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白念珠菌是引起真菌感染的主要条件致病菌之一。近年

来，由于临床免疫抑制、广谱抗生素、激素的大量使用和滥用，

以白念为代表的念珠菌感染呈明显上升趋势。据统计，白念珠

菌引起的深部真菌感染比例最高，感染致死率达 40%[1,2]，因此

控制念珠菌感染是十分必要的，这就需要我们能够做到早诊

断。同时通过对临床病例进行分析研究表明：念珠菌在种内和

种间的致病性和耐药性方面也存在差异[3]。因此，如果可以快速

的对临床分离株进行准确的基因分型，便可以更好的指导临床

诊断和治疗。要想对白念感染进行早期的诊断和早期预防，首

先需要对菌种进行准确的分类，研究不同菌种间的基因型相关

性对监测白念感染及相关流行病学调查具有十分重要的意义。

在过去的几年里，分子学方法已经被证明成为研究菌种相互关

系、追溯爆发源头以及评估流行病学的一种非常有效的方法[4]。

此外，侵袭性真菌感染发生率和死亡率逐渐增高，首先因

为做不到早期诊断，其次，抗真菌药物也不能够达到预期的疗

效。通过新的作用机制寻找新的抗真菌药物作用靶点，研发高

效、低毒、广谱的抗真菌药物已成为近年来抗真菌药物研究的

热点和趋势[5]。

1 医院深部真菌检测及抗真菌药物使用的现状
医院深部真菌感染通常严重危及患者生命，白色念珠菌在

院内感染中占有主要地位。但是，早期诊断深部真菌感染是相

当困难的，因为一般的真菌培养会受到诸多主客观条件的影

响，阳性率往往很低[6]，有时即使是阳性，也难以确定是污染、定

植还是侵袭[7]。而分子生物学技术较传统方法具有更高的敏感

性和特异性。

因为深部真菌感染患者的增多，抗真菌药物在临床上也开

始得到了大规模的应用，这就导致了念珠菌耐药菌株也日益增

多。但是我国目前并没有对白念珠菌耐药情况进行大规模流行
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摘要：白色念珠菌定植于大多数人群的口腔中，在一定条件下可成为优势菌种而导致感染。基因分型是近年来白念分子生物学研

究中的一个热点，随着医学科学技术的发展，由于深部真菌感染比例不断增加，分子生物学方法已经越来越广泛的应用于临床真

菌病的研究中，从而为控制白念感染及为早期诊断、治疗提供基础。本文综述了限制性片段长度多态性、随机扩增多态性 DNA分
析、ITS区域序列分析等分子生物学技术在白念珠菌基因分型方面的相关研究，比较了它们的优缺点，并且讨论了将基因分型研

究应用于临床诊断、治疗及开发新型抗真菌药物的发展趋势和广阔前景。认为目前更倾向于多种分型方法联合应用，并借助计算

机软件进行分析，但是仍需进一步探索。
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Related Research of Candida Albicans Genotyping

Candida albicans colonization in the mouth of the majority of the population, under certain conditions, can become

the dominant strains and lead to infection. In recent years,geno typing is a hot topic in molecular biology researching of albicans, with the

development of science and technology, because of deep fungal infection ratio increases unceasingly, molecular biology method has been

more and more widely used in clinical fungal disease research, so as to control albicans infection and provide a basis for the early

diagnosis and treatment. This paper reviews theRFLP, RAPD, ITS regional sequence analysis of molecular biology technology in c.

albicans genotyping related research, compared their advantages and disadvantages, and discuss the genotyped research applied to

clinical diagnosis, treatment and the development of new antifungal development trend and board prospects. We believe that it is more

useful to a variety of typing methods in combination, and with the aid of computer software to carry on the analysis, but it still need
further investigation.
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病学的调查研究。如果可以运用基因分型的方法找出引起耐药

