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  [摘要] 目的 建立尿液热带念珠菌的qPCR快速检测方法,并评估其临床应用价值。方法 在热带念

珠菌核糖体RNA编码基因(rDNA)之间内转录间隔区1(ITS1)上设计特异性引物,通过qPCR分析体系建立

尿液热带念珠菌的检测方法;从检出限、定量低限和特异度等方面评价该方法,并通过尿液标本检测评估其临

床应用。结果 该检测方法对纯菌液的检出限和定量低限为102
 

CFU/mL,对尿液标本的检出限和定量低限为

103
 

CFU/mL,对含有热带念珠菌的尿液标本均有扩增,对培养阴性或含有其他病原菌的尿液标本均无扩增。
结论 本研究建立的尿液热带念珠菌qPCR快速检测方法定量低限低、特异度高。
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  [Abstract] Objective To

 

establish
 

a
 

quantitative
 

PCR
 

(qPCR)
 

rapid
 

detection
 

method
 

for
 

urine
 

Candi-
da

 

tropicalis,and
 

to
 

evaluate
 

its
 

clinical
 

application
 

value.Methods The
 

specific
 

primers
 

were
 

designed
 

on
 

the
 

intra-transcriptional
 

spacer
 

1
 

(ITS1)
 

between
 

the
 

ribosomal
 

RNA-coding
 

genes
 

(rDNA)
 

of
 

Candida
 

tropicalis.
The

 

detection
 

method
 

for
 

Candida
 

tropicalis
 

was
 

constructed
 

by
 

the
 

qPCR
 

analysis
 

system;this
 

method
 

was
 

e-
valuated

 

by
 

the
 

limit
 

of
 

detection
 

(LoD),limit
 

of
 

quantitation
 

(LloQ)
 

and
 

analytical
 

specificity.Its
 

clinical
 

ap-
plication

 

was
 

evaluated
 

by
 

the
 

urine
 

sample
 

detection.Results The
 

LoD
 

and
 

LloQ
 

of
 

the
 

method
 

for
 

pure
 

bac-
terial

 

liquid
 

were
 

102
 

CFU/mL.The
 

LoD
 

and
 

LloQ
 

of
 

the
 

method
 

for
 

urine
 

samples
 

were
 

103
 

CFU/mL.All
 

u-
rine

 

specimens
 

containing
 

Candida
 

tropicalis
 

had
 

amplification
 

and
 

had
 

no
 

amplification
 

for
 

the
 

urine
 

samples
 

with
 

negative
 

culture
 

or
 

containing
 

other
 

pathogenic
 

bacteria.Conclusion This
 

study
 

has
 

successfully
 

con-
structed

 

the
 

qPCR
 

rapid
 

detection
 

method
 

for
 

urine
 

Candida
 

tropicalis
 

with
 

low
 

LloQ
 

and
 

high
 

specificity.
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  念珠菌尿是指在尿液中检出念珠菌。住院患者

中念珠菌尿的发生率约为1.61%,在ICU患者中为

22.89%
 [1]。除此之外,糖尿病、女性、抗生素、腹部手

术和尿路置管也是影响念珠菌尿的危险因素。念珠

菌尿常给临床治疗带来挑战。导致念珠菌尿的原因

有污染、定植和尿路感染,虽然这3种情况的处理措

施完全不同,但均需反复送检以确定来源或评估疗

效[2]。

目前,念珠菌尿的检测多为基于尿培养的分离鉴

定。该方法耗时,报告周转时间(turnaround
 

time,
TAT)长,不利于念珠菌尿的及时处理。基于PCR的

分子生物学方法可以有效解决上述问题,其能够从尿

液标本中快速扩增出致病念珠菌。qPCR在扩增反应

进行的同时做出鉴定,可进一步缩短TAT。
与白色念珠菌相比,非白念珠菌已成为尿液标本

中最常检出的致病菌[3],这可能与尿液的成分和pH

75重庆医学2026年第55卷第1期 Chongqing
 

Med
 

J,2026,Vol.55,No.1



值更适合非白念珠菌生长有关。根据不同报道,在尿

液非白念珠菌中,光滑念珠菌或热带念珠菌的分离率

占据首位。其中,热带念珠菌又因高毒力和多重耐药

而更受关注[4]。本团队前期以真菌核糖体RNA(ri-
bosome

 

