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复发性外阴阴道假丝酵母菌病的菌种及药物

敏感度研究

胡红珍　王丽娟　李丽萍　罗丽娅

　　 【摘要】　目的　分析复发性外阴阴道假丝酵母菌病 （ＲＶＶＣ）患者阴道分泌物假丝酵母菌菌种
和菌株基因型以及其对临床抗真菌药物的敏感度，为临床诊治提供依据。方法　选择５０例 ＲＶＶＣ患
者 （ＲＶＶＣ组）及５０例外阴阴道假丝酵母菌病 （ＶＶＣ）患者 （ＶＶＣ组），采集患者的阴道分泌物标
本进行菌种鉴定，使用微卫星ＣＡＩ位点单链构象多态性 （ＣＡＩＳＳＣＰ）及基因扫描相结合的方法对菌
种进行基因型鉴定，用纸片法对菌种进行药物敏感度试验。结果　２组患者阴道分泌物共培养出１５５
株假丝酵母菌，其中白假丝酵母菌占８３２％，非白假丝酵母菌占１６８％；ＲＶＶＣ组中白假丝酵母菌
占７８４％；ＶＶＣ组中白假丝酵母菌占９２５％，ＲＶＶＣ组白假丝酵母菌比例低于 ＶＶＣ组 （Ｐ＜００５）。
２组患者阴道分泌物培养的白假丝酵母菌ＣＡＩ区序列分析中共获得３２种ＣＡＩ基因型，其中ＣＡＩ３０４５
和ＣＡＩ３２４６为最常见的基因型，２组患者白假丝酵母菌优势基因型菌株比例差异无统计学意义 （Ｐ
＞００５）。ＲＶＶＣ对抗真菌药物的敏感度依次为伊曲康唑 （９６２％）、制霉菌素 （９１２％）、酮康唑
（８２５％）、氟康唑 （７６５％）、克霉唑 （５９８％）、咪康唑 （５３９％）。结论　ＲＶＶＣ患者阴道分泌物
中假丝酵母菌的菌种分布与ＶＶＣ患者不一致。ＲＶＶＣ患者阴道来源的白假丝酵母菌基因型呈现优势
基因型分布。假丝酵母菌对临床常用抗真菌药物存在一定的耐药性，治疗ＲＶＶＣ应该根据药物敏感度
试验结果实施个体化治疗方案。

　　 【关键词】　假丝酵母菌；菌种鉴定；基因型；单链构型多态性；耐药性
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　　根据流行病学研究数据，全球约７５％的已婚
妇女一生中至少患有１次外阴阴道假丝酵母菌病
（ＶＶＣ），其中约半数患者发作２次或以上，而这
些患者中约５％发展成复发性外阴阴道假丝酵母菌
病（ＲＶＶＣ）［１］。ＲＶＶＣ指 ＶＶＣ经过治疗后虽然临
床症状和体征消失，且真菌学检查为阴性，但随后

症状复发及真菌学检查又呈阳性，１年中反复４次
或以上者，该病由于具有反复发作又顽固不愈的特

点，成为临床治疗的障碍，是一种严重干扰女性身

心健康的常见妇科病［２］。本研究采用微卫星 ＣＡＩ
位点单链构象多态性（ＣＡＩＳＳＣＰ）与基因扫描相结
合分别对 ＲＶＶＣ和 ＶＶＣ患者阴道来源的酵母菌株
进行基因型鉴定，研究菌株基因型和ＲＶＶＣ发病之
间的相互关系，并且分析ＲＶＶＣ患者菌株的药敏特
点，旨在为临床诊治和合理用药提供直接依据。

对象与方法

一、研究对象

连续纳入２０１３年６月至２０１４年１２月在深圳
福田区妇幼保健院门诊就诊的 ５０例 ＲＶＶＣ患者
（ＲＶＶＣ组）以及 ５０例 ＶＶＣ患者，患者年龄
（３２５±６５）岁。ＲＶＶＣ指１年中症状发作次数超
过４次，就诊时阴道分泌物涂片假丝酵母菌阳性；
ＶＶＣ组为具有典型的临床症状，且为初发者，近
期内未进行任何药物治疗，直接镜检见假菌丝和芽

