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附着状态对口腔白色念珠菌
ALS 基因 mRNA 的影响

亓庆国 ,胡 　涛 ,傅春华 ,周学东
(口腔生物医学工程教育部重点实验室 ,四川大学 ,四川 　成都 610041)

[摘要 ] 　目的 　比较生物膜和游离状态下 ,白色念珠菌 ALS 基因在 mRNA 水平上的表达差异。方法 　一步法

RT- PCR观察白色念珠菌临床分离株和标准菌株 ,在游离状态和生物膜状态下 ALS1 和 ALS4 的 mRNA 的丰度差异。

结果 　白色念珠菌临床分离株在生物膜状态下 ,ALS1 和 ALS4 的 mRNA 丰度明显强于游离状态 ,而标准株在游离状

态和生物膜状态下 ,ALS1 和 ALS4 的 mRNA 丰度没有显著性差异。结论 　生物膜状态下的白色念珠菌 ,ALS基因在

转录水平的表达有增强 ,提示该基因在生物膜形成发展中可能有一定的作用 ,但其增强的程度在菌株之间可能有

较大的差别。
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[ Abstract ] 　Objective 　To observe the different mRNA levels of Candida albicans ALS gene family between planktonic and bio2
film-grown cells. Methods 　ATCC 90038 and a wild strain of Candida albicans , biofilm models in vitro were formed on glass

slides. After 48 hours′incubation , the biofilm-grown cells were harvested. Half- quantification of ALS1 and ALS4 mRNA was

based on the amplification by one- step RT- PCR. Results 　The amounts of ALS1 and ALS4 mRNA of the wild strain in biofilm in2
creased comparing with planktonic cells , while ATCC 90038 didn′t . Conclusion 　The members of ALS gene family may play im2
portant roles in the course of Candida albicans biofilm formation.
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　　白色念珠菌现称为白假丝酵母菌 ( Saccharomyces

albicans) ,是口腔正常微生物群的成员 ,同时也是口腔

重要的条件致病真菌和院内感染致病菌 1 。随着临

床抗生素的滥用和恶性肿瘤患者的增多 ,白色念珠菌

引起感染的问题越来越受到重视。目前认为 2
,微生

物在自然状态下以生物膜的形式生存 ,在口腔的定植

和致病过程都与生物膜有密切的关系。研究白色念

珠菌在内的微生物在生物膜状态下的基因表达调控 ,

对研究生物膜的形成发展有重要的意义3 。

在不同个体中 ,白色念珠菌的定植部位和数量有

很大的差别。定植与微生物的粘附能力密切相关 ,白

色念珠菌和宿主细胞之间粘附机制的研究认为 4 ,粘

附的发生主要是与白色念珠菌细胞壁表面的糖蛋白

有关系 ,ALS基因正是编码白色念珠菌细胞壁表面大

分子糖蛋白的一组基因 ,与真菌细胞和宿主之间的相

互粘附有关系 ,该基因为学者从基因水平深入了解真

菌细胞的粘附定植提供了一个新的研究思路。相关

的研究表明 5
,生物膜状态下的白色念珠菌ALS基因

的表达增强。由于 ALS 基因是由一组结构和功能相

似的基因组成的 4
,具体是哪些成员出现了表达增强

尚不清楚。本研究以白色念珠菌的模式株和临床分

离株为研究对象 ,采用半定量的 RT- PCR (reverse tran2
scriptase-polymerase chain reaction , RT- PCR) 技术 ,研究

ALS中有代表性的两个成员 ALS1 和 ALS4 在生物膜

中的表达情况 ,以期进一步了解 ALS 基因家族在生

物膜的形成发展中的作用。

1 　材料和方法

1. 1 　主要实验材料及仪器

一步法 RT- PCR 试剂盒 ( TAKARA 大连宝生物工

程公司) , RNA 提取纯化 TRIzol ( Invitrogen 公司 ,美
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国) ,MR1812 低温高速离心机 (JOUAN 公司 ,法国) ,