RNA,rRNA)编码基因内转录间隔(internal
 

transcribed
 

spacer,ITS)序列为靶点建立了qPCR检

测平台,成功鉴定出白色念珠菌和光滑念珠菌[5-6]。
因此,本研究进一步基于ITS1序列建立热带念珠菌

的特异性qPCR方法,并通过尿液标本对其临床应用

进行评价,以解决临床快速检测需求,为热带念珠菌

尿的及时处理提供实验室依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料

1.1.1 临床资料

热带念珠菌标准菌株 ATCC
 

750购自北纳生物

公司。临床分离菌株来自徐州医科大学附属医院微

生物室菌种保存库,包括135株白色念珠菌、102株光

滑念珠菌、61株热带念珠菌、24株近平滑念珠菌、12
株克柔念珠菌、24株大肠埃希菌、24株肺炎克雷伯

菌、24株变形杆菌、24株粘质沙雷菌、24株铜绿假单

胞菌、24株鲍曼不动杆菌及24株金黄色葡萄球菌。
无菌尿液标本取自徐州医科大学附属医院体检

中心(培养证实无病原菌)。临床尿液标本取自2024
年5月至2025年3月住院患者。所有尿液标本均分

为2份,分别用于尿培养和qPCR检测。本研究经徐

州医科大学附属医院伦理委员会批准(审批号:XY-
FY2024-KL178-01),免除患者知情同意。
1.1.2 仪器与试剂

细胞保存液(潮州凯普生物化学公司),SYBR
 

Green荧光定量检测试剂盒(北京天根生化科技公

司),引物(上海生工生物工程公司),实时荧光定量

PCR扩增仪(德国罗氏诊断公司),MALDI-TOF
 

MS
质谱鉴定仪(德国Bruker公司),DTC-100恒温金属

浴仪器(杭州瑞城仪器有限公司)。
1.2 方法

1.2.1 念珠菌计数

将热带念珠菌标准菌株接种于沙氏培养基,置入

CO2 孵育箱中35
 

℃培养48
 

h。挑取若干分离菌落置

入1
 

mL细胞保存液中,配制菌悬液,采用改良牛鲍式

血细胞计数板,按标准操作方法进行计数。其中念珠

菌芽体体积小于母体1/2计数为1个,大于母体1/2
计数为2个。
1.2.2 梯度稀释标准菌液的制备

根据计 数 结 果,将 原 菌 液 调 配 成 浓 度 为 107
 

CFU/mL的标准菌液。连续10倍梯度稀释,获得浓

度为106、105、104、103、102
 

、101
 

CFU/mL的梯度稀释

标准菌液。
1.2.3 念珠菌菌液DNA的提取

采用热休克法提取菌株DNA:菌液经100
 

℃加

热/-80
 

℃冷冻交替循环3次,离心取上清作为DNA
模板,-80

 

℃保存备用。
1.2.4 念珠菌模拟感染尿液标本的制备

梯度稀释标准菌液各浓度分别取100
 

μL,注入

900
 

μL无菌尿液标本中,模拟梯度分别为105、104、
103、102

 

、101
 

、100
 

CFU/mL念珠菌感染尿液标本。
1.2.5 念珠菌模拟感染尿液标本DNA的提取

以12
 

000
 

r/min将念珠菌模拟感染尿液标本离

心15
 

min,弃上清。加入100
 

μL细胞保存液,轻柔吹

打混匀后采用热休克法进行 DNA 提 取。随 后 以

12
 

000
 

r/min的转速离心15
 

min,上清即为DNA粗

提液,-80
 

℃保存备用。
1.2.6 引物设计

(1)在PubMed的Nucleotide数据库中检索包含

热带念珠菌标准菌株 ATCC
 

750的ITS序列,并下

载。(2)使用PubMed中的BLAST软件,首先将热带

念珠菌标准菌株的ITS序列与 UTI其他常见念珠菌

标准菌株的ITS序列进行比对,筛选出种间变异大的

序列;再将热带念珠菌标准菌株的ITS序列同NCBI
物种数据库中热带念珠菌临床分离株的ITS序列进

行比对,筛选种内无变异或变异率小的序列。(3)使
用Primer

 

