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　　ＲＮＡ 干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）技术是利用双链

ＲＮＡ（ｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｅｄＲＮＡ，ｄｓＲＮＡ），高效、特异性降解细胞

内同源信使ＲＮＡ（ｍｅｓｓｅｎｇｅｒＲＮＡ，ｍＲＮＡ），从而阻断特定基

因表达，使细胞出现靶基因缺失的表型。１９９８年Ｆｉｒｅ等
［１］首

次应用ＲＮＡｉ技术将ｄｓＲＮＡ正义链与反义链的混合物注入线

虫体内，结果发现注入ｄｓＲＮＡ比单独注入单链ＲＮＡ引起的

基因沉默要强得多，并可导致子一代同源基因的沉默。２００１

年Ｅｌｂａｓｈｉｒ等
［２］在哺乳动物细胞中首次观测到了ＲＮＡｉ现象，

从而开启了ＲＮＡｉ技术在哺乳动物细胞中应用研究的闸门，使

ＲＮＡｉ技术迅速成为后基因组时代基因功能研究和基因治疗

研究领域最热门的研究工具之一，进而得到广泛应用。迄今为

止，ＲＮＡｉ的确切机制尚不清楚。经过１０多年的研究，一些细

节逐渐展现在人们面前。本文就现阶段ＲＮＡｉ已知的可能机

制及ＲＮＡｉ技术在肿瘤基因治疗中的研究现状作一综述。

１　ＲＮＡｉ的作用机制

有关ＲＮＡｉ现象的机制研究主要集中在线虫、果蝇等低等

动物，许多研究初步阐明了ＲＮＡｉ抑制 ｍＲＮＡ转录与翻译的

分子机制［３６］：在ＲＮＡｉ引起基因沉默的过程中，细胞内具有核

糖核酸酶Ⅲ（ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅⅢ，ＲｎａｓｅⅢ）活性的核酸酶Ｄｉｃｅｒ首

