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　　近年来，念珠菌的耐药问题日显突出，文献报道［１］念珠

菌耐药表型由相关基因控制。本研究对凋亡及耐药这两种

基因调控的过程是否有某种相关性这一问题进行了初步探

索，现将结果报告如下。

１　材料和方法

１．１　材料　白念珠菌氟康唑敏感标准株 Ｙ０１０９和氟康唑

耐药标准株Ｙ０１１９由中国医学科学院皮肤病研究所提供。

ＹＥＰＤ酵母培养基（１％酵母提取物，２％蛋白胨，２％葡萄

糖），１０×ＰＢＳ缓冲液（ＮａＣｌ８ｇ，ＫＣｌ０．２ｇ，ＫＨ２ＰＯ４０．２ｇ，

Ｎａ２ＨＰＯ４１．１５ｇ，加双蒸水 １０００ ｍｌ，调 ｐＨ 至 ７．４）。

ＣＨ２０ＢＩＭＦ显微镜购自日本ＯｌｙｍｐｕｓＯｐｔｉｃａｌＣｏ．Ｌｔｄ。ＥＰ

ＩＣＳＸＬ流式细胞仪（ＦＣＭ）购自美国Ｃｏｕｌｔｅｒ公司。

１．２　菌体计数　将冻存于－２０℃冰箱的菌株放入４℃冰箱

过夜复苏。在超净工作台内用接种环挑取复苏后的菌株接

种于含５０ｍｌＹＥＰＤ培养基的三角烧瓶中，置恒温摇床振荡

培养（３０℃，２５０ｒ／ｍｉｎ），过夜。将培养过夜的培养物移至５０

ｍｌ离心管中，离心沉淀（４０００ｒ／ｍｉｎ，２ｍｉｎ），用灭菌双蒸水

漂洗２次。加５ｍｌ灭菌双蒸水，振荡混悬，移入５ｍｌ离心管

中。用血细胞计数板统计收集物的菌体数目，并用灭菌双蒸

水调整菌体浓度为１×１０４ＣＦＵ／ｍｌ，上封２ｍｌ灭菌石蜡油，

放入４℃冰箱备用。用微量加样器分别吸取１０μｌ（计１×１０
５

ＣＦＵ）接种菌液加入含５０ｍｌＹＥＰＤ培养基的三角烧瓶中，

置恒温摇床振荡培养（３０℃，２５０ｒ／ｍｉｎ）。在培养１２ｈ后每

隔２ｈ取一只培养烧瓶，用血细胞计数板进行菌体计数，同

一份培养物计数３次取平均数，菌体总数除以初始接种菌量

即为生长倍数。然后离心收集菌体，先用灭菌双蒸水漂洗２
次后，再加入５ｍｌ－２０℃预冷的７０％乙醇溶液固定，过夜后

送ＦＣＭ测定。

１．３　流式细胞仪测定　将待测菌液离心（４０００ｒ／ｍｉｎ，２

ｍｉｎ），用ＰＢＳ洗２次，加０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００２ｍｌ，静置３

ｍｉｎ，离心，去上清。加０．０５％ ＰＩ液（终浓度５０μｇ／ｍｌ），暗

环境放置３０ｍｉｎ。上机检测，检测波长６２０ｎｍ，分析软件为

ｍｃｙｃｌｃ专用软件。

２　结　果

２．１　时间生长曲线　结果如图１所示，２菌株在２８ｈ以前

处于对数生长期，而在这以后则处于稳定生长期。

２．２　细胞周期时间曲线　白念珠菌在对数生长期细胞以Ｓ
期、Ｇ２／Ｍ期或ＳＧ２／Ｍ期为主，在稳定生长期以Ｇ１ 期为主，

而细胞凋亡的比率不随培养时间或生长速率的变化而变化，

保持在一个相对稳定的值（图２）。

图１　菌株Ｙ０１０９、Ｙ０１１９时间生长曲线

图２　白念珠菌培养时间与细胞周期的关系

３　讨　论

　　在理论上念珠菌接种在培养液中，如果温度适宜、营养

充足，可以一直保持在分裂增殖状态。但是接种在一定体积

培养液内的念珠菌随着培养时间的延长，营养成分不断消

耗、代谢产物不断蓄积，真菌的分裂增殖必然受到抑制，其中

也有“接触抑制”的因素，振荡培养可以减轻接触抑制的影

响。文献报道［２］，酵母真菌对数生长期一般在１６～１８ｈ以
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内，因此做菌种实验时都有“培养过夜（ｏｖｅｒｎｉｇｈｔ）”的做法，

意图就是在对数生长期内真菌生长活跃，便于实验操作。本

研究所采用的两株白念珠菌的对数生长期延长到了２８ｈ，可

能与培养液的组成、菌株的营养要求以及培养液的体积相对

于接种菌量的比例更高有关。本实验所用两株白念珠菌标

准株，其中 Ｙ０１０９为氟康唑敏感株，而 Ｙ０１１９为氟康唑耐

药株，但两者的时间生长曲线及细胞周期规律基本一致，可

见其耐药性与细胞分裂无关。

　　有文献报道［３］，白念珠菌感染宿主时可以诱导机体分泌

相关细胞因子，也可以诱导中性粒细胞的凋亡，而抑制单核

细胞凋亡。本研究发现体外培养的白念珠菌本身也存在细

胞凋亡的现象，在ＦＣＭ结果上白念珠菌凋亡细胞的比值并

不随培养时间延长或增殖速率下降而变化，可能原因是营养

减少、代谢产物蓄积以及接触抑制并不能促进凋亡相关基因

的表达。而氟康唑敏感株和耐药株的凋亡比率接近，表明其

耐药性与凋亡不相关，这与有关文献报道一致［４］，即某些抗

真菌药物并不是通过诱导细胞凋亡发挥作用，而可能是通过

直接抑制真菌的新陈代谢发挥抗真菌作用。
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