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　　［摘要］　目的　应用基因芯片技术研究黄芩素对白念珠菌基因表达谱的影响。方法　实验分黄芩素处理组与空白组，
抽提细胞ＲＮＡ，经杂交、洗涤后，通过计算机扫描分析黄芩素处理组和空白组基因表达谱的差异情况。应用实时定量ＲＴＰＣＲ

实验对差异表达基因进行验证。结果　共有５２２个差异表达基因，其中上调基因２５１个，下调基因２７１个。差异基因功能主
要涉及细胞周期、跨膜物质转运、多药耐药、毒力因子及热休克蛋白等。结论　黄芩素作用于白念珠菌后影响了细胞内一系
列基因的表达，这些基因的表达可能为从分子水平探讨黄芩素抗真菌作用的分子机制提供基础。
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　　白念珠菌（Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ）通常是人体内的正常菌

群，但是当某些危险因素作用于人体，如器官移植免疫抑制

剂的使用、肿瘤的放疗化疗、广谱抗菌药物的大量使用和

ＡＩＤＳ病毒感染时，真菌感染随之产生［１２］。在过去的近１００
年中，抗真菌药物研究取得了一些成绩，但是，在经历了近一

个世纪的努力后，抗真菌药物研究仍存在许多问题亟待解

决，如抗菌谱窄，不良反应严重，尤其临床检出了大量的耐药

真菌菌株，因此各国科学家开始致力于寻找新型、高效、安全

的抗真菌新药。

　　从天然产物中寻找具有抗真菌活性的天然有效成分，并

进一步开发应用已成为抗真菌新药研究非常重要的方向。

黄芩素（黄芩苷元，ｂａｉｃａｌｅｉｎ，ＢＥ）是从唇形科植物黄芩的干

燥根中提取的有效成分之一。黄芩是常用中药，其味苦、性

寒，归肺、心、肝、胆、大肠经，具有清热燥湿、泻火解毒、止血

安胎等功效。有文献报道，黄芩素具有抗氧化、抗炎、抗菌、

抗肿瘤、抗病毒等药理活性，且对血液细胞及肝脏细胞等正

常细胞无毒性［３８］。我们前期研究发现，黄芩素可诱导白念

珠菌凋亡，并具有协同氟康唑抗耐药白念珠菌的作用［９１０］。

本实验采用基因芯片技术考察黄芩素对白念珠菌基因表达

谱的影响，探讨其抗白念珠菌的可能分子机制。

１　材料和方法

１．１　菌株与试剂　白念珠菌国际标准株ＳＣ５３１４由 Ｗｉｌｌｉａｍ

Ａ．Ｆｏｎｚｉ教授惠赠。黄芩素购自 Ｓｉｇｍａ公司，纯度大于

９８％。ＴＲＩｚｏｌ（ＱＩＡＧＥＮ）；白念珠菌 Ｏｌｉｇｏ芯片由北京博奥

生物有限公司制备，白念珠菌 Ｏｌｉｇｏ库购自 Ｏｐｅｒｏｎ公司；

Ｃｙ５ｄＣＴＰ和Ｃｙ３ｄＣＴＰ（ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ，Ｐｉｓ

ｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）；ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉｋｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ）；ｃＤＮＡ合成试剂

