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摘  要 

目的：探讨白色念珠菌外泌体在细菌–真菌混合感染脓毒症患者中对细菌耐药性的影响及其机制。方法：

收集6例脓毒症患者肺泡灌洗液(3例单纯细菌感染，3例混合感染)，通过宏基因组测序(mNGS)筛选样本；

采用超速离心法提取外泌体，透射电镜和纳米流式鉴定其特性；通过蛋白质组学分析差异蛋白表达。结

果：混合感染组中，白色念珠菌外泌体蛋白TSA1_CANAL (过氧化物还原酶)和ADH1_CANAX (醇脱氢酶)
表达显著升高。结论：白色念珠菌外泌体通过上调氧化应激相关蛋白表达，特异性增强大肠杆菌对β-内
酰胺类抗生素的耐药性，提示真菌–细菌互作在脓毒症治疗中具有重要临床意义，为优化抗感染策略提

供了新靶点。 
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Abstract 
Objective: To explore the effects of Candida albicans exosomes on bacterial drug resistance and 
its mechanism in patients with bacterial-fungal mixed infection sepsis. Methods: Alveolar lavage 
fluid (3 simple bacterial infections and 3 mixed infections) in sepsis patients were collected, and 
samples were screened by metagenomic sequencing (mNGS). Exosomes were extracted by ultra-
centrifugation, and their characteristics were identified by transmission electron microscopy and 
nanoflow. Differential protein expression was analyzed by proteomics. Results: In the mixed in-
fection group, the expression of Candida albicans exosome proteins TSA1_CANAL (peroxide reduc-
tase) and ADH1_CANAX (alcohol dehydrogenase) was significantly increased. Conclusion: The Can-
dida albicans exosomes specifically enhance the resistance of E. coli to β-lactam antibiotics by up-
regulating the expression of oxidative stress-related proteins, suggesting that fungal-bacterial in-
teractions are of great clinical significance in the treatment of sepsis and provide a new target for 
optimizing anti-infection strategies. 
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1. 引言 

脓毒症(sepsis)是由感染引起的全身性炎症反应综合征，通常伴随有多脏器功能障碍，其临床表现为

高热、低血压、器官功能衰竭等，且病程急剧，死亡率高。根据世界卫生组织的数据，脓毒症每年影响全

球数百万人，并且是导致死亡的主要原因之一。特别是在 ICU (重症加强护理病房)中的脓毒症患者，死

亡率较高，且随着病情进展，治疗难度增大。研究表明，脓毒症的高死亡率与早期诊断和治疗的延误密

切相关。因此，脓毒症早期识别和及时干预是降低死亡率的关键[1]。 
真菌感染作为一种常见的院内感染类型，尤其在免疫功能低下的患者中表现得尤为突出。念珠菌属

是其中最为常见的致病菌之一，且其在危重症患者中的感染率逐年上升，尤其在长时间住院、使用抗生

素、接受化疗或器官移植等高风险人群中，念珠菌感染的发生率明显增高。更为严重的是，侵袭性念珠

菌感染常常与死亡率的增加密切相关[2]。在脓毒症的临床治疗中，细菌感染与真菌感染的混合存在并不

少见。当机体免疫功能受损或存在病理因素时，定植的微生物可能引发感染，特别是在脓毒症患者中，

细菌与真菌的混合感染变得尤为常见。临床观察发现，细菌和真菌在脓毒症中可能相互作用，形成共生

关系或相互促进，使得病情进一步复杂化。 
微生物混合感染对微生物耐药性的影响机制复杂，涉及多个层面的相互作用。混合感染环境中，微

生物通过信号分子相互传递信息，并协调基因表达，增强微生物群体适应性[3]。混合感染更易于形成生

物膜，生物膜中的微生物之间形成复杂的群落结构，产生屏障效应，使抗生素扩散受限，局部药物浓度

降低；菌群生长减缓，细胞代谢状态改变，微生物进入休眠状态，抗菌药物作用位点降低或消失；微生

物共生结构易于通过质粒、转座子或整合子等基因元件传播耐药基因，进一步扩大耐药菌株比例；信号

Open Access

https://doi.org/10.12677/acm.2025.1572021
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


