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摘 要：利用错配内部引物，采用重组 CDE方法获得 F"&%+突变型白念珠菌 &!!8去甲基化酶
（DGC9&），构建 F"&%+突变型 DGC9&蛋白的表达载体 ?GDGC9&H，转化进入酵母菌 I1’JD: &中，

半乳糖诱导蛋白的表达，微量液基稀释法测定表达野生型及突变型 DGC9&蛋白的宿主酵母
菌对氟康唑的 HID。表达的 DGC9&蛋白占微粒体蛋白酶系的 &9K；表达突变蛋白的酵母菌

HID值是表达野生蛋白的酵母菌 HID值的 $倍。DGC9&蛋白 F"&%+的突变导致表达突变蛋
白的酵母菌对氟康唑 HID的升高，证明 F"&% 残基对 DGC9& 蛋白与氟康唑的结合有一定作
用，为研究新型抗真菌前导化合物寻找新的靶点。

关键词：&!!8去甲基化酶，重组 CDE，微量液基稀释，HID值
中图分类号：534# 文献标识码：L 文章编号：%%%&8#$%2（$%%"）%#8%3&$8%9

近年来，深部真菌感染呈逐年上升趋势，其中白念珠菌是感染人类的主要机会致病真

菌。氮唑类化合物是临床治疗真菌感染的主要药物之一，作用靶是 &!!8去甲基化酶
（DGC9&），DGC9& 在真菌麦角甾醇生物合成通路中起关键作用［&］，氮唑类药物通过与
DGC9&的结合阻断真菌麦角甾醇的合成通路，从而发挥其抗真菌作用。由于抗氮唑类化
合物的菌株或菌种所致感染的报道大量出现，因此研究真菌的抗药机制将对新型抗真菌

药物的设计研究具有指导意义。大量研究表明，真菌 DGC9&蛋白的变异导致真菌与氟康
唑的亲和力下降是真菌产生抗药性的重要原因［$］，HID值的升高是一种直观表现［"］。抗
药性真菌中 DGC9&发生单氨基酸变异［$，!，9］或多个氨基酸同时变异［$］。国外有学者采用
重组 CDE方法突变 DGC9&蛋白的氨基酸残基，获得真菌的抗药性［# M 4］。

DGC9&是跨膜蛋白，其晶体目前无法纯化得到，根据已知晶体结构的 !种 C8!9%蛋白
计算机模建 DGC9&结构成为一种常用手段，并取得较多成果［2］。在计算机模建的 DGC9&
结构中，F"&%（-<N）位于蛋白羟基化反应中心，起传递质子的作用［&%，&&］，本实验将其突变为
酸性氨基酸 +（><N），表达突变型 DGC9&，测定表达蛋白菌株的 HID值的变化，探讨 F"&%位
点突变后的 DGC9&与氟康唑结合的变化，从而初步说明 F"&%对于 DGC9&与氟康唑的结
合有一定作用。



! 材料和方法

!"! 菌株、质粒、培养基和培养条件
供体菌为白念珠菌（!"#$%$" "&’%("#）标准株 !"## $%%&’，本实验室保存；抗氟康唑的

白念珠菌一株（长海医院馈赠的临床分离株）；受体菌为大肠杆菌 "()&*+，酵母菌 ,-./#0&

及表达质粒 123/4 购于美国 ,-.,"5(63- 公司；含野生型 #2)’& 蛋白基因的重组质粒
163789（ :）;0#2)’&，命名为 16#2)’&由本实验室构建，经测序证明 #2)’&基因准确无突
变。大肠杆菌 <7&*=作为 16#2)’&的受体菌。分别在 8$>、8*>培养白念珠菌、酵母和
大肠杆菌。

培养基包括 23)?培养基（每升含酵母浸膏 &*@，4A蛋白胨 4*@，4A葡萄糖 4*@）；/#
选择培养基（酵母基质 %B$@，葡萄糖 4*@，添加 &%种氨基酸）；/#诱导培养基（每升含酵母
基质 %B$@，半乳糖 4*@，添加 &%种氨基酸，尿嘧啶 *B&@）；CD培养基（每升含酵母浸膏 ’@，蛋
白胨 &*@，-E#F &*@）添加氨苄青霉素 *B&G@HGC。
!"# 药品和试剂
氟康唑由第二军医大学附属第一医院—长海医院购入。3I)"* 酶、其它限制性内切

酶及 "J?-!连接酶从日本 "EKE5E公司购得。)#5产物纯化试剂盒购于上海华舜生物工
程公司。序列测定在上海生工生物工程技术服务有限公司完成。

!"$ %$!&’突变型 ()*+!蛋白表达载体的构建
外引物 &：’L0!!!"""6#"!!!"""6#"""6!#"!#"08L，位于 #2)’& 基因序列的 ’M$ N

