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摘  要 : CCH1 和 MID1 基因编码的钙闸门是外源钙进入细胞内的重要通道，Ca2+作为细胞内重要的第 2 信使

分子，其浓度的升高可激活相应的途径参与各种细胞反应过程。该研究将利用钙通路 CCH1 和 MID1 基因的单

缺失菌株，并构建其相应的回补菌株，研究 CCH1 或 MID1 基因缺失后对白念珠菌药物耐受性和致病性的影响

作用。通过药物平板敏感性试验和微量液基稀释法比较不同菌株对唑类药物敏感性的变化，进一步添加钙通道

阻滞剂和钙离子螯合剂来分析钙离子浓度变化对药物作用的影响，结果发现 CCH1 或 MID1 基因的缺失明显对

氟康唑和伊曲康唑表现出敏感性，且药物作用受到钙离子浓度变化的调节。最后建立小鼠感染模型分析不同菌

株的毒力变化差异，确定 CCH1 或 MID1 基因的缺失显著减弱了白念珠菌的致病性。 
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Effect of CCH1 or MID1 gene disruption on drug tolerance  
and pathogenesis of Candida albicans 
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Abstract:  The calcium gate encoded by CCH1 and MID1 genes is the main channel for external calcium absorption. As 
one of the important secondary messengers, the elevation of calcium concentration could activate some pathways to take 
part in various cell processes. In this study, we used CCH1 and MID1 mutant strains and also constructed their 
complementary strains to study the effect of drug tolerance and virulence of Candida albicans after CCH1 or MID1 
deletion. By drug plate sensitivity assay and the broth microdilution method, we compared the changes between different 
strains. Moreover, we added calcium channel blocker and inhibitors to analyze the effect of calcium concentration on drug 
action. After the deletion of CCH1 or MID1 gene, the strain exhibited an obvious sensitivity to FLUC and ITRA, and the 
drug action was regulated by the calcium concentration. In a mouse model of intravenous infection, we found that 
attenuated virulence of cch1Δ/Δ or mid1Δ/Δ strain is specifically due to a loss of CCH1 or MID1 gene. 

Keywords:  Candida albicans, CCH1, MID1, drug tolerance, pathogenesis 

白念珠菌 Candida albicans 是医院获得性真

菌病的主要感染源之一，也是深部真菌感染的首

要病原菌，引起的致死率可达 38％~49％[1-2]。临

床上，在白念珠菌感染的治疗过程中，凸显的严

重问题就是菌株对各类药物产生的抗药性，尤其

是对唑类药物[3]。在光滑念珠菌 Candida glabrata

和酿酒酵母中，对唑类药物的耐受性都是受到 Ca2+

信号调控的[4-5]，当暴露于抗真菌药物下时，细胞

膜的稳定性受到干扰，导致胞内 Ca2+浓度上升[6]。 

钙细胞存活 (Calcium cell survival，CCS)[7]

途径是 Bonilla 等首次在酿酒酵母中发现的一个

钙信号转导途径，通过 Cch1-Mid1 钙通道引发

Ca2+内流，并借助钙信号的传递，激活钙调神经

磷酸酶 (Calcineurin，CaN) 及其下游转录因子

Crz1p 来介导细胞参与多种外界压力下的存活。

通常情况下，Cch1 和 Mid1 组成蛋白复合体[8]，

Cch1 是核心，作为复合体的催化亚基，而 Mid1

作为调节亚基辅助 Cch1 完成钙通道复合体的功

能，二者缺一不可。在酿酒酵母中，内质网压力

能够通过 Mpk1 途径激活 Cch1-Mid1 钙离子通

道，引起胞内 Ca2+浓度的上升，变化的 Ca2+与

CaM 结合，进而激活 CaN[9]。因此，Cch1 和 Mid1

对 CaN 的激活具有调控作用，之后借助胞内 Ca2+

的转运体，降低胞内的 Ca2+水平，同时也调控着

这些胞内钙泵的活性。 

CCS 途径中的 CaN 参与抗真菌药物的耐受

性[10]，其催化亚基 Cna1 或调节亚基 Cnb1 任何

一个的缺失都会对抗真菌药物表现出强烈的敏

感性，同时对白念珠菌菌株毒力也具有减弱的作

用，有研究表明，对唑类药物例如氟康唑 FLUC
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呈现耐受性的菌株往往具有更强的致病性[11]，可

