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　　摘　要：　目的　研究外耳道真菌病的真菌菌种分布，探讨多重ＰＣＲ技术检测和鉴定外耳道真菌病常见真菌
菌种的方法。方法　取２０２２年３月—２０２３年６月就诊于荆州市中心医院耳鼻咽喉科门诊的１３７例外耳道真菌病
患者外耳道标本，采用改良的马丁固体培养基对同一标本的一部分进行了常规培养，培养后提取ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增及
测序鉴定真菌菌种。同时，该标本另一部分直接经ＤＮＡ提取后，行两次多重 ＰＣＲ，分别使用通用真菌引物和特异
性真菌引物，根据琼脂糖凝胶电泳得到的条带的长短可鉴定真菌菌种。结果　通过传统方法和多重 ＰＣＲ技术行
真菌菌种鉴定，本地区１３７例外耳道真菌病患者曲霉菌共１２８株（９３．４％），其中土曲霉７３株、黄曲霉２４株、黑曲
霉１８株和烟曲霉１３株；念珠菌共９株（６．６％），均为白念珠菌。传统方法需４～７ｄ，而多重ＰＣＲ技术６～８ｈ即可
鉴定真菌菌种，对比两组方法结果，符合率为１００％。结论　本地区外耳道真菌病患者最常见的真菌菌种是曲霉菌
和念珠菌。除了常见菌种，多重 ＰＣＲ技术还可以鉴定高耐药和高致死率的耳念珠菌、近平滑念珠菌等罕见菌种。
与传统方法相比，多重ＰＣＲ技术检测和鉴定外耳道真菌病具有快速、准确等优点，值得临床推广。
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　　外耳道真菌病是真菌病原体侵袭外耳道引起的
外耳道亚急性或慢性真菌感染，可合并细菌感染。

随着广谱抗生素及糖皮质激素等的广泛使用，近年

来外耳道真菌病的发病率及复发率都有所上升，早

期诊断是提高疗效的前提条件。外耳道真菌病的诊

断通常依赖于患者的病史、耳内镜检查和临床特征

等［１］。

我们通常在治疗该病时是经验性用药。但从取

样材料中培养、分离和鉴定真菌是诊断外耳道真菌

病的金标准［２４］。然而，传统培养方法最短需 ４～
７ｄ，这大大影响了临床治疗效率。本实验运用多重
ＰＣＲ技术可以检测外耳道真菌病致病菌种，相比传
统培养方法，具有快速、准确等优点。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　样本的收集　本实验所用１３７例标本均由
荆州市中心医院耳鼻咽喉科门诊两位有丰富经验的

医师收集，使用电耳镜或耳内镜观测患者外耳道，观

测到真菌感染样物质，如真菌菌丝，使用一次性无菌

镊子小心夹取外耳道耵聍，放入无菌标本袋备用。

图１为部分患者外耳道镜下图。
１．１．２　主要试剂及药品　琼脂粉，改良马丁培养
基，琼脂糖，溴化乙锭（ＥＢ），ＦｕｎｇａｌＤＮＡＫｉｔ真菌
ＤＮＡ小量提取试剂盒，２×Ｈｉｅｆｆ ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，
ＧｏｌｄＢａｎｄ１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ，５０００ｂｐＤＮＡｍａｋｅｒ，缓
冲裂解液。

１．１．３　主要仪器　电子天平（武汉珠恒电子有限
公司ＺＧＴＰ２０３），离心机（上海力辰邦西仪器科技
有限公司ＬＣＬＸＨ１８５Ｃ），旋涡混合器（上海翊圣生
物科技股份有限公司ＥＳＶＭ２５），ＰＣＲ扩增仪（杭州
晶格科学仪器有限公司 Ｔ９６０），琼脂糖凝胶电泳仪
（上海伯乐生命医学产品有限公司 ＰｏｗｅｒＰａｃＴＭ
Ｂａｓｉｃ），凝胶成像分析系统（北京百晶生物科技有限
公司ＢＧｇｄｓＡＵＴＯ３２０），雷磁酸度仪ｐＨ计（上海仪
电科学仪器有限公司ＰＨＳ２５）。
１．１．４　引物　本研究引物序列均由上海生工生物
有限公司合成（表１）用于设计引物的候选基因靶点

的 ＤＮＡ序列从 ＮＣＢＩ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ／）获取。引物设计遵循引物
设计的基本原则［５］。为了开发一种通用的真菌检

