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白色念珠菌氟康唑耐药相关基因的差异显示研究

朱宇宁 吕时铭"

（浙江大学医学院附属妇产科医院 杭州 /0###2）

摘 要：采用差异显示 FGH技术（I=JJ4K4@-=9’ I=,L’9C5FGH，II5FGH）寻找白色念珠菌的氟康唑耐药相关基因。体外用
含氟康唑的酵母培养基（M;FI）诱导培养临床白色念珠菌氟康唑敏感株 !/1（对咪康唑耐药），诱导 $#E后得到氟康
唑耐药子代 !/15"（NOG P 0"$!+Q<R）。II5FGH比较 !/15"、!/1分别在含氟康唑、不含药的 M;FI液基中的基因表达，
找到 /个明显差异片段，分别与数据库中白色念珠菌的醇脱氢酶基因 )IS0、多药耐药基因 GIH0及拓扑异构酶基
因 3TF"有高度同源性。半定量 H35FGH中证实了 )IS0、GIH0在氟康唑耐药株中的差异表达；对已知氟康唑耐药
基因 NIH0作半定量 H35FGH时发现 NIH0在氟康唑耐药株 !/15"中无表达，而在氟康唑敏感株 !/1中有表达。结
果表明，)IS0、GIH0基因的高表达与白色念珠菌氟康唑耐药性形成相关，)IS0可能是新的耐药基因；NIH0的表
达可能在氟康唑敏感株或其它唑类耐药株中也存在。
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广谱抗生素的普遍应用以及免疫缺陷人群的增

加，使得机会性致病菌念珠菌的感染日益增多。三

唑类代表药物氟康唑干扰念珠菌细胞膜的重要成分

5麦角固醇的合成而发挥抗真菌作用，是既能治疗严
重真菌感染又不会产生明显副作用的少数抗真菌药

之一。氟康唑的广泛使用取得良好治疗效果，但也

导致耐药菌株的发生率增加而使临床治疗失败，这

在 )OIV病人慢性反复发作的粘膜白色念珠菌感染
治疗中尤为突出［0］。

从基因组整体水平来看，白色念珠菌（!"#$%$"
"&’%("#)）氟康唑敏感株与耐药株的基因型无明显差
异，耐药发生主要是由于基因的表达差异，其中多药

耐药基因 GIH0、GIH"、NIH0的表达增加是唑类耐
药的主要机制［"］。有研究发现 GIH0、GIH"、NIH0
的过度表达与转录调控因子有关［/，!］，这提示有可能

