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曲 霉 属 有 近 2 0 0 种 ， 对 公 众 健 康 有 很 大 影 
响 [1-2]。由于其在工业食品生产和制药领域具有丰

富的酶学特性，因此有些物种被良好地使用 [ 3 ]。

但 是 有 些 物 种 对 人 类 和 其 他 动 物 有 害 ， 导 致 感

染。在曲霉菌的致病菌中，烟曲霉是导致人类感

染的主要因子 [4-6]。免疫功能低下的患者，包括造

血干细胞移植、实体器官移植、长期中性粒细胞

减少症、皮质类固醇使用、人类免疫缺陷病毒(艾
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侵袭性肺曲霉菌病检测方法进展
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[摘　要]	 烟曲霉是导致侵袭性肺曲霉菌病(invasive pulmonary aspergillosis，IPA)的主要致病菌。免疫功能低

下的患者更容易发生这种病变，且病死率很高。早期、准确的诊断和治疗对于患者的预后至关重

要。目前用于检测这种真菌感染的诊断方法是常规真菌学检查(直接显微镜检查，组织学检查和培

养)、影像学、非培养基检测半乳甘露聚糖和(1,3)-β-D-葡聚糖和细胞外糖蛋白以及基于PCR的分子

检测等。上述方法的灵敏度和特异性较低，有待开发新的诊断工具和方法，以提高高危患者侵袭

性肺曲霉病的快速诊断。
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Abstract Aspergillus fumigatus is the major causative agent of invasive pulmonary aspergillosis (IPA). Patients with low 

immune function are more likely to develop this disease with a high mortality rate. Early, accurate diagnosis and 

treatment are critical to the patient's prognosis. The current diagnostic methods for detecting this fungal infection 

are conventional mycological examination (direct microscopy, histological examination and culture), imaging, 

non-media detection of galactomannan, β(1,3)-glucan sugar and extracellular glycoproteins, as well as PCR-

based molecular detection, but the sensitivity and specificity of appeal methods are low, so new diagnostic tools 

and methods have been developed to improve the rapid diagnosis of invasive pulmonary aspergillosis in high-risk 

patients. 
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滋病毒)、遗传性免疫缺陷疾病(慢性肉芽肿病)更

易导致真菌感染 [7-8]。侵袭性肺曲霉菌病(invasive 
pulmonary aspergillosis，IPA)是曲霉菌相关肺部感

染中最具破坏性的一种[1]。尽管真菌感染的发生率

很低，但发病率和病死率很高，据报道 [1]：IPA患

者病死率为35%~80%。IPA高病死率主要是由晚期

诊断和治疗不足引起的。目前可用的诊断试验的灵

敏度和特异性较低，造成了微生物检测的延迟[9]。 
鉴定属的水平并不困难，鉴定物种水平可能更具

挑战性。因此，开发和实施更快、更准确的检测

方法非常重要。目前传统方法中的大多数都没有

检测到烟曲霉菌种，只允许鉴定曲霉属。荧光原

位杂交(fluorescence in situ hybridization，FISH)的

分子方法是实现该目的的良好替代方案。

1  IPA 的诊断方法

欧 洲 癌 症 研 究 和 治 疗 组 织 / 侵 入 性 真 菌 感 染

合作组(Eu ro p ea n  O rga n i z at i o n  f o r  R e s ea rc h  a n d 
Tre at m e n t  o f  Ca n c e r / Inv a s i v e  Fu n g a l  In f e c t i o n s 
Cooperative Group，EORTC)和国家过敏和传染病

研究组真菌病研究组(National Institute of Al lerg y 
and Infectious Diseases Mycoses Study Group，MSG)
为侵袭性真菌感染(invasive fungal infection，IFI)
的诊断创建了标准定义。根据EORTC/MSG指南，