生孢子，培养分离出假丝酵母菌［３］。所有纳入研

究的患者在就诊前１个月内均未使用过激素、免疫
抑制剂、抗生素，排除伴有导致自身免疫力下降的

疾病及糖尿病患者、孕妇、性工作者、吸毒者。本

研究经医院伦理委员会批准，所有患者均对研究知

情，并同意留取标本。

二、主要试剂及仪器

主要试剂：ＲＯＳＣＯＮｅｏＳｅｎｓｉｔａｂ抗真菌药敏纸
片 （深圳优康生物技术有限公司），蛋白胨、葡萄

糖、丙稀酷胺和巯基乙醇 （北京鼎国生物技术有

限公司），甘油、过硫酸铵、乙醇、冰醋酸、甲

醛、醋酸钾、氯仿、醋酸钠、异戊醇和异丙醇

（北京现代东方精细化学品有限公司），ＤＮＡ聚合
酶ＭｇＣｌ２缓冲液 （上海申能博彩生物技术有限公

司）。主要仪器：电子天平（浙江温州医疗器械三

厂），生物安全柜（ＥＳＣＯ公司，美国），智能生化
培养箱（浙江宁波海曙赛福实验仪器厂），振荡培

养箱（ＳＨＡＫＥＲ公司，德国），离心机 （ＴＩＡＣＨＩ公
司，日本），水浴锅 （上海森信实验仪器有限公

司），酸碱度调节仪 （ＨＡＮＮＡ公司，意大利），
ＰＣＲ仪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司，德国），ＤＣｏｄｅＴＭ突变检
测电泳仪、琼脂糖凝胶成像系统（ＢｉｏＲａｄ公司，
美国），培养皿、试管（北京中创先锋科技有限公

司）。

三、研究方法

１菌落培养
采集并分离上述２组患者在患病急性期阴道分

泌物中的假丝酵母菌。采集方法见文献 ［２］：用
消毒棉签取患者的阴道侧壁分泌物，将分泌物涂

片，置于高倍镜下镜检，可观察到菌丝或孢子。将

新鲜标本直接接种于添加了氯霉素的酵母浸出粉胨

葡萄糖琼脂（ＹＰＤ）富集液体培养基，培养至液体
培养基呈浑浊状态，后将浑浊的菌液均匀涂布于平

板培养基，置于３７℃、５％ＣＯ２培养４８ｈ后取出观
察，肉眼可见乳酪样菌落生长，挑取单菌落划线接

种于平板培养基，经过３次反复分离和纯化后，最
终挑选单个菌落接种于液体培养基进行活化后备用。

２菌种鉴定
根据文献 ［４］报告的方法提取假丝酵母菌的

总ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增内转录间隔１（ＩＴＳｌ）区。根据
ＩＴＳ１区ＳＳＣＰ电泳图谱，将具有代表性的假丝酵母
菌株进行 Ｄ１／Ｄ２序列分析，ＰＣＲ产物由深圳华大
基因技术有限公司完成测序，根据 Ｂｌａｓｔ对比测序
的序列并与ＥＭＢＬ／ＤＤＢＪ／ＧｅｎＢａｎｋ基因数据库中已
有的各假丝酵母菌原始序列之间的差异，确定菌株

种属。

３白假丝酵母菌基因型分析
先用ＤＣｏｄｅＴＭ突变检测电泳仪进行 ＳＳＣＰ电泳

检测，然后根据电泳图的结果进行归类，并选出具

有代表性泳道所对应的菌株，用 ６梭基突光素标
记上游引物 Ｃ１，并加入下游引物 Ｃ２，以菌株的
ＤＮＡ为扩增模板，ＰＣＲ法扩增得到相应的序列，
行琼脂糖凝胶电泳检测，可见到明亮条带。扩增产
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物于ＡＢＩ３７０ＤＮＡ测序仪上样电泳，用Ｇｅｎｅｓｃａｎ３７
软件自动分析扩增片段的大小以及其中重复片段的