5.0软件在上述序列上设计引物,并计算理

论检出率。理论检出率=(NCBI物种数据库中热带

念珠菌的总株数-引物不能正确匹配的株数)/数据

库中热带念珠菌的总株数×100%。(4)使用PubMed
中的Primer-BLAST软件,将该引物与人基因组库、
细菌库、真菌库、病毒库、衣原体库、支原体库和立克

次氏体库中序列进行比对,检查是否存在交叉反应。
1.2.7 qPCR

反应体系为20.0
 

μL,包括DNA模板2.0
 

μL,上
下游引物各0.6

 

μL,2×qPCR
 

PreMix
 

10.0
 

μL和无

DNA酶的ddH2O
 

6.8
 

μL。循环参数为95
 

℃
 

2
 

min,
1个循环;95

 

℃
 

15
 

s,60
 

℃
 

1
 

min,40个循环。测定仪

器为Roche
 

LightCycler480荧光定量PCR仪。
1.3 统计学处理

采用SPSS13.0统计软件进行Ct均值和标准差

计算。计量资料以x±s表示。
2 结  果

2.1 引物设计

PubMed的Nucleotide数据库中包含热带念珠菌

标准菌株ATCC
 

750
 

ITS序列记录有6条,其中仅有

编号为AY939810.1的GenBank明确注释ITS序列

的起始位点,因此从该记录中获取热带 念 珠 菌 的

ITS1序列和ITS2序列。通过比对,ITS1序列种内

变异位点少,种间变异位点多,选择ITS1序列作为引

物设计的靶序列,见图1。经过优化,最终引物序列被

设定为:上游引物:5'-TTG
 

GTG
 

GCG
 

GGA
 

GCA
 

ATC-3';下游引物:5'-CCG
 

TTG
 

TTG
 

AAA
 

GTT
 

TTG
 

ACT
 

ATT
 

G-3'。
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  加框部分为上游引物和下游引物所在的位置;粗体为种内存在碱

基变异的位置。

图1  热带念珠菌标准菌株ATCC
 

750
 

ITS1序列
 

  NCBI物种数据库中有247株热带念珠菌临床分

离株ITS1序列,其中3株在上游引物中存在变异位

点,7株在下游引物中存在变异位点,可能影响其扩

增,见表1。因此该引物的理论检出率为96.0%。通

过比对,该引物与人基因组库、细菌库、真菌库、病毒

库、衣原体库、支原体库和立克次氏体库中的序列亦

无交叉反应。
表1  热带念珠菌菌株间ITS1序列比对

碱基突变位置 突变株数(n) 碱基突变位置 突变株数(n)

