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·基础研究·
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【摘要】 目的 建立念珠菌血症小鼠模型，寻找辅助诊断念珠菌血症的差异多肽峰。方法

SPF级 ICR雄性小鼠170只，体质量27~30 g，根据随机数字表法将小鼠完全随机分为白色念珠菌感染

组（n=80）、近平滑念珠菌感染组（n=80）和对照组（n=10），通过尾静脉注射的方法建立念珠菌血症小

鼠模型。利用基质辅助激光解析电离飞行时间质谱检测模型小鼠血清多肽谱，选择差异较为明显的

多肽峰建立诊断模型。结果 比较白色念珠菌感染组和对照组共得到65个差异多肽峰，组合质荷比

（m/z）为1 100.4、1 581.0、3 808.0这3个差异多肽峰建立诊断模型，敏感度为95.24%（40/42），特异度为

90.63%（29/32），准确率为 93.24%（69/74），ROC曲线下面积为 0.972（95%CI：0.941~1.000）；比较近平

滑念珠菌感染组和对照组共得到 73个差异多肽峰，组合质荷比（m/z）为 1 433.2、1 148.5、4 093.5、
4 522.2、8 140.9、8 234.6这 6个差异多肽峰建立诊断模型，敏感度为 95%（38/40），特异度为 81.25%
（26/32），准确率为88.89%（64/72），ROC曲线下面积为0.953（95%CI：0.903~1.000）。比较白色念珠菌

感染组和近平滑念珠菌感染组，共得到78个差异多肽峰，组合质荷比（m/z）为2 736.9、8 091.5、8 153.7
这3个差异多肽峰建立诊断模型，区分白色念珠菌感染和近平滑念珠菌感染的准确率为 98.78%（81/
82）。结论 通过念珠菌血症小鼠模型筛选的差异多肽峰有利于寻找辅助念珠菌血症诊断的血清标

志物，为临床早期诊断及合理用药提供了依据。
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【Abstract】 Objective To establish mouse models of Candidemia, and investigates statistically
significant polypeptide peaks to provide auxiliary diagnosis of this disease.Methods A total of 170 specific
pathogen free adult male ICR mice with body mass of 27-30 g were completely randomly divided into
Candida albicans infection group (n=80), Candida parapsilosis infection group (n=80) and the normal control
group (n=10), and the two kinds of Candidemia mouse models were established via tail vein injection. The
serum samples were analyzed by Matrix⁃assisted laser desorption⁃ionization time of flight mass spectrometry
and relevant software, and the polypeptide peaks with significant differences were screened to establish
diagnostic models. Results A total of 65 differential polypeptide peaks were obtained compared with the
Candida albicans infection group and the normal control group. Combined with m/z 1 100.4, 1 581.0, 3 808.0
as differential polypeptide peaks to established the diagnostic model, the sensitivity was 95.24%(40/42), the
specificity was 90.63%(29 /32), the accuracy rate was 93.24%(69 /74), and the AUC value of the ROC
curve was 0.972(95%CI: 0.941-1.000). A total of 73 differential polypeptide peaks were obtained
compared with Candida parapsilosis infection group and the normal control group. Combined with m / z
1 433.2, 1 148.5, 4 093.5, 4 522.2, 8 140.9, 8 234.6 as differential polypeptide peaks to established the
diagnostic model, the sensitivity was 95%(38/40), the specificity was 81.25%(26/32), the accuracy rate was
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88.89%(64/72), and the AUC value of the ROC curve was 0.953(95%CI:0.903-1.000). A total of
78 differential polypeptide peaks were obtained compared with Candida albicans infection group and
Candida parapsilosis infection group. Combined with m / z 2 736.9, 8 091.5, 8 153.7 as differential
polypeptide peaks to established the diagnostic model, the accuracy of distinguishing C. albicans infection
from C. parapsilosis infection was 98.78%(81 / 82). Conclusions Successfully screened the differential
polypeptides and established the related diagnostic models. Which is helpful to find serum biomarkers for
the auxiliary diagnosis of Candidemia, and provides a basis for the early diagnosis and the rational use of drugs.