表型产生的单一多态性，就有可能对与该表型对应的基因进行

定位，从而可以从分子水平上对耐药性进行检测[8]。

2 白念珠菌基因分型的几种方法

关于白念珠菌的分型方法主要有传统的表型分型方法以

及近些年出现的基因分型方法。表型分型主要有形态学法、血

清学法、药物敏感性分型等，但是存在诸多缺点，例如结果不稳

定、易受各种因素影响等；而基因分型是利用生物学检测方法

来测定个体基因型，进而通过不同的基因型表现来分型。

2.1 限制性片段长度多态性（restriction fragment length poly-
morphism RFLP）RFLP

技术是使用特定的方法将 DNA提取出来，用限制性核酸

内切酶消化以后直接或间接的得出酶切片段在长度和数量上

的差异。因为白念珠菌的酶切位点一般各不相同，故而得到的

片段都具有多态性，可据此对白念珠菌进行基因分型。RFLP的

优点是操作相对方便和快捷，重复性也较好，但是由于白念珠

菌产生的条带较为复杂，故鉴别能力受到很大的限制，不能用

于区分种间的基因型关系。

2.2随机扩增多态性 DNA(random amplified polymorphic DNA，
RAPD) RAPD

又称随机引物 PCR，反应体系形成后，在一定的反应条件

下，模板 DNA得到扩增，因为引物和模板会在不同的地方结

合，引物对之间也具有不同的长度，由此便可形成各种不同大

小的 PCR扩增产物，产生的 PCR扩增产物在电泳凝胶上会呈
现为不同形态的条带。菌株的 RAPD带型越相似，说明基因具

有更高的同源性，因此可以用于白念珠菌的分型研究。同样，依

靠计算机系统能够提高分型的准确性[9]。有学者用计算机软件

对 RAPD结果进行了一系列分析，提出了相似系数用以评价菌

株间的关联性。相似系数(similarity coefficient, SAB)是通过对
一张图片里不同条带的亮度、面积等方面综合分析所的出来

的，若相似系数值大于 0.9，即可认定为同一种基因型。RAPD

是近年来一种新型的，同样被认为较为理想的分型方法，它同

样具有简单、快捷的优点，而且无需对待测菌株进行测序，鉴别

能力也较强。但是 RAPD结果还受实验中各种因素的影响，因

此必须对 RAPD实验中各种条件进行优化，才能得到更为稳定

与准确的试验结果。同时 RAPD还有一个很大的缺点，它设定

的退火温度较低，因此更容易就出现假带，虽然这个弊端是可

以通过重复试验的方法来去除，但是仍然不适用于大规模的研

究，所以不能在临床中得以很好的应用。

2.3 脉冲电泳核型(pulsed field gel electrophoresis , PFGE)

其原理是利用电场方向有规律的变化来促使片段在电泳

凝胶中迂回前进，从而完成分离。Chu[10]等应用 PFGE对两株标

准白念进行研究，通过限制性酶切和电泳核型分析，揭示了白

念菌株存在染色体长度多态性（CLP），CLP可由染色体的缺

失、异位、重排、重叠等因素而引起，不同菌株间 CLP也有很大

差异。PFGE有着较好的重复性，结果也比较容易记录和解释。

但是 PFGE的缺点是对于技术的要求较为严格，设备昂贵，同

时电泳时间长，也容易受到各种因素的影响。

2.4 微卫星多态性分析

微卫星序列也叫简单重复序列，在真核生物基因组中含量

丰富，并有较高的多态性。微卫星多态性分析就是根据这些序

列设定引物，进行 PCR扩增之后测定产物的长度，因为不同基

因型间序列的重复次数具有较大的差异，所以 PCR产物所对
应的序列重复数就可代表等位基因，并由此得到相应的基因型
[11]。该分型方法操作较为简便，且具有较好的特异性和可重复

性，但是在微卫星串联复制时会容易出现打滑而导致复制出

错，这样的不稳定性导致了不能再临床上广泛的使用。

2.5 ITS区域
念珠菌的 rDNA 为串状重复序列，ITS指 DNA 的内转录

间隔区，因为 ITS1ITS2这部分进化较快，具有种间特异性和种

内保守性，可以将菌株鉴定到种、亚种，ITS白念区域是真菌细

胞内 DNA 编码核糖体 RNA(rRNA)的内转录间隔、非编码区
(internalt ranscribied spacer region)，利用 ITS区域进行真菌鉴
定、分型是目前的研究热点[12]。它具有简便、快捷的优点，可以

