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［摘要］　目的：考察活性氧对白念珠菌多药耐药基因ＣａＭＤＲ１的转录和耐药表型的影响，以及Ｃａｐ１ｐ在此过程中的作用。

方法：应用Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹方法考察了 Ｈ２Ｏ２对白念珠菌ＳＣ５３１４、Ｙ０１０９的ＣａＭＤＲ１转录水平的影响；采用白念珠菌ＣＡＰ１基

因正常表达菌ＣＡＩ４、ＣＡＦ２１，及ＣＡＰ１基因缺失菌ＣＪＤ２１、ＸＺＹ６，用Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹方法考察Ｃａｐ１ｐ在 Ｈ２Ｏ２激活ＣａＭＤＲ１转

录过程中的作用；应用微量液基稀释法考察 Ｈ２Ｏ２对白念珠菌耐药表型的影响。结果：Ｈ２Ｏ２能够激活白念珠菌ＳＣ５３１４、

Ｙ０１０９中ＣａＭＤＲ１的转录表达；Ｈ２Ｏ２刺激后，白念珠菌ＣＡＰ１基因正常表达菌ＣＡＩ４和ＣＡＦ２１中ＣａＭＤＲ１的转录水平都有

明显升高，而ＣＡＰ１基因缺失菌ＣＪＤ２１和ＸＺＹ６中ＣａＭＤＲ１的转录水平未见升高；Ｈ２Ｏ２可导致白念珠菌ＳＣ５３１４对氟康唑耐

药性的产生，而菌株ＣＪＤ２１、ＸＺＹ６对氟康唑的耐药程度未见升高。结论：活性氧以Ｃａｐ１ｐ依赖的方式激活白念珠菌ＣａＭＤＲ１
转录，并导致耐药表型的出现。
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Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ．Ｅｍａｉｌ：ｊｉａｎｇｙｙ＠ｓｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　白念珠菌是威胁人类健康和生命的主要机会致病真菌，

临床上，真菌病常用氮唑类药物治疗，其中氟康唑生物利用

度高，疗效好，在临床的应用最为普遍。氟康唑的长期广泛

应用导致耐药菌株的大量出现，临床发现９０％的白念珠菌菌

株呈现不同程度的耐药性［１５］。目前有关白念珠菌耐药性的

研究已取得了一些进展，已知的与氟康唑耐药的相关机制中

多药耐药基因的转录表达增加是最重要的耐药机制［６］。

ＣａＭＤＲ１（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅ）又称ＢＭＲ１，是白念珠

菌重要的多药耐药基因［７］。

　　Ｃａｐ１ｐ是由白念珠菌ＣＡＰ１基因编码的碱性亮氨酸拉

链（ｂａｓｉｃｒｅｇｉｏｎｌｅｕｃｉｎｅｚｉｐｐｅｒ，ｂＺｉｐ）转录因子，既和耐药性

有关，又在白念珠菌的氧化应激中发挥重要作用。装载有

ＣＡＰ１基因的高拷贝质粒在酿酒酵母中表达能导致菌株对

氟康唑的高度耐药［８］。ＣＡＰ１基因缺失菌对 Ｈ２Ｏ２的刺激非

常敏感，已有的研究［９］提示 ＭＤＲ１、ＧＬＲ１（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｒｅｄｕｃ

ｔａｓｅｇｅｎｅ）、ＴＲＲ１（ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎｒｅｄｕｃｔａｓｅｇｅｎｅ）等可能是

