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【摘要】 新型冠状病毒肺炎传染性强,发病率高,重症患者病死率高。重症新冠肺炎患者具备侵袭性真菌感染发生的高危

因素,且已有重症病例出现继发或合并真菌感染报告。对重症新冠肺炎患者应积极进行侵袭性真菌感染相关的微生物学、

血清学及分子生物学检查,及时发现合并或继发真菌感染,开展针对性抗真菌治疗,降低患者病死率。
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【Abstract】 The
 

morbidity
 

rate
 

and
 

transmissibility
 

of
 

the
 

novel
 

coronavirus
 

of
 

zoonotic
 

origin
 

(COVID-19)
 

infected
 

pneu-
monia

 

are
 

high,
 

and
 

the
 

fatality
 

rate
 

among
 

severe
 

cases
 

is
 

high.
 

Severe
 

cases
 

have
 

risk
 

factors
 

of
 

invasive
 

fungal
 

infections
 

(IFIs),
 

with
 

some
 

of
 

them
 

being
 

reported
 

to
 

have
 

developed
 

combined
 

or
 

secondary
 

fungal
 

infections.
 

To
 

minimize
 

the
 

fatali-
ty

 

rate
 

among
 

severe
 

cases,
 

IFIs-related
 

microbiological,
 

serologic
 

and
 

molecular
 

biology
 

examinations
 

should
 

be
 

aggressively
 

applied
 

for
 

the
 

early
 

discovery
 

of
 

invasive
 

fungal
 

infections
 

and
 

the
 

early
 

usage
 

of
 

target
 

antifungal
 

agents.
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  当前,我国武汉爆发的由2019新型冠状病毒

(COVID-19)引 起 的 新 型 冠 状 病 毒 肺 炎(Novel
 

coronavirus
 

pneumonia,
 

NCP,简称新冠肺炎)仍
在全国肆虐并引发了全球性关注[1,2]。该病发病率

高,传染性强,重症患者病死率高,预后差,是一种

严重危害人民生命和健康的重大传染性疾病。如

何改善患者预后并提高生存率是摆在医务工作者

面前的重大挑战。近日Lancet杂志发表了我国专

基金项目:“十三五”科技重大专项“艾滋病和病毒性肝炎等重大传

染病防治”课题(编号:2018ZX10712001)
作者简介:余进,女(汉族),博士,主任医师.E-mail:
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家对99例COVID-19肺炎患者的回顾性分析,首
次描述了爆发流行的新型冠状病毒肺炎重症患者

合并细菌和真菌感染的现状。在99例患者中,可
疑合并真菌感染者5例,而合并细菌感染者1
例[3]。基于2003年SARS经验和重症流感继发侵

袭性曲霉感染的案例,病毒感染后会显著提高并发

或继发真菌感染的可能性,并显著提高病患的病死

率[4-6]。因此,临床上应高度警惕新型冠状病毒肺

炎继发或并发侵袭性真菌感染,并针对新型冠状病

毒肺炎合并真菌感染进行严密监测。因真菌感染

临床症状不典型,与病毒性肺炎难以鉴别,如能充

分利用实验室检测手段,早期快速发现病原学证

据,及时进行治疗,可以有助于提高患者生存率并
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改善患者预后。

