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差异显示 KLM技术在念珠菌基因表达研究中的应用
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N摘 要O 目的!探讨差异显示 KLM技术)PP%KLM,在念珠菌基因表达研究中的方法学要点Q方法!将临床阴道来

源的白色念珠菌氟康唑敏感菌株 $*+体外诱导氟康唑耐药性0于诱导 (#@得到耐药子代 $*+%"0采用长引物差异扩

增2银染显示差异条带2反式点杂交预筛选及非放射性法标记探针的改良的 PP%KLM0比较 $*+与 $*+%"在有药及

无药培养基中的表达差异Q结果!在 $*+%"含药培养组中得到较 $*+%"2$*+无药培养组表达明显增强的片段 R"2

R*2R&"0分别与数据库中白色念珠菌的醇脱氢酶基因 SPT&2拓扑异构酶基因 UVK"及多药耐药基因 LPM&基因

有高度同源性3半定量MU%KLM中证实了SPT&2LPM&基因在耐药株中的高表达Q结论!SPT&2LPM&基因的高表

达与白色念珠菌氟康唑耐药性形成相关0SPT&可能是新的耐药基因3改良的 PP%KLM技术降低了假阳性率的产

生0使确证步骤更加便捷0在念珠菌研究领域有很好的应用前景Q

N关键词O 聚合酶链反应3差异显示 KLM技术3念珠菌0白色J遗传学3基因表达3方法学
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差异基因表达技术)PK4,因其高通量等
特点0自 "#世纪 -#年代出现后大大加快了许
多领域基因表达的研究QPK4包括两大类!封
闭的 PK4技术和开放的 PK4技术N&OQ封闭的

PK4技术如寡核苷酸或 APRS芯片技术和定
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量聚合酶链反应!因被遗传的复杂性"数据库等
因素限制而不适宜应用于探索性的功能基因组

前沿#以差异显示 $%&技术’(()$%&*"+(,-
代表性差异分析’+(,-)&(-*"抑制性差减杂
交’../*等为代表的开放的 (01技术则有其
本质的优点2转录子的来源和遗传的复杂性’单
个核苷酸多态性!选择性剪接!&,-编码等*可
以忽略!不会成为探索性研究的障碍3

(()$%&是目前应用最多的开放的 (01
技术!它是 4556年 789:;和 $9<=>>在 ?>@AB
等人建立的 -$)$%&方法基础上建立起来
的C6!DE3其基本原理是将细胞中的 F&,-逆转
录为 +(,-!利用不同的锚定引物与随机引物
组合!对 +(,-进行 $%&扩增"电泳显示差异
基因!再经二次 $%&扩增后!进行克隆及测序3
与其他 (01技术相比!(()$%&具有简单易
行"灵敏度高"所需起始材料少及可以同时进行
多样本间的比较等优点!但也存在假阳性较高"
重复性差及确证耗时费力等缺陷3
念珠菌是重要的医学病原菌!其基因表达

的研究非常重要3鉴于 (01技术在该领域的
应用较少!本研究以 (()$%&在白色念珠菌氟
康唑耐药研究中的应用为例!探讨该项技术对
念珠菌基因表达研究的价值3

G 材料与方法

GHG 实验菌株 菌株 IDJ’IDJ为本室保存菌
株编号*采自一再发性念珠菌阴道炎患者的阴
道分泌物!镜检及 K8L+M)D6微生物自动生化鉴
定系统’NO%生化卡*鉴定为白色念珠菌3微量
液基稀释法测定其氟康唑最小抑菌浓度’PQ%*
为 IR;SF@’PQ%TUR;SF@即为氟康唑敏感
株*3白色念珠菌标准菌 -V%%5WW6U’氟康唑

PQ%XWH6JR;SF@*作药敏质控3
GHY 诱导耐药株的获得 氟康唑耐药诱导按
文献方法进行CIE3经 UW=诱导培养获得耐药子
代 IDJ)6’PQ%X46UR;SF@!PQ%Z[IR;SF@
为氟康唑耐药株*!该耐药株在无药培养基上传
代培养 6I=保持氟康唑耐药性稳定’其间 I次
测定 PQ%变化在一个稀释度内*3
GH\ 实 验 分 组 实 验 分 D组!实 验 组

