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　　摘　要：　目的　研究外耳道真菌病的真菌菌种分布及检测致病菌对抗真菌药物的敏感性。方法　本实验收
集２０２０年４月—２０２１年１１月，在荆州市中心医院耳鼻咽喉科门诊进行治疗的２３９例临床诊断为外耳道真菌病患
者，对外耳道分离物，通过真菌形态学检查、沙式葡萄糖固体培养基（ＳＤＡ）行真菌培养、ＤＮＡ提取、ＩＴＳ区ＰＣＲ扩增
及测序等行真菌菌种确定。行最低抑菌浓度（ＭＩＣ）试验确定联苯苄唑（ＰＣＢ）、特比萘芬（ＴＲＢ）、克霉唑（ＣＬＯ）和
伊曲康唑（ＩＴＲ）４种常见抗真菌药物的ＭＩＣ。结果　本地区大部分外耳道真菌病致病菌为曲霉菌，其中最常见的
为土曲霉，其次为黑曲霉、黄曲霉，少部分为念珠菌。大多数引起外耳道真菌病的致病菌对 ＰＣＢ和 ＣＬＯ耐药
（ＭＩＣ＞１６μｇ／ｍＬ），绝大多数致病菌对ＴＲＢ和ＩＴＲ敏感。因此在治疗外耳道真菌病时应首选ＩＴＲ和ＴＲＢ类药物。
结论　外耳道真菌病最常见的真菌致病菌属是曲霉菌和念珠菌。ＩＴＲ和ＴＲＢ是治疗外耳道真菌病的首选药物。
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　　外耳道真菌病，也称为真菌性外耳道炎，是真菌
病原体侵袭浅表皮肤的感染性疾病，主要累及外耳

道，占所有外耳道炎的９％～２７％［１］，当患者伴有鼓

膜穿孔或合并其他基础性疾病时也可引起中耳腔的
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感染［２］。外耳道真菌病在热带及湿热地区发病率

较高，常见诱发因素有气候（湿热环境）、外耳道炎、

皮肤真菌病、耳部水接触史、外耳机械性损伤及机体

免疫力低下或局部使用类固醇制剂等。临床表现为

耳痒、耳痛、耳漏、耳胀满感、听力障碍和耳鸣等［３］。

虽然外耳道真菌病很少危及患者生命，但由于其高

复发率和对抗真菌药耐药，因此对于临床工作也是

一个极大的挑战。识别真菌病原体和易感因素对于

治疗此类疾病的成功和预防复发很重要［４］。本研

究针对收集的本地区诊断为外耳道真菌病患者的外

耳道分泌物或碎片，进行真菌形态学检测、真菌培

养、ＤＮＡ提取和 ＩＴＳ区 ＰＣＲ扩增 ＤＮＡ测序对菌种
进行鉴定，行最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎ
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）试验判断常用抗真菌药物的耐药
性，以指导临床用药。

１　资料与方法

１．１　研究对象
本实验收集２０２０年４月—２０２１年１１月就诊于

荆州市中心医院确诊为外耳道真菌病的２３９例患者
的外耳道分泌物或碎屑，经外耳道真菌分离最终检

测证实主要为曲霉菌属和念珠菌属。本实验已通过

荆州市中心医院伦理委员会批准并获得所有患者的

知情同意。

１．２　实验方法
１．２．１　真菌镜检及真菌培养　将分离的外耳道真
菌标本取样至于载玻片上，荧光染液染色（江苏莱

芙时代生物科技公司，Ⅰ型／２００Ｔ）后荧光显微镜
（广州明美ＭＦ２３）观察真菌菌丝及芽生孢子。将另
一部分标本通过无菌棉签涂布于添加了含

０．０５ｍｇ／ｍＬ的氨苄青霉素（ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ，ＡＭＰ）的沙氏
葡萄糖固体培养基（ｓａｎｄｇｌｕｃｏｓｅｓｏｌｉｄｍｅｄｉｕｍ，
ＳＤＡ），置于 ３５℃温箱中培养 ３～５ｄ，观察菌落性
状，初步判断真菌菌种。

１．２．２　分子鉴定　取培养好的分离物利用真菌提
取试剂盒（ＯｍｅｇａＤ３３９００２ＦｕｎｇａｌＤＮＡＫｉｔ真菌
ＤＮＡ小量提取试剂盒）提取真菌 ＤＮＡ，通过使用引
物ＩＴＳ１（５ｔｃｃｇｔａｇｇｔｇａａｃｃｔｇｃｇｇ３）和ＩＴＳ４（５ｔｃｃｇｔａｇｇｔ
ｇａａｃｃｔｇｃｇｇ３）对分离的基因进行聚合酶链式反应
（ＰＣＲ），扩增分离物的 ＩＴＳ区。将扩增好的产物进
行琼脂糖凝胶电泳。利用紫外线分析仪对电泳后的

