
［收稿日期］　２０１７－１１－０５

［作者简介］　王双杰（１９８６－），男（汉族），广西鹿寨县人，主管技师，主要从事临床微生物检验及细菌耐药监测研究。黄海锋同为第一作者。

［通信作者］　余夏　　Ｅｍａｉｌ：４００１１６３５＠ｑｑ．ｃｏｍ

犇犗犐：１０．３９６９／犼．犻狊狊狀．１６７１－９６３８．２０１８．０８．００３

·论著·

新生儿科分离白假丝酵母菌多位点序列分型研究

王双杰１，黄海锋１，佘尚扬１，岑贞娇１，曾尚娟１，阮佳玲１，余　夏
２

（１广西壮族自治区妇幼保健院，广西 南宁　５３００２１；２广西南宁市第二人民医院，广西 南宁　５３００３１）

［摘　要］　目的　分析白假丝酵母菌多位点序列分型（ＭＬＳＴ）与标本来源、药物敏感性之间的关系，探讨菌株间

的亲缘关系及其分子流行病学特征。方法　收集２０１５年４—５月某院新生儿科病房分离的白假丝酵母菌，采用试

剂盒对菌株进行体外药物敏感性测试，并采用 ＭＬＳＴ方法对菌株进行分型，分析菌株间的同源性及分子流行病学

特征。结果　共分离１５株白假丝酵母菌，来自４例患儿和１名医务人员，１５株白假丝酵母菌经ＭＬＳＴ获得３个序

列型（ＳＴ），其中１３株为ＳＴ１９９７，另外２株分别为ＳＴ１３５９和ＳＴ１９３３。经ｅＢＵＲＳＴ软件对ＳＴ分型进行聚类分

析，ＳＴ１９９７菌株属于Ｇｒｏｕｐ１３，ＳＴ１３５９菌株属于Ｇｒｏｕｐ１，ＳＴ１９３３菌株属于Ｇｒｏｕｐ２０。同一患者外周血和外

周静脉导管分离的白假丝酵母菌属于同一克隆株。结论　新生儿科病房存在白假丝酵母菌血流感染的暴发，应积

极制定相应的预防控制措施，加强对新生儿科病房的医院感染管理。

［关　键　词］　白假丝酵母菌；血流感染；多位点序列分型；新生儿科；暴发
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　　白假丝酵母菌是一种侵袭性条件致病菌，可引

起体表及机体深部多个部位感染。白假丝酵母菌深

部感染可侵犯肺、肠道，严重时甚至入血引起败血

症，导致患者死亡，具有感染率高、病死率高等特点，

因此，白假丝酵母菌已经成为引起医院感染的重要

病原菌之一［１３］。有报道［４５］指出白假丝酵母菌引起

的血流感染具有明显的地区差异和科室聚集性特

征。医院新生儿科病房收治的主要为免疫功能不全

的危重新生儿，这些患儿使用广谱抗菌药物、接受侵

入性诊疗操作均较多，是发生白假丝酵母菌血流感

染的高危人群。

白假丝酵母菌既可以是患者体内的定植菌株，

也可以通过医院内传播而获得。分子生物学分析法

联合流行病学调查及基因分型可以区分社区感染和

医院感染［６］。目前，运用较多的分子生物学分析方

法包括：（１）基于电泳图谱分析的分型方法，如脉冲

场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）；（２）以核苷酸序列为基础的分

型方法，如多位点序列分型（ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｔｙｐｉｎｇ，ＭＬＳＴ）。ＰＦＧＥ方法曾被广泛用于白假丝

