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香莲外洗液逆转白念珠菌耐药的转录组学研究

王#平#

#樊志奇!

#范瑞强%

摘要#目的#对香莲外洗液诱导白念珠菌标准耐药菌株恢复对氟康唑敏感前后的差异基因进行转录组学

研究! 方法#采用微量肉汤稀释法测定白念珠菌标准耐药菌株最低抑菌浓度值"

/@E@/?4 @EF@0@G31H .3E.-E

"

G1?G@3E

#

+(&

$#观察香莲外洗液诱导下白念珠菌标准耐药菌株恢复对氟康唑敏感所需的代数%通过转录组测序

"

I69

"

J-B

$测定和比较原代耐药株&香莲外洗液诱导下恢复敏感株的转录组情况%应用基因本体 "

K-E- 3E

"

G343KH

#

LC

$方法分析香莲外洗液诱导下恢复敏感菌株的差异表达基因! 结果#香莲外洗液诱导下的耐药白

念珠菌转种至第
=

代时恢复对氟康唑的敏感性! 转录组测序表明#对比原代耐药株#香莲外洗液诱导下恢复敏

感株有
#=$

个基因
IMN+

"

1-?OP Q-1 R@43 0?P-P Q-1 /@44@3E 1-?OP

$指标表达上调#

#::

个基因
IMN+

指标

表达下调!

LC

分析发现'上下调基因主要归类于
LC

'

""#$<"%

"

S4T.3E?U34- G1?EPQ31G

$! 结论#香莲外洗液

可诱导耐药白念珠菌恢复对氟康唑的敏感性#推测可能与开启氟康唑转运通路有关!

关键词#香莲外洗液%白念珠菌%氟康唑%转录组测序% 基因本体分析
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##氟康唑作为一种主要的抗真菌药物!临床上常被

用于真菌性疾病的治疗!然而氟康唑的长期大量使用

使真菌尤其是白念珠菌对唑类药物的耐药性问题日益

突出)

#

*

+ 由广东省中医院皮肤科范瑞强教授的经验

方香莲方配制的香莲外洗液在治疗真菌感染性皮肤黏

膜疾病方面取得了较好的临床疗效)

!

$

:

*

+ 张文等)

$

*

通过实验研究发现!香莲外洗液可诱导耐药白念珠菌

标准株恢复对氟康唑的敏感性+ 香莲外洗液组成为#

丁香,黄连,龙胆草,藿香,百部,明矾,冰片及薄荷脑+

本研究对氟康唑耐药标准株及经香莲外洗液诱导后!

恢复对氟康唑敏感性的菌株分别进行转录组测序!并
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加以分析!以明确差异基因!进而探讨香莲外洗液的作

用机制+

材料与方法

#

#菌株#白念珠菌标准耐药菌株
&9#;

由暨南

大学附属第一医院张宏教授赠予(质量控制菌株克柔

念珠菌
9)&&=!$7

由第二军医大学赠予+

!

#药物#香莲外洗液&

#!" /XD

瓶'!为广东省中

医院院内制剂!含生药浓度
#""a

!批号#

#!"%"7

+ 使

用前过滤除渣!其原液浓度为
# """ /KD/X

(氟康唑

原药粉末 &购自武汉圣天宇科技有限公司!批号#

!"##";";

!纯度
<<5 ;$a

'

)

=

*

+

%

#试剂与仪器#

IM+(

"

#=:"

培养液,萨保罗培

养基,科玛嘉念珠菌显色培养基,

<=

孔
\

型塑料板

&均购自广州迪景微生物科技有限公司'!

(3E )311-EG

ML+

测序仪&

98(

公司'!

(3E CE-)3T.F

模板制备仪

&

98(

公司'!

bT@0@G I69D,69

浓度测量仪&

(EY@G13

"

K-E-

公司'!核酸电泳仪&北京六一仪器厂'+

:

#原代白念珠菌标准耐药菌株最低抑菌浓度

&

/@E@/?4 @EF@0@G31H .3E.-EG1?G@3E

!

