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抗真菌药物敏感性检测新方法的研究进展*
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  摘 要:抗真菌药物敏感性检测的目标是生成可靠的最小抑菌药物浓度,判断菌株的药物敏感性,从而指

导临床医生的抗真菌治疗,为流行病学研究和开发新的抗真菌药物提供信息。然而目前的标准化药物敏感性

检测方法与许多商品化药物敏感性检测方法存在检测时间长、适用菌株范围不完整的局限性。该文对目前的

抗真菌药敏试验新方法进行综述,包括单细胞水平分析法、基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱、等温微量热

法及新型的商品化检测系统,并对它们的优点和不足进行分析,以期在日益加重的全球真菌感染中为抗真菌药

物敏感性检测新方法提供新的研究方向,实现快速、准确的药物敏感性检测。
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Abstract:The

 

goal
 

of
 

antifungal
 

sensitivity
 

detection
 

is
 

to
 

generate
 

a
 

reliable
 

minimum
 

concentration
 

of
 

antibacterial
 

drugs,to
 

judge
 

the
 

drug
 

sensitivity
 

of
 

strains,to
 

guide
 

clinicians
 

in
 

antifungal
 

treatment,to
 

pro-
vide

 

information
 

for
 

epidemiological
 

research
 

and
 

to
 

develop
 

new
 

antifungal
 

drugs.However,the
 

current
 

standardized
 

drug
 

sensitivity
 

testing
 

methods
 

and
 

many
 

commercial
 

drug
 

sensitivity
 

detection
 

methods
 

have
 

the
 

limitations
 

of
 

long
 

detection
 

time
 

and
 

incomplete
 

range
 

of
 

applicable
 

strains.In
 

this
 

paper,the
 

new
 

meth-
ods

 

of
 

antifungal
 

susceptibility
 

test
 

are
 

reviewed,including
 

single
 

cell
 

level
 

analysis,matrix-assisted
 

laser
 

de-
sorption

 

ionization
 

time-of-flight
 

mass
 

spectrometry
 

and
 

isothermal
 

microcalorimetry
 

detection
 

and
 

new
 

com-
mercial

 

detection
 

systems.Their
 

advantages
 

and
 

disadvantages
 

are
 

analyzed
 

to
 

provide
 

a
 

new
 

research
 

direction
 

for
 

new
 

methods
 

of
 

antifungal
 

susceptibility
 

detection
 

in
 

the
 

increasing
 

global
 

fungal
 

infections
 

and
 

to
 

achieve
 

rapid
 

and
 

accurate
 

drug
 

sensitivity
 

detection.
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  近几十年来,随着真菌感染的危险因素(免疫抑

制剂和广谱抗真菌药物的使用、有创性操作)不断增

加,侵袭性真菌感染事件发生率正在逐年上升,主要

的真菌种类也在发生改变[1-2];此外,新型抗真菌药物

的研究迅速发展,真菌菌株的耐药性也在不断增

强[3-4],使抗真菌药物敏感性的检测在临床上越来越

重要,如何获取又快又准的药物敏感性数据从而为临

床治疗提供指导,是对抗真菌药敏试验提出的新挑

战。抗真菌药物敏感性检测一般在临床实验室进行,
通过确定药物的最小抑菌浓度(MIC)来判断菌株的

体外敏感性和耐药性。理想情况下,通过体外药物敏

感性数据,可以对抗真菌治疗结果有准 确 可 靠 的

预测[5-6]。
目前标准化的体外抗真菌药敏试验主要为美国

临床和实验室标准化协会(CLSI)和欧洲抗菌药物敏

感性测试委员会(EUCAST)制定的标准方法,包括肉

汤稀释法、纸片扩散法和琼脂筛选法。标准化的目标

是最大限度地减少影响因素(包括终点定义、菌液的

接种量、培养时间、培养温度和测试介质等)的变异性

对最终 MIC值的影响[7]。其中,肉汤微量稀释法是

目前临床实验室普遍使用的标准方法,通过比较含药

物和不含药物孔的真菌生长情况来确定 MIC,判断药
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物敏感性[8-9],但CLSI标准使用目视比较,不同实验