与 Genbank里的序列做对比，从而明确的鉴定菌种，具有更高

的准确性。虽然 PCR ITS基因分型方法才刚刚用于研究，还没

有大量的数据来获得更为详尽的资料，但是鉴于 PCR ITS基因

分型方法可以通过精确到碱基的差异来区分基因型，在白念珠

菌基因分型研究方面将更具有说服力和优势，在白念流行病学

研究中也具有更大的前景。

总的来说，对于选择哪一种方法以及结果的解释大家缺乏

统一的意见，可能选择单一的方法并不是十分合适的，因此综

合评定念珠菌病的流行病学需要几种分型方法的结合。有了这

种意识，许多实验室都在寻找一种相对廉价、快捷并具有适当

鉴别能力的方法，特别适合于大规模的鉴定。

3 基因分型相关研究的应用

3.1 基因分型方法在临床中的应用

基因分型可以通过明确不同菌株间有无关联，来判断其亲

缘性的远近，从而更加深入的探索一系列问题。

目前，在常见的几种基因分型方法中，PFGE、RFLP及微卫

星序列分析等都存在不同程度的缺陷，在临床上运用较为广泛

是随机扩增多态性 DNA技术及近年来的研究热点 ITS区域序

列分析。有学者通过 RAPD技术用于研究一间医院不同科室分

离出的白念菌株，根据型别有无倾向性来了解有无同源性，明

确各个病区间有无流行趋势[13]，Antonella等[14]曾应用电泳核型

分析及 RAPD 技术，曾有学者通过对新生儿重症监护病房
(NICU) 获得院内感染的早产儿进行感染源和感染途径的研究

后发现，从护理人员的手上、患儿的结膜上及血液中分离出的

菌株具有相同的基因型，则可认为院内感染是通过护理人员水

平传播的。除此之外，还可以感染部位的不同来对念珠菌进行

基因型分型，在大样本量的基础上以及与自身共栖菌基因型对

比来进行进一步研究，可以了解多部位感染病灶是由自身栖居

菌感染还是由于原有病灶继发感染所引起[15]。

此外，有很多研究中心通过同时采用 RAPD及 ITS区域的

方法确定菌株的基因型发现 ITS序列分析的方法更为准确及

简便[16]。

3.2 基因分型方法在研究抗真菌药物中的应用

基因分型方法在临床上大多数还是用于研究克隆起源，很
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少着重于研究念珠菌基因型和毒力之间的关系[17]。白色念珠菌

有很多的毒力特性，如:粘附力、二相性、酶活性及形成生物膜

等，其中对上皮细胞的粘附力和磷脂酶活性最为相关，常用来

作为评价白色念珠菌毒力强弱[18]。目前发现，在白念珠菌中有 4

条 MAPKs途径：Mkc 途径、Cek1 途径、Cek2 途径和 Hog1 途

径，分别介导细胞壁完整性、侵袭性菌丝的生长以及对压力胁

迫的适应过程[19]。通过对这些途径以及念珠菌毒力和基因型之

间相关性的研究，可以为抗真菌药物新靶点的筛选和抗真菌新

药与老药联用进行抗真菌治疗提供理论依据[20]。

4 结语

综上所述，在以后的白念珠菌感染流行病学调查、抗真菌

药物药敏及研发新型抗真菌药物的研究中，基因分型已经成为

一个越来越重要的研究手段，联合使用多种基因分型方法，或

者与表型分型方法相结合，再借助计算机软件进行分析，将使

白念分型更加规范及标准。

而关于基因分型与毒力方面的相关研究可以指导我们临

床选择抗真菌药物以及研制新的抗真菌药物，目前这一块的研

究还没有很充分，需要我们更进一步的探索。
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