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核酸序列依赖扩增联合分子信标对曲霉菌感染的检测效果

王立朋１，何云燕２，夏　云１，王慧娟１　　（４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院检验科１；４０００１３重庆，重庆市中山医
院检验科２）

　　［摘要］　目的　建立快速、灵敏、特异的定量检测曲霉菌感染的诊断方法。方法　 以烟曲霉菌、黄曲霉菌及黑曲霉
菌的孢子配制菌液，提取ＲＮＡ后，采用核酸序列依赖扩增（ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｂａｓｅｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＮＡＳＢＡ）联合分子信标
（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｂｅａｃｏｎ，ＭＢ）技术进行荧光检测，并对该方法进行灵敏度和特异性分析。结果　 扩增过程中累计荧光量达到设
定的荧光阈值所需循环数与标本中霉菌孢子量的对数存在线性相关关系（ｙ＝－１０．７ｘ＋８１．６，ｒ＝０．９８８）。将含有梯度数
量霉菌孢子的标本提取总ＲＮＡ后进行检测，可建立相应标准曲线。该方法的灵敏度可达到１个孢子；对照菌株（金黄色
葡萄球菌、大肠埃希菌、铜绿假单胞菌、白色念珠菌、热带念珠菌、新型隐球菌）与曲霉菌提取总ＲＮＡ经扩增后的产物进行
电泳分析，发现仅曲霉菌出现特异性条带。结论 　 ＮＡＳＢＡ结合分子信标检测曲霉菌具有灵敏度高、特异性强的特点，具
有潜在利用价值，有望成为曲霉菌感染的临床诊断方法。
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　　系统性真菌感染是造成免疫力低下患者死亡的主
要原因之一。引起感染的病原菌绝大多数属于念珠菌

属（Ｃａｎｄｉｄａｓｐｐ）和曲霉菌属（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｓｐｐ）。尽管在
真菌感染的预防和治疗方面已取得了明显的进步，但

侵袭性曲霉病（ＩｎｖａｓｉｖｅＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｉｓ）仍然是接受移植
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术及化疗等治疗的患者的主要死亡原因。由于该病病

死率很高［１］，早期诊断是采取适当、成功的抗真菌治

疗的关键，并能够显著改善预后［２］。目前分子生物学

方法是曲霉菌感染诊断中最有应用前景的方法。核酸

序列依赖性扩增技术（ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｂａｓｅｄ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＮＡＳＢＡ）较普通 ＰＣＲ技术更为敏感且不
易受ＤＮＡ污染的影响。联合分子信标技术可以实现定
量检测，目前国内尚少见以此原理为检测方法的报道；

国外虽有报道，但多是基于昂贵的专利试剂盒进行，国

内难以推广应用［３］。本研究采用ＮＡＳＢＡ联合分子信标
技术，以曲霉菌１８ＳｒＲＮＡ保守序列区作为靶序列，建立
累积荧光量达到设定阈值所需循环数与孢子数的对数

线性模拟曲线，用于临床曲霉菌感染的诊断。

１　材料与方法

１．１　曲霉菌的培养
　　将烟曲霉菌株（ＣＭＣＣＡ１ａ）、黄曲霉菌株（临床分离）及黑
曲霉菌株（临床分离）接种于哥伦比亚血琼脂平板，置于３５℃
恒温培养箱中进行培养，每天观察标准菌株的生长状况，２４～
４８ｈ后收获曲霉孢子备用。

１．２　标准菌液的配制及总ＲＮＡ的提取
　　取无菌Ｅｐ管，加入无菌蒸馏水及１％的二甲基亚砜（体积
比），用无菌的取菌环将曲霉菌从血平板上取下并迅速溶于管

中制成孢子菌液。菌液置于－８０℃冰箱中保存备用。孢子菌
液浓度测定采用牛鲍计数板显微镜计数法。牛鲍计数板做消

毒处理后使用。计数后配制含有梯度孢子数的菌液（１０１～
１０６）。曲霉菌总 ＲＮＡ提取采用的试剂盒为 Ｆｕｎｇａｌ／Ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ＲＮＡＭｉｃｒｏＰｒｅｐＴＭ（ＺＹＭＯＲＥＳＥＡＲＣＨ），提取的操作步骤按照试
剂盒说明书进行。

