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【摘要】 目的 探讨两性霉素 B（amphotericin B，AmB）与氟康唑（fluconazole，FLC）不同时间点体外相互作用

效果，为临床应用多烯类与唑类联合治疗计划提供参考。方法 采用白色念珠菌标准株 SC5314进行研究，以

微量肉汤两倍稀释法测定抗真菌药物最小抑菌浓度（minimum inhibitory concentration，MIC）。在观察低浓度

AmB对 FLC抗真菌效果影响的实验组中，实验组为分别在不同时间点（0、2、4、6 h）向 FLC中加入低浓度AmB
（0.25 μg/mL或 0.125 μg/mL），并设置在不同时间点向 FLC中加入等量溶媒DMSO为 FLC单药对照组；在观察

低浓度 FLC对AmB抗真菌效果影响的实验组中，实验组为分别在不同时间点（0、2、4、6 h）向AmB中加入低浓

度 FLC（0.06 μg/mL或 0.03 μg/mL），并设置在不同时间点向AmB中加入等量溶媒DMSO为AmB单药对照组；

设置溶媒DMSO对照组，分别在不同时间点加入等量溶媒DMSO及低浓度药物。各溶媒对照组、单药对照组

及实验组分别观察复苏后菌落生长情况以评价药物浓度与时间的交互作用。结果 FLC抑菌浓度（0.25 μg/
mL）处理下，加入低浓度AmB不影响 FLC抗真菌效果，菌落计数差异倍数无明显变化（P＞0.05）。AmB处理

白色念珠菌后不同时间点加入低浓度 FLC，与 AmB单药对照组相比，0 h 时菌落计数无明显变化（F＝0.27，
P＝0.775）；2～4 h 真菌菌落计数达对照组 1.74～1.93倍（P＜0.001）；6 h后，菌落计数较对照组无显著差异

（P＞0.05）。结论 AmB与 FLC相互作用具时间依赖性，联合用药早期 FLC与AmB无相互作用，2～4 h低浓

度FLC可减弱AmB杀菌效果，6 h以后不影响AmB抗真菌性能。
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【Abstract】 Objective To investigate the in vitro interaction of amphotericin B (AmB) and fluconazole (FLC) at dif⁃
ferent time points and provide a reference for clinical combined treatment therapy of polyenes and azoles. Methods
Candida albicans ATCC SC5314 was used in the study. The minimum inhibitory concentration (MIC) of antifungal
drugs was determined using the double microdilution broth method. The same amount of DMSO and low concentration
drugs were added to the DMSO treatment group at different time points (0, 2, 4, 6 h) to determine whether the solvent
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background environment affected the growth of Candida albicans. In the experimental group, to observe the effect of low
concentration AmB on the antifungal effect of FLC, the experimental group was administered a low concentration of
AmB (0.25 μg/mL or 0.125 μg/mL) added to FLC at different time points (0, 2, 4, 6 h), and the same amount of DMSO
was added to FLC at different time points in the single drug control group. In the experimental group, to observe the ef⁃
fect of low concentration of FLC on the antifungal effect of AmB, the experimental group was administered a low concen⁃
tration of FLC (0.06 μg/mL or 0.03 μg/mL) in AmB at different time points (0, 2, 4, 6 h), and the same amount of
DMSO was used at different time points as the single drug control group. In the solvent group, the same amounts of
DMSO and low concentration drugs were added at different time points. After resuscitation, the colony growth of each
solvent control group, single ⁃drug control group and experimental group was observed to evaluate the interaction be⁃
tween drug concentration and time. Compared with the AmB single⁃drug control group, there was no significant change
in the experimental group with added low concentrations of FLC at 0 h (F＝0.27, P＝0.775), which was 1.74 ⁃ 1.93
times that of the control group at 2⁃4 h (P < 0.001), and there was no significant difference in colony count after 6 h
(P > 0.05). Results Under the treatment of FLC at an inhibitory concentration (0.25 μg/ml), adding low concentration
AMB did not affect the antifungal effect of FLC, and the multiple of colony count differences were not significant (P >
0.05). Conclusion The interaction between AmB and FLC was time⁃dependent. At the early stage (0 h), the interac⁃
tion effect between fluconazole and amphotericin B was not clear. The fungicidal effect of AmB could be weakened
when FLC was supplied at 2⁃4 h, and the effect of FLC on AmB was absent after 6 h.
【Key words】 Candida albicans; amphotericin B; fluconazole; in vitro antifungal activity; minimal inhibitory
concentration; drug combination; time⁃dependence
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近年来，随着抗生素的广泛使用、免疫缺陷疾