【Key words】 Candidemia; Matrix⁃assisted laser desorption⁃ionization; Peptide fingerprinting;
Diagnostic model; Serum biomarkers
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近年来，由于免疫抑制剂和广谱抗生素的广泛

应用，静脉置管和创伤性诊疗技术的广泛开展，念

珠菌血症的发病率持续增加［1⁃2］。2018年中国医院

侵袭性真菌耐药监测网（CHIF⁃NET）报告［3］显示，

2009年8月1日至2014年7月31日，来自中国27个
省65家三级综合医院的8 829例念珠菌分离株中，

共鉴定出 32种念珠菌属，其中白色念珠菌检出率

最高，占 44.9%；其次为近平滑念珠菌，占 20.0%。

这两者也被认为是最常见的导致念珠菌血症的菌

种［2］。念珠菌血症病死率高［4］，且预后与有无及时

合理的抗菌药物治疗有关［5⁃7］，因此，念珠菌血症的

早期诊断至关重要，但临床上缺乏对念珠菌血症的

快速有效诊断［8］。另一方面，念珠菌血症患者血液

标本收集困难，难以开展相关研究，而Hohl［9］研究

表明，小鼠是最常用的模拟临床真菌感染的动物模

型，因此，本实验应用较为成熟的基质辅助激光解

析电离飞行时间质谱（MALDI⁃TOF MS）［10］，选择白

色念珠菌和近平滑念珠菌标准菌株建立念珠菌血

症小鼠模型，寻找有差异的多肽峰，构建相应的诊

断模型，为念珠菌血症的早期诊断提供新思路。

材料与方法

1. 菌株及实验动物：白色念珠菌标准菌株

（ATCC90028）、近平滑念珠菌标准菌株（ATCC22019）
由解放军总医院第一医学中心医学检验中心微生

物组惠赠。实验动物为SPF级 ICR雄性小鼠200只，

体质量 27~30 g，购自维通利华（北京）实验动物科

技有限公司。本研究通过解放军总医院伦理委员

会批准（伦审第S2018⁃207⁃02号）。

2.仪器与试剂：沙堡氏真菌培养基由微生物室

提供，沙氏液体培养基、磷酸盐缓冲液（PBS）、离心

管等购自北京索莱宝生物科技有限公司。小鼠血

常规采用 Sysmex 800i血细胞分析仪测定，台式冷

冻离心机购自美国 Thermo公司，恒温摇床购自苏

州培英实验设备有限公司，生化培养箱购自上海博

迅实业有限公司医疗设备厂。MALDI⁃TOF MS质
谱仪、蛋白多肽提取试剂盒及配套软件均购自北京

毅新博创生物科技有限公司。生物安全柜AC2⁃6S1
来自新加坡ESCO公司。

3.菌种复苏与活化：在生物安全柜内将白色念

珠菌、近平滑念珠菌标准菌株分别三区划线接种在

沙堡氏培养基上，置于 30 ℃恒温培养箱中传代培

养48 h，观察生长情况；取单个菌落置于沙氏液体培

养基中，30 ℃，恒温增菌16~24 h。
4.菌液的配置：将上述菌液5 000 rpm离心10min，

弃上清，用无菌 PBS重悬，重复操作 3次。利用牛

鲍氏计数板确定菌液浓度。

5. 半数致死量（LD50）的测定：取 30只 SPF级

ICR雄性小鼠，根据随机数字表法分为5组，每组6只。

将计数后的菌液倍比稀释为5个浓度梯度，分别经

尾静脉注射小鼠，注射剂量为 0.1 ml/10 g。连续观

察 7 d，每天记录小鼠精神状态、行为活动、饮食和

死亡等情况。按Karber法计算LD50。
6.小鼠模型的建立：取 170只 SPF级 ICR雄性

小鼠，根据随机数字表法将小鼠分为白色念珠菌感

染组（n=80）、近平滑念珠菌感染组（n=80）和对照

组（n=10）。感染组以 1/2 LD50浓度，按 0.1 ml/10 g
注射小鼠尾静脉，对照组小鼠注射等量无菌 PBS。
感染组按相同方法又各分为 8组，每组 10只，分别