１．３　ＮＡＳＢＡ引物及分子信标探针序列设计
　　曲霉菌扩增的靶序列位于１８ＳｒＲＮＡ保守序列区［４］，该区

域的ｒＲＮＡ序列具有属特异性。经生物信息学及文献查询，设
计引物序列及分子信标序列［５］，上游引物：５′ＡＡＴＴＣＴＡＡＴＡＣ
ＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＧＡＧＣＡＡＡＧＧＣＣＴＧＣＴＴＴＧＡＡＣＡ３′，下游引
物：５′ＧＣＣＧＣＧＧＴＡＡＴＴＣＣＡＧＣＴＣＣＡＡＴＡ３′，探 针：５′ＧＧＴＣ
ＣＧＣＣＴＣＡＣＣＧＣＧＡＧＴＡＣＴＧ３′，扩增产物长度为２４１ｂｐ。下划
线部分为Ｔ７ＲＮＡ聚合酶启动序列，Ｔ７ＲＮＡ聚合酶能够识别该
序列并自动启动转录过程。分子信标 ５′端标记羧基荧光素
（ＦＡＭ），３′端标记二氮烯基苯甲酸（ＤＡＢＣＹＬ）［６］。

１．４　ＮＡＳＢＡ联合分子信标反应体系建立
　　核酸序列依赖扩增反应体系主要包括３个部分，即反应缓
冲液、扩增模板及扩增酶混合物。以２０μＬ反应体系为例，应
包括反应缓冲液 １０μＬ［４０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ８．５的 ＴｒｉｓＨＣｌ，
７０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，５ｍｍｏｌ／Ｌ二硫苏糖醇（ＤＴＴ公司），１２ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＣｌ２，０．３７５ｍｏｌ／Ｌ山梨醇，１２ＵＲＮＡ酶抑制剂（Ｐｒｏｍｅｇａ公
司），１μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ（ＴａＫａＲａ公司），２μｍｏｌ／ＬＮＴＰ（ＴａＫａＲａ公
司），０．４μｍｏｌ／Ｌ引物及１０％二甲基亚砜（ＤＭＳＯ公司）］，缓冲
液各成分轻轻涡旋混匀后离心，然后向缓冲液体系中加入霉菌

模板ＲＮＡ５μＬ。缓冲液和模板的混合物轻轻涡旋混匀后离
心，反应管置于６１℃、５ｍｉｎ，４１℃、５ｍｉｎ，预温后向反应管中加
入酶混合物［包括 ４０ＵＴ７ＲＮＡ聚合酶（ＴａＫａＲａ公司），８Ｕ
ＡＭＶ逆转录酶（ＡＭＶＲＴ，Ｐｒｏｍｅｇａ公司），０．１ＵＲＮＡ酶 Ｈ
（ＲＮａｓｅＨ），２μｇ牛血清白蛋白（ＢＳＡ公司），０．４μｍｏｌ／Ｌ分子
信标］，补充无ＲＮＡ酶水至反应总体积为２０μＬ［７－８］。涡旋混
匀后短暂离心，将反应管置于ＡＢＩ７５００检测系统中进行检测。
扩增反应在４１℃的恒温条件下进行，设定累积荧光信号每分
钟检测１次。

１．５　标准曲线绘制
　　用１．４描述方法以不同浓度梯度的孢子菌液中的总 ＲＮＡ
为模板进行反应，反应完成后收集荧光信号并采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ
Ｅｘｃｅｌ进行线性相关性的统计学分析，并计算出相关系数。

