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［摘　 要］ 　 为了研究不同来源白色念珠菌的基因型及耐药性情况，试验对患病鸡、鸭、鹅进行白色

念珠菌的分离，用特异性引物扩增分离株的 ２５Ｓ ｒＤＮＡ 分析其基因型，用抗真菌药物伊曲康唑、制霉

菌素、两性霉素 Ｂ 等对分离株进行耐药性分析。 结果显示：从鸡、鸭、鹅中分离得到三株白色念珠菌

ＣａＪ、ＣａＹ 和 ＣａＥ，其基因型分别为 Ａ 型、Ａ 型和 Ｂ 型，耐药性试验结果显示三株分离株对制霉菌素

和两性霉素 Ｂ 均表现出了较高的敏感性，但对其它药物表现出不同程度的耐药性。 说明部分药物

临床中可能使用过多，来自不同家禽的白色念珠菌在耐药性方面有所不同。
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　 　 白色念珠菌为一种共生性真菌，多寄生于健康

人及动物的口腔和消化道中，通常无致病性［１］，能
在宿主体内和有利于其生长繁殖的环境中长期生

存。 如果条件有利，则诱发机体发病［２］，是念珠菌

中寄主范围最广，致病性最强的真菌［３］，也是所有

入侵人类的真菌中发病率最高的［４］。
多种动物对白色念珠菌病都表现出易感性，尤

以禽类的易感性最高，鸡、鸭、鹅、火鸡等都可发病，
患病家禽主要以消化道黏膜形成乳白色斑片或溃

疡为特征［５］。 近年来，随着养殖规模的扩大，禽白

色念珠菌病有日趋增多的趋势［６ － ７］，但目前国内外

对禽白色念珠菌病的研究主要以其检测和诊断为

对象，而对白色念珠菌的基因型及耐药性研究较

少［８］。 为更好防控本病，应进一步从反应疾病病原

的基因层面进行研究，此外，抗真菌药物的长期使

用，使得白色念珠菌的耐药问题也日趋严重。 为

此，试验对不同家禽进行白色念珠菌的分离，检测

其基因型并进行药物敏感性分析，旨在分析目前引

起不同家禽发病的白色念珠菌的主要基因型及其

耐药性情况，为临床患病家禽准确的基因分型及合

理用药提供指导意义。
１　 材　 料

念珠菌培养基购自青岛海博生物技术有限公

司；琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒、真菌基因组 ＤＮＡ
提取试剂盒均购自北京索莱宝科技有限公司；
ｐＭＤ１８ － Ｔ 载体、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 等均购自天根生化科

