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［摘要］　近年来，临床上白念珠菌耐药现象日趋增多，利用基因芯片来绘制基因表达图谱是目前研究白念珠菌耐药基因最常

用的手段。通过基因芯片对菌株在不同药物处理或经不同途径产生耐药表型后大量差异表达基因进行分析，可用来寻找耐药

相关基因，并阐明其功能，更有助于多基因协同作用机制的深入研究。
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　　白念珠菌作为威胁免疫缺陷患者生命的病原微生物之

一，其耐药现象日趋增多，导致治疗的反复性和长期性，并消

耗了巨大的人力和财力。探明白念珠菌的耐药机制是从根

本上解决其耐药现象的基础。白念珠菌出现耐药表型主要

是因为基因发生了改变，因此明确耐药基因是解决问题的关

键。在寻找白念珠菌耐药基因的研究中，用药物处理细胞，

将引起细胞外部形态及内部代谢过程的一系列变化，而以上

现象都可以归咎于基因表达的变化。通过比较药物处理前、

后细胞基因表达的变化有助于了解哪些基因与耐药相关。

以往由于技术水平的限制，此项研究一直缺乏高效快捷的方

法，然而近年来基因芯片技术的发展为此项研究提供了有利

条件。利用基因芯片来绘制基因表达图谱逐渐成为目前研

究白念珠菌耐药基因最常用的手段，本文就近年来基因芯片

技术在白念珠菌耐药机制中的应用及其研究进展作一综述。

１　基因芯片

　　基因芯片（ｇｅｎｅｃｈｉｐ）是指通过微阵列（ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ）技术

将高密度ＤＮＡ片段阵列通过高速机器人或人工原位合成方

式以一定的顺序或排列方式使其附着在玻璃片等固相支持

物表面，以荧光标记的ＤＮＡ探针，借助碱基互补杂交原理，

进行大量的基因表达及检测等方面研究的技术。基因芯片

主要有寡核苷酸（ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ，ＯＤＮＳ）芯片和ｃＤ

ＮＡ（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙＤＮＡ）芯片。基因芯片的制备有两种思

路：其一是将靶ＤＮＡ固定于支持物上，对大量不同靶ＤＮＡ
进行分析；其二是将大量探针分子固定于支持物上，对同一

靶ＤＮＡ进行不同探针序列的分析。其中ｃＤＮＡ微点阵是以

定量的方式同时监测大量基因相对表达的有效方法，在基因

表达分析中具有重要作用［１］。该技术可以在杂交实验中对

多个不同状态菌株 （不同药物刺激、不同诱导途径）中数千
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基因的表达差异进行定量检测，探针序列一般来自于已知基

因的ｃＤＮＡ或表达序列标签（ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｔａｇｓ，ＥＳＴ）

库。因其能一次对大量的ＤＮＡ分子或ＲＮＡ分子进行检测

分析，从而解决了传统核酸印迹杂交技术复杂、自动化程度

低、检测目的分子数量少、效率低等不足。通过基因芯片对

菌株在不同药物处理或经不同途径产生耐药表型后大量差

异表达基因进行分析，可用来寻找耐药相关基因，并阐明其

功能，更有助于多基因协同作用机制的深入研究。

２　基因芯片筛选的白念珠菌耐药相关基因

　　目前治疗白念珠菌感染的药物主要有四类：唑类［氟康

唑（ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ，ＦＬＣ）］，多烯类［两性霉素Ｂ（ａｍｐｈｏｔｅｒｉｃｉｎＢ，

ＡｍＢ）］，棘球白素类［卡泊芬净（ｃａｓｐｏｆｕｎｇｉｎ，ＣＰＦ）］，嘧啶类

［５氟胞嘧啶（５ｆｌｕｏｒｏｃｙｔｏｓｉｎｅ，５ＦＣ）］，但前两类较为常用，

因此本文主要综述了对前两类药物产生耐药性的相关基因。

这些基因的功能主要与脂质、脂肪酸和固醇的代谢、细胞应

激、蛋白质合成、细胞壁维持、小分子转运及碳水化合物代谢

有关。为了探明白念珠菌对不同药物产生耐药的机制，近年

来许多研究者采用基因芯片技术分析了在耐药的真菌菌株

中由不同药物及不同耐药途径所引起的基因表达差异。在

这些耐药相关基因中，其中一部分基因的功能已经得到了明

确的解释，而另一部分基因则将成为研究者关注的对象。

　　过去的的几十年中，许多研究都揭示了真菌细胞膜上存

在参与主动转运多种分子（如：蛋白、糖、离子、药物）的多起

源膜蛋白超家族。其中，与药物转运有关的有 ＡＴＰ结合盒

转运蛋白（ＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，ＡＢＣ转运蛋白）

超家族和主要易化扩散载体（ｍａｊｏｒｆａｃｉｌｉｔａｔｏｒｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ，

