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近平滑念珠菌临床分离菌株毒力因子差异表达研究
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［摘　要］　目的　比较近平滑念珠菌临床分离株毒力相关因子天冬氨酸蛋白酶和生物膜形成及其基因表达的差

异。方法　采用基因测序及微卫星分型方法，对临床真菌感染患者分离的近平滑念珠菌进行鉴定，检测各菌株产

生分泌型天冬氨酸蛋白酶及生物膜形成的能力，比较各菌株生物膜形成相关基因ＢＣＲ１、ＥＦＧ１、ＨＷＰ１及天冬氨酸

蛋白酶毒力基因ＳＡＰＰ１、ＳＡＰＰ２、ＳＡＰＰ３表达的差异。结果　共收集８株临床分离的近平滑念珠菌，经基因鉴定

均为基因Ⅰ型。微卫星分型结果显示，８株临床菌株分为４个微卫星型别，Ｇ１、Ｇ２、Ｇ３菌株为不同型别，分别分离

自甲患者的尿、经外周静脉置入中心静脉导管（ＰＩＣＣ）和血；Ｊ１、Ｊ２、Ｊ３、Ｊ４、Ｊ５菌株为同一型别，分离自乙患者不同时

期血标本。８株临床菌株均能形成生物膜，生物膜形成能力均高于近平滑念珠菌标准菌株ＡＴＣＣ２２０１９，其中Ｇ１、

Ｇ３和Ｊ５菌株生物膜形成能力强，Ｊ１、Ｊ２、Ｊ３、Ｊ４菌株生物膜形成能力中等，Ｇ２菌株生物膜形成能力弱。８株临床分

离菌株均分泌天冬氨酸蛋白酶，酶体外表达水平均高于近平滑念珠菌标准菌株ＡＴＣＣ２２０１９，Ｇ３、Ｇ１、Ｇ２菌株分别

为低表达、中表达、高表达，酶体外表达水平比较，差异均有统计学意义（均犘＜０．０５）；Ｊ１、Ｊ５菌株为中表达，Ｊ２、Ｊ３、

Ｊ４菌株为高表达，中表达菌株与高表达菌株比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。甲、乙患者分离的各菌株生物膜形

成基因ＢＣＲ１、ＥＦＧ１、ＨＷＰ１表达水平均增加，其中甲患者Ｇ１菌株ＥＦＧ１基因表达水平高于Ｇ２菌株（犘＜０．０５），乙患

者分离的菌株ＢＣＲ１、ＥＦＧ１、ＨＷＰ１基因表达水平差异无统计学意义。甲、乙患者分离的各菌株天冬氨酸蛋白基因

ＳＡＰＰ１、ＳＡＰＰ２、ＳＡＰＰ３表达水平均增加，其中Ｇ１菌株的ＳＡＰＰ１和ＳＡＰＰ２表达水平高于Ｇ２、Ｇ３（均犘＜０．０５），乙

患者ＳＡＰＰ１、ＳＡＰＰ２、ＳＡＰＰ３基因表达水平差异无统计学意义。结论　近平滑念珠菌临床分离株生物膜形成和天

冬氨酸蛋白酶产生能力均高于标准菌株，分离自不同标本的菌株毒力因子表达具有差异性，不同时期分离的菌株

毒力因子表达差异不明显。患者可能存在同一时期多部位感染不同 ＭＴ型别近平滑念珠菌的情况。

［关　键　词］　近平滑念珠菌；毒力因子；生物膜；分泌型天冬氨酸蛋白酶
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ｓｔｒａｉｎｓｆｒｏｍｐａｔｉｅｎｔＢ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｃｌｉｎｉｃａｌｉｓｏｌａｔｅｓｏｆ犆．狆犪狉犪狆狊犻犾狅狊犻狊ｈａｖｅｈｉｇｈｅｒｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄａｓｐａｒｔａｔｅ

ｐｒｏｔｅａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｉｅｓｔｈａｎｓｔａｎｄａｒｄｓｔｒａｉｎ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｖｉｒｕｌｅｎｃｅｆａｃｔｏｒｓｖａｒｉｅｓａｍｏｎｇｓｔｒａｉｎｓｉｓｏｌａｔｅｄ

ｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｐｅｃｉｍｅｎｓ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｒｅｉｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｖｉｒｕｌｅｎｃｅｆａｃｔｏｒｓａｍｏｎｇｓｔｒａｉｎｓ

ｉｓｏｌａｔｅｄａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄｓ．ＰａｔｉｅｎｔｓｍａｙｈａｖｅｂｅｅｎｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔＭＴｔｙｐｅｓｏｆ犆．狆犪狉犪狆狊犻犾狅狊犻狊ｉｎｍｕｌｔｉｐｌｅ

ｓｉｔｅｓｄｕｒｉｎｇｔｈｅｓａｍｅｐｅｒｉｏｄ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　犆．狆犪狉犪狆狊犻犾狅狊犻狊；ｖｉｒｕｌｅｎｃｅｆａｃｔｏｒ；ｂｉｏｆｉｌｍ；ｓｅｃｒｅｔｅｄａｓｐａｒｔａｔｅｐｒｏｔｅａｓｅ

