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摘要
目的:研究免疫抑制剂环孢素 Ａ 联合使用抗真菌药物对
镰刀菌体外抗真菌药物敏感性的影响ꎮ
方法:采用美国临床实验室标准化委员会( ＣＬＳＩ) Ｍ２７ －
Ｅｄ４ 及 Ｍ３８－Ａ３ 方法测定伏立康唑(ｖｏｒｉｃｏｎａｚｏｌｅ)、那他霉
素(ＮＡＴ)和两性霉素 Ｂ(Ａｍｐｈｏｔｅｒｉｃｉｎ Ｂ)及氟康唑(ＦＬＵ)
对 ２２ 株镰刀菌的最低抑菌浓度(ＭＩＣ)ꎬ棋盘法测定四种
抗真菌药物单独及联合环孢素 Ａ 使用抗真菌作用ꎮ
结果:那他霉素、伏立康唑、两性霉素 Ｂ 和氟康唑对镰刀菌
(２２ 株)ＭＩＣ 范围分别是 ２ ~ ８、１ ~ ８、１ ~ ８ 和 ８ ~ ５１２μｇ / ｍＬꎮ
体外联合用药时ꎬ环孢素 Ａ 与氟康唑对 ６４％菌株(１４ / ２２)
有协同效应ꎬ与两性霉素 Ｂ 对 ４１％菌株(９ / ２２)有协同效
应ꎬ对所有菌株无拮抗效应ꎮ 联合使用环孢素 Ａ 后ꎬ镰刀
菌对两性霉素 Ｂ 药物敏感性由 ４􀆰 ５％提升至 ６８􀆰 ２％(Ｐ<
０􀆰 ００１)ꎮ
结论:镰刀菌在体外对那他霉素敏感ꎬ对伏立康唑部分敏
感ꎮ 与环孢素 Ａ 联合应用时ꎬ可与氟康唑及两性霉素 Ｂ
产生协同效应ꎬ并显著提高镰刀菌对两性霉素 Ｂ 药物敏
感性ꎮ
关键词:真菌性角膜溃疡ꎻ抗真菌药物ꎻ微生物敏感试验ꎻ
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０引言
真菌性角膜炎在以农业为主的发展中国家是重要的

致盲性眼病ꎬ因缺乏有效的治疗药物而增加其严重性与危
险性ꎮ 在我国真菌性角膜炎的主要致病菌是镰刀菌[１－２]ꎬ
海南省地处热带地区ꎬ气候常年潮湿温热ꎬ真菌性角膜炎
的发生率高ꎬ主要致病菌以镰刀菌为主[３－４]ꎮ 镰刀菌的体
外抗真菌研究显示其对临床常用的传统唑类药物耐药[１]ꎬ
使真菌性角膜溃疡的治疗难度增加ꎮ