孟繁晓 等 
 

 

DOI: 10.12677/acm.2025.1572021 539 临床医学进展 
 

分子不仅调控毒力因子表达，也能诱导耐药机制的启动，如外排泵的激活、耐药基因的表达增加等，进

一步导致抗菌药物的疗效降低[4]。 
近年来，微生物外泌体(Extracellular Vesicles, EVs)在细菌耐药性研究领域取得了一系列重要进展，尤

其在抗生素耐药机制方面，EVs 发挥了多种潜在作用。首先，EVs 可作为诱饵或膜靶与抗生素发生直接

结合。当某些抗生素，如作用于细菌细胞膜磷脂的药物进入环境后，可被来源于细菌膜结构的 EVs 所结

合，从而降低抗生素对细菌本身的杀伤效应。此外，EVs 还可能在形成过程中主动封装抗生素。另一方

面，EVs 可以通过将抗生素降解酶运输至细胞外环境，并利用膜上的孔蛋白吸收抗生素并对其进行降解，

显著降低了细胞周围抗生素的有效浓度。EVs 还可携带耐药基因，并在不同菌株之间转移这些基因，进

一步推动细菌耐药性的传播[5]。此外，近年来的研究还揭示了细菌与细菌之间，以及细菌与真菌之间广

泛存在的共养关系和协同作用。这种跨物种的相互作用可能导致细菌和真菌同时获益，或增强其中一方

的竞争力，影响微生物群落结构与功能，进而显著改变微生物对抗生素的敏感性和耐药性[6] [7]。 
进一步来说，细菌和真菌之间的相互作用可以通过多种机制来影响病原的毒力、致病性及耐药性[8]。

在既往的体外研究中，已经初步揭示了念珠菌–细菌的共生，通过形成生物膜或外排某些物质，使得细

菌的生存竞争力增强[9]。事实上，各种研究已经使用“组学”技术在亚细胞水平上探测细菌-真菌相互作

用期间发生的变化[10]，并取得了丰硕的研究成果。 
本研究通过探究白色念珠菌外泌体对细菌耐药性的影响并收集诊断为单细菌感染和细菌–真菌混合

感染的脓毒症患者的临床样本以及深入分析白色念珠菌外泌体对细菌耐药性的影响为真菌与细菌共感染

时优化抗生素的使用提供理论基础，揭示白色念珠菌外泌体在细菌耐药性中的作用机制，为开发新型抗

生素提供新的靶点和思路。 

2. 研究材料与方法 

2.1. 临床实验 

2.1.1. 研究对象 
筛选来源于内蒙古包钢医院 2023 年至 2025 年在 MICU 接受治疗的重症肺炎患者共计 6 例，实验组

对照组各 3 例： 
纳入标准：根据重症监护医学会(SCCM)/欧洲重症监护医学会(ESICM)发布的脓毒症 Sepsis3.0 最新

指南[11]，诊断标准为：肯定感染，并存在感染导致的序贯性器官衰竭评分(SOFA)较基线升高≥2 患者，

患者的肺泡灌洗液标本均通过支气管镜检查获取，操作及收集到的样本符合《支气管肺泡灌洗液细胞形

态学检验中国专家共识(2023)》[12]。经宏基因组高通量测序(mNGS)诊断，其中单纯细菌感染列为对照

组，细菌混合有白色念珠菌感染的列为实验组。 
排除标准：1) 年龄 < 18 岁或>90 岁；2) 怀孕或者哺乳期妇女；3) 恶性肿瘤、器官移植后、血液系

统疾病及其他免疫抑制状态患者(如长期使用免疫抑制剂、HIV 感染艾滋病期等)；4) 入院时预期生存期

有限(<48 小时)及终末期器官衰竭的极危重患者。 
本实验研究通过了内蒙古包钢医院医学伦理委员会审查(2022-MER-009)。 

2.1.2. 实验方法 
获取白色念珠菌上清液的过程遵循严格的操作步骤。首先，将活化后的白色念珠菌菌液按照 1:100 的

比例接种于 LB 培养基中，并在 37℃、220 rpm 的摇床上培养过夜。次日培养液经过多次低速离心(12,000 
rpm，5 min，4 次，10 min 1 次)去除细胞悬浮物，获取上清液。该上清液进一步经过 0.22 μm 滤膜过滤，

