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一种快速提取新生隐球菌及其他酵母样真菌ＤＮＡ方法

徐令清，汪　峰，刘彩林，欧国平，孙明月，孙自镛△（华中科技大学同济医学院附属同济医院

检验科，武汉　４３００３０）

　　【摘要】　目的　寻找一种快速提取酵母样真菌ＤＮＡ的方法。方法　使用酶溶解法提取新生隐球菌及其他酵

母样真菌ＤＮＡ，并对提取的ＤＮＡ通过特异性引物进行ＰＣＲ，所得产物进行酶切验证。结果　用此方法提取的新

生隐球菌基因组ＤＮＡ浓度为２８０～３９５ｎｇ／μＬ，ＯＤ２６０／ＯＤ２８０比值为１．６～１．８，所提取的ＤＮＡ可用于ＰＣＲ的扩

增检测特异性酵母样真菌。结论　该方法可以用于提取新生隐球菌及其他酵母样真菌。

【关键词】　新生隐球菌；　酵母样真菌；　ＤＮＡ提取
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　　新生隐球菌是一种机会致病菌，易发于细胞免疫功能受损

的人群。其主要传播途径为鸽粪、桉树等含有的隐球菌播散入

空气中，经呼吸道吸入，主要侵犯中枢神经系统及肺部。随着

人们对新生隐球菌分子流行病学和分子生物学的重视，探讨有

效和快速提取其ＤＮＡ已成为必要的课题。根据破壁采用的

方式不同，常用的提取新生隐球菌ＤＮＡ的方法有３种：玻璃

珠机械破裂法、酶溶解法和高渗剂破裂法。本文参考酶溶解法

对于提取新生隐球菌等酵母样真菌具有快速、高效等优点。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株　本实验选取酵母菌属新生隐球菌分离自临床标

本，白色念珠菌ＡＴＣＣ９００２８、近平滑念珠菌ＡＴＣＣ２２０１９，均购

自中国微生物菌种保藏中心，并由本室保存。

１．１．２　主要试剂　ＳＤＢ培养基（ＯＸＯＩＤ，英国）；１０％十二烷

基磺酸钠（１０％ＳＤＳ，Ｓｉｇｍａ公司）、２０ｍｇ／ＬＲＮＡ酶 （Ｓｉｇｍａ

公司）、５ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸钠（上海化学试剂公司）、２０ｍｇ／ｍＬ蛋

白酶 Ｋ（Ｍｅｒｃｋ，德国）；ＴＥ缓冲液（ｐＨ８．０）：１０ｍｍｏｌ／Ｌ

Ｔｒｉｓ·Ｃｌ，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ；ＴａｑＤＮＡ 聚合酶（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）、

ｄＮＴＰ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）、ＡｖａⅠ及 ＨｉｎｄⅢ酶（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）。

