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临床常见念珠菌的 ＰＣＲ唱ＲＦＬＰ鉴定方法研究
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　　【摘要】　目的　建立临床常见念珠菌的聚合酶链反应唱限制性片段长度多态性（ＰＣＲ唱ＲＦＬＰ）检测技术。 方法　用真菌通
用引物 ＩＴＳ１唱ＩＴＳ４分别扩增白色念珠菌、热带念珠菌、光滑念珠菌、克柔念珠菌和近平滑念珠菌 ５ 种菌株的 ＩＴＳ１唱５．８ Ｓ ｒＤＮＡ唱
ＩＴＳ２区域，然后对扩增产物进行 ＭｓｐⅠ酶切分析。 结果　５种念珠菌标准菌株经 ＰＣＲ唱ＲＦＬＰ分析后产生了 ５ 种不同的特异性
条带，成功地将临床上常见的 ５种念珠菌区分开来。 应用此方法鉴定了 ６０株临床分离的念珠菌，其 ＰＣＲ唱ＲＦＬＰ结果与标准菌
株一致，测序结果进一步证实了此方法的可靠性。 结论　ＰＣＲ唱ＲＦＬＰ检测技术具有快速、稳定、特异、准确性高的特点，在常见
致病念珠菌鉴定方面具有良好的临床应用前景。
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　　近年来，随着器官移植、癌症患者、ＨＩＶ感染患者的增多和免疫抑制剂、广谱抗真菌药物的广泛使用，临床真菌感染的发
生率和死亡率明显上升。 念珠菌感染在真菌感染中占首位，而白色念珠菌（Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ）是念珠菌感染中最主要的病原
菌［１］ ，但近年来的流行病调查结果显示，念珠菌感染的类型发生了变迁，白色念珠菌的检出率逐渐下降，非白色念珠菌，比如
热带念珠菌（Ｃａｎｄｉｄａ ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ）、光滑念珠菌（Ｃａｎｄｉｄａ ｇｌａｂｒａｔａ）、克柔念珠菌（Ｃａｎｄｉｄａ ｋｒｕｓｅｉ）、近平滑念珠菌（Ｃａｎｄｉｄａ ｐａｒａｐｓｉ唱
ｌｏｓｉｓ）等的检出率逐年上升［２唱３］ 。 不同的念珠菌对抗真菌药物的敏感性存在差异，早期鉴定致病真菌有利于选择敏感有效的抗
真菌药物，减少真菌感染的死亡率。

目前，临床上鉴定真菌大多依赖于直接镜检和显色培养基培养，直接镜检的阳性率低，而显色培养基只能鉴定白色念珠
菌、热带念珠菌、光滑念珠菌和克柔念珠菌四种念珠菌，而且一般至少需要 ３ ｄ才可以报告结果，因此，建立一种简便、快速、敏
感、特异的鉴定真菌的方法是临床上迫切需要解决的问题。 本研究用聚合酶链反应唱限制性片段长度多态性（ＰＣＲ唱ＲＦＬＰ）技
术初步建立了鉴定临床常见念珠菌的方法，并检测和鉴定了 ６０株临床分离菌株，为此方法的临床应用奠定了基础。
一、材料与方法
１畅菌株来源：５种常见念珠菌的标准菌株各 １株和 ６０株临床分离菌株，包括白色念珠菌（１株 ＡＴＣＣ２０９１ 和 ２０ 株临床菌

株）、热带念珠菌（１株 ＡＴＣＣ０１４６３ 和 １２ 株临床菌株）、光滑念珠菌（１ 株 ＡＴＣＣ９００３０ 和 ８ 株临床菌株）、克柔念珠菌（１ 株
ＡＴＣＣ６２５８ 和 ７株临床菌株）、和近平滑念珠菌（１株 ＡＴＣＣ２２０１９ 和 １３ 株临床菌株），铜绿假单胞菌（１ 株 ＡＴＣＣ２７８５３）和金黄
色葡萄球菌（１株 ＡＴＣＣ２５９２３）。 标准菌株，购自卫生部临床检验中心；临床分离菌株来源于 ２０１０ 年 １ ～７ 月太原市中心医院
检验科微生物室分离自痰、分泌物、尿液、粪便、血液等标本，菌株均经法国梅里埃 ＶＩＴＥＫ２全自动微生物分析仪鉴定。

２畅念珠菌的培养：取 ４ ℃保存的念珠菌标准菌株和临床分离菌株接种于沙保罗固体培养基中，３２ ℃培养 ２４ ｈ后挑取菌
落接种于沙保罗液体培养基中，３０ ℃恒温摇床培养 ２４ ｈ。

