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白假丝酵母菌分泌型天冬氨酰蛋白酶的研究进展

汪春华综述，陈艺林审校
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白假丝酵母菌俗称自念珠菌，是存在于健康人群口腔、

肠道、生殖道等部位的微生物，也是人体内的重要条件致病

菌。随着抗生素、抗癌药物、免疫抑制剂及大萤激素的临床

应用，白念珠菌已成为常见的医院感染病原体之一，同时也

是引起女性牛殖道感染的常见菌。尽管有抗真菌药物的治

疗，但真菌菌血症的病死率仍然较高，特别是念珠菌菌血症

的病死率达40％一80％，有报道深部白念珠菌感染病死率达

68．9％⋯。深入研究白念珠菌的毒力，可为了解白念珠菌的

致病机制并寻找新的预防及治疗途径提供理论依据。自念

珠菌的毒力因素包括黏附因子、菌丝形成、W—O型转换、分泌

侵袭性酶等。侵袭性酶中以分泌型天冬氨酰蛋白酶(secreted

aspartie proteinase，Sap)的研究最为深入。本文就白念珠菌

Sap的研究进展作一综述。

1 Sap理化特性

Sap是白念珠菌胞外蛋白酶的主要成分，属于天冬氨酰

内肽酶类。在细胞外起催化水解蛋白质肽键的作用。已知

Sap由10个成员组成，分别命名为Sap．一Saps，最初以酶原

的形式存在，在酸性条件下，自身可活化成熟为Sap，Sap，一

Sap。分泌到胞外，而Sap，和Sap。。则锚定在细胞膜上。对不

同的白念珠菌菌株培养物中Sap的成分进行分析发现Sap：

的含鼍最高，并在体内感染的后期优先表达。Sap是分子量

约41．5 kDa的一条多肽链，N．和C．末端残基为色氨酸和亮

氨酸．产生Sap的最适温度为37℃，酶学活性具有pH值依

赖性，最适的pH值为4．0，在pH中性时Sap较为稳定，pH

5．0—6．0时最稳定，pH呈碱性时容易失活。不同的Sap的

活性pH值有所区别，Sapl和Sap3在pH 2～6时具有活性，

最适的pH值为3．3；Sap2和Sap6在pH 3—6时具有活性，最

适的pH值为4。Sap的活性可被抑胃肽特异抑制旧J。Sap

的同工酶Sap．。和Sap3p在酸性环境中活性最高，参与白念珠

菌对上皮细胞的黏附，能被溶解酵素溶解∞1；同工酶Sap，。和

Saps。在中性时仍保留活性，且在菌丝形成时其基因最先表

达H1。Sap在酸性范围内有水解蛋白的活性，具有广泛的底

物作用范围，有多个底物裂解靶位，可裂解多种氨基酸残基，

对多种机体组织蛋白有水解活力。Sap对牛血红蛋白最敏

感，对白蛋白催化水解较弱。

2 Sap的诱导

Sap的诱导多采用限制性氮盐酸性培养基法，尚无其他
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方法可循。王丹敏等¨1在诱导Sap时，先取一环YPD(葡萄

糖2．0％、蛋白胨2．O％、酵母粉1．O％或琼脂1．5％，pH值

6．5)斜面上的活化菌接入10 ml YPD液体培养基中，”℃振

荡培养，16 h后按4％接种量将菌种转入100 ml诱导培养基

FMM(酵母炭基1．1％、葡萄糖0．6％、氮源0．2％，pH 5．5)

