
［收稿日期］　２０１５－１１－０１

［基金项目］　国家自然科学基金（８１５０１４２５）

［作者简介］　钱雪峰（１９７４－），男（汉族），江苏省苏州市人，副主任检验师，主要从事病原生物检测和医院感染预防与控制相关研究。

［通信作者］　季成　　Ｅｍａｉｌ：ｊｉｃｈｅｎｇｓｋｙ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

犇犗犐：１０．３９６９／犼．犻狊狊狀．１６７１－９６３８．２０１６．１０．０１１

·论著·

阿萨希毛孢子菌和头状地霉菌血流感染的鉴别诊断初探
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［摘　要］　目的　为临床微生物实验室建立少见类酵母样真菌血流感染诊断和鉴别诊断方法提供参考。

方法　采用临床资料分析，形态学检查、生化反应和分子生物学技术相结合的方法，对阿萨希毛孢子菌和头状地霉

菌血流感染进行诊断和鉴别诊断。结果　病例１和病例２类酵母样真菌血流感染均发生于患者白血病化疗后粒

细胞缺乏期，患者病情严重，相似度高。挑取病例１、２血平皿上培养菌落进行革兰染色镜检，前者可见菌丝、关节

孢子和小分生孢子，菌丝分枝分隔粗细不等，关节孢子长短不一，多呈矩形和桶型；后者可见中隔透明的菌丝断裂

成关节孢子，呈长方形，不产生芽生分生孢子。ＡＰＩ２０ＣＡＵＸ鉴定，提示分别为阿萨希毛孢子菌、头状地霉菌。所

得序列在ＮＣＢＩ上进行比对，结果分别为阿萨希毛孢子菌、头状双足囊菌头状地霉菌的有性期。结论　综合应用

多种技术手段有助于提高类酵母样真菌血流感染诊断的准确性。将毛孢子菌和地霉菌鉴定到种水平有利于提高

临床对该类少见真菌感染的认识，合理选择抗真菌药物和改善预后。

［关　键　词］　血流感染；阿萨希毛孢子菌；头状地霉菌；类酵母样真菌；鉴别诊断
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　　随着医学技术的发展和有效治疗措施的不断推