1 新型冠状病毒肺炎有可能继发或并发的侵袭性

真菌感染

  肺部真菌感染是发生于免疫受损人群的条件

致病真菌感染,病原真菌为曲霉、肺孢子菌、隐球菌

和毛霉等,其中曲霉最为常见。肺曲霉病常见的高

危因素包括中性粒细胞缺乏,血液系统恶性病,骨
髓或干细胞移植后,实体器官移植,长期大量糖皮

质激素应用,影响T或B细胞功能的免疫抑制治

疗等。近期发现流感后出现肺部曲霉感染的比例

高于其他肺炎,流感病毒感染是肺曲霉病的独立危

险因素[6]。此次新型冠状病毒肺炎患者感染早期

出现淋巴细胞下降,重症患者为控制炎症反应会较

大剂量使用糖皮质激素,入住重症监护病房,而且

有可能接受无创或有创的机械通气等抢救措施[7],
这些都是继发侵袭性真菌感染的高危因素。目前

在新型冠状病毒肺炎的病例报告中已经出现合并

黄曲霉感染的病例[3],提示在后续重症患者治疗中

需要警惕肺曲霉感染的发生。
新型冠状病毒肺炎患者病例报告中有4例气

道标本分离出念珠菌[3]。念珠菌是最为常见的院

内条件致病真菌,正常人群口腔、生殖道、消化道、皮
肤均有定植存在。呼吸道标本分离出念珠菌多为气

道定植菌或只引起气道感染,引发肺炎少见。但在

重症监护患者,出现呼吸道、消化道、泌尿系统等多

部位念珠菌定植提示念珠菌血症发生风险增加[8]。
因此,对于新型冠状病毒肺炎重症患者继发真

菌感染的监测重点为侵袭性肺曲霉病。兼顾其他

导致肺部感染的条件致病真菌,例如毛霉(糖尿病

酮症酸中毒者高危)、肺孢子菌和隐球菌(AIDS患

者高危)等。对于呼吸道分离到念珠菌的患者,要
关注患者尿、便、血念珠菌培养情况,严密监测念珠

菌血症的发生。

2 针对新型冠状病毒肺炎继发侵袭性真菌感染常

用检测方法及操作的注意事项

  目前我国临床微生物实验室中可以应用的侵

袭性真菌感染检测方法主要包括微生物学检查中

的经典真菌学方法:真菌镜检和真菌培养;非培养

诊断主要包括血清学实验:检测曲霉的半乳甘露聚

糖(GM实验)、检测隐球菌的荚膜多糖抗原(胶体

金试剂)和检测真菌胞壁β-1,3-D-葡聚糖(G 实

验)。而分子生物学实验目前国内还没有正式获批

应用于临床,Real
 

time
 

PCR及高通量测序的方法

已初步显示出其在灵敏度和特异性等方面的优势。
这些方法在做好生物安全防护的前提下,都可以应

用于新型冠状病毒肺炎患者的检测。本文针对相

应的检测方法及注意事项进行介绍。

2.1 微生物学检查标本来源及处理

真菌标本的采集和运送 很多采集和运送步

骤与细菌类似,主要标本包括:痰液、支气管肺泡灌

洗液等气道分泌物、胸腔积液、尿液、脑脊液、心包

积液、腹腔积液、关节液、腹膜透出液、血液标本及

组织等。标本的采集和转运参考国家标准《临床微

生物学检验标本的采集和转运》
 

WS/T
 

640—2018
和《侵袭性真菌病临床实验室诊断操作指南》WS/

T497-2017实施。由于来自确诊或疑似患者,所有

标本还应遵循中华医学会检验医学分会《2019新

型冠状病毒肺炎临床实验室生物安全防护专家共

识》的原则进行预处理[9]。用于真菌学检测的标本

量应多于用于细菌学检测的样本,除了口腔、阴道

外,棉拭子不推荐使用。标本应置于无菌密闭容器

中,2
 

h之内尽快送检。若不能及时送检,非无菌部

位标本需要4℃保存,无菌标本室温保存。
痰、尿液、便及组织标本等宜同时选择标本直

接涂片染色镜检和培养。组织标本需要剪成小块

后或者直接接种培养,应避免研磨。
 

支气管肺泡灌

洗液(BALF)及无菌体液标本量较多时,需要2000
 

g,10
 

min离心处理,取沉淀进行直接涂片染色镜

检和培养,上清液可用于血清学检查,例如GM(曲
霉半乳甘露聚糖抗原检测)实验或隐球菌荚膜多糖

抗原检验。怀疑隐球菌感染的脑脊液标本真菌涂

片需要采用墨汁染色。上述操作需要在二级生物

安全柜中进行。
真菌涂片镜检和真菌培养 主要包括气道分

泌物(痰、支气管肺泡灌洗液等)等标本。建议检测

前将标本用紫外线照射30
 

min,
 

56℃灭活30
 

min
后,痰液可直接进行涂片检测。支气管肺泡灌洗液

标本可离心后取沉淀检测。真菌涂片镜检建议采

用荧光染色,易于发现真菌成分。显微镜下观察到

真菌菌丝成分,提示有可能存在真菌感染或定植。
菌丝为分隔菌丝,分支呈45°角时提示曲霉(图1)。
菌丝较宽,分隔较少或无分隔,分支呈直角时提示

毛霉(图2)。观察到假(真)菌丝和/或真菌孢子成

分,提示念珠菌(图3)。有条件的单位,可以使用
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真菌特殊的荧光染色剂,在荧光显微镜下观察,以
提高检出率。目前已经有商品化真菌荧光染色相

