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【摘要】　目的　联合聚合酶链反应与基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（MALDI‑TOF MS）技

术，构建检测 5种临床常见念珠菌血症病原菌的高通量检测方法。方法　方法学建立。以白色念珠

菌、近平滑念珠菌、光滑念珠菌、克柔念珠菌、热带念珠菌为目标菌株，以内转录间隔区为靶基因，设计

特异的单碱基延伸引物，在同一反应体系内进行单碱基延伸反应，用MALDI‑TOF MS检测各目的菌特

征峰；使用模拟血流感染样本验证上述构建的检测体系敏感度、特异度；前瞻性收集 2021年 10月至

2022年 9月解放军总医院第一医学中心检验科 108例疑似或确诊念珠菌血症患者血液样本并检测；

将核酸质谱检测结果与金标准血培养方法进行比较。结果　用所建立的核酸质谱检测体系同时检测

5种临床常见念珠菌，各菌种均可产生特异的产物峰且各菌种之间不存在相互干扰。白色念珠菌的

最低检测限可达100 CFU/ml，近平滑念珠菌、光滑念珠菌、克柔念珠菌、热带念珠菌的最低检测限可达

10 CFU/ml。对 108 份血液样本进行检测，核酸质谱的敏感度为 94.74%（36/38），特异度为 97.14%
（68/70），阳性预测值为 92.31%（36/39），阴性预测值为 98.55%（68/69），配对四格表的χ2检验显示 2种

方法无显著差异（P>0.05），Kappa 一致性检验显示 2 种方法一致性良好（Kappa=0.9，P<0.05）。结论　

成功构建了适用临床念珠菌检测的核酸质谱检测体系，方法验证结果与临床血培养具有一致性。
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【Abstract】 Objective　A high‑throughput assay for the detection of five common clinical 
Candidaemia pathogens was established by combining polymerase chain reaction (PCR) and 
matrix‑assisted laser desorption ionization time‑of‑flight mass spectrometry (MALDI‑TOF MS). 
Method　 Establishment of methodology. We selected Candida albicans, Candida parapsilosis, 
Candida glabrata, Candida krusei, Candida tropicalis to be the target pathogens and the internal 
transcribed spacer (ITS) region as the target gene. Specific single base extension primers were 
designed to perform single base extension reaction in the same reaction system. MALDI‑TOF MS was 
used to detect the characteristic peaks of each target pathogen. The sensitivity and specificity of the 
detection system were verified by using spiked blood samples. Totally 108 blood samples from 
proven or suspected candidaemia patients were collected from October 2021 to September 2022 in 
a hospital in Beijing. The results of nucleic acid mass spectrometry were compared with those of 
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clinical blood culture. Results　The established nucleic acid mass spectrometry detection system 
can simultaneously detect five common clinical Candida species. Each strain can produce specific 
product peaks and there is no mutual interference between the strains. The detection limit of 
Candida albicans was 100 CFU/ml. The detection limit of Candida parapsilosis, Candida glabrata, 
Candida krusei and Candida tropicalis was 10 CFU/ml. For the 108 blood samples, the sensitivity, 
specificity, positive predictive value and negative predictive value of nucleic acid mass spectrometry 
were 94.74% (36/38), 97.14% (68/70), 92.31% (36/39) and 98.55% (68/69), respectively. The 
McNemar χ2 test showed no significant difference between the two methods (P>0.05), and the Kappa 
consistency test showed good consistency between the two methods (Kappa=0.9, P<0.05). 
Conclusion　 A nucleic acid mass spectrometry detection system suitable for clinical candida 
detection was successfully constructed, and the method validation results were consistent with the 
clinical blood culture.