Ｃａｐ１ｐ调控的靶基因。Ｚｈａｎｇ等［１０］的研究表明，Ｃａｐ１ｐ调控

靶基因转录的机制是核定位机制，即在通常状态下Ｃａｐ１ｐ弥

散在胞质和胞核，经受氧化刺激后Ｃａｐ１ｐ发生定位转移，聚

积在细胞核，激活某些靶基因的转录。已有研究［１０］表明，经

受氧化刺激后聚集在细胞核的Ｃａｐ１ｐ能激活ＧＬＲ１的转录，

那么氧化刺激能否通过 Ｃａｐ１ｐ的介导导致多药耐药基因

ＣａＭＤＲ１的转录呢？氧化刺激与耐药表型之间是否存在联

系呢？目前尚无研究确定。本研究用 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹方法研

究了氧化刺激对ＣａＭＤＲ１转录表达的影响以及Ｃａｐ１ｐ在其

中的作用，并进一步探讨了氧化刺激后耐药表型的变化。

１　材料和方法

１．１　菌株　白念珠菌ＳＣ５３１４、ＣＡＦ２１、ＣＡＩ４由 Ｗｉｌｌｉａｍ

Ａ．Ｆｏｎｚｉ（Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆ ＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙａｎｄＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，

Ｇｅｏｒｇｅｔｏｗｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，ＵＳＡ）惠 赠；ＣＪＤ２１
（ｃａｐ１Δ：：ｈｉｓＧ／ｃａｐ１Δ：：ｈｉｓＧ，通过敲除ＣＡＩ４中ＣＡＰ１的两

个等位基因获得）由 ＭａｒｔｉｎｅＲａｙｍｏｎｄ（ＩｎｓｔｉｔｕｔｄｅＲｅｃｈｅｒ

ｃｈｅｓＣｌｉｎｉｑｕｅｓｄｅ Ｍｏｎｔｒéａｌ，Ｑｕéｂｅｃ，Ｃａｎａｄａ）惠 赠；ＸＺＹ６
（ｃａｐ１Δ：：ｈｉｓＧ／ｃａｐ１Δ：：ｈｉｓＧ，通过敲除ＣＡＦ２１中ＣＡＰ１的

两个等位基因获得）由 Ｗ．ＳｃｏｔｔＭｏｙｅＲｏｗｌｅｙ（Ｐｒｏｇｒａｍｉｎ

ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｐｈｙｓ

ｉｃｓ，ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＩｏｗａ，ＩｏｗａＣｉｔｙ，ＩＡ５２２４２ ＵＳＡ）惠赠；

Ｙ０１０９标准菌株由第二军医大学长征医院皮肤科惠赠。

１．２　仪器设备　Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５４１７Ｒ高速冷冻离心机（Ｅｐｐｅｎ

ｄｏｒｆ），Ｂｉｏｆｕｇｅｓｔｒａｔｏｓ高速冷冻离心机（Ｈｅｒａｅｕｓ），ＴＨＺＣ台

式恒温振荡器（江苏太仓实验设备厂），ＦＲ１８０Ａ 电泳槽（上

海复日生物实验技术研制所），ＦＲ１８０Ａ 电泳仪和ＦＲ２００
凝胶成像仪（上海复日科技），ＴｇｒａｄｉｅｎｔＰＣＲ仪（Ｂｉｏｍｅｔｒａ），

ＧｅｎｅＱｕａｎｔⅡ核酸定量分析仪（ＰｈａｒｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ），可调电

炉（上海跃进医疗仪器厂），Ｃｙｃｌｏｎｅ磷屏（ＰａｃｋａｒｄＢｉｏｃｈｉｐ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．），杂交管（Ｒｏｂｂｉｎｓ），真空转印仪（ＢＩＯ

ＲＡＤ），Ｄ２Ｆ１型真空恒温干燥箱（上海医用恒温设备厂）。

１．３　试剂与培养液　２０×ＳＳＣ、５×甲醛凝胶电泳液、甲醛

胶、１０％ ＳＤＳ、２×ＳＳＣ、０．０５％ ＳＤＳ、０．１×ＳＳＣ、０．１％

ＳＤＳ、５×ＳＳＣ、１０×ＳＳＣ、预杂交液、ＤＮＡ探针标记试剂盒

（Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｍｅｇａｐｒｉｍｅ Ｐｈａｒｍａｃｉａ Ｂｉｏｔｅｃｈ，Ｓｔ Ａｌｂａｎｓ，

