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白假丝酵母菌液泡相关基因犗犚犉１９．２７３４等功能研究

康　烨△，周　密△，阎　澜，姜远英

第二军医大学药学院新药研究中心，上海２００４３３

　　［摘要］　目的　研究白假丝酵母菌液泡相关基因的功能，寻找白假丝酵母菌潜在的药物靶点。方法　选取

ＯＲＦ１９．２７３４、ＯＲＦ１９．６９５０、ＯＲＦ１９．６６０５、ＯＲＦ１９．２００６和ＯＲＦ１９．５７８０等５个潜在液泡功能相关基因，通过同源重组的方法

构建基因缺失菌。分别观察这些基因缺失菌酵母态及菌丝态生长、液泡形态以及对各种刺激的敏感性，在阳性表型的基础上

进一步研究基因功能。结果　ＯＲＦ１９．６９５０、ＯＲＦ１９．６６０５、ＯＲＦ１９．２００６和ＯＲＦ１９．５７８０基因缺失菌在酵母态及菌丝态生长、

液泡形态等方面与野生菌ＳＮ１５２无明显差异。ＯＲＦ１９．２７３４基因缺失菌酵母态生长速率减慢，对酮康唑敏感性升高，但其液

泡形态未见明显改变。ＲＴＰＣＲ显示，ＯＲＦ１９．２７３４基因缺失菌与野生菌ＳＮ１５２相比，ＭＤＲ１、ＥＲＧ１１、ＥＲＧ２基因表达量降

低。结论　ＯＲＦ１９．２７３４基因通过升高ＭＤＲ１、ＥＲＧ１１、ＥＲＧ２基因表达，降低菌株对唑类药物的敏感性。ＯＲＦ１９．２７３４基因

可能是抗白假丝酵母菌耐药性产生的潜在靶点。

　　［关键词］　白假丝酵母菌；液泡；ＯＲＦ１９．２７３４；基因缺失；真菌抗药性
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　　近年来，随着免疫缺陷宿主的不断增多，临床深

部真菌感染率大幅上升，已成为免疫功能低下患者

死亡的主要原因之一。白假丝酵母菌作为人类的条

件致病性真菌，是深部真菌感染的主要病原菌。液
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泡是真菌细胞中降解大分子、储存营养物质以及耐

受外界压力的细胞器。真菌细胞液泡具有哺乳动物

细胞溶酶体功能之外的其他功能，液泡通过提高白

假丝酵母菌对应激的耐受能力、促进菌丝生长、协助

细胞杀伤巨噬细胞等作用，帮助白假丝酵母菌发挥

其致 病 性［１２］。 本 研 究 选 取 了 ＯＲＦ１９．２７３４、

ＯＲＦ１９．６９５０、 ＯＲＦ１９． ６６０５、 ＯＲＦ１９． ２００６、

ＯＲＦ１９．５７８０等５个潜在液泡功能相关基因，通过构

建各基因敲除菌，考察其液泡形态、生长、菌丝及对

各种刺激的敏感性，进而试图发现并阐明白假丝酵

母菌液泡在真菌耐药中的作用。

１　材料和方法

１．１　 菌株及试剂 　 菌株 ＳＮ１５２、质粒 ｐＳＮ４０、

ｐＳＮ５２、ｐＳＮ６９均由美国加利福尼亚大学Ｓｕｚａｎｎｅ

Ｍ．Ｎｏｂｌｅ教授馈赠。从－８０℃２５％甘油冻存菌中

吸取少量菌，划线接种至酵母浸膏葡萄糖（ｙｅａｓｔｅｘ

ｔｒａｃｔｐｅｐｔｏｎｅｄｅｘｔｒｏｓｅ，ＹＰＤ）固体培养基，于３０℃

培养４８ｈ；从中挑取单个菌落于１ｍＬＹＰＤ液体培

养基中３０℃振摇１６ｈ活化。氟康唑、酮康唑、咪康

唑、两性霉素Ｂ、布雷菲德菌素、刚果红、荧光增白

剂、羟基脲及羟乙基哌嗪乙硫磺酸（ＨＥＰＥＳ）均购自

Ｓｉｇｍａ公司。氯化钠、氯化钙、氯化锂、过氧化氢、甘

氨酸、甘油、氢氧化钠、ＤＭＳＯ购自中国医药集团上

海化学试剂公司。

１．２　基因敲除菌的构建　候选基因选自白假丝酵

母菌数据库（ｃａｎｄｉｄａｇｅｎｏｍｅｄａｔａｂａｓｅ，ＣＧＤ）中与液

泡 相 关 但 功 能 尚 未 完 全 明 确 的 ５ 个 基 因：

ＯＲＦ１９．２７３４、 ＯＲＦ１９． ６９５０、 ＯＲＦ１９． ６６０５、

ＯＲＦ１９．２００６、ＯＲＦ１９．５７８０。应用Ｐｒｉｍｅｒ３软件分

别设计引物，由生工生物工程（上海）有限公司定制，

在－２０℃保存。各引物序列见表１。用融合ＰＣＲ介

导的 Ｈｉｓ１Ｌｅｕ２Ａｒｇ４基因策略
［３］构建双臂敲除菌，

采用琼脂糖凝胶电泳鉴定敲除效果。

表１　本研究所用基因敲除菌构建的引物及其序列

犜犪犫１　犘狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犳狅狉犱犻狊狉狌狆狋犻狅狀狅犳狋犪狉犵犲狋犵犲狀犲狊

