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［摘　要］　目的　探讨经腹腔注射白假丝酵母菌建立免疫抑制ＢＡＬＢ／ｃ小鼠系统性感染的生物指标模型，为研究

白假丝酵母菌感染的致病机制和抗真菌药物的药效学提供相关动物模型。方法　对免疫抑制组ＢＡＬＢ／ｃ小鼠（腹

腔注射环磷酰胺２００ｍｇ／ｋｇ·ｄ，连续２ｄ）经腹腔注射白假丝酵母菌增强毒力株０．２５ｍＬ（浓度为１×１０
７ＣＦＵ／ｍＬ）

建立系统性白假丝酵母菌感染模型；取小鼠尾静脉血进行白细胞和中性粒细胞计数，取小鼠组织进行真菌镜检、培

养、病理检查以及（１，３）βＤ葡聚糖检测。结果　免疫抑制组与对照组小鼠用药后第４天白细胞计数、中性粒细

胞计数、平均体重比较，差异均具有统计学意义（均犘＜０．０５）。白假丝酵母菌感染组生存率为３０．００％，对照组生

存率为１００．００％，两组生存率比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。对注射真菌后第２～１４天死亡小鼠以及第１４天

存活小鼠进行解剖，发现肺、肝、肾组织出现多处脓肿，以肾组织感染最为显著；小鼠组织真菌直接镜检可见大量菌

丝体，组织培养均为白假丝酵母菌，组织病理可见大量菌丝体、炎细胞及组织坏死。白假丝酵母菌感染组肺、肾组

织（１，３）βＤ葡聚糖均增高，与对照组比较，差异均有统计学意义（均犘＜０．０５）。结论　本实验方法可以成功建

立免疫抑制ＢＡＬＢ／ｃ小鼠系统性白假丝酵母菌感染的动物模型。

［关　键　词］　白假丝酵母菌；组织真菌学；组织病理学；（１，３）βＤ葡聚糖；感染
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［ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１８，１７（１０）：８７８－８８３］

