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异源性筛选标记对白假丝酵母菌耐受各种应激的影响
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　　［摘要］　目的　考察以 Ｈｉｓ１Ｌｅｕ２Ａｒｇ４基因敲除策略敲除白假丝酵母菌基因后，异源性筛选标记Ｃ．ｄｕｂｌｉｎｉｅｎｓｉｓＨＩＳ１
（Ｃ．ｄ．ＨＩＳ１）、Ｃ．ｍａｌｔｏｓａＬＥＵ２（Ｃ．ｍ．ＬＥＵ２）和Ｃ．ｄｕｂｌｉｎｉｅｎｓｉｓＡＲＧ４（Ｃ．ｄ．ＡＲＧ４）对菌株耐受各种应激的影响。方法　以
ＳＮ１５２为亲本菌，融合ＰＣＲ法构建重组片段，醋酸锂法转染白假丝酵母菌ＳＮ１５２，分别构建上述３个标记的回复菌。采用套

式ＰＣＲ法鉴定回复菌的构建，ｓｐｏｔａｓｓａｙ实验考察菌株对各种应激的敏感性。结果　ＰＣＲ验证７种菌株构建成功，ｓｐｏｔａｓ
ｓａｙ结果显示各回复菌对ｐＨ应激、氧化应激、各种临床抗菌药应激、金属离子应激、细胞壁损伤相关药物应激、渗透应激、ＤＮＡ
损伤化合物应激的敏感性与亲本菌ＳＮ１５２一致。而给予０．０２％ＳＤＳ时各菌株的敏感性不一致，缺乏Ｃ．ｄ．ＨＩＳ１标记的菌株

在０．０２％ＳＤＳ的应激条件下不能生长。结论　Ｃ．ｄ．ＨＩＳ１、Ｃ．ｍ．ＬＥＵ２和Ｃ．ｄ．ＡＲＧ４３个异源性筛选标记不影响白假丝酵
母菌对大部分应激的敏感性，不同标记基因敲除菌间可以相互比较，且可以统一用ＳＮ１５２作为对照菌株。在考察ＳＤＳ应激

时，所用筛选标记不同，对结果有影响，不能用ＳＮ１５２代替作为统一对照，若要相互比较，要保证Ｃ．ｄ．ＨＩＳ１标记必须一致。
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　　白假丝酵母菌是人类重要的致病真菌，其发病

率在假丝酵母菌感染中高居首位［１］。近年来白假丝

酵母菌的致病和耐药机制研究越来越受到研究人员

的关注，应用基因敲除技术研究其基因功能是一种
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普遍的方法。很长时间以来，白假丝酵母菌基因敲

