
度指数是反映其严重程度的客观评价指标。目前

ＢＡＳＤＡＩ是最常用于评价 ＡＳ患者疾病活动度的

指标。杜旭娜等［９］研究发现，即使在评价无外周关

节受累的ＡＳ病情活动度时ＢＡＳＤＡＩ仍是最有效

的评价工具。本研究中的 ＡＳ患者大多处于疾病

活动期，大多数ＡＳ患者病情比较严重。ＡＳ患者

ＨＬＡＢ２７基因表达量与 ＡＳ疾病活动有关，据此

可以推断ＨＬＡＢ２７基因表达量可作为ＡＳ病情活

动度评估的实验室指标，客观地反映ＡＳ患者病情

严重程度。

　　ＨＬＡＢ２７基因具有多态性，而且不同的基因

亚型在不同条件下与 ＡＳ遗传易感性不尽一致。

本研究发现，ＡＳ患者与 ＨＬＡＢ２７∶０４关联性最

强，其次为 ＨＬＡＢ２７∶０５，与相关文献研究相

似［８，１０］。我们对检测到的 ＨＬＡＢ２７阳性ＡＳ患者

中ＨＬＡＢ２７∶０４和ＨＬＡＢ２７∶０５两种亚型临床

表现等方面进行比较，发现差异均无统计学意义。

推测ＨＬＡＢ２７不同亚型在ＡＳ患者中的作用可能

与亚型之间的共有序列有着密切的关系，而 ＨＬＡ

Ｂ２７基因因碱基突变等导致的各个亚型与 ＡＳ的

临床特征或许没有直接的关系。实验中我们还检

测到２例 ＨＬＡＢ２７阴性的ＡＳ患者，提示其他易

感基因或者致病因素在 ＡＳ发病中起着一定的作

用。

　　综上所述，ＨＬＡＢ２７基因表达量与 ＡＳ疾病

活动指数存在相关性，联合 ＨＬＡＢ２７基因表达水

量及其亚型检测可能会为及早筛选、诊断ＡＳ并判

断疾病活动情况提供依据。
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念珠菌耐药机制研究进展
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摘　要：近年来念珠菌感染的流行病学发生改变，尽管白念珠菌仍是大多数医院引起侵袭性念珠菌病的主要病原体，但是
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非白念珠菌的感染比例有所增加。不同种念珠菌对不同药物的敏感性不同，耐药现象成为念珠菌感染治疗的主要问题，抗

菌药物常导致临床念珠菌感染治疗失败。了解念珠菌耐药机制对提高患者预后和加强感染控制十分重要。该文对念珠菌

的耐药机制做一综述。
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　　随着肿瘤、器官移植后接受免疫抑制剂治疗、ＨＩＶ感

