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Abstract
AIM: To establish a specific-pathogen-free 
(SPF) BALB/c mouse model of Candida albicans 
gastrointestinal colonization following antibiotic 
treatment.

METHODS: Female SPF BALB/c mice were 
treated for 5 days (120 h) with ceftriaxone ad 
libitum in drinking water, followed by a single 
oral gavage of 107CFU (50 µL) C. albicans. The 
gastrointestinal microbiota of mouse model was 
analyzed by plate counts and 16S rDNA-based 
polymerase chain reaction-denaturing gradient 
gel electrophoresis (PCR-DGGE) technique.

RESULTS: The culturable anaerobic and en-
teric bacterial levels were reduced significantly 
by 99.99% at day 5 of antibiotic treatment (an-
aerobe: 8.53 ± 0.31 Log10CFU/g vs 4.18 ± 0.90 
Log10CFU/g, P < 0.01; enteric bacteria: 3.67 ± 0.14 
Log10CFU/g vs 0, P < 0.01). DGGE profile clearly 

indicated that the bacterial diversity of the gut 
microbiota was obviously decreased (from 27-32 
bands to 2-7 bands). A single oral gavage of 
107CFU C. albicans resulted in C. albicans deposi-
tion in stomach, small intestine, cecum and large 
intestine of antibiotic-treated mice at day 2 post-
antibiotic treatment (4.44 ± 0.02 Log10CFU/tis-
sue, 5.05 ± 0.19 Log10CFU/tissue, 5.62 ± 0.06 
Log10CFU/tissue and 4.95 ± 0.14 Log10CFU/tis-
sue, respectively), and 4.01 ± 0.06 Log10CFU/g 
C. albicans colonization in gastrointestinal tract 
of antibiotic-treated mice at day 7 post-antibiotic 
treatment. The enteric bacterial levels of the gut 
mcirobiota of mice model was 10- to 100-fold-
higher as compared with those in the mice un-
treated and antibiotic-treated only at day 7 post-
antibiotic treatment (3.65 ± 0.16 Log10CFU/g, 3.21 
± 0.18 Log10CFU/g vs 5.42 ± 0.33 Log10CFU/g, 
P < 0.05). The analysis of DGGE profile showed 
that the bacterial diversity of mice model was 
lower (antibiotic + Candida/22-24 bands, Con-
trol/28-34 bands and antibiotic only/27-34 
bands), and similarity values of each mice 
ranged from 63.8% to 67.0%.

CONCLUSION: Antibiotic-induced microbiota 
disruption leads to persistence of gastrointesti-
nal C. albicans colonization of SPF BALB/c mice.
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摘要
目的: 建立抗生素诱导SPF级BALB/c小鼠胃
肠道白念珠菌定植模型. 

方法: SPF级♀Balb/c小鼠随机饮用抗生素头
孢曲松水溶液5 d(120 h)后, 单次口服灌胃
107CFU(50 µL)白念珠菌以诱导其定植. 并
运用平板计数和基于细菌16S rDNA的PCR-
DGGE技术分析小鼠胃肠道的白色念珠菌定
植与微生物区系变化. 
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■背景资料
胃肠道是C. albicans
主要生理性定植
位点之一, 大量研
究发现C. albicans
可以通过胃肠道
扩散发展为系统
性白色假丝酵母
病; 甚至有研究表
明, C. albicans 在
胃肠道微生物区
系紊乱的小鼠中
定植, 可以诱导肺
部过敏性反应, 但
是C. albicans 通过
胃肠道致病的机
制现在仍然不清
楚 .  有 必 要 构 建
单纯的C. albicans  
胃肠道真菌定植
模 型 ,  以 研 究C . 
albicans 通过胃肠
道致病的机制.



