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·研究进展·
真菌多种耐药机制的研究进展

高鹏 1，白丽 2*

摘要：目前由于治疗全身真菌感染的药物有限和抗生素的滥用等因素致使真菌感染的发病率呈上升趋势。真菌

的耐药现象日益增多．耐药真菌感染的治疗已成为一个非常棘手的临床问题。为了寻找控制耐药真菌的感染最佳策

略线索，本文通过归纳目前临床常用和正在研发中的抗真菌药物耐药机制，对耐药机制进行深入的探讨，为临床用抗

真菌治疗提供一定的理论依据。
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Abstract:At present, treatments for systemic fungal infection limited, and misuse of antibiotics lead to upward trends in

the incidence of fungal infections in recent years, increasing resistance of fungi. Treatment of drug-resistant fungal infection
has become a very difficult clinical problem. In search of drug-resistant fungal infection control best strategy lead, must explore
mechanisms of drug resistance. This paper summarized the current clinical and is commonly used in the research and develop⁃
ment of antifungal resistance mechanisms, provides a reference for antifungal therapy for clinical use.
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由于广谱抗生素、免疫抑制剂、细胞毒药物的广

泛应用，近年来导管介入、器官移植、静脉营养等治疗

手段的普及，血液病、糖尿病、老年疾病、恶性肿瘤及

艾滋病等临床严重疾病的发生率不断上升，真菌感染

日益增多，已成为引起这类患者致死的主要原因之

一。同时，随着临床抗真菌药物的应用，真菌耐药性

也越来越严重。目前，在抗真菌药物非常有限的条件

下，耐药真菌的出现无疑给临床治疗带来了极大的挑

战，这一点已引起国内外许多学者的瞩目。现将真菌

感染中占有绝大多数的真菌耐药机制作综述如下。

1 抗真菌药物耐药的细胞机制
真菌表现抗真菌药物耐药的细胞机理包括以下

方面：(1)耐药性真菌改变为更具优势的种类，不同种
类的真菌耐药性不同。患者使用抗真菌药物预防和

治疗过程中，敏感菌被抑制从而使耐药菌更多生长成

为优势种株。文献报道，克柔念珠菌和光滑念珠菌继

发感染的频率在经过唑类药物进行治疗和预防的患

者中增高[1]；(2)改变为更耐药的白念珠菌：白念珠菌株
的不同显型对唑类药物表现不同的耐药性:研究已证
实了在治疗中同一患者身上会出现一种新的耐药菌

株或更耐药菌株代替原来菌株的情况发生[2]；(3)遗传
变异导致整个株系的耐药：研究表明菌株长期暴露于

药物，菌株适应药物从而发生继发耐药.本来基因自
然突变率很低，但在经过药物的选择作用后发生突变

而耐药的菌株最终成为优势菌[3]；(4)基因的短暂表达

导致菌株的暂时性耐药;研究表明白念珠菌可以由于
基因的短暂表达而暂时产生获得性耐药，这种获得性

耐药的表现在体内外都已被证实[4]；(5)真菌种群的改
变：种群具有某些机制能随机选择表现耐药或敏感，

从而在一个真菌种群中呈现出不固定的耐药性，因此

种群所处的状态及形式对耐药性有影响。

2 真菌耐药的分子机制
2.1 菌体细胞内药物聚积减少 真菌产生耐药的重
要机制是细胞内的药物浓度降低[5]。大致分为膜的通
透性下降致使进入胞内的药物减少和胞内药物外排