中，于摇床180 r／min 37℃培养，隔一定时间测堵养液酶活性

和生长量。各诱导培养基振荡培养30 h检测Sap分泌水平

的结果表明：蛋白类氮源可有效诱导自念珠菌合成分泌Sap，

诱导强度随蛋白质种类而异，其中牛JI}L清白蛋白诱导作用最

强，皮肤中主要角蛋白也有较强的诱导作用；胨类混合物的

诱导作用较弱；而氨基酸、铵盐、尿素等小分子易代谢的氮源

则遏制Sap的合成．当两大类氮源同时存在时，酶分泌抑制

程度取决于阻遏物的浓度。Sap的合成还与培养基的pH值

有关，起始pH为3．0～6．0时白念珠菌方可被诱导分泌Sap，

最适值为5．0，pH>6．0时自念珠菌虽生长良好，但Sap分泌

量很低甚至为零。pH<3．0时，由于在强酸下菌体生长缓慢

或停止，Sap活力几乎检测不到。

3基因表达

人们对Sap的研究现在已进入基因水平。已知白念珠

菌最少有10个基因家族成员，分别记作SAPl～SAPl0，每个

基冈都已经排序，这砦基因成员分别位于不同的染色体

上⋯，SAPI、SAP2和SAP4～SAP6在第六条染色体上，SAP3

在第三条染色体上，sAP7在第一条染色体上。SAPI和SAP3

一SAP7的表达是某些菌的特征。而SAP2在所有的白念珠菌

上表达，SAP4一SAP6也可在中性pH值酵母一菌丝转化中

表达，SAP7在所有实验生长条件下都是静止的，SAP8和

SAP9的表达研究仍在进行中。Sap由SAP基因家族的10个

成员编译，但白念珠菌只在特定的条件下才表达Sap，以适应

宿主环境的改变。SAP基因表达类型与白念珠菌的核型、感

染部位及感染类型均有关。在感染白念珠菌的不同阶段、不

同部位，不同Sap的产生明显不同，Sap。、Sap：和Sap，在白念

珠菌的表型转换和整个侵袭过程中分别表达SAPl、SAP2和

sAP3【7 J。Arianna等悼1研究发现。b核型共生株的SAP基因

表达明显低于患白念珠菌病的免疫功能低下者的分离株，而

c核犁株的SAP基因表达无差别。在无Sap诱导因素下，仅

c核型株表达所有SAP，b核型株不表达SAP2。在Sap诱导

因素存在下'b核型株和c核型株均能表达SAP，但e核型株

SAP基因表达早于b核型株，且C核型株Sap分秘量多。在

口腔黏膜感染者中，SAP2和SAP5表达最多，在阴道黏膜感

染者，SAP2、SAP4、SAP5表达最多；在小鼠的系统性感染模型

中，SAP4～SAP6持续高水平表达，SAF7不表达一J。单个

 



