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聚合酶链反应快速诊断酿酒工人浅部真菌病的实验研究
Rapid diagnosis on superficial mycosis with PCR technique in wine-makers
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　　摘要:为探讨聚合酶链反应 (PCR)法诊断酿酒工人浅部

真菌病的意义 , 采用蛋白酶消化法和煮沸法处理临床标本 ,

提取真菌 DNA 后进行 PCR扩增检测 , 并与培养法对比。收集

的191例标本经 PCR法检出阳性者173 例 (占90.58%), 培养

法检出阳性者 162例 (占 84.82%)。研究表明 , PCR法具有快

速 、 简便 、 敏感性和特异性高等特点 , 可用于职业性浅部真

菌病的检测和诊断。
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川南地区酿酒业发达 , 酿酒工人数量庞大 , 由于工作环

境的温度 、 湿度和酸碱度都很适合真菌的生长和繁殖 , 酿酒

工人易患浅部真菌病。传统的诊断真菌病的方法主要依据直

接镜检和培养 , 前者操作简便 、 快捷 , 但在不同的实验室阳

性率差异较大 , 且不能鉴定菌种;后者能鉴定菌种 , 准确率

较高 , 但耗时 、 操作过程复杂。为此 , 我们将基因扩增检验

技术应用于酿酒工人浅部真菌病临床标本的直接检测 , 希望

能寻求到一种快捷 、 简便 、 敏感性和特异性高的诊断职业性

浅部真菌病的方法。

1　材料与方法

1.1　病例选择

2005年 11 月至 2006 年6 月 , 选择川南地区 5 家名酒企业

临床上疑为感染浅部真菌病的酿酒工人 191 名 , 男性 166 名 、

女性 25名 , 年龄 17 ～ 46 岁 , 平均 27.5 岁。 其中体癣患者 55

例 , 股癣 48例 , 手足癣 63 例 , 甲癣 23例 , 头癣 2 例。

1.2　方法

1.2.1　以培养法为金标准 , 对检测对象采用培养法和 PCR法

两种方法进行诊断 , 以观察 PCR法与培养法检测结果的差异。

1.2.2　试剂　dNTP、 Taq酶 、 10×PCR缓冲液 、 ddH2O购自华

美公司;通用引物 ITS1 由上海生工生物工程技术服务有限公

司合成。

1.2.3　标本处理　取材前先用75%乙醇消毒局部 , 然后刮取

病变活动部位的皮屑或甲屑 , 头癣则取病发。所得标本分为

两部分 , 一部分用于培养 , 另一部分置于无菌微量离心管中

备 DNA 提取。

1.2.4　真菌的培养　将患浅部真菌病酿酒工人皮损处皮屑 、

甲屑或病发接种于含氯霉素和放线菌酮的沙氏培养基上 ,

25℃培养 2 周。 根据菌落形态 、 结构 、 颜色 、 边缘 、 生长速

度 、 繁殖程度 、 下沉现象和显微镜下形态进行鉴定。

1.3　PCR检测

1.3.1　DNA的制备　按参考文献 [ 1] 的方法提取 DNA。 将

所取病变处的标本放入 1.5 ml离心管内 , 加 400 μl 缓冲液

(75 mmol/ L NaCl , 25 mmol/L EDTA , 20 mmol/ L Tris-HCl pH

8.0);再加入 100 μl 0.01 g/L 溶菌酶 , 室温放置 2 h;然后加

入50μl 10%十二烷基硫酸钠 (SDS)、 5μl 10 g/ L的蛋白酶 K ,

于 55℃孵育 3 h , 其间多次摇荡离心管 , 其后加入 200 μl

5 mol/ L NaCl、 750 μl氯仿 , 振荡混匀 10 min;10 000 r/min 离

心10 min;将上清液移至另一 1.5 ml离心管 , 加入750 μl预冷

的异丙醇 , 振荡混匀 , 12 000 r/min 离心 30 min , 倾去管内液

体 , 加入预冷的 70%乙醇 500 μl洗涤 1 次 , 室温放置 , 乙醇

挥发;加入 100μl TE 缓冲液 (10 mmol/ L Tris-HCl , pH 8.0 , 1

mmol/ L EDTA , pH 8.0)溶解 DNA , 4℃储存备用。

1.3.2　PCR检测　PCR反应体系共 25 μl:dNTP (2.5mmol/L)

2 μl , Taq酶 (2U/μl)1μl , 10×PCR缓冲液 2.5 μl , ddH2O 2.5

μl ,引物 ITS 区的 ITS1(18SF1，5′-AGGTTTCCGTAGGTGAACCT-3′;

