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　 　 ［摘要］ 　目的 　利用白念珠菌（Candida albicans）不同转录因子基因缺失菌 ，考察参与调控铜离子（Cu２ ＋ ）代谢和氧化应

激的重要转录因子 。 方法 　 点板实验 （spot assay ） 、生长曲线法 。 结果 　 spot assay 筛选发现 ，转录因子 Cup2 缺失菌
Cup2 Δ／Δ对 Cu２ ＋ 的敏感性增加 ，进一步研究表明 Cup2 Δ／Δ在含 ５ mmol／L 的 Cu２ ＋ 培养液中生长缓慢 ；Cup2 Δ／Δ对 H２ O２

的敏感性也有所增加 ，而且 Cu２ ＋ 协同 H２O２发挥抑菌作用 ，在 BCS螯合 Cu２ ＋ 后 ，增加了 Cup2 Δ／Δ和亲本菌 SN２５０对 H２ O２

诱导的氧化应激的耐受性 。在氟康唑 、咪康唑和酮康唑敏感性实验中 ，Cup2 Δ／Δ并未表现出对唑类药物敏感 。结论 　敲除转

录因子 Cup2 ，可增加白念珠菌对 Cu２ ＋ 和 H２O２的敏感性 。转录因子 Cup2可能参与调控白念珠菌对 Cu２ ＋ 的代谢和 H２ O２诱

导的氧化应激反应 ，但并未参与对唑类药物耐药性的调控 。

　 　 ［关键词］ 　白念珠菌 ；转录因子 Cup2 ；铜离子（Cu２ ＋ ） ；过氧化氢 ；药物敏感性
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Regulation and control of transcription factor Cup2 on Cu2 ＋ metabolism and oxi唱
dative stress in Candida albicans
ZHANG Jinyu１ ，WANG Lihong２ ，QIN Yulin１ ，ZHANG Lulu１ ，JIANG Yuanying１ ，CAO Yongbing１ （１ ．Research and Develop
Center of New Drug ；School of Pharmacy ；Second Military Medical University ；Shanghai ２００４３３ ，China ；２ ．Department of
Pharmacology ；School of Pharmacy ；China Pharmaceutical University ；Nanjing ２１１１９８ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To detect the transcription factors of copper ion （Cu２ ＋ ） metabolism and oxidative stress by Can唱
dida albicans knocked down different transcription factors ．Methods 　 Spot assay ，grow th curve were used ．Results 　 The sen唱
sitivity to Cu２ ＋ in Cup2 Δ／Δ was increasing and the grow th of Cup2 Δ／Δ was inhibited in ５ mmol ／L Cu２ ＋ medium ．The results
showed that Cup2 Δ／Δ also increased the sensitivity to H ２O２ ， interestingly ，Cu２ ＋ and H２O２ played a synergistic antifungal
effect ．The tolerance of Cup2 Δ／Δ and SN２５０ to H２O２ induced oxidative stress was increased after BCS chelating Cu ２ ＋

．In the
fluconazole ，miconazole and ketoconazole susceptibility experiments ，Cup2 Δ／Δ did not show susceptibility to azole drugs ．Con唱
clusion 　 Knockout transcription factor Cup2 ，which could increase the sensitivity to Cu ２ ＋ and H２O２ in Candida albicans ．

T ranscription factor Cup2 might be involved in the regulation and control of Candida albicansmetabolism on Cu２ ＋ and oxidative
stress induced by H２O２ ，but not involved in the regulation and control of drug resistance to azole drugs ．

　 　 ［Key words］ 　 Candida albicans ；transcription factor Cup2 ；copper ion （Cu２ ＋ ） ；hydrogen peroxide（H２O２ ） ；drug suscepti唱
bility

