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　　[摘要]　目的:评估1种应用实时荧光PCR法检测念珠菌(包括白色念珠菌、热带念珠菌和光滑念珠菌)核
酸试剂的性能是否满足临床应用要求。方法:①应用含白色念珠菌106 和108CFU/mL2种浓度水平的临床混合

下呼吸道样本,按照EP15-A3文件5×5精密度设计方案,5d内每天每种浓度做5个复孔,共计25孔,提取核酸

后应用该试剂扩增以评价其重复性和实验室内精密度;②应用白色念珠菌、热带念珠菌和光滑念珠菌3种念珠菌

标准株及大肠埃希菌、铜绿假单胞菌、肺炎克雷伯菌、鲍曼不动杆菌、金黄色葡萄球菌标准株菌液,提取核酸后应

用该试剂扩增以评价其特异性;③将白色念珠菌标准株用生理盐水10倍梯度稀释为1×105、1×104、1×103

和1×102CFU/mL,5d内每天每种浓度4个复孔,共计20个复孔,提取核酸后应用该试剂扩增以评价其检出

限;④收集101例来自呼吸系统疾病患者的下呼吸道标本,提取核酸后应用该试剂扩增检测,并与真菌培养法的

结果进行比较,以评价其符合率。结果:①该试剂检测含白色念珠菌108CFU/mL和106CFU/mL的临床混合样

本的重复性精密度分别为2.18%和1.32%,实验室内精密度分别为2.18%和1.36%;②该试剂检测白色念珠

菌、热带念珠菌和光滑念珠菌标准株的结果均为阳性,检测大肠埃希菌、铜绿假单胞菌、肺炎克雷伯菌、鲍曼不动

杆菌、金黄色葡萄球菌标准株的结果均为阴性,无交叉反应;③ 该试剂检测 1×105、1×104、1×103 和1×
102CFU/mL的白 色 念 珠 菌 标 准 株 的 检 出 率 分 别 100.00% (20/20)、100.00% (20/20)、65.00% (13/20)和

25.00%(5/20),检出限为5.8×103(95%CI2.3×103~4.3×104)CFU/mL;④101例下呼吸道标本,该试剂检出

的阳性率为 79.21%(80/101),真菌培养法的阳性率为 58.42%(59/101),2 者 间 差 异 有 统 计 学 意 义 (P<
0.05);2种方法检测结果一致性中等(Κappa=0.5388),阳性符合率为100.00%(59/59),阴性符合率为50.00%
(21/42)。结论:该试剂的精密度高、特异性好,与真菌培养的一致性中等,能基本满足临床应用要求。
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Abstract　Objective:ToevaluatetheperformanceofthenucleicaciddetectionkitforthreekindsofCandida
includingCandidaalbicans,CandidatropicalisandCandidaglabratausingreal-timefluorescentpolymerase
chainreaction(PCR),andassesswhetheritmeetsclinicalneeds.Methods:①Theclinicalmixedsampleswith
highandlowconcentrationsofCandidaalbicans(108CFU/mland106CFU/mL)wereextractedandtestedfive
timesperdayinasinglerunforfivedaysusingthekit,andtherepeatabilityandwithin-laboratoryprecisionwere
calculatedfollowingEP15-A3.②ThestandardstrainsofCandidaAlbicans,Candidatropicalis,Candidagla-
brata,Escherichiacoli,Pseudomonasaeruginosa,Klebsiellapneumonia,AcinetobacterbaumanniiandStaphy-
lococcusaureuswereusedtoverifythespecificityofthekit.③The1×105,1×104,1×103and1×102CFU/mL
ofCandidaalbicansstandardstrainwereextractedandtestedfourtimesperdayinasinglerunforfivedaysusing
thekit.Thepositiverateofeachdilutionwascountedandthelimitofdetection(LoD)wasevaluated.④The101
lowerrespiratorytractsamplesfromthepatientswithrespiratorydiseaseswerecollected,anddetectedbybothre-
al-timefluorescentPCRandfungalculture.Thecoincidencerateofbothassayswasanalyzed.Results:①There-
peatabilityandwithin-laboratoryprecisionofthekitwere2.18% and2.18% at108CFU/mL,and1.32% and
1.36%at106CFU/mL,respectively.②ThestandardstrainsofCandidaalbicans,CandidatropicalisandCan-
didaglabrataweretestedpositiveusingthekit,andthestandardstrainsoftheotherfivebacteriaincludingEsch-
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erichiacoli,Pseudomonasaeruginosa,Klebsiellapneumonia,AcinetobacterbaumanniiandStaphylococcusau-
reusweretestednegativebythekit.③ThedetectionratesofCandidaalbicansstandardstrainwithdifferentcon-
centrationwere100.00%(20/20)for1×105CFU/mL,100.00%(20/20)for1×104CFU/mL,65.00%(13/20)