病的发病率增高，我国侵袭性念珠菌病发病率呈

现增高趋势［1］。白色念珠菌（Candida albicans，C.

albicans）是人类主要的致病性真菌之一，可导致念

珠菌血症及侵袭性念珠菌感染等诸多真菌感染性

疾病，是临床上病死率最高的致病真菌，在免疫功

能低下的人群中更为严重［2⁃3］。在抗真菌治疗应用

中，多烯类药物，如两性霉素 B（amphotericin B，
AmB）和氮唑类药物，如氟康唑（fluconazole，FLC）
是目前最为常用的抗真菌药［4］。临床上常将AmB
与氮唑类药物联合应用以达到更好的治疗效果，

减少副作用发生［5⁃7］，但两者联用的作用机制仍存

在较多争议［8⁃10］。本实验将探讨 AmB与 FLC在体

外的时间依赖性相互作用，为揭示两者不同条件

下的相互作用关系提供实验依据。

1 材料和方法

1.1 实验菌株、培养条件及药物准备

白色念珠菌标准株 SC5314购自美国标准生物

品收藏中心（保藏号：ATCC MYA⁃2876，American
Type Culture Collection）。使用平板画线法于酵母

膏胨葡萄糖琼脂培养基（yeast extract peptone dex⁃

trose medium，YPD）活化菌株，配方：酵母提取物

1%，蛋白胨 2%，葡萄糖 2%，琼脂 2%，于 35 ℃，5%
CO2的条件下过夜孵育。于上述培养条件下的白

色念珠菌，在RPMI 1640培养基中制备菌悬液，菌

液终浓度为（0.5 ～ 2.5）× 104 CFU/mL。将AmB和

FLC分别溶于二甲基亚砜（DMSO）中以制备药物储

备液，浓度分别为 10 mg/mL与 2 mg/mL，冷藏待用。

1.2 两倍稀释法测定最小抑菌浓度（minimal in⁃
hibitory concentration，MIC）

根据美国临床与实验室标准协会（CLSI）文件

M27，在 96 孔板中，使用微量肉汤两倍稀释法在

RPMI 1640培养基中进行抗真菌活性试验。于上

述培养条件下的白色念珠菌，在RPMI 1640培养基

中制备菌悬液，菌液终浓度为（0.5～2.5）× 104

CFU/mL。在 96 孔板中依次加入 80 μL 菌悬液与

1μL两倍连续稀释后的药物（AmB或 FLC）或溶媒

对照 DMSO，使药物在 96孔板各孔终浓度分别为

2、1、0.5、0.25、0.12、0.06、0.03、0 μg/mL。使用空白

RPMI 1640培养基作阴性对照，将孔板置于 35 ℃孵

育 24 h。将各孔菌液吹打均匀，多功能酶标仪检测

OD 600 nm条件下浊度值，MIC是在实验条件下观

察不到真菌生长的最低浓度。所有实验重复 3次。
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1.3 平板复苏实验及不同时间点药物相互作用

观察

1.3.1 DMSO对AmB、FLC作用效果影响 为排除

溶媒对照（DMSO）及基础 DMSO环境对 AmB、FLC
的作用效果影响，取 3块无菌 96孔板，分别加入 80
μL菌悬液及 1 μL DMSO，此后在不同的时间点（0、
2、4、6 h），分别加入：①1 μL AmB，使AmB终浓度

分别为 0.25、0.125 μg/mL；②1 μL FLC，使FLC终浓

度分别为 0.06、0.03 μg/mL；③1 μL DMSO。

1.3.2 低浓度AmB对 FLC的作用效果影响 向 96
孔板中依次加入 80 μL菌悬液与 1 μL FLC，使 FLC
终浓度为 2、1、0.50、0.25、0.12、0.06、0.03、0.016、
0.008、0.004 μg/mL［3］，此后在不同的时间点（0、2、
4、6 h）加入 1 μL AmB，使 AmB 终浓度为 0.25、
0.125 μg/mL。同时，另设阴性对照组加入 1 μL
DMSO。

1.3.3 低浓度 FLC对AmB的作用效果影响 向 96
孔板中依次加入 80 μL 菌悬液与 1 μL AmB，使
AmB 终 浓 度 为 2、1、0.50、0.25、0.12、0.06、0.03、
0.016 μg/mL，此后在不同的时间点（0、2、4、6 h）分