盒（ＴａＫａＲａ，大连）；ＤＮＡ 纯化试剂盒（ＱＩＡＧＥＮ）。ＤＮａｓｅ

Ⅰ（ＲＮａｓｅＦｒｅｅ，ＴａＫａＲａ）；ＲｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ（ＴａＫａ

Ｒａ）；ＡＭＶ逆转录酶（ＴａＫａＲａ）；２×ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ

（ＴａＫａＲａ，Ｊａｐａｎ）；引物由上海生工生物工程技术服务有限

公司合成。

１．２　芯片样品制备　将白念珠菌ＳＣ５３１４于３０℃，２００转／

ｍｉｎ振荡培养过夜，次日按１％接种于新鲜 ＹＰＤ培养液，继

续培养４ｈ，加入１６μｇ／ｍｌ黄芩素继续培养６ｈ，１０００×ｇ离

心１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤，离心收集白念珠菌细胞。

１．３　总ＲＮＡ的制备　白念珠菌总 ＲＮＡ的提取采用改良

的一步法。即将菌体在液氮中碾磨成极细的粉末，１ｇ白念

珠菌加１２ｍｌ溶液 Ｄ（ＴＲＩｚｏｌ），充分混匀，冰水浴放置２０

ｍｉｎ，４℃离心。上清加等体积预冷的１１的苯酚氯仿，振

摇后冰浴２０ｍｉｎ，４℃离心。取上层水相加等体积异丙醇，混

匀，－２０℃过夜。４℃离心，用７５％的乙醇洗涤沉淀，加

ＲＮａｓｅｆｒｅｅ的 ＭｉｌｌｉＱ 水溶解，－８０℃保存。检测 Ｄ２６０和

Ｄ２８０，初步考察所提ＲＮＡ的质量。取２～５μｌ的ＲＮＡ 样品

迅速在１％琼脂糖凝胶上进行电泳，以检测ＲＮＡ 是否有降

解。

１．４　芯片杂交及差异表达基因检测分析　按照芯片实验技

术［１１］进行分离纯化 ｍＲＮＡ、逆转录、基因芯片杂交、洗脱、染

色和检测。图像扫描处理用ＳｃａｎＡｒｒａｙ４０００（Ｐａｃｋａｒｄ）扫描

芯片，通过杂交分析软件ＧｅｎｅＰｉｘＰｒｏ３．０分析Ｃｙ５和Ｃｙ３
两种荧光信号的强度和比值。芯片上每一点在２个波长处

的光强度值分别代表Ｃｙ３ｄＵＴＰ和 Ｃｙ５ｄＵＴＰ与每一点杂

交的量。筛选出参与均一化处理的有效基因点：（１）该基因

点的Ｃｙ３、Ｃｙ５信号值皆＞２００，或者其中之一＞８００；（２）该基

因点的Ｃｙ５／Ｃｙ３信号值的比值在０．１～１０之间。计算每个
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有效基因点Ｃｙ５信号值／Ｃｙ３信号值的比值，然后求出其相

应的自然对数值ｒ＝ｌｎ（Ｃｙ５／Ｃｙ３），算出全部有效基因点ｒ值

的平均值Ｒ，那么实验的均一化系数就等于Ｒ的倒数即ＥＸＰ
（Ｒ）。将所有基因点的Ｃｙ３信号值乘上均一化系数，得出调

整后的Ｃｙ３。对芯片结果进行统计分析：对重复样本进行ｔ
检验，ｆａｌｓｅｄｉｓｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ（ＦＤＲ）＜５％。计算所有基因的比

值（Ｃｙ５／Ｃｙ３），得到Ｒａｔｉｏ值。

　　利用ＣａｎｄｉｄａＤＢｄａｔａｂａｓｅ（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｏｌｉｓｔ．ｐａｓｔｅｕｒ．ｆｒ／

ＣａｎｄｉｄａＤＢ／），ＧｅｎＢａｎｋ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／

ＢＬＡＳＴ／），Ｓｔａｎｆｏｒｄ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ 数 据 库 （ＰａｌｏＡｌｔｏ，ＣＡ，

ＵＳＡ）（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｓｅｑｕｅｎｃｅ．ｓｔａｎｆｏｒｄ．ｅｄｕ／ｇｒｏｕｐ／ｃａｎｄｉ

ｄａ／）通过ＢｌａｓｔＮ和ＢｌａｓｔＸ分析差异基因。

１．５　实时定量ＲＴＰＣＲ实验　变性程序使用９５℃，１０ｓ（变

性）。扩增定量程序重复４０个循环，９５℃，１０ｓ（变性）；６０℃，

２０ｓ（退火）；７２℃，１５ｓ（延伸）。熔解曲线使用６０～９５℃，加

热速率为每秒钟０．１℃。以１８ＳｒＲＮＡ作为内参标准，结果

应用软件ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒＳｙｓｔｅｍＳｏｆｔｗａｒｅＶｅｒｓｉｏｎ３．５（Ｒｏｃｈｅ

Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ）进行分析。基因表达水平用倍数变化来表示

（２－ΔΔＣｔ法）。

２　结　果

２．１　芯片杂交实验　本课题组从 Ｏｐｅｒｏｎ公司购买了白念

珠菌全基因组寡核苷酸库，包含白念珠菌９６８４个基因，委托

北京博奥生物完成了全基因组芯片的制备，经质检确认本课

题定制的白念珠菌ＳＣ５３１４基因芯片质量合格。本实验以白

念珠菌ＳＣ５３１４为实验菌株，以１６μｇ／ｍｌ黄芩素处理组作为

实验组，未加药组作为对照组，制备ＲＮＡ用于合成ｃＤＮＡ荧

光探针，随后与白念珠菌ｃＤＮＡ芯片杂交。为了避免染料对

ｃＤＮＡ合成的影响，对ＲＮＡ采用交换标记，共进行３次芯片

杂交实验，其中２次是以Ｃｙ５ｄＵＴＰ标记实验组，Ｃｙ３ｄＵＴＰ
标记对照组，另外１次是以 Ｃｙ３ｄＵＴＰ标记实验组，Ｃｙ５

ｄＵＴＰ标记对照组。

２．２　差异表达基因　芯片杂交实验中Ｒａｔｉｏ值均≥２或≤
０．５的基因被认为是差异表达基因。结果共有５２２个差异表

达基因，其中上调基因２５１个，下调基因２７１个。对其中经

ＣａｎｄｉｄａＤＢ数据库比对为已知基因的，按功能进行分类。结

果显示，差异基因功能主要涉及细胞周期、跨膜物质转运、多

药耐药、毒力因子及热休克蛋白等（表１）。

２．３　实时定量ＲＴＰＣＲ验证差异表达基因　我们应用实时

定量ＲＴＰＣＲ技术对上述基因芯片差异基因中部分重要基

因进行了验证。所用基因引物序列见表２，以１８ＳｒＲＮＡ作

为内参标准。结果显示，芯片中差异基因的ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
验证结果与芯片中对应基因的上调或下调相吻合（图１）。