技（北京）有限公司；真菌药敏片两性霉素 Ｂ （１０
μｇ）、制霉菌素（５０ μｇ）、酮康唑（１５ μｇ）、咪康唑

（１０ μｇ）、伊曲康唑（８ μｇ） 购自 ＲＯＳＣＯ 公司；感受

态细胞 ＤＨ５α 购自康为世纪生物科技有限公司，白
色念珠菌阳性对照来自本实验室保存菌种。
２　 方　 法

２． １　 样品的来源及采集　 样品来自到我校动物医

院就诊的，患疑似白色念珠菌病的 ４ 月龄海兰蛋

鸡、２８ ｄ 樱桃谷肉鸭及 ７５ ｄ 朗德鹅，患病家禽发病

率分别为鸡 ３５％ 、鸭 ３０％ 、鹅 ６５％ ，临床表现精神

沉郁、采食量下降，口腔和食道形成白色假膜或溃

疡。 据养殖户介绍，家禽患病后，部分禽场曾用伊

曲康唑、咪康唑进行过治疗，效果不理想。

样品采集时，先将无菌棉棒沾取少量灭菌盐

水，轻轻擦取患病鸡、鸭、鹅的口腔及食道分泌物，
然后立即将棉棒均匀涂布于念珠菌显色培养基中。
２． ２　 病原的分离培养　 将上述涂布的念珠菌显色

培养基，培养于 ２６ ℃ 真菌培养箱中，倒置培养。
２ ～ ３ ｄ 后挑取念珠菌显色培养基中呈现绿色的单

个菌落进一步纯化及革兰染色镜检，观察分离株的

染色特性。
２． ３　 分离株的 ＰＣＲ 鉴定 　 挑取念珠菌显色培养

基中呈现绿色的单个菌落，纯化培养后，无菌 ＰＢＳ
洗脱菌苔，收集其洗脱液。 用试剂盒提取分离株基

因组 ＤＮＡ，并以此为模板按本实验室建立的方法扩

增不同分离株的 ＩＴＳ 序列，进行 ＰＣＲ 鉴定，目的条

带大小约 ５３０ ｂｐ，同时用本实验室已鉴定保存的白

色念珠菌作为阳性对照。
２． ４　 分离株的测序鉴定 　 回收上述 ＰＣＲ 扩增产

物，与 ｐＭＤ１８ － Ｔ 载体链接，用热激法转化感受态

细胞 ＤＨ５α，筛选阳性克隆，送生工生物工程（上

海）股份有限公司测定分离株序列。 ＢＬＡＳＴ 比对分

离株序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 库中已有序列，找出相似性最

高的菌株，确定分离株是否为白色念珠菌，然后用

ＤＮＡ Ｓｔａｒ 软件进行核苷酸序列相似性比较。
２． ５　 分离株基因型的鉴定　 按文献方法［９］ 合成一

对特异性引物，对经鉴定为阳性的白色念珠菌分离

株，扩增其 ２５Ｓ ｒＤＮＡⅠ型内含子序列，分析分离株的

基因型。 引物序列为：上游引物 ５ ＇ － ＡＴＡＡＧＧ⁃
ＧＡＡＧＴＣＧＧＣＡＡＡＡＴＡＧＡＴＣＣＧＴＡＡ － ３＇，下游引物 ５＇
－ ＣＣＴＴＧＧＣＴＧＴＧＧＴＴＴＣＧＣＴＡＧＡＴＡＧＴＡＧＡＴ － ３＇，由
生工生物工程（上海）股份有限公司合成。 反应条件

９４ ℃ ３ ｍｉｎ；９５ ℃ １ ｍｉｎ；６２ ℃ １ ｍｉｎ；７２ ℃ ３０ ｓ；
扩增３５ 个循环，最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 ２０ μＬ ＰＣＲ
扩增体系为：模板 ＤＮＡ １． ５ μＬ，上、下游引物各

１ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ６． ５ μＬ，２ × ＥｓＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ １０ μＬ。 取

５ μＬＰＣＲ 产物，琼脂糖凝胶电泳观察扩增结果，根据

扩增产物的大小确定其基因型：基因 Ａ 型片段大小

为 ４８０ ｂｐ，基因 Ｂ 型片段大小为 ８４０ ｂｐ，基因 Ｃ 型片

段大小为 ８４０ ｂｐ 和 ４８０ ｂｐ，基因 Ｄ 型片段大小为

１０８０ ｂｐ，基因 Ｅ 型片段大小为 １４００ ｂｐ［１０］。
２． ６　 分离株耐药性分析　 念珠菌显色培养基中接
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种来自不同家禽的白色念珠菌，２６ ℃培养 ２４ ｈ 进

行活化，无菌挑取单个菌落划线于沙氏琼脂平板，
划线完成后，贴上各真菌药敏片，２６ ℃培养 ２４ ｈ，
观察白色念珠菌的耐药情况，卡尺测量抑菌圈直径

大小，按表 １ 标准判读结果。

表 １　 ＲＯＳＣＯ 纸片扩散法抑菌圈判读标准

Ｔａｂ １　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｏｆ ＲＯＳＣＯ ｄｉｓｋ ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ

ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｚｏｎｅ ｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎ
抗真菌药名称 敏感 中介 耐药

伊曲康唑 ≥２０ ｍｍ １０ － １４ ｍｍ ≤１１ ｍｍ
制霉菌素 ≥１５ ｍｍ １０ － １４ ｍｍ 无抑菌圈

两性霉素 Ｂ ≥１５ ｍｍ １０ － １４ ｍｍ 无抑菌圈

咪康唑 ≥２０ ｍｍ １２ － １９ ｍｍ ≤１１ ｍｍ
酮康唑 ≥２０ ｍｍ １２ － １９ ｍｍ ≤１１ ｍｍ

３　 结果与分析

３． １　 患病鸡、鸭、鹅的食道病变　 患病鸡、鸭、鹅的

食道均表现出不同程度的溃疡，并且有豆腐渣样物

假膜覆盖，见图 １。
３． ２　 分离株的分离结果　 从患病鸡、鸭、鹅中分离

到疑似白色念珠菌各一株，分离株在显色培养基中

呈现绿色、边缘整齐、表面光滑、中央隆起的圆形菌

落（图 ２Ａ），革兰染色镜检分离株呈现革兰阳性、卵
圆形大菌落（图 ２Ｂ）。
３． ３　 分离株的 ＰＣＲ 鉴定 　 将上述各疑似白色念

珠菌分离株，按本实验室建立的方法扩增 ＩＴＳ 序列

进行 ＰＣＲ 鉴定，结果均得到约 ５３０ ｂｐ 左右的目的

条带，见图 ３。

图 １　 患病鸡、鸭、鹅的食道病变

Ｆｉｇ １　 Ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｌｅｓｉｏｎｓ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅｄ ｃｈｉｃｋｅｎ， ｄｕｃｋ ａｎｄ ｇｏｏｓｅ

图 ２　 分离株的分离结果

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｓ
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１． 阳性对照；２． 鸡源白色念珠菌；３． 鸭源白色念珠菌；

４． 鹅源白色念珠菌；５． 阴性对照；Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ

图 ３　 ＩＴＳ 序列 ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

３． ４　 分离株的测序鉴定 　 将上述不同来源的分

离株，测序得到的序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 中已发布序列

进行 ＢＬＡＳＴ 比对，结果与各分离株相似度最高的

均为白色念珠菌，用 ＤＮＡ Ｓｔａｒ 软件将分离株与参

考序列进行核苷酸序列相似性比较，其核苷酸序

列相似性为 ９４． ０％ ～ ９９． ６％ （图 ４），分别将鸡

源、鸭源和鹅源白色念珠菌命名为分离株 ＣａＪ、
ＣａＹ、ＣａＥ。
３． ５　 分离株的基因型　 利用特异性引物，对不同

源白色念珠菌 ２５Ｓ ｒＤＮＡⅠ型内含子序列进行 ＰＣＲ
扩增，结果显示分离株 ＣａＪ 扩增产物大小为 ８４０
ｂｐ，分离株 ＣａＹ 扩增产物大小为 ８４０ ｂｐ，分离株

