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!!侵袭性肺部真菌感染指不包括真菌寄生和过敏

所致的支气管肺部真菌感染$分为原发性和继发性

两种类型(%)

% 近年来$随着人口老龄化
!

器官移植

免疫抑制剂的使用&肿瘤放化疗&造血干细胞移植&

超广谱抗生素和多种抗生素联合应用&皮质类固醇

激素的使用以及各种导管介入治疗等$使侵袭性肺

部真菌感染的发病率呈现逐渐上升的趋势% 由于肺

部真菌感染临床表现常无特异性$早期诊断困难$且

病情易被基础病掩盖$造成误诊&漏诊而延误治疗%

正确&及时诊断肺部真菌感染依赖于实验室精准的

检测结果% 笔者现对肺部真菌感染常用的实验室检

测方法$包括传统方法"直接镜检&真菌培养#&血清

学检测(S试验&曲霉菌抗原&隐球菌荚膜多糖抗原

"3FI6H:3:33/16:1ID/337/F0BG3/6DL1G/EH05GE$=FA5#&

曲霉菌抗体)和核酸检测等进行介绍%

:6侵袭性肺部真菌感染的流行情况

目前我国学者报道的侵袭性肺部真菌感染的病

原体分布具有一定的差异% 闫晓培等(')报道在非

移植患者中最常见的病原体是隐球菌&曲霉菌和毛

霉菌% 屈晶晶等(&)报道在非重症监护室确诊肺真菌

病患者中的前 + 位病原体分别为曲霉菌&隐球菌&毛

霉菌和组织胞浆菌% 北京协和医院一项长达 %) 年$

针对 %"; 例的肺真菌病组织病理学的回顾性分析(+)

结果显示!肺曲霉病 ")例"+)T)U#$肺隐球菌病 )%例

"';T&U#$肺毛霉病 ( 例"&T'U#$肺组织胞浆菌病

& 例"%T(U#$肺念珠菌病 & 例"%T(U#$肺孢子菌病

' 例"%T%U#$不能明确分类 &; 例"%*T"U#% 笔者

所在单位中山大学附属第一医院从 '#%*-#% V'#'#-%'

临床诊断为侵袭性肺部真菌感染的患者 %*" 例$其

中以曲霉菌为主$其次为新型隐球菌&马尔尼菲篮状

菌等$具体分布见图 %% 其中马尔尼菲篮状菌的分

离率高于国内目前的报道$这与该菌种的流行区域

有关%

图 %!'#%*-#% V'#'#-%' 中山大学附属第一医院临床诊断侵

袭性肺部真菌感染患者的病原体分布图

;6实验室检测方法

;<:6直接显微镜检查6直接显微镜检查是一种快

速&性价比高的方法% 采集痰&支气管肺泡灌洗液

"NF:E37:/1KG:1/F1/K/5GJ1L0B$WARM#&肺组织等标本$

通过显微镜观察标本中是否存在真菌孢子及菌丝$

同时根据孢子及菌丝的特点对于菌种的种属进行初

步判定% 直接镜检结果也能指导实验室选择最适合

真菌体外生长的培养条件% 目前最常用的染色方法

包括氢氧化钾"XYZ#湿片&革兰染色&六胺银染色&

钙荧光白染色等())

% XYZ湿片法通过对标本中的

蛋白质成分进行消化$留下完整且更加明显的真菌

细胞壁$从而将标本内的真菌与其他成分进行区分%

六胺银染色通过将银离子沉积在胞壁上$把真菌染

成黑色轮廓$背景呈淡绿色$较革兰染色更易识别且

形态更加清晰$但操作相对比较复杂% 钙荧光白染

色通过荧光染料非特异地与真菌细胞壁中的几丁质

结合$在荧光显微镜下真菌菌体呈浅蓝或绿色$具有

较高的敏感性% 荧光抗体染色则可针对不同真菌种

属进行特异性染色$对标本进行消化&富集以后再进

行相应的染色$可提高直接显微镜检查的灵敏度%

对于有条件的实验室建议开展钙荧光白染色或者荧

光抗体的染色方法$提高检测的灵敏度% 另外需要

注意的是$处理患者标本时应采取全面的防护措施$

在生物安全柜内进行标本的操作% 临床标本直接涂

片染色时真菌的显微镜下形态见图 '%

!

!

