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　　［摘要］　目的　初步研究木糖醇对口腔假丝酵母菌体外增殖及产酸的影响，寻求新的预防口腔假丝酵母菌感染的方法。

方法　对１００例戴义齿患者的唾液样本进行假丝酵母菌的培养鉴定及分离纯化后，观察４种常见致病性假丝酵母菌（白假丝
酵母菌、热带假丝酵母菌、光滑假丝酵母菌和克柔假丝酵母菌）在不同比例木糖醇替代葡萄糖（葡萄糖∶木糖醇比例分别为４∶

１、３∶２、２∶３、１∶４和０∶５）沙氏培养液中的增殖和产酸情况，了解木糖醇对不同假丝酵母菌生长增殖的抑制作用；并在有氧

和缺氧条件下，比较白假丝酵母菌在含不同浓度（０％、５％、１０％、１５％、２０％）的木糖醇培养液中培养６、１２、２４、４８和７２ｈ后木

糖醇对白假丝酵母菌增殖与产酸抑制作用的差异。结果　与含葡萄糖和木糖醇的培养液相比，仅含木糖醇的培养液中，４种
假丝酵母菌的Ｄ６００值均降低，而ｐＨ值均升高（Ｐ＜０．０５）。与不含木糖醇的培养液相比，在有氧条件下，除含５％木糖醇４８ｈ
的ｐＨ值和Ｄ６００值、１０％木糖醇４８ｈ的Ｄ６００值、５％木糖醇７２ｈ的Ｄ６００值变化不显著外，其余各时间点含不同浓度木糖醇的白

假丝酵母菌培养液Ｄ６００值均降低，ｐＨ值均升高 （Ｐ＜０．０５），而在缺氧条件下，各时间点的白假丝酵母菌培养液Ｄ６００值均升高，

ｐＨ值均降低 （Ｐ＜０．０５）。结论　木糖醇对４种常见致病性假丝酵母菌的增殖和产酸都有明显的抑制作用，提示木糖醇作
为糖替代品和致病性假丝酵母菌抑制剂，在口腔疾病的预防与保健中将发挥重要作用。
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　　假丝酵母菌（Ｃａｎｄｉｄａ）在口腔中的定殖可以表

现为无临床症状的健康带菌者或有临床体征的口腔

假丝酵母菌病患者。近年来假丝酵母菌引起的感染

病例不断增多，其中白假丝酵母菌 （Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉ

ｃａｎｓ，Ｃ．ａｌｂｉｃａｎｓ）的感染率最高、致病性最强［１］。

研究发现，ｐＨ值为３．０～８．０时有利于假丝酵母菌

的生长与增殖，而假丝酵母菌在生长、增殖过程中

可分解培养液中的碳水化合物产生酸和二氧化碳

（ＣＯ２），酸性环境又促进假丝酵母菌的定殖与发

育［２］。对于假丝酵母菌感染的治疗，临床上使用两

性霉素Ｂ及制霉菌素等抗生素以及咪唑类药物，但

这些药物停药后的复发率高，过久应用则可能引起

严重的不良反应［３］。由于误诊、药物耐受或者患者

的免疫功能低下，侵入性的假丝酵母菌感染致死的

现象逐渐增多，因此寻求新的预防真菌感染的方法

变得非常迫切。

　　木糖醇作为一种天然五碳糖醇，是非致龋性的

糖代替品，已有研究表明，木糖醇能够显著减少口腔

假丝酵母菌代谢生成乙醛并且对口腔细菌的产酸有

抑制作用［４５］。木糖醇也能有效地减少白假丝酵母

菌的黏附力，并且白假丝酵母菌在体外形成菌丝与

局部缺氧环境或ＣＯ２分压过高密切相关［６］。目前有

关木糖醇对口腔致病性真菌生长增殖和产酸的作用

鲜有报道。本研究旨在初步研究木糖醇对白假丝酵

母菌、热带假丝酵母菌 （Ｃａｎｄｉｄａｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ）、光滑

假丝酵母菌（Ｃａｎｄｉｄａｇｌａｂｒａｔａ）和克柔假丝酵母菌

（Ｃａｎｄｉｄａｋｒｕｓｅｉ）等４种口腔致病性假丝酵母菌增

殖及产酸的影响，探索木糖醇在口腔假丝酵母菌病

防治方面的可能作用，为临床应用提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　主要试剂与仪器　木糖醇（上海江莱生物科技

