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摘 要：将 180只 ICR小鼠随机分为试验组和对照组，每组 90只。在试验组小鼠两腹侧壁对称取 2个点皮下注

射大熊猫源枝孢样枝孢霉菌悬液(1×106 cfu/mL)，接种 12 h后(第 1天)，观察小鼠体况、接种部位表现，最后处死

小鼠并取其接种部位的皮肤组织进行组织病理学检查和逆培养，用 Image–Pro Plus 6.0统计病理切片中单位面积内

免疫细胞数、孢子数和菌丝数，之后每隔 24 h按上述步骤同样处理和观察。结果表明：接种后第 1～8天小鼠体

表特征变化不明显，小鼠机体免疫细胞由大量聚集到逐步减少，孢子与菌丝数由多到少又逐渐增加，处于萌发生

长阶段；接种后第 9~10天，接种部位出现小红斑，皮肤出现结节状损伤，各器官之间未粘连，其余症状不明显，

免疫细胞持续增多；接种后第 11~25天，接种部位红斑面积增大，损伤加大，颜色变深，有增生物，小鼠出现瘙

痒症状，饮食明显减少，免疫细胞持续增多后逐步减少，孢子与菌丝数减少后急剧增加，再减少后又急剧增加，

在第 17、25天出现 2次高峰；接种后第 26天后小鼠饮食持续减少，接种部位出现局部坏死、黏膜粘连等症状，

孢子和菌丝数逐渐减少至无。可见，枝孢样枝孢霉感染小鼠后第 1~8天为潜伏期；第 9~10天为前驱期，第 11~25

天为发病期，第 26天后为转归期。 
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Abstract: In this study, 180 ICR mice were randomly and evenly divided into experimental and control group. In 
experimental group, two sides of ventral wall were infected the Cladosporium cladosporioides isolated from giant panda 
suspension(1×106 cfu/mL) in symmetrically subcutaneous way. Body condition and performance of inoculation site of the 
mice were observed every day after 12 h past inoculation. Finally, the mice skin tissues of the inoculated sites were used for 
histopathological examination and retro-culture. The number of immune cells, spores and hyphae per unit area in 
pathological sections was counted by Image-Pro Plus 6.0. Results showed that the change of body surface characteristics was 
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not obvious, immune cells reduced, spores and hypha at the long stage of germination and growth gradually reduced and 
then increased. At 9-10 DPI, the inoculation site showed small erythema, skin nodular, no adhesion among organs and other 
symptoms were not obvious, and immune cells continues to increase. At 11-25 DPI the inoculation sites were proliferation, 
increased erythema area, deepened damage, darker color, and the mice were itchy and significantly reduced diet, and 
immune cells decreased gradually after continuous increase, while the number of spores and hyphae increased sharply after 
reduction, and then increased sharply after reduction, and there were two peaks on the 17th and 25th day. After 26 DPI mice 
reduced diet continuously, inoculation site appeared local necrosis and mucosal adhesion, the spores and hyphae gradually 
decreased. In summary, the C. cladosporioides infection mice can be grouped into for period: incubation period,1-8 DPI, 
prodrome period, 9-10 DPI, onset period, 11-25 DPI, and transition period, after 26 DPI. 

Keywords: giant panda; mice; Cladosporium cladosporioides; infection; histopathology 

 

枝孢样枝孢霉(Cladosporium cladosporioides)

