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·基础论著·

ＰＣＲ技术在快速诊断艾滋病合并播散性
马尔尼菲青霉菌病中的应用

陈万山　李凌华　胡凤玉　宋伟南　邝燕玲　蔡卫平　唐小平

　　【摘要】　目的　探讨 ＰＣＲ技术在快速诊断艾滋病（ＡＩＤＳ）合并播散性马尔
尼菲青霉病（ＰＳＭ）中的应用价值。方法　收集２１例ＡＩＤＳ合并播散性ＰＳＭ患者
抗真菌治疗前的系列标本：未培养血液、阳性血液培养物和阳性骨髓培养物，以

１２例健康人血液为阴性对照。提取上述标本的基因组 ＤＮＡ，采用真菌通用引物
ＩＴＳ１和ＩＴＳ４对基因组ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增，扩增产物测序后与 ＧｅｎＢａｎｋ核酸序
列数据库进行比对分析。结果　２１份阳性血液培养物、２１份阳性骨髓培养物及
２份未培养血液标本均扩增出目的条带，而１２份健康人血液标本未扩增出条带。
阳性ＰＣＲ产物测序结果与广东、日本、泰国、印度尼西亚的马尔尼菲青霉菌（ＰＭ）
ｒＤＮＡＩＴＳ序列（登录号分别为ＡＢ２９８９７０、ＡＢ２９８９５０、Ｌ３７４０６、ＡＪ８５３７３８）一致性高
达９７％～１００％，证实为ＰＭ。ＰＭ与新型隐球菌及烟曲霉菌 ｒＤＮＡＩＴＳ序列的遗
传距离最远，与青霉菌属其他菌种绳状青霉菌和桔青霉菌 ｒＤＮＡＩＴＳ序列的遗传
距离最近。结论　ＰＣＲ可敏感、特异的检测出培养阳性标本中ＰＭ，并能有效缩短
ＰＭ检出时间，但直接采用患者血液进行ＰＣＲ检测的阳性率较低，方法有待改进。
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　　播散性马尔尼菲青霉菌病（ｐｅｎｉｃｉｌｌｏｓｉｓｍａｒｎｅｆｆｅｉ，ＰＳＭ）是东南亚国家和我国
南方地区艾滋病（ａｃｑｕｉｒｅｄｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＡＩＤＳ）患者常见的深部真
菌病，可侵犯肺脏、肝脏及脾脏等多个脏器，病情严重且发展迅速，病死率较

高［１，２］。但若能早期诊断并及时应用抗真菌药物治疗，通常可获得较好的疗效。

该病起病隐匿，临床表现复杂且无明显特征，容易与淋巴瘤、结核、鸟分枝杆菌感

染等疾病相混淆，造成误诊或漏诊［３］。确诊依靠分离培养出马尔尼菲青霉菌

（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｍａｒｎｅｆｆｅｉ，ＰＭ），但需时间较长［４］。聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）技术是近年来在临床检验方面比较成熟的分子生物学检测技术，
其敏感性远远高于真菌培养，不仅能提高检测的阳性率，而且可以大大缩短诊断

时间［５］。本研究应用ＰＣＲ技术，对２１例艾滋病合并播散性ＰＳＭ患者未培养的血
液、细菌培养仪报告阳性的血液或骨髓培养物进行检测，以探讨快速鉴定 ＰＭ的
方法，为临床研发早期诊断播散性ＰＳＭ的方法提供依据。

材料和方法

一、材料

１．临床标本采集和保存：标本取自２００８年１月至２００９年１２月于本院感染
科住院，怀疑合并播散性ＰＳＭ的 ＡＩＤＳ患者。所有病例均为广东本地居民，发病
前未到过其他ＰＭ流行地区，临床分期均属 ＡＩＤＳ（Ｃ３）期。入院当天（未给予任
何抗真菌治疗前）即无菌抽取患者静脉全血５ｍｌ和骨髓３ｍｌ，置于ＶｅｒｓａＴＲＥＫＴＭ
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细菌培养仪进行培养，抽取２～３ｍｌ细菌培养阳性的血液或骨髓培养物，置于
－８０℃冰箱保存；同时抽取３ｍｌ静脉全血，不做任何处理，置于－８０℃冰箱保存。
同时留取１２例健康人外周血３ｍｌ，培养５ｄ后，抽取２～３ｍｌ血液培养物，置于
－８０℃冰箱保存。
２．主要仪器与试剂：ＶｅｒｓａＴＲＥＫＴＭ细菌培养仪购自美国 ＴＲＥＫ公司；Ａｍｐ

