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［摘要］　目的：研究隐球菌性脑膜炎患者在一期治疗过程中对抗真菌药物的体外敏感性。方法：采用 ＮＣＣＬＳ的 Ｍ２７Ａ方

案，对分离自６名患者脑脊液中的１８次培养阳性菌株进行两性霉素Ｂ、５氟胞嘧啶、氟康唑的体外药敏实验以及两性霉素Ｂ与

５氟胞嘧啶、两性霉素Ｂ与氟康唑的联合药敏实验。结果：治疗期间系列菌株对每种药物的 ＭＩＣ变化不超过一个滴度；系列

菌株在两性霉素Ｂ与５氟胞嘧啶联合应用、两性霉素Ｂ与氟康唑联合应用前后的 ＭＩＣ变化均在两个滴度以内，两性霉素Ｂ

与５氟胞嘧啶联合应用大多为协同或相加作用。治疗期间未发现有耐药现象发生。结论：在一期治疗过程中，感染菌株对３
种抗真菌药的敏感性无变化。两性霉素Ｂ联合５氟胞嘧啶是对隐球菌性脑膜炎有效的一期治疗方法。
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　　隐球菌病目前的发病率呈现逐渐升高的趋势，脑膜炎是

隐球菌病最常见的表现形式。隐球菌性脑膜炎治疗的药物

选择仍然很少，两性霉素Ｂ（ＡｍＢ）是目前疗效确定的药物之

一，而且需要长期应用，一期治疗的持续时间在６周以上［１］。

是否会出现隐球菌对抗真菌药物的耐药性上升从而影响疗

效？本课题组发现，临床中许多患者在治疗后隐球菌的活力

受到抑制，表现为脑脊液涂片阳性而培养长期阴性［２］。这是

否也是由于隐球菌对抗真菌药物的耐药性上升所致？为此，

本研究通过对临床诊断明确的隐球菌性脑膜炎患者多次脑

脊液培养阳性的系列菌株应用美国临床实验室标准化委员

会（ＮＣＣＬＳ）的 Ｍ２７Ａ方案［３］进行了体外抗真菌药物的单独

与联合抑菌实验，对治疗中感染菌株对抗真菌药物的敏感性

以及联合用药的选择进行了探讨。

１　材料和方法

１．１　菌株　所有菌株均来自中国医学真菌保藏中心隐球菌

专业实验室。实验菌株为１８次培养阳性的新生隐球菌临床

分离保存株，分离自６名诊断明确的 ＨＩＶ阴性的隐球菌性

脑膜炎患者，其中每名患者脑脊液培养阳性为２～４次；培养

阳性时间间隔为３～１４ｄ；一期治疗方法为ＡｍＢ静脉加鞘内

注射联合５氟胞嘧啶（５ＦＣ）口服，ＡｍＢ静脉从１ｍｇ／ｄ开

始，根据患者反应逐渐加量至２５ｍｇ／ｄ；鞘内注射从０．１ｍｇ
开始，根据患者反应，每周２～３次。５ＦＣ为１ｍｇ／ｋｇ口服；

总时间根据患者脑脊液真菌检查情况确定，均在８周以

上。　　　　　

１．２　培养基　（１）改良沙堡固体培养基（ＳＤＡ）；（２）ＲＰＭＩ

１６４０液体培养基：取 ＲＰＭＩ１６４０粉末（ＦＬＵＫＡ ）１０．４ｇ，

ＭＯＰＳ粉（ＦＬＵＫＡ）３４．５３ｇ，９００ｍｌ双蒸水，振荡直至溶解，

用１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调整ｐＨ值至７．０，然后定容至１Ｌ，滤过

消毒，分装于无菌瓶中，置４℃冰箱保存备用。

１．３　抗真菌药　ＡｍＢ原粉由上海新先锋药业提供；５ＦＣ
原粉由中国药科大学提供；氟康唑（ＦＣＺ）原粉由上海三维制

药公司提供。纯度均大于９９％。

１．４　联合药敏实验步骤　参考 ＮＣＣＬＳ的 Ｍ２７Ａ方案［３］。

（１）菌株的活化：用改良ＳＤＡ平皿转种所有选用的菌株２
次，每次４８ｈ。（２）药物母液的配制：将药物用二甲基亚砜

（ＤＭＳＯ）溶解为１２．８ｍｇ／ｍｌ的药物母液，分装于１．５ｍｌ的

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管；置－２０℃冰箱贮存备用。（３）药敏反应板的制

备：将药物母液用ＲＰＭＩ１６４０液体培养基做稀释液进行１０
级倍比稀释，使５ＦＣ、ＦＣＺ的起始浓度为１２８μｇ／ｍｌ，终末浓

度为０．２５μｇ／ｍｌ，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１组，第１块板为单用药敏板，

即于每排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；第１２孔加２００μｌ液体培养基为空白对照。

联合用药时选择 ＡｍＢ与５ＦＣ以及 ＡｍＢ与ＦＣＺ两组分别

联合应用。联用棋盘药敏板分横向（从左至右１０排孔）和纵

向（从上至下８排孔）各加两种药物的倍比浓度药液５０μｌ
（其中一种药物只用８个浓度梯度），使两种药物在８０个孔

中形成８０个不同的联用药物浓度，从左上至右下药物浓度

递减，第１１孔为生长对照；１２孔为空白对照。（４）菌悬液的

配制：用ＲＰＭＩ１６４０培养基将菌悬液浓度稀释为（１～５）×

１０３ＣＦＵ／ｍｌ。（５）将配制好的菌悬液１００μｌ于１５ｍｉｎ内加

入预热的药敏反应板中（第１～１１孔），置于３５℃培养。

１．５　最低抑菌浓度（ＭＩＣ）的判定　隐球菌于３５℃培养７２ｈ
后用视觉法判定终点：５ＦＣ、ＦＣＺ组与生长对照孔比较≥
８０％生长抑制所对应的最低药物浓度为 ＭＩＣ，ＡｍＢ组与生

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 ＭＩＣ。
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１．６　 质 控 菌 　 采 用 ＮＣＣＬＳ 推 荐 的 近 平 滑 念 珠 菌

ＡＴＣＣ９００１８，其 ＭＩＣ参考值为：ＦＣＺ０．２５～１．０μｇ／ｍｌ，ＡｍＢ

０．５～２μｇ／ｍｌ，５ＦＣ ≤０．１２５～０．２５μｇ／ｍｌ
［３］。质控菌的

ＭＩＣ值在参考值范围内可认为实验结果可以接受。

１．７　联合用药效果评价　计算分数抑菌浓度指数（ＦＩＣＩ），

即联合用药时各药的最低抑菌浓度分别除以各药单用时

ＭＩＣ值的商之和。当 ＦＩＣＩ≤０．５时为协同作用；０．５＜
ＦＩＣＩ≤１时为相加作用；１＜ＦＩＣＩ≤２时为无关作用；当ＦＩＣＩ＞
２时为拮抗作用。协同与相加作用认为是两种药物联合应