是因为同时激活了其它基因（包括编码未知排出泵

的基因）而导致的耐药发生［!］。随着美国斯坦福大

学白色念珠菌测序工作的深入及白色念珠菌基因数

据库的丰富，使不同临床背景下基于全基因组表达

谱的潜在耐药机制的寻找成为热点［1］。

妇科念珠菌阴道炎治疗中唑类药物应用较多，

且常用药物如达克宁（咪康唑）等均属于非处方药物

（T3G）。随着唑类药物接触率的增加，非免疫缺陷
人群的阴道白色念珠菌对唑类药物的耐药发生已成

为突出现象，对常用唑类药物的耐药率分别达到：咪

康唑 "#W，酮康唑 7X"/W，益康唑 0"X/0W［2］。这不
仅导致阴道炎治疗困难，菌株获得的唑类耐药遗传

学基础有可能使得氟康唑耐药性更易诱导而成为深

部念珠菌感染治疗的潜在隐患［6］。因此，有必要对

具有其他唑类耐药性的氟康唑敏感白色念珠菌研究

其发展氟康唑耐药性的相关机制。本研究选取一再

发性念珠菌阴道炎患者的咪康唑耐药Q氟康唑敏感
的白色念珠菌菌株为研究对象，采用基于全基因组

表达分析的差异显示 FGH技术，以期发现表达差异
与氟康唑耐药表型有关的基因。

! 材料和方法

!"! 实验菌株
菌株 !/1（!/1 为本室保存菌株编号）采自一再

发性念珠菌阴道炎患者的阴道分泌物，镜检及

%=-AY5/"微生物自动生化鉴定系统（法国生物梅里
埃公司）鉴定为白色念珠菌，该菌株在科玛嘉培养基

上形成淡绿色菌落，在 !"Z孵箱内可生长［$］；)3[
8\.]\V药敏测定板（法国生物梅里埃公司）确定该



菌株对咪康唑耐药，用 !""#$推荐的参照 %&’()方
案的微量液基稀释法［*］测定其氟康唑最小抑菌浓度

（%+"）为 ,!-./#（%+" 0 1!-./# 即为氟康唑敏感
株）。白色念珠菌标准菌 )2""*33&1（氟康唑 %+" 4
35&6!-./#）作药敏质控。
!"# 诱导耐药株的获得
氟康唑耐药诱导按文献方法进行［73］，每诱导

’ 8 739用微量稀释法监测菌株对氟康唑最小抑菌浓
度（%+"）一次，并留样于 : ’3;保藏。经 139诱导培
养获得耐药子代 ,<6(&（%+" 4 7&1!-./#，%+"!
=,!-./#为氟康唑耐药株），该耐药株在无药培养基
上传代培养 &,9保持氟康唑耐药性稳定（其间 , 次
测定 %+"变化在一个稀释度内）。
!"$ 实验分组
实验分 < 组，实验组（>?@?ABCD -BEFG）：,<6(& 接

种于含 =,!-./# 氟康唑的 HIJK 液基；对照组 7
（"ELMBEN -BEFG 7）：,<6(& 接种于无药的 HIJK 液基；
对照组 &（"ELMBEN -BEFG &）：,<6 接种于无药的 HIJK
液基。<3;摇床培养至各菌液 !"=33值达 35= 8 351
（对数生长早期），收集菌细胞，液氮速冻后于 : 13;
保存。

!"% 菌株总 &’(提取
热酚法提取各组酵母菌的总 >!)［77］，K!A@?"

（JBE/?-A公司）去除痕量的 K!)。取适量纯化后的
总 >!)样品稀释后，测 #&=3、#&13光密度值；在 75&O
普通琼脂糖凝胶上电泳，检查 >!)的完整性及 K!)
污染情况。

!") 差异显示 *+&
试剂盒采用 "#P!2I"Q公司的 K?NMA2% KRSS?B?L(

MRAN KR@GNAT URM。
!")"! CK!) 第一链合成：< 组菌细胞的总 >!)
（356 8 753!-.!#）各取 &!- 逆转录合成 CK!) 第一
链，将 CK!)用超纯水分别作 73倍、,3倍稀释。
!")"# J">扩增：反应体系：73 V反应缓冲液 &!#，
9!2J（6!/EN.#）35&!#，试剂盒中锚定引物 2及随机
引物 J 各 7!#，99Q&P 7,5,!#，7.73 或 7.,3 浓度的
CK!) 7!#，)9WALMA-? UN?L 2AX JENT/?BA@? %RY（63 V）
35,!#。反应条件：*,; ,/RL；*,; 7/RL，,3; 7/RL，
=1; 7/RL，6个循环；*,; ,3@，=3; 7/RL，=1; &/RL，
&6个循环；=1; ’/RL。每组模板采用 7.73 及 7.,3
两种浓度的 CK!)，水及总 >!)作模板的阴性对照。
!")"$ 非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳（!?FMBAN J)ZI）
显示差异条带：常规配制 =O聚丙烯酰胺凝胶液，取
J">产物 6!#，加等体积电泳上样缓冲液混匀上样，

73[.C/恒压电泳至指示剂二甲苯青达胶底。银染
显示差异条带。

!")"% 差异片段回收及再扩增：从凝胶上切下差异
片段，压碎后加入 ,3!# 99Q&P，沸水浴 76/RL，
7&333B./RL离心 73/RL，取 ’!#上清为模板同前法行
第二次扩增。756O琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物，
J">产物纯化试剂盒（杭州维特洁公司）切胶回收。
!", *+&再扩增产物克隆和鉴定
按试剂盒方法将 J">再扩增产物纯化片段与 2