’<>A>9<+B;<]̂_*2IDJ)6接种于含 [IR;SF@氟

康唑的 N1$(液基#对照组 4’+]:L<]@;<]̂_
4*2IDJ)6接种于无药的 N1$(液基#对照组 6
’+]:L<]@;<]̂_6*2IDJ接种于无药的N1$(液
基3DW‘摇床培养至各菌液 -[WW值达 WH[a
WHU’对数生长早期*!收集菌细胞!液氮速冻后
于bUW‘保存3
GHc 菌株总 &,-提取 取出冻存菌细胞!采
用改良的热酚法同时提取各组酵母菌的总

&,-’波士顿大学医学院网页!BLL_2SSdddH
êH>=̂S;>:]F>SF8+<]9<<9fS<:9 8A]@9L8]:H
BLF*!(:9A>g’$<]F>;9公司*去除痕量的

(,-3取适量纯化后的总&,-样品稀释后!测

-6[W"-6UW光密度值!并在 4H6h普通琼脂糖凝
胶上电泳!确定 &,-的完整性及 (,-污染情
况3
GHi 差异显示 $%&试剂盒采用 %7j,V1%/
公司的 (>@L9VP (8kk><>:L89@(8A_@9fl8L3
GHiHG +(,-第一链合成2D组菌细胞的总

&,-’WHJa4HWR;SR@*各取 6R;逆转录合成

+(,-第一链!将 +(,-用超纯水分别作 4W
倍"IW倍稀释3
GHiHY $%&扩增2在每一反应管中混合24Wm
反应缓冲液 6R@!=,V$’JRP*WH6R@!试剂合
中锚定引物 V及随机引物 $各 4R@!==/6j
4IHIR@!4S4W或 4SIW浓度的 +(,- 4R@!
-=n9:L9;>l@>:V9o$]@fF><9A>P8p’JWm*
WHIR@3循环参数25I‘预变性IF8:#J个循环2
5I‘ 4F8:!IW‘ 4F8:![U‘ 4F8:#6J个循
环25I‘ IWA![W‘ 4F8:![U‘ 6F8:#[U‘延
伸 qF8:3每组模板采用4S4W及4SIW两种浓度
的 +(,-!水及总 &,-作模板的阴性对照3
GHiH\ 非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳’,>̂L<9@
$-01*显示差异条带2常规配制 [h聚丙烯酰
胺凝胶液!取 $%&产物 JR@!加等体积电泳上
样缓冲液混匀上样!4WKS+F恒压电泳至指示
剂二甲苯青达胶底3银染显示差异条带3
GHiHc 差异片段回收及再扩增2从凝胶上切
下差异片段!压碎后加入 IWR@==/6j!沸水浴

4JF8:!46WWW<SF8:离心 4WF8:!取 qR@上清
为模板同前法行第二次扩增34HJh琼脂糖凝胶
电泳检测扩增产物!切胶回收目标条带3
GHr $%&再扩增产物克隆及鉴定 按试剂盒
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方法将 !"#再扩增产物纯化片段与 $%&’()*
+$,-,*,公司.连接/转化大肠杆菌 01234/经
蓝白斑筛选得到阳性克隆子5阳性克隆子用含
氨苄的 67液体培养基培养过夜/提取质粒/用

8’)#9及 :;<=>进行双酶切分析5
?@A 反式 B)*(C&*<杂交筛选差异 ’DBE片
段 采用 #)’C&公司的 D9FG:;HCI*;J&DBE
6,K&L;<H,<=D&(&’(;)<M;(/取重回收的质粒酶
切目标产物及阳性对照 NG,’(;<点样于尼龙膜
上5取各组总#BEOPH同前法合成’DBE/纯
化后溶于 23PLD8!"水中/按试剂盒方法作探
针标记Q杂交及化学发光法检测杂交信号5采用