人员判断结果存在主观差异性,且所需培养时间较

长。商业化方法Sensititre
 

Yeast
 

One(SYO)和Vitek
 

2酵母板原理都是基于肉汤微量稀释法,适用于酵母

类真菌的药敏试验,与标准CLSI、EUCAST方法保持

了良好的一致性[10-11]。Vitek
 

2酵母板是一种自动化

检测方法,适用于具有高检测量的临床实验室。但

Sensititre
 

YeastOne和Vitek
 

2酵母板不适用于丝状

真菌的检测。纸片扩散法则是测量含药纸片周围产

生的生长抑制区直径,与区域直径标准比较后确定真

菌的药物敏感性。区域直径标准来源于区域直径和

MIC值比较,所以它局限于已知的抗真菌药物和真菌

组合,对于新的真菌或者新的药物不适用。商业化梯

度扩散条法和纸片扩散法原理相同,能够通过生成

MIC值量化真菌对药物的敏感性,与肉汤微量稀释法

之间能保持良好的一致性,不仅能应用于酵母类真菌

检测,也能应用于丝状真菌检测,适用于大部分抗真

菌药物检测[12-13],但同样存在培养时间长的问题。

EUCAST还制定了四孔琼脂筛选板测定曲霉菌的药

物敏感性的标准[14],但这种办法只适用于敏感菌株,
在临床应用上有较大的局限性。无论是标准药物敏

感性检测方法,还是商品化方法,都存在培养时间长

或适用菌株、抗真菌药物范围不全面的局限性,而且

对于临床实验室还需要在保证实验结果的准确性上,
提高检测通量,满足临床需求。因此,需要对抗真菌

药物敏感性检测方法做进一步研究,本文就目前的抗

真菌药物敏感性检测的新方法进行综述。

1 单细胞水平分析法

1.1 流式细胞术 流式细胞术是一种现有的分子检

测技术,可以用于抗真菌药物敏感性测试。待测真菌

的菌悬液用一系列梯度稀释浓度的抗真菌药物处理

后,再用荧光染料染色,用流式细胞仪测量真菌细胞

的荧光强度。因为药物对真菌的损伤,真菌的活力会

发生变化,荧光强度也会发生改变。
流式细胞术主要应用于念珠菌属和隐球菌属的

药物敏感性检测,在一些念珠菌属的检测中,流式细

胞术的检测结果与肉汤微量稀释法的结果具有良好

的一致性[15]。已有研究通过流式细胞术对丝状真菌

的形态分析和活力评估[16],发现流式细胞术在丝状真

菌的药敏试验应用上具有较大的潜力。还有研究结

合成像流式细胞仪开发了一种用于真菌细胞学分析

的自动图像采集和分析方法,可用于真菌细胞的表型

检测,在新抗真菌药物的开发和真菌药敏试验方面也

有潜在的应用价值[17]。此外,虽然流式细胞术可以在

几个小时内得到药物敏感性结果,而肉汤微量稀释至

少需要1
 

d,前者大大缩短了检测需要的时间,但目前

的流式细胞术仍需要专业技术水平过硬的技术人员

操作,应用范围存在局限。
 

1.2 多孔氧化铝(PAO)培养观察法 PAO是一种

蜂窝状的纳米结构材料,由致密的六边形圆孔组成,
具有化学稳定性、均匀性、优异的机械强度和生物相

容性[18]。PAO已经被证实可以应用于真菌的药敏试

验中。把待测菌株接种在PAO条上,再将PAO条放

在含一定浓度抗真菌药物的RPMI
 

1640琼脂平板上

进行培养,之后单独对PAO条进行染色,并在显微镜

下分析微菌落,微菌落的面积变化就可以解释为药物

对真菌的作用[19-20]。在1项使用PAO培养观察法对

念珠菌进行快速药敏试验的研究中发现,PAO培养

观察 法 和 肉 汤 微 量 稀 释 法 的 结 果 总 体 一 致 性 为

86.5%,其中检测对两性霉素B敏感性的一致性为

88.2%、棘白菌素为91.2%,三唑类药物的一致性最

差(79.4%~82.4%)。新方法在2
 

h内就可以获得药

物敏感性结果,大大缩短了检测时间[19]。后续研究可

以通过对数据进行批处理,实现检测的自动化和更快

速检测。

1.3 几丁质检测法 目前的主要抗真菌药物唑类、
棘白菌素和多烯类都作用于真菌的细胞壁,引起几种

应激激活信号通路的上调,例如蛋白激酶C、丝裂原

活化蛋白激酶、HOG信号通路和Ca2+ 级联反应,以
抵消细胞壁损伤,导致几丁质合成上调[21-22]。因此,
对细胞壁几丁质的检测可以反映抗真菌药物对真菌

的损伤程度。把待测菌株接种于含有连续梯度稀释

的棘白菌素或唑类药物培养基中培养一定时间后,再
用钙氟白荧光染料对几丁质进行染色,再采用荧光显

微镜测定具有高几丁质水平的真菌细胞的百分比,这
种检 测 方 法 称 为 SensiFONG。WANG 等[23]采 用

SensiFONG法检测了59株菌株(白色念珠菌28株、
光滑念珠菌17株和烟曲霉14株)的敏感性,对白色

念珠菌、光滑念珠菌和烟曲霉药物敏感性检测的灵敏

度分别为(87%、93%和100%),特异度分别为93%、

84%和82%,SensiFONG法与EUCAST肉汤微量稀

释法的检测结果之间的相关性也非常好,且Sensi-
FONG法能在混合药物培养6

 

