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·实验室研究·

广西贵港地区2009－2012年新生隐球菌
和格特隐球菌临床分离株基因分型
与毒力特性研究

边富宁 吴媛 于栓宝 车洁 李文革 邵祝军 朱兵清 卢金星

【摘要】 目的 研究广西贵港地区新生隐球菌和格特隐球菌临床分离株，在种、基因型和交

配型的构成及毒力特性。方法 收集 2009－2012年广西贵港地区临床分离的新生隐球菌株 20

株，PCR扩增转录间隔区（ITS）序列进行分子生物学验证，通过特异性引物进行PCR扩增，鉴定血

清型、交配型。利用M13-PCR指纹图谱法和URA5-限制性片段长度多态性分析法，鉴定和验证

基因型。表型研究包括37 ℃生长试验、黑色素生成试验和尿素酶试验。结果 20株有19株为新

生隐球菌格鲁比变种，血清型为A型，α交配型，基因型为VNⅠ型。1株为格特隐球菌，属α交配

型，基因型VGⅠ。毒力特性研究结果显示，所有临床分离株37 ℃正常生长，黑色素试验、尿素酶

试验阳性。结论 广西贵港地区隐球菌致病菌株中绝大多数（95%）为新生隐球菌格鲁比变种、血

清型为A型，α交配型，基因型为VNⅠ型，并发现格特隐球菌菌株。
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【Abstract】 Objective To understand the species，genotypes and mating types of Cryptococcus
neoformans and Cryptococcus gattii isolated from clinical samples in Guigang，Guangxi Zhuang
Autonomous Region. Methods A total of 20 Cryptococcus strains were isolated from clinical samples
in Guigang from 2009 to 2012. The biological identification was conducted by polymerase chain
reaction（PCR） to amplify internal transcribed spacer（ITS） sequences. The serotypes and mating
types of C. neoformans and C. gattii were identified by PCR with serotype-specific and mating
type-specific primers. The genotype was characterized by PCR fingerprinting and URA5 gene
restriction fragment length polymorphism（URA5-RFLP）. Phenotype study included growth test at
37 ℃，melanin production test and urease test. Results Among the 20 strains，19（95%）were
identified as C. neoformans varieties（var.）grubii（serotype A，mating type α，genotype VNⅠ），and
only 1 was identified as C. gattii（mating type α，genotype VG Ⅰ）. The results of virulence test
showed that all the strains grew well at 37 ℃ and positive in both urease test and melanin production
test. Conclusion C. neoformans var. grubii（serotype A，genotype VNⅠand mating type α）was the
predominant pathogen causing cryptococcosis in Guigang，and C. gattii strain was also detected.
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新生隐球菌（Cryptococcus neoformans）和格特隐