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒｃｏｄｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

ＯＲＦ１９．２７３４ ＬＹ６９１ ＧＴＡＡＧＧＧＡＡＧＧＣＴＧＴＣＡＴＣＧ

ＬＹ６９２ ｃａｃｇｇｃｇｃｇｃｃｔａｇｃａｇｃｇｇＴＧＡＧＣＧＡＴＡＡＣＣＴＧＣＡＡＣＡＡ

ＬＹ６９３ ｇｔｃａｇｃｇｇｃｃｇｃａｔｃｃｃｔｇｃＣＡＧＴＴＣＣＣＣＴＣＡＡＴＣＴＧＴＣＡ

ＬＹ６９４ ＣＧＧＴＧＧＴＴＴＡＴＧＧＧＴＴＣＴＴＧ

ＬＹ２０１３４１ ＣＡＴＣＴＣＴＣＧＣＧＣＡＡＣＡＧＡＧ

ＬＹ２０１３１１５ ＴＣＴＴＧＡＴＧＴＡＡＣＡＡＡＴＣＡＧＧＡＴＴＣＡ

ＬＹ６９７ ＴＴＧＣＡＡＣＧＴＧＡＡＣＡＡＣＧＡＴＴ

ＬＹ６９８ ＴＴＧＴＣＡＡＣＣＣＴＧＴＧＡＣＧＴＧＴ

ＯＲＦ１９．６９５０ ＬＹ５５５ ＴＴＣＧＡＡＧＡＡＡＡＴＡＡＴＴＴＧＡＧＡＡＡＣＡＡ

ＬＹ５５６ ｃａｃｇｇｃｇｃｇｃｃｔａｇｃａｇｃｇｇＴＧＡＣＧＧＴＧＡＴＡＴＴＣＣＴＴＣＡＧＣ

ＬＹ５５７ ｇｔｃａｇｃｇｇｃｃｇｃａｔｃｃｃｔｇｃＣＧＣＧＡＴＡＧＡＧＴＧＡＴＴＴＴＧＣＡＴ

ＬＹ５５８ ＴＧＡＴＧＧＧＧＧＴＴＴＴＡＣＴＴＧＡＣＡ

ＬＹ５５９ ＡＧＡＣＡＣＣＡＴＧＣＣＡＡＣＡＡＴＧＡ

ＬＹ５６０ ＧＣＡＴＧＴＴＧＡＣＧＣＡＧＧＴＣＴＡＡ

ＬＹ５６１ ＣＡＧＧＣＴＴＡＣＣＡＴＧＡＣＧＡＡＣＡ

ＬＹ５６２ ＴＴＧＣＣＴＡＴＴＴＧＡＡＣＣＡＡＡＴＧＣ

ＯＲＦ１９．６６０５ ＬＹ５６３ ＧＧＣＴＡＡＴＴＧＴＧＧＧＡＧＡＧＡＧＧ

ＬＹ５６４ ｃａｃｇｇｃｇｃｇｃｃｔａｇｃａｇｃｇｇＡＧＧＴＴＴＡＧＧＴＴＴＧＧＣＴＡＧＧＣ

ＬＹ５６５ ｇｔｃａｇｃｇｇｃｃｇｃａｔｃｃｃｔｇｃＣＡＡＡＣＡＡＡＣＡＡＡＴＴＴＣＡＡＣＡＡＣＡ

ＬＹ５６６ ＴＧＴＧＡＡＧＧＴＴＣＡＣＣＡＧＧＴＴＡＴＧ

ＬＹ５６７ ＧＡＣＧＴＧＧＡＣＧＴＧＧＡＣＡＡＡＴ

ＬＹ５６８ ＴＧＡＴＴＴＧＧＣＴＣＣＡＣＣＴＣＡＴＡ

ＬＹ５６９ ＴＧＧＧＡＴＴＴＣＧＧＡＡＡＣＴＴＴＡＧＣ

ＬＹ５７０ ＴＧＧＧＧＡＡＣＣＡＡＡＣＣＧＴＡＴＡＡ

ＯＲＦ１９．２００６ ＬＹ５７１ ＧＣＡＡＧＧＡＡＧＧＡＡＡＧＡＡＧＧＡＡＡ

ＬＹ５７２ ｃａｃｇｇｃｇｃｇｃｃｔａｇｃａｇｃｇｇＣＣＣＡＴＣＡＴＣＡＴＣＴＧＴＴＧＴＧＣ

ＬＹ５７３ ｇｔｃａｇｃｇｇｃｃｇｃａｔｃｃｃｔｇｃＧＡＡＴＴＴＡＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＧＡＡＡ
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续表