染患者等高危人群的增加，近年来念珠菌感染率不断提高。

在美国，念珠菌是引起医院获得性血流感染第四位常见病

原菌［１］，在欧洲，念珠菌在院内血流感染分离菌中居前十

位［２］。侵袭性念珠菌病（ｉｎｖａｓｉｖｅｃａｎｄｉｄｉａｓｉｓ，ＩＣ）严重威胁

着医院和社区患者的生命健康，并且死亡率较高。白念珠

菌是引起ＩＣ的主要病原体，但近几年非白念珠菌感染比例

有所增加，而且非白念珠菌对抗真菌药物常表现为耐药或

不敏感。流行病学改变的原因之一是唑类药物的广泛使用

筛选出较不敏感的念珠菌。另外，中央静脉导管的使用、胃

肠道手术、糖皮质激素的使用、高龄等也是非白念珠菌感染

增加的原因。近期一篇综述系统分析了全世界念珠菌菌种

在血流感染中的分布，结果发现美国、欧洲北部和中部以白

念珠菌为主，亚洲、欧洲南部和北美洲以非白念珠菌为

主［３］。此外，除地理位置外，念珠菌分布也会受医疗条件、

抗生素使用等因素的影响。为了更好地了解念珠菌的耐药

机制以便提高患者预后和加强感染控制，我们回顾文献，对

念珠菌耐药机制研究进展综述如下。

１　微生物学耐药和临床耐药　微生物学耐药与临床耐药

既有联系又有区别。微生物学耐药是指通过体外试验发现

病原体对某种药物不敏感，与同种其它菌株比较区分是天

然耐药或获得性耐药；临床耐药是指在临床治疗过程中给

予足够剂量药物，然而真菌感染依旧持续。虽然微生物学

耐药能够引起临床耐药，但还受其他因素的影响，如免疫功

能受损、基础疾病、药物生物利用度降低、药物代谢增加等。

体外敏感的菌株也可能导致临床抗真菌治疗失败，可能是

药物在感染部位浓度不足，患者免疫力低下无法根除致病

菌［４］。

　　同样，体外药敏试验耐药也可能对临床治疗有效，可能

是患者自身免疫力能够清除致病菌，或者抗菌药物在感染

部位浓度较高，药物在感染部位协同作用等。念珠菌交叉

耐药也值得引起关注，唑类药物交叉耐药在白念珠菌、光滑

念珠菌、近平滑念珠菌、热带念珠菌中均有报道［５］。棘白菌

素类药物交叉耐药可见于白念珠菌、光滑念珠菌、近平滑念

珠菌、热带念珠菌、克柔念珠菌等［６］。尽管唑类和棘白菌素

类药物交叉耐药现象少见，但已有光滑念珠菌交叉耐药的

出现［５］。真菌体外药敏试验需要规范化，抗生素在人体内

作用复杂，微生物耐药性判断具有主观性，应用于临床时需

要衡量和判断。抗真菌药物长期、低剂量的预防和治疗是

真菌产生耐药性的重要原因。

２　抗真菌药物耐药检测方法　随着侵袭性真菌感染和抗

真菌药物的增多，准确、快速、重复性好的真菌药敏试验对

指导临床医生用药十分重要。与细菌类似，真菌耐药性也

是通过抑制真菌生长进行检测。常用的检测方法有纸片扩

散法、微量肉汤稀释法、Ｅｔｅｓｔ等。

２．１　酵母菌的纸片扩散法药敏试验只适用于念珠菌属　

所检测的药物也仅限于氟康唑、伏立康唑、卡泊芬净三种，

只能判断敏感、中介和耐药，不能定量。

２．２　微量肉汤稀释法　该法应用最广，包括实验室标准方

法和商品化方法，可获得最低抑菌浓度（ＭＩＣ）。然而，ＭＩＣ

值受到待测菌浓度、培养温度和时间、培养液ｐＨ、结果判

读等因素的影响。因此药敏试验标准化显得尤为重要，需

要大量连续重复试验制定 ＭＩＣ折点。临床和实验室标准

协会（ＣＬＳＩ）和欧洲委员会的药敏试验（ＥＵＣＡＳＴ）是目前

国际上应用最广的操作标准参考，均有良好的重现性并提

供质控方法。另外，ＥＵＣＡＳＴ和ＣＬＳＩ均提出临床药敏折

点（ＣＢＰｓ）和流行病学阈值（ＥＣＶｓ）的概念，折点解释需要

分析 ＭＩＣ的分布以及 ＭＩＣ和临床效力的关系，ＥＣＶｓ有助

于检测分子水平定义的敏感性降低的非野生株。在结果的

判定方面，除敏感、中介、耐药界值外，还有剂量依赖性敏感
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（ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔ，ＳＤＤ），它表示给予高于一般