SAP基因突变及SAP4一SAP6三联突变表明，突变株的传播

力及致病力均比亲代弱，产生Sap酶的毒力排序从大到小依

次为Sap2、Sapl、Sap3，SAP4一SAP6基因的表达在感染过程

中有稳定增加，而SAPI—SAP3基因的表达少见或呈低

水平。

4对宿主的防御作用

Sap可降解白蛋白、角蛋白、血红蛋白和凝血因子等，还

对中性粒细胞、淋巴细胞具有趋化作用，且能降解sI小、

sIgA。、SlgA：等多种人体蛋白，去除宿主的屏障作用，有助于

白念珠菌通过循环系统传播；Sap能刺激细胞产生IL—l、IL一

8、1一IFN等细胞因子。董小青等¨驯用40株I临床分离白念珠

菌分别以腹腔接种方式感染小鼠进行毒力实验，以血清中

ALT和d一淀粉酶(AM)活力表示菌株毒力，结果显示，白念

珠菌体外测得的芽管长度分别与受染动物血清中ALT、AM

含量呈正相关，菌株Sap活力与血清中ALT、AM水平也存在

显著的正相关，且经Sap特异抑制剂处理过的受染小鼠其

ALT活性显著降低，表明白念珠菌Sap是与腹膜炎发生有关

的重要的毒力因子。不同的感染类型，甚至同一类型不同部

位发挥作用的Sap不完全相同。．Sap．一Sap3在白念珠菌黏

附上皮细胞及局限性组织损伤中起作用，Sap4一Sap。在系统

性感染中充当重要角色，Sap：能降解细胞外基质、角蛋白、纤

维粘连蛋白、层连蛋白及免疫球蛋白等⋯J，为白念珠菌提供

营养，并促进白念珠菌黏附于上皮细胞，侵入宿主造成组织

损伤及协助其逃脱宿主的防御机制。Betb等¨纠在．／J、鼠角膜

炎的研究中分别用白念珠菌野生株、Sap。～Sap，和Sap4一

Sap6三倍体无效株、Sap4／Sap5、Sap4／Sap6、Sap5／Sap6和Sapg／

Saplo双重突变株、Sap4、Sap5、和Sap。单个突变株、Sap6重建

株用刮痕的方法感染小鼠角膜，每天观察1次，持续8天，结

果发现野生株可导致小鼠持续性的溃疡性角膜炎，Sap．一

Sap3三倍体突变株、Sap4／Sap，和Sap9／Sap。。双重突变株与其

亲代相似可导致小鼠中度角膜炎。Sap4～Sap。三倍体突变

株、Sap4～Sap6和Sap5／Sap6双重突变株所导致角膜炎症状

明显减轻，Sap。的单个突变株对小鼠角膜影响甚微，Sap。重

建株能重新引起中度炎症。此实验说明Sap6在白念珠菌性

角膜炎中起重要作用，后证实Sap。在角膜炎中与白念珠菌

的孢子一菌丝形态转换有关。在小鼠和荷兰猪感染模型中，

SapI—Sap6的缺失株毒力有所下降¨L14 J。Schaller等¨纠研

究发现，Sap．一Sap3在口腔念珠菌病中很重要，而Sap4一Sap6

却是非必要的。Sap，、Sap：、Sap4参与了念珠菌性阴道

炎【16’17 J。而冯静等¨副用个R．PCR技术检测急性念珠菌性阴

道炎患者白带标本中SAP基因表达情况，结果发现，20份白

念珠菌阴道感染阳性的标本中SAPl基因表达阳性18例

(90％)，SAP6基因表达阳性14例(70％)，Sap2、Sap，、Sap4、

Sap5在阴道急性感染期是最常检测到的转录产物，20例均

为阳性表达，SAP2和SAP5在阴道白念珠菌感染者中是最主

要的表达基因，说明SAP基因可能与阴道念珠菌病的发病机

制有关。Vilanova等¨引用高度纯化的Sap：体内注射小鼠用

以提供免疫保护，再用白念珠菌感染小鼠，结果发现小鼠肾

脏内的念珠菌量比对照组少近20倍。用Sap2蛋白对小鼠进
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行预防接种，结果小鼠免受了系统性念珠菌病的侵害，此实

验为用Sap：作为系统性念珠菌病的疫苗提供了理论依据。

综上所述，目前对白念珠菌Sap的研究大多是在体外或

用动物模型以及重组人类上皮来进行，不能完全代表人体内

Sap的表达调控，Sap的作用多通过应用酶抑制剂或基因敲

除来证明。随着人们对Sap的诱导、激活条件、基因表达及

对宿主作用不断深入地研究，有助于揭示白念珠菌的致病机

制及感染途径，也为寻找防治白念球菌病的措施、研制疫苗、

开发以Sap为作用靶点的高效特异的抗真菌药提供了理论

依据。
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生长抑素临床应用及机制研究进展
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20世纪70年代初期，GuiUemin从羊的下丘脑中分离能

