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摘要 25 株临床分离的热带念珠菌通过 ATB FUNGUS 3 试

条分类为对氟康唑 ( FCA) 敏感的菌株和耐药的菌株，使用

ABI 7300 荧光定量分析仪扩增外排基因 CDＲ1、MDＲ1 和靶

酶基因 EＲG11，用 2 － ΔΔCT 法计算相对表达量，应用 Fisher 确

切概率法统计分析敏感菌株和耐药菌株的高表达率。结果

显示 MDＲ1 和 EＲG11 基因的高表达率差异有统计学意义( P
＜ 0. 05) ，CDＲ1 基因的高表达率差异无统计学意义 ( P ＞
0. 05) 。热带念珠菌对 FCA 耐药与外排基因 MDＲ1 和靶酶

基因 EＲG11 的高表达相关。
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随着广谱抗生素、免疫抑制剂、糖皮质激素等的

广泛使用，医源侵入性操作的增多，念珠菌感染率日

益升高，虽然白色念珠菌仍然是念珠菌感染的主要

病原菌，但近些年来，非白色念珠菌比例增多，热带

念珠菌已被认定为最流行的非白色念珠菌［1］。由

于唑类药物特别是氟康唑 ( fluconazole，FCA) 的广

泛应用，耐药性日益突出。念珠菌对唑类药物的耐

药机制主要有药物靶酶的变化和外排泵基因的过度

表达 2 种［2］。唑类药物的靶酶是 EＲG11 基因编码

的羊毛甾醇 14 α-去甲基化酶，CDＲ1 基因和 MDＲ1
基因编码的 CDＲ1p 和 MDＲ1p 是念珠菌最重要的 2
类药物外排蛋白。该实验采用实时荧光定量 PCＲ
法检测热带念珠菌 CDＲ1、MDＲ1、EＲG11 基因的表

达情况并比较耐药菌株和敏感菌株的表达差异，并

探讨其耐药机制。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 实验菌株 收集 2010 年 1 月 ～ 2012 年 12
月安徽医科大学第一附属医院检验科分离的热带念

珠菌 25 株，均经科玛嘉念珠菌显色培养基和法国生

物梅里埃公司 ATB Expression 仪鉴定。质控菌株为

热带念珠菌标准菌株 ATCC 750。
1． 1． 2 试剂与设备 ATB ID 32C 酵母菌鉴定试剂

盒、ATB FUNGUS 3 酵母菌药敏试剂盒 ( 微量稀释

法) 、ATB Expression 仪均购自法国生物梅里埃公

司; 柱式酵母总 ＲNA 抽提纯化试剂盒购自上海生工

生物公司; Thermo nanodrop 浓度仪购自美国 Thermo
Scientific 公司; 逆转录试剂盒购自加拿大 Fermentas
公司; 荧光定量试剂购自宝生物工程( 大连) 有限公

司; ABI 7300 荧光定量分析仪购自美国 Applied Bio-
systems 公司。
1． 1． 3 引物 根据 GenBank 序列，委托宝生物工

程( 大连) 有限公司设计、合成外排基因 CDＲ1 和

MDＲ1 荧光定量引物，委托上海生工生物公司合成

靶酶基因 EＲG11 引物，其引物序列参考文献［3］，委

托宝生物工程( 大连) 有限公司合成内参基因 ACT1
引物，其引物序列参考文献［4］，引物序列见表 1。

表 1 荧光定量 PCＲ 引物序列

基因 引物序列( 5’→3’)

CDＲ1 F: TGGAAAGAGTTGGAGGGTATGTTA
Ｒ: TCCCAAGGTTTCGCCATC

MDＲ1 F: TTGGCGTTAGAGGATTTACTTTGG
Ｒ: GAATGAAAACTTCTGGGAAAACTGG

EＲG11 F: CTACTCCCAAAAAAAACCATA
Ｒ: TAAACCTAATCCCAAGACATC

ACT1 F: GACCGAAGCTCCAATGAATC
Ｒ: AATTGGGACAACGTGGGTAA

1． 2 方法

1． 2． 1 药敏实验 采用法国生物梅里埃公司的

ATB FUNGUS 3 试条，抗真菌药物包括 5-氟胞嘧啶

( 5-fluorocytosine，5-FC ) 、两 性 霉 素 B ( amphotericin
B，AMB) 、FCA、伊曲康唑( itraconazole，ITＲ) 、伏立康

唑( voriconazole，VＲC) 。按照说明书进行操作，以

最 低 抑 菌 浓 度 ( minimal inhibitory concentration，

MIC) ≤8 mg /L 为敏感，以 MIC≥64 mg /L 为耐药，

分选出敏感菌株和耐药菌株。质控菌株按照说明书
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说明选择近平滑念珠菌 ATCC 22019 和克柔念珠菌