３　讨　论

　　基因芯片是２０世纪９０年代发展起来的新兴技术，用作

分析基因表达的新方法，使得从基因水平全面研究药物的作

用机制成为可能。与其他分子生物学技术相比，该技术可在

同一次实验中对上千个待研究的基因进行高通量、多参数的

同步分析，并且很大程度上已实现了商品化，保证了实验的精

密度和重复性，故可比较不同批次、不同实验室的研究结果。

可以检测组织细胞全部基因的表达，以便从整体上分析基因

表达谱的改变。目前基因芯片技术已普遍应用于各种肿瘤及

病原微生物的研究。利用基因芯片可筛选疾病相关基因、研

究药物作用机制及筛选药物等。本研究中结果显示，黄芩素

作用于真菌后可引起多种相关基因的上调或下调。

　　ＣＤＣ５编码细胞周期调节性ｐｏｌｏ样激酶（ＰＬＫ），该基因

缺失导致细胞周期缺陷，细胞被阻断于核分裂早期，表现为

纺锤体短，染色体不能分离。ＣＤＣ１４编码一种双特异性的蛋

白磷酸酶，敲除该基因可导致细胞分裂缺陷，形成大量聚集

的细胞。ＣＤＣ１１基因亦可影响细胞分裂。基因芯片杂交结

果显示，ＣＤＣ５、ＣＤＣ１４及ＣＤＣ１１表达下调，提示黄芩素可影

响白念珠菌的细胞周期，抑制其分裂增殖。与此相一致，

ＴＦＳ１基因的表达上调，ＴＦＳ１基因编码ＣＤＣ２５的高拷贝抑

制子，而ＣＤＣ２５负责细胞的Ｇ２ 期节点检查［１２１６］。

　　多药耐药蛋白是一类镶嵌于细胞膜上的蛋白，在药物、

激素、高温、过度氧化等环境中，可被诱导表达，将细胞内的

有害物质如药物等转运到细胞外，使细胞呈现耐药性。白念

珠菌中的多药耐药蛋白主要由ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＭＤＲ１等基因

编码［１７１８］。近年来，研究者在白念珠菌中又发现了ＰＤＲ１６
及ＳＮＱ２等一些新的多药耐药蛋白。我们前期研究发现，白

念珠菌ＲＴＡ２基因缺失均导致白念珠菌对唑类药物敏感性

增加；而ＲＴＡ２基因高表达导致白念珠菌对上述唑类药物敏

感性下降，表明ＲＴＡ２基因参与白念珠菌对唑类药物耐药性

的产生［１９２０］。另外，某些转录因子，如ＴＡＣ１、ＦＬＵ１及ＦＣＲ１
等可调控多药耐药蛋白的表达进而影响白念珠菌耐药性的

产生。ＴＡＣ１编码９８１个氨基酸的蛋白质Ｔａｃ１ｐ，具有典型

锌指转录蛋白的空间结构。当白念珠菌受到药物压力时，

ＴＡＣ１表达增加，持续性的与ＤＲＥ结合，促进ＣＤＲ１表达增

加。ＴＡＣ１不仅是ＣＤＲ１和ＣＤＲ２的主要转录调节因子，而

且可以控制其他基因的表达。ＦＬＵ１基因在白念珠菌中得

到鉴定，它属于多药外输转运子 ＭＦ超家族的成员。ＦＬＵ１
编码的产物与ＭＤＲ１编码的转运蛋白氨基酸序列相似，其在

酿酒酵母中表达时提高了唑类药物的耐药性。在白念珠菌

中，删除其可提高药物敏感性。基因芯片杂交结果显示，

ＭＤＲ１、ＦＬＵ１、ＰＤＲ１６、ＲＴＡ２基因表达下调，同时，ＣＤＲ１、

ＳＮＱ２、ＲＴＡ３基因表达上调。这些基因的表达变化提示：黄

芩素可能影响白念珠菌耐药性的产生。

　　麦角甾醇生物合成通路是许多抗真菌药物的作用靶点，

该通路利用哺乳类动物细胞胆固醇合成的类似酶系将乙酸

转变成麦角甾醇，是由多种酶参与的多步骤反应过程。在由

几十种ＥＲＧｓ编码的酶系作用下，真菌通过将乙酰辅酶Ａ渐

次转化为甲羟戊酸、角鲨烯、羊毛甾醇等中间体，最终合成构

建细胞膜的重要成分麦角甾醇。不同ＥＲＧ表达的改变，都

将影响麦角甾醇的正常合成。在本实验条件下未观察到

ＥＲＧ系列基因的差异表达，但有研究报道，ＰＤＲ１６缺失导致

对唑类抗真菌药物的敏感性大大增加，其机制涉及影响了胞

浆膜的磷脂及甾醇组成，并改变了整个细胞脂类组成［２１］。

因此ＰＤＲ１６在黄芩素处理组中的表达下调提示白念珠菌的

甾醇组成受到影响。



·７９８　　 · 第二军医大学学报　２０１０年７月，第３１卷

表１　芯片杂交实验中的部分重要差异表达基因

基因 产物或功能 Ｒａｔｉｏ值 基因 产物或功能 Ｒａｔｉｏ值

细胞周期 物质转运

　ＴＦＳ１ ｃｄｃ２５依赖的营养及氨反应细胞周期调节因子 ２．８６４ 　ＨＧＴ１７ 果糖／葡萄糖转运蛋白 １５．０３５

　ＣＤＣ５ 细胞周期蛋白激酶 ０．４５１ 　ＳＵＬ２ 硫酸盐转运蛋白 ３．６２８

　ＣＤＣ１４ Ｐｒｏｔｅｉｎｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ蛋白磷酸酶 ０．１５７ 　ＶＰＳ４ 空泡分选蛋白 ２．５４３