酵母菌及其他假丝酵母菌分型；但是，ＰＦＧＥ方法耗

时长，操作步骤较为复杂，易受缓冲液的种类、浓度、

温度及电泳时脉冲角度、时间、电压梯度的影响，区

分分子量相近的ＤＮＡ较为困难，不同实验室之间

的数据不能进行对比，这些原因限制了ＰＦＧＥ方法

的应用［７９］。ＭＬＳＴ方法结合了高通量测序与群体

遗传学的生物信息技术，操作相对简单，可以通过公

共网络进行分析比对，具有较高的鉴别力和可操作

性，可用于病原菌和耐药菌株的溯源追踪，反映菌株

的生物进化学关系［１０］。

目前，国内一些白假丝酵母菌流行病学研究报

道显示，白假丝酵母菌 ＭＬＳＴ主要根据７个管家基

因（ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇｇｅｎｅ）片段进行，每个管家基因几

乎都有保守性，但不同种或菌株间存在一定差

异［５６，１０１２］。根据 ＭＬＳＴ方法对新生儿科病房分离

的白假丝酵母菌进行分子生物学分型，对于医院感

染监控和流行病学调查有重要意义。目前，国内针

对医疗单位特定区域（如新生儿科、ＩＣＵ、手术室等）

分离菌株的分子分型研究相对较少。本研究拟收集

中国南方某妇女儿童专科医院短期内分离自新生儿

科病房的１５株白假丝酵母菌进行体外抗菌药物敏

感试验和 ＭＬＳＴ研究，为及时有效控制医院内感染

的流行、指导临床用药提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验菌株　收集２０１５年４—５月中国南方某

妇女儿童医院新生儿科病房分离的白假丝酵母菌。

１．２　菌株鉴定及药敏试验　采用酵母菌ＹＳＴ鉴定

卡（法国生物梅里埃公司）对菌株进行鉴定，采用珠

海迪尔酵母样真菌药敏试剂盒（ＤＬ９６ＦＵＮＧＵＳ）对

菌株进行药敏试验，试验药物包括两性霉素Ｂ、氟康

唑、伏立康唑、氟胞嘧啶、伊曲康唑。药敏结果判断

参照美国临床和实验室标准协会（ＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄＬａ

ｂｏｒａｔｏｒｙＳｔａｎｄａｒｄｓＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＣＬＳＩ）抗真菌药物敏

感性试验解释标准（Ｍ２７Ｓ４）。体外药物敏感试验

质控菌株为白假丝酵母菌 ＡＴＣＣ９００２９，为本实验

室保存的标准菌株。

１．３　ＭＬＳＴ

１．３．１　白假丝酵母菌总ＤＮＡ提取　应用Ｅｚｕｐ柱

式酵母基因组ＤＮＡ抽提试剂盒（上海生工）并严格

按照操作步骤提取基因组 ＤＮＡ。同时测定 ＤＮＡ

浓度（ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００，ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ），并将提

取ＤＮＡ保存于－２０℃备用。

１．３．２　ＭＬＳＴ分析　根据 ＭＬＳＴ数据库（ｈｔｔｐ：／／

ｃａｌｂｉｃａｎｓ．ｍｌｓｔ．ｎｅｔ／）方案设计白假丝酵母菌７对管

家 基 因 （ＡＡＴ１ａ，ＡＣＣ１，ＡＤＰ１，ＭＰＩｂ，ＳＹＡ１，

ＶＰＳ１３，ＺＷＦ１ｂ）的引物序列。具体引物序列见

表１。

１．３．３　ＰＣＲ扩增产物分析　采用聚合酶链反应

（ＰＣＲ）分别对７对管家基因进行扩增，ＰＣＲ反应体

系（５０μＬ）：ＤＮＡ模板２μＬ，正反向引物各２μＬ，

ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ２５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１９μＬ。ＰＣＲ反应

条件：预变性９４℃５ｍｉｎ；变性９４℃３０ｓ，退火５５℃

６０ｓ，延伸７２℃１ｍｉｎ，共３０个循环；终末延伸７２℃

５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物扩增后进行电泳验证，然后将扩

增产物送生工生物工程（上海）股份有限公司进行

测序。

测序后的序列采用ｃｈｏｒｍａｓ软件进行分析，首

先将测序结果提交至白假丝酵母菌 ＭＬＳＴ数据库

（ｈｔｔｐ：／／ｃａｌｂｉｃａｎｓ．ｍｌｓｔ．ｎｅｔ／）中进行分析，分别获

得７个管家基因的等位基因数值，然后将管家基因

等位基因数值与数据库中的等位基因进行比较，获

得白假丝酵母菌临床分离株的序列分型（ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｔｙｐｅ，ＳＴ）。
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表１　白假丝酵母菌 ＭＬＳＴ分型中７对管家基因引物序列