　　念珠菌是全身血流感染中主要的条件致病菌，

可引起人类浅表和深部感染性疾病，免疫功能低下、

长期住院、使用广谱抗菌药物及使用侵入性导管等

因素，致使近平滑念珠菌感染逐年增加。近平滑念

珠菌通过表达毒力因子，如分泌水解酶、形成生物膜，

以及对人体组织、器官及植入性医疗器械表面的黏附

等促进其侵袭和感染［１］。生物膜是由细胞外多聚基

质与菌细胞构成，可附着在组织表面，在大部分念珠

菌中生物膜都在其生存过程中起着重要的作用［２］。

生物膜能防止抗真菌药物穿透基质，对药物的穿透

性有着一定的抵抗作用，从而降低药物的杀伤作用；

同时形成生物膜的菌体，在机体内会迁移扩散，导致

感染反复发作，增加临床治疗的难度［３］。近平滑念

珠菌可形成生物膜，生物膜结构主要由假菌丝形态

的菌体和少量基质构成。当近平滑念珠菌以假菌丝

状态存在时表现出更强的侵袭性，且菌丝的存在也

有利于其定植，增加机体患病的概率［４］。近平滑念

珠菌黏附在组织或者医疗器械上均可能导致生物膜

形成，增大感染和发病的概率。目前研究［５］发现，有

多个基因参与近平滑念珠菌生物膜的形成过程，如

生物膜和细胞壁调节剂１（ｂｉｏｆｉｌｍａｎｄｃｅｌｌｗａｌｌｒｅｇｕ

ｌａｔｏｒ１，ＢＣＲ１）、增强丝状生长蛋白１（ｅｎｈａｎｃｅｄｆｉｌａ

ｍｅｎｔｏｕｓｇｒｏｗｔｈｐｒｏｔｅｉｎ１，ＥＦＧ１）、菌丝壁蛋白１

（ｈｙｐｈａｌｗａｌｌｐｒｏｔｅｉｎ１，ＨＷＰ１）等，在生物膜重要

结构的形成、调节等过程发挥着重要的作用。

蛋白酶降解宿主细胞的不同蛋白质、抗体、补

体和细胞因子［６］；天冬氨酸蛋白酶能结合至细胞

表面，也能分泌到周围环境中，参与宿主组织的黏

膜降解，并促进免疫防御蛋白的降解［７］。近平滑念

珠菌 ＳＡＰＰ 基 因 家 族 包 括 ＳＡＰＰ１、ＳＡＰＰ２ 及

ＳＡＰＰ３３个基因，对编码天冬氨酸蛋白酶有着不同

的功能。ＳＡＰＰ基因表达水平的增加与念珠菌毒力
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增加有关［８］。

为进一步了解不同部位来源及不同时期分离的

近平滑念珠菌临床株的毒力因子表达情况，本研究

通过比较同一患者不同部位来源及不同分离时期的

临床株生物膜形成能力和体外分泌型天冬氨酸蛋白

酶表达水平，以及生物膜形成相关基因 ＢＣＲ１、

ＥＦＧ１、ＨＷＰ１和分泌型天冬氨酸蛋白酶ＳＡＰＰ１、

ＳＡＰＰ２、ＳＡＰＰ３等毒力基因的表达差异，为研究近平

滑念珠菌的毒力机制及其感染防治提供新的思路。

１　资料与方法

１．１　菌株来源　８株近平滑念珠菌分离自２０１５年

７月—２０１６年７月某院２例老年患者的非重复送检

标本，包括尿、导管尖端、血（静脉血），菌株均由贵州

省人民医院中心实验室于－８０℃保存。质控菌株为

近平滑念珠菌标准菌株ＡＴＣＣ２２０１９。临床分离菌

株患者来源信息见表１。

表１　８株临床分离近平滑念珠菌患者来源信息

犜犪犫犾犲１　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｆｒｏｍｗｈｏｍ８ｃｌｉｎｉｃａｌｓｔｒａｉｎｓｏｆ犆．狆犪狉犪狆狊犻犾狅狊犻狊ｗｅｒｅｉｓｏｌａｔｅｄ

患者 科室 年龄（岁） 入院原因及感染情况 分离菌株号 标本来源 分离日期

患者甲 神经内科 ８９ 无明显诱因突发跌倒在地，意识障碍入

院，存在泌尿道感染等

Ｇ１ 尿 ２０１６年７月３日

Ｇ２ ＰＩＣＣ导管尖端 ２０１６年７月２０日

Ｇ３ 血 ２０１６年７月１６日

患者乙 ＩＣＵ ８７ 患者因反复发热，存在肺部感染等，长期 Ｊ１ 血 ２０１５年７月１０日

住院
Ｊ２ 血 ２０１５年９月１３日

Ｊ３ 血 ２０１５年９月１６日

Ｊ４ 血 ２０１５年１０月１０日

Ｊ５ 血 ２０１５年１１月１０日

　　注：ＩＣＵ为重症监护病房；ＰＩＣＣ为经外周静脉置入中心静脉导管。

１．２　主要仪器与试剂　ＢＡＣＴＥＣ
ＴＭ ＦＸ全自动血

培养仪、Ｐｈｏｅｎｉｘ１００全自动微生物鉴定仪购自美

国ＢＤ公司，普通基因扩增仪购自德国耶拿分析仪

器股份公司，ＳｙｎｅｒｇｙＨ１微孔板检测仪购自美国

ＢｉｏＴｅｋ公司，ＣＦＸＣｏｎｎｅｃｔＲＴＱＰＣＲ仪购自美国

ＢＩＯＲＡＤ公司，酵母基因组ＤＮＡ提取试剂盒购自

北京天根生化科技有限公司，Ｔｉｒｏｌ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＴＭ

ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ（ｐｅｒｆｅｃｔＲｅａｌ

Ｔｉｍｅ）试剂盒、ＴＢＧｒｅｅｎＴＭＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
ＴＭ
Ⅱ（Ｔｌｉ

ＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）试剂盒购自日本 Ｔａｋａｒａ公司，沙氏

葡萄糖琼脂培养基（ＳＤＡ）、沙氏葡萄糖液体培养基

（ＳＤＢ）购于青岛海博生物技术有限公司，牛血清白

蛋白（ＢＳＡ）购自ｂｉｏｓｈａｒｐ公司，琼脂粉购自北京索

莱宝科技有限公司。

１．３　方法

１．３．１　菌株分离与鉴定　将患者送检标本接种至

沙氏培养基，血标本接种至ＢＤＢＡＣＴＥＣＴＭ ＦＸ系

统，３５℃培养２４～４８ｈ，将真菌培养的菌株进行革

兰染色，肉眼观察菌落的颜色及形态。采用酵母基

因组ＤＮＡ提取试剂盒提取真菌ＤＮＡ，扩增真菌的

ＩＴＳ区和２６ｓｒＲＮＡ基因的Ｄ１／Ｄ２区域（引物见表

２）。利用ＢＬＡＳＴ程序将扩增获得的序列与 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ中的序列进行比对鉴定，比对结果与已知菌种

ＩＴＳ序列相似度达到９８％以上时，则可鉴定菌种

种类。

１．３．２　微卫星分型　参照Ｔａｖａｎｔｉ等
［９］的方法，选

择Ｂ５、ＣＰ１、ＣＰ４、ＣＰ６４个高度多态性的微卫星位

点对近平滑念珠菌临床菌株进行基因分型，用６－

羧基荧光素标记Ｂ５和ＣＰ４正向引物，用六氯荧光

素标记ＣＰ１和ＣＰ６正向引物，引物序列见表２。使

用４对荧光标记的引物对提取的ＤＮＡ进行扩增，

对扩增产物进行毛细管电泳测定和结果分析。

１．３．３　生物膜形成能力的检测及判断　挑取近平

滑念珠菌单菌落于ＳＤＢ培养基中混匀制备成菌悬

液，调整菌液浓度至１×１０６ＣＦＵ／ｍＬ，取１００μＬ加

入到聚苯乙烯无菌９６孔板中，３７℃培养２４ｈ，用预冷

的无菌ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ＝７．２～７．４）清洗３次将未附

着的菌体洗下，检测ＯＤ４９０ｎｍ值。试验设置３个生物

学重复。根据如下判定方法判定菌株生物膜形成能

力：ＯＤ４９０ｎｍ＜０．０３，无生物膜形成能力；０．０３≤ＯＤ４９０ｎｍ

＜０．０８，生物膜形成能力弱；０．０８≤ＯＤ４９０ｎｍ＜０．１６

生物膜形成能力一般；ＯＤ４９０ｎｍ≥０．１６，生物膜形成能

力强［１０］。将９６孔板中的ＰＢＳ缓冲液吸取干净，置于

倒置显微镜下２００×观察生物膜形成情况。
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１．３．４　天冬氨酸蛋白酶检测　挑取近平滑念珠菌单

菌落，分别用无菌生理盐水配置为１×１０６ＣＦＵ／ｍＬ

的菌悬液备用。参考杨艳华等［１０］的方法制作牛

血清白蛋白培养基。取１０μＬ上述制备的各菌株

菌液，滴于牛血清白蛋白培养基中预先贴有直径

６ｍｍ的圆形滤纸片上（每板三次生物学重复），将平

板翻转倒置于３７℃培养箱中培养６ｄ，量取菌落直径

和菌落加沉淀圈层的直径。计算Ｐｚ值：Ｐｚ＝菌落直

径／（菌落直径＋圈层总直径）。结果判断：Ｐｚ≤０．５９，

水解酶高表达；０．６０≤Ｐｚ≤０．７９，水解酶中表达；

０．８０≤Ｐｚ＜１．００，水解酶低表达；Ｐｚ＝１，表示不产

水解酶［１１］。

１．３．５　毒力相关基因表达检测　按照ＲＮＡｉｓｏ试

剂说明书提取菌种总ＲＮＡ，采用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＴＭ ＲＴ

ｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ（ｐｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）

试剂盒对 ＲＮＡ 进行逆转录，根据 ＴＢ ＧｒｅｅｎＴＭ

ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
ＴＭ
Ⅱ （ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）试剂盒进