在注射后的 1、3、6、12、24、48、96、168 h处死小鼠，

收集样本。

7.样本采集与处理：感染组小鼠腹腔注射水合

氯醛，待小鼠麻醉后进行眼球取血，采集血标本。

其中 20 μl用于白细胞计数，100 μl用毛细管吸取

后涂于沙堡氏真菌培养基作病原菌鉴定；剩余部分

在4 ℃冰箱中放置过夜后5 000 rpm离心20 min，所
得血清分装冻存于-80 ℃冰箱待用。脊椎脱臼法
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处死小鼠，无菌条件下解剖取肝、肺、肾等内脏组

织，观察其大小、色泽及有无肉眼可见病灶；内脏组

织一部分放入10%甲醛中固定，后按照操作规范进

行苏木精⁃伊红（HE）染色，一部分放入-80 ℃冰箱

中冻存，以备后续实验所需。每天观察小鼠状态，

记录小鼠体质量。

8. 血清多肽的提取：按照多肽提取试剂盒

（SPE⁃C100）中检验方法进行操作。

9. MALDI⁃TOF MS质谱分析：将 1 μl多肽提取

液涂在ClinTOF⁃2靶板上，待干燥后将 1 μl基质覆

于样品上，室温干燥后上机检测；使用BioexplorerTM
软件进行数据分析，质谱数据均经归一化、基线校

正和平滑处理，采用径向基函数（RBF）神经网络算

法建立相应诊断模型。

10.统计学分析：使用SPSS 20.0处理数据。正

态分布的计量资料采用 x̄ ± s描述，两组间数据比较

采用 t检验；对诊断模型效能作受试者工作特征曲

线（ROC）分析。P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

1. LD50测定结果：计算得到白色念珠菌对小鼠

的LD50值为2×106CFU/ml。近平滑念珠菌各浓度感

染小鼠均无死亡，但注射最高浓度菌液的小鼠有较明

显症状，故建模时采用最高菌液浓度2×108CFU/ml。
2.小鼠感染后一般情况和体质量变化：两组小

鼠均出现不同程度的精神萎靡、闭眼、抱团、立毛、

活动变缓、饮食减少等病理症状。白色念珠菌组小

鼠在感染后 1 d体质量出现下降，且随时间延长呈

下降趋势；而近平滑念珠菌组在感染后 1 d体质量

降至最低，之后回升至正常水平（图1）。

图1 两组小鼠感染后体质量变化曲线图

3.白细胞计数结果：两组小鼠白细胞计数均呈

先下降后升高的趋势。其中，白色念珠菌组小鼠白

细胞计数先小幅度下降后又大幅度上升，且在实验

过程中持续升高；而近平滑念珠菌组小鼠白细胞计

数在注射后6 h降至最低，后逐渐回升，最终趋于正

常水平（图2）。

图2 两组小鼠感染后白细胞计数变化曲线图

4.病原菌鉴定结果：经30 ℃培养48 h后，沙堡

氏真菌培养基上长出奶油色类酵母型菌落，经

VITEK⁃MS质谱鉴定证明建模所用菌液分别为白色

念珠菌和近平滑念珠菌。

5.小鼠脏器组织学观察：白色念珠菌组小鼠感

染后 12、24、48 h的脏器HE染色结果如图 3所示。

肝脏肝窦结构模糊，内皮细胞增大；肺脏肺泡扩张，

肺间隔充血；肾脏肾小管管腔扩大，肾小球结构不

清晰，且肝、肺、肾均有炎细胞浸润。

6. 血清多肽谱的检测结果：通过BioexplorerTM
软件分析，白色念珠菌感染组和正常对照组在相对

分子质量 1 000~10 000范围内共检测到 65个有显

著差异的多肽峰（P<0.01）；近平滑念珠菌感染组和

正常对照组共检测到 73个有显著差异的多肽峰

（P<0.01）；白色念珠菌感染组和近平滑念珠菌感染

组共检测到 78个有显著差异的多肽峰（P<0.01）。

如图4所示。其中，质荷比（m/z）为2 709.3、8 095.3、
8 158.4、8 168.0这4个差异多肽峰在两组感染小鼠

中共同出现。

7.诊断模型的构建及验证：选择差异较明显的

m/z为1 100.4、1 581.0、3 808.0这3个多肽峰建立白

色念珠菌诊断模型，敏感度为95.24%（40/42），特异

度为 90.63%（29/32），诊断准确率为 93.24%（69/
74）。选择差异较明显的m/z为 1 433.2、1 148.5、
4 093.5、4 522.2、8 140.9、8 234.6这6个多肽峰建立

