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犘犆犚检测痰曲霉菌在慢性阻塞性肺疾病合并侵袭性肺曲霉菌病中的诊
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　　［摘要］　目的：探讨荧光定量ＰＣＲ检测痰曲霉菌在慢性阻塞性肺疾病（ＣＯＰＤ）患者侵袭性肺曲霉菌病（ｉｎｖａｓｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙ

ａｓｐｅｒｇｉｌｌｏｓｉｓ，ＩＰＡ）中的诊断价值。方法：采用前瞻性观察性研究，入组２０１５年４月至２０１７年３月因ＣＯＰＤ急性加重入住复旦

大学附属中山医院的４９例患者。收集患者常规痰液真菌培养后剩余的痰液，采用荧光定量ＰＣＲ检测曲霉菌。同时分析患者

的一般资料，包括临床症状、影像学资料、实验室检查结果。结果：４９例患者中１８例诊断为ＩＰＡ，多见于全身应用糖皮质激素

及广谱抗生素的患者。该病确诊较困难，多依赖临床诊断，荧光定量ＰＣＲ检测痰液中曲霉菌在ＣＯＰＤ患者合并ＩＰＡ诊断中的

敏感性和特异性分别为７２．２％、８７．１％。结论：ＣＯＰＤ患者发生ＩＰＡ并不少见，荧光定量ＰＣＲ检测痰中曲霉菌对其具有早期

诊断价值。

　　［关键词］　侵袭性肺曲霉菌病；慢性阻塞性肺病；诊断
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　　 侵袭性肺曲霉菌病 （ｉｎｖａｓｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙ

ａｓｐｅｒｇｉｌｌｏｓｉｓ，ＩＰＡ）是严重的机会性感染性疾病，多

见于免疫抑制宿主，如血液系统恶性肿瘤、器官移

植患者。尽管广谱抗真菌药物不断发展，ＩＰＡ患者

死亡率还是居高不下［１］。近年来，非粒细胞缺乏患

者中ＩＰＡ的报道越来越多，如慢性阻塞性肺疾病

（ｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＯＰＤ）患

者［２３］。Ｇｕｉｎｅａ等
［４］发现，约１．６３％的住院ＣＯＰＤ

患者下呼吸道分泌物中可分离出曲霉菌，其中约

２２．１％拟诊ＩＰＡ。ＣＯＰＤ住院患者继发ＩＰＡ多与

系统性应用糖皮质激素、广谱抗生素及机械通气

相关。

２００７年，Ｂｕｌｐａ等
［３］提出ＣＯＰＤ患者ＩＰＡ的诊

断标准，分为确诊、拟诊、疑诊和定植。其中，确诊

有赖于组织病理学检查；拟诊患者要求临床依据

（ＣＯＰＤ患者近期因急性加重住院，胸部影像学提示

８３２ ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１９，Ｖｏｌ．２６，Ｎｏ．２　　中国临床医学　２０１９年４月　第２６卷　第２期　



曲霉菌感染，对常规抗感染治疗无反应）和病原学

依据［下呼吸道分泌物分离出曲霉菌或者连续２次

血清半乳甘露聚糖（ＧＭ）实验阳性］；疑诊患者缺乏

病原微生物依据；定植为患者缺乏临床表现但下呼

吸道分泌物分离出曲霉菌。２０１６年美国感染病学

会（ＩｎｆｅｃｔｉｏｕｓＤｉｓｅａｓｅｓＳｏｃｉｅｔｙｏｆＡｍｅｒｉｃａ，ＩＤＳＡ）

更新了曲霉菌病诊治指南，强调分子生物学技术的

诊断价值［５］。

大部分ＣＯＰＤ住院患者因肺功能差、喘息、机

械通气等原因，不能耐受气管镜、经皮肺活检等有

创性检查，确诊ＩＰＡ困难。常规的痰液培养方法耗

时长、阳性率低，不能为快速诊断提供帮助。而分

子生物学技术，如荧光定量ＰＣＲ，具有灵敏度高、特

异性强、快速检测的特点，可为临床快速诊断提供

重要帮助。因此，本研究采用前瞻性观察性研究，

通过收集住院ＣＯＰＤ患者的痰液，多重荧光定量

ＰＣＲ检测方法检测其中的曲霉菌，探索ＰＣＲ检测

痰液曲霉菌在ＣＯＰＤ患者合并ＩＰＡ中的诊断价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　入选标准：入选２０１５年４月至