　 　白念珠菌是引起临床免疫缺陷病人感染致死的

主要条件致病菌 。近年来 ，在真菌感染中 ，白念珠菌

感染的发病率最高［１］
，临床常用唑类药物进行治疗 。

然而 ，长期的治疗易使白念珠菌产生耐药性［２］
。目

前 ，对白念珠菌耐药机制的研究较多 ，但其耐药机制

仍未被完全阐明 ，至今也没有发现克服真菌耐药的

有效药物或防治策略 。

　 　一直以来 ，铜离子（Cu２ ＋
）常被用于抗细菌和抗

真菌［３］
。皮肤真菌感染是人畜共患病 ，硫酸铜联合

聚维酮能够很好地治疗牛真菌感染和牛羊腐蹄

病［４ ，５］
。含有硫酸铜的波尔多液 ，可抑制苹果轮纹

病真菌孢子的萌发 ，并在农业生产中也已应用了百

余年［６］
。近期研究表明 ，Cu２ ＋ 与两性霉素 B（AmB）

形成 AmB唱Cu２ ＋ 复合物后 ，增强了 AmB的活性及抗
真菌作用 。 可见 ，Cu２ ＋ 可用作抗真菌药物的佐
剂［７］

，并且可能因此增强药物的抗真菌活性 。因此 ，

４２２

药学实践杂志 　 ２０１７ 年 ５ 月 ２５日第 ３５ 卷第 ３ 期

Journal of Pharmaceutical Practice ，Vol ．３５ ，No ．３ ，May ２５ ，２０１７



研究 Cu２ ＋ 的抗真菌作用机制及调控通路 ，或将有利

于阐明真菌的耐药机制及研究其防治策略 。

　 　临床分离出的致病白念珠菌 ，几乎都表现出对

Cu２ ＋ 二价盐高度耐受［１］
。原核生物 、真核生物（包

括动物）中参与有氧代谢的大量金属硫蛋白 ，主要参

与加氧酶 、氧化酶和超氧化物歧化酶催化的生物反

应 ，而这些酶中都含有 Cu２ ＋
，由 Cu２ ＋ 介导电子传

递 ，完成酶催化的反应［８］
。笔者通过考察发现转录

因子缺失菌 Cup2 Δ／Δ 对 Cu２ ＋
、H２ O２的耐受性改

变 ，初步研究转录因子 Cup2在白念珠菌中对 Cu２ ＋

代谢 、氧化应激的调控作用 。

1 　材料和方法

1 ．1 　材料
1 ．1 ．1 　菌株 　白念珠菌（candida albicans）菌种保
存 ：每 ２００ μl菌液和 ２００ μl １００％ 甘油混合均匀 ，于