【Key words】 Spectrometry, mass, matrix‑assisted laser desorption‑ionization; Candida; 
Molecular diagnostic techniques
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念珠菌血症是全球最常见的机会性真菌感染

之一，占目前医院血流感染总数的 10%，具有较高

的发病率和死亡率［1‑2］。念珠菌血症已经给医疗保

健系统带来了巨大的经济负担［3‑4］。随着重症住院

患者、恶性肿瘤患者等免疫抑制患者的人数不断增

加，此类患者更容易并发念珠菌血流感染，其血培

养报阳后30 d内死亡率最高可达 58.3%［1］。

目前临床念珠菌血症病原学检测的常用方法

是血培养后采用核糖体蛋白基质辅助激光解吸飞

行 时 间 质 谱（matrix‑assisted laser desorption 
ionization time of flight mass， MALDI‑TOF MS）技术

进行鉴定，尽管被称为金标准方法，但由于其具有

检出率低、需要样本量大、检测时间长等不足［5］，可

能导致临床的经验性用药或不合理用药，从而影响

疾病的及时诊治，导致死亡率的增加［6］。荧光定量

聚合酶链反应（polymerase chain reaction， PCR）、液

滴数字 PCR等分子技术应用于念珠菌只能进行单

个菌核酸检测，效率不高［7‑9］。

核酸质谱是一种新型的高通量分子诊断技术，

具有检测灵敏度高、相对样品用量少、可同时开展

多种病原菌核酸检测、检测效率高等优点［10］。本研

究选取真菌鉴定常用的内转录间隔区为靶基因［11］，

建立了一种灵敏快速的念珠菌核酸质谱检测方法，

可检出菌种包括白色念珠菌、近平滑念珠菌、光滑

念珠菌、克柔念珠菌、热带念珠菌。

材料与方法

一、材料

1. 菌株来源：标准菌株白色念珠菌 CMCC（F）
98001、光 滑 念 珠 菌 ATCC15126、热 带 念 珠 菌

ATCC13803、黑曲霉CMCC（F）98003购自北京索莱

宝生物科技有限责任公司；标准菌株近平滑念珠菌

ATCC22019、克柔念珠菌 ATCC6258、大肠埃希菌

ATCC25922、金黄色葡萄球菌 ATCC25923、粪肠球

菌 ATCC29212、肺炎克雷伯菌临床分离菌株、鲍曼

不动杆菌临床分离菌株来自解放军总医院第一医

学中心检验科。以上菌株均经过 VITEK‑MS 全自

动微生物鉴质谱检测系统（法国生物梅里埃公司）

鉴定。

2. 临床样本：前瞻性收集解放军总医院第一医

学中心 2021年 10月至 2022年 9月的 108例疑似或

确诊念珠菌血症患者送检的乙二胺四乙酸抗凝全

血，同期送检血培养瓶利用全自动血培养仪进行血

培养。同时收集本院体检的健康人全血制备模拟

感染血流样本进行备用。本研究通过了解放军总

医院伦理委员会的批准（伦理号 S2018‑207‑02），免

除患者知情同意。所有临床样本检测前均放置于

‒80 ℃超低温冰箱保存。

3. 试剂与仪器：沙氏葡萄糖琼脂培养基平板购

自 广 东 环 凯 微 生 物 有 限 公 司 ；PCR 试 剂 盒

（KP213）、酵母菌基因组 DNA 提取试剂盒（DP307）
购自中国天根生化科技有限公司；细菌基因组提取

试剂盒（D1600）购自北京索莱宝科技有限公司；核

酸基因分型试剂盒购自融智生物科技（青岛）有限

公 司 ；血 液 病 原 菌 DNA 提 取 试 剂 盒 MolysisTM 
Comlete5购自北京百奥创新科技有限公司；L型病

原菌裂解管购自凯杰企业管理（上海）有限公司；

QuanNUA 核酸分型质谱系统由融智生物科技（青

岛）有限公司提供；Verti Dx PCR 扩增仪购自美国

Applied Biosystems公司；全自动血培养仪购自法国

梅里埃生物公司。
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二、方法

