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  [摘 要] 目的 探究细胞外信号调节蛋白激酶(ERK)信号通路抑制剂———PD98059在逆转阴道白假丝

酵母菌对氟康唑耐药中的作用。方法 选取2020年8月至2021年9月江苏大学第四附属医院门诊就诊的外

阴阴道假丝酵母菌病(VVC)患者135例,取阴道分泌物行培养、鉴定、药敏试验等,筛选出对氟康唑耐药的白假

丝酵母菌。利用质量浓度为(0、2、4、8、16、32、64
 

μg/mL)的PD98059作用于氟康唑耐药菌24
 

h,四甲基偶氮唑

盐法检测菌株活性,选出合适质量浓度的PD98059进行后续实验;将实验菌株分为对照组、氟康唑组、PD组和

氟康唑+PD组。使用胱天蛋白酶3(Caspase-3)活性试剂盒检测Caspase-3的活化程度,流式细胞术检测细胞

内罗丹明123累积量,实时荧光定量聚合酶链反应检测多药耐药基因1(MDR1)mRNA表达,蛋白质印迹法检

测ERK及磷酸化ERK(p-ERK)蛋白表达。结果 135例患者中分离出假丝酵母菌131株,其中白假丝酵母菌

96株(73.3%)。对氟康唑耐药的白假丝酵母菌49株(51.0%,49/96)。与PD98059
 

0
 

μg/mL比较,耐药菌细

胞活性随PD98059质量浓度增高而下降,差异有统计学意义(P<0.05)。与对照组比较,PD组、氟康唑+PD
组白假丝酵母菌Caspase-3活化程度、细胞内罗丹明123累积量均明显增高,且氟康唑+PD组白假丝酵母菌

Caspase-3活化程度明显高于PD组,PD组、氟康唑+PD组均可明显下调白假丝酵母菌 MDR1
 

mRNA、p-ERK
的表达,差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 白假丝酵母菌为VVC患者的主要病原体;抑制ERK信号通

路可增强Caspase-3活性,促进耐药菌凋亡,同时,下调MDR1
 

mRNA表达,可逆转阴道假丝酵母菌对氟康唑的

耐药性。
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[Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

extracellular
 

signal-regulated
 

kinase
 

(ERK)
 

signaling
 

pathway
 

inhibitor
 

PD98059
 

in
 

reversing
 

fluconazole
 

resistance
 

in
 

vaginal
 

Candida
 

albicans.Methods A
 

total
 

of
 

135
 

patients
 

with
 

vulvovaginal
 

candidiasis
 

(VVC)
 

who
 

visited
 

the
 

outpatient
 

department
 

of
 

the
 

Fourth
 

Affilia-
ted

 

Hospital
 

of
 

Jiangsu
 

University
 

from
 

August
 

2020
 

to
 

September
 

2021
 

were
 

selected.Vaginal
 

secretions
 

were
 

collected
 

for
 

culture,identification,drug
 

sensitivity
 

tests,etc.,to
 

screen
 

out
 

Candida
 

albicans
 

resistant
 

to
 

fluconazole.Fluconazole-resistant
 

bacteria
 

were
 

treated
 

with
 

PD98059
 

at
 

mass
 

concentrations
 

of
 

(0,2,4,8,16,
32,64

 

μg/mL)
 

for
 

24
 

hours.The
 

activity
 

of
 

the
 

strains
 

was
 

detected
 

by
 

the
 

tetramethylazolium
 

salt
 

method,
and

 

the
 

appropriate
 

mass
 

concentration
 

of
 

PD98059
 

was
 

selected
 

for
 

subsequent
 

experiments.The
 

experimen-
tal

 

strains
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group,the
 

fluconazole
 

group,the
 

PD
 

group
 

and
 

the
 

fluconazole
 

+PD
 

group.The
 

activation
 

degree
 

of
 

Caspase-3
 

was
 

detected
 

using
 

the
 

Caspase-3
 

activity
 

kit.The
 

accumulation
 

of
 

rhodamine
 

123
 

in
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry.The
 

mRNA
 

expression
 

of
 

multidrug
 

resistance
 

gene
 

1
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(MDR1)
 

was
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction.The
 

protein
 

expres-
sions

 