出，许多疾病病死率得到不同程度的控制，患者生命

得以延长。但同时也造成患有严重基础疾病和免疫

功能受损的患者数量的明显增加，特别是在重症监

护病房（ＩＣＵ）、血液科和肿瘤科病房，医院获得性真

菌感染的机会明显上升［１３］。对法国３００个ＩＣＵ的

调查显示，侵袭性假丝酵母菌感染的病死率高达

４５．９％
［４］。特别是非白假丝酵母菌感染的比例有逐

渐增高的趋势。既往不常见的丝状真菌、暗色丝状

真菌和其他类酵母样真菌在致命性侵袭性感染中所

占的比重越来越大［５６］。普通假丝酵母菌通常可通

过显色平皿和自动化微生物鉴定仪酵母菌鉴定卡进

行分析，但一些少见类酵母样真菌却无法完全依此

进行鉴定。如对毛孢子菌和地霉菌种属的鉴定，传

统的ＡＰＩ２０ＣＡＵＸｓｙｓｔｅｍ 和 ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ

ＹＳＴｓｙｓｔｅｍ确鉴率仅为７０．８％、５６．３％，误鉴率

高［７］，目前临床尚缺乏统一标准化的检测方法。我

们通过分析阿萨希毛孢子菌（犜狉犻犮犺狅狊狆狅狉狅狀犪狊犪犺犻犻）

和头状地霉菌（犌犲狅狋狉犻犮犺狌犿犮犪狆犻狋犪狋狌犿）血流感染的

临床资料，结合病原形态学检查、生理生化反应和分

子生物学技术，对两种类酵母样真菌血流感染进行

诊断和鉴别诊断。现将结果报告如下。

１　资料与方法

１．１　资料　病例１，患者男性，４８岁，初治急性红白

血病，于２０１０年６月１日入住本院，血常规白细胞

计数（ＷＢＣ）２．０５×１０９／Ｌ，中性粒细胞（Ｎ）０．３８×

１０９／Ｌ，血红蛋白（Ｈｂ）１２２ｇ／Ｌ，血小板计数（ＰＬＴ）

２９×１０９／Ｌ。６月３日经外周静脉置入中心静脉导

管（ＰＩＣＣ），化学治疗（化疗）后血白细胞未见明显下

降。６月２２日复查骨髓穿刺提示未缓解，改予ＩＡ

方案再次诱导化疗，７月１０日出现发热３９．２°Ｃ，

ＷＢＣ０．１９×１０９／Ｌ，Ｎ０．０１×１０９／Ｌ，血ＣＭＶＤＮＡ

和ＰＰ６５检查阴性，７月１４日起连续两次血培养真

菌生长，疑似阿萨希毛孢子菌。给予脂质体两性霉

素Ｂ联合亚胺培南／西司他丁钠、利奈唑胺抗感染

治疗，粒细胞集落刺激因子（ＧＣＳＦ）及促红细胞生

成素（ＥＰＯ）促进造血恢复。

病例２，患者男性，１３岁，初治急性单核细胞白

血病，２０１０年８月９日因间断中等度发热入院。查

血常规：ＷＢＣ３４６．８７×１０９／Ｌ，Ｈｂ１０９ｇ／Ｌ，ＰＬＴ５２

×１０９／Ｌ。骨髓穿刺示急性单核细胞白血病。先后

给予白细胞清除３次，羟基脲降白细胞治疗，但白细

胞仍维持在２００×１０９／Ｌ左右，８月１０置入股静脉

导管，给予ＩＡ方案诱导化疗，８月１９日复查骨髓穿

刺：急性单核细胞白血病化疗后未缓解伴骨髓抑制

（幼稚单核细胞 ４５％）。８ 月 ２０ 日再予 ＡｒａＣ

１００ｍｇ／ｍ
２／ｄ，２ｄ化疗。期间反复出现高热，予亚

胺培南／西司他丁钠联合替考拉宁、米卡芬净热峰不

降。８月２４日起给予ＧＣＳＦ刺激粒系造血。９月

６日起外周血培养连续两次真菌生长，考虑为真菌

败血症，两性霉素Ｂ加量至３ｍｇ／ｋｇ／ｄ，并联合伏立

康唑口服加强抗真菌治疗。９月１２日起脱离粒细

胞缺乏期，ＷＢＣ４．３２×１０９／Ｌ，Ｎ３．１２×１０９／Ｌ，体

温降至基础体温。９月１３日起连续３次血培养回

报无菌生长，提示真菌败血症得到有效控制。９月

１５日复查骨髓穿刺提示本病缓解，幼单核细胞１％。

１．２　方法

１．２．１　形态学鉴定　分别接种血平皿、假丝酵母菌

显色平皿和ＳＤＡ平皿，进行革兰染色镜检。

１．２．２　生化反应鉴定　采用法国生物梅里埃

ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ鉴定仪ＹＳＴ卡鉴定和ＡＰＩ２０Ｃ

ＡＵＸ鉴定。

１．２．３　分子生物学鉴定　使用天根生化酵母基因

组ＤＮＡ试剂盒提取基因组ＤＮＡ。真菌核糖体大

亚 基 ２６ＳＤ１／Ｄ２ 区 引 物：ＮＬ１Ｆ：ＧＣＡＴＡＴ

ＣＡＡＴＡＡＧＣＧＧＡＧＧＡＡＡＡＧ；ＮＬ４Ｒ：ＧＧＴＣ

ＣＧＴＧＴＴＴＣＡＡＧＡＣＧＧ
［８］；核糖体ＤＮＡ的内转录

间隔区（ＩＴＳ）引物：ＩＴＳ１：ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴ

ＧＣＧＧ；ＩＴＳ４：ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ。

ＰＣＲ扩增２６Ｓ和ＩＴＳ序列：反应体系５０μＬ，ｄｄ

Ｈ２Ｏ４１．２５μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ（含２．０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２）

５μＬ，ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，ｐｒｉｍｅｒ（１０ｍｏｌ／Ｌ）各

１μＬ，Ｔａｑ酶０．２５μＬ，模板ＤＮＡ０．５μＬ。反应程序：

９４°Ｃ４ｍｉｎ；９４°Ｃ０．５ｍｉｎ，５６°Ｃ１ｍｉｎ，７２°Ｃ１ｍｉｎ，

３０个循环；７２°Ｃ７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物回收：按生工生物

ＳＫ１１３１试剂盒说明。目的片段连接反应：５μＬＴ４

ＤＮＡ连接酶２×快速连接缓冲液，１μＬＰｇｅｍＴＶｅｃ

ｔｏｒ，４μＬＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ，１６°Ｃ连接过夜。连接产物转
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化：５０μＬ感受态细胞置于冰上，解冻后将细胞均匀

