
书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报 ２０１４年１０月第３５卷（增刊）

ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｏｃｔ．２０１４，Ｖｏｌ．３５（Ｓｕｐｐｌ）

犃犛３５

纳米银和唑类药物联用抗耐药白色念珠菌作用及机制研究

梁　赛，郭　丹，吴　航；指导教师：孙玲美

东南大学２０１１级临床医学

　　【目的】　白色念珠菌是临床最常见的条件致病性真菌，能够引起多种疾病，然而随着唑类等药物长期大量使

用，导致真菌耐药性普遍产生，成为临床治疗失败的主要原因。纳米银已经被证明具有抗菌活性，但是对白色念珠

菌耐药菌株抗菌作用有限，因此本项目主要目的在于研究纳米银和唑类药物联用抗白色念珠菌耐药菌株作用及其

作用机制。

【方法】　用电镜方法、紫外全波长扫描及ｚｅｔａ电位测定分析加入唑类药物对纳米银溶液稳定性的影响，体外

抗菌实验采用微量稀释法，两药之间关系采用棋盘式微量稀释法并用ＦＩＣＩ指数评价，用琼脂扩散法和杀菌曲线来

进一步验证两药作用关系。细胞学作用机制解析包括从细胞学水平研究纳米银对白色念珠菌出芽及唑类药物促

进纳米银粘附于白色念珠菌表面效应。分子机制解析包括从基因水平研究纳米银和唑类药物联用对麦角甾醇生

物合成途径相关基因及细胞膜外排泵基因表达的影响。

【结果】　唑类药物的加入对纳米银系列物理化学表征没有明显影响。纳米银单用 ＭＩＣ是１６～３２μｇ／ｍＬ，氟

康唑及伏立康唑单用抗耐药白色念珠菌 ＭＩＣ分别是≥６４和８μｇ／ｍＬ。而当联合应用时，纳米银 ＭＩＣ是０．１２５～

０．２５μｇ／ｍＬ，氟康唑 ＭＩＣ是０．１２５～１μｇ／ｍＬ，伏立康唑 ＭＩＣ是０．１２５～０．５μｇ／ｍＬ，ＦＩＣＩ指数均＜０．５。琼脂扩

散法和杀菌曲线测定进一步确认纳米银和唑类联用抗白色念珠菌耐药菌株具有协同作用。细胞学机制方面联合

用药减少了白色念珠菌出芽率，增加纳米银对白色念珠菌的粘附；分子机制方面，发现联合用药能显著降低麦角甾

醇含量，并能增加ＥＲＧ５、ＥＲＧ６基因的表达。降低外排泵基因ＣＤＲ１的表达。

【结论】　纳米银和唑类药物联用对耐药白色念珠菌具有显著的协同作用。本项目基于临床抗真菌耐药的现

状，为寻找新的逆转真菌耐药的应对策略提供思路。

　　关键词：白色念珠菌；纳米银；唑类药物；联合用药；逆转耐药；抗真菌机制
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临床结核分枝杆菌犚狊犽犃犈８３犇突变对细菌犛犻犵犓操纵子调控效

应的影响分析

刘鼎乾；指导教师：张　鹭

复旦大学上海医学院２０１０级临床医学八年制

　　【目的】　针对本研究小组首次发现的，大量临床分离的北京型结核分枝杆菌中ＳｉｇＫ 操纵子ＲｓｋＡ编码基因

的特殊表达模式，比较其对细菌形态、生理、毒力等的影响并初步分析产生这种影响的分子机制。

【方法】　以课题组构建的重组海分枝杆菌为研究对象，比较分析细菌体外培养、ＴＨＰ１细胞内培养、小鼠感染

模型内形态、生长能力及毒力特征。检验重组细菌一线、二线抗结核药物的耐受性。采用ｑＲＴＰＣＲ方法检测相

关基因的表达水平，分析ＳｉｇＫ操纵子表达与机体内环境的关系。利用比较蛋白质组学技术，寻找与ＳｉｇＫ操纵子

ＲｓｋＡＥ８３Ｄ突变相关的蛋白调控网络。

【结果】　ＲｓｋＡＥ８３Ｄ突变会抑制细菌在低氧状态以及贫营养状态下的生存能力，同时抑制在ＴＨＰ１胞内的

生存能力。改变细菌中部分一线、二线抗结核药物靶基因的表达水平，从而影响药物抗性。ＲｓｋＡＥ８３Ｄ突变蛋白

高水平表达菌株感染的小鼠２８ｄ后肺、脾组织结构中出现了明显淤血和水肿，并伴有大面积炎症细胞浸润，导致
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菌株致病力增强。

