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摘要：目的 　 用限制性片段长度多态性聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，
ＰＣＲＲＦＬＰ）技术快速准确鉴定外阴阴道念珠菌病（ＶＶＣ）相关念珠菌菌种，并对科玛嘉显色培养法、Ｖｉｔｅｋ ２ ＹＳＴ 鉴定卡和
ＰＣＲＲＦＬＰ ３ 种方法鉴定念珠菌菌种的效果进行方法学评价。方法　 收集贵阳市妇幼保健院 ＶＶＣ 患者感染的念珠菌菌种
１００株，用十六烷基三甲基溴化铵法（ｃｅｔｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ，ＣＴＡＢ）法提取念珠菌 ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增念珠菌 ＤＮＡ的 ＩＴＳ
片段并进行测序分析确定念珠菌菌种；分别采用科玛嘉显色培养法、Ｖｉｔｅｋ ２ ＹＳＴ鉴定卡和 ＰＣＲＲＦＬＰ ３种方法对其进行鉴定，
以测序结果为“金标准”，比较 ３种方法鉴定念珠菌菌种的正确率。结果　 科玛嘉显色培养法中 ５ 株葡萄牙念珠菌与 ２ 株酿
酒念珠菌显色错误，均显淡紫色；Ｖｉｔｅｋ ２ ＹＳＴ 鉴定卡中，１ 株白念珠菌与 ２ 株热带念珠菌鉴定不出，Ｃｙｂｅｒｌｉｎｄｎｅｒａ ｆａｂｉａｎｉｉ、
Ｃａｎｄｉｄａ ｏｒｔｈｏｐｓｉｌｏｓｉｓ 与 Ｃａｎｄｉｄａ ｍｅｔａｐｓｉｌｏｓｉｓ 鉴定错误；ＰＣＲＲＦＬＰ 采用内切酶 ＭｓｐⅠ可成功鉴定念珠菌中除 Ｃａｎｄｉｄａ
ｍｅｔａｐｓｉｌｏｓｉｓ、Ｃａｎｄｉｄａ ｏｒｔｈｏｐｓｉｌｏｓｉｓ与近平滑念珠菌之外的其他菌种，进一步采用内切酶 ＡｐａⅠ与 ＮｃｏⅠ可将 Ｃａｎｄｉｄａ ｍｅｔａｐｓｉｌｏｓｉｓ、
Ｃａｎｄｉｄａ Ｏｒｔｈｏｐｓｉｌｏｓｉｓ与近平滑念珠菌三者鉴别开。科玛嘉显色培养法对白念珠菌、克柔念珠菌、热带念珠菌等 ３ 种念珠菌鉴
定正确率 １００％，对光滑念珠菌的鉴定正确率为 ７３．１％；Ｖｉｔｅｋ ２ ＹＳＴ鉴定卡可鉴定常见念珠菌且正确率较高，不能鉴定 Ｃｙｂｅｒ
ｌｉｎｄｎｅｒａ ｆａｂｉａｎｉｉ、Ｃａｎｄｉｄａ ｏｒｔｈｏｐｓｉｌｏｓｉｓ与 Ｃａｎｄｉｄａ ｍｅｔａｐｓｉｌｏｓｉｓ等非常见念珠菌；ＰＣＲＲＦＬＰ 技术可快速准确鉴定所有念珠菌菌
种。结论　 ＰＣＲＲＦＬＰ 技术为早期准确鉴定临床念珠菌感染提供了新的选择，具有很好的应用前景。
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　 　 外阴阴道念珠菌病（ｖｕｌｖｏｖａｇｉｎａｌ ｃａｎｄｉｄｏｓｉｓ，
ＶＶＣ）是妇科常见的感染性疾病，反复感染极易发

展成为复发性外阴阴道念珠菌病（ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ ｖｕｌｖｏ
ｖａｇｉｎａｌ ｃａｎｄｉｄｉａｓｉｓ，ＲＶＶＣ），是临床研究和治疗的重
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点和难点［１］。ＶＶＣ 及 ＲＶＶＣ 的主要致病菌为白念
珠菌，但是随着免疫缺陷人群的增多，免疫抑制剂在

