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摘   要：白色念珠菌(Candida albicans)被巨噬细胞吞噬的效率与被吞噬后的形态观察是研究白色

念珠菌与巨噬细胞互作的重要内容。【目的】以野生型菌株 SC5314 为母本，构建能够表达绿色荧

光蛋白(green fluorescent protein, GFP)/mCherry 的白色念珠菌，应用于巨噬细胞与白色念珠菌互作

的研究。【方法】通过生长与形态观察、细胞活性检测及小鼠系统性感染模型确定荧光蛋白的表

达对菌株生长、形态与毒力的影响；在共培养条件下，通过流式细胞术及荧光显微镜检测巨噬细

胞的吞噬率及白色念珠菌的形态变化。【结果】构建的菌株在表型上与野生型菌株一致，并可用

于在共培养下测定巨噬细胞吞噬率的流式细胞术以及观察白色念珠菌的形态变化。【结论】表达

荧光蛋白的菌株为研究巨噬细胞与白色念珠菌的互作提供了新方法。 

关键词：白色念珠菌；巨噬细胞；绿色荧光蛋白；mCherry；流式细胞术 

 

 



 

 

 

胡绍华等 | 微生物学报, 2023, 63(11) 4209 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

A Candida albicans strain expressing GFP/mCherry: 
construction and application in the research on  
macrophage- C. albicans interaction 

HU Shaohua#, GE Jiaqi#, HAN Qi* 

School of Life Sciences, Beijing University of Chinese Medicine, Beijing 102488, China 
 
Abstract: The phagocytosis rate of macrophages and the morphological changes of Candida 
albicans are the key points in the research on the host-pathogen interaction. [Objective] To 
construct C. albicans strains expressing the green fluorescent protein (GFP) or mCherry from 
the wild type SC5314, and use them to study the interaction between macrophages and C. 
albicans. [Methods] The effects of fluorescent protein expression on the growth, morphology, 
and virulence of the strains in mice were determined. Under the co-culture condition, flow 
cytometry and fluorescence microscopy were employed to determine the phagocytosis rate of 
macrophages and the morphological changes of C. albicans, respectively. [Results] We 
constructed C. albicans strains expressing GFP or mCherry. These engineered strains had 
consistent phenotype with the wild type and could be used for flow cytometry to determine the 
phagocytosis rate of macrophages and the morphological changes of C. albicans in co-culture. 
[Conclusion] The constructed strains expressing fluorescent proteins provided a new method 
for studying the interaction between macrophages and C. albicans. 
Keywords: Candida albicans; macrophages; green fluorescent protein (GFP); mCherry; flow 
cytometry 
 
 

白色念珠菌(Candida albicans)是一种临床

上常见的条件致病真菌，可定殖于人体的皮肤、

黏膜以及消化道等处[1]。当人体免疫力低下时，

白色念珠菌可引起持续的浅表感染或危及生命

的深部感染[2]。近年来，对唑类或棘白菌素类药

物耐药菌株的出现和传播进一步增加了治疗的

难度[3]。宿主抵抗白色念珠菌感染的主要机制是

由感染部位的巨噬细胞识别、吞噬和杀伤，并通

过分泌产生细胞因子或趋化因子募集多种免疫

细胞，如中性粒细胞，发挥免疫防御作用，而

白色念珠菌可通过细胞壁变化、菌丝生长等发

生免疫逃逸[4-5]。因此，通过研究白色念珠菌与

巨噬细胞的互作可为研究抗真菌感染提供新的

思路。 

一方面，巨噬细胞吞噬白色念珠菌是发挥抗

菌作用的基础，另一方面，白色念珠菌的菌丝生

长与其致病性密切相关，因此巨噬细胞吞噬率检

测与白色念珠菌被吞噬后的形态观察是研究白

色念珠菌与巨噬细胞互作的重要内容[6-7]。以往

的研究大多都利用异硫氰酸荧光素(fluorescein 

isothiocyanate, FITC)标记白色念珠菌，通过荧光

显微镜观察检测巨噬细胞吞噬率。尽管该方法操
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作简便，但无法排除 FITC 对白色念珠菌细胞壁

