
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０２００１１５６

体外诱导耐药阿萨希毛孢子菌氟康唑耐药相关基因筛选
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　　［摘要］　目的　筛选阿萨希毛孢子菌氟康唑耐药相关基因，为研究该菌氟康唑耐药机制及开发新
型抗真菌剂提供理论依据。方法　将临床分离的氟康唑敏感阿萨希毛孢子菌通过不断倍增氟康唑药物
浓度的方法进行体外诱导培养，直至药物浓度≥１２８μｇ／ｍＬ，再进行无药培养３０代，测定其ＭＩＣ值。分
别提取敏感菌株和诱导耐药菌株的总 ＲＮＡ，构建 ＲＮＡ文库，转录组测序后进行生物信息学分析，寻找
差异表达基因。相同方法诱导另外２株敏感菌株为耐药菌株，并对３对敏感与耐药菌株的基因组进行
测序，比较ＥＲＧ１１基因序列。结果　成功获得稳定的诱导耐药菌株，转录组发现耐药菌株中与药物转
运相关基因、麦角固醇合成相关基因、抗氧化基因等上调表达，其中氟康唑靶酶编码基因ＥＲＧ１１基因表
达上调了３．７倍。而基因组测序证实３株耐药菌株中 ＥＲＧ１１基因的碱基序列未发生突变。结论　阿
萨希毛孢子菌耐药分子机制复杂，麦角固醇合成途径中的基因，特别是 ＥＲＧ１１基因上调表达是其主要
机制之一，同时还与外排转运基因、抗氧化基因等有关。
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　　播散性毛孢子菌病是一种可累及包括皮肤、泌尿
道、肺、肝脏、脾脏、中枢神经系统、心脏等器官的复杂

真菌感染［１］。如诊治不及时，其病死率非常高，特别

是中性粒细胞减少的癌症患者、接受侵袭性治疗以及

广谱抗生素治疗的危重患者，病死率为 ３０％～８０％不
等［２－３］。而阿萨希毛孢子菌（Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎａｓａｈｉｉ，Ｔ．
ａｓａｈｉｉ）是引起播散性毛孢子菌病的最主要致病菌，近
年来该菌的感染也呈明显上升的趋势。ＤＥ等［２］回顾

分析了１９９４～２０１５年间 ５３７例侵袭性毛孢子菌感染
的报道，其中由 Ｔ．ａｓａｈｉｉ引起的感染数量从 １９９４～
２００４年间的２５．８％，迅速增长到 ２００５～２０１５年间的
７４．２％。ＧＵＯ等［４］对 ２００９～２０１６年间中国多个中心
收集并经ＤＮＡ准确鉴定的１３３株毛孢子菌分析发现，
其中８１．２％（１０８株）是 Ｔ．ａｓａｈｉｉ感染。以氟康唑为
代表的三唑类抗真菌药物是临床上治疗毛孢子菌感染

的最常用药物，而且对大部分 Ｔ．ａｓａｈｉｉ感染有效，但
近年来，有关该菌对氟康唑等三唑类耐药的报道不断

增多［２－４］。考虑到现有的对Ｔ．ａｓａｈｉｉ具有抗真菌活性
的药物数量有限，对三唑类药物耐药的发展可能严重

影响侵袭性感染患者的病死率。但目前该菌对唑类药

物耐药的机制不清，因此，开展唑类药物耐药机制研

究，对寻找新的药物作用靶点、开发新型抗真菌药、降

低患者病死率均有重要意义。

１　材料与方法

１．１　实验菌株
　　从我中心保存的 Ｔ．ａｓａｈｉｉ临床分离株中挑取了
３株，编号分别为ＪＭ４、ＪＭ５、ＪＭ６，其中ＪＭ４分离至国内
首例播散性毛孢子菌病患者面部皮肤，ＪＭ５和ＪＭ６分
别分离至皮肤感染和泌尿系感染者的皮肤和尿液。

