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实时荧光重组酶聚合酶扩增快速检测临床常见曲霉菌方法的建立 *
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摘要 目的：针对曲霉菌属转录间隔区 ITS1设计引物、探针，利用实时荧光重组酶聚合酶扩增（Real-time RPA）技术建立一种快

速、准确、经济的临床常见曲霉菌检测鉴定方法。方法：利用建立的实时荧光重组酶聚合酶扩增体系对标准菌株及临床标本提取

的 DNA进行扩增，验证该方法的性能。结果：本研究针对曲霉菌属转录间隔区 ITS1设计引物、探针利用 RPA试剂盒（荧光型）建

立了 Real-time RPA扩增体系，在 15分钟内即可检测出临床常见的四种曲霉菌；特异性试验结果显示反应体系只对烟曲霉、黄曲

霉、土曲霉、黑曲霉四种曲霉呈现出明显的扩增曲线，而其它细菌和真菌均无扩增曲线。灵敏性试验显示最低检出限为 10-3 ng/滋L。
临床验证试验的 12份曲霉菌均有较高的扩增效应。结论：本研究建立的 Real-time RPA方法能快速、特异、灵敏地检出烟曲霉、黄

曲霉、土曲霉、黑曲霉等临床常见曲霉菌，为曲霉菌的快速、现场检测提供了一种新的思路。
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Establishment of A Real-time Fluorescent Recombinase Polymerase
Amplification Method for Rapid Detection of Common Clinical Aspergillus*

To design primers and probes for Aspergillus transcript spacer ITS1, and to use Real-time fluorescent re-

combinase polymerase amplification (Real-time RPA) technology to establish a rapid, accurate, and economical method for detection and

identification of common clinical Aspergillus. The established Real-time fluorescent recombinase polymerase amplification

system was used to amplify the DNA extracted from standard strains and clinical specimens to verify the performance of the method.

In this study, we designed primers and probes for the Aspergillus transcript spacer ITS1 using RPA kit (fluorescent type) to es-

tablish a Real-time RPA amplification system, and detected four clinically common Aspergillus species within 15 minutes; The specific

test results show that the reaction system only has specific amplification for Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus ter-

restris and Aspergillus niger, while there was no amplification for other bacteria and fungi; The sensitivity test showed that the detection

limit was 10-3 ng/滋L. 12 samples of Aspergillus in clinical validation test had high amplification effect. The Real-time RPA

method established in this study can detect Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus terreus, Aspergillus niger and other

common clinical aspergillus quickly, specifically and sensitively. It provides a new idea for rapid and field detection of Aspergillus.
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前言

曲霉菌是普遍存在于自然界的真菌，一般不致病，但在特

定的条件下可引起人类感染，常见诱发侵袭性肺曲霉菌病（I-

PA），是严重的机会性感染疾病，尤其是血液系统恶性肿瘤、器

官移植、艾滋病等接受免疫抑制治疗、免疫力低下患者的致命

性感染因素[1-3]；虽然抗真菌药物不断更新换代但侵袭性曲霉病

患者死亡率还是居高不下[4]。目前侵袭性曲霉病的临床诊断主

要依靠实验室病原学检测包括真菌培养和显微镜镜检，而真菌

培养时间一般需要 3-7天，有些真菌甚至需要培养 14天才生

长[5]。这些方法检出率低、敏感性差、耗时长无法实现快速诊断，

严重耽误临床治疗 [6]。近年来临床广泛利用血清学检测包括

1,3-茁-D-葡聚糖试验（G试验）、半乳甘露聚糖试验（GM试验），
能为早期诊断提供帮助，但其干扰因素多、假阳性率高，不同厂

家试剂参考值也不同，临床应用价值存有争议[7]。快速检出曲霉

菌有利于侵袭性曲霉病的早期诊断，对降低相关的发病率和死
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亡率非常重要 [8]。研究表明及时有效的抗真菌治疗可以降低