确保无菌性。过滤后的上清液分装存储在−80℃冰箱中，以备后续冻干使用。 
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超速离心法提取外泌体：在 37℃中速融样本，将样本移动至一个新的离心管内，2000 g，4℃，30 min
离心(Beckman, Microfuge 20 R)；小心地将上清液移至新的离心管中，10,000 × g，4℃，45 min 再次离心，

以去除较大的囊泡；取上清，经 0.45 μm 滤膜过滤，收集过滤液；将过滤液移至新的离心管中，选择超速

转子(Hitachi, CP100MX)，4℃，100,000 × g 离心 70 min。去除上清，用 10 ml 预冷的 1 × PBS (Beyotime, 
C0221A)重悬后，选择超速转子，再次 4℃，100,000 × g，超速离心 70 min。去除上清，用 200 μL 预冷的

1 × PBS 重悬，取 20 μL 透射电镜观察，10 μL 粒径分析，剩余外泌体于−80℃保存以备后续蛋白组学分析

使用。 
外泌体样品透射电镜观察：吸取样品 10 μL 滴加于铜网上沉淀 1 min，滤纸吸去浮液醋酸双氧铀(中

镜科仪，1722586) 10 μL 滴加于铜网上沉淀 1 min，滤纸吸去浮液，常温干燥数分钟。80 kv 进行电镜检测

成像(Hitachi, HT-7700)并获得透射电镜成像结果。 
外泌体样品粒径分析(纳米流式)：将外泌体取出 10 μL 稀释到合适倍数。先用标准品进行仪器性能测

试合格后方可进行外泌体样品上样，注意需进行梯度稀释避免样本堵塞进样针。(粒径分析仪 NanoFCM, 
N30E)待样本完成检测即可获得仪器检测外泌体的粒径和浓度信息。 

前处理方法： 
冻干复溶：取 2 ml 样品冻干后，加入 100 μL 8 M Urea 涡旋溶解。 
还原烷基化：取 50 μg 蛋白溶液，用 50 mM NH4HCO3 补至 100 μL。加入 1 μL 1 M DTT (终浓度 10 

mmol/L)，56℃水浴还原 1 h。加入 2 μL 1 M IAM (终浓度 20 mmol/L)，暗处室温反应 40 min。加入 1 μL 
1 M DTT (终浓度 10 mmol/L)中和残留 IAM。 

SP3 富集：Beads 制备：将两种磁珠按 1:1 混合，磁分离弃上清；清洗：用 1 ml 超纯水洗 3 次，配成

100 μg/μL 储液(4℃保存)。结合：取 100 μg 样本 + 10 μL beads + 110 μL 无水乙醇，室温混悬 15 min。磁

分离，转移上清(标注 binding SQ，−80℃保存)。清洗：用 500 μL 80%乙醇洗 3 次，干燥至磁珠无液体反

光。加入 300 μL 50 mM NH4HCO3，1000 rpm 震荡至磁珠分散；加 8 μL trypsin (0.25 μg/μL)，37℃、1000 
rpm 酶切过夜(14 h~18 h)。磁分离，转移上清，记录体积。冻干：管口扎 6~8 孔，冻干机抽干。 

C18 脱盐：用 C18 Stage-Tip 脱盐，45℃真空干燥。 
上机条件： 
① 液相色谱条件 
预柱：PEPMAP NEO C18 300 μm × 5 mm；分析柱：150 μm i.d. × 170 mm, packing: Reprosil-Pur 120 