５７００ＰＣＲ扩增仪购自美国ＡＢＩ公司；Ｃ３４０Ｓ２５℃隔水式电热恒温培养箱和３７℃
隔水式电热恒温培养箱购自日本Ｙａｍａｔｏ公司；核酸蛋白检测仪购自德国 Ｅｐｐｅｎ
ｄｏｒｆ公司；电泳仪购自北京六一仪器厂；Ｔａｎｏｎ３５００凝胶成像仪购自上海金鹏分
析仪器有限公司；真菌ＤＮＡ提取试剂盒ＤＮｅａｓｙＰｌａｎｔＭｉｎｉＫｉｔ购自德国ＱＩＡＧＥＮ
公司；５Ｕ／μｌｒＴａｑ酶、２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ（ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＴＴＰ、ｄＧＴＰ）、１０ｍｍｏｌ／Ｌ
ｂｕｆｆｅｒ、ＤＮＡ片段凝胶纯化试剂盒及 ＤＮＡＭａｒｋｅｒ均为日本 ＴａＫａＲａ公司产品；引
物合成和ＰＣＲ产物测序由上海英骏生物技术有限公司完成。

二、方法

１．标本培养与菌种鉴定：将培养阳性的血液和骨髓接种于３７℃肉汤培养液
中增菌，７２ｈ见絮状沉淀生长后，转种于沙氏琼脂培养皿，分别置于２５℃和３７℃
孵育，观察两种温度下菌落形态、产色素情况，并取部分菌落置于显微镜下观察孢

子和菌丝的形态，以鉴定致病真菌属种。

２．基因组ＤＮＡ提取：选取培养阳性并经形态学鉴定为 ＰＭ的血液或骨髓培
养物及相应的血液标本为研究对象，健康人血液标本作为阴性对照。各取６００μｌ
标本，加入液氮充分研磨成粉末，使用 ＤＮｅａｓｙＰｌａｎｔＭｉｎｉＫｉｔ提取 ＤＮＡ。提取纯
化的ＤＮＡ经１％琼脂糖凝胶（Ｇｅｌｒｅｄ染色）电泳（１００Ｖ，３０ｍｉｎ），在紫外灯下观
察基因组ＤＮＡ提取的质量。将提取的ＤＮＡ样品适当稀释，检测样品在２６０ｎｍ、
２８０ｎｍ波长下的Ａ值。将ＤＮＡ提取液稀释至１００μｇ／ｍｌ，作为ＰＣＲ反应模板，保
存于－２０℃冰箱。
３．ＰＭｒＤＮＡＩＴＳ序列的检测：采用真菌通用上游引物ＩＴＳ１（５’ＴＣＣＧＴＡＧＧＴ

ＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ３’）和下游引物 ＩＴＳ４（５’ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３’）扩增基
因组的 ｒＤＮＡＩＴＳ。５０μｌ反应体系包括 １０ｍｍｏｌ／Ｌｂｕｆｆｅｒ５μｌ，ＤＮＡ１μｌ（１００
μｇ／ｍｌ），２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ４μｌ，１０μｍｏｌ／Ｌ引物２μｌ，５Ｕ／μｌｒＴａｑ酶０．５μｌ及
３５．５μｌｄｄＨ２Ｏ。ＰＣＲ扩增反应条件：９５°Ｃ预变性 ５ｍｉｎ；３５个循环：９５℃ 变性１
ｍｉｎ，５５℃ 退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１％琼
脂糖凝胶电泳（１００Ｖ，３０ｍｉｎ），在紫外灯下观察其完整性和长度，预期长度为５１５
ｂｐ。ＰＣＲ产物经凝胶回收纯化后再进行单相测序。
４．序列分析：将测序结果先转化成 Ｆａｓｔａ格式并存成文本格式，在 ＧｅｎＢａｎｋ

核酸序列数据库（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ）中进行同源序列搜索。随
后，使用分子进化分析软件 ＭＥＧＡ４（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｇｅｎｅｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓ）将所
得序列与ＧｅｎＢａｎｋ公布的其他真菌ｒＤＮＡＩＴＳ序列进行比对分析，构建 ＮＪ分子
进化树。
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结　　果
一、ＰＣＲ扩增结果
共留取２１例ＡＩＤＳ合并播散性ＰＳＭ患者的系列标本：未培养血液、培养阳性

的血液培养物和阳性骨髓培养物，提取基因组ＤＮＡ后使用真菌通用引物ＩＴＳ１和
ＩＴＳ４扩增ｒＤＮＡＩＴＳ序列。ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳验证，提示２１份阳性
血液培养物和２１份阳性骨髓培养物及２份未培养血液标本均能扩增出目的条
带。图１可见扩增产物均在５００～６００ｂｐ位置，与预期结果一致。１２份健康人血
液均未能扩增出目的条带。根据贝叶斯公式，计算得出 ＰＣＲ检测阳性血液培养
物和阳性骨髓培养物的灵敏度和特异性均为１００％，ＰＣＲ检测未培养血液的灵敏
度为９．５２％，特异性为１００％。

