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建立白色念珠菌蛋白指纹库的研究
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　　摘　要：目的　探讨白色念珠菌蛋白指纹库的建立，为白色念珠菌感染快速诊断奠定基础。方法　收集９６株临床分离的白

色念珠菌，提取ＤＮＡ，采用聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增其ＩＴＳ１５．８ＳＩＴＳ２基因片段，利用限制性内切酶对其进行鉴定。应用表面

增强激光解析电离飞行时间质谱（ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ）仪检测念珠菌蛋白指纹，ＣｉｐｈｅｒｇｅｎＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ软件自动采集数据，筛选稳定

表达蛋白峰建立白色念珠菌蛋白指纹库，运用经准确鉴定的念珠菌对建立的蛋白指纹库进行验证。结果　限制性片段长度多态

性分析证实临床分离的所有菌株均为白色念珠菌。ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ芯片能捕获１５个蛋白峰，其中５个蛋白峰在所有白色念珠

菌中均稳定表达，利用相似性分析软件建立白色念珠菌蛋白指纹库，白色念珠菌蛋白指纹与建立数据库的相似性大于９５％，而其

他种类念珠菌蛋白指纹与数据库的相似性均小于５０％。结论　白色念珠菌蛋白指纹库的建立为快速诊断白色念珠菌感染提供

了理论依据。
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　　近年来，随着广谱抗菌药的广泛应用和免疫功能低下患者

的日益增多，念珠菌成为临床真菌感染最重要的病原菌，在深

部真菌感染中占第１位，在住院患者血液标本的病原体分离株

中占第４位
［１］。白色念珠菌是临床感染最常见的机会致病

菌［２３］，传统实验室诊断大多是根据其生化反应和特异性酶显

色法，具有耗时、准确性不高等缺点。因此，准确、快速鉴定白

色念珠菌对深部真菌感染的临床治疗有着重要的指导意义。

随着蛋白组学的不断发展，质谱技术逐步应用于临床微生物的

菌种鉴定［４９］。本研究对来自临床的９６株白色念珠菌进行质

谱分析，筛选白色念珠菌特征性蛋白标志物建立其蛋白指纹

库，应用临床分离的白色念珠菌对建立的蛋白指纹库进行评

价，为白色念珠菌感染的诊断和鉴定奠定基础。

１　材料与方法

１．１　菌种来源　收集四川省人民医院临床感染标本（包括痰、

小便、大便、伤口分泌物等），接种于沙保弱培养基，３６℃培养

２４ｈ后转种于科玛嘉念珠菌显色培养基，３６℃孵育４８ｈ，其中

９６株鉴定为白色念珠菌。

１．２　主要仪器与试剂　ＤＮＡ提取液购自中山大学达安基因

股份有限公司；犜犪狇ＤＮＡ聚合酶、犛狋狔Ⅰ和 犕狊狆Ⅰ酶购自美国

Ｐｒｏｍｅｇａ公司，引物由捷瑞生物工程（上海）有限公司合成；聚

合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）扩增仪、电泳仪

和ＢｉｏＲａｄ凝胶成像仪购自美国ＢｉｏＲａｄ公司；芥子酸、乙腈、

三氟乙酸、甲酸和蛋白分子质量标准品购自美国Ｓｉｇｍａ公司；

ＡＵ芯片、表面加强激光解析电离飞行时间质谱（ｓｕｒｆａｃｅｅｎ

ｈａｎｃｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｉｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍ

ｅｔｒｙ，ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ）仪和 ＰｒｏｔｅｉｎＣｈｉｐ分析软件购自美国

ＣｉｐｈｅｒｇｅｎＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司，ＧｏｌｄＶｉｅｗ
ＴＭ核酸染料购自北京赛

百盛基因技术有限公司，２×犜犪狇ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自北京康
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润诚业生物科技有限公司，１００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ购自天根生化