作用增加，其中外排增加是主要原因。药物外排主要

由MDR(Multi-drug resistance)蛋白介导，即ATP结合
转运蛋白(ATP binding casstte transporters ABCT)和易
化扩散载体超家族 (Major facilitator superfamily，
MFS)。ABCT是ATP能量依赖型的多药转运载体，是
胞膜上的外排机泵，编码的基因族主要有 4大类：
MDR、CFTR、YEF和 PDR。目前，已从念珠菌和曲霉
菌中分离出属于ABC转运子的8个基因，即PDR族的
cdr基因(cdrl-cdr5)，MDR族的 hst6，CFTR族的 yef1和
YEF族的 elfl。其中，cdrl基因编码的跨膜蛋白，是一
种ATP依赖性的转运子，可将小分子物质进行跨膜转
运；sanglard等证明了 cdr1基因对光滑念珠菌对获得
性耐药有确定性作用。异化扩散载体超家族是通过

电化学势能进行被动转运的，赋予非能量依赖载体。

此家族中由MDR1编码的MdrlP有抑制摄入氮唑类抗
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真菌药物的作用[5]。耐药念珠菌中Cdr1、Cdr2和Mdrl
的表达明显增强，并伴有细胞内唑类药物的降低 [6]。
同时也发现控制蛋白泵的基因位于真菌的染色体上，

该基因的突变是蛋白泵的表达过度，蛋白泵将药物从

胞内泵出从而降低了胞内的浓度。

2.2 药物作用靶酶的改变 耐药真菌的细胞色素
P450中 14α-去甲基酶(14-DM)编码基因ERG11发生
了基因突变，导致 14-DM的结构发生变化，使其
mRNA过度表达,P450中14-DM合成增加。基因测序
分析比较发现有12个碱基的点突变出现于耐药株靶
酶基因ERGG11编码区，导致产物中 4个氨基酸的改
变。研究证实：突变体的ERG11 P450酶的催化活性
没有改变，但对唑类药物的亲和力下降，显示了靶酶

基因 ERG11发生突变与真菌的耐药有一定的相关
性。此外靶酶基因的过度表达可产生大量的靶酶，胞

内药物的浓度达不到完全抑制靶酶的活性的标准，也

促使真菌产生耐药性。另有研究发现对唑类耐药的

光滑念珠菌中，其麦角固醇的含量增加，主要是由于

14-DM表达增多，也证实了ERG11基因过度表达与
念珠菌耐药表型的关系。故此药物作用靶位的改变

可有以下途径引起：(1)靶酶基因改变：由于等位基因
的多态性致使靶酶基因编码区发生改变，可引起酶活

性和三维结构发生改变，导致酶与药物的亲和力降低

而产生耐药[7]；(2)靶酶基因过度表达：靶酶基因调控区
和/或相应的调节基发生改变，靶酶基因过度表达，细
胞内药物不能完全抑制靶酶的活性而耐药；(3)靶位缺
乏:细胞膜中麦角同醇缺乏或者改变的真菌常对多烯
类约物耐药[8]。
2.3 膜甾醇合成通路发生变化 唑类药物与念珠菌
作用后阻滞去甲基反应引起麦角甾醇合成受阻，麦角

甾醇被 14α-methyl-3,6-diol这一细胞毒性甾醇替代
进而干扰真菌甾醇与磷酯的整合，最终抑制细胞生长

导致死亡。如果菌体内缺乏ERG3编码的甾醇去饱
和酶(A5，6-desatu-rase)，会导致细胞毒性低的甾醇
14a-methylfecosterol聚集，使唑类药物对真菌的抑制
作用被对抗而产生耐药性[9]。
2.4 真菌细胞壁组成的变化 真菌对药物的敏感性
不仅与膜的变化有关，还与真菌细胞壁组分的变化有

关。真菌细胞壁成分的变化可引起曲霉对多烯类药

物的耐药[10]。在指数生长期的白色念珠菌，AmB通过
细胞壁与膜作用具有限速作用，细胞壁β葡聚糖的变
化能导致耐药性的产生。另有报道，真菌细胞壁的另

一组分几丁质含量低时，可诱导酵母菌耐药性的产生
[11]。
2.5 热休克蛋白 90 Cowen[12]等首先通过分子生物
学方法得到 3中酿酒酵母菌株，分别是高表达Hsp90

