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【摘要】 目的 通过将固定浓度的念珠菌菌悬液分别滴加到含有不同浓度CaCl2的羊血培养基上培养，观察

念珠菌溶血活性的差异，评估CaCl2对念珠菌溶血活性的影响。方法 选择 25株念珠菌，其中包括 21株临床分

离株和 4株标准株，配制 4个不同浓度 CaCl2 的羊血培养基，分别为 0%、0.5%、1% 和 2.5%（g/mL），于 37 ℃、

5%体积分数 CO2培养。观察 24 h、48 h、72 h的溶血反应并拍照、记录。结果 念珠菌在不同浓度 CaCl2的羊

血培养基中的溶血指数存在差异，差异具有统计学意义（F = 24.929，P < 0.001）。其中不含CaCl2 的溶血指数

为 2.749 ± 0.103，含 0.5%、1% 和 2.5%依次为 2.247 ± 0.079、2.013 ± 0.092和 2.150 ± 0.066。结论 不同浓度的

CaCl2会影响羊血培养基上念珠菌的溶血活性。
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【Abstract】 Objective To investigate the influence of different concentrations of CaCl2 on the hemolytic activity of
candida strains. Methods A total of 25 candida strains were selected, including 21 candida strains recovered from
clinical specimens, and 4 reference strains of C. albicans (ATCC 90028) (American Type Culture Collection, Manassas,
VA, USA), C. glabrata (ATCC 90030), C. krusei (ATCC 6258), and C. tropicalis (ATCC 13803) respectively. CaCl2 was
added at concentrations of 0%, 0.5%, 1% and 2.5 g % (wt/vol). Plates were cultured at 37 ℃ in a 5% CO2 atmosphere
for 24 ⁃72 h, and the hemolytic index (Hi) was analyzed. Results Comparsions of the hemolytic indices among the
groups treated with 0.5% CaCl2 (Hi = 2.247 ± 0.079), 1% CaCl2 (Hi = 2.013 ± 0.092), 2.5% CaCl2 (Hi = 2.150 ± 0.066)
and the control (Hi = 2.749 ± 0.103) reached statistical significance (P < 0.001). Conclusion CaCl2 may produce a de⁃
crease activity in the hemolysis of candida species.
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在过去的 30年里，人类真菌感染的发病率显

著增加［1］，念珠菌属是人类真菌感染中最常见的。

30％～70％健康人的口腔中存在念珠菌。导致念

珠菌致病的原因很多，主要有环境因素、念珠菌本

身的毒力因素和宿主对疾病易感性等。多数学者

认为主要包括胞外和胞内两种毒力因素。胞外毒

力因素包括黏附性能、表型转换和形态发生等。胞

内的毒力因素有磷脂酶、分泌型天冬氨酸蛋白酶、

溶血素、酸性代谢产物等［2］。
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致病微生物能够利用血红素和血红蛋白做

为铁来源从而在宿主体内生长。念珠菌通过降

解血红蛋白，从宿主细胞中获得铁元素。因此，

血红蛋白是病原微生物生存和持久存在于宿主

体内的重要毒力因素［3⁃5］。虽然溶血素是公认的

毒力因子，有助于念珠菌的传播和菌丝的侵

入［6］，促进念珠菌的致病力，但是哪些因素能影

响念珠菌的溶血活性目前还不完全清楚［7］。以

往的研究并没有关注常见的电解质是否会影响

念珠菌的溶血活性，因此需要更多的研究来丰富

相关知识。本研究通过将固定浓度的念珠菌菌

悬液逐一滴加到添加不同浓度 CaCl2的羊血培养

基上，观察念珠菌溶血活性的差异，计算念珠菌

的溶血指数，评估不同浓度 CaCl2 对念珠菌溶血

活性的影响。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 菌株 从广州市第八人民医院已确诊的

HIV 感染者的唾液中分离念珠菌菌株，共 21 株。

4株标准株由香港大学牙医学院赠送，分别为白色

念珠菌 ATCC（American Type Culture Collection，美
国菌种保藏中心）90028、光滑念珠菌ATCC 90030、
热 带 念 珠 菌 ATCC 13803 和 克 柔 念 珠 菌 ATCC
6258。所有菌株经沙保氏葡萄糖培养基培养，