IFI有3个概念水平，即经确诊的IFI、临床诊断的

IFI和拟诊的IFI。经确诊的IFI诊断与观察曲霉属菌

的菌丝特征有关。在组织学或直接显微镜检查样

品和通过不同部位的培养分离曲霉属菌种。IFI的

临床诊断由宿主危险因素与临床和真菌学信息的

关联来定义。IFI的拟诊仅基于患者的临床症状和

危险因素而没有真菌支持。IPA生物标志物，例如

半乳甘露聚糖(galactomannan，GM)和(1,3)-β-D-葡
聚糖(B D G)，部分包括在微生物诊断标准中。然

而，EORTC/MSG定义仍然主要依赖于传统的实验

室方法(组织学和培养方法)。尽管临床证据[2]表明

在IPA的诊断中使可用分子方法，但由于缺乏方案

标准化，尚未包括在EORTC/MSG定义中。

2  常规真菌学检查

曲霉属的直接显微镜检查和肺活检的组织学

检测，提示曲霉属的真菌形态学特征是存在透明

和有隔膜的菌丝，具有45°角的二分支和均匀宽度

(3~6 μm)。在直接显微镜检查中，不可能区分曲

霉属。在Hayden等 [10]的一项关于活检的组织学观

察研究中，镰孢属、博氏假孢属和曲霉菌属有相

同形态外观，不可能通过其形态来区分这3种微生

物，因此这些真菌通常被鉴定为曲霉属。这种无

法将曲霉属物种与其他生物体区分开来的情况影

响了曲霉属物种在组织学检测方法的特异性。在

培养方法中，通常可以根据菌落形态和颜色推断

出分离物的鉴定。烟曲霉形成具有棉质纹理的绿

蓝色或灰蓝色的菌落。然而为了明确鉴定，必须

详细观察分生孢子的形态和个体发育[1]。由于难以

区分不同真菌物种的形态，因此在直接显微镜检

查和活检的组织学观察中鉴定曲霉属是主观的且

具有挑战性的。通过培养方法对菌落的正确识别

也取决于分析者的知识和经验。

3  影像学检查

影 像 学 检 查 ， 特 别 是 胸 部 计 算 机 断 层 扫 描

( C T ) ， 在 肺 浸 润 的 早 期 检 测 方 面 是 敏 感 的 ， 但

是 放 射 学 特 征 不 是 真 菌 感 染 的 特 异 性 表 现 [ 1 1 ]。

影像学检查无法识别导致感染的真菌类型。文献

[1,7,11]评估了IPA患者胸部CT的影像学表现，通

常表现为磨玻璃影、实变、晕轮征、结节、肿块，

反向晕征或环状征、“空气新月”征等。晕轮征的

典型特征是由磨玻璃混浊所包围的实心结节，曲霉

菌侵入血管及以后在小动脉(有时为肺大血管)内的

血栓形成，继而发生出血性肺梗死，中央的结节或

肿块为坏死的肺组织，周围的晕环则代表坏死周围

出血区。因为晕轮征在疾病过程的早期发生且存在

时间短，除非在第1周内进行影像学检查，否则不

会见到，因此在早期影像学有这种改变的时候也

需考虑IPA。但晕轮征不是侵袭性曲霉菌病所特有

的，恶性肿瘤、血管炎、组织性肺炎和其他非典型

感染也存在。反向晕征或环状征(见于<1%的血管

侵袭性曲霉菌病患者)在放射学上表现为磨玻璃混

浊的中心区域，周围被致密的实变包围，该征象是

非特异性的，可见于其他肺部病理，包括组织性肺

炎、肺梗塞和肉芽肿性疾病。侵袭性曲霉病的“空

气新月”征反映了真菌的菌丝侵犯肺部血管导致肺

出血、动脉栓塞致梗死，中心形成坏死结节，之后

中心梗死组织收缩，周围坏死组织吸收形成薄壁空

洞，曲霉菌球寄生在空洞病变内，当空气填充于曲

霉菌球与薄壁空洞之间的间隙，即形成空气新月

征。近50%的患者可有这种影像学改变，标志着患

者免疫力的恢复(通常在发病后2周可见)[11]。胸部
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CT具有简单、快速、无创等有点，如果临床怀疑

IPA，它将是首选的检测手段。

4  非培养检测

4.1  GM 抗原检测

G M 是 曲 霉 和 青 霉 细 胞 壁 多 糖 ， 当 菌 丝 生

长时， G M 从薄弱的菌丝顶端释放，是最早释放

的抗原。使用夹心酶免疫分析(s a n d w i c h  e n z y m e 
immunoassay，EIA)技术(Platelia Aspergillus EIA；