别加入1 μL FLC，使FLC终浓度为0.06、0.03 μg/mL。
同时，另设阴性对照组加入 1 μL DMSO。

将以上 96孔板于 35 ℃孵育，过夜培养。将 96
孔板各孔菌液吹打混匀，从每孔菌悬液中抽取 2
μL，滴加于新鲜的YPD平板上以复苏菌液。复苏

平板于 35 ℃孵育，过夜培养，通过比较不同时间点

及不同浓度 AmB 与 FLC 处理组菌悬液是否可在

YPD平板上复苏，及处理组复苏菌落较阴性对照

组复苏菌落的大小来初步判断药物之间相互

作用。

1.4 菌落计数实验

于上述培养条件下的白色念珠菌，在 RPMI
1640培养基中制备菌悬液，菌液终浓度约为（0.5～
2.5）× 104 CFU/mL。本实验分为以下两组，分别观

察AmB及FLC相互作用对抗真菌效果的影响。

1.4.1 低浓度AmB对 FLC抗真菌效果的影响 向

96孔板中依次加入 80 μL菌悬液与 1 μL FLC，使
各孔 FLC均达到抑菌浓度（0.25 μg/mL），分别在在

不同的时间点（0、2、4、6 h）各孔加入 1 μL AmB，使
各孔AmB终浓度为 0.125、0.25 μg/mL，加入等体积

DMSO设置为单药对照。

1.4.2 低浓度 FLC对AmB抗真菌效果的影响 向

96孔板中依次加入 80 μL菌悬液与 1 μL AmB，使
各孔AmB均达到抑菌浓度（1 μg/mL），分别在不同

的时间点（0、2、4、6 h）各孔加入 1 μL FLC，使各孔

FLC终浓度为 0.03、0.06 μg/mL，加入等体积DMSO
设置为单药对照。

将以上孔板孵育于 35 ℃孵育，过夜培养。将

96孔板各孔菌液吹打混匀，从每孔菌悬液中抽取

20 μL，滴加于新鲜的YPD平板上使用无菌推棒涂

匀。于 35℃孵育，过夜培养，于次日进行菌落计

数，计算菌落形成单位（colony⁃forming units，CFU），

使用在后续时间点（0、2、4、6 h）未滴加药物的菌液

CFU均数作标准化，分别计算各孔 CFU的差异倍

数［5］，各时间点的 CFU 差异倍数计算公式如下：

Fold Changes by CFU ＝ CFU 药物处理组/CFU 阴性对照组均数。

每组实验进行 3次平行重复。

1.5 统计学分析

采用 SPSS 19.0统计学软件进行相关数据结果

分析，计量资料用均数±标准差表示。采用单因素

方差分析处理所得结果，P＜0.05 认为差异具有统

计学意义。

2 结 果

2.1 AmB、FLC对白色念珠菌的药敏结果

结果显示，随着药物浓度升高，处理后白色念

珠菌浊度逐渐降低，提示白色念珠菌真菌浓度逐

渐降低，药物的抑菌能力逐渐提高，AmB对白色念

珠菌的MIC为 1 μg/mL、FLC的MIC为 0.25 μg/mL。
见图 1。
2.2 DMSO与低浓度AmB或FLC无相互作用

结果显示，使用溶媒 DMSO处理后，在不同时

间点加入DMSO、低浓度AmB（0.25或 0.125 μg/mL）
或 FLC（0.06、0.03 μg/mL），白色念珠菌的生长并不

受影响（图 2a）。FLC是一种抑菌药物，真菌在高

浓度药物处理后依旧可以复苏，而AmB为杀菌药

物，只有少量真菌能够在 1 μg/mL 药物处理后存

活，当 AmB浓度达 2 μg/mL，能够完全抑制真菌生

长（图 2b）。以上溶媒阴性对照组及单药对照组结

果说明DMSO不会影响白色念珠菌生长，同时不会

影响两种药物对白色念珠菌的作用。

2.3 不同时间点低浓度AmB对FLC抑制白色念珠

菌效果无影响

本结果中，在不同时间点加入低浓度 AmB
（0.25、0.125 μg/mL）均 未 改 变 不 同 浓 度 FLC
（0.004～0.5 μg/mL）的抑制真菌能力，未能表现出

明显的相互作用。进一步通过菌落计数进行定量

检测分析加入AmB的不同时间点对 FLC抗真菌性
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的影响，发现在加入 FLC后的不同时间点（0、2、4、
6 h）加入低浓度AmB均未显著改变 FLC的抑菌作

