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过氧化氢对５种唑类药物体外抗耐药白假丝酵母菌的协同作用
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第二军医大学药学院新药研究中心，上海２００４３３

　　［摘要］　目的　考察过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）对５种唑类药物：氟康唑（ＦＬＣ），伊曲康唑（ＩＣＺ），酮康唑（ＫＣＺ），咪康唑（ＭＣＺ）和
硫康唑（ＳＣＺ）体外抗耐药白假丝酵母菌作用的影响。方法　利用８株对氟康唑耐药，２株对氟康唑敏感的白假丝酵母菌，采
用微量液基稀释法测定药物单用时的最低抑菌浓度 ＭＩＣ８０值，采用棋盘式微量液基稀释法测定两药联用时的 ＭＩＣ８０值，在此基

础上计算部分抑菌浓度指数（ＦＩＣＩ）即协同指数，依据ＦＩＣＩ值判断 Ｈ２Ｏ２与唑类药物联用是具有协同、无关还是拮抗作用。结

果　对所有耐药菌株，两药联用的ＦＩＣＩ值均小于０．５，Ｈ２Ｏ２与唑类药物联用显现出协同作用；对２株敏感菌株，两药联用的

ＦＩＣＩ值大于０．５、小于２，显示为无关作用。结论　Ｈ２Ｏ２和唑类药物（氟康唑，伊曲康唑，酮康唑，咪康唑，硫康唑）联用有协同
抗耐药白假丝酵母菌作用。
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　　白假丝酵母菌（Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ）是临床最常
见的条件致病性真菌，存在于正常人群的多个解剖
部位，如皮肤、口腔、胃肠道、阴道等。近年来，伴随
着艾滋病的传播、癌症患者的放化疗、器官移植后免
疫抑制剂的使用、广谱抗生素的大量使用，以及导管
等生物材料越来越多地应用于人体，白假丝酵母菌
深部感染的发病率不断增加，并已成为癌症及免疫
缺陷性疾病患者死亡的主要原因之一［１］。目前临床
用于治疗白假丝酵母菌感染的药物屈指可数，主要

有唑类（氟康唑、酮康唑、咪康唑和伊曲康唑等）、两
性霉素Ｂ和氟胞嘧啶等。由于氟康唑的生物利用度
高，不良反应小，且价格合理，所以常被作为首选药
物。唑类药物公认的抗真菌机制是选择性抑制羊毛
甾醇１４α去甲基化酶，进而抑制真菌细胞膜上麦角
甾醇的生物合成。近年来又有研究表明唑类药物的
抗真菌作用与升高真菌细胞内的活性氧水平有密切

关系［２３］。本课题组前期研究发现白假丝酵母菌线粒
体氧化呼吸功能减弱、活性氧水平降低可能是其对唑
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类药物产生耐药的重要机制之一［４］；抗氧化剂能降低
氟康唑的体内外抗真菌作用［５］，而促进细胞内活性氧
生成的小檗碱具有明显的协同氟康唑抗真菌作用［６］。
然而活性氧本身对唑类药物抗真菌作用的影响目前

尚无报道，因此本研究重点考察了活性氧类物质过氧
化氢对唑类药物体外抗真菌作用的影响。

１　材料和方法

１．１　菌株及培养条件　菌株０５１１６５５、０９０５１０３、

０９０９３７９、０９０９５０２、０９０９６４９、０９０９７８２、０９０９８７６、

０９０９９５８由第二军医大学长海医院真菌室提供，经形
态学和生化学鉴定为白假丝酵母菌。菌株ＳＣ５３１４
和 ＣＡＦ２１由 Ｗｉｌｌｉａｍ Ａ．Ｆｏｎｚｉ（Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆ
ＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙａｎｄＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，ＧｅｏｒｇｅｔｏｗｎＵｎｉ
ｖｅｒｓｉｔｙ，ＷａｓｈｉｎｇｔｏｎＤＣ，ＵＳＡ）惠赠。

１．２　培养基　ＲＰＭＩ１６４０培养液：ＲＰＭＩ１６４０（Ｇｉｂ
ｃｏＢＲＬ公司）１０ｇ、ＮａＨＣＯ３２．０ｇ、吗啡啉丙磺酸
（ＭＯＰＳ）３４．５ｇ（０．１６５ｍｏｌ／Ｌ，Ｓｉｇｍａ公司）加三蒸
水９００ｍｌ溶解，加入１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ 调ｐＨ 至７．０
（２５℃），三蒸水定容至１０００ｍｌ，０．２２μｍ微孔滤膜
过滤除菌，分装后于４℃保存备用。

