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摘要：侵袭性真菌感染的实验室诊断是临床检验与临床其他专业共同关注的焦点，国际与国内各学会就真菌病原学诊断

做了许多重要的总结与共识，但侵袭性真菌感染的实验室诊断往往囿于传统检测方法，速度比较慢，不能满足临床需要。
为促进河南地区临床微生物学科发展，河南省微生物学会临床微生物专业委员会联合河南省医学会微生物与免疫学分

会共同组织专家编写本共识。 共识主要包括侵袭性真菌感染快速检测的检测技术、样本采集、性能验证和质量控制、生
物安全要求等内容，为河南省不同类型医疗机构尤其是基层医疗机构侵袭性真菌感染快速检测提供了推荐意见，以便各

级医疗机构规范使用，更好地服务患者。
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　 　 常见的侵袭性真菌感染（ｉｎｖａｓｉｖｅ ｆｕｎｇａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ，
ＩＦＩ）是由念珠菌属、曲霉属、隐球菌属和肺孢子菌属等

真菌引起的。 每年约 １９０ 万人患有急性 ＩＦＩ，约 ３００ 万

人患有慢性严重真菌感染，超过１６０ 万人死于真菌感

染，ＩＦＩ 的全球负担呈现上升趋势［１］。 在我国，引起下

呼吸道、耳部和眼部感染的主要霉菌分别为烟曲霉、土
曲霉和镰刀菌属，曲霉属作为霉菌感染的主要菌种占

比高达 ８４. ８％ ，青霉属、镰刀菌属、毛霉目及赛多孢霉

属占比分别为 ５. １％ 、３. ０％ 、１. ３％ 和 ０. ４％ ［２］。 但目

前尚无河南地区真菌流行病学数据的系统性报道。
随着诊疗技术的不断进步，ＩＦＩ 的流行病学也在逐

渐发生着变化，新患者群体的出现（如流感或ＳＡＲＳ －
ＣｏＶ － ２ 感染后等）、新的真菌种属的检出（如耳念珠

菌等）以及耐药真菌的发现（如唑类耐药曲霉等）对

ＩＦＩ 的诊断和治疗提出了新挑战［３］。 早期和准确的病

原学诊断在遏制真菌感染初始阶段中发挥着至关重要

的作用，只有寻求真菌快速、准确的检测技术，提高真

菌感染性疾病诊断效率，才能最大程度满足临床需求。
本共识强调了快速的非培养方法（如涂片染色、真菌

抗原及抗体检测、核酸检测等）的应用，为本地区快速

真菌检测项目选择提供依据。

１　 检测技术

ＩＦＩ 发病率高且预后差，早期诊断对于 ＩＦＩ 的治疗

及预后的改善尤为重要。 目前，ＩＦＩ 的实验室快速诊断

方法主要有显微镜检查、免疫学检测和分子生物学检

测技术等［４］。
１． １　 显微镜检查

显微镜检查快速、直观，操作相对简单，标本类型广

泛，是快速诊断 ＩＦＩ 的传统方法之一，缺点是需要具有丰

富镜检经验的专业人员操作，阳性率相对较低，阴性结

果不能排除相关诊断［５］。 常见的方法有氢氧化钾（ＫＯＨ）
法、墨汁染色、荧光染色、六胺银染色等，详见表 １。
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１． １． １　 ＫＯＨ 法