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒｃｏｄｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

ＬＹ５７４ ＣＧＡＡＴＣＣＡＡＡＣＣＡＡＡＡＣＣＡＴ

ＬＹ５７５ ＧＧＧＧＧＡＴＡＣＣＡＧＡＡＡＣＴＡＡＧＣ

ＬＹ５７６ ＴＧＧＡＡＧＴＴＣＧＧＡＡＴＴＡＣＡＣＡＡＡ

ＬＹ５７７ ＴＧＧＴＣＡＡＣＣＣＡＧＡＡＣＡＡＣＡＡ

ＬＹ５７８ ＴＴＧＧＧＡＣＡＡＴＡＡＡＣＡＴＣＡＣＧＡ

ＯＲＦ１９．５７８０ ＬＹ５９５ ＧＡＡＧＧＴＴＧＣＡＡＣＣＧＴＴＴＣＡＴ

ＬＹ５９６ ｃａｃｇｇｃｇｃｇｃｃｔａｇｃａｇｃｇｇＴＧＴＣＴＴＴＴＡＴＧＡＣＴＧＧＴＴＧＧＡＧＧＴ

ＬＹ５９７ ｇｔｃａｇｃｇｇｃｃｇｃａｔｃｃｃｔｇｃＣＡＣＡＡＡＡＴＣＣＡＴＡＧＣＡＡＴＣＡＡＧＡ

ＬＹ５９８ ＡＣＣＣＡＧＡＴＡＧＡＴＴＴＧＡＧＡＡＧＧＴＧ

ＬＹ５９９ ＴＧＣＡＡＡＡＧＡＡＡＧＣＣＡＡＴＴＡＡＣＡ

ＬＹ６００ ＧＡＡＣＧＴＧＡＣＧＣＴＧＧＴＧＡＡＡＴ

ＬＹ６０１ ＧＧＡＴＣＴＧＴＧＧＣＴＴＡＴＴＧＧＡＣＡ

ＬＹ６０２ ＴＴＡＴＣＧＡＣＣＣＡＡＣＡＧＣＣＡＡＴ

ＬＹ２３６ ＣＡＡＡＣＡＣＡＡＣＴＧＣＡＣＡＡＴＣＴＧＧＣ

ＬＹ２３７ ＧＡＴＡＣＧＴＴＧＧＴＧＧＴＴＣＡＧＴＴＧＡＧＧ

ＬＹ２３８ ＴＴＡＣＡＡＧＴＡＴＧＡＡＡＧＧＡＧＧＧＧ

ＬＹ２３９ ＣＴＴＣＡＡＣＣＴＴＴＣＡＡＡＣＧＡＴＧＣ

ＬＹ３６４ ＴＣＡＡＧＣＣＣＴＧＴＡＧＣＴＣＣＡＴＴ

ＬＹ３６５ ＴＣＣＧＣＴＣＡＴＴＴＧＡＴＴＴＣＣＴＣ

ＬＹ３６６ ＧＣＡＣＧＣＣＧＴＴＡＣＡＧＧＡＧＴＴＡ

ＬＹ３６７ ＧＡＡＧＴＴＧＧＴＧＡＣＧＣＧＡＴＴＧＴ

ＬＹ２３２ ｃｃｇｃｔｇｃｔａｇｇｃｇｃｇｃｃｇｔｇＡＧＣＴＣＧＧＡＴＣＣＡＣＴＡＧＴＡＡＣＧ

ＬＹ２３３ ｇｃａｇｇｇａｔｇｃｇｇｃｃｇｃｔｇａｃＧＣＣＡＧＴＧＴＧＡＴＧＧＡＴＡＴＣＴＧＣ

１．３　生长曲线实验　活化菌株，使真菌处于指数生

长期后期；用新鲜ＹＰＤ调整菌密度为１×１０６ｃｅｌｌｓ／

ｍＬ，以零时为起点，每隔１ｈ取１ｍＬ菌液，充分混

匀后用分光光度计于６００ｎｍ 波长下测定光密度

（犇）值，共计１２ｈ，记录并绘制曲线。

１．４　Ｓｐｏｔａｓｓａｙ
［４］
　不同ｐＨ 的培养基制备：ＹＰＤ

培养液基础上用１５０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ缓冲液调ｐＨ

为４．０，或用５０ｍｍｏｌ／Ｌ甘氨酸氢氧化钠缓冲液调

ｐＨ为１０，用ｐＨ计测定。在超净台中用０．２２μｍ滤

膜过滤除菌，４℃保存。固体培养基在 ＹＰＤ固体培

养基灭菌后冷却至５０℃左右于超净台中，用０．２２

μｍ滤膜过滤过的缓冲液调好ｐＨ 后倒入无菌培养

皿，冷却凝固后于４℃保存。在ＹＰＤ固体培养基基

础上分别加４μｇ／ｍＬ氟康唑、２μｇ／ｍＬ酮康唑、２

μｇ／ｍＬ咪康唑、０．５μｇ／ｍＬ两性霉素Ｂ、１５μｇ／ｍＬ

布雷菲德菌素Ａ、２００μｇ／ｍＬ刚果红、２５μｇ／ｍＬ荧

光增白剂、１．５ｍｏｌ／Ｌ氯化钾、１．５ｍｏｌ／Ｌ氯化钠、

２５０ｍｍｏｌ／Ｌ氯化钙、２００ｍｍｏｌ／Ｌ氯化锂、８ｍｍｏｌ／

Ｌ过氧化氢、２．５ｍｍｏｌ／Ｌ甘油、３０ｍｍｏｌ／Ｌ羟基脲

制备含药培养基。