１．２　药物试剂和仪器
　　药物：氟康唑干粉购于美国 Ｓｉｇｍａ公司。试剂：
ＲＰＭＩ１６４０干粉、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、３Ｎ吗啉基丙
磺酸干粉购于美国 Ｓｉｇｍａ公司；酵母提取物购于英国
Ｏｘｏｉｄ公司；ＰＢＳ磷酸盐缓冲液干粉购于美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司；ＴｒｉｚｏｌＲＮＡ提取试剂盒购于美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；
真菌ＤＮＡ提取试剂盒购于美国Ｏｍｅｇａ公司；ＤＮａｓｅＩ购
于美国Ｔｈｅｒｍｏ公司；ＫＡＰＡ链 ＲＮＡＳｅｑ试剂盒、ＫＡＰＡ
ＤＮＡ样品制备试剂盒购于美国Ｋａｐａ公司。仪器：ＨｉＳｅｑ
３０００第二代基因测序仪，美国Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司。
１．３　方法
１．３．１　菌株复苏与药敏实验　　从－８０℃冰箱中取
出实验用菌株，融化后挑取少量菌落接种至马铃薯葡

萄糖琼脂培养基（ＰＤＡ）上培养４８ｈ，再取单菌落转种
培养４８ｈ。制备菌悬液并进行菌落计数，参照ＣＬＳＩ指
南中推荐的Ｍ２７Ａ３标准化方案［５］对３株菌株进行氟
康唑药敏实验，测定其ＭＩＣ值。
１．３．２　氟康唑体外诱导　　参照 Ｔ．ａｓａｈｉｉ氟康唑体
外诱导方法［６］，对３株菌进行体外诱导耐药培养。氟
康唑浓度从０．２５μｇ／ｍＬ开始，依次倍增，直至氟康唑
浓度≥１２８μｇ／ｍＬ，再无药传代 ３０次，传代结束后进
行氟康唑药敏实验，测定其ＭＩＣ值。
１．３．３　ＲＮＡ提取与转录组测序　　将敏感菌株 ＪＭ４
及其体外诱导培养获得的耐药菌株（ＪＭ９）的单菌落分
别接种于 ＰＤＡ固体培养基中，３７℃培养 ４８ｈ。用
ＴｒｉｚｏｌＲＮＡ提取试剂盒分别提取２株菌的总 ＲＮＡ，然
后用ＤＮａｓｅＩ去除潜在的基因组 ＤＮＡ污染。在定量
和质量控制后，用 ＫＡＰＡ链 ＲＮＡＳｅｑ试剂盒，从这些
ＲＮＡ样品中构建 ＲＮＡＳｅｑ文库。以上过程的具体步
骤均参照试剂盒说明书进行。然后遵循标准 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
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样品制备方案并使用 ＨｉＳｅｑ３０００二代基因测序仪进
行高通量测序。

１．３．４　ＤＮＡ提取与基因组测序　　将敏感菌株
ＪＭ４、ＪＭ５、ＪＭ６及其体外诱导耐药菌株 ＪＭ９、ＪＭ１０、
ＪＭ１１的单菌落分别接种于 ＰＤＡ固体培养基中，３７℃
培养至４８ｈ。参照试剂盒使用说明书，用真菌ＤＮＡ提
取试剂盒分别提取６株菌的 ＤＮＡ，定量化后用 ＫＡＰＡ
ＤＮＡ样品制备试剂盒，构建双末端的 ＤＮＡ文库。然
后遵循标准Ｉｌｌｕｍｉｎａ样品制备方案并使用 ＨｉＳｅｑ３０００
二代基因测序仪进行高通量测序。

１．３．５　生物信息学分析　　对 Ｔ．ａｓａｈｉｉ转录组进行
高通量测序后，首先去除了低质量的序列和接头序列，

然后使用ＴｏｐＨａｔ软件（版本号ｖ２）将转录组测序读段
与Ｔ．ａｓａｈｉｉ标准株（ＣＢＳ２４７９）基因组进行比对。通
过公式ＦＰＫＭ（每百万测序读段中每Ｋｂ碱基长度上比
对上的测序读段的数目）评估基因的表达水平。通过

Ｒ语言包中ｅｄｇｅＲ包计算差异表达的基因（ＤＥＧ）。标
准如下：如果某基因的 ＦＤＲ值＜０．００１且倍数变化＞
１．３（上调）或＜０．７（下调），则认为这些基因是差异表
达基因。使用 ＡＢｙＳＳ软件拼接敏感菌株与耐药菌株
的基因组序列，通过ＢＬＡＳＴＮ软件鉴定出ＥＲＧ１１的基
因序列。