－ ８０ ℃保存 。表 １中是 ２４株白念珠菌转录因子缺

失菌编号及对应的被敲除转录因子名称 。白念珠菌

转录因子缺失菌用营养缺陷基因敲除法敲除获得 ，

缺失菌及菌株 SN２５０ 由中科院巴斯德研究所陈昌
斌教授提供 。 Cup2 Δ／Δ 在上述菌株中的编号为

KC２１ 。本实验中 ，使用的国际通用 ATCCMYA唱
２８７６（SC５３１４）菌株由 WilliamA ．Fonzi教授惠赠 。

表 1 　 24株白念珠菌转录因子缺失菌编号
以及对应的被敲除转录因子名称

编号
开放阅
读框

被敲除
转录因子

编号
开放阅
读框

被敲除
转录因子

KC ０１ |orf１９ 噰．４５４ S f l1 KC １３ Jorf１９  ．５８５５ Mbp1
KC ０２ |orf１９ r．１０６９ Rpn4 KC １４ Jorf１９  ．５９２４ Zc f31
KC ０３ |orf１９ r．１４９９ Ct f1 KC １５ Jorf１９  ．６５１４ Cup9
KC ０４ |orf１９ r．３３０８ Stb5 KC １６ Jorf１９  ．６８７４ C2＿ 05640W
KC ０５ |orf１９ r．３７５３ Se f1 KC １７ Jorf１９  ．７０６８ Mac1
KC ０６ |orf１９ r．３８７６ Zc f19 KC １８ Jorf１９  ．７５８３ Zc f39
KC ０７ |orf１９ r．４２２５ Leu3 KC １９ Jorf１９  ．２１７ C2＿ 08890W
KC ０８ |orf１９ r．４２８８ Cta7 KC ２０ Jorf１９  ．３９１ Upc2
KC ０９ |orf１９ r．４４５０ Zc f23 KC ２１ Jorf１９  ．５００１ Cup2
KC １０ |orf１９ r．４９４１ T ye7 KC ２２ Jorf１９  ．１０３５ W ar1
KC １１ |orf１９ r．５０９７ Cat8 KC ２３ Jorf１９  ．１４９６ C2＿ 01870C
KC １２ |orf１９ r．５６５１ C4＿ 00260W KC ２４ Jorf１９  ．９２１ Hms1

1 ．1 ．2 　 培养基 　 RPMI１６４０ 培养液 ：洛斯维（RP唱
MI１６４０ ，Invitrogen 公司 ） １０ g 、吗啉基丙磺酸
（MOPS）３４ ．５ g 和碳酸氢钠 ２ ．０ g（生工公司）置锥

形瓶中 ，先加入三蒸水 ９００ ml ，于室温下用 １ mol／L
NaOH将 pH 调至 ７ ．０ ，定容至 １ ０００ ml ，在超净台
内过滤除菌 ，保存于 ４ ℃冰箱备用 。

　 　 YPD培养基 ：酵母提取物 １０ g 和蛋白胨 ２０ g
（美国 BD公司） 、葡萄糖 ２００ g（生工公司）置锥形瓶

中 ，加三蒸水定容至１ ０００ ml ，封口 ，１２１ ℃ 高压灭

菌处理１５ min 。配制 YPD 固体培养基 ，需再向其中

加入琼脂 １８ g（美国 BD公司） 。

　 　沙堡葡萄糖琼脂培养基（SDA ） ：蛋白胨 １０ g
（美国 BD公司） 、葡萄糖 ４０ g（生工公司） 、琼脂 １７ g
（生工公司）置锥形瓶中 ，加入氯霉素水溶液 ５０ ml ，
加三蒸水定容至 １ ０００ ml ，１２１ ℃ 高压灭菌处理

１５ min 。
　 　磷酸盐缓冲液（PBS） ：磷酸二氢钾 ０ ．２７ g 、磷酸
氢二钠 ３ ．８４ g 、氯化钠 ８ g 、氯化钾 ０ ．２ g（均购自生
工公司）置锥形瓶中 ，加三蒸水 ９５０ ml ，用 １ mol／L
NaOH 调 pH 至 ７ ．４ ，定容至 １ ０００ ml ，１２１ ℃ 高压

灭菌处理１５ min ，４ ℃保存备用 。

1 ．1 ．3 　主要试药 　氟康唑（FLC） 、酮康唑（KTC） 、
咪康唑（MCZ） 、AmB（均购自 Sigma公司） ，五水合

硫酸铜和过氧化氢（H２ O２ ，均购自生工公司） ，铜离

子螯合剂 （BCS ，美国 Sigma 公司） 。 用二甲亚砜

（DMSO ，生工公司）溶解上述药物 。

1 ．1 ．4 　 仪器 　 HZ唱２１１１K唱B 恒温振荡器和恒温智
能培养箱（宁波江南仪器厂） ，５４１７R型温度调节离
心机（德国 Eppendorf） 。
1 ．2 　方法
1 ．2 ．1 　菌株活化及菌液浓度调节 　挑取 SDA 平板
上保存的白念珠菌 SN２５０ 和不同基因缺失菌单克
隆菌落 ，移至含有 １ ml新鲜 YPD 液体培养基的试
管中 ，于 ３０ ℃ 、２５０ r／min 培养 １６ h 。离心收集菌
体 ，用 PBS溶液清洗 ２次后 ，１ ml PBS溶液重悬 ，吸