结构以及巨噬细胞识别与吞噬能力的影响，此

外，FITC 染色法也无法实时观察白色念珠菌被

吞噬后的形态变化[8-10]。据此，本研究以野生型

菌株 SC5314 为母本，构建了能够表达绿色荧光

蛋白(green fluorescent protein, GFP)或红色荧光

蛋白 mCherry 的菌株，检测了新构建的菌株与野

生型菌株在生长、形态及毒力中的差异，建立了

巨噬细胞吞噬白色念珠菌的流式细胞术以及在

共培养条件下白色念珠菌形态观察的方法，为深

入研究白色念珠菌与巨噬细胞互作提供了技术

手段。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  试验材料 

白色念珠菌 SC5314 与质粒 pAG6 由北京师

范大学桑建利教授惠赠；小鼠单核巨噬细胞白血

病细胞系 RAW264.7 购自中国科学院典型培养

物保藏委员会细胞库；小鼠品系为 BALB/c，购

自北京博盛锐达生物科技有限公司。 

1.1.2  培养基 
YPD 液体培养基：1%酵母提取物、2%蛋白

胨、2% D-葡萄糖；配制 YPD 固体平板时，另外

加入 2%琼脂；配制含有诺尔丝菌素的 YPD 固

体平板时，另外加入 200 μg/mL 诺尔丝菌素。 
1.1.3  主要仪器设备及试剂 

酵母提取物、蛋白胨、D-葡萄糖和琼脂购自

北京兰博利德商贸有限公司；诺尔丝菌素、RPMI 

1640 培养基，购自北京索莱宝科技有限公司；LDH

细胞毒性检测试剂盒、酵母全基因组 DNA 提取试

剂盒，购自北京科顺创新科贸有限责任公司；

CD11b-PE，购自上海优宁维生物科技股份有限公

司。超净工作台，购自苏州苏信环境科技有限公

司；恒温摇床、恒温培养箱，购自北京医疗设备

二厂；台式离心机，购自南京伊若达仪器设备有

限公司；荧光显微镜，购自门季(上海)生物科技有

限公司；流式细胞仪，购自 FACSVANTAGE SE。 

1.2  菌株及细胞培养 
白色念珠菌培养在 YPD 液体培养基，置于

30 °C、200 r/min 振荡培养 10 h，获得对数期细

胞。在菌丝诱导实验中，将对数期的白色念珠菌

转接至RPMI 1640培养液，置于 37 °C振荡培养。

RAW264.7 细胞系培养在含 10%灭活胎牛血清

的 RPMI 1640 完全培养液中，并置于 37 °C、5% 

CO2 细胞培养箱中进行培养。 

1.3  质粒和菌株构建 
本研究所用白色念珠菌菌株见表 1。 

 
 
表 1  本研究所用的白色念珠菌菌株和质粒 
Table 1  Candida albicans strains and plasmids used in this study 
Strain or plasmid Relevant genotype Source 

SC5314 Wild type [11] 

PACT1-GFP RPS10/rps10::pACT1-GFP This study 

PACT1-mCherry RPS10/rps10::pACT1-mCherry This study 

pAG6 SAT1-marked version of CIp10 [12] 

pACT1-GFP SAT1-marked version of CIp10 expressing GFP under ACT1 promoter and URA3 terminator This study 

pACT1-mCherry SAT1-marked version of CIp10 expressing mCherry under ACT1 promoter and URA3 terminator This study 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

胡绍华等 | 微生物学报, 2023, 63(11) 4211 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

 

质粒 pAG6 作为原始质粒[12]，将白色念珠菌

ACT1启动子(起始密码子ATG上游 1 kb，含ATG)
克隆到质粒 pAG6 的 Kpn I 与 Xho I 酶切位点之

间，将 URA3 3ʹUTR (终止密码子 UAA 下游   
137 bp，含 UAA)克隆在质粒的 Hind Ⅲ与 Mlu I
酶切位点之间，将密码子优化后的荧光蛋白基因

GFP、mCherry 分别克隆在质粒的 Xho I 与 Hind III
酶切位点之间，获得质粒 pACT1-GFP 与 pACT1- 
mCherry。经 Stu I 酶切后，通过醋酸锂转化法转

化 SC5314 菌株，在 YPD+200 μg/mL 诺尔丝菌

素平板上筛选阳性克隆。通过基因组 PCR 与

Western blotting 对菌株进行鉴定，获得 PACT1-GFP
菌株(RPS10/rps10::pACT1-GFP)与 PACT1-mCherry
菌株(RPS10/rps10::pACT1-mCherry)。 

1.4  生长曲线测定 
将处于对数生长期的酵母态白色念珠菌按

照 1:100 的比例接种至新鲜的 YPD 液体培养基

中，并置于 30 °C、200 r/min 温控摇床中培养。

每隔 2 h 通过酶标仪测定 OD600，设置 3 组平行。 

1.5  平板克隆生长实验 
收集处于对数生长期的酵母态白色念珠菌，

用无菌磷酸盐缓冲液(phosphate buffered solution, 
PBS)漂洗并将细胞浓度调整为 106 个/mL。按  
照 10 倍梯度依次稀释为 106、105、104、103、    
102 个/mL。各取 5 μL 顺序滴在待测的平板上，

