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由于
87Z

感染)器官移植和肿瘤等免疫力减弱患者的增加

和抗真菌药物的不恰当使用#侵袭性真菌感染人数逐年增加#已

经对临床各类疾病的治疗造成巨大威胁(临床标本中光滑念珠

菌在非白色念珠菌中分离率最高(临床分离出的所有假丝酵母

菌中#光滑念珠菌三唑类耐药率最高(我国约
!(#%̂

的光滑念

珠菌对氟康唑耐药%

!!#9̂

的氟康唑与伏立康唑交叉耐药%

"#%̂

的菌株对所有抗真菌药物不敏感%没有发现三唑类与棘白

菌素交叉耐药的菌株*

!

+

(本文就光滑念珠菌三唑类耐药机制综

述如下(

A

!

形成生物被膜

!!

使用植入性材料#如导管)中心静脉插管大大增加了院内感

染的概率#且多引起耐药微生物感染(大多数微生物是以生物

被膜的形式黏附在其他物体表面(继而定植)产生细胞外基质)

生物膜逐渐成熟和扩散(生物膜的形成有
%

个阶段!$

!

&菌体黏

附于表面支撑物#形成微菌落#微菌落融合并形成生物膜的基底

层%$

"

&产生和释放基质%$

%

&形成三级致密网状结构#发育为成

熟生物膜(人类
9'̂

的感染是生物被膜引起的(最近的研究

证实#从生物膜中游离出的细胞比单个浮游酵母菌致死率更

大*

"

+

(多种因素参与生物膜耐药!$

!

&

-

8

#酸性环境中光滑念珠

菌对三唑类敏感率更高*

%

+

%$

"

&生物膜内细胞密度高%$

%

&生物膜

基质对耐药性的影响%$

(

&养分限制#膜内细胞增长率低%$

'

&耐

药基因的表达#尤其是编码外排泵的基因%$

9

&存在耐药细胞株(

对三唑类药物而言#细胞密度对耐药性影响很大(当细胞密度

较低时$

'

!&

%

"

K2

&#浮游酵母菌和生物膜内酵母菌细胞对三唑

类药物都敏感#随着细胞密度的增高#耐药性也增高(在细胞密

度较高的生物膜内#细胞间通过,群体感应-作用分泌信号分子#

感知浓度变化从而检测菌群密度)调控菌群生理功能#并且反馈

性抑制菌群复制#使定植群落达到最适大小#以适应周围环境#

形成成熟的生物膜(生物膜结构是微生物为适应生存环境而形

成的与浮游细胞相对应的存在方式#这种方式增强了自身防御

系统#提高了其抗真菌药物的耐药性#导致药物耐受性增加(血

清可促进光滑念珠菌黏附于生物材料表面(血清中胆固醇可以

促进
1X:!

表达#同时血清清蛋白与预后有关*

(,'

+

(在侵袭性感

染中#血清及组织液是体内生物膜形成的基础(生物膜的细胞

外基质可以通过离子交换)与带电荷的抗菌药物结合起来降低

药物的穿透力(单个细胞可以通过不可逆的基因突变产生耐药

表型#生物膜耐药表型的产生依赖于自身的生理变化#而不依赖

基因突变(对白色假丝酵母菌的试验结果表明#在成熟生物膜

内的酵母菌对三唑类仍有耐药性#但是比生物膜耐药性弱(所

以#在混合生物膜系统内#细胞外基质造成的药物低渗透力并不

是耐药产生的唯一原因(生物膜形成能力与感染能力紧密相

关#影响菌株毒力(一些学者用基因芯片技术和蛋白质组学技

术分析生物膜时发现了一些基因#如!过氧化物酶
6/1!

)酪氨

酸生物合成及降解因子
1U<

)肌酸激酶
;:e

)热休克蛋白
@&

)

神经鞘脂类
:e5!

)

eU.!

)

:7U

)

U7*

)锌调节基因
c1+!