１．６　特异性分析
　　选定临床上常见的感染病原菌标准株为对照组，包括革兰
阳性球菌的金黄色葡萄球菌（ＡＴＣＣ２９２１３）、革兰阴性杆菌的大
肠埃 希 菌 （ＡＴＣＣ２５９２２）、非 发 酵 菌 的 铜 绿 假 单 胞 菌
（ＡＴＣＣ２７８５３）以及白色念珠菌（ＡＴＣＣ６４５４８）、热带念珠菌
（ＡＴＣＣ６０５５６）、新型隐球菌（ＡＴＣＣ６２０６９）。取对照组菌株进行
总ＲＮＡ提取后，分别取５μＬＲＮＡ作为模板进行ＮＡＳＢＡ反应，
反应体系其他成分及含量与其他曲霉菌标准株的扩增体系相

同，用电泳的方法对扩增后产物进行分析。

１．７　灵敏度分析
　　对含有梯度（１００～１０６）霉菌孢子的菌液进行总 ＲＮＡ提
取，并以此为模板进行ＮＡＳＢＡ联合分子信标分析，检测能达到
阳性荧光阈值的最高稀释倍数，推断 ＮＡＳＢＡ的灵敏度。以梯
度霉菌孢子的菌液总 ＲＮＡ为模板进行 ＮＡＳＢＡ，电泳分析能出
现条带所对应的霉菌孢子，推断ＮＡＳＢＡ的灵敏度。

２　结果

２．１　特异性分析
　　对照组标准株用同曲霉菌样的方法处理，进行 ＮＡＳＢＡ后
电泳对扩增产物进行分析，得出仅有当模板 ＲＮＡ来自曲霉属
时，核酸序列依赖扩增反应后产物才会出现明亮的电泳条带

（图１）。
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１：金黄色葡萄球菌；２：铜绿假单胞菌；３：白色念珠菌；４：大肠埃希
菌；５：热带念珠菌；６：新型隐球菌；７：烟曲霉菌；８：黄曲霉菌；９：黑
曲霉菌；１０：标准

图１　不同菌种核酸序列依赖性扩增后产物电泳分析

２．２　灵敏度分析
　　对曲霉菌孢子菌液梯度稀释后提取总 ＲＮＡ并作为模板，
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发现孢子数为１的总 ＲＮＡ模板进行 ＮＡＳＢＡ联合分子信标分
析依然可以达到荧光阳性阈值。利用电泳分析ＮＡＳＢＡ产物进
一步得到 ＮＡＳＢＡ的灵敏度（图２）。电泳分析也进一步证明
ＮＡＳＢＡ的灵敏度可以达到１个孢子甚至更高。
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１～３：分别为１０３、１０２、１０１个孢子提取总 ＲＮＡ后ＮＡＳＢＡ后的产物
条带；４～６：为１０个孢子提取总ＲＮＡ分别稀释１０、１００、１０００倍后
ＮＡＳＢＡ后的产物条带；７：标准
图２　电泳分析含有梯度霉菌孢子的核酸序列依赖性扩增产物

２．３　累计荧光量达到设定阈值（４０）所需循环数 ｙ与
霉菌孢子量的对数ｘ的关系

　　ＮＡＳＢＡ联合分子信标检测体系中，分子信标与扩增产物
结合发出的累计荧光量达到设定荧光阈值（研究设定为４０，阈
值应根据各个实验室的实际情况设定）所需循环数与霉菌孢子

量的对数之间存在线性相关关系（ｙ＝ －１０．７ｘ＋８１．６，相关系
数ｒ＝０．９８８），见图３。

! " # $ % & '

'(

&(

%(

$(

#(

"(

!(

(

!"#$%#

&
'
#

!)*!(+'",-!+&

#

"

)(+.'' .