临床上的使用频率增加，常规抗真菌药物的广泛使

用等因素使非白念珠菌引起的念珠菌病越来越多，

白念珠菌分离率呈明显下降趋势。然而，不同念珠

菌对抗真菌药物的敏感性存在差异，研究发现，非白

念珠菌对同种药物的敏感性明显低于白念珠菌，光

滑念珠菌对两性霉素 Ｂ 和三唑类抗真菌药物的耐
药性较高，克柔念珠菌对氟康唑天然耐药［２３］。所

以，早期、准确鉴定念珠菌菌种（特别是非白念珠

菌）将有利于指导临床治疗。

近年来，分子生物学的飞速发展为微生物的鉴

定工作提供了新的途径，其中，限制性内切酶片断长

度多态性 ＰＣＲ（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ
ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＰＣＲＲＦＬＰ）因其操作
简便，灵敏度和特异性较高等特点，广泛应用于多种

微生物的鉴定。本研究期望应用 ＰＣＲＲＦＬＰ 分析法
对多个念珠菌菌种进行鉴定，并且以念珠菌 ＩＴＳ 区
段测序结果为“金标准”，对科玛嘉显色培养法、

Ｖｉｔｅｋ ２ ＹＳＴ鉴定卡、ＰＣＲＲＦＬＰ ３ 种方法对念珠菌
菌种的鉴定效果进行比较分析，进而选择一种简单、

快速、准确的鉴定方法。

１　 材料与方法

１．１　 菌株来源　 收集贵阳市妇幼保健院 ２０１５ 年 ６
月—２０１６年 ５ 月 ＶＶＣ 相关念珠菌培养阳性菌株
１００ 株。白念珠菌 ＡＴＣＣ ９００２８、近平滑念珠菌
ＡＴＣＣ ２２０１９、克柔念珠菌 ＡＴＣＣ ６２５８由贵州医科大
学南校区临床医学研究中心馈赠，热带念珠菌

ＡＴＣＣ １３８０３、光滑念珠菌 ＡＴＣＣ １５１２６ 购于北京中
科质检有限公司。临床菌株和标准菌株均用石蜡油

保存法保存菌种。

１．２　 主要试剂与仪器 　 ＰＣＲ ｍｉｘ、引物（ＩＴＳ１：５′
ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ３′、ＩＴＳ４：５′ＴＣＣＴＣＣＧＣ
ＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３′）、ＭｓｐⅠ酶、ＡｐａⅠ酶、ＮｃｏⅠ酶
（贵州宏达尔生物科技有限公司），沙保罗琼脂平板

（郑州安图生物工程公司），科玛嘉显色培养基（法

国 Ｃｈｒｏｍａｇａｒ公司），Ｖｉｔｅｋ ２ ＹＳＴ 鉴定卡（法国生物
梅里埃公司）；Ｖｉｔｅｋ ２ Ｃｏｍｐａｃｔ 仪（法国生物梅里埃
公司），９７００ ＰＣＲ 扩增仪（美国 ＡＢＩ 公司），电泳仪
和凝胶成像系统（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）。
１．３　 方法
１．３．１　 ＰＣＲ扩增　 十六烷基三甲基溴化铵（ｃｅｔｙｌｔｒｉ
ｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ，ＣＴＡＢ）法提取 ＤＮＡ，使用
真菌通用引物 ＩＴＳ１ 和 ＩＴＳ４ 进行 ＰＣＲ 扩增。ＰＣＲ

反应体系为 １３ μＬ ＰＣＲ ｍｉｘ，１０ μＬ ｄｄＨ２Ｏ，１ μＬ
ＩＴＳ１ 引物，１ μＬ ＩＴＳ４引物，１ μＬ ＤＮＡ样品。扩增条
件：９４ ℃ ５ ｍｉｎ；９４ ℃ ３０ ｓ，５０ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃６０ ｓ，３５
个循环；７２℃ １０ ｍｉｎ。扩增产物送往生工生物工程
（上海）股份有限公司进行测序，将测序结果提交

ＮＣＢＩ 的 Ｂｌａｓｔ 软件进行比对分析 （Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ＢＬＡＳＴ），确定念珠菌菌种。
１．３．２　 ＰＣＲＲＦＬＰ 技术鉴定念珠菌 　 ＰＣＲ 方法同
１．３．１。用限制性核酸内切酶 ＭｓｐⅠ、ＡｐａⅠ与 ＮｃｏⅠ
对筛选出的 １００ 株念珠菌及 ５ 株标准菌株的 ＰＣＲ
扩增产物进行酶切分析。将 ＰＣＲ 扩增产物用限制
性核酸内切酶ＭｓｐⅠ进行酶切，３７ ℃反应 ２ ｈ，同时，
对疑似近平滑念珠菌的菌株分别采用 ＡｐａⅠ与
ＮｃｏⅠ进行二次酶切，３７ ℃反应 ２ ｈ。酶切产物于
２０ ｇ ／ Ｌ琼脂凝胶电泳后在凝胶成像系统中显像，比
较酶切后的电泳条带，确定念珠菌菌种。不同念珠

