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［摘要］　目的：研究临床氟康唑耐药白念珠菌中ＣＤＲ１和ＣＤＲ２基因的表达情况与耐药性产生的关系，探寻临床白念珠菌耐

药的分子机制。方法：微量液基稀释法测定氟康唑对白念珠菌临床分离株的最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，

ＭＩＣ）；实时定量ＰＣＲ（ＲＱＰＣＲ）方法检测主动外排泵基因ＣＤＲ１和ＣＤＲ２的表达水平；用罗丹明６Ｇ（Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ６Ｇ）外转运实

验检测罗丹明６Ｇ在ＣＤＲ１、ＣＤＲ２高表达的白念珠菌中的外排情况。结果：氟康唑耐药组菌株ＣＤＲ１和ＣＤＲ２高表达发生率

显著高于敏感组菌株；而在加入葡萄糖提供能量后，ＣＤＲ１和ＣＤＲ２蛋白发生高表达的耐药菌株罗丹明６Ｇ外排能力显著增

加。部分耐药菌株中未见ＣＤＲ１和ＣＤＲ２的高表达。结论：白念珠菌临床分离株对氟康唑的耐药性与ＡＢＣ转运蛋白过度表

达相关；ＡＢＣ转运蛋白的高表达可以使药物外排能力增加，从而导致耐药性产生。同时可能有其他机制参与临床白念珠菌耐

药性的生成。
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　　随着广谱抗生素和免疫抑制剂的广泛应用，免

疫功能受损患者（艾滋病，器官移植，接受放、化疗的

癌症患者）的不断增多及生命维持技术和修复装置

的不断进步，真菌尤其是深部真菌的感染日益增高。

国内报道由真菌引起的院内感染病原菌以白念珠菌

为主［１］。唑类药物尤其是氟康唑是临床上预防和治
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疗念珠菌病应用最为广泛的药物，其耐药现象也最

