
months at least． Ｒesults The incidence of IBD combined with anemia was 62. 1% ( 100 /161) ，among which IDA
and ACD hold up to 40. 0 % ( 40 /100) and 14. 0% ( 14 /100) respectively，while the mix of IDA and ACD ac-
count for 26. 0% ( 26 /100) ，and 10. 0% ( 10 /100) was taken by lack of folic acid and VitB12． The level of sTFＲ
and sTFＲ /LogSF in IDA group were obviously higher than those in non IDA group，and this difference was statisti-
cally significant ( U = 655. 5，306. 0，P ＜ 0. 001 ) ． The AUC of sTFＲ /LogSF ( 0. 937 ) was higher than the AUC
( 0. 865) of sTFＲ． High sTfＲ levels ( ＞ 4. 7 mg /L) had a sensitivity of 77. 5% and a specificity of 86. 0%，

whereas high sTfＲ /LogSF ( ＞ 2. 8 ) had a sensitivity of 87. 5% and a specificity of 90. 9% for the diagnosis of
IDA． Both sTFＲ and sTFＲ /LogSF index were not correlated with CＲP levels ( r = 0. 042，0. 958，P ＞ 0. 05) ． Con-
clusion The incidence of IBD combined anemia is high，among which IDA is common． By detecting serum sTFＲ /
LogSF and sTfＲ，the diagnosis of IBD combined IDA may be more accurate．
Key words inflammatory bowel disease; iron deficiency anemia; serum transferrin receptor
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他克莫司和伊曲康唑联合使用体外抗克柔念珠菌作用的研究
宫婷婷，刘赟蕾，王中新

摘要 目的 单独应用抗真菌剂伊曲康唑和钙调神经磷酸

酶抑制剂他克莫司，以及上述两种药物联合使用后，评估体

外实验对克柔念珠菌生长的影响情况。是否联合用药比单

独应用抗真菌剂更有效抑制克柔念珠菌的生长。方法 根

据美国临床及实验室标准协会指南的方法，将 12 株克柔念

珠菌通过微量稀释法分为空白对照组、伊曲康唑组、他克莫

司组以及联合用药组，然后将 12 株克柔念珠菌孵育 24 h
后，观察其生长情况。结果 与单独使用伊曲康唑药物相

比，联合用药作用下伊曲康唑最低抑菌浓度远小于单独使用

伊曲康唑，其最高倍数达 32 倍，最小倍数达 4 倍; 同样，他克

莫司单独使用较联合伊曲康唑使用，最高倍数达 32 倍，最低

倍数达 2 倍。结论 12 株克柔念珠菌在伊曲康唑和他克莫

司联合使用下，体外实验表现出强大的协同作用。
关键词 克柔念珠菌; 伊曲康唑; 他克莫司
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多年来，实体器官移植已经成为肾脏、肝脏、心
脏和肺部等终末期疾病的公认治疗［1］。随着免疫

抑制 剂 和 移 植 物 的 广 泛 应 用，如 真 菌 病、病 毒 感

染［2］和恶性肿瘤已成为主要的实体器官移植的并
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发症。尽管诊断、预防和治疗方面最近取得进展，但

侵袭性真菌感染仍然是免疫功能低下或危重病患者

发病和死亡的主要原因［3 － 4］。目前非白色念珠菌如

光滑念珠菌、克柔念珠菌等菌株的感染已超过白色

念珠菌，所致的侵袭性真菌的发病率和死亡率呈现

上升的趋势［4］，这些难以治疗的侵袭性真菌感染的

发病率增加，加上目前有限的抗真菌药物使得仍然

未完全探索的钙调磷酸酶途径成为抗真菌靶向的有

吸引力的新型替代物。其中环孢菌素 A 和他克莫

司就是钙调磷酸酶抑制剂。而抗真菌药如氟康唑、
伊曲康唑、伏立康唑、卡泊芬净等的使用，使得难治

性的侵袭性真菌的耐药也不断的在升高［5 － 6］，并且

上述两类药物已广泛用于器官移植和真菌感染的治

疗。该实验通过体外的微量稀释法，测定 12 株克柔

念珠菌在各种药物下的耐药情况，以及分析单独应

用伊曲康唑和他克莫司，与联合使用伊曲康唑和他

克莫司对于克柔念珠菌的生长情况的比较。

1 材料与方法

1． 1 实验菌株 收集 2014 年 1 月 ～ 2016 年 12 月

安徽医科大学第一附属医院检验科分离的克柔念珠

菌共 12 株，菌株来源于痰、尿、粪便等，菌株编号依

次为 CK1 ～ 12。选取光滑念珠菌 ATCC MYA-2950
和白色念珠菌 ATCC 10231 作为质控菌株，使用大

肠杆菌 ATCC 8739 作为仪器的校准菌株。
1． 2 试剂和仪器 伊曲康唑、他克莫司、二甲亚砜
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AＲ( 大连美仑生物技术有限公司) ; ＲPMI 1640 粉末