C18-AQ 1.9 μm；流动相 A：0.1% FA；流动相 B：0.1% FA，80% ACN；流速：600 nL/min；每个组分分

析时间：66 min。 
具体色谱条件见表 1： 
 

Table 1. Chromatographic conditions of proteomics 
表 1. 蛋白组学液相色谱条件 

时间(min) B 相 

0 4% 

2 8% 

35 28% 

55 40% 

56 95% 

66 95% 

https://doi.org/10.12677/acm.2025.1572021


孟繁晓 等 
 

 

DOI: 10.12677/acm.2025.1572021 541 临床医学进展 
 

② 质谱条件 
一级质谱参数：1) Resolution：120,000；2) AGCtarget：100%；3) MaximumIT：50 ms；4) Scanrange：

380 to 1000 m/z； 
二级质谱参数：1) Activation Type：HCD；2) Collision Energy：30；3) Resolution：30,000；4) MaximumIT：

54 ms； 
经过质谱采集获得原始下机数据。 
搜库条件： 
质谱原始文件使用 DIA-NN 分别检索目标蛋白数据库，检索参数如下： 
1) 固定修饰(Fixed modifications): Carbamidomethyl (C)。2) 可变修饰(Variable modifications)：Oxida-

tion (M)；Acetyl (Protein N-term)。3) 酶(Enzyme)：Trypsin。4) 数据库(Database): uniprotkb_Candida_albi-
cans_id_5476_2025_03_03；uniprotkb_proteome_Homo_sapiens (9606)_revi_2024_05_20。5) 遗漏酶切位点

(Maximum Missed Cleavages): 2。6) 一级质谱偏差(Peptide Mass Tolerance)：20 ppm。7) 二级质谱偏差

(Fragment Mass Tolerance): 0.02 Da。 

2.1.3. 数据处理 
首先筛选出在混合感染条件下表达且在单纯细菌感染条件下不表达的特异性白色念珠菌蛋白。随后，

通过白色念珠菌外泌体的蛋白与其和细菌共培养的蛋白质组学分析，进一步验证这些候选蛋白在不同培

养条件下的表达水平差异，以确认其在混合感染环境中的特异性分泌特征，即这些蛋白在白色念珠菌单

独培养时即可检测到，但其表达水平在与细菌共培养时升高，提示这些蛋白可能在混合感染条件下发挥

特异的生物学功能。热图的制作使用 R software (version 4.4.1., R Core Team)。 

2.2. 白色念珠菌培养上清液中外泌体的提取及鉴定 

超速离心法提取外泌体：在 37℃中速融样本，将样本移动至一个新的离心管内，2000 g，4℃，30 min
离心(Beckman, Microfuge 20 R)；小心的将上清液移至新的离心管中，10,000 × g，4℃，45 min 再次离心，

以去除较大的囊泡；取上清，经 0.45 μm 滤膜过滤，收集过滤液；将过滤液移至新的离心管中，选择超速

转子(Hitachi, CP100MX)，4℃，100,000 × g 离心 70 min。 
去除上清，用 10 ml 预冷的 1 × PBS (Beyotime, C0221A)重悬后，选择超速转子，再次 4℃，100,000 

× g，超速离心 70 min。去除上清，用 200 μL 预冷的 1 × PBS 重悬，取 20 μL 透射电镜观察，10 μL 粒径

分析，剩余外泌体于−80℃保存以备后续蛋白组学分析使用。 
外泌体样品透射电镜观察：吸取样品 10 μL 滴加于铜网上沉淀 1 min，滤纸吸去浮液 醋酸双氧铀(中

镜科仪，1722586) 10 μL 滴加于铜网上沉淀 1 min，滤纸吸去浮液，常温干燥数分钟。80 kv 进行电镜检测

成像(Hitachi, HT-7700)并获得透射电镜成像结果。 
外泌体样品粒径分析(纳米流式)：将外泌体取出 10 μL 稀释到合适倍数。先用标准品进行仪器性能测

试合格后方可进行外泌体样品上样，注意需进行梯度稀释避免样本堵塞进样针。(粒径分析仪 NanoFCM, 
N30E)待样本完成检测即可获得仪器检测外泌体的粒径和浓度信息。 