　　近年来，系统性假丝酵母菌感染发病率呈升高

趋势，多数由白假丝酵母菌（犆犪狀犱犻犱犪犪犾犫犻犮犪狀狊）引

起，其病死率高达４０％以上，故引起临床广泛关

注［１］。目前对系统性白假丝酵母菌感染的发病机制

研究尚不清楚，药物治疗远远达不到临床需求；通过

建立系统性白假丝酵母菌感染的动物模型，不但能

从整体上探讨白假丝酵母菌感染的致病机制，且对

研究新型抗真菌药物的体内药效具有重要的意

义［２］。动物模型具有体外实验不可比拟的优势，可

在整体上模拟病源与宿主间的复杂关系［３］。故本实

验采用ＢＡＬＢ／ｃ小鼠腹腔注射环磷酰胺造成小鼠

免疫抑制后，再经腹腔注射白假丝酵母菌建立系统

性白假丝酵母菌感染的生物指标模型。现将结果报

告如下。

１　材料与方法

１．１　实验材料

１．１．１　 菌株与动物 　 白假丝酵母菌 （ＡＴＣＣ

９００２８）由中国科学院微生物研究所提供，经动物实

验提取致病菌株；菌株采用Ｖｉｔｅｋ２ＹＳＴ（由法国生

物梅里埃公司提供）进行鉴定。雄性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠

６～８Ｗ，体重２２～２５ｇ，ＳＰＦ级，由北京维通利华实

验动物技术有限公司提供，实验动物生产许可证编

号为ＳＣＸＫ（京）２０１２－０００１。

１．１．２　药物与试剂　环磷酰胺由江苏恒瑞药业有

限公司提供，（１，３）βＤ葡聚糖试剂盒由湛江安度

斯生物有限公司提供，ＬＫＭ 型动态试管检测仪由

ＬａｄＫｉｎｅｔｉｃｓＬｔｄ公司提供。ＢＥＣＫＭＡＮＣＯＵＬ

ＴＥＲＨＭＸ全自动五分类血细胞分析仪由美国

ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司提供。

１．１．３　实验地点　动物实验地点为河北医科大学

第二医院动物实验中心，饲养条件为ＩＶＲ层流柜、

温度２２℃、湿度５０％～７０％。本研究经河北医科

大学第二医院伦理委员会审批。

１．２　实验方法

１．２．１　建立免疫抑制小鼠模型的方法　４０只

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分为免疫抑制组（３０只）和免疫

抑制对照组（１０只）。免疫抑制组小鼠经腹腔注射

环磷酰胺（２００ｍｇ／ｋｇ·ｄ），连续２ｄ；在用药前１ｄ

及用药后第２、４、６、８天，取小鼠尾静脉血，采用

ＢＥＣＫＭＡＮＣＯＵＬＴＥＲＨＭＸ全自动五分类血细

胞分析仪进行白细胞和中性粒细胞计数，同时观察

小鼠生活状态。免疫抑制对照组小鼠经腹腔注射

０．９％生理盐水０．２５ｍＬ，１次／ｄ，连续２ｄ。

１．２．２　建立白假丝酵母菌感染模型的方法　６０只

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分为感染组（３０只）和对照组

（３０只）。感 染 组 小 鼠 经 腹 腔 注 射 环 磷 酰 胺

（２００ｍｇ／ｋｇ·ｄ，连续２ｄ），在用药第３天时，经腹腔

注射 白 假 丝 酵 母 菌 ０．２５ ｍＬ（浓 度 为 １×１０７

ＣＦＵ／ｍＬ），分别对注射真菌后第２～１４天死亡小鼠

以及第１４天存活小鼠（采取颈椎脱臼法处死）进行解

剖，即刻取小鼠组织进行真菌镜检、培养和病理检查，

同时对肺、肾组织进行（１，３）βＤ葡聚糖测定。对照

组小鼠经腹腔注射环磷酰胺（２００ｍｇ／ｋｇ·ｄ，连续

２ｄ），在用药第３天时，经腹腔注射０．９％生理盐水

０．２５ｍＬ。

１．２．３　菌悬液制备　将白假丝酵母菌（ＡＴＣＣ

９００２８）制备成１×１０７ＣＦＵ／ｍＬ菌悬液，以０．２５ｍＬ

注射到免疫抑制组用药第３天的ＢＡＬＢ／ｃ小鼠腹腔

内，于注射真菌菌悬液后第７天取肾组织置于葡萄糖

蛋白胨培养基内，３７℃孵育箱培育５ｄ，经 Ｖｉｔｅｋ２

ＹＳＴ鉴定为白假丝酵母菌，然后再将此白假丝酵母

菌制备成菌悬液，重复上述方法３次后，最后获取的

白假丝酵母菌为增强毒力菌株，将增强毒力菌株用

０．１％吐温８０生理盐水制备成浓度为１×１０７ＣＦＵ／ｍＬ

的菌悬液备用。将菌悬液用０．１％吐温８０生理盐

水稀释１０倍，取１００μＬ接种于葡萄糖蛋白胨培养

基内，３７℃培养２ｄ，计算白假丝酵母菌菌株的存

活率［４５］。

１．２．４　（１，３）βＤ葡聚糖检测方法　采用速率比

浊法检测（１，３）βＤ葡聚糖：（１）取小鼠肺、肝组织

匀浆５００ｍｇ，以４００ｇ离心１０ｍｉｎ；（２）取上清

１００μＬ，加入样品稀释瓶中，在旋涡混合器上轻轻
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混匀，然后插入７５℃试管恒温仪中加热１０ｍｉｎ；