先识别外源性或内源性ｄｓＲＮＡ，将其切割成２１～２３ｎｔ大小的

ｓｉＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）；随后ｓｉＲＮＡ与无活性

的ＲＮＡ 诱导沉默复合物（ＲＮＡｉｎｄｕｃｅｄｓｉｌｅｎｃｉｎｇｃｏｍｐｌｅｘ，

ＲＩＳＣ）结合，在解螺旋酶的作用下ｓｉＲＮＡ双链解开为单链；由

于ｓｉＲＮＡ与ｍＲＮＡ具有高度同源性，其反义链通过与靶基因

ｍＲＮＡ进行特异性结合使 ＲＩＳＣ活化，最后将靶基因 ｍＲＮＡ

剪切成碎片。同时，ｓｉＲＮＡ还可作为合成ｄｓＲＮＡ的引物，引

物ｓｉＲＮＡ与靶基因ｍＲＮＡ模板结合后，在ＲＮＡ依赖性ＲＮＡ

聚合酶的催化下，合成新的ｄｓＲＮＡ，后者被Ｄｉｃｅｒ剪切成新的

ｓｉＲＮＡ，从而产生级联放大效应，增强靶基因的沉默效应
［４］。

此外，ｓｉＲＮＡ还可引起同源基因组ＤＮＡ产生ＲＮＡ定导甲基

化、基因缺失、表型缺陷等系列分子生物学效应［７］，进一步强化

基因沉默效应。

２　ＲＮＡｉ技术在肿瘤基因治疗中的研究现状

肿瘤是机体在多种致癌因素作用下，局部组织细胞内的癌

基因与抑癌基因表达失衡，引起细胞分裂与生长的多基因调控

网络失调，导致细胞异常分裂、生长与分化而形成的病理性新

生物。因此，只针对单个突变基因进行的肿瘤基因治疗，效果

并不明显。Ｍａｔｓｕｉ等
［８］研究发现，ＲＮＡｉ技术对于内源性和外

源性基因都有明显的沉默作用。因此，利用同一基因家族的多

个基因具有高度保守同源序列的特性，通过ＲＮＡｉ技术设计一

种特异性的ｄｓＲＮＡ分子，就可以同时剔除多个同源基因，从

而达到肿瘤基因治疗的目的。此外，ＲＮＡｉ能同时抑制肿瘤多

个不同的基因，而且抑制作用互不影响，这就为由于多基因改

变和多因素引起的肿瘤的治疗提供了可能［９］。目前，ＲＮＡｉ对

肿瘤进行基因治疗主要集中在肿瘤发生和肿瘤转移相关基因

（如癌基因、抑癌基因、肿瘤转移相关基因）以及与肿瘤耐药基

因、细胞凋亡、信号转导、有丝分裂有关的基因方面。

２．１　ＲＮＡｉ对肿瘤发生与转移相关基因的沉默作用　基于

ＲＮＡｉ技术在基因功能沉默与功能抑制中的优势，利用该技术

抑制肿瘤细胞内癌基因的功能表达，分析其表型变化，可以帮

助进一步发现肿瘤发生与发展的分子机制，为肿瘤的基因治疗

提供可靠的理论依据。

沉默信息调节因子２同源蛋白（ｓｉｌｅｎｔｍａｔｉｎｇｔｙｐｅｉｎｆｏｒ

ｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ２ｈｏｍｏｌｏｇ１，ＳＩＲＴ１）是一种涉及从肿瘤发生

到衰老多个层面不同细胞过程的烟酰胺腺嘌呤二核苷酸依赖

性蛋白去乙酰酶，在肝细胞性肝癌和肝细胞癌细胞株中均高表

达。Ｃｈｏｉ等
［１０］通过ＲＮＡｉ技术用化学合成的ｓｉＲＮＡ沉默肝

癌细胞中ＳＩＲＴ１基因的表达，发现肝癌细胞的生长与细胞周

期进程被有效阻滞。核小体结合蛋白１（ｎｕｃｌｅｏｓｏｍｅｂｉｎｄｉｎｇ

ｐｒｏｔｅｉｎ１，ＮＳＢＰ１）是 ＨＭＧＮ蛋白家族成员，能够结合核小体

并通过染色质重建调节基因转录，ＮＳＢＰ１的表达与肿瘤分级、

病理分期和淋巴结转移密切相关；ＮＳＢＰ１基因的过表达促进

癌细胞的生长与转移，增强癌细胞的侵袭力。Ｗａｈａｆｕ等
［１１］研

究结果显示，导致癌细胞生存率降低、细胞周期素Ｂ１表达降

低、细胞周期被阻滞在Ｇ２／Ｍ期。血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）在血管发生、内皮细胞形成

和增殖中发挥重要作用。内皮癌时，由于 ＶＥＧＦ分泌增多，从

而促进了内皮细胞增殖和迁移，抑制细胞凋亡和诱导血管透

化。研究发现，人结直肠癌患者体内的血管内皮生长因子 Ａ

（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＡ，ＶＥＧＦＡ）表达常常过

高，它还与肿瘤的进行性和侵袭力相关。Ｑｉｕ等
［１２］采用慢病

毒包装针对ＶＥＧＦＡ基因的ＲＮＡｉ载体，并导入结直肠癌细胞

ＲＫＯｃｅｌｌ后发现，ＶＥＧＦＡ表达被抑制后，可以抑制肿瘤细胞

的生长、迁移和增殖。另外，ＶＥＧＦＡ基因沉默也可以减少促

分 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 （ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，

ＭＡＰＫ）信号肽和第２个线粒体衍生的胱天蛋白酶激活剂／低
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等电点凋亡抑制蛋白直接结合蛋白（ｓｅｃｏｎｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｄｅ

ｒｉｖｅｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｃａｓｐａｓｅ／ｄｉｒｅｃｔＩＡＰｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｗｉｔｈｌｏｗ

ＰＩ，Ｓｍａｃ／ＤＩＡＢＬＯ）的表达，这都说明了用 ＲＮＡｉ的方法沉默

ＶＥＧＦＡ表达，可以成为治疗结直肠癌的一种基因治疗方法。

这些研究表明，利用ＲＮＡｉ技术沉默或者关闭与肿瘤发生相关

的基因，可能是今后肿瘤治疗的一种新的策略。

２．２　ＲＮＡｉ对肿瘤耐药相关基因的沉默作用　除手术治疗

外，放疗和化疗在肿瘤的治疗中是最重要的两种辅助治疗方

法。恶性肿瘤复发与化疗效果不佳甚至失败有重要关系，影响

化疗效果的主要原因是肿瘤细胞容易产生耐药性，表现为原药

耐药和多药耐药。采用ＲＮＡｉ的方法可以减少肿瘤的耐药性，

增加肿瘤对放、化疗药物的敏感性。

多药抗性蛋白质１／Ｐ糖蛋白（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｐｒｏｔｅｉｎ

１／Ｐｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＭＤＲ１／Ｐｇｐ）的过表达被认为与肿瘤组织多

药抗药性相关。上皮间质转化及其转录调控因子（ｔｗｉｓｔｒｅ

ｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，Ｔｗｉｓｔ１）是一种高度保守的转录蛋白，属于螺

旋环螺旋蛋白家族，在上皮细胞间充质细胞转换中发挥重要

的调节作用，从而可以促进肿瘤发生转移。Ｚｈｕ等
［１３］首次发

现了Ｔｗｉｓｔ１和 ＭＤＲ１／Ｐｇｐ的关系，他们在人宫颈癌 ＨｅＬａ细

胞中通过 ＲＮＡｉ的方法干扰 Ｔｗｉｓｔ１的表达后发现可以下调

ＭＤＲ１／Ｐｇｐ的表达，可以抑制肿瘤细胞增殖和增强肿瘤细胞

对顺铂化疗的敏感性。

研究发现，细胞周期蛋白ｄ１（ｃｙｃｌｉｎＤ１）与多种肿瘤治疗

过程中的化疗抗药性和放疗抵抗有关。Ｋｏｔｈａｒｉ等
［１４］通过

ＲＮＡｉ的方法沉默ｃｙｃｌｉｎＤ１基因在头颈部鳞状细胞癌的表达，

然后检测细胞对顺铂的敏感性，发现沉默了ｃｙｃｌｉｎＤ１基因的

肿瘤细胞周期延迟，减慢了肿瘤进展，并且对顺铂的敏感性

提高。

２．３　ＲＮＡｉ对细胞凋亡相关基因的沉默作用　细胞凋亡是受

许多基因调控的细胞清除的正常途径，细胞凋亡调控基因的表

达紊乱与许多肿瘤的发生密切相关。Ｂ细胞淋巴瘤白血病２

蛋白质家族（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ／ｌｅｕｋｅｍｉａ２，Ｂｃｌ２）、Ｂ细胞白血

病长ｘＢｃｌ２家族成员之一（Ｂｃｅｌｌｌｅｕｋｅｍｉａｘｌｏｎｇ，ＢｃｌｘＬ）、

ｓｕｒｖｉｖｉｎｇ、Ｘ染色体连锁凋亡抑制蛋白（Ｘｌｉｎｋｅｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎ，ＸＩＡＰ）和ＦＬＩＣＥ抑制蛋白（ＦＬＩＣＥｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ

ｐｒｏｔｅｉｎ，ＦＬＩＰ）是常见的抗凋亡蛋白，通常在肿瘤细胞中过量

表达，刺激肿瘤细胞异常生长，对凋亡诱导因素产生抵抗作用。

因此，不断寻找新的抗凋亡蛋白然后利用ＲＮＡｉ技术沉默或下

调肿瘤细胞中抗凋亡蛋白的表达，对肿瘤治疗具有重要的理论

意义和实践价值。

许多研究证实，ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因在肿瘤细胞中过表达，抑制

ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因的表达，能够导致多种肿瘤的生长抑制。Ｗａｎｇ

等［１５］利用ＲＮＡｉ技术将针对ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因的ｄｓＲＮＡ转入食

管鳞状细胞癌细胞系和动物模型中，结果发现，下调ｓｕｒｖｉｖｉｎ

基因的表达，能够显著诱导肿瘤细胞凋亡、抑制动物模型实体

瘤的生长。ＸＩＡＰ是凋亡抑制蛋白家族的重要成员，能够选择

性抑制半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶３、７、９（ｃａｓｐａｓｅ３、７、９），还

能通过其他途径抑制细胞凋亡，与肿瘤的发生、发展和预后关

系密切。Ｈｉｓｃｕｔｔ等
［１６］根据美国联合委员会癌症分期系统标

准对５５例皮肤原发性黑色素瘤细胞病变进行筛选和分组，通

过ＸＩＡＰ特异性ｓｉＲＮＡ干扰黑素瘤细胞中ＸＩＡＰ的表达，发现

ＸＩＡＰ的表达促进黑色素瘤细胞病变的进程，ＸＩＡＰ的沉默或

表达下调显著诱导黑色素瘤细胞的凋亡，提示ＸＩＡＰ可以作为

黑色素瘤基因治疗的一个有效的治疗靶点。

２．４　ＲＮＡｉ对肿瘤信号通路相关基因的沉默作用　肾素血管

紧张素系统 （ｒｅｎｉｎａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｓｙｓｔｅｍ，Ｒａｓ）、肿瘤抑制蛋白

（ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｐｒｏｔｅｉｎ５３，ｐ５３）、酪氨酸蛋白激酶类（ｐｒｏｔｅｉｎｔｙｒｏ

ｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＰＴＫｓ）信号通路是肿瘤发生常见的信号通路。

ＰＴＫｓ是重要的细胞信号转导分子，在人类多种肿瘤发生过程

中常常发生突变，通过基因重排如染色体易位产生潜在的致癌

性结合蛋白，导致细胞在激酶活性水平发生改变。断裂点聚集

区Ａｂｅｌｓｏｎ小鼠白血病病毒癌基因同源物结合蛋白（ｂｒｅａｋ

ｐｏｉｎｔｃｌｕｓｔｅｒｒｅｇｉｏｎＡｂｅｌｓｏｎ ｍｕｒｉｎｅｌｅｕｋｅｍｉａｖｉｒａｌｏｎｃｏｇｅｎｅ

ｈｏｍｏｌｏｇ，ＢｃｒＡｂｌ）是ＰＴＫｓ的一种突变产物，在人类慢性白血

病细胞内普遍存在，用ｓｉＲＮＡ特异性沉默ＢｃｒＡｂｌ的转录，可

以诱导白血病细胞凋亡［１７］。β连接素和腺瘤结肠息肉蛋白

（ａｄｅｎｏｍａｔｏｕｓｐｏｌｙｐｏｓｉｓｃｏｌｉ，ＡＰＣ）都是 Ｗｉｎｔ信号通路的重要

成员，与细胞增殖调控密切相关。ＡＰＣ基因突变会上调β连

接素的表达水平，促进肿瘤细胞增殖。运用ｓｉＲＮＡ技术沉默

β连接素的表达可以引起β连接素依赖性相关基因的表达下

调，从而抑制肿瘤细胞的生长［１８］。以上研究提示，可以运用

ＲＮＡｉ技术沉默肿瘤信号通路中的关键或相关基因的表达，达

到肿瘤基因治疗的目的。信号传导蛋白和转录激活物５（ｓｉｇ

ｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ５，Ｓｔａｔ５）在人的多

种肿瘤中被发现高表达。抑制肿瘤细胞中Ｓｔａｔ５的表达被认

为与抑制肿瘤细胞的增殖和促进凋亡相关。Ｚｈａｎｇ等
［１９］以人

的肝细胞癌细胞系ＳＭＭＣ７７２１为细胞模型，检测到Ｓｔａｔ５在

ＳＭＭＣ７７２１细胞中高表达，然后发现用ＲＮＡｉ介导的Ｓｔａｔ５基

因沉默可以抑制肿瘤细胞生长和诱导细胞凋亡。

２．５　ＲＮＡｉ对肿瘤细胞有丝分裂相关基因的沉默作用　肿瘤

细胞的无限繁殖伴随着细胞ＤＮＡ的快速复制与细胞分裂的

不断进行，利用ＲＮＡｉ技术沉默肿瘤细胞周期调控基因，中断

细胞分裂进程，减慢或停止肿瘤细胞增殖，从而使肿瘤根治成

为可能。目前研究较多的肿瘤细胞有丝分裂调控基因有ｐｏｌｏ

样激酶１（ｐｏｌｏｌｉｋｅｋｉｎａｓｅ１，ＰＬＫ１）、Ｓ相激酶关联蛋白２（Ｓ

ｐｈａｓｅｋｉｎａｓｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，Ｓｋｐ２）、细胞周期素（ｃｙｃｌｉｎｓ）

等。ＰＬＫ１在细胞分裂不同时期都具有十分重要的作用，能够

促进和加速有丝分裂，增加ＰＬＫ１的活性能够促进 Ｍ 期细胞

增殖。ＳｐｎｋｕｃｈＳｃｈｍｉｔｔ等
［２０］用 ＲＮＡ干扰技术分别沉默乳

腺癌、宫颈癌、结肠癌、肺癌细胞系中ＰＬＫ１的表达，许多癌细

胞出现了纺锤体形成受阻、有丝分裂停止等微观形态变化。

ＳＫＰ２是细胞从Ｇ１ 期进入Ｓ期的必需因子，能够促进细胞增

殖，加速细胞周期进程，与肿瘤的发生、发展关系十分密切。研

究发现，当用ＲＮＡｉ技术沉默人小细胞肺癌细胞中ＳＫＰ２的表

达，癌细胞的生长则受到明显的抑制［２１］。细胞周期素是细胞

周期进程的主要引擎分子，在细胞增殖过程中发挥关键调控作

用。研究证明，通过ＲＮＡｉ方法沉默裸鼠肝癌细胞中细胞周期

素Ｅ（ｃｙｃｌｉｎＥ）的表达，可以抑制癌细胞生长与增殖，促进癌细

胞凋亡［２２］。纺锤体驱动蛋白（ｋｉｎｅｓｉｎｌｉｋｅｓｐｉｎｄｌｅｐｒｏｔｅｉｎ，

ＫＳＰ）是微管驱动蛋白超家族的成员之一，在有丝分裂中关于

纺锤体的形成、分布和维护中发挥重要作用。若抑制 ＫＳＰ的

功能，可以使细胞有丝分裂周期停滞，最终导致细胞死亡。

Ｍａｒｒａ等
［２３］通过电转移法转染ｓｉＲＮＡ进入某些确定损伤的组

织中发现，ＫＳＰ特异性的小干扰ＲＮＡ可以显著减轻皮下黑色
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素瘤和卵巢癌的损害。

