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光滑念珠菌及其相似种的鉴定、流行病学和抗真菌药物敏感性研究

冯晓博　姚志荣　廖万清

　　念珠菌病是由念珠菌属的某些种所致的原发或继发感
染，可侵犯皮肤、黏膜和脏器，是最重要的机会性感染之一。

近年来，由于广谱抗菌药物、糖皮质激素与免疫抑制剂的广

泛应用，器官移植、导管技术、静脉高营养等治疗手段的开展

以及肿瘤、白血病、严重烧伤、艾滋病等病种的增多，使得念

珠菌所致院内感染呈上升趋势。据报道，念珠菌血症为住院

患者最常见的侵袭性真菌病，病死率显著高于其他致病菌所

致血流感染［１］。据报道，白念珠菌仍为念珠菌血症中的主要

致病菌，其次为光滑念珠菌、近平滑念珠菌和热带念珠菌。

其中，光滑念珠菌所致疾病病死率最高，达 ５０．１％［２］。

１９９７～２００７年，全球 ＡＲＴＥＭＩＳ监控项目对来自全球不同地
区不同临床标本来源的念珠菌进行了流行病学分析，结果显

示光滑念珠菌仅次于白念珠菌，成为第２位致病菌，其次为
热带念珠菌和近平滑念珠菌。体外药敏结果显示，这４种念
珠菌中，光滑念珠菌对三唑类药物的耐药率最高［２］。故临床

工作中对光滑念珠菌进行准确鉴定、开展流行病学和抗真菌

药物敏感性分析对指导临床诊治和评估患者预后非常重要。

　　随着系统分类学研究的深入，更多的念珠菌种被发现与
疾病相关。研究显示，一些常见的致病念珠菌如白念珠菌、

近平滑念珠菌、光滑念珠菌中，可分离出表型上相似或相同

的菌株，但其在系统分类上已被列为新的菌种［３４］。研究表

明，这些新种与其相似种在生物膜形成、致病性及对抗真菌

药物敏感性上存在显著差异［５７］，使得在临床上鉴定这类新

发现的致病菌逐渐显示其重要性。近年来，国外相继报道在

临床中发现光滑念珠菌相似种 Ｃａｎｄｉｄａｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ和Ｃａｎｄｉｄａ
ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ所致感染病例，另有研究对初步鉴定的光滑念珠
菌进行大规模的新种排查，并评价了这些新种抗真菌药物敏

感性特点［８１１］。本文就光滑念珠菌及其相似种的鉴定方法、

流行病学和抗真菌药物敏感性研究近况作一综述。

一、表型鉴定

念珠菌菌种的常规和生化鉴定通常包括尿素酶试验、芽

管试验、厚壁孢子试验、碳源同化和发酵试验以及商品化的念

珠菌显色培养、ＡＰＩ２０ＣＡＵＸ、ＩＤ３２Ｃ和ＶＩＴＥＫ２全自动微生物
分析系统等。但对光滑念珠菌及其相似种 Ｃ．ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ和
Ｃ．ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ通过表型上进行区分，主要通过以下两种方法。
　　科玛嘉显色培养基（ＣＨＲＯＭａｇａｒ）是一种通过在该培养

　　ＤＯＩ：１０．３８７７／ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．１６７４１３５８．２０１３．０１．０３２
　　基金项目：上海市医学真菌分子生物学重点实验室开放课题
（Ｎｏ．２０１１０００１）；上海市科委基金资助项目（Ｎｏ．１０ｄｚ２２２０１００）
　　作者单位：２０００９２　上海，上海交通大学医学院附属新华医院皮
肤科（冯晓博，姚志荣）；第二军医大学附属长征医院病原真菌分子

生物学研究所（廖万清）

　　通讯作者：姚志荣，Ｅｍａｉｌ：ｚｒｙａｏｓｍｕ＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ；廖万清，Ｅｍａｉｌ：
ｌｉａｏｗａｎｑｉｎｇ＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ

基上念珠菌菌落显色不同来区分临床常见念珠菌的方法。

在该培养基上，白念珠菌、热带念珠菌和克柔念珠菌可显示

相对特殊的菌落颜色，光滑念珠菌在该培养基上多表现为粉

紫色。临床检验中，科玛嘉显色平板上显示白色菌落的念珠

菌 较 少 见。ＡｌｃｏｂａＦｌｏｒｅｚ等［９］ 发 现 Ｃ．ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ、Ｃ．
ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ在该培养基上菌落呈白色，凭此可与光滑念珠菌相
鉴别，之后有众多报道证实了该方法的可靠性［１２１７］。然而，

由于上述报道中涉及的菌株数较少，Ｂｉｓｈｏｐ等［１３］在大样本

的研究中对１５４株（７个种）念珠菌进行检测发现，菌落在
３０℃和３７℃下培养４８ｈ后，最适宜判读结果。其中，８株光
滑念珠菌、１株Ｃ．ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ、６株 Ｃ．ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ、２株平常念
珠菌和１株挪威念珠菌均显示白色菌落。Ｌｏｃｋｈａｒｔ等［１８］对

全球范围内分离的１５９８株初步鉴定为光滑念珠菌的菌株进
行筛查，发现１１株光滑念珠菌、２株Ｃ．ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ和１株Ｃ．
ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ在科玛嘉显色平板上呈现白色菌落。因此，科玛嘉
显色平板判读时存在假阳性可能，可作为初筛工具，显示白

色菌落的菌株须结合其它方法进一步鉴定是否为 Ｃ．
ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ或Ｃ．ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ。

另外，有研究报道 Ｃ．ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ、Ｃ．ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ能发酵海
藻糖，而光滑念珠菌则不能，据此可区分；但３者均能同化海
藻糖［８９］。然而，不同的是，Ｂｏｒｍａｎ等［１４］报道 １６株 Ｃ．
ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ均不能同化海藻糖，而光滑念珠菌却能同化。
Ｃｈｏｗｄｈａｒｙ等［１７］报道３株Ｃ．ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ、１株光滑念珠菌、１株
Ｃ．ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ均能发酵海藻糖。在应用快速海藻糖试验进行
判读时，Ｗａｒｒｅｎ等［１２］报道 Ｃ．ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ呈阳性，而 Ｃ．
ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ为阴性。Ｂｉｓｈｏｐ等［１９］报道不同的 Ｃ．ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ菌
株在海藻糖同化和快速海藻糖试验中呈现不同结果，而 Ｃ．
ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ均为阴性结果。Ｆｒａｓｅｒ等［２０］通过快速海藻糖试验发

现，３０／３９（７７％）的光滑念珠菌呈阳性，但次代培养２４ｈ后，原
先的阳性结果可发生变化。其余９株（２３％）光滑念珠菌呈阴
性反应，且反复转种培养后仍为阴性；而６株Ｃ．ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ、１
株Ｃ．ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ和其它念珠菌均呈阴性反应，未发现假阳性
反应。以上数据表明，海藻糖试验结果可变，报道不一。

二、分子鉴定

１．ＰＣＲ相关鉴定手段：多重ＰＣＲ方法为在同一 ＰＣＲ体
系中加入２对或以上引物，可实现同时鉴定多种病原体的目
的。Ｒｏｍｅｏ等［４］以核糖体ＤＮＡ中的内转录间隔区（ＩＴＳ）１区
和５．８Ｓ区为靶点，建立用于鉴定这３种相似种的多重 ＰＣＲ
方法，通过对 ５９株光滑念珠菌、３株 Ｃ．ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ和 ４株
Ｃ．ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ进行该方法的验证，光滑念珠菌、Ｃ．ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ、
Ｃ．ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ经扩增分别获得３９７ｂｐ、２９３ｂｐ和２２３ｂｐ不同
大小的ＤＮＡ片段。且受试的白念珠菌、近平滑念珠菌、季也
蒙念珠菌等均扩增阴性，显示了引物的特异性。

对致病真菌的核糖体ＤＮＡ（ｒＤＮＡ）进行序列和系统发育
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分析，可用于鉴定致病菌的种属和估算相互间的进化关系。

