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摘要：【目的】探讨酵母菌临床分离株 -1/ :N0( N$4N- 区序列种内相似性和种间差异性的快速检测方法，为

临床酵母菌菌种鉴定方法的改进奠定基础。调查北京地区临床酵母菌的种群多样性，为国内酵母菌感染的

流行病学研究提供新的基础数据。【方法】用 3 种常见临床酵母菌种的模式和权威菌株作为标准参考菌株，

从北京四家综合性医院收集临床酵母菌 -1% 余株，O2P 扩增其 -1/ :N0( N$4N- 区，对扩增产物进行单链构象

多态性（/?;*=DH/,:<;Q 29;K9:@<,?9; O9=L@9:76?+@，//2O）分 析 和 序 列 测 定 分 析。【结 果】常 见 病 原 酵 母 菌 -1/
:N0( N$4N- 区的 //2O 图谱具有明显的种间差异性和种内相似性，可以通过该方法对菌株进行初步的菌种

鉴定。N$4N-H//2O 和序列分析相结合，对 -1% 余株临床酵母菌进行了菌种鉴定，共鉴定有 $% 个属 -% 个种，

优势属为念珠菌属（ .$-/&/$），优势种及其所占比例分别是：. > $*)&"$-0（3’ R’S），. > 1$’$10&*(0&0（$% R%S），

. > #’(1&"$*&0（" R-S），. > +*$)’$#$（1 R’S）和 . > 2’304&（3 R#S），并发现过去从未或很少报道致病的酵母菌

种，愈来愈多地出现在临床分离菌株中。【结论】-1/ :N0( N$4N- 区的 //2O 图谱分析为临床酵母菌株的快

速鉴定提供了新的方法；北京地区酵母菌临床分离株呈种群多样性分布，. > $*)&"$-0 虽然仍占优势，但其它

念珠菌种的比例已达 !-S。
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近年来，随着激素、广谱抗生素的广泛使用甚至

滥用；肿瘤患者放化疗，器官、骨髓移植后大量免疫

抑制剂造成的免疫功能低下；以及免疫缺陷 (.N/ 患

者的增多，酵母菌感染尤其是深部酵母菌感染的发

病率呈 明 显 上 升 趋 势。 美 国 疾 病 预 防 控 制 中 心 发

现：酵母菌 感 染 占 医 院 真 菌 感 染 的 #%S，$S T #S
住院病人发生侵入性酵母菌感染，已成为血中分离

出的第四位病原菌［$］。同时，酵母菌的 菌 相 分 布 也

发生了明显变化。白色念珠菌（ .$-/&/$ $*)&"$-0）虽

然仍 是 主 要 病 原 菌，但 其 它 种，如 光 滑 念 珠 菌

（.$-/&/$ +*$)’$#$），热带念珠 菌（ .$-/&/$ #’(1&"$*&0）

等 $% 多个种愈 来 愈 常 见［-］。同 时 一 些 新 的 致 病 酵

母菌种类也时有报道［B］。致病酵母菌对抗真菌药物

的敏感性因菌种的不同而有很大的差异，如白色念

珠菌一般对唑类药物敏感，而光滑念珠菌、克柔念珠

菌（ .$-/&/$ 2’304& ）、葡 萄 牙 念 珠 菌（ .$-/&/$
（ .*$5&01(’$ ） *30&#$-&$4 ）和 皱 褶 念 珠 菌（ .$-/&/$
’3+(0$）对一种或多种抗真菌药物先天性或获得性耐