活化菌株，使真菌处于指数生长期；用ＹＰＤ调

整菌密度为５×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，再依次５倍稀释５个

浓度梯度，每个浓度取３μＬ点于相应含药培养基

上，３０℃避光静置培养４８ｈ后，观察菌落生长状态。

１．５　菌丝诱导实验　活化菌株，用ＰＢＳ缓冲液调整

菌密度为２×１０２ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，取５０μＬ均匀涂布于含

１０％ＦＢＳ的ＹＰＤ
［５］、Ｓｐｉｄｅｒ

［６］、Ｌｅｅ’ｓ
［７］的固体培养基

上，待完全吸收后１０％ＦＢＳ、Ｓｐｉｄｅｒ置于３７℃培养５ｄ，

Ｌｅｅ’ｓ置于２５℃培养１０ｄ，观察菌丝生长情况。

液体培养液中培养观察菌丝：活化菌株，使真菌

处于对数生长期，按１∶１０００接种于１０％ＦＢＳ的

ＹＰＤ、Ｓｐｉｄｅｒ、Ｌｅｅ’ｓ液体培养液中，将含菌的培养液

混合均匀，取１ｍＬ加入９孔板中置３７℃培养３ｈ，

观察并拍照。

１．６　激光共聚焦观察液泡形态
［８］
　活化菌株，使真

菌处于指数生长期后期；转移至１．５ｍＬ离心管中

于４０００×犵室温离心５ｍｉｎ，吸弃上清，收集菌体。

用１ｍＬ新鲜 ＹＰＤ培养液重悬菌体，加入２．５μＬ

ＦＭ４６４染料（１６ｍｍｏｌ／Ｌ），涡旋混匀，避光３０℃水

浴３０ｍｉｎ。４０００×犵室温离心５ｍｉｎ，吸弃上清，用
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５ｍＬＹＰＤ培养液重悬菌体，３０℃振摇，培养２ｈ。

４０００×犵室温离心５ｍｉｎ，吸弃上清，用１ｍＬ灭菌

水重悬菌体，反复２次，彻底洗去培养液。用５００

μＬ全合成培养基（ｓｙｎｔｈｅｔｉｃｃｏｍｐｌｅｔｅｍｅｄｉｕｍ，ＳＣ）

重悬菌体，取８μＬ点于载玻片上，小心盖上盖玻片，

于激光共聚焦显微镜下观察荧光，激发波长为５５８

ｎｍ，发射波长为７３４ｎｍ。

１．７　实时定量ＰＣＲ分析ＯＲＦ１９．２７３４敲除菌对唑

类药物敏感性增加的机制　选择药物外转运相关基

因ＭＤＲ１、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２，麦角甾醇合成通路相关基

因ＥＲＧ２，ＥＲＧ１１编码唑类药物的靶酶Ｅｒｇ１１ｐ，菌

丝负调控转录因子ＮＲＧ１、ＢＣＲ１考察基因缺失菌在

酮康唑２μｇ／ｍＬ作用２ｈ后上述基因的表达水平。

通过嵌合荧光染料（ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ）检测法进行实时

定量ＰＣＲ检测基因的表达水平。引物应用Ｐｒｉｍｅｒ

３软件设计，由生工生物工程（上海）有限公司合成。

各引物序列见表２。结果分析采用２－ΔΔＣｔ法，用内参

１８Ｓ的Ｃｔ值校正目的基因的Ｃｔ值，得到ΔＣｔ值，比

较实验组与对照组的ΔＣｔ值得到ΔΔＣｔ值，基因拷

贝数比值（实验组／对照组）＝２－ΔΔＣｔ。本实验取不同

的单克隆菌落重复３次，并计算平均值。

表２　实时定量犘犆犚引物及其序列

犜犪犫２　犘狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犳狅狉狉犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚

Ｐｒｉｍｅｒｃｏｄｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

ＥＲＧ１１Ｆ ＧＡＧＡＡＣＧＴＧＧＴＧＡＴＡＴＴＧＡＴＣＣ

ＥＲＧ１１Ｒ ＧＡＡＣＣＡＡＧＣＡＧＡＡＧＴＡＧＡＡＧＣ

ＥＲＧ２＿Ｆ ＴＣｇｇＴＡＣＡｇＣＡＡＴＴｇｇｇＡＣＴ

ＥＲＧ２＿Ｒ ＴＴＣｇｇｇＡＡＴＣＡＡＴｇＣＡＣＣＡｇ

ＣＤＲ１＿Ｆ ＧＡＴＴＣＴＣＡＡＡＣＴＧＣＣＴＧＧＴＣ

ＣＤＲ１＿Ｒ ＣＣＡＡＡＡＴＡＡＧＣＣＧＴＴＣＴＴＣＣＡＣ

ＣＤＲ２＿Ｆ ＡＡＡＡＡＧＧＴＧＧＡＡＧＡＡＣＧＧＣ

ＣＤＲ２＿Ｒ ＴＴＧＧＣＡＴＧＡＧＡＴＣＣＴＧＧＴＧ

ＭＤＲ１＿Ｆ ＴＧＣＧＴＣＡＡＧＡＡＣＡＧＧＴＴＴＴＣ

ＭＤＲ１＿Ｒ ＡＡＧＣＡＧＴＡＧＴＡＧＣＡＧＣＡＣＣ

２　结　果

２．１　基因缺失菌鉴定　琼脂糖凝胶电泳鉴定结果

（图１）显示，各基因敲除菌中ＨＩＳ１和ＬＥＵ２的融合

片段均已成功整合至基因组正确位置，实验所需目

的基因均已分别敲除，各基因缺失菌ｏｒｆ１９．２７３４Δ／

Δ、ｏｒｆ１９．６９５０Δ／Δ、ｏｒｆ１９．６６０５Δ／Δ、ｏｒｆ１９．２００６Δ／

Δ、ｏｒｆ１９．５７８０Δ／Δ构建成功。

图１　各基因缺失菌基因组犇犖犃的犘犆犚验证

犉犻犵１　犘犆犚犪狀犪犾狔狊犻狊犮狅狀犳犻狉犿犻狀犵犱犻狊狉狌狆狋犻狅狀狅犳犗犚犉１９．２７３４，

犗犚犉１９．６９５０，犗犚犉１９．６６０５，犗犚犉１９．２００６犪狀犱犗犚犉１９．５７８０

２．２　ＯＲＦ１９．２７３４基因可促进白假丝酵母菌的生

长 　 图 ２ 可 见，ＯＲＦ１９．２７３４ 基 因 缺 失 菌

ｏｒｆ１９．２７３４Δ／Δ的生长在６ｈ之后较野生菌Ｃ．ａｌｂｉｃａｎｓ

ＳＮ１５２缓慢，而其他基因缺失菌表现均与野生菌一

致。提示ＯＲＦ１９．２７３４基因能起到维持白假丝酵母菌

正常生长的作用。
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图２　各菌株生长曲线

犉犻犵２　犜犻犿犲犵狉狅狑狋犺犮狌狉狏犲狅犳犆．犪犾犫犻犮犪狀狊犛犖１５２犪狀犱狋犺犲犿狌狋犪狀狋狊

犇６００ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄａｔｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ

２．３　ＯＲＦ１９．２７３４基因可提高白假丝酵母菌对酮

康唑的耐受及对两性霉素Ｂ的敏感性　图３所示，

与野生菌ＳＮ１５２相比，ｏｒｆ１９．２７３４Δ／Δ菌株对酮康

唑、布雷菲尔德菌素的敏感性升高，对两性霉素Ｂ耐

受，对其他刺激的敏感性无明显改变；ｏｒｆ１９．６９５０Δ／

Δ、ｏｒｆ１９．６６０５Δ／Δ、ｏｒｆ１９．２００６Δ／Δ、ｏｒｆ１９．５７８０Δ／Δ

菌株对各刺激的敏感性与野生菌相比，未见明显差

异。结果提示，ＯＲＦ１９．２７３４基因可提高白假丝酵

母菌对酮康唑的耐受及对两性霉素Ｂ的敏感性。

图３　应激敏感性实验

犉犻犵３　犛犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狋狅狏犪狉犻狅狌狊狊狋狉犲狊狊犲狊狅犳犆．犪犾犫犻犮犪狀狊狑犻狋犺狑犻犾犱狋狔狆犲犛犖１５２犪狀犱狋犺犲犿狌狋犪狀狋狊

Ａｄａｐｔａｔｉｏｎｔｏ犆．犪犾犫犻犮犪狀狊ｗｉｔｈｗｉｌｄｔｙｐｅＳＮ１５２ａｎｄｏｒｆ１９．２７３４Δ／Δ，ｏｒｆ１９．６９５０Δ／Δ，ｏｒｆ１９．６６０５Δ／Δ，ｏｒｆ１９．２００６Δ／Δ，