of
 

ERK
 

and
 

phosphorylated
 

ERK
 

(p-ERK)
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blotting.Results Among
 

the
 

135
 

patients,131
 

strains
 

of
 

Candida
 

albicans
 

were
 

isolated,including
 

96
 

strains
 

(73.3%)
 

of
 

Candida
 

albicans.A
 

to-
tal

 

of
 

49
 

strains
 

(51.0%,49/96)
 

resistant
 

to
 

fluconazole.Compared
 

with
 

PD98059
 

at
 

0
 

μg/mL,the
 

cell
 

activi-
ty

 

of
 

drug-resistant
 

bacteria
 

decreased
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

the
 

mass
 

concentration
 

of
 

PD98059,and
 

the
 

differ-
ence

 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

activation
 

degree
 

of
 

Caspase-3
 

enzyme
 

and
 

the
 

accumulation
 

of
 

rhodamine
 

123
 

in
 

cells
 

of
 

Candida
 

albicans
 

in
 

the
 

PD
 

group
 

and
 

the
 

fluconazole
 

+PD
 

group
 

were
 

significantly
 

increased,and
 

the
 

activation
 

degree
 

of
 

Caspase-3
 

enzyme
 

in
 

Candida
 

albicans
 

in
 

the
 

fluconazole
 

+PD
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

PD
 

group.Both
 

the
 

PD
 

group
 

and
 

the
 

fluconazole
 

+PD
 

group
 

could
 

significantly
 

down-regulate
 

the
 

expressions
 

of
 

MDR1
 

mRNA
 

and
 

p-
ERK

 

in
 

Candida
 

albicans,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion Candida
 

al-
bicans

 

is
 

the
 

main
 

pathogen
 

of
 

VVC.Inhibition
 

of
 

ERK
 

signaling
 

pathway
 

can
 

enhancement
 

of
 

Caspase-3
 

ac-
tivity.Promote

 

apoptosis
 

of
 

drug-resistant
 

bacteria,meanwhile
 

down-regulation
 

of
 

MDR1
 

mRNA
 

expression,
reversing

 

the
 

resistance
 

of
 

vaginal
 

Candida
 

albicans
 

to
 

fluconazole.
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  外阴阴道假丝酵母菌病(VVC)是妇科常见的真

菌性外阴阴道炎,也称为霉菌性阴道炎,是女性生殖

系最多见的感染性疾病[1]。白假丝酵母菌是人体内

的正常寄居菌,同时,也是 VVC的条件性致病菌,在
人体免疫力低下时白假丝酵母菌异常增殖形成侵袭

性,可引起VVC[2]。VVC虽不危及生命,但会引起剧

烈的瘙痒、疼痛、分泌物增多等阴道炎症,影响患者的

夫妻 生 活。大 约75%的 女 性 在 一 生 中 会 患1次

VVC[3]。目前,临床治疗的一线药物仍以唑类药物,
特别是氟康唑为主[4]。由于氟康唑治疗周期长、患者

依从 性 差、临 床 应 用 广 泛 等 原 因 其 耐 药 率 日 益

增加[5]。
细胞外信号调节蛋白激酶(ERK)普遍存在于真

核生物中,ERK信号通路异常激活可引起多种细胞

增殖、分化和凋亡[6],同时,ERK的活化可调控多种

生物的耐药性[7]。有研究发现,在假丝酵母菌中存在

多种与ERK同源的蛋白[8],其中白假丝酵母菌中与

人ERK蛋白高度同源的假丝酵母菌ERK样激酶1
是调控菌株生长、菌丝形成、侵袭性产生的关键因

素[9]。有研究表明,ERK基因转入真菌细胞中可明

显促进菌丝的生长[10]。但其对真菌耐药的调控目前

尚不清 楚。本 研 究 采 用 ERK 特 异 性 抑 制 剂———
PD98059阻断ERK信号通路,探讨了靶向调控ERK
对白假丝酵母菌氟康唑耐药性的影响并分析了其潜