药［! " #］。因此酵母菌临床分离株菌种的正确鉴定对

酵母菌感染的有效治疗和预防具有重要意义。

目前临床应用的酵母菌鉴定方法主要是商业化

的鉴定系统，其理论基础是不同菌种间形态特征或

生理生化特 征 存 在 差 异。如 $%& 和 ’()*+), 系 统 基

于碳氮源化合物同化反应等生理生化特征，其鉴定

标准和数据库的建立依赖于常规酵母菌分类学研究

结果。由于酵母菌新种的不断被发现以及近年来分

子分类学研究引起的酵母菌种概念的重新界定，使

这类系 统 需 要 不 断 升 级 和 改 进。-./)01,1/ 培 养 基

鉴定依靠菌落不同的颜色反应，可区别白色念珠菌、

热带 念 珠 菌 和 克 柔 念 珠 菌 等 最 常 见 的 致 病 念 珠

菌［2］。由于致病酵母菌种类的不断增 多，以 及 呈 中

间颜色反应的临床酵母菌新种的出现，这一方法的

局限性也愈来愈明显。上述方法已不能满足临床准

确、快速鉴定菌株的需求，改进现有菌种鉴定方法、

发展新的鉴定方法是目前临床真菌工作迫切需要解

决的问题。

核糖体 34$ 基因（ /54$）存在于所有细胞生物

中并具有相同的起源和功能，因而可以反映所有物

种间具有可比性的进化史。而且 /54$ 中有些片段

具有高度的序列同源性或保守性，从而可为不同物

种间 的 系 统 学 比 较 提 供 研 究 参 考 点。67/8901: ;
3)<:=88［> " ?］和 @=AA 等［B］测定了所有已知酵母种类的

C2D /54$ 5EF5C 区 序 列，发 现 在 这 一2GG <H左 右 的

片段中，种内序列变异小于等于 EI，而种间序列差

异大于 EI。目前这一标准已被国际酵母分类学界

普遍接受，从而也使酵母菌的菌种鉴定变得相对容

易。但这一标准目前主要应用在基础科学研究中，

在临床菌株的鉴定中并没有得到广泛的推广使用。

主要原因是 C2D /54$ 5EF5C 区序列比对 基 于 54$
序列测定，技术的复杂性和高额的测序费用限制了

其在临床样品快速鉴定中的应用。

单 链 构 象 多 态 性（ D(:,A= D8/1:J -):K)/018():
%)AL0)/H.(M0，DD-%）技术是基因突变分析中 最 常 用

的方法之一。其 理 论 基 础 是 单 链 54$ 具 有 序 列 特

异性的二级或三级构象。一个或多个碱基的差异能

影响其构象，在非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳中，构象

的改变表现为单链 54$ 迁移率的改变，根据各样品

的单链迁移率，就可以把突变体和非突变体区分开。

该方法最初应用于人类基因点突变的检测中［EG " EE］，

由于其在检测碱基差异方面的高分辨力，而广泛应

用于 人 类 和 植 物 病 原 真 菌 种 的 鉴 定 和 菌 株 分 析

中［EC " EN］。本 研 究 中，我 们 将 DD-% 引 入 到 临 床 酵 母

菌 /54$ 序 列 的 分 析 中，通 过 C2D /54$ 5EF5C 区

DD-% 图 谱 分 析，探 讨 临 床 主 要 酵 母 菌 5EF5C*DD-%
图谱种内相似性和种间差异性，为临床菌株快速鉴

定方法的改进奠定基础。同时结合 C2D 5EF5C 区测

序对来自 北 京 地 区 临 床 酵 母 菌 进 行 分 子 系 统 学 研

究，调查北京地区临床酵母菌的种群多样性，为国内

酵母菌感染的流行病学研究，提供新的基础数据。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 菌株来源：来自北京朝阳医院、北京协和医

院、北京大学第三医院、中国人民解放军总医院第二

附属医院检验科的临床分离酵 母 菌 菌 株 C2G 余 株；

作为标准和参考菌株，征集自美国典型菌种保藏中

心（$0=/(O1: PLH= -7A87/= -)AA=O8():，$P--）的模式和

权威菌 株 共 N 株，分 别 为 白 色 念 珠 菌 $P-- BGGC?、

近平滑 念 珠 菌（ !"#$%$" &"’"&(%)*(%(）$P-- CCGEB 和

光滑念珠菌 $P-- BGGNG。

! "! "# 主要试剂和仪器：胰化蛋白胨（P/LH8):=）、酵

母提取物（Q=1M8 RS8/18）、琼 脂（$,1/）购 自 英 国 TS()J
公司；所 用 生 化 试 剂 及 HK7 54$ 聚 合 酶、J4P%、%-3
产物纯化试剂盒购自上海 D1:,): 公司；5-)J=PU 突变