h后获得结果[23]。

SensiFONG法被认为是一种具有自动读取功能及解

释客观的方法,且比传统的测定方法能更快地获得

MIC值。但是SensiFONG法还需要进一步的研究,
可通过检测更多的真菌种类和更多的临床分离株,评
估SensiFONG法的可靠性并调整几丁质阈值,加强

该方法的准确性和适用性。

1.4 
 

基于强度反射干涉光谱测量的硅微孔 相移反

射干涉光谱测量(PRISM)的基本原理是基于层状相

位光栅内的细胞定植和实时收集的微流体中细胞的

相移反射干涉测量来监测细胞的生长情况。PRISM
已经被证明可以用于抗菌药敏试验,在硅微孔结构阵
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列中定植细菌,用适当的抗菌药物溶液培养细菌,然
后实时收集光栅内细菌的相移反射干涉谱来确定抗

菌药物敏感性,光栅内细菌正常生长时,光程差增加,
细菌生长停止或者抑制时光程差减少[24]。

对于真菌药敏试验,已有研究建立基于强度反射

干涉谱测量的硅微孔结构法(iPRISM)作为真菌药物

敏感性检测的新方法,并使用黑霉菌作为模式微生物

评估新方法的性能[25]。iPRISM 依赖于在硅微孔中

捕获真菌分生孢子,然后通过基于强度的反射干涉光

谱测量实时监测真菌生长。伏立康唑的iPRISM
 

MIC
值和肉汤微量稀释法的 MIC值相同,两性霉素B的

iPRISM
 

MIC值高于肉汤微量稀释法 MIC值,但伏立

康唑和两性霉素B的iPRISM
 

MIC值都符合 EU-
CAST的 MIC分布。iPRISM所需的时间是15

 

h,比
常规的肉汤微量稀释法时间明显缩短。iPRISM 的检

测原理简单,未来需要更多研究,验证其在真菌药敏

试验中的可行性。

1.5 拉曼光谱法 拉曼光谱法的技术原理是拉曼散

射效应,通过对散射光谱进行分析获得分子振动和转

动等方面的信息,并应用于分子结构研究。受激拉曼

光谱(SRS)测量是一种非侵入性技术,SRS显微镜已

被应用于对原位代谢活动进行成像[26]。已有研究通

过使用SRS代谢成像对细菌进行快速抗菌敏感性测

试[27]。在这些研究中,氘(D)原子以氧化氘(D2O)或
氘代葡萄糖的形式被掺入生物分子中,并通过细胞代

谢转化为细胞、细菌和真菌的碳-氘(C-D)键,然后通

过SRS成像,分析C-D键的振动光谱选择性地探测

和量化代谢活性。

CHEN等[28]用相似的方法进行了真菌的药敏试

验,使用白色念珠菌为模式真菌,并使用50%
 

D2O含

量的培养基培养真菌,在真菌中实现高C-D信号,毒
性研究表明,高达50%的D2O浓度不会导致真菌生

长的显著变化。通过测量单个真菌的代谢变化在4
 

h
内可获得药物敏感性结果。该研究在8株白色念珠

菌菌株中验证了拉曼光谱对两性霉素B、氟康唑和米

卡芬净药物敏感性检测的可靠性[28]。此外,还对2种

白色念珠菌菌株进行了伏立康唑药物敏感性检测,并
与肉汤微量稀释法结果进行比较,拉曼光谱法与标准

肉汤微量稀释法的 MIC值相同或没有差异超过两个

稀释梯度,药物敏感性分类一致[28]。
根据拉曼光谱法技术的原理和所需的设备,它具

有成本高和劳动密集型成像的特点,进行临床转化有

一定难度。首先,它需要使用昂贵的固态激光器进行

成像,但拉曼光谱法可以换成光纤光源进行成像来降

低成本。其次,在进行高通量药物敏感性检测时,这
种方法会产生大数量级的图像数据,通过批处理、对
多个样本进行标准化自动处理数据,可以降低数据处

理的难度,加速临床转化。

2 基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱(MALDI-
TOF

 

MS)

