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本发明公开了一种能够标记真菌的免疫显

色试剂，包括水、盐、结合蛋白、特异性抗体，荧光

素、促溶剂以及背景复染剂。本发明产品通过优

化配方，能够实现一步法快速染色，并且缩短了

染色时间，临床使用更加方便、快捷，大大提高真

菌的检测效率。

权利要求书1页  说明书4页  附图1页

CN 108663509 A

2018.10.16

CN
 1
08
66
35
09
 A



1.一种标记真菌的免疫显色试剂，其特征在于包括水、盐、结合蛋白、特异性抗体、荧光

素、促溶剂以及背景复染剂。所述盐为无机盐，所述结合蛋白为有特异结合能力的蛋白，所

述抗体为羊抗兔多克隆抗体，所述荧光素为二苯乙烯类型荧光增白剂，所述促溶剂为水溶

性有机溶剂。

2.如权利要求1所述的标记真菌的免疫显色试剂，其特征在于所述荧光素为双三嗪氨

基二苯乙烯类型荧光增白剂。

3.如权利要求1所述的标记真菌的免疫显色试剂，其特征在于所述盐为氯化钾或氯化

钠。

4.如权利要求1所述的标记真菌的免疫显色试剂，其特征在于所述结合蛋白为β-D-葡

聚糖结合蛋白。

5.如权利要求1所述的标记真菌的免疫显色试剂，其特征在于所述抗体为抗β-D-葡聚

糖结合蛋白的多克隆抗体。

6.如权利要求1所述的标记真菌的免疫显色试剂，其特征在于所述背景复染剂选自溴

酚蓝、百里酚蓝，溴甲酚蓝、溴百里酚蓝、台酚蓝、伊文思蓝中的一种或几种。

7.如权利要求1所述的标记真菌的免疫显色试剂，其特征在于所述促溶剂为二甲基亚

砜。

8.如权利要求1所述的标记真菌的免疫显色试剂，其特征在于包括水、β-D-葡聚糖结合

蛋白、羊抗兔多克隆抗体、氯化钾、荧光素、伊文思蓝和二甲基亚砜。

9.如权利要求1-6任一项所述的标记真菌的免疫显色试剂，其特征在于还包括保湿剂。

10.如权利要求7所述的标记真菌的免疫显色试剂，其特征在于所述保湿剂选自甘油，

丙二醇，丁二醇中的一种或几种。
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一种标记真菌的免疫显色试剂