结 果 :  抗 生 素 处 理 5  d 后 ,  减 少 了 胃 肠 道
99.99%以上的可培养厌氧菌和肠杆菌 ,  与
处理前相比, 有极显著差异(厌氧菌: 8.53±
0.31 Log10CFU/g vs  4.18±0.90 Log10CFU/g, 
P <0.01; 肠杆菌: 3.67±0.14 Log10CFU/g vs  
0, P <0.01), 而且DGGE图谱分析显示, 抗生
素处理后小鼠细菌微生物区系的多样性明
显减少(条带数由27-32条减少到2-7条). 对
抗生素处理小鼠单次口服灌胃107CFU白念
珠菌2 d后, 在小鼠胃、小肠、盲肠和大肠
检测到大量的C. albicans , 数量分别为4.44±
0.02 Log10CFU/tissue, 5.05±0.19 Log10CFU/
tissue, 5.62±0.06 Log10CFU/tissue, 4.95±0.14 
Log10CFU/tissue, 并且单次口服灌胃白念珠菌
1 wk后, 小鼠胃肠道内仍维持有4.01±0.06 
Log10CFU/g的白念珠菌定植. 与正常Control组
和Antibiotic only组相比, Antibiotic+Candida
模型组小鼠肠杆菌增殖了10到100倍(3.65±
0.16 Log10CFU/g, 3.21±0.18 Log10CFU/g vs  
5.42±0.33 Log10CFU/g, P <0.05); 同时DGGE
图谱分析显示, Antibiot ic+Candida模型组
小鼠细菌微生物区系多样性较低 (条带数
Antibiotic+Candida/22-24条, Control/28-34条
和Antibiotic only/27-34条), 各小鼠细菌微生物
区系之间的相似性为63.8%-67.0%.

结论: 抗生素处理诱导了胃肠道微生物区系
紊乱, 导致了白念珠菌在SPF级Balb/c小鼠胃
肠道定植成模.

关键词: 抗生素; 白念珠菌定植; 微生物区系
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0  引言

白念珠菌(Candida albicans , C. albicans )在临床

上是一种最流行的条件致病性真菌, 易于引起

免疫缺陷、癌症和HIV感染等[1-3], 患者发生系

统性白色假丝酵母病. 胃肠道是C. albicans主要

生理性定植位点之一, 大量研究发现C. albicans
可以通过胃肠道扩散发展为系统性白色假丝酵

母病[4-5]. 甚至有研究报道, C. albicans在胃肠道

微生物区系紊乱的小鼠中定植, 可以诱导肺部

过敏性反应[6-7]. 然而, C. albicans通过胃肠道致

病的机制现在仍然不清楚. 有必要构建单纯的C. 
albicans胃肠道真菌定植模型, 研究C. albicans通
过胃肠道致病的机制. 抗生素治疗对胃肠道细

菌微生物区系有很明显的影响, 尤其是在削弱
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细菌定植抗性促使C. albicans在胃肠道的增殖和

感染中起着关键作用[8-11]. 在此, 我们采用临床分

离株C. albicans  SC5314对头孢曲松处理的SPF
级BALB/c小鼠进行感染, 以建立一稳定的胃肠

道白念珠菌定植模型, 研究C. albicans通过胃肠

道致病的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级♀BALB/c小鼠, 16-18 g, 4-6周
龄, 购买自第三军医大学实验动物中心. 小鼠饲

养于顶部有空气过滤膜的封闭小鼠笼内, 并维持

于第三军医大学实验动物中心一间独立的SPF
动物房内. 头孢曲松由上海信谊培菲康医药有限

公司提供. C. albicans  SC5314由加拿大生物技术

研究所Anne Marcil博士惠赠.
1.2 方法 Balb/c小鼠随机口服0.5 g/L头孢曲松

水溶液, 连续处理5 d(120 h)后, 接种C. albicans , 
并且5 d后将饮水换成无菌水. 抗生素处理完后, 
粪便活菌计数用于检测抗生素对胃肠道细菌微