行ｑＲＴＰＣＲ，采用ＢＩＯＲＡＤＣＦＸ９６荧光定量ＰＣＲ

仪分别检测近平滑念珠毒力相关基因 ＳＡＰＰ１、

ＳＡＰＰ２、ＳＡＰＰ３、ＢＣＲ１、ＥＦＧ１和 ＨＷＰ１以及内参

基因１８ｓｒＲＮＡ的荧光信号，以ＢＩＯＲＡＤＣＦＸ９６

Ｍａｎａｇｅｒ分析软件收集处理各试验组扩增基因ＣＴ

值及ＲＱ（ｒｅｌａｔｉｖｅｑｕａｎｔｉｔｙ）值，ＲＱ＝２
－ΔΔＣＴ。以内

参基因为对照，计算各毒力相关基因的相对表达量。

所有基因引物均由上海生工有限公司合成，见表２。

１．４　统计方法　应用Ｇｅｎｅｍａｐｐｅｒ软件分析ＳＴＲ

数据，通过 ＭＶＳＰ３．１３软件进行 ＵＰＧＭＡ聚类分

析。试验所获得的数据应用ＳＰＳＳ２１．０和Ｇｒａｐｈ

Ｐａｄｐｒｉｓｍ９．０软件分析。正态分布的连续变量以

均值±标准差（狓±狊）表示，两组之间比较采用狋检

验，多组之间比较采用单因素方差分析；犘≤０．０５表

示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　菌株鉴定及微卫星分型结果　利用通用引物

ＩＴＳ１／ＩＴＳ４扩增序列片段后，将扩增产物进行测

序，测序后获得的碱基序列在 ＮＣＢＩ的ＢＬＡＳＴ中

进行核酸序列比对，８株近平滑念珠菌均鉴定为基

因Ⅰ型。采用微卫星分型方法，通过 ＵＰＧＭＡ聚

类分析将８株近平滑念珠菌分为４个微卫星型别

（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｇｅｎｍｏｔｙｐｅ，ＭＴ），见图１。甲患者

不同部位分离的３株菌株Ｇ１、Ｇ２、Ｇ３之间的遗传

相 似系数较低，变化范围为０～０．４４４，为３个不同

表２　近平滑念珠菌ＰＣＲ扩增引物序列信息

犜犪犫犾犲２　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ犆．狆犪狉犪狆狊犻犾狅狊犻狊

引物名称 引物序列（５’—３’）
荧光

标记

ＩＴＳ序列 ＩＴＳ１：ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ

ＩＴＳ４：ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ

－

Ｄ１／Ｄ２ ＮＬ１ＧＣＡＴＡＴＣＡＡＴＡＡＧＣＧＧＡＧＧＡＡＡＡＧ

ＮＬ２ＧＧＴＣＣＧＴＧＴＴＴＣＡＡＧＡＣＧＧ

－

Ｂ５（Ｆ） ＡＧＧＴＴＴＧＴＡＧＴＡＧＴＧＴＣＣＣＴＡＴＧＧ ＨＥＸ

Ｂ５（Ｒ） ＴＡＴＣＴＣＴＣＴＣＧＣＣＡＴＴＴＧＡＡＣＧ －

ＣＰ１（Ｆ） ＡＡＡＧＴＧＣＴＡＣＡＣＡＣＧＣＡＴＣＧ ＦＡＭ

ＣＰ１（Ｒ） ＧＧＣＴＴＧＣＡＡＴＴＴＣＡＴＴＴＣＣＴ －

ＣＰ４（Ｆ） ＣＡＡＡＴＣＡＴＣＣＡＧＣＴＴＣＡＡＡＣＣ ＨＥＸ

ＣＰ４（Ｒ） ＣＡＴＣＡＡＡＣＡＡＧＡＡＴＴＣＧＡＴＡＴＣＡＣ －

ＣＰ６（Ｆ） ＣＡＧＧＡＡＣＡＧＧＡＣＡＡＴＧＧＴＧＡ ＦＡＭ

ＣＰ６（Ｒ） ＴＣＴＧＧＡＧＣＣＴＣＴＡＧＧＡＣＧＴＴＴ －

ＳＡＰＰ１（Ｆ） ＡＣＴＧＧＡＣＡＡＣＡＡＡＴＴＧＣＡＧＡＴＧ －

ＳＡＰＰ１（Ｒ） ＴＡＡＡＣＴＧＣＴＴＣＡＴＴＧＣＴＧＧＴＧＴ －

ＳＡＰＰ２（Ｆ） ＧＴＣＡＴＡＴＧＧＧＧＧＡＴＴＴＧＣＡＣ －

ＳＡＰＰ２（Ｒ） ＣＧＣＴＴＴＧＣＴＧＡＴＧＴＴＡＣＣＡＧ －

ＳＡＰＰ３（Ｆ） ＣＴＧＧＧＴＣＡＴＴＧＡＴＧＣＡＡＡＴＴＣ －

ＳＡＰＰ３（Ｒ） ＡＧＧＴＴＧＡＧＧＴＧＴＣＴＧＧＡＴＣＧ －

ＢＣＲ１（Ｆ） ＴＧＣＣＴＣＡＴＣＡＡＧＴＧＧＡＴＣＡＡＣＡＧＣ －

ＢＣＲ１（Ｒ） ＧＣＧＧＴＡＧＧＡＧＴＡＣＡＣＴＧＴＧＡＴＴＧＣ －

ＥＦＧ１（Ｆ） ＣＡＣＡＧＡＧＣＧＧＡＧＣＡＧＣＡＧＴＴＣ －

ＥＦＧ１（Ｒ） ＴＴＧＣＴＧＴＴＧＴＴＧＣＴＧＧＴＧＴＴＧＴＴＧ －

ＨＷＰ１（Ｆ） ＡＡＴＴＣＡＣＣＴＣＡＣＡＧＧＣＡＣＴＧＧＡＡＣ －

ＨＷＰ１（Ｒ） ＴＧＣＴＧＡＣＣＡＡＣＧＧＡＡＴＧＧＡＴＴＣＧ －

１８ｓｒＲＮＡ（Ｆ）ＧＡＡＧＣＴＴＴＧＴＴＣＣＧＴＣＣＡＧＣ －

１８ｓｒＲＮＡ（Ｒ）ＴＧＡＴＧＧＡＧＣＣＡＡＡＧＣＡＧＴＧＡ －

　　注：－为引物不加荧光标记。
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图１　８株临床分离的近平滑念珠菌微卫星分型结果聚类