)细胞表

面疏水性相关的
6:8!

)醇脱氢酶
148'

#它们在生物膜形成过

程中起不同作用*

9

+

(

B

!

药物外排作用增强

B#A

!

106

转运蛋白是跨膜整合蛋白#存在于细胞膜或细胞器膜

上#利用
1/+

供能把药物泵出细胞外#主要介导脂溶性物质排

出(有些
106

转运蛋白转运特异性配体#有些转运结构类似的

一类蛋白#造成多药物耐药(它与易化扩散超载体家族$

;*:

&

都是
;4U

蛋白(两种蛋白都有特异性区域!核苷酸结合域

$

504C

&和高度疏水跨膜域$

/;4C

&(

106

转运蛋白由
"

个位于

细胞质的核苷酸结合域
504

和
"

个跨膜域
/;4

(

504C

与

1/+

结合并水解供能%

/;4C9

次跨膜#形成单环(不同的
106

转运蛋白
504C

和
/;4C

的空间位置不同(转运药物时#

504

以头尾连接的方式结合
"

个
1/+

#每个
1/+

结合在
504

上的

模体之间#

1/+

水解后#二聚体解离(对于外向运输的
106

蛋

白#当底物结合位点在膜内侧时#蛋白质与底物的亲和力高#二

者结合#构象变化#底物结合位点暴露在细胞膜外#底物与结合

位点的亲和力降低#二者解离#释放底物至细胞外(内向运输的

106

转运蛋白机制复杂#当
1/+

供应不足或者转运蛋白表达

减少时#酵母菌细胞对药物摄入减少(

6

=

64U!

是
106

转运蛋

白之一#其表达上调可以引起三唑类耐药#敲除基因
6

=

64U!

后#原耐药株转变为敏感株(

M

EG!

)

:D

V

"

)

6

=

64U!9

和
6

=

+PJ!

$又作
6

=

6PG"

&突变也可引起耐药*

$

+

(不同转运蛋白在耐药性

形成中地位不同*

>

+

(

6

=

64U!

的表达水平高于
6

=

64U"

(敲除

6

=

64U"

基因后光滑念珠菌对三唑类药物敏感度未增加#同时

敲除
6

=

64U!

和
6

=

64U"

时#光滑念珠菌敏感度上升
'&̂

(所

以对于光滑念珠菌而言#

6

=

64U!

突变的作用更显著(

B#B

!

+4U

调节
106

转运蛋白家族 的 生 物 合 成#

:D

V

"

-

)

6

=

U/1!

-

和
+PG'

-

同属于
+4U

亚族#它们与启动子上游部位

多向耐药应答片段$

+4U.C

&作用#调节基因的表达(

+PG!

)

+PG%

-

正向调节%与之染色体同源的
:/0'

负向调节*

@

+

(当敲除

:/0'

时#

+4U!

的过量表达引起
106

转运蛋白表达上调#光滑

念珠菌耐药性小幅度增强*

!&

+

(已发现
+4U!

的错意突变位点

'$

个#主要位于转录活化区)中间同源区和抑制区(

+@"$:

突变

位于转录活化区#其突变株
6

=

64U!

和
6

=

64U"

基因表达上调#

外排作用增强*

!!

+

(部分
+4U!

突变株毒力增强#造成耐药*
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+

(
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+4U!

突变可使另一种外排泵基因
+X+!

表达上调#同时
+X+!

基因也编码线粒体蛋白*

!%

+

#所以
+4U!

突变与线粒体缺陷是否

有共同途径尚不清楚*

!(

+

(

6

=

U/1!

也参与正向调节#它与

+4U.C

的
'\X/U

区域结合#分别在含氟康唑培养基上同时培养

敏感株与耐药株#耐药株
6

=

U/1!

的表达量在一定范围内随氟

康唑浓度升高而上升#敏感株
6

=

U/1!

表达没有增加*

!'