见白念珠菌的药物耐受性与致病性之间有密切

的关系。研究发现，作用于 CaN 的免疫抑制剂

环孢菌素  (Cyclosporin A，CsA) 或他克莫司 

(FK506) 与氟康唑 (FLUC) 的联合使用具有杀

灭真菌的作用，而 FLUC 的单独使用仅仅具有抑

制真菌的作用[12]。CCS 途径对于真菌在唑类药物

压力下的存活发挥着重要作用，缺少 CCS 途径

的酵母在仅仅能抑制细胞生长的唑类药物浓度

下就死亡了[13]，CCS 途径中其他成员或是尚未鉴

定出来的新成员也有可能参与到药物耐受性中。

是否 Cch1-Mid1 也参与白念珠菌的药物耐受

性？我们将利用微量液基稀释法和药物平板敏

感性试验进行研究，并进一步通过建立小鼠系统

感染模型的方法研究 CCH1 或 MID1 基因的缺失

对菌株毒力的影响。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、质粒和引物 
实验使用的菌株和质粒见表 1，引物见表 2。 

1.2  主要试剂 
CIAP 碱性磷酸酶、各种限制性内切酶、Taq 

DNA 聚合酶等购自宝生物大连有限责任公司；

RPMI1640 培养基粉末购自 GBCO 公司；5-氟乳

清酸 (5-FOA) 购自北京鼎国生物技术有限责任

公司；氟康唑 (FLUC)、伊曲康唑 (ITRA) 等唑

类药物购自 Sigma 公司；盐酸维拉帕米 (Vpi)、

盐酸特比萘芬 (TER) 等药物购自中国药品生物

制品检定所；其余有机试剂和药品均为国产分析

纯，所有引物均由北京奥科公司合成。 

表 1  本实验使用的菌株和质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 

Strains/plasmids Genotype Reference and sources 

DAY1 ure3Δ::λimm434/ura3Δ::λimm434 his1::hisG/his1::hisG 
arg4::hisG/arg4::hisG From Dr. Dana Davis 

NKC73 cch1::ARG4/cch1:: URA3 

NKC68 mid1::ARG4/mid1::URA3 
Conserved in the lab[14] 

NKC61 cch1::ARG4/cch1::dpl200 This work 

NKC60 mid1::ARG4/mid1::dpl200 This work 

NKC53 cch1::ARG4/cch1::dpl200 pCR4-CCH1 This work 

NKC55 mid1::ARG4/mid1::dpl200 pCR4-MID1 This work 

NKC43 azole-resistant clinical isolate of Candida albicans  Conserved in the lab 

NKC46 azole-sensitive isolate of Candida albicans  Conserved in the lab 

NKC52 ATCC22019,quality control strain  Conserved in the lab 

pCR4 Expression plasmid, URA3+, Ampr Donated by Dr.L.H.Jiang

pCR4-CCH1 For CCH1 gene complementary  This work 

pCR4-MID1 For MID1 gene complementary This work 
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表 2  本实验所用的引物 
Table 2  Primers used in this study 

Primer Sequence (5′–3′) Restriction enzyme 

CCH1-5RC CCCGGGctgcagCCTCTGCCAATCTTGCTTTG PstⅠ 

CCH1-3RC CCCGGGctgcagTTGCTGCCACTTGTTCCTCA PstⅠ 

MID1-5RC CCCGGGggtaccTAGCTCGAGAAATCACAGG KpnⅠ 

MID1-3RC CCCGGGggatccTCTTCAAGGCTATCAGGACG BamHⅠ 

CCH1-RC1 GGTGAATTCCCCCTTCGAAA  

CCH1-RC2 ACTGAACGACCGATTTGCCT  

MID1-RC1 CCACCACCAACAATGATACC  

MID1-RC2 TCGAGGTATAGTAACGGCAC  

CCH1-5det TTGGCTATTCCTTTTTTTAA  

CCH1-3det CAATACAACCATGGCTTCTG  

MID1-5det TATTCCAGTAGCCACTCTCC  

MID1-3det GCGTGTCCCCAAGAACATAA  

 
 