ｏｒｆ１９．５７８０Δ／Δｍｕｔａｎｔｓｗｅｒｅａｌｌｇｒｏｗｎｔｏｍｉｄｌｏｇｐｈａｓｅａｎｄｔｈｅｎｓｐｏｔｔｅｄｉｎ５ｆｏｌｄｄｉｌｕｔｉｏｎｓｏｎｔｏｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔｐｅｐｔｏｎｅｄｅｘｔｒｏｓｅ

（ＹＰＤ）ｐｌａｔｅｓｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔｃｈｅｍｉｃａｌａｇｅｎｔｓａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄ．Ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｃｅｌｌｓｗｅｒｅ１×１０
７ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，２×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，

４×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，８×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，１．６×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，ａｎｄ３．２×１０３ｃｅｌｌｓ／ｍＬ．Ｇｒｏｗｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄａｆｔｅｒａ４８ｈ

ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｐｅｒｉｏｄ．ＦＬＣ：Ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ；ＫＴＣ：Ｋｅｔｏｃｏｎａｚｏｌｅ；ＭＣＺ：Ｍｉｃｏｎａｚｏｌｅ；ＡｍＢ：ＡｍｐｈｏｔｅｒｉｃｉｎＢ；ＢＦＡ：ＢｒｅｆｅｌｄｉｎＡ；

ＨＵ：Ｈｙｄｒｏｘｙｕｒｅａ；ＣＦＷ：Ｃａｌｃｏｆｌｕｏｒｗｈｉｔｅ
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图４　野生菌犛犖１５２与各基因缺失菌在固体菌丝诱导培养基上菌丝形成能力

犉犻犵４　犉犻犾犪犿犲狀狋狅狌狊犵狉狅狑狋犺狅犳犆．犪犾犫犻犮犪狀狊狑犻狋犺狑犻犾犱狋狔狆犲犛犖１５２，狅狉犳１９．２７３４Δ／Δ，狅狉犳１９．６９５０Δ／Δ，狅狉犳１９．６６０５Δ／Δ，

狅狉犳１９．２００６Δ／Δ，犪狀犱狅狉犳１９．５７８０Δ／Δ犿狌狋犪狀狋狊狅狀狊狅犾犻犱狔犲犪狊狋犲狓狋狉犪犮狋狆犲狆狋狅狀犲犱犲狓狋狉狅狊犲（犢犘犇）

犆．犪犾犫犻犮犪狀狊ｗｉｔｈｗｉｌｄｔｙｐｅＳＮ１５２，ｏｒｆ１９．２７３４Δ／Δ，ｏｒｆ１９．６９５０Δ／Δ，ｏｒｆ１９．６６０５Δ／Δ，ｏｒｆ１９．２００６Δ／Δ，ａｎｄｏｒｆ１９．５７８０Δ／Δ

ｗｅｒｅｇｒｏｗｎｏｎｓｏｌｉｄＹＰＤｐｌｕｓ１０％ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，Ｓｐｉｄｅｒｍｅｄｉｕｍａｔ３７℃ｆｏｒ５ｄａｙｓ，Ｌｅｅ’ｓｍｅｄｉｕｍａｔ２５℃ｆｏｒ１０ｄａｙｓ，

ａｎｄｔｈｅｎｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｅｄ．Ｂａｒ＝１０００μｍ．

２．４　各基因不影响白假丝酵母菌菌丝形成　结果如

图４所示，与野生菌ＳＮ１５２相比，各基因敲除菌在固

体１０％ＦＢＳ的ＹＰＤ、Ｓｐｉｄｅｒ、Ｌｅｅ’ｓ培养基上都能形成

表面皱缩的菌落，菌落边缘有密集细长的菌丝。敲除

菌ｏｒｆ１９．２７３４Δ／Δ因本身生长速率较野生菌株慢，固

体菌落相对其他菌略小。在液体培养液中，各基因敲

除菌均能形成菌丝，与野生菌ＳＮ１５２相当（图５）。结

果提示，各基因不影响白假丝酵母菌菌丝形成。

２．５　各基因不影响白假丝酵母菌液泡形态　考察

各基因缺失菌液泡形态的结果显示，各基因缺失菌经

ＦＭ４６４染色后，都能在激光共聚焦显微镜下观察到

完整的液泡形态，液泡轮廓清楚，境界清晰，提示

ＯＲＦ１９．２７３４２、ＯＲＦ１９．６９５０、ＯＲＦ１９．６６０５、ＯＲＦ１９．

２００６、ＯＲＦ１９．５７８０基因并不改变液泡形态（图６）。

２．６　实时定量ＰＣＲ考察基因ＯＲＦ１９．２７３４提高白

假丝酵母菌对唑类药物耐受的原因　结果如图７所

示，在不加酮康唑药物作用下，ｏｒｆ１９．２７３４Δ／Δ菌株

与野生菌ＳＮ１５２相比ＭＤＲ１、ＥＲＧ１１、ＥＲＧ２基因表

达水平下调；加入酮康唑（２μｇ／ｍＬ）刺激２ｈ后，如

图 ７、图 ８ 所示 ｏｒｆ１９．２７３４Δ／Δ 菌株与野生菌

ＳＮ１５２各基因表达水平与加药前无明显差异；结果

说明ＯＲＦ１９．２７３４基因缺失菌可能通过下调ＭＤＲ１、

ＥＲＧ１１、ＥＲＧ２ 基因，增加胞内药 物 浓 度、降 低

Ｅｒｇ１１ｐ活性，从而提高对酮康唑的敏感性。
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图５　野生菌犛犖１５２与各基因缺失菌在液体菌丝诱导培养液中菌丝形成能力