除方法只有 ＵｒａＢｌａｓｔ策略［２４］，该策略以 ＵＲＡ３为

筛选标记，通过２次同源重组替换菌株的两条等位

基因。研究表明ＵＲＡ３在白假丝酵母菌基因组不同

位置表达水平不同，可能会影响菌株的毒力、形态转

换和黏附等［５７］。因此 Ｎｏｂｌｅ等［８］构建了不依赖

ＵＲＡ３的 Ｈｉｓ１Ｌｅｕ２Ａｒｇ４基因敲除策略，该策略以

菌株ＳＮ１５２为亲本菌，以麦芽糖假丝酵母菌来源的

ＬＥＵ２（ＣａｎｄｉｄａｍａｌｔｏｓａＬＥＵ２，Ｃ．ｍ．ＬＥＵ２）、都柏

林假丝酵母菌来源的 ＨＩＳ１（Ｃａｎｄｉｄａｄｕｂｌｉｎｉｅｎｓｉｓ

ＨＩＳ１，Ｃ．ｄ．ＨＩＳ１）和 ＡＲＧ４（Ｃａｎｄｉｄａｄｕｂｌｉｎｉｅｎｓｉｓ

ＡＲＧ４，Ｃ．ｄ．ＡＲＧ４）为筛选标记，分别用３个筛选标

记中的任意２个替换菌株的两条等位基因。该策略

不仅避免了敲除或回复ＵＲＡ３对白假丝酵母菌毒力

的影响，同时具有不需要反筛步骤、节省实验时间的

优点。此外，异源性筛选标记可以尽量避免转染片

段与染色体标记位点发生非特异性重排［８］，从而提

高转染成功率，因此该方案逐步被研究人员所接受

和广泛应用［９］。

　　然而，以ＳＮ１５２为亲本菌的基因敲除策略中所

用到的筛选标记Ｃ．ｄ．ＨＩＳ１、Ｃ．ｍ．ＬＥＵ２和Ｃ．ｄ．

ＡＲＧ４不能像 ＵｒａＢｌａｓｔ策略那样可以通过重组而

去除，所以亲本菌与缺失菌相比除了被敲除基因有

无的差别，还包括了筛选标记的差别，即亲本菌中并

不含有这些筛选标记基因，而缺失菌为了替换目的

基因引入了这些筛选标记基因。Ｎｏｂｌｅ等［８］研究表

明，这些筛选标记对菌株的毒力没有影响，但是在考

察缺失菌株其他表型，尤其是菌株对外界环境中各

种应激的敏感性时，３个筛选标记是否会影响菌株的

表型从而干扰研究人员对目的基因功能的研究，目

前尚未有报道。

　　本研究通过构建ＳＮ１５２的不同筛选标记回复

菌，采用ｓｐｏｔａｓｓａｙ方法考察了不同筛选标记对菌

株耐受各种应激条件的影响。

１　材料和方法

１．１　试剂与培养条件　菌株常规在 ＹＰＤ培养液

（１％ ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ，２％ ｐｅｐｔｏｎｅ，２％ ｄｅｘｔｒｏｓｅ）中

３０℃振摇培养。含药培养基是在 ＹＰＤ固体培养基

（ＹＰＤ＋２％ａｇａｒ）的基础上分别加入下述药物以构

建不同应激条件，包括（１）氧化应激：过氧化氢

（Ｈ２Ｏ２，６ｍｍｏｌ／Ｌ）；（２）各种临床抗菌药：氟康唑

（ｆｕｃｏｎａｚｏｌｅ，４μｇ／ｍｌ），酮康唑（ｋｅｔｏｃｏｎａｚｏｌｅ，２μｇ／

ｍｌ），咪康唑（ｍｉｃｏｎａｚｏｌｅ，２μｇ／ｍｌ），两性霉素Ｂ（ａｍ

ｐｈｏｔｅｒｉｃｉｎＢ，０．５μｇ／ｍｌ），布雷菲德菌素（ｂｒｅｆｅｌｄｉｎ

Ａ，１５μｇ／ｍｌ）；（３）金属离子应激：氯化钾（ＫＣｌ，１．５

ｍｏｌ／Ｌ），氯化钠（ＮａＣｌ，１．５ｍｏｌ／Ｌ），氯化钙（ＣａＣｌ２，

１２５ｍｍｏｌ／Ｌ），氯化锂（ＬｉＣｌ，２００ｍｍｏｌ／Ｌ）；（４）细胞

壁损伤相关药物：刚果红（Ｃｏｎｇｏｒｅｄ，２００μｇ／ｍｌ），

荧光增白剂（ｃａｌｃｏｆｌｕｏｒｗｈｉｔｅ，ＣＦＷ，２５μｇ／ｍｌ），

０．０２％十二烷基硫酸钠（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ，

ＳＤＳ），卡泊芬净（ｃａｓｐｏｆｕｎｇｉｎ，０．２５μｇ／ｍｌ）；（５）渗

透应激：甘油（ｇｌｙｃｅｒｏｌ，２５０ｍｍｏｌ／Ｌ），山梨醇（ｓｏｒｂｉ

ｔｏｌ，３ｍｏｌ／Ｌ）；（６）ＤＮＡ 损伤应激：甲基黄酰甲酯

（ｍｅｔｈｙｌｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅ，ＭＭＳ，０．０２％），羟基脲

（ｈｙｄｒｏｘｙｕｒｅａ，ＨＵ，３０ｍｍｏｌ／Ｌ）；（７）ｐＨ 应激：用

１５０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ缓冲液调 ＹＰＤ培养液ｐＨ 为

４．０，用５０ｍｍｏｌ／ＬＧｌｙｃｉｎｅＮａＯＨ 缓冲液调 ＹＰＤ
培养液ｐＨ为９．０。

　　ＳＣ培养基含６．７ｇｙｅａｓｔｎｉｔｒｏｇｅｎｂａｓｅ，２％

ｄｅｘｔｒｏｓｅ，１．０５ｇｄｒｏｐｏｕｔｍｉｘ；ＳＣＨＩＳ 和 ＳＣ＋

０．０２％ＳＤＳ培养基分别在ＳＣ培养基的基础上补充

ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ（２０μｇ／ｍｌ）或加入终浓度为 ０．０２％ 的

ＳＤＳ。

１．２　 菌株构建 　 菌株 ＳＮ１５２ 和质粒 ｐＳＮ４０、

ｐＳＮ６９、ｐＳＮ７５均由ＳｕｚａｎｎｅＭ．Ｎｏｂｌｅ教授馈赠

（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙａｎｄＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｕ

ｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣａｌｉｆｏｒｎｉａＳａｎＦｒａｎｃｉｓｃｏ，ＳａｎＦｒａｎｃｉｓ

ｃｏ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ，ＵＳＡ）。用融合ＰＣＲ法构建重组片

段，Ｈｉｓ１Ｌｅｕ２Ａｒｇ４基因敲除策略构建回复菌［８］，向

ＳＮ１５２中分别回复Ｃ．ｄ．ＨＩＳ１、Ｃ．ｍ．ＬＥＵ２和

Ｃ．ｄ．ＡＲＧ４３个标记。所用引物具体见表１。

　　Ｃ．ｍ．ＬＥＵ２和Ｃ．ｄ．ＡＲＧ４分别回复到白假丝

酵母菌的ＬＥＵ２和ＡＲＧ４位点，首先以白假丝酵母

菌ＳＮ１５２基因组ＤＮＡ为模板，以Ｐ１、Ｐ３或Ｐ４、Ｐ６
分别为引物进行ＰＣＲ扩增得到用于重组的上下游

片段，用ｐＳＮＵｎｉｖｅｒｓａｌＦ、ｐＳＮＵｎｉｖｅｒｓａｌＲ为上下

游引物，以ｐＳＮ４０、ｐＳＮ６９为模板 ＰＣＲ 扩增得到

Ｃ．ｍ．ＬＥＵ２和Ｃ．ｄ．ＡＲＧ４筛选标记片段，再将以上

扩增出的片段为模板，Ｐ１、Ｐ６为引物进行融合ＰＣＲ
得到融合片段。将融合片段用醋酸锂（ＬｉＡｃ）法转染

入白假丝酵母菌ＳＮ１５２中，涂于选择性培养基ＳＣ

Ｌｅｕ或ＳＣＡｒｇ培养基上，４８ｈ后挑取长出的菌落，

抽基因组ＤＮＡ进行套式ＰＣＲ鉴定，引物即表１中

ｕｐｃｈｅｃｋ、ｄｏｗｎｃｈｅｃｋ，得到含Ｃ．ｄ．ＡＲＧ４和Ｃ．ｍ．

ＬＥＵ２的重构菌ＳＮＡ、ＳＮＬ。
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表１　ＰＣＲ扩增用到的引物

