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白色念珠菌体外生物膜形成与基因分型关系的研究
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探讨白色念珠菌临床分离株体外生物膜形成与基因分型的可能关系$方法
"

选取
#2

株呼吸道白色念珠菌分

离株体外黏附生长
21;

!用
[44

减低法测定其增殖情况$采用重复序列
L$S

指纹技术分析白色念珠菌菌株基因类型!并进行聚

类分析$结果
"

根据黏附生长的白色念珠菌增殖情况!有
2*

株临床株形成生物膜能力(高)!其余菌株形成生物膜能力(低)$实

验菌株的遗传相似系数为
"'/)`"'!(

!生物膜形成能力(高)及生物膜形成能力(低)的菌株间相似系数分别为
"'N`"'!1

和

"'N!̀ "'!2

$结论
"

呼吸道白色念珠菌分离株的亲缘关系较近!但生物膜形成能力形似的菌株间未出现基因型聚集$
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白色念珠菌是真菌感染最常见的病原体#免疫功能受损的

患者易出现下呼吸道白色念珠菌的定植感染#白色念珠菌定植

可致患者局部防御功能下降#于机械通气的患者则发生铜绿假

单胞菌感染的机会增加#抗真菌治疗可有效减少此类感染的发

生)

!

*

(生物膜形成是白色念珠菌定植感染的重要形式#并具有

对多种抗真菌药物高度耐药的特点#是临床治疗的难点(不同

白色念珠菌菌株形成生物膜的能力不一致#而目前关于呼吸道

白色念珠菌临床株生物膜形成'生物膜形成与菌株基因型关系

的研究缺如(本研究选用从临床患者呼吸道标本分离的白色

念珠菌
#2

株#探讨菌株来源'生物膜表型及其与基因分型的关

系#为临床防治呼吸道白色念珠菌相关感染提供实验室依据(

?

"

材料与方法

?'?

"

材料
"

白色念珠菌临床分离株均来自中山大学第三附属

医院呼吸实验室收集的临床痰液标本#实验共收集临床菌株

#2

株#来自不同的患者#其中
1#

株菌来源于呼吸内科病区#余

/

株菌分别来源于肾内科'血液内科及外科等病区(

?'@
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仪器与试剂
"

仪器!

HRQ04Kb

全自动酶标仪#美国&

3H

c7.73?

:

O
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-@7?2/""

型
L$S

仪#美国&

KX[N""c79]5C02""

凝胶成像系统#美国
&YL

公司(试剂!科玛嘉念珠菌显色培

养板#法国
$TSQM<

=

<B

公司&

SLMR!*1"

培养基#

c,JC5

公司&

(

#

(d0

)

!0

$苯氨酰基%

0(

#
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四氮唑*

0

二$

10

甲氧基
0*0

硝基%苯磺酸

钠$

[44

钠盐%#

O,

=

?<

公司&甲萘醌#

O,

=

?<

公司&酵母基因组

]G3

提取试剂盒#北京天根生化科技有限公司&

OPHScB77.

$

荧光定量试剂盒#

4<b<S<

公司(白色念珠菌标准株为中山

大学第三附属医院呼吸实验室保存的
34$$)""2N

及
34$$

*1##"

(

?'A

"

方法

?'A'?

"

受试菌株的鉴定与保存
"

常规分离的临床标本接种于

#e

羊血培养基分纯#经科玛嘉念珠菌显色培养基鉴定#挑取分

纯的白色念珠菌单个菌落接种于酵母浸出粉胨葡萄糖培养基

$

PL]

培养基%中震荡培养过夜#取菌液
N""

"

X

与灭菌甘油

2""

"

X

充分混匀#放置于
f/"U

冰箱保存备用(

?'A'@

"

白色念珠菌体外生物膜形成及增殖活性测定
"

取出冻

存的白色念珠菌菌株接种于
O]

琼脂平板
(/U

培养
21;

#挑

取白色念珠菌单个菌落接种于
PL]

培养基#

("U!#"B

"

?,.