生物区系减少的有效性. 为了确保胃肠道细菌

微生物的持续定植, 一只正常的Balb/c小鼠总

是与抗生素处理的小鼠饲养在一起. C. albicans  
SC5314接种于Sabourand's Dextran Broth(SDB)
培养基(10 g/L蛋白胨, 20 g/L无水葡萄糖)中, 
在37℃以30 r/min振荡培养至稳定期(72 h)后
收获. 为了感染, C. albicans使用生理盐水漂洗

2次后, 通过细胞血球计数板计数, 并用生理盐

水稀释至2×1011 CFU/L. 在灌胃C. albicans前, 
小鼠禁食禁水4 h. 每只Balb/c小鼠运用1 mL
注射器(接24型的小鼠灌胃针)进行口服灌胃

50 µL(107CFU)菌液. 等量的溶液进行平板活菌

计数以验证其接种量.
1.2.1 组织CFU检测 无菌采取小鼠组织于装有

5 mL稀释液(0.5 g/L-半胱氨酸, 0.5 g酵母粉, 
9 g NaCl, 0.21 g KH2PO4, 0.726 g Na2HPO4, 1 L 
H2O, pH 7.2)的玻璃组织匀浆管内, 称取质量, 匀
浆. 口腔(包括舌和两颊)、胃、小肠、盲肠、大

肠、肠系膜淋巴结、肺脏、脾脏和肾脏整体取

出. 将匀浆液进行10倍稀释后, 进行平板计数. 
几种培养基用于CFU检测, Sabourand's Dextran 
A g a r(S D A)(10 g/L蛋白胨, 20 g/L无水葡萄

糖, 50 mg/L氯霉素)用于C. albicans培养, Brain 
Heart Infusion Agar(BHI)(Difco)用于厌氧菌培

养, MacConkey Agar(北京双旋微生物培养基制

品厂)用于兼性厌氧肠杆菌培养. SDA平板置于

37℃有氧条件下培养72 h后计数; MacConkey平

www.wjgnet.com

■研发前沿
抗生素诱导的C. 
albicans 定植和胃
肠道菌群紊乱, 除
了能够导致肠道
自身的变化以外, 
还能够调节肠道
外的免疫反应.

■相关报道
Pultz et al 研究表
明 ,  通 过 皮 下 注
射抗厌氧菌活性
较强的抗生素(如
甲 硝 唑 、 头 孢
曲松和林可霉素
等) ,  可以减少肠
道微生物区系中
厌 氧 菌 ,  促 使C . 
glabrata 在肠道的
定植.
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板置于37℃有氧条件下培养24 h后计数; BHI平
板置于37℃厌氧条件下(800 mL/L N2, 150 mL/
L CO2, 50 mL/L H2)培养72 h后计数. C. albicans
在不同组织的定植数据以CFU/tissue进行比较

分析, 胃肠道细菌变化数据以CFU/g进行比较分析. 
1.2.2 盲肠细菌微生物区系的PCR-DGGE分析 
小鼠处死后立即采取盲肠, 取100 m g左右的

盲肠内容物于2 mL螺口管(BioSpec)中, 样品

储藏在-80℃直到总DNA的提取. 向2 mL螺口

管中加入700 µL的裂解缓冲液(500 m m o l/L 
NaCl, 50 mmol/L Tris-HCl, pH 8.0, 50 mmol/L 
EDTA, 40 g/L SDS), 300 µL酚/氯仿/异戊醇(25
∶24∶1, Promega)和0.4 g锆珠(0.35 g/0.1 mm, 
0.05 g/0.5 mm, BioSpec), 混匀, 并将研磨管