梯度 PCR 仪 Gradient Thermal Cycle ( Eppendorf 公司 ,德

国) ,Bio- Rad 凝胶成像及分析系统 (gel-Doc 2000 公

司 ,美国) ,Quantity One 图像分析软件 (Bio- Rad 公司 ,

美国) 。

1. 2 　生物膜的形成

采用标准菌株 ATCC 90038 和白色念珠菌临床分

离株 , 经过鉴定培养基和 PCR 鉴定 , 其符合白色念

珠菌特征 6 。菌株在装有人工唾液 BM-5 培养液

30 ml的锥形瓶中 ,37 ℃摇动过夜培养 ,比浊法进行细

菌计数 ,用灭菌 PBS调整到 1 ×10
10

cells/ L 备用。

生物膜形成方法参照7 的方法 ,稍作修改 ,附着

载体是 115 cm ×2 cm 的载玻片 ,经过灭菌的玻片放

置到 6 孔细胞培养板中 , 用 10 %的小牛血清 4 ℃过

夜处理 ,然后用灭菌的 PBS液冲洗 3 遍 , 除去多余的

PBS , 玻片转移到新的 6 孔板中 , 加入 3 ml 的标准菌

悬液 ,37 ℃抚育 90 min ,PBS液冲洗 3 遍 ,除去没有粘

附的真菌细胞 ,将粘附有真菌细胞的玻片转移到另一

个新的 6 孔板中 ,每孔加入 3 ml BM-5 培养液 37 ℃培

养 48 h。

1. 3 　生物膜和游离两种状态白色念珠菌的收获

生物膜培养 48 h 以后 ,吸出 6 孔板中的培养液 ,

用灭菌的 PBS 液冲洗 3 遍 ,除去浮游状态的真菌细

胞 ,将玻片转移到装有 8 ml PBS的小烧杯中 ,VERTEX

振荡 30 s ,含有真菌细胞的 PBS 悬液转移到离心管

中 ,取 10μl 涂片作菌落计数 ,剩余的菌悬液 3 000 g

离心 5 min ,收获真菌细胞 ,获得生物膜状态下白色念

珠菌。采用增菌方法 ,摇动培养 48 h ,收获浮游状态

的白色念珠菌。

1. 4 　白色念珠菌总 RNA 的提取以及 RT- PCR 测试

游离状态和生物膜状态下的两种菌株 ,按照试剂

盒的要求调整到相同浓度的菌悬液 5 ×10
9个/ 升 ,各

取 1 ml 菌悬液 ,按照 Trizol 总 RNA 提取纯化试剂盒说

明书的方法 ,提取白色念珠菌的总 RNA。分光光度

计测定 A260 / A280 ,测定其浓度和纯度 ,比值超过 118～

210 ,认为纯度合格。

采用大连宝生物公司的 RT- PCR 一步法试剂盒

进行半定量的 RT- PCR 测试。

ALS1
8 引物 5-AAGCTTGATGTTAAATCAGTTG-3 ,

5-TAAAGAGTGTTCTAGATTGTCC-3 ,反应条件是 50 ℃

30 min , 94 ℃ 2 min ,循环参数 94 ℃ 1 min , 55 ℃

1 min ,72 ℃2 min ,确定循环 28 次 ,最后总延伸5 min。

ALS4
9 的 引 物 : 5- TCCGAGTCCATTCCAGTAC-

TAA-3 ,5- GTTACAGCATCACTAGAAGGAATATC-3 ,反应

条件是 50 ℃30 min ,94 ℃2 min 循环参数是 94 ℃

30 s , 60 ℃ 30 s , 72 ℃ 90 s ,循环 26 次 ,最后延伸

5 min。

扩增 以 上 两 个 基 因 时 , 同 时 扩 增 内 对 照

ACT1
10

, 引 物 序 列 5- GCCGGTGACGACGCTCCAAG-

AGCTG-3 ,5-CCGTGTTCAATTGGGTATCTCAAGGTC-3。

循环次数都经过循环梯度测试 ,确保 PCR 扩增

反应在平台期以前终止反应 ,防止过度扩增掩盖差

异。PCR 反应结束以后 ,2 %琼脂糖电泳 , EB 显色 ,

BIO-RAD 凝胶成像系统成像 ,图像分析软件 QUANTI2
TY ONES (41212 版本) 分析扩增条带的产物含量强

度 ,用以下公式表示 :相对含量强度 = ALS1 或 ALS4

的密度/ 内对照 ACT1 的密度。

每个实验均重复 3 次 ,最后取 3 次实验结果的平

均值 ,获得的数据用 SPSS 11. 5 分析软件进行 t 检验 ,

P < 0105 表示有显著意义。

2 　结果

2. 1 　白色念珠菌临床分离株鉴定

临床分离株经过鉴定 ,符合白色念珠菌特征。提

取的白色念珠菌总 RNA ,经过分光光度计 A260 / A280测

定 ,比值均在 118 以上 ,符合实验要求。

2. 2 　ALS1 基因表达

白色念珠菌临床分离株和标准菌株 ALS1 基因

在生物膜和游离状态下 mRNA 的表达结果见图 1 ,2。

统计学分析表明 ,白色念珠菌模式株在两种状态下

ALS1 mRNA 的强度没有显著差别 ;临床分离株则有

显著差别 ( P < 0105) ,其在生物膜中状态下 ,ALS1

mRNA 丰度明显强于浮游状态。

M:Marker ; 　1 :临床分离株游离状态 ; 　2 :临床分离株生物膜状态 ;