ＭＦｓ）超家族。ＡＴＰ结合盒转运蛋白超家族的特征是都含有

保守的结合和水解 ＡＴＰ的一致序列，需要 ＡＴＰ提供能量。

该家族已知的成员中，目前ＣＤＲ１（Ｃａｎｄｉｄａｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

１）和ＣＤＲ２被认为与耐药产生相关，在它们的启动子中都含

有２１ｂｐ、序列为５′ＧＧＡ（Ａ／Ｔ）ＡＴＣＧＧＡＴＡＴＴＴＴＴＴＴＴ

３′的顺式药物反应元件（ｄｒｕｇｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｅｌｅｍｅｎｔ，ＤＲＥ），其

中５′ＣＧＧ３′的三联子是转录激活因子 ＴＡＣ１的识别位

点［２］。在实验室通过药物诱导和在临床长期使用药物都可

以使菌株产生ＣＤＲ１和ＣＤＲ２高表达，可能是由于这两种途

径都作用于启动子内的 ＤＲＥ序列并激活了相同的转录因

子，促使ｃｄｒ１ｐ（Ｃａｎｄｉｄａｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｐｒｏｔｅｉｎ１）和ｃｄｒ２ｐ
表达量增高，结果导致细胞内ＦＬＣ的浓度降低、阻止了药物

与靶基因ＥＲＧ１１结合。在临床氟康唑耐药菌株中几乎都有

编码Ｃｄｒ１ｐ和Ｃｄｒ２ｐ的ｍＲＮＡ的高表达。

　　除了ＡＴＰ结合盒转运蛋白，主要易化扩散载体（ｍａｊｏｒ

ｆａｃｉｌｉｔａｔｏｒｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ，ＭＦｓ）超家族是存在于真菌细胞膜上