图１　样本ｒＤＮＡＩＴＳＰＣＲ产物电泳结果
注：Ｍ为ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ，泳道１、２为未培养血液，泳道３～７
为阳性血液培养物，泳道８～１２为阳性骨髓培养物，泳道１３
为阴性对照

　　二、ｒＤＮＡＩＴＳ序列测定和比对结果
所有阳性ＰＣＲ扩增产物均经凝胶回收纯化后进行单相测序。所得序列长度

均在５１５ｂｐ左右，与ＧｅｎＢａｎｋ上已公布的来源于广东、日本、泰国、印度尼西亚的
ＰＭｒＤＮＡＩＴＳ序列（登录号分别为ＡＢ２９８９７０、ＡＢ２９８９５０、Ｌ３７４０６、ＡＪ８５３７３８）一致
性高达９７％～１００％，包括１８ＳｒＲＮＡ、ＩＴＳ１、５．８ＳｒＲＮＡ、ＩＴＳ２及２８ＳｒＲＮＡ在内的
ＩＴＳ全序列，证实为ＰＭｒＤＮＡＩＴＳ特异性序列。

三、分子进化树构建

使用分子进化分析软件 ＭＥＧＡ４，分析所得的 ＰＭｒＤＮＡＩＴＳ序列与 ＧｅｎＢａｎｋ
中公布的绳状青霉菌、产黄青霉菌、桔青霉菌、荚膜组织胞浆菌、新型隐球菌、念珠

菌属及烟曲霉菌等真菌的ｒＤＮＡＩＴＳ序列的分子进化关系，根据遗传距离构建分
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子进化树。图２分子进化树显示：本研究中各株ＰＭｒＤＮＡＩＴＳ序列之间的遗传距
离极近，为０．０１～１．９４，可归为同一类；ＰＭ与其他菌属的新型隐球菌及烟曲霉菌
ｒＤＮＡＩＴＳ序列之间的遗传距离最远，与青霉菌属其他菌种绳状青霉菌和桔青霉
菌ｒＤＮＡＩＴＳ序列的种间遗传距离最近，但仍存在多个碱基的差别。

图２　ＰＭ与其他真菌的ＮＪ分子进化树
注：Ｐｃ：产黄青霉菌，Ｔｃ：荚膜组织胞浆菌，Ｐｃｉ：桔青霉菌，Ｍｏ：
念珠菌属，Ａｓｐ：烟曲霉菌，Ｐｆｕ：绳状青霉菌，Ｃｒｙ：隐球菌，ＰＭ：
马尔尼菲青霉菌，标尺为遗传距离

讨　　论
马尔尼菲青霉菌（ＰＭ）是一种温度双相性真菌，主要感染免疫缺陷人群，尤

其在艾滋病患者，易引起播散性 ＰＳＭ［６］。该病主要流行于泰国、越南、印度尼西
亚等东南亚国家及我国南方地区，包括广东、广西、云南、台湾、香港等地。近年

来，ＰＳＭ发病率显著增加，并突破地域界限向非疫区扩散，北美、欧洲、非洲等地
也相继出现散发病例［７９］。该病起病隐匿，病情发展迅速，需要尽早做出诊断，给

予两性霉素Ｂ、伊曲康唑等进行抗真菌治疗，以挽救患者生命。然而，目前确诊的
金标准———ＰＭ的分离培养和鉴定一般需要６～１０ｄ［１０］。即使培养为阳性，还要
经过菌液转种培养，再根据菌落的温度双相性、分泌色素及显微镜下菌丝和孢子