ＫＯＨ 法广泛适用于痰液、毛发、组织等多种标本，
操作方便快速（５ ｍｉｎ），相较于革兰氏染色阳性率高，
适用于大多数真菌的检测，但镜下背景干扰大，需经过

培训、有经验的专业人员观察结果。
１． １． ２　 墨汁染色

墨汁染色简单快速（５ ｍｉｎ），易观察，适用于有荚

膜的真菌。 除脑脊液外的其他细胞含量高的标本如痰

液，用 ＫＯＨ 消化后再做墨汁染色更易于菌体的检出，
但该方法灵敏度低，染色前标本应做离心沉淀等前

处理。
１． １． ３　 荧光染色

该染色技术适用于所有真菌，简单、快速（５ ｍｉｎ）、

易观察，但需荧光显微镜或装有荧光模块的显微镜观

察。 镜检过程中真菌孢子和菌丝需与弹性纤维、植物

纤维、脂肪滴等相区别［６］。
１． １． ４　 六胺银染色

六胺银染色是特殊染色中常用的真菌染色方法之

一，是目前检测肺孢子菌包囊的较好方法，染色后的包

囊在油镜下呈圆形或椭圆形，囊壁染成褐色或黑色，多
塌陷呈捏扁的乒乓球样外观。 该染色方法也可用于其

他真菌染色，其他真菌的孢子或菌丝一样呈现褐色或

黑色。 对于肺孢子菌，该染色与瑞氏染色或瑞姬氏染

色相比，结果易观察，阳性率高，但操作复杂且耗时长，
往往需要 ２ ｈ 左右，需要经过培训、有经验的专业人员

进行染色和观察结果。
表 １　 标本显微镜检查不同染色方法比较

染色技术 耗时 用途 优点 缺点 建议

ＫＯＨ 法 ５ ｍｉｎ 酵母菌和丝状真菌 操作简单、耗时短
背景干扰大，需要有经验的

工作人员操作

根据不同类型标本选择不同浓度的 ＫＯＨ 溶液，并

通过酒精灯外焰或者已工作电热灭菌器上方稍加

热使标本加速溶解

墨汁染色 ５ ｍｉｎ 隐球菌属 操作简单、耗时短、易观察 敏感性低
脑脊液离心取沉淀标本涂片；痰液等非脑脊液标

本最好经 ＫＯＨ 溶液消化后再染色

荧光染色 ５ ｍｉｎ 所有真菌 操作简单、耗时短、易观察
需要荧光显微镜，假阳性率高，

成本高

结合其他染色和免疫检测技术快速判断，染色后

应尽快阅片，以免染液干涸影响观察

六胺银染色 １ ～ ２ ｈ 耶氏肺孢子菌及其他真菌 相对阳性率高
成本高，操作复杂，用时较长，

需要专业人员阅片

建议一张涂片固定位置同时加入质控菌株一起染

色，便于判断是否染色成功

１． ２　 免疫学检测

１． ２． １　 半乳甘露聚糖（ｇａｌａｃｔｏｍａｎｎａｎ，ＧＭ）试验

ＧＭ 是一种曲霉菌细胞壁的多糖抗原成分，随着

曲霉菌侵袭性感染过程不断增殖，可在患者血清或其

他体液中检测到，被认为是侵袭性曲霉病（ ｉｎｖａｓｉｖｅ ａｓ⁃
ｐｅｒｇｉｌｌｏｓｉｓ，ＩＡ）早期诊断的生物标志物［７］。 目前检测

方法包括胶体金法、免疫荧光层析法（ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓ⁃
ｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ， ＩＦＡ）、化学发光免疫分析法（ ｃｈｅｍｉｌｕｍｉ⁃
ｎｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ， ＣＬＩＡ） 和酶联免疫吸附试验

（ｅｎｚｙｍｅ － ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ｓａｎｄｗｉｃｈ ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）
等［８］。 操作方面，ＥＬＩＳＡ 法、ＣＬＩＡ 法均为自动加样自

动检测，而胶体金法、ＩＦＡ 法需人工加样。 检测时间方

面，胶体金法用时最短，其次是 ＩＦＡ 法。 检测通量方

面，胶体金法、ＩＦＡ 法均为单人份；其中胶体金法无需

检测仪器，肉眼观测结果，更适合基层医院。 见表 ２。
２０１９ 年欧洲癌症研究及治疗组织和真菌研究组

教育与研究共同体（Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
ａｎｄ Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｔｈｅ Ｍｙｃｏｓｅｓ Ｓｔｕｄｙ Ｇｒｏｕｐ
Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍ，ＥＯＲＴＣ ／ ＭＳＧＥＲＣ）
指南推荐血液、支气管肺泡灌洗液 （ ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ
ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）和脑脊液的曲霉 ＧＭ 试验阳性用于