球菌（Cryptococcus gattii）主要侵犯人类或哺乳动物

的中枢神经系统，引起致命脑膜脑炎（cryptococcal

meningitis），亦可侵犯人体肺、皮肤、血液等组织器

官，引起严重疾病，死亡率高达 18%～37%，是目前

临床上最重要的致病真菌之一［1-2］。国内外研究显

示，隐球菌临床分离株主要为新生隐球菌格鲁比

变种，A血清型，VNⅠ基因型，α配型，在AIDS患者

中该型别分离率高于 99%［3-4］。我国隐球菌病呈散

发性，多数患者无明显的基础疾病［5-6］。本研究旨在

分析广西贵港地区新生隐球菌和格特隐球菌种、变

种、血清型、交配型和基因型的构成及生物学特征，

以期阐明该地区两种隐球菌临床株的分子流行病学

特征。

材料与方法

1. 实验菌株：20 株隐球菌临床菌株分离于

2009－2012年广西贵港市人民医院、贵港市港南区

医院、桂平市人民医院、桂平市妇幼保健院、平南县

人民医院等5家医院的20例隐球菌病患者，其中19

株分离自脑脊液，1株分离自血液。8株隐球菌标准

株（MYA4560、MYA4561、MYA4562、MYA4563、

MYA4564、MYA4565、MYA4566、MYA4567）及白色

念珠菌标准株 ATCC6258 购于美国菌种保藏中心

（ATCC）。血清型及α、a 配型标准株：H99（Aα）、

KN99（Aa）、JEC21（Dα）、JEC20（Da）、WM276（Bα）、

E566（Ba）为美国杜克大学医学中心 J. Heitman教授

馈赠。

2. 主要试剂：沙保氏培养基购自英国OXOID公

司、酵母基因组DNA提取试剂盒购自天根生化科技

（北京）有限公司、PCR相关试剂购自宝生物工程（大

连）有限公司、限制性内切酶购自美国NEB公司。

3. 研究方法：

（1）隐球菌的普通 PCR 鉴定：将菌株接种于沙

保氏琼脂培养基，25 ℃培养 48 h，按试剂盒说明书

提取基因组 DNA，分光光度计测定提取 DNA 浓度

及A260/A280比值，-20 ℃保存备用。利用转录间隔

区（ITS）的引物（上游：5′-TCC GTA GGT GAA

CCT GCG G-3′，下游：5′-TCC TCC GCT TAT

TGA TAT GC-3′）扩增隐球菌 rDNA的 ITS区，扩增

产物经纯化后双向测序，并经DNAStar软件拼接，在

NCBI 中的 BLAST（http：//blast.ncbi.nlm.nih.gov）进

行比对，鉴定至变种水平［7-8］。

（2）血清型和配型分析：参照Bovers等［9］的研究

方法，用新生隐球菌血清型和交配型特异性引物，对

受试菌株DNA进行PCR扩增，扩增产物经琼脂糖凝

胶电泳，与标准株比较确定血清型，引物序列见表1。

（3）基 于 PCR 指 纹 分 型 和 URA5-RFLP

（restriction fragment length polymorphism）的分子分

型：PCR 指纹分型参照 Meyer 等［10-11］的反应体系及

反应条件，比较受试菌株与 8种基因型标准株电泳

图谱结果，仅比较条带的有无，不比较亮度，进行分

型归类。URA5-RFLP 分子分型方法：采用引物

URA5（5′-ATG TCC TCC CAA GCC CTC GAC

TCC G-3′）和 SJ01（5′-TTA AGA CCT CTG AAC

ACC GTA CTC-3′）［10］，PCR扩增URA5基因，取9 μl

扩增产物，加入 5 μl 的 10×限制酶消化缓冲液，加

入 30 U的 Sau96I，60 U的Hhal，补加灭菌蒸馏水至

50 μl，37 ℃酶切 3 h，置于 65 ℃，20 min 终止反应。

酶切产物经3%的琼脂糖凝胶电泳，紫外线成像系统

摄像后，与标准菌株的酶切谱型进行比较，分析酶切

谱型。

4. 毒力特性研究：

（1）37 ℃生长试验：以标准菌株新生隐球菌H99

作为阳性对照，将活化48 h后的受试菌接种于沙保氏

培养基，37 ℃培养3 d，观察菌落生长情况，培养基见

典型的酵母样菌落生长为阳性，否则为阴性。

（2）黑色素生成试验：将受试菌与阴性对照白

色念珠菌（ATCC6258），阳性对照新生隐球菌

（ATCC4563）分别接种于多巴培养基，25 ℃培养

3 d，观察菌落颜色变化。菌落变黑为阳性，未变色

者为阴性。

表1 隐球菌血清型、配型特异性引物序列

引物名称

JOHE 3241

2596

3240

2596

7270

7272

7264

7265

7273

7275

7267

7268

MFαU

MFαL

STE12αU

STE12αL

序列（5′～3′）

CATCGCTCCACATCTTCGTT

GCCAGAGAGATTCGATGTTG

TCCACCCCATTCATACCCG

GCCAGAGAGATTCGATGTTG

ATCAGAGACAGAGGAGGAGCAAGAC

TCCACTGGCAACCCTGCGAG

AGCTGATGCTGTGGATTGAATAC

GTTCAATTAATCTCACTACCTGTAG

GTTCATCAGATACAGAGGAGTGG

CTCCACTGTCAAACCTACGGC

ATAGGCTGGTGCTGTGAATTAAG

GTTCAAGTAATCTCACTACATGCG

TTCACTGCCATCTTCACCACC

TCTAGGCGATGACACAAAGGG

CAATCTCAAAGCGGGGACAG

CTTTGTTTCGGTCCTAATACAGCC

血清型

A

D

A

A

D

D

-

-

交配型

-

-

a

α

a

α

α

α
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（3）尿素酶试验：将受试菌与阴性对照白色念珠

菌（ATCC6258）和阳性对照新生隐球菌（ATCC4563）

分别接种于尿素培养基，25 ℃培养3 d，观察培养基

颜色变化。培养基变为桃红色者为阳性，未变色者

为阴性。

结 果

1. 菌株鉴定：ITS区扩增后双向测序，经DNAStar

软件拼接，在 NCBI 中的 BLAST（http：//blast.ncbi.

