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  摘 要:目的 了解口腔鳞状细胞癌(OSCC)患者口腔中假丝酵母菌的种属分布及其毒力因子活性,以健

康人作为对照,分析不同假丝酵母菌的毒力因子活性与OSCC相关性。方法 收集100例组织病理学诊断为

原发OSCC患者病灶区拭子标本,所有患者无手术、放化疗及其他辅助治疗史。同时收集100例健康者颊黏膜

拭子标本为对照组。对所有标本分离培养假丝酵母菌,并采用飞行时间质谱系统对进行鉴定。采用牛血清清

蛋白琼脂平板、卵黄琼脂平板、吐温80琼脂平板和血琼脂平板检测假丝酵母菌的蛋白酶、磷脂酶、酯酶、溶血的

活性,同时采用结晶紫染色法检测其生物膜的形成。结果 OSCC组白假丝酵母菌59株(72.0%),热带假丝酵

母菌8株(9.7%),近平滑假丝酵母菌7株(8.5%),克柔假丝酵母菌5株(6.1%),杜氏假丝酵母 菌3株

(3.7%);对照组仅检出白假丝酵母菌[20株(83.3%)]和克柔假丝酵母菌[4株(16.7%)]。将OSCC组中分离

出的5种假丝酵母菌毒力因子进行比较,不同菌种间的磷脂酶活性、蛋白酶活性、酯酶活性、溶血活性及生物膜

形成能力比较,差异均无统计学意义(P>0.05)。结论 该研究有助于探究口腔中假丝酵母菌的分布及其毒力

因子活性与细胞癌变的相关性,对研究肿瘤机制和临床治疗均有重要意义。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

species
 

distribution
 

and
 

virulence
 

factor
 

activity
 

of
 

Candides
 

in
 

o-
ral

 

cavity
 

of
 

patients
 

with
 

oral
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

(OSCC),and
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

viru-
lence

 

factor
 

activity
 

of
 

Candides
 

with
 

OSCC
 

and
 

the
 

control
 

group.Methods Swab
 

samples
 

were
 

collected
 

from
 

100
 

patients
 

with
 

primary
 

oral
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

who
 

were
 

admitted.All
 

patients
 

had
 

no
 

history
 

of
 

surgery,radiotherapy,chemotherapy
 

or
 

other
 

adjuvant
 

treatments,and
 

had
 

been
 

supported
 

by
 

histo-
mopathological

 

diagnosis.Buccal
 

mucosal
 

swab
 

specimens
 

from
 

100
 

healthy
 

subjects
 

were
 

collected
 

as
 

control
 

group.All
 

specimens
 

were
 

isolated
 

and
 

cultured,and
 

the
 

colonies
 

were
 

identified
 

by
 

time-of-flight
 

mass
 

spec-
trometry.The

 

activity
 

of
 

protease,phospholipase,esterase
 

and
 

hemolysis
 

was
 

determined
 

by
 

bovine
 

serum
 

al-
bumin

 

(BSA)
 

AGAR
 

plate,yolk
 

AGAR
 

plate,twain80
 

AGAR
 

plate
 

and
 

blood
 

AGAR
 

plate.Meanwhile,the
 

formation
 

of
 

biofilm
 

was
 

determined
 

by
 

crystal
 

violet
 

staining.Results In
 

OSCC
 

group,59
 

strains
 

of
 

Candida
 

albicans
 

(72.0%),8
 

strains
 

of
 

Candida
 

tropicalis
 

(9.7%),7
 

strains
 

of
 

Candida
 

parapsilosis
 

(8.5%),5
 

strains
 

of
 

Candida
 

krusei
 

(6.1%),and
 

3
 

strains
 

of
 

Candida
 

dubliniensis
 

(3.7%)
 

were
 

detected.In
 

the
 

control
 

group,
only

 

Candida
 

albicans
 

[20
 

strains
 

(83.3%)]
 

and
 

Candida
 

krusei[4
 

strains
 

(16.7%)]
 

were
 

detected.There
 

were
 

no
 

significant
 

differences
 

in
 

phospholipase
 

activity,protease
 

activity,esterase
 

activity,hemolysis
 

activity
 

and
 

biofilm
 

formation
 

ability
 

among
 

five
 

Candida
 

strains
 

isolated
 

from
 

OSCC
 

group
 

(P>0.05).Conclusion 
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This
 

study
 

is
 

helpful
 

to
 

explore
 

oral
 

distribution
 

and
 

virulence
 

factors
 

of
 

Candida
 

in
 

the
 

pattern
 

of
 

activity
 

and
 

correlation,to
 

study
 

the
 

mechanism
 

of
 

tumor
 

and
 

clinical
 

treatment
 

has
 

the
 

important
 

meaning.
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  口腔鳞状细胞癌(OSCC)是头颈部最常见的恶性