　ＣＤＣ１１ Ｓｅｐｔｉｎ同源蛋白 ０．４０９ 　ＨＸＴ５ 果糖转运蛋白 ２．３０４
多药耐药 　ＣＣＣ１ 跨膜Ｃａ２＋转运蛋白 ２．１６５

　ＳＮＱ２ 多药耐药蛋白 ４．８３５ 　ＡＧＰ２ 氨基酸透性酶 ０．４９５

　ＣＤＲ１ 多药耐药蛋白 ３．６４４ 　ＨＩＰ１ 组氨酸透性酶（ｈｉｓｔｉｄｉｎｅｐｅｒｍｅａｓｅ１） ０．４８８

　ＲＴＡ３ 多药耐药蛋白 ３．４５１ 氧化还原

　ＴＡＣ１ 多药耐药蛋白 ２．２５４ 　ＡＯＸ１ 替代途径氧化酶 ２．９４４

　ＰＤＲ１６ 多药耐药蛋白 ０．４４１ 　ＡＯＸ２ 替代途径氧化酶 ２．８３１

　ＦＬＵ１ 多药耐药蛋白 ０．１８８ 　ＥＣＭ１７ 亚硫酸盐还原酶 ２．８４３

　ＭＤＲ１ 多药耐药蛋白 ０．０５３ 　ＣＯＸ１９ 细胞色素Ｃ氧化酶 ２．４２３

　ＲＴＡ２ 多药耐药蛋白 ０．４２２ 　ＧＲＥ２ 氧化还原酶 ２．３７３

ＤＮＡ修复 　ＰＤＸ３ 磷酸吡哆胺氧化酶 ２．２５９

　ＰＲ１２ ＤＮＡ聚合酶 ３．７２２ 　ＹＡＨ１ 电子载体 ２．０２５

　ＲＡＤ１６ 核苷酸切补修复蛋白 ２．２１２ 　ＦＲＥ７ 铁还原酶跨膜组份 ０．４９３

　ＲＦＡ１ ＤＮＡ复制因子Ａ ０．４２６ 　ＲＩＰ１ 泛醌细胞色素ｃ还原酶 ０．４３１

　ＭＣＭ６ ＭＣＭ 起始复合物成份 ０．４１４ 　ＲＮＲ１ 核苷酸二磷酸还原酶 ０．１２９

　ＲＦＣ４ ＤＮＡ复制因子Ｃ ０．４５７ 细胞骨架

　ＰＯＬ１ ＤＮＡ聚合酶 ０．３１２ 　ＡＵＴ７ 微管相关蛋白 ２．７０４

　ＲＡＤ５１ ＤＮＡ修复蛋白 ０．２４０ 　ＣＤＣ１０ 细胞骨架成份 ０．４７７

　ＭＳＨ６ ＤＮＡ错配修复蛋白 ０．１１３ 　ＭＬＣ１ Ｍｌｃ１ｐ肌凝蛋白轻链 ０．４５９
细胞壁合成 　ＴＵＢ２ ｂ微管蛋白 ０．３９８

　ＳＲＢ１ 甘露糖１磷酸鸟苷酸转移酶 ０．４８４ 　ＴＵＢ１ ａ微管蛋白 ０．２７０

　ＣＨＴ２ 几丁质酶２前体 ０．１３０ 热休克蛋白

　ＣＨＴ３ 几丁质酶３前体 ０．４７１ 　ＨＳＰ３０ 热休克蛋白 １４．８６６

　ＭＰ６５ 葡萄糖苷酶 ０．４６７ 　ＨＳＰ６０ 热休克蛋白 ２．００６

　ＣＨＳ１ 几丁质合成酶 ０．４６５ 　ＡＳＲ１ 腺苷酸环化酶及应激反应 ３．７５８

　ＦＥＮ１２ １，３ｂ葡聚糖合成酶亚单位 ０．４５７ 毒力

　ＥＣＭ３３１ 细胞壁合成相关基因 ０．３４２ 　ＰＬＢ４．５ 溶血磷脂酶 ０．４８９

　ＳＵＮ４１ 细胞壁ｂ葡萄糖苷酶 ０．３１０ 　ＰＤＥ２ 磷酸二酯酶 ０．４５６
能量代谢 　ＡＬＳ１ 凝集素样蛋白 ０．４５５

　ＧＣＡ１ ａ葡萄糖苷酶 ８．５３８ ＲＮＡ加工

　ＥＢＰ１ ＮＡＤＰＨ 脱氢酶 ２．８１０ 　ＭＲＳ２ 线粒体ＲＮＡ剪切蛋白 ２．０４１

　ＰＦＫ２６ ６磷酸果糖２激酶 ２．２４５ 　ＧＡＲ１ 核仁ｒＲＮＡ加工蛋白 ０．４７５

　ＴＰＳ３ 海藻糖磷酸合成酶调节亚单位 ２．００５ 　ＤＩＭ１ ｒＲＮＡ二甲基转移酶 ０．４４０

　ＧＡＰ１ 甘油醛３磷酸脱氢酶 ０．４９９

　ＡＣＳ２ 乙酰辅酶Ａ合成酶 ０．４８６

　ＧＰＤ２ 甘油３磷酸脱氢酶 ０．１５８

　　ＰＤＥ２编码高亲和力的核苷酸磷酸二酯酶，此酶是

ｃＡＭＰ特异性磷酸二酯酶，参与ｃＡＭＰ介导的信号途径和菌