震荡培养
21;

#离心收集菌体#

LHO

缓冲液漂洗
2

次#加入
SL0

MR!*1"

培养基$内含三氮吗啡啉丙磺酸
(1'#(

=

"

X

#

:

T/'"

%#

调节菌液浓度为
!V!"

*

"

X

(按
!""

微升"孔接种于
)*

孔细胞

培养板#每株菌设置
1

复孔(置于
$Q

2

恒温培养箱中
(/U

培

养
21;

#

LHO

漂洗
2

次#洗去未黏附菌细胞#采用
[44

减低法

测定菌细胞增殖#每孔加入四唑氮衍生物
[44

$
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X
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避光孵育
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#酶标仪
1)".?

测定

各孔的吸光度#以上实验均重复
(

次(

?'A'A

"

白色念珠菌基因组
]G3

提取及
L$S

扩增
"

挑取白色
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念珠菌菌株于
PL]

培养基中
("U

'

!#"B

"
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震荡培养
21;

#

取
"'#?X

菌液
!2"""B

"

?,.

离心
!?,.

#收集菌体#吸出
PL]

培养液#采用酵母基因组
]G3

提取试剂盒#操作按说明书进

行#提取的白色念珠菌基因组
]G3

#稀释后置于紫外光分光光

度计
2*".?

比色鉴定其纯度及浓度(参照文献)

2

*选用!2#

R

作为重复序列
L$S

$

B7
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0L$S

%的引物#引物!2#

R

为一重复核苷

酸序列
#d04ccc4c4c4ccc4c4c4cccc4c4c0(d

#

由上海英骏生物技术有限公司合成(

L$S

反应体系!

L$S

LB7?,E2#

"

X

#白色念珠菌
]G3

模板
#

"

X

#引物
2'#

"

X

#双蒸

水
!/'#

"

X

#

L$S

反应终体积
#"

"

X

#

L$S

反应参数!

)1U

预变

性
(?,.

#

)1U

变性
!?,.

#

#2U

退火
2?,.

#

/2U

延伸
(?,.

#

共
1"

循环#最后
/2U

延伸
!"?,.

(
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结果分析
"

取
L$S

产物
!"

"

X

在含
"'#

"

=

"

?X

溴乙

啶的
!'2e

琼脂糖中电泳后#用
c79]5C02""

凝胶成像系统紫外

拍照并分析电泳条带#根据
#1

株白色念珠菌电泳图谱条带的

有无分别赋值
!

和
"

#条带有计为,

!

-#条带无计为,

"

-#并转换

为数据矩阵(

?'C

"

统计学处理
"

将数据矩阵输入
G4OPO0

:

C2'!"7

分析软

件#计算菌株间遗传相似系数$

O3H

%#

O3H

值越大#说明两者的

亲缘关系越近#采用
&LcM3

统计方法进行聚类分析#并构建

系统树状图(

@

"

结
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果
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体外生物膜形成菌细胞增殖测定结果
"

标准株
34$$

)""2N

'

34$$*1##"

及
#2

株白色念珠菌临床分离株体外形成

生物膜#采用
[44

减低法检测菌细胞增殖#于酶标仪
1)".?

测定各孔的吸光度#

31)"

值与黏附生长的活细胞数量呈正相

关#结果显示不同菌株
31)"

值存在差异#提示不同菌株黏附

生长的菌细胞数量不一#计算
#1

株菌
31)"

值的几何均数为

"'1)*

#以菌株
31)"

值高于或低于几何均数为界#区分白色念

珠菌生物膜形成能力的高低)

(
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#形成生物膜能力,高-的菌株有
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株白色念珠菌
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指纹图谱
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L$S

扩增产物琼脂糖凝胶电泳图谱
"

琼脂糖凝胶电泳

可见用重复序列引物!2#

R

扩增白色念珠菌基因组
]G3

#

L$S

产物电泳带型稳定#得到的
]G3

多态性丰富#结果明确(扩

增片段长度
2""

#

!*""J
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#多数菌株能扩增出
1

#

*

条带#最

多达
!"

