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不同鉴定方法在酵母样真菌鉴定中的应用
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【摘要】目的：探究不同鉴定方法在酵母样真菌鉴定中应用效果。方法：选取我院 2020 年 1—12 月临床各种标本分离

培养后酵母样真菌总计 211 株作为研究对象，分别采取念珠菌显色平板（迪景公司、安图公司）、ATB 微生物鉴定仪、基

质辅助激光解吸电离飞行时间质谱分析三种方式开展鉴定，并分析不同方式的鉴定性能。结果：211 株酵母样真菌鉴定结

果中，念珠菌显色平板（迪景公司）、念珠菌显色平板（安图公司）、ATB 鉴定仪和质谱鉴定仪均以白假丝酵母菌、光

滑假丝酵母菌的检出率较高。ATB 鉴定仪和质谱鉴定仪鉴定中，酿酒酵母菌的检出率较高，分别为 30 株 (14.2%) 和 54 株

(25.6%)。念珠菌显色平板（迪景公司）和念珠菌显色平板（安图公司）鉴定中，不可鉴定的菌分别为 21 株 (10.0%) 和 60

株（28.4%)。ATB 鉴定仪、质谱鉴定仪对酵母样真菌鉴定种类数高于念珠菌显色平板（迪景公司）、念珠菌显色平板（安

图公司），差异有统计学意义（P<0.05）；ATB 鉴定仪、质谱鉴定仪鉴定种类上差异无统计学意义（P>0.05）。结论：在

酵母样真菌鉴定中，念珠菌显色平板有一定局限性，ATB 微生物鉴定仪、基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱分析均具

有较高鉴定菌种能力；但在疑难菌种鉴定时，基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱分析可作为确诊方法，且具有操作简单、

快速及稳定可靠优点。
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近年来，临床对广谱抗菌药物、免疫抑制剂及激素等操作
的广泛应用，造成深部真菌感染率偏高，而在引入新抗真菌药
物、临床实践改变的背景下，整体发病率、病死率及医疗成本仍
呈现居高不下的状态，真菌感染中假丝酵母菌占比偏高 [1]。当
前对深部真菌常规鉴定中，耗费时间长、操作繁琐，目前因受技
术条件、成本效益等因素的影响，分子生物方法难以常规开展，
不利于临床快速鉴定菌种并指导临床合理用药 [2]。因此，当
前选择合理、有效的鉴定方法，可进一步防治临床深部真菌感
染 [3]。目前临床鉴别酵母样真菌种类常见为念珠菌显色平板、
ATB 微生物鉴定仪、基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱分
析三种方式，为进一步深入分析，文章针对上述三种鉴定结果
进行分析，现报告如下。
1 资料与方法
1.1 一般资料

选取我院 2020 年 1—12 月临床各种标准分离培养后酵
母样真菌总计 211 株作为研究对象，所有培养样本应用甘油
培养液取沙保培养基或显色平板上单菌落，一式四份置入 EP
管内，放入 -70℃冰箱中保存。其中男性 63 例，女性 148 例 ；
年龄 1~96 岁，平均年龄（45.63±4.45）岁。菌株来源的标本
类型主要包括阴道分泌物 114 例，大便 66 例，痰液 23 例，耳
脓液 2 例，口腔脓疱 2 例，腹腔引流物 1 例，静脉导管 1 例，脓
液 1 例，胃液 1 例。
1.2 设备与材料

1.2.1 仪器与试剂 选择法国生物梅里埃公司生产的全
自动微生物质谱检测系统 VITEK MS、Bact/ALERT 3D 240
全自动血培养仪和 ATB 半自动微生物鉴定仪 ；郑州安图生物
工程股份有限公司 ( 安图公司 ) 的哥伦比亚血琼脂平板、沙

保弱培养基、念珠菌显色平板和广州迪景微生物科技有限公
司 ( 迪景公司 ) 的念珠菌显色平板 ；法国生物梅里埃酵母菌鉴
定试剂条 ID 32 C、靶板、VITEK MS CHCA Matrix(VITEK 
MS-CHCA 基 质 ) 和 VITEK MS-FA(VITEK®MS Formic 
Acid，甲酸 )。