１．１．３　主要仪器　ＰＣＲ仪和凝胶成像系统均为美国ＢｉｏＲａｄ

公司产品，蛋白核酸分析仪 Ｇｅｎｅｑｕａｎｔ１３００，美国安玛西亚公

司产品。

１．２　方法

１．２．１　菌株的培养　将待提取ＤＮＡ新生隐球菌及白色念珠

菌及近平滑念珠菌接种于沙保罗琼脂培养基（ＳＤＢ）中，３５℃、

孵育１２～２４ｈ。

１．２．２　染色体ＤＮＡ的提取　采用蛋白酶Ｋ消化法
［１］。

１．２．２．１　刮取２～３环菌体置于离心管中，加入双蒸水１０００

μＬ，洗涤３次后，将收集的菌体，重悬于４００μＬ的ＴＥ中。

１．２．２．２　加入３０μＬ１０％ＳＤＳ和１０μＬ蛋白酶Ｋ来回轻摇充

分混匀，５０～５５℃孵育１ｈ，加入２００μＬ冰冷醋酸钠放入－２０

℃冰箱２０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。

１．２．２．３　用等体积的酚和氯仿抽提１次，再用氯仿抽提１次。

取上清液加２倍体积的无水乙醇，置于－２０℃冰箱２０ｍｉｎ，

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ沉淀ＤＮＡ。

１．２．２．４　用７０％的乙醇洗涤ＤＮＡ沉淀３次。在７０℃烘箱

中干燥５ｍｉｎ，用１００μＬ双蒸水或ＴＥ溶解ＤＮＡ，加ＲＮＡ酶

去除ＲＮＡ（加入量按ＲＮＡ酶∶ＴＥ＝１∶５０）。

１．２．３　蛋白核酸分析仪检测ＤＮＡ浓度及纯度　取１５μＬ待

测ＤＮＡ溶液于５ｍＬ离心管中，用蒸馏水稀释５０倍，混匀；在

蛋白核酸分析仪上分别检测波长２６０ｎｍ和２８０ｎｍ处ＯＤ值；

其中ＤＮＡ浓度（μｇ／ｍＬ）＝ ＯＤ２６０×５０×稀释倍数，ＤＮＡ纯

度＝ＯＤ２６０／ＯＤ２８０。一般ＯＤ２６０／ＯＤ２８０比值在１．４～１．８时，

ＤＮＡ纯度较高，尤其接近１．８最好；若比值较高，表明ＲＮＡ没

有除干净；若比值较低，说明存在蛋白质或酚等杂质较多。

１．２．４　ＰＣＲ扩增特异引物　对所提取的新型隐球菌基因组

ＤＮＡ进行毒力基因磷脂酶１（ＰＬＢ１）扩增，参考文献［２］设计引

物，ＰＬＢ１Ｆ：ＴＧＡＧＣＴＴＣＡＧＧＣＧＧＡＧＡＧＡＧＡＧＧＴＴＴＧ

Ｇ；ＰＬＢ１Ｒ：ＡＧＧＣＴＧＧＧＴＧＧＴＧＴＴＧＴＣＧＴＣＡＣＣ，引物

ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成，扩增条件：９４℃变性３ｍｉｎ，９４℃变性４５

ｓ，６２℃退火４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，经过３５个循环后，７２℃再

延伸７ｍｉｎ。反应完毕，取产物５μＬ置于１％琼脂糖进行凝胶

电泳，在凝胶成像系统上成像。

１．２．５　ＰＣＲ产物酶切　酶切条件：ＡｖａⅠ酶２μＬ，Ｂｕｆｆｅｒ３

μＬ，ＰＣＲ产物１５μＬ，３５℃孵育３ｈ；ＨｉｎｄⅢ酶２μＬ，Ｂｕｆｆｅｒ３

μＬ，ＰＣＲ产物１５μＬ，３７℃孵育３ｈ；反应完毕，取产物５μＬ置
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１％琼脂糖进行凝胶电泳，在凝胶成像系统上成像。