有限公司），ＴＥＴｒｉｔｏｎＸ１００裂解液（上海抚生实

业有限公司），ＰＣＲ试剂［Ｔａｑ酶、１０×ｂｕｆｆｅｒ、ｄＮＴＰ
混合物（上海艺莎生物科技有限公司），引物（上海生

工生物工程技术服务有限公司合成）］，ＣＨＲＯＭａｇａｒ
假丝酵母菌显色培养基（法国ＣＨＲＯＭａｇａｒ公司）。

ＰＣＲ仪（ＭＧ９６＋型，杭州朗基科学仪器有限公司），

电泳仪（ＤＹＹ８ｃ型，北京市六一仪器厂），电子恒温

培养箱（ＤＮＰ９１６２型，上海精宏实验设备有限公

司），实验室台式ｐＨ计（梅特勒托利多仪器上海有

限公司），微需氧产气袋（日本三菱公司）。

１．２　采样方法　２００７年８月至１１月间，于兰州大

学口腔医院用棉拭子法采集１００例戴义齿患者的唾

液（本研究得到兰州大学口腔医学院伦理委员会批

准）。将取样后的棉拭子置于无菌生理盐水中，立

即送实验室培养、分离、鉴定。

１．３　菌种培养与鉴定　将收集的样本以１７７６×ｇ
离心１０ｍｉｎ后去除上清液，再用１ｍＬ０．１ｍｏｌ／Ｌ

ＰＢＳ（ｐＨ７．２）垂悬。吸取５０μＬ混悬液用推板法接

种于ＣＨＲＯＭａｇａｒ假丝酵母菌显色培养基上，根据

培养基使用说明，３７℃孵育４８ｈ。参照我们前期研

究［１］的方法对假丝酵母菌进行ＰＣＲ鉴定，阳性对照

均采 用 ４ 种 国 际 标 准 菌 株 （白 假 丝 酵 母 菌

ＣＣＵＧ３２７２３、热带假丝酵母菌 ＡＴＣＣ７５０、光滑假丝

酵母菌 ＡＴＣＣ９００３０、克柔假丝酵母菌 ＡＴＣＣ６２５８，

由芬兰赫尔辛基大学惠赠），阴性对照采用灭菌的

ＰＢＳ。

１．４　菌体分离、纯化　假丝酵母菌在ＣＨＲＯＭａｇａｒ
培养 基 上 传 代 ３ 次，以 分 离、纯 化。挑 取 在

ＣＨＲＯＭａｇａｒ显色培养平板培养纯化的单菌落接种

于３ｍＬ沙氏培养液中，３７℃振荡培养４８ｈ。

１．５　木糖醇部分或全部替代葡萄糖培养实验　用

木糖醇逐步替代沙氏培养液中的葡萄糖，制备５种

不同的培养液。１～５号培养液的葡萄糖∶木糖醇比

例分别为４∶１、３∶２、２∶３、１∶４和０∶５。在每种培

养液中以１∶１００的比例分别加入４种假丝酵母菌，

根据预实验，３７℃振荡培养４８ｈ，测试Ｄ６００值和ｐＨ
值。设２个平行组，实验重复５次。

１．６　白假丝酵母菌在含不同浓度木糖醇培养液中
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的有氧及缺氧培养实验　将白假丝酵母菌菌液以

１∶１００的比例接种于含有０（对照组）、５％、１０％、

１５％、２０％木糖醇的沙氏培养液中，分别于有氧（空

气中，含２１％ Ｏ２、０．０３％ ＣＯ２）和缺氧（微需氧产气

袋，Ｏ２、ＣＯ２浓度均为１０％左右）条件下３７℃振荡培

养。在６、１２、２４、４８和７２ｈ分别检测菌液的Ｄ６００值

和ｐＨ值。设２个平行组，实验重复３次。

１．７　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０软件包对实验数

据进行统计学分析，完全随机设计的多个样本间均数

的比较采用单因素方差分析，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　假丝酵母菌的鉴定结果　３７℃培养４８ｈ后，