抗真菌药物的创新成为真菌性角膜炎治疗的关键ꎬ联
合用药提高现有抗真菌药物的治疗价值将为真菌性角膜
炎的治疗带来曙光ꎮ 临床上ꎬ器官移植患者在接受免疫抑
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制剂治疗的同时为避免真菌感染常同时联合使用抗真菌
药物ꎬ取得良好治疗作用的同时亦观察到其间存在相互作
用[５]ꎮ 免疫抑制剂环孢素 Ａ 在眼科已广泛应用于角膜移
植术后抗排斥和干眼症的治疗ꎬ而环孢素 Ａ 联合抗真菌
药物对真菌性角膜炎分离菌株的药物敏感性影响鲜见报
道ꎮ 本文对环孢素 Ａ 与多种抗真菌药物联合应用的体外
抗真菌效果进行报道ꎮ
１对象和方法
１􀆰 １对象　 实验菌株培养与鉴定:本研究 ２２ 株茄病镰刀
菌均取自海南省眼科医院确诊真菌性角膜溃疡患者角膜
刮片取材分离菌株ꎮ 所用菌株均通过检验科真菌实验室
的真菌学标准鉴定为茄病镰刀菌菌种ꎮ 实验前所有菌株
均在马铃薯葡萄糖琼脂培养基(ＰＤＡ)斜面 ３５℃培养 ４８ ~
７２ｈꎬ其后在 ２８℃继续培养至 ７ｄꎮ 本研究所使用抗真菌药
物为 伏 立 康 唑 ( 货 号: Ｙ０００１３９５)ꎬ 那 他 霉 素 ( 货 号:
Ｐ９７０３)ꎬ两性霉素 Ｂ (货号: Ｖ９００９１９)ꎬ氟康唑 (货号:
Ｆ８９２９)和环孢素 Ａ(货号:２３９８３５)均购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎮ 除
氟康唑用蒸馏水溶解外其余所有药物均以分析纯级
ＤＭＳＯ 溶解成储存液ꎬ浓度为氟康唑 ５１２０μｇ / ｍＬꎬ其余 ４
种药物均为 １６００μｇ / ｍＬꎮ 培养基:马铃薯葡萄糖琼脂
(ＰＤＡ)、ＲＰＭＩ１６４０ 液体培养基ꎮ
１􀆰 ２方法
１􀆰 ２􀆰 １ 微量肉汤稀释法评价抗真菌药物单独使用药物敏
感性　 参考 ＣＬＳＩ Ｍ２７－Ｅｄ４[６] 及 Ｍ３８－Ｅｄ３[７] 方案在 ９６ 孔
微型滴定板上进行微量肉汤稀释法ꎮ 为选择每种药物对
菌株不同敏感性的合适浓度范围ꎬ对每个菌株进行探索性
研究并确定个体药物的最低抑菌浓度(ｍｉｎｉｍａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓꎬＭＩＣ)ꎮ 以 ＲＰＭＩ１６４０ 液体培养基稀释药液
使其成为 ２ 倍工作浓度ꎬ筛选伏立康唑、那他霉素、两性霉
素 Ｂ、氟康唑和环孢素 Ａ 的浓度应用范围ꎬ即最终浓度分
别是 伏 立 康 唑 ３２ ~ ０􀆰 ０６μｇ / ｍＬꎬ 两 性 霉 素 Ｂ ３２ ~
０􀆰 ０６μｇ / ｍＬꎬ那他霉素 １２８ ~ ０􀆰 ２５μｇ / ｍＬꎬ氟康唑 ２５６ ~
０􀆰 ５μｇ / ｍＬꎬ环孢素 Ａ ２５６~０􀆰 ５μｇ / ｍＬꎮ 将各个药物分别加
在 ９６ 孔板的 Ａ~ Ｄ 行每行的 １ ~ １０ 列按照浓度从高到低
加入稀释好的药液各 １００μＬꎬ同时设立生长对照(无药物
孔)和阴性对照(无菌孔)ꎮ

菌悬液制作:茄病镰刀菌于马铃薯葡萄糖琼脂培养基
３５℃培养 ４８ ~ ７２ｈꎬ再转入 ２８℃ 培养至 ７ｄꎮ 将菌转入
０􀆰 ８５％盐水 １ｍＬ 中ꎬ滴入吐温 ２０ 去除菌丝片段ꎬ静置 ３ ~
５ｍｉｎ 取上清液转移至无菌管ꎬ震荡 １５ｓꎮ 用光线路径 １ｃｍ
比色杯测 ５３０ｎｍ 光密度为 ０􀆰 １５~０􀆰 １７ꎬ用经三氮吗啡啉丙
磺酸钠(ＭＯＰＳ)缓冲( ｐＨ ＝ ７􀆰 ０)的 ２％葡萄糖 ＲＰＭＩ１６４０
液体培养基进行 １∶ ５０ 稀释后得到工作菌液ꎬ达到最终要
求浓度的 ２ 倍ꎬ致接种终浓度为(０􀆰 ５ ~ ５) ×１０４ ＣＦＵ / ｍＬꎮ
加好药液的 ９６ 孔板上除阴性对照孔外其余各孔均加入
１００μＬ 的 ２ 倍终浓度菌悬液ꎬ分别于 ３５℃孵育 ４８ｈꎮ 观察
判读结果ꎬ根据中华人民共和国卫生行业标准 (ＷＳ /
Ｔ４１１－２０１３)«抗丝状真菌药物敏感性试验肉汤稀释法»中
对于 ＭＩＣ 结果判读的标准方法要求ꎬ对镰刀菌的最低抑
菌浓度(ＭＩＣ)终点判断标准为:观察到的与生长对照相比
除氟康唑是 ５０％抑制其余药物 １００％抑制的最低药物浓
度为各药物的 ＭＩＣ[８]ꎮ 所有药敏试验均重复操作 ２ 遍ꎮ
药敏质控菌株为 ＡＴＣＣ２２０１９ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ 棋盘法评价体外联合药物敏感性　 采用棋盘法测
试环孢素 Ａ 与抗真菌药物体外联合药物敏感性ꎮ 在 ９６ 孔