的Hi90菌株，低表达Hsp90的Hi90菌株及通过重组
得到的Re90菌株（其Hsp90表达介于Hi90和Lo90之
间）。结果发现 Hi90菌株中存在对浓高度氟康唑
(16-128g/ml)耐药的菌株，而Lo90菌株则不能产生对
氟康唑的耐药性，说明Hsp90对酿酒酵母耐药性的产
生存在重要作用。进一步研究证明，Hsp90介导的酿
酒酵母菌对氟康唑的抗药性是通过快速选择机制产

生的。Hsp90介导的耐药性变异菌株是通过快选择
机制产生的，而慢选择机制产生的变异菌株则不是由

Hsp90介导.其对氟康唑耐药性是通过转录因子 Pdrl
使外排泵如Pdr5表达增多产生的[13]。另外在自然界
中，由于环境的变化(如高温)产生的蛋白质折叠，从而
产生新的表型，也不依赖Hsp90的作用[14]。通过对接
受氟康唑治疗至少2a的HIV患者中分离出的白念珠
菌研究发现，这些菌株的耐药性更强，且Hsp90抑制
剂(GdA)或Calcineurin抑制剂(CsA)对这些耐药菌株的
作用较差。这是因为这些HIV患者由于感染而经常
发热，发热能抑制Hsp90的作用，通过这种长期的热
刺激迫使菌株产生变异，这种环境造成的变异不依赖

于Hsp90的作用，直接引起蛋白质的折叠和细胞信号
传导系统的改变，从而出现新的表型[15]。
2.6 真菌产生生物膜 生物膜是附着于无活力的或
活组织表面的、由其自身产生的细胞外基质（ECM）
包裹的有结构的菌细胞群体，是相对于单个分散的

游离状态菌细胞而言的另一种微生物独特的生存形

式。膜内菌细胞的形态常与浮游菌不同，且对药物的

敏感性差。其耐药机制可能与下列因素有关：(1)膜
内真菌生长速率慢；(2)胞外聚合物基质所形成的膜
屏障作用；(3)丧失诱导性耐药基因的表达。有丝分
裂原激活蛋白 (Mitogen-activatedprotein，MAP)激酶
mkclP白念珠菌的Mklp变异株可以正常产生生物膜，
游离细胞对氟康唑的敏感性不变，但生物膜对氟康唑

的敏感性却较之野生株有极大的提高 [16]。这一发现
有可能为我们在基因水平上解释白念珠菌生物膜的

耐药性提供研究依据。徐瑞宏 [17]的研究表明MAP
Mkclp特异性地增强真菌生物膜的耐药性；Mukherjee
等[18]构建了CDPd、CDPL2、MDRI双基因和三基因白念
珠菌缺陷株，发现缺少CDR和MDRl基因的变异株形
成的早期生物膜比中晚期的生物膜对氟康唑的敏感

性要高，而由变异株与母株形成的成熟的生物膜均对

其有高度耐药性；(4)对抗机制的免疫逃避生物膜致
病菌群采用多种方式对抗机体的免疫防御机制，还有

研究表明麦角甾醇水平在白念珠菌生物膜形成的中

期和成熟期与早期相比有明显下降，说明麦角甾醇可

能参与了中期和成熟期生物膜耐药[19]；(5)耐药株的存
在有研究表明，生物膜内存在着耐药亚群，其生物学
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特性与普通细胞不同，由于耐药亚群的存在使得药物

无法完全清除生物膜[20]；(6)附着面粗糙度有学者发现
植入物(钛)上的自念珠菌生物膜对两性霉素B的耐药
性与植入物的表面粗糙程度相关 [21]。念珠菌生物膜
耐药性还可能与微环境的改变(如缺氧、pH值)等因素
有关，生物膜致病菌可采用多种方式对抗机体的免疫

