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白念珠菌高铁还原酶 !"#!基因的功能

梁勇，郑雯，魏东盛，邢来君，李明春!

（南开大学微生物学系，分子微生物学与技术教育部重点实验室，天津 #,,,$0）

摘要：白念珠菌（.$-/&/$ $*)&"$-0）获得铁的能力影响细胞的生长和毒力，高铁还原酶是白念珠菌高亲和铁吸
收系统的重要组成部分。【目的】构建高铁还原酶 1230（FB))?* )BK:*6(=B 7)96B?;）基因缺失突变株，对 1230基
因功能进行初步研究。【方法】使用 /9)6+B);杂交的方法分析 1230基因在缺铁和富铁条件下的表达。利用
L2M介导的基因敲除技术构建 4’50缺失突变株，并且对野生型和缺失突变株在细胞高铁还原酶活性以及缺
铁条件下的生长情况进行比较分析。【结果】缺铁条件可以诱导 1230基因的表达。 4’50缺失突变株不能在
铁缺陷的固体培养基上生长。【结论】FML0蛋白可能是白念珠菌在缺铁条件下起主要作用的高铁还原酶。
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白念珠菌是重要的人类条件性致病真菌。当人

体免疫功能低下时，白念珠菌是宿主致病性感染最

常见的病原体之一。铁是一种微生物必须的营养物

质，其浓度与白念珠菌的生长和致病性密切相关［0］。

白念珠菌从宿主中获得铁的能力是其致病性的重要

条件。在人体中，铁常常以载铁蛋白或运铁蛋白形

式存在。因此，人体内是一种相对的缺铁环境。为

了从宿主中竞争获得这种必须的营养物质，白念珠

菌已经形成了多种铁吸收途径［&］，包括高亲合性吸

收系统，铁载体吸收系统和血红素利用系统。其中，

高亲和性吸收系统最为复杂，该系统由高铁还原酶、

铁离子通透酶和多铜氧化酶组成。

基因组序列分析发现，白念珠菌至少编码 01种
高铁还原酶、&种铁离子通透酶和 3种多铜氧化酶。
环境中低浓度的铁离子能够诱导高亲和性吸收系统

蛋白的表达［#］。首先，高铁还原酶能将外界不溶性

的 FB# C还原为可溶性的 FB& C，再通过铁离子通透酶
和多铜氧化酶将铁离子转运至细胞内［!］。在酿酒酵

母中，高亲和性铁吸收系统研究的比较详细［3］。酿

酒酵母编码 $ 种高铁还原酶（1260 O 126$），其中
,"1260 和 ,"126& 高铁还原酶活性占细胞总活性
的 ",P以上，酿酒酵母 4’70 4’7& 缺失突变株不能在
铁缺陷培养基上生长。不同的铁缺陷条件能够诱导

,"126# O ,"1261 不同基因的表达，而且研究发现
铜离子的缺陷能够诱导 ,"1260 和 ,"126$ 的表
达［1］。

对于白念珠菌高铁还原酶的研究还了解的不

多。目前，通过研究仅仅发现白念珠菌 1260 和
1260,能够补救酿酒酵母 4’70 4’7&突变株在铁缺陷
培养基上的生长缺陷［$］，而且 .$1260,是白念珠菌
在酸性 7Q培养条件下起主要作用的高铁还原酶，
但当培养条件的 7Q R 1S#时，.$4’70,!4!突变株与
野生型菌株有相同的高铁还原酶活性。研究表明在