用的指标。

２　结　果

２．１　菌株对单个药物在治疗前后敏感性变化　６名患者的

１８次培养阳性的菌株的药敏实验结果显示，在一期治疗期

间，菌株对ＡｍＢ、５ＦＣ和ＦＣＺ均敏感，未发现有耐药菌株；

在治疗期间系列菌株对每种药物的 ＭＩＣ变化不超过一个滴

度，提示治疗期间对每种药物的敏感性没有发生变化。

２．２　联合用药敏感性　联合药敏实验结果显示，每一患者

在治疗过程中的系列菌株之间对比，ＡｍＢ与５ＦＣ联合应

用，ＡｍＢ与ＦＣＺ联合应用的 ＭＩＣ变化在两个滴度以内，均

显示较好的一致性，未发现联合应用的耐药，提示在治疗期

间对联合应用的药物敏感性没有发生变化。ＡｍＢ与５ＦＣ
联合应用效果主要是相加和协同作用（１５／１８），未发现拮抗

作用；ＡｍＢ与ＦＣＺ联合应用出现了拮抗作用（１／１８），而且无

关作用很多（９／１８），详见表１。

表１　临床系列株的体外药敏实验结果

菌株
ＭＩＣ（ρＢ／μｇ·ｍｌ－１）

ＡｍＢ ５ＦＣ ＦＣＺ ＡｍＢ／５ＦＣ ＡｍＢ／ＦＣＺ
ＦＩＣＩＡｍＢ／
５ＦＣ

ＡｍＢ／
５ＦＣ作用

ＦＩＣＩＡｍＢ／
ＦＣＺ

ＡｍＢ／
ＦＣＺ作用

Ａ１ ２ ０．５ ８ ０．５／０．０６３ １／０．５ ０．３７５ 协同 ０．５６３ 相加

Ａ２ ２ ０．５ ４ １／０．０６３ １／０．５ ０．６２６ 相加 ０．６２５ 相加

Ａ３ １ １ ８ ０．２５／０．５ １／０．５ ０．７５ 相加 １．０６３ 无关

Ｂ１ ０．５ ２ ２ ０．５／１ ０．５／０．５ １．５ 无关 １．２５ 无关

Ｂ２ ０．５ １ ２ ０．２５／０．５ ０．５／２ １ 相加 ２ 无关

Ｃ１ １ ４ ４ ０．５／１ ０．５／４ ０．７５ 相加 １．５ 无关

Ｃ２ １ ４ ４ ０．５／１ ０．５／４ ０．７５ 相加 １．５ 无关

Ｄ１ ０．５ ２ １６ ０．５／１ １／０．２５ １．５ 无关 ２．０１６ 拮抗

Ｄ２ １ ２ ８ ０．２５／１ １．０／１．０ ０．７５ 相加 １．１２５ 无关

Ｄ３ ０．５ １ ８ ０．２５／０．５ ０．５／０．５ １ 相加 １．０６３ 无关

Ｄ４ ０．５ ２ １６ ０．２５／０．５ ０．５／０．２５ ０．７５ 相加 １．０１６ 无关

Ｅ１ ２ １ ４ ０．５／０．２５ ０．５／０．１２５ ０．５ 协同 ０．５３１ 相加

Ｅ２ １ ２ ２ ０．５／０．５ ０．２５／０．２５ ０．７５ 相加 ０．３７５ 协同

Ｅ３ ２ １ ４ ０．５／０．２５ １／０．１２５ ０．５ 协同 ０．５６３ 相加

Ｅ４ ２ ２ ４ １／０．５ ０．５／０．２５ ０．７５ 相加 ０．３１３ 协同

Ｆ１ １ ０．５ ８ ０．５／０．０６３ ０．５／１ ０．６２６ 相加 ０．６２５ 相加

Ｆ２ ０．５ １ ８ ０．２５／０．０６３ ０．５／０．５ ０．５６３ 相加 １．０６３ 无关

Ｆ３ １ ０．５ ４ １／０．０６３ ０．５／１ １．０６３ 无关 ０．７５ 相加