用（P＞0.05）。分析 AmB低浓度处理后不同时间

点对 FLC抗真菌性能的影响，观察不同时间点（0、
2、4、6 h）FLC抑菌效果的改变，结果显示 FLC的抑

菌作用并未发生改变（P＞0.05）。见图 3。
2.4 不同时间点低浓度FLC对AmB抗菌能力具有

不同影响

平板复苏结果显示，不同时间点加入低浓度

FLC（0.06、0.03 μg/mL）对 AmB抗菌能力具有不同

影响。使用AmB处理真菌后立即以及 6 h后加入

低浓度 FLC（0.06、0.03 μg/mL），真菌的数量均减

少，而在 2、4 h加入低浓度 FLC，在 AmB杀菌浓度

（1 μg/mL）下，真菌的数量与单独使用AmB时效果

相似。见图 4a。
菌落计数实验结果显示，在 0 h 加入低浓度

FLC，各组菌落计数倍数无统计学差异（F＝0.27，

P＝0.775）；在 2 h加入等量 FLC，各组菌落计数 FC
值差异显著（F＝439.71，P＜0.001）；4 h 加入等量

FLC 结果与 2 h 一致（FC＝1.74～1.93，F＝141.58，
P＜0.001）；在 6 h加入等量 FLC，各组菌落计数无

明显差异（FC＝1.03～1.16，F＝1.55，P＝0.286）。

以上结果证明在 2 h 与 4 h 低浓度 FLC 均可降低

AmB抗真菌性能。见图 4b。
以 FLC浓度（0、0.03、0.06 μg/mL）分组评价其

作用效果的时间依赖性。各时间点加入 0 μg/mL
FLC 对菌落计数未见显著差异（FC＝0.84～1.09，
F＝1.05，P＝0.422）。2、4 h加入 0.03 μg/mL FLC，
菌落计数与 0 h 加入时显著升高（2 h：FC＝1.77-
1.84，F＝1354.38，P < 0.001；4 h：FC＝1.74～1.93，
F＝216.10，P＜0.001），而 6 h时与 0 h加入相比无

显著差异（FC＝1.03～1.12，F＝7.12，P＞0.05）。加

入 0.06 μg/mL FLC 结果与加入 0.03 μg/mL 相似，

FLC对AmB的抗真菌性能影响表现出明显的时间

a：growth of C. albicans in the presence of different concentrations
of AmB or FLC；b：MIC values of AmB and FLC against C. albi⁃
cans；AmB：amphotericin B；FLC：fluconazole；MIC：minimal
inhibitory concentration

Figure 1 Antifungal activities of AmB and FLC
图 1 AmB与FLC对白色念珠菌的抑菌效果
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a：effects of DMSO，low concentrations of AmB
（0.25 or 0.125 μg/mL）or FLC（0.06 or 0.03 μg/
mL） on C. albicans recovery plates at different
time points（0，2，4，6 h）with the same DMSO
background；the distribution graph corresponds
to the recovery plate；b：effects of DMSO on C.

albicans recovery plates after application of dou⁃
ble ⁃ diluted concentrations of AmB（2 ⁃ 0.16 μg/
mL）or FLC（0.5⁃0.004 μg/mL）at different time
points（0，2，4，6 h）；AmB：amphotericin B；

FLC：fluconazole
Figure 2 Interactions between DMSO and

low concentrations of AmB or FLC
图 2 DMSO与低浓度AmB或FLC无相

互作用
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依赖性（F＝289.92，P < 0.001）。见图 4c。