[?CMEB（2AUA>A 公司）连接，转化大肠杆菌（ $%&
’()*+’(+, ’-.+）\%73*，经蓝白斑筛选得到阳性克隆子。
阳性克隆子用含氨苄的 #]液体培养基培养过夜，
提取质粒，用 $’->"及 /+09#进行双酶切分析。
!"- 反式点杂交筛选差异 ./’(片段
采用 >ECD? 公司的 K+Z(QR-D GBR/? K!) #A^?NRL-

AL9 K?M?CMREL URM，取重回收的质粒酶切目标产物及
阳性对照$(ACMRL各 73!-，点样于尼龙膜上，13; &D
干烤固定。取各组总 >!) 6!-同前法合成 CK!)，纯
化后溶于 73!# KIJ"水中，按试剂盒方法作探针标
记、杂交及化学发光法检测杂交信号。采用 ]RE(>A9
的 _FALMRMT PL? 软件分析各片段相对于看家基因
)"27的杂交信号强弱。
!"0 差异片段测序及同源性分析
测序在 )]+ JBR@/荧光自动测序仪上进行，由华

大基因上海鼎安生物科技公司完成。在 Z?L]AL‘
（DMMG：..aaab LC^R b LN/b LRD b -EW.^NA@M）及斯坦福大学测
序数据库（DMMG：..aaab (@?XF?LC?b @MALSEB9 b ?9F.-BEFG.
CAL9R9A）中进行序列同源性比对。
!"1 半定量 &23*+&
根据测序及同源性比对结果，得到 <个明显差

异片段，分别与数据库中白色念珠菌的醇脱氢酶基

因 )KQ7、多药耐药基因 "K>7 及拓扑异构酶基因
2PJ& 有高度同源性。设计引物（表 7）作 )KQ7、
"K>7、%K>7（已知氟康唑耐药基因）、)"27（看家基
因）的半定量 >2(J"> 扩增。其中 )KQ7 引物采用
JBR/?B<软件设计，"K>7、%K>7、)"27引物序列引自
参考文献［7&］。

扩增分管进行，各作 &6、&1、<&个循环。反应模
板除同时制备的实验组、对照组 7、对照组 &的CK!)
外，另加同样条件下制备的在无药 HIJK液基中生
长的白色念珠菌 )2""*33&1（简称 *33&1 组，ZBEFG
*33&1）的 CK!)，各组 CK!)合成方法同 75657。63!#
反应体系：73 V ^FSS?B 6!#，6//EN.# 9!2J &!#，
&3!/EN.# GBR/?B各 7!#，6c.!# 1,2 酶 35&6!#，99Q&P
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!"#$%!&，模板 ’!&。反应条件："() (*+,；"()
’*+,，%%) ’*+,，$-) ’*+,，-% . !- 个循环；$-)
’/*+,。琼脂糖电泳检测指数扩增期的扩增产物，
012,3+34 5,6 软件分析相对量。

表 ! 用于 "#$%&"的基因引物序列
72896 ’ :6,6 ;<+*6<= 1=6> +, ?7@AB?

:6,6 A<+*6< =6C16,D6（%E@!E） BFGH A<6>+D36> =+I6J8;

HFK’ 7:7B7::77HBHB7BHB:H7:: %/-

:BH7B:HHHHB7::H:BH:7

BF?’ 77777777777H:77BH7BH7B ((L

::7BH77H777H777B77BH7

MF?’ :H:7B:7H:B7HBH77:BBH77HHBH %N"

::7:H777B7HH7::7B7BBH7HH7:7

HB7’ HBB:HH:B7BBHH7:HH7BBHHHH7BB %’L

:777::7BHH7HBBH:BH:B77BBHHH

’ 结果

’(! 总 ")*的提取
差异显示 AB?技术对总 ?GH质量及完整性要

求较高。经测定，本实验中各组提取的总 ?GH
H-L/ JH-N/!-#/，总 ?GH 质量较好；在琼脂糖凝胶电
泳上显示清晰的 -%O、’NO条带，-%OJ’NO"’，提示提
取的总 ?GH完整性良好（图略）。
’(’ +,)*的差异显示
以 (%对不同的锚定引物和随机引物组合，对

