
中华流行病学杂志 2023 年 5 月第 44 卷第 5 期　Chin J Epidemiol, May 2023, Vol. 44, No. 5

血液中念珠菌重组人甘露聚糖结合凝集素
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【摘要】　目的　建立重组人甘露聚糖结合凝集素蛋白（M1 蛋白）磁珠富集病原体结合重组酶辅

助聚合酶链式反应（RAP）巢式核酸扩增技术检测血液中白色念珠菌和热带念珠菌的方法，以实现对

白色念珠菌血症和热带念珠菌血症的早期诊断。方法　针对白色念珠菌和热带念珠菌的内转录间隔

区的高度保守区域的设计引物探针，建立检测白色念珠菌和热带念珠菌的 RAP 检测方法；用梯度稀

释的标准菌株核酸和临床常见的血流感染病原体核酸检验灵敏度、重复性、特异性；用模拟样本进行

M1 蛋白磁珠富集血浆白色念珠菌和热带念珠菌 RAP 和实时荧光 PCR 的检测，并对结果进行比较。

结果　建立的双重 RAP 方法灵敏度为 2.4~2.8 拷贝/反应，重复性好，特异性高；M1 蛋白磁珠富集病原

体结合双重 RAP 方法可在 4 h 内完成对血浆中白色念珠菌和热带念珠菌的检测，<10 CFU/ml 的病原

体富集后进行 RAP 检测样本数较 PCR 检测样本数多。结论　本研究建立了检测血液中白色念珠菌

和热带念珠菌的双重 RAP 方法，该检测方法具备准确、快速、减少污染物的优点，在念珠菌血症快速

检测中具有较好的应用潜力。

【关键词】　白色念珠菌；　热带念珠菌；　重组人甘露聚糖结合凝集素蛋白磁珠；　念珠菌血

症；　重组酶辅助聚合酶链式反应
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【Abstract】 Objective　 To establish a nested recombinant enzyme-assisted polymerase 
chain reaction (RAP) technique combined with recombined mannose-binding lectin protein (M1 
protein)-magnetic beads enrichment for the detection of Candida albicans (C. albicans) and Candida 
tropicalis (C. tropicalis) in blood samples for the early diagnosis of candidemia albicans and 
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candidiemia tropicalis. Methods　 The primer probes for highly conserved regions of the internal 
transcribed spacerregions of C. albicans and C. tropicalis were deigned to establish RAP assays for 
the detections of C. albicans and C. tropicalis; The sensitivity and reproducibility of nucleic acid tests 
with gradient dilutions of standard strains and specificity of nucleic acid tests with common clinical 
pathogens causing bloodstream infection were condcuted. M1 protein-magnetic bead enriched 
plasma C. albicans and C. tropicalis were used for RAP and PCR in with simulated samples and the 
results were compared. Results　 The sensitivity of the established dual RAP assay was 
2.4-2.8 copies/reaction, with higher reproducibility and specificity. M1 protein-magnetic bead 
enrichment of pathogen combined with the dual RAP assay could complete the detections of 
C. albicans and C. tropicalis in plasma within 4 hours. Fie the pathogen samples at concentration <
10 CFU/ml, the number of the samples tested by RAP was higher than that tested by PCR after 
enrichment. Conclusion　 In this study, a dual RAP assay for the detections of C. albicans and 
C. tropicalis in blood sample was developed, which has the advantages of accuracy, rapidity, and less 
contaminants and has great potential for rapid detection of Candidemia.

