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非艾滋病病毒感染临床病例肺孢子菌
肺炎的流行病学研究

孙岚黄敏君安亦军郭增柱

【摘要】 目的了解非HIV感染临床病例肺孢子菌肺炎(PCP)的流行现状。方法用六亚甲

基四胺银(GMs)染色镜检和PCR对85l例非HIV感染肺炎患者进行检测，从患者痰液或支气管肺

泡灌洗液中查到肺孢子菌包囊或DNA为确诊PCP的依据。结果85l例肺炎患者中，肺孢子菌

GMS阳性123例(14．5％)，PCR阳性202例(23．7％)；有免疫功能低下表现的肺炎患者肺孢子菌检

出率最高，GMS和PCR阳性率分别高达28．2％和39．4％；在高龄慢性病患者和无明确免疫受损史、

肺感染原因待查患者中亦检出PCP患者，GMS阳性率分别为8．7％和10．9％，PCR阳性率分别为

17．5％和19．6％。结论非HIV感染临床病例发生PCP的风险较高，临床医师应注意鉴别有无

PCP的可能。

【关键词】 肺孢子菌肺炎；艾滋病病毒感染；临床病例；流行病学研究
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【Abstract】 Objective To analyze the epidemiologic features of Pneumocystis peumonia

(PCP)among non．HIV infected patients in China．Methods Sputum or bronchoalveolar lavage fluid

(BALF)specimens obtained from 85l pneumonia patients without HIV infection from Jan．2006 to

Oct．2008 were detected．using PCR and Gomori’S methenamine silver(GMS)stain for Pneumocystis

jirovecii．Results Ofthe 615 sputum specimens．P．jirovecii positive rates ofPCR and GMS stain were

20．3％and 10．2％respectively(P<0．05)．Of236 BALF specimens，P-jirovecif positive rates ofPCR

and GMS stain were 32．6％and 25．5％respectively(P>O．05)．Ofthe total 851 pneumonia cases。123

(14．5％)were GMS positive for P．jirovecii cyst and 202 cases(23．7％)were PCR positive for

P firovecii DNA．In those inlmuno-suppressed patient group including patients谢m connective tissue

diseases，organ transplant recipients，nephrotic，hematologic diseases and malignant tulnor，P．firovecii

positive mte appeared the highest．28．2％for GMS stain and 39．4％for PCR．There were alSO PCP

patients in the immuno-competent pneumonia patient groups including senile patients with chronic

diseases and patients without clear predisposing immuno．deficiencies．The positive rates of P．jirovecii
GMS were 8．7％and 10．9％．respectively and 17．5％and 19．6％for P．jirovecif under PCR．

Conclusion PCR assay seemed sensitive for the detection of P．jirovecii in the sputum specimens and

could be used for screening PCP patients without HIV infection．Our data showed that there Was high

risk ofPCP in non．HIV infected patients in China．

【Key words】Pneumocystis pneumonia；Human immunodeficiency virus，infection；Clinical
patients；Epidemiologic study

耶氏肺孢子菌(Pneumocystisfirovecii)是一种机

会性致病真菌，能引起免疫功能受损者致死性间质

肺炎，即肺孢子菌肺炎(Pneumocyst括pneumonia，
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·现场调查·

PCP)⋯。PCP在20世纪40—50年代主要见于二战

后欧洲严重营养不良的婴幼儿，80一90年代则主要

流行于HIV感染人群，曾被视为AIDS的“标志

病”。近年来由于采用高效抗反转录病毒治疗HW

感染，AIDS患者PCP发病率已显著下降陋]，但随着

肿瘤放化疗患者、接受免疫抑制剂治疗的器官移植

者、自身免疫性疾病患者等非HIV感染免疫功能低

下或缺陷人群的扩大，PCP患者日益增多【3】。本课
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题组曾比较了在不同虫荷条件下用PCR及六亚甲