菌种的 ＩＴＳ核苷酸序列不同，限制性核酸内切酶能
够识别并附着特定的核苷酸序列，并对特定部位的

核苷酸进行酶切，不同菌种就会产生不同大小的酶

切片段。

１．３．３　 科玛嘉显色培养基鉴定念珠菌 　 采用沙保
罗琼脂培养基对 １０５ 株念珠菌进行复苏，传代培养
后挑选单个菌落接种于科玛嘉显色培养基，２５ ℃培
养 ４８ ｈ后观察结果。显色结果判读标准：生长呈绿
色菌落为白念珠菌，蓝灰色或铁蓝色菌落为热带念

珠菌，粉红色（绒毛状）菌落为克柔念珠菌，淡紫色

菌落为光滑念珠菌，白色为其他念珠菌。

１．３．４　 Ｖｉｔｅｋ ２ ＹＳＴ 鉴定卡鉴定念珠菌　 将 １０５ 株
念珠菌复苏至沙保罗琼脂平板，传代培养后，按照

Ｖｉｔｅｋ ２ Ｃｏｍｐａｃｔ仪（ｖｅｒｓｉｏｎ ７．０１）的标准操作规程，
挑取纯菌落进行生化鉴定，并记录鉴定结果。

２　 结果

２．１　 １０５株念珠菌的测序结果　 ５ 株标准菌株测序
结果分别为白念珠菌、近平滑念珠菌、克柔念珠菌、

热带念珠菌和光滑念珠菌各 １ 株。１００ 株临床菌株
测序结果为白念珠菌 ４１株，光滑念珠菌 １８株，克柔
念珠菌 ８株，热带念珠菌 １０株，近平滑念珠菌 ５ 株，
挪威念珠菌 ３株，葡萄牙念珠菌 ６ 株，酿酒念珠菌 ２
株，Ｃｙｂｅｒｌｉｎｄｎｅｒａ ｆａｂｉａｎｉｉ ５株，Ｃａｎｄｉｄａ ｏｒｔｈｏｐｓｉｌｏｓｉｓ １
株，Ｃａｎｄｉｄａ ｍｅｔａｐｓｉｌｏｓｉｓ １株。
２．２　 ＰＣＲＲＦＬＰ 法鉴定结果
２．２．１　 ＭｓｐⅠ酶切结果 　 ＰＣＲＲＦＬＰ 法中被 ＭｓｐⅠ
酶切割为 ２７１ ｂｐ、２４０ ｂｐ 左右的 ２ 条条带的白念珠
菌 ４２株（包含标准菌株 １ 株），被切割为 ５３３ ｂｐ、
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３１７ ｂｐ左右的 ２条条带的光滑念珠菌 １９ 株（包含标
准菌株 １株），被切割为 ３１６ ｂｐ、１８７ ｂｐ 左右的 ２ 条
条带的热带念珠菌 １１ 株（包含标准菌株 １ 株），被
切割为 ２５０ ｂｐ、２３２ ｂｐ 左右的 ２ 条条带的克柔念珠
菌 ９株（包含标准菌株 １ 株），被切割为 ５２７ ｂｐ、１４８
ｂｐ左右的 ２ 条条带的酿酒念珠菌 ２ 株，被切割为
２３０ ｂｐ、１１９ ｂｐ左右的 ２ 条条带的葡萄牙念珠菌 ６
株，被切割为 ２２７ ｂｐ、２３１ ｂｐ左右的 ２条条带的挪威
念珠菌 ３ 株，没有酶切位点、电泳产生 ５９６ ｂｐ 左右
的 １条条带的 Ｃｙｂｅｒｌｉｎｄｎｅｒａ ｆａｂｉａｎｉｉ ５ 株，电泳产生
５００ ｂｐ左右的 １条条带的菌株 ８ 株（包含近平滑念
珠菌标准菌株 １株）。见图 １、图 ２。