图 １　 茄病镰刀菌显微镜下形态特征ꎬ乳酸酚棉蓝染色(大、小
分生孢子、菌丝ꎬ×１００)ꎮ

图 ２　 茄病镰刀菌显微镜下形态特征ꎬ乳酸酚棉蓝染色(大、小
分生孢子ꎬ×４００)ꎮ

板中分别加入环孢素 Ａ 与不同浓度的 １ 种抗真菌药物ꎮ
自左向右 １~１０ 列为联合用药区ꎬ每孔加入 ４ 倍终浓度的
药物倍比稀释液各 ５０μＬꎻ每板第 １ ~ １０ 列分别为伏立康
唑、那他霉素、两性霉素 Ｂ 和氟康唑ꎬ药物终浓度为伏立
康唑 １６~０􀆰 ０３μｇ / ｍＬꎬ两性霉素 Ｂ １６~０􀆰 ０３μｇ / ｍＬꎬ那他霉
素 ６４~ ０􀆰 １２５μｇ / ｍＬꎬ氟康唑 １２８ ~ ０􀆰 ２５μｇ / ｍＬꎻ第 ８ ~ １ 行
的 １~１０ 列分别加入环孢素 Ａ 至终浓度为 １２８~１μｇ / Ｌꎬ每
行浓度一致ꎬ同时设立生长对照和空白对照ꎮ 接种时除阴
性对照孔外其余各孔均加入 １００μＬ 的 ２ 倍终浓度菌悬液ꎮ
于 ３５℃静置培养 ４８ｈ 判定 ＭＩＣ 结果ꎮ 采用 ＬＡ 理论ꎬ将药
物单独使用或两种药物联合应用时ꎬ产生相同药效的浓度
(等效位点)进行比较ꎮ 部分抑菌浓度指数法分数抑菌浓
度指 数 ( ｆｒａｃｔｉｏｎａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘꎬ ＦＩＣＩ ):
ＦＩＣＩ ＝ＣＡ / ＭＩＣＡ ＋ ＣＢ / ＭＩＣＢꎬ其中 ＭＩＣＡ 为 Ａ 药单用时的
ＭＩＣꎬＭＩＣＢ为 Ｂ 药单用时的 ＭＩＣꎬＣＡ为两药联用后得到同
一抗菌结果时 Ａ 药的 ＭＩＣꎬＣＢ为两药联用后得到同一抗
菌结果时 Ｂ 药的 ＭＩＣꎮ ＦＩＣＩ 值大于 ４ 表示两药有拮抗作
用ꎬＦＩＣＩ 值介于 ０􀆰 ５ 和 ４ 之间表示两药相互作用为无关ꎬ
ＦＩＣＩ≤０􀆰 ５ 则表示两药有协同作用[９]ꎮ

统计学分析:利用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行统计分析ꎬ计
数资料用例数和率[ｎ(％)]表示ꎬ两组差异比较采用卡方
检验ꎬＰ<０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２􀆰 １菌株鉴定结果　 本研究培养所得 ２２ 株镰刀菌属菌种
镜下可见透明分隔菌丝、分生孢子梗、瓶梗和大小分生孢
子ꎬ大分生孢子粗壮、壁厚、光滑ꎬ呈镰刀形至纺锤形ꎬ远端
尖ꎬ有多个分隔ꎬ以 ３ 隔居多ꎮ 小型分生孢子假头状着生、
光滑、透明ꎬ椭圆形、卵圆形、长椭圆形、短腊肠形、逗点形
等ꎬ通常 ０ ~ １ 个隔ꎮ 茄病镰刀菌显微镜下形态特征ꎬ见
图 １、２ꎮ
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表 １　 那他霉素单独及联合环孢素 Ａ对镰刀菌体外抗真菌药物
敏感性

菌株
ＭＩＣ单独(μｇ / ｍＬ)