for1×103CFU/mLand25.00%(5/20)for1×102CFU/mLusingthekit,respectively.Thelimitofdetection
(LoD)was5.8×103(95%CI2.3×103-4.3×104)CFU/mL.④Weevaluatedtheconcordancebetweenreal-time
fluorescentPCRandfungalcultureinthe101lowerrespiratorytractsamples.Theresultswere80(79.21%)pos-
itiveand21(20.79%)negativedetectedbyreal-timefluorescentPCR,and59(58.42%)positiveand42(41.58%)

negativedetectedbyfungalculturemethod,respectively.Therewassignificantdifferencebetweenthequalitative
resultsdetectedbybothassays(P<0.05).Themoderateagreementwasobservedbetweenbothassays(Κappa=
0.5388).Thepositivepercentagreementandthenegativepercentagreementwere100.00%(59/59)and50.00%
(21/42)respectively.Theoverallagreementwas79.21%(80/101).Conclusion:Thenucleicaciddetectionkitof
threekindsofCandidahadgoodperformancewithhighprecisionandgoodspecificity,andexhibitedmoderatea-
greementwithfungalculture,andcouldbasicallymeettheclinicalneeds.

Keywords　candida;real-timefluorescentpolymerasechainreaction;precision;limitofdetection;perform-
anceevaluation

　　真菌侵入人体引起炎症反应和器官功能障碍

被称为侵袭性真菌病,又以念珠菌最为常见,被称

为侵袭性念珠菌病(invasivecandidiasis,IC),病死

率高达40%[1-2]。目前,由于肿瘤放化疗、应用免

疫抑制剂、气管插管等各种病因导致的机体免疫功

能低下以及广谱抗生素的大量使用,使得IC患者

逐年上升[3]。多项研究报道,IC中感染的念珠菌

属中白色念珠菌占首要位置,光滑念珠菌和热带念

珠菌的比例也逐年上升[4-6]。目前IC的实验室诊

断方法 主 要 为 真 菌 培 养 法,但 其 检 测 周 期 长,
需2~3d,研究显示IC 的 治 疗 越 早 越 好,若 延

误1~2d,患者的死亡率可增加一倍[7-9]。因此快

速、准确、及时地鉴别真菌感染非常重要,有助于早

期诊断和精准治疗。
随着分 子 生 物 学 的 不 断 发 展,以 实 时 荧 光

PCR为主的核酸扩增技术(nucleicacidamplifica-
tiontest,NAAT)开始应用于真菌核酸检测[10],及
时为真菌感染的临床诊断提供实验室依据,且具有