2.3. 外泌体蛋白提取质检 

蛋白提取：加 100 μL 8 M 尿素至沉淀，冰上超声(3 s 开/3 s 停，共 10 min)。于 4℃、12,000 × g 离心

10 min，取上清至预冷 EP 管。 
BCA 测浓度：取 6 μL 样品，5 倍体积稀释后待测。分别取 25 μL 标准品/样品 + 200 μL BCA 工作液

(A:B = 50:1)，37℃孵育 30 min。冷却至室温后测 562 nm 吸光度，制标准曲线计算浓度。 
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SDS-PAGE：取 5 μL 样品 + 4:1 体积 5 × 上样缓冲液，沸水煮 5 min。上样：5 μL Marker/样品至 12% 
SDS-PAGE 凝胶。电泳：80 V 15 min→120 V 60 min。考染：胶浸考马斯亮蓝染液，室温染色 30 min。蒸

馏水洗涤，60 rpm 摇床脱色(每 20 min 换水至背景洁净)。 
银染所有步骤在 60 rpm~70 rpm 摇床进行，试剂体积 30 mL (显色终止后水洗除外)。 
固定：凝胶放入 30 ml 固定液中，室温 20 min (或过夜进一步降背景)。洗涤：30%乙醇 30 ml 10 min 

→弃乙醇加水 30 ml 10 min。增敏：弃水银染增敏液(1×)，2 min。水洗：2 次(每次 1 min；第二次可用 200 
mL 水)。银染：银溶液(1×)，10 min。水洗：≤1.5 min (严格计时)。显色：显色液，室温 3 min~10 min (至
条带清晰)。终止：银染终止液(1×)，10 min。水洗：纯净水 30 ml，2 min~5 min。 

所用关键试剂、设备、耗材见表 2： 
 

Table 2. Equipment and consumables for quality detection of Candida albicans exosome protein 
表 2. 白色念珠菌外泌体蛋白质量检测所用设备及耗材 

名称 品牌 

SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液(5×) Servicebio 

Prestained Protein Marker Ⅱ (10~200 kD) Servicebio 

BeyoBlueTM 考马斯亮蓝超快染色液 Servicebio 

Tris Solarbio 

过硫酸铵(APS) 百灵威 

十二烷基硫酸钠(SDS) Aladdin 

超纯水 屈臣氏 

30% Acrylamide Servicebio 

N,N,N,N-四甲基乙二胺(TEMED) Macklin 

PierceTM BCA Protein Assay Kit Beyotime 

分析天平 梅特勒–托利多仪器(上海)有限公司 

高速冷冻离心机 BECKMAN COULTER 

漩涡混合器 SCILOGEX 

电热恒温培养箱 天津市泰斯特仪器有限公司 

平板电泳仪 Bio-Rad 

凝胶成像系统 ALPHA Innotech 

3. 结果 

3.1. 蛋白组学 

我们通过液相色谱对混合感染组与单一细菌感染组的肺泡灌洗液样本以及实验室中培养的白色念珠

菌上清液提取的外泌体进行了蛋白质组学分析。 
结果显示，共计鉴定到 2 个蛋白在混合感染组中的表达量较白色念珠菌外泌体中的表达量显著升高，

见图 1。 
借助 UniProt (https://www.uniprot.org/)数据库[13]进一步分析表明，TSA1_CANAL 为巯基特异性过氧

化物酶，可催化过氧化氢和有机氢过氧化物分别还原为水和醇。通过解毒过氧化物在细胞抵御氧化应激

https://doi.org/10.12677/acm.2025.1572021
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中发挥作用，并作为过氧化氢介导的信号事件的传感器。还参与菌丝细胞壁的正确组成 [14]。
ADH1_CANAX 是一种醇脱氢酶，以醇为底物催化生成了还原型辅酶(NADH)、醛和氢离子。 

 