经科玛嘉显色培养基培养鉴定，并通过念珠菌

API 20C AUX 鉴定系统进一步分类，然后用无菌

水-79 ℃冻存备用。本实验使用的念珠菌菌株，均

已通过伦理委员会审核，且在本课题组以往的研

究中［8］曾被使用。

1.1.2 试剂与仪器 沙保氏葡萄糖培养基（Sab⁃
ouraud dextrose agar，SDA），羊血培养基（7 mL新鲜

羊血添加到 100 mL含 3%葡萄糖的沙保氏葡萄糖

培养基中，pH值为 5.6 ± 0.2），含 0.5%、1.0%、2.5%
（g/mL）CaCl2的羊血培养基（上述培养基均由广州

市迪景微生物科技有限公司制作），比浊仪（Vitek⁃
corimeter Model DR100；bioMerieux，France），二氧

化碳恒温培养箱（BB5060/BB16，Heraeus，Germa⁃
ny），BHC⁃1000ⅡA/B3生物安全柜（Sanyo，Japan），

细胞计数板（上海求精生化试剂仪器厂），显微镜

及照相系统（Olympus，Japan），Image⁃Pro Plus 6.0
软件。

1.2 方法

1.2.1 菌株复苏 将-79 ℃冻存的念珠菌菌株，分

别放入 37 ℃的水浴箱中，待 2 min 左右菌株完全

溶解后分别接种到 SDA培养基上，37 ℃培养 24～
48 h。所有的菌种至少传代 3次以上才应用于后

续的实验中，以确保菌种的活性。

1.2.2 制备菌悬液 用接种环挑取 SDA 上的念珠

菌菌落，用无菌水制备成菌悬液，用细胞计数板计

数并调整浓度至 1 × 108/mL。
1.2.3 测定溶血活性 将 10 μL菌悬液分别滴加

于含有不同浓度 CaCl2的羊血培养基上，37 ℃、5%
体质分数CO2培养。观察 24 h、48 h、72 h的溶血反

应并拍照、记录。所有的培养基在同一位置同一

高度上拍照。在透射光下观察，可见溶血阳性的

菌株菌落的最外围有一圈透明的、与菌落同圆心

的溶血环，采用 Image⁃ Pro Plus 6.0软件测定菌落直

径和总直径，并计算完全溶血指数：完全溶血指数

＝总直径/菌落直径，总直径＝菌落直径 + 透明溶

血环直径。此外，菌落与菌落最外围之间存在一

个深色的溶血环，采用 Image⁃ Pro Plus 6.0软件测定

菌落直径和内部深色溶血环直径，并计算部分溶

血指数：部分溶血指数＝内部深色溶血环直径/菌
落直径。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 13.0 统计软件对各项结果进行统

计分析。比较念珠菌在不同浓度 CaCl2条件下溶

血指数之间是否存在差异，采用重复测量的方差

分析。与对照组相比，念珠菌在不同浓度 CaCl2条
件下溶血指数的变化程度之间是否存在差异，采

用完全随机设计资料的方差分析，若方差不齐，

则采用秩和检验。所有数据采用均数 ± 标准差

表示。检验水准 α＝0.05，当 P < 0.05认为差异具

有统计学意义。

2 结 果

实验过程中观察发现培养 24 h后，所有念珠

菌菌落的周围只能观察到深色的溶血环。而培养

48 h后可以看到溶血环变大，呈双层溶血环的现

象，它不仅包括一个完全透明的溶血环，还包括一

个深色溶血环。继续培养至 72 h可见部分菌株溶

血环的边界甚至变得有些模糊，因此为了测量溶

血环的直径，获得定量的数据以便统一比较，我们

最终采用 48 h的溶血结果。

采用重复测量的方差分析对实验数据进行

统计学处理，并用 LSD 法对不同浓度间多重比

较以分析实验结果（表 1）。
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结果显示念珠菌在 3个不同浓度 CaCl2的羊血

培养基和不含CaCl2的培养基这 4组完全溶血指数

的结果存在差异，差异有统计学意义（F＝24.929，
P < 0.001）。而且念珠菌在不含 CaCl2组的完全溶

血指数与其他 3个不同浓度CaCl2组的完全溶血指

数之间都存在差异，差异均具有统计学意义（P <
0.01）。典型图片如图 1。

3 讨 论

以往的研究表明，2.5% CaCl2会影响念珠菌的

分组

0% CaCl2
0.5% CaCl2
1% CaCl2
2.5% CaCl2
F值

P值

完全溶血指数

2.749 ± 0.103
2.247 ± 0.0791）

2.013 ± 0.0921）

2.150 ± 0.0661）

24.929
< 0.001

部分溶血指数

1.694 ± 0.366
1.676 ± 0.330
1.588 ± 0.342

1.064
0.370

表 1 念珠菌在不同浓度CaCl2的羊血培养基上溶血

指数的统计结果

Tabel 1 Statistical analysis of the hemolytic index of candida
species at different concentrations of CaCl2 （x ± s，n＝25）

