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荧光染色法在真菌镜检中的应用研究
王晓霞
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[摘　要]目的：探究分析荧光染色分析方式在真菌镜检中的实际应用效果。方法：从我院2019年7月--2019年12月之间收

治的相关患者中选出180例作为研究对象，共提取到标本数180份。在对标本直接进行涂片处理后，然后分别利用10%KOH湿片、

荧光染色方式镜检，并且将标本接种到沙保罗培养基中展开真菌培养工作。利用上述三种方式进行检测，若是任有一种检测方

式的检测结果是阳性，则都可以将这一标本视为真菌检测阳性，同时借助于这一概念分别统计三种检测方式的检出率、灵敏

度等情况，并使用卡方检验方式对三种方式检测结果展开评析比较。结果：针对上述标本分别使用荧光染色法、KOH湿片法和

真菌培养鉴定法进行检测，分析其各自对应的检出率差异性，两两比较，差距都较为明显（P＜0.05）。另外从灵敏度、阴性

预测值等角度分析，三者之间的差距也是比较显著的（P＜0.05）。结论：在真菌检测领域，应用荧光染色法开展标本检测工

作，则可以展现出较为突出的优势，具有较高的推广价值。
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近年来，由于癌症、艾滋病等疾病导致免疫功能下降的

患者的数量大幅增加，再加上免疫抑制剂及其广谱抗菌药的

长期应用，真菌感染发生率呈明显上升态势。IFD是感染性疾

病致死的关键原因所在[1]。真菌感染的快速检测有助于在临

床方面率先展开抗真菌治疗工作，对于减少死亡率来讲，显

得十分关键。目前，多数实验室仍常规使用KOH湿片法开展相

关的镜检工作，但是由于真菌孢子和菌丝均难以着色，和背

景颜色混杂在一起也无法高效辨别，检出率低下。近年来，

荧光染色法在真菌染色镜检中的使用频率日益普遍，特别是

在浅部真菌病检查中的应用较多[2]，但针对深部真菌感染标

本的镜检研究资料较少。因此我们将采用与KOH湿片法对比的

方式，评估荧光染色法的临床应用价值，现报告结果如下。

1 资料与方法

1.1一般资料

本次实验期间，从我院2019年7月--2019年12月之间接

收的患者中选出180例作为研究对象展开探究工作。这些患者

均为疑似深部真菌感染患者，提取患者标本，共计180份，标

本类型有所差异，主要包括痰液、咽拭子、皮屑、甲屑、尿

液、深部伤口拭子等。

1.2仪器与试剂

荧光显微镜和CX41普通光学显微镜，MALDI-TOFMS鉴定

仪，沙保罗培养基，10%KOH，真菌荧光染色液。

1.3方法

在标本采集工作结束后，需要利用三种检测方式对标本

进行有关操作，质控菌株为白色念珠菌ATCC90028。

1.3.1真菌培养鉴定

在利用这一方式检测标本时，需要利用三区划线的方

式，将对应的标本接种在沙保罗培养基内，温度条件控制在

28℃左右，培养时间为两到三个星期。每天对标本的变化情

况进行观察记录，在发现真菌培养箱中培养出菌落之后，在

借助专业鉴定仪器对菌种展开鉴定，若是经过鉴定确定为真

菌，则将培养结果记录为阳性。

1.3.2KOH湿片法镜检

将一份检验标本放置于载玻片中心位置，滴一滴10%KOH

溶液，之后覆盖盖玻片，并将气泡去除，应用酒精灯进行微

加热处理后，将溢出溶液用棉签拭去，然后应用普通光学显

微镜进行观察。

1.3.3真菌荧光染色镜检

在标本涂片操作后，加入一滴真菌染色荧光剂，然后在

其上部覆盖盖玻片，将多余的染色剂擦拭干净，并将标本放

在荧光显微镜下进行观察。若是发现真菌孢子、真假菌丝等

有绿色荧光，则视为检测结果为阳性。

1.4判断标准

由于真菌培养方式可能存在遗漏的情况，所以本次实验

探究中并没有将这一方式所获得的检测结果视作金标准，而

是将三种方式的检测结果进行综合整理，只要一种方式检测

出真菌，则视为该标本有真菌存在，并将其视作是真阳性。

若是三种方式都没有检测出标本中存在真菌，则视为实测阴

性。

1.5统计学处理

利用SPSS23.0软件处理实验数据。

2 结果

2.1三种方法的真菌检出率比较

根据实验相关数据进行测算，KOH湿片法、荧光染

色法和真菌培养鉴定法各自对应的检出率水平为11.11%

（20/180）、53.33%（96/180）、43.33%（78/180）。

从三种方式的检出率的比较情况来看，差异十分显著（P

＜0.05）。

2.2三种方法的灵敏度和阴性预测值比较

通过下表的计算可知，KOH湿片法、荧光染色法和真菌

培养鉴定法各自对应的灵敏度为18.18%、87.27%、70.91%，

此外，三种方式各自对应的阴性预测值为43.75%、83.33%、

68.63%。

表1 三种方式灵敏度对比

方法 真阳性 假阴性 实测阳性 灵敏度

KOH湿片法 20 90 110 18.18%

荧光染色法 96 14 110 87.27%

真菌培养鉴定法 78 32 110 70.91%
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3 讨论