的另一类外排泵，其中ＭＤＲ１（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ１）编码的

蛋白 Ｍｄｒ１ｐ以细胞膜两侧的质子梯度为能量来源，将细胞

内的药物转运至细胞外，使细胞内药物浓度降低，导致抗真

菌药物敏感性降低。目前，已知 ＭＤＲ１的表达主要是受锌

簇转录因子———ＭＲＲ１（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒｅｇｕｌａｔｏｒ）的调

节。氟康唑耐药菌株中，在 ＭＲＲ１表达增高时，除 ＭＤＲ１
外，还有２６个靶基因也表达增高，并且其中大部分编码氧化

还原酶，这些基因的高表达可以保护细胞对抗氟康唑产生的

毒性物质，而使菌株产生耐药性［３］。

　　虽然多药耐药蛋白（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｐｒｏｔｅｉｎ，Ｍｄｒｐ）

基因高表达是导致白念珠菌最重要的耐药机制，但以下基

因在耐药过程中发挥的作用也不容小觑。

２．１　唑类药物耐药相关基因

２．１．１　麦角固醇合成基因　Ｒｏｇｅｒｓ等［４］利用ｃＤＮＡ 微阵

列技术将从ＰＣＲ中扩增出的约３００ｂｐ长的６０３９个开放阅

读框架加载入芯片内，最终微阵列内涵盖了白念珠菌９８％的

基因，并包括２７个对照基因，比较氟康唑敏感菌株与氟康唑

耐药菌株的基因表达图谱发现了许多的耐药相关基因。这

种短时间内对全基因组进行筛选正是利用了基因芯片快速、

高效的特点。

　　麦角固醇是真菌细胞膜的重要成分，可以影响膜通透性

和膜结合酶的活性，同时也是分泌小泡的重要组成部分，并

在线粒体呼吸和氧化磷酸化过程中发挥重要作用［５］。唑类

药物发挥抗真菌作用主要是由于抑制了与麦角固醇合成有

关的细胞色素Ｐ４５０酶，如：由ＥＲＧ１１编码的固醇１４α去甲

基化酶和由ＥＲＧ５编码的Δ２２去饱和酶［６］。当ＥＲＧ１１发生

点突变引起酶构象改变，导致酶不能与药物有效结合，或

ＥＲＧ１１过表达引起麦角固醇合成过多时都可以导致真菌对

唑类药物产生耐药性。其他参与麦角固醇合成的差异表达

的基因中，ＥＲＧ２的表达变化较为突出，该基因编码Ｃ８固醇

异构酶，在麦角固醇合成的末期负责将粪甾醇转化为表甾

醇，并与酿酒酵母中Ｐｄｒ５ｐ（ｐｌｅｉｏｔｒｏｐｉｃｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｐｒｏ

ｔｅｉｎ５）的活性密切相关［７］。其上调可以提供使 Ｃｄｒ１ｐ和

Ｃｄｒ２ｐ的活性达到最佳的细胞膜状态，还可以部分抵消唑类

药物对羊毛固醇脱甲基酶的抑制作用，因此被认为是耐药性

产生的原因之一。

２．１．２　细胞壁维持基因　在细胞壁维持基因中，ＧＰＩ１和

ＣＷＨ８被认为与耐药有关。糖磷脂酰肌醇锚定蛋白主要负

责维持细胞壁的正常状态和完整性。ＧＰＩ１编码产物与糖基

磷脂酰肌醇的合成密切相关。而ＣＷＨ８编码一种长醇基焦

磷酸盐（ｄｏｌｉｃｈｙｌｐｙｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＤｏｌＰＰ）磷酸酶，在酵母菌

中内质网的内膜面上将 ＤｏｌＰＰ催化转化为长醇基一磷酸

（ｄｏｌｉｃｈｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＤｏｌＰ）和磷酸，此过程为生成脂质中间

代谢物提供了长醇基。ＧＰＩ１下调及伴随的ＣＷＨ８上调会

改变细胞壁成分，这可能是导致真菌细胞对唑类抗真菌药的

敏感性改变的原因。

２．１．３　氧化应激基因　近年来，越来越多的文献提示氧化

应激基因在白念珠菌的耐药机制中发挥着重要作用。Ｋａｎ
等［８］在研究中发现：ＥＲＧ１１基因的缺乏使光滑念珠菌对中

性粒细胞和过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）更敏感，并且用唑类抗真菌药

抑制ＥＲＧ１１基因的产物———羊毛固醇脱甲基酶可以产生相

似的效果。这提示：氧化损伤是唑类药物发挥作用的机制之

一。此外，表达增加的其他氧化应激相关基因如柠檬酸合酶

编码基因，此酶有两种亚型：其中之一由ＬＹＳ２１编码，在赖

氨酸生物合成时催化α氨基苯甲醚合成的第一步反应；另一

种由ＬＹＳ７编码，催化α氨基苯甲醚合成的第二步反应，使

高柠檬酸脱水转化为顺式柠檬酸。在酿酒酵母中，ＬＹＳ７基
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因敲除菌株将对产生超氧化物的药物敏感性增加，这可能是