犜犪犫犾犲１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ７ｐａｉｒｓｏｆｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇｇｅｎｅｓ
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管家基因 引物序列（５’－３’）
扩增产物

大小（ｂｐ）

ＡＡＴ１ａ ＡＣＴＣＡＡＧＣＴＡＧＡＴＴＴＴＴＧＧＣ ４７８

ＣＡＧＣＡＡＣＡＴＧＡＴＴＡＧＣＣＣ

ＡＣＣ１ ＧＣＡＡＧＡＧＡＡＡＴＴＴＴＡＡＴＴＣＡＡＴＧ ５１９

ＴＴＣＡＴＣＡＡＣＡＴＣＡＴＣＣＡＡＧＴＧ

ＡＤＰ１ ＧＡＧＣＣＡＡＧＴＡＴＧＡＡＴＧＡＴＴＴＧ ５３７

ＴＴＧＡＴＣＡＡＣＡＡＡＣＣＣＧＡＴＡＡＴ

ＭＰＩｂ ＡＣＣＡＧＡＡＡＴＧＧＣＣＡＴＴＧＣ ４８６

ＧＣＡＧＣＣＡＴＧＣＡＴＴＣＡＡＴＴＡＴ

ＳＹＡ１ ＡＧＡＡＧＡＡＴＴＧＴＴＧＣＴＧＴＴＡＣＴＧ ５４３

ＧＴＴＡＣＣＴＴＴＡＣＣＡＣＣＡＧＣＴＴＴ

ＶＰＳ１３ ＴＣＧＴＴＧＡＧＡＧＡＴＡＴＴＣＧＡＣＴＴ ７４１

ＡＣＧＧＡＴＧＧＡＴＣＴＣＣＡＧＴＣＣ

ＺＷＦ１ｂ ＧＴＴＴＣＡＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＡＡＧＣ ７０２

ＧＣＣＡＴＴＧＡＴＡＡＧＴＡＣＣＴＧＧＡＴ

２　结果

２．１　菌株来源　２０１５年４—５月该院新生儿科病

房共分离白假丝酵母菌１５株。菌株来源标本分布：

患儿血（８株），患儿外周静脉导管（４株），患儿外周

血静脉导管留置针穿刺点（２株），医务人员手

（１株）。新生儿病房临床分离的１５株白假丝酵母

菌中１０株来自于４例患者，其中６株菌（菌株编号

Ｃ６、Ｃ１２、Ｃ１３；Ｃ３、Ｃ１４、Ｃ１５）分别来源于２例患者的

外周血、留置针穿刺点和外周静脉导管，４株菌（Ｃ５、

Ｃ１０；Ｃ４、Ｃ１１）分别来源于另外２例患者的外周血和

外周静脉导管，１株分离自医护人员手（Ｃ９），其余

４株（Ｃ１、Ｃ２、Ｃ７、Ｃ８）分别来自不同的患者外周血。

２．２　药敏结果　新生儿科病房１５株菌株经过生化

鉴定后均确认为白假丝酵母菌。药敏试验结果显示

１４株白假丝酵母菌对伊曲康唑表现为中介（Ｉ），仅１

株（编号Ｃ１）来源于患儿外周血的白假丝酵母菌对伊

曲康唑表现为敏感（Ｓ）；１５株白假丝酵母菌对两性霉

素Ｂ、氟康唑、伏立康唑和氟胞嘧啶均表现为敏感（Ｓ）。

２．３　ＭＬＳＴ结果

２．３．１　管家基因扩增结果　按照 ＭＬＳＴ官网（ｈｔ

ｔｐ：／／ｃａｌｂｉｃａｎｓ．ｍｌｓｔ．ｎｅｔ／）提供的引物进行扩增，白假

丝酵母菌７对管家基因均能扩增出特异性的ＰＣＲ产

物，电泳结果显示７个管家基因对应不同大小的条

带，且无明显二聚体。琼脂糖凝胶电泳结果见图１。

２．３．２　ＳＴ分型结果　分离的１５株白假丝酵母菌

７个管家基因的等位基因数值提交至ＭＬＳＴ数据

!"
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'$$

#'$

%$$

　　１－７：ＡＣＣ１；ＡＤＰ１；ＭＰＩｂ；ＺＷＦ１ｂ；ＶＰＳ１３；ＡＡＴ１ａ；ＳＹＡ１；Ｍ：

ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤ２０００

图１　白假丝酵母菌 ＭＬＳＴ７对管家基因ＰＣＲ扩增产物电

泳结果
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库中获取对应ＳＴ值。ＳＴ结果显示，临床分离的１５