Ｔａｂ１　ＰｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

ＡＲＧ４Ｐ１ ＧＧＡＣＡＧＡＡＡＧＴＴＡＴＴＧＴＡＣＡＧ

ＡＲＧ４Ｐ３ ｃａｃｇｇｃｇｃｇｃｃｔａｇｃａｇｃｇｇＧＡＴＴＡＴＴ

　　ＣＴＴＧＡＴＡＧＣＴＧＴＴＡＴＧ

ＡＲＧ４Ｐ４ ｇｔｃａｇｃｇｇｃｃｇｃａｔｃｃｃｔｇｃＧＴＣＡＴＡＴ

　　ＡＡＴＡＡＴＣＡＣＡＧＴＡＴＴＧ

ＡＲＧ４Ｐ６ ＴＣＡＧＡＣＧＡＴＣＴＴＴＡＣＡＡＴＧＧ

ＡＲＧ４ｕｐｃｈｅｃｋＦ ＧＡＣＡＴＡＴＴＧＡＣＣＧＡＣＡＴＡＡＴ

ＡＲＧ４ｕｐｃｈｅｃｋＲ ＴＴＡＣＡＡＧＴＡＴＧＡＡＡＧＧＡＧＧＧＧ

ＡＲＧ４ｄｏｗｎｃｈｅｃｋＦ ＣＴＴＣＡＡＣＣＴＴＴＣＡＡＡＣＧＡＴＧＣ

ＡＲＧ４ｄｏｗｎｃｈｅｃｋＲ ＣＴＡＡＴＧＡＣＴＧＡＡＴＴＴＧＡＴＧＴＡ

ＬＥＵ２Ｐ１ ＡＡＧＣＣＧＡＡＧＴＣＧＡＣＴＡＴＧＴＣ

ＬＥＵ２Ｐ３ ｃａｃｇｇｃｇｃｇｃｃｔａｇｃａｇｃｇｇＧＧＡＴＡＴＴ

　　ＧＧＴＴＴＴＡＡＡＡＧＡＡＡＧＧ

ＬＥＵ２Ｐ４ ｇｔｃａｇｃｇｇｃｃｇｃａｔｃｃｃｔｇｃＡＣＡＧＴＡＴ

　　ＡＴＡＣＡＧＴＡＧＴＴＡＧＣ

ＬＥＵ２Ｐ６ ＴＧＡＣＡＡＡＴＧＡＡＴＴＣＡＧＴＣＡＧ

ＬＥＵ２ｕｐｃｈｅｃｋＦ ＧＣＴＴＴＧＡＧＴＴＣＴＧＧＧＴＣＡＧＣ

ＬＥＵ２ｕｐｃｈｅｃｋＲ ＧＣＡＣＧＣＣＧＴＴＡＣＡＧＧＡＧＴＴＡ

ＬＥＵ２ｄｏｗｎｃｈｅｃｋＦ ＧＡＡＧＴＴＧＧＴＧＡＣＧＣＧＡＴＴＧＴ

ＬＥＵ２ｄｏｗｎｃｈｅｃｋＲ ＣＧＧＴＴＴＣＧＧＡＡＡＴＧＡＣＡＡＡＴ

ＨＩＳ１ＲＰＳ１ｕｐｃｈｅｃｋＦ ＴＴＧＡＡＣＧＴＧＧＣＴＴＴＴＴＡＣＡＣＣ

ＨＩＳ１ＲＰＳ１ｕｐｃｈｅｃｋＲ ＴＣＡＡＧＣＣＣＴＧＴＡＧＣＴＣＣＡＴＴ

ＨＩＳ１ＲＰＳ１ｄｏｗｎｃｈｅｃｋＦ ＴＣＣＧＣＴＣＡＴＴＴＧＡＴＴＴＣＣＴＣ

ＨＩＳ１ＲＰＳ１ｄｏｗｎｃｈｅｃｋＲ ＡＡＣＣＡＧＡＣＴＣＧＣＣＣＴＣＴＣＴＴ

ｐＳＮＵｎｉｖｅｒｓａｌＦ ｃｃｇｃｔｇｃｔａｇｇｃｇｃｇｃｃｇｔｇＡＧＣＴＣＧＧ

　　ＡＴＣＣＡＣＴＡＧＴＡＡＣＧ

ｐＳＮＵｎｉｖｅｒｓａｌＲ ｇｃａｇｇｇａｔｇｃｇｇｃｃｇｃｔｇａｃＧＣＣＡＧＴＧ

　　ＴＧＡＴＧＧＡＴＡＴＣＴＧＣ

　　Ｃ．ｄ．ＨＩＳ１回复到Ｃ．ｄ．的ＲＰＳ１位点。将质

粒ｐＳＮ７５（质粒上含有Ｃ．ｄ．ＨＩＳ１ｍａｒｋｅｒ和ＲＰＳ１
位点上下游片段）用限制性内切酶ＮｏｔⅠ线性化后

直接转染ＳＮ１５２。同样方法鉴定得到含Ｃ．ｄ．ＨＩＳ１
的重构菌ＳＮＨ。同理，在ＳＮＡ、ＳＮＬ、ＳＮＨ 的基础

上重复转染不同标记可得双标记回复菌ＳＮＨＡ、

ＳＮＨＬ、ＳＮＡＬ和３标记回复菌ＳＮＨＬＡ。各菌株基

因型详见表２。

１．３　Ｓｐｏｔａｓｓａｙ实验　实验方法与文献［１０］相同，首

先制备含药平板，药物种类、浓度详见１．１项。将各

菌株从－８０℃甘油冻存菌中吸取少量，划线接种至

ＹＰＤ固体培养基３０℃培养４８ｈ；从中挑取单个菌落

于１ｍｌＹＰＤ液体培养基中３０℃振摇１６ｈ活化，使

真菌处于指数生长期后期；用 ＹＰＤ调整菌密度为

５×１０６／ｍｌ，再依次５倍稀释５个浓度梯度，每个浓

度取３μｌ点于相应含药培养基上，３０℃避光静置培

养４８ｈ后观察菌落生长状态。

　　ＳＣ、ＳＣＨＩＳ、ＳＣ＋０．０２％ＳＤＳ三块平板的菌按

上述同样方法活化１６ｈ后，于１５００×ｇ离心５ｍｉｎ，

吸弃上清，菌沉淀用１ ｍｌ生理盐水重悬，再于

１５００×ｇ离心５ｍｉｎ，吸弃上清，如此反复３次，彻底

洗去ＹＰＤ培养液；菌沉淀用１ｍｌ生理盐水重悬并

调整菌密度为５×１０６／ｍｌ，之后稀释１０００倍并点

板，操作同上。

表２　实验中用到的菌株基因型

Ｔａｂ２　Ｇｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆｓｔｒａｉｎｓｕｓｅｄｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｔｒｅｓｅａｒｃｈ

Ｓｔｒａｉｎ Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ Ｇｅｎｏｔｙｐｅ

ＳＣ５３１４ Ｐｒｏｔｏｔｒｏｐｈ Ｗｉｌｄｔｙｐｅｃｌｉｎｉｃａｌｉｓｏｌａｔｅ

ＲＭ１０００ Ｈｉｓ－Ｕｒａ－ ｈｉｓ１Δ／ｈｉｓ１Δｕｒａ３Δ：：ｉｍｍ４３４／ｕｒａ３Δ：：ｉｍｍ４３４ｉｒｏ１Δ：：ｉｍｍ４３４／ｉｒｏ１Δ：：ｉｍｍ４３４

ＳＮ１５２［８］ Ａｒｇ－Ｌｅｕ－Ｈｉｓ－ ａｒｇ４Δ／ａｒｇ４Δｌｅｕ２Δ／ｌｅｕ２Δｈｉｓ１Δ／ｈｉｓ１Δｕｒａ３Δ：：ｉｍｍ４３４／ＵＲＡ３ｉｒｏ１Δ：：ｉｍｍ４３４／ＩＲＯ１
ＳＮＨ Ａｒｇ－Ｌｅｕ－ ｒｐｓ１Δ：：Ｃ．ｄ．ＨＩＳ１Δ／ＲＰＳ１ａｒｇ４Δ／ａｒｇ４Δｌｅｕ２Δ／ｌｅｕ２Δｈｉｓ１Δ／ｈｉｓ１Δｕｒａ３Δ：：ｉｍｍ４３４／

　　ＵＲＡ３ｉｒｏ１Δ：：ｉｍｍ４３４／ＩＲＯ１
ＳＮＬ Ａｒｇ－Ｈｉｓ－ ｌｅｕ２Δ：：Ｃ．ｍ．ＬＥＵ２／ｌｅｕ２Δａｒｇ４Δ／ａｒｇ４Δｈｉｓ１Δ／ｈｉｓ１Δｕｒａ３Δ：：ｉｍｍ４３４／ＵＲＡ３ｉｒｏ１Δ：：ｉｍｍ４３４／ＩＲＯ１
ＳＮＡ Ｌｅｕ－Ｈｉｓ－ ａｒｇ４Δ：：Ｃ．ｄ．ＡＲＧ４／ａｒｇ４Δｌｅｕ２Δ／ｌｅｕ２Δｈｉｓ１Δ／ｈｉｓ１Δｕｒａ３Δ：：ｉｍｍ４３４／ＵＲＡ３ｉｒｏ１Δ：：ｉｍｍ４３４／ＩＲＯ１
ＳＮＨＬ Ａｒｇ－ ｒｐｓ１Δ：：Ｃ．ｄ．ＨＩＳ１Δ／ＲＰＳ１ｌｅｕ２Δ：：Ｃ．ｍ．ＬＥＵ２／ｌｅｕ２Δａｒｇ４Δ／ａｒｇ４Δｈｉｓ１Δ／ｈｉｓ１Δｕｒａ３Δ：：ｉｍｍ４３４／

　　ＵＲＡ３ｉｒｏ１Δ：：ｉｍｍ４３４／ＩＲＯ１
ＳＮＨＡ Ｌｅｕ－ ｒｐｓ１Δ：：Ｃ．ｄ．ＨＩＳ１Δ／ＲＰＳ１ａｒｇ４Δ：：Ｃ．ｄ．ＡＲＧ４／ａｒｇ４Δｌｅｕ２Δ／ｌｅｕ２Δｈｉｓ１Δ／ｈｉｓ１Δｕｒａ３Δ：：ｉｍｍ４３４／

　　ＵＲＡ３ｉｒｏ１Δ：：ｉｍｍ４３４／ＩＲＯ１
ＳＮＡＬ Ｈｉｓ－ ａｒｇ４Δ：：Ｃ．ｄ．ＡＲＧ４／ａｒｇ４Δｌｅｕ２Δ：：Ｃ．ｍ．ＬＥＵ２／ｌｅｕ２Δｈｉｓ１Δ／ｈｉｓ１Δｕｒａ３Δ：：ｉｍｍ４３４／