其中，对ＩＴＳ区和２６Ｓ大亚基的 Ｄ１／Ｄ２区进行序列分析，常
用于致病真菌种水平的鉴定，该方法已作为分子鉴定致病真

菌的金标准。大部分研究均采用对 ＩＴＳ区［２１］、Ｄ１／Ｄ２区［１９］

或结合两者［９，１１１２，１４１５，１７，２２］进行序列分析来鉴别光滑念珠菌

及其相似种Ｃ．ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ和 Ｃ．ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ。另外，焦磷酸测
序（Ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）技术是新一代 ＤＮＡ序列分析技术，该技
术无须电泳，ＤＮＡ片段也无须荧光标记，操作极为简便。
Ｂｏｒｍａｎ等［２３］结合该技术分析ＩＴＳ２区的部分区域，结果显示
１６株Ｃ．ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ均具有相同的特征性序列，以此区别于光
滑念珠菌、白念珠菌、近平滑念珠菌和克柔念珠菌等其他念

珠菌。

聚合酶链反应限制性片段长度多态性（ＰＣＲＲＦＬＰ）分析
已被广泛应用于致病真菌的鉴定和分型。作为鉴定手段，该

方法具有简便、成本低和容易判读等优点。Ｍｉｒｈｅｎｄｉ等［２１］通

过对核糖体 ＤＮＡ中的 Ｄ１／Ｄ２区进行 ＰＣＲＲＦＬＰ分析，采用
ＴａｔＩ或ＡｌｕＩ对扩增产物进行酶切后电泳，分析酶切谱型，准
确鉴定１３５株光滑念珠菌、５株Ｃ．ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ和３株Ｃ．ｂｒａｃａ
ｒｅｎｓｉｓ。Ｃｏｒｎｅｔ等［２４］通过对核糖体基因间隔区（ＩＧＳ）中的
ＩＧＳ２区进行ＰＣＲＲＦＬＰ分析，采用 ＮｌａⅢ对扩增产物进行酶
切，并分析酶切谱型，准确鉴定１株Ｃ．ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ、３株Ｃ．ｎｉ
ｖａｒｉｅｎｓｉｓ和８株光滑念珠菌。

通过ＰＣＲ扩增，直接根据扩增片段大小进行菌种鉴定
是更为简便的一种鉴定手段。有研究报道通过扩增 ＩＴＳ１区
或ＲＰＬ３１基因部分片段，并分析扩增片段长度的不同来鉴别
光滑念珠菌、Ｃ．ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ和 Ｃ．ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ，而白念珠菌、近
平滑念珠菌、热带念珠菌、克柔念珠菌等均扩增阴性［２１，２５］。

另外，ＡｌｃｏｂａＦｌｏｒｅｚ等［２６］建立了一种特异扩增 ＰＣＲ即通过
扩增条带的有无来鉴别相似种的方法。其根据 ＩＴＳ区核苷
酸序列的差异，设计了扩增 Ｃ．ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ的特异性引物，经
对Ｃ．ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ和其余 ３２株其它酵母菌进行扩增，仅 Ｃ．
ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ扩增获得２０６ｂｐ大小片段，其余酵母菌均扩增阴
性，显示了该引物良好的特异性。

２．其他方法：肽核酸（ｐｅｐｔｉｄｅｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，ＰＮＡ）是一种
全新的ＤＮＡ类似物，可以特异性地与 ＤＮＡ或 ＲＮＡ杂交，形
成稳定的复合体。其与 ＤＮＡ或 ＲＮＡ分子的杂交能力远优
于ＤＮＡ／ＤＮＡ或ＤＮＡ／ＲＮＡ，表现在杂交稳定性、优良的特异
序列识别能力、不被核酸酶和蛋白酶水解等特性。ＰＮＡ已被
广泛用于病原体、遗传病检测的分子杂交中。肽核酸荧光
原位 杂 交 法 （ｐｅｐｔｉｄｅｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎ ｓｉｔｕ
ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＰＮＡＦＩＳＨ）便是将ＰＮＡ作为探针应用于荧光原
位杂交中。Ｂｉｓｈｏｐ等［１９］采用 Ｃ．ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ的种特异性肽核
酸探针进行ＦＩＳＨ，对５株Ｃ．ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ进行分子杂交，结果
均呈阳性反应；且受试株未与 Ｃ．ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ探针杂交，未显
示交叉反应。Ｍｉｒｈｅｎｄｉ等［２１］亦采用该方法成功鉴定１３５株
光滑念珠菌、５株Ｃ．ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ和３株Ｃ．ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ。