株白假丝酵母菌可分为３个ＳＴ型别，其中ＳＴ１９９７

为主要流行菌株，具体结果见表２。

２．３．３　ＭＬＳＴ同源性分析结果　应用ｅＢＵＲＳＴ程

序对分离菌株进行同源性分析，结果显示，ＳＴ１９９７

属于 Ｇｒｏｕｐ１３克隆组；ＳＴ１９３３属于 Ｇｒｏｕｐ２０；

ＳＴ１３５９属于Ｇｒｏｕｐ１；３个ＳＴ型别均位于不同的

克隆组。

３　讨论

目前，临床上由于广谱抗菌药物、糖皮质激素、

免疫抑制剂等药物的广泛使用，侵入性诊疗操作的

不断增多，多重耐药菌、真菌等引起的医院感染暴发

流行也随之增加，已经引起了临床医务工作者的重

视［１３１４］。白假丝酵母菌为条件致病菌，也是引起真

菌血症的重要病原菌，新生儿科患者由于具备出现

医院感染的多种危险因素，已经成为医院感染的高

发人群和重点监控对象。采用抗菌药物敏感性表型

分型方法初步判断医院感染暴发的操作相对简单，

比较适合基层医院。但是，细菌在不同抗菌药物压

力条件下，可形成不同的抗菌药物药敏谱型，因此，

结果不稳定，重复性较差，在对医院感染暴发的调查

中结果并不准确。本研究除Ｃ１（ＳＴ１９９７）对伊曲康

唑表现为敏感外，其余１４株（包括 ＳＴ１９９７、ＳＴ

１３５９、ＳＴ１９３３）对伊曲康唑均表现为中介，所有菌

株对两性霉素Ｂ、氟康唑、伏立康唑和氟胞嘧啶均表

现为敏感，显示大部分白假丝酵母菌具有一致的抗
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表２　１５株白假丝酵母菌 ＭＬＳＴ的７对管家基因等位基因数值及ＳＴ型
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菌株编号 标本来源 ＡＡＴ１ａ ＡＣＣ１ ＡＤＰ１ ＭＰＩｂ ＳＹＡ１ ＶＰＳ１３ ＺＷＦ１Ｂ ＳＴ