检测 电 泳 仪 购 自 ’()*31J 公 司；所 涉 及 菌 株 的 C2D
/54$ 5EF5C 区测序由上海 D1:,): 公司用 $’& %3&DU
N>> 54$ D=V7=:O=/ 和 $’& %3&DU NEGG W=:=8(O
$:1AL9=/ 完成。

! "# $%& 扩增和测序

! "# "! 总 54$ 提 取：临 床 标 本 直 接 涂 布 沙 堡 罗 固

体培养基平板，挑取单菌落再划线纯化，分离纯的酵

母菌株。用 U1X(07/1 =8 1A［E!］方法提取菌体总 54$。

! "# "# %-3 扩增 C2D /54$ 5EF5C 区：%-3 扩增反应

所用引物参照 67/8901: ; 3)<:=88［?］：正向引物 4+E：

#Y*W-$P$P-WWP$$W-WW$WW$$$$W*NY，反 向 引 物

4+!： #Y*WWP--WPWPPP-$$W$-WW*NY。 %-3 采 用

#G!+体 系，扩 增 反 应 条 件：B#Z # 0(:；B!Z E 0(:，

#CZ E 0(:，>CZ 0(:，循环 N2 次；>CZ ? 0(:。

! "# "’ %-3 反 应 产 物 的 琼 脂 糖 电 泳 检 测：取 C!+
%-3 扩增原液点样于 EI 的琼脂糖凝胶，电泳，溴化

已锭（R’）染 色 后 在 紫 外 灯 照 射 下 确 定 是 否 扩 出 所

要片段。C2D 5EF5C 区扩增出单一明亮条带，片段大

小约为 #GG [ 2GG <H。

! "# "( %-3 产 物 的 纯 化、测 序：所 得 C2D 5EF5C 区

%-3 扩增原 液 经 过 %-3 纯 化 试 剂 盒 纯 化 回 收 后 得

到纯 54$ 样品，电 泳 再 次 检 测 后 送 交 测 序 公 司，通

CEGE \71: +( =8 1A ] F +,-" .%,’*/%*)*0%," 1%#%,"（CGGB）!B（?）



过自动测序 仪 得 到 供 试 菌 株 !"# 扩 增 片 段 的 原 始

序列。

! "# $%& 序列分析方法

! "# "! $%& 序 列 分 析：用 $%& ’()* 软 件 并 结 合

$%& 正反向序列图谱对 $%& 序列进行拼接和校正。

将校正 后 的 序 列 在 国 际 核 酸 数 据 库（+((,：--... /
0123 / 045 / 03+ / 678-24)9(）中 进 行 同 源 序 列 搜 索，初 步

