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摘 要：随着免疫抑制剂与侵入性手术的应用，侵袭性真菌病的发病率逐渐上升，而由此出现的抗真菌药物大量使

用也导致了真菌耐药性的增强．其中，白念珠菌(Candida albicans)对唑类药物耐药性日益明显，这对开发早期临床

耐药性诊断方法提出了更大的需求．相关研究显示，白念珠菌的耐药性涉及到多种机制，其中 erg11 基因上的热点

区突变是其产生唑类耐药性的主要机制之一．本研究旨在基于多色探针熔解曲线分析技术(MMCA)建立一种针对白

念珠菌唑类耐药的分子检测方法，从而对 3 个热点突变区内的 4 种主要的突变类型进行基因分型．研究纳入了 11

株耐药和 22 株敏感的白念珠菌，通过对其进行药敏检测、耐药相关基因突变类型鉴定，建立真菌耐药表型与耐药

基因型之间的联系．药敏结果显示，11 株耐药株和 22 株敏感株的最低抑菌浓度(MIC)值分别为 16～64 μg/mL 和

0.5～1.0 μg/mL．耐药基因型鉴定结果显示有 erg11HS1 热点区突变的菌株 9 株，erg11HS3 热点区突变的菌株 2 株，

未能鉴定到 erg11HS2 热点区突变的菌株，相关突变型与耐药性之间的联系符合预期结果．在此基础上，通过设计

数对特异性引物和荧光探针，并筛选最佳反应程序，建立了一种鉴定有关突变型与野生型的 MMCA 检测体系．对

该检测体系的效果进行了评估和验证：所有 4 种突变型和野生型均被准确分型，两者的溶解温度差异均大于

3.5 ℃，检出限最低可达 1.9×102 拷贝数/mL，扩增效率均大于 90%．在 33 例白念珠菌的样本中，以一代测序为标

准，该体系检测的一致率为 93.94%(31/33)，不同物种间无特异性交叉．本研究为白念珠菌病的早期唑类药物耐药

性诊断提供了新方法． 
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Abstract：With the increasing use of immunosuppressive agents and invasive surgeries，the incidence of invasive 

fungal diseases is gradually increasing, leading to an increased prevalence of antifungal drug resistance due to exten-

sive use of these drugs. Candida albicans，in particular，has shown a gradual increase in resistance to azole antifun-

gal drugs，which highlights the need for early detection of drug resistance. Studies have indicated that resistance 

mechanisms in C. albicans involve multiple factors，with hotspot mutations in erg11 being one of the main contribu-

tors to azole resistance. This study aimed to establish a molecular detection system using multicolor melting curve

analysis(MMCA)for azole resistance in C. albicans via genotyping four major mutation types within three hotspot 

regions. A total of 11 strains of drug-resistant and 22 strains of drug-sensitive C. albicans were included. The correla-
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tion between fungal drug resistance phenotypes and genotypes was established by performing antimicrobial suscepti-

bility testing and identifying mutations in drug resistance-related genes. Drug susceptibility testing revealed that the 

minimum inhibitory concentration(MIC) values for the 11 resistant and 22 sensitive strains were in the ranges of 16—

64 µg/mL and 0.5—1.0 µg/mL，respectively. Genotypic resistance analysis identified nine strains with mutations in 

the erg11HS1 hotspot region，two strains with mutations in the erg11HS3 hotspot region，and no strains with muta-

tions in the erg11HS2 hotspot region. Based on this，a MMCA detection system was established to identify mutations 

and wild types by designing pairs of specific primers and fluorescent probes，and screening for the optimal reaction 

conditions. The performance of the MMCA detection system was evaluated and validated. All four mutation types and

the wild type were accurately genotyped，and the difference in melting temperature between them was more than 3.5

℃. The detection limit was as low as 1.9×10
2
 copies/mL，and the amplification efficiency was consistently more than 

90%. In a sample of 33 C. albicans isolates，the system exhibited a consistency rate of 93.94%(31/33) compared the 

first-generation sequencing and did not show cross-reactivity among different species. The findings from this study 

provide insights for the early diagnosis of azole resistance in C. albicans infections. 