关的试剂盒,可参照其说明书进行。
真菌培养样本不能56℃灭活,可以紫外线照

射30
 

min后操作,必须在二级生物安全柜中进行,

28±2℃培养至少1周,必要时延长至3~6周。由

于气道标本是非无菌标本,所以判断培养出的真菌

是否致病真菌需要结合真菌涂片镜检结果及患者

临床表现。气道标本分离出曲霉、毛霉、隐球菌等

可疑肺部致病真菌时,结合患者基础疾病和临床表

现提示肺部真菌感染可能。气道标本分离培养出

念珠菌多为气道定植或气道感染,非肺部感染[8]。

2.2 血清学检查

多用于临床早期诊断和对高危患者筛查。对

于重症和危重的2019新型冠状病毒感染者,如果

同时存在长期大剂量糖皮质激素使用和气管插管、
静脉插管等高危因素,从临床症状、体征和影像学

等方面已初步怀疑有真菌并发或继发感染时,建议

尽早开展GM实验、G实验和隐球菌荚膜多糖抗原

检测实验[10]。目前三个实验均有成熟的商品化试

剂盒,可参照其说明书进行。从理论上说,针对病

毒的灭活(56℃灭活30
 

min),一般不会影响检测

效果。但不同的商品化试剂盒,可能存在差异。能

否使用灭活后的标本进行检测,需依照产品说明书

或咨询厂家。

GM实验 GM 实验检测标本为血清(血浆)
或支气管肺泡灌洗液(BALF),用于肺部及其它侵

袭性曲霉感染的筛查和诊断。采用ELISA方法,
检测需要4~6

 

h。血标本阳性提示肺部侵袭性感

染。BALF阳性往往早于血标本,但要除外气道曲

霉定植等导致的假阳性。

G实验 G实验检测标本为血液(血清),针对

多种真菌,包括曲霉、肺孢子菌、念珠菌感染的筛查

和诊断。采用比浊法或比色法,检测需要4~6
 

h。
阳性提示侵袭性真菌感染可能,不能区分致病真菌

种类。存在假阳性和假阴性,需要多次检测。
隐球菌荚膜多糖抗原检测 检测标本为血液

或脑脊液。用于肺部或中枢神经系统隐球菌病的

诊断。目前多采用胶体金免疫层析法,检测需30
 

min。敏感度和特异度均较高,脑脊液或血清阳性

可作为隐球菌病确诊指标。
值得注意的是,血清学检测中 GM 实验和 G

实验不是确诊手段,检测阳性可提示患者高度疑似

发生真菌感染[10]。

2.3 分子生物学检查

对于气道标本可进行真菌PCR检测。通过采

用通用引物或特异性引物的设计既可以发现常见

致病真菌(曲霉、肺孢子菌),也可以发现少见或罕

见真菌。以Real
 

time
 

PCR及相关技术为代表的

分子诊断,已逐步开始成为感染性疾病诊断的重要

方法。而且从技术原理上说,Real
 

time
 

PCR等分

子诊断技术相对血清学实验来说,在灵敏度、特异

性等方面更具有优势[11,12]。但是对实验室检测有

一定要求。
在有条件的医疗单位,针对重要的临床标本,

开展基于高通量测序的手段进行检测。真菌的并

发或继发感染,虽然以曲霉和念珠菌为主,但不能

排除其他少见真菌引起的感染。因此,建议以临床

宏基因组学的相关方法作为有效补充[13]。宏基因

组学方法,目前主要包括扩增子测序方案(Ampli-
con

 

sequencing)和shotgun测序方案。扩增子测

序方案,主要使用通用引物对ITS基因进行扩增,
之后以高通量测序技术对扩增产物进行测序;而

shotgun测序方案,则直接对所得的标本DNA(或

图1 痰涂片荧光染色:曲霉菌丝 图2 肺部穿刺组织荧光染色:毛霉菌丝 图3 痰涂片荧光染色:念珠菌菌丝和孢子

Fig.1 Direct
 

microscopy
 

of
 

sputum
 

with
 

fluorescent
 

staining:
 

hyphae
 

of
 

Aspergillus
 

spp. Fig.2 Direct
 

microscopy
 

of
 

sputum
 

with
 

fluorescent
 

staining:
 

hyphae
 

of
 

Mucorales
 

spp. Fig.3 Direct
 

microscopy
 

of
 

sputum
 

with
 

fluorescent
 

staining:
 

hyphae
 

and
 

spores
 

of
 

Candida
 

spp.

