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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
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　　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［３４］。

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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例临床确诊或疑似系统性念珠菌感染患者的血液标本进行了

检测，结果显示两种方法的敏感性和特异性几乎相当。该

ＰＣＲ检测方法采用了两种可变的水解探针，一种是只针对白

色念珠菌的６羧基荧光素（ＦＡＭ）标记探针，另一种是针对五

大主要念珠菌的四氯６羧基荧光素（ＴＥＴ）标记探针。两种探

针诊断的敏感性均为１００％，特异性分别为９７％和７２％
［９］。

此外，这两种探针与人类ｒＲＮＡ基因的部分序列具有相似性，

与其他生物体如曲霉属、酵母菌和镰刀菌等均有显著的交叉反

应。由于念珠菌与许多其他常见的病原体相比，属系发育更多

样化［１０１２］，评估探针特异性以及引物和探针相互杂交的可能

性是关键因素。此外，选择合适的标本种类和提高核酸提取效

率也非常重要［１３１５］。

３　ＰＣＲ技术诊断真菌感染的广谱筛查

混合真菌感染（尤其在抗真菌治疗）时，由于主菌的过度生

长，其他菌可能不易被检测到。念珠菌属的系统发育具有多样

性，对不同抗真菌药物敏感性也有所不同。多重ＰＣＲ在检测

真菌混合感染中可发挥重要作用。并非所有的病原真菌可以

通过培养迅速繁殖，故阴性测试结果不能排除真菌感染的可能

性［１６］。广谱ＰＣＲ检测的引物是针对该分类单元中所有生物

体的高度保守基因序列。例如，广谱细菌ＰＣＲ检测引物的特

异性是针对细菌高度保守基因１６ＳｒＲＮＡ或ＲＮＡ聚合酶基因

序列［１７］。这些基因几乎存在于所有细菌，且都包含与广谱引

物作用理想的保守区和有利于确定物种的可变区序列。从理

论上讲，广谱真菌ＰＣＲ检测可以实现大多数真菌病原体的检

测，将其与其他方法如熔融曲线分析相结合，可快速进行物种

鉴定［１８］。

ＰＣＲ扩增可以针对真菌ｒＲＮＡ基因操纵子的ＩＴＳ１区，并

进行测序，以确认物种的身份。为鉴别临床相关真菌病原体，

除ＩＴＳ的ｒＲＮＡ操纵子以外，１８ＳｒＲＮＡ基因与２８ＳｒＲＮＡ基

因的高变序列Ｄ１Ｄ２区也常作为ＰＣＲ检测的靶基因
［１９］。最

近有研究表明，２８ＳｒＲＮＡ基因中Ｄ１Ｄ２区以外的序列也可用

于广谱真菌ＰＣＲ的检测
［２０］。虽然大多数广谱真菌ＰＣＲ的研

究都集中在有曲霉菌和念珠菌属感染的患者，而Ｋｈｏｔ等
［２１］成

功鉴别了多种真菌，包括念珠菌、隐球菌、孢霉菌、曲霉菌、镰刀

菌、丝孢菌属、外小杯菌、明脐菌属、鳞质霉属、放射毛霉属和根

霉菌属。如果以培养和组织病理学方法作为金标准，其结果准

确率分别为９３．６％和６４．３％。

与特定病原体属种的ＰＣＲ检测相比，广谱ＰＣＲ检测ＩＦＤ

的诊断特异性可能由于假阳性率（ｆａｌｓｅｐｏｓｉｔｉｖｅ，ＦＰ）较高而有

所下降［２２２４］。除了污染，ＦＰ较高可能由定植于采样点的共生

真菌引起，也可能由缺乏准确的ＩＦＤ临床分类标准造成。提

高广谱真菌ＰＣＲ产物的物种鉴定水平是促进解析假阳性结果

的关键因素。

ＰＣＲ技术是诊断ＩＦＤ的主要方向，但是如何继续发展，目

前有两种观点。第一种观点认为，已经开发了通过ＰＣＲ诊断

真菌感染所需的大部分专有技术，现在是进行大规模临床检测

验证时期。第二种观点则认为，需要做更多的研究，以对临床

样本进行优化选择、进一步改善样本的收集和处理以及ＤＮＡ

提取方法、加强ＰＣＲ检测技术的质量控制等，以最大限度地提

升诊断特异性，有效提高诊断效率。高分辨率的熔融温度分析

已广泛用于种属特定ＰＣＲ或广谱真菌ＰＣＲ检测，微球杂交技