ＣａＥ 扩增产物大小为 ４８０ ｂｐ（图 ５），根据 ２． ５ 中的

判定方法，确定分离株 ＣａＪ、ＣａＹ、ＣａＥ 基因型分别

为 Ａ 型、Ａ 型和 Ｂ 型。

图 ４　 分离株与参考序列核苷酸同源性比较图

Ｆｉｇ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｉｓｏｌａｔｅｓ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

３． ６　 分离株的耐药性分析 　 选用抗真菌药物伊

曲康唑、制霉菌素、两性霉素 Ｂ、酮康唑、咪康唑

对从鸡、鸭、鹅中得到的分离株 ＣａＪ、ＣａＹ、ＣａＥ 进

行药物敏感性试验，结果显示分离株 ＣａＪ、ＣａＹ、
ＣａＥ 对制霉菌素和两性霉素 Ｂ 均表现出了较高

的敏感性，而 ＣａＪ 和 ＣａＹ 分离株对伊曲康唑、咪

康唑和酮康唑却出现了不同程度的耐药，但分离

株 ＣａＥ 对 上 述 药 物 均 表 现 出 良 好 的 敏 感 性

（图 ６） 。

４　 讨　 论

白色念珠菌作为一种人畜共患病的病原菌，不
仅可以导致家禽发病，人也可以感染，并且不同宿

主间可能存在交叉感染［１１］，李景媛［１２］ 等的研究还

发现不同基因型白色念珠菌对抗真菌药物的耐药

性有差异，因此研究不同家禽白色念珠菌的基因型

和分布特点对禽白色念珠菌病的准确诊断和有效

防治具有非常重要的意义。 本研究通过基因分型

方法确定了来自鸡、鸭、鹅的白色念珠菌ＣａＪ、ＣａＹ、

·４·
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１． 阴性对照；２． ＣａＪ 分离株扩增产物；３． ＣａＥ 分离株扩增产物；

４． ＣａＹ 分离株扩增产物；Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ

图 ５　 ２５Ｓ ｒＤＮＡⅠ型内含子序列 ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ ５　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ２５Ｓ ｒＤＮＡ ｔｙｐｅ

Ⅰ ｉｎｔｒｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＣａＥ 分离株其基因型分别为 Ａ 型、Ａ 型和 Ｂ 型，对
本地区禽白色念珠菌病的防控具有指导性意义。

随着养殖规模的扩大，近年来，禽白色念珠菌病

的发病明显增多［１３ －１４］，抗真菌药物长期使用，使得白

色念珠菌的耐药问题日趋严重，对唑类耐药性尤为突

出，甚至出现多重耐药菌株［１５］。 因此，通过药敏试验

选择出对家禽敏感性较强的药物，对于禽念珠菌病的

防控起到越来越大的作用。 目前，真菌药物敏感性的

检测方法有纸片扩散法、微量肉汤稀释法和多种商品

化试剂盒，其中微量肉汤稀释法 ＣＬＳＬＭ２７ 是 １９９７ 年

美国临床和实验室标准协会（ＣＬＳＬ）公布的参考法案，
称之为是在体外进行药敏检测的金标准，但该方法操

作繁琐，判读困难，难以推广［１６］。 商品化的真菌药敏

检测试剂盒因价格昂贵，也限制了其在临床中的应用。
而本研究选用的ＲＯＳＣＯ 纸片扩散法具有操作简单，判
读方便，成本低的特点，此外，金兰［１７］等证实此方法与

微量肉汤稀释法结果具有很好的一致性，适合在临床

中进行大规模推广。

图 ６　 分离株的药敏试验结果

Ｆｉｇ ６　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｒｕｇ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｓ

　 　 不同来源白色念珠菌分离株 ＣａＪ、ＣａＹ、ＣａＥ 的

药物敏感性试验结果说明，ＣａＪ、ＣａＹ 分离株对酮康

唑、咪康唑和伊曲康唑产生了一定程度的耐药性，
说明此三种药物在临床中存在使用过多或过量的

问题，在今后的药物选择和使用中应引起重视。
ＣａＪ、ＣａＹ 分离株同属于基因 Ａ 型，药物敏感性结果

与基因型的一致性，说明其基因型和药物敏感性可

能存在一定的关联性。 此外，三种分离株对制霉菌

素和两性霉素 Ｂ 都表现出较高的敏感性，可用于本

地区白色念珠菌病的治疗。 此结果也进一步说明

不同来源、不同基因型的白色念珠菌分离株对药物

的敏感性存在一定的差异，在临床中应根据药敏试

验的结果合理选取药物。

·５·
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