　 　 注：１、２，热带念珠菌 ２株；３、４，挪威念珠菌 ２株；５，光滑念珠菌 １
株；６，近平滑念珠菌 １株；７，Ｃａｎｄｉｄａ ｍｅｔａｐｓｉｌｏｓｉｓ １株；８，ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；
９、１０，白念珠菌 ２ 株；１１、１２、１３，克柔念珠菌 ３ 株；１４，酿酒念珠菌 １
株；１５，Ｃｙｂｅｒｌｉｎｄｎｅｒａ ｆａｂｉａｎｉｉ １ 株；１６，空白对照；１７，白念珠菌 １ 株；
１８、１９，葡萄牙念珠菌 ２株；２０，Ｃａｎｄｉｄａ ｏｒｔｈｏｐｓｉｌｏｓｉｓ １株。

图 １　 １８株念珠菌 ＰＣＲ产物电泳分析

　 　 注：１—１８，分别为热带念珠菌 ２ 株、挪威毕赤念珠菌 ２ 株、光滑
念珠菌 １株、近平滑念珠菌 １株、Ｃａｎｄｉｄａ ｍｅｔａｐｓｉｌｏｓｉｓ １株、白念珠菌 ２
株、克柔念珠菌 ３株、酿酒念珠菌 １株、Ｃｙｂｅｒｌｉｎｄｎｅｒａ ｆａｂｉａｎｉｉ １株、白念珠
菌 １株、葡萄牙念珠菌 ２株、Ｃａｎｄｉｄａ ｏｒｔｈｏｐｓｉｌｏｓｉｓ １株；Ｍ，ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ。

图 ２　 １８株念珠菌 ＭｓｐⅠ酶切结果

２．２．２　 疑似近平滑念珠菌的 ＡｐａⅠ、ＮｃｏⅠ酶切结果
　 经 ＭｓｐⅠ酶切后产生 ５００ ｂｐ左右的菌株进行二次
酶切，被 ＡｐａⅠ酶、ＮｃｏⅠ酶均切割为 ４０８、７８ ｂｐ左右
的 ２条条带的 Ｃａｎｄｉｄａ ｏｒｔｈｏｐｓｉｌｏｓｉｓ １ 株，仅被 ＡｐａⅠ
酶切割为 ４１４、８９ ｂｐ 左右的 ２ 条条带的 Ｃａｎｄｉｄａ
ｍｅｔａｐｓｉｌｏｓｉｓ １株；均不被 ＡｐａⅠ酶、ＮｃｏⅠ酶切的近平
滑念珠菌 ６株（包含标准菌株 １株）。见图 ３。
２．３　 显色培养基、Ｖｉｔｅｋ ２ ＹＳＴ鉴定卡结果及 ３种方
法比较分析

　 　 注：１～ ６，分别为 Ｃａｎｄｉｄａ Ｏｒｔｈｏｐｓｉｌｏｓｉｓ １ 株、近平滑念珠菌 １ 株、

Ｃａｎｄｉｄａ ｍｅｔａｐｓｉｌｏｓｉｓ １ 株、Ｃａｎｄｉｄａ Ｏｒｔｈｏｐｓｉｌｏｓｉｓ １ 株、近平滑念珠菌 １

株、Ｃａｎｄｉｄａ ｍｅｔａｐｓｉｌｏｓｉｓ １株；Ｍ，ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ。