（３）取０．２５ｍＬ试剂复溶液加入（１，３）βＤ葡聚糖

检测试剂中；（４）取本试剂盒所配的专用反应试管，

先取已制备好的样品供试溶液１００μＬ加入反应试

管中，然后再加入５０μＬ（１，３）βＤ葡聚糖检测试

剂溶液，每个样品供试溶液平行两管；（５）加样完毕，

依次拿起试管在旋涡混合器上轻点一下，使试管中

的溶液混合均匀，然后把各试管逐一插到ＬＫＭ 型

动态试管检测仪中，反应开始，３７℃反应７５ｍｉｎ，读

取结果。

１．３　统计方法　应用ＳＰＳＳ２１．０软件进行统计学

分析。计量资料采用均数±标准差表示，计数资料

比较采用卡方检验，组间比较采用两独立样本狋检

验。以犘≤０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　免疫抑制小鼠模型建立情况　免疫抑制组小

鼠在用药后第４天白细胞计数和中性粒细胞计数均

下降至最低值，低于其对照组，两组白细胞和中性粒

细胞计数比较，差异均有统计学意义（均犘＜０．０５）；

免疫抑制组小鼠在用药后第４天平均体重为（１８．００

±２．０５）ｇ，同期其对照组平均体重为（２５．００±

２．０６）ｇ，两组体重比较，差异有统计学意义（狋＝－８．５５７，

犘＜０．０１）。免疫抑制组小鼠均出现饮水和饮食明

显减少、喜静、少动、消瘦、毛发稀疏等现象，用药后

第８天白细胞计数、中性粒细胞计数及生活状态逐

渐恢复正常，观察２８ｄ无小鼠自然死亡现象。见

表１。

表１　环磷酰胺对小鼠白细胞和中性粒细胞影响的实验室检测结果（×１０９／Ｌ）

犜犪犫犾犲１　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｅｆｆｅｃｔｏｆｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅｏｎｌｅｕｋｏｃｙｔｅｓａｎｄｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓｉｎｍｉｃｅ（×１０
９／Ｌ）

时间
白细胞计数

免疫抑制组 对照组
狋 犘

中性粒细胞计数

免疫抑制组 对照组
狋 犘

用药前１天 ６．８２±１．２２ ６．８４±１．３６ ０．０４５ ０．９６５ ５８．３１±８．２９ ６２．８１±５．２２ １．６０６ ０．１１７

用药后第２天 ３．０９±０．５５ ７．０９±１．６７ １１．６０３ ０．０００ ３２．３８±８．２６ ６９．２７±５．８０ １３．０３９ ０．０００

用药后第４天 １．４８±０．６８ ６．８３±１．６０ １４．９６０ ０．０００ １６．８２±１．２０ １０．３５±３．８２ ８．３０２ ０．０００

用药后第８天 ７．６８±１．２１ ６．９６±１．１８ １．６３９ ０．１０９ ６２．４６±８．２９ ５７．３５±３．２０ １８．８１４ ０．０００

２．２　白假丝酵母菌感染模型建立情况

２．２．１　生存率　白假丝酵母菌感染组小鼠于注射

白假丝酵母菌第２天后开始出现死亡，于第８天死

亡率达７０．００％（２１／３０）。白假丝酵母菌感染组生

存率为３０．００％，对照组生存率为１００．００％，两组生

存率比较，差异有统计学意义（χ
２＝３２．３０８，犘＜

０．０５）。见表２。

表２　白假丝酵母菌感染组与对照组小鼠注射真菌后不同时间死亡情况（只）

犜犪犫犾犲２　Ｄｅａｔｈｏｆｍｉｃｅｉｎ犆．犪犾犫犻犮犪狀狊ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅａｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｆｕｎｇｕｓ（Ｎｏ．ｏｆｍｉｃｅ）