Keywords：Candida albicans；drug resistance；probe melting curve analysis；mutation type 

 

侵袭性真菌病(invasive fungal disease，IFD)系指

真菌侵入人体，在组织、器官或血液中生长、繁殖，并

导致组织损伤与炎症反应的感染性疾病．随着医学

高速发展，新的免疫抑制剂或化疗药物的应用、侵入

性手术、血管内医疗器械的使用等造成了患者的免疫

力缺陷，导致了患 IFD 风险的增加[1]．其中念珠菌是

最常见致病菌之一． 

念珠菌又称假丝酵母菌，是一种条件致病真菌，

多感染于免疫低下患者[2]．迄今为止，被发现的致病

念珠菌亚种多达 17 种之多，其中白念珠菌最为常

见，占 65% ～70% [3]．唑类药物是治疗念珠菌感染的

最常用药物，其作用靶标是羊毛甾醇 14-α 去甲基化

酶(CYP51)，由 erg11 基因编码．但近年来，由于抗真

菌药物的选择性压力，耐唑类药物真菌的种类和数量

迅速增加，为临床真菌病诊疗带来极大挑战．近期，

随着对白念珠菌耐药机制研究的深入，已经证实了真

菌耐药性的产生与抗真菌药物作用靶点相关基因的

突变有关[4-6]．如白念珠菌 erg11 基因上的热点区突

变，导致菌体对唑类药物产生抗性[7]．而且不同的突

变型表现出了不同的耐药表型[8-11]．所以如何快速准

确地鉴定突变类型对于疾病治疗的有效性来说至关

重要． 

目前临床上普遍使用的耐药真菌检测方法是标

准真菌药敏试验法．然而，这种方法需要长时间的体

外培养，操作步骤繁琐，在培养过程中易造成菌株污

染 [12]．另外，质谱技术和 NGS(next generation se-

quencing)技术也可应用于耐药突变基因的检测，但

都处于技术起步阶段，而且价格昂贵，对操作人员的

专业性要求比较高．实时荧光 PCR(qPCR)方法在

PCR 体系中加入附带了荧光基团的各种探针，在扩

增反应的过程中荧光信号会随着扩增产物的量的变

化而变化，从而对反应体系进行实时监控，此方法敏

感性和特异性高，检测时间短(≤3 h)，闭管操作降低

了污染的可能，可以实现自动化，相对成本较低． 

随着分子诊断技术的发展，越来越多的研究侧重

于开发新的分子检测体系来解决多重基因检测的问

题 [13-17]．近期，基于多色探针熔解曲线分析(multi-

color melting curve analysis，MMCA)技术发展迅速，

其在 PCR 完成后，通过实时监测温度变化过程中探

针荧光强度变化的情况，得到荧光强度随温度变化的

关系(即探针熔解曲线)，从而可以获得探针与靶序列

杂交的溶解温度(Tm)．当荧光探针与不同的靶序列

杂交时，由于碱基匹配程度不同，形成双链 DNA 的

稳定性不同，其 Tm值不同，因此根据 Tm值的差异可

以实现不同 DNA 靶点的鉴定与区分．将 MMCA 技

术与 qPCR 方法融合，既能发挥实时 qPCR 方法的优

势，又能对突变靶点进行有效的区分和鉴定，操作简

便．Liao 等[13]结合荧光基团和熔解温度作为 2D 标

记，成功对 48 个人类单核苷酸多态性进行基因分

型．此种方法能够大幅增加实时 PCR 平台中可检测

的靶标数量，从而有效提高检测效率[18]． 

TaqMan 探针是一种常见的水解探针，两端分别

标记荧光基团和淬灭基团，在反应过程中探针被外切

酶降解后发出荧光．已有相关研究表明，TaqMan 探

针不仅可用于实时监测聚合酶链式反应，还可用于不

对称聚合酶链式反应条件下的熔融曲线分析[19]．目

前，基于 TaqMan 探针的多重熔解曲线分析已应用于

突变基因检测和基因分型[20-25]．例如，Wang 等[20]使

用 MMCA 方法同时检测 12 个流行的非综合征性听

力损失突变；Xia 等[21]利用多色熔解曲线分析对中国
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人群中的 G6PD 突变进行了准确分型．由此可见，相

比于目前广泛应用的药敏检测方法，MMCA 技术具

有简便、易操作、易判读等优点，有望替代传统的临

床药敏测试，为耐药真菌分子检测与鉴定提供新方法. 

研究发现，白念珠菌 erg11 基因被分为 3 个热点

突变区(氨基酸 105～165，266～287，405～488)[9]. 