属半知菌亚门、丝孢菌纲、暗色孢科[1]，是一种广

泛存在于环境中的腐生真菌，常存在于粪便、腐木

等腐烂物质中。研究发现，从临床样本中鉴定出的

556 种暗色丝孢霉类，其中 2/3 的菌株由枝孢样枝

孢霉组成[1]。还有调查显示枝孢样枝孢霉是室内环

境中具有潜在危害健康的真菌中的优势菌，其常引

起暗色丝孢霉病，在人和动物身上时有发生[2]。当

人和动物的皮肤破损后会更易感染[1]。近年来包括

枝孢样枝孢霉等暗色丝孢霉的机会性感染发生率

明显上升，主要是各种免疫抑制剂、化疗药物、糖

皮质类固醇激素等的长期广泛使用所致[1,3]。 

MA 等[4–5]在大熊猫皮肤病患处和生殖道内均

发现枝孢样枝孢霉，经接种感染小鼠致病性试验后

发现，枝孢样枝孢霉对正常家兔和免疫抑制家兔均

可致病，对家兔皮肤有较强的致病性，能引起家兔

皮肤形成红斑结节，且损伤随着时间的推移有加重

的趋势，有可能是由红斑结节逐渐发展为溃疡并形

成肉芽肿等，却未对该菌的具体侵染过程进行深入

研究。同年，马晓平等[6]又研究了各培养环境因子

对枝孢样枝孢霉生长的影响，得出了枝孢样枝孢霉

的最适生长环境。桑红等[2]的研究结果表明，枝孢

样枝孢霉对小鼠皮肤有较强机会致病性。GU 等[7]

利用差减抑制杂交技术研究了枝孢样枝孢霉的分

子致病机理，发现枝孢样枝孢霉 α/β 水解酶基因在

强弱毒株的表达显著上调或下调，是最有可能的致

病基因。迄今尚少见对该菌的具体侵染过程的详细

报道。笔者研究枝孢样枝孢霉对动物体的具体侵染

过程，旨在对进一步诊断、治疗、预防该菌所致暗

色丝孢霉病提供依据。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 供试菌种 

分离自大熊猫皮肤病患处的枝孢样枝孢霉[3]，由

四川农业大学动物医学院临床兽医学实验室保存。 

1.1.2 供试动物 

180只健康小鼠 6～8周龄，体质量(20±5) g，

雌、雄各半。 

1.2 方法 

1.2.1 菌悬液的配制 

将保存菌株转种于 PDA培养基斜面，25 ℃培

养 1周，用 0.1 moL/L PBS液(含 0.1%吐温–80)冲洗

斜面，将冲洗液置于离心管中，3 000 r/min离心 5 

min，弃上清液，重复 3次[8]。最后用 0.9%NaCl溶

液稀释沉淀物，用血细胞计数器计数，配成 1×106 

cfu/mL的菌悬液，菌丝与孢子的比例低于 1∶10。 

1.2.2 试验动物分组和处理 

将供试的 180 只小鼠随机分为 2 组，每组 90

只。①试验组，腹腔两侧对称选 2个点皮下注射，

接种 0.4 mL致病菌悬液。②对照组，不接种致病菌，

于相同部位注射等量 0.9%NaCl 溶液。接种部位均

用苦味酸作标记。每日固定时间点处死试验组和对

照组小鼠各 3 只，取接种部位剖检，并用 4%福尔

马林液固定，以备病理学检查。 

1.2.3 剖解及病理学观察 

小鼠接种菌后，于 12 h(第 1天)观察体况和接

种部位发病情况，并同时取 3只小鼠以颈椎脱臼法
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处死剖检，观察接种处及周围皮肤[9]，钳取接种处