２　结果

２．１　药敏与氟康唑体外诱导
　　诱导前３株菌 ＪＭ４、ＪＭ５、ＪＭ６的氟康唑 ＭＩＣ值分
别为２μｇ／ｍＬ、１μｇ／ｍＬ、２μｇ／ｍＬ，氟康唑体外诱导后
及无药传代３０代后其 ＭＩＣ值均≥６４μｇ／ｍＬ，意味着
将３株氟康唑敏感菌株诱导成为稳定的氟康唑耐药菌
株，并分别命名为ＪＭ９、ＪＭ１０、ＪＭ１１（表１）。

表１　实验菌株诱导前后对氟康唑药物敏感性的变化

菌株

编号
来源

诱导前

ＭＩＣ值
诱导后

ＭＩＣ值
传代后

ＭＩＣ值（编号）
ＪＭ４ 皮肤 ２μｇ／ｍＬ ≥１２８μｇ／ｍＬ ≥６４μｇ／ｍＬ（ＪＭ９）
ＪＭ５ 皮肤 １μｇ／ｍＬ ≥１２８μｇ／ｍＬ ≥６４μｇ／ｍＬ（ＪＭ１０）
ＪＭ６ 尿液 ２μｇ／ｍＬ ≥６４μｇ／ｍＬ ≥６４μｇ／ｍＬ（ＪＭ１１）

２．２　ＲＮＡ提取与转录组测序质量
　　成功提取了敏感菌株ＪＭ４及其诱导耐药菌株ＪＭ９
的总ＲＮＡ，均未发生降解，可用于建立文库及高通量
测序。对转录组测序进行２个生物学重复，表２是转

录组测序数据统计表，总共获得４Ｇｂ高质量数据量，两
株菌的转录组测序数据饱和图如图１所示，表明测序数
据量可以满足后续对表达量差异变化基因的筛选。
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图１　转录组数据饱和图　（ＪＭ４为敏感菌株，ＪＭ９为耐药菌株）

２．３　差异表达基因筛选
　　根据相关生物信息学软件分析、比对，计算得到表
达量信息和差异表达情况，其中，１４０５个基因表达上
调，２１１２个基因表达下调。初步确定了７３个和耐药
相关的基因，其中３８个为上调表达的基因。主要包括
麦角固醇生物合成途径上的相关基因，如 ＥＲＧ１１、
ＥＲＧ３等，其中氟康唑药物作用靶酶基因 ＥＲＧ１１在耐
药菌株中的表达量是敏感菌株的３．７倍（表３）；药物
外排转运有关的基因，如 ＡＴＰ结合盒（ＡＢＣ）、主要易
化子超家族（ＭＦＳ）转运蛋白基因等（表４）；以及抗氧
化基因等，如硫氧还蛋白过氧化物酶（ＴＰｘ）基因在耐
药菌株中的表达量是敏感菌株的４０倍。
２．４　ＥＲＧ１１全基因序列比较
　　为了明确ＤＮＡ水平突变特别是ＥＲＧ１１基因是否
与氟康唑耐药相关，对３株敏感菌株及其耐药菌株分
别进行基因组测序，数据量均约 ３Ｇ，覆盖在 １００Ｘ以
上，数据量足以满足后续基因组拼接和突变检测分析。

通过拼接和比对分析，确定了６株菌ＥＲＧ１１基因的全
基因序列，发现６株菌的 ＥＲＧ１１基因在 ＤＮＡ水平上
序列没有发生突变，３株敏感菌株与 ３株诱导耐药菌
株的ＥＲＧ１１基因序列完全一致。

表２　转录组测序统计数据

样本
原始序

列数

原始数

据量／ｂｐ
高质量

序列数

高质量

数据量／ｂｐ

敏感株重复１ １２６３３２６０ １２１２７９２９６０ １２０９５８４０ １０３７１２９２５４

敏感株重复２ １２６３３２６０ １２１２７９２９６０ １２０９５８４０ ９３１１７６８４４

耐药株重复１ １０７２６４９１ １０２９７４３１３６ １０３３２９９１ ９５２７１４９５０

耐药株重复２ １０７２６４９１ １０２９７４３１３６ １０３３２９９１ ８６７３６４３０５
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表３　麦角固醇合成途径中相关基因的表达量变化