1.2.2  标 准 菌 株 质 量 控 制  采 取 白 假 丝 酵 母
ATCC14053、近平滑假丝酵母 ATCC22019、光滑假丝酵母
ATCC MYA-2950、热带假丝酵母 ATCC4563 和克柔假丝酵母 
ATCC6258 质控菌株为卫生部临床检验中心提供。
1.3 方法

遵循《全国临床检验操作规程》第四版常规方法进行分
离培养 ：腹水、引流液等无菌体液标本操作接种于培养瓶内，
经 Bact/ALERT 3D 240 全自动血培养进行培养，阳性报警后
涂片观察并转接种于沙保弱培养基上。痰液、尿液及分泌物
等直接接种于沙保弱培养基、血平板上，放入 35℃孵育箱培养
18~24h 通过菌落观察及涂片进行初步鉴定。

念珠菌显色平板（迪景公司、安图公司）：取沙保弱平板或
血平板上单个菌落，划线法接种于念珠菌显色平板（迪景公司、
安图公司）中，35℃培养 24h 后观察颜色变化。根据公司的培
养基说明书上依据颜色进行辨别。迪景公司 ：绿色菌落为白
假丝酵母菌，蓝色菌落为热带假丝酵母菌，紫红色为光滑假丝
酵母菌，粉红色边缘模糊有微毛为克柔假丝酵母菌，其他颜色
及不显色为其他假丝酵母菌。安图公司 ：绿色或翠绿色菌落
为白假丝酵母菌，灰蓝色到铁蓝色菌落为热带假丝酵母菌，奶
油色到白色为光滑假丝酵母菌、紫色边缘模糊有微毛为克柔假
丝酵母菌，其他颜色及不显色为其他假丝酵母菌，针对颜色不
典型者延长培养时间观察。ATB 微生物鉴定仪 ：遵循 ATB 真
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菌鉴定的操作要求，并采取 ID 32 C 真菌鉴定卡条进行真菌鉴
定。基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱分析 ：挑取菌落均
匀涂于靶板上，先加 0.5μL 甲酸裂解酵母菌细菌壁，待干后加
入 1μL 的 CHCA 基质，室温干燥并进样，基质辅助激光解吸
电离飞行时间质谱评分鉴定，每个菌株在靶板点样到质谱分析
重复检测 2~3 次，取其质谱检测最高分进行数据评估得出鉴
定结果。
1.4 统计学处理

采用 SPSS 18.0 统计软件，计量资料用 (x±s) 表示，采用
t 检验，计数资料用百分率 (%) 表示，采用 χ2 检验，P<0.05 为
差异有统计学意义。
2 结果
2.1 211株酵母样真菌鉴定结果

211 株酵母样真菌鉴定结果中，念珠菌显色平板（迪景
公司）、念珠菌显色平板（安图公司）、ATB 鉴定仪和质谱鉴
定仪均以白假丝酵母菌为主，分别为 90 株 (42.7%)、92 株
(43.6%)、89 株 (42.2%) 和 89 株 (42.2%)，四组比较差异无统
计学意义（P>0.05）。在其他三种常见酵母样真菌的鉴定中，
光滑假丝酵母菌的检出率较高，分别为 86 株 (40.8%)、37 株
(17.5%)、50 株 (23.7%) 和 34 株 (16.1%)，差异有统计学意义，
P<0.05。热带假丝酵母菌和克柔假丝酵母菌的检出率均较低，
均＜ 5%，四组数据比较差异均无统计学意义（P>0.05）。ATB
鉴定仪和质谱鉴定仪鉴定中，酿酒酵母菌检出率较高，分别为
30 株 (14.2%) 和 54 株 (25.6%)。念珠菌显色平板鉴定中，迪
景公司和安图公司的不可鉴定率分别为 21 株 (10.0%) 和 60
株（28.4%)。详见表 1。

表 1 211 株酵母样真菌鉴定结果 [n(%)]