并于 30 °C 静置培养 48 h，观察并拍照。 

1.6  细胞毒性检测 
细胞毒性检测依据 LDH 细胞毒性检测试剂

盒(Dojindo)说明书进行操作。将白色念珠菌与小

鼠单核巨噬细胞系 RAW264.7 按照 3:1 的比例共

培养在 96 孔板中，仅有细胞的对照孔中加入

Lysis Buffer，每孔平行重复 3 次，置于 37 °C、

5% CO2 的细胞培养箱中共培养 4 h。将共培养物

上清液移至新的 96 孔板中，在每孔中加入

Working Solution，避光室温放置 2 h，立即用酶

标仪测定 OD490。细胞毒性(%)=(共培养物上清液

OD490/对照孔 OD490)×100。 

1.7  小鼠系统性念珠菌感染模型 
选用小鼠品系为 BALB/c，雌性，8 周，体重

25 g。向小鼠尾静脉注射200 μL浓度为1×106 CFU/mL
的白色念珠菌细胞。每种菌注射 12 只小鼠，其中

10 只小鼠用于统计生存率，其余小鼠在注射 36 h
时用于制备肾脏组织切片。经含 10%甲醛的 PBS
固定后，通过过碘酸雪夫(PAS)染色，苏木精-伊红

(Hematoxylin-eddyr, HE)复染，进行观察。 

1.8  流式细胞检测 
将处于对数生长期的酵母态白色念珠菌与

小鼠单核巨噬细胞系 RAW264.7 按照 1:10 的比

例共培养于 RPMI 1640 完全培养液，于 37 °C、

5% CO2 培养至指定时间，胰酶消化并收集细胞，

经 CD11b-PE 染色，通过流式细胞仪检测巨噬细

胞的吞噬率。巨噬细胞的吞噬率=吞噬白色念珠

菌的巨噬细胞数目/巨噬细胞总数×100。 

1.9  数据差异显著性分析 
每个实验数据至少进行 3 次独立重复。通过

Student’s t test 分析，确定与野生型组间的差异。

以 P<0.05 作为数据差异显著性分析的依据。 

2  结果与分析 
2.1  表达 GFP/mCherry 的白色念珠菌

(PACT1-GFP、PACT1-mCherry)的构建及鉴定 
质粒 pAG6 以诺尔丝菌素抗性基因 CaSAT1

为筛选标记替换了质粒 CIp10 中 URA3，经 Stu I
酶切后可通过同源重组整合到白色念珠菌

RPS10 基因座位上[12-13]。为了避免营养缺陷型菌

株与营养筛选标记对白色念珠菌致病性的影响，

以 质 粒 pAG6 为 原 始 质 粒 ， 构 建 了 质 粒

pACT1-GFP 与 pACT1-mCherry (图 1A)，并以白

色念珠菌 SC5314 为母本菌株，通过醋酸锂转化

法转入 Stu I 酶切后的质粒，筛选得到具有诺尔
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丝菌素抗性的克隆，并通过基因组 PCR 与

Western blotting 对菌株进行鉴定(图 1B、1C)。
该结果表明以白色念珠菌 SC5314 为母本，成功

构建了表达 GFP 或 mCherry 的菌株：PACT1-GFP
菌株(RPS10/rps10::pACT1-GFP)与 PACT1-mCherry
菌株(RPS10/rps10::pACT1-mCherry)。通过荧光

显微镜 GFP 通道与红色荧光蛋白(red fluorescent 
protein, RFP)通道可观察到 PACT1-GFP 菌株与

PACT1-mCherry 细胞中的荧光蛋白表达(图 1D)。 

2.2  荧光蛋白 GFP/mCherry 的表达对白色

念珠菌生长与形态的影响 
生长曲线(图 2A)及 YPD 平板克隆生长实验

(图 2B)的结果显示，PACT1-GFP、PACT1-mCherry

菌株的生长快慢与野生型菌株一致。在菌丝诱导

0、1、4 h，PACT1-GFP、PACT1-mCherry 菌株具有

与野生型菌株一致的菌丝生长能力(图 2C)。上

述结果表明荧光蛋白 GFP/mCherry 的表达不影

响白色念珠菌细胞生长的快慢与形态发生。 

2.3  荧光蛋白 GFP/mCherry 的表达对白色

念珠菌毒力的影响 
将白色念珠菌与小鼠单核巨噬细胞系

RAW264.7 以 3:1 的比例共培养 4 h，通过检测共

培 养 物 上 清 液 中 的 乳 酸 脱 氢 酶 (lactate 
dehydrogenase, LDH)活性[12]，确定白色念珠菌对巨

噬细胞毒力的影响(图 3A)，检测结果显示，野生型、

PACT1-GFP、PACT1-GFP 菌株之间无显著性差异。 
 

 
 

