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３畅Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ＥＲＧ１１ ｇｅｎｅ
Ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｆｒｅｓｈ ＹＥＰＤ ｍｅｄｉｕｍ ｗｉｔｈ ｃｏｎｓｔａｎｔ ｓｈａｋｉｎｇ ａｔ ３０ ℃ ｆｏｒ ａｎ ｏｖｅｒｎｉｇｈｔ ａｎｄ ｗｅｒｅ ｈａｒｖｅｓ唱

ｔｅｄ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ｇｒｏｗｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃ ｐｈａｓｅ．Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｏｆ ａｌｌ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｏｆ C．tropicalis ｗａｓ ｅｘ唱
ｔｒａｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．Ｙｅａｓｔ ＤＮＡ Ｋｉｔ （Ｂｉｏ唱Ｔｅｋ） ａｎｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｆｏｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｄｉｎｇ ｒｅ唱
ｇｉｏｎ ｏｆ ＥＲＧ１１ ｇｅｎｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｐｒｉｍｅｒｓ：５′唱ＧＴＴＴＴＣＴＡＣＴＧＧＡＴＣＣＣＡＴＧＧ唱３′ａｎｄ ５′唱ＴＡＣＡＴＣＴＧＴＧＴＣ唱
ＴＡＣＣＡＣＣ唱３′．ＰＣＲｓ ｗｅｒｅ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｉｎ ａ ５０ μｌ ｖｏｌｕｍｅ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ １０ ×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ５ μｌ，ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ２０ ｎｇ，２
ｍｍｏｌ／Ｌ ｏｆ ｅａｃｈ ｄＮＴＰ ５ μｌ，２５ ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２ ５ μｌ，１０ ｐｍｏｌ／Ｌ ｅａｃｈ ｐｒｉｍｅｒ ２畅５ μｌ，１ Ｕ／μｌ Ｔａｑ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
２畅５ μｌ．Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｉｎ ａ ｔｈｅｒｍａｌ ｃｙｃｌｅｒ ｆｏｒ １ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ４ ｍｉｎ ａｔ ９４ ℃ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｆｏｒ ３５ ｃｙｃｌｅｓ，ｅａｃｈ
ｏｆ ｗｈｉｃｈ ｃｏｎｓｉｓｔｅｄ ｏｆ ３０ ｓ ａｔ ９４ ℃，１ ｍｉｎ ａｔ ５５ ℃，ａｎｄ １ ｍｉｎ ａｔ ７２ ℃；ｔｈｉｓ ｗａｓ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ １ ｆｉｎａｌ ｃｙｃｌｅ ｏｆ １０ ｍｉｎ
ａｔ ７２ ℃．Ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｎ １畅０％ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌｓ ａｎｄ ｗｅｒｅ ｖｉｓｕａｌｉｚｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｉｌ唱
ｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｌｓ ｗｉｔｈ ｅｔｈｉｄｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ．Ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｗｅｒｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ ＤＮＡ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｋｉｔ
（ＴａＫａＲａ） ａｎｄ ｔｈｅｎ ｃｌｏｎｅｄ ｉｎｔｏ ｐＭＤ １８唱Ｔ ｖｅｃｔｏｒ （ＴａＫａＲａ） ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ．
Ｐｌａｓｍｉｄｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ E．coli ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ ｗｅｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ ｆｒｏｍ ｂｏｔｈ ｄｉｒｅｃｔｉｏｎｓ ｕｓｉｎｇ ＡＢＩ ３７３０ ｓｅｑｕｅｎｃｅｒ （ＡＢＩ，
ＵＳＡ）．Ｓｔｒａｉｎ ＡＴＣＣ ７５０ ｗｈｏｓｅ ＥＲＧ１１ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ ａｌｒｅａｄｙ ｋｎｏｗｎ （Ｇｅｎｂａｎｋ Ｎｏ．Ｍ２３６７３） ａｌｓｏ ｕｎｄｅｒｗｅｎｔ
ＥＲＧ１１ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｉｔｓ ＥＲＧ １１ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ａｓ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ．

４畅Ｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ唱ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ
Ｔｏｔａｌ ｃｅｌｌｕｌａｒ ＲＮＡ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．Ｙｅａｓｔ ＲＮＡ Ｋｉｔ （Ｂｉｏ唱Ｔｅｋ） ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓ ｏｆ

ｔｈｅ ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ．Ａｌｌ ＲＮＡ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＲＮａｓｅ唱ｆｒｅｅ ＤＮａｓｅ Ｉ ｔｏ ｐｒｅｖｅｎｔ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｇｅｎｏｍｉｃ
ＤＮＡ．Ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ ＲＮＡ ｗａｓ ｃｈｅｃｋｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｎ １畅５％ ａｇａｒ ａｎｄ ａ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ａ２６０ ｎｍ／Ａ２８０ ｎｍ
ｂｙ ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ．Ｔｈｅ ｃＤＮＡ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＴＭ ＲＴ唱ＰＣＲ Ｋｉｔ
（Ｔａｋａｒａ） ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ′ｓ ｉｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓ．Ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅａｇｅｎｔｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｃｅｌｌｕｌａｒ ＲＮＡ，ｗｅｒｅ ａｄｄｅｄ ｔｏ ａ
ｆｉｎａｌ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ２０ μｌ．Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ａｔ ３７ ℃ ｆｏｒ ６０ ｍｉｎ，８５ ℃ ｆｏｒ ５ ｍｉｎ ａｎｄ ｈｅｌｄ ａｔ ４ ℃ ｉｎ ａ
ｔｈｅｒｍｏｃｙｃｌｅｒ．Ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｃＤＮＡ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｓｔｏｒｅｄ ａｔ －２０ ℃．Ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｍｐｌｉｆｙ ｔｈｅ C．tropi唱
calis ＣＤＲ１，ＭＤＲ１ ａｎｄ ＥＲＧ１１ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒ ｐｒｅｍｉｅｒ ５畅０ ｄｅｓｉｇｎ ｓｏｆｔｗａｒｅ．Ｔｈｅ ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅ
ＡＣＴ１ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ．Ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｒｅ ｇｉｖｅｎ ｉｎ Ｔａｂｌｅ １畅

ＰＣＲｓ ｗｅｒｅ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｉｎ ａ ２０ μｌ ｖｏｌｕｍｅ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ １０ ×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ２ μｌ，ｃＤＮＡ １０ ｎｇ，２ ｍｍｏｌ／Ｌ ｏｆ ｅａｃｈ
ｄＮＴＰ ２ μｌ，２５ ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２ ２ μｌ，１０ ｐｍｏｌ／Ｌ ｅａｃｈ ｐｒｉｍｅｒ １ μｌ，１ Ｕ／μｌ Ｔａｑ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ １ μｌ，ＲＮＡ唱ｆｒｅｅ Ｈ２Ｏ
１０ μｌ．Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｉｎ ａ ｔｈｅｒｍａｌ ｃｙｃｌｅｒ ｆｏｒ １ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ４ ｍｉｎ ａｔ ９４ ℃ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｆｏｒ ３５ ｃｙｃｌｅｓ，ｅａｃｈ ｏｆ
ｗｈｉｃｈ ｃｏｎｓｉｓｔｅｄ ｏｆ ３０ ｓ ａｔ ９４ ℃，３０ ｓ ａｔ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｅｎｅ ，ａｎｄ ３０ ｓ ａｔ ７２ ℃；ｔｈｉｓ ｗａｓ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ

·０３３６· 中华临床医师杂志（电子版）２０１１ 年 １１ 月第 ５ 卷第 ２１ 期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ（Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ Ｅｄｉｔｉｏｎ），Ｎｏｖｅｍｂｅｒ １，２０１１，Ｖｏｌ．５，Ｎｏ．２１



１ ｆｉｎａｌ ｃｙｃｌｅ ｏｆ １０ ｍｉｎ ａｔ ７２ ℃．Ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｎ １畅５％ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌｓ ａｎｄ
ｗｅｒｅ ｖｉｓｕａｌｉｚｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｌｓ ｗｉｔｈ ｅｔｈｉｄｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ ．Ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｉｍａｇｅ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｓｙｓ唱
ｔｅｍ，ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｌｅｖｅｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤＲ１，ＭＤＲ１ ａｎｄ ＥＲＧ１１ ｍＲＮＡ ｗａｓ ｇｏｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＡＣＴ１ ｇｅｎｅ ａｓ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ．

Table 1　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｍｐｌｉｆｙ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ４１ C．
tropicalis ｉｓｏｌａｔｅｓ ｕｓｉｎｇ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ唱ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ

Ｇｅｎｅ Ｇｅｎｂａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
ｎｕｍｂｅｒ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′唱３′，Ｆ：Ｆｏｒｗａｒｄ；Ｒ：Ｒｅｖｅｒｓｅ） Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ

