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炎症致巨噬细胞和血管平滑肌细胞低密度脂蛋白

受体反馈调控差异的研究

叶　强
１，２，雷　寒
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　　【摘要】　目的　探讨在生理及炎症应激条件下，人单核细胞系（ＴＨＰ１）巨噬细胞和血管平滑肌细胞

（ＶＳＭＣｓ）、低密度脂蛋白受体（ＬＤＬｒ）的负反馈调控的细胞特异性差别及其可能的机制。方法　脂多糖（ＬＰＳ）加入

ＴＨＰ１巨噬细胞和ＶＳＭＣｓ培养基中诱导炎症应激，酶学法检测细胞内胆固醇水平，反转录聚合酶链反应（ＲＴ

ＰＣＲ）法检测ＬＤＬｒ、ＳＣＡＰ、固醇调控元件结合蛋白２（ＳＲＥＢＰ２）ｍＲＮＡ水平。结果　生理条件下，ＬＤＬ负荷增加细

胞内胆固醇水平，进而减少 ＴＨＰ１巨噬细胞和 ＶＳＭＣｓＬＤＬｒｍＲＮＡ水平。ＶＳＭＣｓＩＣ５０为１１．２５μｇ／ｍＬ，低于

ＴＨＰ１巨噬细胞的１８．１２５μｇ／ｍＬ。０～４００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ呈剂量依赖性上调两种细胞 ＬＤＬｒｍＲＮＡ 水平，但

ＶＳＭＣｓＬＤＬｒ曲线比ＴＨＰ１巨噬细胞ＬＤＬｒ曲线平坦，２００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ处理下，ＴＨＰ１巨噬细胞ＬＤＬｒｍＲＮＡ上

调倍数远高于ＶＳＭＣｓ（０．３３和０．０４）。ＬＤＬｒ阻断剂肝素钠减少两种细胞内由ＬＰＳ诱导的胆固醇沉积。生理条件

下，ＬＤＬ负荷减少ＳＲＥＢＰ２和ＳＣＡＰｍＲＮＡ水平，而ＬＰＳ增加ＳＲＥＢＰ２和ＳＣＡＰｍＲＮＡ水平。结论　炎症应激在

两种细胞中均扰乱细胞内胆固醇水平介导的ＬＤＬｒ负反馈调控，ＴＨＰ１巨噬细胞ＬＤＬｒ上调程度更大，这可能是炎

症应激下ＴＨＰ１巨噬细胞更易泡沫化的一个原因。

【关键词】　巨噬细胞；　血管平滑肌细胞；　脂多糖；　低密度脂蛋白受体；　固醇调控元件结合蛋白２；　

ＳＲＥＢＰ裂解激活蛋白；　泡沫细胞
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　　低密度脂蛋白受体（ＬＤＬｒ）是结合血浆ＬＤＬ胆固醇及调

控血浆胆固醇浓度的主要受体。ＬＤＬｒ活性受依赖于细胞内

胆固醇水平的负反馈系统的严密调控，细胞内胆固醇处于稳态

水平，故生理条件下天然ＬＤＬ孵育细胞不能致细胞泡沫化
［１］。

·３９１２·检验医学与临床２０１４年８月第１１卷第１６期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ａｕｇｕｓｔ２０１４，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．１６

 基金项目：国家自然科学基金面上项目（３０６７０８６９）；四川省卫生厅基金项目（２０１１１１０３３５）；四川省泸州市科技局基金项目（２０１１ＩＳ３７（６／

７））；泸州医学院基金项目（２０１０１０８）；泸州医学院附属医院基金项目（２０１１４３）。

　　作者简介：叶强，男，博士，主治医师，主要从事炎症与胆固醇代谢，动脉硬化发生机制的研究。

△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｌｅｉｈａｎ＠ｃｑｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。



ＬＤＬｒ抑制５０％所需ＬＤＬ浓度定义为ＩＣ５０（ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎＣｏｎｃｅｎ

ｔｒａｔｉｏｎ５０），代表ＬＤＬｒ下调敏感性。

本课题组以往研究显示，炎症应激可以扰乱人肾脏系膜细

胞和肝脏细胞ＬＤＬｒ反馈调控，允许胆固醇摄入增加，导致过

多胆固醇沉积。同时实验显示，肝细胞和肾脏系膜细胞对胆固

醇摄取有不同的能力和敏感性。生理条件下，肾脏系膜细胞

ＬＤＬｒ对胆固醇负荷诱导的下调反应比肝细胞敏感，而肝细胞

ＬＤＬｒ对下调表现出抵抗表型。然而，炎症应激改变了ＬＤＬｒ

调控从敏感到抵抗的表型，从而增加了肾脏系膜细胞ＬＤＬ摄

入阈值，使肾脏系膜细胞从功能上类似肝细胞最大化摄入

ＬＤＬ，导致泡沫化
［２８］。巨噬细胞和血管平滑肌细胞均为脂质

代谢的外周细胞，也是参与动脉硬化的主要细胞类型。然而，

ＬＤＬｒ调控差异在外周细胞中仍不是很清楚。本研究探讨生

理条件下，人单核细胞系（ＴＨＰ１）巨噬细胞和血管平滑肌细胞

ＬＤＬｒ负反馈调控的差异，以及炎症应激怎样以细胞特异性方

式改变ＬＤＬｒ反馈调控。

１　材料与方法

１．１　材料　ＴＨＰ１购于美国典藏生物中心（ＡＴＣＣ），Ｎｏ：

ＴＩＢ２０２；人原代冠状动脉平滑肌细胞（ＶＳＭＣｓ）购于ＴＣＳｃｅｌｌ

ｗｏｒｋｓ（Ｂｕｃｋｉｎｇｈａｍｓｈｉｒｅ，ＵＫ）；细胞生长培养基ＤＭＥＭ／Ｆ１２、

ＲＰＭＩ１６４０、胎牛血清（ＦＣＳ）购于北京 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司。小牛血

清清蛋白（ＢＳＡ）、青霉素、链霉素、ＬＰＳ（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）、佛波

酯（ＰＭＡ）、四乙酸乙二胺（ＥＤＴＡ）、叔丁基对甲酚（ＢＨＴ）和二

甲基亚砜（ＤＭＳＯ）均购于美国Ｓｉｇｍａ公司。ＬＤＬ采用两步法

密度梯度超速离心方法，从人新鲜液体血浆中自行制备；细胞

内胆固醇测定试剂购于美国Ｓｉｇｍａ公司；总ＲＮＡ提取试剂盒

及荧光定量ＰＣＲ试剂盒购于大连Ｔａｋａｒａ公司；逆转录试剂盒

购于美国ＡＢＩ公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养及分组　ＴＨＰ１生长至对数期，加入ＰＭＡ

诱导分化为巨噬细胞，实验培养基（为含抗氧化剂 ＥＤＴＡ及

ＢＨＴ的无血清培养基）培养２４ｈ，进入实验分组；ＶＳＭＣｓ在生

长培养基中生长至实验所需数量后，用实验培养基处理２４ｈ，

进入实验分组，对照组：实验培养基继续培养；高脂组：实验培

养基中加入ＬＤＬ，终浓度为０～２００μｇ／ｍＬ；高脂加ＬＰＳ刺激

组：实验培养基中加入ＬＤＬ，再加入ＬＰＳ，终浓度为０～１０００

ｎｇ／ｍＬ；以上各组细胞培养２４ｈ后收获。

１．２．２　总ＲＮＡ提取及反转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）　根

据ＲＮＡｉｓｏ试剂盒操作说明分别提取实验ＴＨＰ１单核细胞、

ＴＨＰ１巨噬细胞和ＶＳＭＣｓ细胞总ＲＮＡ，５００ｎｇ总ＲＮＡ作为

模板，选用 ＡＢＩ逆转录试剂盒，逆转录体系２０μＬ，含：５０

ｍｍｏｌ／ｌＫＣｌ，１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ．ＨＣｌ，５ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２，每种

ｄＮＴＰ浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ，２．５μｍｏｌ／Ｌ六碱基随机引物，２０Ｕ

ＲＮＡｓｉｎ和５０Ｕ Ｍｏｌｏｎｅｙ小鼠白血病病毒；逆转录在 ＤＮＡ

ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）中进行，参数为：２５℃１０ｍｉｎ，３７

℃１２０ｍｉｎ，８５℃５ｓ；ｃＤＮＡ合成后，用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＰＣＲ

ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（Ｔａｋａｒａ）在Ｏｐｔｉｃｏｎ２ＲＴＰＣＲＤｅｔｅｃｔｏｒ（ＢｉｏＲａｄ）