曲霉菌丝"XYZ湿片#'

"

曲霉菌丝"革兰染色#'

#

新型隐球

菌"墨汁染色#'

$

曲霉菌丝"钙荧光白染色#'

%

毛霉菌丝"钙荧光

白染色#'

&

马尔尼菲篮状菌孢子"钙荧光白染色#

图 '!临床标本直接涂片染色时真菌的显微镜下形态! [+##"

;<;6组织病理学检查6组织病理是诊断真菌感染

的金标准$应与微生物学检查密切结合())

% 苏木素-

伊红"Z,#染色可用于筛查% 如果Z,染色后怀疑真

菌$则可使用针对真菌特定结果的染色方法(碘酸-希

夫"?A<#染色&S\<染色等)% ?A< 染色可使真菌染

成鲜红色$S\< 染色也可用于组织病理学检查$使

真菌呈黑色%

*(''*
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;<=6真菌培养6从呼吸道标本中培养分离到真菌

是诊断侵袭性肺部真菌感染的重要依据之一% 目前

已发表文献(( V")显示真菌培养的阳性率为 )(T#U V

"%T#U% 对分离到的真菌可以通过如形态学&生化

反应&质谱仪等技术进行准确的鉴定并进行药敏检

测$从而为临床抗真菌药物的选择提供重要的依据%

当怀疑有肺部真菌感染时$建议至少送检 & 个高质

量的呼吸道标本进行培养% 需要注意的是临床标本

中真菌培养阳性并不一定代表侵袭性感染$区分呼

吸道定植和侵袭性感染是相当困难的(*$%#)

% 当标本

真菌培养的结果为阳性时$需要结合其他的检测指

标进行综合评估% 在临床表现相符的情况下$从组

织或者其他呼吸道标本中发现菌丝$且从同一标本

中培养出大量的曲霉"或者从多个标本中检查出相

同的菌种#预示侵袭性肺曲霉菌病% 由于念珠菌可

在口腔&呼吸道定植$有学者(%%)认为呼吸道标本无

论单次还是多次阳性$无论菌落数多少$对诊断均无

意义% 国内一些学者(%')则认为呼吸道标本合并真

菌感染存在的危险因素时$在排除细菌感染的前提

下$不能忽视多次下呼吸道分离出同一种念珠菌对

诊断的价值% 侵袭性肺部真菌感染常见病原体的菌

落形态见图 &%

!

!

烟曲霉"沙氏平板$'" `培养 & B#'

"

新型隐球菌"沙氏平板$'" `培养 ) B#'

#

马尔尼菲篮状菌"沙氏平板$'" `培养 ) B#'

$

根霉菌

"沙氏平板$'" `培养 ' B#

图 &!侵袭性肺部真菌感染常见病原体的菌落形态图

;<>6血清学检测

'T+T%!%$&-

'

-O葡聚糖检测"S试验#!%$&-

'

-O葡

聚糖是真菌细胞壁的重要组成成分$除隐球菌属&接

合菌以外的大部分真菌都可以通过S试验进行检测$

该试验被欧洲癌症研究和治疗组织C侵袭性真菌感染

协作组和美国国立变态反应和感染病研究院真菌病

研究组",LF:6G/E YF5/E0a/H0:E J:FH7G@GDG/F37 /EB

bFG/H.GEH:J=/E3GFC>EK/D0KGMLE5/1>EJG3H0:ED=::6-

GF/H0KGSF:L6 /EB H7Ĝ /H0:E/1>EDH0HLHG:JA11GF5I/EB

>EJG3H0:LDO0DG/DGD\I3:DGD<HLBISF:L6$,Y@b=C\<S#

共识纳入为侵袭性真菌感染诊断的间接微生物学标

准之一(%&)

% 血清S试验被推荐为侵袭性真菌感染

的筛选试验$但是阳性结果并不能明确是哪一种特

定真菌的感染% 该试验的阳性预测值和阴性预测值

随着患者群体的不同而有差异% 多次结果阳性或者

检测结果远远超过阳性阈值时$阳性结果的置信度

增加(%+)

'重复检测的阴性结果具有较好的阴性预测

值% 由于 %$&-

'

-O-葡聚糖没有国际标准物质$不同

厂家的试剂盒均需要使用自己的参考范围进行结果

评价())

% 另外$如透析用纤维素膜&免疫球蛋白&白

蛋白&手术患者大量纱布暴露等可引起 S试验出现

假阳性的结果(%))

%

'T+T'!=FA5检测!=FA5检测是一种简单有效&创

伤小&灵敏度和特异度较高的诊断肺隐球菌病的技

术$在肺隐球菌病的早期诊断&病情监测和预后判断

中起到重要作用% 荚膜多糖在菌体生长和繁殖过程

中不断分泌到胞外$可以作为隐球菌感染的诊断依

据% 世界卫生组织建议当 =O+ 细胞 c%## 个C

(

1时

需监测血清 =FA5

(%()