【Key words】 Candida albicans; Candida tropicalis; Recombined mannose-binding lectin 
protein-magnetic beads; Candidemia; Recombinant enzyme-assisted polymerase chain reaction
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血流感染作为住院患者发病和死亡的重要原

因，念珠菌血流感染在其中占据相当地位［1-2］。在

美国，念珠菌血症是住院患者死亡的常见原因，并

且导致了 8%~10% 的血流感染［3］。在过去的十几

年中，随着肿瘤患者的增加、免疫抑制剂及抗菌药

物的使用，念珠菌血流感染患者呈逐年上升的趋

势，耐药情况亟需得到改善［4-5］。有研究显示，有效

的抗真菌治疗每延迟 1 d，患者的死亡风险可增加

50%［6］。由于缺乏早期快速诊断的技术，临床上常

用的金标准为菌株培养，但血液念珠菌往往需要

5~7 d 的增菌培养，并且灵敏度较低，血培养的阳性

率约 50%，甚至更低［7］，严重干扰了临床疾病的诊

断，影响患者病情和预后，因此早期对致病菌作出

明确诊断对于临床相当重要。

目前对于念珠菌的实验室分子诊断包括 PCR
技术、实时荧光定量 PCR 技术、等温扩增技术、质谱

技术等［8］，在一定程度上为念珠菌的诊断缩短了时

间，但往往建立在一段时间的培养后。本研究选择

白色念珠菌和热带念珠菌高度保守的内转录间隔

区（ITS）作为靶基因设计引物［9］，应用重组酶介导

等温扩增（RAA）技术与 PCR 相结合，采取重组人甘

露聚糖结合凝集素蛋白（M1 蛋白）磁珠富集病原体

联合重组酶辅助聚合酶链式反应（RAP）的巢式核

酸扩增技术对念珠菌 rDNA 的 ITS 进行核酸扩增，建

立对于白色念珠菌和热带念珠菌的双重 RAP 检测

方法［10］，对血液中念珠菌达到快速检测的目的。

材料与方法

1. 材料：

（1）菌株：白色念珠菌标准株（ATCC753）和热

带念珠菌标准株（ATCC750）由中国 CDC 传染病预

防控制所医院感染室提供。

（2）冰冻血浆：在知情同意的情况下，采集健康

志愿者血样本置于抗凝管中，离心后收集血浆，储

存于-80 ℃冰箱中备用。

（3）M1 蛋白：由中国 CDC 传染病预防控制所医

院感染室提供。

（4）主要试剂与仪器：沙氏琼脂培养基（中国北

京陆桥技术股份有限公司），酵母浸出粉胨葡萄糖

培养基（YPD）（中国青岛海博生物技术有限公司），

1×磷酸缓冲盐溶液（PBS）（美国 GIBCO 公司），蛋白

A 磁 珠（中 国 无 锡 百 迈 格 生 物 科 技 有 限 公 司），

E.Z.N.A.® Yeast DNA Kit 试剂盒（美国 Omega 生物

技术公司），FastPure® Microbiome DNA Isolation Kit
试剂盒（中国南京诺唯赞生物科技股份有限公司），

RAA 核酸扩增试剂盒（基础法）（中国江苏奇天基

因生物科技有限公司），无核酶水（DEPC 水）（中国

北京索莱宝科技有限公司），Entrans qPCR Probe 
Set V2 试剂盒（中国武汉爱博泰克生物科技有限公

司），CO2 培 养 箱（美 国 Thermo 公 司），Roche 
LightCycler®480 Ⅱ荧光定量 PCR 仪（美国罗氏诊断

产品有限公司）。

2. 方法：

（1）引物设计：RAP 的外部引物通过改造 PCR
的内部引物而成，在美国国立生物技术信息中心

GenBank 网站中下载白色念珠菌和热带念珠菌的

ITS 基 因 序 列 ，通 过 VectorNTI 11.5.1 软 件 进 行 比

对，参考 RAA 引物探针的设计原则，使用 Oligo 7 软

件对其引物二聚体、三级结构和 GC 含量等指标进

行分析和评估。RAP 的内部引物和探针选择参考

文献［11］，再选择白色念珠菌和热带念珠菌的高保
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守 ITS 基因区域设计 RAA 引物，引物和探针由生工