1. 核酸质谱探针设计：本研究纳入 5种临床常

见的念珠菌。针对每种念珠菌从美国国家生物技

术信息中心的Nucleotide数据库中下载经过注释的

参考基因组以及同菌种不同菌株的 ITS区片段，片

段要求包含完整且连续的 ITS1 区、5.8S 区和

ITS2 区 。 将 所 得 的 ITS 区 片 段 同 时 导 入 到

DNAMAN 软件中进行多序列比对，保留该菌种位

于 ITS1区或 ITS2区的保守片段用于质谱探针的设

计。然后将对比所得的保守片段导入基因位点分

析设计系统（融智生物科技（青岛）有限公司）设计

质谱探针。要求每条质谱探针和探针延伸产物的

相对分子质量差异不小于 30。
2. 样本制备与 DNA 提取：将各念珠菌标准菌

株分区划线接种至沙氏葡萄糖琼脂培养基平板，放

置在 30 ℃生化培养箱中培养 48 h后挑取单个菌落

接种至沙氏液体培养基中，置于 30 ℃恒温摇床约

1 ×g增菌 24 h。将增菌后的培养基约 2 795 ×g离
心 10 min，弃上清，再用无菌磷酸缓冲盐溶液重悬，

重复 3 次。将所得的菌液适量稀释滴加至血细胞

计数板中计数，确定菌液浓度，每个样本需重复计

数 3 次。然后将菌液梯度稀释至 106、105、104、103、

102和 10 CFU/ml；再将稀释后的菌液与健康人新鲜

血液按比例混合，配制成浓度梯度分别为 105、104、

103、102、10 和 1 CFU/ml 的血液模拟样本。按照核

酸提取试剂盒 Molysis Comlete5的说明书提取模拟

样本与临床疑似念珠菌血症样本 DNA。将提取的

DNA‒20 ℃冻存。

3. 念珠菌靶基因PCR：查阅文献后选择真菌通

用引物 ITS1（5′‑TCCGTAGGTGAACCTGCGG‑3′）和

ITS4（5′‑TCCTCCGCTTATTGATATGC‑3′）进行质谱

前 PCR扩增。由于质谱检测通过检测核酸相对分

子质量来区分单碱基延伸引物及其产物，需在 2条

PCR 引物的 5′端各添加 10 个碱基对的保护碱基

ACGTTGGATG，以确保引物足够长，不会在后续质

谱检测中干扰单碱基延伸引物及其产物（表 1）的

检测。结合相关文献及天根PCR试剂盒说明书，经

过优化后确定 PCR 反应体系总体积为 20 μl，其中

2× PCR 预混液 10 μl、各引物终浓度 0.3 μmol/L、模
板体积 4 μl；PCR 反应程序设定为 94 ℃预变性

3 min、94 ℃ 变性 30 s、54 ℃ 退火 30 s、72 ℃ 延伸

1 min，共进行 40 个循环后 72 ℃再次延伸 5 min。
PCR扩增产物可直接进行后续质谱前处理实验。

4. 核酸质谱检测：首先进行PCR产物的虾碱性

磷酸酶（shrimp alkaline phosphatase，SAP）消化，吸

取 5 μl的PCR产物至新的 0.2 ml的PCR管中，加入

0.3 μl 的 SAP 酶、0.17 μl 的 SAP 缓冲液、1.53 μl 去
离子水，轻轻涡旋混匀，约 112 ×g离心 1 min，将
PCR管转移至 PCR仪中，启动 SAP消化程序，37 ℃ 
40 min、85 ℃ 5 min、4 ℃保持。随后进行单碱基延

伸反应。将单碱基延伸引物配制成一定浓度的单

碱基延伸引物预混液，在每个 PCR管中加入 0.6 μl
的单碱基延伸酶、1.4 μl的单碱基延伸缓冲液、1 μl
的单碱基延伸引物预混液和 1 μl双脱氧核苷三磷

酸，启动最后一步PCR程序：95 ℃预变性30 s、95 ℃
变形 5 s、52 ℃退火 5 s、80 ℃延伸 5 s、内部循环

5次、外部循环 40次，最后 72 ℃变性 3 min。反应完

成后在每个 PCR 管中加入 14 μl超纯水、一次性树

脂，瞬时离心后放置在DNA混匀仪上、约 0.05×g混
匀 30 min，混匀结束后样品约 447 ×g离心 1 min，吸
取 2 μl上清液与 2 μl基质液混匀，再吸取 0.6 μl样
品点样在靶板上，进行上机检测，根据质谱峰图鉴