悬浮。加入１０μＬ连接液冰上放置３０ｍｉｎ，４２°Ｃ水浴

９０ｓ，冰上放置１５～２０ｍｉｎ。加４００μＬＳＯＣ培养基，

３７°Ｃ２００～２５０ｒ／ｍｉｍ振荡培养１ｈ。室温下４０００ｒ／

ｍｉｍ离心５ｍｉｎ，吸去４００μＬ上清，用剩余的培养基

将细胞悬浮。将细菌涂布在预先用２０μＬ１００ｍｍｏｌ／

ＬＩＰＴＧ和１００μＬ２０ｍｇ／ｍＬＸｇａｌ涂布的氨苄西林

平板上。３７°Ｃ下正向放置１ｈ，倒置培养过夜。选择

白色菌落，挑至５ｍＬ含氨苄西林ＬＢ试管，３７°Ｃ摇床

过夜。使用生工ＳＫ１１９１ＵＮＩＱ１０柱式质粒小量抽

提试剂盒提取质粒ＤＮＡ，Ｍ１３＋／－测序，所得序列

在ＮＣＢＩ上进行比对。

１．２．４　抗真菌药物体外敏感性试验　采用丹麦

Ｒｏｓｃｏ公司药敏纸片和改良Ｓｈａｄｏｍｙ琼脂，检测两

种类酵母样真菌对氟康唑、酮康唑、伊曲康唑、两性

霉素Ｂ、咪康唑和５氟胞嘧啶６种抗真菌药物的敏

感性。标准菌株 ＡＴＣＣ６４５４８和 ＡＴＣＣ６４５５０白

假丝酵母菌作药敏试验质控菌株。

２　结果

２．１　病原表型鉴定结果　病例１，血平皿上菌落形

态：３５°Ｃ培养２４ｈ后，菌落白色、干燥、边缘不整

齐，牢固黏附于培养基上，边缘触之易碎，菌落较小，

４８ｈ后顶部呈粉末状。假丝酵母菌显色平皿上生长

产绿色色素的菌落。ＳＤＡ上形态：２７°Ｃ培养２４ｈ，

奶油色、稍干燥、表面呈粉状、边缘有宽而深的裂隙。

镜检：革兰染色后可见菌丝、关节孢子和小分生孢

子，菌丝分枝分隔粗细不等，关节孢子长短不一，多

呈矩形和桶型。见图１。ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ鉴定仪

ＹＳＴ卡：８７％为阿萨希毛孢子菌。ＡＰＩ２０ＣＡＵＸ

鉴定：３０°Ｃ孵育２４、４８ｈ，提示为阿萨希毛孢子菌。

图１　阿萨希毛孢子菌

犉犻犵狌狉犲１　犜狉犻犮犺狅狊狆狅狉狅狀犪狊犪犺犻犻

病例２，血平皿上菌落形态：３５°Ｃ培养２４ｈ后，

菌落白色、中小、偏干、边缘呈粉末状。假丝酵母菌

显色平皿上呈淡粉红色、湿润柔软、边缘皱折。ＳＤＡ

上形态：２７°Ｃ培养２４ｈ，白色、表面堆积呈脑回状，

边缘薄呈细小粉末状。镜检可见中隔透明的菌丝断

裂成关节孢子，呈长方形，不产生芽生分生孢子。见

图２。ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ鉴定仪ＹＳＴ卡：７９％为头

状地霉菌。ＡＰＩ２０ＣＡＵＸ鉴定提示为头状地霉菌。

图２　头状地霉菌

犉犻犵狌狉犲２　犌犲狅狋狉犻犮犺狌犿犮犪狆犻狋犪狋狌犿

２．２　病原体分子生物学鉴定结果　提取患者分离

菌的质粒 ＤＮＡ，测序所得序列在 ＮＣＢＩ上进行比

对，结果病例１为阿萨希毛孢子菌，２６ＳｒＤＮＡＤ１／

Ｄ２区域序列为６４２ｂｐ，转录间区（ＩＴＳ）为５４３ｂｐ，；

病例２为头状双足囊菌头状地霉菌（犇犻狆狅犱犪狊犮狌狊

犮犪狆犻狋犪狋狌狊）的有性期，２６ＳｒＤＮＡＤ１／Ｄ２区域序列

为４５２ｂｐ，ＩＴＳ为４６６ｂｐ。

２．３　抗真菌药物体外敏感性试验结果　阿萨希毛

孢子菌对大多数抗真菌药物处于中介水平，仅对伊

曲康唑和咪康唑敏感；而头状地霉菌对酮康唑、两性

霉素Ｂ和５氟胞嘧啶敏感。见表１。

表１　２株类酵母样真菌对抗真菌药物的体外药敏感结果

犜犪犫犾犲１　Ｉｎｖｉｔｒｏａｎｔｉｆｕｎｇａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ｔｗｏｋｉｎｄｓｏｆｙｅａｓｔｌｉｋｅｆｕｎｇｉ