Ｕ．Ｋ．）等。氟康唑（ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ）注射液（规格：２ｍｇ／ｍｌ，上
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海信谊金朱药业有限公司，批号：０６０３０１）。ＲＰＭＩ１６４０培养

液：ＲＰＭＩ１６４０（ＧｉｂｃｏＢＲＬ）１０ｇ，ＮａＨＣＯ３２．０ｇ，吗啡啉丙

磺酸（ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｅｐｒｏｐａｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ，ＭＯＰＳ，Ｓｉｇｍａ）３４．５ｇ
（０．１６５ｍｏｌ／Ｌ），加三蒸水９００ｍｌ溶解，１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ 调

ｐＨ至７．０（２５℃），定容至１０００ｍｌ，滤过消毒，４℃保存。

ＹＰＤ培养液：酵母浸膏１０ｇ，蛋白胨２０ｇ，葡萄糖２０ｇ，加三

蒸水定容至１０００ｍｌ，高压灭菌后４℃保存。

１．４　总ＲＮＡ样品制备　从平板上挑取白念珠菌ＳＣ５３１４、

Ｙ０１０９、ＣＡＩ４、ＣＡＦ２１、ＣＪＤ２１、ＸＺＹ６的单克隆，接种至１ｍｌ

ＹＰＤ培养液，活化两代后，于３０℃，２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养至指

数生长期（Ｄ６００＝０．５），各个菌株分别有一支菌液中加入

０．５ｍｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２Ｏ２，另一支作为对照不加 Ｈ２Ｏ２，菌液在

３０℃继续振摇培养１５ｍｉｎ。离心收集菌体（３０００×ｇ，５ｍｉｎ，

４℃），ＰＢＳ洗涤除去培养基，菌体在液氮中碾磨成极细的粉

末，总ＲＮＡ的提取采用一步法［１１］。检测Ｄ２６０和Ｄ２８０，考察

所提ＲＮＡ的质量。取２～５μｌ的ＲＮＡ 样品，１．５％的琼脂

糖凝胶电泳考察ＲＮＡ的完整性和质量并对其定量。

１．５　探针的制备和 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹杂交　参照文献［１２］方

法进行。ＲＮＡ５μｇ加入１４μｌ变性缓冲液，混匀后离心，置

６５℃ 水浴１０ｍｉｎ，迅速置冰浴２ｍｉｎ，加２μｌ加样缓冲液，混

匀。将预处理的ＲＮＡ加于１．０％琼脂糖甲醛变性电泳胶，

电泳４ｈ。转印ＲＮＡ到尼龙膜。用ＰＣＲ的方法制备探针模

板，ＰＣＲ扩增 ＭＤＲ１和ＡＣＴ１片段（内参照），产物琼脂糖凝

胶电泳鉴定后，在紫外灯下割胶回收，纯化产物获得探针模

板。ＭＤＲ１的 上 游 引 物：５′ＡＣＴ ＣＴＴ ＧＣＴ ＧＡＴ ＧＡＴ

ＡＣＡ３′，下游引物：５′ＴＡＴＡＴＧＧＡＴＧＴＡＣＧＡＣＣＡ３′；

ＡＣＴ１的上游引物：５′ＴＴＴＣＣＡＡＣＴＧＧＧＡＣＧＡＴＡ３′，

下游引物：５′ＴＣＴＴＧＧＡＣＡＡＡＴＧＧＴＴＧＧ３′。扩增片

段用作探针。以随机引物标记试剂盒，［α３２Ｐ］ｄＡＴＰ（Ａｍ

ｅｒｓｈａｍＭｅｇａｐｒｉｍｅＰｈａｒｍａｃｉａ）标记探针。进行 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印

迹杂交，洗膜与检测，压片后扫描自显影图像。

１．６　ＭＩＣ８０的测定　从平板上挑取白念珠菌单克隆，接种至

１ｍｌＹＰＤ培养液中，３０℃，２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养，活化白念珠

菌ＳＣ５３１４及ＣＡＰ１基因缺失菌ＣＪＤ２１、ＸＺＹ６培养１６ｈ后，

用２ｍｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２Ｏ２处理３０ｍｉｎ后测定 ＭＩＣ８０。另外，取