ＣＨＲＯＭａｇａｒ假丝酵母菌显色培养基上分离的显色

菌株白假丝酵母菌显绿色、热带假丝酵母菌显蓝绿

色、光滑假丝酵母菌显紫色、克柔假丝酵母菌显粉色

（图１）。

２．２　木糖醇部分或全部替代葡萄糖培养结果　应

用含５种不同比例木糖醇和葡萄糖的假丝酵母菌培

养液分别对４种假丝酵母菌进行培养，结果（表１）发

现与１～４号培养液相比，只含木糖醇的５号培养液

中４种菌的Ｄ６００值降低（Ｐ＜０．０５）、ｐＨ值升高（Ｐ＜
０．０５）。与１～３号培养液相比，木糖醇含量较高的４
号培养液中白假丝酵母菌、热带假丝酵母菌和光滑

假丝酵母菌的ｐＨ值升高（Ｐ＜０．０５）。

图１　ＣＨＲＯＭａｇａｒ假丝酵母菌

显色培养基克隆化培养４８ｈ结果

Ｆｉｇ１　４８ｈｃｌｏｎｉｎｇｃｕｌｔｕｒｅｒｅｓｕｌｔｓｉｎ

ＣＨＲＯＭａｇａｒＣａｎｄｉｄａｍｅｄｉａ

Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ（ｇｒｅｅｎ），Ｃａｎｄｉｄａｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ（ｂｌｕｅｇｒｅｅｎ），

Ｃａｎｄｉｄａｇｌａｂｒａｔａ （ｐｕｒｐｌｅ），Ｃａｎｄｉｄａｋｒｕｓｅｉ （ｐｉｎｋ），ｕｎ

ｋｎｏｗｎＣａｎｄｉｄａ（ｗｈｉｔｅ）．Ｓｃａｌｅ：１０ｍｍ／ｓｑｕａｒｅ

２．３　有氧及缺氧条件下白假丝酵母菌不同浓度木

糖醇培养液的ｐＨ值和Ｄ６００值的变化　有氧条件下，

白假丝酵母菌的培养液，除含５％木糖醇４８ｈ的

ｐＨ值，５％、１０％木糖醇４８ｈ的Ｄ６００值，５％木糖醇

７２ｈ的Ｄ６００值与未加木糖醇的对照组比较差异无统

计学意义外，其余各时间点含不同浓度木糖醇的培

养液ｐＨ值均高于未加入木糖醇的对照组，而Ｄ６００值

均低于对照组（Ｐ＜０．０５）。缺氧条件下，各时间点不

同浓度木糖醇的白假丝酵母菌培养液ｐＨ值均低于

对照组，而Ｄ６００值均高于对照组（Ｐ＜０．０５）。见图２。

表１　４种假丝酵母菌不同培养液Ｄ６００值和ｐＨ值变化

Ｔａｂ１　Ｄ６００ａｎｄｐＨｖａｌｕｅｓｉｎｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉａｏｆｆｏｕｒｋｉｎｄｓｏｆＣａｎｄｉｄａ

ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

Ｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉａ Ｃ．ａｌｂｉｃａｎｓ Ｃ．ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ Ｃ．ｇｌａｂｒａｔａ Ｃ．ｋｒｕｓｅｉ