基因编号 耐药均值 敏感均值 差异倍数 注释 基因

Ａ１Ｑ１＿００５２３ ６５０．０３２ ５５．９４５１ １１．６ Ｃ８ｓｔｅｒｏｌｉｓｏｍｅｒａｓｅ ＥＲＧ２
Ａ１Ｑ１＿００６５１ ２１５８．８７ １０７１．２ ２．０ Ｃ４ｍｅｔｈｙｌｓｔｅｒｏｌｏｘｉｄａｓｅ ＥＲＧ２５
Ａ１Ｑ１＿００６９０ ４３０．７７５ ５０５．７６２ －１．２ Ｃ２２ｓｔｅｒｏｌｄｅｓａｔｕｒａｓｅ ＥＲＧ５
Ａ１Ｑ１＿００８８０ １９９．０８６ ７８．７８９ ２．５ ｆａｒｎｅｓｙｌｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅｆａｒｎｅｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ＥＲＧ９
Ａ１Ｑ１＿０１５６４ ５０．５９３ ５６．０２２７ －１．１ ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌｇｌｕｔａｒｙｌＣｏＡｒｅｄｕｃｔａｓｅ（ＮＡＤＰＨ） ＨＭＧ
Ａ１Ｑ１＿０１６７２ １６７０．０４ ７７８．０４ ２．１ ｓｑｕａｌｅｎｅｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ ＥＲＧ１
Ａ１Ｑ１＿０１８１９ ２９２．２７８ ６４．０３５３ ４．６ Ｃ３ｓｔｅｒｏｌｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ（Ｃ４ｓｔｅｒｏｌｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ） ＥＲＧ２６
Ａ１Ｑ１＿０２０９８ １２１７．１７ ３２９．８５２ ３．７ ｌａｎｏｓｔｅｒｏｌ１４ａｌｐｈａｄｅｍｅｔｈｙｌａｓｅ ＥＲＧ１１
Ａ１Ｑ１＿０３３２０ ３１９．９ １４５．５５９ ２．２ Ｃ５ｓｔｅｒｏｌｄｅｓａｔｕｒａｓｅ ＥＲＧ３
Ａ１Ｑ１＿０５９８９ １００８．２１ １７１．５５１ ５．９ ａｃｅｔｙｌＣｏＡＣａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ＥＲＧ１０
Ａ１Ｑ１＿０６３１２ １９３．１１６ ９５．８５９２ ２．０ Ｃ１４ｓｔｅｒｏｌｒｅｄｕｃｔａｓｅ ＥＲＧ２４
Ａ１Ｑ１＿０６７２７ １０６７．６８ １８２．７６５ ５．８ ｓｔｅｒｏｌ２４Ｃｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ＥＲＧ６
Ａ１Ｑ１＿０７７１５ ３５７．７１４ ５８．１７１１ ６．１ ｄｉｐｈｏｓｐｈｏｍｅｖａｌｏｎａｔｅｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ ＥＲＧ１９
Ａ１Ｑ１＿０７９２１ １１４．９８ ６２．９６０３ １．８ ｌａｎｏｓｔｅｒｏｌｓｙｎｔｈａｓｅ ＥＲＧ７