　　沙堡葡萄糖琼脂固体培养基（ＳＤＡ）：蛋白胨１０
ｇ、葡萄糖４０ｇ、琼脂１８ｇ，加三蒸水９００ｍｌ溶解，加
入２ｍｇ／ｍｌ氯霉素水溶液５０ｍｌ调整ｐＨ至７．０，以
三蒸水定容至１０００ｍｌ，高压灭菌（１２１℃，１５ｍｉｎ）后
于４℃保存备用。

　　ＹＥＰＤ培养液：酵母浸膏１０ｇ，蛋白胨２０ｇ，葡萄糖

２０ｇ，加三蒸水９００ｍｌ溶解，三蒸水定容至１０００ｍｌ，高
压灭菌（１２１℃，１５ｍｉｎ）后于４℃保存备用。

１．３　药物　过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）、伊曲康唑（ｉｔｒａｃｏｎ
ａｚｏｌｅ，ＩＣＺ）、酮康唑（ｋｅｔｏｃｏｎａｚｏｌｅ，ＫＣＺ）、咪康唑
（ｍｉｃｏｎａｚｏｌｅ，ＭＣＺ）和硫康唑（ｓｕｌｃｏｎａｚｏｌｅ，ＳＣＺ）购
自Ｓｉｇｍａ公司。氟康唑（ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ，ＦＬＣ）注射液
（生产批号：０９１１０１）由上海信谊药业有限公司提供。
二甲亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｐｈｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）由中国医药
集团上海化学试剂公司出品。

　　伊曲康唑、酮康唑、咪康唑、硫康唑用ＤＭＳＯ溶
解为６．４ｍｇ／ｍｌ的药物母液，置－２０℃冰箱贮存备
用。氟康唑注射液浓度为２ｍｇ／ｍｌ，Ｈ２Ｏ２溶液以灭
菌三蒸水稀释至０．１６ｍｏｌ／Ｌ。

１．４　实验方法　实验前，用接种圈从４℃保存的

ＳＤＡ平板上挑取少量白假丝酵母菌，接种至１ｍｌ
ＹＥＰＤ培养液，于３０℃、２００转／ｍｉｎ振荡培养，活化

１６ｈ，使真菌处于指数生长期后期。取该菌液至１ｍｌ
ＹＥＰＤ培养液中，用上述方法再次活化，１６ｈ后用血
细胞计数板计数，用ＲＰＭＩ１６４０培养液调整菌液浓

度至１×１０３～５×１０３ＣＦＵ／ｍｌ。

１．４．１　各类药物单独用药药敏反应板的制备　取
无菌９６孔板，于每排１号孔加 ＲＰＭＩ１６４０培养液

１００μｌ作空白对照；３～１２号孔各加新鲜配制的菌液

１００μｌ；２号孔分别加菌液１８０μｌ和受试化合物溶液

２０μｌ（用ＲＰＭＩ１６４０培养液将药物稀释至需要浓度，
氟康唑１．２８ｍｇ／ｍｌ、伊曲康唑１６０μｇ／ｍｌ、酮康唑

３２μｇ／ｍｌ、咪康唑１００μｇ／ｍｌ、硫康唑１．２８ｍｇ／ｍｌ、

Ｈ２Ｏ２１６０ｍｍｏｌ／Ｌ）；１２号孔不含药物，只加１００μｌ
菌液作阳性生长对照。２～１１号孔进行倍比稀释，使
各孔的最终药物浓度分别为氟康唑：１２８、６４、３２、１６、