7;)G#,=的RS,<(;(TU<&软件分析各片段相对
于看家基因 E"$2的杂交信号强弱5
?@V 差异片段测序及同源性分析 测序在

E79!*;WJ荧光自动测序仪上进行/由华大基
因上海鼎安生物科技公司完成5在 F&<&7,<-
+C((IXYZZZ@<’K;@<LJ@<;C@H)[\KL,W(.及斯
坦 福 大 学 测 序 数 据 库 +C((IXY ZZZ@G
W&]S&<’&@W(,<̂)*=@&=S\H*)SI\’,<=;=,.中进行
序列同源性比对5
?@_ 半定量 #$G!"# 根据测序及同源性比
对结果/得到 ‘个明显差异片段/分别与数据库
中白色念珠菌的醇脱氢酶基因 ED:2Q多药耐
药基因 "D#2及拓扑异构酶基因 $U!a有高
度同源性5设计引物+表 2.作 ED:2Q"D#2Q
E"$2+看家基因.的半定量 #$G!"#扩增5其
中 ED:2引物采用 !*;J&*‘软件设计/"D#2Q
E"$2引物序列引自参考文献bOc5‘对引物序
列及预测长度见表 25
扩增分管进行/各作 aOQadQ‘a个循环5反

应模板除同时制备的实验组Q对照组 2Q对照组

a的 ’DBE外/另加同样条件下制备的在无药

e8!D液基中生长的白色念珠菌 E$""433ad
+简称 433ad组/H*)SI433ad.的 ’DBE5O3PL
反应体系X23fKŜ &̂*OPL/OJ1=B$!aPL/
I*;J&*各2PL/$,]酶 2PL/==:aU‘4@gOPL/模
板 2PL5循环参数X4hi预变性 hJ;<jaOk‘a
个循环X4hi 2J;</OOi 2J;</gai 2J;<j
gai延伸 23J;<5琼脂糖电泳检测指数扩增期
的扩增产物/RS,<(;(TU<&软件+7;)G#,=公
司.分析相对量5

表 ? 用于 #$G!"#的基因引物序列

lmnop? F&<&I*;J&*WSW&=;<#$G!"#

F&<& !*;J&*W&]S&<’&+O2G‘2.
’DBEI*&=;’(&=

W;q&\KI
ED:2 $F$"$FF$$E"E"$"E"FE$FF O3a

F"E$"FEEEE"$FFEF"EF$

"D#2 $$$$$$$$$$EF$$"E$" hhr

EFEEE""EE"$$FEE""$"$""

E"$2 E""FEEF"$""EE$FEE$""EEEE$"" O2r

F$$$FF$"EE$E""EF"EF"$$""EEE

s 结 果

s@? #BE质量及完整性检测 经测定/本实
验中各组提取的总 #BE Ear3\Ead3ta@3/总

#BE质量较好j在琼脂糖凝胶电泳上显示清晰
的 aOuQ2du条带/aOu\2duv2/提示提取的总

#BE完整性良好+图 2.5

图 ? 白色念珠菌总 #BE电泳

wxy@? 8L&’(*)IC)*&W;W)̂ z{|}~}{{!"~#{|$%()(,L

#BE

h‘OX")<(*)LH*)SIajh‘OGaX")<(*)LH*)SI2j

h‘OGrhX#&W&,*’CH*)SI

s@s ’DBE差异显示结果 以 hO对不同的锚
定引物和随机引物组合/对 ‘组 ’DBE进行差
异显示 !"#扩增/共找出 aa条差异条带/其中
实验组较对照组高表达 2h条Q降表达 h条j对
照组 2较对照组 a高表达 ‘条 j对照组 a较实
验组及对照组 2高表达 2条5各差示条带在两
种模板浓度下都出现/说明了本实验 DDG!"#
系统的稳定性j阴性对照组未出现扩增条带+引
物二聚体除外.5图 a显示其中两对引物扩增后
的差示结果5
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!"# $%&再扩增产物克隆及鉴定结果 ’’条
差异条带经再扩增及 ()*克隆+其中 ’,个得
到阳性克隆子-经酶切分析+各克隆子插入片段
与目标长度一致-

图 ! 非变性 $*./胶电泳显示差异条带

012"! 345676899:;:5<84=)687>=4?:6855:@<;4=$*./

AB.:5:&@=:;(AC,D>EF*G466:;HEBE899:;:5<84=)