肿瘤之一,其发病率占头颈部恶性肿瘤的90%,其5
年生存率相对较低,约为50%。导致OSCC的危险因

素包括吸烟、大量饮酒、口腔卫生差、不健康饮食和微

生物感染[1]。由于OSCC的全球患病率增加,其发生

机制还未清楚,因此需要进行深入的多因素分析以了

解OSCC发生的潜在机制,以及与其他风险因素(尤
其是生物病原体)的可能关联[2]。口腔中存在600多

种微生物,其最主要的种类是假丝酵母菌、拟杆菌、变
形杆菌和放线菌[3]。假丝酵母菌是一种二倍体无性

酵母菌,属于机会致病菌,其导致的口腔疾病包括口

腔扁平苔藓、口腔念珠菌病和纤维上皮息肉[4]。正常

情况下,微生物在宿主中平衡存在,这种平衡的破坏

可引起宿主免疫反应,从而可能导致肿瘤发生[5]。越

来越多的证据表明,长期暴露于微生物和(或)其产物

(内毒素、蛋白酶、胶原酶、纤维蛋白溶酶、磷脂酶等)
可对宿主细胞造成损害,并可能诱导突变,影响细胞

的信号通路、增殖和凋亡。本研究旨在了解从 OSCC
患者口腔中分离出的假丝酵母菌的生物膜形成能力

及其毒力因子(蛋白酶、磷脂酶、溶血性和酯酶)活性。
比较OSCC和健康人假丝酵母菌菌株之间毒力因子

的差异,进一步揭示假丝酵母菌在OSCC中的致病机

制,为OSCC的诊断、治疗奠定基础。
1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2018年1月至2020年10月就

诊于西安交通大学口腔医院的100例OSCC患者,无
手术、放化疗及其他辅助治疗史,所有病例均经组织

病理学确诊,作为OSCC组。同时收集该院体检的年

龄与性别相匹配的100例健康人作为对照组。OSCC
组年龄为31~85岁,平均(60.2±11.3)岁,对照组年

龄为26~78岁,平均(59.1±12.4)岁。排除标准:最
近使用含有抗真菌剂的漱口水或药物的患者、人类免

疫缺陷病毒(HIV)阳性患者、糖尿病患者。
1.2 仪器与试剂 恒温培养箱(天津泰斯特)、酶免

分析仪(深圳雷杜)。葡萄糖、结晶紫、亚甲蓝购于天

津科密欧公司。脑心浸出液肉汤、PBS缓冲液、卵黄

乳液、牛血清清蛋白购于青岛高科海博。MH 琼脂、
麦氏比浊管购于温州康泰公司。蛋白胨、琼脂粉购于

北京奥博星。CaCl2、K2HPO4、吐温80购于天津天力

公司。酵母膏粉购于杭州天和公司。血琼脂培养基

购于安图生物。标准菌株白念珠菌ATCC
 

90028、近
平滑念珠菌 ATCC

 

22019购于温州康泰公司。使用

文献[6]中的方法配制牛血清清蛋白培养基、卵黄琼

脂培养基[7]、吐温80琼脂培养基[8]及0.5%的结晶紫

储存液。
1.3 方法

1.3.1 菌株分离鉴定 所有研究对象标本采集前漱

口,采用无菌拭子收集标本,OSCC组收集病灶区域

标本,对照组采集颊黏膜标本。标本接种于沙保弱琼

脂培养基,于25~30
 

℃孵育5~7
 

d,对分离的可疑菌

落采用基质辅助激光解吸电离飞行时间生物质谱仪

(德国布鲁克)进行鉴定。
1.3.2 4种毒力因子活性检测 配制浓度为1麦氏

浊度的菌悬液,取10
 

μL滴于牛血清清蛋白琼脂培养

基,将培养基倒置放入培养箱,经35
 

℃、4
 

d培养检测

磷脂酶活性。取10
 

μL滴于卵黄琼脂培养基,经35
 

℃、7
 

d培养检测蛋白酶活性。取10
 

μL滴于吐温80
琼脂培养基,经35

 

