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念珠菌生物膜的检测及其耐药性分析
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【摘要】 目的探讨念珠菌生物膜形成对其耐药性的影响。方法选择临床分离的念珠菌30株，

用平板黏附法培养念珠菌的生物膜，并用结晶紫染色测量其吸光度定量，对照药敏结果分析两者相关

性。结果生物膜为阳性的菌株检出率为76．7％(23／30)。生物膜阳性菌对抗菌药物的耐药性均高于生

物膜阴性菌，且除两性霉素B外差异均具有统计学意义(P均<0．05)。结论形成生物膜的念珠菌对抗

菌药物有较强的耐药性
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The detection of bionlm in Ch月d豇细s and it’s drug resistance analysis
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【Abstract】 objective Tb investigate fhe correlation of bio“lm and the dmg resistance of C帆di如．
Methods 30 strains C伽dia!∞were selected from clinical．Mod讯ed Dlate culture method was used to establish

the C吼did砸biofilm．The results of crystal violet staining were measured bv microplate reader and the results of

drug resistance were analyzed．Results The detection rate of biofilm positive bacterium was 76．7％f23／30)．

The dmgresistance rates of biomm positive bacterium to antibacterials were all hi小erthan biofilm negtive bac—

terium and the diffbrencs all had statistical signincance except amphotericin B(P all<0．05)．Conclusion The

fbrmation of biofilm in C吼dido can decrease the an“bacterial activitv of an“bacterials．
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广谱抗生素、免疫抑制剂、抗肿瘤等药物的广泛

应用，以及介入性手术的开展，使酵母样真菌感染日

益增多，念珠菌被认为是引起院内感染的主要原因

之一。生物膜的特性决定了生物膜一旦形成，再杀灭

这种细菌会极为困难，也正是因为生物膜的存在，使

抗生素的疗效显著降低。目前，真菌生物膜逐渐成为

研究者关注的热点。本文对念珠菌的生物膜进行检

测并分析其与耐药性的关系，现报道如下。

1材料与方法

1．1 实验菌株 选择我院2008年4月至2008年

12月分离的念珠菌30株(包括白色念珠菌23株，

热带念珠菌2株，近平滑念珠菌3株，克柔念珠菌2

株，均经VITEK自动分析仪鉴定)，其中痰标本24

株，血标本4株，尿标本2株。白色念珠菌质控菌株

ATCC64548购自卫生部临床检验中心。

1．2培养基血平板、营养肉汤、96孑L培养板，均购

白天津金章科技发展有限公司。真菌IDS一96检测

药敏板购自珠海迪尔生物科技有限公司。

1．3仪器与试剂 结晶紫染液，应用浓度为1 g／L，

由辽宁东药生物科技有限公司提供。采用Model 680

型酶标仪，由北京元业伯乐科技发展有限公司提供。

1．4方法

1．4．1生物膜的培养将念珠菌转种沙氏平板，30

℃培养24 h，配成O．5 McFarland菌液，吸取200¨l

于96孑L培养板中，30℃培养24—48 h，弃去培养液，

换肉汤35℃培养48 h；以质控菌株ATCC64548为

阴性对照，同时做三份。

1．4．2结晶紫染色弃去肉汤，加200斗l无菌蒸馏

水洗1 min，弃去，每孔加入200“l结晶紫(浓度为l

g／L)反应5 min，无菌蒸馏水洗l min，晾干，加200

¨l 95％酒精，用酶标仪于490 nm波长读取吸光度值

4。A大于O．1(4为阴性对照均值的2倍以上)判为

阳性，即该菌形成了生物膜，A小于0．1为阴性，即

该菌没有形成生物膜。

1．4．3药物敏感试验挑取单个菌落制备1个麦氏

单位菌悬液，取100斗l加到真菌药敏培养液中，吸
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取100¨l加入测试板培养孔中，30℃湿盒内培养，