３畅念珠菌 ＤＮＡ的提取：采取化学改良方法［４］提取念珠菌 ＤＮＡ。 收集菌液１ ｍｌ于 １．５ ｍｌ ＥＰ管中，离心去上清，菌体用无
菌双蒸水洗 １遍；加 ＤＮＡ提取液（１００ ｍｍｏｌ／Ｌ Ｔｒｉｓ唱ＨＣｌ、５０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＥＤＴＡ、２％ＳＤＳ）５００ μｌ，于 ６５ ℃温浴 １ ｈ，离心，取上清；加
等体积酚／氯仿／异戊醇（２５∶２４∶１），离心，取上清；加等体积异丙醇，离心，弃上清；７５％乙醇洗涤一次；沉淀溶于 ５０ μｌ ＴＥ溶
液。 保存于－２０ ℃冰箱备用。

４畅ＰＣＲ扩增：应用真菌通用引物 ＩＴＳ１唱ＩＴＳ４ 对标准菌株和临床分离菌株进行扩增，反应体系为 ２０ μｌ：１０ ×Ｂｕｆｆｅｒ ２ μｌ；
ＭｇＣｌ２ （２５ ｍｍｏｌ／Ｌ） ２ μｌ；ｄＮＴＰ （２ ｍｍｏｌ／Ｌ）２ μｌ；引物 ＩＴＳ１、ＩＴＳ４［５］ （１０ μｍｏｌ／Ｌ）各 １ μｌ；ＴａｑＤＮＡ聚合酶（１ Ｕ／１μｌ）１ μｌ；ＤＮＡ模
板 １ μｌ；去离子水 １０ μｌ。 反应条件：９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃ ３０ ｓ，５６℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ３０ ｓ，３５个循环；７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 取 ５ μｌ
ＰＣＲ产物经 １％琼脂糖凝胶电泳检测。

５畅ＲＦＬＰ分析：用ＭｓｐⅠ酶对 ＰＣＲ产物进行酶切分析，酶切体系为 ２０ μｌ，体系组成：ＭｓｐⅠ １ μｌ，１０ ×Ｂｕｆｆｅｒ ２ μｌ，ＰＣＲ产物
４ μｌ，去离子水 １３ μｌ。 ３７ ℃温浴 ６ ｈ。 酶切产物经 ２％琼脂糖凝胶电泳检测。

６畅测序：６０株临床分离菌株的 ＰＣＲ产物由上海英骏生物技术有限公司完成测序，所得序列与 Ｇｅｎｂａｎｋ 核酸库已登录的
序列进行 ＢＬＡＳＴ比对。
二、结果
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　　１畅真菌通用引物的通用性及特异性分析：标准菌株和临床分离菌株的扩增结果均为阳性，在大约 ５００ ～９００ ｂｐ扩增出 １
条清晰的条带，而铜绿假单胞菌、金黄色葡萄球菌、ＨＰＶ病毒及正常人外周血 ＤＮＡ扩增结果为阴性（图 １）。

　　２畅ＲＦＬＰ分析：白色念珠菌、热带念珠菌、光滑念珠菌和克柔念珠菌的 ＰＣＲ产物中均含有 ＭｓｐⅠ的酶切位点，均产生了特
异的两条带，而近平滑念珠菌的 ＰＣＲ产物没有该酶的酶切位点，酶切结果见图 ２。

　　６０株临床分离株酶切后均可产生与其标准株相同的带型，其酶切结果见图 ３，其中白色念珠菌 ２０ 株，热带念珠菌 １２ 株，
光滑念珠菌 ８株，克柔念珠菌 ７株，近平滑念珠菌 １３ 株，其鉴定结果与法国梅里埃 ＶＩＴＥＫ２ 全自动微生物分析仪的鉴定结果
的符合率为 １００％。 ５种念珠菌的 ＰＣＲ产物以及酶切产物片段长度见表 １。

表 1　５种念珠菌的 ＰＣＲ产物及 ＭｓｐⅠ酶切片段大小（ｂｐ）
念珠菌菌种 ＰＣＲ产物长度 ＭｓｐⅠ酶切片段长度
白色念珠菌 ５３５ n２９７、２３８ 弿
热带念珠菌 ５２４ n３４０、１８４ 弿
光滑念珠菌 ８７１ n５５７、３１４ 弿
克柔念珠菌 ５１０ n２６１、２４９ 弿
近平滑念珠菌 ５２０ n５２０ ?