3 :标准菌株游离状态 ; 　4 :标准菌株生物膜状态

图 1 　白色念珠菌标准菌株和临床分离株 ALS1 在生物膜和游离

状态下 mRNA RT- PCR 结果

Fig 1 　Candida albicans ATCC 90038 and wild strain ALS1 gene mRNA

between planktonic and biofilm-grown showed by RT- PCR

2. 3 　ALS4 基因表达

白色念珠菌临床分离株和标准菌株 ALS4 基因

在生物膜和游离状态下 mRNA 的表达结果见图 3 ,4。

统计学分析表明 ,白色念珠菌模式株两种状态下

ALS4 mRNA 的强度没有显著差别 ;临床分离株则有

显著差别 ( P < 0105) ,其在生物膜中状态下 ,ALS4

mRNA 丰度明显强于浮游状态。
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1 :临床分离株游离状态 ; 　2 :临床分离株生物膜状态 ;

3 :标准菌株游离状态 ; 　4 :标准菌株生物膜状态

图 2 　白色念珠菌标准菌株和临床分离株 ALS1 mRNA 的量与内

参照 ACT1 mRNA 相比的相对强度

Fig 2 　Amount of ALS1 mRNA of two strains relative to ACT1 mRNA

M:Marker ; 　1 :临床分离株游离状态 ; 　2 :临床分离株生物膜状态 ;

3 :标准菌株游离状态 ; 　4 :标准菌株生物膜状态

图 3 　白色念珠菌标准菌株和临床分离株 ALS4 在生物膜和游离

状态下 mRNA RT- PCR 结果

Fig 3 　Candida albicans ATCC 90038 and wild strain ALS4 gene mRNA

different expression between planktonic and biofilm-grown showed

by RT- PCR

1 :临床分离株游离状态 ; 　2 :临床分离株生物膜状态 ;