取适量菌液置透明 ９６ 孔板中 ，用 PBS 溶液调节菌
体浓度 ，用酶标仪检测 ６３０ nm处的光密度（OD） ，调

节菌液浓度 ，使被检测菌液的 OD６３０为 ０ ．７ ± ０畅０５ ，

此时菌液浓度约为 ２ × １０
７ cells／ml 。

1 ．2 ．2 　 生长曲线法 　 调节已活化好的白念珠菌

SN２５０和 Cup2 Δ／Δ菌液浓度至约２ × １０
７ cells／ml 。

空白对照组以 ５ ml YPD培养液稀释并调整菌液浓
度至 １ × １０

６ cells／ml ；在浓度为 １ × １０
６ cells／ml的菌

液中加入无菌 CuSO４溶液 ，使得 Cu２ ＋ 的终浓度为

５ mmol／L ，于 ３０ ℃ 、２５０ r／min条件下 ，振荡培养 ，

分别于 ０ 、２ 、４ 、６ 、８ 、１０ 、１２ 、１６ 、２０ 、２４ h 时间点取样
１００ μl ，用酶标仪测定 ６３０ nm处 OD值 ，以 OD６３０值

确定菌株生长变化情况 。

1 ．2 ．3 　点板实验 　调节 SN２５０和 Cup2 Δ／Δ活化

１６ h后菌液浓度 ，酶标仪检测 ，使 OD６３０为 ０ ．７ ±

０畅０５ ，此时菌液浓度为 ２ × １０
７ cells／ml 。 将此菌液
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逐级 １０倍稀释 ，直至 １０
２ cells／ml 。 YPD 固体培养

基灭菌后 ，待冷却时加入药液 ，使配制成终浓度为

８ μg／ml KTC 、 １６ μg／ml FLC 、 ８ μg／ml MCZ 、
５ mmol／L和 １０ mmol／L H２ O２ 、５ mmol／L CuSO４ 、

５ mmol／L CuSO４ ＋ ５ mmol／L H２O２的药敏板 ，分别

取不同浓度菌液 ５ μl依次滴加于药敏板上 ，于３０ ℃

恒温培养箱中培养 ２４ h ，肉眼观察不同菌株的生长
情况 ，判断菌体对药物的敏感性 。

2 　实验结果

2 ．1 　 ２４株转录因子缺失菌对 Cu２ ＋ 的敏感性筛选

　利用含不同浓度 Cu２ ＋ 的培养基 ，通过 spot assay
初步筛选 ２４株转录因子缺失菌 、野生型 SC５３１４ 和
亲本菌 SN２５０ 对 Cu２ ＋ 的敏感性 。 其中 ，点板时控

制每株菌的点板浓度为 ２ × １０
７ cells／ml 。在 Cu２ ＋ 浓

度为 ３ mmol／L 时 ，２４ 株转录因子缺失菌 、野生型

SC５３１４和亲本菌 SN２５０的生长基本相同 。 Cu２ ＋ 浓

度为 ５ mmol／L 时 ，发现 Cup2 Δ／Δ的生长减弱 ，而

其他菌株的生长均未受到影响（图 １） 。

2 ．2 　 Cup2 Δ／Δ对 Cu２ ＋ 的敏感性 　用营养缺陷法

将亲本菌 SN２５０基因 Cup2敲除后 ，在全营养培养

基 YPD 的条件下培养 Cup2 Δ／Δ 。 观察发现 ，

Cup2 Δ／Δ在生长速率上基本与亲本菌 SN２５０ 相
同 ，表明转录因子 Cup2 缺失并没有导致正常生长
情况下的生长缺陷 （图 ２A ） 。 但在含 ５ mmol／L
Cu２ ＋ 的 YPD培养基中 ，Cup2 Δ／Δ生长明显弱于亲