在作用机制,旨在为VVC患者的治疗提供可能的新

途径。
1 资料与方法

1.1 资料

1.1.1 菌株来源 选取2020年8月至2021年9月

江苏大学第四附属医院门诊就诊的 VVC患者135
例,年龄21~56岁,病程1~8周。取阴道分泌物行

培养、鉴定、药敏试验等,筛选出对氟康唑耐药的白假

丝酵母菌。本研究获江苏大学第四附属医院医学伦

理委员会审批通过(伦理批号:202011)。
1.1.2 纳入标准 (1)有不同程度VVC临床症状;
(2)氢氧化钾(KOH)溶液镜检涂片假丝酵母菌阳性;
(3)对症状典型镜检阴性者接种沙保罗培养基(SDA)
培养;(4)1周内未使用抗真菌药物;(5)已明确本研究

目的和要求,且自愿参与。
1.1.3 排除标准 (1)未达到VVC临床诊断标准;
(2)患有自身免疫性疾病、糖尿病等相关基础疾病。
1.1.4 主要试剂及仪器 SDA、酵母浸出粉胨葡萄

糖(YPD)液体培养基购自青岛海博生物技术有限公

司,二甲基亚砜购自南京生兴生物技术有限公司,质
控白假丝酵母菌ATCC90028购自中国科学院微生物

研究所,科玛嘉念珠菌显色培养基购自杭州驰成医药

科技有限公司,KOH 购自天津市科密欧化学试剂有

限公司,四甲基偶氮唑盐(MTT)购自北京索莱宝科

技有限公司,法国梅里埃真菌药敏试剂购自青岛源恒

生物科技有限公司,胱天蛋白酶3(Caspase-3)活性试

剂盒购自南京建成科技有限公司,罗丹明123购自德

国默克公司,引物合成由安徽通用生物股份有限公司

完成,
 

PD98059购自上海碧云天生物技术股份有限

公司,总RNA提取试剂盒购自江苏康为世纪生物科

技有限公司,互补DNA(cDNA)逆转录试剂盒购自南

京诺唯赞生物科技股份有限公司,荧光定量聚合酶链

反应(PCR)反应试剂盒购自厦门生命互联科技有限

公司,荧光PCR仪购自美国赛默飞世尔科技公司,兔
抗酵母菌ERK、磷酸化ERK(p-ERK)一抗、小鼠抗

GAPDH单克隆抗体均购自美国CST公司,辣根过氧

化物酶羊抗兔免疫球蛋白G、羊抗鼠免疫球蛋白G二

抗均购自武汉三鹰生物技术有限公司,放射免疫沉淀
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法(RIPA)细胞裂解液购自北京普利莱基因技术有限

公司,二喹啉甲酸检测法(BCA)蛋白定量试剂盒购自

江苏康为世纪生物科技有限公司,化学发光成像系统

购自上海伯乐生命医学产品有限公司。
1.2 方法

1.2.1 VVC病原菌的培养、鉴定和药敏试验 阴道

后穹隆取分泌物涂片,在标本中加入10.0%
 

KOH溶

液,镜下观察芽生孢子及假菌丝,分泌物接种于SDA
培养基,37

 

℃培养48
 

h,观察菌落形态;取纯化2次后

的单菌落接种在科玛嘉念珠菌显色培养基培养24~
48

 

h,观察菌落颜色进行鉴定。使用梅里埃真菌药敏

试剂进行药敏试验:选取少许纯化后的白假丝酵母菌

单菌落至0.85%氯化钠中,配置成2麦氏浊度(相当

于6×108
 

cfu/mL)菌悬液,吸取其中135
 

μL菌悬液

至装有5种常用抗真菌药的凹槽杯中,避光置于

37
 

℃温箱湿化培养24
 

h。肉眼观察杯槽中菌株生长

状态与标准杯比较,评估记录生长分数。参照美国临

床和实验室标准协会制定的 M100-S27标准判读药敏

检测结果。用白假丝酵母菌 ATCC90028作为质控

标准。
1.2.2 MTT法测定PD98059对白假丝酵母菌细胞

活性的影响 将处于对数期生长的氟康唑耐药白假

丝酵母菌悬液离心后去上清液,磷酸盐缓冲液(PBS)
冲洗2次。用YPD液体培养基重悬,使菌终浓度为

1.0×107
 

cfu/mL,加入96孔板,各孔中分别加入0、
2、4、8、16、32、64

 