确定受试菌株的分类地位，一般在 $:-$; 区可以按

如下经验值判断：（:）与最近缘种的模式菌株相似率

为 :<<=，可 确 定 为 同 一 种；（;）与 最 近 缘 种 的 模 式

菌株的相似率 > ?@=，可初步确定为新种；（A）与 最

近缘种的模 式 菌 株 的 相 似 率 在 ??= B :<<= 之 间，

它们的关系要视不同的情况而定，除考虑序列差异

外，还应考虑生理生化性状差异。

! "# "’ ’’"! 分析：用 $"7CDEF 突变检测电泳仪进行

’’"! 检测。参照使用说明配置丙稀酰胺-甲叉双丙

稀酰胺（AG HI J :）的 @=凝胶。把 !"# 产物稀释 ; B I
倍，取I!K（大约 :I< B A<< 06）与等量的上样缓冲液

（< H<I=溴酚 兰，< H<I= 二 甲 苯 青，?I= 甲 酰 胺，L=
< HI 574-K M$E&，,N @ H<）混 匀，在 ?IO 下 变 性

:< 530，迅速放在冰上，放置:I 530。把变性后的样品

依次加入到点样孔中，;<< P电压 :<O电泳 :Q 小时。

电泳结束后将凝胶按照 R)44)1D［ :I］的方法进行硝酸

银染色。用 &4,+)45)6D*EF ;;<< 照相保存。

’ 结果

’ "! 临床常见致病酵母菌 $!($’)**+, 图谱比较

’ "! "! 临床常见致病酵母菌 $:-$;S’’"! 图谱种间

差异性分析：选取白色念珠菌、光滑念珠菌、热带念

珠菌、近平滑念珠菌和克柔念珠菌五种常见致病酵

母菌标准菌株或已明确鉴定的临床分离株各 ? 株，

!"# 扩增 ;Q’ *$%& $:-$; 区后，丙烯酰胺凝胶电泳

’’"! 图谱分析和序列测定分析。如图 : 所示：每株

菌 $:-$;S’’"! 图谱 都 包 括 两 条 泳 动 慢 的 单 链 和 一

条泳动快的双链。双链位置的不同反映菌株间 ;Q’
*$%& $:-$; 区片段长度的差异，碱基序列的差异通

过单链位置及两单链位置关系的差异反映在 ’’"!
图谱上。上述 I 种酵母菌中，白色念珠菌（Q:L 2,）、

热带念珠菌（Q:A 2,）和近平滑念珠菌（Q:A 2,）$:-$;
区片段长度基本相同，碱基序列有明显的差异。白

色念珠菌和热带念珠菌有 L; 个碱基的差异，热带念

珠菌和近平滑念珠菌有 ;A 个碱基的差异，白色念珠

菌和近平滑念珠菌有 LI 个碱基的差异。在 ’’"! 图

谱上：A 种 菌 株 双 链 位 置 基 本 相 同。白 色 念 珠 菌 菌

株与热带念珠菌、近平滑念珠菌菌株单链位置及形

态差异较大，可以明显的彼此区分开。热带念珠菌

与近平滑念珠菌单链形态比较相似，但热带念珠菌

两单链位置均稍高于近平滑念珠菌，两单链间距也

较近平滑念珠菌间距窄，通过单链的位置关系可以

将热带念珠菌和近平滑念珠菌区分开。光滑念珠菌

（Q;L 2,）和 克 柔 念 珠 菌（Q<G 2,）与 上 述 A 种 菌 株

$:-$; 区片段 大 小 差 异 较 大，从 双 链 的 位 置 和 单 链

的形态上 可 以 容 易 的 将 它 们 区 分 开。总 之，I 个 不

同种菌株间 ’’"! 图谱有明显的差异，彼此可以容易

的区分开来。

’ "! "’ 临床常见致病酵母菌 $:-$;S’’"! 图谱种内

一致性分析：如图 : 所示：光滑念珠菌、热带念珠菌、

近平滑念珠菌和克柔念珠菌每种菌的不同菌株之间

$:-$;S’’"! 图谱完全相同，对上述菌株 $:-$; 测序

分析显示同菌种不同菌株间 ;Q’ *$%& 区 序 列 也 完

全相同。对于 白 色 念 珠 菌 菌 株，&; B &L 菌 株 ’’"!
图谱完全相同，&: 菌 株 与 上 述 A 株 菌 ’’"! 图 谱 稍

有差异，表现在双链和一条单链位置相同，另一条单

链的位置滞后于另 A 株菌的相应单链。序列分析显

示，&;、&A、和 &L 菌株的 $:-$; 区序列完全相同，&:
菌株的相应序列与上述 A 株菌碱基数目相同，但有

; 个碱基的替换，这 ; 个碱基的差异显示在 ’’"! 图

谱上即菌株间单链位置的细小差别。因此，同一种

内不 同 菌 株 间 ;Q’ *$%& $:-$; 区 序 列 高 度 相 似，

’’"! 图谱也非常相似，有很高的种内一致性。

图 ! 五 种 临 床 常 见 酵 母 菌 的 ’-* .$%& $!($’ 区 的

**+, 图谱

T36 /: ’’"! ,)((D*09 7U (+D ;Q’ *$%& $:-$; C75)30 7U U38D 175570

143031)4 VD)9( 9,D13D9H &:S&L：! / "#$%&"’(；W:SWL：! / )#"$*"+"；E:S

EA：! / +*,-%&"#%(；!:S!A：! / -"*"-(%#,(%(；X:SXL：! / .*/(0% /

’ "’ 临床酵母菌的 $!($’)**+, 图谱分析

’ "’ "! 临床鉴 定 为 白 色 念 珠 菌 菌 株 的 $:-$;S’’"!
图谱分析：随机挑选 ;< 株临床用 "+*75)6)* 显色 培
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养方法鉴定为白色念珠菌的菌株进行 !!"# 电泳分

