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［摘要］　目的：研究氯喹体外单独以及与两性霉素Ｂ（ＡｍＢ）联合应用对新生隐球菌生长的影响。方法：（１）不同浓度氯喹分

别与两种新生隐球菌变种的菌悬液共培养，检测４、６、８ｈ后菌悬液浓度的变化，并与不含氯喹的菌悬液对照比较；（２）检测３种

浓度氯喹与ＡｍＢ联合后对１０株菌株的敏感性变化。结果：（１）在与隐球菌菌悬液共同孵育４、６和８ｈ时，５０μｍｏｌ／Ｌ以下浓

度的氯喹培养与生长对照之间隐球菌的生长百分率差异不显著；而在５０～１００μｍｏｌ／Ｌ浓度时，氯喹培养与生长对照之间隐球

菌的生长百分率差异显著；氯喹浓度在５００μｍｏｌ／Ｌ以上时，氯喹与隐球菌共孵育后，隐球菌菌悬液的浓度甚至低于原先浓度。

但氯喹对隐球菌两种变种的作用没有差别。（２）氯喹与ＡｍＢ联合应用可以明显降低ＡｍＢ的 ＭＩＣ，而且也随着剂量增长而增

强。结论：高浓度氯喹在体外具有抑制隐球菌生长和杀灭隐球菌的作用，并可增强ＡｍＢ的抗隐球菌能力。
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　　新生隐球菌作为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。目前关于新生隐球菌感染的治疗

