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小鼠原发性皮肤新生隐球菌感染的实验研究

朱元杰，温　海，徐　红，顾菊林，黄　欣，赵　瑾
（第二军医大学长征医院皮肤性病科，上海２００００３）

［摘要］　目的：建立原发性小鼠新生隐球菌皮肤感染模型，探讨免疫抑制状态在小鼠皮肤隐球菌感染形成中的作用。方法：

２４只ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，随机均分为免疫抑制组（腹腔注射２００ｍｇ／ｋｇ的环磷酰胺）和未抑制组。将新生隐球菌标准野生株Ｂ３５０１

分别以５×１０７／ｍｌ皮内接种于两组小鼠，观察病程，记录皮损形成与消退时间，并进行皮损组织真菌培养与病理检查。结果：

两组小鼠均于接种菌悬液后２～９ｄ［免疫抑制组（３．４２±１．１７）ｄ、未抑制组（４．２５±１．４２）ｄ］产生了结节、丘疹、溃疡、传染性软

疣样皮损，并均于接种后２２～４４ｄ［免疫抑制组（３６．７５±４．２０）ｄ、未抑制组（２９．００±４．７５）ｄ］自愈。免疫抑制组小鼠皮损形成

时间与未抑制组无显著性差异，而消退时间晚于未抑制组（Ｐ＜０．０５）。皮损组织真菌培养与病理检查均确证为隐球菌感染。

结论：ＢＡＬＢ／ｃ小鼠皮下接种隐球菌后发生原发性皮肤感染，可以作为研究本病的动物模型。免疫抑制可能并不是原发性皮

肤隐球菌感染的易感因素。
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　　新生隐球菌是一种重要的病原真菌，对免疫功
能受损或正常的宿主均可致病。皮肤隐球菌感染占
隐球菌感染的１０％～１５％；隐球菌最早被作为病原

菌也是从皮损中分离的［１］。以前人们并没有认识到

新生隐球菌可以直接感染人体皮肤；直到最近几年，
原发性皮肤隐球菌感染才作为一种独立的疾病，得
到了绝大多数的真菌病和皮肤病研究者的公

认［２～４］。由于原发性皮肤隐球菌感染的确立时间不

长，因此目前对本病的认识非常有限。

　　我们拟建立隐球菌原发性皮肤感染模型，对感
染的病程加以观察，探讨免疫状态在原发性皮肤隐
球菌感染中的作用，进一步认识原发性隐球菌皮肤
感染。

１　材料和方法

１．１　材料　新生隐球菌标准野生株Ｂ３５０１（中国
医学真菌保藏管理中心隐球菌专业实验室），血清Ｄ
型，新生变种。清洁级ＢＡＬＢ／ｃ小鼠（第二军医大学
实验动物中心），体质量（１５±３）ｇ，雌雄不限。ＹＰＤ
培养液和平板，环磷酰胺（上海华联制药有限公司，
批号０４１０１６），微量注射器（ＢＤ公司）。

１．２　菌悬液制备　菌株经２次以上活化后，接种于

ＹＰＤ培养液中培养。调整后的菌悬液接种于 ＹＰＤ
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平板确证菌悬液浓度。死菌悬液的制备为在菌悬液
配制好后将隐球菌置于１２１℃，３０ｍｉｎ高压灭活，灭
活的菌悬液接种于ＹＰＤ培养基验证活性。

１．３　动物接种　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分为免疫抑制
组与未抑制组，每组１２只。抑制组于皮内接种菌悬
液前２ｄ，每只小鼠腹腔注射２００ｍｇ／ｋｇ环磷酰
胺［５］。将小鼠妥善固定后，取腹部皮肤消毒灭菌，微
量注射器吸取新鲜配制的菌悬液，绷紧并固定腹部
皮肤，以与皮面成３０°角进针后缓慢抬起针尖（越浅
越好，但不得穿破皮肤），缓慢注射０．１ｍｌ菌悬液，
轻压住注射口待无渗出。设注射０．１ｍｌ无菌注射
用水组为阴性对照，注射０．１ｍｌ热灭活的Ｂ３５０１菌
悬液组为空白对照。预实验发现，不论是免疫抑制
小鼠还是未抑制小鼠，以１×１０３／ｍｌ皮内注射未见
形成皮损（５只实验小鼠均未形成），１×１０５／ｍｌ少量
小鼠形成皮损（５只中有２只），而１×１０７／ｍｌ则可
以使全部小鼠形成明显皮损。因此，实验采取５×
１０７／ｍｌ浓度菌悬液。

１．４　原发性皮肤隐球菌感染的确立　在小鼠皮损
形成后，选取皮损溃疡处渗出物或切下部分结节性
皮损，接种于ＹＰＤ培养基，３７℃恒温培养７２ｈ。同
时，选择皮损最明显的小鼠皮肤做组织病理与ＰＡＳ
染色。当皮损真菌培养为阳性，同时组织病理发现
隐球菌菌体，确定原发性新生隐球菌皮肤感染。小
鼠皮内接种菌悬液后，每日观察小鼠皮损形成与转
变情况，记录小鼠皮损形成与消退时间。