技术领域

[0001] 本发明属于生物医学诊断技术领域，具体涉及一种标记真菌的免疫显色试剂。

背景技术

[0002] 真菌广泛分布于自然界，绝大多数对人类无害甚至有益，但其中400余种可引起人

类疾病，亦即为我们所称致病性真菌。致病真菌可分为皮肤癣菌、酵母菌和霉菌。真菌引起

的疾病称为真菌病，临床上真菌病可分为浅部真菌病和深部真菌病或系统性真菌病。浅部

真菌病由只侵犯人体皮肤、毛发和甲等浅表组织的真菌引起。在我国90％以上的真菌病属

于浅部真菌病。引起系统性真菌病的病原真菌包括组织胞浆菌、芽生菌、球孢子菌和副球孢

子菌，这些都是双相真菌，在自然界中以霉菌形态菌如隐球菌属、念珠菌属、曲霉属等均可

致严重的系统感染。

[0003] 随着器官移植的大量开展及免疫抑制剂、肿瘤患者化疗药物的广泛使用，糖皮质

类固醇激素的长期使用，体腔内有创检查的大量开展，人口老龄化和糖尿病等慢性疾病患

者的增多，真菌病的发病率和死亡率在逐年增加，对人类健康的危害日趋严重。然而，作为

条件致病真菌及大自然中原本认为不致病的真菌种类，近年发现在逐年上升，由于对很多

真菌感染的微生物学特性了解甚少，因而出现临床诊治的困难，加之真菌感染的临床表现

多种多样，故通常会出现临床的误诊漏诊，导致患者病情迁延甚至危及生命。面对这种现

状，如何真菌病的诊断水平已成为国内外临床工作者们共同关心的热点问题，解决这一问

题的关键在于提高实验室的真菌鉴定水平。尽管分子生物学等非培养技术的迅猛发展，目

前仍缺乏早期快速的诊断方法，这些都给真菌病的预防和诊治带来挑战。因此，逐步开展临

床致病真菌检测的研究对于临床上致病真菌的快速诊断及早期针对性的用药具有深刻的

指导意义。

临床常见的用于真菌检测的方法包括镜检法、培养法和组织病理学方法等。

[0004] 1.直接镜检法：直接涂片镜检是一种常用、简便而迅速的真菌检测方法，对真菌感

染的诊断具有重要意义。直接涂片镜检是将所取标本直接置于玻片上，用染色或加10％KOH

溶液，在光镜下检查。但是真菌与组织细胞之间的反差不大，鉴别真菌非常困难，还需要进

一步培养鉴定。另外，直接镜检阴性也不能排除真菌感染的可能性。

[0005] 2.分离培养方法：从临床标本中对致病菌进行培养，目的在于从临床标本中分离

真菌，以确定是否有真菌感染，特别是在直接镜检为阴性时。从疑似患者身上采集的标本可

以直接接种在培养基上。一般培养超过2周仍无真菌生长，可报告阴性。培养法虽然检测结

果准确性高，但由于真菌生长缓慢，培养常需要数天甚至数周才有结果，常会延误患者病

情。

[0006] 3.组织病理学检查：真菌病的组织病理检查与直接镜检法和培养法同样具有相当

重要的价值，尤其对于深部真菌病的诊断意义更大。通过病理组织的检查可确立感染的存

在，排除真菌学检查中出现的污染等现象，PAS染色、嗜银染色、黏蛋白卡红染色及阿尔辛蓝

染色等可有助于组织中真菌的检测。然而，组织病理学染色只能确定部分真菌种属，适用范
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围受到限制。

[0007] 4.化学发光法：通过使用化学荧光增白剂，与组织样品的β-多糖物质相结合，如纤

维素、几丁质等。在荧光显微镜的紫外激发光下呈现荧光。该方法操作简单，敏感度高，但特

异性差，非真菌物质也能着色，如植物纤维等。且背景杂光多。

发明内容

[0008] 本发明针对现有技术不足，研发出一种单剂型的真菌免疫显色试剂。本发明产品

稳定性好，只需一步操作即可完成染色，临床使用更加方便、快捷，大大提高真菌的检测效

率。

[0009] 本发明具体技术方案如下：

一种标记真菌的免疫显色试剂，包括水、盐、结合蛋白、抗体、荧光素、促溶剂以及背景

复染剂。

[0010] 本发明所述标记真菌的免疫显色试剂还可以进一步包括保湿剂。

[0011] 本发明所述荧光增白剂选自选二苯乙烯类型荧光增白剂，优选双三嗪氨基二苯乙

烯类型荧光增白剂，更优选荧光增白剂28。优选荧光增白剂的浓度为0.1％-5％(W/V)。

[0012] 荧光增白剂28结构如下所示：

[0013] 本发明所述盐为无机盐，优选氯化钾或氯化钠。优选碱的浓度为0.5％-1.0％(W/

V)，更优选0.9％(W/V)。

[0014] 本发明所述结合蛋白为特异性结合蛋白，优选β-D-葡聚糖结合蛋白，优选浓度为

0.01％-0.08％(W/V)。

[0015] 本发明所述抗体为抗β-D-葡聚糖结合蛋白的抗体，优选羊抗兔多克隆抗体，优选

浓度为0.01％-0.1％(W/V)。

[0016] 本发明所述背景复染剂为实验室常规使用的染料，优选酚蓝类染料或蓝色偶氮类

染料，更优选溴酚蓝、百里酚蓝，溴甲酚蓝、溴百里酚蓝、台酚蓝、伊文思蓝中的一种或几种，

优选背景染料的浓度为0.1％-3％(W/V)。

[0017] 本发明所述促溶剂选自水溶性有机溶剂，优选二甲基亚砜。促溶剂的作用是染料

的溶解度和稳定性。优选促溶剂的浓度为25-30％(V/V)。

[0018] 本发明所述保湿剂选自甘油，丙二醇，丁二醇中的一种或几种，优选甘油。保护剂

的作用是增加免疫显色试剂溶液整体保湿度以及折光度，提高反差，从而使得染色更为清

晰。优选保护剂的浓度为10-20％(V/V)。

[0019] 本发明将盐、结合蛋白、荧光素、促溶剂以及背景复染剂混合配制，通过添加促溶
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剂、保湿剂，使得染色溶液能够长期稳定放置，使原本需要多步操作的检测方法能够实现快