μg/mL的PD98059处理24
 

h(每组

9例)。分别在每个孔添加20
 

μL
 

MTT(5
 

mg/mL)在
常温下作用3

 

h后吸去培养液,PBS冲洗3次吸去液

体,再添加100
 

μL二甲基亚砜,37
 

℃摇床20
 

min充

分混匀,检测波长490
 

nm下光密度(OD)值。白假丝

酵母菌细胞活性(%)=(实验组 OD值-空白组 OD
值)/(对照孔 OD值-空白组 OD值)×100%,检测

各组菌株细胞活性,筛选出合适PD98059作用浓度进

行后续实验。计算10%抑制浓度(IC10)。
1.2.3 实验分组 将氟康唑耐药白假丝酵母菌加入

YPD液体培养基中振荡培养16
 

h,使其处于对数期

生长,离心去上清液,PBS冲洗2次,将菌株细胞重悬

于YPD液体培养基,调整菌液浓度至1.0×107
 

cfu/
mL,随机数字表法分为对照组(只含菌液)、氟康唑组

(加氟康唑8
 

μg/mL)、PD组(加PD98059
 

8
 

μg/mL)
和氟康唑+PD组(加氟康唑和 PD98059各8

 

μg/
mL),每组9例。加入的氟康唑、PD98059均分别作

用24
 

h。
1.2.4 酶标仪测定白假丝酵母菌Caspase-3活化程

度 根据1.2.3项进行实验分组后将白假丝酵母菌悬

液离心,PBS冲洗3次,吸去上清液,加裂解液冰浴裂

解,4
 

℃离心;取样加入2倍浓缩的反应液、裂解液、5
 

μL
 

乙酰基-缬氨酸-天冬氨酸-缬氨酸-丙氨酸-天冬氨

酸-对硝基苯胺(Ac-DEVD-pNA),37
 

℃
 

孵育4
 

h,观察

颜色变化明显,检测405
 

nm波长下的OD值。白假丝

酵母菌Caspase-3活化程度的相对值=(实验组OD值

-空白组OD值)/(对照孔OD值-空白组OD值)。
1.2.5 流式细胞术检测白假丝酵母菌细胞内罗丹明

123累积量的影响 根据1.2.3项进行实验分组后将

各组白假丝酵母菌悬液与终浓度为10
 

μmol/L的罗

丹明123,37
 

℃孵60
 

min后离心弃上清液,用冰PBS
洗涤2次,离心弃上清液。将白假丝酵母菌接种于

YPD液体培养基,37
 

℃培养30
 

min。流式细胞仪检

测各孔荧光强度,激发波长为488
 

nm,发射波长为

530
 

nm,分析曲线荧光强度计算各组白假丝酵母菌细

胞内罗丹明123累积量。
1.2.6 实时荧光定量PCR检测白假丝酵母菌多药

耐药基因1(MDR1)mRNA表达水平 根据1.2.3项

进行实验分组后将白假丝酵母菌悬液离心取适量菌

泥按总RNA抽提试剂(Trizol)说明提取RNA,将其

反转录为cDNA,以β-actin为内参,PCR反应体系25
 

μL:SYBR
 

Green
 

PCR
 

Master
 

Mix
 

12.5
 

μL,cDNA
模板1

 

μL,上、下游引物各1
 

μL,无核酸酶双蒸水9.5
 

μL。MDR1 上 游 引 物:5'-TTCAGTCCGATGT-
CAGAAAATG-3',下 游 引 物:5'-TCCAAGCG-
GCTAACCCA-3';β-actin 上 游 引 物:5'-AATGGG-
TAGGGTGGGAAAAC-3',下 游 引 物:5'-AGC-
CATTTCCATTGATCGTC-3'。扩 增 条 件:预 变 性

95
 

℃
 

10
 

min、变性95
 

℃
 

10
 

s、退火58
 

℃
 

30
 

s、延伸

72
 

℃
 

30
 

s、循环40次,收集循环阈值;记录每组样品

的循环阈值,使用2-ΔΔCt 法测定各组白假丝酵母菌

MDR1
 

mRNA相对表达水平。
1.2.7 蛋白质印迹法检测ERK信号通路蛋白表达

水平 根据1.2.3项进行实验分组后离心取适量白

假丝酵母菌泥,洗涤后将菌液重悬,加入RIPA细胞

裂解液,置入-20
 

℃冰箱溶解30
 

min,离心取上清

液,使用BCA盒检测蛋白;蛋白加入上样缓冲液煮沸

5
 

min;采用聚丙烯酰胺凝胶电泳将蛋白转至聚偏二

氟乙烯(PVDF)膜,80
 

V 电泳90
 

min,300
 

mA 转

PVDF膜90
 

min,使用5%脱脂牛奶溶液封闭2
 

h,加
入一抗 p-ERK 抗 体(1∶2

 