别念珠菌。

5. 空白对照与阴性对照：将无菌水和健康人基

因组 DNA 分别作为空白和阴性对照；观察中各单

碱基延伸引物之间是否产生产物峰。

6. 特异度实验：将 5种念珠菌的基因组DNA等

浓度等体积混匀后作为阳性对照，观察各单碱基延

伸引物的产物峰生成情况；分别检测 5种目标菌的

基因组 DNA，观察各单碱基延伸引物系统内特异

度；分别检测材料中其他细菌与真菌的基因组

DNA，观察各单碱基延伸引物系统外特异度。

7. 灵敏度实验：检测各目标菌种的梯度模拟样

本 DNA，各浓度设置 3 个平行实验，以无菌水和健

表1 念珠菌单碱基延伸引物及延伸碱基

菌株

白色念珠菌CMCC（F）98001
近平滑念珠菌ATCC22019
光滑念珠菌ATCC15126
克柔念珠菌ATCC6258
热带念珠菌ATCC13803

引物位置

ITS1区

ITS2区

ITS1区

ITS2区

ITS1区

引物序列

CCAATTTTTTATCAACTTGTC
AGTATAAACTAATGGATAG
ACAGTGGAGTTTACTTTACTA
GACTCGCCTGAAAGGGA
GCCACCAAAGAAATTTGT

引物名称

Caal
Capa
Cagl
Cake
Catr

引物相对分子质量

6 321.2
5 883.8
6 435.2
5 244.4
5 491.6

延伸碱基

A
G
C
G
A

延伸产物相对分子质量

6 618.2
6 196.8
6 708.2
5 557.4
5 833.6
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康人基因组DNA为空白和阴性对照。核酸质谱各

步骤反应条件与前面相同，以确定各菌种在血液样

本中的实际检出限。

8. 临床样本验证：收集 2021年 10月至 2022年

9月的 108例疑似或确诊念珠菌血症患者送检的乙

二胺四乙酸抗凝全血，提取 DNA 后进行检测。将

检测结果与临床传统血培养结果进行比较。

9. 统计学分析：使用 SPSS 25.0软件，应用配对

四格表的χ2检验，比较核酸质谱法与临床血培养方

法对同一批样本的阳性检出率与多重检出率之间

的差异，以双侧P<0.05为差异有统计学意义；应用

Kappa 一致性检验，比较 2 种方法的一致性，以 P<
0.05 为差异有统计学意义。质谱原始数据导出成

文本格式后导入 R 4.2.2平台，使用 MALDIquant包
与 ggplot2包绘制质谱峰图。

结 果

一、各单碱基延伸引物空白对照与阴性对照

峰图

空白对照与阴性对照结果显示（图 1），各延伸

引物未发生延伸反应，不产生延伸后产物峰，只产

生延伸引物峰。表明本方法设计的扩增引物

和延伸引物在空白背景及宿主背景下不会相

互假阳性干扰，可用于后续验证实验。

二、各单碱基延伸引物阳性对照峰图

阳性对照结果显示（图 2），当 5种念珠菌

基因组 DNA 均存在时，5 条单碱基延伸引物

均能正常延伸，延伸产物峰信号足够强。当

单独检测目标菌株DNA时，所对应单碱基延

伸引物正常产生的延伸引物峰。

三、各单碱基延伸引物特异度实验峰图

5种念珠菌的质谱检测结果表明，各单碱

基延伸引物只会对相应菌种的PCR产物发生

延伸反应，不同菌种引物与模板之间不存在

注：2A为阳性对照总峰图；2B为光滑念珠菌引物（m/z=6 435.2）及产物（m/z=6 708.2）峰图；2C为白色念珠菌引物（m/z=6 321.2）及产物