表４　药物外排转运相关基因的表达量变化

基因编号 耐药／敏感 注释

Ａ１Ｑ１＿０７１９３ ２．９ ＨｏｍｏｌｏｇｏｆＭＦＳｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ．Ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｅｆｆｌｕｘｐｕｍｐ．
Ａ１Ｑ１＿０７９４２ ８．８ ＡＢＣｐｒｏｔｅｉｎ
Ａ１Ｑ１＿０４６５６ １．２ ｅｆｆｌｕｘｐｒｏｔｅｉｎＥｎｃＴ
Ａ１Ｑ１＿０７３９８ ４５．１ ＨｏｍｏｌｏｇｏｆＭＦＳｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｅｆｆｌｕｘｐｕｍｐ．
Ａ１Ｑ１＿０８０１２ ２．３ ＨｏｍｏｌｏｇｏｆＭＦＳｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ．Ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｅｆｆｌｕｘｐｕｍｐ．
Ａ１Ｑ１＿０８１５６ １９．３ ＨｏｍｏｌｏｇｏｆＭＦＳｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｅｆｆｌｕｘｐｕｍｐ．
Ａ１Ｑ１＿０８２７６ ４２．０ ＨｏｍｏｌｏｇｏｆＭＦＳｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，ＡＣＳｆａｍｉｌｙ，ｐａｎｔｏｔｈｅｎａｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｏｒＦＥＮ２
Ａ１Ｑ１＿００７３０ ３８．０ ａｆｌａｔｏｘｉｎｅｆｆｌｕｘｐｕｍｐＡＦＬＴ
Ａ１Ｑ１＿０４３５９ １１．２ ＭＦＳａｌｐｈａｇｌｕｃｏｓｉｄｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
Ａ１Ｑ１＿０６１６４ １．８ ｘｅｎｏｂｉｏｔｉｃｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎｇＡＴＰａｓｅ
Ａ１Ｑ１＿０１７５４ ２．２ ＥＲｔｏｇｏｌｇｉｆａｍｉｌｙｔｒａｎｓｐｏｒｔｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
Ａ１Ｑ１＿０００１７ １０．０ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
Ａ１Ｑ１＿０００３１ ３．２ ａｍｉｎｏａｃｉｄｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
Ａ１Ｑ１＿００８６７ ９．６ ｍｅｔａｌｉｏｎｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
Ａ１Ｑ１＿０１２２５ ２．１ ｆｌａｖｉｎａｄｅｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
Ａ１Ｑ１＿０１４８１ １．９ ｉｎｎｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｃｉｔｒａｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒＣｔｐ１ｐ
Ａ１Ｑ１＿０１６２６ ５．８ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
Ａ１Ｑ１＿０２５１１ ２．８ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
Ａ１Ｑ１＿０４１４２ １．４ ｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
Ａ１Ｑ１＿０４４２６ ３．２ ｅｌｅｃｔｒｏｎｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｓｗｉｔｈｉｎＣｏＱＨ２ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃｒｅｄｕｃｔａｓｅｃｏｍｐｌｅｘ
Ａ１Ｑ１＿０５９６５ ３．０ ｄｉｃａｒｂｏｘｙｌｉｃａｃｉｄｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
Ａ１Ｑ１＿０６３６３ ２．２ Ｓａｄｅｎｏｓｙｌｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
Ａ１Ｑ１＿０２２７１ １．８ ｈｅｘｏｓｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
Ａ１Ｑ１＿０３５２２ ２．３ ｅｌｅｃｔｒｏｎｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
Ａ１Ｑ１＿０４３７４ １５．４ ｉｎｏｒｇａｎｉｃｐｈｏｓｐｈａｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
Ａ１Ｑ１＿０６０８３ ３８．０ ａｍｍｏｎｉｕｍｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ

３　讨论

　　不同于白念珠菌等真菌，目前有关 Ｔ．ａｓａｈｉｉ唑类
药物耐药的分子机制研究较少，而大量的研究报道表

明氟康唑（ＦＬＣ）等三唑类药物的临床耐药现象及严重
后果正日益凸显。ＢＡＳＵ等［７］在３例败血症患者体内

分离出两性霉素Ｂ（ＡＭＢ）和ＦＬＣ双重耐药的Ｔ．ａｓａｈｉｉ
分离株，这对患者来说是致命的。ＶＡＳＨＩＳＨＴＨＡ等［８］

在８例新生儿败血症患者中均分离到了 ＦＬＣ耐药的
Ｔ．ａｓａｈｉｉ，其中６例在接受抗真菌治疗后死亡。根据
流行病学界值（ＥＣＶ），ＦＬＣ的 ＥＣＶ值为 ８μｇ／ｍＬ，
Ｔ．ａｓａｈｉｉ的ＭＩＣ大于该值即定义为非野生型菌株，表

９９９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１０）



示已经出现了耐药［３］。ＰＡＤＯＶＡＮ等［９］据此回顾分析

了１９项有关 Ｔ．ａｓａｈｉｉ对三唑类药物敏感性的研究，
其中１５项均至少发现了 １株 ＦＬＣ耐药的 Ｔ．ａｓａｈｉｉ。
根据 ＧＵＯ等［４］的研究数据分析，中国临床分离的