·3· 中国真菌学杂志
 

2020年2月
 

第15卷
 

第1期 Chin
 

J
 

Mycol,February
 

2020,Vol
 

15,No.1 



由RNA反转录而得到的cDNA)进行建库,之后进

行高通量测序。扩增子测序方案,针对性较强,能
有效地检测可能存在的真菌,由于扩增过程存在的

偏好性,所以不能完全地反映出标本的真实情况。
而shotgun测序方案能全面捕捉到样本的所有信

息,但对样本的质量、测序的数据量有较高的要求,
否则造成测序数据质量低。而且,由于标本中混杂

了大量的人类样本,所以,shotgun测序方案,通常

需要有足够的测序深度,才有效地检测到可能存在

的真菌。因此,建议同时采用两种方法,作为相互

的补充。
但由于真菌感染存在一些特殊性,目前,国内

仍无取得医疗器械许可证的真菌分子诊断试剂盒。
因此,建议有条件的医疗单位可以尝试使用自建的

分子诊断方法或者经过验证的商品化试剂盒进行

检测。同时,也建议国家相关部门,开通国家重大

公共卫生应急审批通道,加快真菌分子诊断方案的

规范化。

3 检测过程的生物安全防护

所有的病原学检测实验应在生物安全Ⅱ级实

验室开展,所有操作应在二级生物安全柜中进行,
个人应尽可能采用三级生物安全防护。操作和管

理应遵循中华医学会检验分会《2019新型冠状病

毒肺炎临床实验室生物安全防护专家共识》的原

则[9]。严格防护,避免实验室污染和交叉感染,确
保实验人员和环境安全。

4 侵袭性真菌感染治疗原则

病毒性肺炎继发侵袭性真菌感染时,首先要明

确病原真菌种类,有条件单位可对培养出真菌进行

体外药敏实验,选取敏感抗真菌药物。不具备体外

药敏实验检查条件时,可根据致病真菌种类选择抗

真菌药物。治疗原则依据曲霉病、念珠菌病、毛霉

病、隐球菌病治疗指南[8,14-16]。
侵袭性曲霉感染可以选用伏立康唑、两性霉素

B及脂质体、棘白菌素类药物。严重感染病例可以

伏立康唑与棘白菌素类药物联合应用[14]。
侵袭性念珠菌感染可以选择棘白菌素类药物、

氟康唑、伏立康唑或两性霉素B及脂质体[8]。
侵袭性毛霉感染可以选择两性霉素B及脂质

体或泊沙康唑[15]。
侵袭性隐球菌感染可以选择两性霉素B及脂

质体、5-氟胞嘧啶、氟康唑或伊曲康唑[16]。

5 小  结

新型冠状病毒肺炎重症患者具备侵袭性真菌

感染发生的高危因素,这类患者应警惕合并或继发

侵袭性真菌感染的问题。开展侵袭性真菌感染相

关的微生物学、血清学和分子生物学检查可以早期

诊断患者,为精准抗真菌治疗创造条件。积极有效

的抗真菌治疗可以提高重症新冠肺炎合并或继发

真菌感染患者的治愈率,降低病死率。
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·消息·

喜读《病原真菌鉴定》翻译版
廖万清

  在真菌病的诊治过程中,病原真菌的鉴定是至关重要

的一环,对真菌病的成功治疗具有重要的指导价值。对临

床医生及微生物学家而言,我国目前存在的问题是对病原

真菌鉴定的规范化培训相对较少,这需要比较长的过程及

更强的专业指导来规范。尽管分子生物学真菌鉴定方法具

有快捷精准的特点,但因诸多因素所限,普及程度并不高,
而真菌表型学鉴定方法的材料来源简单、费用低廉、具有诊

断的直观性和科学性,故迄今为止,传统的实验室真菌鉴定

方法依然是临床实践中最为可靠的诊断方法之一。
【Identifcation

 

of
 

Pathogenic
 

Fungi】(《病原真菌鉴定》)
 

是由英国健康保护局真菌实验室(Mycology
 

Reference
 

La-
boratory,

 

Health
 

Protection
 

Agency,
 

Bristol,
 

UK)著名的

医学真菌学专家柯林
 

K.
 

坎贝尔
 

(Colin
 

K.
 