那他霉素 环孢素 Ａ
ＭＩＣ联合用药(μｇ / ｍＬ)
那他霉素 环孢素 Ａ

ＦＩＣＩ

ＦＳ１ ４ ３２ ４ ８ １􀆰 ２５
ＦＳ６ ８ ５１２ ４ ８ ０􀆰 ５２
ＦＳ７ ４ ５１２ ４ ８ １􀆰 ０２
ＦＳ９ ４ ５１２ ４ ８ １􀆰 ０２
ＦＳ１０ ４ ５１２ ４ ８ １􀆰 ０２
ＦＳ１１ ４ ５１２ ４ ８ １􀆰 ０２
ＦＳ１２ ８ ５１２ ８ １６ １􀆰 ０３
ＦＳ１３ ４ ５１２ ４ ８ １􀆰 ０２
ＦＳ１４ ４ ５１２ ４ ８ １􀆰 ０２
ＦＳ１６ ４ ５１２ ４ ８ １􀆰 ０２
ＦＳ１７ ８ ５１２ ４ ８ ０􀆰 ５２
ＦＳ１８ ８ ５１２ ８ １６ １􀆰 ０３
ＦＳ１９ ２ ５１２ ４ ８ ２􀆰 ０２
ＦＳ２０ ４ ５１２ ４ ８ １􀆰 ０２
ＦＳ２１ ４ ５１２ ２ ４ ０􀆰 ５１
ＦＳ２２ ４ ５１２ ４ ８ １􀆰 ０２
ＦＳ２３ ８ ５１２ ８ １６ １􀆰 ０３
ＦＳ２４ ２ ５１２ ２ ４ １􀆰 ０１
ＦＳ２５ ４ ５１２ ４ ８ １􀆰 ０２
ＦＳ２６ ８ ５１２ ８ １６ １􀆰 ０３
ＦＳ２８ ４ ５１２ ４ ８ １􀆰 ０２
ＦＳ２９ ４ ５１２ ４ ８ １􀆰 ０２

注:镰 刀 菌 ( Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｏｌａｎｉꎬ ＦＳ)ꎻ 最 低 抑 菌 浓 度 ( ｍｉｎｉｍａｌ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓꎬＭＩＣ)ꎻ部分抑制浓度指数 ( ｆｒａｃｔｉｏｎａｌ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘꎬＦＩＣＩ):≤０􀆰 ５ 协同ꎬ> ０􀆰 ５ 和≤４􀆰 ０
无关ꎬ>４ 拮抗ꎮ

表 ２　 伏立康唑单独及联合环孢素 Ａ对镰刀菌体外抗真菌药物
敏感性

菌株
ＭＩＣ单独(μｇ / ｍＬ)

伏立康唑 环孢素 Ａ
ＭＩＣ联合用药(μｇ / ｍＬ)
伏立康唑 环孢素 Ａ

ＦＩＣＩ

ＦＳ１ ２ ３２ ２ １６ １􀆰 ５０
ＦＳ６ １ ５１２ ２ １６ ２􀆰 ０３
ＦＳ７ ２ ５１２ ４ ３２ ２􀆰 ０６
ＦＳ９ １ ５１２ ２ １６ ２􀆰 ０３
ＦＳ１０ ４ ５１２ ４ ３２ １􀆰 ０６
ＦＳ１１ ２ ５１２ ２ １６ １􀆰 ０３
ＦＳ１２ ４ ５１２ ４ ３２ １􀆰 ０６
ＦＳ１３ ２ ５１２ ２ １６ １􀆰 ０３
ＦＳ１４ １ ５１２ １ ８ １􀆰 ０２
ＦＳ１６ ２ ５１２ ２ １６ １􀆰 ０３
ＦＳ１７ ８ ５１２ ４ ３２ ０􀆰 ５６
ＦＳ１８ ４ ５１２ ４ ３２ １􀆰 ０６
ＦＳ１９ ４ ５１２ ４ ３２ １􀆰 ０６
ＦＳ２０ ２ ５１２ ２ １６ １􀆰 ０３
ＦＳ２１ １ ５１２ ０􀆰 ５ ４ ０􀆰 ５１
ＦＳ２２ ４ ５１２ ４ ３２ １􀆰 ０６
ＦＳ２３ ２ ５１２ ２ １６ １􀆰 ０３
ＦＳ２４ １ ５１２ １ ８ １􀆰 ０２
ＦＳ２５ １ ５１２ １ ８ １􀆰 ０２
ＦＳ２６ ８ ５１２ ４ ３２ ０􀆰 ５６
ＦＳ２８ ２ ５１２ ２ １６ １􀆰 ０３
ＦＳ２９ １ ５１２ ２ １６ ２􀆰 ０３

注:镰 刀 菌 ( Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｏｌａｎｉꎬ ＦＳ)ꎻ 最 低 抑 菌 浓 度 ( ｍｉｎｉｍａｌ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓꎬＭＩＣ)ꎻ部分抑制浓度指数 ( ｆｒａｃｔｉｏｎａｌ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘꎬＦＩＣＩ):≤０􀆰 ５ 协同ꎬ> ０􀆰 ５ 和≤４􀆰 ０
无关ꎬ>４ 拮抗ꎮ

