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摘
"

要"目的
"

研究阴道中光滑念珠菌耐药性及氟康唑耐药相关基因的表达$方法
"

分离%鉴定阴道分泌物中的光滑念珠

菌!并进行药敏实验$抽提光滑念珠菌总
SG3

!通过
S40L$S

检测耐药基因
$]S!

%

$]S2

和
KSc!!

的相对表达量$结果
"

光滑

念珠菌对制霉菌素%两性霉素
H

的药物敏感性最好!

#0

氟胞嘧啶次之!对唑类药物的耐药率"

1!'""e

#

*/'""e

#较高'对氟康唑的

耐药率为
11'""e

$

S40L$S

结果显示!光滑念珠菌氟康唑耐药组
$]S!

%

$]S2

和
KSc!!

基因高表达$结论
"

光滑念珠菌对常

用抗真菌药物的耐药率呈上升趋势$光滑念珠菌耐药基因
$]S!

%

$]S2

和
KSc!!

的高表达!与临床光滑念珠菌对氟康唑耐药

有关$
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外阴阴道念珠菌病$

YY$

%是一种高发的女性生殖道酵母

菌感染性疾病#光滑念珠菌是该病的主要病原菌之一(近年来

由于广谱抗菌剂'皮质类固醇激素'免疫抑制剂的滥用#及不良

生活习惯等因素使
YY$

尤其是复发性
YY$

的发病率进一步

上升#而抗真菌药物的使用又使治疗后的耐药问题日渐突

出)

!

*

(因此#作者对从
YY$

患者阴道分泌物中分离的光滑念

珠菌进行了耐药性及耐药基因
$]S!

'

$]S2

'

KSc!!

的相对表

达量的研究#探讨其与唑类药物耐药性的关系#现报道如下(

?

"

材料与方法

?'?

"

菌株来源与药敏实验
"

2"")

年
!"

月至
2"!"

年
#

月从本

院妇科门诊
YY$

患者阴道分泌物中分离的光滑念珠菌
!""

株(采用
YR4Kb0(2

微生物鉴定系统及其配套测试板进行菌

株鉴定(参考
!))N

年美国
G$$XO

真菌体外药敏实验标准#

对氟康唑'

#0

氟胞嘧啶'两性霉素
H

'制霉菌素'咪康唑'酮康

唑'伊曲康唑'特比萘芬进行药物敏感实验#从中选取
1*

株氟

康唑敏感株和耐药株进行耐药基因的相对表达分析(质控菌

株为白色念珠菌
34$$)""2N

'光滑念珠菌
34$$!#!2*

#由广

东医学院微生物学教研室赠送(

?'@

"

仪器与试剂
"

菌落分离用沙保弱琼脂培养基$

QE5,6

#英

国%#科玛嘉显色培养基$广州迪景微生物科技有限公司%(

4B0

,a59

及逆转录试剂$

R.8,@B5

=

7.

公司%#

M<E,?<OPHS cB77.

S40L$S

试剂盒$凯基生物科技发展有限公司%#

X,

=

;@$

>

C97B

定

量
L$S

扩增仪及专用毛细管由
S5C;7

公司提供#实验所用的

引物均由大连宝生物公司合成(

?'A

"

S40L$S

检测三个耐药基因的表达

?'A'?

"

实验菌株
SG3

的提取和
C]G3

的合成
"

取过夜培养

的菌液转种于
PKL]

培养液中#置于恒温振荡培养箱中$

("

U

#

2""B

"

?,.

%培养
!*

#

!N;

#使菌株处于对数生长期(采用

小量酵母菌总
SG3

抽提试剂盒进行总
SG3

抽提(用紫外分

光光度计测定其浓度和纯度#

3

2*".?

"

3

2N".?

比值大于或等于

!'N

为纯度合格(按操作说明书的步骤#用总
SG3

进行逆转

录反应#逆转录的
C]G3

用于
L$S

反应(

?'A'@

"

引物设计与合成
"

参照文献)
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*设计
1

对特异性引物#

见表
!