给药剂量，且达到最大血药浓度时，临床有效；ＳＤＤ界值的

定义反映出抗真菌药物剂量和生物利用度的最大化对治疗

成功至关重要。ＣＬＳＩ和ＥＵＣＡＳＴ中的敏感、中介、剂量依

赖性敏感、耐药具有种特异性，依据 ＭＩＣ分布、药代动力

学、药效动力学、耐药机制、野生型和非野生型的区别和治

疗结局等进行判断。

目前也出现商业化肉汤稀释改良的方法，如 ＡＴＢ

ＦＵＮＧＵＳ，ＳｅｎｓｉｔｉｔｒｅＹｅａｓｔＯｎｅ检测念珠菌药物敏感性，与

参考方法具有较高相关性。

２．３　Ｅｔｅｓｔ法　该法结合了纸片扩散法及微量肉汤稀释法

的优点，操作简便。念珠菌Ｅｔｅｓｔ药敏检测原理与细菌类

似。根据不同种药物的杀菌机制不同，其判读方法也不相

同。两性霉素Ｂ的判读终点在生长被完全抑制处；氟胞嘧

啶的判读终点在９５％菌被抑制处；唑类药敏ＭＩＣ值判读在

８０％菌被抑制处。因此，Ｅｔｅｓｔ药敏结果的正确读取是

ＭＩＣ准确报告的前提。

２．４　新的检测技术　如 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ，流式细胞，Ｘ

碟，氧化铝多孔培养也应用到真菌耐药性检测中［７］。ｄｅ

Ｃａｒｏｌｉｓ等
［８，９］研究者利用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ仅需１５ｈ便可

检测真菌对棘白菌素的敏感性，仅需３ｈ就能区分卡泊芬

净耐药和敏感的白念珠菌，与传统方法相比更加快速、有

效；流式细胞技术是通过检测细胞荧光观察药物对真菌细

胞的活性影响来判断药物敏感性；Ｘ碟技术是快速、划算的

显色琼脂稀释法，可同时进行念珠菌的鉴定和氟康唑药敏

试验；多孔氧化铝培养法与显微镜相互结合可检测两性霉

素Ｂ、阿尼芬净、卡泊芬净、伊曲康唑和伏立康唑的敏感性。

此外分子生物学相关方法，如检测耐药基因判断念珠菌的

敏感性也引起广泛关注［１０］。有文献报道，二代测序技术能

够全面广泛地深度分析念珠菌基因组，检测与耐药相关的

基因突变，为检测念珠菌对棘白菌素和唑类药物耐药提供

了新的视角，将会成为探讨临床多重耐药菌株耐药机制的

新平台［１１］。

３　唑类药物的耐药性　唑类抗真菌药物是麦角固醇生物

合成的抑制剂，主要针对麦角固醇合成通路上的１４α羊毛

甾醇去甲基化酶，该酶将羊毛甾醇催化为麦角固醇，后者是

真菌细胞膜的重要组成部分。１４α羊毛甾醇去甲基化酶的

活性部位有一个血色素成分，唑类抗真菌药物通过游离氮

原子和血色素的铁原子结合，抑制１４α羊毛甾醇去甲基化

酶的催化活性，从而影响麦角固醇生成，破坏真菌细胞膜的

完整性，发挥抑制真菌生长繁殖的作用。唑类抗真菌药物

具有良好的生物利用度和可靠的安全性，是临床使用最多

的治疗念珠菌感染的药物，但由于其对念珠菌主要起抑菌

作用，因此在长期治疗和反复给药过程中易引起真菌耐药

性的产生。

ＣＬＳＩ和ＥＵＣＡＳＴ都有种特异性唑类药物的折点并且

定期进行更新。念珠菌中唑类药物耐药较常见。中国侵袭

性真菌监测网（ＣＨＩＦＮＥＴ）连续三年对四种，共１０７２株

非白念珠菌药物敏感性的研究表明近平滑念珠菌复合体中

对唑类药物的敏感率≥９７．５％。但是，在热带念珠菌株中，

１１．６％对氟康唑耐药，９．５％对伏立康唑耐药，７．１％对这两

种药物均耐药。光滑念珠菌中，１４．３％对氟康唑耐药，

１１．６％对氟康唑和伏立康唑交叉耐药。所有的克柔念珠菌