中碱性培养条件下细胞高铁还原酶活性的贡献者并

非 .$1260,，而且也不是 .$1260［D］。最近研究表
明，.$126$可能参与铜离子的吸收过程［"］。



!"#$%&’#等［(］通过 )*+微阵列的方法研究白
念珠菌铁离子调控时发现，铁离子的缺陷可以影响

许多基因的表达，其中白念珠菌高铁还原酶 !"#,
基因比其它几种高铁还原酶在缺铁和富铁条件下的

表达差异更显著。因此，为了进一步研究 !"#, 在
铁吸收过程中的作用，首先利用 *-./"0.$ 杂交的方
法研究 $%!"#,基因在不同条件下的表达变化。同
时通过 1!2介导的基因敲除的方法构建了 $%&’(,
缺失突变株，并分析了缺铁条件对 $%&’(,缺失突变
株生长的影响。对 !"#,基因功能的研究将有助于
对白念珠菌铁吸收机制的深入认识。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 主要试剂和仪器：)%* 酶、同位素标记试剂
盒 23$4-5 1.650. 738096$% :6/购于 ;3<323公司；转化
使用试剂 1=>((?@ 和 76+A 以及铁离子螯合剂 B1C
（83/"-D"0$3$/".-96$0 46E#9D"-$3/0）购于 C6%53 公司；
F,GG培养基购于 H$I6/.-%0$公司。引物由北京三博
公司合成。

!"!"# 菌株和质粒：实验中使用的菌株和质粒参见
表 ,。

表 ! 菌株和质粒
;3890 , ;"0 E/.36$E 3$4 D93E564E #E04 6$ /"6E E/#4J

C/.36$E 3$4 D93E564E )0EA.6D/6-$E 20K0.0$A0 3$4 E-#.A0E
$ L %+,-.%/0 )+’, M694&/DJ0 E/.36$，%’1N!O!，2’%(!O!，3-0,!O!
$ L %+,-.%/0 )+’PQR )+’, E/.36$ S6/" +2>N 3$4 T2+( A-5D9050$/3/6-$ 1.-I6404 8J
$ L %+,-.%/0 )+’R@G &4’,!O! 6$ )+’, E/.36$ ). L )3$3 )3I6E
$ L %+,-.%/0 *<UPG &’(,：：5"6N O!"#, /"6E S-.:
$ L %+,-.%/0 *<U(@ &’(,：：7"5( O!"#, /"6E S-.:
$ L %+,-.%/0 *<U(, &’(,：：5"6N O &’(,：：7"5( /"6E S-.:
D))B?V !-$/36$6$% T2+( 53.:0.，+5DW 1.-I6404 8J
D2C&+.%!CD0H !-$/36$6$% +2>N 53.:0.，+5DW ).L )3$3 )3I6E

!"!"$ 培养基和培养条件：所有使用的培养基（C!&
#.3除外）均添加终浓度 Q@"%O57 尿苷。F,GG 培养
基：F,GG粉末一袋，,?@ 55-9O7 X=1=C，Q@"%O57尿
苷，调溶液的 DX至 N或 Q，使用一次性过滤器过滤
除菌。铁离子螯合剂 B1C 添加到培养基中造成铁

离子缺陷条件。’1)培养基：,Y酵母浸出粉，PY蛋
白胨，PY葡萄糖。’1>培养基：,Y酵母浸出粉，PY
蛋白胨，(Y（ZOZ）甘油。固体培养时均为 (V[。
!"!"% 引物：实验引物参见表 P。

表 # 实验使用的引物
;3890 P ;"0 D.650.E #E04 6$ /"6E E/#4J

1.650.E C0\#0$A0（?]! (]）
K.D, ?)2 !;++++!>+!;!;>;+;++!++;+!+!;;!!>>;>!+!!;;;!+!!!;;!;+>!+!;;;>;>;>>++;;>;>+>!>>+;
K.D, ()2 +;>>!;+;;!!+;;;>+;!++!+>;;;;;;>;>>++++>>+;+>+++;++;+++;+;>+>>;;;;!!!+>;!+!>+!>;;
K.D, ?&40/ ;>>!!>!+;!!!;;>;!;>+;
K.D, (&40/ !>!>>;+!;;;+;!+;;>!;>
K.D,&?D.-80 !>>!;;+;>;>>>;!+;>+;!
K.D,&(D.-80 !>>++!++++!+;!+!!!;!!