够刺激脑垂体分泌生长的激素，同时发现相反的具有抑制作

用的物质。随后Brazeau⋯在研究中证实了生长抑素

(somatostatin，SS)是一种抑制牛长激素释放的因子，并证实

该物质是一种环状14氨基酸多肽，相对分子质量为1 637。

在体内分布广泛，用放射免疫法测定，在中枢及末梢神经、心

脏、甲状腺、消化道及胰腺都发现sS样免疫活性物质。其类

型包括SS、SS-28、SS-14、SS一13等，ss是通过生长抑素受体

(SSTR)发挥其生理学功能嵋1(即SSTRl、SSTR2A、SSTR2B、

SSTR3、SSTR4、SSTR5)，天然ss为142氨基多肽，在肝内代

谢，其生物半衰期为l一3 min(正常人)，肝硬化患者为1．2～

4．8 min。Jenkins等口1人工合成了SS的长效八肽类似物奥

曲肽。其半衰期为70～90 min，它克服了ss半衰期短的缺

点，同时具有sS的作用。随着对sS作用机制的深入研究，

SS在临床上应用日益广泛，本文就ss临床应用的研究作一

综述。

1 消化系统疾病中应用

1．1 治疗消化遭出血各种原因消化道出血均可应用ss，

1978年被首次用于临床治疗食管胃底静脉曲张破裂出血，止

血率可达50％一100％，国内曾用Ss与垂体后叶素对比治疗

食管胃底静脉出血，SS组止血率达90．0％(18／20)，出血停

止时间为(10±6)h；垂体后叶素组止血率达69．6％

(16／23)，出血停止时间为(38±30)h；治疗组止血率明显高

于对照组，止血时间明显短于对照组(P<0．005)。而垂体后

叶素组无效者改用SS治疗后效果仍满意。sS止血机制可能

为卜o：(1)降低胰高血糖素浓度，以减少功能性门静脉血流，

还可通过激活ss L型受体，调节L型ca“通道，使ca“流

人平滑肌细胞，改变血管活性肽和激素的释放及改善血管收
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缩活性物质的敏感性，减少功能性门静脉血流。降低门静脉

压力。(2)选择性收缩内脏血管，减少胃黏膜血流量"’。

(3)抑制胃酸和胃蛋白酶的分泌，增强胃黏膜对H+的拈抗，

减少胃酸刺激，同时刺激胃黏液分泌而加强胃黏膜的保护作

用。(4)提高胃内pH值，有助于血小板的凝血作用。(5)有

细胞保护作用，减少毒素对胃黏膜细胞和肝细胞的损伤。

(6)抑制胃肠运动，减少胃肠运动而减少机械性刺激。

1．2 治疗胰腺炎重症急性胰腺炎为临床常见急危重病之

一，病情复杂，变化迅速，若救治不及时，常可导致多器官功

能衰竭甚至死亡，总病夕E率达到5％一10％，若合并其他并发

症，病死率可达到35％以上。以往以外科治疗为主，效果甚

微，ss应用于临床后，显著提高了胰腺炎治愈率，其机制为：

(1)Ss可以直接和间接抑制胰酶的分泌№J。(2)改善胰腺微

循环，抑制炎性因子的释放，刺激单核巨噬细胞系统而减轻

内毒素血症。71。(3)抑制血小板活化因子释放，直接或间接

调节细胞因子链产生细胞保护作用。(4)细胞保护作用。主

要通过调节细胞因子的作用和前列腺素的产生，降低毒素对

胃黏膜、胰腺及肝细胞的损害，促进受损胰腺细胞愈合。(5)

抑制消化液的分泌。减少胆汁分泌量，降低胆管内压力，减少

胆胰反流及胆汁对胰管上皮细胞的损伤，而胆汁的减少也降

低对胰酶的激活，从而减少胰腺的自身消化哺·。(6)松弛

Oddi括约肌，降低胰管压力，减少胰管的胰液进入胰腺组织，

减轻由此引起的胰腺自身消化作用一J。

1．3治疗胰肠吻合后胰漏胰腺切缘或吻合口瘘是胰腺切

除术，尤其是胰十二指肠切除术后最常见并发症之一。发生

率3．4％～45％¨⋯。在应用ss后。抑制胰腺分泌和神经内

分泌，抑制胃酸、胆汁、肠液分泌．显著减少了胰瘘发生【1“。

1．4对消化系统肿瘤的作用 近年来的研究表明，Ss是一

种重要的细胞增殖与分化的激素调节肽，sS及类似物能够抑

制许多实体肿瘤如大肠癌、胰腺癌、肝癌等的增殖，这些肿瘤

表面高度表达SSTR。12J。神经内分泌肿瘤及其转移灶较正常

组织更多地表达SSTR。SSTR mRNA亚型在神经内分泌肿瘤

 