1.3  培养基 
白念珠菌培养使用的所有培养基  (SC-ura

除外) 均添加终浓度为 80 mg/L 的尿苷。YPD 培

养基：1％酵母浸出粉，2％蛋白胨，2％葡萄糖。

SC 培养基：0.67％无氨基酵母氮源，0.2％氨基

酸混合物粉末，2％葡萄糖。5-氟乳清酸 (5-FOA) 

培养基 (1 L)：6.7 g 无氨基酵母碳源，20 g 葡

萄糖，0.8 g 尿苷，2 g 无氨基酸混合粉末，20 g

琼脂粉，1 g 5-氟乳清酸 (5-FOA)。RPMI 1640

培养基：2.080 g RPMI 1640 粉末，6.906 g 苯磺

酸 (MOPS)，40 mL 10％葡萄糖溶液，加蒸馏水

定容到 200 mL，混匀后用 1 mol/L NaOH 溶液调

pH 至 7.0，使用前进行抽滤除菌。 

1.4  白念珠菌 CCH1 和 MID1 基因回补质粒

的构建 
设计一对带有 PstⅠ酶切位点的引物 CCH1- 

5RC 和 CCH1-3RC，以 NKC18 基因组 DNA 为 

模板，扩增获得一条 8.7 kb 的片段，其中包括 1 kb

的启动子、CCH1 基因的 ORF 区和终止子区。

将该片段用 PstⅠ进行酶切，纯化后与同样经过

PstⅠ内切酶消化过，并经碱性磷酸酶 CIAP 去磷

酸化处理的白念珠菌表达质粒 pCR4 进行连接，

然后将连接产物转化大肠杆菌，并在 LB+Amp

的固体培养基中筛选转化子，获得正确的质粒

pCR4-CCH1。pCR4-MID1 质粒的获得需要设计

一 对 带 有 BamH Ⅰ 和 Kpn Ⅰ 酶 切 位 点 的

MID1-5RC 和 MID1-3RC 引物，同样以 NKC18

基因组 DNA 为模板，进行 PCR 扩增，获得一条

3.1 kb 包含 MID1 基因 1 kb 启动子、ORF 区和终

止子区的片段。将该片段用 BamHⅠ和 KpnⅠ进

行双酶切，纯化后与同样经过 BamHⅠ/KpnⅠ

消化过的 pCR4 质粒进行连接，转化大肠杆菌并

获得正确的质粒 pCR4-MID1。 
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1.5  药物平板敏感性试验 
挑取不同实验菌株的单菌落，接种至 5 mL 

YPD 液体培养基中，30 ℃过夜培养，再转接至

30 mL YPD 液体培养基中使起始 OD600 约为 0.1，

30 ℃培养大约 4~5 h 到对数生长期，加入药物氟

康唑或伊曲康唑至各预计的终浓度，在 37 ℃进

行振荡培养。分别在预先设定的时间点：0、5、

10、20、30、60、90 min 时取样，每次取 5 μL

点在固体 YPD 平板上，点样后，37 ℃培养 24 h，

观察并拍照。 

1.6  微量液基稀释法 
依照酵母菌敏感性测定 CLSI-M27-A2 方

案 [15]的微量液基稀释法对野生型菌株和其他各

缺失菌株进行药物敏感性测定。 

1.7  小鼠感染模型的建立 
进行毒力分析建模的小鼠为 ICR 雌性小鼠，

鼠龄为 6~8 周。注射用的各菌株在 SC 培养基中

过夜培养并转接至新鲜培养基中再培养 3~4 h，

然后取适量菌液离心后悬浮于 1 mL 0.9％生理盐

水中，用血球计数板计数。分别用生理盐水将各

株注射用菌株的菌液浓度调至 5×106 cells/mL。

用 0.25 mL 注射器和 4 号针头注射小鼠尾静脉，

每只小鼠注射 0.1 mL 菌液，每种菌株注射 10 只

小鼠。随后每天对小鼠的死亡情况进行观察和记

录，观察周期为 30 d。通过绘制小鼠的存活率曲

线，利用 SPSS 软件进行 Kaplan-Meier Test 统计

学分析，来判定不同菌株的毒力变化情况。 

2  结果与分析 

2.1  白念珠菌 CCH1 和 MID1 基因回补缺失

菌株的构建 
质粒 pCR4 含有的选择标记为 URA3，缺失

菌株 cch1Δ/Δ (cch1::CCH1/cch1:: URA3-dpl200) 