进行荧光定量ＰＣＲ反应，热循环条件包括５０℃２ｍｉｎ，９５℃５

ｍｉｎ，９５℃２０ｓ，５５℃２０ｓ，共４０个循环，９５℃１ｍｉｎ，５５℃１

ｍｉｎ，５５～９５℃每增加０．５℃读板，作溶解曲线。实验在细胞

水平重复４次。βａｃｔｉｎ作为参照基因。ＲＲｌＰＣＲ结果以ＣＴ

值来表示起始模板的数量，ＣＴ值越小起始模板的数量越大。

本实验均用比较ＣＴ值法－ΔΔＣＴ来表示基因的表达水平，计

算公式如下：实验组相对于对照组基因表达水平的倍数＝－

ｅｘｐ（ΔΔＣＴ），其中ΔΔＣＴ＝实验组ΔＣＴ－对照组ΔＣＴ，ΔＣＴ＝

靶基因ＣＴ值－βａｃｔｉｎＣＴ值。引物序列：ＬＤＬｒ上游５′ＧＴＧ

ＴＣＡＣＡＧＣＧＧＣＧＡＡＴＧ３′，下游５′ＣＧＣＡＣＴＣＴＴＴＧＡ

ＴＧＧ ＧＴＴ ＣＡ３′；ＳＲＥＢＰ２ 上 游 ５′ＣＣＧ ＣＣＴ ＧＴＴ ＣＣＧ

ＡＴＧＴＡＣＡＣ３′，下游５′ＴＧＣＡＣＡＴＴＣＡＧＣＣＡＧＧＴＴ

ＣＡ３′；ＳＣＡＰ上游５′ＧＧＧＡＡＣＴＴＣＴＧＧＣＡＧＡＡＴＧＡＣ

Ｔ３′，下游５′ＣＴＧＧＴＧＧＡＴＧＧＴＣＣＣＡＡＴＧ３′；βａｃｔｉｎ上

游５′ＣＣＴＧＧＣＡＣＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴ３′，下游５′ＧＣＣＧＡＴ

ＣＣＡＣＡＣＡＣＧＧＡＧＴＡＣＴ３′；所有引物由ＡＢＩ公司Ｐｒｉｍｅｒ

ＥｘｐｒｅｓｓＳｏｆｔｗａｒｅｖｅｒｓｉｏｎ２．０Ｓｙｓｔｅｍ设计。

１．２．３　细胞内胆固醇浓度测定　测定 ＴＨＰ１巨噬细胞和

ＶＳＭＣｓ内胆固醇浓度采用酶染色法，细胞经实验条件处理

２４ｈ后，用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤２次，氯仿／甲醇２∶１混合

物提取细胞内脂质，后真空干燥，Ｌｏｗｒｙ法测定细胞总蛋白含

量，酶法测定总胆固醇浓度（ＴＣ），游离胆固醇浓度（ＦＣ），经公

式胆固醇酯（ＣＥ）＝ＴＣ－ＦＣ，计算出胆固醇酯水平，最后结果

用细胞蛋白含量校正。

１．３　统计学方法　统计学分析由ＳＰＳＳ１７．０统计软件处理，

计量数据用狓±狊表示，采用两样本比较狋检验，以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　生理条件下，ＴＨＰ１单核细胞、ＴＨＰ１巨噬细胞和