２０１７年３月因ＣＯＰＤ急性加重入住复旦大学附属

中山医院的患者，其均有常规痰液真菌培养标本。

本研究通过复旦大学附属中山医院伦理委员会审

批（批件号码：Ｂ２０１６１０４）。由于收集患者常规痰曲

霉菌培养剩余的痰液为无创伤性，故免签署患者知

情同意书。排除标准：ＣＯＰＤ仅作为次要诊断的住

院患者。收集患者的一般资料，真菌感染危险因素

（糖皮质激素使用情况、广谱抗生素使用情况、机械

通气等），临床症状，影像学表现，病原学检查结果，

血清半乳甘露聚糖（ＧＭ）实验结果，血清１，３βＤ葡

聚糖（Ｇ）实验结果。

１．２　ＰＣＲ法检测痰液曲霉菌　收集患者常规痰真

菌培养后剩余痰液，放置于无菌痰杯中，进行ＤＮＡ

提取及多重荧光定量ＰＣＲ检测。检测步骤按照试

剂盒说明书（翔琼生物）进行。

１．２．１　ＤＮＡ抽提　取２００μＬ痰液，置于１．５ｍＬ

离心管，加入５倍体积的试剂Ａ，振荡３０ｓ，室温放

置２０ｍｉｎ；１２０００ｒ／ｍｉｎ（狉＝６ｃｍ）离心５ｍｉｎ，弃上

清，沉淀用１０００μＬ试剂Ｂ充分悬浮，１２０００ｒ／ｍｉｎ

（狉＝６ｃｍ），离心５ｍｉｎ，小心弃除上清，留沉淀；沉

淀加２５μＬ试剂Ｃ和２５μＬ试剂Ｄ，充分悬浮，振荡

１５ｓ；将离心管置于水浴锅，３７℃，６０ｍｉｎ；离心管置

于水浴锅，８０℃，１５ｍｉｎ；取出离心管，６０００ｒ／ｍｉｎ

（狉＝６ｃｍ），离心５ｍｉｎ；取１μＬ上清作为ＰＣＲ

模板。

１．２．２　ＰＣＲ反应　配制２０μＬＰＣＲ反应体系：２×

Ｔａｑｍａｎ酶反应液１０μＬ，３．３×烟曲霉检测反应液

６μＬ，ＤＮＡ模板或阴（阳）性对照品１μＬ，无菌水

３μＬ。将反应液混匀，２０００ｒ／ｍｉｎ（狉＝６ｃｍ）离心

１５ｓ，使所加试剂聚集到管底；ＰＣＲ扩增。将ＰＣＲ

反应板放入荧光定量ＰＣＲ仪器中，反应条件：９５℃

１０ｍｉｎ；９５℃１５ｓ，６０℃６０ｓ，４０个循环。信号收

集：第２阶段６０℃时收集荧光基团ＦＡＭ，参比荧光

为ＲＯＸ。

１．２．３　结果质控　阴性对照的Ｃｔ值均应等于４０；

阳性对照的Ｃｔ值应小于或等于３５，并有较好的对

数增长曲线。否则，视为此次实验无效。结果判

读：被检样品的Ｃｔ值小于３５并有对数增长曲线为

阳性结果；被检样品的Ｃｔ值等于３５时，有对数生长

曲线为阳性，无对数生长曲线为阴性结果；被检样

品的Ｃｔ值大于３５时，无对数生长曲线为阴性，有较

好的对数生长曲线时加大样本量重做，重做结果同

前，则判为阳性，否则为阴性。

１．３　诊断标准　参照２００８年欧洲癌症研究和治疗

组织 （Ｅｕｒｏｐｅａｎ ＯｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｆｏｒＲｅｓｅａｒｃｈａｎｄ

ＴｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＣａｎｃｅｒ，ＥＯＲＴＣ）／真菌病研究组

（ＭｙｃｏｓｅｓＳｔｕｄｙＧｒｏｕｐ，ＭＳＧ；ＥＯＲＴＣ／ＭＳＧ）和

２０１６年ＩＤＳＡ曲霉病诊断临床实践指南，将曲霉菌

病分为确诊、拟诊和疑诊。确诊需要组织病理学依

据或正常无菌部位标本曲霉菌培养阳性；拟诊患者

需符合１项宿主因素、１项临床依据和１项微生物

学标准；疑诊患者须符合１项宿主因素和１项临床

依据，而缺乏生物学标准。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ２２．０统计软件进行

分析，符合正态性和方差齐性的计量资料采用狋检

验，计数资料采用χ
２ 检验或Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法检

验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　一般资料　４９例ＣＯＰＤ患者中，１８例诊断为

ＩＰＡ，其中确诊４例、临床诊断（拟诊＋疑诊）１４例。

合并ＩＰＡ的ＣＯＰＤ组患者系统应用糖皮质激素和

广谱抗生素比例高于不合并组（表１）。

２．２　临床特征对比　结果（表２）表明：与不合并

ＩＰＡ组患者相比，合并ＩＰＡ组ＣＯＰＤ患者发热更常

９３２　中国临床医学　２０１９年４月　第２６卷　第２期　　ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，２０１９，Ｖｏｌ．２６，Ｎｏ．２