和 mid1Δ/Δ (mid1::MID1/mid1:: URA3-dpl200) 

中的 URA3 标记必须被消除后，才能使用构建的

pCR4-CCH1 和 pCR4-MID1 质粒用于相应基因的

回补。分别将 cch1Δ/Δ 和 mid1Δ/Δ 缺失菌株涂布

于含有 5-FOA 和尿苷的 SC 培养基中，用于标记

的弹出。3 d 后挑取转化子，提取基因组并以

CCH1/MID1-5det 和 CCH1/MID1-3det 为引物，

检测基因型。对于没有去除 URA3 标记的菌株，

PCR 得到两条带，分别为 ARG4 和 URA3 标记

带[14]；而对于去除 URA3 标记的菌株，ARG4 标

记带保留，由于缺失菌株中的 URA3-dpl200 片段

两端含有同源序列，在 5-FOA 选择压力下能够

将自身环化，从基因组中弹出一部分，使检测带

变短。如图 1 所示，对于 URA3 标记消除的

cch1Δ/Δ 菌株，PCR 检测正确的结果为 2.3 kb 

(ARG4) 和 1.0 kb (泳道 1,2)；对于 mid1Δ/Δ菌株，

PCR 检测正确的结果为 2.4 kb (ARG4) 和 750 bp  

 
图 1  URA3 标记消除的 cch1Δ/Δ 和 mid1Δ/Δ 菌株的

鉴定 
Fig. 1  PCR analysis of URA3 dropping out in cch1Δ/Δ 
and mid1Δ/Δ strains. 1−4: genomic DNA from cch1Δ/Δ 
and mid1Δ/Δ strains were used as templates for PCR 
detection; 5: NKC18 was used as template with primers 
MID1-5detect and MID1-3detect (1.7 kb); M: DNA 
marker Ⅲ. 
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(泳道 3,4)，表明我们获得了正确的 URA3 标记

被 消 除 的 菌 株 cch1::ARG4/cch1::dpl200 和

mid1::ARG4/mid1:: dpl200，分别命名为 NKC61

和 NKC60。 

将 pCR4 和 pCR4-CCH1 分别转化 NKC61 菌

株，再将 pCR4 和 pCR4-MID1 分别转化 NKC60

菌株，在 SC-Ura 选择性培养基中筛选转化子，

分别以 CCH1/MID-RC1 和 CCH1/MID1-RC2 为

检测引物进行转化子的 PCR 验证，该引物从

CCH1 和 MID1 基因所敲除的那部分序列中设计

选取，鉴定结果如图 2 所示：对于 cch1Δ/Δ+CCH1

回补菌株，扩增得到 1.0 kb 的片段；对于

mid1Δ/Δ+MID1 回补菌株，扩增得到 824 bp 的片

段 ； 而 转 化 空 质 粒 的 cch1Δ/Δ+pCR4 和

mid1Δ/Δ+pCR4 菌株，PCR 扩增没有能够得到目

的条带，依此鉴定并获得了正确的回补缺失菌株

cch1Δ/Δ+CCH1 和 mid1Δ/Δ+MID1，并将该菌株

分别命名为 NKC53 和 NKC55。 

 
图 2  回补缺失菌株 cch1Δ/Δ+CCH1 和 mid1Δ/Δ+ 
MID1 的鉴定 
Fig. 2  PCR analysis of cch1Δ/Δ and mid1Δ/Δ 
recomplementation. M: markerⅢ . (A) 1: cch1Δ/Δ+ 
CCH1 (1.0 kb); 2: cch1Δ/Δ+pCR4. (B) 1: mid1Δ/Δ+ 
pCR4; 2: mid1Δ/Δ+MID1 (824 bp). Genomic DNA 
from all strains was used as templates with primers 
CCH1/MID-RC1 and CCH1/MID1-RC2. 