!"# 白念珠菌基因敲除
使用 1!2介导的基因敲除的方法［,@］。分别以

质粒 D2C&+.%!CD0#和 D))B?V为模板，K.D, ?)2和
()2为引物，通过 1!2获得含有 +2>N 或 T2+( 选
择性标记的 1!2产物。将 1!2产物直接转化野生
型菌株 )+’,。使用 K.D, ?&40/ 和 (&40/ 引物通过
1!2的方法进行转化子的鉴定。
!"$ 白念珠菌细胞的转化
转化使用醋酸锂法，具体方法参见文献［,@］。

!"% 白念珠菌总 &’(提取

将白念珠菌培养在 (57 ’1) W ?@"5-9O7 B1C培
养基中，(@[过夜振荡培养。稀释过夜培养的菌液，
转接至 ?@57 F,GG培养基中，起始 89R@@"@^,，(@[
振荡培养至 89R@@"@^R，离心收集菌体，液氮处理
,"。使用玻璃珠破壁的方法提取 2*+［,,］。提取的
2*+样品保存于&Q@[超低温冰箱中备用。
!") ’*+,-.+/ 杂交
以 K.D,&?D.-80和 K.D,&(D.-80为引物通过 1!2的

方法获得 !"#,基因的 Q@@ 8D的部分序列，使用这
段 1!2产物为探针，通过随机引物标记的方法进行

Q(( ’-$% 763$% 0/ 39 L O5.4% :-.’;,-;+;1-.% <-/-.%（P@@G）NG（(）



同位素标记探针，!"!# $%&经甲醛变性凝胶电泳，
转膜，杂交。具体方法见分子克隆［’!］。

!"# 高铁还原酶活性的检测
采用 ()*#+,等［-］文章中使用的方法。./0 1被高

铁还原酶还原为 ./! 1，./! 1 与 234结合形成红色的
2345./（"）复合物，检测 !"6!"的光吸收值，根据

./! 1的标准曲线确定反应产生的 ./! 1浓度。细胞计
数采用血球计数板的方法。细胞高铁还原酶活性单

位为：)789 ./! 1 :’"; 个细胞:+。

$ 结果

$"! 白念珠菌高铁还原酶 !"#!基因的表达
在不同 <= 和不同铁离子浓度培养条件下，

#$%’基因的表达变化见图 ’。当培养基 <=> 或
<=> 1 ’""!789:? 234 1 ’""!789:? ./@90 富铁培养
时，没有检测到 #$%’ 的表达；当 <=> 1 ’""!789:?
234低铁培养时，发现 #$%’ 基因表达。当培养基
的 <=值升至 -或 <=- 1 ’""!789:? 234缺铁培养
时，#$%’ 基因表达；当 <=- 1 ’"" !789:? 234 1
’""!789:? ./@90 富铁培养时，无法检测到 #$%’ 的
表达。以上结果充分证实 #$%’的表达受铁离子浓
度的影响：低铁条件诱导 #$%’的表达，富铁条件抑
制 #$%’的表达。同时发现 #$%’的表达还受溶液
<=的影响，碱性条件（<=-）也可以诱导 #$%’ 的表
达。

图 ! 不同培养条件下 !"#!基因的表达差异分析
.*#A’ #$%’ #/)/ /B<C/DD*8) E)E9FD*D G)H/C H*II/C/), #C8J,+ K8)H*,*8)DA

’L <=>；!L<=> 1 ’""!789:? 234；0L<=> 1 ’""!789:? 234 1 ’""

!789:? ./@90；>L<=-；6L<=- 1 ’""!789:? 234；;L<=- 1 ’""!789:?