严重［２］。目前有关白念珠菌耐药性的研究已经取得

了一些进展，已知与氟康唑耐药相关的机制包括：氮

唑类药物作用靶酶———羊毛甾醇１４γ去甲基化酶的

高表达或变异；抗真菌药物在真菌细胞内聚集的减

少；生物膜形成等［３］。其中抗真菌药物在真菌细胞

内聚集的减少是氟康唑耐药的最重要机制。其主要

原因是白念珠菌细胞膜上存在着多种外排泵，由于

白念珠菌对上述药物的外排，导致细胞内药物累积

浓度的下降而使药物治疗失败并产生了多重耐

药［４］。目前已知与白念珠菌药物外排有关的跨膜转

运蛋白中，含ＡＴＰ结合区的转运蛋白，即ＡＢＣ转运

蛋白（ＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ，ＡＢＣＴ），

是最常见而且最重要的外排泵。白念珠菌中约有

１０种白念珠菌耐药（ＣＤＲ）蛋白，但只有 ＣＤＲ１和

ＣＤＲ２蛋白与唑类药物耐药有关 ［５］。

　　本研究致力于观察临床分离的耐药白念珠菌中

ＡＢＣ转运的表达情况与其耐药性产生的关系。本

研究采用实时定量ＰＣＲ方法检测白念珠菌氟康唑

耐药和敏感菌株的ＣＤＲ１和ＣＤＲ２基因的表达情
况，以检测临床白念珠菌ＣＤＲ１和ＣＤＲ２基因的表
达水平与氟康唑耐药的关系。并以罗丹明６Ｇ为示

踪剂，对其在氟康唑耐药和敏感菌株的蓄积动力学

进行研究，以进一步证实ＡＢＣ转运蛋白高表达与药

物外排的关系，明确所试菌株的耐药分子机制。

１　材料和方法

１．１　实验菌株与药敏检测　白念珠菌标准株

ＡＴＣＣＭＹＡ２８６（ＳＣ５３１４）由 ＷｉｌｌｉａｍＡＦｏｎｚｉ教授

馈赠，实验菌株为长海医院临床分离株。参照美国

国家临床试验标准委员会（ＮＣＣＬＳ）推荐的 Ｍ２７Ａ
微量液基稀释法测定实验菌株对氟康唑的敏感性。

１．２　主动外排泵基因ＣＤＲ１和ＣＤＲ２表达水平的

测定

１．２．１　实验菌株总ＲＮＡ的抽提　接种活化后的

实验菌株于 ＹＰＤ（ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔｐｅｐｔｏｎｅｄｅｘｔｒｏｓｅ）

培养液，３０℃过夜，离心收集菌细胞；采用小量酵母

菌总ＲＮＡ抽提试剂盒（上海华舜生物工程有限公

司）进行总ＲＮＡ抽提。

１．２．２　逆转录　按ＴａＫａＲａ公司出品的逆转录试

剂盒（大连宝生物工程有限公司）的标准操作步骤进

行逆转录，产物置于－２０℃保存备用。

１．２．３　实时定量ＲＴＰＣＲ引物　见表１。

１．２．４　逆转录产物的基因扩增　按ＳＹＢＲ（Ｒ）

Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ （Ｐｅｒｆｅｃｔ ＲｅａｌＴｉｍｅ）试 剂 盒
（ＴａＫａＲａ，大连宝生物工程有限公司）标准操作步骤

进行。反应条件：９４℃１ｍｉｎ预变性，９４℃１０ｓ变

性，６０℃２０ｓ退火，７２℃１５ｓ延伸，读板，重复此循

环４０次，６０～９５℃每０．２ｓ读取一次熔解曲线。

表１　所选引物的名称和序列

Ｔａｂ１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

Ｎｏ Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

１ ＣＤＲ１Ｆ ＧＡＴＴＣＴＣＡＡＡＣＴＧＣＣＴＧＧＴＣ
ＣＤＲ１Ｒ ＣＣＡＡＡＡＴＡＡＧＣＣＧＴＴＣＴＴＣＣＡＣ

２ ＣＤＲ２Ｆ ＡＣＴＧＣＡＡＧＴＣＡＣＡＡＣＡＴＣＣ
ＣＤＲ２Ｒ ＧＡＡＴＧＧＡＣＴＡＡＣＡＣＣＡＧＧＴＡＴＧ

３ １８ＳＲＮＡＦ ＴＣＴＴＴＣＴＴＧＡＴＴＴＴＧＴＧＧＧＴＧＧ
１８ＳＲＮＡＲ ＴＣＧＡＴＡＧＴＣＣＣＴＣＴＡＡＧＡＡＧＴＧ

１．３　罗丹明６Ｇ外排情况测定　３０℃ＹＰＤ培养液

中培养１６ｈ的２００ｍｌ菌液，１０８８×ｇ离心５ｍｉｎ收
集菌体。预冷ＰＢＳ（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ）缓冲

液清洗３次，精确计数，用ＰＢＳ缓冲液调整菌液密

度达１×１０８／ｍｌ。将调整好密度的 ＰＢＳ菌液于

３０℃，２７×ｇ，振摇１ｈ，充分耗竭葡萄糖。然后加入

罗丹明６Ｇ，使终浓度达１０μｍｏｌ／Ｌ，２７×ｇ，３０℃振
摇２ｈ。将菌液等体积一分为二，一份加葡萄糖，使

终浓度达２ｍｍｏｌ／Ｌ，另一份不作任何处理，３０℃，

２７×ｇ，振摇１ｈ，１ｈ内每１０ｍｉｎ吸取每管各１ｍｌ
菌液，离心后将上清液１００μｌ加入９６孔板中，每一

时间点作３个复孔。同时作罗丹明６Ｇ标准曲线，即

从１０μｍｏｌ／Ｌ开始，２倍倍比稀释。设置ＰＢＳ空白

对照３个复孔。测定荧光强度（激发波长５１５ｎｍ，

吸收波长５５５ｎｍ）。根据制作出的标准曲线计算细

胞外液中罗丹明６Ｇ的浓度。

１．４　统计学处理　实时定量ＲＴＰＣＲ获得的是每

个基因的ＣＴ值，通过１８ＳｒＲＮＡ内参校正获得ΔＣＴ
［ΔＣＴ＝ＣＴ（目的基因）－ＣＴ（１８ＳｒＲＮＡ）］，再通过与

参照菌株ＳＣ５３１４相比获得ΔΔＣＴ［ΔΔＣＴ＝ΔＣＴ（实

验菌株）－ΔＣＴ（参照菌株）］，用Ｒａｔｉｏ值（实验菌株

与ＳＣ５３１４菌株相比基因表达情况）表示基因表达

水平，Ｒａｔｉｏ值＝２－ΔΔＣＴ，以 Ｒａｔｉｏ值 ＞２ 代表与

ＳＣ５３１４基因表达情况相比，该基因发生高表达。实

时定量ＰＣＲ进行３次独立重复实验，所得Ｒａｔｉｏ以

珚ｘ±ｓ表示，统计ＣＤＲ１高表达、ＣＤＲ２高表达及２个
基因同时高表达在耐药菌株和敏感菌株中所占百分

比，耐药组和敏感组采用χ
２检验（Ｐ＜０．０５）。
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２　结　果

