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　　摘　要：目的　探讨对氟康唑耐药白念珠菌分离的耐药基因ＣＤＲ１、ＣＤＲ２和 ＭＤＲ１在敏感株和耐药株中表达水平。方法　

从送检样本中分离并鉴定出白念珠菌，选取其中１１５株采用微量稀释法测定对氟康唑耐药的白念珠菌最小抑菌浓度（ＭＩＣ）值，并

采用ＰＣＲ方法检测白念珠菌耐药基因在敏感株和耐药株中表达情况。结果　１１５株白念珠菌对氟康唑的半数抑菌范围为５μｇ／

ｍＬ，９０％抑菌范围为１２６μｇ／ｍＬ；其中７６株敏感，３９株耐药，敏感率为６６．１％，耐药率为３６．８％。ＣＤＲ２基因△ＣＴ值敏感株组

为９．３３±３．２１，耐药株组为７．４９±２．５４，两组比较差异有统计学意义 （狋＝２．６５９，犘＜０．０５）；ＣＤＲ１基因和ＭＤＲ１基因的表达水平

在敏感株和耐药株中比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　白念珠菌耐药是个较为复杂的过程，其中白念珠菌对氟康唑耐

药与ＣＤＲ２高表达有关，与ＣＤＲ１和 ＭＤＲ１表达无关。
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　　近年来，随着治疗药物和方法不断增多，诸如激素、免疫抑

制剂、抗菌药物以及放疗、化疗等，使得真菌的分布和种类发生

变化，医院真菌感染发病率不断增加，严重感染时可造成血液

和内脏器官感染，给患者的预后和生命安全带来很大的威胁。

氟康唑因其不良作用小，生物利用度高，是真菌感染特别是白

念珠菌感染的预防和治疗的首选药物。但是由于氟康唑长期

大剂量使用，其耐药性已经十分普遍，严重影响药物治疗效果。

本文通过研究白念珠菌体外药敏试验和对白念珠菌ＣＤＲ１、

ＣＤＲ２、ＭＤＲ１耐药基因在耐药株和敏感株表达水平的差异分

析，探讨耐药基因表达与氟康唑耐药的相关性，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集河北医科大学第四医院２０１０年５月至

２０１２年６月各临床科室送检的尿液、痰液、血液、咽拭子和粪

便标本，经念珠菌显色培养基鉴定为白念珠菌。选取１１５株白

念珠菌采用微量稀释法对氟康唑的敏感性进行测定；选取药敏

实验证实的敏感株组和耐药株组各３５株，采用ＰＣＲ技术对比

两组ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、ＭＤＲ１基因的表达情况。纳入标准：（１）均

为本院检验科送检的样本；（２）经鉴定为白念珠菌；（３）所有操

作均符合本院检验科操作标准。

１．２　方法

１．２．１　白念珠菌对氟康唑最小抑菌浓度（ＭＩＣ）值测定采用微

量稀释法［１］
　（１）将白念珠菌置于沙氏葡萄糖琼脂培养基

（ＳＤＡ培养基）中活化后在４℃条件下保存，备用。（２）取少量

白念珠菌接种于 ＹＥＰＤ培养液中，４００ｒ／ｍｉｎ振荡培养，温度

２８～３０℃，活化２４ｈ，维持真菌在指数生长期后期。（３）在显

微镜下使用血细胞计数板进行计数，调整浓度在２×１０３～５×

１０３ｃｆｕ／ｍＬ。（４）取９６孔板，在每排的１号孔中加入１００μＬ

ＲＰＭＩ１６４０培养液作为空白对照，２～１１号孔加入浓度分别为

１２８．００、６４．００、１６．００、８．００、４．００、２．００、１．００、０．５０、０．２５μｇ／

０７２ 重庆医学２０１４年１月第４３卷第３期

 基金项目：国家自然科学基金资助项目（８１１０１２０３）。　作者简介：邵俊国（１９６３－），主管检验技师，本科，主要从事临床氟康唑耐药相关

基因实验研究。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：１３９３０１８８９５０；Ｅｍａｉｌ：ｓｕｎｎｙｊｉｎｙａｎ＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ。