测方法，我们选定了ＩＴＳ基因作为主要的检测目标。
同时，考虑到 βｔｕｂｕｌｉｎ基因在区分念珠菌和曲霉菌
中的重要性，我们也针对此基因设计了特异性引物。

在引物设计过程中，我们采用了先进的在线设计工

具ｐｒｉｍｅｒ３ｐｌｕｓ（ｗｗｗ．ｐｒｉｍｅｒ３ｐｌｕｓ．ｃｏｍ），以确保引物
的精确性和效率。此外，为了便于追踪和评估，表１
提供了详尽的列表，包括所有设计的引物序列、它们

所对应的预期扩增片段大小以及其他关键信息。

１．２　实验方法
１．２．１　传统方法鉴定菌种　在无菌操作台中将采
集的同一外耳道真菌样本分为两部分，一部分用于

传统方法培养，另一部分标本保存于 －２０℃备用。
用棉签均匀接种于改良马丁固体培养基，于３５℃温
箱中培养７２ｈ，每２４小时观察菌落生长情况，我们
可以通过菌落形态经行初步的菌属分类。使用真菌

ＤＮＡ小量提取试剂盒（ＦｕｎｇａｌＤＮＡＫｉｔ）提取 ＤＮＡ，
ＤＮＡ溶液保存于－２０℃冰箱。在初步实验阶段，我
们采用了通用引物 ＩＴＳ１（５’ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴ
ＧＣＧＧ３’）和 ＩＴＳ４（５’ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ
３’）对真菌样本的ＩＴＳ区域进行了ＰＣＲ扩增。扩增
成功的样本随后被送往生工生物工程有限公司武汉

分公司进行专业的序列测定服务。得到的序列数据

随后被上传至 ＮＣＢＩ的 ＧｅｎＢａｎｋ数据库，并利用
ＢＬＡＳＴ工具（通过链接 ｈｔｔｐｓ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ访问）进行序列比对分析，以准确鉴定
所检测真菌的物种。

１．２．２　多重 ＰＣＲ技术 ＤＮＡ提取　①采用传统的
苯酚－氯仿抽提法提取标本 ＤＮＡ，－２０℃保存［６］。

②产物检测：利用Ｎａｎｏｄｒｏｐｏｎｅ超微量分光光度计
检测每个标本浓度和在２６０、２８０ｎｍ处的ＯＤ值，计
算 Ａ２６０／Ａ２８０值。经检测，我们提取的产物
ＯＤ２６０／ＯＤ２８０在１．７～１．９，说明抽提的 ＤＮＡ样品
纯度达到合格要求。

１．２．３　多重ＰＣＲ技术检测真菌菌种　为了诊断真
菌感染并识别其是否为常见的致病菌，我们采用了

两步多重 ＰＣＲ策略。在初步的 ＰＣＲ检测中，我们

·３５·



中国耳鼻咽喉颅底外科杂志 第３１卷　

使用通用真菌引物，并以无菌蒸馏水作为阴性对照，

以确保实验结果的可靠性。如果初步 ＰＣＲ检测结
果为阳性（出现８１１ｂｐ的条带），我们随后进行第二
轮ＰＣＲ检测，使用特异性引物以进一步鉴定真菌种
类。我们设置了两组ＰＣＲ反应体系，分别针对曲霉
菌属和念珠菌属进行检测。对于曲霉菌属，阳性条

带的出现及其大小可以区分为土曲霉（５７５ｂｐ）、黄
曲霉（２９５ｂｐ）、黑曲霉（３２０ｂｐ）、烟曲霉（１１２０ｂｐ）
或可能混合感染。念珠菌属的检测同样根据条带大

小进行分类，包括白念珠菌（４８７ｂｐ）、近平滑念珠菌
（３８９ｂｐ）、耳念珠菌（２８６ｂｐ）。如果同一外耳道标
本在两组检测中均显示阳性条带，这表明存在念珠

菌属和曲霉菌属的混合感染。如果初步 ＰＣＲ检测
未发现阳性条带，则排除了真菌感染的可能性。如

果在初次ＰＣＲ检测中发现阳性条带，但第二轮ＰＣＲ
检测中未观察到条带，则提示感染可能由不常见的

真菌种类引起。为减少实验误差，每组ＰＣＲ反应均
设置了 ３个重复样本。多重 ＰＣＲ反应体系为
２５μＬ。曲霉菌组及念珠菌组包括待测 ＤＮＡ溶液
３μＬ，ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１５μＬ，每种曲霉菌或念珠菌引物
０．８μＬ，用去离子水补足剩下体积，置于小型离心
机混匀，确保无样本溶液挂壁。混合物置于 ＰＣＲ
扩增仪中进行 ＰＣＲ扩增。各组 ＰＣＲ反应参数见
表２。
１．２．４　琼脂糖凝胶电泳法　轻柔从配槽中将完全
凝固的凝胶放入已加适量１×ＴＡＥ缓冲液的电泳槽
内，保证１×ＴＡＥ缓冲液浸没琼脂糖凝胶表面并高
出４～５ｍｍ，琼脂糖凝胶加样孔中无气泡；使用移液
枪将５μＬＧｏｌｄＢａｎｄ１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ或５０００ｂｐ
ＤＮＡｍａｋｅｒ加入第一个加样孔中用做标记，其余孔
顺次加入ＰＣＲ产物样本，加样过程防止加样量超过
加样孔容量；盖上电泳仪电泳槽盖板，打开电泳仪，

