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［摘要］　白念珠菌是能感染人体的重要微生物之一。由于白念珠菌的遗传学操作较困难，因此其基因功能的研究主要依赖于

酿酒酵母作为模型或替代性表达宿主。近年来，以白念珠菌自身作为宿主的基因中断技术逐渐成为研究其基因功能的主要手

段，本文对这一领域的研究进展作一综述。
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　　近年来，随着免疫力低下患者数目的上升，由白念珠菌

引起的机会感染率不断增加［１］，因而有关该微生物的生物学

研究和为阐明其致病决定簇的研究明显增多。阐明一个基

因生物学的重要方法是采用合适的微生物宿主菌进行基因

中断或失活实验。但与模式生物酿酒酵母不同，由于白念珠

菌是二倍体生物，缺乏完整的有性生活周期，不能通过减数

分裂重组进行分析，因此遗传学操作较困难，这在一定程度

上阻碍了对其基因功能的研究。本综述概括了目前用于白

念珠菌基因功能分析的基因中断技术。

１　ＵＲＡＢｌａｓｔｅｒ策略

　　ＵｒａＢｌａｓｔｅｒ策略是用于白念珠菌中单个基因的２个连

续拷贝敲除的一种广泛且成功率较高的基因失活系统［２～４］。

该方法基于同源重组原理，主要以ｈｉｓＧＵＲＡ３ｈｉｓＧ盒（由来

自白念珠菌的ＵＲＡ３基因及来自鼠伤寒沙门菌ｈｉｓＧ定向重

复构成）作为构建中心来以插入失活的方式中断１个基因。

通过在盒两侧的靶基因特异序列与基因组中该基因的同源

序列之间的同源重组，ｈｉｓＧＵＲＡ３ｈｉｓＧ盒插入靶基因序列

中，随后在含有５氟乳清酸（５ｆｌｕｏｒｏｏｒｏｔｉｃａｃｉｄ，５ＦＯＡ）的培

养基中，经盒内ｈｉｓＧ 重复序列间的染色体内同源重组，

ＵＲＡ３标志得到删除，选择得到 Ｕｒａ－回复子。按照同样的

方法进行第二个等位基因的中断，这样即可到特定基因缺失

的菌株用于表型分析，从而获得该基因的功能信息（图１）。

　　ＵｒａＢｌａｓｔｅｒ策略是用于白念珠菌基因功能研究的经典

策略，迄今为止约６０％以上的白念珠菌基因功能的研究首先

采用该策略进行基因失活。尽管如此，该策略仍有几个重要

的不足方面需要考虑：（１）当相同的盒用于中断第二个完整

的等位基因时，所设计的构建子可能会在第二轮转化中与前

面中断的等位基因重组。这种重组的频率可能会较第一次

等位基因时更高，原因可能是源于盒的序列（鼠伤寒沙门菌

ｈｉｓＧ）的存在。为了尽可能减少ｈｉｓＧＵＲＡ３ｈｉｓＧ盒在前面

中断的等位基因位点的整合，可以使用不同的策略。例如，

在第二个重组步骤中可以这样构建ｈｉｓＧＵＲＡ３ｈｉｓＧ盒：其

插入方向与第一轮转化所用的相反；还有一种方法就是可以

在ＵＲＡ３盒上连接不同的侧翼区。（２）与 ＵＲＡ３标志切除

有关，为了切除ＵＲＡ３标志以利于下一轮转化，将在丰富培

养基（补充尿嘧啶核苷以避免反向选择重组克隆）上生长的

细胞置于含５ＦＯＡ培养基的平板，以选择 Ｕｒａ－细胞。该系

统允许在第一轮中选择２种独立类型的重组子：一种为不需

要的，通过基因转换或有丝分裂重组事件来回收最初的野生

型基因型；另一种为需要的，其染色体内重组切除了１个拷

贝的ｈｉｓＧ和 ＵＲＡ３ＤＮＡ。由于定向ｈｉｓＧ重复序列靠近

ＵＲＡ３标志的５′和３′端，使得染色体内重组的效率增加（约

为１／１０５个细胞）与在酿酒酵母中测得的频率类似。

２　ＵＲＡＦｌｉｐｐｅｒ策略

　　ＵＲＡＢｌａｓｔｅｒ策略的一种优化方法（ＵＲＡＦｌｉｐｐｅｒ）是运

用酿酒酵母２ｕ质粒的ＦＬＰ重组酶。Ｓｔａｉｂ等［５］按照白念珠

菌独特的遗传密码设计了一种ＦＬＰ重组酶基因。基因中断

方案采用ＵＲＡ３标志，其侧翼含有短（３４ｂｐ）区域作为ＦＬＰ
重组酶的识别位点。ＦＬＰ重组酶由ＳＡＰ２启动子在基因中

断构建盒内控制产生。在完成特定染色体区域的同源重组

后，通过低氮刺激ＳＡＰ２表达等方法删除选择标记（图２）。