图３　累积荧光量达到设定阈值所需循环数与孢子数的对数线性

模拟曲线　（烟曲霉菌）

３　讨论

　　侵袭性曲霉菌感染已经成为免疫力低下患者发病
率和病死率的一个重要原因。目前临床所应用的传统

诊断方法，如病原微生物培养及组织病理学检查虽然

可以作为确诊的手段，但是灵敏度较低，临床绝大部分

侵袭性曲霉菌感染病例培养结果为阴性。近年临床免

疫学检验技术作为一种非侵入性的手段在侵袭性曲霉

菌感染诊断中得到广泛应用。抗原检测的靶分子是半

乳甘露聚糖（ＧＭ试验）和（１，３）βＤ葡聚糖（Ｇ试
验），但结果差异很大，敏感性为３０％～１００％，特异性
为８７％～９８％，与该方法标本采集时机、频率、阳性结

果判断标准等因素有关［２］。由于侵袭性曲霉菌感染

者多伴有免疫缺陷，免疫功能受到削弱，机体可能并不

能有效地免疫应答产生抗体，抗体的检测对侵袭性曲

霉菌感染的诊断意义不大。此外，免疫学检测手段往

往受到多重假阳性及假阴性因素的干扰，降低了其应

用价值。

　　本研究采用分子生物学领域的 ＮＡＳＢＡ联合分子
信标检测曲霉菌。ＮＡＳＢＡ属于等温扩增技术，敏感度
高，不易受到 ＤＮＡ的污染［９］。目前有报道将 ＮＡＳＢＡ
技术应用于 ＨＩＶ、ＨＣＶ及禽流感病毒的检测［１０－１１］。

分子信标可特异性地识别模板ＲＮＡ序列，发出荧光强
度与 ＲＮＡ含量成正比，借此可以实现检测物的定量。
研究过程应用ＮＡＳＢＡ技术检测曲霉菌的关键是 ＲＮＡ
的提取。由于曲霉菌细胞壁较厚，常规方法难以裂解，

给 ＲＮＡ的提取带来困难。本研究采用了液氮研磨结
合Ｔｒｉｚｏｌ法以及多种商品化试剂盒等尝试，发现 Ｆｕｎ
ｇａｌ／ＢａｃｔｅｒｉａｌＲＮＡＭｉｃｒｏＰｒｅｐＴＭ效果较为理想。
　　我们对 ＮＡＳＢＡ反应体系进行了特异性评估，发
现ＮＡＳＢＡ不易受临床常见的金黄色葡萄球菌、大肠
埃希菌、铜绿假单胞菌及白色念珠菌、新型隐球菌的干

扰，仅有当模板ＲＮＡ来自曲霉属真菌时，ＮＡＳＢＡ产物
电泳才会出现明亮的条带，说明 ＮＡＳＢＡ具有较理想
的特异性。在联合分子信标应用时，分子信标本身的

核酸序列也会对产物进行特异识别，即使一些干扰核

酸通过扩增体系进行了扩增，但由于不具备与分子探

针互补的序列，所以不会发出荧光信号。进一步提高

了特异性，从而避免标本中混有多种病原菌所导致的

检测结果假阳性。文献报道 ＮＡＳＢＡ反应的灵敏度高
于基于ＰＣＲ技术的检测系统，本研究将含有梯度霉菌
孢子的菌液进行 ＲＮＡ提取，经 ＮＡＳＢＡ扩增后电泳分
析，发现霉菌孢子数为１的菌液依然能够扩增后出现
条带。这对于无菌部位侵袭性曲霉菌感染的快速诊断

具有十分重要的意义。但由于设计的引物具有属特异

性，扩增阳性并不能确定是哪一类曲霉菌的感染。

　　分子信标技术是一种荧光定量技术，我们利用梯
度霉菌孢子的总 ＲＮＡ为模板，分别利用 ＮＡＳＢＡ联合
分子信标进行检测，发现扩增过程中产生的累积荧光

信号达到设定阈值所需循环数与标本中霉菌孢子数的

对数呈现良好的线性相关关系（ｙ＝－１０．７ｘ＋８１．６，
ｒ＝０．９８８），线性范围达１０２～１０６，完全能覆盖临床标
本的曲霉菌含量，因此本方法可以实现对于未知孢子