000)、ERK 抗 体(1∶
1

 

000)、GAPDH 抗体(1∶5
 

000),4
 

℃孵育过夜,
TBST洗膜3次;加入二抗羊抗兔(1∶2

 

000)、羊抗鼠

(1∶2
 

000),室温孵育1
 

h;采用增强化学发光荧光成

像技术及Image
 

J软件测定条带密度值,并计算各组

白假丝酵母菌蛋白相对表达量。
1.3 统计学处理 应用SPSS25.0统计软件进行数

据分析,计量资料以x±s 表示,采用单因素方差、
LSD-t检验等。P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 VVC病原菌镜检、培养、鉴定、药敏试验情况 
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135例患者分离出假丝酵母菌131株,阴道分泌物涂

片在10%KOH溶液下观察可见球状芽生孢子。见图

1A。阴道分泌物接种于SDA培养基可见假丝酵母菌

为圆形、奶油状,直径1~3
 

mm白色菌落。见图1B。
科玛嘉显色培养基判断翠绿色菌落为白假丝酵母菌,紫
红色菌落为光滑假丝酵母菌,蓝灰色菌落为热带假丝酵

母菌。131株假丝酵母菌鉴定出白假丝酵母菌96株

(73.3%),光滑假丝酵母菌19株(14.5%),热带假丝酵

母菌9株(6.9%)。见图1C。96株白假丝酵母菌中对

两性霉素B最敏感[68.8%(66/96)],对氟康唑敏感只

有35株(36.5%),耐药49株(51.0%)。

  注:A为10%KOH溶液镜下观察假丝酵母菌形态可见球状芽生孢子(400×);B为SDA培养基上假丝酵母菌落;C为科玛嘉培养基假丝酵母

菌生长情况。

图1  外阴阴道假丝酵母菌镜检、培养及鉴定情况

2.2 PD98059对氟康唑耐药白假丝酵母菌细胞活性

的影响 PD98059
 

4、8、16、32、64
 

μg/mL组细胞活性

与PD98059
 

0
 

μg/mL组比较,差异均有统计学意义

(P<0.05)。IC10 为8.66
 

μg/mL,白假丝酵母菌细胞

活性大于或等于90%,是对菌株细胞毒副作用小的安

全剂量,故选用PD98059
 

8
 

μg/mL用作后续实验。
见图2。

图2  PD98059对氟康唑耐药白假丝酵母菌细胞

活性的影响

2.3 PD98059单用及联合氟康唑对白假丝酵母菌

Caspase-3活化程度的影响 氟康唑组白假丝酵母菌

Caspase-3活化程度(1.06±0.09)与对照组(1.02±
0.04)比较,差异无统计学意义(P>0.05);PD组、氟
康唑+PD组白假丝酵母菌Caspase-3活化程度均明