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（ＭａｔｒｉｘＡｓｓｉｓｔｅｄ
ＬａｓｅｒＤｅｓｏｒｐｔｉｏｎ／ＩｏｎｉｚａｔｉｏｎＴｉｍｅｏｆＦｌｉｇｈｔＭａｓｓＳｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，
ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）是近年来发展起来的一种新型的软电离生
物质谱，具有简单、高效的优点。仪器主要由基质附助激光

解吸电离离子源（ＭＡＬＤＩ）和飞行时间质量分析器（ＴＯＦ）两

部分组成。适用于混合物及生物大分子的测定。ＭＡＬＤＩ
ＴＯＦＭＳ具有灵敏度高、准确度高及分辨率高等优点。已有
报道将该方法用于致病真菌完整细胞的质谱分析，并显示其

快速、准确的优点。Ｓａｎｔｏｓ等［２７］采用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＩＣＭ方法
成功区分６株光滑念珠菌和５株Ｃ．ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ。

三、流行病学研究

２００５年，ＡｌｃｏｂａＦｌｏｒｅｚ等［９］报道分别从肺脓肿患者的支

气管肺泡灌洗液中、胰腺炎合并肾功能衰竭患者的血标本

中、腰痛患者的尿液标本中分离到表型类似光滑念珠菌的菌

株，经对ＩＴＳ和Ｄ１／Ｄ２区测序和系统发育分析并结合生化特
征，命名其为新种：Ｃ．ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ。随后，Ｗａｈｙｕｎｉｎｇｓｉｈ等［２２］

报道在印度尼西亚的一例 ＨＩＶ感染者口咽部念珠菌病中分
离到新种Ｃ．ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ，并经测序证实。Ｆｕｊｉｔａ等［１５］报道由

Ｃ．ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ所致与导管有关的真菌血症１例。Ｃｈｏｗｄｈａｒｙ
等［１７］报道从 ３６３株临床分离酵母菌中分离到 ２株 Ｃ．
ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ，分别来自患有肺炎的ＨＩＶ感染者的痰液中和糖尿
病患者的血液中。

２００６年，有研究报道从阴道分泌物和血标本中各分离到
１株与光滑念珠菌表型相似的菌种，经对 ２６ＳＤ１／Ｄ２区测
序、系统发育分析并结合生化特征，首次命名其为新种：Ｃ．
ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ［８］。随后，Ｗａｒｒｅｎ等［１２］报道１例由 Ｃ．ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ
所致血流感染发生于慢性淋巴细胞白血病的骨髓移植患者。

随后，陆续有报道在初步鉴定为光滑念珠菌的大样本菌

株库中筛查这些新种。Ｂｉｓｈｏｐ等［１９］对表型鉴定为光滑念珠

菌（来源于尿液、粪便、咽部等标本）的１３７株菌株进行分子
鉴定，结果显示１３４株为光滑念珠菌，３株为 Ｃ．ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ。
３株Ｃ．ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ分别来源于急性粒细胞性白血病患者的
粪标本、穿孔憩室炎患者的脓液标本和大Ｔ细胞淋巴瘤患者
的咽部标本。西班牙的一项调查显示，１４３株来自血液等标
本初步鉴定为光滑念珠菌的菌株中，３株（２％）为 Ｃ．
ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ，未发现Ｃ．ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ［１１］。Ｌｏｃｋｈａｒｔ等［１８］对全球范

围内（包括北美、南美、欧洲、亚洲、澳洲、非洲）１５９８株初步
鉴定为光滑念珠菌的菌株进行筛查，发现１株 Ｃ．ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ
和２株Ｃ．ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ。

