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摘要    白色念珠菌(Candida albicans)作为一种重要的机会性病原真菌, 其致病性

与细胞形态、细胞壁构成以及细胞生长速率都有着密切的关系. 通过同源比对, 在白

色念珠菌中克隆了 CaECM25 基因, 并构建了 Caecm25Δ/Δ缺失突变体, 对其是否影

响细胞形态发生、细胞壁代谢以及致病性等进行了分析. 结果显示, 该基因的缺失会

导致母细胞和子细胞分离异常, 细胞生长速率明显变慢, 真菌丝和假菌丝的伸长受

阻, 细胞黏附能力有所降低. 动物实验模型表明, CaECM25 基因的缺失会导致白色

念珠菌毒力的下降. 由此推测, 白色念珠菌 CaEcm25p 为细胞壁合成与代谢以及细胞

形态发生所需, 并与其致病性相关. 
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白色念珠菌(Candida albicans)是一种重要的机

会性病原真菌, 经常在人类宿主免疫力低下时大量

繁殖, 对宿主器官造成严重损害及一系列的表皮感

染[1]. 由于白色念珠菌为真核生物, 其生化代谢途径

与人类宿主有很高的相似性, 很多抗真菌药物都会

有副作用或者只能抑制而不能真正杀死病原生物 . 
因此, 深入研究白色念珠菌的生化过程及形态构成

的分子机制, 寻找其特异的靶基因或蛋白就成为对

其药物研究开发的热点[2,3]. 白色念珠菌的一个非常

明显的特性就是可以根据不同的生活环境在几种形

态之间转变: 单细胞酵母形态, 真菌丝形态以及介于

两者之间的假菌丝形态[4,5], 其致病性与这 3 种形态

之间的变化密切相关, 无法形成菌丝或者菌丝生成

效率不高的突变株几乎不具有致病性[6,7]. 很多环境

因子都能诱导白色念珠菌菌丝和假菌丝的生长, 如
血清、中性 pH(6.5~7)、适当的高温(大于 35℃)和一

些合成培养基(lee’s，Spider培养基)等[8]. DNA复制抑

制剂HU(羟基脲)和微管毒素Nocodazole等细胞毒素

也都可以通过破坏细胞周期进程而促使“酵母－菌

丝”之间的转变[9,10]. 除了菌丝生长, 细胞壁的成分与

结构对于白色念珠菌的致病性也起着关键作用 [11]. 
宿主最先接触到的就是白色念珠菌的细胞壁, 真菌

细胞壁作为细胞和外界环境的中介, 是具有多种生

物学功能的细胞结构, 对于细胞的黏附性、克隆的形

成以及免疫修饰都至关重要, 在真菌的生理和病理

过程中均有着重要的意义[12,13]. 因此, 深入研究菌丝

形态发生的分子机制以及细胞壁代谢的调控将有助

于对这种病原真菌的致病机理的深入了解, 为筛选
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特异有效的抗真菌药物提供理论依据.  
在酿酒酵母菌(S. cerevisiae)研究中, 筛选出了与

细胞表面代谢有关的基因ScECM25, 其编码产物虽

然不是细胞壁蛋白, 但是可能参与细胞壁的代谢[14]. 
据此推测, 在白色念珠菌中, ScECM25 的同源基因很

可能也参与细胞壁的合成与代谢, 从而与其致病性

相关, 但是目前为止还没有这方面的研究报道 . 因 
此, 本研究通过同源比对的方法在白色念珠菌中克

隆了酿酒酵母菌中ScECM25 的同源基因 , 命名为

CaECM25, 通过基因敲除的方法构建了白色念珠菌

CaECM25 缺失突变体, 并对其是否影响细胞形态发

生、细胞壁代谢以及致病性等进行了分析, 这也是该

基因在白色念珠菌中功能的首次报道.  

1  材料与方法 

1.1  菌系、培养基和生长条件 

本研究采用的所有菌系及来源列于表 1. 白色念

珠菌常用的培养基是YPD(2% 酵母提取物, 1% 胰蛋

白胨, 2%葡萄糖)和GMM(0.67% YNB, 2%葡萄   糖). 
诱导菌丝的培养基为添加 20%血清的YPD培 养基、

Spider(1% 培养基 , 1%甘露醇 , 0.2% K2HPO4)、
RPMI1640 培养基(1.04% RPMI1640 粉末, 0.1% Hepes) 
(37℃), 相对应的固体培养基即在上述液体培养基中

加入 1.5%的琼脂. 假菌丝诱导所用的固体培养基为

SLAD平板(0.05 mmol/L (NH4)2SO4, 30℃).  

