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近年来随着免疫抑制剂、抗肿瘤药物、广谱抗

生素的应用及艾滋病流行 , 临床上因白念珠菌感

染所致的深部真菌病逐年增多 , 而过多、广泛的使

用抗真菌药物所产生的选择压力 , 使念珠菌的耐

药现象有明显增多的趋势。白念珠菌的耐药表型

与基因型的关系目前仍不清楚 , 寻找一种恰当的

基因分型方法 , 探讨其与耐药表型的关系 , 对监测

耐药株的分子流行病学 , 以及深化耐药分子机制

的研究有重要的临床意义 [1]。我们应用任意引物

PCR(Arbitary primed - PCR)的方法对临床分离的

白念珠菌进行了基因分型 , 研究白念珠菌的耐药

性与基因多态性的关系。
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摘 要: 【目的】探讨耐氟康唑白念珠菌基因多态性与其耐药性是否相关。【方法】收集 48 株敏感白念珠

菌和 10 株耐氟康唑白念珠菌 , 其中包括 2 株体外诱导的耐氟康唑白念珠菌。选择 1 个随机引物 (引物 1251) ,

采用任意引物 PCR 方法基因分型 , 将电泳图谱扫描入计算机后采用 Labwork4.0 软件转化为数值图表 , 利用

SPSS 11.5 进行聚类分析。 【结果】引物 1251 的 PCR 指纹图带型稳定 , 多态性丰富 , 可以作为分型引物。聚类

分析结果提示 8 株临床耐药菌的 PCR 指纹图相似系数为 71.7%, 而其中 7 株的耐药菌相似系数高达 86.7%,

远高于 58 株菌的平均相似系数(47.3%)。2 株体外诱导的耐药菌诱导前后基因型未发生变化。【结论】基因分

型的结果未提示耐氟康唑白念珠菌存在一定的特殊电泳条带 , 但提示了特定的 PCR 指纹图可能与耐药性有

一定相关性。
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Analysis of Relationship of C. albicans Gene Polymorphisms and Its Drugs Resistance
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Abstract : 【Objectives】 To investigate the possible relationship of C. albicans gene polymorphisms and its

fluconazole- resistance. 【Method】Forty- eight fluconazole- susceptible stains and 10 fluconazole- resistant stains of

C. albicans were analyzed, with two resistant stains induced in vitro. All of them were genotyped by arbitrary primed

polymerase chain reaction (AP- PCR) fingerprinting employing one interrepeat primes (1251 primers). The image was

captured using computer- assisted system with Labwork 4.0 software to analyze the gel patterns of all isolates. The

data were processed by SPSS 11.5 statistical software. 【Results】 Primer 1251 was suitable for fingerprinting

analysis, and was found to generate the reproducible fingerprinting profiles, yielding well- resolved banding patterns.

The AP- PCR profiles of 8 resistant stains isolated clinically were highly similar according to similarity coefficient

(71.7%). Furthermore, the similarity coefficient of 7 resistant isolates (86.6%) was significantly higher than that of

total 58 stains (47.3%). For two induced isolates, their genotypes did not change much after resistance- inducement

in vitro. 【Conclusions】 No specific DNA profiles of C.albicans indicating fluconazole- resistance were identified.

However, our results demonstrated a strong genetic correlation between fluconazole- resistant patterns and its AP-

PCR profiles in C.albicans.
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1 材料与方法