析，结果示：$% 株菌株中有 &’ 株菌株图谱与白色念

珠菌标准菌株图谱一致，可以判定其是白色念珠菌；

余 ( 株菌与白色念珠菌标准菌株图谱明显不同，可

以排除其为白色念珠菌的可能性（图 $）。对上述 $%
株菌进行 )&*)$ 区序列分析，证实了 !!"# 图谱分析

的结果。!!"# 图 谱 和 白 色 念 珠 菌 标 准 菌 株 图 谱 差

异大的 ( 株 菌 株 中 有 ’ 株 是 季 也 蒙 念 珠 菌（ !"#$"%
&’"((")*+,-.""），$ 株 是 热 带 念 珠 菌，另 $ 株 分 别 是 酿

酒酵 母 菌（ /%##%*,+0#)1 #)*)2"1"%) ）和 !"#$"% ,$+)*"
（图 $）。

! "! "! 北京地区临床酵母菌的鉴定：对来自北京 +
所医院的 $,% 株临床检验科来源的酵母菌进行 )&*
)$ 区 !!"# 图谱 分 析，每 张 凝 胶 板 中 均 以 - 种 常 见

酵母菌标 准 菌 株 的 )&*)$ 区 #". 产 物 为 标 准。根

据 !!"# 图谱可以判定菌株是否属于 - 种常见酵母

菌以及是其中的哪一种。结果显示：白色念珠菌、近

平滑念珠菌和热带念珠菌是临床最常见的 ’ 种酵母

菌。$,% 株菌株中白色念珠菌 &-% 株（-( /(0）；近平

图 ! 临 床 #$%&’()(% 方 法 鉴 定 为 ! * "#$%&"’( 菌 株 的

+,-+!.//#0 图谱分析

123 4 $ !!"# 567789:; <= 7>8 $,! 9)?@ )&*)$ A<B62: <= ;7962:;
2A8:72=28A 6; 3 4 %(4"#%-1 CD ">9<B6369 2: EF2:2E6F F6C<967<928;，;><G2:3
7>8 98B69H6CF8 A2==898:E8; <= ;7962:; +，-，(，I，&&，&$ 6:A &+ =9<B 7>8
<7>89 ;7962:; G27> 7D52E6F !!"# 567789:; <= 3 4 %(4"#%-1 4（J>8 =<9B89
;8K8: ;7962:; G898 7>8: 982A8:72=28A CD )&*)$ ;8LM8:E2:3 6;：+， 3 4
5*,6"#%("1； -， 3 4 5*,6"#%("1； (， !"#$"% ,$+)*"； I， !"#$"%
&’"((")*+,-.""；&&，/%##%*,+0#)1 #)*)2"1"%)；&$，!"#$"% &’"((")*+,-.""；

6:A &+，!"#$"% &’"((")*+,-.""）4

图 1 基于 !2/ %+34 +,-+! 区序列构建的 3.5 系统树
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滑念珠菌 !" 株（#$%）；热 带 念 珠 菌 !& 株（’ (!%）；