３　ＲＮＡｉ技术在肿瘤基因治疗方面的主要问题与前景展望

目前，ＲＮＡｉ技术在肿瘤基因治疗方面仅仅停留在细胞与

动物实验水平，虽然显示出种种优势与可行性，但还存在着许

多不容忽视的问题，离实际应用还有漫长的路要走。首先，

ＲＮＡｉ对基因沉默具有相对特异性，可能出现脱靶现象
［２４］。这

就需要从ｓｉＲＮＡ的设计、特异性修饰等方面来改善。其次，

ｓｉＲＮＡ的设计和筛选上还存盲目性。一种完全符合肿瘤基因

治疗要求的ｓｉＲＮＡ需要经过反复实验才能筛选出有效作用位

点，这一现状需要更多的实验研究从实验原理和技术方法上来

加以完善。此外，ｓｉＲＮＡ导入肿瘤细胞后可能与细胞内原有

微ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）形成竞争，这种竞争作用可能会

影响肿瘤细胞内原本由ｍｉＲＮＡ控制的一些基因的表达，从而

影响细胞的生理病理过程［２５］，这就要求不断发现和深入研究

新的 ｍｉＲＮＡ序列，以解决ｓｉＲＮＡ与 ｍｉＲＮＡ间的竞争问题。

最后，ｓｉＲＮＡ体内转染效率低下、对机体的长期影响尚属空

白，这是ＲＮＡｉ技术应用于临床的最大难题。各类表达载体的

安全性及合成ＲＮＡ的不良反应，也限制了其应用于临床
［２６］。

传统的肿瘤治疗方法如放、化疗存在着诸多局限性，随着

ＲＮＡｉ的发现，为肿瘤的基因治疗带来了希望之光。ＲＮＡｉ技

术在肿瘤基因治疗的实验研究上已经取得了诸多成果，有望在

此基础上研究出治疗肿瘤的核酸药物，单独或者与其他方法联

合用于治疗肿瘤。虽然，目前ＲＮＡｉ技术应用于临床还有一定

的距离，但有理由相信随着新靶标的不断发现、ＲＮＡｉ技术难

题的不断破解和安全性的不断提高，肿瘤基因治疗的目标终究

会实现。
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·综　　述·

ＰＣＲ技术对侵袭性真菌感染诊断的研究进展


毛晓露１，石小燕２综述；卢忠心１，胡丽华３审校

（１．武汉市中心医院检验科，武汉４３００１４；２．武汉市中心医院中心实验室，武汉４３００１４；

３．华中科技大学同济医学院附属协和医院检验科，武汉４３００２２）

　　关键词：真菌病／诊断；聚合酶链反应；曲霉病；念珠菌；广谱筛查

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１３．０７．０４０ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７１８３４８（２０１３）０７０８１４０３

　　侵袭性真菌病（ｉｎｖａｓｉｖｅｆｕｎｇａｌｄｉｓｅａｓｅ，ＩＦＤ），又称侵袭性

真菌感染，是真菌侵入人体组织和血液，并在其中生长繁殖导

致组织损害、器官功能障碍和炎症反应的病理、生理过程。近

年来，由于环境因素的危害和药物因素影响（如免疫移植、肿瘤

放化疗、大剂量广谱抗生素的长期使用、糖皮质激素和免疫抑

制剂的广泛应用等），造成了ＩＦＤ的患病率和病死率均呈显著

上升趋势。免疫力低下的ＩＦＤ患者大多病情凶险，常无特征

性临床表现，易被原发病或继发细菌、病毒感染掩盖，且对传统

抗真菌药物的敏感性降低，故临床早期诊断非常困难，后期治

疗十分棘手。真菌感染的检测技术，目前以人工镜检、培养和

组织病理检查等传统方法分析为主，但这些方法检测时间较

长、敏感性较低且受主观因素影响较大。因此，快速检测此类

病原菌是治疗和改善预后的关键。聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）技术具有快速、简便、敏感性和特异性高