２　结　　果

２．１　新生隐球菌、白色念珠菌 ＡＴＣＣ９００２８及近平滑念珠菌

ＡＴＣＣ２２０１９均提取出基因组ＤＮＡ，大小约２０ｋｂ（图１）。提取

的ＤＮＡ浓度经检测分别为２８０～３９５ｎｇ／μＬ，ＯＤ２６０／ＯＤ２８０

比值为１．６～１．８。

　　注：Ｍ为 Ｍａｒｋｅｒ；１、２、３均为新生隐球菌染色体ＤＮＡ；４为白色

念珠菌ＡＴＣＣ９００２８；５为近平滑念珠菌ＡＴＣＣ２２０１９。

图１　ＤＮＡ提取电泳图

２．２　ＰＣＲ扩增结果　应用所提的新生隐球菌ＤＮＡ成功扩增

出一特异性基因片段约１９００ｂｐ（图２）。而白色念珠菌

ＡＴＣＣ９００２８与近平滑念珠菌 ＡＴＣＣ２２０１９及无菌水均未扩增

出特异性片段（图２）。

　　注：Ｍ 为 Ｍａｒｋｅｒ；１、３、５均为新生隐球菌；２为白色念珠菌

ＡＴＣＣ９００２８；４为近平滑念珠菌ＡＴＣＣ２２０１９；６为无菌水。

图２　ＰＣＲ扩增电泳图

２．３　酶切结果　ＰＬＢ１基因扩增产物经过２种不同的酶切，得

到６种类型的酶切谱型（图３）。

　　注：Ｍ为 Ｍａｒｋｅｒ；１、２、３均为 ＨｉｎｄⅢ酶切谱型；４、５、６均为ＡｖａⅠ

酶切谱型。

图３　ＰＬＢ１扩增产物酶切谱型电泳图

３　讨　　论

酵母样真菌的细胞壁较为坚硬，由很多成分组成，包括几

丁质、葡聚糖、露聚糖等，而且隐球菌属细胞壁外尚有一层较厚

的荚膜，所以细胞壁不易充分裂解。参考国内外现有的破壁方

法，有玻璃珠法、酶消化法和化学渗透法［３４］，应用这些方法提

取的ＤＮＡ获得率较低，易造成交叉污染，对有荚膜的新生隐

球菌破壁效果均不理想。

提取新生隐球菌ＤＮＡ最常用的是酶消化法，这些方法之

间差别在于使用不同的破壁酶（如蜗牛酶等）［４７］。蜗牛酶价格

低廉但不同批号破壁效果不相同，实验中不易控制用量，其他

酶破壁效果较好，但价格比较昂贵，因此这些酶消化法不能作

为常规提取新生隐球菌ＤＮＡ的试剂
［８］。本文借鉴相关文献

进行改良酶消化法，提取的新生隐球菌ＤＮＡ纯度较高，稳定

性好，并且提取液中加入一定浓度的蛋白酶Ｋ，能更有效地阻

止核酸酶活性，防止ＤＮＡ降解，且蛋白酶Ｋ价格便宜，容易获

得，可以作为实验实提取ＤＮＡ的常规试剂。

新生隐球菌是一种机会致病菌，易发于细胞免疫功能受损

的人群。其主要传播途径为鸽粪、桉树等含有的隐球菌播散入

空气中，经呼吸道吸入，主要侵犯中枢神经系统及肺部。新生

隐球菌的毒力因子在致病性方面十分重要，常见的毒力因子有

多糖荚膜、黑素、ＰＬＢ１、甘露醇等。ＰＬＢ１在新生隐球菌的生长

及在吞噬细胞中的存活、复制等具有重要意义。本实验中新生

隐球菌菌株通过ＰＣＲ均扩增出相应的目的片段，而白色念珠

菌ＡＴＣＣ及近平滑念珠菌ＡＴＣＣ均为阴性。ＰＣＲ产物通过不

同的酶切还可分成为不同类型的酶切谱型，可以作为新生隐球

菌分子分型的基础。

另外，真菌在生长初期时，破壁相对要容易，等到菌龄老化

时，提取ＤＮＡ相对要困难，因此尽量选择菌龄在１２～２４ｈ内

的真菌。在提取ＤＮＡ的过程中要注意：需要保证水浴的足够

时间，合适的温度，并不时地振荡使蛋白酶 Ｋ与之充分混匀，

以达到最佳的消化效果，破坏细胞壁使ＤＮＡ完全释放到裂解

缓冲液中去。但要避免剧烈的振荡以防止 ＤＮＡ 降解。在

ＤＮＡ提取后，记得一定要按比例加入 ＲＮＡ酶，以去除 ＲＮＡ

对于进一步ＰＣＲ扩增的干扰，这一点非常重要。这里所使用

的方法也可用于其他酵母样真菌进行基因组ＤＮＡ的提取。
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２．２　糖尿病组间血清α１ＭＧ、Ｈｃｙ及ＣｙｓＣ的水平比较　血