组别 第２天 第３天 第４天 第５天 第６天 第７天 第８天 第９天 第１０天 第１１天 第１２天 第１３天 第１４天

感染组（狀＝３０） ２ ６ ６ ２ ２ ２ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０

对照组（狀＝３０） ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

２．２．２　组织镜检与培养结果　对注射真菌后第２

～１４天死亡小鼠以及第１４天存活小鼠进行解剖，

发现肺、肝、肾组织出现多处脓肿，肉眼可见肾组织

≥１０处的脓肿坏死灶，其余组织脓肿及坏死灶均

＜１０处，见图１。取小鼠组织直接镜检发现肾、肺、

肝、肠组织均可见大量菌丝和芽生孢子，见图２。对

小鼠组织进行真菌培养发现心、肺、肝、肾、肠、胸膜

组织均有白假丝酵母菌生长，见图３。
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Ａ：肾；Ｂ：肺；Ｃ：肝

图１　小鼠组织脓肿坏死灶

犉犻犵狌狉犲１　Ａｂｓｃｅｓｓｎｅｃｒｏｔｉｃｆｏｃｕｓｏｆｍｉｃｅｔｉｓｓｕｅ

Ａ：肾；Ｂ：肺；Ｃ：肝；Ｄ肠

图２　小鼠组织镜检图（×４００）

犉犻犵狌狉犲２　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｅｔｉｓｓｕｅ（×４００）

图３　小鼠组织培养结果图

犉犻犵狌狉犲３　Ｃｕｌｔｕｒｅｒｅｓｕｌｔｏｆｍｉｃｅｔｉｓｓｕｅ

２．２．３　组织病理学结果　白假丝酵母菌感染组小

鼠经ＰＡＳ染色电镜下（１０×４０）可见肺、肝、肾、肠组

织中均可见大量菌丝和芽生孢子、组织坏死及炎性

细胞浸润。见图４。

２．２．４　肾、肺组织（１，３）βＤ葡聚糖检测结果　小

鼠肺、肾组织行（１，３）βＤ葡聚糖检测结果显示，白

假丝酵母菌感染组肺、肾组织（１，３）βＤ葡聚糖均

增高，与对照组比较，差异均有统计学意义（均犘＜

０．０５）。见表３。

Ａ：肾；Ｂ：肺；Ｃ：肝；Ｄ肠

图４　小鼠组织ＰＡＳ染色镜检图（×４００）

犉犻犵狌狉犲４　ＭｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆＰＡＳｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｍｉｃｅｔｉｓｓｕｅ（×４００）
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表３　白假丝酵母菌感染组与对照组肺、肾组织（１，３）βＤ

葡聚糖检测结果（ｐｇ／ｍＬ）

犜犪犫犾犲３　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ（１，３）βＤｇｌｕｃａｎｉｎｌｕｎｇａｎｄ

ｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｏｆ犆．犪犾犫犻犮犪狀狊ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｎｄ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｐｇ／ｍＬ）

