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红色毛癣菌对抗真菌药物的敏感性与种株特异性的关系

朱红梅，温　海，廖万清（第二军医大学长征医院皮肤性病科，上海２００００３）

［摘要］　目的：探讨红色毛癣菌对抗真菌药物的敏感性与其种株特异性之间的关系。方法：采用微量稀释法，检测红色毛癣

菌对７种临床常用抗真菌药物的敏感性，并对红色毛癣菌的基因型、表型、分离部位等与对抗真菌药物的敏感性进行相关性研

究。结果：不同基因型、表型及不同部位分离的红色毛癣菌菌株对特比萘芬、萘替芬、伊曲康唑的 ＭＩＣ值范围较集中（分别为

０．０１６～０．０３２、０．０３２～０．０６３、０．２５～１μｇ／ｍｌ），且前两者的 ＭＩＣ值更小（众数均为０．０３２μｇ／ｍｌ），而对酮康唑和氟康唑的 ＭＩＣ
值范围则相差较大（分别为０．２５～２、１～３２μｇ／ｍｌ）。Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验显示，红色毛癣菌对特比萘芬、萘替芬、伊曲康唑、两性

霉素Ｂ等４种抗真菌药物的 ＭＩＣ与基因型、表型、分离部位的不同无显著相关。结论：红色毛癣菌对抗真菌药物的敏感性可

能与基因型、表型或分离部位无关。
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　　浅部真菌病是皮肤科的常见病、多发病，皮肤癣
菌是浅部真菌病的主要致病菌。目前虽已开发了很
多新的口服和外用抗真菌药物，而合理选择使用抗
真菌药物，特别是对甲真菌病等一些周期长、费用高
的浅部真菌病的治疗，具有重要意义。我们采用微
量稀释法，对最重要的浅部病原真菌，也是最大的一
类 皮 肤 癣 菌———红 色 毛 癣 菌 （Ｔｒｉｃｈｏｐｈｙｔｏｎ
ｒｕｂｒｕｍ）进行了种内基因分型，并就菌株的基因型、
表型、分离部位等与对抗真菌药物敏感性的关系进
行了相关研究。

１　材料和方法

１．１　实验菌株　红色毛癣菌临床分离株２０株，来
自上海华山医院真菌室，标准株１株，来自本院真

菌室。菌株分离部位：Ｒ３、１７（面部）；Ｒ１２、１６、２５（颈
部）；Ｒ２０（耳垂部）；Ｒ４、１５（上肢）；Ｒ１１（下肢）；Ｒ１０、

１３、１８、１９、２７ （股部）；Ｒ１、２、９、２４（足趾、足缝）；

Ｒ１４、２１（腰部等其他部位）。将菌株进行初步鉴定，
并分表型：羊毛型（６株，Ｒ１３、１５、１７、２０、２４及标准
株）或绒毛型（４株，Ｒ１８、１９、２５、２７），粉末型（６株，

Ｒ３、４、１０、１１、１２、２１）或沟纹型（２株，Ｒ１、２），颗粒型
（２株，Ｒ９、１６），混合型（１株，Ｒ１４）。

１．２　 试剂 　 培养基：沙氏葡萄糖蛋白胨琼脂
（ＳＤＡ）、马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）、尿素琼脂培养
基、ＲＰＭＩ１６４０培养液（ＭＰＯＳ缓冲液）。抗真菌药
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物：伊曲康唑 （ＩＴＲＡ）、酮康唑 （ＫＣＺ）、氟康唑
（ＦＣＺ）、特比萘芬（ＴＢＦ）、萘替芬（ＮＴＦ）、５氟胞嘧
啶（５ＦＣ）、两性霉素Ｂ（ＡｍＢ），均为药厂提供的原
粉。其他试剂：ＴａｑＤＮＡ 聚合酶、ＰＣＲ反应缓冲
液、ｄＮＴＰｓ（日本ＴａＫａＲａ）。

１．３　红色毛癣菌的种内基因分型　基因组ＤＮＡ制
备采用氯化苄法［１］。红色毛癣菌的ＰＣＲ鉴定：引物
（ＧＡＣＡ）４，反应条件：９４℃起始变性５ｍｉｎ；９４℃变性

１ｍｉｎ，４７℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３８个循环；

７２℃延伸５ｍｉｎ。红色毛癣菌的种内分型：采用基因
组ＤＮＡ的ＲＡＰＤ方法。随机引物共１０条（Ｐ１１０，上
海生工生物工程有限公司合成，每条１０个碱基）。

ＰＣＲ反应条件：９４℃起始变性５ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，

３６℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，４７个循环；７２℃延
伸７ｍｉｎ。产物进行１．２％琼脂糖凝胶电泳，ＧＥＮＥ
ＧＥＮＩＵＳＢｉｏｉｍａｇｉｎｇＳｙｓｔｅｍ成像。