术如液相芯片技术等将更广泛地用于ＰＣＲ产物的物种水平鉴

定和质谱分析［２５］。无论是单重ＰＣＲ反应还是多重ＰＣＲ，将重

点探讨发展可用于诊断混合感染的分析方法，实时定量模式将

成为真菌靶向检测的规范。
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·综　　述·

胰高血糖素样肽１的心血管保护作用

罗　敏 综述，肖　谦△审校

（重庆医科大学附属第一医院老年科　４０００１６）

　　关键词：胰高血糖素样肽１；冠状动脉疾病；心血管保护；心肌细胞凋亡；糖尿病

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１３．０７．０４１ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７１８３４８（２０１３）０７０８１６０３

　　糖尿病是严重危害人类健康和生命的慢性代谢性疾病之

一，随着人们生活水平的提高，其患病率和病死率急剧上升［１］。

其中，心血管并发症是糖尿病患者最主要的死亡原因，约８０％

的糖尿病患者最终死于心血管疾病［２］。一项荟萃分析结果显

示，糖尿病患者心血管并发症，包括冠状动脉疾病、心肌病等的

发病率显著增加［３］。糖尿病患者的心血管并发症风险与血糖

浓度密切相关，据统计，糖化血红蛋白每降低１％，心肌梗死的

发生率同比降低１４％，微血管并发症同比降低３７％。胰高血

糖素样肽１（ｇｌｕｃａｇｏｎｌｉｋｅｐｅｐｔｉｄｅ１，ＧＬＰ１）是一种葡萄糖依

赖性促胰岛素多肽，除了能有效降低血糖外，还具有抑制心肌

细胞的凋亡、促进血管内皮细胞增殖、改善血管内皮细胞分化

功能、修复血管内皮、降低血脂和血压、减轻体质量等心血管保

护作用。本文将 ＧＬＰ１对心血管保护作用的研究进展作一

综述。

１　ＧＬＰ１的来源与功能

ＧＬＰ１发现于２０世纪８０年代中期，是胰升糖素原在枯草

杆菌蛋白酶作用下生成的，包含３０个氨基酸，主要由小肠远端

和结肠的Ｌ细胞分泌。ＧＬＰ１可激动胰岛β细胞上的ＧＬＰ１

受体，刺激胰岛素的合成和分泌，从而降低血糖，这种刺激作用

随着血糖水平的下降而逐渐减弱，从而达到最佳胰岛素分泌和

血糖控制，即葡萄糖依赖性调节。ＧＬＰ１进入循环后迅速被二

肽酰肽酶４（ｄｉｐｅｐｔｉｄｙｌｐｅｐｔｉｄａｓｅ４，ＤＰＰⅣ）降解而失活，其生

物半衰期仅数分钟，因而限制了天然 ＧＬＰ１的临床应用。

ＧＬＰ１通过配体受体结合方式与细胞表面的特异性 ＧＬＰ１

受体（ｇｌｕｃａｇｏｎｌｉｋｅｐｅｐｔｉｄｅ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＧＬＰ１Ｒ）结合而发挥作

用［４］。ＧＬＰ１Ｒ含４６３个氨基酸残基，属于跨膜Ｇ蛋白耦联受

体超家族，广泛表达于胰腺、胃肠道、心、肺、肾和中枢神经系

统。提示ＧＬＰ１的生物学作用并不局限于胰腺，可能还存在

广泛的胰腺外作用。

２　ＧＬＰ１的心血管保护途径

２．１　抑制心肌细胞凋亡　细胞凋亡在形态学上完全不同于坏

死的细胞程序性死亡。大量的研究证实，糖尿病心肌病的发生

机制与细胞代谢异常和细胞器（如线粒体、肌纤维膜、内质网

等）功能缺失引起细胞凋亡有关，抑制心肌细胞凋亡可以有效

保护心肌。Ｒａｖａｓｓａ等
［５］研究发现，心肌细胞的凋亡与星形孢

菌素有关。ＧＬＰ１可通过调节磷脂酰肌醇３激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉ

ｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）和细胞外信号调节激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕ

ｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）１／２的活性，抑制星形孢菌素
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