
浅部真菌病的主要致病菌种为皮肤癣菌。鉴

定皮肤癣菌的方法通常为观察菌落及镜下形态学

特征、生长特性以及生理生化指标。随着科技进步

及临床需求的提高，真菌分型、鉴定研究逐步引入

分子生物学。本研究以皮肤癣菌临床标本和经培

养后的标本为研究对象，分别对其进行表型鉴定和

核糖体 RNA（ribosomal RNA，rDNA）内转录间隔区

（internal transcribed space，ITS）序列分析分子鉴定，

评价其应用价值。

1 材料和方法

1.1 材料

收集嘉兴市中医医院皮肤科门诊 2015年 6月

—2017年 10月皮肤癣菌临床株共 39株，取材前先

用75％乙醇局部消毒，刮取体癣、股癣、手足癣患者

的皮屑或甲癣的甲内侧碎屑，头癣采集其断发及断

发处皮屑。采集的标本分为两部分，一部分接种于

沙氏琼脂（Sabouraud’s dextrose agar，SDA）培养基，

另一部分留取于无菌Ep管中以备提取DNA。

Ezup柱式真菌基因组DNA抽提试剂盒、Taq酶
dNTP、DNA marker D、真菌 ITS基因通用引物 ITS1
和 ITS4（上海生工公司）；恒温金属浴、微量离心机、

旋涡混合仪、ABI热循环仪。

1.2 方法

1.2.1 分离培养

临床标本接种于SDA培养基，25 ℃培养1~2周。

1.2.2 表型鉴定

根据形态特征、生长特性以及生理生化指标进

行表型鉴定。诊断标准参考《医学真菌学——实验室

检验指南》［1］和《临床常见皮肤癣菌的特征和鉴定》［2］。

1.2.3 分子生物学鉴定

选取临床标本和经SDA培养基上25 ℃培养1周
的菌落标本，按照说明书使用 Ezup柱式真菌基因

组 DNA 抽提试剂盒分别提取基因组DNA。采用通

用引物 ITS1和 ITS4进行PCR扩增。ITS1 5′⁃TCCG⁃
TAGGTGAACCTGCGG ⁃ 3′ ；ITS4 5′ ⁃ TCCTCCGCT⁃
TATTGATATGC⁃3′。 反应体系的制备：2.5 mmol/L
dNTPs 4 μL，10×buffer 5 μL，10 mmol/L MgCl2 3 μL，
10 μmol/L引物各 1 μL，Taq DNA聚合酶 2 U，模板

DNA 2 μL，ddH2O补足至50 μL。反应条件：95 ℃预

变性5 min；95 ℃变性45 s，53 ℃退火45 s，72 ℃延伸

75 s，35个循环；最后72 ℃延伸10 min。PCR产物扩

增后送上海生工进行双向测序，测序结果在NCBI
的基因库中查询，并通过BLAST工具比对分析。靶

区域序列比对鉴定标准如下［3］。①鉴定至种：与某

确定的菌种序列相似度≥98%，且与另一不同种的

相似度差至少 0.8%；②鉴定至属：与某确定的菌种

序列相似度≥95%但＜98%，或与同一个属内的不同

菌种序列相似度≥98%；③无法鉴定：与任何一菌种
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序列的相似度＜95% 或与不同属的菌种均有≥95%
的序列相似度。

2 结 果

毛癣菌属28株（红色毛癣菌15株、须癣毛癣菌

8株、断发毛癣菌 2株、紫色毛癣菌 3株），小孢子菌

属 8株（犬小孢子菌 5株、石膏样小孢子菌 3株），表

皮癣菌属3株（絮状表皮癣菌3株）。

PCR扩增结果显示，39株皮肤癣菌以通用引物

ITS1和 ITS4进行扩增，均能扩增出目标条带，大小

500~1 000 bp（图1）。

测序结果在 NCBI 的基因库中检索，利用

BLAST工具比对分析。临床标本和经培养后的标

本 ITS基因序列分析结果一致（表1）。

3 讨 论

皮肤癣菌的诊断一直依赖真菌镜检和培养，至

少需要1~2周。皮肤癣菌在培养鉴定过程中容易变

异［4］，并且混合真菌感染培养过程中会出现菌种的

优势生长和竞争性抑制而出现误差和意见分歧。

从临床标本中直接提取致病菌DNA进行目的基因

的扩增及鉴定，有助于解决这一问题。真菌DNA的

提取较为困难，主要与真菌特殊的细胞壁结构有

关。真菌细胞壁中主要以几丁质构成其骨架结构，

而几丁质是以N⁃乙酸基葡萄糖胺为单体的聚合物，

它的糖链上含有大量羟基，不易充分裂解。笔者先

行使用蛋白酶K进行破壁，再用Ezup柱式真菌基因

组DNA抽提试剂盒进一步裂解，然后去杂质纯化

DNA，完成真菌DNA提取。在对临床标本及培养标

本进行真菌DNA提取过程中发现，部分样本量少的

临床标本未能有效提取到足量真菌DNA，和李筱芳

等［5］一致。

利用核酸序列分析鉴定真菌是近来真菌分类

和鉴定研究的热点。目前常用的目的片段是核糖

体RNA基因（rDNA），因为 rDNA有着广泛的保守区

域和可变区间，据此选用一个或几个适合的序列片

段进行扩增测序分析和菌种鉴定。核糖体 rDNA分

为可变区和保守区，包含多个重复的串联结构。前

体 RNA由 18s rDNA、5.8s rDNA和 28s rDNA组成。

核糖体 ITS位于18s rDNA和5.8s rDNA之间（ITS1）以
及 5.8s rDNA和 28s rDNA之间（ITS2）。在 18s rDNA
基因上游还有外转录间隔区（ETS），位于转录单元之