生物工程（上海）股份有限公司合成。见表 1。

（2）菌株基因组 DNA 提取：将白色念珠菌、热

带念珠菌分别挑取单个菌落溶于 PBS（<2×107 个细

胞）置于 1.5 ml 微型离心管中，根据 Omega 真菌提

取 试 剂 盒 说 明 书 提 取 基 因 组 DNA，取 2 μl 使 用

Qubit dsDNA BR/HR 检测试剂盒和 Qubit 2.0 荧光

定量计对基因组 DNA 进行定量，并将核酸以 10 倍

梯度稀释，浓度范围为 10-6~10-1 ng/μl，存于-80 ℃冰

箱中备用。

（3）双重 RAP 体系检测方法的建立：将探针分

别标记白色念珠菌的 FAM 荧光基团与热带念珠菌

的 HEX 荧光基团，使其能在同一 RAP 反应体系中

同时进行检测，建立双重念珠菌 RAP 检测方法。

反应体系：总体积 50 μl，包括第一次 RAA 反应体系

9 μl，内含缓冲液 6.25 μl、DEPC 水 1.25 μl、RAA 正

反 向 引 物 各 0.5 μl（10 μmol/L）、醋 酸 镁 0.5 μl
（280 mmol/L）；第二次 PCR 反应体系 40 μl，内含缓

冲液 12.5 μl、DEPC 水 22.2 μl、PCR 正反向引物各

1 μl（10 μmol/L），白色念珠菌和热带念珠菌 PCR 探

针 各 0.5 μl（10 μmol/L）、脱 氧 核 糖 核 苷 三 磷 酸

0.6 μl（脱氧腺苷三磷酸、脱氧鸟苷三磷酸、脱氧胸

苷三磷酸、脱氧胞苷三磷酸各 10 mmol/L）、MgCl2 
1.2 μl（50 mmol/L），模板量为 1 μl。将二十二烷加

入预先放置好的反应单元管中 PCR 体系的上层，

60 ℃ 1 min、4 ℃ 30 s 使其凝固于 PCR 体系上层，然

后在上层加入RAA体系。反应条件为：39 ℃ 12 min；

95 ℃变性 5 min；95 ℃ 15 s；60 ℃ 45 s；循环 30 次。

（4）双重 RAP 体系检测方法的灵敏度和特异

性：将菌株基因组 DNA 核酸 10 倍梯度稀释，稀释后

浓度为 10-6~10-1 ng/μl，以 DEPC 水作为阴性对照，

每次灵敏度检测平行进行阴性对照，每个浓度重复

8 次实验。使用大肠埃希菌、克柔念珠菌、近平滑

念珠菌、光滑念珠菌、肺炎链球菌、肺炎克雷伯杆

菌、粪肠球菌、金黄色葡萄球菌、伤寒杆菌、结核分

枝杆菌、单核细胞增生李斯特菌、粪肠球菌、阴沟肠

杆菌、铜绿假单胞菌核酸与白色念珠菌和热带念珠

菌进行双重 RAP 检测方法的特异性比较。

（5）模拟样本准备：取−80 ℃冻存的菌株，接种

于沙保培养基，于 25 ℃培养 24~48 h。挑取单克隆

接种于 YPD 中，200 r/min，于 25 ℃培养过夜。取

1 ml 菌液，离心，弃上清，细胞团用 PBS 洗 3 次后重

悬，使用牛鲍计数板计数，通过 PBS 倍比稀释，制

备<10、100、200 菌落形成单位（CFU）的菌悬液（终

浓度<1、10、20 CFU/μl，取 10 μl）。实际细胞数由

沙氏琼脂培养基铺板计数确定。取−80 ℃冻存的

人血浆，于37 ℃水浴解冻。取<10 CFU的菌悬液加入

1 ml人血浆中，制备人血浆的模拟样本（<10 CFU/ml）。

（6）念珠菌的捕获和核酸的制备：将 1 ml 的血

浆模拟样本加入 14 ml 的圆底试管，加入 9 ml 的

PBS 将体系补足至 10 ml。制备好的 M1 蛋白磁珠

和 4 mmol/L CaCl2（pH 7.4）加入试管内，试管颠倒混

匀。试管置于混悬仪上，室温下混悬 1 h。试管置

于磁力架上进行磁分离，弃去上清液，PBS 清洗

3 次，未结合于 M1 蛋白磁珠上的血浆成分和念珠