50%死亡风险[9,10]。重组酶聚合酶扩增（RPA）是一种恒温扩增技

术，该技术具有操作简单，设备要求低，反应快速，高灵敏性和

特异性等优势，自问世以来被广泛用于病原体检测[11,12]。目前鲜

有使用实时荧光重组酶聚合酶扩增（Real-time RPA）曲霉菌的

报道，本研究探讨 Real-time RPA技术同时检测烟曲霉、黄曲

霉、土曲霉、黑曲霉等临床常见曲霉菌的效果，为临床实现侵袭

性曲霉病的快速诊断提供参考。

1 材料与方法

1.1 菌株来源

标准菌株烟曲霉(ATCC96918)、黄曲霉(ATCC28539)、土曲

霉(ATCC1012)、黑曲霉(ATCC16404)由珠海贝索生物有限公司

惠赠，白色念珠菌(ATCC10231)、克柔念珠菌(ATCC6258)、金黄

色葡萄球菌(ATCC25923)、大肠埃希菌(ATCC25922)购于广东

省临床检验中心；另有 12例临床分离的曲霉菌来源于广东省

中医院珠海医院检验科微生物室。

1.2 主要试剂和仪器

杭州众测生物科技有限公司的 RPA核酸扩增试剂（荧光

型），真菌基因组 DNA提取试剂盒（北京索莱宝科技有限公

司），细菌 DNA提取试剂盒（中山大学达安基因股份有限公

司），沙保弱培养基（江门凯琳贸易有限公司），1416R型高速冷

冻离心机（珠海黑马医学仪器有限公司），美国 Bio-Rad公司的

CFX96实时荧光定量 PCR扩增仪。

1.3 DNA提取

曲霉菌、细菌 DNA制备方法按照试剂说明书进行 。

1.4 引物、探针设计

在 GeneBank 数 据 库 中 查 找 曲 霉 菌 属 烟 曲 霉 菌

(AB051071)、黄曲霉（EU833206）、黑曲霉菌（AY656630）、土曲

霉 （EF567983）、根霉 菌属 (AM933547)、白 色念珠 菌

（AM946761）、毛霉菌属(AJ878783)的 5.8S rRNA 、18S rRNA、

28S rRNA及 ITS基因序列，通过多序列比对发现各菌属在 IT-

SI差别较大，而曲霉菌在该区间比较保守，因此选择在 ITSI区

间利用 Premier 5软件设计引物和探针，经过一系列的引物筛

选，最终选定上游引物 F :5' -GAACCTGCGGAAGGATCAT-

TACCGAGTGAG- 3' 下 游 引 物 R:5' -CTTTCA-

GAACAGCGTTCATGTTGGGGTCTTCGG-3'，探针:5'-GGCC-

CTCTGGGTCCAACCTCCCACCCGTGTCTAT [FAM-dT]

[dspacer]T[BHQ-1-dT]CCTTGTTGCTTCG-[C3-spacer]- 3'，产物

大小 180bp左右。引物及探针均由生工生物工程（上海）股份有

限公司合成。

1.5 RPA反应体系优化

反应体系体积共 50 滋L：缓冲液 A 40.95 滋L，上游引物
(10uM) 2.0 滋L，下游引物(10 滋M) 2.0 滋L，探针(10 滋M)0.6 滋L，
样本 DNA2.0 滋L，缓冲液 B 2.5 滋L，振荡摇匀后低速留心 10

秒。将检测管放入 CFX96实时荧光定量 PCR扩增仪；扩增条

件设置：预热温度 38℃，4秒，循环数 1；扩增温度 38℃，30秒，

循环数 40后采集荧光。

1.6 特异性检测

将临床常见的烟曲霉、黄曲霉、土曲霉、黑曲霉四种曲霉标

准菌株及白色念珠菌、克柔念珠菌、金黄色葡萄球菌、大肠埃希

菌标准菌株及临床标本培养的桔青霉、卷枝毛霉、马尔尼菲蓝

状菌、米根霉提取 DNA进行 Real-time RPA扩增。

1.7 灵敏性检测

将浓度为 100 ng/L烟曲霉菌基因组 DNA使用 ddH2O进

行 10倍梯度稀释，设计成 8个稀释浓度：102 ng/滋L、101 ng/滋L、
100ng/滋L、10-1 ng/滋L、10-2 ng/滋L、10-3 ng/滋L、10-4 ng/滋L、10-5 ng/滋L，
分别以此浓度的 NDA为模板，按照 1.5 所示的 Real-time反

应体系进行扩增。

2 结果

2.1 特异性试验

以烟曲霉、黄曲霉、土曲霉、黑曲霉、白色念珠菌、克柔念珠

菌、金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌标准菌株及临床标本菌桔青

霉、卷枝毛霉、马尔尼菲蓝状菌、米根霉为 DNA模板进行荧光

Real-time RPA扩增，并用 ddH2O作阴性对照。结果显示烟曲

霉、黄曲霉、土曲霉、黑曲霉四种曲霉呈现出明显的扩增曲线，

而其它细菌和真菌均无扩增曲线。表明该方法具有较好的特异

性。见图 1。

图 1 Real-time RPA扩增特异性结果

Fig.1 Real time RPA amplification specific results

Note: 1~4 was Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus terreus, Aspergillus niger.
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2.2 灵敏性试验