(以
3$4!

基因作为内参照#定量测定
$]S!

'

$]S2

'

KSc!!

三个基因的表达水平(

?'A'A

"

S40L$S

反应
"

按
L$S

试剂盒标准操作步骤进行操

+
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作(

S40L$S

反应条件!

)1U

预变性
#?,.

#

)1U!#-

#

#)U

*"-

#

/2U!"-

#

1"

#

#"

次循环#

/2U

延伸
#?,.

(实时荧光定

量
L$S

仪监测记录数据#并计算出
$4

值#目的基因的
$4

值

减去管家基因
3$4!

的
$4

值即得到
#

$4

值(

#

$4

值越大#

目的基因的表达量就越低&反之#

#

$4

值越小#目的基因的表

达量就越高(

?'C

"

统计学处理
"

所有实验数据均用
O@<@<!!'"

软件包进行

处理#结果用
@ 4̀

表示#两组间采用成组设计的两样本均数的

比较$

1

检验%#

O

&

"'"#

为差异有统计学意义(

表
!

""

S40L$S

反应的引物

靶基因 引物序列$

#d0(d

%

3$4!

$c$444cc3$44$c33$33c33

c443$$c34cc4c34c3$44c3$

$]S!

443333c44$33c$$3c43444$$

333444c3433$$34$c4333c$3

$]S2

c4c$44434c33cc$43$$3c344

4$443cc3$3c33c433$$$34$4

KSc!!

344cc4c4$44c34ccc4cc4$

4$44$44cc3$34$4cc4$444$3

@

"

结
""

果

@'?

"

!""

株光滑念珠菌对
N

种抗真菌药物的药敏结果#见

表
2

(

表
2

""

!""

株光滑念珠菌药敏实验结果

抗菌剂 敏感)

&

$

e

%*中介)

&

$

e

%*耐药)

&

$

e

%* 耐药率$

e

%

#0

氟胞嘧啶
NN

$

NN'""

%

(

$

('""

%

)

$

)'""

%

!2'""

两性霉素
H )(

$

)('""

%

2

$

2'""

%

#

$

#'""

%
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制霉菌素
)1

$

)1'""

%

!

$

!'""

%

#

$

#'""

%
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咪康唑
#)

$

#)'""

%

!!

$

!!'""

%

("

$

("'""

%

1!'""

伊曲康唑
((

$

(('""
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!#

$

!#'""

%

12

$

12'""

%
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特比奈酚
*2

$

*2'""

%

!"

$

!"'""

%

2N

$

2N'""

%

(N'""

酮康唑
#2

$

#2'""

%

!!

$

!!'""

%

(/

$

(/'""

%

1N'""

氟康唑
#*

$

#*'""

%

)

$

)'""

%

(#

$

(#'""

%

11'""

@'@

"

耐药基因
$]S!

'

$]S2

'

KSc!!

的相对表达
"

在转录水

平上#氟康唑耐药组和敏感组
$]S!

'

$]S2

'

KSc!!

基因的表

达差异均有统计学意义$

O

&

"'"#

%#耐药组的表达量要高于敏

感组#统计结果见表
(

(

表
(

""

敏感组和耐药组耐药基因
#

$4

值的比较

目的基因
#

$4

值$

@ 4̀

%

敏感组$

&i!)