%*8位，外引物 4：’L0"66#!"!"6#!""#"6!6!6"""##""08L，位于 &4J$ N &4$8位，两引物间
的序列包含 +,&!和 -.%"限制性内切酶位点；内引物 & ：’L0"!!"666"66"#!!0
6!"!#""#"6#""08L，内引物 4：’L0!!6#!6!!6"!"#""6!##!###!""!08L，其中内引物 &、
4是完全互补的，带有 O8&*?的突变（#!"!6!"）。首先以 16#2)’&为模板，外引物 &H内
引物 4和外引物 4H内引物 &为引物，)#5反应条件为 =J>预热 ’GPQ；=J>变性 8*R，’’>退
火 J’R，$4>延伸 &GPQ，循环 8*次；$4>延伸 $GPQ。)#5产物回收纯化，作为重组 )#5反应
的模板，以外引物 &H外引物 4为引物，=J> ’GPQ；=J> &GPQ，JM> 4GPQ，$4> 8GPQ，循环 8*
次；$4> $GPQ。)#5产物带有 O8&*?突变，经 +,&!和 -.%"酶切后连接到 16#2)’& 质
粒，测序后再经 /(05"和 1%#S#酶切后连接到表达载体 123/4中，得到 12#2)’&7。
!", %$!&’突变型 ()*+!蛋白的表达

12#2)’&7转化大肠杆菌 "T1&* +L，CD平板（含 !G1）上选择阳性转化子；采用原生质
体法转化酵母菌 ,-./#0&，在 /#选择培养基上选择阳性转化子，阳性单菌落于 4’*GC /#
中，8*> 4’*UHGPQ振摇 8%V，加入半乳糖至终浓度为 4A，培养 4*V 以上。参考 #VUPRWT1VX
#YFFPQ 微粒体酶系提取方法［&4］，利用 CZWP[ERX破壁提取微粒体酶系，/?/0)!63分析。
!"+ 表达突变型 ()*+!蛋白的酵母菌对氟康唑-.(值的测定
液体稀释法测定 7,#值［&8］，具体方法是：首先用 5)7,&%J* 培养液调整菌液浓度至

& \ &*8 N ’ \ &*8 个HGC；然后取 =% 孔板，于每排 & 号孔加 5)7,&%J* &**$C 作空白对照，
8 N &4号孔各加新鲜配置的菌液 &**$C，4号孔分别加菌液 &=*$C和氟康唑 &*$C；4 N &&号
孔 &*级倍比稀释，使各孔药物浓度分别为 84、&%、M、J、4、&、*B’、*B&4’和 *B*%4’$@HGC；&4

8&$% 期 高平挥等：白念珠菌 O8&*?突变型 &J%0去甲基化酶的克隆、表达及活性的初步研究



号孔不加药物作为阳性对照；药敏板于 !"#培养。培养 $%&后，用酶标仪于 ’$()*测各孔
!" 值。本实验设置阴性对照（白念珠菌 +,--.’’/"、酿酒酵母 0123-4/、转入 5673$空载体
的酿酒酵母、表达野生型 -68"/蛋白的酿酒酵母）及阳性对照（抗氟康唑的白念珠菌临床
分离株）。与阳性对照孔相比，以 !" 值下降 9(:以上的最低药物浓度孔中的药物浓度作
为 ;0-值进行评价，;0-值高于最高浓度 !$!<=*>时，计为“ ? !$!<=*>”；;0-值为最低浓
度或在最低浓度以下时，均计为“!(@(’$"!<=*>”。根据 ;0- 值的变化说明突变前后
-68"/对氟康唑抗性的变化。

! 结果和讨论

!"# 表达载体的构建
以 5A-68"/为模板，进行两次 8-B反应，纯化 8-B反应产物，分别获得大小为 "(’C5

和 $/$C5的产物，再以这两种 8-B产物为模板，两条外引物进行重组 8-B反应，获得带有
D!/(E突变的 8-B产物片段，大小为 ’F’C5。该 8-B产物经 #$%"和 &’(#酶切后连接到
5A-68"/质粒，得 5A-68"/;，在大肠杆菌 G;/(F 中扩增。5A-68"/;经 8-B及 )*+B#、
,(-H$酶切鉴定含有目的片段，测序结果与 AI)JK)L中的序列（F!"(!）比对，除 D!/(E突
变外，没有其它变异。将测序正确的质粒 5A-68"/;经 )*+B#和 ,(-H$酶切后，回收
/.((C5的片段，表达载体 5673$经相同的两种酶消化后，回收载体，再经 ,%E1+连接酶连
接，转化大肠杆菌 ,M8/(NO，在含 +*5的 >J培养基中选择阳性转化子，经酶切鉴定含有目
的片段，再获得含有突变 -68"/基因的重组质粒 56-68"/;。
!"! 野生型及突变型 $%&’#蛋白的表达
经上述鉴定的阳性转化子，在大肠杆菌中大量扩增后，抽取质粒后采用原生质体法转