的形态来进行鉴定，需４～５ｄ。因此，临床上迫切需要建立一种快速、灵敏、特异
的ＰＭ检测方法。
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随着分子生物学技术的快速发展，ＰＣＲ技术以其高度的敏感性和特异性被
广泛应用于多种微生物的快速诊断［１１，１２］。近年来，人们开始尝试用 ＰＣＲ方法对
ＰＭ进行诊断。真核生物基因组中编码核糖体的基因包括２８ＳｒＤＮＡ、５ＳｒＤＮＡ、
１８ＳｒＤＮＡ和５．８ＳｒＤＮＡ４种，其在染色体上头尾相连、串联排列，相互之间由间
隔区分隔。其中１８Ｓ、５．８Ｓ和 ２８ＳｒＤＮＡ基因组成１个转录单元，三者高度保守，
适合于较高等级水平的生物群体间的系统分析。其间隔区为内转录间隔区（ｉｎ
ｔｅｒｎａｌｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅｒ，ＩＴＳ），包括 ＩＴＳ１及 ＩＴＳ２两部分，由于进化相对迅速而具
多态性［１３］。ＰＭ属于真核生物，其完整的 ｒＤＮＡＩＴＳ区序列包含两端１８ＳｒＤＮＡ、
２８ＳｒＤＮＡ的部分序列和中间的 ＩＴＳ１区、５．８ＳｒＤＮＡ、ＩＴＳ２区的完整序列，拥有相
对丰富的信息。同时，由于ｒＤＮＡＩＴＳ区既具有保守性，又在科、属、种水平上具有
特异性序列，可对其进行ＰＣＲ扩增、测序及序列分析，从而鉴定 ＰＭ［１４，１５］。Ｍｅｋｈａ
等［１６］用真菌通用引物ＩＴＳ１和ＩＴＳ４成功扩增了泰国５８株ＰＭ的 ｒＤＮＡＩＴＳ，测序
结果与ＧｅｎＢａｎｋ上公布的ＰＭ的ｒＤＮＡＩＴＳ序列进行比对，证实均为 ＰＭ，而且不
同地区的ｒＤＮＡＩＴＳ序列高度保守。尽管应用 ＰＣＲ检测 ｒＤＮＡＩＴＳ的方法简单，
且特异性和敏感性均较高，但是由于必须通过分离培养ＰＭ后才能获得检测所需
的菌株ＤＮＡ，所需时间仍较长（约５ｄ），仍不能达到快速诊断要求。

本研究使用ＰＣＲ技术，检测２１例ＡＩＤＳ合并播散性ＰＳＭ患者系列标本中的
ＰＭｒＤＮＡＩＴＳ序列。实验结果显示，２１份阳性血液培养物、２１份阳性骨髓培养物
及２份未培养血液标本能扩增出目的条带，测序证实为 ＰＭ。使用全自动细菌培
养仪，通常１～２ｄ即可监测到标本有菌生长。在此基础上提取阳性培养物的基
因组ＤＮＡ，扩增其ｒＤＮＡＩＴＳ序列并测序，一般仅需１ｄ时间。因此，使用ＰＣＲ方
法检测阳性培养物，只需２～３ｄ时间，相比传统的真菌分离、培养与鉴定方法（６
～１０ｄ），可以节约３～８ｄ。因此，采用该方法诊断播散性ＰＳＭ，不仅具有良好的
敏感性和特异性，还具有快速性，使临床早期诊治播散性 ＰＳＭ成为可能，值得进
一步研究和推广。如果能使用 ＰＣＲ直接扩增出未培养血液里的 ＰＭｒＤＮＡＩＴＳ，
无疑更能节省时间。遗憾的是，２１份未培养血液中仅２份标本ＰＣＲ获得成功，敏
感性极低（９．５％）。分析其原因可能是未培养血液未经过真菌繁殖阶段，导致
ＰＭ含量极低，且多数存在于白细胞内，能提取到的ＰＭ基因组ＤＮＡ极其有限，严
重影响ＰＣＲ扩增效率。而一旦提取到足量 ＰＭ基因组 ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增的特异性
即可达到１００％。因此，下一步研究可以从多方面改进实验，如将液氮研磨破壁
改为更好的细胞破壁方法———超声振碎仪破壁或使用巢式 ＰＣＲ方法［１７］，从而提

高扩增的敏感性和检测的阳性率。

本研究是回顾性分析，已得知所检测标本有ＰＭ感染。如果将该方法应用于
临床实际工作，需考虑到由于所使用引物为真菌通用引物，扩增结果可能是荚膜

组织胞浆菌、新型隐球菌、念球菌、曲霉菌等其他真菌，因此引物的特异性对于菌

种的鉴别非常重要。通过分析和比对 ＰＭ与其他菌属的 ｒＤＮＡＩＴＳ序列，可以看
出ＰＭ与烟曲霉菌、荚膜组织胞浆菌、新型隐球菌及念珠菌属之间的遗传距离较
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远，其ｒＤＮＡＩＴＳ序列相似性较低，这为在该区域设计特异引物和探针提供了有利
证据。同时，ＰＭ与青霉菌属其他菌种，如绳状青霉菌、桔青霉菌等种间的遗传距
离较近，其ｒＤＮＡＩＴＳ序列相似性较高，但仍存在多个碱基的差别，提示可以在该
区域设计青霉菌属的特异性引物。

传统的真菌形态学鉴定方法受主观经验与实验条件的影响，使得真菌鉴定工

作较困难，且费时较长。应用 ＰＣＲ技术检测阳性血和（或）骨髓的 ＰＭｒＤＮＡＩＴＳ
来鉴定ＰＭ相对更加客观、快速，并具有较高的灵敏度和特异性，为快速诊断
ＡＩＤＳ合并播散性ＰＳＭ带来了希望。
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