图 ３　 疑似近平滑念珠菌的 ＡｐａⅠ、ＮｃｏⅠ酶切结果

２．３．１　 法国科玛嘉显色培养基（ＣＨＲＯＭａｇａｒ）鉴定
结果　 １０５株念珠菌中，白念珠菌、热带念珠菌、克
柔念珠菌在法国科玛嘉显色培养基上均显色正确。

鉴定错误的 ７株菌落显紫色的菌株，经 ＰＣＲ扩增结
果为 ５株葡萄牙念珠菌，２株酿酒念珠菌。见表 １。

表 １　 法国科玛嘉显色培养基（ＣＨＲＯＭａｇａｒ）鉴定结果

菌种 株数 ＣＨＲＯＭａｇａｒ鉴定结果 鉴定错误株数

白念珠菌 ４２ ４２ ０
光滑念珠菌 １９ ２６ ７
热带念珠菌 １１ １１ ０
克柔念珠菌 ９ ９ ０
其他念珠菌 ２４ １７ ７

２．３．２　 Ｖｉｔｅｋ ２ ＹＳＴ 鉴定卡鉴定结果 　 １０５ 株菌株
中，１株白念珠菌与 ２ 株热带念珠菌 Ｖｉｔｅｋ ２ ＹＳＴ 鉴
定卡鉴定不出，Ｃｙｂｅｒｌｉｎｄｎｅｒａ ｆａｂｉａｎｉｉ、Ｃａｎｄｉｄａ ｏｒ
ｔｈｏｐｓｉｌｏｓｉｓ与 Ｃａｎｄｉｄａ ｍｅｔａｐｓｉｌｏｓｉｓ 鉴定错误，其余菌
株均鉴定正确。鉴定错误菌株均进行 ２ 次重复试
验，结果一致。见表 ２。

表 ２　 Ｖｉｔｅｋ ２ ＹＳＴ鉴定卡鉴定结果

菌种 株数
Ｖｉｔｅｋ ２ ＹＳＴ
鉴定卡结果

鉴定错误株数

白念珠菌 ４２ ４１ １
光滑念珠菌 １９ １９ ０
热带念珠菌 １１ ９ ２
克柔念珠菌 ９ ９ ０
近平滑念珠菌 ６ ８ ２
挪威念珠菌 ３ ３ ０
葡萄牙念珠菌 ６ ６ ０
酿酒念珠菌 ２ ２ ０
Ｃｙｂｅｒｌｉｎｄｎｅｒａ ｆａｂｉａｎｉｉ ５ ０ ５
Ｃａｎｄｉｄａ ｏｒｔｈｏｐｓｉｌｏｓｉｓ １ ０ １
Ｃａｎｄｉｄａ ｍｅｔａｐｓｉｌｏｓｉｓ １ ０ １

２．３．３　 ３种方法比较及方法学评价　 科玛嘉显色培
养法对白念珠菌、克柔念珠菌、热带念珠菌等 ３种念
珠菌鉴定正确率 １００％，对光滑念珠菌的鉴定正确
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率为 ７３．１％；Ｖｉｔｅｋ ２ ＹＳＴ 鉴定卡可鉴定常见念珠菌
且正确率较高，不能鉴定 Ｃｙｂｅｒｌｉｎｄｎｅｒａ ｆａｂｉａｎｉｉ、
Ｃａｎｄｉｄａ ｏｒｔｈｏｐｓｉｌｏｓｉｓ 与 Ｃａｎｄｉｄａ ｍｅｔａｐｓｉｌｏｓｉｓ 等非常
见念珠菌；ＰＣＲＲＦＬＰ 技术可准确鉴定所有念珠菌
菌种。见表 ３。

表 ３　 ３种方法鉴定 １０５株念珠菌的比较分析

菌种
正确率（％）

显色 ＹＳＴ鉴定卡 ＰＣＲＲＦＬＰ
白念珠菌 １００．０ ９７．６ １００．０
光滑念珠菌 ７３．１ １００．０ １００．０
热带念珠菌 １００．０ ８１．８ １００．０
克柔念珠菌 １００．０ １００．０ １００．０
近平滑念珠菌 ０ ７５．０ １００．０
挪威念珠菌 ０ １００．０ １００．０
葡萄牙念珠菌 ０ １００．０ １００．０
酿酒念珠菌 ０ １００．０ １００．０
Ｃｙｂｅｒｌｉｎｄｎｅｒａ ｆａｂｉａｎｉｉ ０ ０ １００．０
Ｃａｎｄｉｄａ ｏｒｔｈｏｐｓｉｌｏｓｉｓ ０ ０ １００．０
Ｃａｎｄｉｄａ ｍｅｔａｐｓｉｌｏｓｉｓ ０ ０ １００．０