组别 肺组织 肾组织

感染组 ５９３０．８３±２３６．５２ ５１８１．３３±２２３．６７

对照组 ７６．６９±２０．３４ ７５．６２±１８．３４

狋 ７０．３５４ ７１．４８６

犘 ０．０００ ０．０００

３　讨论

系统性白假丝酵母菌感染是导致免疫力低下患

者死亡的重要原因之一，其感染能力与菌株毒力、宿

主免疫力密切相关［６］，ＢＡＬＢ／ｃ小鼠是常用实验动

物，是假丝酵母菌耐受鼠［７］，国内外关于建立系统性

假丝酵母菌感染动物模型方法的文献报道很多，以

往研究多经尾静脉途径注射假丝酵母菌造成血流感

染而建立系统性假丝酵母菌感染模型［８９］；Ｄｉｅｚ

Ｏｒｅｊａｓ等
［１０］用健康雄性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠以及Ｃａｌｅｒａ

等［１１］用健康雄性昆明小鼠，均经尾静脉途径注射白

假丝酵母菌建立系统性白假丝酵母菌感染的动物模

型。本实验先通过对雄性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠腹腔注射

环磷酰胺后（２００ｍｇ／ｋｇ·ｄ，连续２ｄ），于用药后第

４天小鼠血白细胞和中性粒细胞均降至最低，观察

２８ｄ小鼠无死亡现象，说明此方法能有效诱导小鼠

免疫抑制。然后在免疫抑制小鼠用药后第３天，经

腹腔注射白假丝酵母菌增强毒力株０．２５ｍＬ（浓度

为１×１０７ＣＦＵ／ｍＬ），成功建立了免疫抑制ＢＡＬＢ／ｃ

小鼠系统性白假丝酵母菌感染的动物模型，目前国

内尚未见通过此方法造模的相关报道。经腹腔注射

白假丝酵母菌造成小鼠腹腔器官浸润和肠系膜淋巴

吸收进入血液而造成系统感染，这与腹部外科手术

造成肠道假丝酵母菌种植腹腔而引起的系统性白假

丝酵母菌感染相类似［１２１３］。因此，该方法既避免了

经小鼠尾静脉注射操作的难度，又模拟了腹部外科

手术导致系统性白假丝酵母菌感染的菌株体内播散

方式，有利于了解人类常见系统性白假丝酵母菌感

染的途径及发病机制。此方法操作简单，成功率较

高，适合系统性白假丝酵母菌感染模型的建立。

系统性假丝酵母菌感染具有器官特异性［１４］。

本研究显示，腹腔注射白假丝酵母菌建立的小鼠感

染模型，各脏器感染以肾脏感染最为显著。腹腔注

射白假丝酵母菌首先引起肾组织严重损伤，肉眼可

见肾组织多处脓肿，组织真菌直接镜检可见大量菌

丝体，组织病理可见大量菌丝体、炎细胞及组织坏

死；此外肝、肺、心、肠、胸膜等，也是白假丝酵母菌感

染的重要靶器官，组织病理均可见菌丝、芽生孢子及

炎性细胞浸润。

（１，３）βＤ葡聚糖广泛存在于真菌细胞壁中，

是真菌细胞壁重要组成部分，几乎所有真菌细胞壁

都含有（１，３）βＤ葡聚糖，其中以酵母样菌含量最

高，当真菌侵入人体血液或组织，经吞噬细胞吞噬消

化后，（１，３）βＤ葡聚糖可以从胞壁中释放出来，在

血液、组织、体液中含量增加，因此，（１，３）βＤ葡聚

糖已成为检测真菌相关感染的一个有意义的生物指

标［１５］。目前临床上血清（１，３）βＤ葡聚糖的检测

方法主要用于诊断曲霉菌、假丝酵母菌感染［１６１７］。

此实验研究显示，白假丝酵母菌感染组肺、肾组织

（１，３）βＤ葡聚糖均增高，与对照组比较，差异均有

统计学意义（犘＜０．０５），说明（１，３）βＤ葡聚糖的

检测方法，不但可诊断曲霉菌、假丝酵母菌感染，同

样也适用于系统性白假丝酵母菌感染的靶向脏器组

织的检测。故可以通过观察药物对脏器组织内真菌

细胞壁（１，３）βＤ葡聚糖影响的药效及靶位脏器真

菌感染的诊断。

总之，系统性白假丝酵母菌感染动物模型的建

立，需要考虑被感染动物的易感性或抗性。首先选

择合适的动物种类、免疫抑制动物模型的制备、感染

菌株的致病性、菌悬液浓度、接种途径等；实验中依

据真菌学（直接镜检、组织培养）、病理学、（１，３）β

Ｄ葡聚糖测定的方法，制定各项定性生物指标，建

立系统性白假丝酵母菌感染的生物指标动物模型。

本实验通过对雄性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠腹腔注射环磷酰

胺后（２００ｍｇ／ｋｇ·ｄ，连续２ｄ），能有效诱导小鼠免

疫抑制；然后在用药后第３天，经腹腔注射白假丝酵

母菌增强毒力株０．２５ｍＬ（浓度为１×１０７ＣＦＵ／ｍＬ），

可以成功建立免疫抑制ＢＡＬＢ／ｃ小鼠系统性白假

丝酵母菌感染的动物模型。
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