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白念珠菌菌丝的诱导培养

Hypha formation of Candida albicans by induced culture

周村建 ,郝　飞 ,王　鲁 ,钟白玉　　(第三军医大学西南医院皮肤科 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨培养条件对白念珠菌菌丝形成的影响。方法　改变培养基成分 、pH 值及培养温度 ,诱导白念珠

菌芽管(早期菌丝相)的形成。结果　M199 、1640 培养在 pH 7.0 、37 ℃振荡培养时可诱导白念珠菌生长为纯的菌丝。结论

　优化培养条件可获得纯的白念珠菌菌丝相细胞。

　　白念珠菌是人类生态菌群的正常成员之一 ,也是

重要的条件致病真菌 。近年研究集中在与白念珠菌毒

力相关的因素如粘附能力 、分泌的酶类及其表型转换

等方面
[ 1]
。白念珠菌生长形态可表现为酵母样呈圆

形 ,条件改变时可呈细长状如芽管或菌丝 ,这种形态转

换称为表型转换 ,与其致病能力密切相关 ,白念珠菌菌

丝的形成与发病有着密切的关系。

　　芽管的形成(菌丝的早期形态)是鉴定白念珠菌的

重要依据 ,常受到诸如菌株来源 、培养温度 、培养基 pH

值 、培养基成分等诸多因素的影响 ,获得较纯的白念珠

菌菌丝相细胞是研究其表型转换分子机制的前提 ,但

目前尚无统一的标准。为此 ,我们对上述各种因素影

响白念珠菌芽管的形成进行了探讨 。

1　材料与方法

1.1　材料
　　菌株:白念珠菌 SC 5314 为W A.Fonzi赠送 , ATCC 01332(血

液来源)及 ATCC 01815(尿液来源)由北京医科大学真菌保存中

心李若瑜教授惠赠 ,白 6(分离于皮肤)为本院临床分离菌株;培

养基:YPD(丰富培养基),含 1%酵母提取物 、2%蛋白胨 、2%葡

萄糖 ,按比例配制并高压消毒;低硫酸盐培养基(LSM), 每升含

NH4Cl 1.33 g ,MgSO4·7H2O 0.001 g , K2HPO4 14.0 g , KH2PO4 6.0

g , NaCl 5 g , 葡萄糖12.5 g , D-生物素 0.001 g ,按文献提供方法配

制后调 pH 为 7.0 ,过滤除菌备用;M199 及 1640 培养基 , 按说明

书配制 ,将 pH 值分别调至 4.5 和 7.0 ,无菌过滤处理。

1.2　实验步骤
　　将 YPD斜面生长 48 h 的白念珠菌转种于 YPD 液体培养

基 ,血球计数板计数 , 细胞调至 5.0×106 ml , 置摇床 150 r min、

25 ℃振荡培养;48 h 后到达对数生长晚期 , 此时计数细胞约
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4×108 ml～ 5×108 ml , 移至离心管 , 3 000 r min 离心 15 min , 弃

上清 , 以无菌去离子水将细胞调至 1×108 ml;螺口锥形瓶中加

入上述各种诱导培养基 ,加入高浓度的细胞悬液 ,调细胞数为 5

×106 ml ,分别置 25 ℃和 37 ℃水浴摇床 , 以 150 r min 振荡培

养;每 1 h 取样观察细胞形态并在高倍镜下观察 100 个细胞中

形成芽管的细胞数;所有试验均重复 3 次 ,并以人血清芽管试

验作为对照组。

2　结果

2.1　不同诱导培养基 、pH 值 、培养温度对白念珠菌

SC 5314菌株芽管形成的影响见表1

表 1　培养基成分 、pH值 、培养温度对芽管形成的影响

pH 4.5 pH 7.0
培养基 诱导时间(h)

25 ℃ 37℃ 25 ℃ 37 ℃(%)