+

(最近

的研究显示#

+4U!

点突变可造成黏附力增强#故
+4U!

还与菌

株毒力有关*

!"

#

!9

+

(国外有学者证实#呼吸抑制作用可以促进光

滑念珠菌
6

=

+4U!

作用#

6

=

64U!

表达上调*

!$

+

(

B#C

!

;4U!

基因编码
;*:

(

;*:

是一种通过电化学势能进行

被动转运的
;4U

蛋白#不依赖
1/+

供能#主要介导水溶性物质

泵出(

;4U!

基因过度表达可造成氟康唑耐药(

;PG!+

具有底

物特异性#通过抑制药物摄入#降低细胞内药物浓度造成耐药#

但是仍然有药物不被抑制(

C

!

.G

=

AA

基因突变与表达上调

!!

.G

=

!!

基因编码真菌
!(

8

,4;

#该酶属于细胞色素
+,('&

家

族#是三唑类药物作用于真菌细胞的靶向酶#三唑类药物与

.G

=

!!

-

结合#干扰真菌细胞膜麦角固醇的合成(麦角固醇合成

过程复杂#参与合成的酶有
.G

=

!,.G

=

"$

基因编码#其中
.G

=

!!

编

码的
.G

=

!!+

是关键酶(三唑类药物与之结合后#真菌细胞内正

常的麦角固醇逐渐耗竭#甲基化固醇在细胞内聚集#从而改变了

细胞膜成分#影响细胞膜稳定性#抑制真菌生长#并最终导致细

胞死亡(

!!

.G

=

!!

基因突变改变了蛋白质氨基酸序列#若改变发生在

酶与唑类药物的结合位点#则药物的结合率降低#未结合的酶仍

然可以参与正常的生化反应#使麦角固醇合成量正常#有效降低

药物对细胞膜稳定性的影响(国内有研究扩增了光滑念珠菌耐

药株与敏感株
.G

=

!!

基因#再将基因克隆至
-

X6'$,/

载体#利

用此载体上通用引物进行基因测序#并与
=

FDF,?ODQ

上的基因进

行比对#发现了
!&

个突变位点#点突变包括转换和颠换两种形

式*

!>

+

(

'

种突变在敏感株和耐药株中均出现%两种突变只在敏

感株中出现%

6"!&!)

)

6!&$%/

)

)!($>1

只在耐药株中出现(

:O,

KOGODO

M

OQF

等*

!@

+对氟康唑耐药菌株测序#未发现
.G

=

!!

有意义

突变(

.G

=

!!

突变是否为光滑念珠菌耐药产生的机制仍需试验

证明(

细胞内
.G

=

!!+

水平取决于其编码基因的表达(当基因表

达上调时#合成的蛋白质产物增多#而药物浓度是定量的#过多

的蛋白质产物可以中和药物#降低或抵消药物对真菌细胞的药

理作用#维持真菌细胞膜的稳定性#表现出对药物的耐药性(基

于此#有试验通过荧光定量聚合酶链反应技术#分别测得光滑念

珠菌三唑类药物敏感株)药物依赖性敏感株和耐药株的
KU51

水平#结果显示
%

组真菌
KU51

水平差异有统计学意义$
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$
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.G

=

!!

基因表达上调可以造成光滑念珠菌对三唑类药

物耐药(

X+6"1

调节
.G

=

!!

基因转录#

X+6"1

突变株
!(

8

,4;

合成减少#对氟康唑敏感度升高*

"&

+

%

.G

=

!!

基因拷贝数增加#菌

株耐药性增强*

"!

+

(

光滑念珠菌合成麦角固醇需要铁元素的参与(

1LC!

-

是

1/+

转运蛋白之一#向细胞内转运固醇(在缺铁环境下#

1LC!

-

向细胞内转运固醇增加#抵消了环境对细胞生长的抑制

作用*

"","%

+

(

D

!

线粒体相关因素

!!

