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摘要：目的　 了解外阴阴道念珠菌病（ＶＶＣ）患者白念珠菌分离及 ＥＲＧ５ 基因突变情况。方法　 收集无锡市妇幼保健院 ２０１８
年 ６—１２月妇产科门诊 ＶＶＣ患者阴道分泌物 ５００例，通过镜下观察菌丝及孢子选取可疑标本，经沙保弱琼脂平板增菌后接种
科玛嘉显色平板，进行基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩＴＯＦ ＭＳ）鉴定；用真菌快速培养鉴定药敏试剂盒对白念
珠菌进行药敏试验；ＰＣＲ扩增部分白念珠菌 ＥＲＧ５基因并进行测序分析。结果　 显色平板鉴定结果显示，ＶＶＣ 病原以白念珠
菌最多（５４．７％），其次为光滑念珠菌（２２．５％）、热带念珠菌（１６．５％）、克柔念珠菌 （４．２％）和其他真菌（２．１％）；１５６株显色平板
鉴定结果为白念珠菌的菌株中，经 ＭＡＬＤＩＴＯＦ ＭＳ 鉴定为白念珠菌共 １５５株。１５５株白念珠菌对 ５－氟尿嘧啶均敏感，对各类
唑类药物呈现不同水平耐药性；对 ７株（３株唑类药物耐药菌株，３ 株唑类药物敏感菌株和 １ 株质控菌株）进行 ＥＲＧ５ 扩增测
序，检出 ２个突变位点（１个同义突变位点 Ｇ５２８Ａ，１个错义突变位点 Ｇ５２８Ｃ）。结论　 外阴阴道念珠菌以白念珠菌为主，并对
各类唑类药物表现出不同的耐药率，耐药菌株中 ＥＲＧ５基因在 Ｇ５２８Ｃ位点突变可能与耐药有关。
关键词：外阴阴道念珠菌病；白念珠菌；ＥＲＧ５基因；基因突变；耐药
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　 　 外阴阴道念珠菌病（ｖｕｌｖｏｖａｇｉｎａｌ ｃａｎｄｉｄｉａｓｉｓ，
ＶＶＣ）是一种临床常见妇科疾病，感染率仅次于细
菌性阴道炎，极大地影响妇女生殖健康［１］。白念珠

菌是该病常见的致病菌，感染率约为 ８０％［２］。唑类
药物是目前临床治疗 ＶＶＣ 的首选药［３］，但随着唑

类药物的广泛使用，耐药菌株日益增多。减少以及

预防耐药株的出现，已经成为医学领域的研究热

点。唑类药物通过抑制 １４α 去甲基酶，从而抑制
麦角甾醇合成，破坏真菌细胞膜，从而发挥抗真菌

作用［４］。目前，麦角甾醇合成通路中活性药物靶酶

基因 Ｅｒｇｏｓｔｅｒｏｌ（简称 ＥＲＧ）的突变或者高表达，被
认为是白念珠菌耐唑类药物的主要机制之一［５］。

本研究旨在了解 ＶＶＣ 患者白念珠菌的检出情况，
并探究唑类药物耐药率及 ＥＲＧ５ 基因突变情况，为
临床抗真菌药物的选择提供理论依据。

１　 材料与方法

１．１　 研究对象及菌株 　 收集无锡市妇幼保健院
２０１８年 ６—１２月妇产科门诊 ＶＶＣ患者阴道分泌物
共 ５００例，患者年龄 ２５～４９岁。患者临床症状为外
阴红肿瘙痒，分泌物增多，并且呈白色豆腐渣样。

白念珠菌 ＡＴＣＣ １０２３１购自于郑州安图生物公司。
１．２　 主要仪器与试剂　 ＰＣＲ 仪（美国 ＡＢＩ 公司）；
凝胶成像仪（上海复日科技公司）；电泳仪、电泳槽