234 1 ’""!789:? ./@90 A

$"$ 白念珠菌 !"#!基因缺失突变株的构建
挑取选择性平板上的转化子，分别提取基因组

M%&。通过 3@$ 方法扩增检测。#$%’ 杂合缺失株
比较容易获得，筛选的 !>个转化子中，其中有 !"个
转化子 3@$结果为 ’LN OP 的 #$%’ 基因野生型条
带和 !L; OP的 &$’>条带（图 !52，?*)/ ’），获得杂合
子的阳性率为 -0L0Q。 #$%’ 纯合缺失株不易获
得。筛选的 ->个转化子，其中大部分仍然为 ()*’：：

&$’> :#$%’杂合突变株。仅获得 ’株 ()*’纯合突
变株，3@$结果产生 !L; OP的 &$’>条带和 !L! OP
的 +$&0条带（图 !52，?*)/ 6），获得纯合突变株的阳
性率为 ’L!Q。同时我们也获得了 ’株 ()*’：：+$&0
:#$%’杂合突变株，3@$ 结果为 !L!OP 的 +$&0 条
带和 ’LNOP的 #$%’条带（图 !52，?*)/ >）。

图 $ !"#!缺失突变株的 %&’检测
.*#A! 3@$ K8)I*C7E,*8) 8I #$%’ 7G,E),DA &：M*E#CE7 8I J*9H5,F</，

+/,/C8RF#8,/D E)H +878RF#8,/D 8I #$%’；2：S，7ECO/C #（>L6 OP，

0 OP，! OP，’L! OP，-"" P<，6"" P<，!"" P< IC87 ,8< ,8 P8,,87）；?*)/

’，%(.!N（ ()*’：：&$’> :#$%’）；?*)/ ! T 0，U*9H ,F</；?*)/ >，

%(.0"（ ()*’：：+$&0 :#$%’）；?*)/6，%(.0’（ ()*’：：&$’> : ()*’：：

+$&0）A

$"( !"#!基因缺失突变株的细胞高铁还原酶活
性分析

分别将白念珠菌 M&V!-;（UW）和 %(.0’
（ ()*’!:!）培养在 S’NN<=>，<=> 1 6"!789:? 234和
<=-液体培养基中检测细胞的高铁还原酶活性。结
果发现，在以上三种培养条件下，细胞的高铁还原酶

活性都呈上升的趋势，()*’缺失突变株与野生型菌
株在各种培养条件下高铁还原酶活性都相似（图

0）。()*’基因的缺失并没有导致细胞高铁还原酶活
性的变化。
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图 ! 白念珠菌野生型和 !"#"缺失突变株在不同培养条
件下细胞高铁还原酶活性

!"#$% !&’’"( ’&)*(+,-& ,--,. /0 ! $ "#$%&"’( 1"2) +.3& -+’,"4- ,4) )*+5

6*+,4+ "4 )"00&’&4+ 6&)",$ 78& -+’,"4- 1&’& #’/14 "4 9:; < =>!6/2?@

A:B 2"C*") 6&)", /D&’4"#8+ ,4) +8& /D&’4"#8+ (*2+*’& 1&’& ,))&) "4+/

=>6@ E5FF3GH，3GH < =>!6/2?@ A:B ,4) 3GI 2"C*") 6&)", ,+ %>J

,4) 6,K& -+,’+"4# ,-L>>!>M5，+8& -+’,"4- 1&’& #’/14 +/ 6")2/# 38,-&

,4) )/ 0&’’"( ’&)*(+,-& ,--,.$ !&’’"( ’&)*(+,-& ,(+"D"+. 1,- )&+&’6"4&)