条带#所有白色念珠菌菌株基因组均能扩增出
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聚类分析结果
"

#1

株白色念珠菌的遗传相似系数为

"'/)̀ "'!(

#以相关系数
"'N"

为阈值将白色念珠菌分为
/

个

基因型#其中
$

型有
(*

株#

%

型
)

株#

&

型
1

株#

'

型
2

株#

(

'

)

及
*

型各
!

株(

#2

株白色念珠菌临床分离株中
$

型基因型

菌株为
(1

株#占
*#'1e

#提示从患者痰液标本中分离的白色

念珠菌临床株基因同源性较高(多数临床株来源于呼吸内科

病区#而从外科等其他病区来源的菌株基因型分别为
$

'

%

'

'

型#计算其相似系数为
"'N!`"'!*

(比较白色念珠菌生物膜

表型不同的菌株#生物膜形成能力,高-的菌株相似系数为

"'N"̀ "'!1

#生物膜形成能力,低-的菌株相似系数为
"'N!`

"'!2

#提示未出现基因多样性的减弱#即未出现基因型聚集(

A

"

讨
""

论

近年来#白色念珠菌感染患者呈逐年增加趋势)

10#

*

#了解白

色念珠菌临床株的表型特征如耐药性'致病性等的差异与基因

分型的关系#对白色念珠菌相关感染的防治具有重要意义(本

研究选用
B7

:

0L$S

指纹分析技术对
#2

株白色念珠菌临床株进

行了基因分型#

B7

:

0L$S

技术的原理基于真菌基因组中分布的

一类短的基因外重复序列#类似于细菌基因组中发现的基因间

重复共有序列'插入序列等#

B7

:

0L$S

技术实验方法简单#能产

生重复性较好'具有种或菌株特异性的
]G3

指纹图谱)

*

*

#可

对白色念珠菌进行种内分型)

/0N

*

(

+

"1#!

+
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实验结果显示#

#2

株白色念珠菌临床分离株及
2

株标准

株的遗传为相似系数
"'/)̀ "'!(

#以相似系数大于或等于
"'N

为判定基因同源性阈值)

/

*

#临床株中有约
*#'1e

的菌株基因

型相同#提示从患者呼吸道分离的白色念珠菌临床株基因同源

性较高#亲缘关系较近(既往研究也认为#在人体定植感染的

白色念珠菌有基因型聚集的现象#考虑与特定基因型白色念珠

菌黏附致病力强相关)

)0!"

*

(而来源于外科等不同病区的
/

株

白色念珠菌分离株相似系数为
"'N!`"'!*

#未出现基因多态

性增高的现象#考虑菌株来源并未影响菌株基因的多态性分

布#而本实验不同来源的菌株较少也可能影响实验结果(

生物膜是白色念珠菌的毒力因子之一#能形成生物膜的菌

株毒力更强#实验所用的临床分离株生物膜表型存在差异#其

中有
2*

株菌生物膜形成能力,高-#结合基因分型的结果#发现

生物膜形成能力,高-的白色念珠菌菌株可为多种基因类型#除

)

型外#其他基因型均包含生物膜形成能力,高-的菌株(而同

一基因型的菌株形成生物膜的表型存在差异#如
$

型中有一半

的菌株生物膜形成能力,高-#而另一半菌株生物膜形成能力

,低-(计算生物膜形成能力,高-的菌株相似系数为
"'N`

"'!1

#生物膜形成能力,低-的菌株相似系数为
"'N!̀ "'!2

#而

所有菌株的相似系数为
"'/)`"'!(

#提示生物膜形成能力相

似的菌株间未出现基因型聚集#基因多样性减弱的现象#即根

据白色念珠菌分离株
B7

:

0L$S

基因分型并不能预测其生物膜

表型(

]DBg.