本菌 SN２５０ （图 ２B） 。 spot assay 实验结果表明 ，

Cup2 Δ／Δ对 １０mmol／L Cu２ ＋ 也很敏感（图 ３） 。

图 1 　 24株白念珠菌转录因子缺失菌及 SN250 、SC5314菌体对 Cu2 ＋ 的敏感性检测
A ．含 ３ mmol／L Cu２ ＋ 的 YPD 培养基 ；B ．含 ５ mmol／L Cu２ ＋ 的 YPD 培养基 ；

Cup2 Δ ／Δ编号为 KC２１ ，图片左侧为对应菌体编号 ，图片上方三角形表示编号递增

图 2 　生长曲线法检测 Cup2 Δ／Δ和 SN250对 Cu2 ＋ 的敏感性
A ．YPD 培养基 ；B ．含 ５ mmol／L Cu２ ＋ 的 YPD 培养基

图 3 　 Cup2 Δ／Δ和亲本菌 SN250对 Cu2 ＋ 和 H2O2的敏感性

注 ：图片上方数字 ，表示每毫升菌液中菌体的个数 。 图中展示的是对应浓度的菌体生长情况
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2 ．3 　 Cup2 Δ／Δ对 H２O２的敏感性 　 一般抗真菌药

物作用于白念珠菌后 ，菌体内会发生氧化应激 。诱

导氧化应激常用 H２ O２ ，本研究对 Cup2 Δ／Δ 在

H２O２诱导的氧化应激条件下的生长情况进行了考

察 。通过 spot assay 实验检测进一步证明 ，与亲本

菌相比 ，Cup2 Δ／Δ对 Cu２ ＋ 的敏感性增加 ，对 H２ O２

的敏感也有所增加 。 在培养基中加入 BCS 去除
Cu２ ＋ 后 ，Cup2 Δ／Δ及其亲本菌 SN２５０ 对 H２ O２的

敏感性均未改变 （图 ３） ，但在培养基中加入 Cu２ ＋

后 ，两菌株对 H２ O２的敏感性都显著增加 。 Cu２ ＋ 和

H２O２表现出显著的协同抗真菌作用 。

2 ．4 　 Cup2 Δ／Δ对唑类药物的敏感性 　 利用不同

浓度的 FLC 、MCZ 、KTC ，通过 spot assay 实验发
现 ，与亲本菌 SN２５０相比 ，Cup2 Δ／Δ对唑类药物的

敏感性并未改变（图 ４） 。

3 　讨论

　 　 Cu２ ＋ 为体内外生物反应所必需 。 无论在体内

图 4 　 Cup2 Δ／Δ和 SN２５０对 ３种唑类药物的敏感性

还是在体外 ，过多的 Cu２ ＋ 能够诱导 DNA 和蛋白以
及其他生物大分子损伤 ，导致酶失活 、多糖氧化解聚

和脂质过氧化 ，不利于细胞生长［９］
。 研究表明 ，

Cu２ ＋ 储存在吞噬体内 ，参与巨噬细胞吞噬病原体的

过程［１０］
。体外的巨噬细胞需要 Cu２ ＋ 才能杀死白念

珠菌［１１］
。但是 ，Cu２ ＋ 在白念珠菌中的作用仍报道较

少 ，Cu２ ＋ 对白念珠菌生长的重要作用有待深入研

究 。已有研究表明 ，在酿酒酵母中 ，Cup1编码特定
的铜螯合蛋白和酵母金属硫蛋白 ，调控菌体对铜的

耐受性 ，Cup1表达的拷贝数越多 ，对铜的耐受性越

强 。而 Cup2 控制着 Cup1 的转录 。当 Cup2 被激
活后 ，Cup1 才能进行转录 ，表达 CUP１ 。 CUP１ 能
够与 Cu２ ＋ 结合 ，从而使得菌体产生对铜的抗性［１２］

