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［摘　要］目的：研究临床不同来源白念珠菌２５ＳｒＤＮＡ基因型分布特点，探讨白念珠菌不同基因型与感染部
位或不同感染类型之间的联系。方法：特异性扩增不同来源的１８５株白念珠菌２５ＳｒＤＮＡ基因Ⅰ型内含子序
列，再经过琼脂糖凝胶电泳方法对扩增条带进行基因分型，并对不同感染部位、不同感染类型的白色念珠菌的基

因型进行比较。结果：１８５株白念珠菌中，Ａ型１２２株（６５９％）、Ｂ型３５株（１８９％）和Ｃ型２８株（１５１％），未
发现Ｄ型与Ｅ型菌株；外阴阴道念珠菌病（ＶＶＣ）来源与深部组织来源的白念珠菌２５ＳｒＤＮＡ基因型差异具有统
计学意义（Ｐ＝００００）；深部组织来源菌株中，艾滋病相关性和非艾滋病相关性白念珠菌基因型差异无统计学意
义（Ｐ＝０６８０）。结论：ＶＶＣ来源和深部组织来源的白念珠菌２５ＳｒＤＮＡ基因型不同，而深部组织来源的艾滋病
相关性和非艾滋病相关性白念珠菌２５ＳｒＤＮＡ基因型相同。
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２５ＳｒＤＮＡ

　　白念珠菌是重要的条件致病性真菌，可以引起
浅表感染（口腔、阴道和皮肤念珠菌病）或深部组

织感染（肺部、胃肠道、泌尿道念珠菌病和念珠菌

血症）。临床上，恶性肿瘤患者，长期使用抗生素
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或激素、接受放疗或化疗者，烧伤患者，老年伴有多

器官功能不全者，接受各种导管介入性治疗以及艾

滋病患者等，白念珠菌感染率较一般人群高［１］。

白念珠菌在不同感染部位和不同感染类型中的基

因型分布可能具有不同特点［２］。本文采用 ＭｃＣｕｌ
ｌｏｕｇｈ等［３］报道的针对白念珠菌基因组内高保守的

２５ＳｒＤＮＡ基因序列设计特异性引物，对白念珠菌
进行基因分型，探讨不同来源的白念珠菌的基因特

点。

１　材料与方法

１１　材料
１１１　白念珠菌菌株来源　２００９年６月 ～２０１１
年９月贵州各地区医院门诊或住院患者中收集的
１８５株白念珠菌，其中９０株来源于外阴阴道念珠
菌病（ｖｕｌｖｏｖａｇｉｎａｌｃａｎｄｉｄｉａｓｉｓ，ＶＶＣ）女性患者，年
龄１９～６２岁，平均（３２±９）岁，标本均为阴道分泌
物；９５株来源于深部组织感染患者，其中获得性免
疫缺陷综合征（艾滋病）２０人，男性１５人，女性５
人，平均（３２±８）岁；非艾滋病相关性患者７５人，
男性５０人，女性２５人，年龄５２～９３岁，平均（７１±
９）岁；标本来源有深部痰液、肺泡灌洗液、血液、尿
液和粪便。１８５株白念珠菌均经 ＣＨＲＯＭａｇａｒ培养
基和ＩＴＳ区测序鉴定。
１１２　培养基和试剂　ＹＰＤ培养基（美国 Ｄｉｆｃｏ
公司），ＰＣＲＭｉｘ（上海生工），引物序列 ＣＡＩＮＴＬ
（５′ＡＴＡＡＧＧＧＡＡＧＴＣＧＧＣＡＡＡＡＴＡＧＡＴＣＣＧＴＡＡ３′）、
ＣＡＩＮＴＲ （５′ＣＣＴＴＧＧＣＴＧＴＧＧＴＴＴＣＧＣＴＡＧＡＴＡＧ
ＴＡＧＡＴ３′，上海生工）［３］。
１２　白念珠菌特异性扩增及基因分型

ＤＮＡ的提取按照 Ａｖｎｉ等［４］的方法进行，然后

按照ＭｃＣｕｌｌｏｕｇｈ等［３］的方法行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反
应体系为 ＰＣＲＭｉｘ１３μＬ，上、下游引物各２５μＬ，
ＤＮＡ样品 １μＬ，超纯水 ７μＬ。ＰＣＲ反应条件为
９４℃预变性 ３ｍｉｎ；９４℃变性 １ｍｉｎ、６５℃退火
１ｍｉｎ、７２℃延伸 ２５ｍｉｎ，循环３５次；７２℃延伸
１０ｍｉｎ，取出 ＰＣＲ产物。经 ＰＣＲ反应特异性扩增
白念珠菌２５ＳｒＤＮＡ基因的Ⅰ型内含子序列，再经
过琼脂糖凝胶电泳方法对扩增条带进行基因分型。

１３　统计学方法
采用 ＳＰＳＳ１９０软件进行统计学处理，不同

２５ＳｒＤＮＡ基因型菌株数量采用 χ２检验，以 Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。

２　结果

２１　白念珠菌２５ＳｒＤＮＡ基因分型
１８５株白念珠菌分为３型，单一约４５０ｂｐ条带

的Ａ型，单一约８４０ｂｐ的Ｂ型和含有约４５０ｂｐ和
８４０ｂｐ两条带型的Ｃ型，未见Ｄ型和Ｅ型（Ｄ型为
单一的约１０８０ｂｐ条带，Ｅ型为单一的约１４００ｂｐ
条带）。见图１。