表１　多重ＰＣＲ技术对外耳道真菌致病菌进行菌属鉴定使用的引物

步骤 引物名称 引物序列（５’３’） 基因类型 长度（ｂｐ） 检测菌属

真菌Ｆ ＧＧＣＧＣＧＣＡＡＡＴＴＡＣＣＣＡＡＴＣＣ ＩＴＳ 真菌

泛引物 真菌Ｒ ＴＣＴＧＴＣＡＡＴＣＣＴＴＡＴＴＴＴＧＴＣＴＧＧＡ ＩＴＳ ８１１
黄曲霉Ｆ ＴＴＧＡＴＧＴＣＴＡＧＣＡＧＧＡＣＣＡＴＧ βｔｕｂｕｌｉｎ
黄曲霉Ｒ ＴＴＣＣＧＴＴＡＧＴＧＴＡＣＴＧＣＴＣＴＣＧＴＣ βｔｕｂｕｌｉｎ ２９５
土曲霉Ｆ ＴＴＣＣＧＴＴＡＧＴＧＴＡＣＴＧＣＴＣＴＣＧＴＣ βｔｕｂｕｌｉｎ 曲霉菌

土曲霉Ｒ ＡＴＣＣＴＧＧＧＡＣＡＧＡＴＴＣＴＣＣＡＣＧ βｔｕｂｕｌｉｎ ５７５
烟曲霉Ｆ ＧＴＣＣＣＣＴＴＴＡＧＧＡＧＡＣＧＣＧＴＣ βｔｕｂｕｌｉｎ

逐步引物 烟曲霉Ｒ ＡＧＴＣＡＧＴＡＴＣＣＧＣＧＴＴＧＴＴＴＴＣ βｔｕｂｕｌｉｎ １１２０
黑曲霉Ｆ ＣＡＡＴＴＧＧＡＧＡＴＣＧＣＣＡＣＧＧ βｔｕｂｕｌｉｎ
黑曲霉Ｒ ＣＴＴＴＧＧＣＧＡＴＧＧＣＴＴＣＣＴＴＣ βｔｕｂｕｌｉｎ ３２０
白念珠菌Ｆ ＣＣＧＴＴＴＡＴＴＣＣＣＴＴＣＣＴＴＡＣＡＣＣ βｔｕｂｕｌｉｎ
白念珠菌Ｒ ＧＡＴＣＣＡＡＴＴＧＧＣＡＧＧＴＧＴＴＡＡＣＣ βｔｕｂｕｌｉｎ ４８７
近平滑念珠菌Ｆ ＣＡＡＧＡＡＴＴＴＣＡＣＣＴＣＴＧＡＣＴＡＣＴＧ βｔｕｂｕｌｉｎ 念珠菌

近平滑念珠菌Ｒ ＣＡＡＧＡＡＴＴＴＣＡＣＣＴＣＴＧＡＣＴＡＣＴＧＡＡ βｔｕｂｕｌｉｎ ３８９
耳念珠菌Ｆ ＣＧＴＡＡＧＣＡＡＧＴＴＣＡＡＡＣＴＴＴＴＡＣＧ βｔｕｂｕｌｉｎ
耳念珠菌Ｒ ＴＡＣＧＧＧＡＣＡＧＣＴＴＧＡＣＡＧＣ βｔｕｂｕｌｉｎ ２８６

传统方法 ＩＴＳ１ ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ
ＩＴＳ４ ＴＣＣＴＣＣＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ

表２　多重ＰＣＲ技术各项反应参数

类别
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ
（μＬ）

ＤＮＡ模板
（μＬ）

每种引物终

浓度（μＬ）
双蒸水

（μＬ）
ＰＣＲ过程

温度

（℃）
时间

（ｓ）
循环

（个）

预变性 ９５ ３００ １
变性 ９５ １５

曲霉菌鉴定 １５ ３ ０．８ ０．６

退火 ５５ ３０ ３０
延伸 ７２ ３０
最后延伸 ７２ ３００ １
预变性 ９５ ３００ １
变性 ９５ １５ ３０

念珠菌鉴定 １５ ３ ０．８ ２．２

退火 ６０ ３０
延伸 ７２ ３０
最后延伸 ７２ ３００ １

·４５·
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设置电压为１００Ｖ后启动，２５～５０ｍｉｎ后将凝胶取
出，放在凝胶成像分析系统中进行观察并摄影。