防御机制，从而逃脱免疫系统[22-25]。晚期成熟白念珠
菌生物膜易由耐药启动基因被诱活，但其药物扩渗通

道决定簇(Drug effiux determinants)的数量与浮游白念
珠菌细胞相近；此现象与早期生物膜的情形相反，说

明这些耐药基因的诱活有量效反馈抑制机制调控
[26]。研究发现，CDRl/CDR2双敲除菌株形成的生物膜
可以被较高浓度的咪康唑和克霉唑完全清除，而参考

株YEM30的生物膜则有较大比例的耐药株幸存；抗
真菌药物与CDRl抑制剂联合应用都显示较好的杀灭
效果，当 EnniatinB抑制了 CDRl基因后，克霉唑对
CDR2缺陷株取得了与CDRl，CDR2双敲除缺陷株相
似的杀灭效果；在排除了MDRl基因的干扰后(MDRl
基因缺缺陷），抑制CDRl基因，同样有利于耐药株的
杀灭作用。以上结果都证实，至少CDRl基因与耐药
株的耐药性有关[27]。总之，生物膜细胞抗药或抗机体
免疫防御的机制不是单一的，而是多个机制共同作用

的结果[28]。
3 各类抗真菌药物耐约机制
3.1 多烯类 某些真菌如白吉利丝孢酵母(Tricho⁃
spron beigelii)和Pseudallescheria boydii的细胞膜中无
麦角固醇，因此对多烯类固有耐药。两性霉素B临床
应用近 40年，对其产生耐药的往往只局限于不太常
见的念珠菌，如葡萄牙念珠菌、光滑念珠菌和季也蒙

念珠菌。目前有如下假说解释两性霉素的耐药性[29]：
（1）穿过真菌细胞壁是两性霉素B到达细胞膜的第一
道屏障，可能耐药菌中这一通路发生改变；（2）细胞膜
中脂类的数量和质量发生变化，特别是麦角固醇含量

减少，降低了两性霉素B与细胞膜结合的几率，这些
变化可能与ERG2或ERG3基因突变有关；（3）真菌细
胞对两性霉素B引起的氧化现象敏感性降低。
3.2 5-氟胞嘧啶(5-FC) 5-氟胞嘧啶的作用机制是
真菌在胞嘧啶通透酶的作用下将其摄入细胞内，经胞