( 美国 GIBCO 公司) ; MOPS ( 北京索莱宝技术有限

公司) ; 0. 22 μm 纤维过滤膜( 上海生工生物公司) 。
VITEK MS-FA、VITEK MS-CHCA 基 质、靶 板 和

VITEK MS IVD ( V2. 0) 质谱仪 ( 法国 Biomérieux 公

司) ; 酶标仪 MK-3( 美国 ThermoFisher 公司) 。
1． 3 方法

1． 3． 1 菌株处理和试剂配制 将菌株从 － 80 ℃冰

箱中取出解冻，至少在沙保弱固体培养基上传代 2
次以上进行复苏，每次在 35 ℃ 恒温培养箱中培养

48 h 后再次接种，然后用接种环将沙保弱固体培养

基生长至对数生长的单个大菌落，在 3 ml 的 PBS 缓

冲液中研磨混匀，接着用中国标准比浊管比浊，调整

菌液浓度大约在 5 × 106 cfu /ml，用血球计数板验证

菌液浓度。将伊曲康唑和他克莫司原料粉末溶于二

甲亚砜分别配置为6 400 μg /ml 和5 120 μg /ml。
1． 3． 2 药物单用时最低抑菌浓度测定 采用棋盘

微量稀释法分别测定伊曲康唑和他克莫司的最低抑

菌浓度。使用 ＲPMI 1640 液体培养基将上述配置的

菌体稀释，使得 96 孔板上的菌液浓度大约为 2. 5 ×
103 cfu /ml，然后将他克莫司和伊曲康唑的母液用

ＲPMI 1640 液体培养基对倍稀释，使得 96 孔板上伊

曲康唑的浓度为 0. 125 ～ 64 μg /ml、他克莫司的浓

度为 1 ～ 512 μg /ml。参考 Sanguinetti et al［7］将克柔

念珠菌分离株在伊曲康唑的敏感性分布: 最低抑菌

浓度≤0. 125 μg /ml 为敏感，最低抑菌浓度 = 0. 25
～ 0. 5 μg /ml 为浓度信赖株，最低抑菌浓度≥1. 0
μg /ml 为耐药株。
1． 3． 3 药物联用时最低抑菌浓度测定 根据 CLSI
方案 M27-A3 微量稀释法测定伊曲康唑和他克莫司

联用后对所有克柔念珠菌的最低抑菌浓度。对于他

克莫司使用最高浓度为 64 μg /ml，伊曲康唑最高为

16 μg /ml。生长对照孔为 100 μl ＲPMI 1640 培养液

和 100 μl 菌液，空白对照组为 200 μl ＲPMI 1640 培

养液，其他每孔 100 μl 菌液、50 μl 伊曲康唑药液 50
μl 他克莫司药液。96 孔板在 35 ℃恒温培养箱培养

24 h 后，用酶标仪在 492 nm 处测光密度( OD) 值。
最后根据公式计算各组分级抑菌浓度指数( FICI) :

FICI = FICA + FICB = CA /MICA + CB /MICB，FICA、
FICB 分别表示药物 A 和药物 B 的分级抑菌浓度;

MICA、MICB 分别表示药物 A 和药物 B 单独应用时

的最低抑菌浓度; CA、CB 为药物 A 和药物 B 联用时

达到相同药效时各自的浓度。联用作用效果评价根

据 Odds 的建议: 分级抑菌浓度指数≤0. 5 协同，分

级抑菌浓度指数 ＞ 4 为拮抗，在其之间为相加或者

无关。
1． 4 统计学处理 应用 SPSS 16. 0 软件进行分析。
计数资料采用中位数表示。

2 结果

2． 1 ATB FUNGUS 3 参考抗真菌药敏实验研究克

柔念珠菌分离株 由 ATB FUNGUS 3 根据制造商的

说明书进行，目视读取最小抑制浓度。有 5 种不同浓

度的抗真菌药物: 5-氟胞嘧啶( 4 ～16 μg / ml) ，两性霉

素 B( 0. 5 ～16 μg / ml) ，氟康唑( 1 ～ 128 μg / ml) ，伊

曲康唑 ( 0. 125 ～ 4 μg / ml ) 和 伏 立 康 唑 ( 0. 06 ～
8 μg / ml) 。使 用 CLSI BMD 方 法 同 时 进 行 ATB
FUNGUS 3 的测试，24 h 后进行视觉读数。通过测