1.2  缺失突变体及回补菌株的构建 

首先用 PCR的方法分别从靶基因ORF两端UTR
克隆出 300~500 bp 的片段, 命名为 AB 和 CD, 同时

在 B 和 C 端加上 BamHⅠ位点, 另外还有~10 bp 的重

叠序列. 利用融合 PCR 获得 AB-BamH1-CD 片段, 直
接连入 PGEM-T EASY Vector(Promega), 从野生型白

色念珠菌 SC5314 基因组中扩增出 ARG4(1.9 kb)和
HIS1(1.6 kb)完整基因组序列 (ORF)以及启动子和

3′UTR, 并在两端加上 BamHⅠ位点, 分别连入 AB 和

CD 之间, 即为靶基因的敲除质粒. 用 NotI单酶切敲

除质粒得到 AB-ARG4-CD 的片段, 转入 BWP17, 使
用 GMM+His+Uridine 作为筛选培养基, 得到的克隆

通过 PCR 鉴定, 即为一敲菌株(1st KO). 其中用于

PCR 鉴定的引物包括一个位于敲除片段外侧的基因

组上的序列, 即 A 的上游或者 D 的下游, 另一个引物

则位于分子标记内. 挑取一个 1st KO阳性克隆, 再转

入 AB-HIS1-CD, 使用 GMM+Uridine 作为筛选培养

基, 筛出的克隆提取基因组, PCR 鉴定正确后即为靶

基因的缺失空突变体. 为了避免 URA3 缺失给突变株

带来的影响, 利用 CIP10 载体上 RP10 中的 StuⅠ将其

线性化, 转入敲除菌株中, 从而将 CIP10 上的 URA3
转入敲除菌株, 得到只缺失 CaECM25 的敲除菌株.  

为了验证靶基因的空突变体的所有表型都是由

于该基因缺失造成的, 而不是受到载体等影响, 从野

生型菌株 SC5314 上扩增出完整的靶基因可读框以及

启动子序列(1 kb), 插入到 CIp10ut 的 KpnⅠ和 ClaⅠ
两个位点之间, 利用 RP10 中的 StuⅠ将其线性化, 转
入空突变体中, 得到的阳性克隆即为回补菌株. 所采

用的引物列于表 2. 

1.3  细胞生长速率检测 

克隆形成率(CFU)实验: 细胞 30℃培养过夜, 倍
比稀释至 1×106, 2×105, 4×104, 8×103, 1.6×103细胞/mL. 
各取 5 μL菌液滴至YPD固体培养基上, 30℃培养 2 
天, 拍照.  

细胞生长曲线 : 细胞 30℃培养过夜 , 稀释至

5×105细胞/mL, 30℃继续培养, 每 10 min用血球计数

板进行细胞计数, 持续 2 h. 绘出生长曲线.   
 
表 1  白色念珠菌品系 

品系 基因型 来源 

SC5314 野生型 [15]

BWP17 Ura 3Δlura3Δhis1Δihis1Δarg4Δlarg4Δ [15]

TD1 Caecm25::HIS1/Caecm25::ARG4 本研究 

TD2 Caecm25Δ::ARG4/Caecm25Δ::HIS1, CaURA3 本研究 

TD3 Caecm25Δ::ARG4/Caecm25Δ::HIS1, CaECM25, CaURA3 本研究 
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表 2  引物序列 

敲除质粒构建所用引物: 

ECM25A Bf: 5′-TTTTTAAGTTTGCTGTGGCAGGTTTT-3′ 

ECM25A Br: 5′-ATGGATCCTGAGCAATGGTTGAAATGAC-3′ 

ECM25C Df: 5′-CATACATTACAGGATCCCCATAGATAAATCACCATTA-3′ 

ECM25C Dr: 5′-GTCGTTTTGGTTTCCATAATCCTTCAAGAATTTC-3′ 

PCR 鉴定引物:  