Ｔ．ａｓａｈｉｉ菌株有２５％为 ＦＬＣ耐药菌株。而我们［１０］也

在国内首例播散性毛孢子菌病患者治疗１５年后的面
部皮损中分离到 ＦＬＣ耐药的 Ｔ．ａｓａｈｉｉ。而通过体外
诱导获得单药耐药菌株是真菌耐药机制研究的常用方

法，可与体内耐药菌研究互补。本研究中通过体外诱

导获得的３株菌的ＭＩＣ值均≥６４μｇ／ｍＬ，是理想的体
外诱导耐药的研究模型。

　　麦角固醇是真菌细胞膜发挥多种细胞功能所不可
或缺的成分，是由其前体物质羊毛固醇在１４α脱甲基
酶等一系列酶的催化下合成的。而氟康唑等唑类药物

以羊毛固醇１４α脱甲基酶为作用靶酶，通过抑制该酶
的催化活性，阻碍麦角固醇的合成而达到抗真菌的作

用。ＥＲＧ１１基因是羊毛固醇１４α脱甲基酶的编码基
因，该基因的突变以及上调表达均与唑类耐药有

关［１１］。ＧＯＡＢＥＫ等［１２］对 １２０株白念珠菌的 ＥＲＧ１１
基因的表达变化进行了研究，发现６０株耐药菌株的平
均表达量显著高于６０株敏感菌株的平均表达量。我
们的研究也发现 ＥＲＧ１１基因在耐药菌株中的表达量
是敏感菌株的３．７倍，表明在Ｔ．ａｓａｈｉｉ中ＥＲＧ１１基因
的上调表达与ＦＬＣ耐药机制相关。而 ＥＲＧ１１基因的
表达上调可能与其调控基因的突变有关，其中最主要

的是编码锌簇转录调节因子的 Ｕｐｃ２ｐ基因。但我们
在其上游启动子区序列中未发现 Ｕｐｃ２ｐ的同源基因。
我们因此推测，ＥＲＧ１１基因的上调表达可能是
Ｔ．ａｓａｈｉｉ对氟康唑的一种应激反应，而非由基因表达
调控改变所致。

　　除了表达量的变化，ＥＲＧ１１基因突变也是唑类耐
药的主要原因之一。对白念珠菌 ＥＲＧ１１基因的突变
研究发现，ＥＲＧ１１基因突变大多数位于三个热点区域
中，这些编码区域的突变，可以导致氨基酸的取代，进

而使１４α脱甲基酶活性区域的三维结构发生改变，导
致唑类药物与酶的结合下降，引起耐药［１３］。我们在体

外诱导的３株ＦＬＣ耐药菌株中均未发现 ＥＲＧ１１基因
突变，这与笔者之前在体内分离到的 Ｔ．ａｓａｈｉｉ氟康唑
耐药菌株中发现多个突变位点的结果并不一致［１０］。

ＫＵＳＨＩＭＡ等［１４］从菌血症患者体内分离到６株对唑类
（氟康唑、咪康唑、伊曲康唑、伏立康唑）具有交叉耐药

的临床菌株，发现ＥＲＧ１１基因在所有分离株中均存在
点突变（Ｇ４４８Ａ），这一突变导致了甘氨酸替代，而这与
他们之前在体外诱导耐药菌株中发现的一个突变位点

并不同。他们认为，持续的唑类暴露诱导突变，从而产

生对这类抗真菌药物的耐药。此外，在另外一项针对

Ｔ．ａｓａｈｉｉ临床标准株和环境株的氟康唑体外诱导耐药
研究中也未在临床株中发现ＥＲＧ１１基因的突变，仅在
环境株中发现了一个突变位点［１５］。而在白念珠菌等

其他真菌中也发现了仅有ＥＲＧ１１基因的表达上调，而
无 ＥＲＧ１１基因突变的情况［１６］。因此，我们认为这种

体内与体外、临床与环境、菌株与菌株之间的突变差异

性，也正说明了真菌耐药机制的复杂性以及我们目前

对耐药机制研究所知的局限性。

　　唑类耐药性的产生除了与 ＥＲＧ１１基因改变有关
外，通常还与药物外排泵的激活以及抗氧化应激等有

关。目前已知的外排泵蛋白家族基因主要包括两大

类：ＡＴＰ结合盒（ＡＢＣ）转运蛋白基因和主要易化子超
家族（ＭＦＳ）转运蛋白基因。我们的研究也同样发现了
在ＦＬＣ耐药的Ｔ．ａｓａｈｉｉ菌株中ＡＢＣ、ＭＦＳ等外排泵基
因的表达上调，而且与念珠菌的 ＦＬＣ耐药菌株中外排
泵基因的高表达有着极高的相似性［１７］。此外，除了外