24—72 h判读结果，混浊为阳性，清亮为阴性。结果

判定(S：敏感；R：耐药；单位：m∥L)：两性霉素B(≤

1为S，≥4为R)，伊曲康唑(≤O．12为S，≥1为

R)，氟康唑(≤8为S，≥64为R)，5一氟胞嘧啶(≤

4为S，≥32为R)，伏立康唑(≤2为S，≥4为

R)。

1．5统计学处理采用SPSS 10．0软件进行统计学

分析。生物膜阳性与阴性菌株耐药性比较采用r检

验，P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1念珠菌生物膜检测结果 共检测了30株念珠

菌，生物膜为阳性的菌株23株，检出率为76．7％，生

物膜为阴性的菌株7株。

2．2 生物膜阳性菌株与阴性菌株的耐药性分析

生物膜阳性念珠菌对检测的抗菌药物的耐药率均高

于生物膜阴性菌株，经r检验，显示二者对除两性

霉素B以外其余四种抗菌药物耐药性差异均有统

计学意义(P均<0．05)，见表l。

表1生物膜阳性菌株与阴性菌株的耐药性分析【n(％)】

3讨论

目前，在免疫力低下人群抗感染治疗中，酵母样

真菌的耐药问题已成为亟待解决的问题。这一现象

可直接导致机会感染的增加以及全身性真菌感染。

抗生素抗性一般定义为：当适当抗生素治疗时仍然

发生持续性的进行性的感染。在接触药物前，微生物

就表现对药物抗性，通常称之为原发性抗性。而接触

药物后微生物发展成对药物抗性则称为继发性抗

性。本文研究的30份标本中，多以呼吸道标本为主，

痰标本>70％；在科室分布以呼吸科和ICU为主，造

成这一结果的原因主要是呼吸科和ICU的患者病

情重、病程长，机体免疫功能下降，抵抗力弱，且侵人

性治疗如气管插管、插导尿管等操作频繁，另外患者

长期使用广谱抗菌药物，造成菌群失调，也可导致念

珠菌继发性感染。

白色念珠菌生物膜耐药是其细菌本身的内在特

性。当白色念珠菌生物膜被破坏或重新悬浮后置于

抗真菌药物环境中，这些白色念珠菌细胞对抗真菌

药物耐药旧。生物膜相关微生物耐药机制包括：生物

膜细胞低生长率；细胞外基质(extracellular matrix，

ECM)生成后产生物理屏障，妨碍药物渗透人生物

膜；生物膜耐药相关基因的表达【3l。Baillie【lJ等比较了

不同生长率的白色念珠菌生物膜对两性霉素B的

敏感性，结果发现在各种生长率下，完整生物膜均对

两性霉素B高度耐药，作为对照的游离态白色念珠

菌则只在低生长率时对两性霉素B耐药。因此生长

率与白色念珠菌生物膜对两性霉素B耐药关系不

大，其仅与游离态白色念珠菌耐药性有关。在静止和

振荡条件下培养白色念珠菌生物膜，可使其ECM产

生量分别达到最高和最低。Baillie等【41发现白色念珠

菌生物膜在以上两种培养条件下，对抗真菌药物敏

感性没有差异，此结果表明，ECM产生的多少与白

色念珠菌生物膜耐药相关性不大，ECM不能形成防

止抗真菌药物扩散的屏障。然而失去ECM的重新悬

浮白色念珠菌生物膜细胞对两性霉素B的耐药性

下降20％，这表明ECM可能在生物膜耐药中起一

定的作用⋯。

白色念珠菌生物膜耐药还可能与某些基因的表

达有关。外排泵编码基因CDRl、CDR2和MDRl的

过度表达是游离态白色念珠菌对唑类药物耐药的重

要机制之一，他们的过度表达可将进入白色念珠菌

细胞内的药物泵出胞外【5’6】。Mukheriee等陋l构建了

CDRl、CDR2、MDRl双基因和三基因缺失株白色念

珠菌，观察以上三基因表达在白色念珠菌生物膜耐

药中的作用，结果发现双基因和三基因缺失株在生

物膜形成早期对氟康唑的敏感性较野生株生物膜高

(MIC值分别为64斗∥ml、16斗∥ml，野生株MIC值>

256斗g，m1)。但在培养12 h和48 h后，双基因和三

基因缺失株和野生株白色念珠菌生物膜均对氟康唑

耐药，这表明这些外排泵在生物膜形成的早期可能

参与了耐药，但在成熟期不参与耐药。另外，还有研

究引发现，一种编码白色念珠菌菌丝态细胞壁特异性

蛋白的基因HWPl在生物膜中表达下降。麦角固醇

水平在白色念珠菌生物膜形成的中期和成熟期与早

期相比有明显下降(P<0．01)。说明麦角固醇可能参

与了中期和成熟期生物膜耐药【21。

本文通过结晶紫染色观察A>0．1的阳性菌产

生生物膜对96孔板有黏附性，对两性霉素B、伊曲

康唑、氟康唑、5一氟胞嘧啶、伏立康唑耐药率较A<

0．1生物膜阴性菌的耐药率高，提示生物膜能使念珠

菌降低抗真菌药物的抑制作用。这与生物膜能使念
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