ECM25AA: 5′-TCATTAGTTGATCTAGAACTTAGTAGGTGCT-3′ 

Arg-Fw: 5′-GCTAGTGTGGAAAGAAGAGATGCTC-3′ 

Arg-Re: 5′-GCTAGTGTGGAAAGAAGAGATGCTC-3′ 

His-Fw: 5′-AGAAAGCTGGTGCAACCGATATAT-3′ 

His-Re: 5′-CACTGTATCCTCTTCTTCTGTCCCCA-3′ 

ECM25-orf-f: 5′-CAGCGGCGGTACAAACAGCGGCACC-3′ 

ECM25-orf-r: 5′-AGTCATGCCTCGTAAAATTTCAATA-3′ 

回补质粒所用引物: 

ECM25-rescue-f: 5′-ATGGTACCTGATCTAGAACTTAGTAGGTGCT-3′ 

ECM25-rescue-r: 5′-ACATCGATCTAAGTCATGCCTCGTAAAATTTCAATA-3′ 

 

1.4  药物(HU, Nocodazole)敏感性实验 

细胞在YPD培养基中培养过夜后, 稀释至 1×106

细胞/mL, 在 30℃培养 2 h后, 在培养基中加入HU 
(Sigma)(终浓度 50 mmol/L或Nocodazole(Sigma)(终浓

度 50 μmol/L), 30℃培养. 在不同的时间点对细胞形

态进行观察(Olympus共聚焦显微镜), 并对伸长细胞

进行计数. 

1.5  几丁质及细胞核染色 

几丁质染色: 添加 37%甲醛至细胞悬液中, 甲醛

终浓度达到 3.7%, 室温固定 30 min, 加入荧光增白剂

(Sigma)进行染色, PBS 清洗, 荧光显微镜下(Olympus
共聚焦显微镜)观察, 紫外激发. 细胞核染色: 用同样

的方法以 3.7%的甲醛固定, 加入DAPI(Sigma)进行染

色, PBS清洗, 荧光显微镜下(Olympus共聚焦显微镜)
观察, 紫外激发.  

1.6  细胞黏附能力检测 

细胞培养过夜, 接种到RPMI1640 液体培养基中

使细胞浓度达到 3×103细胞/mL, 将细胞悬液加入到

聚乙烯孔板中, 37℃孵育 3 h, 倒去培养基, 清洗, 加
入沙氏葡糖琼脂(Sigma), 37℃孵育 24 h . 对孔板上的

克隆数进行记数.  

1.7  动物致病性实验 

普通ICR雄性小鼠随机分组, 每组 10 只(18~20 
g). 收集 30℃  GMM中培养过夜的细胞, 清洗 , 用
0.9%生理盐水重悬得到 5×107细胞/mL的细胞悬液. 
小鼠尾静脉注射(每只 100 μL菌液). 注射过的小鼠在

P3 实验室饲养, 观察其在 20 天内的健康状况及存活

率. 为进行组织学观察, 接种菌液样品 5 天后的小鼠

取右肾, 10%福尔马林固定, 经脱水, 包埋, 切片, 六
胺银染色, 光学显微镜下(Olympus共聚焦显微镜)观
察.  

2  结果与分析 

2.1  白色念珠菌中 CaECM25 基因的鉴定 

通过同源比对在白色念珠菌基因组数据库

(http://www.candidagenome.org)中获得了酿酒酵母菌

ScECM25 的同源物 orf19.4958, 命名为CaECM25. 
CaECM25 编码蛋白质全长 622 个氨基酸, 比酿酒酵

母 中 的 ScEcm25 略 长 . 通 过 DNAMAN 软 件 对

ScECM25 和CaECM25 的DNA序列及其编码蛋白的

氨基酸序列进行比对发现 , 前者 190~360aa和后者

196~367aa的一致性较高, 达到 35%, 相对应的DNA
序列的一致性达到 51%. 并且, 通过SMART软件分

析, ScEcm25 和CaEcm25 的这一区域都含有明显的
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RhoGAP. 所以它们可能是类Rho/Rac/Cdc42 小GTP
酶的活化蛋白(GAP), Rho型GTP酶在细胞中担当重

要的角色 , 而Rho1 可能参与细胞壁整合 . 另外 , 
CaEcm25 比ScEcm25 缺少一个Coiled Coil (ScEcm25: 
533~563aa), 该结构域主要介导蛋白质间的互作(图
1). 酿酒酵母菌中, ScEcm25 虽然不是细胞壁蛋白, 
但是它最初是在筛选和细胞表面相关的基因中获得

并命名的, 因此认为其编码产物可能参与细胞壁的

代谢[14]. CaEcm25和ScEcm25在序列上的一致性及相

似的蛋白结构域排列表明, CaECM25 很有可能就是

ScECM25 在白色念珠菌中的同源基因, 二者在功能

上可能有很大的相似性. 因此, CaEcm25 很可能也参

与了白色念珠菌细胞壁代谢. 