+(&

'值测定#

采用微量肉汤稀释法测定白念珠菌标准耐药菌株的

+(&

值!

+(& c#!7 !KD/X

为对氟康唑耐药菌株+

$

#香莲外洗液诱导体外耐药标准菌株恢复敏感性

#将白念珠菌标准耐药菌株
&9#;

在含香莲外洗液&浓

度为
"

!

!:: ! d!$" /KD/X

'的
IM+(

"

#=:"

培养液中

连续培养
:7 F

!之后转种至萨保罗培养基!转种下一代+

按照美国临床和实验室标准协会&

&4@E@.?4 ?EO X?03

"

1?G31H JG?EO?1OP (EPG@GTG-

!

&XJ(

'提出的标准
+!;

"

9%

方案! 采用微量肉汤稀释法)

=

*测定原代及每一代转

种菌株的
+(&

值!每一代的
+(&

值为下一代的诱导浓

度+

+(&!7 !KD/X

为对氟康唑敏感菌株+

=

#白念珠菌
I69

的抽提的质控#经玻璃珠振

荡法,

4HG@.?P-

法去除真菌细胞壁后!采用
9/0@3E

的

I69

抽提试剂盒抽提
# //

%

# //

%

# //

的样品

的
I69

+ 采用紫外分光光度计测量抽提所得样品

I69

在
!=" E/

和
!7" E/

处的
C,

值+ 经测量样

品
9

!="D

9

!7"

值为
#

!

7=

! 表明所得
I69

纯度较高! 无

,69

及蛋白质污染+ 通过
bT@0@G

定量测定浓度!之

后取
# /K I69

!采用
9/0@3E

的
.,69

合成试剂盒

合成
.,69

! 并通过
(3E G311-EG I69

文库构建试剂

盒制备
!"" 0Q

测序文库+

;

#白念珠菌转录组测序及分析#应用
(3E )31

"

1-EG ML+

测序仪进行高通量测序!并获得
S?PGB

格式

的测序文件+ 采用
S?PGb&

软件对测序的
S?PGB

文件

进行质控和分析!应用
)3QF?GD83_G@-

软件将测序的

文件比对到参考基因组!并计算
IMN+

值+

IMN+

为每
#

百万个
/?Q

上的
1-?OP

中
/?Q

到外显子的

每
#N

个碱基上的
1-?OP

个数!是转录组测序定量基

因表达的指标+ 每个基因的表达均有对应的
IMN+

值+ 由于在细胞中基因有可能不表达!从而使得
IM

"

N+

为
"

+ 通过比较
IMN+ e#

值以确定基因的表达

差异+ 不同样本间
IMN+ e#

比值
c !

表示基因的

特异高表达!

f"

!

$

表示基因的特异低表达+ 基因组

测序文件来源
FGGQ

#

DD___5 E.0@5 E4/ 5 E@F5 K3YDK-

"

E3/-Dg G-1/ h &?EO@O? e ?40@.?EP

+ 采用
&TS

"

S4@ERP

软件对转录组数据进行分析!提取
IMN+

差

异表达的基因!将差异表达基因列表用
9/@LC

网站

进行基因本体 &

K-E- 3EG343KH

!

LC

'分析+ 利用

,?Y@O

数据库&

FGGQ

#

DDO?Y@O5?0..5E.@S.1S 5K3YD

'对差

异表达基因进行信号通路
Q?GF_?H

分析+

结##果

#

#质控及氟康唑对原代菌株的
+(&

值,香莲外

洗液诱导下耐药菌株恢复对氟康唑敏感性的结果#质

控菌株
9)&&=$!7

的
+(&

结果符合
&XJ(

的标准!表

明实验条件等在控(氟康唑对原代菌株的
+(&

值为

#!7 !KD/X

!表明原代菌株为氟康唑耐药菌株(在香莲

外洗液的诱导下!原代耐药菌株转种至第
=

代恢复了

对氟康唑的敏感性&

+(&

为
7 !KD/X

'+

!