（北京六一仪器厂）；质谱仪（德国布鲁克公司）；真

菌快速培养鉴定药敏试剂盒（郑州安图生物公司）；

ｄＮＴＰ、１０×ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ２＋）、Ｔａｑ Ｐｌｕｓ ＤＮＡ 聚
合酶、Ｅｚｕｐ 柱式基因组 ＤＮＡ 抽取试剂盒、Ｂ６０００９０
ＰＣＲ扩增试剂盒（上海生工生物工程公司）。
１．３　 真菌镜检及培养　 将采集的阴道分泌物标本
均匀涂抹于载玻片上，滴加 ５０ μＬ １０％ ＫＯＨ溶液，
盖上盖玻片，加热固定，冷却后在显微镜下观察标

本有无菌丝或者孢子。将镜下见菌丝或孢子的样

本接种沙保弱琼脂平板，３５ ℃培养 ２４ ～ ４８ ｈ，若平
板上呈现乳白色或者淡黄色、表面光滑湿润呈奶油

状菌落，可以初步判断为念珠菌属。

１．４　 真菌鉴定及药敏试验　 挑取念珠菌属单个菌
落，转种于科玛嘉显色培养基，３５ ℃培养 ２４～４８ ｈ，
进行初步鉴定。对于翠绿色菌落采用基质辅助激

光解吸电离飞行时间质谱（ｍａｔｒｉｘａｓｓｉｓｔｅｄ ｌａｓｅｒ ｄｅ
ｓｏｒｐｔｉｏｎ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｔｉｍｅｏｆｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，
ＭＡＬＤＩＴＯＦ ＭＳ）鉴定：滴加 ７０％甲酸溶液 １ μＬ 至

·７０３·临床检验杂志 ２０２１年 ４月第 ３９卷第 ４期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｌａｂ Ｓｃｉ，Ａｐｒ． ２０２１，Ｖｏｌ．３９，Ｎｏ．４



靶板，取少量待测菌均匀涂抹，干燥后滴加 １ μＬ 基
质溶液，采用 Ｍｉｃｒｏｆｌｅｘ质谱仪进行鉴定。依据仪器
说明书进行结果判读。采用真菌快速培养鉴定药

敏试剂盒进行药敏试验，依据说明书进行操作及药

敏结果判读。

１．５　 基因扩增及测序 　 采用 Ｅｚｕｐ 柱式基因组
ＤＮＡ抽取试剂盒从目的菌株中提取 ＤＮＡ，经 ＰＣＲ
扩增试剂盒对 ＥＲＧ５ 基因进行扩增。用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ ５软件设计引物，引物序列 Ｆ：５′ＡＴＧＡＡＴＴ
ＣＡＡＣＡＧＡＧＧＴＣＧＡＴＡＡ３′；Ｒ：５′ ＣＴＡＴＡＡＡＣＴＣＴ
ＴＴＡＡＴＧＧＧＴＣＴＣＴ３′，由上海生工生物公司合成。
ＰＣＲ扩增反应总体积 ５０ μＬ，包括模板 ＤＮＡ ２ μＬ，
上、下游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 ２ μＬ，ｄＮＴＰ ２ μＬ，Ｔａｑ
酶 １ μＬ，１０×ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ３６ μＬ。扩增
反应参数：９５ ℃ ５ ｍｉｎ；９４ ℃ ３０ ｓ，６０ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃
５０ ｓ，３５个循环；７２ ℃ ５ ｍｉｎ。取 ＰＣＲ产物 ５ μＬ经
１０ ｇ ／ Ｌ琼脂糖凝胶电泳观察，目的条带切胶回收后
送至上海生工生物工程公司进行双向测序。ＰＣＲ
测序反应总体积 ２０ μＬ：纯化 的 ＰＣＲ 产 物
（１０ ｎｇ ／ μＬ）１ μＬ，２．５×ＢｉｇＤｙｅ ４ μＬ，５×ＢｉｇＤｙｅ Ｓｅｑ
Ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬ，３．２ ｐｍｏｌ ／ μＬ测序引物 １ μＬ，灭菌去离
子水 １２ μＬ。在美国 ＡＢＩ公司 ３７３０ＸＬ测序仪上按
以下条件反应：９６ ℃ １ ｍｉｎ；９６ ℃ １０ ｓ，５０ ℃ ５ ｓ，
６０ ℃ ４ ｍｉｎ，２５ 个循环；４ ℃ ５ ｍｉｎ。所得 ＤＮＡ 片
段测序长度 ５１２ ｂｐ。将序列与 ＧｅｎＢａｎｋ（ｈｔｔｐ：／ ／
ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／）中的标准序列比对，通过
ＢＬＡＳＴ软件分析，寻找突变位点。