3 :标准菌株游离状态 ; 　4 :标准菌株生物膜状态

图 4 　白色念珠菌标准菌株和临床分离株 ALS4 mRNA 的量与内

参照 ACT4 mRNA 相比的相对强度

Fig 4 　Amount of ALS4 mRNA of two strains relative to ACT4 mRNA

3 　讨论

越来越多的研究证实 ,微生物在自然状态下以生

物膜的形式存在 ,研究生物膜中的微生物特征具有重

要意义。相对于细菌生物膜的研究 ,真菌生物膜的研

究还处于起始阶段 5
,但是真菌感染越来越常见 ,目

前真菌特别是白色念珠菌生物膜研究成为热点。

体外建立真菌生物膜模型的方法有多种 1 ,从培

养条件上 ,有稳定培养 ,摇动培养和恒化器连续培养

等几种 ;从附着载体上 ,有玻片 ,义齿材料甲基丙烯酸

甲酯 ,体内导管内材料硅橡胶等。本研究使用的是目

前常用的血清预处理玻片加摇动培养的方法 ,培养液

采用的是人工唾液 BM-5 ,该培养基与其他常用真菌

培养基相比 ,更适合用于体外人工口腔环境的模拟。

本研究首先将这种培养液用于研究口腔白色念珠菌 ,

研究中发现在该培养基中白色念珠菌生长良好 ,并在

镜下观察到了菌丝相和孢子相 ,表明该培养基能够为

白色念珠菌提供良好营养条件 ,为下一步建立更好的

模拟口腔真实环境提供了基础。

生物膜的形成 ,首先是微生物与粘附表面的相互

作用 ,通过一些机制如粘附素 - 受体机制 ,使得微生

物与粘附表面结合 ,微生物粘附在附着载体的表面 ,

开始生物膜的形成 3 。大量的研究表明 4 ,白色念珠

菌表面的 ALS基因编码的糖蛋白和宿主细胞表面的

粘附有关系 , ALS 基因编码的大分子糖蛋白可能就

是一种粘附素 ,与宿主细胞表面的受体特异性的结

合 ,因此 ,ALS基因在生物膜状态下表达可能会增强 ,

这是白色念珠菌为适应新的生存环境而发生的基因

水平调控。Xiao 等 11 利用大鼠口腔黏膜念珠菌病模

型 ,寻找体内外环境中白色念珠菌基因表达的差异 ,

结果发现两组基因 ,其中一组是 ALS 基因。Jyotsna

等 5 通过杂交实验研究表明 ,体外生物膜模型中 ALS

基因的表达明显增强 ,因为使用的是 ALS1 的中央区

段的重复序列作为探针来研究的 ,这个区段序列在

ALS家族有高度的同源性 ,因此认为整个 ALS基因家

族在生物膜中有明显上调 ,具体是哪些基因出现上

调 ,还没有相关研究。

ALS基因家族 ,目前发现的有 9 个成员 ,他们共

同的特点是三段式的结构 ,5′末端同源性非常高 ,可

以到达 55 %～90 %以上 ,中间由数目不等的 108 bp

大小的重复片段组成 ,3′末端的同源性差一些 ,但是

编码比较多的丝氨酸和苏氨酸 ,序列在一些成员之间

有高度的同源性 ,比如 ALS2 和 ALS4 3′末端的同源性

可以达到 95 % 以上 4 ,8 。ALS4 在真菌细胞生长过程

中 ,从对数生长期的中期开始表达强度不断增强 ,直

到 33 h 表达强度仍有加强。因为 ALS4 和 ALS2 在 3′

末端有高达 95 %的同源性 , 本研究中使用的这对引

物实际上可以获得 ALS2 和 ALS4 的表达情况 ,但是

目前没有发现有 ALS2 的体外表达 ,因此认为该引物
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扩增获得的信息是 ALS4 的情况 9 。以前关于 ALS

基因表达的研究主要是采用 Northern blot 杂交 ,本研

究使用半定量 RT- PCR 方法 ,优点主要是 : 灵敏度好 ,

杂交难以发现的表达差别 ,可以通过 PCR 的放大作

用而得以发现 ;一般杂交方法要求 RNA 的数量比较

大 ,而本研究中 ,从附着载体表面获得的真菌细胞数

量有限 ,RT- PCR 需要 RNA 的数量小。

本研究发现 ,临床分离株生物膜状态下 ALS1 和

ALS4 在转录水平的表达增强 ,且有显著性意义 ,而标

准株 ATCC 90038 的增强没有显著意义 ,这提示不同

菌株 ALS 基因的表达有差异 ,这一结果与其他学者

研究相一致 4 。提示白色念珠菌从浮游状态转变为

生物膜状态 ,由于生存环境发生了很大变化 ,为适应

这种变化 ,其基因表达也发生了较大变化 ,生物学特

征可能也发生相应的变化。当然要准确的得出这样

的结论 ,还需要对该基因家族的其他成员以及其他菌

株的蛋白质水平作进一步的研究。在本研究中 ,标准

株白色念珠菌的 mRNA 在生物膜和游离状态下没有

发现显著变化 ,原因除了提示该基因的表达有菌株差

异性以外 ,可能与标准株经过了若干次的传代 ,粘附

能力下降有密切关系 ,以前的研究中也有类似报

道 12 。

绝大多数微生物在自然状态下以生物膜的形式

存在 ,生物膜是微生物定植并进一步致病的前提和具

体的生存环境 ,从基因水平了解生物膜的形成发展以

及消散 ,有助于了解微生物生存状态以及致病机制 ,

从而为有效控制生物膜微生物引起的各种疾病提供

新的思路和方法。
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(本文编辑 　汤亚玲)

第一届全国口腔组织工程与再生医学会议征文通知

经中国生物医学工程学会组织工程分会同意 ,第一届全国口腔组织工程与再生医学会议拟定于 2006 年 4 月中旬在西安举

行。本次会议将就与再生医学相关的种子细胞 (包括干细胞) 、支架材料、组织工程器官构建、培养与应用及相关发育学等研究内

容进行广泛讨论。届时将邀请国内著名专家教授作专题报告 ,欢迎踊跃投稿并参加。会后授予 Ⅰ类继续教育学分。

投稿要求 :论文以中文摘要形式 (结构式)投递 ,500 字以内 ,请注明单位地址及邮编。

征文截稿日期 :2005 年 11 月 30 日。来稿请寄 :陕西省西安市康复路 7 号 ,第四军医大学口腔医学院组织工程中心 ,会务组

收 ,邮编 :710032。

欢迎通过电子邮件投稿。E-mail :te- rm @vip. sina. com。

联系人 :姜玲、王新文 , 电话 :029-83210585 ,83376151 ,传真 :029-83218039。

欢迎访问组织工程与再生医学网 (http :ΠΠwww. te- rm. com)查询详情。
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