虽然取得了一定的进展，但是仍然存在一定的问题，特别是

目前现有的可供选择的药物仍然非常少，主要药物是两性霉

素Ｂ（ＡｍＢ），但是其不良反应严重，阻碍了本病的临床治疗

的进一步发展［１］。

　　氯喹是一种４氨基喹啉类衍生物，已有６０多年的临床

应用历史，主要用于控制疟疾症状和治疗自身免疫性疾病。

最近研究发现氯喹可以增强机体巨噬细胞系对隐球菌的吞

噬和清除作用［２］，这为寻找新的抗隐球菌药物提示了一个新

方向。本研究拟对氯喹体外单独以及与ＡｍＢ联合抗新生隐

球菌的作用进行观察，旨在为氯喹能否用于新生隐球菌感染

的治疗提供依据。

１　材料和方法

１．１　菌株　新生隐球菌标准株Ｂ３５０１和ＡＴＣＣ３２６０９，１８株

临床分离株（分离自６名诊断明确的 ＨＩＶ阴性的隐球菌性

脑膜炎患者）和１株近平滑念珠菌（ＡＴＣＣ９００１８）均来自中国

医学真菌保藏管理中心隐球菌专业实验室。其中Ｂ３５０１为

新生隐球菌血清Ｄ型，新生变种，具有目前已知所有毒力因

子，ＡＴＣＣ３２６０９为新生隐球菌血清Ｂ型，格特变种。近平滑

念珠菌ＡＴＣＣ９００１８为质控菌株。

１．２　主要试剂和器材　氯喹标准化学体购自Ｓｉｇｍａ公司，

纯度大于９９．９％。ＡｍＢ原粉由上海新先锋药业提供，纯度

大于９９％。沙堡固体培养基（ＳＤＡ）、ＹＰＤ液体和固体培养

基、ＲＰＭＩ１６４０液体培养基均购于Ｆｌｕｋａ公司。９６孔细胞培

养板、麦氏比浊管、血细胞计数板购于上海求精生化试剂仪

器有限公司。０．５～２０μｌ、１０～１００μｌ微量加样器（Ｄｒａ

ｇｅｎｍｅｄ），恒温振荡培养箱（江苏太仓实验设备厂），分析天平

（美国Ｄｅｎｖｅｒ公司１００Ａ），光学显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）。

１．３　菌悬液的配制保存　菌株复温后以改良ＳＤＡ培养基

３７℃培养活化２次，每次４８ｈ。将活化后的菌株转种于ＹＰＤ
培养基平皿，３７℃培养４８ｈ后，挑取单菌落于ＲＰＭＩ１６４０培

养基，血细胞计数板调整菌悬液密度至（１～５）×１０３／ｃｍ３。

将调整后的菌悬液再次接种于ＹＰＤ平皿培养基中确证菌悬

液浓度。

１．４　氯喹母液的配制　将氯喹标准体溶解于药敏实验所用

ＲＰＭＩ１６４０培养基，氯喹的浓度分别为１０、２０、１００、２００、

１０００、２０００μｍｏｌ／Ｌ。联合药敏时将氯喹标准体溶解于药敏

实验所用ＲＰＭＩ１６４０培养基，使浓度分别为４０、４００、４０００

μｍｏｌ／Ｌ。

１．５　氯喹体外直接抗新生隐球菌的作用　参考ＣＬＳＩ（原

ＮＣＣＬＳ）Ｍ２７Ａ方案［３］并进行改良。方法如下：将不同浓度

的氯喹溶液１００μｌ加于９６孔培养板中，然后将新鲜配制的

新生隐球菌菌悬液１００μｌ加于各个培养板中。各个反应孔

中对应的氯喹浓度分别为５、１０、５０、１００、５００、１０００μｍｏｌ／Ｌ。

将含有氯喹的菌悬液置于３７℃分别培养４、８、１６ｈ后，将菌

悬液稀释后接种于培养板中计数菌落形成单位，每一个菌落

计为一个菌落形成单位。以不含氯喹的培养液作为阴性对

照，每孔重复３次，取平均值。

１．６　氯喹抑菌作用的计算　将培养后各时间点含有氯喹的

各反应孔中的菌悬液浓度除以原先加入的菌悬液浓度后，乘

１００％，为氯喹对新生隐球菌的生长百分率。

１．７　药敏反应板的制备　将药物母液用 ＲＰＭＩ１６４０液体

培养基进行倍比稀释，使ＡｍＢ的起始浓度为６４μｇ／ｍｌ，终末

浓度为０．１２５μｇ／ｍｌ。各药物浓度均为２倍应测试药物浓

度。取２块无菌９６孔微量反应板为一组，第一块板为单用

药敏板，于每排１～１０孔分别加倍比浓度药液１００μｌ，使每种

药物的浓度均为２倍应测试药物浓度，第１１孔加１００μｌ液

体培养基为生长对照；１２孔加２００μｌ液体培养基为空白对

照。联合用药时选择氯喹与ＡｍＢ两组联合应用。联用棋盘
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药敏板在单用药敏的顺序板的基础上，每孔加入倍比浓度药