2.2  Caecm25Δ/Δ缺失突变体及回补菌株的构建 

为了研究 CaECM25 在白色念珠菌中的功能, 本
实验通过反向遗传学的方法, 即将 CaECM25 两个拷

贝完全从基因组中敲除, 构建了 Caecm25Δ/Δ 缺失突

变体. 具体方法是利用同源重组的原理将筛选标记

AGR4 和 HIS1 转入 BWP17 菌株的基因组内中, 从而

分别替代两条染色体上 CaECM25 的 ORF. PCR 检测

后得到的菌株是 Ura 缺失(TD1), 为了避免由于 Ura3
缺失对实验结果带来的影响 , 将 CIP10 质粒上的

URA3 通过 RP10 位点上的整合转入缺失突变体中, 
得到只缺失 CaECM25 的菌株(TD2), 以下所有实验

中涉及到的 Caecm25Δ/Δ突变株均指 TD2. 同时将

CaECM25 的全长 ORF 及其启动子转入到缺失菌株 
中, 获得的菌株(TD3)在下列实验中被证明和野生型

的表型没有差别, 由此说明在 Caecm25Δ/Δ缺失突变

体中观察到的所有表型的确都是由于 CaECM25 缺失

引起的, 而不是由于其他因素造成的(图 2). 

2.3  CaECM25 基因缺失对白色念珠菌形态发生
及生长速率的影响 

Caecm25Δ/Δ缺失突变体可存活, 并且在完全培养

基和极限培养基中都没有观察到明显的生长缺陷. YPD
平板上的 CFU(克隆形成率)实验结果(图 3(a))表明

Caecm25Δ/Δ缺失突变体的生长速率慢于野生型和回补

菌株. 生长曲线实验结果(图 3(b))显示 Caecm25Δ/Δ缺
失突变体细胞的倍增时间明显长于野生型和回补菌

株. 进一步证明 CaECM25 基因缺失会导致细胞生长

速率变慢. 

 
图 1  CaEcm25 和 ScEcm25 蛋白结构域的比对 

SMART 软件分析表明二者均包括一个明显的 RhoGAP 结构域(黑框示 RhoGAP 的氨基酸序列比对) 
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图 2  CaECM25 敲除菌株及回补菌株的构建 

(a) 用PCR的方法分别从靶基因ORF两端UTR克隆出AB和CD两个片段, 同时在B和C端加上BamHⅠ位点, 另外还有~10 bp的重叠序列. 
利用融合PCR获得AB-BamHⅠ-CD片段, 再将从野生型白色念珠菌SC5314基因组中扩增出的ARG4(1.9 kb)和HIS1(1.6 kb)完整基因组序列

(ORF)以及启动子和 3′UTR分别连入AB和CD之间, 即为靶基因的敲除质粒; 右图为敲除质粒的酶切鉴定图. (b) 利用LiAc转化法分别将

AB-ARG4-CD和AB-HIS1-CD转入BWP17(ARG4−HIS1−URA3−)菌株中. 用相应的营养缺失培养基筛选克隆, 并用PCR的方法鉴定得到敲

除阳性克隆; 右图为敲除菌株的PCR鉴定图. (c) 将CIP10 质粒上的URA3 通过RP10 位点上的整合转入缺失突变体中, 得到只缺失

CaECM25 的菌株. 右图左侧为该菌株的PCR鉴定图; 同时, 将CaECM25 的ORF和启动子克隆到CIP10 载体中, 并通过整合转入

Caecm25Δ/Δ缺失突变体中. 右图右侧为Caecm25Δ/Δ+CaECM25 回补菌株的PCR鉴定图 
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图 3  野生型、Caecm25Δ/Δ缺失突变体及回补菌株细胞生长速率比较 