ｍＬ的氟康唑注射液，１２号孔作为阳性对照。（５）将药敏板培

养２４ｈ后，采用酶标仪测量各孔的 ＯＤ值，并与阳性对照对

比，其中ＯＤ值下降８０％以上的浓度为 ＭＩＣ值。实验平行操

作２～３次，当两次 ＭＩＣ值差一个浓度时，选取较高浓度作为

ＭＩＣ值。

１．２．２　耐药基因的表达测定
［２］
　（１）总ＲＮＡ的提取分离将

１．２．１试验中处于指数生长后期的菌液离心，弃去上清液，无

菌蒸馏水冲洗后用酵母菌总ＲＮＡ抽提试剂盒提取白念珠菌

总ＲＮＡ，再加入１ＵＤＮａｓｅⅠ温浴２ｈ。（２）ｃＤＮＡ合成取１

μＬＲＮＡ于ＰＣＲ管中，加入１μＬＲＮａｓｅ抑制剂、５μＬ缓冲液、

３μＬｄＮＴＰ、３０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２３μＬ、ｄｄＨ２Ｏ５．５μＬ、随机引物

０．５μＬ、逆转录酶１μＬ组成ＲＴ反应体系，总体系２０μＬ，置于

ＰＣＲ仪中，设定参数：３０℃５ｍｉｎ，４０℃１０ｍｉｎ，９８℃３ｍｉｎ，５

℃４ｍｉｎ，结束反应后将产物于－２０℃条件下保存备用。（３）

引物设计１８ＳｒＲＮＡ作为内参照的引物，上游为５′ＴＣＴＴＧＴ

ＡＣＧＧＣＡＣＡＴＡＴＣＴＣＧＴ３′，下游为５′ＧＴＴＴＣＧＡＧＡ

ＧＧＡＣＣＴＴＣＡＧＴＣ３′，长度为１５０ｂｐ；ＣＤＲ１上游引物为５′

ＣＡＡＴＣＡＴＡＴＴＴＣＧＴＣＣＧＡＴＣ３′；下游为５′ＣＡＴＣＧＧ

ＣＴＣＡＴＴＴＣＣＡＧＴＡＣ３′，长度为１１６ｂｐ；ＣＤＲ２上游引物

为５′ＴＧＡＣＣＡＧＡＴＣＴＴＡＴＴＡＧＣＡ３′，下游引物为５′

ＣＣＧＴＣＣＡＴＧＴＡＧＴＣＣＣＧＴＣ３′，长度为１６０ｂｐ；ＭＤＲ１

上游引物为５′ＣＴＣＴＣＡＴＣＧＧＧＴＴＴＣＧＣＡＴＧ３′；下游为

５′ＡＡＴＴＧＴＧＴＧＴＴＡＧＣＴＡＣＴＡＧ３′，长度为１１２ｂｐ。

（４）ＰＣＲ总反应体积２０μＬ，含ｄｄＨ２Ｏ８μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ，Ｔａｑ

酶８μＬ，上下游引物均为１μＬ。ＰＣＲ中扩增和定量，参数设置

为９５℃变性３０ｓ，９０℃退火１ｍｉｎ，７０℃２０ｓ，４２次循环。

１．３　判断标准　根据美国临床实验室标准化研究所（ＣＬＳＩ）

标准［３］，敏感（Ｓ）：ＭＩＣ≤８μｇ／ｍＬ，耐药（Ｒ）：ＭＩＣ≥６４μｇ／ｍＬ。

采用ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ系统软件计算ＣＴ值，△ＣＴ值＝目的基因

ＣＴ值－１８ＳｒＲＮＡＣＴ值；其中△ＣＴ值越小，相对基因表达量

越高，反之则越低。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计学软件进行检验，计

量资料均用狓±狊表示，采用狋检验，检验水准α＝０．０５，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　白念珠菌对氟康唑 ＭＩＣ测定结果　１１５株白念珠菌对氟