高特异性、高灵敏度、检测时间短等优势。目前国

家药品监督管理局(NMPA)已批准了几种应用

NAAT定性检测临床标本中真菌核酸的试剂盒,
但其在临床实验室应用的性能如何有待验证。本

研究针对1种应用实时荧光PCR法检测下呼吸道

标本中白色念珠菌、热带念珠菌和光滑念珠菌核酸

试剂进行性能评价,包括精密度、特异性、检出限和

符合率,以评估是否满足临床应用要求。
1　资料与方法

1.1　标本

1.1.1　临床标准菌株　选择经临床微生物室鉴定

为白色念珠菌、热带念珠菌、光滑念珠菌、大肠埃希

菌、铜绿假单胞菌、肺炎克雷伯菌、鲍曼不动杆菌和

金黄色葡萄球菌的临床标准菌株,配制菌液备用。
1.1.2　临床混合下呼吸道样本　我院2021年8
月收集的白色念珠菌强阳性的下呼吸道标本经阴

性标本稀释获得。
1.1.3　临床样本　我院2021年3月至8月来自

ICU、心外ICU、胸部肿瘤、肿瘤ICU、心脏大血管、
呼吸与危重症科、血液科 HCU 等85例患者的下

呼吸道标本(包括深部痰99例和支气管肺泡灌洗

液2例),其中男49例,女36例;患者年龄15~88
岁,中位62岁。其中6例患者有2份标本,2例患

者有3份标本,2例患者有4份标本,剩余75例患

者每人1份标本,共计101例标本。
1.2　仪器与试剂

ABI7500实时荧光定量 PCR 仪(美国赛默飞

公司)、VITEK MS全自动微生物质谱检测系统

(梅里埃公司)、HWS-250BX 恒温恒湿箱(天津泰

斯特公司);Oxoid痰消化液(SR0233A);痰液(真
菌)DNA 提 取 试 剂 盒 (柱 提 法,浙 杭 械 备

20170294)和白色念珠菌、热带念珠菌、光滑念珠菌

核酸检测试剂盒(荧光 PCR 法)(20203400469,杭
州缔蓝生物技术有限公司)。
1.3　方法

1.3.1　真菌核酸提取　收集经等体积 Oxoid痰消

化液在常温下充分液化10~20min后的深部痰标

本或支气管肺泡灌洗液标本,取1mL离心获得沉

淀,用生理盐水洗涤后,应用痰液(真菌)DNA 提取

试剂盒提取真菌核酸(大约耗时2h)。
1.3.2　实时荧光 PCR 检测3种念珠菌核酸　
PCR反应体系总体积为20μL,包括16μL 荧光

PCR混合液和4μL模板,在 ABI7500实时荧光定

量PCR仪上进行扩增,扩增条件:50℃2min;95℃
10min;95℃ 15s,56℃ 30s检测荧光(FAM 和

HEX通道),40个循环。扩增时长约60min。严

格按照试剂说明书判读结果,阴、阳性质控在控方

可进行结果分析。
1.3.3　精密度评价　应用2种含白色念珠菌分别

为106 和108CFU/mL的临床混合样本,按照EP15-
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A3文件的5×5精密度设计方案,5d内每天每种