$若血清 =FA5阳性时$需对抗

原的滴度进行定量检测% 抗原滴度的降低是隐球菌

感染治疗有效的指标% 然而$抗原滴度有可能在非

艾滋病患者治疗的初期下降$但在隐球菌完全清除

以后一直保持较高的滴度水平(%;)

% =FA5检测方法

包括乳胶凝集法&酶联免疫法和免疫侧向层析法

"1/HGF/1J1:P0..LE:37F:./H:5F/6703/DD/ID$RMA#%

目前美国>\\d公司的 RMA可通过血清&血浆&脑

脊液标本检测新型隐球菌和格特隐球菌$其检测灵

敏度和特异度在血清标本中分别为*"U和%##U

(%")

%

与乳胶凝集法和酶联免疫法相比$RMA的灵敏度更

高$同时具有廉价&操作简单的优点% 白吉利地霉

"SG:HF037L.NG05G100#可导致假阳性的结果$而假阴

性结果可能由于抗原浓度低或者高浓度"前带效应#

所引起%

'T+T&!曲霉菌抗原检测!曲霉菌抗原的检测成分

*;''*
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是半乳甘露聚糖"5/1/3H:./EE/E$S\#% S\是曲霉

细胞壁上主要的多糖成分$其可在菌丝生长的过程

中被释放出来% 该试验被,Y@b=C\<S纳入免疫抑

制患者中侵袭性曲霉菌病的诊断标准% S\试验可

采用血清&WARM&脑脊液标本$其诊断效能与基础人

群&是否接受预防&诊断试剂等因素相关% 血清 S\

在粒细胞缺乏的患者中其灵敏度显著高于非粒细胞缺

乏的患者% 血清S\单个样本阳性"S\结果
!

#T;#

或者两个样本
!

#T) 被认为有诊断价值(%*)

% 虽然

WARMS\在临床应用中面临标准化的问题$但是目

前的研究认为在侵袭性肺部真菌感染的诊断中

WARMS\比血清S\更敏感('#)

% 对于WARMS\的

临界值在不同的文献中有不同的推荐$如 e:L 等('%)

建议为 %T#$而ZGE5等('')建议为 %T)% 需要注意的是

抗真菌治疗可显著降低血清S\试验的灵敏度('&)

%

部分
'

内酰胺类抗生素"如哌拉西林-他唑巴坦#&

新生儿肠道内双歧杆菌定植&摄入含有 S\的食物

"如谷类食物和牛奶#以及一些非曲霉菌的菌种"如

马尔尼菲篮状菌&白地霉&无绿藻菌&组织胞浆菌#

会引起S\结果的假阳性% 另外建议在治疗的过程

中对S\进行动态检测$评估治疗的效果% 若治疗

期间$结果升高预示预后较差% 但是$结果转阴$不

能作为结束抗真菌治疗的孤立指标$应该结合影像&

临床等综合评估%

'T+T+!曲霉菌抗体检测!曲霉 >5S抗体是机体针

对曲霉菌感染产生的特异性抗体% 血清曲霉>5S抗

体水平升高$通常提示曲霉菌感染% 研究('+)显示慢

性肺曲霉病"37F:E036L1.:E/FI/D6GF5011:D0D$=?A#患

者中只有 '(T#U曲霉培养阳性$但 **T#U的=?A患

者存在曲霉菌特异性>5S升高% 北京一项研究('))指

出$诊断=?A的曲霉特异性>5S"丹娜#的=LH-:JJ值

为 "*T& AfC.1时$灵敏度和特异度分别为 ;"T(U

和 *+T+U% 此外$曲霉>5S抗体检测不仅对肺曲霉

病的早期临床诊断具有重要意义$其血清水平的变

化能够直观地反映阳性患者抗真菌治疗的疗效('()

%

'#%( 年$美国传染病学会">EJG3H0:LDO0DG/DGD<:30GHI

:JA.GF03/$>O<A#和欧洲临床微生物学及传染病学

会",LF:6G/E <:30GHI:J=10E03/1\03F:N0:1:5I/EB >E-

JG3H0:LDO0DG/DGD$,<=\>O#与欧洲呼吸学会",LF:6G/E

@GD60F/H:FI<:30GHI$,@<#合作$发布了 =?A诊断指

南(';$'")

% 这两项指南均建议将曲霉 >5S抗体检测

作为诊断=?A的关键指标%

'T+T)!核酸检测!应用多聚酶链反应"6:1I.GF/DG

37/0E FG/3H0:E$?=@#检测真菌核酸相比传统的检测

方法有更高的敏感性% 采用通用引物或特异性引物

的设计既可以发现常见致病真菌"曲霉菌&肺孢子

菌#$也可以发现少见或罕见真菌% 以FG/1-H0.G?=@

及相关技术为代表的分子诊断$已逐步成为感染性

疾病诊断的重要方法$能提供更加快速的诊断$对于

提早开始抗真菌治疗&改善患者预后及降低病死率

有重要意义% ?=@技术检测WARM标本用于辅助诊

断侵袭性肺曲霉菌病具有很好的潜力('*$&#)