℃、5
 

d培养检测酯酶活性[9]。取

10
 

μL滴于血琼脂培养基,经35
 

℃、48
 

h培养检测溶

血活性。试验以白念珠菌 ATCC
 

90028测定结果作

为阳性对照,近平滑念珠菌ATCC
 

22019测定结果作

为阴性对照。结果判读:达到培养时间后,平板上菌

落周围会出现沉淀圈或透明圈,量取菌落直径与沉淀

区直径,并将其计算为菌落直径与沉淀区直径之比。
酶活性的测定是基于酶活性指数(EAI),根据EAI指

数确定活动范围:EAI≤0.99表示产此活性,EAI=1,
表示不产此活性[10-11]。
1.3.3 生物膜检测 采用结晶紫染色法检测其生物

膜的形成。将培养液加入96孔板中,使用酶标仪测

定570
 

nm波长的吸光度
 

(A570),吸光度大于临界值

的样品为阳性,吸光度小于或等于临界值的样品为阴

性[12]。试验以不含微生物的无菌BHIB作为阴性对

照,所有试验重复3次。
1.4 统计学处理 采用SPSS18.0统计软件进行数据

分析。采用LSD-t检验和单因素方差分析(ANOVA)
比较OSCC组与对照组及不同分离菌种属之间毒力因

子的差异。P<0.05表示差异有统计学意义。
 

2 结  果

2.1 假丝酵母菌菌种检出情况分布 OSCC组标本

分离出假丝酵母菌82株,明显高于对照组的24株,
差异有统计学意义(P<0.05)。OSCC组和对照组分

离率最高的均为白假丝酵母菌。OSCC组白假丝酵

母菌59株(72.0%)、热带假丝酵母菌8株(9.7%)、
近平滑假丝酵母菌7株(8.5%)、克柔假丝酵母菌5
株(6.1%)、杜氏假丝酵母菌3株(3.7%),且存在9
株混合感染,包括2株白假丝酵母菌和热带假丝酵母

菌混合感染、2株白假丝酵母菌和近平滑假丝酵母菌

混合感染、2例近平滑假丝酵母菌和热带假丝酵母菌
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混合感染、3株杜氏假丝酵母菌和热带假丝酵母菌混

合感染。对照组检出白假丝酵母菌[20株(83.3%)]
和克柔假丝酵母菌[4株(16.7%)]。

 

2.2 两组分离株毒力因子的比较 OSCC组不同假

丝酵母菌均产生蛋白酶、酯酶、溶血活性及生物膜。
两组标本分离的假丝酵母菌产生的磷脂酶活性、蛋白

酶活性、酯酶活性、溶血活性及生物膜形成能力进行

比较,结 果 显 示:OSCC 组 磷 脂 酶 活 性 平 均 EAI
(0.685)低于对照组(0.852),差异有统计学意义(P<
0.05);OSCC组蛋白酶活性平均EAI(0.733)低于对

照组(0.883),差异有统计学意义(P<0.05);OSCC
组溶血活性平均EAI(0.585)低于对照组(0.674),差
异有统计学意义(P<0.05);OSCC组酯酶活性平均

EAI(0.714)与对照组(0.708)比较,差异无统计学意

义(P>0.05);OSCC组吸光度(2.032)明显比对照组

(1.017)低,差 异 有 统 计 学 意 义(P <0.05)。见

表1~5。
表1  两组不同假丝酵母菌磷脂酶活性比较[n(%)]

项目
OSCC组

产生 不产生

对照组

产生 不产生

白假丝酵母菌 53(64.6) 6(7.3) 8(33.3) 12(50.0)

近平滑假丝酵母菌 5(6.1) 2(2.4) 0(0.0) 0(0.0)

克柔假丝酵母菌 4(4.9) 1(1.2) 1(1.2) 3(12.5)

热带假丝酵母菌 8(9.7) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

杜氏假丝酵母菌 0(0.0) 3(3.7) 0(0.0) 0(0.0)

总计 70(85.4) 12(14.6) 9(37.5) 15(62.5)

表2  两组不同假丝酵母菌蛋白酶活性比较[n(%)]

项目
OSCC组

产生 不产生

对照组

产生 不产生

白假丝酵母菌 59(72.0) 0(0.0) 6(25.0) 14(58.3)

近平滑假丝酵母菌 7(8.5) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

克柔假丝酵母菌 5(6.1) 0(0.0) 1(1.2) 3(12.5)

热带假丝酵母菌 8(9.7) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

杜氏假丝酵母菌 3(3.7) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

总计 82(100.0)0(0.0) 7(29.2) 17(70.8)

表3  两组不同假丝酵母菌酯酶活性比较[n(%)]

项目
OSCC组

产生 不产生

对照组

产生 不产生

白假丝酵母菌 59(72.0) 0(0.0) 20(83.3) 0(0.0)

近平滑假丝酵母菌 7(8.5) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

克柔假丝酵母菌 5(6.1) 0(0.0) 4(16.7) 0(0.0)

热带假丝酵母菌 8(9.7) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

杜氏假丝酵母菌 3(3.7) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

总计 82(100.0)0(0.0) 24(100.0)0(0.0)

表4  两组不同假丝酵母菌溶血活性比较[n(%)]