!组DFGH进行差异显示 AB?扩增，共找出 -- 条差
异条带，其中实验组较对照组高表达 ’(条、降表达

图 ! 非变性 %*-.胶电泳显示差异条带
P+QR’ S2,>= >+TT6<6,3+2994 >+=;9246> +, ,613<29 AH:U
MR :6,6?196<7M %/8; FGH &2>>6<；FR F+TT6<6,3+2994 >+=;9246> 82,>；
(!%#BV,3<V9 Q<V1; -；(!%@-# BV,3<V9 Q<V1; ’；(!%@-’R ?6=62<DW Q<V1;R

(条；对照组 ’较对照组 -高表达 !条；对照组 -较
实验组及对照组 ’高表达 ’条。各差示条带在两种
模板浓度下都出现，说明了本实验 FF@AB?系统的
稳定性；阴性对照组未出现扩增条带（引物二聚体除

外）。图 ’显示其中两对引物扩增后的差示结果。
’(/ %&"再扩增产物克隆和鉴定

--条差异条带经再扩增及 7@H 克隆，其中 -/
个得到阳性克隆子。经酶切分析，各克隆子插入片

段与目标长度一致。

’(0 反式点杂交筛选差异片段
通过尼龙膜上各个差异片段相对 HB7 ’的信号

分析，选取相对强度差异两倍以上的片段作下一步

分析。其中有实验组高表达条带 G-、G!、G’-，对照
组 ’相对实验组弱但相对对照组 - 强的条带 G-、
G’-。图 -显示各组 DFGH探针杂交的部分结果。

图 ’ 差异片段的反式点杂交检测
P+QR- ?6X6<=29 >V3 89V3 >636D3+V, VT >+TT6<6,3+29 >+=;9246> 82,>
’ . %R BFGH 82,>= TV< =D<66,+,Q；L# G6Q23+X6 DV,3<V9（K-5）；$#KV1=6@
Y66;+,Q Q6,6 HB7’（Z,36<,29 ;V=+3+X6 DV,3<V9）；(!%#BV,3<V9 Q<V1; -；(!%@
-# BV,3<V9 Q<V1; ’；(!%@-’R ?6=62<DW Q<V1;；# R >+TT6<6,3+29 >+=;9246>
82,>R

’(1 差异片段测序及同源性分析
片段 G-、G! 及 G’- 序列分别长 -/N8;、(-!8; 及

%(-8;，与数据库的白色念珠菌醇脱氢酶基因 HFK’
（BHHFK’）、拓扑异构酶基因 75A -及已知多药耐药基
因 BF?’ 同源配对 "/[以上。图 ! 显示片段 G- 与
BHHFK’（\N’L"(#’）的匹配情况（匹配率 ""[），其中
016<4 为测序结果，O8]D3 为 GBSZ网站上公布的序列。

图 / 片段 )’的序列与 &**,2!基因匹配情况
P+QR! O6C16,D6 29+Q,*6,3 VT T<2Q*6,3 G- 2,> BHHFK’ Q6,6 016<4
7W6 =6C16,D6 VT T<2Q*6,3 G-；O8]D3 R BHHFK’ Q6,6 =6C16,D6R

’(3 差异片段的半定量 "#$%&"验证结果
各目标片段的 ?7@AB? 反应在 -N 个循环时均

处于指数扩增期，取此期的 AB?产物作半定量分析
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显示：!"#$、%"&$在实验组中的表达高于两个对照
组及 ’(()*组；同时 !"#$、%"&$在对照组 $中的表
达介于实验组与对照组 ) 之间，与杂交结果相符；
+,-在无药 ./0"液基中有 1"&$表达，而 +,-2)在
含药及无药培养组均无明显表达，’(()* 在无药培
养基中也未见表达 1"&$。所有半定量 &3均重复
两次以上。结果表明（图 +），其中 !"#$4!%3$扫描
信号相对值为 (5+$（+,-）、(56(（ +,-2)）、(5*-6
（+,-2)’）、(5+)（’(()*）；%"&$4!%3$：(5(6（+,-）、
(5(’（+,-2)）、(5$)（+,-2)’）、(5($7（’(()*）；1"&$4
!%3$：(5$7（+,-）。