试 CLSI 推荐的菌株选取光滑念珠菌 ATCC MYA-
2950 和白色念珠菌 ATCC 10231 作为质控菌株来确

保质量控制。12 株克柔念珠菌的抗真菌药敏实验

见表 1。
2． 2 伊曲康唑和他克莫司联合使用抗克柔念珠菌

的结果 根据 CLSI 方案 M27-A3 微量稀释法进行

他克莫司与伊曲康唑联合应用对抗克柔念珠菌的生

长情况，最后根据公式计算各组分级抑菌浓度指数。
他克莫司与伊曲康唑联用时 12 株克柔念珠菌的结

果见表 2。与单独使用伊曲康唑的克柔念珠菌相

比，联合用药作用下伊曲康唑最低抑菌浓度远小于

单独使用伊曲康唑的克柔念珠菌，其最高倍数达 32
倍，最小倍数达 4 倍; 同样，他克莫司单独使用较联

合伊曲康唑使用，最高倍数达 32 倍，最低倍数达 2
倍。

3 讨论

近年来，念珠菌属、隐球菌和曲霉属物种的耐药

分离株种群数量不断增加，以及最近新出现的接合

线虫种，木霉菌和米根霉的出现［8］，这些都是免疫

功能低下患者死亡率高的原因［9］。临床侵袭性操

作如气管插管、导尿以及介入等使用造成了克柔念

珠菌的感染呈现逐年上升的趋势。对于常见的三唑

类真菌药 － 伊曲康唑，其耐药的情况也在逐年的升

高。He et al［10］认为 EＲG11 和 ABC2 基因的上调与

克柔念珠菌的耐药机制相关，但却不能排除 EＲG11
基因在此过程中突变引起的耐药。而随着器官移植

的增多，免疫抑制剂( 他克莫司和环孢素A) 已被广
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表 1 12 株克柔念珠菌在下列各药物中的浓度

菌株
最低抑菌浓度( μg /ml) 敏感值分布

氟康唑 伊曲康唑 伏立康唑 5-氟胞嘧啶 两性霉素 B
CK1 32 /耐药 1 /耐药 0． 5 /敏感 16 /中介 0． 5 /敏感

CK2 32 /耐药 0． 5 /中介 0． 5 /敏感 16 /中介 0． 5 /敏感

CK3 16 /中介 0． 25 /中介 0． 25 /敏感 4 /敏感 ＜ 0． 5 /敏感

CK4 32 /耐药 1 /耐药 0． 5 /敏感 4 /敏感 ＜ 0． 5 /敏感

CK5 32 /耐药 1 /耐药 0． 5 /敏感 16 /中介 0． 5 /敏感

CK6 16 /中介 1 /耐药 0． 25 /敏感 4 /敏感 ＜ 0． 5 /敏感

CK7 32 /耐药 0． 5 /中介 0． 5 /敏感 16 /中介 ＜ 0． 5 /敏感

CK8 16 /中介 1 /耐药 0． 25 /敏感 16 /中介 ＜ 0． 5 /敏感

CK9 16 /中介 0． 5 /中介 0． 25 /敏感 4 /敏感 ＜ 0． 5 /敏感

CK10 16 /中介 0． 5 /中介 0． 25 /敏感 4 /敏感 ＜ 0． 5 /敏感

CK11 16 /中介 0． 5 /中介 0． 25 /敏感 4 /敏感 ＜ 0． 5 /敏感

CK12 16 /中介 0． 125 /敏感 0． 25 /敏感 4 /敏感 ＜ 0． 5 /敏感

表 2 12 株克柔念珠菌联合使用伊曲康唑和他克莫司的结果

菌株
单独药物最低抑菌浓度a ( μg /ml)