Ｎｏ．１ ｐＨ ３．０２２±０．０８５ ４．０２８±０．１７４ ３．８８８±０．１５７ ３．７６０±０．３３０

Ｄ６００ １．６６８±０．０７４ １．６６２±０．１６８ １．５８４±０．１２９ １．５１８±０．２２４

Ｎｏ．２ ｐＨ ２．９２４±０．０６２ ３．５４２±０．０９０ ３．９３２±０．１８５ ４．０８２±０．３０８

Ｄ６００ １．６７１±０．０３７ １．８４９±０．１９８ １．４９７±０．１６３ １．３６７±０．１３５

Ｎｏ．３ ｐＨ ２．９９４±０．０７７ ３．９０８±０．２１０ ４．０５６±０．２８８ ３．９１２±０．２８６

Ｄ６００ １．７２４±０．０５６ １．６３１±０．１９０ １．５６８±０．０３９ １．５７０±０．１７３

Ｎｏ．４ ｐＨ ３．６７０±０．０７１△ ４．１４２±０．１５４△ ４．４１２±０．３０９△ ３．９９４±０．３５６

Ｄ６００ １．６７１±０．０３０ １．６３７±０．１３４ １．５９４±０．０９８ １．５３５±０．１５７

Ｎｏ．５ ｐＨ ５．５６６±０．１１０ ５．３６４±０．１８４ ５．４１８±０．１１９ ５．２４０±０．０２９

Ｄ６００ ０．７６２±０．３２１ ０．１８４±０．１８６ ０．８４９±０．１６５ ０．９７４±０．２６３

　Ｎｏ．１５ｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉａｗｉｔｈｒａｔｉｏｓｏｆｇｌｕｃｏｓｅａｎｄｘｙｌｉｔａｌｂｅｉｎｇ４１，３２，２３，１４，ａｎｄ０５．Ｃ．ａｌｂｉｃａｎｓ：Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉ

ｃａｎｓ；Ｃ．ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ：Ｃａｎｄｉｄａｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ；Ｃ．ｇｌａｂｒａｔａ：Ｃａｎｄｉｄａｇｌａｂｒａｔａ；Ｃ．ｋｒｕｓｅｉ：Ｃａｎｄｉｄａｋｒｕｓｅｉ．Ｐ＜０．０５ｖｓＮｏ．１４ｃｕｌ

ｔｕｒｅｍｅｄｉａ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＮｏ．１３ｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉａ
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图２　有氧（Ａ、Ｂ）及缺氧（Ｃ、Ｄ）条件下白假丝酵母菌各时间点不同浓度木糖醇培养液ｐＨ值和Ｄ６００值变化

Ｆｉｇ２　ｐＨａｎｄＤ６００ｖａｌｕｅｓｏｆＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓｉｎｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉａｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｘｙｌｉｔｏｌａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｕｎｄｅｒａｅｒｏｂｉｃ（Ａ，Ｂ）ａｎｄａｎｏｘｉｃ（Ｃ，Ｄ）ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓ１５％ａｎｄ２０％ｘｙｌｉｔｏｌ；△Ｐ＜０．０５ｖｓ５％ｘｙｌｉｔｏｌ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓ１０％ｘｙｌｉｔｏｌ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　近年来，大剂量的抗生素、免疫抑制剂和激素的
广泛应用使得真菌感染迅速增加，假丝酵母菌属已
成为最常见的机会性感染病原菌，其菌血症的死亡
率高达４０％～６０％［７］。其中，白假丝酵母菌比例最

高，致病性强，且能诱导体内某些正常细胞增殖［８］。
这可能与白假丝酵母菌对宿主细胞有很强的黏附

性，且机体对真菌孢子发芽后的吞噬率和杀灭率均
大为降低，特别是当菌丝＞２０μｍ时根本不能被吞
噬有关。Ｐｉｚｚｏ等［９］研究显示碳水化合物的常规代

谢产物如蔗糖、葡萄糖、麦芽糖或果糖可能是口腔假
丝酵母菌病的一类危险因素，在蔗糖中生长的白假
丝酵母菌的黏附作用增加最强，而热带假丝酵母菌和
克柔假丝酵母菌在葡萄糖中黏附力增长最快。Ｌａｎｄ
等［１０］认为白假丝酵母菌在含少量葡萄糖的培养液中

会转换成菌丝相。这些研究说明假丝酵母菌具有分
解碳水化合物的代谢产物葡萄糖和蔗糖的作用，分解
过程中会产酸，且对上皮组织造成一定的损害，同时，
在葡萄糖和蔗糖作用下，假丝酵母菌的黏附力会增
强，增强了假丝酵母菌的致病性。

