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要"目的
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了解生殖道白色念珠菌耐吡咯类药物基因的表达情况%方法
!

收集真菌性阴道炎患者分泌物标本
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份!分

离白色念珠菌后用纸片扩散法进行药敏试验!裂解法提取白色念珠菌的吡咯类药物耐药株和敏感株的总
()*

!逆转录为
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!

采用实时荧光定量
-.(

技术检测白色念珠菌多药耐药基因
.,(/
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0,(/

的表达情况%结果
!

共培养出
$&

株白色念珠

菌!

!1

株热带念珠菌!

!%

株克柔念珠菌!

2

株光滑念珠菌#白念珠菌中
'3

株对氟康唑&酮康唑&咪康唑不同程度耐药!耐药率分别

为
!2#34

&

!1#'4
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$!#34

#白念珠菌耐药株
.,(!

基因的
"
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.6为
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!敏感株为
!#%&8%#"3

!两组比较!差异有统计学

意义"
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"9%#%%!
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及
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基因的表达差异均无统计学意义"

"9%#!3%

!

"9%#1%%

$%结论
!

白色念珠菌耐药机

制较为复杂!可能与
.,(!

高表达有关!

.,("

和
0,(!

表达与耐药性的关系有待进一步研究%
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外阴阴道念珠菌病$

VV.

&是一种由念珠菌引起的阴道黏

膜真菌性感染#近年来发病率有明显上升的趋势'

!

(

)由于吡咯

类药物#如酮康唑*氟康唑*咪康唑等具有抗菌谱广*不良反应

少等优点#已成为临床治疗真菌感染的首选药物#然而#近年来

吡咯类药物的大量应用导致耐药性越来越严重)念珠菌的耐

药机制主要有麦角甾醇合成通路中关键靶酶的变化造成膜成

分的改变#生物被膜的形成#编码药物外排泵的基因表达增加#

细胞膜对药物通透性改变等'

"

(

)其中外排基因
.,(!

*

.,("

*

0,(!

过度表达是产生耐药的主要原因)因此#本文就门诊患

者阴道分泌物中分离的白色念珠菌对吡咯类药物相关耐药基

因的表达进行研究#从分子水平了解耐药机制#以期为临床治

疗提供参考依据)
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资料与方法

A#A

!

一般资料
!

"%!$

年
!

!

"

月广州市海珠区第一人民医院

与广州医科大学附属第一医院妇科门诊就诊的真菌性阴道炎

患者
&'

例#年龄
"%

!

7$

岁#均有典型的豆腐渣样白带和外阴

瘙痒等症状#留取阴道分泌物标本#直接革兰染色镜检发现菌

丝或孢子)
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仪器与试剂
!

?@6G/()*

提取试剂*

-.(

检测试剂及

,)*

标记物均购自大连宝生物工程有限公司%金星
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0G=

预混体系试剂购自上海生工生物技术有限公司%沙氏培养基和

真菌药敏培养基购自法国梅里埃生物公司%氟康唑$

!$

"

H

&*酮

康唑$
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&和咪康唑$
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&药敏纸片购自丹麦
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公司%
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荧光定量
-.(

仪购自美国
P;@>(GJ

公司)
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引物及探针设计
!

参考
]A=PG=T

设计
.,(!

*

.,("

*

0,(!

和内参基因的引物#由上海生工生物技术有限公司合

成#引物及探针序列见表
!

)

表
!

!!

引物及探针序列

基因 序列$

$U

!

'U

&

长度

$

K

C

&

0,(!

上游!

?].?].?*.?*.?].??.?]] ""'

下游!

]*?]***...**.*.]]**.

探针!

?].??.*]?]??...*??*???]]?]. "3

.,(!

上游!

?]..**]**.?].?.**]** "!1

下游!

?.?.].**.*..*?* ..?.*

探针!

*.]*?..**.*..*]]]***.??*?.]? "1
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上游!

?*? ??..]*]]?]]*].*.? !'7

下游!
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探针!
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内参 上游!

]..]]?]*.]*.].?..**]*].?] !$3

下游!

..]?]??.**??]]]?*? .?.**]]?.

探针!

?.**]]?*? .*?]]??]]?*? ]]]?.** "1
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方法

A#D#A

!

真菌培养和药敏试验
!

将分泌物转接到沙氏琼脂培养

基平板上培养
3"E

#有菌落生长者涂片做革兰染色#镜下观察

为念珠菌者#接种至科马嘉念珠菌显色培养基上#

71E

后观察

颜色#判别菌种#无法鉴定者通过
V;6AT>".@L

C

G+6

细菌鉴定仪

鉴定)对菌株进行纸片扩散$

O>P

&法药敏试验#置于温箱
'3

^

培养
"7E

后测量抑菌圈#依据表
"

标准判断药敏情况)

表
"

!!