琼脂糖凝胶进行分析，将有条带的产物送往生工生

物工程有限公司（武汉分公司）进行序列测定，鉴定

分离株。获得的序列结果与 ｇｅｎｂａｎｋ已知数据
（ｂｌａｓｔ；ｈｔｔｐｓ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．Ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）
进行比对，确定真菌菌种。

１．２．３　体外药物敏感性试验　所有的曲霉分离株
依据美国临床实验室标准委员会提出的 Ｍ３８Ａ３文
件［５］中所述的微量肉汤稀释法进行测试。本实验

选用 ４种临床上常用的抗真菌药物：联苯苄唑
（ｂｉｂｅｎｂｅｎｚａｚｏｌｅ，ＰＣＢ）、克霉唑（ｃｌｏｔｒｉｍａｚｏｌｅ，ＣＬＯ）、
特比奈芬（ｔｅｒｂｉｎａｆｉｎｅ，ＴＲＢ）和伊曲康唑（ｉｔｒａｃｏｎ
ａｚｏｌｅ，ＩＴＲ）进行体外药物敏感性试验。

将４种药物使用分析纯二甲基亚砜溶解成浓度
为６４００ｍｇ／Ｌ的药液。４种药物均购买自美国ｓｅｌｌ
ｅｃｋ公司。随后按照 Ｍ３８Ａ３文件［５］，利用标准

ＲＩＭＰ１６４０液体培养基，配置４种药物的单药９６孔
药敏板。其中 ＰＣＢ、ＣＬＯ配置成抗菌剂浓度为
０．１２５～１６μｇ／ｍＬ，８个浓度梯度药敏板［５］；ＴＲＢ、
ＩＴＲ配置成抗菌剂浓度为０．０６２５～８μｇ／ｍＬ，８个浓
度梯度药敏板［５］。每个药敏板设置１组空白对照。

将培养好的外耳道真菌分离菌株，在无菌生理

盐水中稀释，通过血细胞计数板对稀释过的菌液中

的分生孢子进行定量测定。随后在 ＲＰＭＩ１４６０液体
培养基中将悬浮液最终接种浓度调整为（０．４～５）
×ＣＦＵ／ｍＬ。向配置好的４种药物的药敏板中加入
定量的菌液，放置于３５℃恒温培养箱中培养４６～
５０ｈ。ＭＩＣ判断方法参照 Ｍ３８Ａ３文件［５］，即在视

觉上确定为抑制可识别生长的药物的最低浓度

（１００％ 抑制）。每种分离菌株进行两次相同的药物
敏感性实验，以减少实验误差。Ｃ．ｐａｒａｐｓｉｌｏｓｉｓＡＴＣＣ
２２０１９作为质量控制和参考菌株，用以保证药敏板
质量［５］。

１．３　数据分析
所有获得的实验数据通过ＩＢＭＳＰＳＳ２１．０软件

进行数据分析。使用描述性统计（平均值、标准差、

中位数）分析临床和人口统计数据。所获得耐药株

数量占真菌数量的百分比为耐药率。

２　结果

２．１　外耳道真菌病患者临床特点
确诊为外耳道真菌病的患者在耳内镜下可见真

菌碎片或附着有白色或黑色、棉状或油脂状碎屑分

泌物。２３９例患者中，男 １４０例，女 ９９例；年龄
０．３～７９岁，平均年龄（３９．７２±１３．３３）岁，其中３０～
３９岁占比最多（２６．７８％），其次为 ４０～４９岁
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（２４．６７％），只有１例（０．４２％）＜１０岁；大部分病程
＜３个月（８２．４３％），平均病程１．４６个月。见图１、
２。
２．２　真菌培养及鉴定

分离的外耳道真菌菌株通过荧光染色后在荧光

显微镜下可观察到大量真菌菌丝及芽生孢子。外耳

道分离真菌在ＳＤＡ上培养３～５ｄ后可观察呈现不
同表观。具体结果见图３、４。
２３９例患者的分离菌株中２２２例为曲霉菌，其

中有１３８例经培养测序确定为土曲霉（５７．７４％），
其次为黄曲霉（２０．５０％）、黑曲霉（１０．８８％）。
１７例经培养测序确定为念珠菌（７．１１％）。具体结
果见表１。
２．３　药物敏感性实验