（m/z=6 618.2）峰图；2D为克柔念珠菌引物（m/z=5 244.4）及产物（m/z=5 557.4）峰图；2E为近平滑念珠菌引物（m/z=5 883.8）及产物（m/z=
6 196.8）峰图；2F为热带念珠菌引物（m/z=5 491.6）及产物（m/z=5 833.6）峰图

图2　各目标菌株阳性对照

注：蓝色实线：空白对照；红色实线：阴性对照；Caal：白色念珠菌引物峰（m/z=
6 321.2）；Caal_A：白色念珠菌产物峰（m/z=6 618.2）；Capa：近平滑念珠菌引

物峰（m/z=5 883.8）；Capa_G：近平滑念珠菌产物峰（m/z=6 196.8）；Cagl：光滑

念珠菌引物峰（m/z=6 435.2）；Cagl_C：光滑念珠菌产物峰（m/z=6 708.2）；

Cake：克柔念珠菌引物峰（m/z=5 244.4）；Cake_G：克柔念珠菌产物峰（m/z=
5 557.4）；Catr：热带念珠菌引物峰（m/z=5 491.6）；Catr_A：热带念珠菌产物峰

（m/z=5 833.6）
图1　各目标菌株空白对照与阴性对照
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交叉反应（图 3）。其他细菌和真菌的质谱检测结

果表明，大肠埃希菌、鲍曼不动杆菌、肺炎克雷伯

菌、粪肠球菌、金黄色葡萄球菌、黑曲霉菌不会对本

方法产生干扰（图4）。

四、模拟样本的灵敏度检测

使用本方法检测各念珠菌的浓度梯度分别为

105、104、103、102、10 和 1 CFU/ml 的血液模拟样本，

检测结果依照判读软件判读。结果显示白色念珠

菌的最低检测限可达 100 CFU/ml、近平滑念珠菌、

光滑念珠菌、热带念珠菌、克柔念珠菌的最低检测

限可达10 CFU/ml（图5）。

五、血培养方法与核酸质谱的结果比较

本研究共纳入 108 例念珠菌血症确诊或疑似

患者。其中有 38例患者血培养报阳后的分离菌落

注：3A为单碱基延伸引物峰图；3B为光滑念珠菌的峰图（产物峰m/z=6 708.2）；3C为白色念珠菌的峰图（产物峰m/z=6 618.2）；3D为克

柔念珠菌的峰图（产物峰m/z=5 557.4）；3E为近平滑念珠菌的峰图（产物峰m/z=6 196.8）；3F为热带念珠菌的峰图（产物峰m/z=5 833.6）；

各菌株峰图间均无非特异干扰

图3　核酸质谱法系统内特异度实验

注：图 4A为大肠杆菌的峰图；图 4B为粪肠球菌的峰图；图 4C为鲍曼不动杆菌的峰图；图 4D为金色葡萄球菌的峰图；图 4E为肺炎克雷

伯菌的峰图；图F为黑曲霉菌的峰图；各菌株无非特异峰产生

图4　核酸质谱法系统外特异度实验
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经临床多肽质谱鉴定为念珠菌，其中白色念珠菌