皮肤组织块，用 4%福尔马林液固定，再进行脱水

透明、浸蜡、包埋、切片、脱蜡、HE染色[10]、PAS

银染、封固等步骤[11]，切片完成后在光学显微镜下

进行病理组织学观察及拍照[12]。之后每隔 24 h按上

述步骤同样处理和观察。根据病理切片观察结果，

确定小鼠连续 3 d感染情况稳定的时期，为观察结

束期。 

1.2.4 统计分析 

对病理切片拍照后，随机选取每天处死小鼠皮

肤组织病理切片的 30 个同等面积不同视野的圆形

区域，运用 Image–Pro Plus 6.0统计每个区域内免疫

细胞数、孢子数和菌丝数，并对 30 个区域的总数

取平均数进行分析。 

1.2.5 组织逆培养并鉴定 

在超净工作台内，将剖检后所取组织样品浸在

75%乙醇中表面除菌，然后用灭菌蒸馏水清洗 2次，

用无菌组织剪剪碎组织，然后分点接种到 PDA 培

养基上。每个样本接种 3个培养皿，25 ℃培养 1～

2周，挑取长出菌落接种于新的 PDA培养基上进行

纯化培养，并根据形态学观察及显微镜下拍摄的菌

丝形态鉴定[13]。 

2 结果与分析 

2.1 小鼠体况观察及剖检结果 

向小鼠注射菌悬液后，接种部位接种后前 8天

并无明显异常表现(图 1–a)；接种后第 9～10天开始

发病，接种部位出现小面积红斑，皮肤出现结节状

损伤，但并未影响到主要器官，各器官之间未粘连，

小鼠也并未有明显瘙痒等症状(图 1–b)；第 11～25

天发病明显，接种部位红斑面积增大，并且结节状

皮肤损伤深，接种处颜色变深，疑似溃疡性皮损，

触感有增生物，小鼠开始有瘙痒感，饮食明显减少

等症状明显(图 1–c)；第 26～30天接种部位皮肤损

伤更深入，有窦道形成，甚至出现局部坏死，增生

物触感更加明显，出现黏膜粘连(图 1–d)。对照组同

样部位注射等量生理盐水后未出现肉眼可见病理

变化(图 1–e、f、g)。 

 

    

    

a、b、c、d分别示第 1～8、9～10、11～25、26～30天的剖检症状；e、f、g分别示对照组第 1～10、11～20、21～30天

的剖检症状。 

图 1 供试小鼠的剖检症状 
Fig.1 Autopsy symptoms of the studied mice  

2.2 真菌逆培养结果 

结合文献[6]中采用的方法，确定引起小鼠感染

的是本次接种的枝孢样枝孢霉(图 2)。 

 

a b c d

e f g



 
 

第 46 卷第 3 期        刘真等 大熊猫源枝孢样枝孢霉侵染小鼠皮肤的病理学过程             353 

 
图 2 枝孢样枝孢霉菌丝和孢子的显微特征 

Fig.2 Microcharacteristics of hyphae and spore of C. cladosporioides 

2.3 小鼠组织病理学观察结果 

由图 3可知，对照组小鼠的病理学结果无异常。 
 

试验组小鼠组织切片前 8天无异常(图 4–a、b)；第

9～10天出现表皮粗糙，表皮基底细胞层局部液化，

角质层内和表皮内可见孢子，真皮浅层周围出现小

灶状浸润并发多种细胞浸润现象，并出现一些脓肿

(图 4–c、d)；第 11～25天，HE染色下观察发现由

上皮样细胞、组织细胞、淋巴细胞等多种细胞构成

的肉芽肿，浸润蔓延至脂肪层，PAS染色下肉芽肿

内偶见分枝的菌丝体(图 4–e、f)；第 26～30天，PAS

染色下观察发现在脓肿、炎症部、脂肪层浸润部有

多核巨噬细胞吞噬的菌体和各形孢子，且浸润处皮

脂腺毛囊出现严重破损，偶见异色条带(图 4–g、h)。 

 

  

  

  
a、c、e分别示第 1～10、11～20、21～30天 PAS染色切片；b、d、f分别示第 1～10、11～20、21～30

天 HE染色切片。 

图 3 对照组小鼠的病理组织学特征 
Fig.3 Histopathological features of the control group  

a b50 μm 50 μm 

c d100 μm 50 μm 

e f50 μm 50 μm 

50 μm 
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a、c、e、g分别示第 1～8、9～10、11～25、26～30天 PAS染色切片；b、d、f、h分别示第 1～8、9～10、

11～25、26～30天 HE染色切片。 

图 4 试验组小鼠的病理组织学特征 
Fig.4 Histopathological features of the tested group  

如表 1所示，接种后第 1~3天小鼠免疫细胞数
快速减少，之后缓慢下降，直至第 8天降至最少，
表明机体为了清除感染的真菌而动用机体免疫细

胞，机体与该菌处于相持阶段，即潜伏期，第 9~13

天免疫细胞快速增多至顶峰，第 14 天开始逐步呈
波动性下降趋势，至第 17天后趋于平稳；接种第 1、
2天小鼠体内枝孢样枝孢霉孢子快速减少，第 3~16
天缓慢减少，维持在相对平稳的水平，第 17 天急

a b50 μm 50 μm 

c d50 μm 50 μm 

e f50 μm 50 μm 

g h50 μm 50 μm 
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剧增多达到 1 个小高峰之后逐渐减少至第 22 天，
第 23天又开始缓慢增长，第 25天突然增多又达到
1个小高峰后快速减少，第28天之后未观察到孢子；
接种第 1天菌丝数量较高，第 2天快速减少后缓慢
减少至第 5 天，第 6 天跳跃式增多后至第 12 天趋