表２、３列出了２３９例（株）分离菌株中２２２例
（株）曲霉菌属对４种抗真菌药物的药物敏感性实
验结果以及各抗真菌药物对实验菌株总的耐药率结

果。在２２２例实验菌株中，外耳道真菌病致病菌株
对ＰＣＢ和ＣＬＯ耐药（ＭＩＣ＞１６μｇ／ｍＬ）率高，分别
为３１．０８％和 ３１．５３％。分别有 １株实验菌株对
ＴＲＢ和ＩＴＲ表现为耐药（ＭＩＣ＞８μｇ／ｍＬ），耐药率

为０．４５％（表２）。
在２３９株分离株中，黄曲霉对 ＰＣＢ耐药率最

高，高达８５．７１％，除样本量＜１０例的烟曲霉和花斑
曲霉外，黄曲霉对 ＣＬＯ耐药率（３６．７５％）最高。仅
有１例土曲霉表现为对 ＴＲＢ耐药（＞８μｇ／ｍＬ），耐
药率０．７２％，无黄曲霉、黑曲霉、烟曲霉及花斑曲霉
表现为对ＴＲＢ耐药。仅有１例黑曲霉表现为对ＩＴＲ
耐药（＞８μｇ／ｍＬ），耐药率３．８５％，无土曲霉、黄曲
霉、烟曲霉及花斑曲霉表现为对 ＩＴＲ耐药。具体数
据见表３。
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表１　外耳道真菌病患者分离真菌菌种分布　（株，％）

菌种 数量 占比

土曲霉 １３８ ５７．７４
黄曲霉 ４９ ２０．５０
黑曲霉 ２６ １０．８８
念珠菌 １７ ７．１１
烟曲霉 ８ ３．３５
花斑曲霉 １ ０．４２
合计 ２３９ １００．００

表２　２２２例实验菌株中４种抗真菌药物总耐药率　（株，％）

临床因素 ＰＣＢ ＣＬＯ ＴＲＢ ＩＴＲ
耐药株 ６９ ７０ １ １
耐药率 ３１．０８ ３１．５３ ０．４５ ０．４５

　　注：ＰＣＢ（联苯苄唑）；ＣＬＯ（克霉唑）；ＴＲＢ（特比奈芬）；ＩＴＲ（伊

曲康唑）。下同。

·６９·



彭丹，等：２３９例外耳道真菌病的真菌菌种分布及药敏检测结果分析 第３期　

表３　分离菌株对４种抗真菌药物ＭＩＣ及耐药率　（株，％）

菌种 药物
ＭＩＣ（μｇ／ｍＬ）

０．０６２５ ０．１２５ ０．２５ ０．５ １ ２ ４ ８ ＞８ １６ ＞１６
合计 耐药率

土曲霉 ＰＣＢ １ １８ １８ ３３ １８ １６ ８ ６ ２０ １３８ １４．５０
ＣＬＯ １ １９ ５１ ２１ ５ １ ４０ ２８．９９
ＴＲＢ ７ ５８ ５０ １４ ６ １ １ ０．７２
ＩＴＲ ４ ２４ ４１ ３９ ３０ ０．００

黄曲霉 ＰＣＢ １ ５ １ ４２ ４９ ８５．７１
ＣＬＯ ２ ５ １２ １２ １８ ３６．７３
ＴＲＢ ２８ ８ ５ ５ ２ １ ０．００
ＩＴＲ ２ ７ １１ １４ １２ ２ １ ０．００

黑曲霉 ＰＣＢ １ ７ ２ ６ ５ ５ ２６ １９．２３
ＣＬＯ １ １３ ３ １ ８ ３０．７７
ＴＲＢ ５ ９ ９ ３ ０．００
ＩＴＲ １ １ １０ １３ １ ３．８５