２　 结果

２．１　 菌种分布 　 ５００ 例 ＶＶＣ 患者阴道分泌物中
３１３例镜下可见菌丝或孢子，其中 ２８５ 例检出念珠
菌菌属，经显色培养基鉴定，白念珠菌占比最高，为

５４．７％（１５６ 株），其次为光滑念珠菌 ２２． ５％（６４
株），热带念珠菌 １６．５％（４７ 株），克柔念珠菌 ４．２％
（１２株），其他真菌 ２．１％（６ 株）。１５６ 株经显色培
养鉴定为白念珠菌的菌株经质谱鉴定为白念珠菌

（评分＞１．８）１５５株，余 １株评分 １．６８５分。
２．２　 药敏结果　 １５５株白念珠菌菌株对 ５－氟尿嘧
啶均敏感，２ 株菌株对制霉菌素耐药（耐药率
１．２％），６７株对酮康唑耐药（耐药率 ４３．２％），９７ 株
对氟康唑耐药（耐药率 ６２．５％），８０ 株对酮康唑耐
药（耐药率 ５１．６％）。
２．３　 测序分析 　 选取 ３ 株对多种唑类药物（氟康
唑、酮康唑、咪康唑）耐药菌株（编号分别为 ＣＡ２１、

ＣＡ７３、ＣＡ８１）、３株对唑类药物均敏感菌株（编号分
别为 ＣＡ１７、ＣＡ３３、ＣＡ９０）以及 １ 株质控菌株 ＡＴＣＣ
１０２３１进行 ＥＲＧ５扩增后测序。将测序序列与已知
基因序列（ＮＣ＿０３２０９５．１）进行比对和分析，在敏感
菌株 ＣＡ３３检出 １ 个同义突变位点 Ｇ５２８Ａ（１７６ 位
氨基酸谷氨酸无变化），在耐药菌株 ＣＡ８１ 检出 １
个错义突变位点 Ｇ５２８Ｃ（１７６ 位氨基酸谷氨酸突变
为天冬氨酸）。见图 １。

图 １　 ＣＡ８１菌株碱基突变位点

３　 讨论

　 　 本研究 ５００ 例 ＶＶＣ 患者阴道分泌物中 ３１３ 例
镜下可见菌丝或孢子，其中 ２８５ 例检出念珠菌菌
属，其余 ２８例检出酵母菌类菌属，从 ２８５ 例标本中
分离出菌种分布以白念珠菌为主（５４．７％），其次为
光滑念珠菌（２２．５％）、热带念珠菌（１６．５％）、克柔念
珠菌（４．２％）和其他真菌（２．１％）。非白念珠菌比例
为 ４５． ３％，稍低于国外文献报道的 ４６． ８％ ～
６８．９％［６］，可能与菌种地域性差异有关［７］。经涂片

镜检结合显色培养基可实现常见念珠菌的快速鉴

定，本文采用该模式实现 ２８５ 例样本的检测，而对
于白念珠菌的显色鉴定亦经过质谱技术进行复核，

虽然存在 １株质谱鉴定低分值菌株，但仍具有较高
的鉴定一致率。

Ｍａｒｔｅｌ等［８］发现 １ 株耐唑类抗真菌药物白念
珠菌菌株同时存在 ＥＲＧ５和 ＥＲＧ１１基因双重突变。
有研究提出 ＥＲＧ５ 基因突变可能导致了麦角甾醇
合成途径受阻，使白念珠菌菌株对唑类抗真菌药物