顺序 种类 念珠菌显色平板（迪景厂家） 念珠菌显色平板（安图厂家） ATB 鉴定仪 质谱鉴定仪
1 白假丝酵母菌 90(42.7%) 92(43.6%) 89(42.2%) 89(42.2%) P=0.95
2 光滑假丝酵母菌 86(40.8%) 37(17.5%) 50(23.7%) 34(16.1%) P<0.05
3 热带假丝酵母菌 6(2.8%) 7(3.3%) 7(3.3%) 8(3.8%) P=0.78
4 克柔假丝酵母菌 5(2.4%) 10(4.7%） 4(1.9%) 11(5.2%) P=0.09
5 酿酒酵母菌 0 0 30(14.2%) 54(25.6%) －
6 霍尔姆假丝酵母菌 0 0 10(4.7%) 0 －
7 清酒假丝酵母菌 0 0 9(4.3%) 0 －
8 近平滑假丝酵母菌 0 0 3(1.4%) 6(2.8%) －
9 都柏林假丝酵母菌 0 0 3(1.4%) 2(0.9%) －

10 阿沙丝孢酵母菌 0 0 0 3(1.4%) －
11 似平滑假丝酵母菌 0 0 0 2(0.9%) －
12 粗状假丝酵母菌 0 0 2(0.9%) 0 －
13 埃切德酵母菌 0 0 1(0.5%) 0 －
14 接合酵母菌 0 0 1(0.5%) 0 －
15 日本克勒酵母菌 0 0 1(0.5%) 0 －
16 头状地酶菌 0 0 1(0.5%) 0 －
17 高里假丝酵母菌 0 0 0 1(0.5%) －
18 类皱落假丝酵母菌 0 0 0 1(0.5%) －
19 不可鉴定 21(10.0%) 60（28.4%) － － －
20 不生长 3(1.4%) 5(2.4%) － － －

2.2 四种鉴定方式在酵母样真菌鉴定种类分析
ATB 鉴定仪、质谱鉴定仪对酵母样真菌鉴定种类数高于

念珠菌显色平板（迪景公司）、念珠菌显色平板（安图公司），差
异有统计学意义（P<0.05）；ATB 鉴定仪、质谱鉴定仪鉴定种
类上差异无统计学意义（χ2=1.129，P>0.05）。详见表 2。

表 2 四种鉴定方式在酵母样真菌鉴定种类分析（n=20）

组别 种类
念珠菌显色平板（迪景厂家） 4
念珠菌显色平板（安图厂家） 4

ATB 鉴定仪 14
质谱鉴定仪 11

χ2 15.835
P 0.001

3 讨论
当前随着激素、免疫抑制剂等广谱抗生素在临床广泛应

用，免疫功能低下人群数量逐年递增，因真菌所致感染日益增

多。危重症及免疫低下患者中，深部真菌感染会导致其病死率
上升。对真菌感染诊断现状进行分析，无法满足临床对早期诊
断需求，多数患者会延误病情，造成治疗失败甚至死亡 [4]。目
前显色平板为一类常见干预方式，在酵母菌分离鉴定中，具有
抑制杂菌强、结果鲜明、操作简便、混合感染可一目了然等特
点，但针对部分特殊真菌仍无法进行检测及鉴定，整体准确率
偏低，不利于后期诊疗方案确定，影响患者后期康复 [5]。

质谱技术是将待检测样品经诱导碰撞转化为运动的气态
离子碎片，按照质荷比大小顺序排列而形成图谱的一项检测技
术。质谱仪是一类能促使物质离子离化成离子，并通过适当的
电场、磁场将其按照空间位置、时间先后或轨道稳定与否实现
质荷比分离，检测其强度并开展样本分析的仪器 [6]。基质辅助
激光解吸电离飞行时间质谱作为质谱中一类常见技术，是近年
来微生物实验室广泛应用于细菌、真菌快速鉴定的有效方法。
念珠菌显色平板培养法、生化鉴定法，其菌种鉴定结果的时间
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过长，无法满足临床需要。显色培养基直接根据颜色的变化进
行鉴定，但本身该类方式应用具有局限性，且菌落颜色会因不
同人的情况在鉴定上存在一定差异或菌落显色不显著造成鉴
定错误现象。当前研究指出 [7]，基质辅助激光解吸电离飞行时
间质谱对常见假丝酵母菌，如白假丝酵母菌、克柔假丝酵母菌、
光滑假丝酵母菌、近平滑假丝酵母菌等鉴定准确率较高。也有
研究指出 [8]，鉴定 83 例标准菌和分离自临床皮损的是以念珠
菌为主的酵母菌，基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱中仅出
现 5 例与内转录间隔区测序结果不一致。有学者研究指出 [9]，
基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱对酵母菌与类酵母菌的
鉴定准确率为 92.5%~99.5%，且可区分一些表型相似而基因
型不同的菌株。上述研究开展中均证实基质辅助激光解吸电
离飞行时间质谱技术应用于酵母菌检测中准确率较高，且具有
速度快、结果可靠等优势，可满足于临床快速鉴定需求 [10]。