在３０℃，２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养的ＹＰＤ培养液中的白念珠菌菌

液１０μｌ接种至１ｍｌ含２ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２的ＹＰＤ培养液中，

３０℃，２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养，每２４ｈ用上述含 Ｈ２Ｏ２的 ＹＰＤ
培养液转种１次，使白念珠菌长期在含 Ｈ２Ｏ２的培养液中进

行繁殖，处理２个月后测定 ＭＩＣ８０最低抑菌浓度。ＭＩＣ８０的

测定采用ＮＣＣＬＳ推荐的微量液基稀释法［１３］进行。与阳性

对照孔比，以Ｄ 值下降８０％的药物浓度为药物对白念珠菌

的 ＭＩＣ８０。

２　结　果

２．１　Ｈ２Ｏ２对ＣａＭＤＲ１转录水平的影响　应用Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印

迹的方法对标准菌株ＳＣ５３１４和 Ｙ０１０９经 Ｈ２Ｏ２处理前后

ＣａＭＤＲ１转录水平的变化进行了考察。结果显示：未经

Ｈ２Ｏ２处理时，在 ＳＣ５３１４和 Ｙ０１０９中只能检测到微弱的

ＣａＭＤＲ１的转录；Ｈ２Ｏ２处理后ＳＣ５３１４和 Ｙ０１０９中 ＣａＭ

ＤＲ１的转录水平升高（图１）。

图１　白念珠菌ＳＣ５３１４和Ｙ０１０９的

ＣａＭＤＲ１转录水平的Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹分析

１：ＳＣ５３１４；２：ＳＣ５３１４＋Ｈ２Ｏ２；３：Ｙ０１０９；４：Ｙ０１０９＋Ｈ２Ｏ２．Ａ，Ｂ：

ＭＤＲ１；Ｃ，Ｄ：ＡＣＴ１

２．２　Ｃａｐ１ｐ在 Ｈ２Ｏ２激活ＣａＭＤＲ１转录过程中的作用　

Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹结果显示：未经 Ｈ２Ｏ２处理时，ＣＡＩ４、ＣＪＤ２１、

ＣＡＦ２１以及ＸＺＹ６中ＣａＭＤＲ１的转录都极其微弱或检测

不到；Ｈ２Ｏ２处理后，ＣＡＩ４和ＣＡＦ２１中ＣａＭＤＲ１的转录水

平都明显升高；对于ＣＡＰ１基因缺失菌ＣＪＤ２１和ＸＺＹ６，Ｈ２

Ｏ２处理后ＣａＭＤＲ１的转录水平未见升高（图２）。

图２　白念珠菌ＣＡＩ４、ＣＪＤ２１、ＣＡＦ２１和 ＸＺＹ６的

ＣａＭＤＲ１转录水平的Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹分析

１：ＣＡＩ４；２：ＣＡＩ４中加入０．５ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２作用１５ｍｉｎ；３：ＣＪＤ２１；

４：ＣＪＤ２１中加入０．５ｍｍｏｌ／Ｌ Ｈ２Ｏ２作用１５ｍｉｎ；５：ＣＡＦ２１；６：

ＣＡＦ２１中加入０．５ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２作用１５ｍｉｎ；７：ＸＺＹ６；８：ＸＺＹ６
中加入０．５ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２ 作用１５ｍｉｎ．Ａ，Ｂ：ＭＤＲ１；Ｃ，Ｄ：ＡＣＴ１
（内参照）