基于此，本研究中选择了 1 种野生型(ATCC 90028，

以下称 WT)和 3 个热点突变区内的 4 种突变型(以

下 称 MT) 作 为 检 测 靶 点 ，突 变 型包括 Y132F 

(A395T)、K143R(A428G)、S279F(C836T)、G450E 

(G1349A)，其中括号外表示氨基酸突变，括号内表

示对应的碱基突变．本文首先通过药敏实验与基因

测序初步验证了白念珠菌基因突变与其对氟康唑

(FZ)和伏立康唑(VOR)耐药性的相关性．然后基于

MMCA 方法建立了一种新的分子检测体系，包含 4

个不同波长的荧光检测通道：FAM 通道用于检测

Y132F，ROX 通道用于检测 K143R，HEX 通道用于

检测 S279F，CY5 通道用于检测 G450E．对该检测体

系进行了优化与性能评估，最终将检测结果与测序结

果进行比较，为白念珠菌唑类药物耐药性的快速检测

提供新方法． 

1 材料与方法 

1.1 材 料 

野生型标准菌株 ATCC 90028、药物敏感性试验

质控菌株 ATCC 22019 和用于效果验证的临床分离

菌株均为本实验室保存．使用德国 QIAamp DSP 

DNA Blood Mini Kit 试剂盒进行核酸提取．含有设计

的特定突变序列的质粒和所有引物/探针由上海生工

生物科技有限公司合成．96 孔细胞培养板(F 底)、

25 mm×0.22 μm 针式滤器(带 PES 滤膜)、60 mm 细

胞培养皿、3-吗啉丙磺酸(MOPS)、葡萄糖，购自天津

鼎国生物技术有限公司．2×Pfu PCR 预混试剂

(KP201)，购自天根生化科技有限公司．RPMI1640

培养基(干粉)，购自赛默飞世尔科技(中国)有限公司. 

氟康 唑 (FZ)(≥ 98.0% ) 、伏 立 康 唑 (VOR)(≥

98.0% )，购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司． 

1.2 真菌检测样品的制备 

选取本实验室保存的 36 株念珠菌临床分离菌株

并依次编号，进行待测菌液制备，过程如下：取新鲜

培养的 SDA 培养基上的念珠菌(培养 24 h)的菌落

2～3 个，放入约 1.3 mL 质量分数为 0.85%无菌生理

盐水中，取 200 μL 以 0.85%无菌生理盐水稀释 5倍，

用微量可见紫外分光光度计测定 OD600，调节菌悬液

浊度为 0.5麦氏浊度(OD600＝0.13)，涡旋振荡器上持

续混匀 15 s，随后用 RPMI 1 640 培养基稀释 1 000倍

(先稀释 10倍，再稀释 100倍)待用． 

1.3 微量肉汤稀释法测定最低抑菌浓度 

通过 标 准微量肉汤稀释法进行真 菌 药 敏 检

测．根据临床实验室标准化协会(CLSI)发布的真菌

药敏试验指南(CLSI M27，2017第 4版；CLSI M60，

2020 第 2 版)，以质控菌(选择近平滑念珠菌 ATCC 

22019)为对照，FZ 和 VOR 为目标药物，FZ 检测范

围为 0.125～64 μg/mL，VOR 检测范围为 0.031 3～

16 μg/mL(均为 2倍梯度)．生长对照为不添加抗菌药

物但添加菌悬液，空白对照为不添加抗菌药物和菌悬

液．35 ℃孵育 24 h 后进行观察，抑制待测菌肉眼可

见生长的最低药物浓度，即为该药物对待测菌的最低

抑菌浓度(minimum inhibitory concentration，MIC)． 

1.4 MMCA模板制备 

使用标准菌株 ATCC 90028 作为野生型模板，使

用上海生工生物科技有限公司合成的突变型质粒作

为突变型模板．质粒初始浓度为 1.9×10
10 拷贝数/ 

mL，按 10 倍梯度稀释，从 1.9×10
8 拷贝数/mL 稀释

到 1.9×10
1拷贝数/mL．每种浓度的质粒设 3 个平行

样本，使用超微量紫外分光光度计(DeNovix，美国)