1-3 8 53-54 1

4-5 1 62 1

5 5 68 13

7 2 70-77 1

9 14 72 3

10 1 75 1

12 20 76-77 1

13 1 78 2

14 2 81-82 2

15 1 86 7

15-16 1 97 2

16 1 98 2

17 2 105 1

18 5 106 1

19 4 111 1

21 1 112 11

23 1 118 1

24 1 118-119 1

24-25 2 120 1

26-27 2 121 1

27-28 3 128 1

33 1 130-131 1

35 4 131 1

47 4 132 1

48 1 133 1

50 1 133-134 2

52 1 135 1

53 1

2.2 纯菌液检出限和定量低限

使用qPCR对浓度为101~107
 

CFU/mL的热带

念珠菌梯度稀释菌液行批内和批间实验(n=3),见表

2。在该浓度范围的标本经过PCR反应均出现阳性

扩增结果,见图2。根据检测限的估计方式,即空白对

照标本加减2倍或3倍的标准差,最终将检测方法对

于纯菌液的检出限设为102
 

CFU/mL;同时在该水

平,检测方法的批内和批间不精密度均在允许的范围

内(CV<5%),因此对于纯菌液的定量低限亦为102
 

CFU/mL。
2.3 线性和分析灵敏度

在定量范围内,菌液浓度的log值与Ct之间呈线

性回归,拟合方程为Y=-3.770X+40.08,r2 可达

0.994
 

9;分析灵敏度由标准曲线斜率表达,为-3.26,
见图2B。
2.4 交叉反应

为验证尿路感染常见细菌和其他念珠菌种的核

酸物质是否影响本方法的检测,取一定浓度病原菌加

入细胞保存液中至医学决定水平(105
 

CFU/mL),提
取病原菌DNA,并将其作为模板加入反应体系中行

qPCR检测。本检测方法对尿路感染常见细菌和非热

带念珠菌来源的DNA均不产生扩增。
2.5 分析特异性与干扰

为探究标本处理过程中残留的尿液是否影响本

方法的检测,配制念珠菌模拟感染尿液标本,提取其

中念珠菌DNA,作为模版加入反应体系后行qPCR
检测。相较于纯菌液,本方法从模拟感染尿液标本中

检出相应浓度热带念珠菌的Ct值均滞后,提示在验

证浓度下,尿液中的物质在一定程度上干扰检测的分

析特异度。据此,最终将检测方法对尿液的检出限和

定量低限设为103
  

CFU/mL。
2.6 临床应用评价

1
 

577例患者2
 

334份尿液标本的尿培养中,共有

1
 

243份为阳性,其中培养出1株病原菌的标本919
份,培养出2株病原菌的标本150份,培养出3株及

以上病原菌标本174份(污染)。排除污染的标本,共
分离出1

 

083株病原菌,其中细菌890株(包括大肠埃

希菌334株,屎肠球菌105株、肺炎克雷伯菌99株、
粪肠球菌60株、奇异变形杆菌54株和铜绿假单胞菌

40株等),放线菌1株及真菌192株(包括白色念珠菌

97株、热带念珠菌42株、光滑念珠菌40株、近平滑念

珠菌7株和克柔念珠菌2株等)。42株热带念珠菌分

离自24例患者,其中2例处于长期导尿状态,11例入

院后置入导尿管。

qPCR结果显示,42份含有热带念珠菌的尿液标

本均有扩增,包括34份菌落计数大于105
 

CFU/mL
的标本和8份菌落计数在103~105

 

CFU/mL的标

本。培养阴性或含有其他病原菌的尿液标本均无扩

增。该检测平台的诊断灵敏度和诊断特异度均为

100%,见表3。
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表2  尿液热带念珠菌qPCR快速检测方法批内和批间试验

浓度(CFU/mL)

热带念珠菌纯菌液标本

批内Ct值

均值 标准差 CV(%)

批间Ct值

均值 标准差 CV(%)

模拟热带念珠菌尿标本

批内Ct值

均值 标准差 CV(%)

批间Ct值

均值 标准差 CV(%)

107 13.88 0.10 0.72 13.62 0.36 2.64
106 17.37 0.03 0.17 17.49 0.25 1.44 20.84 0.11 0.52 21.22 0.53 2.51
105 21.23 0.33 1.55 21.89 0.61 2.78 24.64 0.12 0.49 25.04 0.65 2.59
104 26.98 0.44 1.63 26.63 0.89 3.35 27.99 0.78 2.78 28.26 0.73 2.58
103 29.48 0.08 0.27 29.49 0.40 1.37 31.23 0.85 2.72 31.73 0.81 2.55
102 31.31 1.02 3.26 31.85 1.09 3.43 34.82 1.06 3.05 34.92 1.06 3.03
101 34.52 0.98 2.83 34.98 1.01 2.88 35.38 0.22 0.62 34.95 0.68 1.94
100 34.68 0.24 0.70 35.54 0.42 1.18 35.16 0.77 2.19 35.01 0.91 2.61