丝生长、致病力，菌丝形成ＰＤＥ２表达减少。ＰＤＥ２编码蛋白

能够降解ｃＡＭＰ，ＰＤＥ２的表达增加能够抵抗ＣＡＰ１依赖性

的ｃＡＭＰ合成，抑制菌丝生长［２２２３］。因此本实验中ＰＤＥ２下

调，以及另２个与致病力相关的基因 ＡＬＳ１和ＰＬＢ４．５下调

表明黄芩素可能降低菌株对小鼠的致病力。这为黄芩素的

临床抗真菌感染应用提供了依据。

　　物质转运在活细胞中持续不断地进行，这种生化过程的

意义在于清除有毒物质、保持细胞内物质的动态平衡、维持

电化学梯度等。在本实验中，我们发现黄芩素作用后会导致

物质转运相关的基因转录发生改变，这一类基因包括

ＨＧＴ１７，ＨＸＴ５（果糖转运蛋白）、ＳＵＬ２（硫酸盐转运蛋白）、

ＣＣＣ１（跨膜钙离子转运蛋白）表达上调。同时，ＡＧＰ２（氨基

酸透性酶）和 ＨＩＰ１（组氨酸透性酶）表达下调，这些基因的表

达变化提示：黄芩素可能影响白念珠菌中的物质转运。

　　热休克蛋白一般在细胞应激反应时产生，对细胞有保护

和损伤修复作用。另外，热休克蛋白在一些重要的生长相关
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过程，如细胞分裂、ＤＮＡ合成、转录、转运、蛋白质折叠运输

以及膜转位中起重要作用。在肿瘤细胞中，热休克蛋白参与

了由于错配造成的ＤＮＡ损伤过程［２４２５］。本实验显示，在黄

芩素处理组中有编码热休克蛋白的基因（ＨＳＰ３０、ＨＳＰ６０和

ＡＳＲ１）发生上调，这可能是白念珠菌在黄芩素的作用下，其

生长代谢等多个细胞的正常生理功能受到影响，热休克蛋白

基因发生代偿性表达增加。

表２　实时定量ＲＴＰＣＲ实验中的引物序列

编号 引物名称 序列（５′３′） 扩增长度（ｂｐ）

１ １８ＳｒＲＮＡＦ ＴＣＴＴＴＣＴＴＧＡＴＴＴＴＧＴＧＧＧＴＧＧ １５０
１８ＳｒＲＮＡＲ ＴＣＧＡＴＡＧＴＣＣＣＴＣＴＡＡＧＡＡＧＴＧ

２ ＣＤＲ１Ｆ ＧＡＴＴＣＴＣＡＡＡＣＴＧＣＣＴＧＧＴＣ １１６
ＣＤＲ１Ｒ ＣＣＡＡＡＡＴＡＡＧＣＣＧＴＴＣＴＴＣＣＡＣ

３ ＰＤＥ２Ｆ ＣＴＣＧＡＴＣＴＡＣＴＡＣＴＡＣＣＡＣＣＡＣ ２２６
ＰＤＥ２Ｒ ＣＣＴＧＴＣＣＡＡＴＴＴＣＣＡＡＣＴＣＧ

４ ＭＤＲ１Ｆ ＴＧＣＧＴＣＡＡＧＡＡＣＡＧＧＴＴＴＴＣ １１１
ＭＤＲ１Ｒ ＡＡＧＣＡＧＴＡＧＴＡＧＣＡＧＣＡＣＣ

５ ＦＬＵ１Ｆ ＴＧＧＡＴＡＧＴＣＣＣＣＧＴＣＡＴＴＧＧ １２７
ＦＬＵ１Ｒ ＧＧＣＡＡＡＡＡＧＴＧＧＧＡＡＡＡＣＡＧＣ

６ ＲＴＡ２Ｆ ＣＧＧＴＡＡＧＡＧＧＴＣＡＴＣＧＴＣＡＴＡＣ １６０
ＲＴＡ２Ｒ ＴＣＡＧＣＣＡＡＴＴＣＴＧＣＣＡＣＴＣ

７ ＡＬＳ１Ｆ ＧＴＴＧＧＴＴＧＡＡＧＧＴＧＡＧＧＡＴＧ １２３
ＡＬＳ１Ｒ ＧＴＴＧＣＣＡＧＴＧＣＴＴＣＡＡＡＴＧ

８ ＡＯＸ１Ｆ ＣＴＣＡＴＡＧＡＣＣＡＣＣＡＣＧＴＡＣＣ １２１
ＡＯＸ１Ｒ ＡＧＴＣＡＴＣＣＡＴＴＴＣＣＣＣＴＣＧＧ

９ ＲＡＤ１６Ｆ ＡＧＡＧＡＧＡＧＣＴＧＡＡＣＡＴＣＣＡＣ １８２
ＲＡＤ１６Ｒ ＧＡＣＣＴＴＴＡＧＡＣＣＴＧＴＣＡＴＧＣ

　Ｆ：正向引物；Ｒ：反向引物

图１　以１８ＳｒＲＮＡ作为内参标准，采用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
验证芯片部分差异表达基因