ＧｏｌｄＢａｎｄ１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ条带大小依次为 １００、
２００、３００、４００、５００、６００、７００、８００、９００、１０００、
１５００ｂｐ；５０００ｂｐＤＮＡｍａｋｅｒ条带大小依次为
１００、２５０、５００、７５０、１０００、２０００、３０００、５０００ｂｐ。
１．２．５　耳念珠菌引物验证　 在临床样本中未能成
功分离出耳念珠菌的情况下，我们从美国疾病控制

与预防中心和美国食品药品监督管理局的抗生素抗

性菌株库中随机选取了４株耳念珠菌。经过 ＤＮＡ
提取，我们对这些菌株进行了多重ＰＣＲ分析。

２　结果

２．１　标本检测
我们收集的１３７例标本经传统方法鉴定菌种，

图２为外耳道标本在马丁培养基上培养后的形态。
我们检测出曲霉菌共１２８株，其中土曲霉７３株、黄
曲霉２４株、黑曲霉１８株和烟曲霉１３株。念珠菌共
９株，均为白念珠菌。图３为１３７例外耳道真菌病
分离菌种分布图。

２．２　多重ＰＣＲ检测
产物经过多重 ＰＣＲ反应后可见各扩增后的

ＤＮＡ产物进行琼脂糖凝胶电泳的条带均清晰，黄曲
霉菌电泳条带约２９５ｂｐ，土曲霉电泳条带约５７５ｂｐ，
烟曲霉电泳条带约１１２０ｂｐ，白念珠菌电泳条带约
４８７ｂｐ，黑曲霉菌电泳条带约３２０ｂｐ。图４为琼脂
糖凝胶电泳结果。多重 ＰＣＲ方法所测结果与传统
检测方法测序结果比对一致，符合率为１００％。
２．３　验证引物的特异性

对设计的引物在 ＮＣＢＩ进行引物比对分析显
示，引物与非靶生物没有错配性扩增。通过逐步多

重快速ＰＣＲ检测出的菌种和测序检测出的菌种保
持一致。在本研究３次重复特异性验证实验中，一
对引物只会对靶生物扩增出原设计长度的产物。该

测定使用目标 ＤＮＡ和灭菌蒸馏水分别作为阳性和
阴性对照，都得到了阳性和阴性的结果。初步实验

结果显示，在第一轮 ＰＣＲ反应中，所有４株菌株均
呈现出阳性条带。第二轮 ＰＣＲ反应也成功获得了
预期长度的阳性条带（图４中Ｃ１１～１４）。
２．４　多重ＰＣＲ技术的灵敏性