于稳定，第 13 天再减少至消失，第 13~15 天均未
观察到菌丝，第 16~17天快速增多达到 1个小高峰
后又快速减少至第 21 天，第 21~24 天均未观察到
菌丝，第 25 天出现大量菌丝，数量达到最高，第
26天后菌丝快速减少，第 27天后未观察到菌丝。 

表 1 枝孢样枝孢霉感染小鼠后不同时期病理切片中免疫细胞与菌丝和孢子数 
Table 1 The number of immune cells, mycelia and spores in the pathological sections of mice infected with C. cladosporioides 

接种时间 免疫细胞数 孢子数 菌丝数  接种时间 免疫细胞数 孢子数 菌丝数 接种时间免疫细胞数 孢子数 菌丝数

第 1天 448.93 114.07 9.27  第 11天 381.03 16.23  4.43 第 21天 135.70 11.07  0.00

第 2天 319.13  28.83 2.83  第 12天 448.53 13.70  3.27 第 22天 114.83  4.97  0.00

第 3天  77.47  19.20 2.50  第 13天 1 019.43  3.27  0.00 第 23天  76.30  7.80  0.00

第 4天  65.50  18.23 2.23  第 14天 492.03  4.43  0.00 第 24天  83.13 15.67  0.00

第 5天  60.57  12.43 1.00  第 15天 240.30  2.53  0.00 第 25天  91.20 94.47 17.07

第 6天  31.73  10.47 4.50  第 16天 460.67  1.60  3.73 第 26天  68.03 21.93  3.97

第 7天  12.73  34.67 5.10  第 17天 115.83 92.70 14.07 第 27天  64.80  1.63  0.00

第 8天   4.90  25.63 5.27  第 18天 106.23 52.17  7.03 第 28天  75.27  0.00  0.00

第 9天  56.20  19.07 5.47  第 19天 98.77 33.20  3.13 第 29天  82.03  0.00  0.00

第 10天 116.30  18.63 5.50  第 20天 210.40 30.13  3.43 第 30天  24.97  0.00  0.00
 

3 讨论 

一般来说，传染病的病程发展大致可以分为潜

伏期、前驱期、明显(发病)期和转归(恢复)期 4个阶

段[14]。潜伏期指的是从病原体侵入并繁殖开始，到

症状出现为止的这段时间。本试验中，菌悬液注入

小鼠体内后，第 1~8天枝孢样枝孢霉逐渐被机体的

免疫细胞识别并吞噬，同时枝孢样枝孢霉也启动自

身的防卫机制，以逃避被机体的免疫系统吞噬或清

除，前 8天小鼠体况正常，接种部位无异常表现，

可视为潜伏期。传染病的潜伏期时间长短差异由具

体微生物的种类和数量决定，同时还与动物的种类

和免疫状态有关。在预试验中，小鼠两侧注射液体

积为 0.1 mL，在预定试验时间中大部分小鼠未发病

或发病体征不明显，解剖后也未见明显病理变化；

因此，在正式试验中增加了注射量。通常情况下，

慢性及症状不明显的传染病潜伏期时间长短差异

较大且无规律，急性传染病则恰恰相反。同种传染

病，如果潜伏期比较短，一般来说疾病症状会比较

严重；若潜伏期较长时，疾病症状则会比较轻缓。

处于潜伏期中的动物是最危险的传染来源，必须对

其密切关注。 
前驱期是疾病的征兆阶段。一般来说当疾病处

于前驱期时患病动物的临床症状初显，主要包括体

温升高、食欲不振、精神异常等常规症状，特征性

症状不明显，这些症状不能确诊动物所患疾病[14]。

本试验第 9～10天接种部位出现小面积红斑，皮肤
出现结节状损伤，但并未影响到主要器官，未使各