疑似 ＩＡ（尤其是中性粒细胞减少、血液恶性疾病、化疗

以及接受造血干细胞移植患者）的诊断［７］。 建议动态

监测，注意不同样本的判断阈值不同［９ － １０］。
应用半合成青霉素类药物如哌拉西林 ／他唑巴

坦等治疗［１１］ 、黏菌素吸入治疗等［１２］ 、静脉注射含有

半乳甘露聚糖成分的药物、输血、马尔尼菲篮状菌、
隐球菌等可能是导致假阳性结果的原因［１３］ 。 假阴性

可见于应用抗真菌药物、病情较轻、抗原浓度低等

情况［９］ 。
１． ２． ２　 曲霉抗体检测

曲霉特异性抗体的检测是变应性支气管肺曲霉菌

病（ａｌｌｅｒｇｉｃ ｂｒｏｎｃｈｏｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｓｐｅｒｇｉｌｌｏｓｉｓ，ＡＢＰＡ）和慢

性肺曲霉菌病（ｃｈｒｏｎｉｃ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｓｐｅｒｇｉｌｌｏｓｉｓ，ＣＰＡ）诊
断途径的重要组成部分［１４］；曲霉特异性 ＩｇＥ 是 ＡＢＰＡ
特征性的诊断指标［１５］，曲霉特异性 ＩｇＧ 抗体检测在

ＣＰＡ 的诊断和治疗监测中起着关键作用［１６］。 曲霉抗

体检测在侵袭性曲霉病诊断中的应用价值有限，但可

作为免疫功能良好或非中性粒细胞减少性个体的非侵

袭性疾病的诊断标志物［１４］。 曲霉特异性抗体检测方

法包括 ＩＦＡ 和 ＣＬＩＡ，均为 １ ｈ 内出结果（见表 ２）。 假

阳性的原因有应用血液制品、免疫球蛋白治疗、球孢子

菌、组织胞浆菌感染和支气管曲霉定植等［１４］。 应用抗

真菌药物、患者免疫力低下可导致假阴性［１６］。
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表 ２　 ＧＭ 试验和曲霉抗体试验不同方法学对比