数目。以标准菌株 ＣＣ９００２８的 ＣＡＩ中２个等位基
因位点重复片段数 （２７３８）为标准，确定待测菌
株的ＣＡＩ基因型 （具体操作由深圳华大基因技术

有限公司完成）［５］。

４药物敏感度试验
应用ＲＯＳＣＯＮｅｏＳｅｎｓｉｔａｂ抗真菌药敏纸片，对

酮康唑、制霉菌素、氟康唑、伊曲康唑、咪康唑和

克霉唑等６种药物进行抑菌试验，按厂家说明书步
骤操作，根据抑菌圈直径判为敏感、中度敏感和耐

药［６］。以ＡＴＣＣ９００２８白假丝酵母菌为质控菌株。
四、统计学处理

使用ＳＰＳＳ１６０软件处理和分析数据。计数资
料采用χ２检验。Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

结　　果

一、菌种的分类鉴定

ＲＶＶＣ组和ＶＶＣ组患者的阴道分泌物均养出
假丝酵母菌。标本经过分离、纯化、培养后，共获

得１５５株较固定的单一菌落。对从样本中获得的菌
株进行ＩＴＳｌ区ＰＣＲ扩增，并对扩增的ＩＴＳ１区序列
进行ＳＳＣＰ电泳图分析后，基本确定的菌株种类可
分为５种类型，从各类型菌株中再选取２～４株代
表菌株进行 ＩＴＳ全段序列的 ＰＣＲ扩增，扩增产物
经测序分析，结果共获得５种菌株，包括白假丝酵
母菌、光滑假丝酵母菌、近平滑假丝酵母菌、热带

假丝酵母菌和季也蒙毕赤假丝酵母菌。１５５株假丝
酵母菌中，白假丝酵母菌１２９株 （８３２％），非白
假丝酵母菌２６株 （１６８％）。ＲＶＶＣ组１０２株中，
白假丝酵母菌８０株（７８４％），光滑假丝酵母菌２０

株（１９６％），近平滑假丝酵母菌１株（１０％）和季也
蒙毕赤假丝酵母菌１株（１０％），见图１。ＶＶＣ组５３
株中，白假丝酵母菌４９株（９２５％），光滑假丝酵母
菌３株（５７％），热带假丝酵母菌 １株（１９％）。
ＲＶＶＣ组和患者阴道分泌物中白假丝酵母菌比例差
异有统计学意义（χ２＝４９１２，Ｐ＝００２７）。

图１　ＲＶＶＣ及ＶＶＣ患者阴道分泌物培养
菌株的ＩＴＳ１区ＰＣＲ产物电泳图谱

泳道１：热带假丝酵母菌；泳道 ２：近平滑假丝酵母
菌；泳道３、４：白假丝酵母菌；泳道５、６：光滑假丝酵母
菌；泳道７：季也蒙毕赤假丝酵母菌

二、白假丝酵母菌的基因型鉴定

白假丝酵母菌ＣＡＩ区 ＳＳＣＰ结果见图２Ａ，ＣＡＩ
区基因扫描结果见图２Ｂ。１４７株白假丝酵母菌ＣＡＩ
区分析共获得３２种基因型，最常见２种基因型分
别为ＣＡＩ３０４５（５０株，占３４０％）和 ＣＡＩ３２４６
（３０株，占２０４％），这２种基因型在 ＣＡＩ片段上
仅相差２个三碱基的重复片段，即基因型为３０～
３２和４３～４７，为优势基因型。ＶＶＣ组优势基因型
所占比例为７１７％ （３８／５３株），而 ＲＶＶＣ组优势
基因型菌株所占比例为７３５％ （７５／１０２），２组患
者中白假丝酵母菌优势基因型菌株比例差异无统计

学意义 （χ２＝００５９，Ｐ＝０８０８）。

图２　ＲＶＶＣ患者白假丝酵母菌的基因型鉴定结果
Ａ：随机选取的３３株ＲＶＶＣ白假丝酵母菌ＣＡＩ区ＳＳＣＰ结果；Ｂ：ＲＶＶＣ白假丝酵母菌ＣＡＩ区基因扫描结果 （右边的序

号２７３８、３０４５、３２４６代表基因型）
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　　三、ＲＶＶＣ的抗真菌药物药敏试验结果
ＲＶＶＣ组１０２株假丝酵母菌对６种抗真菌药物