Bio-R ad，Marnes la Coquette，France)检测GM抗

原，根据美国指南(IDSA)，如果血清和支气管肺

泡灌洗液(broncho-alveolar lavage fluid，BALF)中的

cut-of f值≥0.5，则结果被认为是阳性的。目前，

国内外对于 G M 试验阳性界值仍难统一，欧洲普

遍使用0.5~1.0，美国则为0.5。为减少试验的假阳

性及假阴性，我国侵袭性真菌感染(invasive fungal 
infection，IFI)指南将连续2次GM阳性作为微生物

感染的标准。有研究 [ 1 2 ]指出： G M 被认为是筛选

I PA的可靠标志，也可用于预测I PA患者的预后。

GM检测的临床应用在血清/全血和BALF中得到认

可和验证，与真菌学检测相比，其阳性可更快地获

得，因此可以更早地开始适当的抗真菌治疗 [13]。

BALF应该更敏感，因为它是在真菌发生的地方进

行取样，且肺泡灌洗液中GM阳性率受抗真菌治疗

和中性粒细胞计数的影响小于血样，所以支气管

肺泡灌洗液样品中GM的测定显著提高了真菌诊断

的准确性。由于有效的抗真菌治疗持续降低生物

标志物水平和真菌检测的可能性，且饮食中的转

基因污染及阿莫西林和氨苄青霉素治疗会导致假

阳性结果，因此进行支气管镜检查的时间点至关

重要 [2]。Zedtwitz-Liebenstein等[14]指出：尿素具有

低分子量，它迅速扩散到肺泡内。肺尿素与血浆尿

素氮保持相对稳定，尿素在生理pH值下没有净电

荷，不在肺内生成、代谢、浓缩，极易检测，并可

以通过尿素校正肺泡灌洗液细菌计数以提高诊断

率。经尿素校正的肺泡灌洗液GM检测可消除灌洗

量、灌洗过程等灌洗因素对肺泡灌洗液GM的稀释

影响。目前已有针对IPA的新型生物标志物的相关

研究[15]，如Pentraxin 3(PTX3)为正五聚蛋白超家族

成员之一，在炎症部位局部合成，通过结合曲霉菌

表面GM及酵母聚糖发挥作用，是一种宿主防御曲

霉菌的重要的分子，该促炎物质在IPA患者中往往

显著升高，有助于鉴别曲霉菌是否感染还是定植，

或BALF中GM实验是否为假阳性结果。

4.2  BDG 测定

葡聚糖广泛存在于真菌细胞壁，B D G占真菌

细胞壁成分的50%以上，是真菌细胞壁上的特有成

分。BDG测定利用与血清内毒素测定相同的原理，

使用马蹄蟹底物测量G因子的活化。血清真菌BDG
测定基于分光光度计读数，其中光密度(OD)转换为

BDG浓度，结果被解释为阴性(范围<60 pg/mL)，

不确定(60~79 pg/mL)，或阳性(>80 pg/mL)[16-17]。 
但BD G检测不是曲霉菌特有的，念珠菌病、隐球

菌病、卡氏肺孢子虫等均可呈阳性。研究[2]显示：

静脉内给予白蛋白和免疫球蛋白或血液透析时可

以提高体内BDG水平。

4.3  曲霉菌侧向流动装置

最近有研究者 [18]开发了用于检测在曲霉属菌

种生长过程中分泌的细胞外糖蛋白的侧向流动装置

(lateral flow device test，LFD)，将其命名为曲霉菌

LFD(OLM Diagnostics，Bath Lane，Newcastle upon 
Tyne，UK)。LFD测试代表一种有前途的GM测定

替代方法，是一种免疫层析点检测试验，可检测在

曲霉菌种活跃生长过程中分泌的细胞外甘露糖蛋

白抗原。与GM检测相比，LFD具有以下优势：1)
LFD操作简易，无需专业的实验室设备或经过专门

培训的人员；2)LFD可在10~15 min内显示结果；

3)用于抗原检测的单克隆JF5抗体仅与来自某些青

霉属物种的抗原交叉反应，而不与GM-酶免疫检测

到的许多其他致病真菌交叉；4)如IPA动物模型所

示，BALF LFD对系统性AFs的影响不强；5)BALF 
LFD测试报告了其他有患IPA风险的患者群体的高

准确性，且测试成本相对较低。但是由于这个测

试是用肉眼阅读的，因此对这个测试的解释具有

主观性[19]。

5  PCR

用于诊断IPA的分子方法之一是PCR。目前，

最常用的是实时PCR。该方法可应用于多种临床样

本，即血清、血浆、血液、支气管肺泡灌洗液、

痰液、脑脊液和活组织[20-22]。

基于实时PCR的真菌检测分析具有几个优点，

如高灵敏度和物种水平鉴定且比传统的培养方法

更快。尽管该检测方法具有令人满意的特异性、

灵敏度、阳性预测值( p o s i t i ve  p red i c t i ve  va l u e，

P P V ) 和阴性预测值 (n e g a t i v e  p r e d i c t i v e  v a l u e ，

NPV)，但由于检测方法的多样性，缺乏标准化方
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案，阻碍了该技术在医院常规中的实施[22-23]。