方法 检测项目 检测时间 检测通量 急诊功能 操作 设备成本

胶体金法 ＧＭ 试验、ＩｇＧ 抗体试验 １０ ｍｉｎ 单人份 随到随检 加样后静置 １０ ｍｉｎ，直接观察结果 无

ＩＦＡ ＩｇＥ 抗体试验、ＩｇＧ 抗体试验、ＧＭ 试验 ３０ ｍｉｎ 单人份 随到随检 加样后静置 ２０ ｍｉｎ，上机直接获取检测结果 低

ＣＬＩＡ ＩｇＥ 抗体试验、ＩｇＧ 抗体试验、ＧＭ 试验 ３０ ～ ５０ ｍｉｎ 各厂家通量不同 随到随检，插入急诊 样本上机后，直接获取检测结果 高

ＥＬＩＳＡ ＧＭ 试验、ＩｇＧ 抗体试验 ２． ５ ｈ（批次） ９６ 个 ／批次 可进行批次添加 样本上机后，直接获取检测结果 高

　 注：ＩＦＡ 为免疫荧光层析法；ＣＬＩＡ 为化学发光免疫分析法；ＥＬＩＳＡ 为酶联免疫吸附试验；ＧＭ 为半乳甘露聚糖。

１． ２． ３　 Ｇ 试验

Ｇ 试验是大多数真菌细胞壁的重要组成成分，除
毛霉目和一些担子菌酵母（如隐球菌属）外的大部分

ＩＦＩ 在血清中均可检测到［１７］。 Ｇ 试验方法有浊度法、
显色法和化学发光法。 显色法的灵敏度及报告速度优

于浊度法；化学发光法需与全自动化学发光仪配套使

用，具有操作简单、快速、准确的优点。 详见表 ３。
Ｇ 试验的敏感性和特异性取决于真菌病原体和所

检测的潜在患者群体，具有较高的阴性预测值［１７］。

Ｇ 试验真阳性结果的置信度随着阳性检测重复次数和

远高于阳性阈值的数值增加而增加［７］。
Ｇ 试验的干扰因素较多，体液中存在葡聚糖酶、使

用棘白菌素类药物、近平滑念珠菌引起的菌血症等［１８］

可导致假阴性；标本溶血、黄疸、乳糜、内毒素污染及使

用血液制品（白蛋白、凝血因子等）、半合成青霉素（阿
莫西林 ／克拉维酸等）、链球菌败血症、铜绿假单胞菌

或诺卡菌属等引起的感染、某些中药制剂（香菇多糖、
双黄连、裂褶菌多糖等）、透析后等可导致假阳性。

表 ３　 Ｇ 试验不同方法学对比

方法 检测时间 急诊功能 应用场景

显色法 ６０ ｍｉｎ 左右 可进行批次添加 三级医院、区域检验中心、第三方实验室

浊度法 ９０ ｍｉｎ 左右 可进行批次添加 临床实验室、基层医院

化学发光法 不同厂家产品有差异 随到随检、插入急诊 根据不同通量适用于三级医院、基层医院

１． ２． ４　 念珠菌甘露聚糖抗原（Ｃａｎｄｉｄａ ｍａｎｎａｎ ａｎｔｉ⁃
ｇｅｎ，Ｍｎ）及念珠菌抗体

甘露聚糖占念珠菌细胞壁多糖结构的 ３２％ ～
３６％ ［１９］，念珠菌抗体包括抗念珠菌甘露聚糖（ ａｎｔｉ －
Ｍｎ）抗体、抗白念珠菌胚管菌丝壁蛋白 １ 抗体、抗白念

珠菌芽管抗体、抗白念珠菌烯醇化酶抗体、抗果糖二磷

酸缩酶 １ 抗体。 常采用 ＥＬＩＳＡ 竞争法检测 Ｍｎ；常见

的念珠菌抗体检测方法为间接法 ＥＬＩＳＡ。 两种检测方

法均可在 ３ ｈ 内报告结果，且可批量操作。
与血培养相比，Ｍｎ 和 ａｎｔｉ － Ｍｎ 的检测诊断时间

可提前 ６ ～ ７ ｄ［２０］，建议二者联合检测，可提高其敏感

性［２１］，Ｍｎ 和 ａｎｔｉ － Ｍｎ 联合检测适用于念珠菌菌血症

和慢性播散性念珠菌病［６，２２］。 抗白念珠菌芽管抗体检

测诊断侵袭性念珠菌病特异性高，敏感性低，联合Ｇ 试

验或 Ｍｎ 检测可提高诊断的准确性。
ａｎｔｉ － Ｍｎ 检测假阳性见于应用抗病毒药物如伐昔

洛韦、阿昔洛韦，既往感染过念珠菌或大量念珠菌定植

的患者；假阴性见于免疫功能低下患者［１７，２０］。 该试验

需购置相关仪器设备及专业技术人员操作。

１． ２． ５ 　 隐球菌荚膜抗原（Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃａｌ ｃａｐｓｕｌａｒ ａｎｔｉ⁃
ｇｅｎ，ＣｒＡｇ）检测

隐球菌病临床表现无特异性，影像学呈多样性，易
误诊和漏诊，致使病情恶化［２３］。 ＣｒＡｇ 检测有高敏感

性和高特异性等优点，可在症状出现之前或疾病发展

为隐球菌性脑膜炎之前显示阳性［２４］，可作为隐球菌病

的早期快速诊断方法，同时通过对其抗原滴度进行检

测可以评估隐球菌病的严重程度和疾病进展情况。
ＣｒＡｇ 检测方法包括乳胶凝集试验（ ｌａｔｅｘ ａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ，
ＬＡ）、ＥＬＩＳＡ 和侧向流层析法（ｌａｔｅｒａｌ ｆｌｏｗ ａｓｓａｙ，ＬＦＡ），
ＬＦＡ 又包括胶体金免疫层析法和荧光免疫层析法。

ＬＡ 因方法学的局限性及商品化试剂盒的检测效

果差异等因素，对比其他检测方法有较多干扰因素。
ＥＬＩＳＡ 具有很好的特异度和敏感度，影响因素少。
ＬＦＡ 检测周转时间短（ ＜ １０ ｍｉｎ），操作简单，对实验条