分析

犉犻犵狌狉犲１　Ｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｏｎｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆ８ｃｌｉｎｉ

ｃａｌｌｙｉｓｏｌａｔｅｄ犆．狆犪狉犪狆狊犻犾狅狊犻狊ｓｔｒａｉｎｓ

的 ＭＴ型别；乙患者不同时间自血液分离的菌株

Ｊ１、Ｊ２、Ｊ３、Ｊ４、Ｊ５之间的遗传相似系数为１．０００，为

同一 ＭＴ型别。见表３。
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表３　８株临床分离的近平滑念珠菌微卫星分型等位基因

位点测定结果

犜犪犫犾犲３　Ａｌｌｅｌｅｌｏｃｉｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｔｙｐｉｎｇｉｎ８

ｃｌｉｎｉｃａｌｌｙｉｓｏｌａｔｅｄ犆．狆犪狉犪狆狊犻犾狅狊犻狊ｓｔｒａｉｎｓ

菌株号 Ｂ５ ＣＰ１ ＣＰ４ ＣＰ６

Ｇ１ １２９．０１ ２４２．６２ ３５８．７８ ２７０．２１

Ｇ２ １２１．２４ ２３９．９２ ３０４．８９ ２９０．７０

Ｇ３ １２８．９０ ２４２．７０ ３８８．８０ ３０５．６２

Ｊ１ １０８．０９ ２３９．９１ ３４０．４９ ２９３．６２

Ｊ２ １０８．０９ ２３９．９２ ３４０．５７ ２９３．５９

Ｊ３ １０７．９９ ２３９．９７ ３４０．４３ ２９３．５７

Ｊ４ １０８．０５ ２３９．９４ ３４０．４９ ２９３．６５

Ｊ５ １０８．０４ ２３９．９１ ３４０．４３ ２９３．６０

２．２　生物膜形成能力　临床菌株培养２４ｈ后，倒

置显微镜２００×观察各菌株体外生物膜形成情况。

结果显示，标准菌株ＡＴＣＣ２２０１９无生物膜形成能

力，镜下可见菌株呈圆形或椭圆形，有少量菌体，菌

体无明显聚集或少量聚集。８株临床分离菌均能够

形成生物膜，其中甲患者分离的Ｇ１和Ｇ３菌株生物

膜形成能力强，镜下见大量菌体和菌丝，菌体与菌丝

聚集交织形成致密的网状结构；Ｇ２菌株生物膜形成

能力弱，菌体较少，有少量聚集现象。乙患者的５株

菌中，Ｊ５菌株生物膜形成能力强；Ｊ１、Ｊ２、Ｊ３、Ｊ４菌株

生物膜形成能力中等，与生物膜形成能力强的菌株

比较，菌体较少，并有菌丝生长且有聚集。见表４、

图２。

表４　近平滑念珠菌生物膜形成能力

犜犪犫犾犲４　Ｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆ犆．狆犪狉犪狆狊犻犾狅狊犻狊

菌株号 ＯＤ４９０ｎｍ（狓±狊） 生物膜形成能力

Ｇ１ ０．２０８±０．００９ 强

Ｇ２ ０．０４５±０．００１ 弱

Ｇ３ ０．２８１±０．０２２ 强

Ｊ１ ０．１３８±０．０２１ 中

Ｊ２ ０．１３７±０．００２ 中

Ｊ３ ０．１３８±０．０１３ 中

Ｊ４ ０．１３１±０．００９ 中

Ｊ５ ０．１９１±０．００７ 强

ＡＴＣＣ２２０１９ ０．０１０±０．００４ 无

! " # $ %

& ' ( )

　　注：Ａ～Ｃ分别为Ｇ１、Ｇ２、Ｇ３；Ｄ～Ｈ分别为Ｊ１、Ｊ２、Ｊ３、Ｊ４、Ｊ５；Ｉ为ＡＴＣＣ２２０１９。

图２　近平滑念珠菌生物膜形成情况（２００×）

犉犻犵狌狉犲２　Ｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｂｉｏｆｉｌｍｂｙ犆．狆犪狉犪狆狊犻犾狅狊犻狊（２００×）

２．３　分泌型天冬氨酸蛋白酶表达水平　牛血清白

蛋白培养基近平滑念珠菌最佳生长时间为第６天，

于第６天测量菌圈及圈层直径，计算Ｐｚ值，结果显

示，８株临床菌株均能在牛血清白蛋白培养基上不

同程度地产生天冬氨酸蛋白酶，在菌落周围形成乳

白色的沉淀圈。来自患者甲的菌株产天冬氨酸蛋白

酶活性存在差异，Ｇ１菌株中表达，Ｇ２菌株高表达，

Ｇ３菌株低表达，３株菌酶体外表达水平比较，差异

均有统计学意义（均犘＜０．０５）；来自患者乙不同时

期血标本分离的５株菌，Ｊ１、Ｊ５菌株中表达，酶体外

表达水平差异无统计学意义（犘＞０．０５），Ｊ２、Ｊ３、Ｊ４

菌株高表达，酶体外表达水平差异均无统计学意义

（均犘＞０．０５），中表达菌株与高表达菌株比较，差异

有统计学意义（均犘＜０．０５）。见表５、图３。
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表５　近平滑念珠菌体外天冬氨酸蛋白酶表达水平