８、４、２、１、０．５、０．２５μｇ／ｍｌ；伊曲康唑：１６、８、４、２、１、

０．５、０．２５、０．１２５、０．０６２５、０．０３１３μｇ／ｍｌ；酮康唑：

３．２、１．６、０．８、０．４、０．２、０．１、０．０５、０．０２５、０．０１２５、

０．００６２５μｇ／ｍｌ；咪康唑：１０、５、２．５、１．２５、０．６２５、

０．３１３、０．１５６、０．０７８、０．０３９、０．０１９５μｇ／ｍｌ；硫康唑：

１２８、６４、３２、１６、８、４、２、１、０．５、０．２５μｇ／ｍｌ；Ｈ２Ｏ２：

１．６×１０－２、８×１０－３、４×１０－３、２×１０－３、１×１０－３、

５×１０－４、２．５×１０－４、１．２５×１０－４、６．２５×１０－５、

３．１３×１０－５ｍｏｌ／Ｌ，各孔中 ＤＭＳＯ 含量均不高于

１％。测定各种药物单用时的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）。
各药敏板于３０℃恒温箱培养２４ｈ后，用酶标仪
（ＭｕｌｔｉｓｋａｎＭＫ３型，Ｌａｂｓｙｓｔｅｍｓ公司）于６２０ｎｍ
处测各孔光密度（Ｄ）值。

１．４．２　联合用药药敏反应板的制备　取无菌９６孔
板，于每排１号孔加ＲＰＭＩ１６４０培养液１００μｌ作空
白对照；２～１２号孔各加新鲜配制的菌液１００μｌ；第

１排的２号孔分别另加菌液６０μｌ和受试化合物溶
液４０μｌ，第２～８排的２号孔分别另加菌液８０μｌ和
受试化合物溶液２０μｌ（以ＲＰＭＩ１６４０培养液将药物
稀释至需要浓度，氟康唑１．２８ｍｇ／ｍｌ，伊曲康唑１６０

μｇ／ｍｌ、酮康唑３２μｇ／ｍｌ、咪康唑１００μｇ／ｍｌ、硫康唑

１．２８ｍｇ／ｍｌ）；１２号孔不含药物，只加菌液１００μｌ作
阳性生长对照。横向（２～１１号）对唑类药物进行倍
比稀释，使各孔的最终药物浓度分别为氟康唑：１２８、

６４、３２、１６、８、４、２、１、０．５、０．２５μｇ／ｍｌ；伊曲康唑：１６、８、

４、２、１、０．５、０．２５、０．１２５、０．０６２５、０．０３１３μｇ／ｍｌ；酮康
唑：３．２、１．６、０．８、０．４、０．２、０．１、０．０５、０．０２５、０．０１２５、

０．００６２５μｇ／ｍｌ；咪康唑：１０、５、２．５、１．２５、０．６２５、

０．３１３、０．１５６、０．０７８、０．０３９、０．０１９５μｇ／ｍｌ；硫康唑：

１２８、６４、３２、１６、８、４、２、１、０．５、０．２５μｇ／ｍｌ。第１排的
浓度设为其他每排浓度的２倍（因要进行Ｈ２Ｏ２的倍比
稀释，会对第１排每孔进行稀释，因此每列第１号孔的
浓度设为终浓度的２倍）。第１行２～１１号孔继续加入

５０μｌ菌液和用ＲＰＭＩ１６４０稀释成３２ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｈ２Ｏ２
溶液５０μｌ，在纵向（Ａ～Ｈ）进行２倍的倍比稀释，使得
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Ｈ２Ｏ２的终浓度为８×１０－３、４×１０－３、２×１０－３、１×
１０－３、５×１０－４、２．５×１０－４、１．２５×１０－４、６．２５×１０－５

ｍｏｌ／Ｌ。各孔中ＤＭＳＯ含量均不高于１％，各药敏板
于３０℃恒温箱培养２４ｈ后，用酶标仪于６２０ｎｍ处测
各孔光密度（Ｄ）值。

　　敏感菌实验方法与耐药菌类似，只是氟康唑和
硫康唑的浓度从６４μｇ／ｍｌ开始进行倍比稀释。

１．５　ＭＩＣ值判定及联合用药的效果评价　以Ｄ 值
下降８０％以上的最低浓度孔中的药物浓度为 ＭＩＣ８０
（真菌生长８０％被抑制时的药物浓度）。当 ＭＩＣ值
高于检测最高限时，以最高限浓度的２倍值计算部
分抑菌浓度指数（ＦＩＣＩ）。当ＦＩＣＩ≤０．５时，判定两
药的相互作用为协同作用，且ＦＩＣＩ越小，协同作用
越强；０．５＜ＦＩＣＩ≤４时判定两药的相互作用为无关；
当ＦＩＣＩ＞４时判定两药的相互作用为拮抗作用［７８］。