实验室检查是分析真菌感染诊断过程中需要重点参考的

黄金标准，真菌培养法的好处就是可以用来展开菌种鉴定工

作或进行药敏实验，这样对于临床药物的选择性有一定指导

的作用，能精确识别菌株，更有利于疾病反复发作的患者，

而开展药敏实验也有助于医师更好地给病人选用治疗药品，

从而减少疾病复发率，并促使病人迅速痊愈。不过弊端也同

样显而易见，比如真菌培养基制备过程复杂，容易受到各种

因素的污染以及真菌繁殖速度较慢，常需要几天或者几周才

会有成果。倘若标本真菌活力不够强，还会造成培养阳性比

例减少的情况发生，甚至出现假阴性结果，不利于对病情的

早期判断与处理[3-4]。若是不考虑污染的情况下，不管是染色

镜检又或者是真菌培养，只要可以获得阳性检测结果，便可

以达到明确诊断的目的。和真菌培养鉴定的方式进行对比，

染色镜检的操作简便性更为突出，能够以较快的速度获取到

相关检测结果，这对于临床治疗工作的帮助很大。

对于真菌镜检而言，其所涉及的检查方式较多，结合对

实验室检查的现状调查加以分析，目前KOH湿片法多会在深

部真菌感染涂片的处理中广泛应用，KOH湿片法制作方法简

单便捷，成本低廉，不需要特殊的仪器设备，但非常依赖于

检验人员的经验与技术水平，且由于标本中常含有各种杂质

导致视野背景较杂乱，影响真菌的检出，其中甲屑标本最为

明显，KOH湿片法短时间无法溶解标本中的杂质，一定程度

上干扰了真菌检出，导致阳性率不高[5]。荧光染色法在浅部

标本与深部标本的检测中，与KOH湿片法比较具有较大的优

势，KOH湿片法因片中杂质多，背景杂乱，标本中的散在菌丝

或孢子难以寻找辨认，存在着主观判断的误差，易漏检的局

限性，而使用荧光染色能快速有效的找到标本中的菌丝或孢

子，并且结构清晰，明显地提高了标本的阳性率。

近年来，应用越来越广泛的荧光染色方式在真菌镜检中

展现出了较为显著的优势。该方式借助于荧光素标记物，使

得其可以和真菌细胞壁上的相关物质加以结合，进而便会产

生荧光复合物。虽然角蛋白等难以着色，但是利用特定的荧

光显微镜，在其所具备的激发光波段的照射处理下，菌丝、

孢子等都会发生变色反应，可以清楚地观察到其散发着亮蓝

色荧光，菌素、孢子等所散发出的光与观察背景之间的对比

十分鲜明，反差强烈，观察者可以清楚地观测到真菌的形态

特征，这对于提升检出率有着非常明显的效果。经过有关研

究验证可知，该方法可以针对现如今已有的所有致病真菌展

开直接性地涂片检测。针对在显微镜下观察到的真菌的形态

特征，还能够对真菌类别展开提示性地诊断，十分具有参考

价值。这一检验方法的操作步骤较为简单，可以节省不少检

测时间，甚至可以在数十秒内完成相关检测，即便检验操作

人员并不具备丰富的实践经验，也能够充分掌握这一检查方

式的操作要点，顺利完成检测。

因为利用KOH湿片法开展真菌镜检工作，该方法所表现

出的观察能力以及检测效果都比较差，所以在此次探究中，

我们重点针对荧光染色法在真菌镜检中的相关应用情况进行

了论述分析，并在此过程中，将10%KOH湿片法的应用情况与

真菌培养法的应用情况视为对比项，以便于更好地获得荧光

染色法的作用实效性。实验探究期间，主要对比指标有真菌

检出率、灵敏度、阴性预测值等。实验探究期间，无论是哪

一方式测得标本呈阳性，都一律认定为其就是阳性，在这一

标准要求下，统计三种检测方式的相关指标水平。首先，先

从以上三种方法的检出率水平展开分析，此次涉及的标本数

量为180份，利用荧光染色法进行检查，所得到的真菌检出率

为53.33%（96/180）；利用KOH湿片法进行检查，所得到的

真菌检出率为11.11%（20/180）；利用真菌培养鉴定法进行

检查，所得到的真菌检出率为43.33%（78/180），从这一角

度分析，荧光染色法的检出率明显更高（P＜0.05）。其次，

从三种方法的敏感性角度加以分析，KOH湿片法、荧光染色

法和真菌培养鉴定法各自对应的灵敏度为18.18%、87.27%、

70.91%，此外，三种方式各自对应的阴性预测值为43.75%、

83.33%、68.63%，对比差异明显（P＜0.05）。在实验中部分

临床标本真菌培养结果为阴性，而在荧光染色法镜下发现了

真菌组织结构，导致这一情况出现的原因可能是部分类别的

真菌对营养要求较为严格，若是无法达到相应的要求，则难

以在体外正常生长，或者在临床使用抗真菌药物之后，使其

呈现失活的状态，从而会造成培养结果为阴性，采用荧光染

色法就能够避免发生这些现象，从而大大地提高了真菌检测

的敏感性。

综上所述，本研究共评估了三种真菌检验方式的检出能

力，从镜下观测结果来说，荧光染色法对比度较好，具备了

良好的生物识别能力；从检出率、灵敏度，以及对阴性预测

值三个评估指标来分析，荧光染色法的表现均好于KOH湿片

法；从操作的角度看，荧光染色法检测更为迅速、简单。所

以，荧光染色法在真菌镜检中的作用十分突出，值得在临床

领域不断研究与推广。
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