687>=4?:6D456HIJCB%K5<;K=L;K@>’HIJC)’B%K5<;K=

L;K@>MHIJC)’NB&:7:4;OPL;K@>

图 # 差异片段的反式点杂交检测

012"# &:Q:;74=6K<D=K<6:<:O<8K5K96899:;:5<84=)687>=4?:6D4567

EK<M)EK<CBOEF*D45679K;7O;::585LHR’SBF:L4<8Q:OK5<;K=H*%(MBRK@7:)T::>85L

L:5:UV5<:;54=>K78<8Q:OK5<;K=WHIJCB%K5<;K=L;K@>’HIJC)’B%K5<;K=L;K@>MHIJC)’NB

&:7:4;OPL;K@>HXBE899:;:5<84=)687>=4?:6D456

!"Y 反式点杂交筛选结果 通过尼龙膜上各
个差异片段相对 *%(M的信号分析+选取相对
强度差异两倍以上的片段作下一步分析-其中
有实验组高表达条带 F’ZFJZFM’+对照组 M相

对实验组弱但相对对照组

’强的条带 F’ZFM’-图 J
显示各组 OEF*探针杂交
的部分结果+其中扫描信
号相对值为 EK<M[*%(MB
M"’MUIJCWZ,",IUIJC)’WZ
M"\,UIJC)’]WHEK<’[
*%(MB,"MMUIJCWZ,"’M
UIJC)’WZM"̂ ,UIJC)’]WH
EK<J[*%(MBM_’’UIJCWZ
’"JMUIJC)’WZC_,’UIJC)
’]WHEK<I[*%(MB,"’,
UIJCWZ,"̂ ÛIJC)’WZ,",M
UIJC)’]WHEK<C扫描信号

与阴性对照一致-
!"‘ 差异片段测序及同源性分析结果 片段

F’ZFJ及 FM’序列分别长 ’,̂ D>ZI’JD>及

CI’D>+与数据库的白色念珠菌醇脱氢酶基因

*ERMU%**ERMWZ拓扑异构酶基因 (S$’及
已知多药耐药基因 %E&M同源配对 a,b以上-
!"c 差异片段的半定量 &()$%&验证结果
各目标片段的 &()$%&反应在 ’̂ 个循环时均
处于指数扩增期+取此期的 $%&产物作半定量
分析显示B*ERMZ%E&M在实验组中的表达高
于两个对照组及 a,,’̂ 组H同时 *ERMZ%E&M
在对照组 M中的表达介于实验组与对照组 ’之
间+与杂交结果相符-所有半定量&(均重复两
次以上-电泳结果见图 I+其中扫描信号相对值
为 *ERM[*%(MB,"IMUIJCWZ,"\,UIJC)’WZ
,_̂C\UIJC)’]WZ,"I’Ua,,’̂WH%E&M[*%(MB
,_,IUIJCWZ,",aUIJC)’WZ,"M’UIJC)’]WZ,",’
Ua,,’̂W-

# 讨 论

随着各种微生物基因组测序工作的不断完

善和序列信息的积累+微生物基因组学研究的
重点已由结构基因组学转向功能基因组学-在
功能基因组学研究中+各种 E./的采用提供
了一个很好的技术平台+其中 EE)$%&应用最
多+并伴随着不断的技术改进而日显优势-
本研究采用改良的 EE)$%&技术对白色

念珠菌氟康唑耐药基因的差异表达作了研究+
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最后顺利确证了 "#$%&’#(%基因的高表达
与白色念珠菌氟康唑耐药性形成相关?并首次
发现 "#$%可能是新的耐药基因P下面就以本
研究为例对 ##*+’(在念珠菌研究中的技术
要点作了一些探讨P
Q/R 总 (S"的制备 ##*+’(技术是基于
全基因组表达谱的研究?总 (S"的质量及完
整性对最后的结果至关重要P念珠菌是单细胞
的真核生物?对环境的变化存在灵活的调控TUV

W瞬时调控X?这要求各比较组的总 (S"要在
同样条件下同时快速制备?以避免所需要的差
异信息在制备过程中改变P另外?念珠菌有较坚
固的细胞壁?真核细胞常用的 )D3Y=:WO3ZJ=公
司X提取法如不加其它能迅速破壁的酶或玻璃
珠?则可能在提取中使细胞内 (76<1抑制不完
全而导致 (S"降解P
本实验将各处理组的菌细胞首先用液氮速