 
Figure 1. Hotspot map of protein spectrum 
图 1. 蛋白质谱热点图 

 
本热图展示了白色念珠菌特定蛋白的表达水平变化。颜色梯度从蓝色(低表达)到红色(高表达)，表示

不同实验条件下的蛋白丰度。 
TSA1_CANAL 和 ADH1_CANAX 在实验组表达水平显著升高，提示混合感染可能增强了白色念珠

菌生存环境中微生物的氧化应激防御能力。G3P_CANAW 实验组中表达下降，而在对照组中显著上调。

这可能表明混合感染导致白色念珠菌的糖酵解代谢受到抑制。EF1A1_CANAL 在实验组表达下降，表明

混合感染可能抑制白色念珠菌的蛋白合成及代谢适应性。其他蛋白如 RL20B_CANAL 和 CWC26_CANAL
也在 B 组中表现出一定程度的表达变化，可能涉及基因表达调控及核糖体功能调整。 

3.2. 微生物实验 

3.2.1. 通过差异超速离心法成功分离白色念珠菌上清液中的外泌体 
纳米流式分析显示，囊泡群体的主峰直径分布在 60 nm~10 nm 范围内，平均粒径 79.4 nm，浓度 3.02 

E+9 Particles/ml，符合典型外泌体尺寸特征。透射电镜观察到清晰的囊泡双层膜结构，见图 2。 

3.2.2. 白色念珠菌外泌体蛋白质检结果 
1) BCA 蛋白定量检测绘制标准曲线，该曲线拟合度较高，具有良好的线性关系：蛋白浓度(μg/mL)：

y = 1502.1；x = 12.289；R2 = 0.9956。 
2) 蛋白定量结果：样本体积 90 μL，样本浓度 0.41 mg/ml，蛋白总量 36.50 μg。 
3) SDS-PAGE 胶图分子量 23 kDa 处可见高峰度蛋白，见图 3。 
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Figure 2. Electron micrograph of exosomes 
图 2. 外泌体电镜照片 

 

 
Figure 3. SDS-PAGE gel diagram 
图 3. SDS-PAGE 胶图 
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4. 讨论 

本研究主要探讨了白色念珠菌外泌体对大肠杆菌耐药性的影响，并通过临床数据分析了细菌-真菌共

感染中，细菌对抗生素耐药性变化的潜在影响。 
针对入住监护室超过 24 小时的患者为研究对象，取得肺泡灌洗液后提取[9]；且肠杆菌科在 ARDS 

(急性呼吸窘迫综合征)标本中的相对丰度远高于非 ARDS 标本。严重的侵袭性真菌感染(IFI)在危重症患

者中变得越来越频繁。其中感染率最高的即为念珠菌属，大约占比 80% [15] [16]。基于上述临床证据，

本研究选择念珠菌属中最具有代表性的白色念珠菌标准菌株作为模式微生物进行后续实验。 
宏基因组下一代测序(mNGS)是一种将高通量测序与生物信息学分析相结合的新方法；其优点包括微