３　 讨论

　 　 临床实验室主要是通过直接镜检、显色培养基、
生化鉴定等方法来鉴定念珠菌菌种，其中，显色培养

基具有操作简便、快速的优点，且试剂材料价格适中，

便于临床使用。研究发现，光滑念珠菌、白念珠菌在

科玛嘉显色培养基上也会显白色，汉逊念珠菌和酿酒

念珠菌在显色培养基上绝大部分呈紫色［４］。显色培

养基对光滑念珠菌的鉴定效果也存在一定的争议。

本研究使用科玛嘉显色培养法能准确鉴定白念珠菌、

克柔念珠菌、热带念珠菌等 ３ 种念珠菌，对光滑念珠
菌的鉴定敏感性高，但特异性较低。但由于本次研究

的菌株数较少，需进一步增加实验数据进行验证。

Ｖｉｔｅｋ ２ ＹＳＴ鉴定卡可鉴定大部分念珠菌菌种，
但操作较为繁琐且耗时长，对不同培养基上同一菌

种的鉴定准确率也存在差异［５］。同时，菌种数据库

中没有的少见念珠菌也不能得到准确的鉴定，且鉴

定的前提是保证念珠菌的纯度，当遇到形态相似的

混合念珠菌感染时，也可能被错当成 １ 种念珠菌进
行鉴定而导致结果错误。本次实验中，Ｖｉｔｅｋ ２ ＹＳＴ
鉴定卡可准确鉴定 ４ 种常见念珠菌中的大部分菌
株，而 １株白念珠菌与 ２株热带念珠菌鉴定不出，其
他念珠菌中，Ｃｙｂｅｒｌｉｎｄｎｅｒａ ｆａｂｉａｎｉｉ 被错误的鉴定为
产脘念珠菌（产脘念珠菌为 Ｖｉｔｅｋ 鉴定结果，Ｃｙｂｅｒ
ｌｉｎｄｎｅｒａ ｆａｂｉａｎｉｉ为基因测序结果），Ｃａｎｄｉｄａ ｏｒｔｈｏｐｓｉ
ｌｏｓｉｓ与 Ｃａｎｄｉｄａ ｍｅｔａｐｓｉｌｏｓｉｓ鉴定为近平滑念珠菌，其
他念珠菌均鉴定正确，因此，此方法可用作科玛嘉显

色培养法的补充。但不能准确鉴定 Ｃｙｂｅｒｌｉｎｄｎｅｒａ ｆａ
ｂｉａｎｉｉ 、Ｃａｎｄｉｄａ ｏｒｔｈｏｐｓｉｌｏｓｉｓ 和 Ｃａｎｄｉｄａ ｍｅｔａｐｓｉｌｏｓｉｓ

等非常见念珠菌，可能是由于这 ３ 种念珠菌比较少
见，细菌鉴定库不完善导致。

随着分子生物学技术的不断发展，各种分子生

物学技术逐步应用于微生物的鉴定［６］。ＰＣＲＲＦＬＰ
具有灵敏度和特异性高、操作简便等特点，广泛应用

于多种微生物的鉴定。Ｐａｋｓｈｉｒ 等［７］实验证明念珠

菌 ＩＴＳ基因是念珠菌鉴定较传统方法更准确可靠的
材料。Ｌｅｅｎａ等［８］已成功应用 ＰＣＲＲＦＬＰ 方法鉴定
临床常见致病性念珠菌。本次实验中，使用限制性

核酸内切酶 ＭｓｐⅠ进行酶切，可将大部分念珠菌扩
增产物切开，电泳后产生不同大小的特异性条带，可

据此进行念珠菌的鉴定，其中近平滑念珠菌、

Ｃａｎｄｉｄａ ｏｒｔｈｏｐｓｉｌｏｓｉｓ 与 Ｃａｎｄｉｄａ ｍｅｔａｐｓｉｌｏｓｉｓ 没有
ＭｓｐⅠ的酶切位点，且其基因序列长度相近，无法应
用 ＭｓｐⅠ酶切的方法进行鉴定，而应用 ＮｃｏⅠ酶可将
Ｃａｎｄｉｄａ ｏｒｔｈｏｐｓｉｌｏｓｉｓ 与近平滑念珠菌、Ｃａｎｄｉｄａ
ｍｅｔａｐｓｉｌｏｓｉｓ ２种菌鉴别开，ＡｐａⅠ酶可进一步将近平滑
念珠菌与 Ｃａｎｄｉｄａ ｍｅｔａｐｓｉｌｏｓｉｓ 鉴别开。ＰＣＲＲＦＬＰ技
术不仅有利于常见念珠菌的鉴定，也有利于

Ｃｙｂｅｒｌｉｎｄｎｅｒａ ｆａｂｉａｎｉｉ等非常见念珠菌的鉴定，为早
期准确鉴定临床念珠感染提供了新的选择，具有很

好的应用前景。
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