近平滑念珠菌诊断模型，敏感度为95%（38/40），特

异度为 81.25%（26/32），诊断准确率为 88.89%（64/
72）。ROC曲线分析显示，两种菌株诊断模型的曲

线下面积分别为0.972（95%CI：0.941~1.000）、0.953
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（95%CI：0.903~1.000）。选择差异较

明 显 的 m / z 为 2 736.9、8 091.5、
8 153.7这 3个多肽峰建立白色念珠

菌⁃近平滑念珠菌诊断模型，诊断准确

率为98.78%（81/82）。

讨 论

念珠菌血症是一种严重威胁生

命健康的疾病［4］。虽然在许多地区

白色念珠菌仍为临床最常见的病原

菌，但不能否认非白念珠菌种类日

益增加，且可能会导致超过 50%的

念珠菌血症的事实，而近平滑念珠

菌 在 非 白 念 珠 菌 中 占 首 要 位

置［2，11⁃13］。目前，诊断念珠菌血症的

金标准仍然是血培养［14］，但该方法

通常需要 3~5 d才能有结果，耗时

长，且对样本要求高，一般需在使用

抗菌药物治疗前从身体不同部位同

时采集 2~3份样本进行血培养［9］，不能满足临床早

诊断早治疗的需求。此外，一些分子学方法，如

PCR检测、基因测序等在一定程度上提高了检测敏

感性，但需要复杂的手工操作，较难应用于常规的

临床实践［15］。MALDI⁃TOF MS是一种广泛应用于

细菌和真菌菌体蛋白鉴定的检测手段［16］，具有高灵

敏度、高通量的优势，从而大大缩短了检测周期［17］，
但将该技术应用于寻找血清标志物的研究较少。

本研究收集了 8个不同时间段感染小鼠的血

清，通过弱阳离子交换磁珠结合MALDI⁃TOF MS的
方法分析了白色念珠菌感染小鼠和近平滑念珠菌

感染小鼠的血清样本，直观地反映了各多肽含量随

时间的变化趋势；应用有显著差异的多肽峰建立了

诊断模型，优于临床上常规检测的一些炎症标志

物，如C反应蛋白、降钙素原、白细胞介素6等［18⁃20］。
对白色念珠菌感染组和近平滑念珠菌感染组多肽

谱进行分析，发现有4个差异多肽峰在两种感染中

共同出现，提示两者存在相似的致病机制。念珠菌

属的致病因素包括生物膜的形成及水解酶的产

生［21⁃23］，前者可显著降低抗真菌敏感性，后者与黏

附、渗透、宿主入侵密切相关［24⁃25］。值得注意的是，

m/z为 8 095.3的多肽峰在近平滑念珠菌感染血清

中含量最高，而在白色念珠菌感染和正常对照血清

中含量降低，推断该多肽峰表达的蛋白可能具有鉴

图3 小鼠脏器组织学改变（HE染色 ×10） A~C图：健康小鼠肝、肾、肺正常形态；D~F
图：感染白色念珠菌 12 h后小鼠肝、肾、肺形态；G~I图：感染 24 h后小鼠肝、肾、肺脏形

态；J~L图：感染48 h后小鼠肝、肾、肺形态

注：A图：白色念珠菌感染组与正常对照组小鼠血清多肽指纹图

谱；B图：近平滑念珠菌感染组与正常对照组小鼠血清多肽指纹

图谱；C图：白色念珠菌感染组与近平滑念珠菌感染组小鼠血清

多肽指纹图谱

图4 不同组别小鼠血清多肽指纹图谱的比较
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别诊断意义，在后续实验中也将通过液相色谱⁃质
谱联用（LC⁃MS/MS）等二级质谱的方法对该多肽所