生物检测时间短，通过临床样本的 DNA 或 RNA 基因测序一次准确检测细菌、真菌、病毒和寄生虫等多

种病原体[17]。相比传统检测手段如血培养等可以获得更高的阳性率[18]。而 BALF 作为下呼吸道感染的

“金标准”样本，其通过支气管镜直接获取病灶区域分泌物，在相同的检测手段下，痰液或气道内抽吸

物获得的标本始终会检出更多的可疑病原体[19]并造成干扰。综合以上，以 BALF 为标本进行 mNGS 检

测是目前临床应用中敏感性/特异性均表现优异的病原学检测方法。 
外泌体作为细胞间通讯的载体，近年来被认为在微生物之间的信息传递、耐药性形成及毒力调控中

扮演了重要角色[20]。 
在本研究中，我们发现白色念珠菌的外泌体可能通过额外表达某些特定的蛋白质影响大肠杆菌的抗

生素耐受性，尤其是在 β-内酰胺类抗生素的作用下。 
TSA1_CANAL 属于白色念珠菌中的过氧化物还原酶，保护细胞免受氧化应激的损伤。通过清除过氧

化物，维持细胞内的氧化还原平衡，确保细胞的正常生长和生存。研究表明，还原蛋白缺失白色念珠菌

表现出了显著减弱的毒力和发育能力[21]。ADH1_CANAX 参与醇类物质的代谢，虽然 ADH1 的主要功

能与代谢有关，但其在氧化应激响应中的作用也不容忽视[22] [23]。在共培养条件下，白色念珠菌中 ADH1
表达的上调可能增强了其代谢活性，促进了对环境中醇类或其他代谢产物的处理。这种代谢调节可能间

接影响培养环境的氧化还原状态，进一步有利于大肠杆菌的生存和适应。 
已有研究发现，β-内酰胺类抗生素不仅能够通过抑制细菌细胞壁的合成，干扰细菌细胞的完整性从

而发挥抗菌作用，同时还能够显著干扰细菌正常的代谢活动，使细菌细胞内活性氧(ROS)水平明显增加，

从而诱导显著的氧化应激反应。进一步的研究表明，这种增强的氧化应激状态会导致细菌 DNA 和 RNA
发生明显的氧化损伤，从而加剧了细菌细胞的损伤程度，最终导致细菌死亡或生长受到抑制[24] [25]。 

细菌–真菌共感染会加剧脓毒症临床表现，显著降低传统抗生素疗效。本研究证实混合感染影响脓

毒症的临床治疗反应，并为治疗策略提供新依据。混合感染组中两种蛋白的显著上调，提示其可能参与

病原体互作及耐药性诱导，是后续机制研究的候选靶标。差异蛋白的鉴定结果支持了“白色念珠菌外泌

体可增强混合感染中大肠杆菌耐药性”的假设，为细菌耐药性机制研究奠定基础。 
本研究的局限性：纳入单纯白色念珠菌感染脓毒症患者的样本作为额外对照组，将更有利于精确界

定白色念珠菌外泌体在特定感染背景下的独立作用及其对宿主基线状态的影响，但单纯白色念珠菌感染

的标本收集难度更大本研究主要基于体内模型和患者样本分析得出关联性结论。为了更直接地证实白色

念珠菌外泌体对大肠杆菌耐药性的因果性影响，理想的方案应包括体外实验，例如将分离纯化的白色念

珠菌外泌体与大肠杆菌进行共培养，并系统评估共培养前后细菌对抗生素敏感性(如 MIC 值变化)及相关

耐药表型的改变。本研究基于前期线索和模型特点，重点探讨了氧化应激这一潜在通路，并观察到相关

指标的变化。然而，这并不意味着排除了外排泵基因表达、β-内酰胺酶等关键酶活性、或靶基因突变等其

他重要耐药机制是否在白色念珠菌外泌体影响下发生协同变化等其他机制参与的可能性。虽然本研究通
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过采用肺泡灌洗液(BALF)作为标本并结合 mNGS 技术提高了病原体检测的敏感性和特异性，但仍可能存

在因样本类型单一性、患者个体差异或取材方式差异带来的偏倚。未来的研究应纳入更全面的对照组体

系，辅助体外共培养实验提供进一步数据支撑，进一步探讨其他常见耐药性变化机制是否参与到了真菌

细菌混合感染中，进一步增加临床样本量，并结合其他多种标本类型和检测技术，以获得更加全面和准

确的病原体检测数据，以深入解析上述问题。 
本研究揭示了白色念珠菌外泌体在真菌–细菌共感染中增强大肠杆菌耐药性的机制。基于临床肺泡

灌洗液的 mNGS 与蛋白组学分析，发现外泌体通过差异表达蛋白(如 TSA1、ADH1)调控细菌氧化应激状

态，逆转 β-内酰胺类抗生素诱导的 ROS 积累及核酸氧化损伤，从而提升细菌耐药性。该发现为真菌–细

菌互作机制提供新证据，并为脓毒症混合感染的精准治疗提供潜在生物标志物与药物靶点。 
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