ATCC 6258。
1． 2． 2 总 ＲNA 提取及 cDNA 的合成 挑取科玛嘉

念珠菌显色板培养的单个菌落接种于 3 ml YPD 液

体培养基上，37 ℃ 250 r /min 振荡培养 24 h，使菌处

于对数生长期。使用柱式酵母总 ＲNA 抽提纯化试

剂盒抽提总 ＲNA，用 1% 琼脂糖凝胶电泳确定 ＲNA
质量，用 Thermo nanoprop 浓度仪测定 ＲNA 的浓度

与纯度，A260 /A280 = 1. 8 ～ 2. 0 才可逆转录为 cDNA。
使用 Fermentas 逆转录试剂盒把总 ＲNA 逆转录为

cDNA，放入 － 80 ℃保存。
1． 2． 3 实时荧光定量 PCＲ 以 50 μl 反应体系进

行实时荧光定量 PCＲ，反应体系包括 25 μl SYBＲ

Premix Ex TaqTMⅡ( 2 × ) ，10 μmol /L 的上下游引物

各 2 μl，ＲOX Ｒeference Dye ( 50 × ) 1 μl，无酶水 16
μl，4 μl 1 ∶ 10 稀释的 cDNA 模板 。反应条件为 95
℃ 30 s 预变性后，95 ℃ 5 s，60 ℃ 31 s，共 40 个循