（ｂａｓｅ ｐａｉｒｓ）
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（℃）

ＥＲＧ１１ JＭ２３６７３ 寣Ｆ：ＴＧＣＴＧＡＡＧＡＡＧＣＴＴＡＴＡＣＣＣ ５４１ z５７ 滗
Ｒ：ＣＡＡＧＧＡＡＴＣＡＡＴＣＡＡＡＴＣＴＣＴＣ

ＭＤＲ１ =ＡＦ１０４４１９ 北Ｆ：ＴＡＡＡＧＣＡＧＧＣＴＧＧＡＧＡＴＧＧＡ ５１３ z５８ 滗
Ｒ：ＡＣＡＡＣＣＴＣＣＡＡＣＴＡＴＡＧＣＴＡ

ＣＤＲ１ 6ＸＭ＿００２５４５８１１ 沣沣畅１ Ｆ：ＴＧＡＡＧＣＣＡＧＡＣＣＣＧＴＡＧＴＴＧ ３５２ z６０ 滗
Ｒ：ＣＣＡＣＴＴＴＧＣＣＣＡＴＣＣＴＡＡＣＡ

ＡＣＴ１ 2ＡＪ３８９０５９ *Ｆ：ＴＴＴＡＣＧＣＴＧＧＴＴＴＣＴＣＣＴＴＧＣＣ ３１９ z６０ 滗
Ｒ：ＧＣＡＧＣＴＴＣＣＡＡＡＣＣＴＡＡＡＴＣＧＧ

　　ＥＲＧ１１：１４ α唱ｄｅｍｅｔｈｙｌａｓｅ ｇｅｎｅ； ＣＤＲ１：Candida ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ １ ｇｅｎｅ；ＭＤＲ１：ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ １ ｇｅｎｅ：ＡＣＴ１：ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅ

Table 2 　Ｔｈｅ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ４１ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｏｆ C畅tropicalis ｔｏ ｆｉｖｅ ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ ａｇｅｎｔｓ［ ｉｓｏｌａｔｅ，（％）］

Ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ ａｇｅｎｔｓ Ｓ ＳＤＤ Ｒ
５唱ｆｌｕｏｒｏｃｙｔｏｓｉｎｅ ４０（９７ 殚殚畅６） ０（０） １（２ tt畅４）

ａｍｐｈｏｔｅｒｉｃｉｎ Ｂ ４１（１００） ０（０） ０（０）

ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ ３３（８０ 殚殚畅５） ３（７ 弿弿畅３） ５（１２ 垐垐畅２）

ｖｏｒｉｃｏｎａｚｏｌｅ ３５（８５ 殚殚畅３） ３（７ 弿弿畅３） ３（７ tt畅３）

ｉｔｒａｃｏｎａｚｏｌｅ ２５（６１ 殚殚畅０） ５（１２ ＃＃畅２） １１（２６ 湝湝畅８）

　　Ｓ：ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ；ＳＤＤ：ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｄｏｓｅ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ；Ｒ：ｒｅｓｉｓｔａｎｔ
Table 3 　ＥＲＧ１１ ｇｅｎｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｉｎ C畅tropicalis ｓｔｒａｉｎｓ

Ｉｓｏｌａｔｅ Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ
１ mｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ Ｇ１３６２Ａ －

４ mｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ Ｔ２２５Ｃ －

７ mｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ Ｔ２２５Ｃ －

８ mｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ Ｔ２２５Ｃ －

１０ 亖ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ Ｔ２２５Ｃ，Ｃ６３９Ｔ －

１５ 亖ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｔ２２５Ｃ，Ｔ３３６Ｇ，Ｇ４８３Ａ，Ｇ７３４Ａａ，Ｔ７４４Ｃ，Ｃ１０４７Ｔ Ｒ２４５Ｋ
１７ 亖ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｔ２２５Ｃ，Ａ３２７Ｇ，Ｃ４７１Ｔ，Ｇ４８３Ａ，Ｇ７３４Ａａ，Ｔ７４４Ｃ，Ｃ９５１Ｔ，Ｃ１０４７Ｔ Ｒ２４５Ｋ
１８ 亖ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｔ２８５Ｃ，Ｔ３１２Ｃ，Ｔ５７３Ｃ，Ａ６１２Ｇ，Ｇ６３３Ａ，Ａ６６２Ｔａ，Ｇ１０８４Ａａ，Ｔ１１３４ＣＹ２２１Ｆ，Ｖ３６２Ｉ
２０ 亖ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ Ｔ２２５Ｃ －

２４ 亖ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ Ｔ２２５Ｃ －

２５ 亖ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ Ｔ２２５Ｃ －

３８ 亖ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ Ｔ２２５Ｃ －

４０ 亖ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ Ｔ２２５Ｃ －

　　ａ：ｍｉｓｓｅｎｓｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ； －：ｎｏ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ

·１３３６·中华临床医师杂志（电子版）２０１１ 年 １１ 月第 ５卷第 ２１ 期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ（Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ Ｅｄｉｔｉｏｎ），Ｎｏｖｅｍｂｅｒ １，２０１１，Ｖｏｌ．５，Ｎｏ．２１



Results
１畅Ｓｔｒａｉｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｏｎ ＣＨＲＯ Ｍａｇａｒ ｐｌａｔｅｓ，ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｏｆ ４１ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｂｅｉｎｇ ｓｔｕｄｉｅｄ ｗｅｒｅ ｌｉｇｈｔ ｂｌｕｅ．Ａｎｄ ｔｈｅ ｄａｔｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ａｕｔｏｍａｔｉｃ

ｂｉｏａｎａｌｙｓｉｓ Ｖｉｔｅｋ ２ ｓｙｓｔｅｍ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ４１ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｗｅｒｅ C．tropicalis．
２畅Ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔｉｎｇ
Ｔｈｅ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ４１ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｏｆ C．tropicalis ｔｏ ｆｉｖｅ ｃｏｍｍｏｎ ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ ａｇｅｎｔｓ ａｒｅ ｇｉｖｅｎ ｉｎ Ｔａ唱

ｂｌｅ ２畅Ｔｈｅ ｙｅａｓｔｓ ｈａｄ ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｏ ａｍｐｈｏｔｅｒｉｃｉｎ Ｂ ａｎｄ ５唱ｆｌｕｏｒｏｃｙｔｏｓｉｎｅ，ｗｈｅｒｅａｓ ｔｈｅｓｅ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｓｈｏｗ ｌｏｗｅｒ ｓｕｓ唱
ｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ａｚｏｌｅ ｄｒｕｇｓ （ ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ，ｉｔｒａｃｏｎａｚｏｌｅ ａｎｄ ｖｏｒｉｃｏｎａｚｏｌｅ） ｔｈａｎ ａｍｐｈｏｔｅｒｉｃｉｎ Ｂ ａｎｄ ５唱ｆｌｕｏｒｏｃｙｔｏｓｉｎｅ．Ａ唱
ｍｏｎｇ ｔｈｅ ４１ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｏｆ C．tropicalis，ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ５ ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ唱ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｏｎｅｓ，３ ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ唱ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｄｏｓｅ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
（ＳＤＤ） ｉｓｏｌａｔｅｓ ａｎｄ ３３ ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ唱ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ C．tropicalis，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ，ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎ ｏｆ ｃｒｏｓｓ唱ｒｅ唱
ｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ，ｉｔｒａｃｏｎａｚｏｌｅ ａｎｄ ｖｏｒｉｃｏｎａｚｏｌｅ ｗａｓ ｔｅｓｔｅｄ ｉｎ ｔｗｏ ｉｓｏｌａｔｅｓ．

３畅Ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ＥＲＧ１１ ｇｅｎｅ
Ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ａｌｌ ｔｈｅ C．tropicalis ｉｓｏｌａｔｅｓ ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｉｎ ａ ｃｌｅａｒ ｂａｎｄ ｏｎ ｅｔｈｉｄｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ ｓｔａｉｎｅｄ ，ＵＶ唱

ｔｒａｎｓｉｌｌｕｍｉｎａｔｅｄ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ （Ｆｉｇｕｒｅ １）．Ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＥＲＧ１１ ｇｅｎｅ ｉｎ ４１ C．tropicalis ｉｓｏｌａｔｅｓ，３３
ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ （Ｔａｂｌｅ ３），ｏｆ ｗｈｉｃｈ ２９ ｗｅｒｅ ｓｉｌｅｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ４ ｍｉｓｓｅｎｓｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ．３ ｍｉｓｓｅｎｓｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ
ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ３ ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ唱ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ （Ｆｉｇｕｒｅ ２），ａｎｄ ｎｏ ｍｉｓｓｅｎｓｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ唱ｓｕｓ唱
ｃｅｐｔｉｂｌｅ ｓｔｒａｉｎｓ．Ｎｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ３ ｍｉｓｓｅｎｓｅ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙ．

·２３３６· 中华临床医师杂志（电子版）２０１１ 年 １１ 月第 ５ 卷第 ２１ 期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ（Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ Ｅｄｉｔｉｏｎ），Ｎｏｖｅｍｂｅｒ １，２０１１，Ｖｏｌ．５，Ｎｏ．２１



