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Ｒｌｉ１基因参与酵母氟康唑耐药机制的初步研究
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　　【摘要】　目的　初步研究Ｒｌｉ１基因缺失酵母菌株对氟康唑耐药的机制。方法　利用基因重组原理，构建Ｒｌｉ１

基因杂合缺失酵母菌株，检测其对抗真菌药物氟康唑的耐药性，以及其复制寿命。结果　相对于野生酵母菌株，

Ｒｌｉ１基因杂合缺失酵母菌株对氟康唑具有明显的耐药性，但是其复制寿命无明显变化。结论　Ｒｌｉ１基因很可能参

与了酵母氟康唑耐药机制的调控。
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　　酿酒酵母是研究基因功能的经典模式生物，被广泛应用于

药物筛选、工业生产、环保以及科学研究领域［１］。酿酒酵母

Ｒｌｉ１是一种位于细胞质中的铁硫蛋白，同时参与线粒体和细胞

质铁硫簇的组装。Ｒｌｉ１蛋白的 Ｃ端含有两个 ＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇ

ｃａｓｓｅｔｔｅ（ＡＢＣ）结构域，可以与细胞质核糖体 Ｈｃｒ１蛋白（参与

ｒＲＮＡ的组装加工和翻译起始）结合。Ｒｌｉ１基因敲除会影响核

糖体大小亚基的出核，因此导致蛋白质翻译过程的滞留［２］。

酵母Ｒｌｉ１与人类ＲＮａｓｅＬｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（ＲＬＩ）具有６８％的同