。

　 　已有研究证明 ，白念珠菌中 Cup1 编码的蛋白
也能结合 Cu２ ＋

，调控白念珠菌对 Cu２ ＋ 的代谢和利

用［１３］
。虽然并没有研究表明白念珠菌 Cup2 的作

用 ，但由于白念珠菌和酵母在进化上存在较高的相

似性 ，所以可以猜测白念珠菌中的 Cup2 也有和酵
母中 Cup2相似的生物功能 ，可能参与对 Cup1的转
录调控［１４］

。综上 ，推测白念珠菌转录因子 Cup2 ，可

能也是调控 Cu２ ＋ 利用的转录因子 。因此 ，本研究通

过考察比较 Cup2 Δ／Δ 及其白念珠菌野生菌对

Cu２ ＋ 敏感性的差异 ，发现 Cup2 Δ／Δ对 Cu２ ＋ 变得更

敏感 ，证明 Cup2确实参与了白念珠菌对 Cu２ ＋ 利用

的调控 ，但 Cup2 对 Cu２ ＋ 的利用是如何进行调节

的 ，以及具体的调控机制 ，还有待进一步深入研究 。

　 　由于临床广泛应用唑类药物治疗真菌感染 ，一

般唑类药物作用于白念珠菌后 ，可能会引起菌体发

生氧化应激反应 ，而 Cu２ ＋ 也参与了白念珠菌的氧化

应激反应 ，因此本研究考察了 Cup2 缺失菌及其亲
本菌对唑类药物的敏感性差异 。 然而结果表明 ，

Cup2 Δ／Δ并没有增加对唑类药物的敏感性 。

　 　微量液基稀释实验结果表明（实验结果并没有

在文中展示） ，３２ μg ／ml BCS 螯合培养基中 Cu２ ＋

后 ，对实验菌珠的生长没有抑制作用 ，甚至有轻微的

促进作用 。这表明菌体在正常生长代谢环境中 ，低

浓度的 Cu２ ＋ 对白念珠菌的生长影响并不大 ，或稍有

不利 。 BCS螯合培养基中的 Cu２ ＋ 后 ，各实验菌体对

H２O２的敏感性并未改变 ，表明低浓度 Cu２ ＋ 并不影

响白念珠菌应对 H２ O２诱导的氧化应激 。但加入高

浓度 Cu２ ＋ 后 ，可显著增加 H２ O２诱导的氧化应激对

白念珠菌的损伤 。 而在敲除 Cup2 后 ，即使没有

H２O２诱导 ，高浓度 Cu２ ＋ 也会严重损伤白念珠菌 。

因此 H２O２和高浓度的 Cu２ ＋ 具有协同抗真菌作用 。

综上所述可以证明 ，转录因子 Cup2参与调控 Cu２ ＋

的代谢 ，并影响了白念珠菌的氧化应激能力 ，但可能

不参与调控白念珠菌对唑类药物的耐药 。

　 　 Cu２ ＋ 在白念珠菌中起着双刃剑的作用 ，不能片

面地理解和分析 Cu２ ＋ 的作用 。高浓度 Cu２ ＋ 的生长

环境对菌体的生长不利 ，并且可以协同抗菌药物发

挥抗菌作用 。低浓度 Cu２ ＋ 的生长环境 ，满足菌体正

常生长代谢所需 。 Cu２ ＋ 在白念珠菌中的稳态平衡 ，

需要进行自我调控 ，而在这调控之中 ，需要转录因子

Cup2的参与 。 Cup2在白念珠菌中对 Cu２ ＋ 的调控

作用及机制 ，与其在酵母以及哺乳动物中是否相同

仍有待研究 。进一步研究白念珠菌 Cup2 对 Cu２ ＋

的调控作用以及 Cu２ ＋ 参与的生长代谢 ，将是揭示真

菌氧化应激反应及耐药性的一条新路径 。
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