　　４畅Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ｔｈｅ ＣＤＲ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ５ ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ唱ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｗａｓ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ １畅７ ｆｏｌｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ唱

ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｏｎｅｓ （Ｆｉｇｕｒｅ ３）．Ｌｉｋｅｗｉｓｅ，ａ ０畅７ ｆｏｌｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ＭＤＲ１ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｌｅｖｅｌｓ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ
ｔｈｅ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｔｒａｉｎｓ．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ｔｈｅ ＥＲＧ１１ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ １畅４ ｆｏｌｄ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ａｚｏｌｅ唱
ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｔｈａｎ ｉｎ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｏｎｅｓ．Ｔｏ ｓｕｍ ｕｐ，ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ＣＤＲ１，ＭＤＲ１ ａｎｄ ＥＲＧ１１ ｍＲＮＡ
ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ唱ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｉｓｏｌａｔｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｏｎｅｓ．

Discussion
Ｌｉｔｔｌｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｓ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｃｏｎｃｅｒｎｉｎｇ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ

ｃｌｉｎｉｃａｌ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｏｆ C畅tropicalis．Ｎｅｖｅｒｔｈｅｌｅｓｓ，ｄｕｅ ｔｏ ｔｈｅ ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ ｕｓｅ ｏｆ ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ ａｇｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｐｈｙｌａｘｉｓ ｏｒ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｃａｎｄｉｄｉａｓｉｓ，ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ唱ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｉｓｏｌａｔｅｓ ａｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｌｙ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｆｏｒ ｔｈｉｓ ｓｐｅｃｉｅｓ．Ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓ唱
ｉｎｇ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｆｌｕｃｏｎａｚｏｌｅ唱ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｒｅｃｏｖｅｒｅｄ ｉｎ ｍａｎｙ ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｐａｓｔ ｄｅｃａｄｅ ｈａｓ ｍｏｔｉｖａｔｅｄ
ｓｔｕｄｉｅｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ｂｅｔｔｅｒ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｔｈｅｉｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｔ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｌｅｖｅｌ ．

Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ａｚｏｌｅ ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ ａｇｅｎｔｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｓｔｕｄｉｅｄ ｐｒｉｎｃｉｐａｌｌｙ ｉｎ Candida albicans［６］

ａｎｄ Candida glabrata［７唱９］．Ａｎｄ ｆｏｕｒ ｍａｉｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ａｒｅ ｕｓｕａｌｌｙ ｄｅｓｃｒｉｂｅｄ ［１０］ ：（１） ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｏｆ ａｚ唱
ｏｌｅｓ ｔａｒｇｅｔ ＥＲＧ１１ｐ （ ｌａｎｏｓｔｅｒｏｌ １４α唱ｄｅｍｅｔｈｙｌａｓｅ） ｄｕｅ ｔｏ ｐｏｉｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ＥＲＧ１１ ｇｅｎｅ；（２） ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ｔｈｅ ＥＲＧ１１ ｇｅｎｅ，ｗｈｉｃｈ ｅｎｃｏｄｅｓ ｔｈｅ ａｚｏｌｅ ｔａｒｇｅｔ ｌａｎｏｓｔｅｒｏｌ １４α唱ｄｅｍｅｔｈｙｌａｓｅ；（３） ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅｆｆｌｕｘ ｏｆ ｔｈｅ ａｚ唱
ｏｌｅ ｄｒｕｇ，ｄｕｅ ｔｏ ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅｆｆｌｕｘ ｐｕｍｐｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｔｈｅ ＡＴＰ唱ｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ （ＡＢＣ） ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ａｎｄ ｔｈｅ
ｍａｊｏｒ ｆａｃｉｌｉｔａｔｏｒ ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ （ＭＦＳ） ｍｅｍｂｒａｎｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ，ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＣＤＲ ａｎｄ ＭＤＲ ｇｅｎｅ，ｓｅｐａｒａｔｅｌｙ；（４） ｏｔｈ唱
ｅｒｗｉｓｅ，ｍａｎｙ ｓｕｃｈ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ ａｒｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Candida ｂｉｏｆｉｌｍｓ ｗｈｉｃｈ ｒｅｓｔｒｉｃｔ
ｔｈｅ ｐｅｎｅｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｒｕｇｓ．Ｔｈｅｓｅ ｆｏｕｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｃａｎ ｂｅ ｆｏｕｎｄ ｓｅｐａｒａｔｅｌｙ ，ｂｕｔ ａ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
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