N. +8& ,D&’,#&- /0 +’"32"(,+& )&+&’6"4,+"/4- O -+,4),’) )&D",+"/4-$

#$% $%&"基因缺失对白念珠菌生长的影响
分别将白念珠菌 ;P9QIL（R"2)S+.3&），;P9L>F

（ ).*5!?!），TU!QF（ )*+5!?/015）和 TU!%5（ )*+5!?
!）培养在 9:V，9:V < 5>>!6/2?@ A:B 和 9V: <
5=>!6/2?@ A:B的固体培养基中 %WJ培养 =)。可以
观察到四种菌株在 9:V培养基中生长良好；在 9:V
< 5>>!6/2?@ A:B 培养基中，野生型菌株、)*+5 杂合
突变株和纯合突变株的生长与在 9:V培养基中相
比，生长较慢，菌落变小，但是都可以生长，而 ).*5!?
!突变株不能生长，这说明低铁条件可以限制白念
珠菌的生长速度。/205 基因编码铁离子通透酶，
是白念珠菌高亲和铁吸收系统蛋白复合体的成分之

一，).*5基因的缺失使白念珠菌对铁缺陷环境更加
敏感。 ).*5!?! 突变株在本实验中作为对照菌株。
当铁离子螯合剂 A:B 的浓度从 5>>!6/2?@ 上升至
5=>!6/2?@时，观察到野生型菌株和 )*+5杂合突变株
仍能够生长，但 )*+5纯合突变株不能够生长。实验
结果表明 )*+5 基因的缺失可以增加白念珠菌对低
铁条件的敏感性。

图 % 白念珠菌野生型和突变株在不同培养基上的生长
!"#$H V’/1+8 /0 !"’3%3" "#$%&"’( 1"2)S+.3& ,4) 6*+,4+- /4 )"00&’&4+ 6&)",$ XD&’4"#8+ 9:; < =>!6/2?@ A:B (*2+*’&- /0 #"D&4 -+’,"4- 1&’& -3/++&) ,4)
3*’"0"&) /4 9:V（!"#$H A），9:V < 5>>!6/2?@ A:B（!"#$H Y）,4) 9V: < 5=>!6/2?@ A:B（!"#$H ;）-/2") 6&)"*6 ,4) #’/14 ,+ %WJ $ :8/+/#’,38- 1&’& +,K&4
,0+&’ = ),.- /0 "4(*N,+"/4$

! 讨论
白念珠菌对外界环境条件有很强的适应性。营

养物质的缺乏、碱性 3G条件、较高温度（%WJ）等环
境条件都可以诱导白念珠菌由酵母型转变菌丝型生

长，这种形态学的转变与白念珠菌的致病性密切相

关，并且有许多调控途径参与控制白念珠菌的形态

转换［5%］。铁离子是微生物必须的营养物质，低铁条

件可以减弱白念珠菌的生长速度，降低其致病性。

比酿酒酵母更为复杂的铁吸收系统为白念珠菌的致

病性提供了分子生物学基础。白念珠菌编码高铁还

原酶序列的多样性同样也表明铁离子对白念珠菌存

活的重要性。目前除了 /045、/045>和 /04W的功
能已知，对于白念珠菌其他可能编码高铁还原酶的

基因的功能以及在中碱性条件下或缺铁条件下是哪

一种或几种高铁还原酶蛋白起主要作用，并没有任

>H% 9/4# @",4# &+ ,2 $ ?5&." 6%&*7$%7#78%&" 9%’%&"（Q>>F）HF（%）
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何的报道，本实验是关于 !"#! 基因功能的首次
报道。

实验中，我们选择白念珠菌高铁还原酶 !"#!
基因为研究对象，发现铁缺陷条件下（加 !""!#$%&’
()*）可以诱导 !"#! 基因的表达，外源添加 +,-%.
可以抑制该基因的表达。同时还发现碱性条件

（/01）也能够诱导 !"#! 的表达，而在酸性条件
（/02）没有检测到 !"#!的表达。铁离子在碱性和
有氧条件下常常以难溶性的 +,（30）. 形式存在

［!2］，

所以碱性条件也是一种相对缺铁环境，酸性条件相

对是一种含铁环境。碱性条件诱导 !"#!基因也是
白念珠菌对铁缺陷条件的一种适应。因此，我们的

结果表明 !"#!的表达只受低铁条件的诱导。固体
培养显示 $%&! 缺失突变株随着铁离子浓度的进一
步减少而表现出生长缺陷，这些数据都表明 !"#!
是白念珠菌在铁缺陷条件下重要的高铁还原酶蛋