株对伏立康唑、泊沙康唑和伊曲康唑均敏感［１２］。其耐药机

制为：

３．１　外排泵基因过表达引起，导致１４α羊毛甾醇去甲基

化酶作用位点处药物浓度降低。外排泵由 ＡＴＰ结合盒

（ＡＢＣ）的ＣＤＲ基因和协助转运蛋白超家族（ＭＦＳ）泵的

ＭＤＲ基因编码，ＣＤＲ编码外排泵的菌株对大多数唑类药

物耐药，而 ＭＤＲ编码的菌株选择性的对氟康唑耐药
［１３］。

３．２　１４α羊毛甾醇去甲基化酶作用位点改变或上调，由基

因ＥＲＧ１１编码。克柔念珠菌对氟康唑天然耐药是由于氟

康唑对ＥＲＧ１１ｐ的亲和力降低。从患者体内分离出的耐药

念珠菌的胞内ＥＲＧ１１ｐ浓度较敏感菌株高，使得正常治疗

浓度无法抑制麦角固醇的合成。麦角固醇减少导致细胞膜

结构和功能改变从而抑制菌株生长。一些基因干扰与唑类

药物耐药有关。此外，ＥＲＧ１１突变与蛋白质三维结构改变

有关，引起去甲基酶和抗生素相互作用位点改变。其他基

因改变包括染色体复制、基因转换、有丝分裂重组等均与念

珠菌唑类药物耐药有关。

３．３　旁路效应。真菌暴露于唑类药物导致细胞膜麦角固

醇合成减少而其他有毒甾醇累积，影响细胞膜功能。一个

真菌细胞可有多种耐药机制共同存在，长期抗真菌治疗可

诱导耐药［１４］。

４　棘白菌素类的耐药性　美国感染病学会（ＩＤＳＡ）指南指

出棘白菌素类药物作为治疗中重度系统性念珠菌病的一线

药物。棘白菌素类药物属脂肽分子，能够非竞争性地抑制

β１，３Ｄ葡聚糖合成酶，后者是葡聚糖合成的必需酶，葡聚

糖是真菌细胞壁的基本结构。体外大多数念珠菌对棘白菌

素敏感，是临床治疗念珠菌血症的一线药物。近平滑念珠

菌的 ＭＩＣ值较其他念珠菌高，原因是ＦＫＳ１上的氨基酸天

然改变，ＦＫＳ１是一种葡聚糖合酶，为棘白菌素类药物作用

的靶点。但是，此现象与临床的相关性不大［１５］。药敏试验

体外检测的 ＭＩＣ值较高，可导致临床侵袭性真菌病患者治

疗失败［１６］。目前ＣＬＳＩ包括三种棘白菌素类药物（卡泊芬

净、米卡芬净、阿尼芬净），ＥＵＣＡＳＴ仅包括后两种。大多

数念珠菌对棘白菌素敏感，但已有临床耐药菌株的报

道［１７，１８］。其耐药机制为：

４．１　适应性应激反应　真菌细胞壁在真菌的生长和发展

中是一个动态变化的结构，对真菌的生存十分重要。棘白

菌素类药物能够改变细胞壁的完整性使胞内压力增加，真

菌对环境压力也有一定的适应性应激反应，可诱导细胞壁

几丁质增多，取代β１，３Ｄ葡聚糖，使 ＭＩＣ增高
［１９］。

４．２　获得性ｆｋｓ基因突变　ｆｋｓ基因编码葡聚糖合成催化

亚基，ｆｋｓ１和ｆｋｓ２位于高度保守区，突变常发生于这两个

基因的热点（ｈｏｔｓｐｏｔｓ，ＨＳｓ）上，引起蛋白质氨基酸替换，

导致葡聚糖合成敏感性降低，ＭＩＣ升高。ｆｋｓ突变是棘白

菌素治疗失败的独立因素，在临床治疗效果预测中检测ｆｋｓ

基因突变优于 ＭＩＣ
［２０］。

４．３　固有ｆｋｓ突变　主要见于近平滑念珠菌和季也蒙念

珠菌，葡聚糖合成下降较获得性耐药菌株幅度小［２１］。

５　氟胞嘧啶的耐药性　氟胞嘧啶主要与其他抗真菌药物

联合使用治疗隐球菌病和某些念珠菌病，通过嘌呤嘧啶通

透酶进入细胞，该酶主要由ＦＣＹ２基因编码。进入细胞后
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在ＦＣＹ１基因编码的胞嘧啶脱氨酶和ＦＵＲ１基因编码的转