放入Mini-BeadbeaterTM(Biospec, Bartlesville, 
OK, USA), 以最大转速研磨2 min. 随后进行

酚氯仿提取. 提取的DNA通过10 g/L的琼脂糖

凝胶电泳检测其D N A完整性, 并取1 µL溶液

于NanoDrop® ND-1000核酸定量仪(Nanodrop 
t echno log ies)中测定其DNA含量. 胃肠道细

菌微生物区系的变化使用1 6 S  r D N A的V 3
可变区作为靶标进行P C R-D G G E分析. 扩增

16S rDNA V3区引物[12-13]为357f (5'-CGCCCG
GGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCA
CGGGGGGCCTACGGGAGGCAGCAG-3'), 
519r(5'-ATTACCGCGGCT GCTGG-3'). 扩增

体系(50 µL): 包括100 ng DNA模板, 1×EX 
Taq buffer, 200 µmol/L dNTP, 200 nmol/L各引

物, 1.5 mmol/L MgCl2, 670 mg/L BSA, 1.25 U 
EX Taq DNA聚合酶(TaKaRa). 反应条件: 94℃ 
5 min, 30个循环(94℃ 30 s, 56℃ 30 s, 72℃ 
1 min), 72℃ 7 min. 参照Muyzer e t a l [14]方

法, 对16S rDNA的V3可变区的扩增产物进行

DGGE分析. DGGE使用80 g/L聚丙烯酰胺凝胶, 
35%-65%(100%变性梯度包含400 mL/L甲酰胺

和7 mol/L尿素)的变性梯度. 电泳采用DCodeTM 
Universal Mutation Detection System (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, CA, USA), 首先在220 V
电压下预电泳10 min, 随后在85 V的固定电压

下电泳16 h. 电泳结束后, 进行硝酸银染色[15]. 
DGGE凝胶采用Quantity One(Bio-Rad)进行相似

性分析.
统计学处理 实验数据用mean±SD表示, 采

用SPSS 10.0软件进行统计学分析, 不同实验组

之间的差异分析采用Student-t检验, P <0.05为统

计学上有显著差异, P<0.01为统计学上极显著差异.

图 1 构建抗生素治疗诱导的胃肠道C. albicans 定植小鼠

模型. 

Antibiotic
Ceftriaxone in dH2O

Analyze C. albicans  colonization
and cecal bacterial popuations

Days Pre-/Post-Infection

107 C. albicans
Oral Route

A Normal
mouse

↑ ↑

↑↑

0                              5     6                      9               12

■创新盘点
本文从实验小鼠
的选择, 抗生素诱
导的C. albicans 定
植, 以及定植后肠
道微生物区系的
变化等方面进行
了较为细致研究, 
获得了可重复性
高的小鼠胃肠道
C. albicans 定植模
型.

2  结果

2.1 构建抗生素诱导的胃肠道C. albicans定植小

鼠模型 为了构建C. albicans胃肠道持续定植的

小鼠模型, SPF级♀Balb/c小鼠使用广谱抗生素

头孢曲松处理5 d(120 h), 以减少胃肠道总的细

菌微生物, 随后单次口服灌胃107 CFU(50 µL)C. 
albicans , 以在胃肠道微生物区系中建立持续定

植的C. albicans菌群(图1). 5 d的抗生素处理减

少了胃肠道99.99%以上的可培养厌氧菌和肠杆

菌, 与处理前相比, 有极显著差异(厌氧菌: 8.53
±0.31 Log10CFU/g vs  4.18±0.90 Log10CFU/g, 
P <0.01; 肠杆菌: 3.67±0.14 Log10CFU/g vs  0, 
P <0.01)(图2A). 当停止抗生素的处理, 厌氧菌和

肠杆菌数量恢复到处理前水平(P >0.05). 抗生素

处理后接种C. albicans , 2 d后在小鼠肺脏、脾

脏和肾脏中均未能检测出C. albicans , 口腔中可

检测出少量C. albicans (<100 CFU/tissue), 8只小

鼠中有2只小鼠的肠系膜淋巴结检测出C. albi-
cans (<100 CFU/tissue), 胃、小肠、盲肠和大肠

中均检测到大量的C. albicans , 数量分别为4.44
±0.02 Log10CFU/tissue, 5.05±0.19 Log10CFU/
tissue, 5.62±0.06 Log10CFU/tissue, 4.95±0.14 
Log10CFU/tissue(图2B). 在C. albicans接种7 d
后, 抗生素＋C. albicans处理小鼠(Antibiotic＋
Candida组)盲肠中检测到4.01±0.06 Log10CFU/g 
C. albicans , 而未处理小鼠(Control组)和抗生素