白。当然，我们也不排除有其他一种或几种高铁还

原酶在铁缺陷条件下起作用的可能性。

在实验中我们也发现 $%&! 缺失突变株与野生
型菌株有相似的高铁还原酶活性，并没有差别。为

什么铁缺陷条件下编码主要高铁还原酶蛋白的 $%&!
基因缺失并没导致细胞高铁还原酶活性的降低呢？

分析原因存在两种可能性：（!）细胞高铁还原酶活性
的测定方法只能检测表达在细胞膜上高铁还原酶蛋

白的活性，并不能检测细胞内部的高铁还原酶活性。

虽然具有 442个氨基酸的 +5)!蛋白通过软件分析，
可能是一种具有 4个跨膜区的跨膜蛋白，但 +5)!蛋
白有可能定位在囊泡膜上。在酿酒酵母中，’(!")6
蛋白定位于囊泡膜上，在铁离子从囊泡内向细胞质

转运过程中起重要作用［!4］。（7）可能其他高铁还原
酶的表达弥补了 +5)!蛋白的缺陷。蛋白的定位对
于其功能至关重要，目前利用 8+)对 +5)! 蛋白的
细胞学定位以及构建多种高铁还原酶的缺失突变株

的工作正在进行中。对于白念珠菌高铁还原酶功能

的研究可以获得这种在医学上极为重要的病原菌是

如何在宿主中存活的，对临床上治疗白念珠菌的感

染和药物开发具有重要的理论和实际意义。

致谢 本实验中的部分菌株和质粒由美国明尼苏达

大学 9:;: 9:<=>教授惠赠，在此表示衷心的感谢！
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张瑞福等的论文荣获“第六届中国科协期刊优秀学术论文奖”

VEEX年由《微生物学报》编辑部推荐的南京农业大学张瑞福等人的论文荣获第 U届中国科协期刊优秀学术论文奖【张瑞
福，曹慧，崔中利，李顺鹏，樊奔 J 土壤微生物总 -@[的提取和纯化 J VEED，\D（V）：VFU ] VXV】。自 VEED年起，中国科协每年举办
一次科技期刊优秀论文评选活动。这是《微生物学报》第三次获奖。

每年中国科协评奖数量都有所增加，要求各期刊编辑部至少推荐 D篇论文参评。《微生物学报》编辑部希望能有更多的作
者参与此项活动，以后我们每年都会大力向科协推荐本刊发表的论文，积极参加这项活动，使本刊成为广大作者真正的朋友。

以下为参评的具体要求（有意参加者请先发 =M?(’: 告知编辑部。欢迎参与！）。
!J评选范围：评选当年前 U年内发表在本刊的学术论文。
VJ参评论文要求：具有科学性、创新性和探索性，论点明确、论据可靠，论证严谨，结论正确。
DJ论文推荐途径：采用“编辑部推荐”和“作者个人自荐”两种方式。有意自荐者，可通过中国科协网站 ,88>：PPIIIJ 3(.8 J

#7%J 3$下载“自荐表”。
\J参评材料：
（!）纸质材料（要求用 [\纸）：!论文完整页码的复印件；"有关论文的获奖和引用的证明材料，一式两份；# 填写好的自
荐表，一式两份。$请作者在每年 F月 !E日前将上述 D份材料邮寄到本刊编辑部，信封上请注明：优秀论文评比。
（V）电子文件（由编辑部和学会准备）：!论文的电子文件（与发表期刊一致的 N-K格式电子文件；"学会统一填写的上报
论文登记表。
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