件要求低，灵敏度高［１４，２５］，有数据表明血清、血浆和全

血进行 ＬＦＡ 检测一致性好［２６］，但对于尿液标本敏感

性低，假阳性率高［２７］。 ３ 种方法中 ＷＨＯ 建议优先考

虑 ＬＦＡ［１４］。 不同检测方法的干扰因素分析见表 ４。
表 ４　 不同 ＣｒＡｇ 检测方法的干扰因素分析

方法 假阳性因素 假阴性因素 交叉反应

ＬＡ
类风湿因子阳性、结核病、人类免疫缺陷病毒、

恶性肿瘤、犬咬二氧化碳嗜纤维菌感染
弱荚膜隐球菌的变体［２８］

白吉利毛孢子菌、真毛皮肤毛孢子菌、
阿萨希毛孢子菌、粘滑口腔球菌、玉米黑粉菌

ＬＦＡ —
后带现象、抗原浓度低、低温保存、

弱荚膜隐球菌的变体［２８］
阿萨希毛孢子菌、玉米黑粉菌

ＥＬＩＳＡ — — 白吉利毛孢子菌、阿萨希毛孢子菌

　 注：ＬＡ 为乳胶凝集试验；ＬＦＡ 为侧向流层析法；ＥＬＩＳＡ 为酶联免疫吸附试验；ＣｒＡｇ 为隐球菌荚膜抗原。
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ＥＬＩＳＡ 检测 ＣｒＡｇ 操作繁琐，检测时间长，需要购

置相关的仪器设备，且试验需要专业技术人员操作，适
用于医院检验科、第三方实验室、体检中心等；而 ＬＡ
和 ＬＦＡ 操作简单，往往无需仪器设备或者小型便携式

设备，对专业技术水平要求不高，适用于医院检验科、
门诊、急诊、卫生服务中心、体检中心、第三方实验

室等。
１． ３　 分子生物学检测技术

１． ３． １ 　 聚合酶链反应 （ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，
ＰＣＲ）技术

荧光定量 ＰＣＲ 具有较高的灵敏度和特异度，是最

基本和最广泛的检测方法，已用于多种 ＩＦＩ（曲霉、肺孢

子菌、念珠菌）的检测中。 血液和 ＢＡＬＦ 的曲霉菌 ＰＣＲ
检测也已被纳入 ＥＯＲＴＣ ／ ＭＳＧＥＲＣ 共识指南中，为 ＩＡ
的真菌学标准［２９］。 虽然多种样本都可以用于曲霉菌

ＰＣＲ 检测，但它们的效用却有很大不同。 从诊断角度

来看，来自感染部位的样本（如 ＢＡＬＦ、脑脊液或组织）
的曲霉菌 ＰＣＲ 检测诊断性能更高，灵敏度也高于血

液，而且 ＢＡＬＦ、脑脊液或组织的 ＰＣＲ 检测受抗真菌预

防或治疗的影响较小［３０］。 至少两次全血或血清样本

的曲霉菌 ＰＣＲ 检测阳性对于高危人群具有一定的诊

断价值［３１］，但是，其性能受到许多因素的影响，例如预

防性或治疗性抗真菌药物的使用及类型和程度，疾病

情况等［３０］。 从筛查角度来看，血液的曲霉菌 ＰＣＲ 检

测具有可以进行连续采样的优势，而且多次的血液

ＰＣＲ 检测阴性具有较高的阴性预测值［３１］。
在 ＥＯＲＴＣ ／ ＭＳＧＥＲＣ 共识指南中，曲霉菌 ＰＣＲ 检

测与抗原检测相结合被认为是最佳应用［３１］。 当 ＢＡＬＦ
抗原 ／ ＰＣＲ 联合检测时，虽然使敏感度提高了 ５％ ～
９％ ，但特异度仍足以确认 ＩＡ［３２］。 当血液抗原 ／ ＰＣＲ
联合检测时， 如果两项检测均呈阴性， 则敏感度