光滑念珠菌 #" 株（"%）；克柔念珠菌 #) 株（) (*%）；

另外还有 !+ 株（#$ (,%）菌 株 不 属 于 这 ) 种 常 见 酵

母菌。

! "! "# 非常见 临 床 酵 母 菌 株 的 鉴 定：对 上 述 !+ 株

非常见临床菌株进行 -#.-! 区序列测定，并将序列

在 /012314 数据 库 中 进 行 25367 比 对 分 析。发 现 一

株菌的 -#.-! 区序列与亲缘关系最近的模式菌株的

相似率小于 ’’%，再经过 89: 区序列分析及生理生

化鉴定，明确了其新种地位［#"］。其余 !* 株的 -#.-!
区序列与已知种的相应序列完全相同或仅有一个碱

基的差异，通过与近缘菌种模式菌株 -#.-! 区序列

比对分析可以确定其种属地位（图 ,）。这些非常见

种的来源见表 #。

表 $ 北京地区非常见临床菌株的鉴定结果

93;50 # 9<0 =0367 6>0?@06 A@67B@;C70AB3B05= @1

?5@1@?35 @6D53706 EBDF 20@G@1H

:>0?@06 ICF;0B DE :7B3@16 :DCB?0

!"#$%$" &’()’#*"*% # :>C7CF
!"#$%$" +,’-$.(-/.," # :>C7CF
!0"1%,+.(" 0-,%*"#%"’ ) :>C7CF
!(2+*.3.33-, ,"%*.% # I3@5
4%+.$",3-, 3"+%*"*-, ! :>C7CF
5.$$’(.)23’, ’0.#/%,+.(-, # :>C7CF
6%37%" /-%00%’().#$%% ) :>C7CF
6%"7%" #.(1’/’#,%, ! :>C7CF
6%37%" "#.)"0" ! I3@5
6%37%" &"8%"#%% # JB@10
6%37%" .7)’(% # K5L0D5370 E5C@A
97.$.*.(-0" )-3%0"/%#.," # :>C7CF
:"337"(.)23’, 3’(’1%,%"’ # :>C7CF
:"337"(.)23.+,%, 3("*"’/’#,%, # :>C7CF
;(%37.,+.(.# ","7%% ! MC1H 7@66C0
;(%37.,+.(.# <%(.1’3%% # :>C7CF

# 讨论

本研 究 中，我 们 将 ::NO 引 入 到 酵 母 菌 !":
B-IK -#.-! 区 序 列 分 析 中，研 究 证 明 -#.-!P::NO
图谱分析为临床大量菌株标本的初步鉴定提供了一

种快速、简单、低成本和高分辨率的方法。该方法不

仅可以区分 -#.-! 区片段长度的不同，还可以分辨

相同片段 长 度 下 碱 基 差 异 所 造 成 的 单 链 构 象 的 改

变。因此，::NO 能够从 , 个层次对 -#.-! 区序列进

行多态性分析：（3）片段长度；（;）单链构象；（?）个别

碱基的 点 突 变。 不 同 酵 母 菌 种 间 !": B-IK -#.-!
区通常有片段大小的不同，即使个别菌种间片段长

度相同（如近平滑念珠菌和热带念珠菌），种间碱基

序列的差异 也 大 于 #%，即 至 少 会 有 ) 个 碱 基 的 差

异，这样的差异通过 ::NO 可以容易的检测到。如 )
种临床常见 酵 母 菌 不 同 种 的 菌 株 间 -#.-! 区 ::NO
图谱有明显的差异，可以容易的将不同种的菌株区

分开。同时同种不同临床分离菌株间 -#.-! 区没有

差异或差异 很 小，::NO 图 谱 完 全 相 同 或 非 常 相 似，

也容易将同一菌种的菌株归类在一起。个别菌种菌

株间的 -#.-! 可 能 会 有 多 态 性，如 白 色 念 珠 菌 -#.
-! 区有 # Q ! 碱 基 的 多 态 性，这 样 的 碱 基 差 异 通 过

