分型&鉴定和亲缘关系研究'

其中以实时定量
O;?

技术检测真菌的方法最为常

见'

;$77

等!

'+

"应用实时定量
O;?

技术诊断了由假

丝酵母菌感染而引起的心内膜炎(

L/7J$+%J5-

!

')

"用

该法对
&*

例血液肿瘤患者的真菌感染进行早期诊

断%敏感性为
&+G

%特异性为
&"G

(

<$+

,

=%+5..%

!

'&

"对

肺泡灌洗液用实时定量
O;?

法进行检测%诊断侵袭

性肺曲霉病%阳性率为
#"G

(亦有学者用
O;?

技术

检测同种异体移植物的真菌污染程度!

'*

"

'

目前%阻碍
O;?

成为实验室常规检查的最大问

题是无法排除假阳性结果'因为真菌广泛存在于自

然界中%

O;?

检测敏感性较高%阳性结果无法区分

是感染%还是标本污染(同时%定植也是产生假阳性

结果的主要原因'尽管在实验中采取了各种措施减

少污染%但对于同一疾病的敏感性&特异性各文献报

道的结果仍不相同!

'#

"

'近年%

?N"O;?

和自动化

4K@

提取技术的发展使检测过程标准化成为可能'

?N"O;?

的优点在于可以在封闭状态对扩增产物进

行检测%省去了
O;?

的后期处理%避免扩增产物污

染而引起的假阳性结果(它还可以对反应开始的靶

基因定量%监测血中病原真菌的负荷量%指导临床治

疗!

!"

"

'

另外%标本的处理方法也是影响提高检出率的

关键'有的学者认为用全血进行检测的效率高于血

清%因为一部分真菌会黏附在人的白细胞上!

!'

"

(而

另一种观点则认为全血中的抗凝剂
!4N@"S

!

会产

生
O;?

反应阻遏物%易产生假阴性结果!

'#

"

'

(0!

!

基因芯片技术
!

基因芯片技术是一种高通量

检测技术%对微生物检测来说具有很大的吸引力'

基因芯片技术即
4K@

微阵列#

4K@#%)7/$77$

:

$%

是按照预定位置固定在固相载体上很小面积内的很

多核酸分子所组成的微点阵列'在一定的条件下%

载体上的核酸分子可以与来自样品的序列互补的核

酸片段杂交'如果把样品中的核酸分子进行标记%

在芯片扫描仪上就可检测到杂交信号'黄爱华

等!

!!

"以
+0*<74K@

与
!*<74K@

间的内转录间区

!

#

%+.57+$&.7$+-)7%T5J-

6

$)57"!

%

2N<"!

$为靶标%针

对待测的临床常见致病真菌设计合成一系列寡核苷

酸探针%制成寡核苷酸芯片'待测真菌
4K@

经通

用引物扩增标记后%与芯片杂交%对杂交图谱分析归

纳%得到一套种特异性的典型杂交图谱'待测样品

的菌与基因芯片杂交%得到的杂交结果与典型图谱

对比即可判断出样品的种类'

基因芯片的检测效能是依赖于芯片上所固定的

探针来实现的%选择适于芯片检测的靶基因来确定

探针的种类&序列和数量就成为制备基因芯片的关

键'所以%当检测的样品是未知真菌时%必须做多次

或多重
O;?

获得靶基因%增加了实验操作的难度和

材料耗费%很难发挥芯片的优势!

!!

"

'

(0(

!

荧光原位杂交!

C&=/75)5+)52+<%.=9

:

T7%J"

%($.%/+

%

C2<9

"

!

C2<9

技术是
!"

世纪
*"

年代末在

已有的放射性原位杂交技术基础上发展起来的一种

非放射性分子细胞遗传学技术'通常情况下%对切

片或细胞学标本主要依靠形态学证据进行真菌的鉴

定'近来有报道!

!(

"

%在组织标本中%将真菌
7?K@

基因或蛋白酶基因作为靶位基因%应用
C2<9

技术

来快速鉴定曲霉菌属'

目前%侵袭性真菌感染的实验诊断技术仍不完

善%对临床疑似侵袭性真菌感染的患者%应联合应用

多种检测技术进行诊断'同时%随着真菌实验诊断

技术研究的不断深入%有关侵袭性真菌感染的实验

诊断技术将有更大的发展'
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