　　上述实验均平行操作３次，ＭＩＣ８０值能准确重
复至只差一个浓度，取３次实验平均值。

１．６　质控菌　根据ＮＣＣＬＳＭ２７Ａ方案［７］的建议，
我们采用ＳＣ５３１４为质控菌，每次配制药敏板的同时
均制备一质控菌药敏板，其 ＭＩＣ参考值如下：氟康
唑 ＭＩＣ８０值０．２５～１．０μｇ／ｍｌ；每次实验以此菌株为
参照菌株，只有当其 ＭＩＣ值界于上述范围时，方认
为实验操作准确可靠。如同时实验菌株生长良好，
则可认为实验成功，结果可接受。

２　结　果

　　体外实验以棋盘式微量液基稀释法检测 Ｈ２Ｏ２
与氟康唑、酮康唑、咪康唑、伊曲康唑和硫康唑联用
对不同来源、不同敏感性的白假丝酵母菌的作用，结
果见表１～表５。

表１　棋盘式微量液基稀释法检测氟康唑与Ｈ２Ｏ２联用对耐药白假丝酵母菌的影响

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＦＬＣｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＨ２Ｏ２ｏｎｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ

ａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｃｈｅｃｋｅｒｂｏａｒｄｍｉｃｒｏｄｉｌｕｔｉｏｎａｓｓａｙ

Ｎｏ． Ｃｌｉｎｉｃａｌｉｓｏｌａｔｅ
ＭＩＣ８０ａｌｏｎｅ

ＦＬＣ
ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

Ｈ２Ｏ２
ｃＢ／（ｍｏｌ·Ｌ－１）

ＭＩＣ８０ｉｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

ＦＬＣ
ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

Ｈ２Ｏ２
ｃＢ／（ｍｏｌ·Ｌ－１）

ＦＩＣＩｆｏｒ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

Ｍｏｄｅｏｆ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

１ ＳＣ５３１４ ０．５ ２×１０－３ ０．５ １×１０－３ １．５ Ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
２ ＣＡＦ２１ ０．２５ ２×１０－３ ０．２５ １×１０－３ １．５ Ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
３ ０５１１６５５ １２８ ８×１０－３ ４ ２×１０－３ ０．２５３ Ｓｙｎｅｒｇｙ
４ ０９０５１０３ ６４ ４×１０－３ １ ６．２５×１０－５ ０．０３１３ Ｓｙｎｅｒｇｙ
５ ０９０９３７９ １２８ ８×１０－３ ４ ２×１０－３ ０．２５３ Ｓｙｎｅｒｇｙ
６ ０９０９５０２ １２８ ８×１０－３ ８ １×１０－３ ０．１８７ Ｓｙｎｅｒｇｙ
７ ０９０９６４９ １２８ ８×１０－３ ４ １×１０－３ ０．１５６ Ｓｙｎｅｒｇｙ
８ ０９０９７８２ １２８ ８×１０－３ ８ １×１０－３ ０．１８７ Ｓｙｎｅｒｇｙ
９ ０９０９８７６ １２８ ４×１０－３ ８ ５×１０－４ ０．１８７ Ｓｙｎｅｒｇｙ
１０ ０９０９９５８ １２８ ８×１０－３ １ ５×１０－４ ０．０８ Ｓｙｎｅｒｇｙ

　ＦＬＣ：Ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ；ＭＩＣ８０：Ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｆｏｒ８０％；ＦＩＣＩ：Ｆｒａｃｔｉｏｎａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ

表２　棋盘式微量液基稀释法检测酮康唑与Ｈ２Ｏ２ 联用对耐药白假丝酵母菌的影响

Ｔａｂ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＫＣＺｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＨ２Ｏ２ｏｎｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ

ａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｃｈｅｃｋｅｒｂｏａｒｄｍｉｃｒｏｄｉｌｕｔｉｏｎａｓｓａｙ