::NO 也可以检测到。

::NO 方 法 分 辨 力 高、成 本 低、简 单、容 易 操 作。

但该方法也是基于图像分析的一种方法，不同批次

丙烯酰胺凝胶间不容易比较，不同实验室数据难以

共享是其最大的缺点。在本研究中，我们对实验流

程 ONR 扩 增、ONR 产 物 变 性、电 泳 和 检 测 分 析 等 操

作中的每个参数都进行标准化，同时每块凝胶板上

都加入标准菌株的 -#.-! 样品作为参照标准，实现

了不同批次实验结果的比较。以 ) 种临床常见酵母

菌的 !": B-IK -#.-! 作 为 标 准，可 以 清 楚 地 鉴 定

’$%的菌株。::NO 图 谱 还 可 以 帮 助 了 解 菌 株 间 的

亲缘关系，亲缘关系越近的菌株其 ::NO 图谱也越相

似。另外 #$% 的 菌 株 虽 然 不 能 明 确 其 属 于 哪 一 个

种，根据其 ::NO 图谱与已知菌种图谱的差异大小，

也可以初步了解其亲缘关系。

通过对临床 N<BDF3H3B 方 法 鉴 定 为 白 色 念 珠 菌

的菌株进行 ::NO 图谱分析，说明现行临床酵母菌鉴

定方法的准确性还有待提高。临床鉴定为白色念珠

菌的菌株有近 ,$%的菌株不是白色念珠菌，虽然我

们用 N<BDF3H3B 方法验证了部分错误 鉴 定 是 临 床 技

术人员的主观判断造成的，但这也说明基于颜色反

应的 N<BDF3H3B 菌种鉴定方法，由于方法本身的局限

性和颜色判断容易受判断者的主观影响，容易引起

临床 鉴 定 的 错 误。 同 时 N<BDF3H3B 显 色 培 养、KO8
!$N KJS 试剂盒等其他生理生化鉴定方法都依赖于

菌株培养，受制于菌株生长速度和培养的难易程度。

-#.-!P::NO 分析方法不依赖于菌株培养，在临床样

品中只要有微 量 的 -IK 就 可 以 被 检 测 到。因 此 在

快速诊断和灵敏度方面明显优于传统的生理生化鉴

定方法。

对临床 !"$ 株 酵 母 菌 菌 相 分 布 的 研 究 显 示：白

色念珠菌仍是我国真菌感染最主要的病原菌，其他

非白 色 念 珠 菌 的 比 例 也 有 明 显 的 提 高，已 达 到

&!%，这与国内其他研究者的结果相同［#+］。同时约

#$%的菌株为非常见的临床酵母菌，分布在 #" 个种

)#$#李娟等：!": B-IK 单链构象多态性分析在临床酵母菌菌种鉴定中的应用 T .微生物学报（!$$’）&’（+）



中。其 中 !"#$"% %&’(%)% 和 *+"#$’,-’+’& %,%$"" 分 别

来自肺泡液和气管组织，组织病理确认其就是患者

肺部感染的病原菌；另外我们还发现一株来自患者

痰标本的菌株，其 !"#!$ 区序列（!%$&’()"）与皱褶

念珠菌模式菌株（*+, -"&）的相应序列同源性最高，

在聚类分析中，该菌株也与皱褶念珠菌聚类在一个

分支上，但 与 皱 褶 念 珠 菌 模 式 菌 株 的 相 应 序 列 有

’ .(/的差异（$" 个 替 换 和 $ 个 插 入#缺 失），经 过 多

序列分析及生理生化鉴定，确定其为新种，并将其命

名为拟皱褶念珠菌（ .%&/"/% -,01/’+12’,%）［"-］。药敏

测试还显示该新种对多种临床常用抗真菌药物具有

很强的耐 药 性［"-］。临 床 菌 株 中 新 种 和 非 常 见 种 菌

株的出现给我们的临床诊断、预防和治疗带来了新

的挑 战。!"#!$0,,*1 方 法 能 够 实 现 对 非 常 见 种 菌

株的快速筛选，为及时、有效的临床治疗和预防提供

了新的手段。

总之，$-, 2!34 !"#!$0,,*1 图谱分析为临床大

量菌株标本的初步鉴定提供了一种快速、简单、低成

本和高分辨率的方法。目前由于不同实验室之间操

作流程还没有实现统一标准化，以及非常见种菌株

的鉴定还依赖于序列测定，该方法距离其在临床实

验室的推广使用还有一定的差距。如果能够实现不

同临床实验室临床标本处理、1*5 扩增、电泳等鉴定

流程标准化，建立一个临床致病酵母菌 ,,*1 图谱的

数据库，每个临床标本的 ,,*1 图谱都可以在该数据

库中找到对应的菌种名称，那么临床实验室大规模

样品的菌株鉴定将会变得简单快捷。这也是我们目

前和今后努力的目标和方向。

致谢 感谢北京朝阳医院检验科的栗芳大夫、北京

协和医院检验科细菌室徐英春主任、北京大学第三

医院皮肤科李东明副主任医师和解放军总医院第二

附属医院检验科雷红副主任医师，为本研究提供的
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