基四胺银(GMS)染色法诊断大鼠PCP的价值及检

测临床PCP患者痰标本的诊断价值【4’51。在此基础

上，本研究用这两种方法对非HIV感染肺炎患者进

行肺孢子菌感染的流行病学调查，以了解我国此类

人群PCP的流行现状。

对象及方法

1．调查对象：从2006年1月至2008年10月，共

收集来自北京、河北、山东、山西、辽宁、内蒙古等地

区851例肺炎患者的临床标本进行PCP检测，其中

236例的标本为支气管肺泡灌洗液(BALF)，615例

标本为痰液。851例患者均有发热、咳嗽、呼吸急促

等呼吸道感染症状，胸部x线显示炎性病变；其中男

性546例，女性305例，年龄1—101岁，平均(53．9±

21．3)岁。根据病史，851例肺炎患者按病情可分为3

组：①因接受免疫抑制剂和细胞毒性药物治疗而有

免疫功能低下表现的患者188例，其中有肾病患者

(肾小球肾炎、肾病综合征等)14例、结缔组织病患

者(系统性红斑狼疮、ANCA相关性血管炎、皮肌炎、

干燥综合症等)3l例、器官移植患者(肾移植、骨髓

移植、肝脏移植、心脏移植等)87例、血液病患者(白

血病、再生障碍性贫血等)27例、肿瘤化疗患者(淋

巴瘤、肝癌等)29例。②高龄慢性病患者103例，年

龄81—101岁，此组患者虽未接受免疫抑制剂和细

胞毒性药物治疗，无明显免疫缺陷，但因某些慢性病

而长期卧床。③无明确免疫功能受损史，肺感染原

因待查患者560例。

对照组为非PCP呼吸系统感染者，共20例，包

括肺结核3例，慢性支气管炎合并细菌感染12例，细

菌性肺炎5例。诊断标准为：①无免疫功能低下表

现和使用激素、免疫抑制剂史；②有发热、咳嗽、咳痰

等临床表现；③相应的病原学检查阳性；④经抗生素

或抗结核药物治疗后好转。均采用痰标本。

2．调查方法：

(1)病原检测b】：采用GMS染色镜检法进行病

原学检测BALF、液化后的痰液经离心，取沉淀涂

片。将制备好的涂片固定后，5％过碘酸钠氧化20℃

孵育12 min，流水及蒸馏水冲洗数秒，晾干；置GMS

染液，60℃孵育90 min至标本转为黄褐色，流水冲

洗5 rain，蒸馏水冲洗3～4次；0．1％氯化金褪色

2～5 min，蒸馏水冲洗4～5次；2％硫代硫酸钠分

化5 rain，流水冲洗10 min以上，蒸馏水洗2～3次；

亮绿复染2 min，蒸馏水冲洗数次；95％、99％、100％

乙醇逐级脱水各5 lIlin；二甲苯透明30 min，树胶封

片。涂片经染色后由2名技术员镜检读取。

(2)PCR检测：PCR引物为肺孢子菌线粒体大亚

基rRNA中的2个片段哺1，其碱基序列为：5’．有义引

物pAZl02-E：5 7一GAT GGC TGT TTC CAA GCC

CA．3’；3’．反义引物pAZl02一H：5’．GTG TAC

G1vr GCAAAG TAC TC一3’。由北京赛百盛生物

制剂有限公司合成，并经脱盐纯化。模板的制备，

取痰标本或BALF 1 ml，加等量1 mol／LNaOH，37℃

水浴30 min，6000 r／min离心5 min，用生理盐水洗2

次后，加细胞裂解液(北京华美生物转导有限公司)