虽然此方案在概念上与ＵＲＡＢｌａｓｔｅｒ策略相似，但有几个优

点：（１）它使染色体内重组频率提高约１００００倍，由此我们可

以使用在基因中断中无阳性反向选择的标志；（２）该系统也

可用于检测某个特定基因是否在某种实验条件下表达（如在

感染期存在的基因）。在这种情况下，应将ＦＬＰ重组酶置于

被检测基因的调控区的控制之下。但与经典的ＵＲＡＢｌａｓｔｅｒ
策略相比，该方法所需的遗传操作更加复杂，且在对基因缺

失菌进行表型分析时受到干扰的因素更多。
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图１　ＵｒａＢｌａｓｔｅｒ策略的白念珠菌基因中断技术示意图

Ｆｉｇ１　ＵＲＡＢｌａｓｔｅｒｓｔｒａｔｅｇｙｏｆｇｅｎｅｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎｔｅｃｈｎｉｑｕｅｉｎＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ

图２　ＵＲＡｆｌｉｐｐｅｒ策略的白念珠菌基因中断技术示意图

Ｆｉｇ２　ＵＲＡｆｌｉｐｐｅｒｓｔｒａｔｅｇｙｏｆｇｅｎｅｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎｔｅｃｈｎｉｑｕｅｉｎＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ
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３　基于ＰＣＲ的基因中断

　　近年来，一种以前开发用于酿酒酵母的ＰＣＲ介导的基

因敲除策略被改用于白念珠菌［６］。在该方法中，合成长寡核

苷酸作为重组靶位并用来从载体中扩增选择标志。产生的

白念中断盒在选择标志的每一端都有与基因组靶序列一致

的５０～６０ｂｐ。这与在ＵＲＡＢｌａｓｔｅｒ方法中使用的较长侧翼

区（通常是几百碱基对）相比具有较大的优越性，可以避开任

何克隆步骤，从而加快了缺失盒的构建。不过，由于此短侧

翼序列较短，故在染色体内重组频率大大降低，成功获得特

定基因缺失菌的可能性也大大降低。

４　一步法基因中断

　　该方法需要在宿主菌中有两个不同的营养缺陷型标志。

这个系统最早是 Ｋｕｒｔｚ等［７］报道用来分离ｈｅｍ３突变子，使

用克隆的ＵＲＡ３和ＬＥＵ２基因作为选择标志。

　　Ｎｅｇｒｅｄｏ等报道了使用来源于国际通用株ＳＣ５３１４谱系

的一个ｕｒａ３ｈｉｓ１菌株来中断白念的ＡＲＧ５，６基因，从而产生

Ａｒｇ－营养缺陷型［８］。

　　见图３。

图３　一步法白念珠菌基因中断技术示意图

Ｆｉｇ３　ＯｎｅｓｔｅｐｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎｔｅｃｈｎｉｑｕｅｆｏｒＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ

　　该系统的主要优点是它们通常不需要很长时间来达到

基因缺失，因为它们不需要回收原先的 Ｕｒａ营养缺陷型，也

因为这样有可能在一个转化事件中把某一基因的两个等位

基因都中断。虽然这对于普通的基因中断策略来说是一个

重要的改进且可用来更快地鉴定基因敲除株，但仍有获得目

的转化子的可能性低引起的技术局限。这个可能性确实是

白念中整合性转化频率的产物（１０－１～１０－２／μｇＤＮＡ），共转

化（２％～１５％）和２个等位基因的同源重组。只有在可预测

的易检测表型存在时才有可能分离某基因的两个拷贝都被

中断的菌株。

５　大规模基因中断技术

　　近年来，随着斯坦福大学基因组技术中心对白念珠菌基

因组测序（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｓｅｑｕｅｎｃｅ．ｓｔａｎｆｏｒｄ．ｅｄｕ／ｇｒｏｕｐ／ｃａｎｄｉ