nlm.nih.gov）进行比对鉴定，20株临床株中，19株为

新生隐球菌格鲁比变种，1株为格特隐球菌。

2. 血清型和配型：经引物 JOHE 3241、2596 扩

增，19 株获得目的条带，1 株为阴性。再以引物

JOHE 3240、2596、7270、7272、7264、7265、7273、

7275、7267、7268 扩增 19 株菌的 DNA 模板，仅

JOHE 7264、7265扩增获得目的条带，其余均无扩增

产物。提示该 19株均为A血清型，配型为α型。余

下1株经引物MFαU、MFαL、STE12αU、STE12αL扩

增，可获得目的条带，鉴定为α交配型。部分菌株血

清型鉴定扩增产物电泳结果见图1。

3. PCR指纹图谱、URA5-RFLP电泳：基因型标

准株经M13-PCR指纹图谱分型电泳后呈现 8种不

同条带谱型，差异明显。分析受试株电泳条带，不考

虑条带亮度的强弱，19株新生隐球菌格鲁比变种电

泳条带一致，与 1 株格特隐球菌条带有显著不同。

与标准株电泳结果比较分析表明，19株新生隐球菌

格鲁比变种电泳条带与 VN Ⅰ基因型标准株

（MYA4564）一致，其基因型为VNⅠ，1株格特隐球

菌（GX11）电 泳 条 带 与 VG Ⅰ 基 因 型 标 准 株

（MYA4560）一致，其基因型为VGⅠ。

URA5-RFLP电泳结果经与标准菌株的酶切谱

型比较，19株新生隐球菌基因型均为VNⅠ，1株格

特隐球菌（GX11）基因型为VGⅠ。根据M13-PCR

指纹图谱与URA5-RFLP方法，均可将待测菌株鉴

定至不同基因型别，且两者鉴定结果一致，提示临

床分离隐球菌 95%（19 株）为 VNⅠ基因型，5%（1

株）为 VG Ⅰ 基 因 型 。 部 分 临 床 株 及 标 准 株

M13-PCR 指纹图谱和 URA5-RFLP 酶切谱型凝胶

电泳图见图2。

4. 毒力特性：37 ℃生长试验显示，20株隐球菌

临床株均形成典型酵母样型菌落；黑色素生成试验

显示，20株隐球菌临床株均可生成黑色素；尿素酶

试验显示，20 株隐球菌临床株均培养后均为桃红

色，隐球菌GX1毒力特性研究结果见图3。

讨 论

新生隐球菌包括3个变种：格鲁比变种、新生变

种和2个变种的杂合体，有A、D、AD三种血清型，基

因型包括VNⅠ、VNⅡ、VNⅢ和VNⅣ；格特隐球菌

包括B、C两种血清型，基因型有VGⅠ、VGⅡ、VGⅢ

和 VGⅣ。变种、血清型和基因型之间存在对应关

系：格鲁比变种＝A血清型＝VNⅠ、VNⅡ；新生变

种＝D 血清型＝VNⅣ；杂合子＝AD 血清型＝VN

Ⅲ；格特隐球菌＝B/C血清型＝VGⅠ～ VGⅣ。研

究表明，新生隐球菌和格特隐球菌不同变种及不同

基因型之间，在耐药性、易感染对象、感染临床特点

及流行病学等方面均有显著差异［1，10，12-13］。Barchiesi

等［14］研究证实，不同交配型对动物的致病性有差异，

α配型强于 a配型。本研究结果显示，新生隐球菌格

鲁比变种中的 VNⅠ基因型和α交配型菌株为贵港

地区隐球菌病常见的致病菌，其流行特征与我国其

他地区及国外文献报道流行趋势无明显差异［3，5，13］。

新生和格特隐球菌存在α和 a 两种交配型（mating

type，MAT），本研究临床分离株均为α交配型，支持已

有关于α交配型致病性强于 a交配型的研究结果［15］。

有研究表明，新生隐球菌交配型分析在菌种鉴定、流

行病学、生态学、生物学等方面有着重要意义［16］。本

研究患者年龄范围为9～81岁，发现1例9岁儿童隐

球菌病且无基础疾病，分离鉴定为VNⅠ型新生隐球

菌格鲁比变种感染。研究表明，儿童隐球菌病较为

少见，Zhu 等［17］回顾了上海长征医院近 10 年间约

150例隐球菌病例，仅发现11例儿童隐球菌病，平均

年龄7.25岁，且全部HIV感染阴性，儿童隐球菌病发