（９９％ ）足以排除 ＩＡ，而两项检测均呈阳性时的特异度

可高达 ９８％ ［３３］。 当血液和 ＢＡＬＦ 联合检测时，如两者

检测结果均呈阳性时可增加疑似 ＩＡ 病例的确定性，相
反，如果检测均呈阴性，则可以基本排除 ＩＡ［２９］。

荧光定量 ＰＣＲ 在非曲霉菌感染的其他真菌病病

原体检测方面也有其应用前景。 如念珠菌 ＰＣＲ 检测

在深部念珠菌病患者中比血培养更敏感，并且当与血

培养联合使用时，显著提高了血培养检测侵袭性念珠

菌病的能力［３４ － ３６］。 而且，念珠菌 ＰＣＲ 检测具有较高

的阴性预测值，有助于排除念珠菌属引起的血源性感

染，从而允许早期停止预防性或经验性抗真菌治

疗［３６］。 又如血清毛霉菌 ＰＣＲ 检测是一种非侵入性技

术，可以提供中等证据来确诊或排除毛霉菌病，并有助

于确诊病例早期接受靶向抗真菌治疗，而且随访血清

中毛霉菌 ＤＮＡ 负荷也可有助于治疗的管理［３７］。
荧光定量 ＰＣＲ 检测可以定量，也可进行多重靶标

检测。 但该检测方法也有一定的局限性，比如需要特

殊的仪器设备以及特殊的环境和场地，需要专业技术

人员进行操作。 检测过程易污染，且缺乏标准化的操

作技术和评估方案。 对于一些真菌如肺孢子菌，阈值

不明确，低拷贝需结合临床、影像、其他实验室检查。
１． ３． ２　 宏基因组下一代测序技术（ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ｎｅｘｔ
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ｍＮＧＳ）

ｍＮＧＳ 是通过直接提取临床样本中的核酸进行文

库构建和高通量测序，利用生物信息学算法分析样本

中包含的病原微生物序列的种类及耐药基因和毒力基

因的一项技术。 与传统检测方法比较，ｍＮＧＳ 可以检

测传统方法难以检测的真菌病原体（如肺孢子菌），且
对曲霉菌的检出率高于传统检测方法，但传统检测方

法对白念珠菌和热带念珠菌的检出率更高，ｍＮＧＳ 在

隐球菌肺炎检测中无明显的诊断优势［３８ － ３９］。 与使用

血液样本相比，使用支气管肺泡灌洗液样本的 ｍＮＧＳ
更适合检测真菌，但两种样本类型的特异性差异无统

计学意义［３９］。 解释 ｍＮＧＳ 结果时，需综合考虑患者病

史、临床表现、影像学、常规病原学检测结果等。 由于

技术复杂、检测成本较高、报告解读困难等局限性，
ｍＮＧＳ 不作为常规检测推荐。
１． ３． ３　 其他

目前，真菌核酸检测技术还有即时检验核酸、靶向

下一代测序技术等，这些技术在 ＩＦＩ 的检测中具有一

定的应用前景，但是关于核酸检测用于真菌感染快速

诊断的研究还未成熟，尚不能替代常规微生物学、血清

学和组织病理学检查［４０］。

２　 样本采集

临床微生物样本的正确采集与处理对检测结果非

常重要［４１］。 样本采集根据部位可以分为有菌部位和

无菌部位采集。 有菌部位样本的采集要尽量减少正常

菌群的干扰；无菌部位样本的采集一定要严格遵从无

菌操作，避免污染。 根据性状可以分为液体样本、脓液

黏液性样本和组织样本。 液体样本 ＞ １ ｍＬ 需离心后

使用，上清液适用于抗原抗体等检测项目，沉渣适用于

镜检培养等检测项目；带有脓液、黏液或血性状的样本

宜挑取有明显病变性质部分进行检测；组织样本收到

后需研磨或超声破碎处理后进行检测。
采集后的样本应尽快送至实验室，多数样本应在

２ ｈ 内送到，样本量小的应在 １５ ～ ３０ ｍｉｎ 内送到，不同

样本的保存、运送和注意事项有不同的要求［４１］。 内容

详见表 ５。
样本采集和预处理。 （１）全血 ／血清 ／血浆：采集

适量静脉血，根据检测项目使用全血或离心取血清 ／血
浆。 （２）脑脊液：严格无菌操作，尽可能多地收集脑脊

液，样本总量不能少于 １ ｍＬ，置于无菌容器中立即送
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检［４１］。 （３）呼吸道（咳出痰、抽出痰和肺泡灌洗液）。
咳出痰：采集前应交代患者刷牙漱口，戴义齿的患者应