的敏感度试验中，敏感度由高至低依次为伊曲康唑

（９６２％）、制霉菌素（９１２％）、酮康唑（８２５％）、
氟康唑 （７６５％）、克霉唑 （５９８％）、咪康唑
（５３９％），见图３。

图３　ＲＶＶＣ患者白假丝酵母菌的
抗真菌药物敏感度试验结果

讨　　论

ＲＶＶＣ的发病机制与多种因素有关，但其病因
可归因于两方面因素，即宿主和致病菌。对于引起

ＲＶＶＣ反复发作的致病菌源尚有争议，主要是假丝
酵母菌不仅在生殖系统，而且在人体其他多器官广

泛分布，故造成其感染源的复杂性［７］。因此，致

病假丝酵母菌菌株的基因鉴定对明确传染源、协助

诊治具有非常现实的临床意义。国外研究显示，阴

道假丝酵母菌病主要由白假丝酵母菌引起（占７０％
～９０％），光滑假丝酵母菌和热带假丝酵母菌只占
较少比例，国内报道白假丝酵母菌比例约为６０％～
８０％。本研究显示，白假丝酵母菌是 ＲＶＶＣ及
ＶＶＣ的主要致病菌，ＲＶＶＣ中白假丝酵母菌所占比
例低于ＶＶＣ，所分离的非白假丝酵母菌以光滑假
丝酵母菌居多，这也与既往报道一致［８］。国外学

者报道，复发感染的假丝酵母菌菌株的基因型基本

保持稳定，仅不到 ６０％菌株发生少量遗传变异，
且已建立克隆的菌株亚种在反复感染中发生的重组

并非呈渐进式变化［２］。

近年来，分子生物学技术的突飞猛进，白假丝

酵母菌基因的鉴定分型方法不断取得质的进展［９］。

白假丝酵母菌４号染色体的非编码区的微卫星序列
ＣＡＩ有高度多态性，进行基因扫描后可以获得单位
点分析所能达到的最大分辨率，且 ＣＡＩ区有很高
的特异性和重复性。文献报道，ＳＳＣＰ为基因突变
分析中灵敏度较高的方法。本研究对 ＶＶＣ及 ＲＶ

ＶＣ患者阴道分泌物培养的白假丝酵母菌采用 ＣＡＩ
ＳＳＣＰ和基因扫描相结合进行基因型鉴定，结果显
示白假丝酵母菌基因型中存在优势基因，分别为基

因型 ＣＡＩ３０４５（３２３％）和 ＣＡＩ３２４６（１９４％），
这与国外近期研究结果大致相同［１０］。本研究 ＲＶ
ＶＣ组 １０２株白假丝酵母菌中，优势基因型占
７３５％，由此推测优势基因型菌株在ＲＶＶＣ中具有
更强的致病力。

目前临床对ＲＶＶＣ的治疗主要依靠经验给药，
造成不同菌源感染均使用同样的药量和疗程，既影

响治疗效果也易诱导致病菌基因突变，增加其对常

用抗真菌药物的耐药性。近年有报道 ＲＶＶＣ发病
率持续上升，其病原学表现为致病菌谱发生变化并

出现了对常用抗真菌药物的耐药现象，从而导致临

床治疗的困难和复杂。本研究显示，ＲＶＶＣ组１０２
株假丝酵母菌对伊曲康唑和制霉菌素的敏感度最

高，其次为酮康唑和氟康唑，而克霉唑和咪康唑敏

感度较低，但在６种抗真菌药物的敏感度试验中均
出现耐药株。因此，在 ＲＶＶＣ临床诊治中应强调
真菌培养和药物敏感度试验的重要性，建议临床治

疗ＲＶＶＣ必须规范化使用抗真菌药物，根据药物
敏感度试验结果选用敏感的抗真菌药物进行强化治

疗，并且要求治疗须足量、足疗程，必要时采用联

合用药。

综上所述，本研究从基因水平研究 ＲＶＶＣ的
致病菌类型和鉴定其基因型，了解引起 ＲＶＶＣ反
复发作的病源学原因；临床诊治 ＲＶＶＣ时应首先
进行真菌培养，根据药物敏感度试验进行个体化规

范治疗，避免耐药菌的产生，以提高 ＲＶＶＣ的治
愈率。
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