  MALDI-TOF
 

MS是蛋白质组学和代谢组学的

核心技术,目前主要应用于细菌和真菌等微生物病原

体的鉴定,具有方便、快速和准确等优点,能大大缩短

微生物鉴定的时间[29]。

MALDI-TOF
 

MS在抗真菌药物敏感性检测中

的应用正在开发中。将待测菌株暴露于抗真菌药物

中进行培养后,再进行 MALDI-TOF
 

MS分析,与无

药物对照组比较后,蛋白组学发生的变化就可以被解

释为药物对真菌的损伤[30]。早期的1项对白色念珠

菌和氟康唑的药物敏感性检测研究发现,通过检测引

起待 测 菌 株 质 谱 图 明 显 变 化 的 最 低 药 物 浓 度

(MPCC),可以检测菌株的药物敏感性[31]。之后陆续

有许多将 MALDI-TOF
 

MS用于真菌(包括念珠菌属

和曲霉菌属)药敏试验的研究,与CLSI标准方法的结

果具有90%以上的分类一致性[32],但可重复性不稳

定,需要进一步完善方法并提高可重复性。MALDI-
TOF

 

MS对检测仪器有较高要求,不适合条件有限的

实验室,但是对于配备有质谱分析仪器的实验室,应
用 MALDI-TOF

 

MS能明显减少药敏试验的时间,为
临床治疗争取更多时间。

3 等温微量热法

  等温微量热法是一种测量微生物代谢相关的精

确产热量的方法,把产热量和微生物生长的变化相结

合[33]。应用等温微量热法进行真菌药敏试验时,将含

有待测真菌的菌悬液、生长培养基和连续梯度稀释的

抗真菌药物的培养瓶放置在等温微量热测量仪器内,
计算将不含药物的生长对照孔产生的总热量抑制到

一定程度的最低药物浓度,称为最小热 抑 制 浓 度

(MHIC)。在1项实时检测曲霉菌属抗真菌药物敏感

性的研究中,比较 MHIC与CLSI
 

M38测定的 MIC
的一致性,两性霉素B为90%,伏立康唑为100%,泊
沙康唑为90%,卡泊芬净为70%,总体保持了良好的

一致性[34]。
热量已经是化学领域常见的1项测量指标,而在

生物医学领域,理论上,将热量测量和孔板结合,再通

过研究建立起孔间的自动算法来判定 MHIC,从而确

定菌株的药物敏感性,就可以实现高通量、实时、快速

和自动化的药物敏感性检测,这将是未来等温微量热

法的研究方向。

4 快速自动化抗真菌药敏试验系统Droplet
 

48
  Droplet

 

48的原理是荧光染色法,与SYO原理相

似,它使用刃天青作为氧化还原指示剂来检测荧光强

度,使用微流体技术加样,用反射荧光检测装置连续

监测荧光强度的变化,反馈真菌的生长,实时报告结
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果。有研究采用SYO系统作为标准法进行对比分

析,除检测泊沙康唑药物敏感性(86.2%)外,伊曲康

唑、伏立康唑、两性霉素B和卡泊芬净的结果总体一

致性均大于90%;除伏立康唑(87.9%)外,氟康唑、卡
泊芬净、米卡芬净和阿尼芬净的结果分类一致性均大

于90%[35]。这表明Droplet
 

48试验性能与SYO系

统高度一致,是具有潜力的商业化、自动化真菌药物

敏感性检测系统。

Droplet
 

48结合了微流控等技术,实现了小样本

量、自动加样检测;增加了更多药物的浓度梯度,实现

了96种不同药物浓度的同时检测,扩大了检测通量;
还避免了通过目视读取 MIC来解释结果的主观性,
更适合临床实验室的应用。

5 总结和展望

  临床实验室的真菌药敏试验并不像细菌药敏试

验一样普及,主要原因包括以下几点。第一,目前临

床可用的抗真菌药物有限,常常是经验性治疗。第

二,目前临床实验室使用的真菌药物敏感性检测方法

需要的时间较长,抗真菌治疗的时机对临床治疗的预

后影响很大,可能会出现来不及做药敏试验的情况。
此外,对于临床实验室来说,除了考虑测试方法的准

确性、便捷性,还要考虑体外药敏试验的数据解释,尤
其是与临床治疗之间的关系。MIC值是体外药敏试

验的数据,要求 MIC值可以用于预测临床治疗结果,
当缺乏相应菌属和抗真菌药物组合的临床断点,甚至

无法解释 MIC值时,需要考虑进行药敏试验的可靠

性和必要性。
目前,抗真菌药物敏感性检测方法的研究主要集

中在减少检测时间,降低检测成本和提高检测通量这

几个方面,将微流体芯片、自动化技术和药物敏感性

检测方法结合可以达到缩短检测周期和高通量的目

的。随着新型抗真菌药物的研究和真菌耐药性的增

加,还需要建立完善真菌耐药性监测的计划,建立不

同菌株类型的标准化药物敏感性检测方法,提高检测

方法的可重复性,保证检测结果的准确性和可解释

性。为了满足患者、临床医生和临床实验室不断增长

的需求,必须进一步研究抗真菌药物敏感性检测的新

方法。
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