摘掉，采集时用力咳出深部合格痰，尽可能采集晨痰。
抽出痰应由专业人员使用一次性无菌吸痰管推进气管

内抽吸采集， 置于无菌容器送检； 要求痰液量 ≥
０. ５ ｍＬ，操作时建议挑取含脓液、黏液、血液部分［４２］。
肺泡灌洗液：气管镜留取肺泡灌洗液样本（ ＞ ５ ｍＬ），
送至实验室后离心，取上清液（ ＞ ０. ５ ｍＬ）做抗原抗体

检查，沉渣做涂片或其他检测。 样本采集后应在 ２ ｈ
内尽快送到实验室。 （４）胸腔积液、腹腔积液、心包积

液、关节腔积液等无菌体液。 由专业人员无菌操作穿

刺采集胸腔积液、腹腔积液、心包积液、关节腔积液等

无菌体液 （ ＞ １ ｍＬ），置于无菌容器中立即送检。
（５）组织。 无菌操作采集伤口基底部的坏死组织 ＞
１ ｇ，置于无菌容器中，滴加几滴生理盐水防止干燥立

即送检；不能及时送检应室温保存［４３］。 （６）尿液。 采

集晨尿（中段尿）、耻骨上联合穿刺尿液或者导管尿液

３ ～ ４ ｍＬ，置于无菌容器中立即送检。 （７）皮肤、疱液、
鼻窦、眼部、皮屑、甲屑、毛发等。 采集样本时应先用打

湿的无菌拭子去除表面分泌物、脱落的皮屑等，再采集

病变处样本，置于无菌容器中立即送检。
疱液量大时可选择注射器采集；疱液量小，应先

消毒周围皮肤，尽可能多地收集疱液；鼻窦部应采集

组织或抽吸脓液；眼部应采集病变处分泌物；皮屑、
甲屑、毛发样本应尽可能采集病变处组织或病变边

缘位置。
说明：非无菌部位的样本建议涂片和培养同时检

测，无菌部位的样本建议同时送涂片、培养和相关抗原

抗体检查，无菌样本还可同时将 ３ ～ ５ ｍＬ 注入真菌培

养瓶培养。
表 ５　 不同类型的样本采集、储存和注意事项［４２ － ４３］

样本类型 采集量 保存温度及时间 注意事项

血清 ／血浆 静脉血 ４ ｍＬ ２ ～８ ℃，≤２４ ｈ
建议空腹时、静脉给药前或者病情进展时

采集样本

脑脊液 ≥１ ｍＬ
不可冷藏，１５ ｍｉｎ 内送检，延迟送检

应室温保存，≤２４ ｈ
腰穿采集时，建议用第 ２ 管做病原学检查；尽可

能多收集脑脊液，可以提升培养的阳性检出率

痰液 ≥０． ５ ｍＬ

肺泡灌洗液 ＞５ ｍＬ ２ ～８ ℃，≤２４ ｈ 避免被上呼吸道菌群污染

胸腔积液、腹腔积液、心包积液、关节腔积液等无菌体液 ＞１ ｍＬ ２ ～８ ℃，≤２４ ｈ 尽可能在抗菌药物使用前采集

组织 新鲜肉芽组织 ＞１ ｇ
应在 １５ ｍｉｎ 内送检，否则

应室温保存，≤２４ ｈ
尽可能在抗菌药物使用前采集

尿液 ３ ～ ４ ｍＬ ２ ～８ ℃，≤２４ ｈ
因存在着极大的污染可能，禁止从集尿袋中

采集样本［４１］；不应采集 ２４ ｈ 尿液

皮肤疱液、鼻窦、眼部、皮屑、甲屑、毛发等
尽可能采集病变处或

病变边缘位置
室温保存，≤２４ ｈ

由专业人员无菌操作采集，样本量少时，应避免拭

子采集，此时建议床旁完成样本收集和涂片等

３　 性能验证和质量控制

３． １　 性能验证

在临床应用前或任何严重影响检验程序分析性能

的情况发生后、检验程序重新启用前，实验室应对检验

程序进行独立性能验证。 验证检验程序的性能指标，
应与检验结果的预期用途相关。
３． １． １　 真菌形态学检查性能验证

染色方法：由本岗位人员进行菌株传代、菌落涂

片、染色和镜检，填写性能验证记录表，明确记录各种

染色方法的实际性能特点［４４］。 显微镜检查：由本岗位

人员进行涂片、染色、镜检及结果报告，由专人进行结

果统计，评价检测结果与留样（模拟）样品之间的符

合率［４４］。
３． １． ２　 免疫学定性项目检测

分析性能参数一般包括符合率、精密度 （重复

性）、检出限、临界值、抗干扰能力等。 实验室应根据