源性，ＲＬＩ在用干扰素处理的细胞系中参与调控线粒体 ｍＲ

ＮＡ的稳定性
［３４］。有研究报道，在体外实验中 ＲＬＩ可以与

ＨＩＶ１病毒蛋白结合，调控病毒衣壳在体外的组装
［５］。Ｒｌｉ１基

因对酿酒酵母来说是必需基因，因此本研究利用二倍体酿酒酵

母为研究对象，通过基因重组原理构建Ｒｌｉ１基因杂合缺失酵

母菌株，研究Ｒｌｉ１基因缺失酵母对氟康唑耐药的机制。

１　材料与方法

１．１　菌株、载体和主要试剂 　 野生型二倍体酵母菌株

ＢＹ４７４３、载体ｐＲＳ３０６由美国华盛顿大学 ＭａｔｔＫａｅｂｅｒｌｅｉｎ博

士赠送。Ｌａｔａｐ酶（货号ＲＲ０２ＭＡ）购自Ｔａｋａｒａ；微生物活性

检测试剂盒ＷＳＴ（货号 Ｍ４３９）购自ＤＯＪＩＮＤＯ；引物合成由生

工生物工程（上海）股份有限公司完成；其他常规试剂为本实验

保存。

１．２　引物　Ｒｌｉ１ＵＲＡＦ：５′ＧＣＣＴＴＣＴＧＣＡＡＡＡＧＴＴＣＴ

ＴＡＡＧＡＡＡＡＣＡＣＧＡＣＡＧＡＣＣＡＴＡＡＧＡＴＴＧＴＡＣＴＧ

ＡＧＡＧＴＧＣＡＣ３′。Ｒｌｉ１ＵＲＡＲ：５′ＴＡＡ ＡＡＣＡＡＴＣＧＴ

ＣＣＴＣＴＴＧＧＴＴＣＴＣＣＧＡＡＴＣＣＣＡＡＧＡＴＧＣＣＴＧＴＧ

ＣＧＧＴＡＴ ＴＴＣ ＡＣＡ ＣＣＧ３′。Ｒｌｉ１Ｆ：５′ＴＣＡ ＴＴＡ ＧＣＡ

ＴＣＣＴＡＣＣＣＴＴＣＡＣＡＴＡ３′。Ｒｌｉ１Ｒ：５′ＡＣＡＴＣＡＡＡＡ

ＧＧＣＣＴＣＴＡＧＧＴＴＣＣ３′。

１．３　方法

１．３．１　Ｒｌｉ１基因破坏元件的扩增　以质粒ｐＲＳ３０６作为ＰＣＲ

模板，Ｒｌｉ１ＵＲＡＦ（此引物５′端前４０个碱基与基因组中Ｒｌｉ１

基因起始密码子上游４０个碱基配对，后２０个碱基与 ＵＲＡ３

破坏元件上游碱基配对）、Ｒｌｉ１ＵＲＡＲ（此引物５′端前４０个

碱基与基因组中Ｒｌｉ１基因终止密码子下游４０个碱基配对，后

２０个碱基与ＵＲＡ３破坏元件下游碱基配对）为引物，扩增两端

带有Ｒｌｉ１基因同源臂的 ＵＲＡ３破坏元件，全长为１２３２ｂｐ。

Ｒｌｉ１基因组序列详见ＮＣＢＩ（ＮＣ＿００１１３６．１０），含有ＵＲＡ３破坏

元件的质粒ｐＲＳ３０６序列详见ＮＣＢＩ（Ｕ０３４３８．１）。Ｔａｑ酶采用

的是Ｌａｔａｐ，反应体系按照试剂说明书进行，ＰＣＲ反应条件为

９４℃１ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３３个循环；７２

℃５ｍｉｎ。

１．３．２　Ｒｌｉ１基因缺失酵母菌株的构建　将Ｒｌｉ１基因破坏元

件转化进野生型酵母ＢＹ４７４３，通过基因重组原理替换掉野生

型酵母基因组上的Ｒｌｉ１基因（Ｒｌｉ１基因纯合缺失的菌株无法

存活，仅有杂合缺失的菌株可以存活）。酵母感受态的制备和

转化方法参考分子克隆进行。阳性克隆在液体 ＵＲＡ缺陷型

培养基中培养过夜，提取基因组后通过ＰＣＲ鉴定，鉴定引物为

Ｒｌｉ１Ｆ、Ｒｌｉ１Ｒ（这对引物可以将野生型酵母菌株和 Ｒｌｉ１杂合

缺失酵母菌株区分），Ｔａｑ酶采用的是Ｌａｔａｐ，反应体系按照试

剂说明书进行，ＰＣＲ反应条件为９４℃１ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５８℃

３０ｓ，７２ ℃ １ｍｉｎ，３５个循环；７２ ℃ ５ｍｉｎ。野生型对照无

ＤＮＡ条带扩增，Ｒｌｉ１ 基因缺失菌株的 ＰＣＲ 产物大小为
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１０３４ｂｐ。

１．３．３　Ｒｌｉ１基因缺失酵母菌株对氟康唑的敏感性检测　取等

量犃６００值的野生型菌株和Ｒｌｉ１基因缺失酵母菌株，用无菌水

倍比稀释之后，分别取５μＬ滴在 ＹＰＤ固体培养板和含１００

μｍｏｌ／Ｌ氟康唑的ＹＰＤ固体培养板上，然后置于３０℃恒温培

养箱中培养至克隆形成。取等量犃６００值为０．１的野生型酵母

菌株野生型菌株和Ｒｌｉ１基因缺失酵母菌株，每个菌株重复三

孔，培养基中含有１００μｍｏｌ／Ｌ氟康唑，同时置于３０℃恒温培

养箱中振荡培养４ｈ；然后加入 ＷＳＴ染色液，继续培养恒温培

养，每间隔２ｈ用酶标仪测定标本在４５０ｎｍ处的吸光度犃４５０

值（操作方法按照微生物活性检测试剂盒ＷＳＴ的说明书进

行）。

１．３．４　Ｒｌｉ１基因缺失酵母菌株复制寿命的检测　酵母复制寿

命的检测方法按照 ＭａｔｔＫａｅｂｅｒｌｅｉｎ的方法进行
［６］，在显微镜

下分离、统计酵母母细胞产生子细胞的个数。

１．４　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行数据分析，

酵母复制寿命结果数据采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验方法进行统计

学分析；酵母生长代谢活性结果数据采用ｔｗｏｗａｙＡＮＯＶＡ

进行统计学分析。以犘＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｒｌｉ１基因破坏元件的扩增结果　Ｒｌｉ１基因破坏元件全长