１．４　体外抗真菌药物敏感性研究　参考 ＮＣＣＬＳ
的 Ｍ３８Ａ方案［２］。

１．４．１　抗真菌药物稀释液的准备　将７种药物用

１００％二甲基亚砜配制为浓度１２．８ｍｇ／ｍｌ的母液，
用ＲＰＭＩ１６４０培养液进行１０级倍比稀释，使其工
作终浓度：伊曲康唑、酮康唑为０．０１８～８μｇ／ｍｌ，特
比萘芬为０．００１～０．５μｇ／ｍｌ，萘替芬（ＮＴＦ）、两性
霉素Ｂ为０．００４～２μｇ／ｍｌ，氟康唑为０．０６３～３２

μｇ／ｍｌ，５氟胞嘧啶为０．５～２５６μｇ／ｍｌ。

１．４．２　菌悬液的制备　实验菌株接种于ＰＤＡ培养
基，收集孢子和菌丝（以菌丝分隔处记为１个ＣＦＵ），
用ＲＰＭＩ１６４０培养液稀释至（２～４）×１０４ＣＦＵ／ｍｌ。

１．４．３　药敏板的制备　取９６孔板，按药物稀释液
的浓度由高到低依次加入１００μｌ药液，第１１孔作阳
性对照，第１２孔作空白对照。依次加入１００μｌ已制
备好的菌悬液（双倍终浓度）。

１．４．４　最小抑菌浓度（ＭＩＣ）的判定　３０℃恒温箱
培养６ｄ，进行结果判定。肉眼观察法：与阳性对照
比较，８０％以上受抑制（１级）为判定终点；酶标仪测
定法：在４５０ｎｍ波长下，与阳性对照孔相比，将光密
度值降低９０％以上的最低药物浓度定义为 ＭＩＣ终
点。结果判断依据上述两种方法的结合。

１．５　统计学处理　采用多组样本间比较的 Ｗｉｌｃｏｘ
ｏｎ秩和检验。

２　结　果

２．１　红色毛癣菌的种内基因分型　（ＧＡＣＡ）４作引
物扩增下，不同表型的所有红色毛癣菌菌株均呈现
相同的带型。以随机引物扩增不同表型的红色毛癣

菌临床分离株的基因组ＤＮＡ，呈现出不同的带型。
如，以随机引物Ｐ３扩增时，在电泳凝胶上，可观察到
红色毛癣菌菌株呈现５种不同的带型（图１）。Ⅰ型
的菌株包括 Ｒ１０、２、１５、２０，Ⅱ型的菌株包括 Ｒ２１、

１２、１、９、１２、１３、１６、１８，Ⅲ型的菌株包括Ｒ１４、１７，Ⅳ
型的菌株包括Ｒ３，Ⅴ型的菌株包括Ｒ１９、２４、２５、２７。
标准菌株为Ⅱ型。

图１　部分红色毛癣菌临床株基因组

ＤＮＡ的ＲＡＰＤ（随机引物Ｐ３）结果

Ｆｉｇ１ＰＣＲｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇｏｆＴｒｉｃｈｏｐｈｙｔｏｎｒｕｂｒｕｍｃｌｉｎｉｃａｌ

ｓｔｒａｉｎｓｇｅｎｅｒａｔｅｄｗｉｔｈｒａｎｄｏｍｐｒｉｍｅｒＰ３
１，１１：１ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒ；２１０：Ｒ１０，２，１５，２１，２０，１１，１，９，１２；１２２０：

Ｒ１３，１４，１７，３，４，２５，１９，２４，２７；Ｒ１２０ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｒｉｇｉｎｓｏｆ

ｔｈｅＴｒｉｃｈｏｐｈｙｔｏｎｒｕｂｒｕｍｓｔｒａｉｎｓ

　　我们观察到同一种ＤＮＡ型可能包括不同表型
的菌株。Ⅱ型的菌株包括了５种表型；Ⅳ型的２株
菌均为粉末型；Ⅴ型的４株菌均为羊毛或绒毛表型。
从表型方面来看，羊毛或绒毛型菌株覆盖了Ⅰ、Ⅱ、

Ⅲ、Ⅴ型４种ＤＮＡ型；颗粒型的２株菌均为Ⅱ型；沟
纹型菌株包括Ⅰ、Ⅱ、Ⅳ等３种ＤＮＡ型；在粉末、沟
纹、颗粒型等３种表型的菌株均未发现ＤＮＡ Ⅴ型。
而不同部位分离的菌株可以包括不同表型、基因型。