引物、PCR形式、待分析样品的类型和数量以

及D NA提取方法等参数可影响PCR性能。在样品

处理过程中，存在交叉污染的风险以及样品中具

有P CR抑制物质的风险 [ 2 4 ]。为寻找这个问题的解

决方案，目前已经开发了具有内部扩增对照的基

于PCR的诊断测定，如MycAssay™曲霉菌属。内部

扩增对照用于检测样品中可能存在的PCR抑制剂，

可以排除抑制导致假阴性结果[25]。

6  挥发性化合物检测

被曲霉菌感染的个体呼出挥发性有机化合物

可被检测到。这些化合物在曲霉病患者中具有容

易获得且快速鉴定的潜力。用于诊断肺曲霉病的

呼吸测试具有一定的优势，因为样本接近病变部

位，且标本易获得。呼出的挥发性有机化合物中

的2-戊基呋喃(2PF)可作为曲霉菌感染的标志。有

研究 [22]采用这种技术，发现敏感性和特异性均为

80%~100%。然而需要进一步的研究以更好地了解

在不同人群中的测试性能以及与抗真菌药或其他药

物相互作用。

7  醋酸镰孢氨酸 C

H o e n i g l 等 [ 2 6 ] 提 出 ： 醋 酸 镰 孢 氨 酸 C 
(Triacetylf usarinie C，TAFC)是一种真菌铁载体，