２．３　Ｈ２Ｏ２刺激对耐药表型的影响以及Ｃａｐ１ｐ的作用　利

用白念珠菌ＳＣ５３１４及ＣＡＰ１基因缺失菌ＣＪＤ２１、ＸＺＹ６，通

过 ＭＩＣ８０的测定考察了 Ｈ２Ｏ２刺激对耐药表型的影响。由于

Ｈ２Ｏ２的化学稳定性差，容易分解，为保证氧化刺激过程培养

基中有一定的Ｈ２Ｏ２浓度，将Ｈ２Ｏ２终浓度调整为２ｍｍｏｌ／Ｌ，

此浓度 Ｈ２Ｏ２对正常菌株 ＳＣ５３１４的生长无影响。用 ２

ｍｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２Ｏ２处理菌株ＳＣ５３１４３０ｍｉｎ后测定 ＭＩＣ８０，

ＳＣ５３１４菌株对氟康唑的 ＭＩＣ８０从０．２５μｇ／ｍｌ升高到０．５

μｇ／ｍｌ。用２ｍｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２Ｏ２处理２个月后测定 ＭＩＣ８０，

ＳＣ５３１４菌株对氟康唑的 ＭＩＣ８０从０．２５μｇ／ｍｌ升高到２μｇ／
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ｍｌ。而ＣＡＰ１基因缺失的菌株ＣＪＤ２１、ＸＺＹ６经不同浓度和

不同时间的 Ｈ２Ｏ２处理后对氟康唑的耐药程度未见升高。

３　讨　论

　　本研究的Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹结果显示，ＣＡＰ１基因正常表达

的菌种（如菌株ＳＣ５３１４、Ｙ０１０９、ＣＡＩ４和ＣＡＦ２１）经受氧化

刺激后多药耐药基因ＣａＭＤＲ１的转录水平升高；ＣＡＰ１基因

缺失菌经受氧化刺激后多药耐药基因ＣａＭＤＲ１的转录水平

没有明显变化。这一结果提示活性氧能够激活ＣａＭＤＲ１的

转录表达，活性氧激活ＣａＭＤＲ１转录的过程是通过 Ｃａｐ１ｐ
介导的。

　　ＣａＭＤＲ１是白念珠菌中重要的多药耐药基因，ＣａＭＤＲ１
的转录表达升高会导致白念珠菌耐药性产生。为进一步探

讨氧化刺激对耐药表型的影响，我们利用白念珠菌国际标准

菌株ＳＣ５３１４，考察了 Ｈ２Ｏ２处理前后菌株耐药表型的变化。

虽然实验结果显示 ＭＩＣ８０升高的幅度并不大，但实验中我们

严格遵循药理实验重复、对照的原则，Ｈ２Ｏ２处理３０ｍｉｎ后菌

株对氟康唑的 ＭＩＣ８０升高２倍的实验结果重现性较好。为

考察 Ｈ２Ｏ２长期处理对耐药表型的影响，用２ｍｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２

Ｏ２处理ＳＣ５３１４标准菌两个月之后测定氟康唑的 ＭＩＣ８０，结

果显示菌株对氟康唑的 ＭＩＣ８０升高了８倍，耐药程度明显升

高。而ＣＡＰ１基因缺失的菌株ＣＪＤ２１、ＸＺＹ６经活性氧刺激

后不产生耐药的表型。上述结果表明：活性氧可导致氟康唑

耐药性的产生，该耐药表型的产生是Ｃａｐ１ｐ介导的。
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《常见儿科疾病诊治表解手册》已出版

　　《常见儿科疾病诊治表解手册》已由人民军医出版社于２００７年２月出版，３２开，平装。

　　《常见儿科疾病诊治表解手册》ＩＳＢＮ：９７８７５０９１０６８８４，定价：２５．００元。该书作者根据多年临床一线工作经验，并参考有

关文献，将儿科常见疾病的病因、临床表现、诊断、治疗等内容以表格形式进行了高度概括与总结。附录用表格形式介绍了儿

科常用诊疗及急救技术操作、儿童计划接种程度和小儿生长发育规律。本书内容简明扼要，重点突出，语言精练，方便易查，非

常适合各级门诊医生、基层医师及实习医师阅读参考。
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