显高于对照组,PD组、氟康唑+PD组Caspase-3活化

程度均明显高于氟康唑组,氟康唑+PD组白假丝酵

母菌Caspase-3活化程度明显高于PD组,差异均有

统计学意义(P<0.05)。
2.4 PD98059单用及联合氟康唑对白假丝酵母菌细

胞内罗丹明123累积量的影响 氟康唑组白假丝酵

母菌细胞内罗丹明123累积量(666.67±120.56)与

对照组(564.22±137.14)比较,PD组白假丝酵母菌

细胞内罗丹明123累积量(2
 

250.67±181.84)与氟康

唑+PD组(2
 

372.55±260.63)比较,差异均无统计

学意义(P>0.05);PD组、氟康唑+PD组白假丝酵

母菌细胞内罗丹明123累积量均明显高于氟康唑组,
氟康唑+PD组细胞内罗丹明123累积量明显高于

PD组,差异均有统计学意义(P<0.05)。见图3。

图3  PD98059单用及联合氟康唑对白假丝酵母菌细胞内

罗丹明123累积量的影响

2.5 PD98059单用及联合氟康唑对白假丝酵母菌

MDR1
 

mRNA表达水平的影响 氟康唑组白假丝酵

母菌 MDR1
 

mRNA表达水平(0.99±0.07)与对照组

(1.03±0.09)比较,PD组白假丝酵母菌 MDR1
 

mR-
NA表 达 水 平 (0.74±0.06)与 氟 康 唑 +PD 组

(0.71±0.08)比较,差异均无统计学意义(P>0.05);
PD组、氟康唑+PD组白假丝酵母菌 MDR1

 

mRNA
表达水平均明显低于对照组、氟康唑组,差异均有统

计学意义(P<0.05)。
2.6 PD98059单用及联合氟康唑对白假丝酵母菌

ERK蛋白表达水平的影响 氟康唑组白假丝酵母菌

p-ERK蛋白表达水平(1.01±0.02)与对照组(1.01±
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0.01)比较,氟康唑+PD组白假丝酵母菌p-ERK蛋