见；两组呼吸系统症状差异无统计学意义。合并

ＩＰＡ组患者胸部ＣＴ结节、空洞更多见，不合并ＩＰＡ

组患者胸部ＣＴ多无特殊阳性发现。

表１　犆犗犘犇住院患者的一般资料

　指　标
合并ＩＰＡ组
（犖＝１８）

不合并ＩＰＡ组
（犖＝３１）

犘值

男性狀（％） １７（９４．４） ２３（７４．１） ０．１６７

女性狀（％） １（０．５６） ８（２５．９）

年龄／岁 ６７．６７±８．９５１６６．７１±１２．８４６ ０．７８２

糖皮质激素应用狀（％）

　吸入糖皮质激素 ８（４４．４） ７（２２．６） ０．１０９

　系统用糖皮质激素 １６（８８．９） ８（２５．８） ０．０００

使用广谱抗生素 １７（９４．４） １５（４８．４） ０．００１

其他合并症狀（％）

　糖尿病 ３（１６．７） ３（９．７） ０．７８９

　心血管疾病 ５（２７．８） ６（１９．４） ０．７４４

　低蛋白血症 ５（２７．８） ５（１６．１） ０．５４３

机械通气狀（％） ３（１６．７） ３（９．７） ０．７８９

表２　两组患者临床特征的对比

　临床特征
合并ＩＰＡ组
（犖＝１８）

不合并ＩＰＡ组
（犖＝３１）

犘值

临床表现

　发热 １１（６１．１） ７（２２．６） ０．００７

　呼吸困难 １５（８３．３） ２３（７４．２） ０．７０１

　咳嗽 １８（１００） ３０（９６．８） １．０００

　咳痰 １７（９４．４） ３０（９６．８） １．０００

　喘息 ２（１１．１） ５（１６．１） ０．９５２

　咯血 ７（３８．９） ４（１２．９） ０．０８１

胸部ＣＴ

　晕征 ５（２７．８） ０（０） 

　结节 １０（５５．６） ２（６．５） 

　空洞 １２（６６．７） １（３．２） 

　浸润影 ６（３３．３） ２（６．５） 

２．３　病原学检查结果

２．３．１　Ｇ和ＧＭ检测　１８例合并ＩＰＡ的ＣＯＰＤ

患者中，１５例患者进行了血清Ｇ实验，其中阳性２

例、阴性１３例；３１例不合并ＩＰＡ的ＣＯＰＤ患者中，

１８例检测了血清Ｇ实验，阳性８例、阴性１０例。血

清Ｇ实验对于ＣＯＰＤ患者ＩＰＡ诊断的敏感性和特

异性分别为１３．３％（９５％ＣＩ２．３～４１．６）、５５．５％

（９５％ＣＩ３１．３～７７．５），阳性预测值和阴性预测值分

别为２０％（９５％ＣＩ３．５～５５．７）、４３．４％（９５％ＣＩ

２３．８～６５．１）。４９例患者中仅７例患者进行了血清

ＧＭ实验，病例数太少，未进一步计算ＧＭ实验对

ＣＯＰＤ患者ＩＰＡ诊断的敏感性及特异性。

２．３．２　痰曲霉菌培养　４９例患者均进行了痰液曲

霉菌培养检测。１８例合并ＩＰＡ的ＣＯＰＤ患者中，

阳性６例、阴性１２例。３１例不合并ＩＰＡ的ＣＯＰＤ

患者中，阳性２例、阴性２９例。痰液真菌培养诊断

ＣＯＰＤ患者ＩＰＡ的敏感性及特异性分别为３３．３％

（９５％ＣＩ１４．３～５８．８）和９３．５％（９５％ＣＩ７７．１～

９８．８），阳性预测值和阴性预测值分别为７５％（９５％

ＣＩ３５．５～９５．５）和７０．７％（９５％ＣＩ５４．２～８３．３）。

２．３．３　荧光定量ＰＣＲ检测痰曲霉菌　４９例患者

均进行痰液荧光定量ＰＣＲ以检测曲霉菌。１８例合

并ＩＰＡ的ＣＯＰＤ患者中，阳性１３例、阴性５例。３１

例不合并ＩＰＡ的ＣＯＰＤ患者中，阳性４例、阴性２７

例。荧光定量ＰＣＲ检测痰液中曲霉菌诊断ＣＯＰＤ患

者合并ＩＰＡ的敏感性及特异性分别为７２．２％（９５％

ＣＩ４６．４～８９．２）和８７．１％（９５％ＣＩ６９．２～９５．７），阳性

预测值和阴性预测值分别为７６．５％（９５％ＣＩ４９．８～

９２．２）和８４．４％（９５％ＣＩ６６．４～９４．１）。

３　讨　论

ＣＯＰＤ患者ＩＰＡ的发生率报道并不一致，为

１％～９％
［４，６７］。全身应用糖皮质激素在住院ＣＯＰＤ

患者发生ＩＰＡ中有促进作用。研究
［５］发现，应用强

的松日剂量大于２０ｍｇ或累计剂量大于７００ｍｇ的

患者ＩＰＡ的风险显著增加；亦有研究
［８］发现，长期