14 例、近平滑念珠菌 12 例、光滑念珠菌 4 例、热带

念珠菌5例，阳性确诊患者占比为35.19%（38/108）。

本次未检出克柔念珠菌，且有 2例患者在前后两次

血培养中检出 2 种不同的念珠菌。本研究建立的

检测体系共检出阳性样本 39 份，阳性占比为

36.11%（39/108）。在血培养阳性的 38 例患者中，

核酸质谱检出 36例阳性，其中 2例混合感染病例均

同时检出，混合感染病例均为光滑念珠菌和热带念

珠菌双重感染。在 70例血培养阴性的疑似确诊患

者中，核酸质谱法共检出 3 例阳性。2 种方法的阳

性结果菌种分布见图 6。经计算得出，核酸质谱的

敏 感 度 为 94.74%（36/38），特 异 度 为 97.14%
（68/70），阳性预测值为 92.31%（36/39），阴性预测

值为 98.55%（68/69）。使用 SPSS 25.0 进行配对

χ2检验，得出 2种检测方法结果差异无统计学意义

（P>0.05），Kappa 一致性检验显示 2 种方法一致性

良好（Kappa=0.9，P<0.05），见表2。

讨 论

核酸质谱技术是一种新兴的分子诊断技术，目

前已有商用的核酸质谱检测系统获得美国 FDA批

准用于临床的基因检测与分型。核酸质谱联合了

PCR 技术、单碱基延伸技术与 MALDI‑TOF MS 技

术，能同时拥有 PCR的高灵敏度、单碱基延伸的高

准确度、高特异度和 MALDI‑TOF MS 的高分辨率、

高通量的优点。在临床应用中，核酸质谱能够同时

检测数十个不同的基因位点，检测位点包括但不限

于基因单核苷酸多态性位点、甲基化位点、微生物

基因组的特异基因位点等。

核酸质谱理论上能够对所有的已知微生物进

行鉴定。目前已有研究将核酸质谱用于冠状病毒、

注：图 5A 为阴性对照；图 5B 为光滑念珠菌在 10 CFU/ml 的峰图（产物峰 m/z=6 708.2）；图 5C 为白色念珠菌在 100 CFU/ml 的峰图

（产物峰 m/z=6 618.2）；图 5D 为克柔念珠菌在 10 CFU/ml 的峰图（产物峰 m/z=5 557.4）；图 5E 为近平滑念珠菌在 10 CFU/ml 的峰图

（产物峰 m/z=6 196.8）；图5F为热带念珠菌在10 CFU/ml的峰图（产物峰m/z=5 833.6）
图5 各目标菌株在最低检测限时的峰图

图6　血培养方法与核酸质谱检测临床样本结果比较

表2 血培养方法与核酸质谱检测临床样本结果比较（例）

核酸质谱法

阳性

阴性

合计

血培养法

阳性

36
2

38

阴性

3
68
70

合计

39
69

108
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结核分枝杆菌及其他细菌的鉴定和分型［12‑13］。质