1640 1 0 0 0 10

2 0 0 0 85

3 0 0 0 99

M199 1 0 0 0 10

2 0 0 0 80

3 0 0 0 97

LSM 3 - - - 40

人血清 3 - - - 90

“ 0” :白念珠菌以芽生生长;“ -” :示无操作;百分率为芽管形成率

　　当以 M199 及 1640 为培养基时 , 只有同时满足培养基 pH

为7.0及培养温度为 37 ℃时 ,才能诱导出较纯的菌丝相白念珠

菌(芽管),不能同时满足上述两种条件则以芽生的方式生长

(图 1);LSM 可诱导出用于白念珠菌鉴定所需的芽管量(>

5%),但不能获得纯的菌丝相白念珠菌;临床对白念珠菌进行

快速鉴定的传统方法是观察血清中芽管的形成以鉴定白念珠

菌 ,本实验观察到人血清可将大部分白念珠菌(90%)诱导成菌

丝生长。

　　显微镜下观察到 , 当以 M199 及 1640 为培养基 , pH 为 7.0

及培养温度为 37 ℃诱导白念珠菌芽管(菌丝)形成的过程中 ,

只需 3 h即可诱导出较纯的菌丝相白念珠菌 , 此时可见菌丝分

隔 ,诱导时间过长 , 菌丝相白念珠菌可出现旁侧芽生生长方式 ,

影响菌丝的纯度(图 2 , 3)。
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图 1　芽生白念珠菌　(×200)

图 2　白念珠菌芽管形成　(诱导培养 2 h , ×200)

图 3　白念珠菌菌丝形成　(诱导培养 3 h ,可见菌丝分隔 , ×400)

2.2　不同来源菌株的芽管形成率见表 2

表 2　菌株来源对芽管形成的影响(%)

诱导时间(h) SC5314 ATCC1332 ATCC1815 白 6

1 10 10 7 5

2 85 80 35 18

3 99 98 48 30

3　讨论

　　实验显示 ,白念珠菌 SC 5314在人血清中经 3 h 、

37 ℃的诱导培养虽可形成高达 90%的芽管 ,但不能

获得纯的白念珠菌菌丝相细胞 ,这与人血清中可能含

有抗白念珠菌的抗体 ,也可能与含有转铁蛋白等物质

相关 ,这些物质对白念珠菌的芽管形成具有抑制作用。

此外 ,不加选择的血清也可能含有肝炎病毒 、人免疫缺

陷病毒(HIV)等传染因子 ,如操作不当 ,可危害实验室

工作人员的安全 ,因此很多实验室开始合成并使用非

人血清培养基 ,如 LSM 。但本研究结果显示 ,虽然 LSM

能诱导出临床诊断所需的芽管形成率 ,但仍不能获得

较纯的白念珠菌菌丝;1640 、M199 培养基为细胞培养

研究中常用的两种合成培养基 ,成分明确且已商品化 ,

其中含有多种能促进菌丝形成的因子 ,如脯氨酸 、D-生

物素等 ,将其用于诱导培养白念珠菌菌丝时 ,在 37 ℃、

pH 7.0的条件下 ,可获得 98%～ 99%的菌丝相细胞 ,

可满足白念珠菌菌相转换的分子生物学研究 。

　　影响白念珠菌菌丝形成的因素除上述外 ,与白念

珠菌菌株的来源也密切相关。本研究表明 ,从血液来

源的两株白念珠菌 SC5314 、ATCC1332 能被诱导出

99%的芽管 ,而从皮肤来源的白 6只能诱导出 30%的

芽管 ,尿液来源的 ATCC 01815菌株介于其间 ,这种菌

丝形成的差异可能与不同来源白念珠菌的活力及毒力

密切相关。临床研究显示 ,从急性感染患者分离的白

念珠菌比共生的白念珠菌更易形成菌丝 ,这与上述研

究相吻合 。

　　白念珠菌的菌相转换是其毒力因子之一 ,菌丝的

形成使其更容易入侵和逃避宿主的防御
[ 2]
,其菌相转

换已成为当前真菌学界研究的热点 ,本研究获得了较

纯的白念珠菌菌丝相细胞 ,为进一步研究白念珠菌菌

相转换的分子机制提供了基础 。
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