白表达水平(0.51±0.04)与 PD 组比较(0.53±
0.04),差异均无统计学意义(P>0.05);PD组、氟康

唑+PD组白假丝酵母菌p-ERK蛋白表达水平明显

低于对照组、氟康唑组,差异均有统计学意义(P<
0.05)。见图4。

图4  PD98059单用及联合氟康唑对白假丝酵母菌ERK
蛋白表达水平的影响

3 讨  论

VVC是女性下生殖道最常见的感染性疾病,因
其对经典抗真菌药物———氟康唑耐药性的逐步上升,
增加了VVC的治疗难度[11]。本研究结果显示,白假

丝酵母菌是VVC的主要病原菌,其对氟康唑敏感性

仅为36.5%,对两性霉素B敏感性最高,达68.8%,
与部分文献报道结果不一致[12],可能与实验菌株数

量、来源,以及药敏分析的方法不同有关。但本研究

结果与已有的文献报道同时表明,白假丝酵母菌对两

性霉素B具有较高的敏感性,后者可用于治疗顽固性

真菌感染,但不良反应广泛且严重,可引起肾毒性、低
钾血症、神经系统毒性等,因此,不能作为临床治疗

VVC的一线抗真菌药物。因此,提高白假丝酵母菌

对氟康唑的敏感性对治疗VVC患者至关重要。
有研究发现,ERK普遍存于真核细胞中,与细胞

生长、凋亡等有关,同时,参与了多种生物的耐药过

程,ERK激活可诱发肿瘤外排泵机制,使肿瘤细胞获

得性耐药,引起细胞不可控生长,导致对药物敏感性

降低[13]。既往研究提示,ERK抑制剂可明显抑制烟

曲霉菌及玉米大斑病菌孢子的萌发和菌丝生长的速

度[14-15],表明ERK信号通路可能在真菌生长、增殖、
凋亡过程中发挥作用。为探究ERK信号通路对氟康

唑耐药白假丝酵母菌的影响本研究设置了浓度梯度

检测PD98059对氟康唑耐药白假丝酵母菌细胞活性

的影响,结果显示,菌株的细胞活性随PD98059质量

浓度的增加而降低,本研究为降低PD98059对菌株细

胞的毒性作用计算到IC10 为8.66
 

μg/mL,白假丝酵

母菌细胞活性大于或等于90%,是对菌株细胞毒副作

用少的安全剂量,故选择PD98059
 

8
 

μg/mL进行后

续研究。菌株细胞凋亡的增加对抑制菌株细胞生长

具有重要意义,菌株细胞的凋亡涉及重要的凋亡蛋白

及相关通路,线粒体呼吸对白假丝酵母菌生存具有重

要作用,活性氧可破坏线粒体呼吸功能,诱导菌珠凋

亡[16],线粒体功能的丧失可激活Caspase的凋亡途

径。Caspase家族在介导假丝酵母菌细胞凋亡的启动

和执行中具有重要作用,Caspase-3是其主要的家族

成员,激活后通过剪裁多种底物蛋白,引发下游级联

反应,导致细胞核DNA断裂和细胞死亡[17]。本研究

对凋亡的效应分子———Caspase-3的活化程度进行了

检测,结果显示,单独使用氟康唑对Caspase-3影响不

明显,单独使用PD98059和氟康唑+PD98049联用后

Caspase-3的活化程度明显增高,且氟康唑、PD98049
联用 后 Caspase-3 的 活 化 程 度 高 于 单 独 使 用

PD98059。据文献报道,氟康唑可破坏白假丝酵母菌

线粒体的膜电位,导致线粒体功能损伤,使细胞色素

C从线粒体进入细胞质,与凋亡蛋白激酶活因子结合

成凋亡复合体,启动执行Caspase凋亡途径[18]。表明

氟康唑、PD98059联用可协同促进耐药菌的凋亡。
药物外排功能的增强是白假丝酵母菌产生多药

耐药的一个重要机制,罗丹明123是白假丝酵母菌

MDR1的荧光底物,通过监测细胞内罗丹明123累积

量可判断外排泵的功能状态[19]。本研究结果显示,单
独使用氟康唑对白假丝酵母菌细胞内罗丹明123累

积量无明显影响,单独使用PD98059及联用氟康唑可

明显增加白假丝酵母菌细胞内罗丹明123累积量,进
一步说明抑制 ERK 信号通路可降低耐药菌细胞

MDR1外排泵活性。但氟康唑+PD组白假丝酵母菌

细胞内罗丹明123累积量并未明显高于PD组,表明

氟康唑对药物外排基因 MDR1的表达无明显影响。
MDR1基因是膜转运蛋白超家族中的重要成员,

在多种生物耐药的过程中发挥关键作用。有研究表

明,MDR1基因在耐药白假丝酵母菌中的表达明显高

于敏感菌株,其通过减少细胞内的有效药物浓度参与

调控白假丝酵母菌对唑类药物的耐药性[20-21]。据文

献报道,ERK通过磷酸化促使肿瘤细胞 MDR1基因

启动子上游元件激活,从而增加 MDR1基因的表达,
将细胞内的药物泵出胞外,产生耐药性[22]。本实验通

过选择PD98059
 

8
 

μg/mL作用于耐药菌,保证菌株

细胞的活性不低于90%,从而减少PD98059的对菌

株的杀伤作用,进一步探究了ERK的磷酸化和药物

外排基因 MDR1的内在联系及对氟康唑耐药性的影

响,结果显示,单独使用氟康唑对 MDR1
 

mRNA、p-
ERK蛋白表达的影响不明显,单独使用PD98059及

联用氟康唑可明显下调 MDR1
 

mRNA、p-ERK蛋白

的表达,提示ERK信号传导途径在氟康唑耐药的白

假丝酵母菌中处于激活状态,抑制ERK磷酸化可下

调 MDR1
 

mRNA的表达,从而参与调节白假丝酵母

菌对氟康唑的耐药性。据文献报道,ERK的活化可

通过调节应激反应、促进细胞生长增殖、抑制凋亡等

作用加速耐药的进程[23]。ERK信号通路失活可能会

导致白假丝酵母菌的药物外排泵及机体应激调节功
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能的降低,减弱菌株的抗药性,从而使氟康唑对菌株

细胞膜蛋白的靶位点作用增强,细胞内药物浓度增

加,提高白假丝酵母菌对药物的敏感性。白假丝酵母

菌对氟康唑耐药是由多个机制引起的,多种机制间存

在交互关联,如药物外排泵的过度表达和应激反应

等,但其各种机制之间何如作用仍需进一步探索。
综上所述,假丝酵母菌为VVC的主要病原菌,其

对氟康唑的耐药率较高。通过ERK特异性抑制剂--
PD98059干预氟康唑耐药白假丝酵母菌可降低药物

外排泵功能,促进菌株细胞的凋亡效应。PD98059、氟
康唑联用可协同增强菌株细胞的凋亡作用,抑制菌丝

的形成。二者间的协同效应可能与抑制耐药菌ERK
信号通路、下调外排基因 MDR1的表达、增加细胞内

氟康唑有效抑菌浓度、提高氟康唑对耐药菌的敏感性

有关,可为VVC患者的临床治疗提供有效的策略。
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