犜犪犫犾犲５　犐狀狏犻狋狉狅ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆａｓｐａｒｔｉｃｐｒｏｔｅａｓｅｉｎ

犆．狆犪狉犪狆狊犻犾狅狊犻狊

菌株号 Ｐｚ 表达水平

Ｇ１ ０．６０７±０．０１４ 中表达

Ｇ２ ０．４３４±０．０２５ 高表达

Ｇ３ ０．９５３±０．０３６ 低表达

Ｊ１ ０．７４０±０．０３０ 中表达

Ｊ２ ０．５６１±０．０１３ 高表达

Ｊ３ ０．５６０±０．０１１ 高表达

Ｊ４ ０．５２１±０．０７２ 高表达

Ｊ５ ０．７４４±０．０６５ 中表达

ＡＴＣＣ２２０１９ ０．９４６±０．０６５ 低表达

２．４　毒力相关基因表达情况

２．４．１　生物膜形成相关基因ＢＣＲ１、ＥＦＧ１、ＨＷＰ１

　采用ｑＲＴＰＣＲ检测８株近平滑念珠菌ＢＣＲ１、

ＥＦＧ１、ＨＷＰ１基因表达水平，其中Ｇ１、Ｇ３、Ｊ１菌株

ＢＣＲ１基因表达上调，Ｇ１、Ｊ１、Ｊ２、Ｊ３、Ｊ４菌株ＥＦＧ１

基因表达上调，Ｊ３菌株 ＨＷＰ１基因表达上调，与标

准株ＡＴＣＣ２２０１９相比，差异均有统计学意义（均犘

＜０．０５）。患者甲自尿液分离的 Ｇ１菌株，ＢＣＲ１、

ＥＦＧ１、ＨＷＰ１基因的表达水均为最高，Ｇ２菌株

ＥＦＧ１基因表达水平低于Ｇ１菌株（犘＜０．０５），其余

菌株基因表达水平比较，差异无统计学意义（均犘

＞０．０５）。患者乙以分离时间最早的Ｊ１菌株为对

照，各菌株ＢＣＲ１、ＥＦＧ１、ＨＷＰ１基因表达均上调，

但差异均无统计学意义（均犘＞０．０５）。见图４。
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　　注：Ａ～Ｃ分别为Ｇ１、Ｇ２、Ｇ３；Ｄ～Ｈ分别为Ｊ１、Ｊ２、Ｊ３、Ｊ４、Ｊ５；Ｉ为ＡＴＣＣ２２０１９。

图３　近平滑念珠菌在牛血清白蛋白培养基上产生天冬氨酸蛋白酶情况（培养第６天）
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　　注：表示与标准菌株ＡＴＣＣ２２０１９相比，犘＜０．０５；表示与标准菌株ＡＴＣＣ２２０１９相比，犘＜０．０１；＃表示与甲患者

Ｇ１菌株相比，犘＜０．０５；※表示与乙患者Ｊ１菌株相比，犘＜０．０５。

图４　近平滑念珠菌生物膜形成相关基因的表达水平

犉犻犵狌狉犲４　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎ犆．狆犪狉犪狆狊犻犾狅狊犻狊
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２．４．２　天冬氨酸蛋白酶ＳＡＰＰ基因　采用ｑＲＴ

ＰＣＲ检测 ８ 株近平滑念珠菌天冬氨酸蛋白酶

ＳＡＰＰ１、ＳＡＰＰ２、ＳＡＰＰ３基因表达水平，与标准株

ＡＴＣＣ２２０１９相比，Ｇ１菌株ＳＡＰＰ１基因表达上调，

Ｇ１、Ｇ３、Ｊ１菌株ＳＡＰＰ２基因表达上调，Ｇ１、Ｇ３菌株

ＳＡＰＰ３基因表达上调，差异均具有统计学意义（均

犘＜０．０５）。患者甲自尿液分离的Ｇ１菌株，ＳＡＰＰ１、

ＳＡＰＰ２、ＳＡＰＰ３基因表达水平均为最高，Ｇ２、Ｇ３菌

株ＳＡＰＰ１、ＳＡＰＰ２基因表达水平均低于 Ｇ１菌株

（均犘＜０．０５），其余菌株各基因表达水平比较，差异

均无统计学意义（均犘＞０．０５）。患者乙以分离时间

最早的Ｊ１菌株为对照，除Ｊ３、Ｊ５菌株ＳＡＰＰ２基因

表达低于 Ｊ１ 菌株 （犘＜０．０５）外，其余各菌株

ＳＡＰＰ１、ＳＡＰＰ２、ＳＡＰＰ３基因表达均上调，但差异均

无统计学意义（均犘＞０．０５）。见图５。
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　　注：表示与标准菌株ＡＴＣＣ２２０１９相比，犘＜０．０５；表示与标准菌株ＡＴＣＣ２２０１９相比，犘＜０．０１；＃表示与甲患者