2.2  CCH1或 MID1基因的缺失对药物敏感性

的变化 
为了更方便地对药敏实验结果进行比较分

析，使用从临床分离的耐药型和敏感型的白念珠

菌，作为实验对照组。以 ATCC22019 作为质控

菌株，如表 3 所示，质控菌株对 FLUC 的 MIC

值为 2 或 4 mg/L，对 ITRA 的 MIC 值为 0.064

或 0.128 mg/L，均在 CLSI M27-A2 规定的范围

内[16]，证明操作无误，测定结果准确可靠。用微

量液基稀释法测定菌株对药物的敏感性时，通常

用以下标准进行界限判定：以 FLUC 对菌株的

MIC≤8 mg/L 为敏感，16~32 mg/L 为剂量依赖性

敏感，MIC≥64 mg/L 为耐药；以 ITRA 对菌株

的 MIC≤0.12 mg/L 为敏感，0.25~0.5 mg/L 为剂

量依赖性敏感，≥1 mg/L 为耐药。表 3 的结果显

示：1) 对照组 CA03997 和 CA90 菌株的 MIC 测

定结果均符合以上判定标准，分别为药物耐受菌

和敏感菌，保证了实验体系没有问题；2) 野生

型菌株对 FLUC 和 ITRA 药物的敏感性可以界定

为剂量依赖性敏感；3) cch1Δ/Δ 和 mid1Δ/Δ 缺失

菌株对 FLUC 和 ITRA 均表现出药物敏感性，并

接近于敏感菌 CA90 的 MIC 值；4) 回补缺失菌

株 cch1Δ/Δ+CCH1 和 mid1Δ/Δ+MID1 对药物的敏

感性也在接近剂量依赖性敏感的范围，接近于野

生型菌株的水平，表明 Cch1-Mid1 参与了白念珠

菌对唑类药物耐受性的调控。 

我们同时也利用固体平板药物敏感性试验，

观察并分析了上述不同菌株对药物 FLUC 敏感

性的变化。将处于对数生长期的细胞转移至添加

有 8 mg/L FLUC 的 YPD 培养基中，在 37 ℃振荡

培养，并且按图 3 所示的不同时间点进行取样，

分别取样 5 μL，点种在 YPD 固体平板上。37 ℃ 
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表 3  各菌株对唑类药物的敏感性 
Table 3  Susceptibility of C. albicans strains to azoles 

MIC50
a [median (range) ] (mg/L)  

Strains 
FLUCb ITRAc 

WT 8.000 (8.000−16.000)  0.256 (0.256−0.50 )  

cch1△/△ 0.500 (0.500−1.000)  0.016 (0.016−0.032)  

mid1△/△ 0.250 (0.250−0.500)  0.008 (0.008−0.016)  

cch1△/△+CCH1 16.000 (8.000−16.000)  0.128 (0.128−0.256)  

mid1△/△+MID1 8.000 (8.000−16.000)  0.032 (0.032−0.064)  

NKC46 0.250 (0.100−0.250)  0.008 (0.004−0.008)  

NKC43 64.000 (64.000−128.000)  1.000 (1.000−2.000)  

ATCC22019 2.000 (2.000−4.000)  0.064 (0.064−0.128)  

Notes: MIC50
a: minimum inhibitory concentration of FLUC and ICZ, read by 50% growth inhibited. FLUCb: fluconazole; 

ITRAc: itraconazole. Clinical isolates CA90 and CA03997 were used as positive and negative controls respectively. CA90 
was azole-sensitive strain with MIC 0.125 mg/L for fluconazole and 0.03 mg/L for itraconazole; CA03997 was 
azole-resistant clinical isolate with MIC 128 mg/L for fluconazole and 64 mg/L for itraconazole. 
 