等)

!!

*用
S3L]

的方法也未发现与生物膜形成相

关的基因型#但另有研究则显示特定基因型的白色念珠菌菌株

生物膜形成能力,高-#提示基因型与生物膜形成相关)

!2

*

#考虑

相关实验结果存在差异#可能与实验方法及实验检测的基因位

点不同有关(因此#深入研究与生物膜形成相关的基因表达调

控机制#寻找可能预测生物膜形成的基因分型方法#将有利于

防治白色念珠菌生物膜形成所致的定植感染(

参考文献

)

!

*

G-7,BO

#

W5a7A5F,CaK

#

$<87-@B,H

#

7@<9'R?

:

<C@5A<.@,AD.

=

<9@B7<@0

?7.@5.$<.6,6<0L-7D65?5.<-,.@7B<C@,5.

!

<

:

B79,?,.<B

>

B7@B50

-

:

7C@,87C<-70C5.@B59-@D6

>

)

W

*

'R.@7.-,87$<B7M76

#

2""/

#

((

$

!

%!

!(/0!12'

)

2

*

H<B@,7bX

#

_,99,<?-]_

#

_,9-5.MW

#

7@<9'L$SA,.

=

7B

:

B,.@,.

=

5A

$<.6,6<<9J,C<.-<--5C,<@76F,@;C;B5.,C;

>:

7B

:

9<-@,CC<.6,65-,-

<.65@;7B5B<9C5.6,@,5.-

)

W

*

'W$9,.M,CB5J,59

#

2""!

#

()

$

!!

%!

1"**0

1"/#'

)

(

*

W<,.G

#

b5;9,S

#

$55hK

#

7@<9'H,5A,9?A5B?<@,5.J

>

<.6<.@,AD.

=

<9

-D-C7

:

@,J,9,@

>

5A$<.6,6<,-59<@7-AB5?DB,.7

)

W

*

'3

::

9K.8,B5.M,0

CB5J,59

#

2""/

#

/(

$

*

%!

!*)/0!/"('

)

1

* 李洪利
'

真菌感染临床分布及耐药性分析)

W

*

'

国际检验医学杂

志#

2"!"

#

(!

$

!

%!

N/0NN'

)

#

* 平竹仙#李丰良
'

临床真菌检测及耐药性动态变化特征及分析

)

W

*

'

国际检验医学杂志#

2"!"

#

(!

$

!2

%!

!(N"0!(N!'

)

*

* 项明洁#刘锦燕#倪培华#等
'

重复序列
L$S

$

B7

:

0L$S

%指纹分析技

术在病原真菌鉴定和分型中的应用)

W

*

'

中国真菌学杂志#

2"!"

#

#

$

*

%!

(/*0(N"'

)

/

*

_,-7 Mc

#

T7<9

>

M

#

S77C7b

#

7@<9'O

:

7C,7-,67.@,A,C<@,5.<.6

-@B<,.6,AA7B7.@,<@,5.5AC9,.,C<9$<.6,6<,-59<@7-D-,.

=

@;76,87B-,

9<J-

>

-@7? 5A<D@5?<@76B7

:

7@,@,87-7

I

D7.C70J<-76L$S

)

W

*

'W

M76M,CB5J,59

#

2""/

#

#*

$

L@*

%!

//N0/N/'

)

N

*

3J<C,Q

#

T<9,h,0&a@<.3

#

Qa@DBhH

#

7@<9'M597CD9<B@

>:

,.

=

5A

$<.6,6<<9J,C<.--@B<,.-,-59<@76AB5?67.@DB7F7<B7B-J

>

B7

:

7@,0

@,87-7

I

D7.C70J<-76L$S

)

W

*

'KDBW$9,. M,CB5J,59R.A7C@],-

#

2"!!

#

("

$

2

%!

!1!0!1)'

)

)

*

c,J9,.X

#

K679?<..3

#

Z;<.