吡咯类药物抑菌环直径的判断标准#

LL

$

抗菌药物 敏感 中介 耐药

酮康唑
$

'% "'

!

"&

%

""

氟康唑
$

"! !$

!

"!

%

!7

咪康唑
$

"% !'

!

!&

%

!"

A#D#B

!

总
()*

的抽提
!

液氮裂解白色念珠菌的细胞壁#用

氯仿和异丙醇提取总
()*

#用超微量紫外分光光度计测定总

()*

样品纯度及浓度)

A#D#C

!

逆转录和实时荧光定量
-.(

扩增
!

逆转录体系!

-D;>

LA_+D;

C

6(?

标记混合液
"

"

[

#总
()*

$根据浓度确定加入

量#

!%

"

[

体系最大使用
$%%=

H

&#

()G<AWDAAJ̀

"

a

加至
!%

"

[

%反应条件!

'3^!$L;=

#

1$^$<

)实时荧光定量
-.(

扩

增体系!

-.(L;B!"#$

"

[

#上游引物
%#$

"

[

#下游引物
%#$

"

[

#

()G<AWDAAJ̀

"

a!%

"

[

#探针
%#$

"

[

#

+,)*!

"

[

)发光

基团为
$U>W*0

#淬灭基团为
?*0(*

)扩增程序!预变性
&$

^!%L;=

#变性
&$^!$<

#退火"延伸
2%^!L;=

#

7%

个循环)

计算方法如下!目的基因相对表达量
9"

5

##

.6

#

##

.69

目的

基因的
.6

值
5

内参基因的
.6

值)

A#E

!

统计学处理
!

采用
_-__!3#%

软件进行数据处理及统计

学分析)计量资料以
F8>

表示#组间比较采用
!

检验#

"

&

%#%$

为差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B#A

!

培养及鉴定结果
!

&'

例女性的阴道分泌物均培养出念

珠菌#其中
$&

株为白色念珠菌#占
2'#74

#

!1

株为热带念珠

菌#

!%

株为克柔念珠菌#

2

株为光滑念珠菌)

B#B

!

吡咯类药敏试验结果
!

$&

株白色念珠菌菌株经过药敏

试验后#其中
'3

株对咪康唑*酮康唑*氟康唑中一种或以上药

物耐药#耐药率分别为
$!#34

*

!1#'4

*

!2#34

#

'3

株纳入耐药

组)从敏感株中选取
!%

株纳入敏感组)

B#C

!

.,(!

*

.,("

及
0,(!

的表达水平
!

实时荧光定量

-.(

检测到各基因的
.6

值#经计算#耐药组
.,(!

基因

"

5

##

.6值明显高于敏感株组#差异有统计学意义$

"9%#%%!

&%

而
.,("

和
0,(!

基因
"

5

##

.6值在耐药组与敏感组中的差异

均无统计学意义$

"9%#!3%

#

"9%#1%%

&#见表
'

)

表
'

!!

耐药组和敏感组基因
"

5

##

.6比较#

F8>

$

基因 耐药组$

*9'3

& 敏感组$

*9!%

&

! "

.,(! !#728%#"7 !#%&8%#"3 57#"" %#%%!

.,(" !#'78%#"! !#"38%#!$ 5!#7! %#!3%

0,(! !#%%8%#31 !#%38%#3& 5%#"$ %#1%%

C

!

讨
!!

论

白色念珠菌对吡咯类药物耐药主要有以下三条途径!药物

作用靶位的变化%外排泵基因如
.,(!

*

.,("

*

0,(!

的过度

表达#细胞对药物的主动外排#减少了唑类抗真菌药物在胞体

内的累积%细胞膜对药物通透性改变#使细胞摄取和积聚药物

的量降低'

'>7

(

)其中#白色念珠菌的药物外排能力增强导致胞

内药物浓度降低是主要的耐药机制)目前已知与吡咯类药物

外排有关的跨膜转运蛋白有两类!一类是含
*?-

结合转运蛋

白#是
*?-

能量依赖型多药转运载体#是细胞膜上的外排机能

泵#其与耐药有关的主要有
.,(!

和
.,("

基因编码的
.JD!

C

蛋白和
.JD"

C

蛋白%另一类是主要易化载体超家族蛋白#是非

能量依赖型载体#其与耐药有关的主要是由
0,(!

基因编码

的
0JD!

C

蛋白)相关文献报道
.JD!