静置培养 16 h 后，观察结果如图 3 所示：cch1Δ/Δ 

和 mid1Δ/Δ缺失菌株对 FLUC 表现出高度的敏感

性，菌体生长状况与敏感菌相似；CCH1 和 MID1

基因的回补对这种敏感表型具有恢复作用，但不

能恢复至与野生型菌株相似的敏感表型；以上结

果再次表明 CCH1 和 MID1 基因的缺失与 FLUC

药物敏感性有关。 

2.3  CCH1和 MID1基因参与药物耐受的机制

推测 
Cch1-Mid1 钙通道调控 Ca2+的内流，而

CCH1 和 MID1 基因的缺失对药物表现出敏感

性，Ca2+的浓度调节很可能与药物耐受性有关，

所以我们在药物 FLUC、ITRA 和 TER 作用的基

础上，分别添加 0.05 mol/L 或 0.25 mol/L 的 Ca2+、

0.5 mmol/L 钙螯合剂 EGTA 或 32 mg/L 钙通道

阻滞剂维拉帕米 Vpi，利用划线培养的方法，对

以上不同菌株的生长情况进行了比较，来研究

CCH1 和 MID1 基因参与药物耐受的机制。培养

基放置于 30 ℃培养，3 d 后观察结果，如图 4 所

示：1) 在对照组所在列，除野生型菌株和耐药 

 
图 3  FLUC 药物平板敏感性试验 
Fig. 3  Susceptibility assay to FLUC. 
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图 4  Ca2+对药物抗真菌活性的调节作用 
Fig. 4  Calcium modulation of antifungal drug activity. 

 
菌 CA03997 外，其他各缺失菌株和敏感菌 CA90

对唑类药都表现出不同程度的敏感性；2) 低浓

度 0.05 mol/L Ca2+的添加抑制了唑类药物对白念

珠菌的抗真菌活性，与对照组相比，所有菌株的

生长状况有所好转，表明少量 Ca2+的存在帮助

细胞获得了一定程度的对唑类药物的耐受性；

3) 高浓度 0.25 mol/L Ca2+、EGTA 或 Vpi 的添加，

与对照组相比，都增强了唑类药物对各菌株的抑

制作用，使菌株的生长状况变得更差了；4) 然

而，低浓度和高浓度 Ca2+的添加都抑制了丙烯酰

胺类药物 TER 的作用活性，但 EGTA 或 Vpi 的

添加却同样也对 TER 活性有增强作用，菌株表

现出对药物更加敏感。综合以上结果表明：不同

的 Ca2+浓度能够通过改善或抑制药物的抗真菌

活性，来间接调节白念珠菌对药物的耐受性，虽

然对唑类药物和丙烯酰胺类药物耐受的调控方

式不同，但可以确定的是 CCH1 和 MID1 基因参

与药物耐受性的调控，也是通过对 Ca2+浓度变化

的间接调节来实现的。 

2.4  CCH1或 MID1基因的缺失对白念珠菌毒

力的影响 
白念珠菌的药物耐受性和致病性之间有密

切关系，所以我们通过建立小鼠系统感染模型的

方法来进一步分析 CCH1 和 MID1 基因在影响菌

株毒力方面的作用。在实验中，共饲养 50 只小

鼠，将这些小鼠随机平均分成 1~5 组，各组小鼠

通过尾静脉分别注射野生型菌株、 cch1Δ/Δ+ 

CCH1 和 mid1Δ/Δ+MID1 回补菌株以及 cch1Δ/Δ 
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和 mid1Δ/Δ 缺失菌株，每种菌株注射 10 只小鼠，

然后每天观察并记录小鼠的存活情况，观察周期

为 30 d。利用 Kaplan-Meier Test 进行统计学分析，

判定不同组小鼠之间的生存差异，结果表明：注

射野生型菌株、 cch1Δ/Δ+CCH1 和 mid1Δ/Δ+ 

MID1 小鼠的平均存活时间分别为 12.2、14.6、

15 d，统计学分析结果显示，在野生型菌株和回

补菌株之间没有统计学差异 (P=0.306 或 0.233)，

然而注射 cch1Δ/Δ和 mid1Δ/Δ缺失菌株小鼠的平

均存活时间为 22.9 d 和 21.3 d，与野生型菌株之

间存在差异，并且差异在极显著水平 (P＜0.01) 

(图 5)。实验结果表明，CCH1 和 MID1 基因的缺

失导致菌株的毒力大大降低。 

 

图 5  感染不同菌株的小鼠存活中位数分析 
Fig .5  Virulence assay of C. albicans strains.    