谱法采用的单碱基引物与定量PCR中的探针类似，

特异性均由自身碱基组成决定；两者的区别在于反

应过程中的信号显示，PCR探针通过荧光的累积来

放大PCR信号，而单碱基延伸引物通过质谱的峰图

来显示信号。鉴定方法的特异性由 PCR引物和单

碱基延伸引物共同决定；PCR引物确保了微生物靶

片段的扩增，单碱基延伸引物与靶片段发生延伸反

应，通过质谱读取信号峰完成信号方法。在定量

PCR 中已有研究采用通用 PCR 引物和特异荧光探

针完成微生物的菌种鉴定［14］，而使用通用引物和特

异单碱基延伸引物的核酸质谱法目前仍未见报道。

本研究成功建立了临床念珠菌血症常见病原

菌的核酸质谱检测方法，能够在 7 h之内快速检测

临床血液样本中的是否存在临床常见的 5 种念珠

菌，并对其进行初步的分类鉴别。本方法首先采用

经过广泛验证的真菌通用 PCR 引物对（ITS1 和

ITS4）对念珠菌基因组上多拷贝的 ITS区进行指数

级的扩增，然后设计物种特异的单碱基延伸引物用

于延伸目的基因上的特异位点，最后采用高分辨率

的 MALDI‑TOF MS 检测单碱基延伸引物及其延伸

产物的相对分子质量及信号强度，通过判断延伸产

物是否产生，从而实现对念珠菌的检测及分类。从

患者采样到样本核酸提取，再从PCR到核酸质谱检

测，本方法能够在患者采血当日完成病原菌检测。

本研究团队此前已成功建立针对血流感染常

见细菌的核酸质谱检测体系。相比细菌感染，真菌

血流感染样本的病原菌载量更低。并且由于真菌

细胞壁存在，提取真菌 DNA 时需要采用更复杂的

方法［15］。有文献报道，Molysis Comlete5试剂盒可有

效用于念珠菌血症样本的核酸提取［16］。本研究团

队在比对 Molysis Comlete5 试剂盒、凯杰 QIAamp 
BiOstic Bacteremia DNA 提取试剂盒和 Polaris 法后

发现，针对全血样本，Molysis Comlete5试剂盒提取

的 DNA 经过 PCR 验证后灵敏度更好，电泳后的条

带也更清晰，因此最终选择了 Molysis Comlete5 试

剂盒用于临床全血样本核酸提取。在低病原菌载

量样本中，过少的真菌基因组 DNA 拷贝数和相对

过高的宿主背景DNA会抑制病原菌靶基因的 PCR
扩增。因此，本研究选择了在基因组中具有多个拷

贝数的 ITS区作为 PCR靶基因，扩增此基因的通用

引物对历史悠久，已经过了大量的文献验证。

ITS区鉴定是目前真菌鉴定的一种常用方法。

ITS 区片段由 18S、ITS1 区、5.8S、ITS2 区、28S 组成，

各亚单元之间首尾串联形成重复序列，在单个真菌

基因组中可重复 60~200次［17］。靶基因多拷贝的优

势可明显提高 PCR在临床样本中灵敏度。各真菌

之间的 18S、5.8S、28S具有极大的保守性，在这些保

守片段上设计引物，只需设计 1对引物即可扩增绝

大部分真菌的 ITS 片段。其片段中的 ITS1 区和

ITS2区是中度保守片段，在序列上表现出种内相对

一致，种间差异明显的特点，因此通过测序、熔解曲

线分析或限制性内切酶片段长度多态性分析等技

术即可完成真菌的 ITS区鉴定［18‑20］。本研究设计的

核酸质谱单碱基延伸引物能够区分扩增片段之间

单个碱基的差异，只需筛选出目标物种 ITS1 及

ITS2片段上的种内保守片段，针对保守片段进行设

计，即可对白色念珠菌、近平滑念珠菌、光滑念珠

菌、热带念珠菌、克柔念珠菌及其对应复合体进行

区分。所包括的 5 种念珠菌已覆盖临床绝大部分

的念珠菌血症病例，具有一定的临床应用价值。

通过比较临床传统鉴别方法与核酸质谱法结

果发现，有 3例患者血液核酸质谱检测念珠菌阳性

而血培养阴性。回顾患者病例发现，这 3例患者均

已经过抗真菌药物治疗。可能是因为用药后患者

血中病原菌的载量下降和活力减低，从而出现传统

检测方法的漏诊。在 2例接连 2次检出不同念珠菌

的患者中，核酸质谱法能同时检出 2种念珠菌的存

在，可能是由于临床检测中漏检了其中 1 种念珠

菌，也可能是由于不同菌株先后感染，而普通方法

存在检测窗口期。2 例传统方法阳性而核酸质谱

法阴性病例，回顾病例后发现 2例患者均为光滑念

珠菌感染，光滑念珠菌的PCR产物与其他念珠菌相

比要多大约 200 个碱基对，可能是产物的长度对

PCR的扩增效率有一定的影响；同时这 2例的血培

养报阳时间极长，从样本接收到血培养报阳的时长

均已超过 7 d，说明可能是采集的患者样本本身的

念珠菌浓度太低，未达到核酸质谱的检测限，后续

检测此类样本时可在提取 DNA 前增加病原菌富

集、宿主背景核酸去除等步骤以提高检测阳性率。

在所有病例中，2种方法均未检出克柔念珠菌。可

能是克柔念珠菌在血流中的检出率低于其他 4 种

念珠菌；可能本研究在样本收集期间并未诊断出有

患者血流感染克柔念珠菌，后续考虑开展多中心研

究以进一步扩大样本量［21］。

目前，本方法能区分临床常见的几种念珠菌，

可初步对临床疑似念珠菌血症的患者进行检测。

所建立的方法灵敏、快速、高通量，能够在一张芯片
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上同时进行数十个甚至上百个样本的检测。本研

究团队后续考虑再纳入其他临床不常见的念珠菌、

霉菌、隐球菌等真菌，并与已有的细菌检测体系相

结合，构建出一个具有更宽检测谱的临床病原菌核

酸质谱检测体系，后续再将此体系应用于临床其他

样本。
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