速一步染色，并且缩短了染色时间。临床使用更加方便、快捷，大大提高真菌的检测效率。

附图说明

[0020] 图1为本发明试剂1、试剂2、试剂3的皮屑标本的染色结果(a为试剂1的染色结果，b

为试剂2的染色结果，c为试剂3的染色结果)。

[0021] 图2为本发明试剂1、试剂2、试剂3的白带标本的染色结果(a为试剂1的染色结果，b

为试剂2的染色结果，c为试剂3的染色结果)。

[0022] 图3为本发明试剂1、试剂2、试剂3的组织切片的染色结果(a为试剂1的染色结果，b

为试剂2的染色结果，c为试剂3的染色结果)。

具体实施方案

[0023] 以下通过实施例说明本发明的具体步骤，但不受实施例限制。

[0024] 在本发明中所使用的术语，除非另有说明，一般具有本领域普通技术人员通常理

解的含义。

[0025] 下面结合具体实施例并参照数据进一步详细描述本发明。应理解这些实施例只是

为了举例说明本发明，而非以任何方式限制本发明的范围。

[0026] 在以下实施例中，未详细描述的各种过程和方法是本领域中公知的常规方法。

[0027] 实施例1 真菌免疫显色试剂的配制

试剂1：将荧光增白剂28溶于浓度为1.0％(W/V)氯化钾的溶液中，溶解充分，使荧光增

白剂染料的浓度为0.2％(W/V)，加入伊文思蓝染料和二甲基亚砜，伊文思蓝染料的浓度为

0.2％(W/V)，二甲基亚砜浓度为20％(V/V)。

[0028] 试剂2：

将荧光增白剂28溶于浓度为1.0％(W/V)氯化钾的溶液中，溶解充分，使荧光增白剂28

的浓度为0.2％(W/V)，加入伊文思蓝染料、二甲基亚砜和甘油，使伊文思蓝染料的浓度为

1％(W/V)，二甲基亚砜浓度为20％(V/V)，甘油浓度为25％(V/V)。

[0029] 试剂3：

将荧光增白剂28溶于浓度为1.0％(W/V)氯化钾的溶液中，溶解充分，使荧光增白剂28

的浓度为0.2％(W/V)，加入伊文思蓝染料、二甲基亚砜、甘油和β-D-葡聚糖结合蛋白，羊抗

兔多克隆抗体，使伊文思蓝染料的浓度为1％(W/V)，二甲基亚砜浓度为20％(V/V)，甘油浓

度为25％(V/V)，β-D-葡聚糖结合蛋白浓度为0.05％(W/V)，羊抗兔多克隆抗体的浓度为

0.01％(W/V)。

[0030] 实施例2 皮屑标本的染色

选取3份真菌感染的皮屑标本，分别放置于载玻片上，分别用试剂1，2，3进行染色染色2

分钟，加上盖玻片，将多余的染料用纸吸掉，而后在荧光显微镜下观察。用340nm-380nm的紫

外光激活，真菌将显示出蓝色或蓝绿色。结果显示所有的试剂都能将皮屑标本中的真菌染

色。但试剂1效果最差，且显色时间短，而试剂3效果最好，且显色时间长。

[0031] 表1

  试剂1 试剂2 试剂3
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染色效果 差 较差 好

显色时间 短 较长 长

[0032] 实施例3白带标本的染色

选取3份真菌感染的白带标本，用棉签分别涂于载玻片上，分别用试剂1，2，3进行染色

染色2分钟，加上盖玻片，在荧光显微镜下观察。用340nm-380nm的紫外光激活，真菌将显示

出蓝色或蓝绿色。结果显示所有的试剂都能将白带标本中的真菌染色。但试剂1效果最差，

且显色时间短，而试剂3效果最好，且显色时间长。

[0033] 表2

  试剂1 试剂2 试剂3

染色效果 差 较差 好

显色时间 短 较长 长

[0034] 实施例4切片标本的染色

选取三份石蜡包埋的切片标本，脱蜡后分别用试剂1、2、3进行染色，室温放置2分钟，加

上盖玻片，在荧光显微镜下观察。用340nm-380nm的紫外光激活，真菌将显示出蓝色或蓝绿

色。结果显示所有的试剂都能将切片标本中的真菌染色。但试剂1效果最差，且显色时间短，

而试剂3效果最好，且显色时间长。

[0035] 表3

  试剂1 试剂2 试剂3

染色效果 差 较差 好

显色时间 短 较长 长

[0036] 实施例5溶液稳定性考察

将试剂1的A液和B液的进行混合。将试剂1的混合液和试剂2，试剂3放置于室温6个月，

然后对皮屑进行染色。从染色效果判断试剂的稳定性。结果如表3所示。

[0037] 表3

   试剂1 试剂2 试剂3

染色效果 差 较好 好

沉淀 无 无 无

外观颜色 不变 不变 不变

[0038] 结果表明，室温放置放置6个月后，试剂1、试剂2、试剂3外观颜色均不变，无沉淀结

晶现象，试剂能保持稳定。试剂1染色效果最差，而试剂3效果最好。
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图3
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