5.8SR1，5′-TTCGCTGCGTTCTTCATCGA-3′)各 0.30μmol/ L , 模板

DNA样品 16 μl。 PCR反应条件:94℃变性 5 min , 94℃ 1 min ,

16℃ 45 s , 72℃90 s , 3 个循环 , 72℃延伸 10 min。94℃30 s , 36℃

45 s , 72℃90 s , 32 个循环。取 15μl扩增后的样品置于 5%琼脂

糖凝胶上 , 60 V电压电泳 2 ～ 3 h ,在紫外灯下分析观察。

1.4　统计学方法

临床资料采用 χ2 检验。

2　结果

从所取标本中提取 DNA , 用真菌通用引物 ITS 区的 ITS1

作PCR扩增 , PCR扩出 300～ 400 bp 的 DNA 条带为阳性 , 否则

为阴性。检测的结果显示 , 191名临床上疑为浅部真菌病酿酒

工人中 , 真菌检出阳性者 173 例 , 占 90.58%, 检出真菌菌种

为红色毛癣菌 、 须毛癣菌 、 犬小孢子菌和絮状表皮菌。用培

养法检测真菌阳性者 162 例 , 占 84.82%;检出真菌菌种为红

色毛癣菌 、 须毛癣菌和犬小孢子菌。 PCR法与培养法的真菌

阳性检出结果相比较 , 差异无统计学意义 (χ2=2.857 , P >
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0.05), 两法的符合率为 0.817。 PCR法的灵敏度为 0.926 , 特

异度为 0.207 , 假阴性为 0.074 , 假阳性为 0.793。

3　讨论

自1985 年 Mallis 首创 PCR以来 , 该技术在分子生物学的

各个领域展现出了广阔的前景。刘洁等[ 2]将 PCR-RFLP用于甲

真菌病的快速诊断 , 其敏感性高于镜检和培养 , 特异性也较

好。林俊萍等[ 3]首次采用聚合酶链反应检测角化型手癣的真

菌DNA , 收到良好效果 , 指出 PCR可用于角化型手癣的临床

诊断。冯义国等[ 4]应用 PCR建立鉴定真菌菌型的方法 , 扩增

产物电泳分析发现不同菌种间产生的 DNA 带型存在明显差

异 , 说明 PCR用于真菌鉴定比较可靠 、 稳定。

本研究通过对 191 名临床诊断为浅部真菌病的酿酒工人

所感染的真菌进行 PCR法和培养法的检测 , PCR法检出的阳

性率为 90.58%, 培养法检出的阳性率为 84.82%, 两种方法

真菌的检出率差别不大 , 检出的真菌菌种也基本相同。 PCR

检测的优点主要是大大缩短了真菌检测的时间 , 从标本收集

到最终诊断仅需要 12 h , 且不依赖活菌体 、 生长状态及生化

和形态学表型 , 与传统的形态学方法即真菌培养比较 , 较易

操作 , 而且敏感性高 , 可以检测少量 DNA , 且可明确菌种。

由于皮肤癣菌的基因型是稳定不变的 , 其核苷酸组成和序列

长度在同种内存在保守性 , 在种间又有着高度特异性[ 5] , 因

此从 DNA水平分类和鉴定可以克服表型多变造成的鉴定困

难[ 7] 。然而 PCR检测的关键问题是避免假阳性 , 提高特异性

和敏感性。首先 , 要避免环境中真菌的污染 , 取材时要迅速

将标本放在有盖的无菌试管或其他容器中 , 同时也要注意防

止在实验操作过程中的污染。用培养法检测真菌 , 是皮肤科

一种传统的诊断和鉴定真菌的方法 , 因此法具有准确可靠的

优点 , 现仍然广泛应用于浅部和深部真菌的诊断和鉴定 , 但

其培养的时间长 , 需要约半个月的时间 , 且其操作过程较复

杂 , 因此寻求更好的诊断方法成为医务工作者的努力方向。

我国川南地区酿酒业生产规模大 、 从业工人较多 , 酿酒

工人患浅部真菌病的发病率较高[ 7] 。生产环境的温度偏高 、

湿度大 , 工人劳动强度大 , 出汗多 , 是其高发病率的原因之

一。用 PCR法快速检测酿酒工人所患浅部真菌病 , 及时进行

诊治 , 有利于降低酿酒工人浅部真菌病的发病率。
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六价铬对人胚肺细胞的毒性及绿茶对其拮抗作用的研究
Study on cytotoxicity of Cr(Ⅵ)in HEL cells and the antagonism of green tea
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　　摘要:采用 RT-PCR技术检测细胞内 p53 及bcl-2 基因的

改变 , 以观察六价铬[ Cr(VI)] 对人胚肺细胞 (HEL)内癌基因

和抑癌基因的影响及绿茶对其的拮抗作用。结果显示 , 不同

浓度的Cr(VI)溶液和绿茶浸泡液处理 HEL 细胞 24 h 后 ,

5 μmol/ L及 10μmol/L Cr(VI)单独处理组细胞内 p53 mRNA 和

bcl-2 mRNA含量显著高于阴性对照组 (P <0.05)。绿茶浸泡

液处理组与Cr(VI)单独处理组相比 , 细胞内 p53 mRNA 和 bcl-2

mRNA含量降低 (P <0.05)。提示六价铬可引起 p53 及 bcl-2

mRNA水平升高 , 绿茶浸泡液可以降低其表达水平。
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六价铬[ Cr(Ⅵ), hexavalent chromium] 在工业上应用极广 ,

已被国际癌症研究机构 (IARC)证实是一种强致癌剂 , 可导

致职业性肺癌[ 1] , 但其致癌机制还不是很明确。 p53 基因是迄

今发现与人类肿瘤相关性最高的抑癌基因 , bcl-2 是研究最早

的与凋亡有关的基因。有关Cr(Ⅵ)对于人胚肺细胞 (HEL)内

癌基因及抑癌基因改变的报道较少 , 故我们采用 RT-PCR技术
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