四、药物敏感性试验

致病真菌的体外药物敏感性试验是临床治疗中药物选

择的主要依据之一。在开展对光滑念珠菌相似种的临床分

布和流行病学调查的同时，研究者对其体外抗真菌药敏特点

进行了评价。Ｗａｈｙｕｎｉｎｇｓｉｈ等［２２］对 ＨＩＶ感染者口咽部分离
到的１株 Ｃ．ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ进行药敏试验，结果显示其对氟康
唑、伊曲康唑、伏立康唑均敏感，对两性霉素 Ｂ、氟胞嘧啶、泊
沙康唑、艾沙康唑及卡泊芬净均显示低的 ＭＩＣｓ值。Ｆｕｊｉｔａ
等［１５］发现一株对氟康唑耐药的 Ｃ．ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ（ＭＩＣ值 ＞１２８
μｇ／ｍｌ）．Ｃｈｏｗｄｈａｒｙ等［１７］对 ２株 Ｃ．ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ进行药敏检
测，发现其对氟康唑、伊曲康唑、伏立康唑，两性霉素Ｂ、氟胞
嘧啶均敏感，对泊沙康唑、卡泊芬净显示低的 ＭＩＣｓ值。
Ｗａｒｒｅｎ等［１２］发现１株Ｃ．ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ对伊曲康唑表现剂量依
赖敏感，对其余受试三唑类及棘白菌素类药物均敏感。

Ｂｉｓｈｏｐ等［１９］发现来源于咽部的１株 Ｃ．ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ对所有三
唑类药物均耐药，而其余Ｃ．ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ均显示敏感。

随后的研究中，研究者将新种与光滑念珠菌的药敏特点
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进行了进一步的比较。Ｂｏｒｍａｎ等［１４］在评价 １６株 Ｃ．
ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ和１４株光滑念珠菌对两性霉素 Ｂ、伏立康唑、伊曲
康唑、泊沙康唑、卡泊芬净、氟胞嘧啶和氟康唑的药敏特征

时，发现Ｃ．ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ较光滑念珠菌对三唑类及氟胞嘧啶敏
感性低。ＣｕｅｎｃａＥｓｔｒｅｌｌａ等［１１］发现１４０株光滑念珠菌和３株
Ｃ．ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ显示相似的药敏结果。

五、结语

随着念珠菌病在院内感染中发病率的逐渐上升以及致

病菌种谱的变化，使得在临床工作中准确鉴定菌种并分析其

流行病学特征日益重要。光滑念珠菌作为仅次于白念珠菌

的第２位致病菌，多与高病死率、唑类药物耐药等临床特征
相关，而其相似种 Ｃ．ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ和 Ｃ．ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ的发现，更
促使科研和临床工作者对该致病菌及其相似种开展了进一

步的鉴定和流行病学分析。根据已有资料表明，表型鉴定结

果不一，仅科玛嘉显色平板可作为初筛试验。ＩＴＳ和２６ＳＤ１／
Ｄ２区的序列分析作为真菌分子鉴定的金标准，是最多应用
于３种相似种间鉴别的分子手段。其余方法中涉及的菌株
数偏少或未证明可同时鉴别３者，而应用受限。国外研究表
明，新种Ｃ．ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ、Ｃ．ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ在表型鉴定为光滑念珠
菌的菌株中占０．２％～２．２％，其可分离于血液、痰液和尿液
等常见临床标本中，已有资料显示其多分离于免疫抑制患

者。与光滑念珠菌相比，新种Ｃ．ｎｉｖａｒｉｅｎｓｉｓ对三唑类药物的
敏感性较差，而大部分Ｃ．ｂｒａｃａｒｅｎｓｉｓ则与光滑念珠菌的药敏
结果相似。亦有对该两新种不同的药敏结果报道，可能与菌

株遗传背景或来源不同有关，须更大样本的资料进一步阐

明。目前对以上两种新种的地域研究尚局限，国内尚未见报

道，今后的研究将进一步阐明这类致病真菌的流行病学和抗

真菌药物敏感性特点。
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