　　基因芯片技术在抗真菌新药机制研究中前景广阔。很

多药物的直接作用靶就是 ＤＮＡ，传统的分子生物学技术难

以全面研究药物对基因的影响。而基因芯片技术为快速、系

统、全面研究药物作用下真菌基因表达谱的变化，提供了一

个高通量研究工具，可有效研究药物作用后的基因变化，从

基因水平阐明药物的作用机制，确定新药的靶基因［２６］。本研

究从基因水平上阐释黄芩素的药理作用，同时为基因芯片技

术探索药物作用的机制和作用靶点提供思路与借鉴。

［参 考 文 献］

［１］　ＥｄｗａｒｄｓＪＥＪｒ，ＢｏｄｅｙＧＰ，ＢｏｗｄｅｎＲＡ，ＢüｃｈｎｅｒＴ，ｄｅＰａｕｗ

ＢＥ，ＦｉｌｌｅｒＳＧ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐ

ｍｅｎｔｏｆａｃｏｎｓｅｎｓｕｓｏｎｔｈｅｍａｎａｇｅｍｅｎｔａｎｄｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎｏｆｓｅ

ｖｅｒｅｃａｎｄｉｄａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，１９９７，２５：４３５９．

［２］　ＲｕｈｎｋｅＭ．ＥｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙｏｆＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓａｎｄ

ｒｏｌｅｏｆｎｏｎＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓｙｅａｓｔｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒＤｒｕｇＴａｒｇｅｔｓ，

２００６，７：４９５５０４．
［３］　杨得坡，胡海燕，黄世亮，ＣｈａｕｍｏｎｔＪＰ，ＭｉｌｌｅｔＪ．黄芩甙元和黄

芩甙对皮肤真菌与细菌抑制作用的研究［Ｊ］．中药材，２０００，２３：

２７２２７４．
［４］　ＷｕＪＡ，ＡｔｔｅｌｅＡＳ，ＺｈａｎｇＬ，ＹｕａｎＣＳ．ＡｎｔｉＨＩＶａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ｍｅｄｉｃｉｎａｌｈｅｒｂｓｕｓａｇｅａｎｄｐｏｔｅｎｔｉａｌｄｅｖｄｏｐｍｅｎｔ．［Ｊ］．ＡｍＪＣｌｉｎ

Ｍｅｄ，２００１，２９：６９８１．
［５］　沈　雯，陆福明，顾　勇，林善锬．黄芩素对高糖诱导近端肾小

管上皮细胞外基质及转化生长因子β１表达的影响［Ｊ］．中华肾

脏病杂志，２Ｏ０３，１９：１７３１７６．
［６］　ＬｅｅＨＺ，ＬｅｕｎｇＨ Ｗ，ＬａｉＭＹ，ＷｕＣＨ．Ｂａｉｃａｌｅｉｎｉｎｄｕｃｅｄｃｅｌｌ

ｃｙｃｌｅａｒｒｅｓｔａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｈｕｍａｎｌｕｎｇｓｑｕａｍｏｍｃａｒｃｉｎｏｍａ

ＣＨ２７ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＡｎｔｉｃａｎｃｅｒＲｅｓ，２００５，２５：９５９９６４．
［７］　ＴａｎｉｇｕｃｈｉＨ，ＹｏｓｈｉｄａＴ，ＨｏｒｉｎａｋａＭ，ＹａｓｕｄａＴ，ＧｏｄａＡＥ，

ＫｏｎｉｓｈｉＭ，ｅｔａｌ．Ｂａｉｃａｌｅｉｎｏｖｅｒｃｏｍｅｓｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒｒｅ

ｌａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｉｎｇｌｉｇａｎｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｖｉａｔｗｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｅｌｌ

ｓｐｅｃｉｆｉｃｐａｔｈｗａｙｓｉｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｂｕｔｎｏｔｉｎｎｏｒｍａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．

ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００８，６８：８９１８８９２７．
［８］　周立刚，张颖君，蔡　艳，刘玉青，王锦亮，王君健，等．黄酮和甾

体类化合物的抗真菌活性［Ｊ］．天然产物研究与开发，１９９７，９：

２４２９．
［９］　ＨｕａｎｇＳ，ＣａｏＹＹ，ＤａｉＢＤ，ＳｕｎＸＲ，ＺｈｕＺＹ，ＣａｏＹＢ，ｅｔａｌ．

Ｉｎｖｉｔｒｏｓｙｎｅｒｇｉｓｍｏｆｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅａｎｄｂａｉｃａｌｅｉｎａｇａｉｎｓｔｃｌｉｎｉｃａｌｉ

ｓｏｌａｔｅｓｏｆＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓｒｅｓｉｓｔａｎｔｔｏｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ［Ｊ］．Ｂｉｏｌ