检测定量后于－20 ℃保存． 

1.5 引物和探针设计 

分别在 erg11 基因 3 个热点突变区上选择突变

热点作为白念珠菌唑类耐药的检测靶点，利用 Primer 

Premier 6.0、Beacon Designer 7.7 和 Tm Utility v1.5 等

软件对每个靶点序列设计引物和荧光标记探针．其

中 erg11(HS1 Y132F)用 FAM 荧光标记，erg11(HS1 

K143R)用 ROX 荧 光 标记，erg11(HS2 S279F)用

HEX 荧光标记，erg11(HS3 G450E)用 CY5 荧光标

记．设计出的引物和探针序列在 Genebank 中进行

Blast 分析，排除与其他物种基因的同源性，避免非特

异性扩增，并尽量减少二级结构的存在或避免过高的

结合能(�G＜-18.83 kJ/mol)．根据扩增效率、熔解曲

线效果、Tm值差异筛选引物/探针组合． 

本研究使用的引物和探针序列如表 1 所示． 

1.6 MMCA检测体系程序 

  为了产生大量的单链 DNA 扩增子与探针结合，

从而产生更强的荧光信号，本研究使用了不对称聚合

酶链式反应技术，即通过上下游引物的物质的量的差

异实现单链扩增子的大量复制．经优化后，在宏石全

自动荧光定量 PCR 仪 SLAN-96P 上进行 PCR 扩增 
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表 1 多重 PCR引物和探针信息汇总 

Tab.1 Summary of multiplex PCR primers and probes 

热点突变区域 名称 序列 修饰方式 终浓度/(µmol/L) 

正向引物 GTTTCTGCTGAAGATGCTT  8.30 

反向引物 CATAGGAACATATCTTTTAAA  0.30 

Y132F探针 TTGGACAATCATAAATAACCCCTTTAC 5' BHQ-1，3'FAM 0.26 

 

HS1 

(Y132 F、

K143R) K143R探针 AATTTAGCAAATTTTTTTTGTTCCATTAATCT 5' ROX，3'BHQ-2 0.40 

正向引物 GAACGTGGTGATATTGAT  0.15  

反向引物 TGTTGACCACCCATAAGA  3.30 
HS2 

(S279F) 
S279F探针 ATTTAATTGATTCCTTATTGATTCATTCAACT 5' HEX，3'BHQ-2 0.30 

正向引物 CTCCAGGTTATGCTCATA  0.15 

反向引物 GTTCCCCAATACATCTATG  0.83 
HS3 

(G450E) 
G450E探针 AGTTGATTATGGGTTTGGGAAAGTTTC 5' CY5，3'BHQ-2 0.15 

 

和熔解曲线的分析．每个反应体系由 20 μL 的 PCR

混合物和 5 μL 的 DNA 模板组成．PCR 混合物由

12.5 μL 的 FastStart Taq DNA Polymerase PCR 

Buffer(LightCycler®480 Probes Master，罗氏上海有

限公司)、1.25 μL 的 HS1 正向引物(200 μmol/L)、

1 μL 的 HS1 反向引物(10 μmol/L)、0.8 μL 的 Y132F

探针(10 μmol/L)、1.2 μL 的K143R 探针(10 μmol/L)、

0.5 μL 的 HS2 正向引物(10 μmol/L)、0.5 μL 的 HS2

反向引物(200 μmol/L)、1 μL 的 S279F 探 针(10 

μmol/L) 、0.5 μL 的 HS3 正向引物 (10 μmol/L) 、

0.125 μL 的 HS3 反向引物(200 μmol/L)、0.5 μL 的

G450E 探针(10 μmol/L)和 0.125 μL 的 DEPC H2O 组

成．上机前先将薄壁透明 PCR 八连排放入 MiniPlate

垂直微孔板离心机离心 30 s，以去除管盖上的液滴和

混合液中的气泡．扩增熔解反应的条件为：第 1 阶段

为预变性阶段，95 ℃下保持 10 min；第 2 阶段为循环

扩增阶段，分两步进行，第 1 步 95 ℃下 10 s，第 2 步

53 ℃下 40 s，第 2 阶段循环 45 次，每次在 53 ℃时采

集荧光信号；第3 阶段为熔解曲线阶段，95 ℃下 60 s，

然后在 50 ℃下保持 120 s，以 0.04 ℃/s 的速率从

50 ℃升高到 80 ℃，期间采集荧光信号；最后第 4 阶

段为冷却阶段，37 ℃下冷却 10 s. 来自 FAM、HEX、

ROX 和 CY5 通道的荧光在第 2 阶段 45 个扩增循环

的退火步骤和熔解曲线分析期间被记录，通过绘制荧

光对温度的负导数(-dFt/dT)得到熔解曲线以及 Tm

值．当通过二阶导数分析检测到基线以上的荧光信

号时，结果被认为是阳性，并以达到基线时的循环次

数(Ct)量化表示．每个实验都包含阴性对照. 