　　ＵＲＡ３ｉｒｏ１Δ：：ｉｍｍ４３４／ＩＲＯ１
ＳＮＨＬＡ Ｐｒｏｔｏｔｒｏｐｈ ｒｐｓ１Δ：：Ｃ．ｄ．ＨＩＳ１Δ／ＲＰＳ１ａｒｇ４Δ：：Ｃ．ｄ．ＡＲＧ４／ａｒｇ４Δｌｅｕ２Δ：：Ｃ．ｍ．ＬＥＵ２／ｌｅｕ２Δｈｉｓ１Δ／

　　ｈｉｓ１Δｕｒａ３Δ：：ｉｍｍ４３４／ＵＲＡ３ｉｒｏ１Δ：：ｉｍｍ４３４／ＩＲＯ１

２　结　果

２．１　菌株的构建　ｐＳＮ７５、ｐＳＮ４０、ｐＳＮ６９质粒上

分别含有Ｃ．ｄ．ＨＩＳ１、Ｃ．ｍ．ＬＥＵ２和Ｃ．ｄ．ＡＲＧ４

３段基因序列，其编码蛋白分别影响组氨酸、亮氨酸

和精氨酸的生物合成，缺失后使菌株不能在相应营
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养缺陷培养基上生长，因此可以作为筛选标记应用

于基因敲除过程。如图１Ａ所示，我们以ＳＮ１５２为

亲本菌，通过构建分别含３种筛选标记的融合ＰＣＲ
敲除盒，构建了不同标记的回复菌。如图１Ｂ所示，

通过套式ＰＣＲ验证各标记已转入亲本菌基因组序

列且位置正确。目的条带的大小分别为：ＨＩＳ１

ＲＰＳ１ｕｐｃｈｅｃｋ２０４４ｂｐ，ＨＩＳ１ＲＰＳ１ ｄｏｗｎｃｈｅｃｋ

２０７６ｂｐ，ＡＲＧ４ｕｐｃｈｅｃｋ５１１ｂｐ，ＡＲＧ４ｄｏｗｎｃｈｅｃｋ

３３２ｂｐ，ＬＥＵ２ｕｐｃｈｅｃｋ１２２１ｂｐ，ＬＥＵ２ｄｏｗｎｃｈｅｃｋ

６７８ｂｐ，条带位置正确。

图１　菌株构建及鉴定

Ｆｉｇ１　Ｓｔｒａｉｎｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎａｎｄｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ａ：ＦｕｓｉｏｎＰＣＲｂａｓｅｄｃａｓｓｅｔｔｅ ｍｅｔｈｏｄｆｏｒｒｅｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｓｄｉａ

ｇｒａｍｍｅｄｉｎｔｈｉｓｓｃｈｅｍａｔｉｃ．Ｓｍａｌｌａｒｒｏｗｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｏｒｉｅｎｔａｔｉｏｎａｎｄ

ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｆｏｒＰＣＲ．Ｂ：Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆ

ｔｈｅＳＮＨ，ＳＮＡ，ＳＮＬ，ＳＮＨＬ，ＳＮＨＡ，ＳＮＡＬａｎｄＳＮＨＬＡｒｅｉｎｔｅ

ｇｒａｔｅｄｓｔｒａｉｎｗａｓｖｅｒｉｆｅｄｂｙｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡａｎｄａｍｐｌｉｆｅｄｗｉｔｈｔｈｅ

