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白色念珠菌经口感染 ＩＣＲ 小鼠建立系统性感染模型
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　 　 【摘要】 　 目的　 探究白色念珠菌（Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ）经口感染 ＩＣＲ 小鼠建立系统性感染模型，观察 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 经黏

膜感染后在小鼠体内组织增殖及分布规律。 方法　 ４６ 只 ＩＣＲ 雄性小鼠随机分为模型组 Ａ（ｎ ＝ ２０）、模型组 Ｂ（ｎ ＝
２０）、对照组（ｎ ＝ ６）。 模型组采用棉签法口腔接种 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ（７ × １０６ｃｆｕ ／ ｍＬ），对照组同方法接种等容积生理盐水。
模型组 Ａ 小鼠用于临床、生存、剖检观察试验；模型组 Ｂ 接种后第 ３、５、７ 天随机解剖 ５ 只小鼠用于组织载菌量和病

理检验 （对照组每个时间点解剖 ２ 只），活菌平板计数法检测小鼠组织载菌量，光镜观察小鼠舌、胃、肝、肾病理组

织学变化。 结果　 模型组小鼠接种后第 ３ 天舌面出现明显白斑并随时间加重引起死亡，第 ５ 天小鼠死亡率超过

５０％ ，第 ７ 天死亡率达 １００％ ，并能从舌（８７􀆰 ５％ ）、胃（８７􀆰 ５％ ）及内脏组织肝（５４􀆰 ５％ ）、肾（５０􀆰 ５％ ）、肺（２０％ ）和心

脏（４％ ）中分离到 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ，显微镜观察在舌、食道、胃、肝、肾存在菌丝的增殖，对照组未见 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 生长，提
示模型组小鼠因 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 黏膜感染引起小鼠播散性的系统性感染。 结论　 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 可在一定条件下突破黏膜

免疫屏障引起小鼠机会性系统性感染，从而加重感染死亡。
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　 　 口腔念珠菌病已成为世界范围内日益严重的院

内口腔感染性真菌性疾病，其中白色念珠菌（Ｃａｎｄｉ⁃
ｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ，Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ）是主要致病病原，感染比例

占口腔念珠菌病的 ５０％以上［１ － ４］。 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 是一

种人类共生的二相性微生物，可以在皮肤、黏膜表

面、肠胃消化道和女性泌尿生殖系统存在，当机体免

疫力降低或环境改变时可由共生酵母相发芽转变为

毒力更强的菌丝相，从而引起侵袭性的白色念珠菌

病［５ － ８］。 近年来，随着抗生素、免疫抑制剂、器官移

植、导管介入等治疗手段的广泛应用及一些肿瘤、血
液病、获得性免疫缺陷病等严重疾病的发生率升高，
由念珠菌黏膜感染引起患者系统性念珠菌病报道增

多［９， １０］。 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 感染模型、毒力因子及与宿主

相互作用等研究不断深入［１１ － １７］，但小鼠黏膜感染

念珠菌引起播散性系统性感染的报道却不多，本研

究旨在对 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 口腔黏膜接种引起的小鼠机会

性系统性感染进行研究和阐述，为进一步研究 Ｃ． ａｌ⁃
ｂｉｃａｎｓ 黏膜感染机制提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物、分组及前处理

ＳＰＦ 级 ＩＣＲ 雄性小鼠，４６ 只，５ 周龄，体重 ２４ ～
２６ ｇ，购自北京维通利华实验动物技术有限公司

【ＳＣＸＫ（京） ２０１２ － ０００１】，饲养于广东省实验动物

监测所二级生物安全负压感染实验室内 【 ＳＹＸＫ
（粤）２０１２ － ０１２２】，实行光照 ／黑暗各 １２ ｈ 昼夜循

环，自由进食，动物实验开展经广东省实验动物监测

所动物使用和管理委员会审批。
动物使用前以棉拭子涂抹口腔黏膜后作 Ｃ． ａｌ⁃

ｂｉｃａｎｓ 培养，筛选出 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 培养阴性动物做为实

验动物。 动物分为模型组 （４０ 只） 和空白组 （６
只）。 模型组平分 Ａ，Ｂ 两组，均使用 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 口