C

*

.JD"

C

蛋白以降低细胞

内药物浓度的方式来增加药物的外排'

$

(

#而
0JD!

C

蛋白则通

过抑制药物摄入来实现)

荧光定量
-.(

是一种准确*有效的核酸定量分析技术#相

对定量主要应用于
L()*

表达量解析#先测定目的基因的相

对表达量#再进行样品间相对量的比较)本研究通过采用相对

定量
?G

S

0G=

探针法#引入内参基因#将目的基因表达量进行

归一化处理#以消除初始
()*

的差异带来的表达差异)本研

究结果显示耐药组与敏感组
.,(!

基因在
L()*

表达水平上

存在差异#表明耐药组
.,(!

基因的高表达可能与耐药形成有

关)相关文献报道白色念珠菌耐药多以
.,(!

或
.,("

表达

上调为主'

2>3

(

)

.,(!

和
.,("

基因所编码的转运蛋白在氨基

酸序列上有高度同源性#所转运的底物相似#结合本课题组前

期的结果'

1>&

(

#本研究认为
.,(!

外排能力更强#在耐药形成中

发挥作用更大)但
.,("

和
0,(!

表达差异无统计学意义

$

"

'

%#%$

&#不能证明其与耐药无关#跨膜转运蛋白外排泵的

两种类型编码基因的调节是相互独立的#在大多数吡咯类药物

耐药株中仅过表达其中一种外排泵%白色念珠菌耐药性的形成

是通过多因素的调节#体内长期演变实现的#基因表达增加只

是引起耐药的原因之一) $下转第
3"$
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宁的
0Y.

下降幅度最大)可见中药热毒宁与
_.W

对
X,(>*P

有很好的协同作用)

纸片扩散法是根据抑菌环直径和抗菌药物
0Y.

的负相关

性质设定的定性试验#由于该方法简便可靠#实用性强#仍是目

前常规实验室普遍采用的定性试验#本研究在判断产超广谱
$

内酰胺酶$

\_P[<

&的纸片协同法的基础上'

'

(

#参照管仲莹等'

3

(

的金银花抑菌作用研究#尝试用
_.W

纸片扩散联合热毒宁打

孔的方法观察协同作用)

_.W

选用浓度为
3$

"

'%

"

H

_.W

作为

药敏纸片#热毒宁使用原液)双纸片协同试验影响因素较多#

掌握好两药之间的距离很关键#经过多次摸索#最好控制在大

于两药抑菌环半径之和
"LL

#与微量肉汤棋盘稀释
0Y.

法比

对#结果一致)但在操作过程中应注意设置对照#选择最佳的

纸片间距)

微量肉汤棋盘稀释法联用两种药物#以二维棋盘纵横两个

方向分别进行倍比稀释)药物相互作用效应通过计算最小部

分
WY.Y

来判断)

WY.Y9

$联合用药时
_.W

的
0Y.

"单独用药

时
_.W

的
0Y.

&

e

$联合用药时热毒宁的
0Y.

"单用时热毒宁

的
0Y.

&)

WY.Y

%

%#$

为协同作用#

%#$

&

WY.Y

%

!#%

为相加作

用#

!#%

&

WY.Y

%

"#%

为无关作用#

'

"#%

为拮抗作用'

1

(

)在采

用
0Y.

微量肉汤棋盘稀释法检测热毒宁联合
_.W

作用
X,(>

*P

时#以无菌对照孔作为敏感的标准#以无药对照孔作为耐

药的标准#分别记下两药单独和联合的
0Y.

#再计算
WY.Y

)但

由于热毒宁本身为棕褐色#敏感和耐药结果不是特别清晰#且

操作繁琐#需要稀释不同浓度的
_.W

和热毒宁)热毒宁与

_.W

联合用药时的
WY.Y

均小于或等于
%#$

#说明两者有协同

作用#与纸片扩散法得到的结果一致)

综上所述#微量肉汤棋盘稀释法可以检测到
0Y.

#可以量

化观察两种药物对
X,(>*P

的联合作用#但很繁琐)而纸片

扩散法简单易行#也可以直观地反映出两种药物的联合作用#

结果判断带有主观性#需要有经验的人员操作)随着广泛耐药

菌的出现#中西医结合治疗也是很好的治疗方案#笔者下一步

将深入到分子生物学继续研究中西药联合应用的抗菌机制)
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转录因子结合药物作用元件达到抗

菌作用)主动外排泵蛋白基因过度表达在多药耐药产生中的

作用已逐渐被重视#本文对生殖道白色念珠菌耐药分子机制的

研究有助于发现新的作用靶位点和研制泵抑制性抗真菌药物)
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