将烟曲霉提取的 DNA进行 10倍稀释，配置成 8个稀释浓

度，每个稀释度荧光 Real-time RPA扩增，结果表明浓度为

102~10-3 ng/滋L均可见明显的扩增曲线，而浓度为 10-4 ng/滋L、
10-5 ng/滋L均无扩增曲线出现，因此本方法最低检出限为
10-3 ng/滋L。见图 2。

图 2 Real-time RPA扩增敏感性结果

Fig.2 Real time RPA amplification sensitivity results

Note: 1~8 was 102 ng/滋L, 101 ng/滋L, 100 ng/滋L, 10-1 ng/滋L, 10-2 ng/滋L, 10-3 ng/滋L, 10-4 ng/滋L, 10-5 ng/滋L.

2.3 临床验证

将从本实验室痰标本分离培养出的 12份曲霉菌（3份黄

曲霉、5份烟曲霉、2份黑曲霉、2份土曲霉）提取 DNA，利用本

研究建立的 Real-time RPA扩增体系进行检测。结果显示 12份

标本均有明显的扩增曲线，说明该方法有良好的临床诊断价

值。见图 3。

图 3 临床验证结果

Fig.3 Clinical validation results

3 讨论

侵袭性曲霉病是免疫缺陷型疾病，血液系统恶性肿瘤，实

体器官移植或造血干细胞移植等接受免疫抑制剂或大剂量激

素治疗的患者最常见并发症[13-15]。由于临床表现通常是非特异

性的，很容易被原发性基础疾病掩盖，因此早期诊断很困难，容

易导致诊断延迟，误诊和治疗延迟[12,16]。RPA是最近开发的等温

扩增技术，在恒温环境利用重组酶与寡核苷酸引物形成核蛋白

复合物，在辅助因子的作用下扫描识别并结合靶序列寡核苷酸

中的同源序列，以此为模板在 DNA聚合酶辅助下进行延伸扩

增，如此反复实现指数扩增[17-19]。RPA技术操作简便，影响因素

少，设备要求低易于实施，与 PCR方法不同，无需加热变性，只

要一台恒温设备维持 25~42℃环境下就可以进行扩增，并且反

应时间短，5~30分钟就可以完成扩增[20-22]。基于以上优势，RPA

技术被广泛用于细菌、真菌、病毒、寄生虫、支原体、耐药基因、

食品安全等方面的检测[23-27]。

本试验扩增产物使用 Bio-Rad公司的 CFX96实时荧光定

量 PCR扩增仪进行荧光强度检测，无条件的实验室也可以用

便携式实时荧光 RPA监测器检测荧光强度，基于该方法操作

简便、对仪器要求较低，非常适合用于床旁检测及条件差的基

层诊断实验室机构[28,29]。RPA技术的关键步骤是引物、探针的设

计，它直接影响扩增效果，不能使用 PCR引物、探针设计原则，
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可根据 TwistDx公司提供的引物、探针筛选指南[30]，最终引物

和探针的确定需要进行优化筛选，本研究前期做了大量预试验

最终筛选出本研究的最佳引物和探针，以此建立的反应体系整

个扩增只需 15分钟，与其它曲霉菌的检测方法相比更加简便，

检测周期大幅减短，节约成本。以上试验结果显示本研究建立

的 Real-time方法对烟曲霉、黄曲霉、土曲霉、黑曲霉四种曲霉

呈现出明显的扩增曲线，而其它细菌和真菌均无扩增曲线，且

其最低检出限为 10-3 ng/滋L，表明 Real-time方法具有较好的特

异性和灵敏性，能满足临床诊断需求。本研究在临床验证试验

的 12份曲霉菌均有较高的扩增效应，说明该方法有较好的应

用效果。

综上所述，研究针对曲霉菌属转录间隔区 ITS I设计引物，

利用 RPA技术初步建立了实时荧光重组酶聚合酶扩增快速检

测临床常见曲霉菌的方法，该方法在 38℃条件下 15分钟内即

可完成对目标 DNA进行扩增，并且有较高的特异性及灵敏度，

操作简单，无需特殊的仪器设备，非常适合基层医疗单位对曲

霉菌的检测，为曲霉菌的快速、现场检测提供了一种新的思路。
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