嘧啶脱氨酶转变成氟尿嘧啶，再经多步反应转变成氟

尿苷三磷酸(FUTP)，氟尿苷三磷酸能掺入到真菌RNA
中去，影响蛋白质的合成。氟尿嘧啶还能转变成氟脱

氧尿苷一磷酸，竞争性抑制胸苷酸合成酶，影响DNA
的合成。真菌突变引起的胞嘧啶透性酶、胞嘧啶脱氨

酶、尿苷一磷酸焦磷酸化酶(UMPP)三者中任何一个酶
变异，都能使真菌产生耐药性[30]。目前普遍认为胞嘧
啶脱氨酶及UMP-焦磷酸化酶的缺陷是真菌对 5-氟

胞嘧啶产生耐药的最主要原因。人体组织缺乏胞嘧

啶脱氨酶而不受该药的影响，缺乏胞嘧啶透性酶和胞

嘧啶脱氨酶的真菌对该药呈固有耐药 [31]。在抗氟胞
嘧啶白念菌株中最常见变异的酶是尿苷一磷酸焦磷

酸化酶，最少见变异的酶是胞嘧啶通透酶。获得性耐

药的机制是编码胞嘧啶透性酶、胞嘧啶脱氨酶或UM⁃
DP的基因发生点突变，从而导致其中一种酶失活。
对白色念珠菌的基因组学研究证实，对氟胞嘧啶类药

物的耐药是由特殊菌株的基因型所决定的隐性特征，

在菌株的遗传位点上存在着耐药基因FCY(FCY为显
性，icy为隐性)。因此，FCY／FCY菌株对氟胞嘧啶敏
感，其尿嘧啶磷酸核苷转移酶(UPRT酶)活性；部分耐
药的菌株表现出耐药基因的杂合子 FCY/ fcy，其
UPRT酶活性减弱；杂合子进一步突变将产生耐药表
现型 fcy/fcy，其UPRT酶几乎没有活性 [32]。单倍体新
型隐球菌中基因突变最可能引起 5-氟胞嘧啶耐药。
遗传分析表明有 2个遗传位点FCYI和FCY2，两者突
变可产生5-氟胞嘧啶耐药[33]。
3.3 唑类 唑类抗真菌药是通过抑制真菌的14α-去
甲基化酶 (CYP51)或 3-甾酮还原酶，影响羊毛甾醇
14a-甲基的羟基化反应，进而阻止麦角固醇合成。
所以唑类抗真菌药的耐药可由以下机制引起：（1）通
过主动外排以减少唑类真菌药的累积，这可能是最普

遍的耐药机制 [34]。ABC转运子(ABC transporter)是与
小分子物质跨膜运动相关的外排泵(其编码的基闪族
主要有4大类：MDR、CFrrR、YH、和 I PDR)迄今为止，
已从念珠菌和曲霉菌中分离出 8个关于A转运子的
基因，包括属于 PDR族的 CDR基因，其中 (CDRI、
CDI2、CDR3、CDR4、CDR5)与唑类的耐药性有关
CDI11达产物为CdrlP，具有ABCTI载体蛋白的共性，
是一种膜蛋白。整个蛋白有 4个区，其中 2个区为疏
水区，为穿膜部分，另 2个区推测为与ATP结合区。
Sanglard等研究发现CDR2超表达株显示对唑类药物
耐药。但CDR2单独破坏株并求对唑类药物高度敏
感，而CDRI和CDR2同时破坏株显示对唑类药物高
度敏感。CdrlP、Cdr2p与MdrlP等均属MIR蛋白，近年
来对真菌耐药性的研究多集中在这些蛋白。CdrlP、
Cdr2P通过增加药物的外排，而Mdr1P通过抑制药物
摄入降低细胞内药物浓度。外排泵的作用增强可见

于固有性耐药和获得性耐药的白色念珠菌、克柔念珠

菌、光滑念珠菌、烟曲霉菌等。这种机制最常发生在

氟康唑，此外还可发生在特比荼芬；（2）耐药真菌的
细胞色素 P45014DM编码基因一ERG11发生了基因
突变，导致 14α一去甲基化酶的结构发生变化，从而
与唑类抗真菌药的亲合力下降，使唑类药物的敏感性

下降[35,36]；（3）固醇合成旁路下游的改变，使甾醇去饱
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和酶的失活。这种耐药见于白色念珠菌和酿酒酵母