环，扩增完毕后进行熔解曲线分析。每个菌株有 2
个复孔，同时设无模板对照。
1． 3 统计学处理 运用 2 － ΔΔCT法，计算出耐药菌株

和敏感菌株目的基因相对于参照菌株的目的基因的

表达倍数，即相对表达量，其中 ΔΔCT = ΔCT ( 实验

菌株) － ΔCT( 参照菌株) ，ΔCT = CT( 目的基因) －
CT( 内参基因 ACT1) 。统计基因高表达菌株在耐药

组与敏感组所占的比例，采用 SPSS 17. 0 统计软件

分析，耐药组与敏感组应用 Fisher 确切概率法。

2 结果

2． 1 药敏实验 选择 25 株热带念珠菌 17 株对

FCA 敏感( MIC≤8 mg /L) ，8 株对 FCA 耐药( MIC≥
64 mg /L) ，此 8 株耐 FCA 菌株对 ITＲ 和 VＲC 存在

交叉耐药现象。
2． 2 CDＲ1、MDＲ1 和 EＲG11 mＲNA 表达水平

从熔解曲线中可以看出，每个基因在熔解温度 Tm
处只存在一个峰，说明样本的目的基因都获得了特

异性扩增。见图 1、2。根据文献［3］，相对表达量≥
2. 5 为高表达，8 株耐药株中有 4 株不止 1 种基因高

表达，有 1 株 3 种基因均不高表达。现统计基因高

表达菌株在敏感组和耐药组所占百分率，见图 3。
在敏 感 组 中 有 1 株 CDＲ1 的 高 表 达，所 占 比 例

5. 88%，耐药组有 2 株 CDＲ1 的高表达，所占比例为

25% ; 在敏感组中没有 MDＲ1 的高表达，耐药组有 6
株 MDＲ1 的高表达，所占比例 75% ; 在敏感组中有 1

株 EＲG11 的高表达，所占比例为 5. 88%，耐药组有

4 株 EＲG11 的高表达，所占比例 50%。利用 Fisher
确切概率法显示敏感组和耐药组 CDＲ1 的高表达率

差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) ，耐药组 MDＲ1 和

EＲG11 的高表达率显著高于敏感组的高表达率( P
＜ 0. 05) 。

图 1 ACT1、CDＲ1 和 MDＲ1 基因的熔解曲线

图 2 EＲG11 基因的熔解曲线

图 3 基因高表达菌株在敏感组和耐药组中百分率

与敏感组比较: * P ＜ 0. 05
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3 讨论

近年来，以热带念珠菌为代表的非白色念珠菌

日益增多，美国的一项有关侵袭性真菌病的调查［5］

显示，热带念珠菌的临床分离率在 1997 年 ～ 2003
年从 4. 6%上升到 7． 5%，以 FCA 为代表的唑类药

物耐药问题也日益严重，引起临床的广泛关注，但国

内外对热带念珠菌耐药机制的研究并不多，本文针

对热 带 念 珠 菌 的 主 要 耐 药 基 因 CDＲ1、MDＲ1 和

EＲG11 在转录水平的表达情况进行研究。
本实验采用实时荧光定量技术，应用 2 － ΔΔCT 法

检测临床分离的非配对的热带念珠菌 CDＲ1、MDＲ1
和 EＲG11 基因的相对表达水平，本实验对耐药组和

敏感组的高表达率进行分析而不是对其相对表达量

直接进行分析，考虑到这些菌株不是来自于同一个

患者，具有异质性，分析高表达率更能反映这些基因

的表达与耐药的关系。结果显示耐药组 MDＲ1 和

EＲG11 基因的高表达率显著高于敏感组的高表达

率，而耐药组 CDＲ1 基因的高表达率与敏感组的高

表达率差异无统计学意义，这说明热带念珠菌临床

分离株的耐药性与主要易化载体超家族蛋白和羊毛

甾醇 14 α-去甲基化酶的高表达相关，前者与张月香

等［6］研究结论相符，后者与 Jiang et al［3］和 Vande-
putte et al［7］研究结论相符。主要易化载体超家族

蛋白利用离子梯度势能作为能量来源，将细胞内的

药物转运到细胞外，导致耐药; 羊毛甾醇 14 α-去甲

基化酶作为靶酶，表达增高意味着需要更高的胞内

药物浓度来抑制靶酶的活力，同样导致了耐药。江

岑 等［8］在研究中发现热带念珠菌耐药株中主动外

排蛋白的底物罗丹明 6G 的外排作用不显著，这与

本实验中耐药组 CDＲ1 的高表达率与敏感组的高表

达率差异无统计学意义相符。
本研究显示耐药菌株存在交叉耐药现象，由于

Sanglard et al［9］将过度表达的 MDＲ1 基因转入酿酒

酵母 pdr5 突变株，发现其只对 FCA 耐药，而对其他

唑类药物不耐药，MDＲ1p 底物具有特异性，因此交

叉耐药现象可能是由于靶酶基因 EＲG11 的高表达

引起，而不是由 MDＲ1 基因的高表达造成。本实验

中有 1 株敏感株 CDＲ1 基因的高表达和 1 株敏感株

EＲG11 基因的高表达，说明主动外排蛋白的高表达

和靶酶的高表达不一定导致耐药。实验中 8 株耐药

株中有 4 株都不止一种耐药基因的高表达，说明热

带念珠菌的耐药可能是由多种基因共同作用的结

果，这对研发新的抗真菌药物具有理论意义。实验

中有一株耐药株 3 种基因均不高表达，说明此热带

念珠菌存在其他的耐药机制。
热带念珠菌感染率和耐药率的升高给临床抗真

菌治疗带来了严峻的挑战，本实验中对热带念珠菌

外排蛋白和靶酶的研究对研发新的抗真菌药物具有

重要意义，但热带念珠菌对 FCA 的耐药有多种耐药

机制，过程复杂，需要不断深入和持续的研究。
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A preliminary study on fluconazole resistance mechanism of Candida tropicalis
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( Dept of Clinical Laboratory，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Fluconazole( FCA) -susceptible and resistant isolates were classified by ATB FUNGUS 3 strip from 25
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clinical Candida tropicalis，efflux gene CDＲ1，MDＲ1 and enzyme gene EＲG11 were amplified by ABI 7300 Taq-
Man analyzer，relative expression quantities were calculated by 2 － ΔΔCT method，overexpression rates of sensitive iso-
lates and resistant isolates were statistically analyzed using Fisher exact probability method． There were statistically
significant differences in the overexpression rates of MDＲ1 and EＲG11 ( P ＜ 0. 05 ) ，no statistically significant
difference in the overexpression rate of CDＲ1 ( P ＞ 0. 05) ． Candida tropicalis resistance to FCA was mediated by
overexpression of efflux gene MDＲ1 and enzyme gene EＲG11．
Key words Candida tropicalis; fluconazole resistance; CDＲ1; MDＲ1; EＲG11
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Correlation of plantar pressure and walking phase
in post-stroke hemiplegic patients

Yang Jie，Ni Chaomin，Yin Aoran，et al
( Dept of Ｒehabilitation Medicine，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To analyze the correlation of plantar pressure and walking phase in post-stroke hemiplegic
patients． Methods Thirty post-stroke hemiplegic patients were recruited for the experimental group． These patients
were accorded with the criteria that the subjects could walk 10 m independently． Thirty healthy adults were selected
as control group． Gait and balance function training evaluation system was used in time-space parameter and plantar
pressure analysis． Ｒesults There was no significant difference ( P ＞ 0. 05) in the peak of plantar pressure of left
and right lower limbs of normal persons． There were significant differences ( P ＜ 0. 01) in the peak of plantar pres-
sure of affected and unaffected lower limbs of post-stroke hemiplegic patients． Compared to the control group，there
were significant differences ( P ＜ 0. 05) in the peak of plantar pressure，swing time ratio and stance time ratio of
post-stroke hemiplegic patients． The swing time ratio and stance time ratio of post-stroke hemiplegic patients had a
positive correlation with the peak of plantar pressure of unaffected lower limbs post-stroke hemiplegic patients in
heel strike phase，stance phase and push-off phase ( P ＜ 0. 01) ． The swing time ratio and stance time ratio of post-
stroke hemiplegic patients had a negative correlation with the peak of plantar pressure of affected lower limbs post-
stroke hemiplegic patients in heel strike phase，stance phase and push-off phase ( P ＜ 0. 01) ． Conclusion Plantar
pressure of unaffected and affected lower limbs post-stroke hemiplegic patients has a high correlation with walking
phase．
Key words stroke; plantar pressure; swing phase time; stance phase time
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