吸入糖皮质激素增加ＣＯＰＤ患者ＩＰＡ的风险。本

研究得出类似结论，在合并ＩＰＡ的ＣＯＰＤ患者中，

８８．９％的患者全身应用糖皮质激素；而在不合并

ＩＰＡ的ＣＯＰＤ患者，仅２５．８％的患者全身应用糖皮

质激素。吸入糖皮质激素在两组间差异无统计学

意义。其他有意义的危险因素还包括广谱抗生素

的应用。而合并其他基础疾病如糖尿病、心血管疾

病、低蛋白血症等在两组间差异无统计学意义。与

不合并ＩＰＡ的ＣＯＰＤ患者相比，合并ＩＰＡ的ＣＯＰＤ

患者临床特征以发热更常见，胸部ＣＴ以多发结节

伴空洞更多见，而既往研究［３］结果提示其以浸润实

变影多见，可能与本研究样本量小有关。

ＣＯＰＤ患者合并ＩＰＡ的诊断率低，组织病理学

是目前最可靠的诊断方法。但因住院ＣＯＰＤ患者

肺功能差，气急明显，难以耐受气管镜及肺穿刺等

有创检查，从而导致确诊率低，多依赖于临床诊断。

本研究中１８例诊断为ＩＰＡ的患者中，仅４例患者

接受了气管镜检查，得到临床确诊，其余１４例均为

临床诊断。病原微生物学依据在ＣＯＰＤ患者ＩＰＡ

的诊断中具有至关重要的价值。１，３βＤ葡聚糖是

大部分真菌细胞壁组成成分（接合菌、隐球菌除

外），故其阳性并不代表一定为曲霉菌感染。Ｇ实验
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在诊断真菌感染中的敏感性和特异性分别为７７％、

８５％
［９］。本研究中１８例患者检测了血清Ｇ实验，

阳性８例、阴性１０例。血清Ｇ实验对于ＣＯＰＤ患

者ＩＰＡ诊断的敏感性和特异性分别为１３．３％、

５５．５％，显著较低，可能与病例数较少、采样时间及

多数患者经验性应用抗真菌药物有关。半乳甘露

聚糖是曲霉菌细胞壁上的多聚抗原，与Ｇ实验相

比，ＧＭ实验对曲霉菌病的诊断有较高的特异性。

文献［１０］报道，ＧＭ 实验的敏感性和特异性分别为

６１％～８９％和８４％～９５％。ＣＯＰＤ患者肺泡灌洗

液中ＧＭ实验的诊断价值与粒细胞缺乏患者血清

ＧＭ实验的诊断价值相似。但本研究仅７例患者进

行了ＧＭ实验，故未予进一步探讨ＧＭ实验的诊断

价值。

痰液曲霉菌培养简便，易获取。在ＣＯＰＤ患者

痰液中分离出曲霉菌，尤其是反复分离获得时，需

要进一步完善胸部ＣＴ检查，评估ＩＰＡ的可能性。

本研究所有病例均进行了痰液曲霉菌培养，痰液真

菌培养对ＣＯＰＤ患者ＩＰＡ诊断的敏感性及特异性

分别为３３．３％、９３．５％，特异性较高，但敏感性低，

且痰曲霉菌培养耗时长，至少需要３ｄ，不利于ＩＰＡ

早期诊断。

荧光定量ＰＣＲ检测曲霉菌方法快速、敏感性

高，多在粒细胞缺乏患者中开展研究，肺泡灌洗液

ＰＣＲ检测的敏感性高于血清中ＰＣＲ检测
［１１］。由于

不同文献中描述的方法各不相同，缺乏统一标准，

ＩＤＳＡ２０１６年指南尚未推荐ＰＣＲ检测方法常规用

于临床诊断［６］。ＩＤＳＡ２０１６指南建议临床医师根据

个体情况谨慎选择ＰＣＲ作为ＩＰＡ的诊断。临床医

师须根据ＰＣＲ试剂盒的方法学和检测特点，对结果

进行解读。使用ＰＣＲ方法诊断ＩＰＡ，应结合其他诊

断方法和临床情况。目前，关于痰液ＰＣＲ检测的研

究较少。本研究荧光定量ＰＣＲ检测痰液中的曲霉

菌诊断ＣＯＰＤ患者合并ＩＰＡ的敏感性及特异性分

别为７２．２％、８７．１％，阳性预测值和阴性预测值分

别为７６．５％、８４．４％。敏感性显著高于常规培养方

法，但特异性较痰曲霉菌培养略低，可能与检测敏

感性高有关。

综上所述，ＣＯＰＤ患者中发生ＩＰＡ并不少见，

多见于全身应用糖皮质激素及广谱抗生素的患者。

该病确诊困难，多依赖于临床诊断，荧光定量ＰＣＲ

检测痰液中的曲霉菌在ＣＯＰＤ合并ＩＰＡ的诊断中

的敏感性和特异性均较高，能为临床早期诊断提供

重要的价值。但本研究选择的痰液标本易污染，无

法区分定植与感染，且未同时检测血清及肺泡灌洗

液，有待在后续研究中加以补充。
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