(a) 细胞 30℃培养过夜, 倍比稀释至 1×106, 2×105, 4×104, 8×103, 1.6×103细胞/mL. 各取 5 μL菌液滴至YPD固体培养基上, 30℃培养 2天, 拍
照. (b) 细胞 30℃培养过夜, 稀释至 5×105细胞/mL, 30℃培养, 每 10 min用血球计数板进行细胞计数, 持续 2 h, 作出生长曲线, 根据生长

曲线判断细胞倍增时间 
 

同时, 我们在显微镜下观察了 Caecm25Δ/Δ缺失

突变体在 GMM 液体培养基中的细胞形态. 如我们所

预期, Caecm25Δ/Δ缺失突变体表现出细胞的少量聚

集, 母细胞和子细胞不能够正常分离, 但是这种聚集

现象并不是很稳定, 若给予一定的机械力或用甲醛

固定后, 只能观察到 3~4 个细胞成团(图 4(a)). 为了

进一步验证这种细胞成团现象是由于胞质分裂异常, 
还是由于有丝分裂完成后细胞壁无法正常分开造成

的 , 我们用荧光增白剂(Calcofluor White)对细胞壁

(几丁质环)进行了染色, 染色结果发现细胞之间有明

显的间隔, 说明胞质分裂正常(图 4(b)). 因此, 我们

推论, Caecm25Δ/Δ缺失突变体中观察到的细胞聚集

是由于母细胞和子细胞之间的细胞壁无法正常分开造

成的. 这与我们之前的推测相一致, 说明CaECM25基
因的确在细胞壁的代谢中扮演一定角色. 

2.4  CaECM25 基因缺失对白色念珠菌丝状生长
及细胞黏附能力的影响 

通常诱导白色念珠菌真菌丝生长的条件包括加

有 20%血清的YPD培养基、Spider培养基、RPMI1640

培养基等[8]. 为了检测CaECM25 基因缺失是否会影

响真菌丝的生长, 我们观察了野生型、Caecm25Δ/Δ
缺失突变体以及回补菌株在这 3 种液体培养基中的

菌丝生长能力, 结果表明, 在诱导 1 h后, 野生型和回

补菌株细胞 100%都长出菌丝, 而Caecm25Δ/Δ缺失突

变体大约只有 50%长出菌丝, 并且生成的菌丝长度

明显短于野生型和回补菌株生成的菌丝 . 3 h后 , 
Caecm25Δ/Δ缺失突变体大约有 80%~90%生成菌丝, 
菌丝长度仍旧明显短于野生型和回补菌株(图 5(a)). 
加有 20%血清的YPD固体培养基中的结果和液体培

养基中的结果相一致, Caecm25Δ/Δ缺失突变体的菌

丝生成能力明显低于野生型和回补菌株 (图 5(b)). 
SLAD(低氮培养基)可诱导假菌丝的生长, 比较野生

型、Caecm25Δ/Δ缺失突变体以及回补菌株在SLAD板

上假菌丝的生长情况, 野生型和回补菌株在SLAD板

上形成的克隆周围可观察到明显的丝状伸长 , 而
Caecm25Δ/Δ缺失突变体在SLAD板上形成的克隆边

缘相对光滑, 未见明显的丝状生长(图 5(c)). 
因为菌丝的伸长可增加细胞的黏附能力, 而细

胞的黏附能力又和致病性密切相关 .  因此我们检   
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图 4  野生型、Caecm25Δ/Δ缺失突变体及回补菌株的细胞形态观察 
(a) 细胞在液体 GMM 培养基中 30℃培养过夜, DIC 显微镜下观察. (b) 荧光增白剂对几丁质进行染色: 细胞用 3.7%甲醛固定 30 min, 荧

光增白剂染色, 紫外激发观察. 标尺为 10 μm 
 

测了野生型、Caecm25Δ/Δ缺失突变体及回补菌株对

聚苯乙烯孔板的黏附能力. 结果表明 Caecm25Δ/Δ缺
失突变体的黏附力比野生型和回补菌株有一定程度

的下降(图  5(d)), 这一结果和我们之前对突变体菌丝

生长的观察结果相一致.  