科技（北京）有限公司。

１．３　ＰＣＲ限制性片段长度多态性（ＰＣＲｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔ

ｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＰＣＲＲＦＬＰ）检 测 　 取 念 珠 菌 悬 液

２０μＬ，加入ＤＮＡ提取液４０μＬ，振荡混匀；１００℃加热１０ｍｉｎ，

１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，上清液４℃保存备用。采用真菌通

用引物对白色念珠菌核糖体 ＤＮＡ 内部转录间隔区ＩＴＳ１

５．８ＳＩＴＳ２基因片段进行ＰＣＲ扩增，ＩＴＳ１：５′ＴＣＣＧＴＡＧＧＴ

ＧＡＡＣＣＴ ＧＣＧ Ｇ３′；ＩＴＳ４：５′ＴＣＣＴＣＣ ＧＣＴ ＴＡＴ ＴＧＡ

ＴＡＴＧＣ３′。反应体系：２×犜犪狇ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，上、

下游引物各１μＬ，模板 ＤＮＡ２μＬ，ｄＨ２Ｏ６μＬ。反应条件：

９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５２℃退火３０ｓ，７２℃延伸

４５ｓ，共３０个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１．２％

琼脂糖凝胶电泳，然后采用凝胶成像仪检测。根据ＩＴＳ１５．８Ｓ

ＩＴＳ２序列用 犕狊狆Ⅰ酶酶切 ＰＣＲ产物进行鉴定，酶切体系：

ＰＣＲ反应产物１５μＬ，ＲＥ１０×Ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，ｄＨ２Ｏ１μＬ，牛血