3 讨 论

白色念珠菌是人类最主要、致病率最高的机

会性致病真菌，可导致念珠菌血症等严重疾病，即

便予以抗真菌治疗，其病死率也高达 40%［11］。白

色念珠菌是一种双相菌，酵母相和菌丝相之间自

由转换的能力是其最常被研究的毒力因素之

一［12］。Khodavandi等［13］检测 FLC与AmB联合应用

下白色念珠菌生物膜形成情况，通过 XTT实验及

结晶紫染色发现二者联合应用可抑制白色念珠菌

酵母相向菌丝相转化，这一现象在Khodavandi等对

热带念珠菌的相关实验中也得到了证实［8］，同时在

Kawai等通过实时成像技术对 AmB与热带念珠菌

的抗菌效果研究中发现，AmB可在早期（6 h以内）

有效抑制其增殖，而 6 h后给药仅能抑制生物膜进

一步生长而不能杀灭念珠菌［14］，提示AmB的作用

效果具有时间依赖性，与本实验研究结果一致。

本实验结果证明了AmB与 FLC的相互作用具

时间依赖性。当这两种药物联合使用时存在以下

情况，AmB处理 2 h内，低浓度 FLC对AmB作用无

显著影响，但有降低趋势；但 2 h到 4 h过程中，低

浓度 FLC会显著降低 AmB杀菌效果；然而，在 6 h
后，低浓度 FLC对 AmB的抗真菌活性无影响。然

而，低浓度 AmB 对 FLC 的作用效果并没有影响。

这一差异可能是由于两种药物作用的时效关系引

起。Mansfield 等［15］通过 H3 标记标记 FLC 以检测

FLC的药物分布与时间之间的关系，发现 FLC可在

3 h内呈线性快速实现广泛的分布，作用迅速，因

此证明 FLC可快速实现对白色念珠菌的麦角甾醇

合成的抑制［9］。同样，Khan等［16］通过检测AmB对

白色念珠菌杀菌曲线，发现其在 2～4 h菌落计数

下降最为明显，提示在 2～4 h这一时间段系 AmB
与靶点结合率达到稳定，是主要发挥作用的时间

段。此外，Oliveira 等［17］通过制作杀菌曲线，发现

AmB可在 6 h内快速实现对部分隐球菌的杀灭，这

一作用时间在热带念珠菌的研究过程中也得到证

实，而 6 h后给药仅能抑制生物膜形成，却无法进
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a：effects of low concentrations of AmB（0.25 or 0.125 μg/mL）at different time points（0，2，4，6 h）on C. albicans recovery plates with
double⁃diluted concentrations of FLC（0.5⁃0.004 μg/mL）；b：Effects of low concentrations of AmB（0.25 or 0.125 μg/mL）at different time
points（0，2，4，6 h）on C. albicans CFU changes with an MIC concentration of FLC（0.25 μg/mL）grouped by time；c：Effects of low con⁃
centrations of AmB（0.25 or 0.125 μg/mL）at different time points（0，2，4，6 h）on C. albicans CFU changes with an MIC concentration of
FLC（0.25 μg/mL）grouped by concentrations（n=3）；AmB：amphotericin B；FLC：fluconazole; Nd: P > 0.05

Figure 3 Low concentrations of AmB showed no effect on the antifungal activity of FLC at different time points
图 3 不同时间点低浓度AmB对FLC无相互作用
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a：effects of low concentrations of FLC（0.06 or 0.03 μg/mL）on C. albicans recovery plates with double⁃diluted concentrations of AmB
（2~0.16 μg/mL）at different time points（0，2，4，6 h）；b：effects of low concentrations of FLC（0.06 or 0.03 μg/mL）at different time
points（0，2，4，6 h）on C. albicans CFU changes with an MIC concentration of AmB（1 μg/mL）grouped by time；c：effects of low con⁃
centrations of FLC（0.06 or 0.03 μg/mL）at different time points（0，2，4，6 h）on C. albicans CFU changes with MIC concentration of
AmB（1 μg/mL）grouped by concentrations，FLC showed a time⁃dependent effect on antifungal activity of AmB（n = 3）；AmB：ampho⁃
tericin B；FLC：fluconazole；Nd: P > 0.05；***：P < 0.001

Figure 4 Low concentrations of FLC had different effects on the antifungal activity of AmB at different timepoints
图 4 不同时间点低浓度FLC对AmB抗真菌能力具不同影响
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步一杀灭残留念珠菌［14］，以上提示AmB系快速杀

菌类抗真菌药物，其可在 6 h内快速发挥抗真菌效

果，而 6 h后可能由于作用靶点麦角甾醇与AmB的

结合达到饱和，多数麦角甾醇已被破坏，因此，靶

点的缺失导致AmB无法继续发挥效果。因此，在

不同时间点，加入低剂量 FLC可表现出对 AmB抗

真菌效能不同的影响。在临床抗真菌治疗应用过

程中，若两种药物到达感染部位的时间出现差异，

尤其是在 2～4 h这一时间窗口，可能会导致该两

种抗真菌药物存在拮抗效应，导致药物抗真菌能

力降低。

综上所述，AmB与 FLC联用具有时间依赖性，

早期联用无相互作用，在 2～4 h低浓度的 FLC可

减弱AmB的杀菌效果，该相互作用在 6 h后消失。

在治疗念珠菌感染过程中，需谨慎考虑不同抗真

菌药物作用窗口时间，避免药物拮抗作用，对进一

步促进多烯类与氮唑类药物相互作用的理解及其

各自对真菌的关键作用机制具重要意义。
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