２􀆰 ２单独及联合用药药敏结果　 四种抗真菌药物那他霉
素、伏立康唑、两性霉素 Ｂ 和氟康唑对镰刀菌(２２ 株)的
ＭＩＣ 值范围分别是 ２~８、１~８、１~８ 和 ８~５１２μｇ / ｍＬꎮ 那他
霉素、伏立康唑与环孢素 Ａ 体外联合用药时ꎬ均对所有菌
株均无协同效应ꎬ无拮抗效应(表 １、２)ꎮ 两性霉素 Ｂ 与
环孢素 Ａ 联合应用时ꎬ对 ４１％菌株(９ / ２２)有协同效应ꎬ
对所有菌株无拮抗效应(表 ３)ꎮ 氟康唑与环孢素 Ａ 联
合用药时ꎬ对 ６４％菌株(１４ / ２２)有协同效应ꎬ无拮抗效应
(表 ４)ꎮ
　 　 单用抗真菌药物时对菌株的药物敏感率分别是那他
霉素 １００％、伏立康唑 ３１.８％、两性霉素 Ｂ ４.５％及氟康唑
４.５％ꎬ联合使用环孢素 Ａ 后两性霉素 Ｂ 的药物敏感率提
升至 ６８.２％ꎮ 如表 ５ 结果显示ꎬ单独使用及联合使用环孢
素 Ａ 时ꎬ氟康唑、伏立康唑、那他霉素敏感率差异无统计
学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 联合使用环孢素 Ａ 后镰刀菌对两性霉
素 Ｂ 敏感率高于单独使用ꎬ差异有统计学意义 ( Ｐ <
０􀆰 ００１)ꎬ见图 ３ꎮ
３讨论

从我院临床分离镰刀菌株体外培养抗真菌药物敏感
性研究显示ꎬ通过微量肉汤稀释法观察到镰刀菌对那他霉
素的敏感性最高ꎬ伏立康唑次之ꎬ氟康唑及两性霉素 Ｂ 均
表现为低敏感性ꎬ与王志昕等[１０]、张阳等[１１－１２]对眼部真菌
感染及药物敏感性分析结果一致ꎮ 抗真菌药物包括唑类
及多烯类ꎬ唑类包括咪唑类及三唑类ꎬ前者以咪康唑为代
表ꎬ后者包括氟康唑、伏立康唑及伊曲康唑等ꎻ多烯类抗

　 　

图 ３　 抗真菌药物单独使用及联合环孢素 Ａ 对镰刀菌药物敏感
性比较　 ａＰ<０.０５ ｖｓ 单独使用抗真菌药物ꎮ

真菌药物主要包括那他霉素及两性霉素 Ｂꎮ 有研究表明
丝状真菌感染所致的真菌性角膜炎对酮康唑、咪康唑、伊
曲康唑及氟康唑的治疗不敏感[１３]ꎬ且镰刀菌通常对传统
唑类药物耐药ꎬ因此在提高药物敏感性的联合用药研究中
免疫抑制剂的联合应用成为关注的热点ꎮ Ｏｎｙｅｗｕ 等[１４]

在白念珠菌感染的角膜炎小鼠模型中ꎬ联合使用氟康唑和
环孢素 Ａ 的眼用制剂ꎬ显示出了类似体内药物的协同作
用ꎬ能有效地控制白念珠菌感染情况ꎮ

环孢素 Ａ 是一种强效免疫抑制剂ꎬ由丝状真菌茄病
镰刀菌和柱孢霉菌等霉菌的代谢产物中提取分离而得的ꎬ
是一种含有 １１ 个氨基酸的环状多肽ꎬ能够通过抑制钙调
磷酸酶调控细胞信号传导通路从而抑制 Ｔ 细胞增殖ꎮ 在
眼科已广泛应用于干眼症及角膜移植术后的治疗ꎬ尤其是
在真菌性角膜溃疡角膜移植术后作为替代糖皮质激素的
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表 ３　 两性霉素单独和联合环孢素 Ａ对镰刀菌体外抗真菌药物

敏感性

菌株
ＭＩＣ单独(μｇ / ｍＬ)