项目
OSCC组

产生 不产生

对照组

产生 不产生

白假丝酵母菌 59(72.0) 0(0.0) 18(75.0) 2(8.3)

近平滑假丝酵母菌 7(8.5) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

克柔假丝酵母菌 5(6.1) 0(0.0) 3(12.5) 1(1.2)

热带假丝酵母菌 8(9.7) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

杜氏假丝酵母菌 3(3.7) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

总计 82(100.0) 0(0.0) 21(87.5) 3(12.5)

表5  两组不同假丝酵母菌生物膜比较[n(%)]

项目
OSCC组

产生 不产生

对照组

产生 不产生

白假丝酵母菌 59(72.0) 0(0.0) 20(83.3) 0(0.0)

近平滑假丝酵母菌 7(8.5) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

克柔假丝酵母菌 5(6.1) 0(0.0) 4(16.7) 0(0.0)

热带假丝酵母菌 8(9.7) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

杜氏假丝酵母菌 3(3.7) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

总计 82(100.0) 0(0.0) 24(100.0)0(0.0)

2.3 不同分离株之间毒力因子比较 在所研究的假

丝酵母菌中杜氏假丝酵母菌没有磷脂酶活性,将OS-
CC组中分离出的5种假丝酵母菌毒力因子进行比

较,不同菌种间的磷脂酶活性、蛋白酶活性、酯酶活

性、溶血活性及生物膜形成能力比较,差异均无统计

学意义(P>0.05),见表6。
 

表6  OSCC组中不同假丝酵母菌毒力因子

   比较(平均EAI/吸光度)

项目
磷脂酶

活性

蛋白酶

活性

酯酶

活性

溶血

活性
生物膜

白假丝酵母菌 0.632 0.701 0.694 0.621 2.037

近平滑假丝酵母菌 0.701 0.724 0.728 0.703 1.936

克柔假丝酵母菌 0.688 0.745 0.662 0.712 2.071

热带假丝酵母菌 0.719 0.795 0.713 0.733 2.083

杜氏假丝酵母菌 0.000
 

0.700
 

0.743 0.701 2.033

3 讨  论

  本研究结果显示,OSCC患者口腔中定植的酵母

菌具有多样性,其中白假丝酵母菌的定植率最高,其
他依次是热带假丝酵母菌及近平滑假丝酵母菌。白

假丝酵母菌的存在被认为是OSCC的重要危险因素,
但也需要关注非白假丝酵母菌对疾病的影响。白假

丝酵母菌是一种机会致病菌,可通过攻击宿主细胞导

致疾病的发生,其在某些条件下会引起口腔疾病,尤
其是在机体抵抗力下降时[13]。酵母菌致病性被认为

是一个多因素过程,其可通过毒力因子的侵袭机制参

与感染的发生和发展[14]。
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酵母菌的致病性可归因于各种毒力因子,如可黏

附宿主表面的磷脂酶、蛋白酶、酯酶,其黏附宿主的过

程可调节酵母菌在宿主中的定植,同时这些毒力因子

的分泌导致黏膜屏障受损,有助于感染及侵袭的发

生[15]。在本研究中,几乎所有的 OSCC患者口腔中

酵母菌都具有磷脂酶、蛋白酶活性,且此两种酶活性

高于健康人,对照组分离菌株中检测出的蛋白酶活性

和磷脂酶活性明显低于OSCC组,表明这些因子在疾

病的发生、发展中起重要作用。本研究结果显示,OS-
CC组酯酶活性平均EAI与对照组比较,差异无统计

学意义(P>0.05)。OSCC组溶血活性平均EAI低

于对照组,差异有统计学意义(P<0.05),可能是不同

酵母菌产生的溶血素酶导致从红细胞释放的铁所致。
酵母菌从孢子到菌丝的形态转换被认为是侵入

宿主细胞的毒力因素。白假丝酵母菌产生的生物膜

促进了菌丝的广泛生长,并成为侵入性酵母菌感染的

来源。微生物黏附是生物膜形成的第一步,酵母菌特

别是白假丝酵母菌,通过与上皮细胞的互相作用在疾

病的发展中起重要作用,从而导致上皮细胞侵袭性表

现[16]。当白假丝酵母菌产生生物膜时,很有可能发生

上述作用。
综上所述,OSCC患者口腔分离的假丝酵母菌菌

株具多样性,且分离株的磷脂酶活性、蛋白酶活性、溶
血活性、生物膜形成能力均高于健康人,为酵母菌的

致病性与疾病损害严重程度之间的联系提供了证据。
本研究提示酵母菌在OSCC的发生、发展中具有重要

作用,但酵母菌的具体致癌分子机制尚需要进一步研

究,以明确宿主与酵母菌之间的多重复杂作用,为其

进一步诊断、治疗奠定了基础。
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