犉犻犵５　犉犻犾犪犿犲狀狋狅狌狊犵狉狅狑狋犺狅犳犆．犪犾犫犻犮犪狀狊狑犻狋犺狑犻犾犱狋狔狆犲犛犖１５２，狅狉犳１９．２７３４Δ／Δ，狅狉犳１９．６９５０Δ／Δ，狅狉犳１９．６６０５Δ／Δ，

狅狉犳１９．２００６Δ／Δ，犪狀犱狅狉犳１９．５７８０Δ／Δ犿狌狋犪狀狋狊犻狀犾犻狇狌犻犱狔犲犪狊狋犲狓狋狉犪犮狋狆犲狆狋狅狀犲犱犲狓狋狉狅狊犲（犢犘犇）

犆．犪犾犫犻犮犪狀狊ｗｉｔｈｗｉｌｄｔｙｐｅＳＮ１５２ａｎｄｔｈｅｍｕｔａｎｔｓｗｅｒｅｇｒｏｗｎｉｎｌｉｑｕｉｄＹＰＤｐｌｕｓ１０％ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，Ｓｐｉｄｅｒ，ａｎｄＬｅｅ’ｓ

ｍｅｄｉａａｔ３７℃ｆｏｒ３ｈ，ａｎｄｔｈｅｎｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｅｄ．Ｂａｒ＝１００μｍ．

图６　激光共聚焦显微镜观察各菌株液泡形态

犉犻犵６　犉犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狆犺狅狋狅犿犻犮狉狅犵狉犪狆犺狊狅犳狏犪犮狌狅犾犲犿狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳犆．犪犾犫犻犮犪狀狊狊狋狉犪犻狀狊

Ｖａｃｕｏｌｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｉｎｙｅａｓｔｃｅｌｌｓｏｆ犆．犪犾犫犻犮犪狀狊ｗｉｔｈｗｉｌｄｔｙｐｅＳＮ１５２，ｔｈｅｏｒｆ１９．２７３４Δ／Δ，ｏｒｆ１９．６９５０Δ／Δ，ｏｒｆ１９．６６０５Δ／Δ，

ｏｒｆ１９．２００６Δ／Δ，ａｎｄｏｒｆ１９．５７８０Δ／ΔｍｕｔａｎｔｓｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＦＭ４６４ｔｏｌａｂｅｌｖａｃｕｏｌｅｓａｎｄｃｈａｓｅｄｉｎｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔｐｅｐｔｏｎｅ

ｄｅｘｔｒｏｓｅｍｅｄｉｕｍｆｏｒ２ｈａｔ３０℃．Ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｈｅｎｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄ（ＢＦ）ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙａｎｄｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙａｔｅｘｃｉ

ｔａｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ５５８ｎｍａｎｄｅｍｉｓｓｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ７３４ｎｍｆｏｒＦＭ４６４．



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

·９３６　　 · 第二军医大学学报　２０１４年９月，第３５卷

图７　犚犜犘犆犚比较狅狉犳１９．２７３４Δ／Δ菌株和

野生菌犛犖１５２基因表达量差异

犉犻犵７　犚犜犘犆犚犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋犺犲狊犲犾犲犮狋犲犱犵犲狀犲狊犻狀

狅狉犳１９．２７３４Δ／Δ犪狀犱狑犻犾犱狋狔狆犲犛犖１５２狊狋狉犪犻狀狊

狀＝３，珔狓±狊

图８　犚犜犘犆犚分别比较药物处理前后野生菌犛犖１５２（犃）和

狅狉犳１９．２７３４Δ／Δ菌株（犅）基因表达量差异

犉犻犵８　犚犜犘犆犚犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狊犲犾犲犮狋犲犱犵犲狀犲狊犻狀狋犺犲狑犻犾犱狋狔狆犲

