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I摘 要J 目的!比较对 &%氟胞嘧啶耐药与敏感的白色念珠菌 EFG基因组与 HFG表达1探讨复发性念珠菌阴道

炎的耐药机理K方法!选择临床诊断为复发性念珠菌阴道炎的病例 +)例1取阴道分泌物培养1提取菌株 EFG基因

组1应用随机扩增多态性EFG法分析菌株的EFG基因组的多态性1对分离菌株进一步做药敏试验1获得白色念珠

菌耐药菌株与敏感菌株各 ’株L提取菌株 HFG1利用随机扩增多态性 HFG方法检测基因组的 HFG表达K结果!临

床耐药菌株与敏感菌株的EFG基因组指纹图无明显差异1但基因组的HFG表达存在差异1与敏感菌株比较1耐药

菌株基因组的 HFG出现条带数目的缺失或位置的改变K结论!复发性念珠菌阴道炎耐药的原因之一是表型耐药1
而非基因型耐药1敏感菌株与耐药菌株共有一套基因组1在致病环境发生改变时1基因组 HFG的表达转换1导致临

床上表现出可逆耐药而非稳定耐药K

I关键词J 白色念珠菌L药物耐受性C遗传学L基因组L基因表达L多态现象*遗传学,
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复发性念珠菌阴道炎是指念珠菌阴道炎经

过治疗1临床症状和体征消失1真菌学检查连续

$个周期均为阴性后症状重现1真菌学检查又
呈阳性1而且 +年中复发 (次K随着抗真菌药物
的普遍应用1耐药病例不断增多1不仅使念珠菌
阴道炎难治1也对一些念珠菌易感人群的深部

感染的治疗提出了挑战K本研究选择临床耐药
菌株进行药敏实验1获得耐药与敏感念珠菌1比
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较两者的 !"#基因组与基因组的 $"#随机
扩增多态性%研究复发性念珠菌阴道炎临床耐
药的机理%为改善临床各组织器官念珠菌感染
的治疗提供实验依据&

’ 材料与方法

’(’ 材料来源 取自 )**)年 +月至 ,月间%
浙江大学医学院附属妇产科医院临床诊断为复

发性念珠菌阴道炎的病例%诊断标准参照七年
制妇产科学第一版&选择方法-年龄 ./012岁
的女性%有性生活史%有外阴瘙痒3灼痛或坐卧
不安3尿频3尿痛3性交痛%白带增多且黄%有任
何 .项或 .项以上临床症状者%在月经干净后
第 +045%取阴道后穹隆分泌物涂片找念珠菌&
剔除念珠菌复发易感因素者%如糖尿病3678
阳性3使用免疫抑制剂3患有免疫缺陷性疾病及
使用激素类药物者9排除孕妇%就诊前 )1:使
用抗真菌药者%以及 ,个月内服用抗生素或胃
蛋白抑制剂者;例如雷尼替叮3奥美拉唑<&应用
法国梅里埃真菌鉴定系统 8=>?@A+)鉴定白色
念珠菌%法国梅里埃 #BCADE"FEG药敏实验
板确定实验室耐药或敏感&
’(H 实验分组 耐药组-IA氟胞嘧啶耐药%但

咪康唑3酮康唑3益康唑 3制霉菌素和两性霉素

C均敏感的菌株;/株<9敏感组-IA氟胞嘧啶和
咪康唑3酮康唑3益康唑3制霉菌素及两性霉素

C均敏感的菌株;/株<&
’(J 随机引物的选择 参考文献K.L%根据扩增
结果%即条带的有无3数量的多少3可重复性%筛
选出引物 M$7NO;IPN#BFB##FNBNNBF
FFF#BBN#N+P<%M$7NQ;IP##FB##FBF
#NBFFFFBFF#FNF+P<%引物R;IPFB##
FNNNNB+P<进入实验&
’(S $#T!和 $#TATN$ 参考文献K.%)L方法&
’(U 扩增产物电泳分析 取 +VW扩增产物%
加上样缓冲液 IVW%/X的非变性聚丙烯酰氨凝
胶电泳;+**%):<%#Y"Z+染色%"[)G)Z+显色&
胶片烘干%扫描3摄片并保存&