清白蛋白１μＬ，１０Ｕ犕狊狆Ⅰ酶１μＬ，反应总体积２０μＬ。反应

条件：３７℃５ｈ，产物经１．２％琼脂糖凝胶电泳后采用ＢｉｏＲａｄ

凝胶成像仪检测。

１．４　ＳＥＬＤＩ检测念珠菌蛋白指纹　采用Ｓｉｇｍａ蛋白标准品

胰岛素（ＭＷ５７３３．４９）、细胞色素Ｃ（ＭＷ１２２３０）、肌红蛋白

（ＭＷ１６９５０）对ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ仪进行分子质量校准。调整

菌液浓度，取３μＬ念珠菌悬液与５０％饱和芥子酸（含５０％乙

腈，０．５％三氟乙酸）等量混匀，ＡＵ芯片点样，每个标本重复４

次，室温干燥５ｍｉｎ，每孔再加１μＬ５０％饱和芥子酸，自然干

燥，选择最优条件检测念珠菌蛋白，采用 ＣｉｐｈｅｒｇｅｎＰｒｏｔｅｉｎ

Ｃｈｉｐ分析软件自动采集数据。

１．５　白色念珠菌蛋白指纹库的建立与验证　将９６株白色念

珠菌分为２组，每组４８株，一组用于蛋白指纹库的建立，另一

组用于蛋白指纹库的验证。将ＳＥＬＤＩ质谱数据转换为Ｅｘｃｅｌ

文件，采用蛋白相似性分析软件，利用白色念珠菌共有蛋白建

立蛋白指纹库。运用临床分离并经准确鉴定的念珠菌对建立

的蛋白指纹库进行验证，评价其临床应用的可行性。

２　结　　果

２．１　ＰＣＲＲＦＬＰ检测结果　所有白色念珠菌均能扩增出

５３７ｂｐ的ＩＴＳ１５．８ＳＩＴＳ２基因片段，限制性片段长度多态性

分析证实９６株临床分离的念珠菌均为白色念珠菌。

２．２　白色念珠菌蛋白指纹检测　经蛋白分子质量标准品标定

质谱分子质量和条件优化，选择激光强度１９０，检测敏感度８，

优化相对分子质量范围为３０００～３００００，最高相对分子质量

为３００００，采用ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ仪自动收集数据，结果显示

ＡＵ芯片能捕获近１５个蛋白峰（图１），其中，５个蛋白峰在白

色念珠菌临床分离株均有表达，且与热带念珠菌、光滑念珠菌

和克柔念珠菌蛋白峰的相对分子质量存在明显差异，这些蛋白

构成了白色念珠菌蛋白指纹图谱，各蛋白峰在临床分离白色念

珠菌间相对分子质量变异系数不超过０．０５％。

２．３　白色念珠菌蛋白指纹库的建立与验证　４８株经过鉴定

的白色念珠菌质谱检测结果显示，白色念珠菌均有５个蛋白

峰，将这些蛋白输入蛋白相似性分析软件，成功建立了白色念

珠菌蛋白指纹库。同时将验证组蛋白峰导入蛋白相似性分析

软件，结果发现所有导入念珠菌蛋白峰与白色念珠菌相似性均

大于９５％。为了验证白色念珠菌蛋白指纹库的特异性，笔者

分别收集了准确鉴定的白色念珠菌、热带念珠菌、克柔念珠菌

及光滑念珠菌各５株，ＳＥＬＤＩ检测念珠菌蛋白指纹，将念珠菌

蛋白指纹与建立的数据库进行相似性分析，白色念珠菌蛋白指

纹与数据库的相似性均大于９５％，而热带念珠菌、克柔念珠

菌、光滑念珠菌蛋白指纹与数据库的相似性均小于５０％。

　　Ａ、Ｂ：白色念珠菌；Ｃ：克柔念珠菌；Ｄ：光滑念珠菌；Ｅ：热带念珠菌。

图１　　念珠菌蛋白指纹图谱

３　讨　　论

目前，临床实验室对念珠菌的鉴定多采用念珠菌显色培养

基和生化实验，具有耗时、准确性不高等缺点。临床分离念珠

菌中，以白色念珠菌居多，因此，如何早期、简单、准确、快速鉴

定白色念珠菌成为临床实验室关注的焦点［１０１１］。

蛋白组学的发展为念珠菌鉴定提供了强有力的技术基础。

研究发现，不同念珠菌具有不同的蛋白表达［１２１５］，且在不同培

养条件下，有的蛋白峰恒定表达，提示这些蛋白可作为念珠菌

鉴定的标志物。本实验采用ＰＣＲＲＦＬＰ分析鉴定临床分离念

珠菌，利用ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ仪检测念珠菌蛋白表达，比较白色

念珠菌与热带念珠菌、光滑念珠菌和克柔念珠菌蛋白峰的相对

分子质量差异，筛选白色念珠菌的共有蛋白标志物，利用共有

蛋白标志物的相关信息成功建立了白色念珠菌蛋白指纹库。

将临床分离鉴定的４８株白色念珠菌的蛋白标志物相关信息与

建立的蛋白指纹库进行相似性分析，结果发现所有白色念珠菌

的相似性均大于９５％，说明利用建立的蛋白指纹库对白色念

珠菌鉴定的准确度高。另外，笔者收集了临床分离并准确鉴定

的白色念珠菌、热带念珠菌、克柔念珠菌和光滑念珠菌各５株，

采用ＳＥＬＤＩＴＯＦＭＳ仪检测白色念珠菌的蛋白表达，将这些

蛋白的相关信息导入蛋白相似性分析软件，与建立的白色念珠

菌蛋白指纹图谱进行相似性比较分析，结果发现，白色念珠菌

的相似性很高，而其他种类念珠菌的相似性均小于５０％，说明

建立的白色念珠菌蛋白指纹图谱的特异性高。

本实验联合应用蛋白组学方法和生物信息学方法，成功建

立了白色念珠菌蛋白指纹库，建立的蛋白指纹库鉴定白色念珠

菌的准确性和特异性均很高，而且检测时间短，为白色念珠菌

感染的快速诊断提供了一种可靠的方法。
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２３主要流行于亚洲、南美洲及欧洲，犗犡犃５８主要流行于欧洲，

犗犡犃２４、犗犡犃４０主要发现于亚洲及伊比利亚半岛，但在伊

朗、比利时、捷克、美国均有报道［６］。本研究收集的８０例菌株

中，以犗犡犃５１及犗犡犃２３为主，这与沈定霞
［７］、张伟红等［８］报

道结果相似。

Ｂ类酶因活性位点为金属离子Ｚｎ２＋，称为金属β内酰胺

酶。可水解除单环类抗菌药外的其他β内酰胺类抗菌药，其水

解活性可被乙二胺四乙酸抑制，不能被β内酰胺酶抑制剂抑

制，使细菌对青霉素类、头孢菌素类、β内酰胺酶抑制剂、碳青

霉烯类等常见药物耐药。目前，报道的鲍氏不动杆菌Ｂ类酶

主要包括ＩＭＰ、ＶＩＭ、ＳＩＭ、ＧＩＭ、ＳＰＭ、ＡＩＭ、ＮＤＭ１型酶
［９］。

Ｂ类酶主要由整合子上的基因盒编码，大部分为Ⅰ类整合子。

本研究中，Ｂ类金属酶中未检测出犌犐犕、犛犐犕、犛犘犕 基因，检出

犐犕犘、犞犐犕 基因，低于汤荣睿等
［１０］的报道。

鲍氏不动杆菌的耐药机制复杂，同一菌株可携带不同的耐

药基因，表现为多重耐药性，耐药基因又可通过质粒、整合子等

遗传单元实现水平传播，导致医院感染的暴发和流行。对细菌

耐药基因进行分子分型以及整合子、质粒等可移动遗传单元的

研究，可快速进行耐药菌的克隆传播分析，为控制病原菌的传

播提供参考。
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