Ｃ１ ＰＢ ５ ３２ １０ ３４ ７ ５５ ５ １９９７

Ｃ２ ＰＢ ５ ３２ １０ ３４ ７ ５５ ５ １９９７

Ｃ３ ＰＢ ５ ３２ １０ ３４ ７ ５５ ５ １９９７

Ｃ４ ＰＢ ５ ３２ １０ ３４ ７ ５５ ５ １９９７

Ｃ５ ＰＢ ５ ３２ １０ ３４ ７ ５５ ５ １９９７

Ｃ６ ＰＢ ５ ３２ １０ ３４ ７ ５５ ５ １９９７

Ｃ７ ＰＢ ５ ３２ １０ ３４ ７ ５５ ５ １９９７

Ｃ８ ＰＢ ５ ３２ １０ ３４ ７ ５５ ５ １９９７

Ｃ９ Ｈ ２ ３ ５ ９ ２ ２１ ５ １３５９

Ｃ１０ ＰＶＣ ５ ３２ １０ ３４ ７ ５５ ５ １９９７

Ｃ１１ ＰＶＣ ５ ３２ １０ ３４ ７ ５５ ５ １９９７

Ｃ１２ Ｄ ５ ３２ １０ ３４ ７ ５５ ５ １９９７

Ｃ１３ ＰＶＣ ５ ３２ １０ ３４ ７ ５５ ５ １９９７

Ｃ１４ Ｄ ３ ３ ２１ ５０ ２７ １０９ １３ １９３３

Ｃ１５ ＰＶＣ ５ ３２ １０ ３４ ７ ５５ ５ １９９７

　　注：ＰＢ为外周血；ＰＶＣ为外周静脉导管；Ｈ为手；Ｄ为留置针穿刺点

菌药物药敏谱，但是，ＳＴ分型有一定差异。有些病

原菌的耐药谱多变，具有一定的指纹图谱功能，可简

单作为同源性判断的依据；而有些病原菌耐药谱稳

定，不同来源的菌株耐药谱差异很小，则不适宜用于

同源性分析。

　　临床上目前常用基因分型方法来鉴定医院感染

散发和暴发菌株、追踪感染源、了解传播途径。细菌

基因组受环境选择压力和随机突变的综合作用呈多

样性，ＭＬＳＴ采用多个管家基因进行分析，通过序

列的变化反映菌株之间的进化关系，具有较高的分

辨率，而且，可以通过公共数据库进行共享及比较，

已广泛用于细菌基因分型研究［１５］。本研究对新生

儿科病房分离的１５株白假丝酵母菌进行ＭＬＳＴ，分

别检测出３种不同的ＳＴ。ＭＬＳＴ结果经ｅＢＵＲＳＴ

进化分析可分为Ｇｒｏｕｐ１３（１３株）；Ｇｒｏｕｐ２０（１株）和

Ｇｒｏｕｐ１（１株），结果表明该医院新生儿科病房白假丝

酵母菌血流感染的主要流行菌株属于Ｇｒｏｕｐ１３。本

研究中，来自同一患儿外周血、外周静脉导管及静脉

穿刺点的３株菌（Ｃ６、Ｃ１２和Ｃ１３）以及来自其他３

例患儿外周血及外周静脉导管的６株菌（Ｃ３和

Ｃ１５；Ｃ４和Ｃ１１；Ｃ５和Ｃ１０）），药敏试验和ＭＬＳＴ均

证实为同一克隆株，可诊断为导管相关白假丝酵母

菌血流感染。

医院感染暴发是指在医疗机构或其他科室的患

者中，短时间内发生３例以上同种同源感染病例的

现象［１６］。本研究结果显示新生儿科病房白假丝酵

母菌血流感染为同一克隆株，且具备在时间上和空

间上分布集中的特点，因此，初步判定为医院感染

暴发。

目前，国内关于医院特定区域的白假丝酵母菌

感染的流行病学报道相对较少，肖玉玲等［１１］运用

ＭＬＳＴ方法对来自ＩＣＵ的１５例血流感染患者分离

的１７株白假丝酵母菌进行分型，共分为１５个ＳＴ

型别，其中３株菌为同一ＳＴ型，另外１４株菌则分

别为１４个不同ＳＴ型；血流感染的主要流行菌株属

于Ｇｒｏｕｐ４６和Ｇｒｏｕｐ４７克隆组。本研究中的ＳＴ

型别与该研究报道的不同，且分属不同克隆组，这充

分显示白假丝酵母菌有明显的地域差异。白假丝酵

母菌既能以有性生殖方式进行繁殖，还能以无性生

殖方式繁殖后代，因此具有较高的突变频率。目前，

ＭＬＳＴ数据库已收集全球范围内经过研究证实的

３３２０个ＳＴ型白假丝酵母菌；可以通过不同的聚类

分析方法将菌株进行种群结构分类。本研究所分离

的３个ＳＴ型均属于已经发现并证实的ＳＴ型。

总之，白假丝酵母菌是引起侵袭性真菌感染常

见的病原菌，在引起医院血源性感染的微生物中位

于第四位［１７］。医院特定区域（新生儿科、ＩＣＵ等）患

者多为发生医院感染的高危人群，是医院感染管理

重点监控的对象。通过 ＭＬＳＴ方法进行分析，可以

更好的分析菌株的流行病学和进化特征，从而为预

防和控制病原菌的传播提供实验室依据。同时，为

了控制和减少医院内的交叉感染，应加强医院内的

细菌监测，严格医务人员无菌操作，提高手卫生依从

性，减少侵入性操作，合理使用抗菌药物，同时落实

严格的病区和房间消毒隔离措施。
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