由于ＬＹＳ７基因的敲除破坏了超氧化物歧化酶的活性［９］，推

测ＬＹＳ７与保护细胞对抗氧化应激有关。

　　此外，在细胞内存在许多与呼吸、自由基损伤等生化反应

相关的酶复合体，它们在药物杀灭真菌过程中起关键作用，但

其中一些酶发挥活性时必须有铜离子参与，而ＣＲＤ２编码的

铜结合金属硫蛋白则可以降低氧化应激反应对细胞的损伤，

因此，ＣＲＤ２的高表达被认为与白念珠菌产耐药有关。

２．１．４　其他基因　与耐药相关的基因还有ＦＥＴ３４、ＦＴＲ２和

ＲＴＡ３。前两者为表达下调基因，它们的编码产物都与铁离子

的吸收密切相关［１０１１］。ＲＴＡ３的功能尚未明了，只知道它是

酿酒酵母ＲＴＡ１的同源物（ＲＴＡ１的产物可使细胞对７氨基胆

固醇产生抵抗力）［１２］，该基因上调有利于对唑类耐药，但它们

在耐药机制中发挥的具体作用还有待进一步证明。

２．２　两性霉素Ｂ耐药相关基因　ＡｍＢ也作用于真菌的细

胞膜，ＡｍＢ可以与细胞膜内的麦角固醇结合，在膜上形成

孔，最终导致细胞内容物泄露，引起细胞死亡。白念珠菌对

ＡｍＢ耐药的同时常伴随着对唑类药物耐药，但其对两者产

生耐药性的机制仍有差别。

２．２．１　小分子转运基因　分析由 ＡｍＢ引起的基因表达变

化时发 现：表 达 增 高 的 基 因 主 要 是 小 分 子 转 运 基 因。

ＩＰＦ１１５５０、ＩＰＦ１１５６０（参与钙转运），ＩＰＦ９１３６（参与钾转

运），ＥＮＡ２１（参与钠转运），ＺＲＴ２（参与锌转运），ＳＵＬ１
（参与硫酸盐转运）；与之相关的基因下调的有ＰＨＯ８８（参

与磷酸盐转运），ＶＭＡ２（参与氢转运），ＣＴＰ１（参与柠檬酸盐

转运），ＣＴＲ１（参与铜转运），ＳＩＴ１、ＦＲＥ３０、ＦＲＥ３１、ＦＴＲ１、

ＦＴＲ２、ＣＦＬ１、ＣＦＬ２、ＦＥＴ３３（参与铁转运）。

２．２．２　氧化还原基因　ＡｍＢ除了作用于细胞膜，也可以对

细胞产生氧化损伤，因此，在芯片中也可见与氧化应激相关

的基因呈现高表达，如：ＹＨＢ１、ＡＯＸ１、ＡＯＸ２、ＣＴＡ１、ＳＯＤ２
和ＧＳＨ１。在白念珠菌中，ＹＨＢ１编码产物可以保护细胞免

受氮氧化物引起的损伤。ＳＯＤ２编码线粒体锰超氧化物岐

化酶，该酶缺失后细胞将对氧化还原循环物、热刺激、乙醇、

高浓度的钾或钠高度敏感［１３］。

２．２．３　麦角固醇合成基因　既然ＡｍＢ也作用于细胞膜，在

芯片中固醇代谢相关的基因也出现了表达的改变。为了寻

找哪些基因的改变可以导致白念珠菌对 ＡｍＢ和ＦＬＣ同时

产生耐药，Ｂａｒｋｅｒ等［１４］利用ＡｍＢ诱导了对此二药产生耐药

的实验菌株，并用基因芯片比较了耐药株和敏感株基因表达

的差异。分析结果时，ＥＲＧ６和ＥＲＧ２５这两个基因尤其引

起研究者的注意，它们的编码产物催化麦角固醇合成途径中

的关键步骤，最终使反应向有利于麦角固醇生成的方向发

展。在耐药菌株中，ＥＲＧ６和ＥＲＧ２５的高表达可增加羊毛

脂甾醇向齿孔醇和１４甲基粪甾醇的转化，而不转化为４，４
二甲基麦角固醇８，１４，２４三烯醇，此步骤将反应引入另一

个分支，导致细胞对氟康唑和ＡｍＢ产生耐药。此外，在对高

浓度唑类和ＡｍＢ耐药的ｅｒｇ１１和ｅｒｇ１１／ｅｒｇ３突变菌株中，

上述中间产物积蓄现象已得到了证实［１５］。菌株对氟康唑和

ＡｍＢ耐药时常出现麦角甾烷醇７，２２二烯醇积蓄，这是由

ＥＲＧ３编码的Ｃ５去饱和酶活性降低引起的特征性表现。当

ＥＲＧ３基因突变或表达活性降低时，表甾醇向毒性代谢产物

的转化率也降低［１６］，而毒性代谢产物在真菌细胞膜内积蓄，

则被认为是唑类药物发挥治疗作用的有效代谢产物［１５，１７］。

ＥＲＧ３在耐药产生过程中发挥的作用受到了越来越多研究

者的重视。

　　综上所述，不同的药物发挥抗菌作用的机制既有相同