30斗l，最后加无菌去离子水至300 gl，置60℃水浴

1 h，100℃煮沸15 min，6000 r／rain离心l rain后备

用。PCR反应：采用25山反应体系(PTC．200，美国

Bio—Rad公司)：10 X buffer 2．5¨l，25 mmol／L MgCl2

2．5¨l，10 mmol／L4×dNTPs 2．0 pl，20 gmol／L弓I物

pAZl02．E及pAZl02．H各1．5¨l，3 U／gl Taq酶l pl

(购自北京华美生物转导有限公司)，模板2．5¨l，

无菌去离子水11．5¨l。反应条件：94℃预变性
5 rain；94℃变性1 min，550C退火1．5 min，720C延伸

1．5 rain，35个循环后720C延伸7 min。取10“l扩增

产物与2 rtl Loading buffer混匀后于DYY-llI 2型稳

压稳流电泳仪行琼脂糖凝胶电泳(AGE)，80 mA电

流电泳40 min，置凝胶分析仪中观察结果，产物片段

长346 bp。以人源肺孢子菌分离株Ptl DNA为阳性

对照【7】，同时设立阴性对照和空白对照。

(3)PCP的诊断标准：患者有发热、干咳，逐渐

加重的呼吸困难等临床表现、肺部体征时，胸部x线

显示典型碟形毛玻璃状或迷雾状阴影，为疑似

PCP。从患者的痰液、BALF查到肺孢子菌包囊或

DNA为确诊的依据。一

3．统计学分析：采用SPSS 11．5统计软件进行

分析。应用配对资料或行X列表f检验比较各组患

者BALF和痰液标本GMS镜检及PCR的检测结果。

结 果

1．PCP检测结果：表1显示，GMS镜检阳性123

例(14．5％)，PCR阳性202例(23．7％)。经配对资料

)c2检验：BALF GMS镜检阳性率(25．4％)与痰液

GMS镜检阳性率(10．2％)相比，差异具有统计学

意义(f=39．577，P<0．01)；而BALF标本和痰液标

本的PCR阳性率分别为32．6％和20．3％，二者之间差

异也有统计学意义(Z=154．123，P<0．01)。

2．PCP的分布特点：
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表1 851例肺炎患者PCP检查的结果