产生耐药性［９］。本研究结果显示白念珠菌临床敏

感株和耐药株的 ＥＲＧ５ 基因均存在突变，其中编号
为 ＣＡ３３的敏感株，发生了 １个同义点突变，位点为
５２８ ｂｐ，突变前碱基所在的密码子为 ＧＡＧ，编码的
氨基酸为谷氨酸（Ｇｌｕ），突变后未引起氨基酸的变
化；编号为 ＣＡ８１ 的耐药株，发生了 １ 个错义点突
变，使其第 ５２８ 位碱基由 Ｇ 突变为 Ｃ，发生了氨基
酸置换，导致第 １７６ 位氨基酸由谷氨酸（Ｇｌｕ）变成
了天冬氨酸（Ａｓｐ）。第 ５２８号位点是较容易突变的
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位点，耐药菌株在该位点发生了错义突变，引起了

氨基酸的置换，提示与耐药的产生有关［１０］。

但白念珠菌对唑类抗真菌药物的耐药机制比

较复杂，有可能是某种关键基因突变或者高表达导

致菌株产生耐药性，也可能是多种机制共同作用的

结果。本研究进行测序的菌株有限，因此后期将增

加测序的菌株，深入研究 ＥＲＧ５ 基因突变与真菌药
物关系，为治疗白念珠菌珠菌感染提供一定的理论

依据。
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ｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｍａｔｉｎｇ ｔｙｐｅ ｌｏｃｕｓ ａｎｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ｉｎ Ｌｅｂａｎｅｓｅ ｈｏｓｐｉｔａｌ ｉ

ｓｏｌａｔｅｓ［Ｊ］． Ｍｙｃｏｓｅｓ，２００９，５２（２）：１４１１４８．

［５］王峥，周学东，任彪． 白色念珠菌麦角甾醇通路影响变异链球

菌致龋力的研究［Ｊ］． 四川大学学报（医学版），２０２０，５１（６）：

７４２７４８．

［６］Ｌｅｈｒｎｂｅｃｈｅｒ Ｔ，Ｆｒａｎｋ Ｃ，Ｅｎｇｅｌｓ Ｋ，ｅｔ ａｌ． Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｏｓｔｍｏｒｔｅｍ

ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｆｕｎｇａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ａｔ ａ ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｈｏｓｐｉｔａｌ

［Ｊ］． Ｉｎｆｅｃｔ，２０１０，６１（３）：２５９２６５．

［７］乔祖莎，冯文莉，杨静，等． 临床无菌体液侵袭性真菌感染的病

原学及危险因素分析［Ｊ］． 中华全科医师杂志，２０１２，１１（３）：

１５６１５９．

［８］Ｍａｒｔｅｌ ＣＭ，Ｐａｒｋｅｒ ＪＥ，Ｂａｄｅｒ Ｏ，ｅｔ ａｌ． Ａ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｉｓｏｌａｔｅ ｏｆ Ｃａｎｄｉ

ｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ ｗｉｔｈ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ＥＲＧ１１ （ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｓｔｅｒｏｌ １４αｄｅｍｅｔｈｙ

ｌａｓｅ）ａｎｄ ＥＲＧ５ （ｅｎｃｏｄｉｎｇ Ｃ２２ ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ）ｉｓ ｃｒｏｓｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｔｏ ａｚ

ｏｌｅｓ ａｎｄ ａｍｐｈｏｔｅｒｉｃｉｎ Ｂ［Ｊ］． Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ Ａｇｅｎｔｓ Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ，２０１０，

５４（９）：３５７８３５８３．

［９］高晓阳，黄宏君，吴白平． 医院内真菌感染的分布及药物敏感

性分析［Ｊ］． 实用预防医学，２０１２，１９（２）：２６９２７１．

［１０］王钰婷，刘锦燕，史册，等． 白念珠菌 ＥＲＧ３ 基因敲除及其对

耐药性的影响［Ｊ］．上海交通大学学报（医学版），２０２０，４０

（２）：１６３１７０．
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