1.1 受试菌株

8 株耐氟康唑白念珠菌 (MIC>64 μg/mL) , 分

别从近两年我院 8 名器官移植术后和骨髓移植术

后患者的痰液中和深静脉导管黏附物中分离得

到。同期选择了 47 株对氟康唑敏感的白念珠菌 ,

均从我院患者的痰液、血液、静脉导管拭子等分离

培养得到。2 株为我们利用体外氟康唑诱导后产

生耐药性白念珠菌 ( m90028,m113)另有 1 株标准

的白念珠菌为 ATCC90028,为我科实验室保存。

1.2 药物敏感性测定

氟康唑纸片扩散法初筛试验采用 2002 年美

国国家临床实验室标准委员会( NCCLS)认可的酵

母菌纸片扩散法敏感试验方法 , 对 58 株白念珠菌

进行了氟康唑初筛实验。采用 Etest 法测定耐药菌

株对常用抗真菌药的最低抑菌浓度 ( minimal

inhibitory concentration, MIC)。进行 MIC测定的菌

株为已经氟康唑纸片扩散法测定判为耐药菌株。

E test 试纸条为瑞典 AB.Biodisk 公司出品 , 包括氟

康唑 (fluconazole) 0.016～256 μg/mL、二性霉素 B

(amphotericin B) 0.002～32 μg/mL、5- 氟胞嘧啶(5-

Fu) 0.002～32 μg/mL、酮康唑 (ketoconazole) 0.002～

32 μg/mL、伊曲康唑 (itroconazole) 0.002～32 μg/

mL。将 5 种 E test 试纸条按不同角度紧贴于培养

基上 , 35 ℃温箱孵育 24～48 h, 根据抑菌环大小判

读 MIC值。质控标准 :以白念珠菌 ATCC90028 为

质控株。对氟康唑 MIC>64 μg/mL为耐药株。

1.3 白念珠菌 DNA 的提取

取保存在牛奶管中的菌种,分别划线转种至沙

氏培养基上, 35 ℃孵育 24 h 后,取分离开的新鲜单

菌落溶于 YEPG液体培养基中 , 35 ℃振荡培养 24

h。DNA提取采用酶破壁和酚氯仿抽提方法。

1.4 AP- PCR 反应

根据文献[10]选择了 1 条寡核甘酸引物 :引物

1251 (被称之为真核细胞内重复序列) 作为 AP-

PCR 分型的随机引物 (由上海生物工程公司合

成 ) , 序列为 5′- TGG GTG TGT GGG TGT GTG

GGT GTG- 3′。AP- PCR 反应体系: PCR Premix 25

μL ( 含 TaKaRa Taq 1.25 U, dNTPs 各 0.4 mmol/

mL, Mg2+ 3 mmol/mL) , 白念 DNA模板 3 μL, Primer

F 1 μL ( 20 μmol/μL) , Primer B 1 μL ( 20 μmol/

μL) , ddH2O 20 μL, 反应终体积 50 μL。AP- PCR

反应参数如下 : 94 ℃预变性 3 min, 前 5 个循环为

94 ℃变性 30 s, 35 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 2 min;

后 40 个循环为 94 ℃变性 1 min, 52 ℃退火 1

min, 72 ℃延伸 2 min;最后 72 ℃延伸 10 min。

1.5 PCR 产物电泳及分析

以 DNA 分 子 量 100 bp DNA ladder plus

marker 为分子量标准 , PCR 产物在含 0.5 μg/mL

溴乙啶的 2 g/L琼脂糖中电泳后 , 用凝胶成像系统

观察结果并将其经荧光扫描处理后输入计算机 ,

根据电泳条带的位置 ,荧光的强弱 , 经 Labwork 4.0

软件处理后转化为数值图表 , 以电泳图谱的条带

数目、位置以及 PCR 产量的相对大小作为统计变

量 , 应用 SPPSS11.5 软件对 58 株白念珠菌的 PCR

指纹图谱进行聚类分析。本研究利用相似系数评

价菌株之间的关系。AP- PCR 实验重复 2 次。

2 结 果

2.1 MIC 值

表 1 为 10 株耐药白念珠菌对 5 种常用抗真

菌药的 MIC值。

2.2 PCR 扩增产物琼脂糖凝胶电泳结果

8 株临床耐氟康唑白念珠菌、2 株诱导产生耐

药株和 48 株敏感菌株的 DNA 模板经引物 1251

扩增 , 所得 PCR 产物电泳带型稳定 , 得到的 DNA

多态性丰富 , 结果明确 , 对其中 30 株菌的 AP-

PCR 反应重复 3 次 , 获得了较为稳定的 PCR 指纹

表 1 耐氟康唑白念珠菌对常用抗真菌药的 MIC值

Table 1 MIC of five commonly used antifungal agents

against ten resistant stains of C.albicans (μg/mL)

Stain

ATCC90028

m90028

m113

64550

133

142

171

183

235

258

306

Fluconazole

0.125

64.000

126.000

64.000

64.000

128.000

64.000

64.000

64.000

256.000

256.000

Ketoconazole

0.125

0.125

0.125

1.000

1.000

4.000

0.750

1.000

1.000

0.600

8.000

Itroconazole

0.125

0.125

0.125

0.125

1.000

0.500

0.250

0.125

1.000

0.125

1.000

Amphotericin

0.125

0.125

0.060

0.125

0.060

0.125

0.250

0.125

0.060

0.250

0.125

5- Fu

0.250

0.250

1.000

0.500

0.500

0.500

0.800

1.000

32.000

32.000

32.000
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图 4 16 株敏感白念珠菌 AP- PCP 指纹图