磷酸核糖基酶的作用下转化为氟二氧嘧啶（ＦＵ）和氟脲糖

苷磷酸盐（ＦＵＭＰ）。ＦＵＭＰ进一步转化为氟尿苷三磷酸，

后者可代替尿苷酸参与真菌 ＲＮＡ的合成，进而干扰蛋白

质的合成。氟胞嘧啶的耐药机制主要由ＦＣＹ２，ＦＣＹ１和

ＦＵＲ１基因突变导致药物摄入受阻，难以在胞内转化发挥

作用。这些基因突变在白念珠菌和葡萄牙念珠菌均有发

现［２２］。

６　两性霉素Ｂ的耐药性　已有研究发现，两性霉素Ｂ药

敏试验参考方法存在纰漏，有一定的局限性，ＲＰＭＩ培养液

只有３个或４个药物倍比稀释浓度，较窄区间难以判断敏

感或耐药菌株［２３］。目前应用广泛的是流行病学阈值

（ＥＣＶｓ）判断野生型或非野生型
［２４］。念珠菌对两性霉素Ｂ

的敏感性较高，ＣＨＩＦＮＥＴ连续三年对四种，共１０７２株非

白念珠菌药物敏感性的研究表明念株菌属对两性霉素Ｂ

的敏感性＞９９．３％
［１２］。

　　由于耐药菌株很少，相关耐药机制研究也较少。有研

究发现其耐药性与突变导致细胞膜麦角固醇合成减少和磷

脂水平组成紊乱有关，突变基因包括ＥＲＧ２，ＥＲＧ３，ＥＲＧ５，

ＥＲＧ６和ＥＲＧ１１。此外，多烯诱导真菌细胞产生氧化压力

使耐药菌株抗氧化酶活性增高，自由基生成量改变［２５］。目

前还没有可靠的分子生物学方法检测两性霉素Ｂ的耐药

性。有麦角固醇定量检测或测定自由基的含量及催化活性

的相关报道，但这些方法目前均未标准化。因此，分子检测

不是预防和控制两性霉素Ｂ耐药的最佳选择，ＭＩＣ法较分

子方法检测两性霉素Ｂ耐药性更加实用。

７　生物膜　研究表明，念珠菌可以在体内植入的人工器官

或导管等惰性物质或其它生物表面形成黏滑的膜，它是一

种由基底芽生孢子层、菌丝成分和细胞外多聚基质三部分

组成的结构群体，称为生物膜（ｂｉｏｆｉｌｍ）。生物被膜可在惰

性物质表面形成，故经常污染医学设备、引起慢性阴道感染

以及在免疫功能低下的人群中导致系统性感染。白念珠菌

生物膜形成生长的一个较严重后果是对临床一些常用抗真

菌感染药物产生高度耐药性。有研究报道，白念珠菌形成

生物被膜后对氟康唑的敏感性下降几百倍，对两性霉素Ｂ

的敏感性下降几十倍。生物膜耐药是导致临床上许多系统

性、反复性感染的重要原因［２６］。

８　临床对抗真菌药物耐药性的影响　抗真菌药物耐药性

与 ＭＩＣ增高有关，后者与临床感染治疗失败、费用昂贵等

有关。Ｐｆａｌｌｅｒ等
［２７］研究者曾报道用氟康唑、伏立康唑治疗

感染敏感菌株患者的临床结局远远优于耐药菌株感染患

者，棘白菌素类药物治疗感染时也有此现象。真菌耐药性

导致高危患者预防性使用抗真菌药物。除了高致病率和致

死率外，侵袭性念珠菌感染与高昂的医疗费用和住院时间

延长有关，同时关系到相关医疗策略，如个体化治疗，结合

患者的实际情况选择合适的药物；系统性的策略如预防用

药、耐药监测都可引起真菌药敏试验模式的改变和抗真菌

药物指南的制定。

９　念珠菌耐药的流行病学　全球性大型监测项目提供了

大量医院和实验室重要的耐药现状相关数据。ＡＲＴＥＭＩＳ

ＤＩＳＫ全球抗真菌检测研究是其中最大、最早的监测项目

之一，采用ＣＬＳＩ纸片扩散法分析不同念珠菌对氟康唑和

伏立康唑的敏感性。在Ｐｆａｌｌｅｒ等
［２８］研究者最近的一篇文

章中显示９０．２％的念珠菌对氟康唑敏感，１３／３１种念珠菌

敏感性降低，伏立康唑耐药率＜５％，１／３对氟康唑耐药的

菌株对伏立康唑敏感。ＳＥＮＴＲＹ抗菌监测项目近期报道

中，光滑念珠菌对氟康唑的耐药率达到８．８％，对棘白菌素

的敏感性降低，而且出现交叉耐药［２７］，值得引起关注。

１０　结论　表型检测念珠菌耐药性是一种可靠的方法，按

照参考方法测定 ＭＩＣ是检测临床菌株耐药性的金标准。

分子水平耐药性研究也广受关注，其对临床实验室有一定

的意义，但缺乏标准化，有必要进行包括第三方确认和重复

性评估的多中心研究。念珠菌耐药性研究有助于指导临床

用药，有效控制感染。在不久的将来，新的自动化和大规模

测序技术可能会改变抗生素敏感性检测流程，为念珠菌耐

药机制研究提供新的思路。
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