排泵基因，抗氧化基因也参与了耐药机制的形成，表现

为硫氧还蛋白过氧化物酶（ＴＰｘ）基因表达上调了 ４０
倍。另一研究也发现氧化还原过程和跨膜运输相关的

基因在Ｔ．ａｓａｈｉｉ的 ＦＬＣ暴露时发生了变化［１５］。ＪＩＡ
等［１８］研究发现氟康唑可以诱导对唑类和两性霉素 Ｂ
交叉耐药的热带念珠菌产生活性氧（ＲＯＳ）。而 ＲＯＳ
的产生超过抗氧化酶系统的清除能力时，可引起蛋白

质、脂类等生物大分子的损伤，白念珠菌等通过表达超

氧化物歧化酶和过氧化氢酶，以及谷氨酰胺多辛和硫

氧还蛋白等来降低ＲＯＳ的损伤，导致药物的敏感性下
降。我们研究发现的 ＴＰｘ是细胞内重要的氧化还原
调节分子之一，可以帮助真菌细胞清除 ＲＯＳ，从而减
少ＲＯＳ的聚积，降低细胞的损伤。这也说明抵抗氧化
应激的抗氧化反应可能也是引起 Ｔ．ａｓａｈｉｉ耐药的机
制之一，这对于未来寻找新的抗真菌靶点及新药开发

研究都有着重要的意义和启发。但真菌通过抗氧化应

激的防御反应来产生对唑类药物耐药的机制并不完全

明确，目前仍有争议，如ＭＡＲＴＩＮＳ等［１９］发现过氧化氢

酶活性的抑制反而增加了啤酒酵母对唑类药物的耐药

性，而不是我们所理解的当抗氧化防御被削弱时，真菌

的耐药性降低。

　　总之，我们的研究虽然表明 ＥＲＧ１１基因、外排转
运相关基因及抗氧化基因等表达上调均可能与

Ｔ．ａｓａｈｉｉ氟康唑耐药机制有关，但对于其耐药机制我
们了解的仍太少，特别是对于抗氧化机制的研究。
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ｎｏａｃｉｄｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎａｔＧ１５０Ｓｉｎｌａｎｏｓｔｅｒｏｌ１４αｄｅｍｅｔｈｙｌａｓｅ
（Ｅｒｇ１１ｐｒｏｔｅｉｎ）ｉｎｍｕｌｔｉａｚｏｌｅｒｅｓｉｓｔａｎｔＴｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎａｓａｈｉｉ
［Ｊ］．ＭｅｄＭｙｃｏｌＪ，２０１７，５８（１）：Ｅ２３－Ｅ２８．ＤＯＩ：１０．
３３１４／ｍｍｊ．１６０００２７．
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ＣｕｒｒＭｅｄＭｙｃｏｌ，２０１７，３（１）：１３－１９．ＤＯＩ：１０．２９２５２／
ｃｍｍ．３．１．１３．

［１７］ＳＯＵＺＡＡＣ，ＦＵＣＨＳＢＢ，ＰＩＮＨＡＴＩＨＭ，ｅｔａｌ．Ｃａｎｄｉｄａ
ｐａｒａｐｓｉｌｏｓｉｓｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ：ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ
ａｎｄｉｎｖｉｖｏｉｍｐａｃｔｉｎｉｎｆｅｃｔｅｄＧａｌｌｅｒｉａｍｅｌｌｏｎｅｌｌａｌａｒｖａｅ［Ｊ］．
ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＡｇｅｎｔｓＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，２０１５，５９（１０）：６５８１－
６５８７．ＤＯＩ：１０．１１２８／ＡＡＣ．０１１７７１５．

［１８］ＪＩＡＣ，ＺＨＡＮＧＪ，ＺＨＵＧＥＹＺ，ｅｔａｌ．Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆ
ｇｅｌｄａｎａｍｙｃｉｎｗｉｔｈｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅａｒｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓｉｎＣａｎｄｉｄａｔｒｏｐｉｃａｌｉｓｒｅｓｉｓｔａｎｔｔｏａｚｏｌｅｓａｎｄ
ａｍｐｈｏｔｅｒｉｃｉｎＢ［Ｊ］．ＦｒｅｅＲａｄｉｃＲｅｓ，２０１９，５３（６）：６１８－
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ｔｕｎｉｓｔｉｃｐａｔｈｏｇｅｎＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ［Ｊ］．ＳｃｉＲｅｐ，
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（收稿：２０２００１１７；修回：２０２００３０５）
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