ｐｒｉｍｅｒｓ．１：ＨＩＳ１ｕｐｃｈｅｃｋ；２：ＨＩＳ１ｄｏｗｎｃｈｅｃｋ；３：ＡＲＧ４ｕｐｃｈｅｃｋ；

４：ＡＲＧ４ｄｏｗｎｃｈｅｃｋ；５：ＬＥＵ２ｕｐｃｈｅｃｋ；６：ＬＥＵ２ｄｏｗｎｃｈｅｃｋ；Ｍ：

Ｍａｒｋｅｒ

２．２　菌株对各种应激条件的敏感性　Ｓｐｏｔｓａｓｓａｙ
实验考察各菌株对相关应激的敏感性，包括ｐＨ 应

激（ｐＨ４．０、ｐＨ９．０）、氧化应激（Ｈ２Ｏ２）、各种临床

抗菌药应激（氟康唑、酮康唑、咪康唑、两性霉素Ｂ、

布雷菲德菌素）、金属离子应激（ＮａＣｌ、ＫＣｌ、ＣａＣｌ２、

ＬｉＣｌ）、细胞壁损伤相关药物应激（ＣＦＷ、刚果红、卡

泊芬净、ＳＤＳ）；渗透应激（山梨醇、甘油）、ＤＮＡ损伤

应激（ＭＭＳ、ＨＵ）。为减少菌株可能的突变带来的

结果不可信的情况，每种菌株都有２株以上用于表

型测试。回复单个标记的３个菌ＳＮＨ、ＳＮＬ、ＳＮＡ
对各应激条件的结果如图２所示，除ＳＤＳ外，在其

他应激条件下各菌株表型与ＳＮ１５２一致，即Ｃ．ｄ．

ＨＩＳ１、Ｃ．ｍ．ＬＥＵ２和Ｃ．ｄ．ＡＲＧ４标记不影响菌株

对上述应激（除ＳＤＳ外）的敏感性。

　　由于白假丝酵母菌的基因组是双倍体，在研究

基因功能时需进行２次转染即分别用２个筛选标记

替换两条等位基因，所以进行表型考察时作为对照，

应在亲本菌中也回复同样的标记。如果几株突变菌

敲除时用的标记不一致，放在一起比较则没有相同

的对照，且不能排除不同标记对结果的影响。为解

决此问 题，我 们 构 建 了 双 标 记 回 复 菌 ＳＮＨＬ、

ＳＮＨＡ、ＳＮＡＬ及３标记回复菌ＳＮＨＬＡ，并考察了

不同应激条件下各菌株的相关表型。如图２所示，

与单回复菌株相同，除ＳＤＳ外，在其他应激条件下

各菌株表型与ＳＮ１５２一致。

　　此外从图２中可以看出，在含０．０２％ ＳＤＳ的

ＹＰＤ固体培养基上只有ＳＮＨ、ＳＮＨＬ、ＳＮＨＡ 和

ＳＮＨＬＡ４ 株菌株能够生长，而其余 ４ 株菌株

ＳＮ１５２、ＳＮＬ、ＳＮＡ 和 ＳＮＡＬ 不 能 生 长。由 于

ＳＮＨ、ＳＮＨＬ、ＳＮＨＡ 和 ＳＮＨＬＡ 菌株都回复了

Ｃ．ｄ．ＨＩＳ１标记，而另外４株菌株不含有此标记，故

我们推测 ＨＩＳ１基因对于菌株耐受ＳＤＳ应激起到

了关键性作用。

　　由于ＨＩＳ１基因编码组氨酸合成酶，我们推测

组氨酸的自身合成对于菌株耐受ＳＤＳ起到关键作

用，故我们考察了野生型菌ＳＣ５３１４和 ＨＩＳ１缺失菌

株ＲＭ１０００对ＳＤＳ的敏感性。结果显示，ＳＣ５３１４
在含０．０２％ＳＤＳ的培养基上生长良好，而ＲＭ１０００
不能在含０．０２％ＳＤＳ的培养基上生长（图３）。同

时图３结果显示凡是在缺乏组氨酸培养基上不能生

长的菌株在含０．０２％ＳＤＳ的培养基上同样不能生

长，表明组氨酸合成障碍会导致菌株对ＳＤＳ高度

敏感。
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图２　各回复菌对各种应激条件的敏感性

Ｆｉｇ２　Ａｄａｐｔａｔｉｏｎｏｆｒｅｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｓｔｒａｉｎｓｔｏｖａｒｉｏｕｓｓｔｒｅｓｓｅｓ

Ａｌｌｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅｇｒｏｗｎｔｏｐｏｓｔｌｏｇｐｈａｓｅａｎｄｔｈｅｎｓｐｏｔｔｅｄｉｎ５ｆｏｌｄｄｉｌｕｔｉｏｎｓｏｎｔｏＹＰＤｐｌａｔｅｓｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔｃｈｅｍｉｃａｌａｇｅｎｔｓａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄ．

Ｇｒｏｗｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄａｆｔｅｒａ４８ｈｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ．ＳｉｎｇｌｅｍａｒｋｅｒｒｅｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｓｔｒａｉｎｓＳＮＬ，ＳＮＡａｎｄＳＮＨ；ｄｏｕｂｌｅｍａｒｋｅｒｒｅｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ

ｓｔｒａｉｎｓＳＮＨＬ，ＳＮＨＡ，ＳＮＡＬａｎｄｔｒｉｐｌｅｍａｒｋｅｒｒｅｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｓｔｒａｉｎｓＳＮＨＬＡｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｗｉｌｄｅｔｙｐｅＳＮ１５２．ＦＬＣ：Ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ；ＫＴＣ：

Ｋｅｔｏｃｏｎａｚｏｌｅ；ＭＣＺ：Ｍｉｃｏｎａｚｏｌｅ；ＡｍＢ：ＡｍｐｈｏｔｅｒｉｃｉｎＢ；ＢＦＡ：ＢｒｅｆｅｌｄｉｎＡ；ＣＦＷ：Ｃａｌｃｏｆｌｕｏｒｗｈｉｔｅ；ＳＤＳ：Ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ；ＨＵ：