２．１　药物敏感试验结果　从２２７株临床分离株（由

长海医院皮肤科赠送）中筛选获得４０株白念珠菌，

氟康唑敏感与耐药菌株各半。２０株氟康唑敏感菌

株（ＭＩＣ８０≤０．５μｇ／ｍｌ），２０株氟康唑耐药菌株

（ＭＩＣ８０≥６４μｇ／ｍｌ）。

２．２　ＣＤＲ１和ＣＤＲ２表达水平测定　根据实时定

量ＲＴＰＣＲ实验获得的ＣＴ值和计算获得的 Ｒａｔｉｏ
值（结果未显示），随后我们进一步统计了基因高表

达菌株在敏感组和耐药组中所占百分率（图 １），

ＣＤＲ１基因在实验敏感组菌株中未见高表达，而在

耐药组菌株中有９株发生高表达，所占比例４５％；

敏感组中发生１株菌株的ＣＤＲ２高表达，而在耐药

组中发生１２株菌株的高表达，比例达６０％；ＣＤＲ１
和ＣＤＲ２共同高表达在敏感组中未发现，而在耐药

组中有６株菌株存在２个基因的高表达。采用χ
２检

验显示敏感组和耐药组ＣＤＲ１和ＣＤＲ２基因高表达

存在显著差异。耐药组基因高表达率显著高于敏感

组基因高表达率（Ｐ＜０．０５）。

图１　基因高表达菌株在敏感组和耐药组中百分率

Ｆｉｇ１　ＩｎｃｉｄｅｎｃｅｓｏｆＣＤＲ１，ＣＤＲ２ｏｒｂｏｔｈＣＤＲ１ａｎｄ
ＣＤＲ２ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｌｉｎｉｃａｌｒｅｓｉｓｔａｎｔ

Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓｓｔｒａｉｎｓａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓｓｅｎｓｉｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｓ

２．３　罗丹明６Ｇ外排实验结果　测定ＣＤＲ１、ＣＤＲ２
均高表达的菌株 ＳＭＭＵ０００１２ 与 ＳＭＭＵ００２７１，

ＣＤＲ２ 高 表 达 的 菌 株 ＳＭＭＵ００３７２ 与

ＳＭＭＵ００３４６，ＣＤＲ１高表达的菌株 ＳＭＭＵ００２４９
及敏感菌株ＳＣ５３１４与ＳＭＭＵ８３５的罗丹明６Ｇ外

排情况，当体系中未加入葡萄糖时，７株菌的外排均

没有明显的改变。当体系中添加葡萄糖后，结果见

图２。ＳＣ５３１４和ＳＭＭＵ８３５仍旧没有明显的罗丹

明６Ｇ外排，而除此之外的耐药菌株均表现出罗丹

明６Ｇ外转运能力。结果说明罗丹明６Ｇ的外转运

需要能量提供，而且依赖ＣＤＲ１或ＣＤＲ２蛋白的表

达。罗丹明６Ｇ的外转运在能量供给下，随时间延

长而外转运增加，５０ｍｉｎ后外转运趋于平衡或下降。

图２　临床白念珠菌的罗丹明６Ｇ外排情况

Ｆｉｇ２　Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ６Ｇｅｆｆｌｕｘｆｒｏｍ

ｃｌｉｎｉｃａｌＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓｓｔｒａｉｎｓ
ＴｈｅＲｈｏｄａｍｉｎｅ６Ｇｅｆｆｌｕｘｗａｓｄｅｐｅｎｄｅｎｔｏｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｇｌｕｃｏｓｅ．

Ｔｈｅｖａｌｕｅｓｗｅｒｅｔｈｅｍｅａｎｓ±ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ（ｅｒｒｏｒｂａｒｓ）ｆｏｒ３ｉｎ

ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

３　讨　论

　　白念珠菌耐药性是目前临床上治疗系统真菌感

染失败的主要原因。因此，阐明白念珠菌耐药性形

成机制，寻找克服白念珠菌耐药性的方法，已成为目

前抗真菌药物研究领域亟待解决的首要问题。

　　在白念珠菌对唑类药物的耐药机制中，细胞的

外排能力增强，即抗真菌药物在真菌细胞内减少是

氟康唑耐药的最重要机制［６］。白念珠菌细胞膜上存

在着多种外排泵，对很多药物都具有外排功能，如唑

类抗真菌药物［７］。由于白念珠菌对上述药物的外

排，导致细胞内药物累积浓度的下降而使药物治疗

失败并产生了多重耐药［８］。在白念珠菌的外排系统

中，ＡＢＣ转运蛋白的高表达是其耐药性产生的重要

原因［２，９］。白念珠菌中存在１０种ＣＤＲ蛋白，但只有

ＣＤＲ１和ＣＤＲ２蛋白与唑类药物耐药有关［６］，ＣＤＲ１
和ＣＤＲ２是编码这两个蛋白的基因。检测这两个基

因在临床白念珠菌中的表达有助于了解临床耐药菌

株的耐药性产生机制。

　　本研究采用实时定量 ＲＴＰＣＲ方法检测敏感

组与耐药组白念珠菌ＣＤＲ１和ＣＤＲ２基因的表达水

平。该方法具有实时监测、快速、灵敏、精确等特点，

能非常准确、高效地监测各基因的表达［１０］。本研究

采用这种方法可以高效、灵敏地检测主动外排泵基

因在临床菌株中的表达情况，有助于了解临床耐药
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白念珠菌对唑类药物耐药的分子机制。

　　通过研究发现，耐药菌株与敏感菌株ＣＤＲ１和

ＣＤＲ２基因表达水平存在显著差异，耐药菌株高表

达率显著高于敏感菌株。ＣＤＲ１和ＣＤＲ２基因高表

达与唑类药物耐药性产生密切相关［１１］，因此实验菌

株对氟康唑产生耐药性的分子机制与ＣＤＲ１、ＣＤＲ２
基因高表达密切相关。罗丹明６Ｇ外排实验显示

ＡＢＣ转运蛋白高表达的菌株其罗丹明６Ｇ外排也明

显增加，罗丹明６Ｇ和氮唑类药物均为ＡＢＣ转运蛋

白的底物，用罗丹明６Ｇ外排示踪方法可以代表氮

唑类药物的外排，所以ＡＢＣ转运蛋白高表达菌株中

罗丹明６Ｇ外排增加代表药物外排增加，从ＡＢＣ转

运蛋白功能上充分证明 ＡＢＣ转运蛋白是药物外排

主要蛋白［１２］，其基因高表达使蛋白表达量增加，使

药物外排增加，是菌株产生耐药性的重要原因。因

此检测临床菌株中ＡＢＣ转运蛋白，即ＣＤＲ１、ＣＤＲ２
蛋白的表达情况可以了解菌株耐药情况。

　　但是，白念珠菌耐药性的产生是多机制共同作

用的结果，包括药物作用靶酶高表达或变异，外排泵

蛋白高表达，生物被膜产生等机制。本研究仅着眼

于检测临床耐药菌株中外排泵蛋白高表达与其对氟

康唑耐药性的相关性。实验结果显示７５％的耐药

菌株发生ＣＤＲ１或ＣＤＲ２基因的高表达，说明ＡＢＣ
转运蛋白高表达是临床导致白念珠菌耐药性产生的

重要原因。但是还有部分耐药菌株中未检测到

ＡＢＣ转运蛋白的高表达，其表型却显示对氟康唑高

度耐药（ＭＩＣ８０＞６４μｇ／ｍｌ），因此应该还有其他耐药

机制参与菌株对氟康唑耐药性的产生。本研究证实

临床耐药菌株中 ＡＢＣ转运蛋白的高表达与其耐药

性产生密切相关，但不是唯一机制。因此临床耐药

菌株耐药性产生的多分子机制值得我们深入进行探

讨和研究，为白念珠菌耐药性的防治奠定理论基础。
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