菌对氟康唑和酮康唑耐药，这些耐药菌同时对制霉菌

素和两性霉素B交叉耐药[37,38]；（4）真菌细胞膜对抗真
菌药的通透性下降，使药物不能进入真菌细胞内，如

从临床分离的耐药克柔念珠菌表现出对唑类药物的

通透性明显降低。对唑类和多烯类同时耐药的新型

隐球菌对唑类药的通透性明显下降的同时，其细胞膜

羊毛甾醇的含量明显升高。以上几种耐药机制的某

些具体过程和产生的原因正在进一步研究，亦可能存

在其他耐药机制。真菌对唑类药物的耐药是逐渐形

成的，涉及多种不同的耐药机制共同作用的结果。在

唑类药物选择压力作用下，部分真菌最初可能通过其

中某一机制产牛低水平耐药。然后被筛选出来成为

优势菌群的低水平耐药菌株，持续的选择压力作用

下，又可能发生基因突变，新的耐药机制产生作用，其

耐药水平亦进一步上升，这样经过多次选择，形成对

多类药物高度耐药的菌株。

3.4 烯丙胺类和硫代氨甲酸酯类 这两类药物都能
竞争性抑制角鲨烯环氧化酶，阻止角鲨烯转变成羊毛

甾醇，使角鲨烯堆积，麦角甾醇生成世减少，影响细胞

膜的结构和功能。目前还没有发现人的致病真菌对

烯丙胺类药物产生继发性耐药性，临床对烯丙胺耐药

性的报道较少，但已经出现临床皮肤真菌红色毛孢子

菌(Trichosporon rubrum)耐特比萘芬，对该耐药株的SE
基因进行序列分析，结果显示每株都包含1个氨基酸
突变 l393F[39]。符合致病真菌Ustilago maydisn能对烯
丙胺类产生耐药性。真菌细胞内药物含量下降，角鲨

烯环氧化酶对药物的亲和力下降与真菌的耐药性产

生有关。

3.5 棘白菌素(Echinocandins)类 棘白菌素(Echino⁃
candins)类药物通过抑制真菌细胞β一葡聚糖合成酶
的活性而抑制细胞 (1，3)β-D一葡聚糖合成,发挥抗真
菌作用。已上市的有卡泊芬净(Caspofungin，CAS)米
卡芬净，已有从治疗失败的念珠菌病患体内分离出对

卡泊芬净的MIC升高的白念珠菌的报道。但由于棘
白菌素类药物MIC与临床疗效问的关系还没有完全
确定，目前对丁棘白菌素类抗真菌药物，用“敏感性降

低”一词比“耐药”更为准确。在白念珠菌，β一葡聚糖
合成酶的编码基因为CaFKS1 在体外诱导出的棘白
菌素敏感性降低的白念珠菌中发现，其两个CaFKSI
等位基因之一的保守区发生突变突 (Phe 641to Asp
648)对棘白菌素类药物敏感性降低明显相关；基因定
点突变的方法也发现这一区域的突变足以引起对棘

白菌素敏感性降低。为了解CDR1、CDR2、MDR1基
因的过度表达在念珠菌对棘白菌素类药物耐药中的

作用，Niimi．K 等 [40]构建了过度表达 CDR1、CDR2、

MDR1 的白色念珠菌转化子。测定这些转化子对
CAS和米卡芬净的敏感性，结果发现它们对这两种药
物的敏感性与野生株相比没有明显差别，因此 rDR1、
CDR2、MDRIrl在白色念珠菌对棘白菌素敏感性降低
中无明显作用。目前真菌对卡泊芬净耐药性的研究

还限于实验室突变株。酵母和念珠菌分离株中的

fsk1和 fsk2基因的突变与卡泊芬净耐药性有关。此
外，涉及细胞壁成分运输的一个高尔基体蛋白-sbe2p
的过表达会导致酿酒酵母耐药。虽然以前认为卡泊

芬净不是外排泵的底物，但最近有文献报道ABC转
运子中 Cdr2p的过表达会导致菌株对卡泊芬净耐
药。值得一提的是，临床上重要的病原菌新型隐球

菌对卡泊芬净不敏感，虽然该菌细胞壁中含有β(1，
3)-D-葡聚糖，且体外最佳条件下源于新型隐球菌的
β-(1，3)-D-葡聚糖合酶确实对卡泊芬净非常敏感[41]，
详细的机制还在进一步研究中。

4 展望
真菌耐药性的发展已经受到各国学者的高度重

视，从而有力的促进了抗真菌药物的耐药性研究的深

入发展，但是由于全球各地真菌的感染者的组成不

同，以及抗真菌药物的使用情况不尽相同，各地区报

道的耐药菌株的耐药机制和谱系也不同，因此在重视

深入研究的过程中应着眼于本国本地区的实际，制定

相应的适合的对策，加快新型抗真菌药物研发的同时

对传统的药物进行相应的改造创新。
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