H 结 果

H(’ 临床耐药菌株的 !"#基因组多态性比
较 .,株敏感与耐药菌株经 /X的非变性聚丙
烯酰胺凝胶电泳分析%均出现 .+条条带%其中
最大片段约.+**\]%条带分布呈现二联体形
式%最小片段约 +*\]%在大部分菌株之间敏感
菌株与耐药菌株条带分布无明显差异%见图 .&

图 ’ 敏感菌株与耐药菌株的 !"#多态性比较
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H(H 敏感菌株与耐药菌株基因组 $"#表达
的多态性比较 采用 $#TATN$扩增菌株

$"#基因组指纹%经 /X的非变性聚丙烯酰胺

凝胶电泳分析%结果提示耐药菌株与敏感菌株
的 !"#基因组多态性相同%但菌株基因组的

$"#表达多态性不同&敏感菌株与耐药菌株条
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带数目有明显差异!差异片段为较大碱基位点"
耐药菌株可有不同位点的条带增加"常见大片
段的出现在#$%%&’处())%&’处(*%%&’至

$%%&’之间"以及 #%%&’至 #)%&’之间也有

条带的增加现象"增加条带多为单体形式"二联
体形式少见"一个菌株可有不同位点以及不同
数目的条带增加!不同的耐药菌株的条带变异
情况可以不同"见图 *!

图 + 耐药与敏感菌株的 ,-.多态性比较
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L 讨 论

L2M 临床耐药菌株的 N-.基因组与药敏结

果不一致 已知真菌通常可以在菌丝和酵母两

种形态之间进行表型转换"在临床上表现出耐
药与敏感两种表型"对于念珠菌的耐药现象"通

常用基因突变加以解释O$P!本实验将临床诊断

为耐药的病例进一步进行药敏实验"结果测定
出耐药与敏感两种表型"经 ,.QN分析其

N-.基因组的多态性结果一致!本实验结果提
示多数临床耐药与敏感的白色念珠菌的 N-.
基因组一致"但在药敏实验中可表现为敏感或
耐药!这可能由于菌株环境的改变R包括药物的
作用(微生态环境的改变以及宿主免疫力的降
低S影响了菌株致病的动力学过程"在药敏中表
现出表型转换的特征!由于 N-.基因组内部
并未有突变基因的产生"所以产生的敏感或耐
药表型可能只是一种对环境的适应表型!
L2+ 药敏测定耐药与敏感菌株的基因组的

,-.表达有差异 念珠菌具有表型转换的特

性"在临床上表现出可逆耐药"与治疗细菌感染
相反"交替用药可以避免或减少白色念珠菌耐
药株的产生!但对此产生的机理却知之甚少OJP!
从本实验结果看"念珠菌可逆耐药的机理极可
能是8,-.表达的差异!推测在致病菌对抗真
菌药物产生耐药前的短时间内"致病菌株产生
敏感型 ,-.表达"临床上呈现敏感表型G临床
复发耐药病例"可能是由于白色念珠菌长期处
于 )T氟胞嘧啶的微生态环境中"菌株的 ,-.
表达为耐药型"菌株产生耐药!本组部分临床耐
药病例其病原菌在体外培养时敏感"这可能是
耐药菌株在体外药敏实验中"由于培养环境因
素的改变"菌株 ,-.表达发生改变"部分恢复
敏感表型O)P!本研究结果虽然显示了耐药菌株
的 ,-.随机扩增多态性显著不同于敏感菌
株"但对差异表达部分的基因则需要克隆测序
等进一步研究"方能对 ,-.表达与耐药的关
系作进一步的阐明!不过本实验结果仍然提示
对复发或耐药病例交替用药可以增加药物的利

用度OKP!
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