图 1  表达荧光蛋白 GFP/mCherry 的菌株构建与鉴定 
Figure 1  Construction and identification of the strains expressing fluorescent proteins GFP/mCherry. A: 
Schematic diagram of plasmids pACT1-GFP and pACT1-mCherry. B: PCR identification of the strain genome. 
Primer pair 1 is primer 1 (located in the ACT1 promoter) and primer 2 (located in the GFP ORF), primer pair 2 
is primer 1 and primer 3 (located at mCherry ORF). C: Western blotting assay of the indicated strains. The 
protein content of Cdc28 serves as the loading control. D: Fluorescence observation of PACT1-GFP and 
PACT1-mCherry cells. Scale bar=12 μm. 
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图 2  荧光蛋白 GFP/mCherry 的表达对白色念珠菌生长与形态的影响 
Figure 2  Effect of expression of fluorescent protein GFP/mCherry on the growth and morphology of Candida 
albicans. A: Growth curve. B: Growth assay in YPD plate. C: Observation of hyphal growth. Scale bar=12 μm. 

 

通过小鼠系统性念珠菌感染模型的结果显

示，尾静脉注射野生型、PACT1-GFP、PACT1-GFP
菌株的小鼠在 8 d 内全部死亡，且各组小鼠生存

率之间无明显差异(图 3B)。尾静脉注射后 36 h
的小鼠肾脏组织切片染色结果显示，各组小鼠肾

脏组织损伤部位均可见大量的菌丝态白色念珠

菌细胞，并且可观察到的菌丝长度无明显差异

(图 3C)。以上结果表明，表达荧光蛋白 GFP/mCherry
不影响白色念珠菌的毒力。 

2.4  巨噬细胞吞噬白色念珠菌的流式细胞术 
由于小鼠单核巨噬细胞 RAW264.7 高表达

CD11b 受体，因此 CD11b-PE 可用于标记巨噬细

胞 [14]。将白色念珠菌与小鼠单核巨噬细胞系

RAW264.7 以 1:10 的比例共培养；A 为野生型菌

株与 RAW264.7 细胞共培养 0 h，未用 CD11b-PE
标记；B 为野生型菌株与 RAW264.7 细胞共培养

0 h，用 CD11b-PE 标记；C 为 PACT1-GFP 菌株与

RAW264.7 细胞共培养 0 h，未用 CD11b-PE 标

记；D、E 分别为 PACT1-GFP 菌株与 RAW264.7
细胞共培养 0.5、1 h，用 CD11b-PE 标记；流式

细胞术检测结果显示(图 4)，在共培养 0.5、1 h
时，巨噬细胞的吞噬率(%)=吞噬白色念珠菌的巨

噬细胞数目(图 4D、4E 双阳)/巨噬细胞总数(图
4D、4E 双阳+CD11b 单阳)×100%，分别为 5.6%、

7.7%；通过计算 1-未吞噬的白色念珠菌细胞数

目(图 4D、4E GFP 单阳)/白色念珠菌细胞总数

(图 4C GFP 单阳)×100%，可测定吞噬白色念珠

菌的比例分别为 73.0%、77.5%。该结果表明，
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新构建的表达荧光蛋白的菌株可用于流式细胞

术检测巨噬细胞的吞噬率与白色念珠菌的吞噬

情况。 

2.5  共培养条件下白色念珠菌的形态观察 
将 PACT1-GFP、PACT1-mCherry 菌株与小鼠单

核巨噬细胞系 RAW264.7 以 1:1:2 的比例共培养

1 h 和 2 h，通过荧光显微镜，可清晰地观察到白

色念珠菌被吞噬后的菌丝生长(图 5)。该结果表

明，新构建的表达荧光蛋白的菌株可用于观察与

巨噬细胞互作时的菌丝生长状态。 
 

 
 

图 3  荧光蛋白 GFP/mCherry 的表达对白色念珠菌毒力的影响 
Figure 3  The effects of expression of fluorescent protein GFP/mCherry on the virulence of Candida albicans. 
A: Detection of the killing rate of C. albicans against mouse monocyte RAW264.7 macrophage. n.s. represents 
no statistical difference. B: Survival rate of mice in a mouse model of systemic infection. C: PAS-HE staining 
of renal tissue sections. The black arrow indicates C. albicans cells; Scale bar=60 μm. 