Fig.4 AP - PCR profiles of 16 susceptible stains of C.

albicans

Lanes M: 100 bp ladder; lanes 31- 46 are those clinical stains

which susceptible to fluconazole

图谱(图 1- 4)。条带数目多在 1～9 条之间 ,最小的

片段约 250 bp, 最大的片段约 2 200 bp, 95%以上

的片段集中在 500～1 031 bp,90%的菌株有 600 和

800 bp,不同菌株之间的数量和扩增片段的大小存

在差异 , 即使带型完全一致的菌株 , 有些片段的溴

乙啶显色强度也有区别 , 而通过荧光扫描输入计

算机转化为数值图表之后 , 菌株之间的差异更可

以清晰的从数值的大小反应出来。

2.3 不同菌株的基因型之间的关系

聚类分析的结果显示 , 2 株体外诱导的耐氟康

唑白念珠菌诱导前后基因型未发生变化, 相似系数

为 100%。而 8株临床耐氟康唑白念珠菌的 PCR指

纹图相似系数为 71.7%, 其中 7株耐药菌的相似系

数高达 86.6%,而 58 株菌的平均相似系数为 47.3%

(图 5为 58株白念珠菌基因型的聚类树状图)。

图 1 10 株耐氟康唑白念珠菌和 5 株敏感株 AP- PCR 指

纹图谱

Fig.1 AP - PCR profiles of 10 resistant stains of C.

albicans and 5 susceptible stains

Lanes M: 100 bp ladder; 90028 is ATCC90028; m90028 is the

mutation of ATCC90028 in- vitro; m113 is the mutation of 113; Lanes

133,142,171,183,235,258,306,64550 are resistant to fluconazole;

Lanes 90028,113, 1 to 3 are stains which are susceptible to

fluconazole

图 2 14 株敏感白念珠菌 AP- PCP 指纹图

Fig.2 AP - PCR profiles of 14 susceptible stains of C.

albicans

Lanes M: 100 bp ladder; lanes 4 - 17 are those clinical stains

which are susceptible to fluconazole

图 3 14 株敏感白念珠菌 AP- PCP 指纹图

Fig. 3 AP - PCR profiles of 14 susceptible stains of C.