腔棉签法感染，模型组 Ａ 于生存率、体重及口腔打

分，模型组 Ｂ 用于载菌量及病理检测，为避免动物

感染过程中出现死亡而导致数据丢失，模型组 Ｂ 感

染数量比计划采样量（１５ 只）多 ５ 只。 空白组小鼠

同方法感染等容积生理盐水并进行与实验组相同的

实验项。 所有动物感染前 １ ｄ 醋酸泼尼松 １００ ｍｇ ／

ｋｇ 肌注，同时 ０􀆰 ０８％盐酸四环素连续饮水给药至感

染后第 ３ 天。 动物口腔感染操作前用 １􀆰 ５％ 戊巴比

妥钠腹腔注射麻醉（加热保温，麻醉时长 １􀆰 ５ ｈ）。
１􀆰 ２　 菌株及菌体悬液制备

Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ ＳＣ５３１４ 株（ＡＴＣＣ：ＭＹＡ⁃２８７６）为中

国科学院微生物研究所张立新博士馈赠。 从 － ８０℃
冰箱取出菌液，接种到固体 ＹＥＰＤ 平板上，３０℃ 培

养 ３６ ｈ 后，挑选单个菌落于液体 ＹＥＰＤ 中，３０℃摇

床培养 ２４ ｈ，１８０ ｒ ／ ｍｉｎ。 将扩大培养好的菌液离

心，沉淀用生理盐水重悬洗涤 ３ 次，最后用生理盐水

调整浓度至 ７ × １０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ，备用。
１􀆰 ３　 动物口腔黏膜接种

参考文献［１４，１８］，动物麻醉后，用灭菌棉签在配制

好的菌液中浸泡 ３ ｍｉｎ，放置到实验鼠小鼠口腔内（对
照组以灭菌生理盐水代替），轻轻旋转使棉签表面菌

液充分接触口腔上颚，脸颊及舌面，并停留口腔１􀆰 ５ ｈ。
１􀆰 ４　 感染程度评价

１􀆰 ４􀆰 １　 临床评分及生存观察

模型组 Ａ 小鼠每天进行口腔评分、称重、死亡

情况及临床表现记录。 口腔打分标准：正常，０ 分；
少量白斑（ ＜ ２０％ ），１ 分；中量白斑（２１％ ＜ ９０％ ），
２ 分；大量白斑 ＞ ９１％尚可开口采食，３ 分；大量白斑

＞ ９１％且口腔黏糊，难开口，流涎明显，４ 分。
１􀆰 ４􀆰 ２　 载菌量检测

模型组 Ｂ 小鼠感染后第 ３、５、７ 天分别随机解剖

５ 只小鼠，麻醉后无菌取组织（舌、胃、肝、肾、心脏、
肺）放于灭菌离心管内， － ２０℃保存备用。 组织载菌

量测定：将组织称重后放到装有 １ ｍＬ 灭菌生理盐水

研磨器内，研磨 ３０ ｓ 后，倍比稀释后，取 １００ μＬ 混悬

液涂到固体 ＹＥＰＤ 平板，每个浓度做 ２ 个平行板，
３０℃培养 ３６ ｈ 后数菌落数。 对死亡小鼠进行尸检。
１􀆰 ４􀆰 ３　 病理检测

模型组 Ｂ 感染小鼠解剖做载菌量检测的同时，
各取舌、食道、胃、肝、肾组织用 ４％ 多聚甲醛固定

２４ ｈ，再按常规步骤制作石蜡切片，采用 ＨＥ． 染色和

ＰＡＳ 染色，光学显微镜下观察拍照。
１􀆰 ５　 数据处理及统计分析

实验结束，口腔临床打分及体重结果以 􀭰ｘ ± ｓ 表

２９５
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示，组织载菌量结果以 􀭰ｘ ± ｓ 表示，采用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｍ ５􀆰 ０１ 进行数据处理及图表形成。

２　 结果

２􀆰 １　 口腔黏膜感染小鼠临床变化和评价

感染后 ２ ｄ 小鼠舌头出现少量淀粉样白斑，３ ｄ

口腔白斑明显（见图 １Ｂ），到 ５ ｄ 口腔白斑占据舌面

９０％以上（见图 １Ｃ），实验后期大部分鼠口腔打分超

过 ３ 分（见图 ２Ａ），小鼠表现出口腔有唾液流出到口

腔周围，小鼠口腔干燥，采食、吞咽乃至张口难，精神

萎靡，体重降低（见图 ２Ｂ），接种后第 ５ 天死亡率达

到 ５０％以上，第 ７ 天达 １００％ （见图 ２Ｃ）。

注：Ａ：对照组小鼠；Ｂ＆Ｃ：感染小鼠（３ ｄ，５ ｄ）。

图 １　 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 口腔黏膜感染小鼠舌头白斑

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｍｉｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｂ＆Ｃ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ（３ ｄ，５ ｄ） ．