1.7 敏感性和特异性分析 

通过与包括烟曲霉、黄曲霉、黑曲霉、土曲霉等

常见曲霉属致病真菌和克柔念珠菌、近平滑念珠菌、

光滑念珠菌、热带念珠菌等常见念珠菌在内的多种真

菌进行交叉反应实验，以判断 MMCA 方法的特异 

性．曲霉属和念珠菌属模板均由本实验室保存． 

通过 36 例临床分离念珠菌菌株的药敏试验筛选

出耐药菌株和敏感菌株，然后分别采用 MMCA 方法

和一代测序法(华大基因)对其进行基因分型．以测

序结果作为检测的金标准，统计两种方法检测到的野

生型样本和突变型样本的差异，分析 MMCA 方法的

敏感性和特异性．其中，测序所需引物序列如表 2 所

示．扩 增 的退火温度选 择 55 ℃，延伸时 间 选 择

1 min，其余条件与 2×Pfu PCR 预混试剂推荐参数 

相同． 

表 2 基因型鉴定所需引物 

Tab.2 Primers required for genotyping 

热点突变区域 引物 上、下游引物信息 

正向 GCAGCTTCATATGGTCAAC 
HS1 

反向 CATAACATTGGCAACCCC 

正向 CGTGATGCTGCTCAAAAG 
HS2 

反向 GCAGAAGTATGTTGACCAC 

正向 GTTACTAACCCATTAAGAATCCC 
HS3 

反向 GCTGGTTCAGTAGGTAAAAC 

 

1.8 检测限分析 

将含有特定突变靶片段序列的质粒进行梯度稀

释，每次稀释 10 倍，从 1.9×10
8 拷贝数/mL 稀释到

1.9×10
1拷贝数/mL．使用 MMCA 方法进行检测，每

个浓度的质粒做 3 次重复，以 DEPC H2O 作为阴性

对照． 

1.9 扩增效率分析 

通过检测不同浓度的质粒的扩增情况来评估

MMCA 方法对不同突变型的扩增效率，方法如下：以

梯度稀释的含有特定突变靶片段序列的质粒为模板，

分别对 4 个检测靶点进行 PCR 扩增，得到不同质粒

浓度下的 Ct值，以质粒浓度的对数和 Ct值为关系进

行线性回归分析，得到线性回归直线 Ct＝-klg X0＋

b，则扩增效率 E＝1×101/k-1．每个突变型重复 3 组 

实验，以 DEPC H2O 作为阴性对照． 
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2 结果讨论 

2.1 微量肉汤稀释法检测药敏性 

微量肉汤稀释法作为传统细菌药敏性检测手段

被广泛应用．本研究首先对实验室保存的 36 株念珠

菌进行菌种鉴定和药敏试验，药敏试验结果经统计和

处理后见表 3．根据临床实验室标准化协会(CLSI)发

布的真菌药敏试验指南(CLSI M27，2017 第 4 版，

CLSI M60，2020第 2版)，质控菌(ATCC 22019)的质

控范围为 0.5～4.0 μg/mL(FZ)和 0.016～0.120 μg/mL 

(VOR)，由表 3 中结果可知均在质控范围内． 

对 于 白 念 珠 菌 ，FZ 耐 药 的判读标 准 为 ≥ 

8 μg/mL，VOR 耐药的判读标准为≥1 μg/mL．22 株

(61.11% )对两种药物均敏感，其余 14 株(38.89% )对

两种药物的敏感性出现了不同程度的降低，10 株

(27.78% )存在交叉耐药现象，4 株(11.11% )单独对氟

康唑耐药．FZ 的 MIC值明显高于 VOR．菌种鉴定结

果表明在 14 株耐药念珠菌中，耐药白念珠菌 11 株，

近平滑念珠菌 2 株，热带念珠菌 1 株．该药敏试验结

果用于与 MMCA 检测结果进行对比分析，以验证

MMCA 的检测效果． 

表 3 耐药念珠菌药敏试验结果 

Tab.3  Drug susceptibility testing results of drug-resistant 

Candida albicans 
 

MIC/(µg/mL) 
菌株名 物种 

FZ VOR 

ATCC 22019 近平滑 2 2 2 0.032 0.032 0.032

YB01 白念 64 64 64 1 1 1 

YB03 白念 32 32 32 0.062 5 0.062 5 0.062 5

YB04 白念 64 64 64 1 1 1 

YB05 白念 32 32 32 0.062 5 0.062 5 0.062 5

YB08 白念 64 64 64 4 4 4 

YB09 白念 64 64 64 1 1 1 

YB15 白念 64 64 64 8 8 8 

YB18 白念 32 32 32 1 1 1 

YB22 白念 64 64 64 1 1 1 

YB23 白念 64 64 64 1 1 1 

YB26 白念 64 64 64 8 8 8 

YB31 近平滑 32 32 32 0.25 0.25 0.25 

YB33 近平滑 16 16 16 0.125 0.125 0.125

YB35 热带 64 64 64 4 4 4 

 