处理小鼠(Antibiotic only组)盲肠中均未检测到

C. albicans (<50 CFU/g). 相对于Control组和Anti-
biotic only组, Antibiotic＋Candida组小鼠肠道肠

杆菌增殖了10到100倍(3.65±0.16 Log10CFU/g, 
3.21±0.18 Log10CFU/g vs  5.42±0.33 Log10CFU/
g, P <0.05), 厌氧菌数量变化不明显(8.56±0.29 
Log10CFU/g, 8.70±0.19 Log10CFU/g vs  8.14±
0.45 Log10CFU/g, P >0.05)(图2C). 此外, 该建模处

理方法未引起小鼠明显的病理变化和C. albicans
系统性扩散, 在肺脏、脾脏和肾脏中均未能检

测出C. albicans , 但是小鼠的肠系膜淋巴结和盲
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肠肿大. 
2.2 抗生素诱导的C. albicans定植小鼠胃肠道细

菌微生物区系的变化 为了对建模后小鼠胃肠道

细菌微生物区系变化进行分析, 我们使用了基

于细菌16S rDNA的PCR-DGGE技术直观地分析

小鼠胃肠道细菌多样性变化. 抗生素处理5 d后, 
胃肠道细菌多样性显著减少, 只有少数细菌种

类可以检测到(条带数由27-32条减少到2-7条). 
停止抗生素处理7 d后, 胃肠道细菌多样性恢

■应用要点
本文通过抗生素
诱导和单次口服
灌胃C. albicans 获
得了单纯的胃肠
道C. albicans 定植
小鼠模型, 且成模
后小鼠之间胃肠
道细菌微生物区
系的相似性较高, 
为进一步研究C. 
albicans 通过胃肠
道致病的机制提
供基础.
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图 2 抗生素处理对胃肠道微生物区系的影响. A: Cecal 

bacterial populations before and after antibiotic treatment, 
bP<0.01; B: C. albicans  tissue deposition at 2 d postinfection, 

MLN, mesenteric lymph node. #, 2/8 mice lead to C. albicans 
translocation at 48 h postinfection; C: Cecal microbiota 

populations at 7 d postinoculation with C. albicans . n = 7 to 

8 mice per time point pooled from two separate experiments, 
aP<0.05. ND, not detected (<50 CFU).
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图 3 抗生素处理前后盲肠细菌微生物区系16S rDNA V3引
物的DGGE图谱. 
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图 4 盲肠细菌微生物区系16S rDNA V3引物的DGGE图谱
(A)和UPGMA相似性聚类分析(B). 

复到处理前的水平(条带数27-34条), 但是细菌

微生物区系中的优势性细菌发生了变化(图3箭
头). 此外, Antibiotic＋Candida组相对于Control
组和Antibiotic only组, 其优势性细菌也发生了

明显的变化, 细菌多样性较低(条带数Antibiotic
＋Candida/22-24条, Control/28-34条和Antibi-
otic only/27-34条)(图4A). 聚类分析显示(图4B), 
Antibiotic＋Candida组, Control组和Antibiotic 

C. albicans         

Anaerobe         

Enteric 
bacteria
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■名词解释
1 胃肠道微生物
区系: 是指胃肠道
内所有微生物的
总和, 包括细菌、

真菌和古菌; 其中
以细菌占主导, 而
细菌中97%以上
的肠道细菌是严
格的厌氧菌, 少数
为兼性厌氧菌.
2 定植: 是指胃肠
道内源性或者外
源性微生物在肠
道内增殖和驻留
的状态, 是微生物
与宿主胃肠道相
互作用的起始步
骤. 