液５０μｌ，药物重复纵向６排；同时按照纵向从上至下６排孔

的顺序分别加入４０、４００、４０００μｍｏｌ／Ｌ浓度的氯喹药液５０

μｌ。第１１孔加１００μｌ液体培养基为生长对照；第１２孔加

２００μｌ液体培养基为空白对照。每个实验重复３次，取平均

值。采用与生长对照孔比较，生长完全抑制，培养基清亮所

对应的最低药物浓度为最小抑菌浓度（ＭＩＣ）。

１．８　最低杀菌浓度（ＭＦＣ）的判定　将最小抑菌浓度以上各

个浓度的培养孔中的菌悬液２０ｍｌ接种于ＳＤＡ平皿，３０℃培

养７２ｈ，以完全没有菌落形成的培养孔中药物浓度为 ＭＦＣ。

１．９　联合用药效果评价　分别计算 ＡｍＢ在加入氯喹后与

不加氯喹的 ＭＩＣ与 ＭＦＣ值，降低２个滴度以上计为可以加

强ＡｍＢ的作用，计算２０株菌株中降低２个滴度以上菌株所

占的百分率。

１．１０　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件对各组进行ｔ
检验和χ

２检验，以Ｐ＜０．０５为显著性差异。

２　结　果

２．１　氯喹对新生隐球菌Ｂ３５０１和 ＡＴＣＣ３２６０９体外生长的

抑制　如图１所示，氯喹对Ｂ３５０１和 ＡＴＣＣ３２６０９的体外生

长抑制需要的浓度均大于５０μｍｏｌ／Ｌ，而且浓度越高，生长抑

制作用越明显，在５００μｍｏｌ／Ｌ以上时，氯喹与隐球菌共孵育

后，隐球菌菌悬液的浓度甚至低于原先浓度，说明在此浓度

的氯喹不仅对隐球菌生长具有抑制作用，而且有一定的杀灭

作用。同时这种生长抑制作用呈现时间增强性，即随着体外

共孵育时间的延长，氯喹对隐球菌Ｂ３５０１和 ＡＴＣＣ３２６０９的

生长抑制作用越强。但氯喹对隐球菌新生变种与格特变种

两种菌株的抑制作用无明显差异。

图１　氯喹对新生隐球菌Ｂ３５０１（Ａ）和ＡＴＣＣ３２６０９（Ｂ）的体外生长抑制作用

ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

２．２　氯喹与 ＡｍＢ联合用药效果　根据表１显示，与单用

ＡｍＢ的 ＭＩＣ比较，ＡｍＢ＋１０μｍｏｌ／Ｌ氯喹组无２个滴度以

上变化的菌株，ＡｍＢ＋１００μｍｏｌ／Ｌ氯喹组有４株菌株降低，

ＡｍＢ＋１０００μｍｏｌ／Ｌ氯喹组有５株；与单用ＡｍＢ的 ＭＦＣ比

较，ＡｍＢ＋１０μｍｏｌ／Ｌ氯喹组有１株有２个滴度以上降低的

菌株，ＡｍＢ＋１００μｍｏｌ／Ｌ氯喹组有８株菌株降低，ＡｍＢ＋

１０００μｍｏｌ／Ｌ氯喹组有１１株。

３　讨　论

　　新生隐球菌是一种重要的病原真菌，不仅在免疫抑制患

者中可以形成感染，在免疫正常患者中的感染发病率也正在

逐渐升高。目前对隐球菌感染的治疗仍然缺乏有效的治疗

手段。已经证实可以用于隐球菌感染的药物目前只有ＡｍＢ、

氟康唑（ＦＣＺ）和５氟胞嘧啶（５ＦＣ），其中 ＡｍＢ的疗效最为

确切［４］。３种药物都有不同的严重不良反应，常因此而不得

不停药。因此，发现新的抗隐球菌药物，或者能够证明一些

常用药物具有抗隐球菌作用，将极大促进本病的治疗。

　　本研究发现，氯喹在体外与新生隐球菌共孵育后，在不

同的时间点均可以产生直接的抗隐球菌作用，甚至产生杀灭

隐球菌的作用。氯喹的抗隐球菌作用与其浓度存在明显相

关性，体外实验显示其浓度一般需要在５０μｍｏｌ／Ｌ以上时才

可以发挥抑制隐球菌生长的作用，氯喹浓度越高，其抗隐球

菌作用越明显。氯喹对隐球菌的这种抑制作用还存在一定

的时间依赖性，随着氯喹与新生隐球菌共孵育时间的延长，

氯喹对隐球菌的生长抑制作用变得更加明显。但氯喹对隐

球菌新生变种与格特变种两种菌株的抑制作用无明显差异，

说明氯喹的作用可能与变种无关。

　　本研究按照体外微量稀释法对氯喹与 ＡｍＢ抗真菌药物

进行了体外联合实验，由于目前联合用药药敏结果没有统一

方法，且氯喹采用微量稀释法进行结果判定存在一定难度，

我们对结果的判读采取了氯喹能够降低抗真菌药物原有的

对新生隐球菌的 ＭＩＣ和 ＭＦＣ，根据微量法结果的判定和临

床对药敏的解释规则，我们认为只有当药物对隐球菌的 ＭＩＣ
或 ＭＦＣ降低２个以上滴度时，是两种药物联合应用的指征。

本实验结果显示，氯喹与ＡｍＢ有较好的协同作用，氯喹可以

降低ＡｍＢ的 ＭＩＣ和 ＭＦＣ。这种降低作用也与氯喹的浓度

相关，在与氯喹１０μｍｏｌ／Ｌ联合应用时，这种协同作用均不

显著；而在与氯喹１００μｍｏｌ／Ｌ以上浓度联合应用时，氯喹则
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不仅可以明显降低抗真菌药物的 ＭＩＣ，而且可以明显降低抗 真菌药物的 ＭＦＣ。说明氯喹具有与ＡｍＢ协同的可能。