康唑的半数抑菌范围为５μｇ／ｍＬ，９０％抑菌范围为１２６μｇ／ｍＬ；

其中７６株敏感，３９株耐药，敏感率为６６．１％，耐药率为３６．８％；

对耐药菌株来源进行分析后发现，痰液的白念珠菌耐药率为

３７．７％，尿液２２．２％，粪便２９．４％，咽拭子３６．８％，见表１。

表１　　１１５株白念珠菌对氟康唑敏感性测定结果

标本来源 株数（狀） 敏感（Ｓ） 耐药（Ｒ） 敏感率（％）耐药率（％）

痰液 ６１ ３８ ２３ ６２．３ ３７．７

尿液 １８ １４ ４ ７７．８ ２２．２

粪便 １７ １２ ５ ７０．６ ２９．４

咽拭子 １９ １２ ７ ６３．２ ３６．８

总计 １１５ ７６ ３９ ６６．１ ３３．９

２．２　耐药株组和敏感株组耐药基因△ＣＴ值对比　敏感株组

ＣＤＲ１基因△ＣＴ 值与耐药株比较差异无统计学意义（狋＝

０．７２５，犘＞０．０５）；敏感株组ＣＤＲ２基因△ＣＴ值明显高于耐药

株组，两组比较差异有统计学意义（狋＝２．６５９，犘＜０．０５）；敏感

株组 ＭＤＲ１基因△ＣＴ值与耐药株组比较差异无统计学意义

（狋＝０．８０５，犘＞０．０５），见表２。

表２　　耐药株组和敏感株组耐药基因△ＣＴ值

　　　对比（狓±狊，狀＝３５）

组别
△ＣＴ值

ＣＤＲ１ ＣＤＲ２ ＭＤＲ１

敏感株组 ７．８１±２．１３ ９．３３±３．２１ ９．６７±２．９３

耐药株组 ７．３８±２．７９ ７．４９±２．５４ ９．１４±２．５７

狋 ０．７２５ ２．６５９ ０．８０５

犘 ＞０．０５ ＜０．０５ ＞０．０５

３　讨　　论

调查发现，约有２００种真菌可以引起人体疾病。随着免疫

抑制剂、激素和大量抗生素在临床的广泛使用，加之各种介入

治疗不断增多，导致真菌感染的发病率逐年增加，其中白念珠

菌感染最为多见［４］。白念珠菌感染后往往侵犯内脏器官、血液

系统，给患者的治疗和预后带来极大的威胁。目前临床上治疗

白念珠菌主要是三唑类抗真菌药，其主要通过对真菌细胞羊毛

甾醇的去甲基反应，使真菌细胞质膜完整性缺失，进而抑制真

菌的繁殖和生长。氟康唑因生物利用度高、安全性好而成为临

床上使用最广泛的三唑类抗真菌药，并且对真菌感染取得了满

意疗效［５６］。氟康唑与其他三唑类药物一样，对真菌的生长和

繁殖起到抑制作用，但是对真菌无杀灭作用，因此在反复和长

期给药过程中容易导致对氟康唑耐药菌株的出现。研究发

现［７］，６５％～７５％的真菌感染属于白念珠菌感染，其中８５％以

上的白念珠菌对氟康唑出现耐药性，甚至部分已经对两性霉素

Ｂ产生耐药。因此需要对白念珠菌的耐药原因进行研究，为临

床治疗提供指导。

白念珠菌的耐药机制主要有以下几个方面与耐药基因表

达增加有关［８１５］，目前已经被发现的耐药基因有ＣＤＲ１、ＣＤＲ２

和 ＭＤＲ１，这３种基因高表达可以诱发白念珠菌产生耐药。目

前对白念珠菌耐药机制的研究主要是通过同一表型严格配对

基础上，然而尚元元等［１０］研究发现，白念珠菌敏感株和耐药株

的耐药机制无法解释非配对耐药株的耐药机制，因此需要对非

配对耐药株和敏感株表达情况进行研究，分析其可能的机制。

本研究发现，１１５株白念珠菌中有７６株敏感，３９株耐药，敏感

率为６６．１％，耐药率为３６．８％；这说明白念珠菌对氟康唑的耐

药情况已经相当严重，这与氟康唑的临床上大量使用有关，这

就提示在临床治疗中，需要结合实验室药敏检查，选用其他抗

真菌药或者根据患者的具体情况进行综合治疗，降低因不合理

用药引起的药物耐药发生率。对耐药株组和敏感株组耐药基

因进行研究后发现，ＣＤＲ１基因和 ＭＤＲ１基因的表达水平在敏

感株和耐药株中差异无统计学意义（犘＞０．０５），ＣＤＲ２基因在

耐药株中的表达明显高于敏感株（犘＜０．０５）。这一结果提示，

耐药基因表达增加可以引起白念珠菌耐药，但是并非所有白念

珠菌耐药株均会同时出现上述３种基因表达增加。这也说明

白念珠菌的耐药不是由几个基因作用导致的，而是在多种因素

不同水平下调节和控制作用实现的。

综上，导致白念珠菌耐药的原因较复杂，目前发现ＣＤＲ２

基因在耐药株中的表达明显高于敏感株，而 ＣＤＲ１基因和

ＭＤＲ１基因的表达水平在敏感株和耐药株中差异无统计学意

义。因此需要进一步研究更多的耐药机制，为临床治疗提供科

学的依据。
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长等有密切关系，而纠正学生的不良用眼和行为习惯、减轻学