实验过程中某标本土曲霉 ＤＮＡ提取出的量较
少，但经过多重 ＰＣＲ扩增后仍能检测出（见图４中
Ｃ１０）。在分离的１３７例外耳道真菌病患者的耳分

泌物标本中，每例标本初次 ＰＣＲ反应均得到了对应
长度（８１１ｂｐ）的条带。

３　讨论

３．１　多重ＰＣＲ技术的应用及意义
外耳道真菌病通常是一种良性和浅表感染，在

早期阶段通常无症状，不被认为危及生命。外耳道

真菌病常见症状为外耳道不适、胀痛或瘙痒、阻塞

感、听觉障碍等，容易误诊、漏诊、误治，临床症状以

耳闷、耳痒多见，严重可造成耳鸣、鼓膜穿孔等［７］。

然而，在某些情况下，由于外耳道为真菌生长提供了

理想的环境，感染可能会复发，这极大影响了患者的

生活质量［８］。现今临床治疗外耳道真菌病主要使

用抗真菌药物，临床工作者通常依靠经验指导患者

用药，若患者未得到及时有效治疗，病情有可能发展

为鼓膜穿孔、坏死性外耳道炎甚至颅内感染［９］。目

前，传统培养方法鉴别外耳道真菌菌种需４～７ｄ，本
文使用的多重ＰＣＲ技术可快速、准确鉴定常见及少
见真菌菌种。

文献报道ＰＣＲ技术已被广泛应用于多个领域，
包括食品安全检测、病原体检测、药物开发等。特别

是在临床检验领域，ＰＣＲ技术发挥着至关重要的作
用［１０］。多重 ＰＣＲ技术与常规 ＰＣＲ技术的原理相
同，但区别在于它使用两对或两对以上的引物，这些

引物分别结合在模板ＤＮＡ的不同部位，从而同时扩
增多个核酸片段。多重 ＰＣＲ技术可以用于多种病
原微生物的同时检测或鉴定，例如肝炎病毒、肠道致

病性细菌、性病等，也可以用于遗传病和癌基因的分

型鉴定［１１］。尽管多重 ＰＣＲ技术在多个领域已经显
示出其应用潜力，但目前在临床疾病诊断领域的研

究仍待深入。

本研究深入探讨了多重 ＰＣＲ技术在诊断外耳
道真菌病这一特定疾病中的应用实例，从而突显了

该技术在提高临床诊断精确度方面发挥的核心作

用。多重ＰＣＲ为临床医生提供了一种快速、准确的
诊断手段，有助于疾病的及时诊断和治疗。本研究

将多重ＰＣＲ技术成功地与临床实践相融合，这一突
破不仅拓宽了ＰＣＲ技术的应用范围，而且为临床诊
断提供了更为精准和高效的工具。这是本文一大

创新。

３．２　多重ＰＣＲ技术的优势
在本实验中，检出结果显示本地区外耳道真菌

病最常见的致病菌菌种是曲霉菌和念珠菌，这与以

·５５·
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往文献结果一致［８］。多重 ＰＣＲ技术可以鉴定常见
菌种，还可以鉴定高耐药和高致死率的耳念珠菌、近

平滑念珠菌等罕见菌种。１３７例标本中未检测出非
常见菌种，如红色毛藓菌、毛霉菌、镰刀菌等，这可能

与标本总数不是很大有关。当提取ＤＮＡ量较少时，
仍能出现阳性条带，说明ＰＣＲ技术可以检测到非常
少量的真菌 ＤＮＡ，所以其灵敏度远高于传统方法。

多重ＰＣＲ是一种高效的技术，它允许在一个反应体
系中同时扩增多个目标 ＤＮＡ片段。这项技术不仅
可以提高实验的通量，而且在某些情况下，由于减少

了重复实验和使用较少的样品和试剂，可以显著降

低成本。另外，ＰＣＲ引物常针对真菌特有的基因序
列，如ＩＴＳ区域，从而根据特异引物序列进行多重
ＰＣＲ反应，该技术能够在单一反应中准确无误地扩
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增多个目标 ＤＮＡ序列，而不会扩增非目标序列，因
此具有很高的特异性。在本次多重 ＰＣＲ反应中，
２次ＰＣＲ扩增时间约 ５ｈ，琼脂糖凝胶电泳法约
２０ｍｉｎ，故检测通常在６～８ｈ内完成，可以快速鉴
定真菌菌种，从而及时指导临床治疗。

３．３　局限性及解决措施
多重ＰＣＲ技术能够同时检测多个目标，但是需

要注意避免假阳性或假阴性结果，确保实验结果的

准确性和重复性。为了提高多重 ＰＣＲ技术检测外
耳道真菌感染的准确性和可靠性，可以采取一些措

施。例如通过优化引物设计和反应条件，提高多重

ＰＣＲ的特异性和灵敏度，减少非特异性扩增和假阳
性结果［１２］。另外，有望发展能够同时检测更多靶标

的多重ＰＣＲ技术，以适应复杂样本的分析需求。将
多重 ＰＣＲ与其他分子生物学技术（如数字 ＰＣＲ、微
流控技术等）结合，以提高检测的准确性和应用范

围，在保持技术性能的同时，进一步降低多重 ＰＣＲ
的成本，使其更加经济实用，特别是在资源有限的地

区［１３］。在临床推广应用该技术前，可以加强对科研

人员和临床医生的教育培训，提高他们对多重 ＰＣＲ
技术的认识和应用能力［１４］。

３．４　展望
本实验研究了多重 ＰＣＲ技术在外耳道真菌病

感染诊断中的应用，多重 ＰＣＲ优势在于高灵敏度、
强特异性和检测速度快，除了鉴定真菌菌种，还可应

用于鉴别诊断、治疗监测、预后评估以及流行病学研

究等。多重 ＰＣＲ技术在不断发展，例如 Ｈｕａｎｇ
等［１５］开发的高阶多重 ＰＣＲ检测技术，提高了检测
的灵敏度和准确性。随着技术的进展，多重ＰＣＲ技
术有望在精准医疗和个性化治疗外耳真菌病中发挥

重要的作用。
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