Ｆｉｇ． １　 Ｇｒｏｓｓ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｔｏｎｇｕｅ ｌｅｕｋｏｐｌａｋｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｏｒａｌ ｍｕｃｏｓａｌ Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

注：ＰＩ：感染后；Ａ：口腔临床打分；Ｂ：体重变化曲线；Ｃ：生存曲线。

图 ２　 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 口腔黏膜感染小鼠临床评价（􀭰ｘ ＝ ｓ ｘ， ｎ ＝ ２０）
Ｎｏｔｅ． ＰＩ： Ｐｏｓｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒａｌｌｙ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍｉｃｅ． Ａ： Ｏｒａｌ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｃｏｒｅｓ． Ｂ： Ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｃｈａｎｇｅ ｃｕｒｖｅ． Ｃ： Ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅ

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｏｒａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ

２􀆰 ２　 口腔黏膜感染小鼠组织载菌量检测

接种后第 ３、５、７ 天，Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 在舌和胃中

均能检出较高浓度的载菌量，但在舌上的定值从

第 ３ 天到第 ７ 天呈减少趋势，而胃内载菌量则维

持在一定水平。 肾与肝也检测到一定量的 Ｃ． ａｌ⁃
ｂｉｃａｎｓ，载菌量低于胃和舌 （见图 ３） 。 舌与胃的

检出率均为 ８７􀆰 ５％ （２１ ／ ２４） 。 此外，每个时间点

在个别鼠内的肾、肝、肺、心脏检出了 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ，
检出 率 分 别 为 ５４􀆰 ５％ （ １２ ／ ２２ ） ， ５０􀆰 ０％ （ １２ ／
２４） ，２０􀆰 ０％ （５ ／ ２５ ） ，４􀆰 ０％ （１ ／ ２５ ） ，说明菌已从

黏膜扩散到了内脏组织。
图 ３　 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 口腔黏膜感染

小鼠载菌量检测 （􀭰ｘ ＝ Ｓ `ｘ，　 ｎ ＝ ５ ／时间点）
Ｆｉｇ． ３　 Ｆｕｎｇａｌ ｂｕｒｄｅｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｙ

ｏｒａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ

３９５
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　 　 模型组 Ｂ 一共感染 ２０ 只小鼠，除在感染后 ４ ｄ
和 ６ ｄ 死亡 ５ 只小鼠，３ ｄ 和 ５ ｄ 均为活剖小鼠，７ ｄ
３ 只为活剖，２ 只为死亡鼠（死亡时间 １ ～ ２ ｈ）。
２􀆰 ３　 口腔黏膜感染小鼠组织病理学检查

选择检出阳性菌的模型组 Ｂ 动物的部分组织

进行 ＨＥ 和 ＰＡＳ 染色，显示，大量酵母型和菌丝型菌

体侵袭舌、食道、胃黏膜表面，偶尔见菌丝相 Ｃ． ａｌｂｉ⁃
ｃａｎｓ 侵袭黏膜下层，肾脏与肝也可见到菌丝的定殖；
ＨＥ 染色结果显示以中性粒细胞和巨噬细胞为主的

炎性细胞侵润。 见图 ４。

注：Ａ⁃Ｅ：依次为舌、食道、胃、肾、肝 ＰＡＳ 染色；Ｆ⁃Ｊ：对应组织的 ＨＥ 染色．

图 ４　 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 口腔黏膜感染小鼠组织 ＰＡＳ ／ ＨＥ 染色（标尺 ＝ １００ μｍ）
Ｎｏｔｅ． Ａ⁃Ｅ：Ｔｏｎｇｕｅ， ｅｓｏｐｈａｇｕｓ， ｓｔｏｍａｃｈ， ｋｉｄｎｅｙ， ａｎｄ ｌｉｖｅｒ， ＰＡＳ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｆ⁃Ｊ：Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｏｒｇａｎｓ， ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ．

Ｆｉｇ． ４　 ＰＡＳ ／ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｏｒａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ

３　 讨论

念珠菌在口腔中存在可以表现为无临床症状的

健康带菌者或有临床体征的口腔念珠菌病。 在口腔

念珠菌病中，白念珠菌引起的感染占 ６５％ 左右［１９］。
本研究选用 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ ＳＣ５３１４ 株作为建立口腔念