2.2 基于 MMCA的标准突变类型检测结果 

为了建立一种在同一反应管内同时区分白念珠

菌 4 种突变型和野生型的 MMCA 方法，本文设计了

4 组包含 4 种荧光基团的探针和对应的引物．检测的

核心机制为：探针序列的设计是基于野生型的，所以

当相关区域存在突变时，探针与待测物之间的碱基无

法完全配对，结合程度相比于野生型就会有所下降，

表现在熔解曲线中就是突变型的 Tm 值低于野生

型．基于上述原理可以得到特定突变型的 Tm 值如下

所述：探针的实际 Tm 值在 56.0～65.0 ℃之间；对应

的 Tm 值在 FAM 通道中 Y132F 和野生型分别为

58.0～59.0 ℃和 61.5～62.5 ℃(图 1(a))，在 ROX 通 

 

（a）Y132F 和野生型的熔解曲线 

 

（b）K143R 和野生型的熔解曲线 

 

（c）S279F 和野生型的熔解曲线 

 

（d）G450E 和野生型的熔解曲线 

NC 表示阴性对照；-dFt/dT 表示荧光值相对于温度的负导数 

图 1 应用 MMCA方法鉴定白念珠菌 erg11 突变类型 

Fig.1 Identification of erg11 mutation types in Candida 

albicans using the MMCA method 
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道中 K143R 和野生型分别为 60.5～61.5 ℃和 63.5～

64.5 ℃(图 1(b))，在 HEX通道中 S279F 和野生型分

别为 56.0～57.0 ℃和 61.0～62.0 ℃(图 1(c))，在

CY5 通道中 G450E 和野生型分别为 60.5～61.5 ℃和

64.0～65.0 ℃(图 1(d))．由于不同荧光通道间的信号

存在竞争性抑制，所以 HEX 和 CY5通道的信号明显

弱于其他两个通道，为了尽量避免这种抑制效果，选

取了波长差距较大的检测通道． 

  与仅涉及单一标记的多重 PCR 相比，采用荧光

通道和 Tm值作为双重标记的策略有效提高了可检测

的靶标数量[26-27]．此外，MMCA 体系中的成本消耗主

要来源于荧光探针的合成费用，而相比于双重杂交探

针(FRET)和分子信标探针(molecular beacon，MB)，

本研究所使用的 TaqMan 水解探针易于合成．另外

MMCA 方法有一个特殊要求是不对称扩增，这项要

求很容易满足，并不需要额外的步骤或成本[15]． 

2.3 基于 MMCA的检测效果分析 

一代测序是一种被广泛应用的测序方法，采用双

脱氧链末端终止法，通过使用链终止剂，即类似于正

常 dNTP 的 2'，3'-双脱氧核苷三磷酸(ddNTP)，将延

伸的 DNA 链特异性终止，从而得到序列信息．本研

究通过一代测序对上述 36 株念珠菌进行了基因型鉴

定，其中药敏试验筛选的 14 株唑类耐药念珠菌测序

结果见表 4，包含 3 例非白念珠菌，不计入分析范

围．选择 erg11 基因上的 HS1、HS2、HS3 3个热点突

变区，鉴定到 erg11 HS1 热点区突变的菌株 10 株，其 

表 4 耐药念珠菌耐药基因型鉴定结果 

Tab.4  Drug-resistant genotype identification results of

Candida albicans 
 

突变信息 
菌株名 物种 

erg11 HS1 erg11 HS2 erg11 HS3 

YB01 白念 Y132F(A395T) — G464S(G1390A)

YB03 白念 
S137S(C411T)， 

K143R(A428G) 
— — 

YB04 白念 — — G450E(G1349A)

YB05 白念 K143R(A428G) — A434A(T1302C)

YB08 白念 
S137S(C411T)， 

Y132F(A395T) 
— V437I(G1309A)

YB09 白念 Y132F(A395T) — A434A(T1302C)

YB15 白念 K143R(A428G) — G450E(G1349A)

YB18 白念 Y132H(T394C) — A434A(T1302C)

YB22 白念 Y132F(A395T) — A434A(T1302C)