图 ! "#$%、&#’%、(#’%半定量 ’)*+&’电泳图
89:;+ <=>92?@ABC9CAC9D= &320%& ABAEFG9G HI !"#$、%"&$、1"&$
+,-5%HBCJHE :JH@K )；+,-2)5%HBCJHE :JH@K $；+,-2)’; &=G=AJLM :JH@K；
’(()*5NJH@K ’(()*5

, 讨论
白色念珠菌是无性繁殖，研究耐药机制及相关

生物学特性的可靠方法是配对比较同一遗传来源的

敏感及耐药菌株。本实验采用差异显示 0%&技术
比较了白色念珠菌氟康唑敏感母本与其诱导产生的

耐药子代在无药、含药培养条件下的基因表达差异，

我们发现，多药耐药基因 %"&$、醇脱氢酶基因
!"#$的表达增加与氟康唑耐药表型有关。

!"#$是本研究首次报道的新的白色念珠菌氟
康唑耐药相关基因，在国外耐药研究中也有短链醇

脱氢酶基因 !"#+ 与氟康唑耐药有相关性的报
道［-］。!"#$编码的蛋白有 ,-(个氨基酸，属于脱氢
酶4氧化还原酶大家族，这类蛋白在氧代谢应激中对
细胞有保护作用。由于唑类药物作用于固醇合成途

径中的靶酶的同时抑制细胞色素 0+-(，使得真菌细
胞对氧代谢敏感，因而 !"#$ 基因的表达增高可能
有利于耐药的发生［$,］。本实验的结果提示该基因

的表达增加可能是一新的耐药机制。另外，本研究

显示 !"#$的表达程度与药物存在有关，由此可以
推测，念珠菌对环境药物信号可能存在一定的反应

机制，可以作进一步研究。

%"&$是一已知的多药耐药基因，其编码的跨

膜蛋白（%OJ$K）参与白色念珠菌细胞内三唑类药物
的主动外排而导致菌株耐药。既往研究发现 %"&$
基因的表达水平与菌株对三唑类的耐药水平密切相

关［$+］。其他研究者在 %"&$的启动子区域发现一特
殊的药物反应元件（"J@: J=GKHBG= =E=>=BC，"&/），认
为耐药株的 %"&$ 的高表达与转录调控因子有
关［,］。本研究证实了 %"&$基因的高表达与氟康唑
耐药的相关性，但也发现药物存在与否与 %"&$ 表
达程度有关，这涉及到耐药表型的稳定性［$-］。另

外，由于 !"#$的表达程度也与药物存在有关，因而
提示 !"#$与 %"&$的表达可能存在某种共同的调
节通路，已引起我们的关注。

1"&$是另一已知的编码外排泵蛋白的多药耐
药基因。既往研究显示 1"&$在氟康唑耐药株中专
一性表达，在氟康唑敏感株中不表达或微量表

达［$6］。本研究特异增加了 1"&$的半定量 &320%&
分析，结果发现氟康唑敏感株 +,- 在无药 ./0"液
基中有 1"&$ 表达，而其耐药子代 +,-2) 在含药及
无药培养组均无明显 1"&$ 表达，提示 1"&$ 的表
达可能在氟康唑敏感株或其它唑类耐药株中也存

在。

""20%&技术属于“开放的”差异基因表达技术
（"N/），在探索性的功能基因组前沿领域应用较多。
本实验采用 ""20%&在白色念珠菌氟康唑耐药基因
的研究不仅有念珠菌研究方法学的意义，新发现的

可能的耐药机制的深入研究还将会对临床治疗、诊

断及新药研制有一定启示。
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