% 耐药组$

&i2/

%

1

值
O

值

$]S! N')2̀ 2'/1 *'N!̀ 2'*N 2'*"#2 "'""*2

$]S2 /')Ǹ 2'*# *'()̀ 2'/! !')//! "'"2/2

KSc!! )'#!̀ 2'NN /'2*̀ ('"2 2'#(#1 "'""/1

A

"

讨
""

论

光滑念珠菌是外阴阴道念珠菌病的主要病原菌之一#药敏

实验表明光滑念珠菌对两性霉素
H

'制霉菌素'

#0

氟胞嘧啶的

敏感性较高#敏感率分别为
)('""e

'

)1'""e

'

NN'""e

#与

S,C;@7B

等)

(

*报道的结果相似&而对四种唑类药物的耐药率较

高#可能与唑类药物在临床上的广泛应用及光滑念珠菌较易获

得耐药性有关)

1

*

&对氟康唑的耐药率达
11'""e

#明显高于国

内其他文献报道)

#

*

(也说明作为主要治疗药物的唑类药物的

耐药及多重耐药问题日益突出#已成为临床上
YY$

治疗失败

和复发性
YY$

的发病率进一步上升的主要原因#要引起临床

上的高度重视(

目前认为#许多机制参与了念珠菌耐药现象的发生#光滑

念珠菌的药物外排能力增强导致胞内药物浓度降低#可能是光

滑念珠菌最主要的耐药机制#目前发现的与光滑念珠菌耐药有

关的外排泵
34L

结合盒转运子$

3H$4

%包括
$6B!

:

和
$6B2

:

#

它们依赖
34L

进行主动运输#

$]S!

和
$]S2

是编码这两个

蛋白的基因(本研究采用
S40L$S

方法检测了临床分离的光

滑念珠菌氟康唑耐药株和敏感株
$]S!

'

$]S2

基因的表达情

况(实验结果表明#两组菌株
$]S!

'

$]S2

基因在
?SG3

水

平上差异有统计学意义#耐药组的表达量显著高于敏感组#可

见这
2

个基因的高度表达与对氟康唑产生耐药有密切关系#与

H7..7@@

等)

*

*的研究结果一致(而
L5-@7B<B5

等)

/

*发现#氟康唑

耐药菌株
$]S!

和
$]S2 ?SG3

的表达上调分别达到了

!2'1

#

1N(

倍和
(')

#

/"'*

倍(有研究表明#光滑念珠菌

$]S!

与
$]S2

所编码的
3H$4

在氨基酸序列上有
/"e

以上

的同源性#所转运的底物也高度相似#但
$6B!

:

的药物外排能

力更强#在耐药性形成中起主导作用)

N

*

(目前有关
$]S!

和

$]S2

表达的调控机制还不是很清楚(

Y7B?,@-h

>

和
K69,.6

)

)

*

认为#

$]S!

与
$]S2

的表达具有相同的转录调节因子
L]S!

#

它们由一个共同的机制来进行调控(

4-<,

等)

!"

*研究也发现

L]S!

突变可引起
L]S!?SG3

表达的上调#进而上调
$]S!

的表达#在光滑念珠菌耐药性形成中起到重要的作用(

KSc!!

是羊毛甾醇
!1

-

0

去甲基化酶$

!10]M

%的编码基

因#本研究发现耐药组
KSc!!

基因的表达与敏感组差异有统

计学意义#耐药组的表达量要高于敏感组#说明光滑念珠菌耐

药与
KSc!!

基因的过度表达有关(

S5

=

7B-

等)

!!

*也报道#耐药

菌株
KSc!!

的表达量高于敏感株#说明光滑念珠菌可通过上

调
KSc!!?SG3

的表达#引起
KSc!!

表达量增多而引起耐

药(同时#沈银忠等)

!2

*发现光滑念珠菌
KSc!!

基因序列存在

多态性#但未发现因
KSc!!

基因突变引起靶酶氨基酸改变而

导致的光滑念珠菌对氟康唑耐药(

本实验还发现#并不是所有的氟康唑耐药菌株都会同时出

现上述基因的高表达#说明光滑念珠菌耐药性的产生同时存在

许多不同的机制(因此#加强对临床治疗失败案例的分析#深

入研究抗真菌药物的耐药机制#对发现新的抗真菌药物治疗靶

点#增强现有治疗的效果和减少耐药的发生有着重要的意义(
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