冻?再用改良的热酚法提取 (S"?整个操作在

%K左右完成?较传统的热酚法T[V更快&质量更
高P
Q/\ ##*+’(技术的改良

Q/\/R 长引物的采用C]367E在最初建立##
*+’(技术的时候?建议下游采用 %G个锚定引
物W带 :̂3E=*_)的引物X?并认为与 %M碱基的
随机引物配对能产生特异和可重复的结果TGVP
现在认为可以只需 A‘@条锚定引物TNVH更有研
究者建议将等数量的 @条锚定引物混合?只需
一次逆转录反应即可TLVP由于差异显示的产物
大都含有 Aa端?产物太短则落在 Aa端的非转录

区而不能获得有效的信息?而长引物的应用可
以增加产物的大小?并能提高实验的可重复
性T%MVP
本研究直接采用 ’]̂ S)b’$公司的差

异 显 示 +’( 试 剂 盒 W#1:86)c #3>>1D17836:
#3<F:6;d38XP采用一次逆转录反应?随后采用
长引物对W用 AM个碱基的锚定引物和 GB个碱
基的随机引物X进行 +’(扩增?配合使用试剂
盒中的高保真热启动的 )64酶以及长片段

+’(扩增条件?不仅获得了丰富的可重复的条
带?而且条带的长度可达到 GeZ?有利于之后
的序列同源性比对P
Q/\/\ 差异产物的银染显示C经典的 ##
*+’(技术是采用放射性同位素掺入到 _S)+
中?最后用放射自显影技术来显示差异条带?这
种方法存在放射性污染的可能?并且需要在专
门的实验室操作P因此?灵敏度相似的其它显示
方法如银染&荧光技术开始作为替代手段应用
于 ##*+’(P
本室采用一般的银染方法?时间在 GK左

右H能在每条泳道显出 %B‘@M条条带?灵敏度
及分辨率不逊于同位素法H差异条带煮沸回收
率也接近 %MMfP因此?在一般实验室进行 ##
*+’(?银染显示法值得推荐P
Q/\/Q 反式点杂交初筛差异条带C##*+’(
技术的致命弱点是假阳性率高?有报道称最高
的假阳性率可达 [MfT%%VP用 S=D8K1D7杂交一
次次确证初步获得的众多差异片段无疑费时费

力?而用反式 S=D8K1D7杂交来进行差异片段的
初筛则使步骤大大简化P反式 S=D8K1D印迹是
将所有待筛选的片段点在一张膜上?用标记好
的 2(S"或 J#S"探针进行杂交?一次就能
完成所有筛选?再与 S=D8K1D7杂交或 ()*+’(
确证结合起来?不仅可节省时间&经费?还可快
速确定阳性片段P
本研究采用地高辛标记的 J#S"探针配

合化学放光检测法W(=JK1公司试剂盒X来进行
反式 S=D8K1D7印迹筛选?迅速地从 GM条片段
中找到目标片段W差异在 G倍以上的片段X?并
为 ()*+’(证实P整个操作在一天内完成?省
时省力?且无需放射性防护P

##*+’(技术是一个不断发展的技术?在

g%U%g第 G期 朱宇宁?等/差异显示 +’(技术在念珠菌基因表达研究中的应用

 



功能基因组研究中还有很大的应用潜力!念珠
菌作为重要的机会性致病原"加强 ##$%&’技
术在念珠菌基因表达研究的应用"不仅有助于
发现药物靶点和疫苗抗原(加深对微生物致病
性的认识"更可为研究复杂生物的基因功能提
供参考!
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国家自然科学基金面上项目批准数我校名列全国第一

据国家自然科学基金委国科金计函b_‘‘xcda号通知"_‘‘x年度集中受理期间申
报的国家自然科学基金面上(重点项目已经过严格评审正式批准立项!我校申报的面
上项目 2‘xg项"其中批准 _x!项"批准项目经费数 a2dwGa万元.申报重点项目 xx
项"其中批准 2‘项"批准项目经费数 2xwa万元!这次我校在面上(重点项目批准项
目数排名中均进入全国前三位"尤其是我校再次在面上项目批准数排名中名列全国
第一位!
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