为１２３２ｂｐ，ＰＣＲ扩增产物大小经过琼脂糖凝胶电泳确认正确

（图１）。

　　注：第１泳道为 Ｍａｒｋｅｒ，第２泳道为ＰＣＲ产物。

图１　Ｒｌｉ１基因破坏元件的扩增结果

２．２　Ｒｌｉ１基因缺失酵母菌株的鉴定　Ｒｌｉ１基因被 ＵＲＡ３替

换之后，利用鉴定引物可以将野生型菌株（无 ＤＮＡ产物）和

Ｒｌｉ１基因缺失酵母菌株（１０３４ｂｐ）区分（图２）。

　　注：第１泳道为Ｍａｒｋｅｒ，第２泳道为野生型酵母基因组ＰＣＲ产物，

第３泳道为Ｒｌｉ１基因缺失菌株的ＰＣＲ产物。

图２　Ｒｌｉ１基因缺失酵母菌株的鉴定

２．３　Ｒｌｉ１基因缺失菌株对氟康唑的敏感性检测　图３显示，

Ｒｌｉ１基因缺失酵母菌株在氟康唑培养板上的克隆形成能力高

于野生型菌株。图４显示Ｒｌｉ１基因缺失酵母菌株在氟康唑培

养基中的代谢活性明显高于野生型菌株，间接反映出Ｒｌｉ１基

因缺失酵母菌株对氟康唑的耐药性高于野生型菌株。

图３　酵母菌株在氟康唑培养板上的克隆形成能力

图４　酵母菌株在氟康唑培养基中的代谢活性

　　注：横坐标为母细胞产生的子细胞个数。纵坐标为产生相同数目

子细胞的母细胞占总检测母细胞的比例。

图５　酵母菌株复制寿命的检测

２．４　Ｒｌｉ１基因缺失菌株复制寿命的测定　本研究同时检测了

野生型酵母菌株ＢＹ４７４３和Ｒｌｉ１基因缺失酵母菌株的复制寿

命（图５），结果显示：两者平均寿命分别是３４代和３２代（狀＝

８０表示母细胞个数），两者之间差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

３　讨　　论

氟康唑是氟代三唑类药物，是目前治疗念珠菌感染的首选

药物。但由于长期、反复的应用，加上抗菌药物、激素的滥用，

导致了氟康唑耐药菌株的出现。大约１５．５％ 的白色念珠菌

（属于假丝酵母菌，和酿酒酵母之间存在高度的同源性）对氟康

唑耐药，艾滋病患者口咽部感染的白色念珠菌３３％以上是耐

药株。

目前发现白色念珠菌对氟康唑的耐药机制主要有如下几

点：编码１４ａ去甲基化酶（氟康唑的靶酶）的ＥＲＧ１１基因的突

变和过度表达［７８］；外排泵基因念珠菌耐药基因１（ＣＤＲ１）、念

珠菌耐药基因２（ＣＤＲ２）和多药耐药基因１（ＭＤＲ１）基因的过

度表达［９１０］；热休克蛋白（Ｈｓｐ）９０的高表达
［１１］；白色念珠菌生

物膜的形成和细胞外磷脂酶活性的增加与氟康唑耐药也存在

一定相关性［１２］。最近报道耐唑类药物白色念珠菌中 ＭＸＲＪ

基因表达高度上调［１３］。虽然目前对白色念珠菌对唑类药物的

耐药机制有了一定的了解，但是仍未有效解决这一临床用药上

的难题［１４］。

由于酿酒酵母属于非致病性真菌，再加上其清晰的遗传背
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景，被广泛地被运用于人类疾病研究和药物筛选。鉴于酿酒酵

母与白色念珠菌的同源性，本研究构建酵母Ｒｌｉ１基因杂合缺

失酵母菌株，通过克隆形成实验，发现Ｒｌｉ１基因杂合缺失酵母

菌株对氟康唑表现出明显的抗药性（图３）。同时，Ｒｌｉ１基因杂

合缺失酵母菌株在含有氟康唑的培养基中的生物代谢活性明

显高于野生型菌株（图４）。表明Ｒｌｉ１基因的Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ很可

能激活了酵母对氟康唑的耐药机制。

进一步对复制寿命（表示单个酵母细胞在死亡之前出芽的

总数）的研究发现，Ｒｌｉ１基因杂合缺失酵母菌株的复制寿命相

对于野生型菌株并没有增加（图５），表明菌株耐药性的增加与

酵母本身出芽的能力无关。

综上所述，本研究通过Ｒｌｉ１基因杂合缺失的二倍体酵母

菌株，发现Ｒｌｉ１基因的低表达会导致酵母菌株对氟康唑耐药

性的增加，这对于深入研究氟康唑杀灭真菌的作用机制、酵母

样真菌的耐药机制以及Ｒｌｉ１基因的功能提供了有益线索。
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