图 # 野生型 $%&’#的 ()(*&+,-图
NP<Q/ 3E348+A7 RS TPUH -68"/

/Q 8VRWIP) *KVLIV；$ Q ,&I *PXVRYR*I 5VRWIP) IZWVKXWIH，KV4

VRT P)HPXKWIH W&I TPUH -68"/；! Q ,&I )I<KWP[I XR)WVRU（W&I

*PXVRYR*I 5VRWIP)Y IZWVKXWIH SVR* W&I \IKYW WVK)YSRV*IH C\

567!$）Q

图 ! 突变型 $%&’#的 ()(*&+,-图
NP<Q$ 3E348+A7 RS D!/(E *]WK)W -68"/

/Q 8VRWIP) *KVLIV；$ ^ !Q ,&I *PXVRYR*I IZWVKXWIH SVR* W&I

\IKYW IZ5VIYYIH W&I D!/(E *]WK)W -68"/；% Q ,&I )I<KWP[I

XR)WVRU（ W&I *PXVRYR*I IZWVKXWIH SVR* W&I \IKYW WVK)Y4

SRV*IH C\ 5673$）Q
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化酵母菌，终浓度 !"的半乳糖诱导蛋白表达，提取微粒体蛋白酶系进行 #$#%&’()（图 *
和图 !），所有样品的上样量为 !+!,，蛋白标准的上样量为 -!,，./&-*的分子量是 -01$左
右。通过图 *可以看出，在转入野生型 ./&-*重组质粒的酵母菌中，./&-*的表达量多于
转入质粒 2/)#! 的酵母菌中 ./&-* 的表达。从图 ! 的结果可以看出，转入重组质粒
2/./&-*的酵母菌表达的 ./&-*量大于转入质粒 2/)#!的酵母菌中 ./&-*的表达量。通
过 #$#%&’()灰度扫描，结果初步确定表达蛋白占微粒体蛋白酶系的 *-"。
!"# $%&测定结果
采用液基稀释法重复 0次测

定酵母菌对氟康唑的 34.，结果
稳定（表 *）。阴性对照菌的 34.
远远低于转入 2/./&-* 及 2/.%
/&-*3 质粒的酵母菌的 34.，表
达突变型 ./&-*的酵母菌的 34.
是表达野生型 ./&-* 的酵母菌
34.的 5 倍，均低于临床分离的
抗氟康唑的白念珠菌。

表 ’ 不同菌株对氟康唑的$%&(
6789: * 34.; <= =9>?<@7A<9: =<B CD==:B:@E ;EB7D@;

#EB7D@; 34.; <= =9>?<@7A<9:F（!GFH,）

!"##$"%&’(#)* #)%)+,*,") :I2B:;;:C ./&-*3* *J

!"##$"%&’(#)* #)%)+,*,") :I2B:;;:C ./&-* 5

K:;D;E7@E -"./,/" "01,#".*! L 0!

!"##$"%&’(#)* #)%)+,*,") EB7@;=<BH:C 2/)#! "+M+J!-

!"##$"%&’(#)* #)%)+,*,") 4NO#.%* "+M+J!-

-"./,/" "01,#".* /+*M+P "+M+J!-
!.9D@D?79 B:;D;E7@E ;EB7D@

真菌抗药性的产生是临床治疗深部真菌感染失败的主要原因，对大量临床分离抗药

菌株的研究发现真菌抗药性可以由多种原因引起：可以由多药转运泵基因—.$K*、.$K!
及 Q)NB过高表达引起［*5，*-］；也可以由于 ./&-*蛋白的高表达或变异引起抗药性。本实
验将 ./&-*中 0*+位组氨酸突变为天冬氨酸。结果中菌株"和#的 34.值相同，说明载
体的转入不影响真菌对氟康唑的敏感性；菌株$的 34.高于"，表明 ./&-*的表达使酵
母菌中 ./&-*拷贝数增加，导致真菌对氟康唑的敏感性下降，证明 ./&-*拷贝数增加是
真菌抗药机制之一；菌株% 34.值是$的 5倍，说明 R0*+$的突变降低 ./&-*与氟康唑
的结合，导致真菌对氟康唑的敏感性下降，34.升高，证实 ./&-*变异是真菌抗药性产生
的重要原因。结果初步证明 R0*+在 ./&-*与氮唑类药物正确结合中发挥重要作用。本
研究为进一步了解 ./&-*构效关系奠定基础。
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