only组的DGGE图谱各自聚为一族(相似性分别

为Antibiotic＋Candida: 63.8%-67.0%, Control: 
66.0%-77.6%和Antibiotic only: 63.2%-78.0%), 
Antibiotic＋Candida组与Antibiotic only组相似性

更为接近(相似性为58%). 这些结果表明该模型

小鼠胃肠道的微生物多样性较低(条带数22-24
条), 各模型小鼠胃肠道细菌微生物多样性之间

相似性较高(相似性为63.8%-67.0%). 

3  讨论

临床上, C. albicans在人胃肠道内增殖是抗生素

治疗的一种常见副效应, 并且其效应与抗生素

的抗厌氧菌活性呈正相关[16-18]. 抗厌氧菌活性较

强的抗生素(如替卡西林-克拉维酸、阿莫西林

-克拉维酸、头孢曲松和氯霉素等)能够促进C. 
albicans在人或小鼠胃肠道的增殖[9-10]. 说明胃肠

道微生物区系中的厌氧菌对C. albicans增殖抑

制具有重要的作用. 我们的研究通过广谱抗生

素头孢曲松处理和单次口服灌胃C. albicans , 建
立了SPF级BALB/c小鼠胃肠道C. albicans定植

模型. 该方法导致了较低水平、无生命危险的

C. albicans持续定植(C. albicans接种2 wk后仍

然能从小鼠粪便中检出). 这种结果存在因果关

系, 首先是头孢曲松减少肠道微生物区系中厌

氧菌, 一是数量降低, 二是多样性减少; 其次是C. 
albicans在细菌定植抗性较低的胃肠道中定植, 
占据了相应的生态位, 又影响了细菌微生物区

系的恢复. 从作用机制上, 该方法与Pultz et al [19]

采用皮下注射抗厌氧菌活性较强的抗生素(如甲

硝唑、头孢曲松和林可霉素等), 减少肠道微生

物区系中厌氧菌, 促使Candida glabrata在肠道的

定植是一致的. 
大量研究报道, 胃肠道细菌微生物区系对

C. albicans的拮抗主要表现在两个方面, 一是表

现在细菌微生物区系占据有利的生态位竞争性

排斥C. albicans , 阻碍其定植; 二是细菌微生物

区系能够产生一些次生代谢产物(如短链脂肪

酸)抑制C. albicans生长[20-23]. 更值得一提的是, 
抗生素对胃肠道细菌微生物区系影响通常会持

续几个月的, 导致有益的厌氧菌(如双歧杆菌、

乳杆菌和拟杆菌)长期的减少和条件致病菌(如
C. albicans、肠杆菌和艰难梭菌)的增殖[24-27]. 本
研究获得了相似的结果, 在停止抗生素处理后, 
相对于Control组和Antibiotic only组, Antibiotic
＋Candida组小鼠肠道肠杆菌与厌氧菌比率显

著升高, 细菌微生物区系优势菌群发生变化. 相

关研究还表明, 相对于Antibiotic only组而言, 
Antibiotic＋Candida组的微生物区系中的益生菌

种类(包括乳杆菌、双歧杆菌)较少, 甚至通过属

特异性引物PCR在Antibiotic＋Candida组检测不

到双歧杆菌. 
此外, 建模过程中环境的控制十分重要, 抗

生素处理后小鼠胃肠道细菌定植抗性差, 容易

导致交叉污染, 导致结果的一致性差. 所以在实

验中我们在独立的SPF房间内仍然将小鼠饲养

于顶部有空气过滤膜的封闭小鼠笼内. 
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■同行评价
本文对研究白念
珠菌的致病机制
有一定参考意义. 
目的明确, 手段先
进, 材料与方法正
确, 动物的选择与
喂养条件均符合
标准, 具有一定的
实用性, 能够较好
地反映我国基础
研究的先进水平.