器官之间粘连，小鼠也并未有明显瘙痒等症状，可

视为前驱期。第 9~13 天免疫细胞明显增多，并在
第 13 天达到顶峰，而菌丝和孢子数逐渐减少。具
体病例不同，前驱期的长短也会不同，一般病症的

前驱期只有几小时。 
疾病度过前驱期后，特征性症状会慢慢的明显

起来，这个阶段是疾病愈演愈烈的重要时期，称为

发病期[14]。因发病期很多有代表性的特征性症状相

继出现，很容易诊断出具体病症[15]。本试验第 11～
25天接种部位红斑面积增大，并且结节状皮肤损伤
深，接种处颜色变深，疑似溃疡性皮损伤，触感有

增生物，小鼠开始有搔痒动作，饮食明显减少等症

状明显，可视为明显发病期。第 14～15 天免疫细
胞数下降，但仍处于高水平，此时孢子和菌丝数下

降到最少；第 16～17天免疫细胞数出现轻微波动，
孢子和菌丝数急剧增多，同时免疫细胞转化为脓肿

更为明显。这可能是小鼠体内免疫细胞与真菌发生

剧烈反应的过程，小鼠机体被消耗，免疫系统被攻

击，之后免疫细胞数趋向平缓，孢子数与菌丝数逐

渐下降，孢子数在第 21～24 天趋于稳定，这期间
也未观察到菌丝。 

脓肿往往是由于微生物感染机体以后，炎症组
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织在微生物产生的毒素或酶的作用下发生坏死、溶

解，形成脓腔，腔内的渗出物、坏死组织、脓细胞

和细菌或真菌等共同组成脓液[16]，由此脓肿逐渐产

生。推测小鼠的脓肿可能为坏死溶解的肌肉组织和

免疫细胞。目前，真菌引起脓肿的病例越来越多[17]。

本试验中产生的脓肿与郑文爱等[18]报道的极细枝

孢霉引起的罕见足踝部脓肿样感染相似。肉芽肿是

由巨噬细胞及其演化的细胞局限性浸润和增生所

形成的界限清晰的结节状病灶。在此期间逐渐出现

肉芽肿，由于免疫细胞的减少，推测可能是巨噬细胞

转化为肉芽肿。本病例所产生的肉芽肿与桑红等[19]

报道的一致。 

疾病度过发病期后会逐渐发展进入转归期，在

这个阶段如果病原体的致病能力増强或动物体的

抵抗力降低，那么整个传染过程以动物死亡为转

归；相反，如果病原体的致病能力减弱或者动物体

的抵抗力增强，则动物可逐渐恢复健康，临床表现

为特殊性症状逐步消失，临床症状慢慢减缓，体内

的病理变化逐渐减弱，正常的生理机能逐步恢复。

动物体会在一段时间里保留其免疫学特性，病后一

定时间内还会有带菌(毒)、排菌(毒)现象，但最后病

原体会被逐渐消灭[14]。第 26～30 天接种部位皮肤

损伤更深入，有窦道形成，甚至出现局部坏死，增

生物触感更加明显，出现黏膜粘连，可视为转归期。

第 25 天，孢子菌丝数突然急剧升高，一直到第 27

天又快速下降，之后孢子菌丝没再出现，很可能是

到达了转归期。 

李静[20]的研究中，红色毛癣菌在小鼠足部组织

进行长达 21 d的感染，小鼠足部组织可见表皮过度

角化，真皮内形成肉芽肿，内有中性粒细胞、淋巴

细胞等大量炎细胞浸润，同时还可见大片区域坏

死，本试验中枝孢样枝孢霉侵染小鼠腹部表皮明显

发病期与其类似。本试验还发现公鼠普遍发病情况

较母鼠严重，肉芽肿范围更大，浸润更深，黏膜粘

连更严重，可能与性激素调控有关，但还需进一步

试验验证。李静[20]还发现红色毛癣菌感染小鼠后，

经 PAS染色后发现大量分隔菌丝，本次试验也与其

类似，但时间上红色毛癣菌接种 21 d后才观察到明

显发病期的病理结果，表明枝孢样枝孢霉的致病力

可能强于红色毛癣菌。 

4 结论 

枝孢样枝孢霉对小鼠有明显的侵染过程，潜伏

期为第 1~8天，该时期体表特征变化不明显；前驱
期为第 9~10天，该时期接种部位出现小面积红斑，
皮肤出现结节状损伤；发病期为第 11~25天，该时
期接种部位红斑面积增大，损害加大，颜色变深，

触感有增生物，小鼠搔痒，饮食减少；之后属于转

归期，小鼠饮食持续减少，接种部位出现局部坏死、

粘连等症状，并随时间推移症状加重。 
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