生较低的原因尚不清楚，需进一步研究。

注：M：2 000 DNA Marker；1～5：GX1、KN99（Aa）、H99（Aα）、

ATCC6258（阴性对照）、空白对照（检测Aa血清型及配型）；6～10：

GX1、KN99（Aa）、H99（Aα）、ATCC6258（阴性对照）、空白对照（比较

配型）；GX1与H99扩增条带一致，故血清型配型为Aα

图1 GX1与标准株血清型、配型PCR扩增凝胶电泳
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新生隐球菌的流行病学特征与血清型有密切关

系，如地理分布、生态位和临床特点等均与血清型有

关［18］。Chen 等［5］研究了我国 16 个省（市）1980－

2006年间120株新生隐球菌，其血清型均为A型，交

配型为α，反映了A血清型为我国大部分地区临床新

生隐球菌主要流行血清型，但该研究未涉及广西分

离的临床分离隐球菌。本研究中 19株菌血清型均

为 A 型，且α交配型较 a交配型呈优势分布，反映 A

血清型在广西贵港地区同样为优势血清型，与文献

报道一致。本研究采用新生隐球菌血清型和交配型

的特异性引物，用分子生物学方法鉴定血清型配型

较之传统的血清学方法较为稳定，能够有效地区分

A、D及AD血清型菌株［19］。通过对新生隐球菌和格

特隐球菌毒力因子黑色素、尿素酶和 37 ℃生长试

验结果进行比较，显示在生成黑色素方面，因作用

底物不同，菌株产生黑色素时间略有不同，但最终

均产生黑色素；在尿素酶产生和 37 ℃生长方面无

显著差异。

格特隐球菌在流行病学和所致感染的临床特

点上均与新生隐球菌有明显差异［12］。自 1999 年

起，格特隐球菌在加拿大温哥华岛东部造成暴发感

染，而此前不认为该地是格特隐球菌感染的活跃区

域［20-21］。2010 年，日本报道了 1 例感染与加拿大温

哥华岛格特隐球菌暴发流行主要高毒力 VGⅡa型

注：VGⅠ～VNⅣ为 8种基因型标准株MYA4560（VGⅠ）、MYA4561（VGⅡ）、MYA4562（VGⅢ）、MYA4563（VGⅣ）、MYA4564（VNⅠ）、

MYA4565（VNⅡ）、MYA4566（VNⅢ）、MYA4567（VNⅣ）；ⒶPCR指纹图谱，M：5000 DNA Marker，1～12：GX9-GX20；ⒷURA5-RFLP凝胶电

泳，M：200 bp Ladder DNA Marker，1～16：GX1～GX16

图2 部分隐球菌PCR指纹图谱、URA5-RFLP凝胶电泳图

注：Ⓐ37 ℃生长试验；Ⓑ黑色素生成试验；Ⓒ尿素酶试验

图3 隐球菌GX1毒力特性试验
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菌株基因型一致的菌株，提示该高毒株可能已随着

国际交流播散至亚太地区［22］。目前我国尚无高毒力

型别菌株暴发感染的报道，本研究中发现1株VGⅠ

型格特隐球菌，毒力特征与新生隐球菌无显著差

异，未发现与暴发流行株基因型一致的菌株，亦未

发现格鲁比变种中的VNⅡ及格特隐球菌的VGⅡ、

VGⅢ、VGⅣ基因型，可能与收集的样本量有关，和

基因型的分布与地域差异也有一定相关性。

利用 M13-PCR 指纹图谱和 URA5-RFLP 的方

法均可将待测菌株分为8种基因型，其中M13-PCR

指纹图谱方法利用单引物扩增出多个扩增产物，经

电泳产生多个条带，对DNA样本质量要求较高且电

泳时间长。采用URA5-RFLP方法可将一次PCR扩

增产物，进行多次酶切电泳进行验证，酶切片段较小

电泳时间短，可有效的区分 VNⅢ不同杂合子的构

成。两种方法联合使用，对于有效区分隐球菌 8种

主要基因型及区分不同基因型别构成的杂合子具有

重要意义。
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