两性霉素 环孢素 Ａ
ＭＩＣ联合用药(μｇ / ｍＬ)
两性霉素 环孢素 Ａ

ＦＩＣＩ

ＦＳ１ ２ ３２ ０􀆰 ５ ４ ０􀆰 ３８
ＦＳ６ １ ５１２ １ ８ １􀆰 ０２
ＦＳ７ ２ ５１２ １ ８ ０􀆰 ５２
ＦＳ９ ２ ５１２ ０􀆰 ５ ４ ０􀆰 ２６
ＦＳ１０ ２ ５１２ １ ８ ０􀆰 ５２
ＦＳ１１ ４ ５１２ ２ １６ ０􀆰 ５３
ＦＳ１２ ２ ５１２ ０􀆰 ５ ４ ０􀆰 ２６
ＦＳ１３ ２ ５１２ ２ １６ １􀆰 ０３
ＦＳ１４ ４ ５１２ ０􀆰 ５ ４ ０􀆰 １３
ＦＳ１６ ２ ５１２ ２ １６ １􀆰 ０３
ＦＳ１７ ４ ５１２ ４ ３２ １􀆰 ０６
ＦＳ１８ ２ ５１２ ０􀆰 ２５ ２ ０􀆰 １３
ＦＳ１９ ２ ５１２ １ ８ ０􀆰 ５２
ＦＳ２０ ２ ５１２ １ ８ ０􀆰 ５２
ＦＳ２１ ２ ５１２ ０􀆰 ２５ ２ ０􀆰 １３
ＦＳ２２ ４ ５１２ ２ １６ ０􀆰 ５３
ＦＳ２３ ４ ５１２ ２ １６ ０􀆰 ５３
ＦＳ２４ ２ ５１２ ０􀆰 ５ ４ ０􀆰 ２６
ＦＳ２５ ２ ５１２ ０􀆰 ２５ ２ ０􀆰 １３
ＦＳ２６ ２ ５１２ １ ８ ０􀆰 ５２
ＦＳ２８ ４ ５１２ １ ８ ０􀆰 ２７
ＦＳ２９ ８ ５１２ ８ ６４ １􀆰 １３

注:镰 刀 菌 ( Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｏｌａｎｉꎬ ＦＳ)ꎻ 最 低 抑 菌 浓 度 ( ｍｉｎｉｍａｌ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓꎬＭＩＣ)ꎻ部分抑制浓度指数 ( ｆｒａｃｔｉｏｎａｌ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘꎬＦＩＣＩ):≤０􀆰 ５ 协同ꎬ> ０􀆰 ５ 和≤４􀆰 ０
无关ꎬ>４ 拮抗ꎮ

表 ４　 氟康唑单独和联合环孢素 Ａ对镰刀菌体外抗真菌药物敏

感性

菌株
ＭＩＣ单独(μｇ / ｍＬ)
氟康唑 环孢素 Ａ

ＭＩＣ联合用药(μｇ / ｍＬ)
氟康唑 环孢素 Ａ

ＦＩＣＩ

ＦＳ１ ８ ３２ ８ ８ １.２５
ＦＳ６ ５１２ ５１２ １２８ １２８ ０.５０
ＦＳ７ ５１２ ５１２ １２８ １２８ ０.５０
ＦＳ９ ５１２ ５１２ １２８ １２８ ０.５０
ＦＳ１０ ５１２ ５１２ １２８ １２８ ０.５０
ＦＳ１１ ５１２ ５１２ １２８ １２８ ０.５０
ＦＳ１２ ５１２ ５１２ １２８ １２８ ０.５０
ＦＳ１３ ５１２ ５１２ １２８ １２８ ０.５０
ＦＳ１４ ５１２ ５１２ １２８ １２８ ０.５０
ＦＳ１６ ６４ ５１２ １２８ １２８ ２.２５
ＦＳ１７ ５１２ ５１２ １２８ １２８ ０.５０
ＦＳ１８ ２５６ ５１２ １２８ １２８ ０.７５
ＦＳ１９ １２８ ５１２ １２８ １２８ １.２５
ＦＳ２０ ５１２ ５１２ １２８ １２８ ０.５０
ＦＳ２１ １２８ ５１２ １２８ １２８ １.２５
ＦＳ２２ ５１２ ５１２ １２８ １２８ ０.５０
ＦＳ２３ ５１２ ５１２ １２８ １２８ ０.５０
ＦＳ２４ ２５６ ５１２ １２８ １２８ ０.７５
ＦＳ２５ ６４ ５１２ ６４ ６４ １.１３
ＦＳ２６ ５１２ ５１２ １２８ １２８ ０.５０
ＦＳ２８ ５１２ ５１２ １２８ １２８ ０.５０
ＦＳ２９ ２５６ ５１２ １２８ １２８ ０.７５