2.5  CaECM25 基因缺失对细胞毒剂 HU 及 Noco- 
dazole 所引发的细胞丝状生长的影响 

以前的报道已经证明DNA抑制毒剂HU和微管毒

素Nocodazole都可以引起白色念珠菌细胞的丝状生

长[9,10,16]. 为了检测CaECM25 基因是否影响这种由细

胞毒素所引起的细胞丝状生长 , 我们分别用 50 
mmol/L HU和 50 μmol/L Nocodazole对野生型、

Caecm25Δ/Δ缺失突变体以及回补菌株进行处理, 在
不同的时间点对细胞形态进行观察并对伸长细胞进

行计数. 显微镜观察结果表明, 野生型和回补菌株细

胞在 50 mmol/L HU和 50 μmol/L Nocodazole的处理下

均出现明显的伸长, 而Caecm25Δ/Δ缺失突变体在HU
处理下, 并没有出现如酿酒酵母中ScECM25 基因缺

失所出现的丝状伸长现象消失[17], 只是伸长细胞数

目略有降低. 在Nocodazole的处理下, 突变体菌株与

野生型细胞及回补菌株的细胞伸长情况差异十分显

著. 处理 8 h 后, 只有＜5%的突变体细胞表现出丝

状伸长, 并且生成的丝状体的长度明显短于野生型

和回补菌株. 大部分的细胞仍旧呈现酵母菌状态, 部
分出现了芽体变大及多芽的现象. 但是细胞核染色

结果显示大部分细胞的细胞核并没有正常的分离 , 
说明细胞周期仍旧被药物阻断(图 6).  

2.6  CaECM25 基因缺失对白色念珠菌致病性的
影响 

白色念珠菌作为一种常见的致病菌, 其致病性

与菌丝形态、细胞壁代谢及细胞生长速率都密切相     
关[11,18,19]. 因此, 我们检测了野生型、Caecm25Δ/Δ缺 
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图 5  野生型、Caecm25Δ/Δ缺失突变体以及回补菌株在特定生长环境下的菌丝(假菌丝)生长情况以及黏附能力检测 
(a) 将一定浓度的细胞接种到添加 20%血清的YPD液体培养基中, 37℃培养 2 h, DIC显微镜观察细胞形态. (b) 固体培养基(YPD+20%血清)
上接种相同浓度的细胞, 37℃培养 2 天, 观察单克隆的形态并拍照. (c) Caecm25Δ/Δ缺失突变体在低氮培养基(SLAD)上的丝状伸长受阻, 
生成的克隆形态在光学显微镜下进行观察. (d) 细胞培养过夜, 接种到RPMI1640 液体培养基中使细胞浓度达到 3×103细胞/mL, 将细胞悬

液加入到聚乙烯孔板中, 37℃孵育 3 h, 倒去培养基, 清洗, 加入沙氏葡糖琼脂, 37℃孵育 24 h. 对孔板上的克隆数进行记数, 结果用柱状

图表示, * 示差异显著(P<0.05, t检验). 标尺为 10 μm 
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图 6  HU 和 Nocodazole 所引起的细胞持续丝状生长 
(a) 细胞在YPD液体培养基中培养过夜, 稀释细胞浓度至 1×106细胞/mL. 加入HU至终浓度为 50 mmol/L, 30℃培养, 每隔 1 h取样, 显微镜

下观察细胞形态(DIC)及细胞核分布(紫外激发). 并在 2, 4, 6, 8 h对伸长细胞进行记数, 计算百分比. 野生型和突变体差异不显著(P>0.05, t
检验). (b) 细胞在YPD液体培养基中培养过夜, 稀释细胞浓度至 1×106细胞/mL. 加入Nocodazole至终浓度为 50 μmol/L, 30℃培养, 每隔 1 
h取样, 显微镜下观察细胞形态(DIC)及细胞核分布(紫外激发). 并在 2, 4, 6, 8 h对伸长细胞进行记数, 计算百分比. * 示差异 

显著(P<0.05, t 检验) 
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失突变体以及回补菌株对小鼠的致病性. 采用普通