表１　氯喹与两性霉素Ｂ联合应用的体外抗隐球菌作用
（ρＢ／μｇ·ｍｌ－１）

菌株
ＭＩＣ

ＡｍＢ ＡｍＢ＋Ｃ１０ ＡｍＢ＋Ｃ１００ ＡｍＢ＋Ｃ１０００
ＭＦＣ

ＡｍＢ ＡｍＢ＋Ｃ１０ ＡｍＢ＋Ｃ１００ ＡｍＢ＋Ｃ１０００
Ａ１ ２ ２ １ １ ８ ８ ２ ２
Ａ２ ２ ２ １ １ ８ ８ ４ ４
Ａ３ １ １ １ １ ８ ８ ２ ２
Ｂ１ ０．５ １ ０．５ ０．２５ ８ ４ ４ ４
Ｂ２ ０．５ ０．５ ０．５ ０．５ ４ ４ ２ ４
Ｃ１ １ １ ０．５ ０．５ ８ ８ ４ ４
Ｃ２ １ ０．５ ０．５ ０．２５ ８ ８ ２ ２
Ｄ１ ０．５ １ ０．２５ ０．２５ ４ ４ ２ ２
Ｄ２ １ ２ ０．２５ ０．５ ４ ２ ２ ２
Ｄ３ ０．５ ０．５ ０．２５ ０．２５ ４ ８ ２ １
Ｄ４ ０．５ ０．５ ０．２５ ０．２５ ８ ２ ４ ２
Ｅ１ ２ １ ０．５ ０．５ ４ ４ ２ ４
Ｅ２ １ １ ０．５ ０．５ ４ ４ ２ ２
Ｅ３ ２ ２ １ １ ８ ８ ４ １
Ｅ４ ２ １ ０．５ ０．５ ８ ４ １ １
Ｆ１ １ １ １ １ ４ ４ ２ ２
Ｆ２ ０．５ ０．５ ０．２５ ０．２５ ８ ８ １ ２
Ｆ３ １ ２ ０．５ ０．５ ４ ２ １ １
Ｂ３５０１ １ ２ ０．５ １ ８ ８ ２ １
ＡＴＣＣ９００１８ ０．５ ０．５ ０．２５ ０．２５ ２ ２ １ １
ＡＴＣＣ３２６０９ ２ １ ０．５ ０．５ ８ ４ １ １

　Ａ１～３、Ｂ１～２、Ｃ１～２、Ｄ１～４、Ｅ１～４、Ｆ１～３为来自６例隐球菌性脑膜炎患者（ＨＩＶ阴性）的临床分离株；Ｃ１０、Ｃ１００、Ｃ１０００分别代表１０、１００、

１０００μｍｏｌ／Ｌ氯喹

　　研究发现，氯喹可以增强小胶质细胞［５］、单核细胞［６］和

巨噬细胞［７］的体外抗隐球菌作用，使机体对隐球菌感染的清

除率升高。氯喹还可以通过碱化单核细胞隐球菌吞噬溶酶

体而抑制 ＴＮＦα等炎性因子的释放而发挥抗隐球菌的作

用［８］。目前已经明确，氯喹能够降低真菌内体中的酸度，影

响内体的成熟过程以及内体中各种酶尤其是蛋白水解酶的

活性［９］。结合本实验结果，我们认为，氯喹可能以单独用药

或与ＡｍＢ联合用药的方式用于隐球菌感染的治疗。

　　本研究初步证实了氯喹在体外具有抗隐球菌的作用并

能够增强ＡｍＢ的抗隐球菌能力。目前氯喹临床常用的方法

是约为０．５～１．０ｇ／ｄ［１０］，虽然具有一定的不良反应，但是都

可以检测和预防，而且目前已经有羟基氯喹这一新的剂型，

可以明显降低其不良反应的发生。本研究中的体外实验剂

量虽然较目前常用剂量稍大，但由于氯喹在体内还能增强巨

噬细胞的抗隐球菌作用，因此在体内的应用情况还需要进一

步的研究。
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