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３０例复发性外阴阴道念珠菌病患者致病菌株分析
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　　摘　要：目的　探讨复发性外阴阴道念珠菌病（ＲＶＶＣ）患者阴道和肛管念珠菌的异同。方法　收集３０例ＲＶＶＣ患者阴道和

肛管的菌株，三色荧光分别标记保守基因ＣＤＣ３、ＥＦ３和 ＨＩＳ３微卫星序列引物，ＰＣＲ扩增，产物行聚丙烯酰胺凝胶电泳。Ｇｅｎｅ

Ｓｃａｎ软件扫描获取片段精确长度，Ｇｅｎｏｔｙｐｅ软件基因分型。结果　３０例患者中，有１７例患者阴道和肛管的菌株为白色念珠菌，

且基因型彼此相同。结论　ＲＶＶＣ患者阴道的菌株可能从肛管移行而来，这可能是导致该病反复发作的重要因素之一。
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　　复发性外阴阴道念珠菌病（ＲＶＶＣ）是顽固难治的疾病之

一，主要致病菌是白色念珠菌，少数为非白色念珠菌。导致

ＲＶＶＣ复发的危险因素较多。阴道与肛管的解剖位置临近，

可能发生同一致病菌株在二者间移行，这可能是造成该病反复

发作的重要因素之一。本研究借鉴已经建立的白色念珠菌基

因分型方法，以白色念珠菌３个保守基因ＣＤＣ３、ＥＦ３和 ＨＩＳ３

的微卫星序列多态性为分型标记，结合聚丙烯酰胺凝胶电泳

（ＰＡＧＥ），对阴道和肛管的白色念珠菌进行基因分型，分析两

处来源的菌株是否相同，探讨肠道菌库理论的合理性。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２００７年１０月至２０１０年１０月在云南省

第一人民医院妇科门诊就诊的女性 ＲＶＶＣ患者３０例，年龄

２０～５０岁，平均３３．５岁；病程１～１１年，平均３．６年。入选标

准：具有典型临床症状，近一年发作４次或４次以上；真菌镜检

有假菌丝，真菌培养可见奶酪状菌落；患者在院外至少接受了

１次治疗，包括系统抗真菌药物和（或）外用抗真菌药物，无效。

排除标准：有自身免疫性或免疫缺陷疾病者；妊娠或合并其他

生殖器感染性疾病者；有特殊药物和食物服用史者；１周内阴

道给药和阴道灌洗者；２周内接受抗生素和抗真菌治疗（包括

系统用药和外用药）。

１．２　方法

１．２．１　实验菌株取材方法　外阴和肛管（齿线以下）消毒后将

无菌生理盐水浸湿的棉拭子留置３０ｓ，棉拭子取材后接种到含

氯霉素的沙氏培养基上，分离纯化得到菌株。白色念珠菌标准

株由中国医学科学院皮肤病研究所真菌科惠赠。

１．２．２　鉴别白色念珠菌的ＰＣＲ　在每个菌株长出的单菌落

中随机挑取３个，参照文献［１２］应用白色念珠菌特异性引物

进行煮菌ＰＣＲ，能扩增出２５７ｂｐ片段的菌株为白色念珠菌，继

续进行下一步实验。不能扩增出２５７ｂｐ片段的菌株为非白色

念珠菌，终止实验。

１．２．３　荧光引物ＰＣＲ扩增　玻璃珠法抽提各酵母菌标准株

基因组ＤＮＡ作为ＰＣＲ模板备用，参照文献［３］，由Ｉｎｖｉｔｒｉｇｅｎ

英潍捷基（上海）贸易有限公司合成ＣＤＣ３、ＥＦ３和 ＨＩＳ基因位

点微卫星序列引物，并于各位点上游引物５′端标记不同显色

的荧光（表１）。以荧光引物扩增三位点微卫星序列，目标

ＤＮＡ片段为１００～４００ｂｐ。２０μＬＰＣＲ体系：１０×ＰＣＲ缓冲液

（加 Ｍｇ
２＋）２．５μＬ，三磷酸脱氧核糖核苷（ｄＮＴＰ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ）

０．４μＬ，引物（２０μｍｏｌ／Ｌ）各２．０μＬ，Ｔａｑ酶（５Ｕ／μＬ）０．２μＬ，

ＤＮＡ模板２．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ 平衡至２０μＬ。９４ ℃预变性１０

ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５３℃退火１ｍｉｎ，７２℃ 延伸３０ｓ，共３０个

循环；最后７２℃再延伸７ｍｉｎ，４℃保温。取１０μＬＰＣＲ产物

于１．０％琼脂糖凝胶中１５０Ｖ电泳２０ｍｉｎ，紫外灯下观察。

１．２．４　ＰＡＧＥ及基因分型　参照文献［４５］，将３个基因位点

的ＰＣＲ产物混合，取０．１μＬ扩增产物与ＧｅｎｅＳｃａｎ５００ＬＩＺ相
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表１　　白色念珠菌３保守基因微卫星序列及ＰＣＲ荧光引物