２．２　红色毛癣菌临床分离株对７种抗真菌药物的
体外敏感性　以进行种内 ＲＡＰＤ 分型的 Ｒ１３、

Ｒ１０、Ｒ１２２１、Ｒ２４、Ｒ２５、Ｒ２７及标准菌株等１８株为
例。结果见表１。不同基因型、表型及不同部位分
离的红色毛癣菌菌株对特比萘芬、萘替芬、伊曲康唑
的 ＭＩＣ 值范围较集中（分别为０．０１６～０．０３２、

０．０３２～０．０６３、０．２５～１μｇ／ｍｌ），且前两者的 ＭＩＣ
值更小（众数均为０．０３２μｇ／ｍｌ），而对酮康唑和氟
康唑的 ＭＩＣ值范围则相差较大（分别为０．２５～２、

１～３２μｇ／ｍｌ）。对红色毛癣菌临床株的基因型、表
型、分离部位与菌株的抗真菌药物敏感性采用多组
样本间的 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验进行比较，结果发现，
红色毛癣菌对特比萘芬、萘替芬、伊曲康唑、两性霉
素Ｂ等４种抗真菌药物的敏感性与基因型、表型、分
离部位的不同无显著相关。
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表１　７种抗真菌药物对红色毛癣菌的体外抗真菌活性（ＭＩＣ９０）

Ｔａｂ１　ＳｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｉｅｓｏｆＴｒｉｃｈｏｐｈｙｔｏｎｒｕｂｒｕｍｓｔｒａｉｎｓｔｏ７ａｎｔｉｆｕｎｇａｌａｇｅｎｔｓ（ＭＩＣ９０）
（ρＢ／μｇ·ｍｌ－１）

Ｓｔｒａｉｎ Ｇｅｎｏｔｙｐｅ Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｉｔｅ ＩＴＲＡ ＫＣＺ ＦＣＺ ＴＢＦ ＮＴＦ ５ＦＣ ＡｍＢ

Ｒ１５ Ⅰ Ｗｏｏｌｌｙ Ｕｐｐｅｒｌｉｍｂ ０．５ １ ３２ ０．０３２ ０．０３２ １２８ ０．５
Ｒ２０ Ⅰ Ｗｏｏｌｌｙ Ｅａｒｌｏｂｅ ０．５ ０．５ ２ ０．０３２ ０．０３２ ＞２５６ １
Ｒ２ Ⅰ Ｆｕｒｒｏｗｅｄ Ｔｏｅｓ １ １ ３２ ０．０３２ ０．０３２ ２５６ ０．５
Ｒ１０ Ⅰ Ｐｏｗｄｅｒｙ Ｔｈｉｇｈ ０．５ ０．５ １６ ０．０３２ ０．０３２ ２５６ １
Ｒ１３ Ⅱ Ｗｏｏｌｌｙ Ｔｈｉｇｈ ０．５ １ ３２ ０．０３２ ０．０６３ ＞２５６ １
Ｒ２１ Ⅱ Ｗｏｏｌｌｙ Ｏｔｈｅｒｓｉｔｅｓ ０．５ ０．５ ２ ０．０３２ ０．０３２ １２８ ０．２５
Ｒ１８ Ⅱ Ｖｉｌｌｏｕｓ Ｔｈｉｇｈ ０．５ ０．５ ８ ０．０３２ ０．０３２ ２５６ １
Ｒ１６ Ⅱ Ｇｒａｎｕｌａｒ Ｎｅｃｋ ０．５ １ ３２ ０．０３２ ０．０３２ ２５６ １
Ｒ１ Ⅱ Ｆｕｒｒｏｗｅｄ Ｔｏｅｓ ０．５ １ １６ ０．０３２ ０．０３２ ２５６ ０．５
Ｒ１２ Ⅱ Ｐｏｗｄｅｒｙ Ｎｅｃｋ ０．５ １ ３２ ０．０３２ ０．０３２ ２５６ １
Ｒ１７ Ⅲ Ｗｏｏｌｌｙ Ｆａｃｅ ０．５ ０．５ ８ ０．０３２ ０．０３２ ２５６ １
Ｒ１４ Ⅲ Ｍｉｘｅｄ Ｏｔｈｅｒｓｉｔｅｓ ０．５ １ ２ ０．０３２ ０．０３２ ２５６ １
Ｒ３ Ⅳ Ｐｏｗｄｅｒｙ Ｆａｃｅ ０．５ ０．５ ８ ０．０３２ ０．０３２ ２５６ ０．２５
Ｒ２４ Ⅴ Ｗｏｏｌｌｙ Ｔｏｅｓ ０．２５ ０．２５ １ ０．０３２ ０．０３２ ＞２５６ １
Ｒ１９ Ⅴ Ｖｉｌｌｏｕｓ Ｔｈｉｇｈ ０．５ ０．２５ １ ０．０１６ ０．０３２ １２８ １
Ｒ２５ Ⅴ Ｖｉｌｌｏｕｓ Ｎｅｃｋ ０．５ ０．５ ２ ０．０３２ ０．０３２ ＞２５６ １
Ｒ２７ Ⅴ Ｖｉｌｌｏｕｓ Ｔｈｉｇｈ ０．５ ０．５ ２ ０．０３２ ０．０３２ ２５６ １
Ｓｔａｎｄａｒｄ Ⅱ Ｗｏｏｌｌｙ  ０．２５ ２ ３２ ０．０３２ ０．０３２ ２５６ １