对应的蛋白质进行验证。同时，本研究建立的白色

念珠菌⁃近平滑念珠菌模型，区分白色念珠菌感染

和近平滑念珠菌感染的准确率达98%以上，对治疗

用药有良好的提示作用。

临床上，由于患者疾病的复杂性、临床资料的

不完整性以及真菌血培养的低检出率往往导致临

床样本难以收集，实验结果难以保证；而小鼠已被

证明在模拟与真菌相关的临床综合征方面具有不

可估量的价值［9］。基于以上两点，本实验选择小鼠

作为研究对象，以1/2 LD50经由尾静脉注射，建立了

念珠菌血症模型，既能使小鼠存活，又保证了感染

症状的出现。实验过程中发现，白色念珠菌组小鼠

体质量一直呈下降趋势；而近平滑念珠菌组小鼠体

质量出现明显下降后又逐渐恢复至正常水平，符合

正常小鼠体质量增长规律，这也表明白色念珠菌致

病性较近平滑念珠菌强，小鼠感染前者后在 7 d内
不能自行恢复，但可依靠自身免疫对后者进行清

除［26］。感染后1 d内，两组小鼠白细胞计数均先有小

幅下降，后又大幅升高，这种变化趋势与Yang和
Mao［27］的研究结果一致。病原菌鉴定与内脏HE染

色结果均证明模型建立成功，保证了后续实验结果

的可靠性。当然，由于小鼠外周血白细胞波动范围

较大，且例数有限，不能完全模拟患者实际情况，故

在解决临床问题时不能盲目照搬。

综上，本实验应用MALDI⁃TOF MS寻找的差异

多肽为临床寻找念珠菌血症的鉴别诊断血清标志

物提供了思路。之后将确定诊断肽所对应的的蛋

白质，分析与之相关的信号通路，进一步研究念珠

菌血症的致病机制，同时开展临床研究进行验证。
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对危、重、急症患者的抢救是临床医学中永恒的，也是

最具有挑战性的领域，特别是近年来各医学专科诊断、抢救

水平的发展，为危、重、急症患者的综合救治水平的提高提

供了巨大的潜在可能性。为了提高临床医生对急重症的诊

断、各发展阶段主要矛盾和制约因素的分析及治疗的综合

抢救水平，这一栏目将较详细地介绍对急重症抢救的成功

经验及临床体会，以期使临床工作者得以借鉴，提高对急重

症的抢救水平，其性质等同于“论著”。

1.病例的选择：（1）治疗过程复杂的急重症病例；（2）涉

及多学科、多领域的疑难病例；（3）在抢救过程中或诊断中

有经验、教训可以借鉴的病例；（4）其他：对临床工作，尤其

是对基层医院的急诊抢救工作有提示或重要的指导意义的

病例。以上病例最终获得明确诊断及成功的经验。

2.写作格式及要求：（1）文题可以用主要的诊断或主要

体征命名；（2）论文主要分“临床资料”和“分析与讨论”两部

分，还可以有参考文献；（3）可以配有相应的图表资料，如：

“生命指标监测图”；（4）“临床资料”部分要交代病例的一般

情况（包括主诉、病史、体格检查、实验室检查）及抢救过程；

（5）“分析与讨论”部分要求逻辑性强，条理清楚，能较好地

体现正确的临床思维，对临床工作有实际借鉴及启迪作用；

（6）字数一般在4 000字以内。

欢迎广大读者、作者向本栏目踊跃投稿并进行评议。

·读者·作者·编者·

本刊“急重症抢救”栏目征稿

医学影像学检查是临床常用的诊断手段。影像学改变

是病理改变的反应，但不同的病理改变往往有相似的影像

学表现，这给诊断带来很大困难。为了促进临床影像诊断

经验的交流和诊断、鉴别诊断水平的提高，中华医学杂志自

2001年第 1期开辟“临床医学影像”栏目，为特殊的、少见

的、但具有临床启发意义的影像学表现提供一个展示园地，

使局部的、个人的经验尽快地为广大临床医师借鉴，为临床

医学影像诊断积累宝贵的第一手资料。本栏目是一个以图

片展示为主的栏目，要求提供高质量的影像图片，图片必须

清晰、对比度好、病变特征显示明确。每篇文章可提供2~4幅
不同影像技术的图片，如X线、CT、磁共振成像、超声、核素

显像或病理图片等。文字部分则宜简练，描述患者的简要

病史，主要影像学表现，经病理或临床科学手段确定的最后

诊断结果，不进行讨论，不引用参考文献，字数在 400字以

内。欢迎踊跃投稿。

本刊“临床医学影像”栏目征稿
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