#原代耐药菌株,香莲外洗液诱导下恢复敏感菌

株的转录组测序比较&图
#

'#图
#

坐标为
43K

!

&

IM

"

N+ e#

'+ 通过数学变换!在黄线
H h W e#

上方的点

代表特异高表达的基因!在绿线
H h W

"

#

下方的点代表

特异低表达的基因+ 香莲外洗液作用下恢复敏感株有

#=$

个基因
IMN+

指标上调表达!

#::

个基因下调

表达+

图
#

$香莲外洗液诱导下恢复敏感株与原代耐药株

转录组测序
&TSS4@ERP

比较
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图
!

$香莲外洗液诱导下恢复敏感株与原代耐药株转录组测序高表达基因的
LC

分析

图
%

$香莲外洗液诱导下恢复敏感株与原代耐药株转录组测序低表达基因的
LC

分析
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#香莲外洗液诱导下恢复对氟康唑敏感白念

珠菌与原代耐药株特异性高表达基因的
LC

分析

&图
!

'#在香莲外洗液恢复氟康唑敏感性白念珠菌

的特异高表达基因集合中!生物过程 &

0@343K@.?4

Q13.-PP

!

8M

'方面主要集中在氨基酸代谢,氨基分

解,线粒体翻译,有机酸代谢,羧酸代谢,甘氨酸催化

过程及氧化还原反应等过程(这些基因的细胞组分

&

.-44T4?1 .3/Q3E-EG

!

&&

'主要富集在线粒体的内

腔,线粒体基质,细胞器内腔,包膜内腔,细胞器核糖

体,线粒体核糖体,线粒体的小核糖体亚基,细胞器的

小核糖体亚基等(这些差异基因的分子功能&

/34-.T

"

4?1 STE.G@3E

!

+Z

'主要集中在甘氨酸脱氢酶的活性及

氧化还原酶活性方面+

:

#香莲外洗液诱导下恢复对氟康唑敏感白念珠

菌与原代耐药株特异性低表达基因的
LC

分析&图
%

'

#在原代耐药株中高表达!香莲作用下恢复敏感株中

低表达的差异基因的
8M

主要富集在细胞氨基酸代

谢,氨基分解,羧酸代谢,有机酸代谢,蛋白质氨基酸糖

基化,生物高聚物糖基化,糖基化,氮类复合物合成过

程!糖蛋白合成以及代谢等过程+ 这些基因的
&&

主

要富集在高尔基体上+ 这些差异基因的
+Z

主要集中

在甘露糖转移酶上+

$

#差异表达基因的
Q?GF_?H

分析#原代耐药株

低表达!香莲外洗液诱导下恢复敏感株高表达的差异

基因主要与酪氨酸代谢,丁酸代谢有关的代谢通路有

关(原代耐药株高表达!香莲外洗液诱导下恢复敏感株

低表达的差异基因由于数量较少!

,?Y@O

数据库不能

显示其相关的
Q?GF_?H

+

讨##论

白念珠菌是最重要的机会致病真菌!是许多真菌

性疾病的主要致病菌+ 氟康唑是临床广泛使用的抗真

菌药物!随着其在临床的广泛,大量使用!导致耐氟康

唑白念珠菌不断检出!白念珠菌的耐药性问题越来越

突出+ 寻找具有较好的抑菌或杀菌作用或可提高耐药

真菌对抗真菌药物敏感性的天然化合物!是解决目前

真菌耐药问题的可行之路)

;

*

+ 中草药及其成分良好

的杀菌抑菌作用及对抗真菌药物的增效作用不断被现

代研究证实)

7

$

#"

*

+

本实验采用临床疗效已被证实的经验方香莲方作

用于氟康唑耐药白念珠菌!在转种至第
=

代时!恢复了

对氟康唑的敏感性!表明香莲外洗液能诱导耐药白念

珠菌恢复对氟康唑的敏感性(氟康唑对质控菌株克柔

念珠菌
9)&&=$!7

的
+(&

结果符合
&XJ(

的标准!表

明实验条件等在控!实验结果可信+

唑类药物是临床最常用的抗真菌药物!白念珠菌对

唑类药物耐药机制主要包括
%

个方面!如由
>IL##

基

因介导的药物靶酶改变,由
+,I

和
&,I

基因介导的

药物外排泵的过度表达以及生物被膜的存在)

##

*等!这

些因素均可以显著降低白念珠菌对唑类药物的敏感性+

研究证明!白念珠菌耐药机制多样!