１．５　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，应用ＳＰＳＳ
１２．０统计分析软件对各组之间进行检验。

２　结　果

２．１　皮损形成和消退时间　阴性对照组、空白对照
组皮肤未见明显变化；免疫抑制组及未抑制组小鼠
在局部接种菌悬液后２～９ｄ形成皮损，皮损表现为
结节、溃疡、丘疹及传染性软疣样损害。一般皮损初
起为 小 的 丘 疹、结 节，后 逐 渐 增 大 （最 大 可 达

０．７ｃｍ×０．５ｃｍ），然后部分结节在中央出现小的溃
疡。部分在１０ｄ时形成传染性软疣样改变，也有部
分皮损初起即为小的溃疡，后逐渐增大，再缓慢愈
合。全部小鼠的皮损均在接种后２２～４４ｄ内自愈。
免疫抑制组和未抑制组皮损形成时间分别为

（３．４２±１．１７）ｄ和（４．２５±１．４２）ｄ，两组无显著差
异；皮损消退时间分别为 （３６．７５±４．２０）ｄ 和
（２９．００±４．７５）ｄ，差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．２　皮损组织病理和皮损真菌培养　皮内接种１
周与２周后，皮损切下做组织病理ＰＡＳ染色，在真

皮及皮内可见大量隐球菌菌体（图１）。各组在皮损
形成后１周和２周，皮损真菌培养均为阳性。结合
组织病理，可以确定小鼠原发性皮肤隐球菌感染成
立。

图１　皮肤感染组织病理学检查

Ｆｉｇ１　Ｈｉｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｓｋｉｎｔｉｓｓｕｅｓ
Ａ：×１００；Ｂ：×４００

３　讨　论

　　原发性皮肤隐球菌感染的研究刚刚开始。目前
认为，本病在免疫功能正常或受损的宿主中均可发
生。皮损形态主要有结节、溃疡、传染性软疣样皮损
和蜂窝织炎。对于免疫正常患者，局部创伤后接种
可能是最大的危险因素［２，３］。本病的治疗目前还没
有一个较好规范。ＢＡＬＢ／ｃ小鼠为免疫正常的小
鼠，对隐球菌的易感性与人类似，在隐球菌感染的系
统与局部感染的研究中得到了广泛应用，是研究隐
球菌感染的一种较好的动物模型［１］。

　　我们通过对ＢＡＬＢ／ｃ小鼠皮内接种菌悬液的方
法，使其产生了结节、丘疹、溃疡、传染性软疣样皮
损，这种皮损表现与人的皮肤感染比较相似。皮损
的真菌培养阳性，组织病理在真皮及皮下组织发现
大量隐球菌菌体，证实局部皮内接种可以产生小鼠
原发性皮肤隐球菌感染。热灭活的隐球菌菌悬液接
种未发现这些皮损，说明皮损的产生是与隐球菌的
活性相关的。小鼠的皮损发生在接种后的早期，具
有一定的自限性，在感染后４～６周可以自行恢复，
这种恢复与动物皮肤癣菌感染模型具有一定的相似

性，可能说明了动物皮肤对真菌感染具有一定抵抗
作用。在人类原发性皮肤隐球菌感染中，也有报道
部分患者自愈［２］。我们认为ＢＡＬＢ／ｃ小鼠皮下接种
隐球菌后发生原发性皮肤感染，可以作为研究本病
的一项动物模型；而且由于ＢＡＬＢ／ｃ小鼠在隐球菌
肺部与中枢神经系统感染研究的广泛应用以及本身

免疫状态可以在药物作用后得到有效抑制，它更是
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研究本病的皮损发生后播散的有力工具。

　　免疫低下与隐球菌感染的相关性密切，是隐球
菌病的主要易感因素。如 ＨＩＶ感染者，应用免疫抑
制剂者都是主要易感人群。目前认为在免疫正常的
人群中，隐球菌的感染大多为一过性的；而当免疫功
能受损后，由于隐球菌不能得到有效清除，会使感染
逐渐加重并发生播散［６］。免疫抑制与皮肤原发感染
的关系目前还未见报道。环磷酰胺是一种肯定的免
疫抑制剂，文献报道［５，７］小鼠腹腔接种２００ｍｇ／ｋｇ
后，免疫功能明显降低。我们通过对免疫抑制与免
疫正常的小鼠皮内接种隐球菌后比较发现，在大剂
量接种隐球菌后，不论免疫抑制与非抑制的小鼠均
可以发生皮肤感染；免疫抑制仅可以使接种隐球菌
后皮损消退的时间明显延长。提示小鼠隐球菌皮肤
感染可能主要与接种的量相关，而与自身的免疫状
态无关。免疫抑制可以使小鼠皮损消退的时间延
长，可能与免疫抑制后机体环境更加利于隐球菌增
殖，机体清除隐球菌的能力降低有关。根据目前对
原发性皮肤隐球菌感染的报道，免疫抑制与免疫正
常患者发病的比例大约为１１［３］；这也支持免疫抑
制与皮肤隐球菌感染的发病之间可能没有联系，免
疫抑制并不能成为原发性皮肤隐球菌感染的易感因

素。
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