ＶＳＭＣｓＬＤＬｒｍＲＮＡ水平的比较　生理条件下，ＴＨＰ１单核

细胞的ＬＤＬｒｍＲＮＡ水平最高（１），经佛波酯（ＰＭＡ）诱导分化

为巨噬细胞后，其ＬＤＬｒｍＲＮＡ表达水平下降（０．２６±０．１１），

ＶＳＭＣｓＬＤＬｒｍＲＮＡ水平（０．１２±０．０５）较ＴＨＰ１巨噬细胞

低，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。

图１　ＬＤＬ及ＬＰＳ负荷对巨噬细胞和血管平滑肌细胞

ＬＤＬｒｍＲＮＡ水平的影响

２．２　ＬＤＬ和ＬＰＳ对ＴＨＰ１巨噬细胞和 ＶＳＭＣｓＬＤＬｒｍＲ

ＮＡ水平的影响　实验数据提示，ＬＤＬ呈浓度依赖性抑制

ＴＨＰ１巨噬细胞和 ＶＳＭＣｓＬＤＬｒｍＲＮＡ表达水平（图１Ａ）。

用直线回归方程计算两种细胞ＬＤＬｒｍＲＮＡ被抑制５０％的

ＬＤＬ浓度即ＩＣ５０，ＶＳＭＣｓ的ＩＣ５０为１１．２５μｇ／ｍＬ，而 ＴＨＰ１

巨噬细胞ＩＣ５０为１８．１２５μｇ／ｍＬ，提示在生理条件下，当ＬＤＬ

负荷时ＶＳＭＣｓＬＤＬｒｍＲＮＡ反馈调控较ＴＨＰ１巨噬细胞敏

感迅速。图１Ｂ显示，当给予ＴＨＰ１巨噬细胞和ＶＳＭＣｓ不同

浓度ＬＰＳ处理后，ＬＤＬ对ＬＤＬｒｍＲＮＡ反馈抑制效应被逆转，

ＬＰＳ呈浓度依赖性上调ＬＤＬｒｍＲＮＡ水平。通过计算发现，
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２００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ使ＴＨＰ１巨噬细胞ＬＤＬｒｍＲＮＡ上调０．３３

倍，而相同浓度ＬＰＳ仅使ＶＳＭＣｓＬＤＬｒｍＲＮＡ上调０．０４倍，

４００ｎｇＬＰＳ使ＶＳＭＣｓＬＤＬｒｍＲＮＡ上调０．２２倍。这些数据

提示，在 ＬＰＳ 刺激下，ＴＨＰ１ 巨噬细胞 ＬＤＬｒｍＲＮＡ 比

ＶＳＭＣｓ更容易上调。本实验确定，２５μｇ／ｍＬＬＤＬ作为后续

实验中两种细胞抑制ＬＤＬｒｍＲＮＡ有效浓度，２００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ

作为ＴＨＰ１巨噬细胞有效炎症刺激浓度，４００ｎｇ／ｍＬ作为

ＶＳＭＣｓ有效炎症刺激浓度。

２．３　细胞内胆固醇水平测定结果　当细胞培养基中仅有２５

μｇ／ｍＬＬＤＬ存在时，两种细胞内胆固醇水平轻度增加，当同时

有２００、４００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ存在时，细胞内胆固醇水平显著增加。

应用ＬＤＬｒ阻断剂肝素钠（ｈｅｐａｒｉｎ）后，两种细胞内胆固醇水平

显著减少，而清道夫受体阻断剂聚肌苷酸钠［Ｐｏｌｙ（Ｉ）］不能减

少巨噬细胞内胆固醇沉积（图２Ａ）。同时通过计算发现，２００

ｎｇ／ｍＬＬＰＳ使巨噬细胞内胆固醇酯水平增加３．２１μｇ／ｍｇ，而

４００ｎｇ／ｍｇＬＰＳ使ＶＳＭＣｓ内胆固醇酯水平增加１．４４μｇ／ｍｇ，

提示在ＬＰＳ刺激下，ＴＨＰ１巨噬细胞通过ＬＤＬｒ途径聚集更

多胆固醇酯。

２．４　ＬＰＳ对 ＴＨＰ１巨噬细胞及 ＶＳＭＣｓＳＲＥＢＰ２和ＳＣＡＰ

ｍＲＮＡ水平的影响　２５μｇ／ｍＬＬＤＬ抑制 ＴＨＰ１巨噬细胞

ＳＲＥＢＰ２和ＳＣＡＰｍＲＮＡ水平（０．７１±０．６１和０．７６±０．３２），

２００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ打破２５μｇ／ｍＬＬＤＬ对上述两种基因的反馈

抑制效应，上调其表达（１．６９±０．３１和１．２１±０．５２）；２５μｇ／

ｍＬＬＤＬ抑制ＶＳＭＣｓＳＲＥＢＰ２和ＳＣＡＰｍＲＮＡ水平（０．２５±

０．０９和０．５３±０．１３），４００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ打破２５μｇ／ｍＬＬＤＬ对