[F?EK X

等)

#!

*随机

选择了
#7

株来自外阴阴道念珠菌病患者的耐氟康唑白

念珠菌进行评估!结果发现!与敏感株比较!

&,I#

上升

了
%

!

#=

倍(在
L:7;)

和
)<#=&

发生点突变的耐药白

念珠菌中!

&,I#

,

&,I!

呈高表达)

#%

*

+ 本研究对原代

耐药株与香莲外洗液诱导下恢复敏感株进行转录组学

测序!并未发现既往文献中常见的耐药基因如
&,I#

,

&,I!

,

+,I#

,

ZX\#

等的特异性高表达!进一步说明

白念珠菌的耐药是多种机制共同作用的结果!也可能由

于本实验的研究对象是标准菌株!且敏感菌株是经药物

处理后的敏感菌株!而文献中的研究对象多为临床株!

这一现象有待进一步的研究+

转录组测序可能是新一代高通量测序技术中最复

杂的技术+ 特定基因的表达水平,差异剪接等内容均

可被转录组测序技术准确检测!这一点是既往的测序

技术所远不能及的)

#:

*

+ 由于转录组测序不同于以往

的基因芯片等技术!其可对未知序列进行测序+ 在本

实验中!由于不清楚香莲外洗液的具体作用靶点!因此

选用转录组测序的方法!全面获得待测样本的转录组!

并加以比较和分析!最后获得差异基因+

经过对获得的差异基因进行统计!香莲外洗液

作用下恢复敏感株较原代耐药株有
#=$

个基因
IM

"

N+

指标上调表达!

#::

个基因下调表达+ 对特异性

高表达的基因进行
LC

分析!在香莲外洗液的作用

下!菌株线粒体内反应活动加强!氧化还原反应加

强!核糖体合成增多!大量合成蛋白质!表明在香莲

外洗液的作用下!菌株出现了明显的应激性反应(糖

基化是对蛋白的重要修饰作用!有调节蛋白质功能

作用+ 对特异性低表达的基因进行
LC

分析表明!原

代耐药白念珠菌高尔基体的蛋白糖基化活动活跃(

甘露糖转移酶能从糖磷酸
,69

链上识别与去除修

饰碱基的酶!使
,69

链留下空位!提示原代耐药白

念珠菌的抗药性与基因有关!通过分析总结
Q?GF

"

_?H

!发现香莲外洗液诱导下恢复对氟康唑敏感性的

白念珠菌可能开启了氟康唑转运通路+ 综合氟康唑

的药靶以及香莲外洗液诱导下恢复氟康唑敏感性白

念珠菌活跃的线粒体相关基因和氧化还原相关基因

表达!可以推测!香莲外洗液诱导耐药白念珠菌恢复
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对氟康唑敏感性的机制可能为开启了线粒体通路和

氟康唑的转运通路!使得氟康唑的药效获得了更好

的发挥+

本研究采用临床治疗效果良好的香莲外洗液作为

研究对象!通过转录组测序的方法!分别对香莲外洗液

作用前后的氟康唑耐药菌株进行转录组测序!并进一

步对差异基因进行
LC

分析和
Q?GF_?H

分析!进而明

确差异基因和哪些基因功能及细胞通路相关+ 通过上

述内容试图为其在临床的进一步推广奠定基础!也为

类似中医药的研究提供一个新的思路和方向+

本研究的不足之处在于!香莲外洗液是一个复方!

含多种药物成分!具体是一种药物成分起作用!还是某

几种药物成分协同作用!有待进一步研究+
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