间的部分称为非转录间隔区（NTS），ETS和NTS构成

基因间隔区（IGS）［6］。18s rDNA和 28s rDNA序列相

对保守，可以在属水平上检测和鉴定真菌。ITS在

不同真菌间可变性很大，分析 ITS序列可以将真菌

鉴定到种水平。因而鉴定真菌的通用引物都由 ITS
设计而成，通用引物 ITS1、ITS2、ITS3、ITS4能扩增出

部分 18s rDNA、ITS 全序列、5.8s rDNA 和部分 28s
rDNA，是分子生物学鉴定的可靠方法，广泛应用于

致病菌的鉴定和分型［7］。笔者从检验标本中选取

临床标本 DNA D（260nm）/D（280nm）比值为 1.6~
1.8，高于 1.8可能有RNA污染，低于1.6可能有蛋白

质、酚类等污染。同时对应培养标本生长良好、无

污染，共计 39 株入组。采用真菌鉴定通用引物

ITS1、ITS4进行PCR扩增，结果进行基因测序，测序

结果在NCBI的基因库中检索，利用BLAST工具比

对分析，比对分析结果一致，并与表型鉴定结果相

吻合。另外，颜丹等［8］在酿酒工人皮损处皮屑中直

接提取皮肤癣菌DNA与对应临床分离培养株扩增

产生的特异性条带与标准株一致。吕雪莲等［9］利用

二次 PCR技术研究临床标本真菌快速分子诊断过

程中发现临床标本中真菌 DNA 提取率低会导致

PCR反应敏感性降低，但若是产量足够可进行测序

M：DNA marker D；1：须癣毛癣菌；2：红色毛癣菌；3：断发毛癣

菌；4：絮状表皮癣菌；5：石膏样小孢子菌；6：犬小孢子菌；7：紫色毛

癣菌。

图1 部分皮肤癣菌 ITS1和 ITS4基因PCR产物电泳

bp M 1 2 3 4 5 6 7
2 000
1 000
500

部分菌株GenBank登录号及相似度：红色毛癣菌（LC369522.1，
100%）、须癣毛癣菌（LC317438.1，100%）、断发毛癣菌（AB094063.1，
100%）、紫色毛癣菌（LC317892.1，100%）、犬小孢子菌（LC317666.1，
99%）、石 膏 样 小 孢 子 菌（KJ139449.1，99%）、絮 状 表 皮 癣 菌

（LC317573.1，100%）。

表1 39株临床分离的皮肤癣菌 ITS基因序列分析结果

属名

毛癣菌属（n=28）

小孢子菌属（n=8）

表皮癣菌属（n=3）

经 ITS基因序列鉴定至种

红色毛癣菌

须癣毛癣菌

断发毛癣菌

紫色毛癣菌

犬小孢子菌

石膏样小孢子菌

絮状表皮癣菌

株数

15
08
02
03
05
03
03
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而完成菌种的分子鉴定。张晓利等［10］利用菌落

PCR技术完成丝状真菌的测序结果，与常规培养进

行PCR扩增后的结果比较，BIAST比对结果相似度

96%~100%。康道现等［11-12］直接从病发及面部皮损

中提取DNA进行菌种鉴定，与培养后菌落提取的

DNA鉴定结果一致。综上所述，认为直接从皮损中

刮取临床标本提取DNA的有效率及稳定性还有待

提高，提取到高质量的DNA可以提高菌种鉴定的可

靠性。本研究只选取了完成度高的临床标本和对

应的分离培养株进行比较，若是把所有临床提取标

本纳入研究，可能会出现较大差异。尽管如此，本

研究认为 rDNA⁃ITS序列分析方法可以作为一种皮

肤癣菌鉴定的简便快捷准确的方法应用于临床。

刘沐桑等［13］基于常见医学真菌 ITS⁃rDNA测序和汇

总，使用NCBI数据库工具将汇总的序列构成DNA
条形码数据库。随着数据库对致病菌种覆盖度的

提高，进而促进 rDNA⁃ITS序列分析方法的应用。以

往DNA提取的对象为培养后菌株，培养周期长、容

易污染及变异，尚能满足部分轻度感染和对诊断时

限要求不高的感染性疾病。直接从临床标本提取

DNA，通过 rDNA⁃ITS序列分析鉴定菌种，可以尽早

明确致病菌，指导用药，避免并发症的产生，可进一

步应用于复杂性皮肤感染及甲真菌病，有着广阔的

应用前景。鉴于直接从患者皮损中刮取临床标本

提取DNA的效率和质量，笔者选取了部分提取质量

高的常见皮肤癣菌菌株进行了表型鉴定、分子鉴定

（临床标本、经培养后的标本），三者结果相吻合。

还需要进一步增加样本量、扩大菌种范围来评价

rDNA⁃ITS基因扩增测序技术在皮肤癣菌鉴定中的

应用价值。

因此，从临床标本中提取致病菌DNA并进行

ITS基因序列扩增和测序分析可快速、有效鉴定皮

肤癣菌。若能进一步提高直接从临床标本中提取

致病菌DNA的有效率和可靠性，将有利于临床的广

泛应用，需要进一步扩大样本量以评估该方法的可

靠性。
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