% 以下

三种情况均可作为诊断侵袭性真菌病的微生物学证

据!"%#血浆&血清或全血连续 ' 次或以上?=@检测

阳性'"'#WARM' 次或以上重复?=@检测阳性'"&#

至少 % 次血浆&血清或全血 ?=@检测阳性和 % 次

WARM?=@阳性% 另外需要强调的是$实验室必须

对标本处理&保存&Ô A提取和检测等全程标准化$

并采取严格的防污染措施%

'T+T(!宏基因组测序".GH/5GE:.03DEGQH5GEGF/H0:E

DGgLGE30E5$.̂ S<#!.̂ S<是一种可以直接从患者

标本中进行泛核酸检测的方法$允许无差别检测所

有微生物"如细菌&病毒&寄生虫和真菌#&抗体&毒

力因子$甚至宿主生物标志物等(&%)

% 对于呼吸道感

染患者$若 & B 内未通过传统实验室检查获得明确

的病原学依据且经验性抗感染治疗无效$推荐留取

呼吸道标本进行 .̂ S< 检测(&')

% 肺组织 .̂ S< 对

真菌感染的灵敏度为 );T%U$特异度为(%T)U'对真

菌的阳性预测值为 ++T+U$阴性预测值为 ;'T;U

(&&)

%

标本的取样不规范$以及真菌细胞壁厚导致的 Ô A

提取效率低$对 .̂ S< 在真菌检测中的灵敏度造成

影响% 对于呼吸道感染$.̂ S< 在细菌&真菌等病原

体的检测中尚不能准确判断菌群定植或感染状态$仍

需依赖临床医师结合患者病情进行进一步分析(&')

%

综上$随着测序技术的进一步发展$以及更多的实践

经验和评估$在未来尽管 .̂ S<不太可能完全取代传

统的病原体鉴定和抗生素敏感性检测$但必将为侵袭

性肺部真菌感染提供更强的诊断能力% 侵袭性肺部

真菌感染诊断中不同实验室检测方法的特点见表 %%

表 %!侵袭性肺部真菌感染诊断中不同实验室检测方法的特点

检测方法 特点

直接镜检
一种快速&性价比高的方法% 传统的革兰染色&XYZ

湿片染色灵敏度低% 建议采用灵敏度高的钙荧光白
染色$提高检出的阳性率%

真菌培养
可以对菌株进行准确鉴定和药敏检测% 耗时长$容易
出现污染% 培养阳性时$建议连续送检$排除污染%

S试验
可检测除隐球菌&接合菌以外的真菌感染$无种特异
性% 免疫球蛋白&白蛋白等血液制品可引起 S试验
假阳性% 建议动态监测$观察结果的变化趋势%

*"''*
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!续表 %

检测方法 特点

S\试验
用于曲霉菌病的诊断% 在肺曲霉菌病中
WARMS\的灵敏度高于血清 S\% 建议动
态监测$观察结果的变化趋势%

隐球菌抗原检测

一种简单有效&创伤小&灵敏度和特异度较
高的隐球菌病的诊断方法% 在隐球菌病的
早期诊断&病情监测和预后判断中起到重要
作用%

曲霉菌抗体检测
血清曲霉>5S抗体水平升高$通常提示曲霉
菌感染$尤其是对于=?A具有较高的诊断价
值%

核酸检测' .̂ S<

技术

相比传统的检测方法有更高的敏感性$不需
要培养$节省时间$.̂ S<相比传统方法"SC

S\试验#可以精确区分物种$覆盖罕见真
菌和其他类型病原体%

=6结语

精准的实验室检查是实现侵袭性肺部真菌感染

精准诊疗的前提和基础% 循证医学数据表明准确&

早期的病原真菌实验室诊断$有利于尽早开始靶向

性抗真菌治疗$对改善患者预后&降低病死率有显著

作用% 目前实验室除了传统的真菌涂片及培养等传

统的方法外$血清学检测在临床的应用越来越广泛$

标本中真菌的核酸检测在临床也逐渐开始应用% 充

分了解每种实验室检测方法的优缺点以及检测性

能$可以更好地帮助诊断侵袭性肺部真菌感染% 在

临床工作中将传统的检测方法与血清学检测&核酸

检测联合应用可显著提高侵袭性肺部真菌感染的检

测灵敏度$更好地区分感染和定植$从而实现精准的

诊断和治疗$改善患者的预后%
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