线粒体功能障碍也是耐药机制之一(线粒体内基因缺失会

使
106

转运蛋白表达上调#但参与三唑类耐药的具体机制仍未

明确(

在
+FD

=

等*

!(

+的试验中#所有的耐药菌株呼吸均受到抑制(

氟康唑作用于光滑念珠菌时#耐药株线粒体膜电位)活性氧水平

U<:

和细胞周期没有发生变化%而敏感菌株线粒体内膜电位随

药物浓度升高而升高)

U<:

升高#呈剂量依赖关系(敏感菌株细

胞周期多阻滞在
)"

"

;

期(细胞在
)"

"

;

期内修复错误的

451

复制#在氟康唑长期作用下#细胞周期长期阻滞#

451

复

制错误不断累积#最终导致细胞凋亡(

U<:

的产生受线粒体膜

电位控制#当细胞内自由基水平增高时#过多的自由基与线粒体

膜上的还原位点结合#导致线粒体氧化性损伤(

U<:

还能与
1

-

ON,!

)

3OC

-

OCF,@

前体)

1/+

"

P1/+

形成凋亡小体#通过级联反应

引起细胞凋亡(同时#线粒体内的锰超氧化物歧化酶$

;D,:<4

&

等清除氧自由基的能力下降#聚积更多的
U<:

#影响线粒体膜电

位#造成线粒体膜电位崩溃#引发细胞凋亡(当细胞缺乏
:<4C

时$

cD,:<4

)

;D,:<4

&#染色体自然突变率升高#呼吸缺陷株更

容易突变为耐药菌株*

"(

+

(

线粒体基因的非缺失性突变造成线粒体功能的损害是可逆

的#当暴露于氟康唑时#光滑念珠菌的线粒体可以在感受态和非

感受态转换#以此来逃避氟康唑的抑菌作用*

"'

+

(

综上所述#多种机制共同参与光滑念珠菌对三唑类药物的

耐药#临床分离出的耐药菌株可能有一种耐药机制#也可能有多

种(外排泵作用增强是造成耐药的明确因素#

.G

=

!!

基因突变)

外排泵基因调控序列的突变及线粒体基因突变在光滑念珠菌对

三唑类耐药物中的作用仍需进一步探究(
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结核感染
/

细胞斑点试验对结核病诊断的研究进展

贾文青 综述 刘
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莹%审校

"郑州大学第一附属医院呼吸与重症医学科
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近年来全球结核病疫情呈明显上升趋势#据
g8<

估计全

球有
!
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%

的人口感染结核分枝杆菌#每年约
>&&

万新发结核病

患者#

"&&

万人死于结核病*

!

+

(我国是全球结核病高负担国家

之一#

"&!&

年全国第
'

次结核病流行病学调查显示#我国现有

活动性结核患者
'"%

万#占全球发病的
!(#%̂
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(早期确诊可

以有效控制结核#具有积极的临床意义(传统检测方法!$
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&结

核分枝杆菌培养法(结核分枝杆菌培养法特异性高#而染色阳

性率低#培养需
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周#可延误诊断#影响治疗($
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&痰涂片法(

痰涂片法操作简单#但阳性率仅为
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#因此不利于临

床结核病的诊断和治疗*
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&组织病理学检查(组织病理学

检查是有创性操作#患者依从性差#花费高($
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&结核菌素皮肤
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长期应用于结核感染的筛查#存在许多缺陷#

因其使用的结核菌素纯蛋白衍生物$
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&易与非
;/0

及卡介
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06)

&发生交叉反应#导致其特异度及敏感度较低(

4BFR

等*
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+的
;FIO

分析报道显示#

/:/

敏感度仅为
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(此外
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需要
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后出结果#时间长#患者依从性差#且结果判读主

观性较强#从而影响结果的准确性($
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&结核血清学检测(结核

血清学检测操作简单#用时较少#但存在假阳性和假阴性的问
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