木糖醇是从植物中提取出来的一种天然甜味剂，
也是正常人体糖类代谢的中间体，不能被产酸菌发
酵，长期摄入不会引起龋齿。有研究表明，经常食用
酸性食物会增加口腔假丝酵母菌感染的风险［１１］，但含
漱木糖醇溶液后，牙面菌斑ｐＨ值不会降低［１２］。本研
究采用木糖醇逐步替代培养液中的葡萄糖，观察假丝
酵母菌在含有不同浓度木糖醇的培养液中与只含木

糖醇的培养液中的Ｄ６００值和ｐＨ值的变化。结果显示
含木糖醇培养液内４种假丝酵母菌的增殖下降。说
明木糖醇不能为假丝酵母菌生长提供营养来源，假丝
酵母菌的生长增殖受到明显的抑制。随着木糖醇替
代葡萄糖的比例增大，培养液的ｐＨ值升高，说明木
糖醇可以抑制假丝酵母菌的糖代谢产酸水平。

全球多中心监测统计资料表明，在系统性真菌
感染病例中，白假丝酵母菌感染占４３％～７５％［１３］。
酵母菌是兼性厌氧菌，在有氧和缺氧的环境中都能
生长，本研究对白假丝酵母菌分别在有氧和缺氧环
境中进行培养，以观察不同氧环境下木糖醇的抑菌
效果。结果显示，在有氧条件下，与不含木糖醇的培
养液相比，除含５％木糖醇的培养液培养４８ｈ的ｐＨ
值和Ｄ６００值变化不显著之外，其他各时间点含不同
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浓度木糖醇的沙氏培养液ｐＨ值均升高（Ｐ＜０．０５），
而Ｄ６００值均降低（Ｐ＜０．０５）。这说明在有氧条件
下，木糖醇可以有效抑制白假丝酵母菌利用培养液
中的葡萄糖进行增殖和产酸的能力。含５％木糖醇
的培养液培养４８ｈ的ｐＨ值和Ｄ６００值、５％木糖醇
的培养液培养７２ｈ的Ｄ６００值、含１０％木糖醇的培养
液培养４８ｈ的Ｄ６００值变化不显著，说明在有氧条件
下，只有木糖醇达到一定浓度才能有效抑制白假丝
酵母菌的增殖和产酸。在缺氧条件下，结果与有氧
条件相反，说明在缺氧条件下，木糖醇溶液无论浓度
如何，均不能有效发挥抑制白假丝酵母菌利用葡萄
糖进行增殖和产酸的作用。此现象可能与白假丝酵
母菌特殊的呼吸代谢方式有关。研究表明，缺氧发
酵酵母样真菌，如白假丝酵母菌、产朊假丝酵母菌
（Ｃａｎｄｉｄａｕｔｉｌｉｓ）、近平滑假丝酵母菌（Ｃａｎｄｉｄａｐａ
ｒａｐｓｉｌｏｓｉｓ）、耶罗威亚解脂酵母菌（Ｃａｎｄｉｄａｌｉｐｏｌｙｔ
ｉｃａ）等［１４１５］存在一种抗氰呼吸（ｃｙａｎｉｄｅｒｅｓｉｓｔａｎｔ
ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ，ＣＲＲ）方式。这种呼吸方式可调节真菌
细胞能量代谢，并可降低细胞内活性氧的生成，以适
应环境条件的改变，增强真菌适应各种环境胁迫的
能力。白假丝酵母菌线粒体氧化呼吸功能会在不同
的氧环境下发生改变，耐药子代的线粒体氧化呼吸
功能减弱，代偿性加强细胞质内糖酵解、乙醛酸循环
等代谢途径以供能，从而使氟康唑不能有效促进其
内源性活性氧升高，使其对氟康唑的敏感性下
降［１６］。白假丝酵母菌适应氧化刺激的机制与真菌
耐药性产生有关，因此备受学界关注。

　　总之，木糖醇对４种口腔致病性假丝酵母菌的
增殖和产酸都有明显的抑制作用。在有氧条件下，
一定浓度的木糖醇溶液对白假丝酵母菌的增殖及产

酸都有显著的抑制作用；而在缺氧条件下，这种作用
不明显。木糖醇作为糖替代品和假丝酵母菌抑制
剂，在口腔疾病的预防和保健中将发挥重要的作用。

４　利益冲突
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