albicans

Lanes M: 100 bp ladder; lanes 18- 30 are those clinical stains

which are susceptible to fluconazol

图 5 58 株白念珠菌 AP- PCR 基因分型的聚类树状图

Fig.5 Dendrograms based on AP - PCR analysis of 58

stains of C. albicans
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3 讨 论

白念珠菌是目前临床上最常见的深部真菌病

的病原体 , 近年来随着高危深部真菌患者的逐年

增多 , 氟康唑在临床上得到广泛使用 , 其对氟康唑

的耐药率也在逐年上升 [2,3]。我们收集了我院这 3

年多出现的 8 株耐药白念珠菌,另采用体外氟康唑

诱导的方法 , 诱导了 2 株耐氟康唑白念珠菌。经

E- test 法检测 , 10 株耐药菌中对氟康唑的 MIC值

最低为 64 μg/mL, 最高为 256 μg/mL , 有 2 株出

现对 5- Fu 耐药 , 4 株对酮康唑的 MIC 值较高 , 2

株出现对酮康唑耐药 (MIC=4 μg/mL) , 3 株对伊曲

康唑的敏感性较差 , MIC值已达 1.0 μg/mL, 但都

对二性霉素- B保持了较好的敏感性。我国目前缺

乏对白念珠菌耐药情况的大规模流行病学调查结

果 , 对真菌的耐药机制研究相对较少 , 迫切需要加

强这方面的研究。

目前各种抗真菌药敏试验检测的是白念的耐

药表型 , 如果能在白念珠菌的耐药表型和基因型

之间找到某种客观的联系或直接运用基因分型的

方法找出引起耐药表型产生的单一多态性 , 就有

可能对与该表型相对应的基因进行定位 , 从而可

以在分子水平对耐药性进行检测 , 为监测耐药的

分子流行病学提供了一种方法 , 并可以大大加快

白念珠菌耐药分子机制的研究。从目前的研究看 ,

碱基突变 , 片断插入或缺失 [4,5], 基因转化 , 等位基

因的缺失都是造成耐药性产生的分子生物学基础

[1,6], 这就造成了白念珠菌的基因多态性与耐药性

产生的关系。

目前用于基因分型的方法有脉冲电泳技术

( PFGE)、限制性内切酶分析与 Souther blot 杂交、

基因芯片等 , 但这些技术烦琐、费时或昂贵 , 而

AP- PCR 是建立在 PCR 基础上的构建基因组图谱

的方法 , 也称随机引物 PCP,由 AP- PCR 反应产生

的指纹图谱的多态性能够用来鉴别亲缘关系很近

的个体间的差异。通过选择不与基因组匹配得很

好的单个引物及有目的降低退火步骤的严谨度 ,

可重复的获得信息量丰富的基因组指纹图谱,因此

能检测近等基因系(或同类系)中的多态性。而且 ,

经过设计可以将序列偏向的人工地加入引物中 ,

使这些引物直接针对重复序列和基元序列 , 从而

扩增出复杂的图谱并可检测多个多态性位点[7]。有

学者曾采用 RAPD(随机扩增的 DNA多态性)进行

基因型与耐药性的分析[8], 由于 RAPD只采用一个

人工合成的不大于 10 个碱基的短核苷酸链随机

引物 , 极易产生假带而影响辨别。近来 , 由于计算

机辅助分析软件的迅速发展 , 可以减少由于指纹

图谱复杂的带型带来鉴别上的人为误差。Clemons

等[9]将电泳结果扫描并用计算机软件进行分析 , 提

出了可以采用相似系数这一统计学概念评价菌株

间的亲缘关系。

我们利用 AP- PCR 的方法 , 根据文献[10]选择

了 1 条寡核苷酸引物对 10 株耐氟康唑白念珠菌

和 48 株敏感菌进行了基因分型 , 经过调整恰当的

退火温度和退火步骤 , 产生的 DNA多态性丰富 ,

带型稳定性很好 ,可作为 AP- PCR 分型。与文献不

同的是 , 本研究将退火温度降低 , 并设定了 PCR

反应首先进行 5 个低严谨度循环 , 然后再进行 40

个高严谨退火条件下的循环 , 由此产生了比文献

更为丰富 PCR 指纹图。经过计算机荧光扫描指纹

图准确的确定了电泳条带的大小 , 位置 , 产量大小

等 , 最后将其电泳图像转化为数值图表进行聚类

分析 , 结果发现 8 株临床耐药菌株的平均相似系

数为 71.7%, 其中 7 株的相似系数高达 86.1%, 远

高于 58 株菌的平均相似系数( 47.3%)。这提示了

耐氟康唑的白念珠菌耐药表型与其基因型可能相

关。其中两株体外诱导的耐药株的基因型在该次

AP- PCR 反应中提示诱导前后基因未发生变化 ,

一种可能是非基因突变的机制导致了耐药性的产

生 , 另一种可能是发生了突变 , 但该引物未能反映

出来。不同菌株即使扩增的产物相同 ,但同一 PCR

反应体系的产量之比可有明显不同 , 这说明不同

菌株的等位基因可存在差异 , 本实验还未能判断

耐药菌存在或缺失某一与耐药相关的特殊条带 ,

但不能否定该种基因型的白念珠菌是否易于获得

后天的耐药性。8 株临床耐氟康唑的白念珠菌的

电泳条带并不完全一致 , 而是表现出较高的多态

性 , 这除与耐药性的产生有多种途径 , 还与 AP-

PCR 实验也有一定的相关性 , 如较低的退火温度

的产生了非特异的条带 , 这可以通过重复试验检

测纠正 ,但不适宜大量样品的检测。AP- PCR 可以

使得基因分型更简单、自动、批量化 , 但必须要求

PCR 反应条件标准化 , 如采用相同的试剂和步骤 ,

同时 PCR 产物的电泳条件也尽可能保持一致。进

一步分析 AP- PCR 方法产生的 DNA 特殊标记还
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[1]

[2]

[3]

[4]

需要进行大量的耐药分子流行病学调查数据 , 由

于白念珠菌存在高度的遗传多态性 , 如果在了解

不同白念珠菌基因图谱上设计更为恰当和有针对

性的引物 , 采用精心设计的退火温度 , 就能准确的

识别基因型与耐药性的关系 , 从而大大加快耐药

分子机制的研究。
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