注:镰 刀 菌 ( Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｏｌａｎｉꎬ ＦＳ)ꎻ 最 低 抑 菌 浓 度 ( ｍｉｎｉｍａｌ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓꎬＭＩＣ)ꎻ部分抑制浓度指数 ( ｆｒａｃｔｉｏｎａｌ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘꎬＦＩＣＩ):≤０􀆰 ５ 协同ꎬ> ０􀆰 ５ 和≤４􀆰 ０
无关ꎬ>４ 拮抗ꎮ

表 ５　 抗真菌药物单独使用及联合环孢素 Ａ对镰刀菌药物敏感性比较

组别 ｎ
氟康唑

敏感 中介 耐药 敏感率(％)
伏立康唑

敏感 中介 耐药 敏感率(％)
两性霉素 Ｂ

敏感 中介 耐药 敏感率(％)
那他霉素

敏感 中介 耐药 敏感率(％)
单独使用 ２２ １ ０ ２１ ４.５ ７ ８ ７ ３１.８ １ ２０ １ ４.５ ２２ ０ ０ １００
联合使用 ２２ １ ０ ２１ ４.５ ４ １０ ８ １８.２ １５ ６ １ ６８.２ ２２ ０ ０ １００

　 　 　 　 　 　
χ２ ０.０００ １.０９１ １９.２５ ０.０００
Ｐ １.０００ ０.２９６ <０.００１ １.０００

局部药物治疗[１５]ꎮ 在抗真菌作用机制中ꎬ由于钙调磷酸
酶对维持微生物的应激存活具有重要作用ꎬ因此环孢素 Ａ
作为钙调磷酸酶抑制剂ꎬ正逐渐被探索应用于真菌感染的
联合用药治疗ꎬ达到抑制真菌的生长目的[１６－１７]ꎮ Ｂｅｌｌ
等[１８]在环孢素 Ａ 的体外抑菌实验中发现ꎬ对尖孢镰刀菌
(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ)、茄病镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｏｌａｎｉ)的菌
落数量和烟曲霉菌(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｆｕｍｉｇａｔｕｓ)菌落大小的抑
制呈明显的剂量依赖性ꎬ表明环孢素 Ａ 具有对真菌的抑
制作用ꎮ Ｓｈｉｎｄｅ 等[１９]将氟康唑、伏立康唑、卡泊芬净、两性
霉素、制霉菌素等五种抗真菌药物与环孢素 Ａ 的联合作
用ꎬ对白念珠菌进行了体外试验ꎬ结果不同抗真菌药物与
环孢素 Ａ 联合后对白念珠菌的 ＭＩＣ 均降低 ２~１６ 倍ꎬ提示
环孢素 Ａ 能有效提高抗真菌药对白念珠菌的敏感性ꎮ 除
白念珠菌外ꎬ环孢素 Ａ 与抗真菌药物联合应用对曲霉菌、
新生隐球菌也可产生协同作用[２０]ꎮ Ｍｏ 等[２１] 研究证实环

孢素 Ａ 与氟康唑联合使用对马尔尼菲青霉菌的抗真菌作
用具有协同效应ꎮ 针对与以往研究中菌株的来源不同及
联合用药的差异比较ꎬ本研究结果中也显示ꎬ对临床标本
分离镰刀菌环孢素 Ａ 与氟康唑联合应用对 ６４％菌株有协
同效应ꎬ与两性霉素 Ｂ 联合应用对 ４１％菌株有协同效应ꎬ
且所有菌株无拮抗效应产生ꎬ证实在镰刀菌属环孢素 Ａ
与抗真菌药物的协同作用ꎮ

值得关注的是ꎬ协同效应的产生与药物敏感性的提升
可能并不是同步的ꎮ 本研究中单独使用抗真菌药物时菌
株对氟康唑和两性霉素 Ｂ 的药物敏感率仅为 ４.５％ꎬ伏立
康唑的药物敏感率为 ３１.８％ꎬ那他霉素的敏感性最高为
１００％敏感ꎬ表明本研究所用菌株即使对同类型的不用药
物敏感性也存在很大差异ꎮ 联合使用环孢素 Ａ 后ꎬ两性
霉素 Ｂ 联合用药对 ４１％的菌株产生协同效应并且药物敏
感性大幅提升ꎻ而伏立康唑、那他霉素与环孢素 Ａ 的联合

０７５１
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用药并未产生协同效应ꎬ药物敏感性也未产生变化ꎻ值得
注意的是氟康唑在与环孢素 Ａ 联合使用后对 ６４％的菌株
产生了协同效应ꎬ然而药物敏感性却并未发生改变ꎬ仍表
现出很高的耐药率ꎬ即环孢素 Ａ 的协同效应主要发生在