犛犖１５２（犃）犪狀犱狅狉犳１９．２７３４Δ／Δ狊狋狉犪犻狀狊（犅）

犫犲犳狅狉犲犪狀犱犪犳狋犲狉狋狉犲犪狋犿犲狀狋

狀＝３，珔狓±狊

３　讨　论

本研究通过同源重组的方法成功构建ＯＲＦ１９．

２７３４、ＯＲＦ１９．６９５０、ＯＲＦ１９．６６０５、ＯＲＦ１９．２００６、

ＯＲＦ１９．５７８０等５个白假丝酵母菌液泡相关的未知

功能基因的基因缺失菌，并考察了各基因缺失菌酵

母态及菌丝态生长情况，以及对各种刺激的敏感性

等表型。研究发现ＯＲＦ１９．２７３４缺失后酵母态细胞

生长速率减缓，对唑类、布雷菲尔德菌素药物的敏感

性增加，而对两性霉素Ｂ敏感性降低。较野生菌

ＳＮ１５２，其他各基因缺失菌酵母态及菌丝态生长、对

各种刺激敏感性均未见明显差异。Ｐａｌｍｅｒ等
［１２］实

验发现液泡相关ＶＰＳ１１基因缺失后会破坏液泡形

态，而液泡在维持细胞酵母态、菌丝态、假菌丝态的

形态转换和介导包吞作用方面有重要意义。所以本

实验考察了各基因缺失菌的液泡形态。尽管ＣＧＤ

数据库预测上述基因可能与液泡功能相关，但本研

究结果显示，上述各基因缺失菌的液泡形态未见明

显变化，提示上述基因不改变液泡形态。

麦角甾醇是念珠菌细胞膜的主要甾醇，对细胞

膜的流动性、完整性、通透性，维护多种细胞膜结合

酶功能发挥都具有重要作用。唑类药物是麦角甾醇

的生物合成抑制剂，阻断麦角甾醇的合成过程，导致

细胞膜通透性改变，从而发挥抗真菌活性。目前发

现的唑类抗真菌药物耐药机制包括唑类药物靶酶表

达量的升高［９］、外排相关基因的过表达［１０］、生物被

膜形成［１１］等。唑类药物是目前临床上使用最普遍

的抗真菌药物，但由于其仅具有抑菌作用，长期或大

量应用极易促使耐药菌株的产生，因此研究真菌细

胞耐药分子机制，有助于为临床克服耐药性产生提

供依据。白假丝酵母菌对唑类耐受的机制之一是通

过高表达靶酶Ｅｒｇ１１ｐ，使麦角甾醇生物合成受抑制

程度减弱，进而使麦角甾醇含量增加［１２］。Ｌｉｕ等
［１３］

实验表明，药物外转运相关基因ＭＤＲ１、ＣＤＲ１、

ＣＤＲ２也在唑类药物刺激下表达上调，促进药物从

胞内泵出胞外，使细胞内药物浓度降低，导致真菌产

生耐药；ＥＲＧ２基因也被证实与麦角甾醇合成通路

相关；ＮＲＧ１、ＢＣＲ１是菌丝负调控转录因子。由于

ＯＲＦ１９．２７３４基因缺失菌株对酮康唑敏感，因此我

们考察了ＯＲＦ１９．２７３４基因缺失菌在酮康唑作用后

上述基因的表达水平。本研究发现ＯＲＦ１９．２７３４基

因缺失菌对酮康唑敏感性升高，并采用ＲＴＰＣＲ的

方法考察了ＯＲＦ１９．２７３４基因缺失菌的唑类药物靶

酶Ｅｒｇ１１ｐ，外排相关基因ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＭＤＲ１，以

及耐药相关基因ＥＲＧ２ 的表达量。结果显示，

ＯＲＦ１９．２７３４ 基因缺失菌与亲本菌相比，ＭＤＲ１、

ＥＲＧ１１、ＥＲＧ２基因表达量降低。推测ＯＲＦ１９．２７３４

基因可能通过下调ＭＤＲ１、ＥＲＧ１１、ＥＲＧ２基因，增
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加胞内药物浓度、降低Ｅｒｇ１１ｐ活性，从而提高对酮

康唑的敏感性，ＯＲＦ１９．２７３４基因可能是抗白假丝

酵母菌耐药性产生的潜在靶点，值得进一步研究该

基因功能。

液泡主要通过提高白假丝酵母菌对压力的耐受

能力及诱导菌丝生长等方面帮助白假丝酵母菌发挥

其致病性［１２］。Ｚｈａｎｇ等
［１４］研究发现，液泡通过 Ｖ

ＡＴＰａｓｅ活性调节白假丝酵母菌细胞内ｐＨ 值，ｐＨ

值升高可以降低白假丝酵母菌形成菌丝的能力，从

而降低毒力；唑类药物如氟康唑可以减少细胞的麦

角甾醇合成，升高液泡内的ｐＨ 值。这是目前特别

重视的一个唑类药物耐药途径，相关的研究还不是

十分深入。Ｚｈａｎｇ等
［１４］还发现敲除编码ＶＡＴＰａｓｅ

这一稳定细胞内环境ｐＨ 酶的亚基的基因，细胞可

以表现出与麦角甾醇合成受限的菌株类似的表型，

揭示了液泡参与白假丝酵母菌对唑类药物的耐受。

因此，进一步筛选和研究液泡功能相关基因，可能发

现白假丝酵母菌新的耐药机制。
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