　ＩＴＲＡ：Ｉｔｒａｃｏｎａｚｏｌｅ；ＫＣＺ：Ｋｅｔｏｃｏｎａｚｏｌｅ；ＦＣＺ：Ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ；ＴＢＦ：Ｔｅｒｂｉｎａｆｉｎｅ；ＮＴＦ：Ｎａｆｔｉｆｉｎｅ；５ＦＣ：５Ｆｌｕｃｙｔｏｓｉｎｅ；ＡｍＢ：ＡｍｐｈｏｔｅｒｉｃｉｎＢ

３　讨　论

　　近年来抗真菌药物的研究和发展令人瞩目，很
多新开发的药物各自呈现出不同的抗菌谱。而另一
方面，浅部致病真菌的种类和比例也处于一个较大
的动态变迁过程中。因此，治疗方案要求以特定的
病原菌为目标。红色毛癣菌作为最重要的浅部真菌
病致病菌，一直是临床诊治及流行病学研究的重点。
为此，我们对红色毛癣菌进行了种内基因分型，并对
基因型、表型、分离部位与菌株的抗真菌药物敏感性
作了相关研究。

　　本研究中的 ＲＡＰＤ结果将红色毛癣菌分为５
个ＤＮＡ型，同一种ＤＮＡ型可能包括不同表型的菌
株，而ＤＮＡ型与菌株分离部位无明显相关。虽观
察到Ⅳ型的２株菌均为粉末型，颗粒型的２株菌均
为Ⅱ型，Ⅴ型的４株菌均为羊毛或绒毛表型，在粉
末、沟纹、颗粒型等３种表型的菌株均未发现ＤＮＡ
Ⅴ型，但由于菌株数量的局限性，ＤＮＡ型与表型的
关系仍有待于扩大标本数量后的进一步研究。

　　我们采用微量稀释法，研究红色毛癣菌临床株
对目前临床常用的７种抗真菌药物的敏感性，发现
这些菌株对７种抗真菌药物呈现出不同的 ＭＩＣ范
围。不同基因型、表型及不同部位分离的菌株对特
比萘芬、萘替芬、伊曲康唑的 ＭＩＣ值范围均较集中
（分别为０．０１６～０．０３２μｇ／ｍｌ、０．０３２～０．０６３μｇ／

ｍｌ、０．２５～１μｇ／ｍｌ），且前二者的 ＭＩＣ值更小（众数

均为０．０３２μｇ／ｍｌ），而对酮康唑和氟康唑的 ＭＩＣ值
范围则相差较大（分别为０．２５～２μｇ／ｍｌ、１～３２μｇ／

ｍｌ）。现有的数据不能表明，红色毛癣菌对抗真菌药
物的敏感性与基因型、表型、分离部位的不同相关。

　　目前，特比萘芬、萘替芬、伊曲康唑一直是临床
治疗浅部真菌病的主流药物。大量临床研究也揭示
它们对于皮肤癣菌感染，尤其是甲真菌病的治疗，均
具有较好的疗效和性价比［３，４］。我们在检测不同基
因型、表型及来自不同部位的红色毛癣菌临床分离
株对上述３种药物 ＭＩＣ值的同时发现，对于同一种
药物，临床分离株间的测定结果几乎无明显差异，其
变动范围很小。我们的结果提示，红色毛癣菌感染
的患者均可采用以上３种药物治疗，之前无需进行
烦琐的药敏试验。

　　两性霉素Ｂ虽然在不同菌株中 ＭＩＣ值范围较
集中（众数为１μｇ／ｍｌ），但由于其毒性和不能被皮
肤、黏膜有效吸收，一般不用于浅部真菌病的治疗。

　　酮康唑和氟康唑也是治疗浅部真菌病的常用药
物，临床上也具有良好的疗效。有文献表明，尽管氟
康唑的血浆浓度剂量呈极好的线性关系，但真菌
学、临床疗效与剂量并没有很好的相关性［５］。因此，
体内疗效与体外试验间的差异提示，理论上药敏试
验结果能可靠、准确地预测抗真菌药物对真菌感染
者的治疗效果，但机体作为一个动态系统，宿主因素
（如免疫因素，药物在体内的代谢及在感染部位的渗
透性等）可能比药物本身对疗效影响更大。
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