单独用药时敏感率低的抗菌药物及氟康唑和两性霉素 Ｂꎬ
但是环孢素 Ａ 可能一定程度的提高了氟康唑对菌株的抑
菌作用但并不能显著提高其对药物的敏感性ꎬ从而降低了
氟康唑联合用药的有效性ꎮ 对于协同效应与药物敏感性

改变的不同步性进行分析ꎬ可能的原因如下:首先ꎬ菌株的
耐药性不同可能与种属差异相关ꎮ 镰刀菌属有多种基因
型ꎬ根据传统的形态学鉴定将其分为 １６ 个组、６５ 个种、５５
个变种和 ２２ 个型ꎬ不同基因型的镰刀菌对于抗真菌药物

的敏感性不同[２２]ꎮ Ｒｏｓａ 等[２３] 将患有恶性白血病并发镰

刀菌感染的菌株进行分离并进行了抗真菌药敏感性研究ꎬ
结果发现在这种情况下存在着抗真菌药物敏感性的物种
及菌株特异性差异ꎮ 其中以茄病镰刀菌复合体(Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｓｏｌａｎｉ ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｏｍｐｌｅｘꎬＦＳＳＣ)更为常见ꎬ其次为尖孢镰刀菌

复合体(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｏｍｐｌｅｘꎬＦＯＳＣ)ꎬ然而
临床分离的茄病镰刀菌复合体(ＦＳＳＣ)相较于尖孢镰刀菌
复合体(ＦＯＳＣ)对两性霉素 Ｂ 和伏立康唑的耐药性明显增
加ꎮ 本研究中所用菌株为临床病例标本分离菌株ꎬ未对其

进行明确的基因分型ꎬ因此在药物敏感性分析中可能存在
针对不同基因型的药物敏感性差异表现ꎮ 针对此结果可
在进一步的研究中分析基因型特异性的药物敏感性差异

表现ꎮ 此外ꎬ菌株的耐药性差异可能也同时导致了同类型
不同药物、不同类型药物间存在着协同效应与药物敏感性
的差异ꎮ Ｌｉ 等[２４]对环孢素 Ａ 联合三种唑类抗真菌药氟康

唑、伊曲康唑和伏立康唑对唑类敏感白念珠菌及唑类耐药
白念珠菌的药物敏感性作用进行了研究ꎬ结果表明环孢素
Ａ 与唑类药物联合使用可表现出协同效应ꎬ尤其是对唑类

耐药的白念珠菌菌株协同效应更显著ꎮ 同时ꎬ就唑类药物
的自身属性而言ꎬ药物活性与多烯类药物存在明显差异ꎮ
相较于在高浓度时具有杀菌属性的咪唑类( ｉｍｉｄａｚｏｌｅｓ)抗
真菌药物ꎬ同属于三唑类( ｔｒｉａｚｏｌｅｓ)的氟康唑及伏立康唑

在抗真菌作用上则更多的表现为抑菌属性[２５]ꎮ 唑类抗真

菌药物对 １４－α－去甲基化酶亲和力的区别决定了在此类
药物中不同药物间不同的抗真菌能力和活性谱[２６]ꎮ 伏立

康唑作为第二代合成三唑类抗真菌药物ꎬ与传统的唑类药
物相比抗菌谱广、活性强ꎬ但研究显示药物活性仍为抑菌
属性为主ꎮ 而抑菌属性的发挥可能较杀菌性能在临床治
疗效应中存在一定的限制ꎬ本研究结果显示单独使用抗真

菌药物时伏立康唑相较于氟康唑表现出明显高的药物敏
感性ꎬ然而均不能产生有效的治疗价值ꎬ对临床效益价值
的评估有重要意义ꎮ

综上所述ꎬ对镰刀菌感染所致的真菌性角膜炎首选那
他霉素治疗ꎮ 环孢素 Ａ 联合应用抗真菌药物时ꎬ可与氟
康唑和两性霉素 Ｂ 对镰刀菌产生协同作用ꎬ并且显著提
升两性霉素 Ｂ 的药物敏感性ꎬ具有重要的临床意义ꎮ 本

研究进一步丰富了环孢素 Ａ 在抗真菌治疗中的研究结
果ꎬ能更好的为临床治疗提供参考ꎬ但因药物作用的效果
受诸多因素影响ꎬ体外实验不能完全模拟体内环境ꎬ加上
临床个体之间的差异ꎬ关于环孢素 Ａ 的联合用药实际应

用疗效分析以及机制研究还需进一步研究并通过在体动
物实验等获得更好的治疗方法ꎮ
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