ＳＲＥＢＰ２和 ＳＣＡＰ ｍＲＮＡ 的 反 馈 抑 制 效 应，上 调 其 表 达

（０．４１±０．２０和１．０１±０．３８）。比较分析显示，２５μｇ／ｍＬＬＤＬ

负荷下，巨噬细胞ＳＲＥＢＰ２和ＳＣＡＰｍＲＮＡ受抑制程度不及

ＶＳＭＣｓ，而ＬＰＳ刺激下，巨噬细胞ＳＲＥＢＰ２和ＳＣＡＰｍＲＮＡ

表达升高程度大于 ＶＳＭＣｓ，这一结果同两种细胞ＬＤＬｒｍＲ

ＮＡ水平及细胞内胆固醇水平比较结果一致。

　　注：与ＬＤＬ组比较，犘＜０．０５；下ＬＤＬ＋ＬＰＳ比较，犘＜０．０５；

与对照组比较，犘＜０．０５。

图２　ＬＰＳ对巨噬细胞和平滑肌细胞内胆固醇水平的影响

３　讨　　论

传统观念认为，巨噬细胞是泡沫细胞的主要来源，因为巨

噬细胞表达清道夫受体；然而本研究发现平滑肌细胞也可以转

化为泡沫细胞。Ｒｏｓｅｎｆｅｌｄ和 Ｒｏｓｓ
［９］应用放射自显影技术和

细胞特异性标志物的免疫染色法，发现在 ＷＨＨＬ兔的进展期

斑块上有３０％细胞为巨噬细胞表型，而４５％细胞为平滑肌细

胞表型。

本研 究 观 察 ＴＨＰ１ 单 核 细 胞、ＴＨＰ１ 巨 噬 细 胞 和

ＶＳＭＣｓＬＤＬｒｍＲＮＡ水平差别，发现单核细胞ＬＤＬｒｍＲＮＡ

水平最高，其次为巨噬细胞，最低者为 ＶＳＭＣｓ。研究发现，生

理条件下ＴＨＰ１巨噬细胞和ＶＳＭＣｓ的ＬＤＬｒ对ＬＤＬ负荷有

不同的敏感性和反应能力。如图１Ａ 示，ＶＳＭＣｓ的ＩＣ５０比

ＴＨＰ１巨噬细胞低，提示 ＶＳＭＣｓ的ＬＤＬｒ下调比 ＴＨＰ１巨

噬细胞的ＬＤＬｒ敏感，即摄入外源性胆固醇能力弱于巨噬细

胞，摄入胆固醇仅用于保证细胞基本功能，不易泡沫化，而巨噬

细胞的ＬＤＬｒ对下调不敏感，允许更多胆固醇进入细胞；加入

炎症刺激物ＬＰＳ后，在两种细胞均能观察到ＬＰＳ克服ＬＤＬ负

荷对ＬＤＬｒｍＲＮＡ反馈抑制效应，ＬＤＬｒｍＲＮＡ表达均增高，

提示ＬＰＳ诱导的炎症应激打破了ＬＤＬ负荷下的ＬＤＬｒ负反馈

调控，允许过多的ＬＤＬ经ＬＤＬｒ途径进入细胞内，致泡沫细胞

形成（图２）。本研究还发现，２００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ使 ＴＨＰ１巨噬

细胞ＬＤＬｒｍＲＮＡ 上调０．３３倍，而相同浓度 ＬＰＳ仅上调

ＶＳＭＣｓｍＲＮＡ０．０４倍，提示 ＴＨＰ１巨噬细胞的 ＬＤＬｒ对

ＬＰＳ诱导的上调效应比 ＶＳＭＣｓ敏感。进一步细胞内胆固醇

测定证实，２００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ刺激下，ＴＨＰ１巨噬细胞内胆固醇

酯增加３．２１μｇ／ｍｇ，４００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ仅增加ＶＳＭＣｓ内胆固醇