ICR雄性小鼠, 随机分组, 10 只一组, 通过尾静脉给

每只老鼠注射 5×105个酵母菌形态的细胞. P3 实验室

饲养, 监控其健康状况 20 天. 结果表明, 野生型对

照组和回补菌株组分别在 11 和 12 天内, 小鼠全部死

亡, 而此时几乎 50%的Caecm25Δ/Δ实验组的小鼠都

存活. 到第 20 天, Caecm25Δ/Δ实验组的小鼠还有 40%
存活(图 7(a)). 这些结果表明CaECM25 基因的缺失会

导致菌株感染力和致病性的下降. 
对感染野生型菌株、Caecm25Δ/Δ缺失突变株以

及回补菌株的小鼠肾脏切片观察显示, 感染野生型

菌株和回补菌株的肾脏切片中可见清晰的伸长菌丝; 
而感染 Caecm25Δ/Δ缺失突变株的肾脏切片中, 菌丝

数量明显减少(图 7(b)). 该结果和动物存活率实验的

结果相一致.  

3  讨论 
在酿酒酵母菌研究中, ScECM25 最初是在筛选

与细胞表面代谢相关的基因中发现并且命名的, 其
编码产物可能参与细胞壁的代谢[14], 因此, 我们推测

ScECM25 在白色念珠菌中的同源基因很可能参与了

白色念珠菌细胞壁的合成及代谢. 我们通过同源比对

的方法在白色念珠菌的基因组数据库中得到了酿酒酵

母菌ScECM25 的同源序列, 并首次克隆出其全基因

CaECM25. 从生物信息学的角度, 通过DNAMAN以

及SMART软件对CaEcm25 和ScEcm25 的同源性及其

蛋白结构域进行了分析, 发现二者中间区域均含有一

个明显的RhoGAP结构域 , 所以该蛋白可能是类

Rho/Rac/Cdc42 小 GTP 酶的活化蛋白 (GAP). Rho   
型GTP酶在细胞中担当重要的角色, 控制着细胞骨架

极性以及细胞形态, 而Rho1 可能参与细胞壁整  合
[20]. 另外, 已经证明在酿酒酵母菌中, ScEcm25 可以

与类Polo激酶Cdc5 结合, 而Cdc5 和Rho1 可共同促进

胞质分裂 [21]. 由此我们推测在白色念珠菌中 , 
CaEcm25 可能也参与细胞形态的发生以及细胞壁的

代谢.  
作为一个新克隆出的基因, CaECM25 的功能还

没有任何报道. 为了进一步证实我们对该基因功能

的推测, 采用了同源重组的方法, 将 BWP17 菌株基

因组两条染色体上的 ECM25 的 ORF 分别用 HIS1 和 
 

 
 

图 7  CaECM25 基因缺失对白色念珠菌毒力的影响 
(a) 分别将野生型、Caecm25Δ/Δ缺失突变体以及回补菌株细胞通过尾静脉注射到小鼠体内, 观察小鼠的死亡情况, 从小鼠的死亡曲线判

定菌株的毒力. (b) 取注射相应菌株的小鼠肾脏, 制作切片, 六胺银染色. 光学显微镜下观察, 箭头所指为白色念珠菌菌丝 
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ARG4 替换, 得到了 Caecm25Δ/Δ缺失突变体菌株. 接
着构建了其回补菌株, 以证明我们在突变体中观察到