伊曲康唑 他克莫司

联合药物最低抑菌浓度a ( μg /ml)
联合伊曲康唑 联合他克莫司

分级抑菌浓度指数

分级抑菌浓度指数a 作用结果

CK1 1． 000 256 0． 060 32 0． 185 协同

CK2 0． 500 512 0． 125 64 0． 375 协同

CK3 0． 250 512 0． 060 16 0． 271 协同

CK4 1． 000 256 0． 030 64 0． 155 协同

CK5 1． 000 512 0． 060 128 0． 310 协同

CK6 1． 000 512 0． 030 16 0． 061 协同

CK7 0． 500 512 0． 060 16 0． 151 协同

CK8 1． 000 256 0． 060 16 0． 122 协同

CK9 0． 500 512 0． 125 64 0． 375 协同

CK10 0． 500 512 0． 060 64 0． 245 协同

CK11 0． 500 512 0． 060 64 0． 245 协同

CK12 0． 125 512 0． 030 16 0． 271 协同

注: a 代表 3 次实验的中位数

泛的使用，他克莫司是钙调神经磷酸酶抑制剂，钙调

神经磷酸酶是由 Ca2 + 和钙调蛋白调节的真菌中唯

一认识的磷酸酶。它是一种多功能调节剂，具有调

节真菌应激反应、生理和细胞周期进程、生物膜的形

成和抗真菌抗性、毒力以及发病机制的功能。
在基于上述情况下，研究新的抗真菌药一直在

进行，如嗜铬粒蛋白 A-N46 对克柔念珠菌表现出最

大的敏感性，嗜铬粒蛋白 A-N46 可以被认为是用于

治疗克柔念珠菌感染的抗真菌化合物［11］。银纳米

颗粒、羧甲基壳聚糖等都能够抑制念珠菌细胞的代

谢活性。但 上 述 药 物 都 未 进 行 临 床 人 体 试 验。
Lamoth et al［12］证实了各种唑类和钙调磷酸酶抑制

剂抗真菌活性，如耐棘白菌素类的烟曲霉临床分离

株。最近一项研究［13］显示他克莫司或环孢素 A 和

氟康唑的组合靶向钙调磷酸酶信号传导可能是用于

白色念珠菌感染后产生生物膜预防和治疗抗真菌的

有效策略。钙调神经磷酸酶抑制剂增强白色念珠菌

对最常见的抗真菌剂敏感性的基础机制。在此之前

Li et al［14］研究发现他克莫司和氟康唑联合抗光滑

念珠菌和克柔念珠菌具有协调作用。
基于上述研究和氟康唑对克柔念珠菌是天然耐

药以及他克莫司作为临床上常用的器官移植后的免

疫抑制药，笔者选用了较为廉价的伊曲康唑联合他

克莫司抗克柔念珠菌。通过本研究发现体外单独使

用抗真菌剂( 伊曲康唑) 或钙调神经磷酸酶抑制剂

( 他克莫司) 对克柔念珠菌的作用与伊曲康唑和他

克莫司相结合的抗克柔念珠菌的活性相比较，后者

在抗克柔念珠菌时，无论是敏感的还是耐药的伊曲

康唑，都明显降低了克柔念珠菌的生长情况。因此，

在治疗器官移植后克柔念珠菌的感染时，应用他克

莫司和伊曲康唑联合治疗，在临床上是有一定的应

用前景。
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Study on the anti-Candida krusei in vitro combined
with tacrolimus and itraconazole

Gong Tingting，Liu Yunlei，Wang Zhongxin
( Dept of Clinical Laboratory，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective The use of the antifungal agent itraconazole and the calcineurin inhibitor tacrolimus alone，

together with the above two drugs，was evaluated in vitro for growth of Candida krusei． Whether or not the combina-
tion is more effective than the antifungal alone can inhibit the growth of Candida krusei． Methods According to the
guidelines of the American Institute of Clinical and Laboratory Standards，12 Candida krusei strains were divided
into blank control group，itraconazole group，tacrolimus group，and combination group by microdilution method，

and then 12 the Candida krusei strain was incubated for 24 h and its growth was observed． Ｒesults In comparison
with the alone use of isotriconazole in Candida krusei，the combined use of itraconazole，its minimal inhibitory con-
centration was much less than that of alone，with a maximum multiple of 32 fold，a minimum multiple up to 4
times; the same，In comparison with the alone use of tacrolimus in Candida krusei，the combined use of tacroli-
mus，its maximum multiple of 32 times，the lowest multiple of 2 times． Conclusion The combined use of itracon-
azole and tacrolimus in 12 strains of Candida krusei displayed a powerful synergistic effect in vitro．
Key words Candida krusei; iraconazole; tacrolimus
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