注 1）表示P < 0.001，vs对照组。

a cb d

a：念珠菌添加到含 0.5% CaCl2的羊血培养基的溶血结果；b：添加到含 1% CaCl2的羊血培养基的溶血结果；c：添加到含 2.5%
CaCl2的羊血培养基的溶血结果；d：添加到不含CaCl2的羊血培养基的溶血结果。

图 1 不同浓度的CaCl2对念珠菌（ATCC 13803）溶血活性的影响

Figure1 Hemolysis caused by C. tropicalis（ATCC 13803）on plates containing different concentrations of CaCl2

溶血活性，当添加 2.5% CaCl2之后，白色念珠菌的

溶血活性升高而都柏林念珠菌的溶血活性却降

低［9］。当 CaCl2缺失时，不同的念珠菌溶血活性存

在差异。因此我们针对 CaCl2设计 3个不同浓度，

分别是 1%、2.5% 和 5%。而在制备 5% CaCl2培养

基时发现培养基始终不能凝固，达不到培养基制

备的要求。尽管尝试了多种方法，包括适当提高琼

脂浓度，增加制备时的温度等，都达不到实验要

求。因此将CaCl2浓度调整为0.5%，1% 和2.5%。

在研究CaCl2影响念珠菌溶血活性的相关实验

开始之前，我们已经对所有的念珠菌进行了两次

溶血活性检测，结果显示所有的念珠菌均为溶血

阳性。添加了CaCl2之后，实验中的念珠菌虽然仍

是溶血阳性，但溶血活性都较未添加 CaCl2 组降

低。影响念珠菌溶血活性的因素很多，包括：温

度［10］、葡萄糖［11］、某些离子如 Fe3+［12］、某些化合物

（乙醇、正丁醇、正戊醇蒸气）［13］、血液的种类［14］。

Franca［15］通过比较从同一部位提取的不同种类的念

珠菌溶血活性，发现从血液中分离所得的热带念珠

菌溶血活性最高。然而，比较不同部位来源的念珠

菌溶血活性时，发现从气道分泌物中提取的近平滑

念珠菌的溶血活性最高。此外，培养基的不同批

次、培养基的厚度、菌株复苏后活力的恢复情况等

等也可能影响念珠菌的溶血活性。

以上是影响念珠菌溶血活性的相关因素，然而

有些因素可能对念珠菌的溶血活性并没有明显的

影响。Favero［16］的研究表明热带念珠菌的培养条件

对其溶血活性没有影响，不管是在普通的环境下培

养还是提高 CO2浓度，其溶血活性不会改变。另

外，不管是采用加热至 100 ℃的方式还是通过添加

胃酶抑素A的方法都不能影响热带念珠菌的溶血

活性。但是对于 beta 溶血活性的链球菌而言，培养

环境对溶血活性有一定的影响。CO2浓度增高，达

到 5%～10%时溶血活性最佳［17］。因此 CO2可能以

某种特别的方式影响念珠菌的溶血行为。

电解质的相对平衡对机体的健康和功能起着非

常重要的作用。电解质紊乱在心血管病的患者［18］，

免疫功能低下的个体［19］和糖尿病人群［20］中非常常
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见。另外，恶性肿瘤的患者一般也常伴有电解质

异常，包括高钙血症等［21］。由于电解质紊乱非常

复杂，体外难以完全模拟体内的微环境。但是在

体表的局部环境下，如口腔黏膜、阴道黏膜等，电

解质含量更容易受到外源性物质的影响，如：食物、

药物、冲洗液等。使用含有碳酸氢钙的牙膏可能有

助于预防口腔黏膜的念珠菌病，使用添加某种电解

质的冲洗液可能有助于预防或治疗阴道念珠菌。

机体局部环境中某种电解质的水平升高对定殖在

其表面的念珠菌溶血活性有没有影响目前不得而

知。通过本实验发现：与对照组相比，CaCl2组的

溶血活性均下降，但是 CaCl2组 3个不同浓度之间

的下降程度没有统计学差异。

目前关于离子对念珠菌溶血活性影响的研究

并不多，正畸矫治器释放的 Fe 3+［12］可能降低念珠

菌的溶血活性。以往的研究表明 Ca2+能够抑制人

乳铁蛋白的杀菌效果［22］，但抑制念珠菌溶血活性

的原因尚不清楚［23］。以往有研究显示细胞外阳

离子的浓度会影响乳铁蛋白的杀菌效果［24］，并认

为是通过人乳铁蛋白与白色念珠菌的细胞膜接触

来发挥抗菌作用［25］。本结果显示 CaCl2会影响念

珠菌的溶血活性，但是具体机制有待进一步

研究。
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