本次研究中，笔者为探讨不同鉴定方法在酵母样真菌鉴
定中效果，选取我院 211 例不同标本开展鉴定，分别采取念珠
菌显色平板、ATB 微生物鉴定仪、基质辅助激光解吸电离飞行
时间质谱分析三种方式，其中念珠菌显色平板分别购自迪景
公司和安图公司。对上述四种鉴定情况分析得出 ：念珠菌显
色平板（迪景公司）、念珠菌显色平板（安图公司）、ATB 鉴定仪
和质谱鉴定仪均以白假丝酵母菌为主，分别为 90 株 (42.7%)、
92 株 (43.6%)、89 株 (42.2%) 和 89 株 (42.2%)，四组差异无
统计学意义（P>0.05）。在其他 3 种常见的酵母样真菌的鉴定
中，光滑假丝酵母菌的检出率也较高，分别为 86 株 (40.8%)、
37 株 (17.5%)、50 株 (23.7%) 和 34 株 (16.1%)，差异有统计
学意义，P<0.05。热带假丝酵母菌和克柔假丝酵母菌的检出
率均较低，均低于 5%，四组差异均无统计学意义（P>0.05）。
ATB 鉴定仪和质谱鉴定仪鉴定中，酿酒酵母菌检出率较高，分
别为 30 株 (14.2%) 和 54 株 (25.6%)。念珠菌显色平板鉴定
中，迪景公司和安图公司的不可鉴定率分别为 21 株 (10.0%)
和 60 株（28.4%)。念珠菌显色平板在四种酵母样真菌的鉴定
中，白假丝酵母菌、热带假丝酵母菌和克柔假丝酵母菌筛查效
果良好，但针对光滑假丝酵母菌的鉴定效果较差 ；其中两种厂
家中，安图公司显色平板效果与质谱鉴定仪的结果更为接近。
从表 2 鉴别酵母菌种类分析中得出，ATB 鉴定仪、质谱鉴定仪
对酵母样真菌鉴定种类数高于念珠菌显色平板（迪景公司）、念
珠菌显色平板（安图公司），差异有统计学意义（P<0.05）；ATB
鉴定仪、质谱鉴定仪鉴定种类上差异无统计学意义（P>0.05）。
ATB 鉴定仪、质谱鉴定仪鉴定结果得出，两者均具备良好鉴别
其他菌种效果，但临床更推荐应用质谱鉴定仪进行鉴定，因该
检测技术具有操作简单、稳定可靠等特点，更方便快速出鉴定
结果，且花费时间、金钱更少。当前临床筛查中，可将显色平板
作为普筛，对无法确定菌种采取质谱鉴定仪鉴定结果 [11]。当
前在酵母菌鉴定中质谱技术具有很大的发展前景，简单快速对
真菌成分进行分析，但实施中有一定不足，如质谱冲虚性不佳，
定量难度较高 [12]。目前病原真菌相关参考数据完善程度不

足，对丝状真菌鉴定上，对挑取、特殊预处理等环节上需要制订
标准化操作流程 ；另外，培养基、培养时间及产生色素等因素
均会对鉴定结果造成影响 ；针对部分菌株而言，缺乏特异性峰
值、峰值数量不足时，无法形成图谱进而无法进行有效鉴定。

综上所述，在酵母样真菌鉴定中，念珠菌显色平板有一定
局限性，ATB 微生物鉴定仪、基质辅助激光解吸电离飞行时间
质谱分析均具有较高鉴定菌种能力，但对于疑难菌种鉴定时，
基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱分析有操作简单、快速及
稳定可靠等优点，更适用于临床快速鉴定。
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