【结论】　北京基因型结核分枝杆菌ＲｓｋＡＥ８３Ｄ这种突变可能会影响ＳｉｇＫ／ＲｓｋＡ的相互结合，影响ＳｉｇＫ的

表达，并最终改变高度免疫原性蛋白 ＭＰＴ８３、ＭＰＴ７０的分泌水平。本研究的进行有助于揭示ＳｉｇＫ特殊的调节机

制，以及这种调节机制对临床菌株的流行病学播散、细菌耐药性、致病性的影响。

　　关键词：结核分枝杆菌；ＲｓｋＡＥ８３Ｄ突变；ＳｉｇＫ／ＲｓｋＡ调控系统

犃犛３７

大学生足部真菌感染状况调查及病原体的分离鉴定

陈剑波，王曦帆，付靖婷；指导教师：樊晓晖，周马林

广西医科大学基础医学院２０１１级临床医学五年制

　　【目的】　以广西医科大学基础医学院２０１１级学生为对象，调查这部分人群足部真菌感染状况并分离鉴定病

原体，为手足癣真菌病的流行病学研究及开展相关预防措施提供参考。

【方法】　采用自编问卷进行调查，对５７份样本，分别进行真菌培养、菌种鉴定，得出样本培养阳性率和真菌镜

检阳性率。

【结果】　（１）足部真菌感染患病情况：４４４例广西医科大学基础医学院２０１１级学生患有足部真菌感染性疾病

者１６９例，患病率为３８．１％。其中男生患病率为４３．３％ ，女生患病率为３５．６％，男、女生患病率差异无统计学意

义（χ
２
＝２．３８２，犘＝０．３０４）。（２）对足部真菌感染疾病的了解情况：对足部真菌感染疾病十分了解的学生占４．０％，

不是十分了解的学生占６４．９％，不了解的学生占３１．１％；其相应的患病率分别为６１．１％、４２．４％、２６．１％；对足部

真菌感染疾病的了解差异与患病率差异有统计学意义（χ
２
＝１５．４７４，犘＝０．０４）。（３）真菌培养５７份标本，共分离出

４９株真菌，培养阳性率为８６．０％，其中男生为９０．５％，女生为８２．９％，男、女生样本培养阳性率差别无统计学意义

（χ
２
＝０．０２７，犘＝０．８７０）。（４）菌种分布皮肤癣菌１１株，占培养阳性率的２２．４％（１１／４９），其中红色毛癣菌占

１８．２％（２／１１），须癣毛癣菌占９．１％（１／１１），石膏样小孢子菌占６３．６％（７／１１）；酵母菌２０株，占培养阳性的４０．８％

（２０／４９），以念珠菌属为主，占８０％（１６／２０）；霉菌２０株，占培养阳性的４０．８％（２０／４９）。

　　关键词：真菌感染；足部；学生

犃犛３８

宿主因子犖犉９０调节流感病毒复制的研究

徐亚衡１，刘静涛１，熊　攀
１，朱立伟１，熊梦源２；指导教师：郭　阳

１．湖北医药学院２０１１级临床医学

２．湖北医药学院药护学院２０１２级麻醉学

　　【目的】　研究流感病毒的宿主因子ＮＦ９０对流感病毒复制的影响。

【方法】　从２９３Ｔ细胞中提取总ＲＮＡ，以Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）反转录ｃＤＮＡ。根据ＧｅｎＢａｎｋ中ＮＦ９０的基因序列，设

计上下游引物。以转录出的ｃＤＮＡ为模板扩增出ＮＦ９０基因。用犈犮狅ＲＩ和犖狅狋Ｉ两种核酸内切酶对ＮＦ９０ＰＣＲ

扩增产物和ＰＣＤＮＡ３．１Ｖ５ＨＩＳ载体进行双酶切，酶切产物用高效ＤＮＡ连接酶连接，然后鉴定选取正确的重组

质粒，并命名为ＰＣＤＮＡ３．１ＮＦ９０Ｖ５ＨＩＳ。把ＰＣＤＮＡ３．１ＮＦ９０Ｖ５ＨＩＳ重组质粒转染至２９３Ｔ细胞，转染３６ｈ

后感染流感病毒Ａ／ＷＳＮ／１９３３Ｍｏｉ０．０１，感染１６ｈ后提取２９３Ｔ细胞的总蛋白，用蛋白质印迹法检测ＰＣＤＮＡ

ＮＦ９０Ｖ５ＨＩＳ重组质粒和流感病毒ＮＰ蛋白的表达。
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