烟曲霉 ＰＣＢ ５ １ ２ ８ ２５．００
ＣＬＯ １ ４ ３ ３７．５０
ＴＲＢ １ ４ ２ １ ０．００
ＩＴＲ ４ ２ １ １ ０．００

花斑曲霉 ＰＣＢ １ １ ０．００
ＣＬＯ １ １００．００
ＴＲＢ １ ０．００
ＩＴＲ １ ０．００

　　注：ＭＩＣ（最低抑菌浓度）。

３　讨论

外耳道真菌病属于耳鼻咽喉科的常见疾病，是

一种侵袭外耳道皮肤的浅部真菌感染，极易复

发［６］。本课题统计仅发现１例小于１０岁的儿童患
者，可能与本次收集的时间段有关，且所有年龄段均

有受累。大于８０％的患者发病年龄为３０～６０岁，
这与之前的发现相似［１，７］。在有完整临床资料的

１８０例患者中仅２例伴糖尿病，其余患者均无明显
基础疾病，表明外耳道真菌病常累及免疫功能正常

的患者。本研究中所涉及到的２例糖尿病患者均表
现为复发，推测带有基础疾病的患者复发率要高于

免疫功能正常的患者，其他研究有类似结果报

道［８９］。在既往的研究中，女性外耳道真菌病的发

病率高于男性［８］，这与本研究的结果不同。

有学者研究发现，在我国北方地区外耳道真菌

病常见的致病菌种依次为黑曲霉、土曲霉、黄曲霉和

烟曲霉［１０］；我国西部地区最常见的致病菌种则为土

曲霉、烟曲霉、黑曲霉和黄曲霉［１１］；我国南方地区最

常见的致病菌则为黑曲霉、土曲霉、黄曲霉以及少量

念珠菌［１２］。国外的学者研究表明，伊朗地区常见的

致病菌依次为黑曲霉、白色念珠菌以及烟曲霉［１３］；

西班牙常见致病菌则为烟曲霉、土曲霉、黄曲霉以及

黑曲霉［１４］。本实验鉴定出本地区常见致病菌依次

为土曲霉、黄曲霉、黑曲霉、烟曲霉以及念珠菌。不

同地区主要致病菌略有差异，考虑与不同地区地理

环境、气候条件以及风土习俗相关。

抗真菌药物体外药物敏感性试验表明曲霉对

ＰＣＢ和 ＣＬＯ均呈现较高的耐药率，尤其是黄曲霉。
在本地区常见致病菌中，黄曲霉对ＰＣＢ和ＣＬＯ的耐
药率均为最高的。我们考虑与黄曲霉在自然界中分

布最为普遍、接触抗真菌药物可能性最高有关。实

验中所涉及的曲霉对 ＴＲＢ和 ＩＴＲ耐药率极低，
２３９例中，只有１例对两种药物表现为耐药。这与
其他研究结果相似［１０１３］。

在本课题中我们发现外耳道真菌病患者常合并

鼓膜穿孔。有文献报道［１５］，大多数穿孔位于锤骨柄

附近，其原因考虑是毗邻血管中真菌性血栓形成，导

致鼓膜缺血性坏死。另有研究表明［８］，外耳道真菌

病患者中鼓膜穿孔发生率约为１０％，并不属于罕见
的并发症。考虑可能和以下原因相关：外耳道真菌

病继发鼓膜穿孔的发现主要基于临床诊疗，由于外

耳道真菌病患者外耳道有大量分泌物及碎屑，需要

在耳内镜下清除干净后才能完全窥清鼓膜；其次，并

发的鼓膜穿孔通常很小，难以检测；最后，通常认为

鼓膜穿孔与外伤和化脓性中耳炎相关性较大，而外

耳道真菌病并发鼓膜穿孔患者的表现又与化脓性中
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耳炎类似［１６］。根据以上原因，需要我们在临床诊疗

过程中更多关注，否则容易出现误诊。

外耳道分泌物或碎屑真菌培养阳性是诊断外耳

道真菌病的金标准［１０１３］。确定真菌菌种以及进行

体外药物敏感性试验，针对性选用抗真菌药物是治

疗外耳道真菌病、防止抗真菌药物滥用和防止耐药

菌产生最好的办法。但由于培养时间长、检测手段

匮乏，以上方案在临床中应用比较困难。临床目前

对于外耳道真菌病的诊断和治疗主要依靠临床医生

的经验。因此有相关研究提出［１７］，利用多重 ＰＣＲ
技术，不需行外耳道分泌物、碎屑培养而直接对相关

标本进行分子测序，判断菌种，可以准确快速诊断外

耳道真菌病。其次，有报道提出［１８］，利用计算机深

度学习软件在分析和学习大量耳内镜图片的前提下

可以对外耳道相关疾病进行较为高准确率和客观的

诊断。因此不同地区进行外耳道真菌病致病菌种检

测以及体外药物敏感性试验，对于当地外耳道真菌

病的诊疗、抗真菌药物的选择具有较强的指导意义。

综上所述，准确诊断外耳道真菌病，选用合适的

抗真菌药物，对于外耳道真菌病的治疗至关重要。

在本地区，外耳道真菌病最常见的致病菌种为土曲

霉，其次为黄曲霉、黑曲霉等。致病菌株对 ＰＣＢ和
ＣＬＯ耐药率高，对 ＴＲＢ、ＩＴＲ耐药率极低。因此，在
临床诊疗过程中，可首选含有 ＴＲＢ及 ＩＴＲ类的
药物。
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