等优点，在一定程度上可以弥补传统方法的不足。本文就其在

ＩＦＤ快速诊断的研究进展及临床应用远景进行综述。

１　ＰＣＲ技术在诊断曲霉病中的应用

由曲霉属真菌感染引起的疾病包括过敏性支气管肺曲菌

病、肺曲霉球病和侵袭性曲霉病（ｉｎｖａｓｉｖｅａｓｐｅｒｇｉｌｌｏｓｉｓ，ＩＡ）。

血液和肺泡灌洗液（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅ，ＢＡＬ）是临床检测

的常规标本。最近研究表明，大量血清和ＢＡＬ沉渣与少量血

清和经离心ＢＡＬ的上清液相比，更容易检出真菌病原体
［１］。

采用实时定量ＰＣＲ检测血液和ＢＡＬ标本进行ＩＡ诊断分析有

助于节省检测时间，可在物种水平鉴定基础上更有针对性地进

行抗真菌药物治疗，具有较好的临床应用价值，并建议对ＰＣＲ

技术进行标准化［２］。虽然ＰＣＲ标准化有利于诊断性能的验

证，但仍存在一些问题，如ＤＮＡ的提取效率提高至多少可以

增加诊断的敏感性，哪类临床标本更能有利于指导临床诊断以

及血中何种组分含有最多真菌ＤＮＡ等。

２　ＰＣＲ技术在诊断念珠菌病中的应用

念珠菌是人体黏膜最常见的共生菌，也是免疫功能低下患

者感染最常见的真菌病原体。约５０％的感染由白色念珠菌引

起，其他几种念珠菌也可引起侵袭性疾病，如近平滑念珠菌、热

带念珠菌、都柏林念珠菌、光滑念珠菌、克柔念珠菌、葡萄牙念

珠菌等。由于念珠菌属的基因决定了对不同抗真菌药物敏感

性有所不同，尽快正确鉴定念珠菌种属以采取适当的药物治疗

对提高临床疗效和降低病死率非常重要。通过血培养检测念

珠菌的敏感性通常较低（大约为５０％或更低），其他基于抗原、

抗体和代谢物的念珠菌检测技术都有各自的优势和价值，但缺

乏特异性和敏感性。ＰＣＲ检测提供了一个快速诊断并正确鉴

定念珠菌到达种属水平的方法。念珠菌是口腔和上呼吸道的

共生体，呼吸道标本可能被念珠菌污染。因此，从呼吸道标本

分离出的念珠菌，包括支气管镜检查和ＢＡＬ（甚至标本保护

刷）的试样，在没有病原菌入侵的活检证据时不考虑诊断为

ＩＦＤ。在ＢＡＬ中检测到高水平的念珠菌可建议诊断为念珠菌

性肺炎，尽管这种临床实例非常罕见。血液标本由于最可能包

含循环中完整有机体形式或细胞外形式的真菌ＤＮＡ而作为

首选的临床检测标本。最近有研究对１０４例确诊为非中性粒

细胞减少患者的全血与血清进行了ＰＣＲ检测分析，结果显示

血清的阳性率可达１００％，而全血的阳性率只有７０％，这表明

血清比全血具有更高的敏感度［３４］。

Ｍｏｒａｃｅ等
［５］分别用ＰＣＲ和血培养方法检测全血及血清

中的念珠菌，结果显示ＰＣＲ技术具有更高的敏感性。Ａｈｍａｄ

等［６］报道了通过半套式ＰＣＲ检测念珠菌ｒＲＮＡ基因操纵子的

转录间隔区（ｉｎｔｅｒｎａｌｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅｒ，ＩＴＳ）可鉴别混合念珠

菌感染，而这种双重感染通过培养不易检出，特别是当某一种菌

株的增长速度显著增高时检测更加困难。Ｄｕｎｙａｃｈ等
［７］对两种

实时ＰＣＲ检测方法的灵敏度进行了评估，一种是针对５种念珠

菌的ＩＴＳ区域，另一种是将１８ＳｒＲＮＡ作为目的基因，均通过熔

融曲线形态来进行分析。结果表明，ＩＴＳ扩增长度的变异可导

致分析灵敏度发生相应变化，后者具有更高的灵敏度。

Ｍａａｒｏｕｆｉ等
［８］分别用血培养和实时定量ＰＣＲ方法对６９
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