Ｈｙｄｒｏｘｙｕｒｅａ；ＭＭＳ：Ｍｅｔｈｙｌｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅ

图３　各菌株对ＳＤＳ的敏感性

Ｆｉｇ３　ＳｔｒａｉｎａｄａｐｔａｔｉｏｎｔｏＳＤＳｓｔｒｅｓｓ

ＳＣ５３１４，ＲＭ１０００，ＳＮ１５２，ＳＮＨ，ＳＮＬ，ＳＮＡ，ＳＮＨＬ，ＳＮＨＡ，

ＳＮＡＬａｎｄＳＮＨＬＡｗｅｒｅａｌｌｇｒｏｗｎｔｏｐｏｓｔｌｏｇｐｈａｓｅａｎｄｔｈｅｎｓｐｏｔｔｅｄ

ｏｎｔｏＳＣｐｌａｔｅｓａｎｄｗｉｔｈＳＤＳｏｒｗｉｔｈｈｉｓｔｉｄｉｎｅ．Ｇｒｏｗｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ

ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄａｆｔｅｒａ４８ｈｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ

３　讨　论

　　本研究结果显示，Ｃ．ｄ．ＨＩＳ１、Ｃ．ｍ．ＬＥＵ２和

Ｃ．ｄ．ＡＲＧ４标记对白假丝酵母菌耐受ｐＨ应激（ｐＨ

４．０、ｐＨ９．０）、氧化应激（Ｈ２Ｏ２）、抗菌药应激（氟康

唑、酮康唑、咪康唑、两性霉素Ｂ、布雷菲德菌素）、金

属离子应激（ＮａＣｌ、ＫＣｌ、ＣａＣｌ２、ＬｉＣｌ）、细胞壁损伤相

关应激（ＣＦＷ、刚果红、卡泊芬净）、渗透应激（山梨

醇、甘油）、ＤＮＡ损伤应激（ＭＭＳ、ＨＵ）的表型考察

无影响，不同标记敲除菌间可以相互比较，且可以统

一用ＳＮ１５２作为对照。但是在考察菌株对ＳＤＳ应

激时，所用标记不同，对实验结果有较大影响，故不

能用ＳＮ１５２作为统一对照。在进行相互比较时，要

注意Ｃ．ｄ．ＨＩＳ１标记必须一致。

　　组氨酸自身合成障碍白假丝酵母菌对ＳＤＳ高度

敏感的机制目前并不明确。ＳＤＳ是一种阴离子表面

活性剂，与阴离子、非离子复配伍性好，具有良好的

乳化、发泡、渗透、去污和分散性能。在生物化学方

面，ＳＤＳ分子中疏水长链与蛋白质分子内部的非极

性基团相互作用，而带负电荷的硫酸根可以与水作

用，使蛋白质分子构象发生很大的变化，导致蛋白质



·９３４　　 · 第二军医大学学报　２０１２年９月，第３３卷

变性，在较高温度下，破坏蛋白质与 ＤＮＡ 的结合。

在对白假丝酵母菌的研究中，ＳＤＳ经常被作为破坏

细胞表面结构的阳性对照药物［１１］。基于ＳＤＳ的性

质，我们推测可能由于ＳＤＳ与组氨酸发生反应或破

坏组氨酸结构，耗竭培养基中组氨酸，使不能自身合

成组氨酸的菌株由于组氨酸匮乏而死亡，而自身能

够合成组氨酸的菌株则无影响。具体的机制需进一

步的研究确定。

　　Ｈｉｓ１Ｌｅｕ２Ａｒｇ４基因敲除策略经２次同源重组

就可替换目的基因序列，不需要构建重组质粒，不需

要反筛，方法简便快速，大大提高了敲除效率，便于

之后基因功能的研究。但由于筛选标记的存在，使

得菌株之间的比较不能形成严格意义上的对照关

系，使得研究结果存在一定的不确定性。我们的研

究证实，在大部分应激条件下，３种筛选标记的存在

对于菌株的表型并没有明显影响，菌株之间可进行

相互比较，但在ＳＤＳ应激条件下，Ｃ．ｄ．ＨＩＳ１标记

的存在与否将严重影响实验结果。该结果将会对今

后研究人员采用 Ｈｉｓ１Ｌｅｕ２Ａｒｇ４基因敲除策略研

究白假丝酵母菌基因功能起到重要指导作用。

４　利益冲突
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