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近几年来,毛霉病的感染率明显增加, 绝大多

数毛霉病都发生在免疫功能异常的情况下,而根霉

属、犁头霉属、根毛霉属、毛霉属是最常见的致病

属。由于丝状真菌的药敏方法一直没有规范化,临

床选择抗真菌药物缺乏有效的指导。随着真菌感

染日益增多和新的抗真菌药物的相继问世,临床分

离的致病菌对一种或多种抗真菌药物耐药现象时

有发生。抗真菌药物敏感性实验的重要性日益凸

显。本实验参照 NCCLS M 38 P对 18株临床分离

的致病性毛霉菌进行 M IC测定。

1 材料与方法

1. 1 试验菌株

18株为北大一院真菌中心 ( BMU )保存菌种,

其中包括 3株小孢根霉、4株少根根霉、2株伞状犁

头霉、2株多变根毛霉、4株冻土毛霉、2株总状毛

霉、1株匍枝根霉, 质控菌为近平滑念株菌 ATCC

22019。

1. 2 测试药物

包括两性霉素 B (AMB)、伊曲康唑 ( ICZ)、特

比萘芬 ( TBF)、阿莫罗芬 ( AML)、氟康唑 ( FCZ)、

5氟胞嘧啶 ( 5 FC )均为标准粉剂, AMB、5 FC购自

S igma公司, ICZ由西安杨森公司提供, TBF由山东

齐鲁制药厂提供。 FCZ由上海三维制药有限公司

提供, AML由法国高德美公司提供。AMB、ICZ、

TBF、AML均用二甲基亚砜 ( DM SO )溶解, 5 FC、

FCZ用灭菌蒸馏水溶解, AMB、ICZ、TBF、AML制成

3. 2 mg /mL的储备液, FCZ、5 FC配成 1. 28 mg /mL
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的储备液,放 20 储存备用。

培养基用 RPM I 1640 液基, 称取 10. 35 g

MOPS (三氮吗啡啉丙璜酸 ), 3. 12 g RPM I 1640, 加

280 mL蒸馏水溶解后用 1mo l /L N aOH调整 PH至

7. 0, 定容至 300 mL,用一次性滤菌器滤过灭菌, 放

4 备用。

1. 3 配药板

用 RPM I 1640培养基将 6种药物倍比稀释后

依次加入 96孔 ( 12 8)板,每孔 100 L, 第 1孔的

浓度 AMB、ICZ、TBF、AML为 16 g /mL, FCZ、5 FC

为 64 g /mL。

1. 4 菌液配置及接种

受试菌株在马铃薯葡萄糖琼脂培养基 ( PDA )

上 35 培养 7 d或 35 培养 48~ 72 h后, 转至 25

~ 28 至 7 d。取 1mL无菌 0. 85%盐水加入培养

7 d的培养皿中,用巴氏吸管轻轻抽吸,将菌悬液吸

到无菌试管中静置 10~ 15 m in, 取上清液振荡 15

s,用分光光度计调整菌悬液浓度至 1 ~ 5 10
6

CFU /mL, 再用 RPM I1640液体培养基稀释 100倍,

得到 1~ 5 10
4
CFU /mL的 2倍终浓度的接种菌悬

液。用血球计数板调整菌悬液的浓度为 20~ 250

10
4
/mL,然后加 0. 1mL至 96孔药板的 1~ 11列

孔中, 第 11孔为生长对照, 第 12孔为阴性对照,

30 孵育 24~ 48 h后读结果。

1. 5 结果判定

M IC值为肉眼直接观察到的真菌生长完全被

抑制的抗真菌药物浓度。

2 结 果

6种抗真菌药物对不同毛霉病致病种的体外

抑菌试验结果见表 1。
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表 1 6种抗真菌药物对不同毛霉病致病种的体外抑菌试验结果

Tab. 1 In vi tro suscept ib ility tes ts agains t the comm on pathogen icM ucorales by 6 ant ifungal agents

菌种 特比萘芬 伊曲康唑 阿莫罗芬 两性霉素 B 氟康唑 5氟胞嘧啶

小孢根霉 0. 5~ 16 4~ 16 0. 5~ 2 4~ 16 64 64

少根根霉 16 2~ 16 1~ 4 8~ 16 64 64

伞状犁头霉 8~ 16 2 0. 5~ 2 16 64 64

多变根毛霉 16 16 2 2~ 8 64 64

冻土毛霉 0. 062 5~ 4 0. 125~ 16 0. 5~ 1 2~ 8 64 64

总状毛霉 0. 5~ 16 16 1 0. 25~ 4 64 64

匍枝根霉 16 1 0. 25 1 64 64

范围 0. 062 5~ 16 0. 125~ 16 0. 25~ 4 0. 25~ 16 64 64

几何均数 4. 49 4. 32 1. 12 5. 44 64 64

从表可以看出: 6种抗真菌药物对 18株毛霉

菌的 M IC范围及几何均数都较高, 18株毛霉菌对

氟康唑、5氟胞嘧啶最高, M IC> 64 g /mL, 对特比

萘芬、伊曲康唑、两性霉素 B的 M IC的几何均数稍

高, 阿莫罗芬的几何均数最低。

3 讨 论

由于丝状真菌产孢条件不好控制、接种量难以

精确量化、孵育时间长等, 使其实验方法较难标准

化。NCCLS (现称 CLSI)在 M 27A 的基础上于

1998年提出了 产孢丝状真菌的液基稀释抗真菌

药敏实验参考方案 (M 38P), 为丝状菌的抗真菌

药敏实验提供了较规范的方法。Otcenasek
[ 1]
采用

微量稀释法对 14株接合菌进行 9种抗真菌药物的

体外药敏试验,显示:两性霉素 B敏感性高, 匹马霉

素的敏感性较萘替芬高, 犁头霉属和共头霉属除了

5 FC、萘替芬不敏感外,其他均有效, 唑类、5 FC、萘

替芬对毛霉属和根霉属有非常弱的或无抑制作用。

国内孙志坚等
[ 2]
参照 M38 P方案要求对 14株接

合菌进行 9种抗真菌药物的药敏检测, 结果显示

13株菌对 FCZ、5 FC的 M IC值的几何均数都较高,

对 TBF的 M IC值的几何均数较低。

本试验与孙志坚等
[ 2]
结果相比, 5种抗真菌药

物的几何均数较高,可能与受试菌种不同及来源不

同有关, 特比萘芬对冻土毛霉的 M IC较低。虽然

两性霉素 B、特比萘芬、伊曲康唑的几何均数较高,

但目前临床上仍是用于治疗毛霉病的主要抗真菌

药物,阿莫罗芬的几何均数最低, 可试用于局限的、

孤立的病变或在系统应用抗真菌药物的同时局部

外用,以提高疗效。
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