注：泳道１为 ＤＮＡｍａｒｋｅｒ，泳道２、３、４、５、９为单一４５０ｂｐ
扩增条带，鉴定为Ａ型；泳道６约为单一８４０ｂｐ，鉴定为Ｂ
型；泳道７，８为扩增条带４５０ｂｐ和８４０ｂｐ，鉴定为Ｃ型

图１　白念珠菌ＰＣＲ扩增产物电泳图
Ｆｉｇ．１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＣ．ａｌｂｉｃａｎｓｓｔｒａｉｎｓ
２２　１８５株白念珠菌２５ＳｒＤＮＡ基因分型分布

ＶＶＣ来源和深部组织来源的白念珠菌基因型
差异有统计学意义（Ｐ＝００００）。深部组织来源菌
株中，艾滋病相关性和非艾滋病相关性白念珠菌基

因型相似，差异无统计学意义（Ｐ＝０６８０）。见表
１。

表１　１８５株白念珠菌２５ＳｒＤＮＡ基因型分布
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆ２５ＳｒＤＮＡｇｅｎｏｔｙｐｅ

ｏｆ１８５Ｃ．ａｌｂｉｃａｎｓｓｔｒａｉｎｓ

来源
２５ＳｒＤＮＡ基因型（％）
Ａ Ｂ Ｃ

ＶＶＣ来源 ７８（８６７） ７（７８） ５（５６）
深部来源　ＨＩＶ（＋） １１（５５０） ５（２５０） ４（２００）
　　　　　ＨＩＶ（－） ３３（４４０） ２３（３０７）１９（２５３）
总计 １２２（６５９） ３５（１８９）２８（１５１）

３　讨论

白念珠菌是临床上分离率较高的条件致病菌，

建立一种简单快速、分辨率和重复性好、便于临床

实验室推广使用的白念珠菌分型方法，对于研究白
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念珠菌种间、种内亲缘关系和致病性以及药物敏感

性等均具有十分重要的意义［５］。白念珠菌２５ＳｒＤ
ＮＡ分型是针对白念珠菌基因组内高度保守的２５Ｓ
ｒＤＮＡ基因序列设计特异性引物，采用常规ＰＣＲ技
术扩增其中的特定片段，根据产物分子量的大小或

者Ⅰ型内含子的有无进行分型，目前认为这种以内
含子为基础的ＰＣＲ基因分型方法是流行病学和分
类学研究的有效方法［６］。

本研究结果中，Ａ型的检出率最高（６９１３％），
这与国内其他学者的报道相似［７－８］，提示基因Ａ型
为贵州地区念珠菌感染常见基因型。本研究发现

ＶＶＣ来源与深部组织来源白念珠菌２５ＳｒＤＮＡ基因
型有较大不同，ＶＶＣ来源的白念珠菌 Ａ型呈明显
的优势（８６７％），Ｂ型和 Ｃ型所占比例较少；深部
来源菌株除Ａ型略多外，Ａ、Ｂ、Ｃ型呈分布较平均，
两种不同部位来源菌株２５ＳｒＤＮＡ基因型的差异
具有统计学意义，提示不同来源的菌株可能具有不

同的遗传背景，从而对侵染对象具有选择性。ＶＶＣ
来源的白念珠菌２５ＳｒＤＮＡ基因分布情况与国内
其他研究者的结果相似［９－１０］。深部来源菌株中，

艾滋病相关性白念珠菌 Ａ型虽然较非艾滋病相关
性菌株多，但２者的２５ＳｒＤＮＡ基因型分布的差异
无统计学意义（Ｐ＞００５），说明相同来源的白念珠
菌，虽然在个体不同的免疫条件下基因型的分布略

有差异，但差异不大。本实验中未发现 Ｄ型菌株，
这可能与都柏林念珠菌在中国人群中以低频率存

在有关［９，１１］。

ＶＶＣ来源的白念珠菌 Ａ型呈明显的优势分
布，可能与Ａ型菌株具有更强的黏附力和侵袭力
有关［１，５］。由于２５ＳｒＤＮＡ分型是以Ⅰ型内含子的
存在和缺失作为分型的基础，缺乏Ⅰ型内含子的Ａ
型菌株具有积极阻止内含子获得的机制，内含子的

插入可能影响到相关蛋白质的表达，导致白念珠菌

对细胞的黏附力减弱 ［５－６］。同时，Ａ型对５氟胞
嘧啶的敏感性较 Ｂ型和 Ｃ低，抗生素的使用可能
也对菌株基因型的分布起到选择性作用［６，１２］。女

性阴道黏膜细胞的免疫系统其优势抗体是 ＩｇＧ，同
时阴道内酸性、低氧的环境可能对菌株有更强的选

择性［２］。因此，阴道内定植菌株优势基因型的分

布可能是多因素共同作用的结果。

综上所述，ＶＶＣ来源和深部组织来源的白念
珠菌２５ＳｒＤＮＡ基因型分布具有不同的特点，而深
部组织来源的艾滋病相关性和非艾滋病相关性白

念珠菌２５ＳｒＤＮＡ基因型分布特点相似。
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