浓度标本的定量检测。
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彩超引导下经皮肾镜碎石取石术治疗上尿路结石２８５例临床分析
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ｈｔｍｌ（２０１３０４２８）

　　经皮肾镜碎石取石术以其创伤小、恢复快、并发症小、安全
可靠等优势已成为临床治疗上尿路结石的首选方式［１－２］。我

科从２００８年４月至２０１２年９月于彩超引导下建立经皮肾通道
行超声负压联合气压弹道碎石取石术治疗上尿路结石２８５例，
疗效满意，报告如下。

１　资料与方法

１．１　临床资料
　　本组患者２８５例，包括男性１７８例，女性１０７例，平均４７
（２０～７８）岁。单侧２６７例（单侧肾多发结石１７８例，单发结石
５２例，输尿管上段结石 ３７例），双侧 １８例。完全铸型结石
２５例，部分铸型结石 ６９例，有体外冲击波碎石史（ＥＳＷＬ）
８５例，有开放取石手术史 ２８例，患肾重度积水 ６３例，脓肾
１０例，急性肾衰５例。术前均行 Ｂ超、静脉尿路造影、双肾 ＣＴ
扫描，中段尿培养及相关常规检查，无明显手术禁忌证。纳入

病例均符合泌尿系结石诊断及治疗指南。

１．２　主要器械
　　德国Ｗｏｌｆ公司８．０／９．８Ｆ输尿管硬镜及２０Ｆ经皮肾镜，深
圳迈锐医疗器械公司 ＤＣ３Ｔ彩超机，瑞士 ＥＭＳ公司生产的第

４代超声气压弹道碎石清石系统，德国 Ｕｒｏｖｉｓｉｏｎ公司生产的肾
穿刺扩张套件，金属叠套式扩张器、双“Ｊ”管、输尿管导管，
Ｆ３５超滑导丝，ＳＯＮＹ摄像监视系统，国产液压灌注泵。
１．３　方法
　　患者腰硬联合麻醉后，截石位常规消毒铺巾后行患侧输尿
管逆行插管，留置Ｆ５输尿管导管。患者改俯卧位，经输尿管导
管逆行注水制造“人工肾积水”，利用彩色多普勒避开大的肾血

管，选定穿刺目标盏，经肾盏穹窿部进针，拔除针芯见有澄清液

体流出后，置入穿刺导丝，使用肾微穿刺筋膜扩张器顺导丝方

向依次扩张至 Ｆ１６留置 Ｐｅｅｌａｗａｙ鞘，用输尿管镜观察确定进
入目标肾盏后，改用叠套式金属扩张器，扩大皮肾通道，置入

Ｆ２４金属肾镜镜鞘及肾镜。经内镜工作通道置入气压弹道或
ＥＭＳ第４代超声碎石清石系统，彻底清除结石后，用超滑导丝
置入输尿管进入膀胱，置入 Ｆ５６号双“Ｊ”管及肾造瘘管１根。
术后５～７ｄ复查腹部 Ｘ线片，无明确残石者夹闭肾造瘘管
２４ｈ后拔除，４～６周后拔除双“Ｊ”管。

２　结果

　　２８５例患者中 ２８２例患者一次穿刺成功建立皮肾通道，
３例患者因穿刺扩张后通道丢失，经彩超重新定位穿刺扩张。
１５例患者行双通道清石，１例患者行三通道清石。手术时间
（１０１±２５）ｍｉｎ，出血量（１０８±５８）ｍＬ。Ⅰ期清石２３０例，Ⅱ期清石
２３例，１８例残留结石（直径０．５～１．０ｃｍ）行体外冲击波碎石术
（ｅｘｔｒａｃｏｒｐｏｒｅａｌｓｈｏｃｋｗａｖｅｌｉｔｈｏｃｌａｓｔｙ，ＥＳＷＬ）治疗，１４例残留结
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