　　３畅ＰＣＲ产物测序结果：ＰＣＲ产物经测序所得序列与 Ｇｅｎｂａｎｋ 核酸库已登录的序列进行 ＢＬＡＳＴ比对，结果显示：临床分离
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的 ２０株白色念珠菌、１２株热带念珠菌、８株光滑念珠菌、７株克柔念珠菌和 １３ 株近平滑念珠菌与 Ｇｅｎｂａｎｋ 核酸库提供的序列
相似度分别为 ９９％～１００％、９７％～９９％、９８％ ～９９％、９７％～９９％、９７％ ～９８％，其中部分菌株与 Ｇｅｎｂａｎｋ 核酸库已登录的序
列的同源性比对结果如图 ４所示。 ＶＩＴＥＫ２全自动微生物分析仪、ＰＣＲ唱ＲＦＬＰ与测序三种方法鉴定结果一致。

　　三、讨论
念珠菌属是临床上最常见的条件性致病真菌，在住院患者，尤其是免疫力低下者、异物植入者以及过度使用广谱抗菌药

物者中易引起黏膜、口腔、皮肤、血液、尿道或系统性感染。 近年来，念珠菌败血症的发病率逐年升高，在有些国家，念珠菌已
经成为第三位或第四位致病病原菌。 所以，早期、准确地将念珠菌鉴定种，对选择敏感、有效的抗真菌药物，减少真菌感染的
死亡率显得尤为重要。 目前临床上采用的鉴定真菌感染的方法存在着一定的局限性，近年来飞速发展的分子生物学技术为
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真菌的鉴定提供了新的途径。 其中，ＰＣＲ技术具有灵敏、特异等特点，近年来，已有多种 ＰＣＲ相关技术应用于真菌的检测与鉴
定中，如 ＰＣＲ唱ＲＦＬＰ技术［６］ 、套式 ＰＣＲ技术［７］ 、ＰＣＲ唱ＥＬＩＳＡ微孔板杂交技术［８］ 、实时荧光定量 ＰＣＲ技术等［９］ 。
具有保守特点的真菌核糖体基因常常作为分子生物学鉴定的靶基因。 真菌基因组中编码核糖体的基因（ ｒＤＮＡ）包括１８ Ｓ

ｒＤＮＡ 、５畅８ Ｓ ｒＤＮＡ 和 ２８ Ｓ ｒＤＮＡ，它们在进化过程中保守性强，在染色体上以首尾相连的方式串联排列，相互之间分别由内转
录间隔区 １ （ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ ｓｐａｃｅｒ，ＩＴＳ１）和内转录间隔区 ２（ＩＴＳ２）隔开。 其 ＩＴＳ１ 区和 ＩＴＳ２ 区进化较快，具有一定的种间
特异性和种内保守性，是进行真菌种间分类极好的靶点。

Ｃｉｒａｋ等［１０］采用 ＰＣＲ唱ＲＦＬＰ的方法，对白色念珠菌、近平滑念珠菌和克柔念珠菌的 ＩＴＳ区域进行了扩增，再用 ＢｆａⅠ、Ｈａｅ
Ⅲ、ＤｄｅⅠ三种限制性内切酶对其扩增产物进行酶切，成功地将三种念珠菌区分开，并证明此法具有较好的稳定性和特异性。
Ｍｏｒａｃｅ等［１１］扩增 ８种念珠菌细胞色素 Ｐ４５０Ｌ１Ａ１基因，用限制性内切酶 ＨｉｎｃⅡ、Ｓａｕ３Ａ和 ＮｓｉⅠ对扩增产物进行酶切，得到完
全不同的指纹图，将 ８种念珠菌鉴定到种的水平。 本研究仅用一对通用引物、一种限制性内切酶即可将临床上常见的 ５ 种念
珠菌鉴定到种的水平，与其他分子生物学方法相比操作简便；而与传统的鉴定方法相比，具有快速、可靠性高的特点，从真菌
ＤＮＡ的提取到酶切鉴定可以在一个工作日内完成，而培养法需要数天甚至数周才能完成菌种的鉴定。 但 ＰＣＲ方法鉴定真菌
也可能会出现假阳性的现象，即可以检测到已经死亡的真菌的 ＤＮＡ，所以，建议将 ＰＣＲ唱ＲＦＬＰ技术与传统的鉴定真菌的方法
相结合，以达到准确鉴定的目的。
总之，我们建立的应用 ＰＣＲ唱ＲＦＬＰ技术鉴定临床常见念珠菌的方法取得了较好的结果，该技术在早期、快速、准确的检测

和鉴定念珠菌方面有着良好的临床应用前景，将为肿瘤、血液病和免疫抑制患者的诊断和救治工作起到积极的作用。
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