Ｎｏ． Ｃｌｉｎｉｃａｌｉｓｏｌａｔｅ
ＭＩＣ８０ａｌｏｎｅ

ＫＣＺ
ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

Ｈ２Ｏ２
ｃＢ／（ｍｏｌ·Ｌ－１）

ＭＩＣ８０ｉｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

ＫＣＺ
ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

Ｈ２Ｏ２
ｃＢ／（ｍｏｌ·Ｌ－１）

ＦＩＣＩｆｏｒ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

Ｍｏｄｅｏｆ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

１ ＳＣ５３１４ ０．０２５ ２×１０－３ ０．０２５ １×１０－３ １．５ Ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
２ ＣＡＦ２１ ０．０２５ ２×１０－３ ０．０１２５ １×１０－３ １ Ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
３ ０５１１６５５ ３．２ ８×１０－３ ０．４ ２×１０－３ ０．３７５ Ｓｙｎｅｒｇｙ
４ ０９０５１０３ １．６ ４×１０－３ ０．０５ ３．１７５×１０－５ ０．０４７ Ｓｙｎｅｒｇｙ
５ ０９０９３７９ １．６ ８×１０－３ ０．２ ５×１０－４ ０．１８７ Ｓｙｎｅｒｇｙ
６ ０９０９５０２ １．６ ８×１０－３ ０．２ ３．１７５×１０－５ ０．１２９ Ｓｙｎｅｒｇｙ
７ ０９０９６４９ １．６ ８×１０－３ ０．２ ２×１０－３ ０．３７５ Ｓｙｎｅｒｇｙ
８ ０９０９７８２ ３．２ ８×１０－３ ０．４ ２×１０－３ ０．３７５ Ｓｙｎｅｒｇｙ
９ ０９０９８７６ １．６ ４×１０－３ ０．４ ３．１７５×１０－５ ０．２５８ Ｓｙｎｅｒｇｙ
１０ ０９０９９５８ １．６ ８×１０－３ ０．４ ２×１０－３ ０．５ Ｓｙｎｅｒｇｙ

　ＫＣＺ：Ｋｅｔｏｃｏｎａｚｏｌｅ；ＭＩＣ８０：Ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｆｏｒ８０％；ＦＩＣＩ：Ｆｒａｃｔｉｏｎａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ
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表３　棋盘式微量液基稀释法检测咪康唑与Ｈ２Ｏ２ 联用对耐药白假丝酵母菌的影响

Ｔａｂ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＭＣＺｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＨ２Ｏ２ｏｎｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙ
ＦＩＣＩｔｈｒｏｕｇｈｃｈｅｃｋｅｒｂｏａｒｄｍｉｃｒｏｄｉｌｕｔｉｏｎａｓｓａｙ

Ｎｏ． Ｃｌｉｎｉｃａｌｉｓｏｌａｔｅ
ＭＩＣ８０ａｌｏｎｅ

ＭＣＺ
ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

Ｈ２Ｏ２
ｃＢ／（ｍｏｌ·Ｌ－１）

ＭＩＣ８０ｉｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

ＭＣＺ
ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

Ｈ２Ｏ２
ｃＢ／（ｍｏｌ·Ｌ－１）

ＦＩＣＩｆｏｒ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

Ｍｏｄｅｏｆ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

１ ＳＣ５３１４ ８．９×１０－２ ２×１０－３ ４．５×１０－２ １×１０－３ １ Ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

２ ＣＡＦ２１ ８．９×１０－２ ２×１０－３ ４．５×１０－２ １×１０－３ １ ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

３ ０５１１６５５ １０ ８×１０－３ ０．１２５ ３．１７５×１０－５ ０．０１７ Ｓｙｎｅｒｇｙ

４ ０９０５１０３ １０ ４×１０－３ ０．８ １×１０－３ ０．３ Ｓｙｎｅｒｇｙ

５ ０９０９３７９ １０ ８×１０－３ ０．０７８ ３．１７５×１０－５ ０．０１０２ Ｓｙｎｅｒｇｙ

６ ０９０９５０２ １０ ８×１０－３ ０．１５６ ３．１７５×１０－５ ０．０１９６ Ｓｙｎｅｒｇｙ

７ ０９０９６４９ １０ ８×１０－３ ２．５ ３．１７５×１０－５ ０．２５４ Ｓｙｎｅｒｇｙ

８ ０９０９７８２ １０ ８×１０－３ １．２５ ３．１７５×１０－５ ０．１２９ Ｓｙｎｅｒｇｙ

９ ０９０９８７６ １０ ４×１０－３ ０．１５６ ３．１７５×１０－５ ０．０１９６ Ｓｙｎｅｒｇｙ

１０ ０９０９９５８ １０ ８×１０－３ ２．５ ２．５×１０－４ ０．２８１ Ｓｙｎｅｒｇｙ

ＭＣＺ：Ｍｉｃｏｎａｚｏｌｅ；ＭＩＣ８０：Ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｆｏｒ８０％；ＦＩＣＩ：Ｆｒａｃｔｉｏｎａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ

表４　棋盘式微量液基稀释法检测伊曲康唑与Ｈ２Ｏ２联用对耐药白假丝酵母菌的影响

Ｔａｂ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＩＣＺｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＨ２Ｏ２ｏｎｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ

ａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｃｈｅｃｋｅｒｂｏａｒｄｍｉｃｒｏｄｉｌｕｔｉｏｎａｓｓａｙ

Ｎｏ． Ｃｌｉｎｉｃａｌｉｓｏｌａｔｅ
ＭＩＣ８０ａｌｏｎｅ

ＩＣＺ
ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

Ｈ２Ｏ２
ｃＢ／（ｍｏｌ·Ｌ－１）

ＭＩＣ８０ｉｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

ＩＣＺ
ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

Ｈ２Ｏ２
ｃＢ／（ｍｏｌ·Ｌ－１）

ＦＩＣＩｆｏｒ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

Ｍｏｄｅｏｆ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

１ ＳＣ５３１４ ０．２５ ２×１０－３ ０．１２５ １×１０－３ １ Ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

２ ＣＡＦ２１ ０．１２５ ２×１０－３ ０．０３１３ １×１０－３ ０．７５ Ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

３ ０５１１６５５ １６ ８×１０－３ ２ ５×１０－４ ０．１８７ Ｓｙｎｅｒｇｙ

４ ０９０５１０３ １６ ４×１０－３ ０．８ １×１０－３ ０．３ Ｓｙｎｅｒｇｙ

５ ０９０９３７９ １６ ８×１０－３ １ ２×１０－３ ０．３１３ Ｓｙｎｅｒｇｙ

６ ０９０９５０２ ４ ８×１０－３ ０．２５ １×１０－３ ０．１８７ Ｓｙｎｅｒｇｙ

７ ０９０９６４９ １６ ８×１０－３ ２ ２×１０－３ ０．３７５ Ｓｙｎｅｒｇｙ

８ ０９０９７８２ １６ ８×１０－３ １ ２×１０－３ ０．３１３ Ｓｙｎｅｒｇｙ

９ ０９０９８７６ １６ ８×１０－３ ２ １×１０－３ ０．２５ Ｓｙｎｅｒｇｙ

１０ ０９０９９５８ １６ ８×１０－３ ４ １×１０－３ ０．３７５ Ｓｙｎｅｒｇｙ

　ＩＣＺ：Ｉｔｒａｃｏｎａｚｏｌｅ；ＭＩＣ８０：Ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｆｏｒ８０％；ＦＩＣＩ：Ｆｒａｃｔｉｏｎａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ

表５　棋盘式微量液基稀释法检测硫康唑与Ｈ２Ｏ２ 联用对耐药白假丝酵母菌的影响

Ｔａｂ５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＳＣＺｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＨ２Ｏ２ｏｎｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓａｓ

ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｃｈｅｃｋｅｒｂｏａｒｄｍｉｃｒｏｄｉｌｕｔｉｏｎａｓｓａｙ

Ｎｏ． Ｃｌｉｎｉｃａｌｉｓｏｌａｔｅ
ＭＩＣ８０ａｌｏｎｅ

ＳＣＺ
ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

Ｈ２Ｏ２
ｃＢ／（ｍｏｌ·Ｌ－１）

ＭＩＣ８０ｉｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

ＳＣＺ
ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

Ｈ２Ｏ２
ｃＢ／（ｍｏｌ·Ｌ－１）

ＦＩＣＩｆｏｒ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

Ｍｏｄｅｏｆ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

１ ＳＣ５３１４ ２ ２×１０－３ ０．５ １×１０－３ ０．７５ Ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

２ ＣＡＦ２１ ２ ２×１０－３ １ １×１０－３ １ Ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