点，又有差别，基因芯片不仅可以帮助我们找到与某种药物

产生耐药性的相关基因，也可以帮助我们识别在对多种药物

产生耐药过程中发挥关键作用的基因，这些基因很有可能成

为我们研究的新靶点。

２．３　唑类耐药的临床菌株和实验室菌株基因表达差异　在

对白念珠菌耐药机制的研究中，不同的药物可引起不同差异

基因表达一直是专家学者们研究的热点，但不同的途径导致

菌株对同一种药物产生耐药时而引起的基因差异表达也需

引起研究者的注意。白念珠菌主要通过两种途径对唑类药

物产生耐药性：一种途径是实验室诱导，实验证明［１８１９］用盐

酸氟奋乃静、雌二醇或特比萘芬诱导白念珠菌，可使诱导菌

中ＣＤＲ１和ＣＤＲ２高表达；而苯菌灵、氨甲蝶呤和过氧化氢

（Ｈ２Ｏ２）则可以诱导菌中ＭＤＲ１表达增高；另一种途径是临

床使用药物治疗，临床耐药株中有的高表达ＣＤＲ（被命名为

ＣＤＲ菌株），有的高表达 ＭＤＲ１（被命名为 ＭＤＲ 菌株）。

Ｋａｒａｂａｂａ等［２０］利用基因芯片比较了实验室耐药株和临床耐

药株基因表达的差异，以说明两种途径引起耐药机制的异

同。上述研究主要有以下发现：

　　（１）比较由氟奋乃静诱导的和在临床治疗中衍生的高表

达ＣＤＲ的唑类耐药株基因图谱发现：有９个共同上调的基

因，１１个氟奋乃静特异基因和４个ＣＤＲ特异基因。在９个

共同上调的基因中，四个基因 （ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＩＦＵ５ 和

ＲＴＡ３）的启动子都包括与ＤＲＥ类似的序列基元，此外，这４
个基因的产物有共同的跨膜片段和膜位点，但ＤＲＥ序列不

存在于ＣＤＲ特异上调的基因中，仅存在于１个氟奋乃静特

异上调的基因（ＩＰＦ６６２９）的启动子中。比较氟奋乃静特异

基因和ＣＤＲ特异基因功能发现：氟奋乃静特异基因主要参

与不同的应激反应，如氧化应激（ＣＦＬ２和ＩＰＦ６６２９），高渗应

激（ＧＲＰ２和ＩＰＦ１７２８２）或更广泛的应激反应（ＳＡＳ３）；而

ＣＤＲ特异基因（ＥＲＧ３、ＥＲＧ６和ＲＧ２５１）主要与麦角固醇生

物合成有关。

　　（２）比较由苯菌灵诱导的实验室耐药株和在临床治疗中

衍生的高表达 ＭＤＲ１的唑类耐药株基因图谱发现：ＭＤＲ１
是共同上调基因中的一个，其启动子中含有一个Ｃａｐ１ｐ结合

位点ＴＴＡＧ／ＣＴＡＡ ［２１］，Ｃａｐ１ｐ早已被证明参与氧化应激反

应和白念珠菌多药耐药性的产生［２２２３］。值得注意的是：７０％
苯菌灵特异基因的启动子中都含有这种共同调控序列，而

ＭＤＲ特异基因中没有一个基因被发现含有该序列，这提示：

此元件是苯菌灵特异的调控元件。而且，苯菌灵特异基因主

要参与如：氧化应激、渗透应激和热休克应激等应激反应。

　　上述对芯片结果的分析说明：在利用基因芯片技术寻找

耐药相关基因时，不同的药物和不同的耐药途径都是导致芯

片中基因差异表达的因素。
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　　白念珠菌耐药性的形成是多个基因通过不同的机制的

共同作用的结果。在这个错综复杂的关系网中，要明确其中

的每一位成员，并阐明它们在耐药过程中发挥的具体作用、

解释不同基因之间的联系，这是一项长期而艰巨的工程。基

因芯片是我们解决这一难题的有利工具，它的应用使白念珠

菌耐药性的一些现象得到了解释，但仍有许多谜团困扰着我

们。因此，我们期望基因芯片技术进一步完善，如：继续提高

探针陈列的集成度，提高检测的灵敏度，研究更好的芯片检

测系统及分析软件，降低成本等，以更好地用于科学研究，使

白念珠菌耐药机制得到进一步阐明。
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