不同检验项目的预期用途，选择对检验结果质量影响

较大的参数进行验证［４５］。
３． １． ３　 免疫学定量项目检测

分析性能参数一般包括：正确度、线性区间和可报

告范围验证，精密度验证和抗干扰能力［４６］。 实验室应

根据不同检验项目的预期用途，选择对检验结果质量

有重要影响的参数进行验证。
３． １． ４　 分子检测项目

定性检测验证内容包括：符合率验证、检测限验证

和交叉反应。 定量检测的验证内容包括：正确度、精密

度、线性区间和定量限验证［４７］。
３． ２　 质量控制

３． ２． １　 室内质控

（１）形态学检查：使用中的染色剂，至少每周（若
检测频率小于每周 １ 次，则实验当日）用已知阳性和

阴性（适用时）的质控菌株检测［６］。 （２）免疫学检测。
定性项目：每检测日或分析批，应使用弱阳性和阴性质

控物进行质控［４５］。 定量项目：根据检测项目和质量规
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范要求，设计室内质量控制方法，质控规则应能检出随

机误差和系统误差［４６］。 （３）分子检测项目。 应制定室

内质量控制程序。 质量控制程序中应有针对核酸检测

防污染的具体措施。 实验室应充分利用所建立的质量

指标对分子检测质量进行监控。 质控规则应确保试验

的稳定性和检验结果的可靠性［４７］。
３． ２． ２　 能力验证

实验室应按要求参加相应的能力验证 ／室间质评。
应对“不满意”和“不合格”的能力验证 ／室间质评结果

进行分析并采取纠正和预防措施。 对没有开展能力验

证 ／室间质评的项目，应至少每 ６ 个月与其他实验室

（或其他试验方法）进行 １ 次性能比对评估试验［６］。
３． ２． ３　 人员比对

实验室应制定人员比对的程序，规定由多个人员

进行的手工检验项目比对的方法和判断标准，至少包

括显微镜检查、培养结果判读、结果报告，定期（至少

每 ６ 个月 １ 次）进行检验人员的结果比对、考核并记

录［６］。

４　 安全要求

根据《人间传染的病原微生物目录》生物安全级

别要求，结合本共识涉及的检测内容和方法，建议在保

证安全的前提下，对含有未知真菌活菌样本进行涂片、
显微镜直接镜检、免疫学实验、ＰＣＲ 核酸提取等初步

检测活动时，需要在二级或以上生物安全防护级别的

实验室进行。 血清学、免疫学实验及不需要人工提取

核酸的分子生物学检测可在一级或以上生物安全防护

级别的实验室进行。 一旦病原菌初步明确，应按病原

微生物的危害类别将其转移至相应生物安全级别的实

验室［４８ － ４９］。
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城市人民医院）、郭瑞娟（濮阳市人民医院）、胡冬梅（驻马店市

第一人民医院）、何全利（焦作市人民医院）、江涛（河南科技大

学第一附属医院）、贾向红（许昌市人民医院）、焦淑静（商丘市

第三人民医院）、孔俊峰（平顶山市第一人民医院）、李轶（河南

省人民医院）、李爱华（河南省胸科医院）、廖琳（郑州市第一人

民医院）、郎少磊 （三门峡市中心医院）、李德保（焦作市人民医

院）、李军民（焦作市人民医院）、孙声桃（河南省人民医院）、
单志萃（河南正清源生物科技有限公司）、武晓英（平顶山市第

二人民医院）、徐豪（郑州大学第三附属医院）、肖伟强（河南省

肿瘤医院）、杨坤（黄河水利委员会黄河中心医院）、闫忠（周口

市中医院）、严敏（信阳市罗山县人民医院）、朱立强（郑州大学
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