业负担、促进户外活动和保证充足睡眠时间将有助于保护中小

学生视力，降低视力低下患病率。
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下影响因素分析［Ｊ］．中华疾病控制杂志，２００８，１２（４）：

３５４３５６．

［７］ 林国桢，陈清．１９９１～２００５年广州市中小学生视力变化

［Ｊ］．中国预防医学杂志，２００７，８（４）：４３４４３７．

［８］ 蒋伟蓉，黎逢保．岳阳市城区高中毕业生视力与体质指数

关系调查分析［Ｊ］．吉林医学，２００９，３０（２１）：２６６３２６６４．

［９］ ＲｏｓｅＫＡ，ＭｏｒｇａｎＩＧ，ＳｍｉｔｈＷ，ｅｔａｌ．Ｍｙｏｐｉａ，ｌｉｆｅｓｔｙｌｅ，

ａｎｄｓｃｈｏｏｌｉｎｇｉｎｓｔｕｄｅｎｔｓｏｆＣｈｉｎｅｓｅｅｔｈｎｉｃｉｔｙｉｎＳｉｎｇａ

ｐｏｒｅａｎｄＳｙｄｎｅｙ［Ｊ］．ＡｒｃｈＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，２００８，１２６（４）：５２７

５３０．

［１０］ＹａｎｇＲＪ，ＳｈｅｕＪＪ，ＣｈｅｎＨＳ，ｅｔａｌ．Ｍｏｒｂｉｄｉｔｙａｔｅｌｅｍｅｎｔａ

ｒｙｓｃｈｏｏｌｅｎｔｒｙｄｉｆｆｅｒｓｂｙｓｅｘａｎｄｌｅｖｅｌｏｆｒｅｓｉｄｅｎｃｅｕｒ

ｂａｎｉｚａｔｉｏｎ：ａｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｃｒｏｓｓｓｅｃｔｉｏｎａｌｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＢＭＣ

ＰｕｂｌｉｃＨｅａｌｔｈ，２００７，７：３５８．

［１１］ＬｕＱ，ＺｈｅｎｇＹ，ＳｕｎＢ，ｅｔａｌ．Ａｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｂａｓｅｄｓｔｕｄｙｏｆ

ｖｉｓｕａｌｉｍｐａｉｒｍｅｎｔａｍｏｎｇｐｒｅｓｃｈｏｏｌｃｈｉｌｄｒｅｎｉｎＢｅｉｊｉｎｇ：

ｔｈｅＢｅｉｊｉｎｇｓｔｕｄｙｏｆｖｉｓｕａｌｉｍｐａｉｒｍｅｎｔｉｎｃｈｉｌｄｒｅｎ［Ｊ］．Ａｍ

ＪＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ，２００９，１４７（６）：１０７５１０８１．

［１２］吕美霞，杨莉华，鲁本麟，等．中小学生视力低下多种干预

方法研究［Ｊ］．中华疾病控制杂志，２０１０，１４（９）：８７８８８１．

［１３］张玉兰，胡喜梅，董冠生，等．洛阳市中小学生视力低下变

化规律及预防对策［Ｊ］．中国预防医学杂志，２００８，９（１）：

５２５４．

［１４］ＨｅＭ，ＺｈｅｎｇＹ，ＸｉａｎｇＦ．Ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅｏｆｍｙｏｐｉａｉｎｕｒｂａｎ

ａｎｄｍｉｎｉｃｈｉｌｄｒｅｎｉｎｍａｉｎｌａｎｄＣｈｉｎａ［Ｊ］．Ｏｐｔｏｍ ＶｉｓＳｃｉ，

２００９，８６（１）：４０４４．

［１５］ＲｏｓｅＫＡ，ＭｏｒｇａｎＩＧ，ＩｐＪ，ｅｔａｌ．Ｏｕｔｄｏｏｒａｃｔｉｖｉｔｙｒｅｄｕｃｅｓ

ｔｈｅｐｒｅｖａｌｅｎｃｅｏｆｍｙｏｐｉａｉｎｃｈｉｌｄｒｅｎ［Ｊ］．Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙ，

２００８，１１５（８）：１２７９１２８５．

（收稿日期：２０１３０８１５　修回日期：２０１３１０２５）
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