的所有表型均是由 CaECM25 缺失造成的, 而不是由

其他因素造成的.  
本实验结果表明 CaECM25 基因缺失会造成细胞

出现较低程度的聚集, 母细胞和子细胞不能够正常分

离. 但是这种聚集现象并不稳定, 很容易在机械力或

其他因素作用下消失. 在酵母中, 细胞不能正常分裂

有两种原因, 一是胞质分裂异常; 二是有丝分裂后细

胞壁不能正常分离. 为了证明是哪一种原因导致细胞

不能正常分离. 本实验用荧光增白剂(Calcofluor White)
对细胞壁(几丁质环)进行了染色, 结果表明细胞胞质

分裂正常, 因此, 证明CaECM25基因缺失所造成的细

胞聚集现象是由于细胞壁不能正常分离而造成的. 这
与酿酒酵母菌中的同源物ScEcm25在细胞壁合成和代

谢过程的研究结果相一致, 从而间接证明, 在白色念

珠菌中, CaEcm25 为细胞壁成分合成与代谢所需要.  
白色念珠菌有 3 种形态: 酵母菌形态、菌丝形态

以及介于两者之间的假菌丝形态 . 在 20%血清 , 
RPMI1640, Spider等诱导菌丝的培养基中, 比较野生

型、Caecm25Δ/Δ缺失突变株以及回补菌株的细胞形 
态, 结果显示, 突变体生成真菌丝的细胞百分数明显

低于野生型和回补菌株, 并且生成真菌丝的长度也明

显短于野生型和回补菌株 . 另外 , 我们也检测了

Caecm25Δ/Δ缺失突变体细胞假菌丝生成的能力 , 
SLAD 板 ( 低氮培养基 ) 上培养细胞的结果显示

Caecm25Δ/Δ缺失突变体假菌丝的伸长程度明显低于

野生型和回补菌株. 这些结果表明CaECM25 基因缺

失会使得细胞的丝状生长(真菌丝和假菌丝生长)在一

定程度上受到抑制. 对于这种抑制作用, 我们认为有

两种可能的解释：已有报道证明, 在白色念珠菌中, 参
与细胞壁合成和代谢的基因很可能也参与细胞丝状生

长的过程[11], 因为CaEcm25 与细胞壁合成代谢之间有

着密切关系, 该基因很可能通过对细胞壁组成的作用

从而间接影响细胞的丝状生长; Caecm25Δ/Δ缺失突变

体的生长速率变慢, 这可能也是其丝状生长受到抑制

的一个原因[19].  
已有研究显示, 在细胞毒素 HU 和 Nocodazole 阻

断细胞周期进程而引起的细胞丝状伸长过程中, 细胞 

周期检验点起到十分重要的作用 [22]. Chen 等人报  
道[10], 纺锤体组装检验点蛋白在Nocodazole所诱发的

细胞丝状伸长中是必需的. Shi等人[9]报道, DNA复制

检验点蛋白在HU所诱导的细胞丝状伸长中具有重要

作用. 在我们的研究结果中, 也观察到CaECM25 基因

缺失在一定程度上抑制了Nocodazole所引发的细胞丝

状伸长, 但细胞核染色结果证明CaECM25 基因的缺

失并未导致细胞周期检验点功能的丧失, 细胞周期的

正常进程仍然在药物的处理下被阻断. 那么, 对于细

胞丝状伸长程度的降低, 可能的原因是CaECM25 基

因缺失后导致细胞生长速率变慢, 也可能有其他的原

因, 其中具体的机理还需要进一步研究证明.  
白色念珠菌作为一种致病菌, 与其致病性相关的

因素很多, 深入探究其致病机理对治疗由白色念珠菌

引起的疾病很有必要. 近些年的研究表明, 菌丝生长, 
细胞壁以及细胞生长速率等都对白色念珠菌致病性有

一定的影响. 白色念珠菌中与这 3 个因素相关的基因

的缺失都会改变其致病性, 影响细胞壁合成的基因 
CaACE2 的缺失、影响细胞生长速率的基因CaAAF1
的缺失以及影响细胞丝状伸长的基因CaMP65 的缺失

均会减弱白色念珠菌在小鼠体内的致病性[11,18,19]. 本
实验结果表明CaECM25 基因与白色念珠菌的菌丝生

长, 细胞壁形成以及细胞生长速率均有所关联. 因此, 
本研究检测了CaECM25 基因缺失对白色念珠菌致病

性的影响.  
动物实验结果表明, 与野生型相比, Caecm25Δ/Δ

缺失突变体的致病性有一定程度的降低, 这与细胞黏

附能力实验结果相一致, 分析其原因, 本研究认为造

成其致病性下降的因素有多种: (ⅰ) CaEcm25 与细胞

壁的合成代谢相关, 该基因的缺失可能会造成细胞壁

成分或结构的改变. 而细胞壁作为真菌与宿主接触的

首要部位, 对致病性有着很大的贡献[23~25]. (ⅱ) 细胞

生长速率会影响到白色念珠菌侵染宿主细胞时的致病

性. 而Caecm25Δ/Δ缺失突变株细胞生长速率较野生型

慢, 这很可能也是造成其致病性下降的一个原因[19]. 
(ⅲ) 我们之前分析过, 生长慢或细胞壁结构的改变都

可能造成菌丝生成受阻. 而菌丝生成率低的菌株致病

性也会降低[7]. 因此, Caecm25Δ/Δ缺失突变株致病性下

降的一个直接因素可能来自于其菌丝伸长能力的降低.
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