3  讨论 

CCS 途径在介导酵母细胞存活的过程中发

挥着非常广泛的作用，在这个途径中，钙调神经

磷酸酶的功能在许多真核细胞中已被证实，并且

有证据表明 Cch1-Mid1 钙通道能够通过调控 Ca2+

的内流，对钙调神经磷酸酶产生激活作用[7,13]。

最初的 Ca2+波动引起一系列相关应答来帮助细

胞在压力环境下存活，说明 Cch1p 和 Mid1p 在保

证细胞存活方面发挥着最为基础的作用，因此，

在我们的工作中，重点对白念珠菌 CCS 途径中

CCH1 和 MID1 基因缺失所引起的药物耐受性和

菌株毒力的变化进行研究。 

CCH1 和 MID1 基因参与药物耐受性的调

控，可以理解为通过调节 Ca2+的作用，参与介导

细胞在药物压力下的存活。这在我们的实验中也

得到证实，CCH1 和 MID1 基因的缺失在药物作

用下表现的更为敏感，使用 Ca2+的螯合剂 EGTA

或钙通道阻滞剂 Vpi 联合抗真菌药物一起作用

时，能够改善药物作用。所以，以此确定 CCS

途径通过对 Ca2+的调节，间接参与了药物耐受

性。小鼠感染模型实验证明 cch1Δ/Δ 和 mid1Δ/Δ

菌株的毒力明显比野生型菌株弱，这与许多基因

缺失突变对菌株毒力的影响非常相似。白念珠菌

毒力的形成也是多种因素累积的效果，比如蛋白

酶的分泌[11]，细胞表面黏附素的合成[17]等。当细

胞在接受外界持续和难以预知的生物或物理因

子干扰的时侯，包括温度、环境 pH、离子毒力、

氧化胁迫压力和药物作用等，白念珠菌在借助适

当的途径来感知和应答这些环境信号的同时，就

会引起细胞自身的生理学、形态以及粘附特性的

改变，从而提高细胞对环境变化的适应性，因此

表现为菌株毒力发生变化。在我们的实验中同时

也发现 cch1Δ/Δ和 mid1Δ/Δ菌株并不是完全毒力

丧失，只是毒力减弱了，但仍然能够对小鼠产生

致死性的感染。这表明小鼠体内的这种环境可能

诱导了其他一种或几种途径促进了 cch1Δ/Δ 和

mid1Δ/Δ 菌株的菌丝形成，或者与钙调神经磷酸

酶的作用有关。总之，CCH1 和 MID1 基因在参

与白念珠菌药物耐受性和致病性调控方面发挥

着重要作用。 
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白念珠菌的致病性与药物耐受性之间有密

切的关系。分泌型天冬氨酸蛋白酶 (Sap) 目前被

认为是白念珠菌主要的毒力因子之一[18]，与白念

珠菌的黏附力和组织侵袭有关。研究发现对药物

呈现耐受性的菌株比药物敏感株具有更大的毒

性，而且耐药株在 FLUC 浓度逐渐增加的环境下

生长会导致剂量依赖性的体外分泌型天冬氨酸

蛋白酶产量增加[19]，以及耐药基因 MDR1 的过

度表达。Fekete-Forgacs 等将 FLUC 敏感型的野

生型白念珠菌诱导为耐 FLUC 的实验变异株，发

现变异株的 Sap 分泌明显强于自然分离菌株[20]，

在临床白念珠菌耐药和致病性的研究中，更多的

是用蛋白酶活力作为反映耐药菌株毒力和致病

性强弱的直接指标[21]。所以，在我们的实验中，

是否在那些对药物呈现敏感性的 cch1Δ/Δ 和

mid1Δ/Δ 菌株中，分泌型天冬氨酸蛋白酶的产量

也会表现为降低，还有待进一步研究证实。 
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