YB23 白念 Y132F(A395T) — 
G464S(G1390A)，

A434A(T1302C)

YB26 白念 Y132F(A395T) — 
G450E(G1349A)，

G464S(G1390A)

YB31 近平滑 — — — 

YB33 近平滑 — — — 

YB35 热带 — — — 

中 1 例为 Y132H(突变型中还包含同义突变或对耐

药性无明显影响的突变)；erg11 HS3 热点区突变的菌

株 10 株，其中 2例探针覆盖区域之外的突变(分别为

A434A(T1302C)、G464S(G1390A))；未能鉴 定到

erg11 HS2 热点区突变的菌株． 

对所有 36 株念珠菌的一代测序、药敏试验、

MMCA 检测结果进行比对分析，以一代测序作为金

标准，比对结果见表 5 (3例非白念珠菌不参与分析). 

从药敏试验与测序结果的对应关系来看，本研究选取 

表 5 一代测序、药敏试验、MMCA方法结果比对 

Tab.5 Comparative analysis of first-generation sequence-
ing，antimicrobial susceptibility testing，and the

MMCA method 

 

菌株名 一代测序 药敏试验 MMCA 检测

YB01 Y132F，G464S ＋ ＋ 

YB02 — - - 

YB03 S137S，K143R ＋ ＋ 

YB04 G450E ＋ ＋ 

YB05 K143R，A434A ＋ ＋ 

YB06 — - - 

YB07 — - - 

YB08 S137S，Y132F，V437I ＋ ＋ 

YB09 Y132F，A434A ＋ ＋ 

YB10 — - - 

YB11 A434A - - 

YB12 — - - 

YB13 — - - 

YB14 — - - 

YB15 K143R，G450E ＋ ＋ 

YB16 — - - 

YB17 — - - 

YB18 Y132H，A434A ＋ ＋(－) 

YB19 — - - 

YB20 — - - 

YB21 — - - 

YB22 Y132F，A434A ＋ ＋ 

YB23 Y132F，A434A，G464S ＋ ＋ 

YB24 — - - 

YB25 G464S - - 

YB26 Y132F，G450E，G464S ＋ ＋ 

YB27 — - - 

YB28 — - - 

YB29 — - - 

YB30 — - - 

YB31 近平滑 ＋ - 

YB32 — - - 

YB33 近平滑 ＋ - 

YB34 — - - 

YB35 热带 ＋ - 

YB36 — - - 

注：一代测序中的“—”表示无突变；药敏试验中的“＋”表示

耐药菌株，“－”表示非耐药菌株；MMCA 检测中的“＋”

表示阳性，“－”表示阴性，“＋(－)”表示阳性但不符合

前文所述 4 种标准结果． 
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的 4 个靶点之中，存在 Y132F、K143R、G450E 突变