菌弃去。随后将留存的 M1 蛋白磁珠重悬于 200 μl
的 PBS 中，储存于-20 ℃冰箱中备用。根据诺唯赞

试剂盒说明书提取念珠菌 DNA，用 50 μl 洗脱液进

行洗脱后，储存于-80 ℃冰箱中备用。

（7）模拟样本的应用与评价：使用白色念珠菌

和热带念珠菌菌液梯度为 10~106 CFU/ml 的 1 ml 血

浆模拟样本富集前、后提取核酸，将其作为模板进

行双重 RAP 测定，计算变异系数（CV）评价该方法在

模拟样本中的应用。使用 1 ml白色念珠菌和热带念

珠菌<10 CFU/ml 菌液梯度的血浆模拟样本富集前、

后提取 DNA，用 RAP 检测方法进行扩增，并与实时

荧光 PCR检测结果进行比较。以上实验重复 3 次。

结 果

1. 白色念珠菌和热带念珠菌双重 RAP 检测方

法的灵敏度及重复性：使用白色念珠菌和热带念珠

菌标准菌株评估双重 RAP 方法的灵敏度。8 次重

复试验中，该检测方法对白色念珠菌和热带念珠菌

的灵敏度均为 10-6 ng/μl，ITS 重复出现（2.4~2.8 拷

表1 实时荧光重组酶辅助聚合酶链式反应引物探针序列

菌种

白色念珠菌

热带念珠菌

引物

CA F1
CA R1
CA F-N
CA R-N
CA Pa

CT F1
CT R1
CT F-N
CT R-N
CT Pb

序列（5'~3'）
GGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
TCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAG
GCATCGATGAAGAACGCAGC
TCCTCCGCTTATTGATATGC
ATTGCTTGCGGCGGTAACGTCC
GGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
TCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAG
GCATCGATGAAGAACGCAGC
TCCTCCGCTTATTGATATGC
AACGCTTATTTTGCTAGTGGCC

注：探针修饰：aFAM 荧光基团：6-羧基荧光素；bHEX 荧光基团：

5-六氯荧光素
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贝/反应），阴性对照未出现明显扩增现象，重复试

验结果一致。见图 1。

2. 白色念珠菌和热带念珠菌双重 RAP 检测方

法的特异性：使用建立的双重 RAP 检测方法对白

色念珠菌株和热带念珠菌株及 14 种其他临床血流

感染常见菌株核酸进行交叉反应，检测白色念珠菌

的 FAM 荧光基团通道和热带念珠菌的 HEX 荧光基

团通道均未出现扩增曲线，且阴性对照未出现扩增

曲线。见图 2。

3. 双重 RAP 检测方法对白色念珠菌和热带念

珠菌模拟样本检测结果比较：白色念珠菌菌液梯度

为 10~106 CFU/ml 的血浆模拟样本富集前、后的组

间 CV 均<10.00%，表明本实验在模拟样本中重复性

高、稳定性好，满足实验要求；白色念珠菌富集前实

时 荧 光 PCR 与 RAP 对 模 拟 样 本 检 测 限 在

100 CFU/ml 左右，富集后在 3~9 CFU/ml 的 8 份模拟

样本中，RAP 检测阳性数为 6 份，实时荧光 PCR 检

测阳性数为 2 份，RAP 检测阳性数大于实时荧光

PCR 检 测 阳 性 数 。 热 带 念 珠 菌 菌 液 梯 度 为 10~
106 CFU/ml 的血浆模拟样本富集前、后的组间 CV
均<10.00%，表明本实验在模拟样本中重复性高、