位点（基因库代码） 染色体 引物 荧光（颜色）

ＣＤＣ３（Ｚ２５８６９） １ ５′ＣＡＧＡＴＧＡＴＴＴＴＴＴＧＴＡＴＧＡＧＡＡＧＡＡ３′ ＦＡＭ（蓝）

５′ＣＡＧＴＣＡＣＡＡＧＡＴＴＡＡＡＡＴＧＴＴＣＡＡＧ３′

ＥＦ３（Ｚ１１４８４） ５ ５′ＴＴＴＣＣＴＣＴＴＣＣＴＴＴＣＡＴＡＴＡＧＡＡ３′ ＴＥＴ（黑）

５′ＧＧＡＴＴＣＡＣＴＡＧＣＡＧＣＡＧＡＣＡ３′

ＨＩＳ３（ＡＦ００６６０５） ３ ５′ＴＧＧＣＡＡＡＡＡＴＧＡＴＡＴＴＣＣＡＡ３′ ＨＥＸ（绿）

５′ＴＡＣＡＣＴＡＴＧＣＣＣＣＡＡＡＣＡＣＡ３′

对分子质量标准混合，９５ ℃预热５ｍｉｎ，基因分析仪 ＡＢＩ

Ｐｒｉｓｍ３７００ＧｅｎｅｔｉｃＡｎａｌｙｚｅｒ上１２００Ｖ电泳１．５ｈ。ＧｅｎｅＳｃａｎ

Ａｎａｌｙｓｉｓ３．７软件行数据收集、泳道线矫正、迁移片段大小测

量，Ｇｅｎｏｔｙｐｅ３．７软件进行基因分型。蓝、黑和绿色荧光扩增

峰分别对应于ＣＤＣ３、ＥＦ３和 ＨＩＳ３基因位点扩增产物。单峰

为纯合子，双峰为杂合子。

２　结　　果

２．１　ＰＣＲ鉴别白色念珠菌的情况　以部分菌株为例，１３Ａ１、

１３Ａ２、１３Ａ３表示菌株１３Ａ的３个菌落，均未扩增出２５７ｂｐ

片段，属于非白色念珠菌。１４Ａ１、１４Ａ２、１４Ａ３表示菌株１４Ａ

的３个菌落，均能扩增出２５７ｂｐ片段，确定为白色念珠菌。见

图１。

　　１３Ａ１～１３Ｂ３：非白色念珠菌；１４Ａ１～１４Ｂ３：白色念珠菌。

图１　　白色念珠菌特异引物扩增后电泳图

２．２　菌株及基因分型情况　３０例患者中，有１８例阴道和肛管

的菌株均为白色念珠菌，其中有１７例阴道和肛管的菌株基因

型彼此相同，１例的菌株基因型彼此不同；有１例患者阴道菌

株为白色念珠菌，肛管菌株为非白色念珠菌；１例患者肛管菌

株为白色念珠菌，阴道菌株为非白色念珠菌；１０例患者阴道和

肛管菌株均为非白色念珠菌。从１７例白色念珠菌患者中分离

得到的３４株白色念珠菌的基因型出现频率，见表２。

表２　　３４株白色念珠菌的基因型出现频率

ＣＤＣ３ ＥＦ３ ＨＩＳ３ 菌株（狀）

１１５：１２３ １２０：１２９ １５８：２０２ １２

１１５：１２３ １２０：１２９ １５８：１９８ ８

１１５：１２３ １２０：１２９ １５８：２１０ ４

１１５：１２３ １２０：１２９ １５８：４５５ ４

１１５：１１９ １３０：１３３ ３４５：３５７ ２

１１５：１２３ １２０：１２９ １５８：２０４ ２

１１９：１１９ １２４：１２７ １５０：１５０ ２

３　讨　　论

ＲＶＶＣ的反复发作给患者造成长期的身心痛苦，也是困

扰临床治疗的难题。ＲＶＶＣ的复发究竟是原来菌株“再燃”还

是感染新菌株一直是国内外研究热点。本研究试图探讨肠道

菌库因素对该病复发的影响。佘晓东等［６］采用特异性片段扩

增和限制性片段长度多态性（ＲＦＬＰ）两种种类分型方法，结果

显示同一患者在多部位念珠菌感染时只含有一种基因型。有

研究采用随机扩增ＤＮＡ多态性（ＲＡＰＤ）的方法，研究了２４例

外阴阴道念珠菌病（ＶＶＣ）患者复发前后菌株的异同，结果显

示半数以上患者复发前、后的菌株基因型完全相同，提示ＶＶＣ

的再次发作是由于原感染菌株的“再燃”［７１０］。有研究运用

ＰＣＲ扩增２５ＳｒＤＮＡ片段比较后发现，同一患者阴道及肠道念

珠菌基因型基本相似［１１１３］。

依据保守基因ＣＤＣ３、ＥＦ３、ＨＩＳ３具备微卫星特点
［４５］，采

用６羧基荧光素（ＦＡＭ）、四氯荧光素（ＴＥＴ）、六氯荧光素

（ＨＥＸ）等荧光素标记的引物扩增出特异长度的片段，对二倍

体的白色念珠菌进行基因分型。结果发现，半数以上的ＲＶＶＣ

患者，其阴道及肛管念珠菌基因型彼此相同。白色念珠菌作为

最常见的条件致病菌，可栖生在阴道、肛管等处。系统或局部

抗真菌治疗，常常只能清除阴道的白色念珠菌，但无法清除肛

管和直肠内的白色念珠菌，有研究者称其为肠道菌库［１４１５］。

治疗结束后，由于二者解剖位置临近，菌株逐渐又从肛管移行

到阴道并定植，导致症状再次发作。本研究认为ＲＶＶＣ的再

次发作是原来菌株“再燃”，而非感染新菌株。对于ＲＶＶＣ患

者的治疗，既要考虑致病菌（念珠菌）方面，也要考虑宿主（患

者）方面。仅仅采用抗真菌治疗可能并不完善，而提高患者的

系统免疫力和阴道局部免疫力，防止肛管移行来的菌株在阴道

定植，也可能成为治疗的重要措施。

（志谢：感谢中国医学科学院皮肤病研究所真菌科刘维达

教授，沈永年、吕桂霞老师对本实验的支持和指导。）
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