ＰｈａｒｍＢｕｌｌ，２００８，３１：２２３４２２３６．
［１０］ＤａｉＢＤ，ＣａｏＹＹ，ＨｕａｎｇＳ，ＸｕＹＧ，ＧａｏＰＨ，ＷａｎｇＹ，ｅｔａｌ．

ＢａｉｃａｌｅｉｎｉｎｄｕｃｅｓｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈｉｎＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ



·８００　　 · 第二军医大学学报　２０１０年７月，第３１卷

［Ｊ］．ＪＭｉｃｒｏｂｉｏｌＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２００９，１９：８０３８０９．
［１１］ＣａｏＹＹ，ＣａｏＹＢ，ＸｕＺ，ＹｉｎｇＫ，ＬｉＹ，ＸｉｅＹ，ｅｔａｌ．ｃＤＮＡｍｉ

ｃｒｏａｒｒａｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＣａｎｄｉｄａ

ａｌｂｉｃａｎｓｂｉｏｆｉｌｍｅｘｐｏｓｅｄｔｏｆａｒｎｅｓｏｌ［Ｊ］．Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ Ａｇｅｎｔｓ

Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ，２００５，４９：５８４５８９．
［１２］ＢａｃｈｅｗｉｃｈＣ，ＴｈｏｍａｓＤＹ，ＷｈｉｔｅｗａｙＭ．Ｄｅｐｌｅｔｉｏｎｏｆａｐｏｌｏ

ｌｉｋｅｋｉｎａｓｅｉｎＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓａｃｔｉｖａｔｅｓｃｙｃｌａｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｈｙ

ｐｈａｌｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈ［Ｊ］．ＭｏｌＢｉｏｌＣｅｌｌ，２００３，１４：２１６３２１８０．
［１３］ＳｉｎｈａＩ，ＷａｎｇＹＭ，ＰｈｉｌｐＲ，ＬｉＣＲ，ＹａｐＷ Ｈ，ＷａｎｇＹ．Ｃｙｃｌｉｎ

ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｓｃｏｎｔｒｏｌｓｅｐｔｉｎｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｉｎＣａｎｄｉｄａ

ａｌｂｉｃａｎｓｈｙｐｈａｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．ＤｅｖＣｅｌｌ，２００７，１３：４２１４３２．
［１４］ＷａｒｅｎｄａＡＪ，ＫａｕｆｆｍａｎＳ，ＳｈｅｒｒｉｌｌＴＰ，ＢｅｃｋｅｒＪＭ，ＫｏｎｏｐｋａＪ

Ｂ．Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓｓｅｐｔｉｎｍｕｔａｎｔｓａｒｅｄｅｆｅｃｔｉｖｅｆｏｒｉｎｖａｓｉｖｅ

ｇｒｏｗｔｈａｎｄｖｉｒｕｌｅｎｃｅ［Ｊ］．ＩｎｆｅｃｔＩｍｍｕｎ，２００３，７１：４０４５４０５１．
［１５］ＧｏｎｚｌｅｚＮｏｖｏＡ，ＣｏｒｒｅａＢｏｒｄｅｓＪ，ＬａｂｒａｄｏｒＬ，ＳｎｃｈｅｚＭ，

ＶｚｑｕｅｚｄｅＡｌｄａｎａＣＲ，ＪｉｍｎｅｚＪ．Ｓｅｐ７ｉｓｅｓｓｅｎｔｉａｌｔｏｍｏｄｉｆｙ

ｓｅｐｔｉｎｒｉｎｇｄｙｎａｍｉｃｓａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｃｅｌｌｓｅｐａｒａｔｉｏｎｄｕｒｉｎｇＣａｎｄｉｄａ

ａｌｂｉｃａｎｓｈｙｐｈａｌｇｒｏｗｔｈ［Ｊ］．ＭｏｌＢｉｏｌＣｅｌｌ，２００８，１９：１５０９１５１８．
［１６］ＣｌｅｍｅｎｔｅＢｌａｎｃｏＡ，ＧｏｎｚｌｅｚＮｏｖｏＡ，ＭａｃｈíｎＦ，ＣａｂａｌｌｅｒｏＬｉ

ｍａＤ，ＡｒａｇóｎＬ，ＳｎｃｈｅｚＭ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＣｄｃ１４ｐｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｆ

ｆｅｃｔｓｌａｔｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅｅｖｅｎｔｓａｎｄｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎＣａｎｄｉｄａａｌｂｉ

ｃａｎｓ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＳｃｉ，２００６，１１９（Ｐｔ６）：１１３０１１４３．
［１７］ＳｔＧｅｏｒｇｉｅｖＶ．Ｍｅｍｂｒａｎｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓａｎｄａｎｔｉｆｕｎｇａｌｄｒｕｇｒｅ

ｓｉｓｔａｎｃｅ［Ｊ］．ＣｕｒｒＤｒｕｇＴａｒｇｅｔｓ，２０００，１：２６１２８４．
［１８］ＷｉｒｓｃｈｉｎｇＳ，ＭｉｃｈｅｌＳ，ＫｈｌｅｒＧ，ＭｏｒｓｃｈｈｕｓｅｒＪ．Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆ

ｔｈｅｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅＭＤＲ１ｉｎｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅｒｅｓｉｓｔａｎｔ，ｃｌｉｎ

ｉｃａｌＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓｓｔｒａｉｎｓｉｓｃａｕｓｅｄｂｙｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｎｔｒａｎｓ

ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ［Ｊ］．ＪＢａｃｔｅｒｉｏｌ，２０００，１８２：４００４０４．
［１９］ＷｈｉｔｅＴＣ，ＭａｒｒＫＡ，ＢｏｗｄｅｎＲＡ．Ｃｌｉｎｉｃａｌ，ｃｅｌｌｕｌａｒ，ａｎｄｍｏ

ｌｅｃｕｌａｒｆａｃｔｏｒｓｔｈａｔｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｔｏａｎｔｉｆｕｎｇａｌｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ［Ｊ］．

ＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌＲｅｖ，１９９８，１１：３８２４０２．
［２０］ＪｉａＸ Ｍ，ＭａＺＰ，ＪｉａＹ，ＧａｏＰＨ，ＺｈａｎｇＪＤ，ＷａｎｇＹ，ｅｔａｌ．

ＲＴＡ２，ａｎｏｖａｌｇｅｎｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎａｚｏｌｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎＣａｎｄｉｄａａｌ

ｂｉｃａｎｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２００８，３７３：６３１６３６．
［２１］ＰａｒｋｓＬＷ，ＣａｓｅｙＷ Ｍ．Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｏｆｓｔｅｒｏｌｂｉｏ

ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎｙｅａｓｔ［Ｊ］．ＡｎｎｕＲｅｖＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，１９９５，４９：９５１１６．
［２２］ＷｉｌｓｏｎＤ，ＴｕｔｕｌａｎＣｕｎｉｔａＡ，ＪｕｎｇＷ ，ＨａｕｓｅｒＮＣ，Ｈｅｒｎａｎｄｅｚ

Ｒ，ＷｉｌｌｉａｍｓｏｎＴ，ｅｔａｌ．ＤｅｌｅｔｉｏｎｏｆｔｈｅｈｉｇｈａｆｆｉｎｉｔｙｃＡＭＰｐｈｏｓ

ｐｈｏｄｉｅｓｔｅｒａｓｅｅｎｃｏｄｅｄｂｙＰＤＥ２ａｆｆｅｃｔｓｓｔｒｅｓｓｒｅｓｐｏｎｓｅｓａｎｄｖｉｒ

ｕｌｅｎｃｅｉｎＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ［Ｊ］．ＭｏｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００７，６５：８４１

８５６．
［２３］ＪｕｎｇＷＨ，ＷａｒｎＰ，ＲａｇｎｉＥ，ＰｏｐｏｌｏＬ，ＮｕｎｎＣＤ，ＴｕｒｎｅｒＭＰ，

ｅｔａｌ．ＤｅｌｅｔｉｏｎｏｆＰＤＥ２，ｔｈｅｇｅｎｅｅｎｃｏｄｉｎｇｔｈｅｈｉｇｈａｆｆｉｎｉｔｙ

ｃＡＭＰｐｈｏｓｐｈｏｄｉｅｓｔｅｒａｓｅ，ｒｅｓｕｌｔｓｉｎｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｃｅｌｌｗａｌｌａｎｄ

ｍｅｍｂｒａｎｅｉｎＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ［Ｊ］．Ｙｅａｓｔ，２００５，２２：２８５２９４．
［２４］ＥｎｊａｌｂｅｒｔＢ，ＮａｎｔｅｌＡ，ＷｈｉｔｅｗａｙＭ．Ｓｔｒｅｓｓｉｎｄｕｃｅｄｇｅｎｅｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ：ａｂｓｅｎｃｅｏｆａｇｅｎｅｒａｌｓｔｒｅｓｓｒｅ

ｓｐｏｎｓｅ［Ｊ］．ＭｏｌＢｉｏｌＣｅｌｌ，２００３，１４：１４６０１４６７．
［２５］ＮａｄｉｎＳＢ，ＶａｒｇａｓＲｏｉｇＬＭ，ＣｕｅｌｌｏＣａｒｒｉｏｎＦＤ，ＣｉｏｃｃａＤＲ．

Ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｄａｍａｇｅｉｎｄｕｃｅｄｂｙｄｅｘｏｒｕｂｉｃｉｎｉｎｐｅｒｉｐｈ

ｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ：ｐｏｓｓｉｂｌｅｒｏｌｅｓｆｏｒｔｈｅｓｔｒｅｓｓｒｅ

ｓｐｏｎｓｅａｎｄｔｈｅｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｒｅｐａｉｒｐｒｏｃｅｓｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ

ＳｔｒｅｓｓＣｈａｐｅｒｏｎｅｓ，２００３，８：３６１３７２．
［２６］ＤｅＢａｃｋｅｒＭ Ｄ，ＶａｎＤｉｊｃｋＰ．Ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｎｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｇｅｎｏｍｉｃｓ

ａｐｐｒｏａｃｈｅｓｔｏａｎｔｉｆｕｎｇａｌｄｒｕｇｔａｒｇｅｔｄｉｓｃｏｖｅｒｙ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＭｉ

ｃｒｏｂｉｏｌ，２００３，１１：４７０４７８．

［本文编辑］　尹　

檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪

茶

·消　息·

《军医大学学报》（英文版）征稿启事
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