抗真菌药物 阿萨希毛孢子菌 头状地霉菌

氟康唑 Ｉ Ｉ

酮康唑 Ｉ Ｓ

伊曲康唑 Ｓ Ｉ

两性霉素Ｂ Ｉ Ｓ

咪康唑 Ｓ Ｉ

５氟胞嘧啶 Ｉ Ｓ

　　Ｉ：中介；Ｓ：敏感
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３　讨论

丝孢酵母属为半知菌亚门隐球菌科真菌，该菌

可以引起表浅部位感染、深部侵袭性感染，患者预后

极差。阿萨希毛孢子菌是近年由丝孢酵母属中新确

定的一个种，也是临床侵袭性毛孢子菌属中最常见

的致病菌，多见于粒细胞减少的白血病、淋巴瘤患

者、器官移植，以及重度免疫缺陷患者［９１１］，病死率

高达４２％～８０％
［１２］。

地霉菌属内孢霉纲，除具关节分生孢子外还具

有由合轴延伸细胞产生的分生孢子，以前曾将此菌

分类于毛孢子菌属，形态上有时难于与毛孢子菌区

别。地霉属目前最常引起侵入性及系统性感染者为

头状地霉菌，所引起的感染包括败血症、呼吸道感

染、胃肠道感染、心内膜炎、肝肾感染、口腔感染、脑

膜炎、骨髓炎和椎间关节盘炎，多见于急性白血病患

者。９０％ 以 上 是 侵 袭 性 感 染
［１３］，致 死 率 超 过

５０％
［９］。

在长度为５００～６００ｂｐ的２６ＳｒＤＮＡＤ１／Ｄ２

区域和ｒＲＮＡ转录间区（ＩＴＳ），绝大多数酵母菌种

间具有明显的序列差异，而同一种内不同菌株间的

碱基差异却≤１％
［１４］。目前，几乎所有真菌Ｄ１／Ｄ２

区域的碱基序列已测定并公布，丝孢酵母属内所有

种菌株的ＩＴＳ序列也已测定并公布。ＤＮＡ序列数

据为类酵母样真菌的鉴定提供了便利条件。当未知

菌株的相应序列测定后，在数据库内进行同源性比

对，就可判定该菌与哪个种的序列相同或最相近。

文中１例阿萨希毛孢子菌和１例头状地霉菌血流感

染均发生于化疗后粒细胞缺乏期间，并且连续多次

血培养阳性，可确定为真菌血流感染，而非污染。综

合临床资料分析，病原形态学检查、生理生化反应和

分子生物学技术等多种手段，有助于提高类酵母样

真菌血流感染检出的可靠性与准确性，有利于提高

临床对该类少见真菌感染的认识，合理选择抗真菌

药物和改善预后。

阿萨希毛孢子菌对伏立康唑最敏感，而对卡泊

芬净耐药［１０，１５１６］，对两性霉素Ｂ的敏感性存在地区

差异，国外多数耐药［１０，１６］，而国内大陆地区仍敏感。

头状地霉菌则对两性霉素Ｂ高度敏感，其次是伏立

康唑［１７］。体外药物敏感性试验表明，阿萨希毛孢子

菌对大多数抗真菌药物处于中介水平，仅对伊曲康

唑和咪康唑敏感；而头状地霉菌对氟康唑、伊曲康唑

和咪康唑处于中介水平，对酮康唑、两性霉素Ｂ和

５氟胞嘧啶敏感。临床治疗的结果也显示，病例１

在给予两性霉素Ｂ经验性治疗后，尽管阿萨希毛孢

子菌对两性霉素Ｂ处于中介水平，但随着粒细胞的

回升，感染得到有效控制。病例２在给予米卡芬净

后热峰不降，药敏也提示该头状地霉菌对米卡芬净

不敏感，改予两性霉素Ｂ和伏立康唑后，真菌败血

症得到控制。另一个不容忽视的事实是２例类酵母

样真菌血流感染均发生在粒细胞缺乏期，而感染的

控制均发生在粒细胞缺乏缓解期，提示患者自身免

疫状况对感染控制的作用。另外，我们建议在确诊

真菌败血症时拔除ＰＩＣＣ或深静脉导管，有利于感

染的控制。

近年来，临床上毛孢子菌病和地霉菌病的发病

率呈上升趋势，但是对抗真菌药物敏感性的研究依

然十分有限，且存在地区差异，目前尚缺乏可参考的

经验性治疗方案。我们建议有条件的单位保存菌

株，进一步研究，以期今后能为少见类酵母样真菌的

治疗积累经验和提供数据。
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