浓度做5个复孔,共计25孔,提取核酸后应用该试

剂扩增,根据靶基因的循环阈值(cyclethreshold,
Ct)计算重复性和实验室内精密度。
1.3.4　特异性评价　应用白色念珠菌、热带念珠

菌、光滑念珠菌、大肠埃希菌、铜绿假单胞菌、肺炎

克雷伯菌、鲍曼不动杆菌、金黄色葡萄球菌标准株

菌液,提 取 核 酸 后 应 用 该 试 剂 扩 增 以 评 价 其

特异性。
1.3.5　检出限评价　将白色念珠菌标准株用生理

盐水10 倍梯度稀 释 为1×105、1×104、1×103

和1×102CFU/mL,5d内每天每种浓度4个复

孔,共计20个复孔,提取核酸后应用该试剂扩增以

评价其检出限。
1.3.6　符合率评价　将101例下呼吸道标本提取

核酸后应用该试剂扩增检测,并与真菌培养法的结

果进行比较,以评价其符合率。真菌培养法:将

Oxoid痰消化液液化后的深部痰或支气管肺泡灌

洗液 接 种 于 迪 景 9cm 沙 保 氏 琼 脂 平 板,置 于

30.0℃、55% RH 培养箱中生长,连续观察4d并

进行质谱鉴定。
1.4　统计学处理

采用SPSS20.0统计软件进行分析。计数资

料以 例 数 和% 表 示,2 种 方 法 检 出 率 比 较 采 用

Fisher精确概率法,一致性分析采用 Kappa检验,
检出限采用Probit分析。以P<0.05为差异有统

计学意义。
2　结果

2.1　精密度评价结果

应用含白色念珠菌106 和108CFU/mL2种浓

度水平的临床混合样本,5d内每天每个浓度一批

重复5次,提取核酸后应用该试剂扩增检测,Ct值

的重复性和实验室内精密度见表1,均≤5%,符合

试剂厂家声称的精密度。

表1　念珠菌核酸检测试剂的精密度评价结果

浓度水平/
(CFU·mL-1)

重复性精密度

■X±S CV/%

实验室内精密度

■X±S CV/%
106 24.84±0.33 1.32 24.84±0.34 1.36
108 18.28±0.40 2.18 18.28±0.40 2.18

2.2　特异性评价结果

应用该试剂检测白色念珠菌、光滑念珠菌和热

带念珠菌的标准菌株均为阳性,大肠埃希菌、铜绿

假单胞菌、肺炎克雷伯菌、鲍曼不动杆菌和金黄色

葡萄球菌均为阴性,无交叉反应,该试剂的特异性

验证通过。
2.3　检出限评价结果

该试剂检测1×105、1×104、1×103 和1×

102CFU/mL白色念珠菌标准株的检出率分别为

100.00%(20/20)、100.00%(20/20)、65.00%(13/
20)和25.00%(5/20)。根据Probit分析算得该试

剂95%检出的检出限为5.8×103(95%CI2.3×
103~4.3×104)CFU/mL。
2.4　符合率评价结果

101例下呼吸道标本真菌培养检出念珠菌的

阳性率为58.42%(59/101),其中白色念珠菌、热
带念珠菌和光滑念珠菌分别检出42、11和6例;而
42例(41.58%)标本真菌培养未检出念珠菌,其中

41例标本未检出真菌,1例检出酿酒酵母菌。应用

该试剂检测这些下呼吸道标本中念珠菌核酸的阳

性率为79.21%(80/101),应用Fisher精确概率法

检验发现2种方法检测的阳性率差异有统计学意

义(P<0.05)。应用 Kappa检验分析发现2种方

法的检测结果一致性中等,Κappa值为 0.5388
(95%CI 0.3830~0.6946),阳 性 符 合 率 为

100.00%(59/59)(95%CI93.94%~100.00%),
阴性符合率为50.00%(21/42)(95%CI34.19%~
65.81%),阳性预测值为73.75%(59/80)(95%CI
62.71%~82.96%),阴性预测值为100.00%(21/
21)(95%CI83.89% ~100.00%),总 符 合 率 为

79.21%(80/101)(95%CI69.99%~86.64%)。
对于送检了2份及以上标本的10例患者,其

中1例患者的2份标本均未检出真菌,1例患者的

2份标本均培养出光滑念珠菌,1例患者的3份标

本均培养出热带念珠菌,剩余7例患者的2份及以

上标本均培养出白色念珠菌,而应用该试剂检测这

些样本的结果与真菌培养的完全一致。
3　讨论

念珠菌是真菌中最常见的条件致病菌[11],通
常定植于人体与外界相通的口腔、鼻咽等,当机体

免疫功能低下时,其入侵下呼吸道并进行大量增

殖,从而导致IC[12]。念珠菌感染呼吸道黏膜,引起

分泌物堵塞呼吸道,甚至造成呼吸衰竭等,严重危

及患者生命。近年来,大量抗真菌药物的使用并没

有使IC的发病率获得有效改善[13],由于传统的真

菌培养法鉴定时间长、灵敏度低,而肺念珠菌病病

情进展迅速,若不能及时诊断,延误最佳治疗时机,
抗真菌治疗将变得十分困难[14]。因此,IC的早期

诊断和早期治疗是降低患者病死率的关键。
本研究中所应用的念珠菌核酸检测试剂,已获

NMPA批准,是根据白色念珠菌、热带念珠菌和光

滑念珠菌3种念珠菌的同源保守基因组核糖体基

因DNA片段设计特异性共同引物及荧光标记的

探针,通过检测荧光信号的强度变化和扩增曲线的

形状以判断临床标本中是否存在这3种念珠菌核

酸。本 研 究 发 现,该 试 剂 检 测 含 白 色 念 珠 菌

108CFU/mL和106CFU/mL的临床混合样本的重
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复性和实验室内精密度均小于5%,符合试剂厂家