Ｇ１菌株相比，犘＜０．０５；＃＃表示与甲患者Ｇ１菌株相比，犘＜０．０１；※表示与乙患者Ｊ１菌株相比，犘＜０．０５；※※表示与乙患

者Ｊ１菌株相比，犘＜０．０１。

图５　近平滑念珠菌ＳＡＰＰ基因表达水平

犉犻犵狌狉犲５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＳＡＰＰｇｅｎｅｉｎ犆．狆犪狉犪狆狊犻犾狅狊犻狊

３　讨论

近平滑念珠菌是最常见侵袭性念珠菌，能引起

人类浅表和全身性真菌感染，其感染发病率在不断

增加，是目前亚洲、欧洲和南美国家医院中侵袭性念

珠菌感染第二或第三常见的菌种［５］。本研究８株临

床分离株均来自于老年患者，提示老年人是近平滑

念珠菌的易感染人群，与老年人器官功能老化，免疫

功能下降，住院时间长等因素相关。因此，老年患者

应该积极治疗原发病，提高抵抗力，缩短卧床时间，

以减少感染的发生。目前发现的近平滑念珠菌具有

Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型三种基因型，据报道
［１２］其中感染发病率

最高的是Ⅰ型近平滑念珠菌，其次是Ⅱ型，Ⅲ型较罕

见。本研究临床分离株通过基因鉴定，均为基因Ⅰ

型。对８株近平滑念珠菌临床菌株进行微卫星分型

后共分为４个型别，甲患者不同部位分离的３株菌

属于３个不同的型别，提示患者可同时感染不同型

别的近平滑念珠菌；乙患者不同时间自血液分离的

５株菌株为同一型别。

真菌的发病机制是由多种毒力因子的动态表达

促进的，其形成的生物膜和分泌的蛋白水解酶与疾

病的发生和发展有关。生物膜是微生物菌体与细胞

外基质的复合体，是由菌体在其分泌的细胞外基质

内包裹中形成的结构。念珠菌形成的生物膜结构和

组成具有高度的物种依赖性，与白念珠菌相比，近平

滑念珠菌形成的生物膜结构更简单，主要由聚集的

芽孢、假菌丝和大量低蛋白质含量的细胞外碳水化

合物组成。不同临床分离株的整体生物膜形成能力

存在很大的差异［１３］。近平滑念珠菌产生的成熟生

物膜对宿主构成了威胁，其为抗真菌药物作用菌体

和宿主免疫识别菌株提供了保护。多数情况下生物

膜的存在加重患者的病情，甚至威胁患者的生命［１４］。

ＢＣＲ１基因是生物膜主要的调节因子及转录因子，

是白念珠菌和近平滑念珠菌生物膜形成所必需的一

种乙炔锌脂蛋白的编码基因［１５］，该基因对白念珠菌

中的细胞壁蛋白基因Ａ犾狊１、Ａ犾狊３和 Ｈ狑狆１的表达十

分重要。在Δｂｃｒ１／ｂｃｒ１菌株中ＡＬＳ３和 ＨＷＰ１的表

达降低，黏附于内皮细胞、上皮细胞的能力降低［１６］。

在近平滑念珠菌中，删除ＢＣＲ１基因时，生物膜与正
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常条件下形成的生物膜相比更薄［１７］。ＥＦＧ１基因编