(1)性别分布：851例肺炎患者中，肺孢子菌

GMS镜检和PCR检查，男性546例，阳性率分别为

13．9％和23．3％；女性305例，阳性率分别为15．4％和

24．6％；男女性间差异无统计学意义(f分别为0．352

和0．191，P值均>O．05)。

(2)年龄分布：表2显示，非HIV感染的临床患

者PCP的检出率随着年龄组的增长，检出率变小，呈

负相关关系。

表2 851例肺炎患者巾PCP的年龄分布

(3)PCP在非HIV感染肺炎患者中的分布：表3

显示，在188例因接受免疫抑制剂和细胞毒性药物

治疗而有免疫功能低下表现的肺炎患者①组中，肺

孢子菌GMS镜检和PCR检查阳性率分别高达

28．2％和39．4％；其中肾病患者并发肺炎时PCP所占

比率最高，肺孢子菌GMS和PCR阳性率分别高达

64．3％和78．6％；其次为结缔组织疾病患者(分别为

35．5％和48．4％)、器官移植患者(分别为27．6％和

40．2％)、血液病患者(分别为25．9％和29．6％)及肿瘤

化疗患者(分别为6．9％和17．2％)。在高龄慢性病患

者②组和无明确免疫受损史、肺感染原因待查患者

③组中亦检出PCP患者，GMS阳性率分别为8．7％和

10．9％，PCR阳性率分别为17．5％和19．6％。对照组

PCR及GMS检查结果均为0％。

讨 论

本研究显示病原学检查是诊断PCP最可靠的方

法，其敏感性与所用染色方法、标本种类及技术人员

的经验有关。肺孢子菌在不同的生活史阶段、不同

的生存环境下其形态会发生较大的变化，其滋养体

与包囊的比例约为10：l，应用只能使包囊着色的

GMS染色方法进行病原学检查的漏诊率很高。所

表3 851例肺炎患者及对照组PCP的检查结果

豢 原发疾病 例数百雨翥—GM面S蚕而百捕历—PC葡R丽

注：4 1与2：f----32．604，P<O．05；1与3：f=15．020，P<O．05；2

与3：f=o．428，P>O．05。‘1与2：X2=14．743，P<O．05；1与3：X2=

29．506，P<O．05；2与3：f=o．262，P>O．05

检标本主要为痰液和BALF。痰液检查虽简便、安

全、无损伤，但咳痰标本的病原体检出率很低(6％一

30％)；导痰方法可提高检出率(60％一72％)；而

BALF标本的病原体检出率则高达98％一100％【8】。

本课题组曾用动物实验证实，用PCR及GMS检测肺

荷菌量高的PCP大鼠BALF标本的敏感性分别为

100％和92．6％，治疗后肺荷菌量明显降低后其敏感

性分别为88．1％和30．5％；而用PCR及GMS检测临

床PCP患者的痰标本，敏感性分别为100％和

35．0％；而相应的对照实验表明这两种方法特异性

均很好(too％)[4j】。本组用GMS染色法检测615例

患者痰标本中的肺孢子菌包囊，检出率为10．2％，而

236例患者的BALF标本的检出率则高达25．4％；二

者差异有统计学意义。由于用染色镜检的方法检查

痰标本的敏感性较低，痰镜检阴性不能作为临床排

除诊断的指标，而应该改用BALF标本或采用更敏

感的PCR方法进一步除外肺孢子菌感染的可能归】。

本组PCR检测应用敏感特异的肺孢子菌线粒体大

亚基rKNA基因引物，以基因释放剂制备模板DNA，

为防止可能含有的抑制物对结果的影响，对临床高

度疑似PCP而PCR检测阴性的标本设立内对照以

保证实验的准确性。结果显示，615例患者的痰标

本PCR阳性率为20．3％，与10．2％的GMS检出率差

异有统计学意义(P<0．05)；而236例患者的BALF

PCR阳性率与GMS检出率差异无统计学意义(P>

0．05)。上述结果提示用PCR检测痰标本的方法筛

查非HIV感染临床病例中的PCP患者具有较高的应

用价值。

PCP常见于HIV感染的患者，在非HIV感染的

其他患者中，PCP的发病率约为0．001％～10．1％之
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间。有资料显示，在接受ICU治疗的PCP患者中，非

HIV感染患者的比例已由1993年的0上升到2006

年的75％【l0‘。这些非HIV感染的临床病例主要为白

血病、淋巴瘤、器官移植、结缔组织病等患者，因使用

激素和免疫抑制剂治疗而继发免疫功能受损；结缔

组织病患者更易发生PCP‘II-D]。有些老年患者虽然

没有明显免疫缺陷，但冈长期吸烟或患有某些慢性

病，如帕金森病、营养不良、冠心病、脑血管疾病和慢

性肾功能衰竭时，也容易发生PCP【14’”】。依据本组

诊断标准，凡从痰液或BALF标本中检出肺孢子菌

包囊或DNA的患者，即确诊为PCP病例，结果表明，

85l例非HIV感染的免疫功能受损患者并发肺炎时

易发生PCP，其中尤以肾小球肾炎、肾病综合征等肾

病患者并发肺炎时肺孢子菌GMS和PCR检出率最

高，其次为结缔组织疾病患者、器官移植患者及血液

病患者。高龄慢性病并发肺炎的患者以及无明确免

疫功能受损、肺感染原因待查患者中亦有PCP发病

者，其发病率低。

PCP为一种间质性肺炎，主要临床表现为突发

高热，持续干咳、胸痛、进行性呼吸困难、发绀，最终

导致呼吸衰竭。病程进展迅速，如诊治及时，患者可

逐渐恢复，否则患者常于4～7 d内死亡。有报告接

受ICU治疗的59例PCP患者，死亡率为53％cI引。

PCP临床表现无特异性，影像学难与狼疮性肺炎、真

菌|生肺炎、巨细胞病毒性肺炎等鉴别，有时酷似播散

性肺结核。我国大多数地区的医生及检验人员对

PCP的了解甚少，认识水平及诊断水平较低，易误诊

为细菌性、病毒性、结核性或真菌性感染。因此临床

医师对免疫功能受损患者、高龄慢性病患者出现干

咳、呼吸困难和发热，且症状与体征不相符时，应注

意有无合并PCP的可能，对免疫功能正常的肺感染

原因待查患者也应注意鉴别PCP，及早进行病原学

检查和(或)DNA检测。
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