清α１ＭＧ、Ｈｃｙ和ＣｙｓＣ水平在Ｃ、Ｂ组和Ａ组逐渐增高，各组

间比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。见表２。

表２　　糖尿病组间血清α１ＭＧ、Ｈｃｙ及ＣｙｓＣ的水平比较

组别 狀 α１ＭＧ（ｍｇ／Ｌ） Ｈｃｙ（μｍｏｌ／Ｌ） ＣｙｓＣ（ｍｇ／Ｌ）

Ａ组 ３３ ５１．８±１５．３３ ２６．３±５．９８ ６．６３±３．３４

Ｂ组 ３５ ３６．９±１０．１１ １９．８±５．４ ３．８９±２．１８

Ｃ组 ２９ ２８．７±６．３５ １１．３±４．２ １．３２±１．０６

　　注：与上一个组比较，犘＜０．０５。

３　讨　　论

α１ＭＧ是淋巴细胞和肝脏产生的一种糖蛋白，相对分子

质量约３３×１０３。该蛋白产生恒定，容易透过肾小球滤过膜，

而滤出的绝大部分又被肾小管重吸收，加之其测定不受ｐＨ值

等因素的影响［４］，由于肾小管受损时，重吸收障碍，可较早反映

肾小管的损伤，因此在肾功能受损早期血α１ＭＧ就升高，故在

肾脏疾病诊断方面具有重要价值。本研究显示血清α１ＭＧ在

糖尿病组中明显升高，与健康对照组比较差异有统计学意义

（犘＜０．０５），糖尿病肾病组明显高于早期糖尿病肾病组（犘＜

０．０５），早期糖尿病肾病组明显高于单纯糖尿病组（犘＜０．０５），

α１ＭＧ与病情的发展密切相关。

由２型糖尿病患者的代谢异常导致的高浓度 Ｈｃｙ血症是

动脉粥样硬化和血栓形成等心脑血管病的独立危险因素［５］。

高水平的 Ｈｃｙ通过产生超氧化物及过氧化物导致动脉内皮细

胞的持续损伤，引起动脉平滑肌细胞的持续增生，促进参与血

管炎症反应及动脉粥样硬化形成因子的表达和激活，使已形成

的动脉粥样硬化斑块更易受损，最终阻塞血流通路［６］。２型糖

尿病患者动脉壁上的脂蛋白更容易被氧化修饰，Ｈｃｙ可通过氧

化应激系统影响内皮功能，加重动脉粥样硬化病变，Ｈｃｙ还可

使血管内皮暴露于糖基化终末产物并与糖基化终末产物有协

同作用，对内皮细胞产生直接的细胞毒作用［７］，高 Ｈｃｙ效应还

可表现为血管壁构建和血液凝固系统的多种效应，Ｈｃｙ使血小

板存活期缩短，促进血小板凝聚和黏附性，同时增加凝血因子

Ｖ、Ｘ的活性，抑制组织纤溶酶及抗血栓形成因子Ⅲ、Ⅶ的活

性［８］。Ｈｃｙ其他效应还包括损伤性增殖、降低内皮衍生舒张因

子的生物利用度、干预多种转录及信号转录，低密度脂蛋白氧

化、减少内皮依赖性的血管舒张。因此，测定２型糖尿病患者

血浆 Ｈｃｙ对预测患者大血管病变的发生有重要意义。本研究

结果显示，糖尿病组血清 Ｈｃｙ水平明显高于健康对照组（犘＜

０．０５），并且随着肾功能损伤的发展，血清 Ｈｃｙ不断升高（犘＜

０．０５）。

ＣｙｓＣ为γ球蛋白系列组分，等电点（ＰＩ）为８．０～９．５。它

的氨基酸序列在人类大多数组织能稳定表达，属体内基本微量

蛋白之一。人的ＣｙｓＣ基因片段位于２０号染色体上，通过对

基因片段和启动子的研究，ＣｙｓＣ是由有核细胞产生的，其生

成速度是稳定的，不受炎症、胆红素、溶血、三酰甘油等影响，并

与性别、年龄、肌肉量无关。血清ＣｙｓＣ浓度非常稳定，室温下

可保持４８ｈ不变，４℃时１周不变，－２０℃至少１个月不变，

在－８０℃至少６个月不变
［９］。ＣｙｓＣ在体内的代谢特点为：有

稳定的生成速度及循环水平，不受其病理状态的影响；能自由

通过肾小球滤过，不被肾小球吸收和分泌。这些特点表明它是

一项理想的反映肾小球滤过功能的物质。本研究结果显示，糖

尿病组血清ＣｙｓＣ水平明显高于健康对照组（犘＜０．０５），并且

随着肾功能损伤的发展，血清ＣｙｓＣ不断升高（犘＜０．０５）。

综上所述，ＤＮ患者血清α１ＭＧ、Ｈｃｙ和ＣｙｓＣ水平明显

升高，并且其与病情的发展其水平不断升高，血清α１ＭＧ、Ｈｃｙ

和ＣｙｓＣ与糖尿病肾病的发生、发展密切相关，对糖尿病早期

肾病的防治和预后有重要意义。
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