稳定性好，满足实验要求；热带念珠菌富集前对模

拟 样 本 检 测 限 在 300 CFU/ml 左 右 ，富 集 后 在 2~
8 CFU/ml 的 8 份模拟样本中，RAP 检测阳性数为

7 份，而实时荧光 PCR 检测阳性数为 3 份，RAP 检测

阳性数大于实时荧光 PCR 检测阳性数。见表 2。

讨 论

近年来，念珠菌导致的血流感染随着抗生素的

使用、血液系统恶性肿瘤患者的不断增加，感染情

况不容乐观，感染率及死亡率不断提升［12-13］。在血

流感染中常见的念珠菌感染为白色念珠菌感染，作

为条件致病菌可在患者免疫力低下时侵入患者血

液形成播散性血流感染，在血流感染患者中病死率

较高［14-15］。而热带念珠菌感染在非白色念珠菌血

症中同样占相当比例，达血培养中分离的非白色念

珠菌血症比例的 20%~40%，是中性粒细胞减少症

和血液系统恶性肿瘤患者感染真菌病原体的重要

因素［16-17］。目前由于抗生素的使用，念珠菌的耐药

性正在逐渐增加［18-19］。一项基于人群的研究报告

图 1　实时荧光重组酶辅助聚合酶链式反应检测白色念珠菌和热带念珠菌标准株灵敏度扩增曲线

表 2 白色念珠菌和热带念珠菌各浓度菌液

批间试验变异系数（CV，%）

浓度
（CFU/ml）

10
102

103

104

105

106

白色念珠菌

富集前 CV
-

2.44
9.97
5.57
1.29
6.55

富集后 CV
3.82
2.33
1.40
2.83
1.82
3.91

热带念珠菌

富集前 CV
-

1.43
9.37
3.33
1.97
3.26

富集后 CV
1.91
2.68
3.46
2.86
2.79
4.50

注：CFU：菌落形成单位；-：无数值

图 2　实时荧光重组酶辅助聚合酶链式反应检测白色念珠菌和热带念珠菌特异性扩增曲线
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称，念珠菌感染的年发病率为 8/万人［20］。因此早期

对念珠菌血症进行诊断，减少抗生素滥用情况，早

期进行筛检，有助于指导临床用药、减缓耐药菌株

的产生，促进患者疾病的预后。

在临床中，分子扩增技术对于真菌的诊断逐渐

成熟，但仍不能满足临床致病菌株的快速检测需

求。本研究建立的白色念珠菌和热带念珠菌双重

RAP 技术将 RAA 和 PCR 技术的优点相结合，在一

个反应单元管中进行巢式扩增，RAA 体系与 PCR
体系之间由固态的二十二烷隔开，前期在 RAA 扩

增体系进行等温扩增，二十二烷在等温条件下可维

持固体状态，为 RAA 体系扩增开辟空间。当 RAA
体系完成前期扩增，反应体系进入第二轮扩增阶

段，温度升高至超过二十二烷熔点，RAA 反应产物

进入 PCR 体系中进行扩增，这个过程在封闭的反应

单元中进行，尽可能地减少对于环境的污染，并且

缩短时间至 1 h 内完成扩增。在>100 CFU/ml 的模

拟样本中 CV<10.00%，重复性好，在基因组 DNA 为

2.4~2.8 拷贝/反应的情况下可以完成扩增，灵敏度

高，可快速准确地检测白色念珠菌和热带念珠菌。

M1 蛋白在结合蛋白 A 磁珠的情况下，可对血浆样

本中的病原体进行捕获［21-22］。在检测临床样本时

与 M1 蛋白磁珠富集病原体的技术相结合，做到在

不培养的情况下，对临床样本直接检测，进一步缩

短时间，通过 M1 蛋白磁珠对病原体富集再提取核

酸，在 4 h 内完成对血液中更低浓度的病原体进行

检测，而且经过富集后可去除血浆中其他成分对扩

增过程的影响以进一步提高核酸扩增效率，实现

对<10 CFU/ml 的念珠菌进行检测。

综上所述，本研究通过对白色念珠菌和热带念

珠菌的 ITS 设计通用型引物和探针相结合的 RAP
巢式核酸扩增技术，建立检测白色念珠菌和热带念

珠菌双重 RAP 检测方法，并与 M1 蛋白磁珠富集病

原体技术相结合，重复性好，特异性高，可对念珠菌

血流感染患者做到早发现，在念珠菌血症快速检测

中具有较好的应用潜力。
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