码增强丝状生长蛋白，通过改变菌株存在的形态，使

菌株侵袭能力增强［１８］。ＨＷＰ１基因编码酸性甘露

糖蛋白（ＨＷＰ１Ｐ），研究
［１９］发现，ＨＷＰ１Ｐ是近平滑

念珠菌菌丝发育和生物膜形成所必须的，同时还可

介导近平滑念珠菌稳定的黏附在宿主细胞上。本研

究中的８株临床菌株均能不同程度的形成生物膜，

患者甲不同部位分离的菌株形成生物膜的能力比

较，差异具有统计学意义（犘＜０．０５），其中尿液和血

液来源的近平滑念珠菌较导管来源的近平滑念珠菌

生物膜形成能力更强，与其生物膜形成基因表达一

致。Ｇ１菌株生物膜形成相关基因ＢＣＲ１、ＥＦＧ１及

ＨＷＰ１的表达都是最高的，其次是从血液分离的菌

株Ｇ３，自导管分离的菌株Ｇ２３个基因的表达量均

低于Ｇ１、Ｇ３株菌。患者乙不同时间自血液分离的

５株近平滑念珠菌体外生物膜形成能力，均有中等形

成能力，各菌株间分离时间相差一个月左右，其中Ｊ５

菌株生物膜形成能力强于其他４株（均犘＜０．０５），提

示临床分离的近平滑念珠菌大多数具有生物膜形成

能力，给近平滑念株菌感染患者带来严重的威胁。

不同生存环境会影响生物膜的形成，导致菌株之间

的致病能力也有所不同。近年来，植入式医疗设备

在患者中的应用数量急剧增加。医疗设备植入后，

宿主组织细胞和病原菌竞争黏附于其表面。生物膜

定植在组织和留置装置上被认为是危及生命感染的

一个重要危险因素，特别是在易感宿主中，近平滑念

珠菌是医疗植入设备感染的主要原因。因此，抑制

生物膜的形成，将成为防治近平滑念珠菌感染的一

个重要靶点。

在入侵过程中，病原真菌会分泌各种水解酶破

坏宿主细胞膜，降解细胞外基质成分，从而破坏宿主

组织。除损伤宿主屏障功能外，真菌水解酶还可促

进细胞黏附，生物膜形成或细胞内存活。天冬氨酸

蛋白存在于各种生物体中，是病原真菌分泌的水解

酶，可以直接介导毒力。天冬氨酸蛋白酶通过降解

参与宿主防御的蛋白质（如补体和抗菌蛋白）或逃避

体液免疫反应的抗体来促进入侵宿主。此外该蛋白

酶降解多种其他蛋白质，如细胞外基质和细胞表面

蛋白质，以增强入侵过程中的营养获取［１０］。目前，

通过研究近平滑念珠菌产生天冬氨酸蛋白酶的分子

机制，已经鉴定出３个天冬氨酸蛋白酶编码基因

ＳＡＰＰ１、ＳＡＰＰ２和ＳＡＰＰ３。尽管ＳＡＰＰ１极大地决

定了近平滑念珠菌的毒力，但其并不是蛋白酶产生

的唯一原因。研究［２０］表明，在没有ＳＡＰＰ１的情况

下，另一个分泌天冬氨酸蛋白酶编码基因（ＳＡＰＰ２）

的表达显著升高，显示出补偿作用。ＳＡＰＰ２对底物

的作用不同于ＳＡＰＰ１对底物的切割，表明这两种蛋

白质的激活机制有所不同［２１］。ＳＡＰＰ３也可以翻译

成活性蛋白，在重组人类口腔上皮感染的过程中

ＳＡＰＰ３表达水平升高
［２２］。

本研究发现，８株临床菌株均能表达天冬氨酸

蛋白酶，患者甲不同部位分离的不同 ＭＴ型别的菌

株天冬氨酸蛋白酶的表达水平具有明显的差异，其

中Ｇ３为低表达，Ｇ１为中表达，Ｇ２为高表达。天冬

氨酸蛋白酶基因表达检测结果显示，来自尿液的Ｇ１

菌株ＳＡＰＰ１、ＳＡＰＰ２、ＳＡＰＰ３基因的表达水平是最

高的，且均高于Ｇ２、Ｇ３菌，自血管导管分离的菌株

Ｇ２３个基因的表达水平最低，表明同一患者不同感

染部位分离的菌株在不同的环境中天冬氨酸蛋白酶

表达水平存在差异。患者乙不同时期自血液分离的

５株近平滑念珠菌中天冬氨酸蛋白酶的表达水平，

Ｊ１、Ｊ５为中表达，Ｊ２、Ｊ３、Ｊ４菌株为高表达；ＳＡＰＰ１、

ＳＡＰＰ２、ＳＡＰＰ３基因表达水平差异不大，在不同时

间段患者血液内，内环境在不断的变化，使得ＳＡＰＰ

基因在这５株临床菌株内的表达水平不断变化。

ＳＡＰ家族酶学活性具有ｐＨ 依赖性，常只在酸性

ｐＨ值范围内活化。对病原体而言，若共处在中性

ｐＨ值范围的宿主组织中极为不利。即便如此，ＳＡＰ

家族各成员的最适ｐＨ 值也明显不同，ＳＡＰＰ１～

ＳＡＰＰ３在低ｐＨ 值活性最高。因此，ＳＡＰ的最适

ｐＨ值给近平滑念珠菌提供了ｐＨ值从２～７的水解

活性范围，有利于真菌感染泌尿道或阴道（均为酸

性）从而致病［２２］。

病原菌的毒力因子能够促进病原菌侵入、定植

及造成宿主损伤。毒力因子与感染风险、药物的敏

感性密切相关，通过检测毒力因子的表达水平可以

确定感染菌株的毒力大小，预测抗真菌感染药物的

疗效及患者的感染风险，从而指导抗真菌药物的选

择，为制定针对性治疗方案提供依据。与标准菌株

相比，临床分离株的各毒力因子表达水平均明显升

高，提示临床分离株强毒力导致其致病能力增强，引

起患者感染。老年患者由于基础疾病较多，免疫力

下降，是真菌感染的高危人群，同时长期卧床的老年

患者常留置导管，从而引起多源性感染。本研究发

现同一患者同时期可能存在多部位感染不同型别的

近平滑念珠菌，不同部位分离的菌株毒力因子表达

存在差异，分离自尿液的临床株毒力因子表达水平

明显高于其他来源的菌株，不同时期分离的菌株间

毒力因子的表达无明显差异。近平滑念珠菌感染是

一个复杂的过程，受患者血液、尿液等体液环境变化
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的影响，可能通过影响菌株毒力的表达从而导致致

病力的不同。本研究发现自尿液分离的Ｇ１菌株生

物膜形成能力强，体外天冬氨酸蛋白酶分泌水平较

高，其相关基因的表达水平也相应较高，提示近平滑

念珠菌临床株生物膜形成能力与生物膜形成相关基

因ＢＣＲ１、ＥＦＧ１、ＨＷＰ１表达可能存在关联，天冬氨

酸蛋白酶的分泌水平与天冬氨酸蛋白酶ＳＡＰＰ基因

的表达可能存在关联。本研究因样本量较少，具有

一定的局限性，后续将扩大样本量，进一步研究不同

来源菌株毒力因子差异的特征及关联性。
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