酯１．４４μｇ／ｍｇ，这一结果与两种细胞ＬＤＬｒ对ＬＰＳ的上调效

应的差异一致。为了排除清道夫受体途径参与细胞内胆固醇

聚集，分别使用清道夫受体阻断剂聚肌苷酸钠Ｐｏｌｙ（Ｉ）和ＬＤＬｒ

抑制剂肝素钠（ｈｅｐａｒｉｎ）。实验发现Ｐｏｌｙ（Ｉ）不能减少ＬＰＳ诱

导的细胞内胆固醇聚集，而肝素钠抑制ＬＰＳ诱导的胆固醇沉

积（图２）；同时培养基中含有强力抗氧化剂ＢＨＴ和ＥＤＴＡ，因

而细胞内胆固醇沉积可以除外清道夫受体和氧化ＬＤＬ参与，

这些数据提示 ＬＤＬｒ是炎症应激下 ＴＨＰ１ 巨噬细胞和

ＶＳＭＣｓ内胆固醇聚集的主要途径之一；并且ＴＨＰ１巨噬细胞

和ＶＳＭＣｓ对于 ＬＤＬ和 ＬＰＳ负荷具有明显细胞差异性，即

ＬＤＬｒ在细胞膜上表达水平高低不是决定胞内胆固醇水平的

因素，ＬＤＬｒ反馈调控的差异性才是决定胞内胆固醇水平的

关键。

继续研究ＬＰＳ逆转高浓度ＬＤＬ对ＬＤＬｒ反馈抑制的分子

机制，发现调控ＬＤＬｒ表达的两个重要分子ＳＲＥＢＰ２和ＳＣＡＰ

的ｍＲＮＡ水平同样可以被高浓度ＬＤＬ抑制；但是相同浓度

ＬＤＬ负荷时，ＶＳＭＣｓ的ＳＣＡＰ和ＳＲＥＰ２ｍＲＮＡ被抑制程度

更大，而ＬＰＳ同样可以逆转高浓度ＬＤＬ对ＳＣＡＰ和ＳＲＥＢＰ２

的ｍＲＮＡ抑制，上调两种基因表达，但ＴＨＰ１巨噬细胞的上

调幅度更大（图２）。这些数据提示，ＬＰＳ诱导的炎症应激彻底

打破了细胞内胆固醇负反馈调控，上调ＳＣＡＰ和ＳＲＥＢＰ２表

达，可能导致ＳＣＡＰ过多从内质网转位至高尔基体，进而上调

ＬＤＬｒ表达，促进天然ＬＤＬ进入胞内，致泡沫细胞形成。

综上所述，生理条件下，ＴＨＰ１巨噬细胞和血管平滑肌细

胞对胆固醇负荷有不同能力和敏感性，巨噬细胞由于其ＬＤＬｒ

对ＬＤＬ负荷不敏感，因而对ＬＤＬ摄取能力较强，而ＶＳＭＣｓ对

ＬＤＬ负荷敏感，ＬＤＬｒ表达迅速下调。ＬＰＳ诱导的炎症应激显

著增加巨噬细胞ＬＤＬｒ表达，致泡沫细胞形成。ＶＳＭＣｓＬＤＬｒ

对ＬＰＳ诱导的上调效应不敏感，这可能是炎症应激下巨噬细

胞更容易泡沫化的原因。
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景，被广泛地被运用于人类疾病研究和药物筛选。鉴于酿酒酵

母与白色念珠菌的同源性，本研究构建酵母Ｒｌｉ１基因杂合缺

失酵母菌株，通过克隆形成实验，发现Ｒｌｉ１基因杂合缺失酵母

菌株对氟康唑表现出明显的抗药性（图３）。同时，Ｒｌｉ１基因杂

合缺失酵母菌株在含有氟康唑的培养基中的生物代谢活性明

显高于野生型菌株（图４）。表明Ｒｌｉ１基因的Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ很可

能激活了酵母对氟康唑的耐药机制。

进一步对复制寿命（表示单个酵母细胞在死亡之前出芽的

总数）的研究发现，Ｒｌｉ１基因杂合缺失酵母菌株的复制寿命相

对于野生型菌株并没有增加（图５），表明菌株耐药性的增加与

酵母本身出芽的能力无关。

综上所述，本研究通过Ｒｌｉ１基因杂合缺失的二倍体酵母

菌株，发现Ｒｌｉ１基因的低表达会导致酵母菌株对氟康唑耐药

性的增加，这对于深入研究氟康唑杀灭真菌的作用机制、酵母

样真菌的耐药机制以及Ｒｌｉ１基因的功能提供了有益线索。
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