ＡＴＣＣ９００１８ １ ０．０６３ ０．５ ０．０１６／０．０６ １／０．０３１ １．０１６ 无关 １．０６ 无关

　Ａ～Ｆ代表６名患者，１～４代表该患者的第１～４次培养阳性菌株

３　讨　论

　　隐球菌性脑膜炎的治疗目前采用分期疗法，目前认为，

一期治疗首选ＡｍＢ静脉加鞘内注射联合口服５ＦＣ，为预防

复发，推荐时间在８周以上；二期治疗选用口服ＦＣＺ，时间在

２个月以上［４，５］。抗真菌药物长期应用诱导真菌耐药的报道

越来越多，主要是一些酵母菌［６］。抗真菌药物的耐药导致了

治疗时间的延长以及药物的疗效不佳。在隐球菌性脑膜炎

的治疗中，由于应用抗真菌药物治疗的时间比较长，而且由

于抗真菌药物的不良反应都比较大，应用剂量都不能过大，

因此在治疗过程中存在隐球菌对抗真菌药物的耐药性上升

的可能性。目前已经确认在体外可以通过低浓度药物培养

的方法使隐球菌产生耐药，而且国外已经有临床报道，在

ＨＩＶ阳性的隐球菌性脑膜炎患者发生了对抗真菌药物耐

药［７］。本研究对隐球菌脑膜炎治疗过程中菌株敏感性的变

化进行了探讨。

　　我们针对在临床中收集的隐球菌性脑膜炎患者在临床

治疗中的１８次系列菌株进行了体外敏感性实验的结果显

示，在一期治疗的过程中，系列菌株前后对比，ＡｍＢ、５ＦＣ和

ＦＣＺ的 ＭＩＣ变化幅度没有超过１个滴度，没有发现在治疗过

程中出现耐药的现象，同时未发现有原发性自身耐药菌株。

已经明确，单独应用５ＦＣ治疗隐球菌极易产生耐药［１］，而在

与ＡｍＢ联合应用后我们没有发现耐药的产生，而且联合药

敏也显示两者效果主要是相加和协同作用，未发现拮抗作

用。这也进一步证实了５ＦＣ和 ＡｍＢ联合应用可以增强疗

效，避免单独应用时出现的耐药。体外实验证实 ＡｍＢ与５

ＦＣ联合应用以相加或协同作用为主，支持二者联合是一期

治疗的最佳选择。

　　隐球菌性脑膜炎的二期治疗主要药物是ＦＣＺ。虽然目

前隐球菌对ＦＣＺ耐药的报道越来越多，但实验中我们发现，
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在一期治疗中，菌株对于ＦＣＺ的敏感性没有变化，也没有发

现隐球菌对ＦＣＺ的耐药株。也就是说，在我们所观察的时间

内，一期治疗（ＡｍＢ＋５ＦＣ）不会诱导隐球菌对ＦＣＺ的耐药

发生。二期治疗选用ＦＣＺ应该是有效的［１］。

　　虽然目前报道的新生隐球菌对 ＡｍＢ的耐药较少，但是

对５ＦＣ和ＦＣＺ的耐药的情况越来越多［７，８］。由于在隐球菌

脑膜炎的治疗过程中，患者的脑脊液真菌培养在开始抗真菌

治疗后不久即很快转为阴性，收集到临床系列菌株进行前后

对比比较困难，我们收集到的菌株也大部分集中在开始治疗

后２周内。因此我们的结果只能说明在治疗后的２周内未

发生耐药。限于目前体外实验的方法，目前还难以对整个治

疗期间的敏感性做出完整评价。
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