Campbell)教授

等主编的一部病原真菌形态学鉴定的经典著作,是专门为

培训英国以及其他国家医院真菌实验室的医生、科研工作

者和技术人员而编写的临床实战性的教材,具有简洁、新颖

和实用的特点,故在国外病原真菌学鉴定领域广受欢迎。
在第一版出版后历经17

 

年的临床实践考验、又进行了再次

修订出版了第二版。为促进国内同行病原真菌鉴定水平的

进一步提升,我的两位学生邹先彪教授、桑红教授联袂领衔

对本书进行了高质量的翻译,两位教授是我国著名的皮肤

病学专家,长期致力于病原真菌学的研究。译者们结合多

年积累的宝贵经验,同心协力、刻苦钻研,查阅最新资料,字
斟句酌,为国内同行奉献了一本图文并茂、通俗易懂的参考

书。本书已由上海科学技术出版社出版发行。相信《病原

真菌鉴定》一书能够为提升我国临床微生物实验室技术人

员真菌鉴定水平提供帮助,提高临床医生对真菌的认识及

重视,从而促进对真菌感染性疾病的诊断及治疗。
详阅本书,我认为有以下几个特点。

1、分类描述有特点:本书按培养中孢子产生的结构特

征来进行篇章布局,清晰简练,条理性强,以霉菌的鉴定、节
孢子型霉菌、粉孢子型霉菌、分生孢子全壁芽生型霉菌、内壁

芽生型分生孢子黏附链状的霉菌、内壁芽生型分生孢子黏附

呈潮湿团块的霉菌、毛霉菌及其他霉菌、酵母菌的鉴定等分

基金项目:中国工程院(2019-XY-33和19-HN-XZ-06),国家科技重大专项

(2018ZX10101003),上 海 市 科 委 (17DZ2272900,2017ZZ01024-001 及

19YF1448000)

章节进行详细的描述,贴近临床实践,具有很强的实操性。

  2、检索表提纲挈领:本书每个章节都有简单明了的病

原真菌特点检索表,同时每章的编排上均将鉴别诊断中相

似的菌种置于相邻的页面中展开描述,十分方便读者查阅

比对。

3、图文并茂易理解:本书的文字精炼,深入浅出,配以

大量的病原真菌大体菌落彩图和镜下形态实图,并用形式

直观的模式图加以细化诠释,菌落外观细分为直径、形态、
颜色、正面、背面等方面做简要描述,镜下特点则以孢子为

主要描述对象加以详细分析,并列出鉴别诊断、有性期和临

床意义等具有实用价值的信息供读者参考。

4、菌种丰富新解多:本书描述了近200个菌种,其中不

少新发现的菌种或菌属在国内尚未见诸于报道或尚无中文

译名的,译者们查阅了国内外大量的真菌学或菌物学方面

的专著、教材、论文、会议资料、真菌学网站或词典、乃至中

国海关总署卫生检疫司进出口食物/植物关于真菌检疫的

报告。对新的菌种做了科学准确的翻译。如“Phaeoacre-
monium

 

parasiticum”译为
 

“寄生褐枝顶孢霉”即源自于中

国海关的真菌检疫报告,此外,对“Talaromyces
 

marneffei”
是翻译成“马尔尼菲蓝状菌”还是“马尔尼菲篮状菌”? 译者

也做了很好的备注。

5、索引表实用方便:由于真菌学名词纷繁复杂,本书翻

译版为了便于读者查阅方便,不仅设有英文索引表,还添加

了中文索引表,并在目录和每个章节的题头保留了原著的

文字,以方便读者复核。这无疑增加了译者的工作量,但也

体现了译者严谨认真的科学态度。

6、内容翔实编排好:本书将真菌在组织学、镜下涂片、
体液中的鉴定单独配图成章,对临床常见的深部真菌感染

的鉴定具有很高的指导价值。书末还对常见的真菌学术语

做了简要的名词解释,并附上其他业已出版的真菌学鉴定

书目以及真菌学网址,对读者的真菌学继续医学教育很有

帮助。翻译版在保持原版风格的基础上做了适当调整,以
方便国内读者的阅读习惯,是一件值得称道的事情。

综上所述,《病原真菌鉴定》翻译版是一部精美翔实、图
文并茂的科学之作,适合作为皮肤科、检验科、微生物科、感
染科、血液科、呼吸科、重症医学科,尤其是真菌室工作人员

和有志于医学真菌研究的学子们的参考用书。
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