声称的精密度;对下呼吸道常见病原菌如大肠埃希

菌、铜绿假单胞菌、肺炎克雷伯菌、鲍曼不动杆菌和

金黄色葡萄球菌不产生交叉反应,均为阴性检测结

果,而对白色念珠菌、热带念珠菌和光滑念珠菌标

准株的检测均为阳性结果,符合厂家声称的特异

性;检测1×105、1×104、1×103 和1×102CFU/
mL的白色念珠菌标准株的检出率分别100.00%、
100.00%、65.00%和25.00%,经Probit分析得到

的检出限为5.8×103(95%CI2.3×103~4.3×
104)CFU/mL,未 达 到 厂 家 声 称 的 检 出 限 1×
103CFU/mL;对于101例下呼吸道标本,真菌培养

检出3种念珠菌的阳性率为58.42%,该试剂检出

3种念珠菌核酸的阳性率为79.21%,经Fisher精

确概率法检验发现2种方法检出率差异有统计学

意义(P<0.05);应用 Kappa检验发现2种方法检

测结果一致性中等(Κappa=0.5388),阳性符合率

为100.00%(59/59),阴性符合率为50.00%(21/
42),总符合率为79.21%(80/101)。

本研究中经真菌培养鉴定为念珠菌阳性的59
例临床样本,该试剂全部检出,2种方法的阳性符

合率为100.00%,提示该试剂具有不低于真菌培

养的检出能力,但无论真菌培养还是实时荧光

PCR均不能区分检出的这3种念珠菌是污染、定
植还是感染,需结合患者的临床表现、影像学改变、
实验室检查、基础疾病及是否存在罹患真菌感染的

危险因素等综合考虑。美国感染病学会(IDSA)推
荐:自呼吸道分泌物分离的念珠菌通常为定植菌,
很少需要抗真菌治疗[4]。这些定植菌绝大部分为

白色念珠菌、光滑念珠菌和热带念珠菌[15]。此外,
有研究证实,ICU 念珠菌定植患者进展成IC的比

率显著高于非念珠菌定植患者,适当的抗真菌治疗

可使重症患者明显获益[16]。
在真菌培养念珠菌阴性的42例临床样本,经

该试剂检测发现有21例样本为阳性,2种检测方

法结果不一致的可能原因在于不论临床标本中3
种念珠菌的含量多少、活性如何,只要其中所含念

珠菌的核酸模板量达到该试剂的检出限就能检出,
而真菌培养只能检出一定量具有活性的念珠菌,且
其分析灵敏度远低于实时荧光PCR。而这2种方

法检测结果不一致的21例样本主要来源于呼吸与

危重症科、ICU、心外ICU、感染科、血液科 HCU等

几个病区,由于免疫力低下、长期使用广谱抗生素,
致使这些病区的患者体内菌群紊乱,是IC的高危

人群;其中有2位患者在临床使用广谱抗真菌药物

氟康唑后,发热等感染症状明显缓解,提示临床高

度怀疑真菌感染。
综上所述,该试剂的精密度高、特异性好,分析

灵敏度高于真菌培养,且检测耗时短,可明显缩短

标本周转时间,基本满足临床应用要求。其不足之

处在于可检出3种念珠菌核酸,但不能区分白色念

珠菌、热带念珠菌和光滑念珠菌;另外其检测结果

阳性也不能区分念珠菌污染、定植还是感染,需结

合患者临床表现、其他实验室检查、高危因素及治

疗反应等临床情况综合考虑。
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