 

 
 

图 4  巨噬细胞吞噬白色念珠菌的流式细胞术 
Figure 4  Flow cytometry for phagocytosis of Candida albicans by macrophages. A: Wild type cells 
co-cultured with RAW264.7 cells for 0 h without CD11b-PE labeling. B: Wild type cells co-cultured with 
RAW264.7 cells for 0 h and labeled with CD11b-PE. C: PACT1-GFP cells co-cultured with RAW264.7 cells for 
0 h without CD11b-PE labeling. PACT1-GFP cells co-cultured with RAW264.7 cells for 1 h (D) and 2 h (E), 
labeled with CD11b-PE. 
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图 5  表达荧光蛋白 GFP/mCherry 的菌株与巨噬细胞共培养下的形态观察 
Figure 5  Morphological observation of a strain expressing fluorescent protein GFP/mCherry in co-culture 
with macrophages. Candida albicans SC5314 or PACT1-GFP and PACT1-mCherry strains were co-cultured with 
RAW264.7 cells for 1 h and 2 h, and observed under a fluorescence microscope. The white arrow indicates C. 
albicans cells, the black arrow indicates macrophages; Scale bar=12 μm. 

 

3  讨论与结论 
对白色念珠菌进行遗传改造的方法目前主

要以营养缺陷型菌株为母本，如 CAI4 (ura3–)、

RM1000 (ura3–, his1–)、BWP17 (ura3–, his1–, 

arg4–)，利用相应的营养标记筛选转化株[15-19]。

然而，营养缺陷型菌株与营养标记存在以下问

题：(1) 营养标记 URA3 的拷贝数目、在染色体

的基因座位均可影响白色念珠菌菌丝发生、黏附

能力以及毒力[20-21]；(2) 在构建这些营养缺陷型

菌株的过程中破坏了 IRO1，而 IRO1 与铁离子

的摄取与毒力相关[22-23]。因此，本研究采用诺尔

丝菌素抗性为标记，筛选并获得了具有野生型菌

株 SC5314 遗传背景且能够表达绿色荧光蛋白

GFP 或红色荧光蛋白 mCherry 的菌株。此外，

构建的质粒 pACT1-GFP与 pACT1-mCherry也可 

用于转化临床上分离出的白色念珠菌。 
固有免疫是机体抵御病原体入侵的第一道

防线，巨噬细胞在宿主抵抗白色念珠菌的感染中

具有重要作用。感染部位的巨噬细胞通过吞噬白

色念珠菌，启动自身的杀菌机制，同时也激活了

细胞因子或趋化因子的合成和分泌，发挥免疫防

御[24]。白色念珠菌也可通过抵抗巨噬细胞的吞

噬作用，发挥免疫逃逸，如通过菌丝生长机械刺

破巨噬细胞、通过转录重编程适应吞噬小体微环

境、诱导巨噬细胞非裂解性外排等[25-27]。因此建

立巨噬细胞吞噬白色念珠菌的检测方法以及共

培养条件下白色念珠菌形态、定位观察的方法，

对于研究白色念珠菌与巨噬细胞互作具有重要

实用价值。 
新构建的能够表达 GFP/mCherry 的菌株在

生长、形态与毒力等表型上均与野生型菌株一
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致。选用表达 GFP 的菌株，通过流式细胞术检

测发现在共培养 0.5、1 h 时，巨噬细胞的吞噬率

为 5.6%、7.7%。由于一个巨噬细胞可吞噬超过

一个白色念珠菌细胞，因此通过计算 1−未吞噬

的白色念珠菌细胞数目/白色念珠菌细胞总数，

可测定吞噬白色念珠菌的比例分别为 73.0%、

77.5%。此外，新构建的表达荧光蛋白的菌株也

可用于观察与巨噬细胞互作时的菌丝生长状态，

并且也有可能用于检测白色念珠菌在动物体内

的定殖及与宿主细胞的相互作用等。综上所述，

本研究通过构建能够表达荧光蛋白的菌株，建立

了基于流式细胞术的巨噬细胞吞噬白色念珠菌

检测方法以及在共培养条件下白色念珠菌形态

实时观察的方法，为研究白色念珠菌与巨噬细胞

互作以及为筛选能够影响互作的药物提供了新

手段。 
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