=

G

#

7@<9'3]G3

:

59

>

?5B

:

;,-?-

:

70

C,A,C@5$<.6,6<<9J,C<.--@B<,.-7EC7

:

@,5.<99

>

-DCC7--AD9<-;D?<.

:

<@;5

=

7.-

)

W

*

'c7.7

#

2""!

#

2/2

$

!

"

2

%!

!#/0!*1'

)

!"

*

OC;?,6W

#

45B@5B<.53M

#

W5.7-c

#

7@<9'R.CB7<-76?5B@<9,@

>

,.

>

5D.

=

C<.6,67?,<

:

<@,7.@-<--5C,<@76F,@;

:

B7-7.C75A<$<.6,6<

<9J,C<.-

=

7.7B<90

:

DB

:

5-7

=

7.5@

>:

7

)

W

*

'W$9,.M,CB5J,59

#

2"!!

#

1)

$

)

%!

(2#"0(2#*'

)

!!

*

]DBg.KX

#

MD

+

,C<M4

#

W7F@DC;5F,CaYM

#

7@<9'KE<?,.<@,5.5A

@;7

=

7.7@,C8<B,<J,9,@

>

<?5.

=

J,5A,9?0A5B?,.

=

$<.6,6<<9J,C<.-

C9,.,C<9,-59<@7-

)

W

*

'S78RJ7B5<? M,C59

#

2""/

#

21

$

1

%!

2*N02/!'

)

!2

*

H5B7Chg0M79hD-58gO

#

HD

+

6gh58gT'Y<B,<@,5.5AC799-DBA<C7;

>

0

6B5

:

;5J,C,@

>

<.6J,5A,9?A5B?<@,5.<?5.

==

7.5@

>:

7-5A$<.6,6<

<9J,C<.-<.6$<.6,6<6DJ9,.,7.-,-D.67B<.@,AD.

=

<9@B7<@?7.@

)

W

*

'

$<.WM,CB5J,59

#

2""N

#

#1

$

)

%!

/!N0/21'

$收稿日期!

2"!20"!0!2

%

$上接第
!#(N

页%

)

/

* 赵龙华#杨维青
'

细菌群集运动与生物被膜和耐药性的关系)

W

*

'

国际检验医学杂志#

2"!!

#

(2

$

!

%!

!)N*0!)NN'

)

N

* 刘忠泉#佴静#朱雪薇
'

噬菌体变色法检测结核分枝杆菌)

W

*

'

中国

热带医学#

2"!"

#

!"

$

(

%!

(*/0(NN'

)

)

* 武英
'

应对耐药菌的新方法...噬菌体制剂)

W

*

'

国外医药抗生素

分册#

2"!!

#

(2

$

#

%!

22(022N'

)

!"

*毕波#周慧敏#杨平#等
'

微生态制剂局部给药加速残余创面愈合

临床研究)

W

*

'

中华实用诊断与治疗杂志#

2"!!

#

2#

$

(

%!

2(202(1'

)

!!

*马珍#谢三星
'

炭疽杆菌与类炭疽杆菌鉴别技术的研究进展)

W

*

'

肉品卫生#

!))1

#

(

!

2/02N'

)

!2

*

X

>

.6-<

>

S

#

L7@7Bc

#

3

=

B5.

#

7@<9'c7.5?76,AA7B7.C7-@;<@6,-@,.0

=

D,-;H<C,99D-<.@;B<C,-AB5?H<C,99D-C7B7D-<.6H<C,99D-@;DB,.

=

0

,7.-,-

)

W

*

'3

::

9K.8,B5.M,CB5J,59

#

2""(

#

*)

$

#

%!

2/##02/*1'

$收稿日期!

2"!!0!"02"

%

+

!1#!

+

国际检验医学杂志
2"!2

年
/

月第
((

卷第
!(

期
"

R.@WX<JM76

!

WD9

>

2"!2

!

Y59'((

!

G5'!(