珠菌黏膜感染模型的目标菌株，以便更客观了解与

临床相近的典型口腔念珠菌病的发生与发展过程。
Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 以共生酵母相存在于健康人群中的黏膜

表面，有研究表明［２０ ，２１］，口腔念珠菌病的发病机制

受到很多因素影响，既与念珠菌本身的形态、菌的数

量、菌体表面结构及粘附力有关，还与宿主的防御机

制有关。 宿主的防御机制包括局部机械性及全身因

素如上皮屏障、口腔菌丛相互作用和稳定、口腔分泌

液、内分泌、营养因素、免疫功能、抗生素和激素的使

用、化疗和放疗以及恶性疾病等。 本研究模拟临床

条件对模型小鼠进行醋酸泼尼松肌肉注射及四环素

饮水，制造便于 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 粘附的宿主环境。 根据

Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 在营养丰富的培养基中繁殖一代需至少

１􀆰 ５ ｈ 特征［２２］，本研究在感染初期，对带菌棉签在模

型小鼠口腔停留时间控制在 １􀆰 ５ ｈ，以便菌体成功粘

附并繁殖。
研究显示，小鼠感染 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 后第 ３ 天 Ｃ． ａｌ⁃

ｂｉｃａｎｓ 成功定殖口腔黏膜并逐渐形成典型淀粉样白

斑。 病原菌借助宿主吞咽，饮水等进入到食道和胃

等消化道管腔。 与此同时，Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 在感染后 ３ ｄ

可在感染鼠肝、肾等内脏组织检测到阳性菌，表明病

原菌已成功突破小鼠消化道黏膜上皮屏障，通过血

液或淋巴循环等进入动物体内引起播散性系统性感

染。 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 毒素及其分泌的蛋白酶是促进菌粘

附、入侵、炎症坏死及血管通透性增加的重要帮凶，
可致宿主死亡。 Ｍｏｙｅｓ 等的最新研究［２０］ 显示念珠

菌在与宿主上皮细胞相互作用时可产生一种假丝酵

母细胞溶解酶（ｃａｎｄｉｄａｌｙｓｉｎ）的毒素，在念珠菌黏膜

感染中起了重要作用，以上因素综合作用下导致 Ｃ．
ａｌｂｉｃａｎｓ 在本实验中出现了突破消化系统黏膜屏障

后进入机体内循环系统引起系统性感染。 小鼠口腔

和全身念珠菌病模型与人类念珠菌病非常相似，中
性粒细胞和巨噬细胞在宿主抗念珠菌感染中起到重

要的的第一道防线，本实验结果显示各组织出现大

量的单核细胞浸润现象与此理论吻合。 结合本次实

验的载菌量及病理组织学结果，发现肾与肝是 Ｃ． ａｌ⁃
ｂｉｃａｎｓ 重要的内脏组织靶器官，这与吴玉娥等［１７］ 念

珠菌系统性感染模型结果相吻合。 值得注意的是，
病原菌入侵到感染鼠内脏器官呈现机会性扩散，有
约 ９４􀆰 １％小鼠出现 ３ 个组织同时出现菌体检测阳

性（舌、胃、肝及舌、胃、肾），４ 个组织同时出现菌体

检测阳性约为 ３３􀆰 ４％ （舌、胃、肝、肾及舌、胃、肝、
肺），约有 ８􀆰 ３％小鼠能从肾与肝内脏组织检出阳性

菌而在黏膜感染部位无检测到阳性菌，以上情况提

示白色念珠菌由黏膜感染入侵蔓延至系统感染过程

中与动物个体的免疫机能、黏膜特征或黏膜上皮微

４９５
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生物菌群等差异而有所不同，具体机制仍需进一步

研究。
综上所述，本实验证实了白色念珠菌口腔黏膜

感染有系统扩散的现象和事实，揭示 Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ 可

在特殊条件下（如宿主免疫力低下或免疫抑制）突

破宿主在抗念珠菌感染的先天免疫系统及适应性免

疫系统屏障引起机会性系统性感染，为研究 Ｃ． ａｌｂｉ⁃
ｃａｎｓ 口腔黏膜性感染与系统性感染相互关系提供实

验依据，也为白色念珠菌经口感染 ＩＣＲ 小鼠建立系

统性感染模型的研究提供新的视野。
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