  A:PCR扩增曲线;B:PCR扩增标准曲线;图中1~7分别代表浓度为101~107
 

CFU/mL热带念珠菌纯菌液。

图2  热带念珠菌梯度稀释纯菌液qPCR扩增曲线及标准曲线

表3  尿培养和qPCR检测结果(n)

qPCR
尿培养

阳性 阴性
总计

阳性 42 0 42
阴性 0 2

 

292 2
 

292
总计 42 2

 

292 2
 

334

3 讨  论

  热带念珠菌在全球范围内的分离率呈上升趋势,
尤其在南美、亚洲等热带地区,其已成为念珠菌感染

的常见致病菌[4,7]。我国非白念珠菌感染中的分离率

也位居前列[8]。热带念珠菌易定植于人体多个部位,
当人体抵抗力下降或局部环境改变时,就可能引发感

染。尤其是在患者留置导尿管且使用抗生素后[9],热
带念珠菌易引发尿路感染,且治疗时间长、死亡率

高[10]。因此,快速准确地检测热带念珠菌对临床诊断

和治疗至关重要。本研究以热带念珠菌的ITS1序列

作为扩增的靶位点,通过比对筛选出种间最为特异的

序列并基于其设计引物,建立了一种qPCR检测方

法,可快速检测尿液标本中的热带念珠菌。
分子生物学检测技术以其高效性在病原菌检测

中得到广泛应用,检测位点多集中于rRNA编码基

因[6]。rDNA序列在种间保守,而ITS1和ITS2序列

在种间特异,可用于设计特异性引物[11]。与其他检测

方法相比,本研究建立的qPCR检测方法更具优势。
WANG等[12]使用重组聚合酶等温扩增热带念珠菌的

ITS2序列,通过侧流层析试纸条检测,当纯菌液稀释

至103
 

CFU/mL
 

时,阳性条带肉眼难以辨认;SCHA-
BEREITER-GURTNER等[13]通过属通用引物扩增

念珠菌,再使用种特异性探针鉴定热带念珠菌,其阳

性结果所需纯菌液最低浓度约为330
 

CFU/mL,均未

达到本研究的检测下限。这可能与扩增位点的选择

和使用的qPCR扩增系统不同有关[6]。本研究团队

之前在5.8S
 

rDNA上设计的念珠菌属通用引物,虽
检测下限可达101

 

CFU/mL,但不能鉴定到种水平,
且探针价格高,不适合尿液标本的快速检测[14]。本研

究通过比对
 

NCBI
 

物种数据库中247株热带念珠菌

临床分离株的
 

ITS1
 

序列,在株间保守序列上设计引

物,以提高临床株的检出率,并通过变异位点分析为

潜在漏检提供理论解释。
在临床诊断方面,尿培养菌落大于105

 

CFU/mL
是诊断尿路感染的依据之一[15];对于留置导尿管且有

典型症状/体征 的 患 者,尿 培 养 菌 落 计 数 大 于103
 

CFU/mL时,应考虑导管相关性尿路感染。本研究将

检测下限设为103
 

CFU/mL,符合临床诊断需求。马

成芳等[16]使用聚合酶反应限制性片段长度多态性方

法检测模拟尿标本中的致病念珠菌,要求念珠菌浓
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度≥5×103
 

CFU/mL。相比之下,本研究简化了操作

流程,降低了尿液标本的检测下限。
本研究尿液标本中分离率较高的细菌包括大肠

埃希菌、屎肠球菌、肺炎克雷伯菌等,与其他报道[17-18]

基本一致。在分离的真菌中,热带念珠菌的分离率仅

次于白色念珠菌,可能与患者留置导尿管有关。本方

法能够准确检测出临床尿液标本中热带念珠菌,且与

其他尿路感染致病菌无交叉反应,达到已报道方

法[13,19]的检测性能。
综上所述,本研究建立的基于热带念珠菌ITS1序

列的qPCR检测方法,具备检测限低、特异度高和重复

性好等优势,可快速从尿液标本中检出热带念珠菌,为
念珠菌尿的诊疗处置提供可靠且及时的实验室依据。
利益冲突:所有作者声明不存在利益冲突
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