３ ０５１１６５５ １２８ ８×１０－３ ８ ２×１０－３ ０．３１３ Ｓｙｎｅｒｇｙ

４ ０９０５１０３ １２８ ４×１０－３ １６ １×１０－３ ０．３７５ Ｓｙｎｅｒｇｙ

５ ０９０９３７９ ＞１２８ ８×１０－３ ３２ １×１０－３ ０．３７５ Ｓｙｎｅｒｇｙ

６ ０９０９５０２ ＞１２８ ８×１０－３ ３２ １×１０－３ ０．３７５ Ｓｙｎｅｒｇｙ

７ ０９０９６４９ １２８ ８×１０－３ １６ ２×１０－３ ０．３７５ Ｓｙｎｅｒｇｙ

８ ０９０９７８２ ＞１２８ ８×１０－３ ２ ２×１０－３ ０．２６６ Ｓｙｎｅｒｇｙ

９ ０９０９８７６ ＞１２８ ８×１０－３ ４ ２×１０－３ ０．２６６ Ｓｙｎｅｒｇｙ

１０ ０９０９９５８ １２８ ４×１０－３ １６ １×１０－３ ０．３７５ Ｓｙｎｅｒｇｙ

　ＳＣＺ：Ｓｕｌｃｏｎａｚｏｌｅ；ＭＩＣ８０：Ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｆｏｒ８０％；ＦＩＣＩ：Ｆｒａｃｔｉｏｎａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ
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　　实验结果显示以 ＭＩＣ８０值为基础，考察两药对

全部８株耐药菌（１００％）的相互作用皆表现为协同，

对２株敏感菌株的相互作用为无关作用。单用氟康

唑耐药的菌株，联用 Ｈ２Ｏ２后，菌株对氟康唑的敏感

性增强，由耐药（ＭＩＣ８０≥６４μｇ／ｍｌ）变得敏感，

ＭＩＣ８０值降低了１６～６４倍，联用后氟康唑的 ＭＩＣ８０
在＜１至８μｇ／ｍｌ之间，同时 Ｈ２Ｏ２ 的 ＭＩＣ８０降到２

ｍｍｏｌ／Ｌ（含２ｍｍｏｌ／Ｌ）以下。单用酮康唑耐药的菌

株，联用 Ｈ２Ｏ２ 后菌株对酮康唑的敏感性增强，由耐

药（ＭＩＣ８０≥１．６μｇ／ｍｌ）变得敏感，ＭＩＣ８０降低了

４～３２倍，联用 Ｈ２Ｏ２ 后酮康唑的 ＭＩＣ８０在＜０．０５
至０．４μｇ／ｍｌ之间。同样，联用 Ｈ２Ｏ２ 对咪康唑的

敏感性增强，ＭＩＣ８０值从１０μｇ／ｍｌ降低到０．０４５～
２．５μｇ／ｍｌ；伊曲康唑的 ＭＩＣ８０值从１６μｇ／ｍｌ降低

到０．８～４μｇ／ｍｌ（菌株０９０９５０２从４μｇ／ｍｌ降低到

０．２５μｇ／ｍｌ）；硫康唑的 ＭＩＣ８０值从１２８μｇ／ｍｌ降低

到 ２～３２μｇ／ｍｌ。对 于 实 验 室 常 用 耐 药 菌 株

０９０５１０３，使用氟康唑、酮康唑与 Ｈ２Ｏ２ 联用的效果

较好，低于其他各耐药菌株，最佳药物浓度分别为氟

康唑１μｇ／ｍｌ＋Ｈ２Ｏ２６．２５×１０
－５ｍｏｌ／Ｌ以及酮康

唑０．０５μｇ／ｍｌ＋Ｈ２Ｏ２３．１７５×１０
－５ ｍｏｌ／Ｌ。而使

用咪康唑、硫康唑与 Ｈ２Ｏ２联用的ＦＩＣＩ值为各耐药

菌株中的最大值。对ＦＩＣＩ值汇总图１，联用 Ｈ２Ｏ２
对咪康唑的影响最大，菌株 ０５１１６５５、０９０９３７９、

０９０９５０２、０９０９７８２、０９０９８７６的ＦＩＣＩ值均小于同组

其他 药 物 的 ＦＩＣＩ值。菌 株 ０９０５１０３、０９０９６４９、

０９０９９５８则是氟康唑与 Ｈ２Ｏ２联用的ＦＩＣＩ值最小。

图１　不同耐药菌的ＦＩＣＩ值

Ｆｉｇ１　ＦＩＣＩｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ
ＳＣＺ：Ｓｕｌｃｏｎａｚｏｌｅ；ＩＣＺ：Ｉｔｒａｃｏｎａｚｏｌｅ；ＭＣＺ：Ｍｉｃｏｎａｚｏｌｅ；ＫＣＺ：Ｋｅｔｏｃｏｎａｚｏｌｅ；ＦＬＣ：Ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ；ＦＩＣＩ：Ｆｒａｃｔｉｏｎａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ

３　讨　论

　　近来研究报道内源性活性氧在部分药物的抗菌
活性中起了重要作用，在部分抗真菌药物的杀菌作
用中也有 ＲＯＳ的参与［９１０］。有文献报道咪康唑能
够诱导白假丝酵母菌产生内源性 ＲＯＳ，而且 ＲＯＳ
的产生越多咪康唑 ＭＩＣ值越低，敏感性越高［９］，所
以除了抑制麦角甾醇合成之外，ＲＯＳ的产生在抗真
菌活性中也起了重要作用［９，１１］。在正常的有氧代谢
过程中，白假丝酵母菌的线粒体呼吸链会不可避免
地释放出部分活性氧。大量活性氧在细胞内蓄积会

破坏多种成分，包括 ＤＮＡ、蛋白质和脂质等［１２１３］。
本研究发现活性氧类物质 Ｈ２Ｏ２能协同唑类药物发
挥抗耐药白假丝酵母的作用，通过测定５种不同唑
类药物与 Ｈ２Ｏ２ 联用对耐药白假丝酵母菌的影响，
通过计算ＦＩＣＩ值，结果显示８株不同耐药菌株均表
现为协同，而作为对照的敏感菌株ＳＣ３１４和ＣＡＦ２１
则表现为无关。

　　该研究的结果也与本实验室前期的研究［６］发现

相符。本实验室前期研究发现，白假丝酵母对氟康
唑的耐药机制部分与细胞内ＲＯＳ相关，白假丝酵母
菌交替氧化酶通过减少药物作用时内源性ＲＯＳ的
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升高程度，降低菌株对唑类药物的敏感性；氟康唑加
压诱导获得的耐药菌线粒体氧化呼吸功能明显减

弱，在唑类药物作用下内源性ＲＯＳ升高的程度也明
显降低［６］。增强线粒体呼吸功能，使内源性活性氧
增多可能是氟康唑、咪康唑抑菌的机制之一。白假
丝酵母菌线粒体氧化呼吸功能减弱有可能是其对唑

类药物产生耐药的重要机制之一。本课题研究发现
活性氧类物质 Ｈ２Ｏ２能协同唑类药物发挥抗耐药真
菌作用，进一步确证了前期有关药物作用机制和耐
药机制的研究结果。本实验室前期研究还发现，抗
氧化剂能降低氟康唑的体内外抗真菌作用［５］，而促
进细胞内活性氧生成的小檗碱具有明显的协同氟康

唑抗真菌作用［７］。在本研究中我们发现，活性氧本
身能协同唑类药物的抗真菌作用，进一步确证了前
期的研究结果。本研究对进一步理解耐药机制和抗
真菌药物作用机制有一定意义。此外，本研究也提
示我们可以尝试将 Ｈ２Ｏ２和唑类抗真菌药物联用用
于顽固性耐药真菌性皮肤病的治疗。
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·书　讯·

《现代血液病药物治疗学》已出版

　　该书由王健民主编，第二军医大学出版社出版，ＩＳＢＮ９７８７８１０６０８０７７，１６开，定价８０．００元。

　　该书在阐述血液病的病因、发病机制、临床表现、诊断及鉴别诊断的基础上，重点对各种血液病的常规治疗原则及药物治

疗原则作了详细叙述，并探讨了治疗药物的作用机制、各种药物的临床选用和常见药物的不良反应。同时，对血液病各种特殊

状态下的用药作了专题介绍，以及综述了血液病在基因治疗等领域的发展新趋势。

　　该书是一本以药物治疗为主线的理论与临床实践紧密结合的治疗学专著，既较全面地论述了各种血液病的传统治疗和新

疗法，也融入了编者的临床用药经验，并系统地介绍了造血系统和药物之间的关系、造血系统疾病的药效学和药动学、药物生

化代谢学等基础知识，可作为临床血液病医师、药师及有关研究人员参考用书。

　　该书由第二军医大学出版社发行科发行，全国各大书店均有销售。

　　通信地址：上海市翔殷路８００号，邮编：２００４３３

　　邮购电话：０２１６５３４４５９５，６５４９３０９３

　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｍｍｕｐ．ｃｏｍ