的菌株均表现出耐药性，此类耐药机制为 erg11 基因

的突变导致其编码的 14α-去甲基化酶过度表达，唑

类药物不能有效抑制靶酶活性，从而使真菌产生耐药

性，这与文献[7]的报道结果也相符合．药敏试验和

MMCA 的阳性均一致，分析 MMCA 方法的敏感性

和一致率指标．敏感性＝(MMCA 与一代测序一致的

突变菌株数)/一代测序突变型菌株数＝11/(11＋2)×

100%＝84.6% ．一致率＝(MMCA 与一代测序一致的

所有菌株数)/所有菌株数＝(11＋20)/33×100%＝

93.94% ． 

结果表明该体系的检测性能良好，灵敏度较

高．与一代测序结果相比，其中有 2 例测序显示发生

突变，但 MMCA 中没有被检测到，原因是荧光探针

的设计是基于相关基因的保守区域的序列，Tm 值的

范围也与探针所在区域碱基的匹配程度有关，这两例

的突变类型不在该体系 4 种探针的覆盖区域内，所以

检测结果与野生型并无差异．这也提醒研究者如果

相关基因出现新的突变类型，可能会导致设计的探针

与靶标的匹配程度发生变化，从而使 Tm 值的范围偏

离预期．所以应该关注相关基因的突变情况，根据实

际更新已建立的检测标准． 

  如上文所述，通过与其他种类的常见念珠菌和常

见曲霉属真菌的交叉 PCR 实验来评估此体系的特异

性．MMCA 方法可以有效地检测和区分白念珠菌的

4 种突变型和野生型，没有观察到与其他种类念珠菌

和曲霉的交叉反应．结果表明，此体系对于这 4 种突

变型和野生型的检测具有良好的特异性． 

2.4 MMCA方法的最低检测限和扩增效率 

在各种以 PCR 为基础的检测手段中，最低检测

限和扩增效率都是重要的评价指标，一般认为检出 

限≤500拷贝数/mL、扩增效率在 90% ～110%即为高

灵敏度的体系．通过MMCA的重复试验，得到 Y132F、

K143R、S279F、G450E 的最低检出限(LOD)分别为

1.9×10
2、1.9×10

3、1.9×10
3、1.9×10

2 拷贝数/mL(图

2)，可见此检出限已可以满足绝大多数检测需求．但

此种方法仍然存在一定的局限性，如下所示． 

(1)MMCA 方法是一种终点检测方法，实际应用

中只能实现定性检测，并不能作为定量检测的依据，

这也是常规 PCR 的缺陷之一．然而，如图 2 所示，在

一定条件范围内，熔解曲线整体信号的相对大小随着

模板浓度的增加而增加，但并没有呈现出简单的线性

关系或者一定的函数关系．当模板浓度超过一定范

围时，熔解曲线的信号并没有像预计的一样随着模板 

 

（a）Y132F 

 
（b）K143R 

 
（c）S279F 

 

（d）G450E 

 

图 2 使用系列稀释模板验证多重 PCR 的敏感性(NC 为

阴性对照) 

Fig.2 Validation of the sensitivity of multiplex PCR us-
ing a series of dilution templates(with NC as the 
negative control) 

浓度的增加而增加，反而有所降低(图 2(b))，可能的

原因是，在反应进行到平台期后，互补的 DNA 双链

迅速相互退火并退出反应，而多余的单链 DNA 可以

继续与引物反应，进而转换成双链形式，即不对称
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PCR 中的单链 DNA 浓度在反应进行到平台期后可

能会降低，这样就导致了熔解曲线整体信号的异常 

降低[28]． 

  (2)与常规的 qPCR 相比，该方法增加了额外的

熔解曲线分析步骤，这也就导致了单次反应分析时间

的增加．此外，MMCA 方法的另一个限制是当反应

体系中包含过多的荧光探针时，可能会出现交叉干扰

从而导致检测灵敏度降低的情况．在实际应用中需

要进行体系优化． 

  (3)此方法的重点之一在于引物和探针的设计是

否合理，而探针设计的复杂性来源于二级结构的存在

以及荧光信号之间的交叉干扰，尤其是在进行多重检

测时，由于探针数量较多，这些因素对探针的设计和

筛选工作带来了不少困扰． 

  此外，对于低浓度的样本，探针的质量直接影响

到其是否能被有效检测．基于这种局限性，未来可以

通过尝试不同的探针类型(如分子信标探针)来尽可

能提高 MMCA 方法的精确度． 

 

（a）Y132F 和 K143R 

 

（b）S279F 和 G450E 

图 3 不同浓度突变型的扩增情况 

Fig.3  Amplification profiles of mutation types at differ-
ent concentrations 

本研究将梯度稀释后的质粒作为模板检测其 Ct

值，然后以质粒浓度的对数和 Ct 值为关系进行线性

回归分析．以 Y132F 为例，得到线性回归曲线解析式

为 y＝-3.416x＋35.118，R2＝0.997 3，置信水平 95% ，

则得到扩增效率 E＝1×10
1/3.416-1＝0.962 2．同理可

得到此体系对于 4 种突变型靶点的扩增效率分别为

96.22% 、95.41% 、90.29% 、92.49% (图 3)，可见扩增

效率也符合预期． 

3 结 语 

近年来，侵袭性真菌病对人类健康的威胁日益严

重，而耐药性白念珠菌的日益增加进一步加重了这种

风险，其中单核苷酸多态性(SNP)是导致耐药表型变

化的很重要的原因．所以对突变类型进行高效准确

的检测和鉴别成为了重要前提．本研究通过药敏试

验建立了耐药表型和耐药基因型之间的关联；然后利

用不对称 PCR 原理与熔解曲线相结合的方法，通过

不同突变型表现出的不同 Tm值实现对 WT 和 MT 的

区分；最后以一代测序结果作为金标准，对 MMCA

检测方法的效果进行验证分析．实现了在同一反应

管内准确鉴定白念珠菌的野生型和 4 种突变型．该

方法为白念珠菌感染的早期诊断和指导用药提供了

新方法，有望通过增加检测通道和荧光探针的方式进

一步拓展分子检测的靶标范围，提升效率． 
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