ｄａ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）的完成，不断有研究小组报道大规模筛选白

念珠菌突变株的方法。

５．１　插入性杂合子库　为寻找调控白念珠菌形态转换的基

因，Ｕｈｌ等［９］基于许多调控菌丝生长的基因具有单倍剂量不

足的特点，即仅失去一个等位基因即能产生可检测到的表型

变化这一前提，通过ＵＲＡ３标记的转座子在白念珠菌文库中

的体外转座建立了随机插入子，将混合的插入子文库转化白

念珠菌产生了１８０００个白念珠菌突变株。筛选该库得到了

１４６个与菌丝转换相关的基因，其中包括３９个在酿酒酵母中

无同源基因的预测的丝状生长调节因子。另外，某些突变子

具有特异的血清应答性菌丝形成缺限，而血清是一种仅对白

念珠菌的诱导剂，酿酒酵母对此无反应。由于白念珠菌在感

染过程中可遇到血清，因此通常认为该反应与致病性密切相

关。这个工作为阐明许多白念珠菌特有基因的功能意义提

供了很好的证据。另外，与仅依靠酿酒酵母模型相比，该工

作更加细致地剖析了酵母菌丝转换的调节通路。

５．２　插入性纯合子库　为了鉴定ｐＨ依赖性丝状生长———

一种白念珠菌毒力相关特征的必需基因及调节子，Ｄａｖｉｓ
等［１０～１２］用ＵＡＵ１盒从杂合子中选择纯合性突变子。杂合子

突变株偶尔会经历有丝分裂重组或基因转变而产生纯合子，

纯合子表达两个ＵＡＵ１编码的替代标记因而得到选择，杂合

性ＵＡＵ１插入突变子只能表达其中的一个标记。通过将

ＵＡＵ１标记的转座子插入白念珠菌基因组文库中的方法产

生突变，利用测序鉴定开放阅读框架中的插入。在２５３个转

化进入白念珠菌的ｏｒｆ∷ＵＡＵ１中，有３６个基因的插入没有

产生纯合性突变子，有２１７个在经过ＵＡＵ１纯合子选择后平

均产生４～８个纯合性突变子，这些插入子含有１９７个

ＯＲＦｓ。在预测的必需基因中有２９个与酿酒酵母中的必需基

因同源，有３个酿酒酵母中的必需同源基因在白念珠菌中为

非必需基因，还有１２个基因为酿酒酵母的非必需同源基因，

４个基因与酿酒酵母中的无明显同源性。这些发现强调了白

念珠菌中的非保守基因的功能意义，提示白念珠菌中的必需

基因谱可能比酿酒酵母中的广泛。这可能是由于白念珠菌

中缺乏一个总体转录压力反应，因而对遗传学干扰更为敏

感［１３］。

５．３　可调节性基因突变库　为了寻找白念珠菌的必需基因



第５期．黄　杉，等．白念珠菌基因中断技术研究进展 ·５５３　　 ·

以确定有效的药物靶标，Ｒｏｅｍｅｒ等［１４，１５］对１１５２株由四环素

调控基因表达的白念珠菌进行了研究，其中８２３个是酿酒酵

母中的同源必需基因。他们通过删除一个等位基因，同时将

第二个等位基因与四环素调控性启动子（ＰＴＥＴ）融合的方法

建立了条件性表达，产生“ＧＲＡＣＥ”（基因替换和条件性表

达）株。必需性的判断取决于菌株对四环素的敏感性，后者

阻断了ＧＲＡＣＥ转录激活子的ＤＮＡ结合性，也可以通过对

５ＦＯＡ（对ＧＲＡＣＥ激活子基因盒的丢失具有选择性）的敏

感性进行判断。他们鉴定了５６７个白念珠菌的必需基因。

令人惊讶的是，具有酿酒酵母同源必需基因的白念珠菌基因

中有６１％同样是白念珠菌所必需的。白念珠菌与酿酒酵母

必需基因之间中等程度的重叠反映了在基因或途径功能中

可能存在实质性差异，也有可能白念珠菌中存在广泛的基因

重叠。对这些白念珠菌意外存活的 ＧＲＡＣＥ株的更详细研

究可能揭示是否某些常见的白念珠菌基因有着不寻常的生

物学功能。

　　在当今生命科学蓬勃发展的２１世纪，一系列微生物的

基因组序列信息的获得加速了对新的分子药靶的鉴定，一个

发明抗微生物药物的新时代已到来。白念珠菌有许多不同

于酿酒酵母的独特的生物学特征，包括其显著的黏附性、形

成菌丝的能力、多种表型转换系统、新交配过程、生物被膜形

成以及与宿主细胞间的不同作用等［１６～２０］。这些特征决定了

其毒力、耐药性及群体结构因而直接影响了我们对白念珠菌

感染的理解。现在通过公共和专有数据库可获得白念的完

整基因组序列，为了将这些大量的序列数据转变成有意义的

生物学信息，需要适用于该病原性真菌的遗传学工具。我们

相信不断发展的适用于白念珠菌的基因中断技术必将大大

加快对该生物体病原性起重要作用的基因功能的分析。
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