在动物模型中，可在尿液中积聚，是诊断I A的潜

在新生物标志物。 TA F C 是由烟曲霉分泌产生的

2种不同的铁载体(即低分子量铁，铁特异性螯合

剂)之一，在感染过程中从宿主中获取铁，首次提

供了人尿中TAFC发生的证据。尿液中的TAFC/肌

酐指数测定有助于I A诊断结果，具有无创取样的

优点，其敏感性和特异性与报道的血清和支气管

肺泡灌洗中的 G M 测定相似。 O r a s c h 等 [ 2 7 ]指出：

当GM与TAFC组合时，灵敏度可显著提高。TAFC 
和 / 或 G M 的 组 合 产 生 8 7 % [ 具 有 0 . 5 光 密 度 指 数

(optical density index，ODI) GM截止值]和73%(具

有 1 . 0  O D I 截 止 值 ) 的 阳 性 表 达 敏 感 性 ， B A L F 中

TAFC和GM的组合有望用于确认(PPV为100%，当

两者均为阳性时)并排除IPA(NP V为92%，当结果

为阴性时)。未来还需要进行更多关于这种新的有

前景的生物标志物的研究，以确定最佳截止值，

并研究其他标本和较大患者队列的诊断性能。

8  FISH

常规 I S H 基于 D N A 或 R N A 分子 ( 探针 ) 与细胞

内特定靶序列的结合，可以使用放射性同位素(如
32P， 35S， 125I， 3H)标记核酸探针。如今，出于安

全、成本和放射性废物处理的考虑，放射性标记

的探针的使用已逐渐减少。探针也可以使用非放

射性标记进行标记，例如生物素、洋地黄毒素或

荧光化学物质(荧光染料)，这种技术称为FISH。

FISH方法可分为4个步骤：1)样品的固定和透化；

2)与荧光探针杂交；3)洗涤步骤；4)通过落射荧光

显微镜或流式细胞术检测靶序列[2]。

与其他预先建立的方法相比，FISH具有相对容

易执行、结果分析非常简单的优点。FISH得出结果

的时间比微生物培养和核酸扩增短(60~90 min)[28]，

且无需对样品进行预处理，可直接在完整样品上

进行分析，进一步缩短了得出结果的时间。FISH
方法无需从样品中提取DNA，这也是PCR不具有

的优势。此外，PCR提取步骤可能使遗传物质更容

易受到核酸酶的影响 [29]。材料成本明显低于所有

现有的基于PCR的技术。FISH方法允许在属和物

种水平上进行鉴定，且这种技术可以确定物种的

活力，因为rRNA非常敏感，在细胞死亡的情况下

很容易被破坏[2]。

然而，FISH方法在传染病的诊断中存在一些

局限性：首先，生物体浓度至少为10 5 CFU/mL才

可用于检测 [28]；其次，微生物本身和样品中病原

体周围的物质(如弹性蛋白、胶原蛋白和血细胞中

的红细胞和嗜酸性粒细胞)具有自发荧光，自发荧

光通常会降低信噪比并掩盖特定的荧光信号。

在传统的FISH技术中，使用DNA探针可能会

阻碍该方法的稳健性，因为缺乏区分单碱基错配序

列的能力，它可能呈现低特异性 [30]。DNA探针未

能提供明亮信号的原因是探针和靶序列之间的低亲

和力(低热稳定性)。细胞膜并不总是可以渗透DNA
探针，必须使用溶菌酶或其他蛋白水解酶进行预处

理，特别是革兰氏阳性菌。此外，由于核糖体二级

结构，rRNA可及性可能意味着杂交时间增加长达

96 h[30]。实施DNA-FISH方法的另一个障碍是通过

活细胞的蛋白酶或内切核酸酶降解DNA探针。为克

服DNA-FISH问题，最近有研究者[30-31]合成核酸模

拟物分子，用于环境和临床样品中的细胞检测。

肽核酸(peptide nucleic acid，PNA)是检测微生物中

最常用的核酸模拟物之一。
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在PNA中，DNA的带负电的糖-磷酸骨架被由

N-(2个氨基乙基)甘氨酸单元组成的中性聚酰胺骨

架代替[30-32]。嘌呤和嘧啶通过亚甲基羰基键连接到

聚酰胺主链上。PNA化学配置允许碱基实际上位于

与天然DNA中相同的位置和相同的距离。因此，

PNA可以在反平行几何中遵循Watson-Crick碱基配

对规则，与互补DNA或R NA序列杂交 [30-31]。由于

PNA分子是中性的，因此PNA和靶分子的带负电荷

的糖磷酸主链之间没有静电排斥，可允许与靶序

列更强的结合。与DNA/DNA双链体和DNA/RNA
双链体相比，PNA/DNA双链体的热稳定性得到改

善。PNA/DNA杂交中单碱基(错配)的差异比DNA/
DNA杂交中具有更多的不稳定作用。热稳定性的

改善意味着PNA/DNA双链体的解链温度高于DNA/
DNA双链体的解链温度，从而使合成PNA探针(约

15 bp)比大多数DNA探针(通常20~24 bp)更短，这

对PNA-FISH特异性具有很大影响 [30,32]。此外，不

需要正离子来中和阻止2个带负电荷的核酸之间结

合的排斥，因此可以在低盐条件下进行有效地杂

交，这促进了rRNA二级结构的不稳定 [30-31]，所以

探针可以更容易地到达较不易接近的靶序列，这在

使用传统的FISH技术时会更困难。与其他合成分

子一样，PNA对核酸酶和蛋白酶具有抗性[30-32]，与

DNA相比，由于其疏水特性，通过细胞膜的扩散更

容易 [30]。与在酸性条件下进行净化的DNA不同，

PNA在很宽的温度和pH范围内都是稳定的 [32]。此

外，与DNA溶解度相比，PNA在水中的溶解度低。

目前有团队 [2]正努力开发一种基于PNA FISH
技术的试剂盒，用于在预富集步骤之后检测临床

样品中(例如血液、血清、支气管肺泡灌洗和痰液)
的烟曲霉(Biomode 2)。该方法针对几种烟曲霉属

菌株、非烟曲霉属和其他丝状真菌、酵母和可能

与肺部疾病相关的细菌进行了测试，获得了100%
的特异性和敏感性[2]。

9  结语

IPA发病率逐年增高，准确检测出病原体并及

时用药对降低病死率至关重要。目前传统的微生

物学方法、影像学检查和非培养测试仍然是IPA诊

断的基石，但它们不敏感，开发检测该原体的新

方法是必要的。FISH方法有望成为目前用于烟曲

霉检测传统方法的替代品。
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