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内酯型槐糖脂对白色念珠菌生长和生物膜

形成的影响及机制研究
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【摘要】　目的　考察和探讨内酯型槐糖脂（Ｌａｃｔｏｎｉｃｓｏｐｈｏｒｏｌｉｐｉｄ，ＬＳＬ）对白色念珠菌的浮游细胞生长和生物膜形成的

影响及机制。　方法　以白色念珠菌为受试菌，采用微量稀释法和平板涂布法测定ＬＳＬ对白色念珠菌的最低抑菌浓度

（ＭＩＣ）和最低杀菌浓度（ＭＦＣ）；利用吸光光度法测定ＬＳＬ对白色念珠菌浮游细胞生长的影响并绘制抑菌曲线；通过结

晶紫染色法测定ＬＳＬ对白色念珠菌生物膜形成的影响。采用扫描电镜（ＳＥＭ）观察ＬＳＬ对菌体超微形态影响；激光扫描

共聚焦显微镜（ＣＬＳＭ）检测处理前后细胞膜通透性变化；试剂盒检测胞内ＡＴＰ和胞外紫外吸收物质含量变化。　结果

　ＬＳＬ对白色念珠菌的 ＭＩＣ值为６．００ｍｇ／ｍＬ，ＭＦＣ值为１８．００ｍｇ／ｍＬ。抑菌曲线显示ＬＳＬ对白色念珠菌浮游细胞

的抑制效果显著、快速且长效，所有处理组在２ｈ内均可达到最大抑菌率。低浓度的ＬＳＬ即可显著抑制白色念珠菌生物

膜的形成。ＬＳＬ抑制白色念珠菌生长和破坏生物膜形成的效果均与其剂量呈非线性正相关。ＬＳＬ处理组细胞的细胞壁

完整性和细胞膜通透性发生了明显变化，细胞出现了严重的破损和死亡现象，同时胞内ＡＴＰ流失严重，胞外紫外吸收物

质含量显著上升。　结论　ＬＳＬ能够有效抑制白色念珠菌的生长和形成生物膜，具备被开发为抗菌剂或者佐剂用于治

疗白色念珠菌引起的相关疾病的潜力。
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　　白色念珠菌（犆犪狀犱犻犱犪犪犾犫犻犮犪狀狊），又称白假丝酵

母菌，是一种机会性致病真菌，主要存在于人类胃肠道

和泌尿生殖道中。该真菌的过度生长与包括鹅口疮、

阴道念珠菌病等在内的多种疾病相关，近年来还发现

该菌与炎症性肠病、胃肠道癌等疾病息息相关［１２］。流

行病学研究发现，免疫缺陷和免疫功能低下的患者以

及携带医疗植入装置的患者更易感染念珠菌［３４］。目

前，主要使用抗真菌药物进行白色念珠菌感染的治疗，

但由于延迟诊断和白色念珠菌产生耐药性等原因，念

珠菌病在世界范围内与高死亡率相关联［５６］。

生物膜是指附着于有生命或无生命物体表面被微

生物胞外大分子包裹的有组织的细胞群体。不同于浮

游细胞，以生物被膜形式存在的细胞对杀菌剂、恶劣环

境及宿主免疫防御机制具有更强的抗性［４，７］。如白色

念珠菌生物膜对抗真菌药物的抵御能力是浮游细胞的

１０～１０００倍，极大增加了相关疾病治疗的难度和风

险［８］。因此，迫切需要开发能够单独使用或与目前抗

真菌药物联合使用的新型抗真菌药物，以有效对抗白

色念珠菌浮游细胞和生物膜，降低白色念珠菌耐药性

和应对持续性感染。

近年来，具有广泛抗菌和抗黏附活性的生物表面

活性剂在医疗保健中的研究和使用越来越被关

注［９１０］，槐糖脂（Ｓｏｐｈｏｒｏｌｉｐｉｄｓ，ＳＬｓ）是一类主要由球

拟假丝酵母（犛狋犪狉犿犲狉犲犾犾犪犫狅犿犫犻犮狅犾犪）等发酵产生的糖

脂类生物表面活性剂，其在制药和食品行业的应用已

获美国ＦＤＡ 批准
［７，１１］。天然合成的ＳＬｓ是内酯型

（Ｌａｃｔｏｎｉｃ Ｓｏｐｈｏｒｏｌｉｐｉｄ，ＬＳＬ）和 酸 型 （Ａｃｉｄｉｃ

Ｓｏｐｈｏｒｏｌｉｐｉｄ，ＡＳＬ）的混合物，其中，ＬＳＬ具有更优秀

的抗菌活性和抗肿瘤特性。ＳＬｓ对某些致病性细菌和

真菌的抗菌活性已被报道［１２１４］，但ＬＳＬ对白色念珠菌

浮游细胞和生物膜形成的抑制作用及抑制机制还有待

进一步加强。本研究旨在考察ＬＳＬ对白色念珠菌浮

游细胞和生物膜形成的影响，同时探讨ＬＳＬ介导的白

色念珠菌生长抑制和生物膜抑制机制，以期为白色念

珠菌引起的相关疾病的临床治疗提供参考。

材料与方法

１　材料

１．１　 菌 株 　 白 色 念 珠 菌 （犆犪狀犱犻犱犪 犪犾犫犻犮犪狀狊

ＡＴＣＣ１０２３１），购于美国典型培养物菌种保藏中心

（ＡＴＣＣ），现保存于实验室。

１．２　主要试剂　内酯型槐糖脂（ＬＳＬ）由实验室使用

熊峰生假丝酵母（犛狋犪狉犿犲狉犲犾犾犪犫狅犿犫犻犮狅犾犪）以葡萄糖和

菜籽油为底物发酵后经分离纯化获得，产品纯度为

９５％；沙氏培养基购自国药集团化学试剂有限公司；羧

基荧光素双乙酸酯（ｃＦＤＡ）、碘化丙啶（ＰＩ）、１．０％结晶

紫染料、ＢＣ０３００ＡＴＰ测定试剂盒购自北京Ｓｏｌａｒｂｉｏ

科技有限公司。

１．３　主要仪器设备　ＵＶ７５９ＣＲＴ紫外可见分光光

度计购于上海佑科仪器仪表有限公司；ＨＸ１０Ｎ５０Ｂ

真空冷冻干燥机购于上海沪析实业有限公司；３Ｋ３０冷

冻高速离心机购于德国Ｓｉｇｍａ公司；ＧｅｍｉｎｉＳＥＭ４５０

场发射扫描电子显微镜（ＳＥＭ）和ＦＶ１０００激光共聚焦

显微镜（ＣＬＳＭ）均购于德国蔡司公司；３１８Ｃ酶标仪购

于上海沛欧分析仪器有限公司。

２　方法

２．１　ＬＳＬ对白色念珠菌 ＭＩＣ和 ＭＦＣ的测定　 采用

微量稀释法测定ＬＳＬ对白色念珠菌的 ＭＩＣ。使用液

体沙氏培养基溶解ＬＳＬ制备不同浓度的ＬＳＬ溶液，

取１００μＬ培养至对数生长期的白色念珠菌菌液（菌浓

已调整为１×１０
６
ＣＦＵ／ｍＬ）与等体积ＬＳＬ溶液混合

使ＬＳＬ终浓度为０～２０ｍｇ／ｍＬ，分别接种９６孔板后

在３７℃下培养１２ｈ，每２ｈ分别置于酶标仪中测定其

Ａ６００ 值。当某一浓度下的初始菌液与最终菌液的Ａ６００

相差稳定在５％以内时，将该浓度作为ＬＳＬ对白色念

珠菌的 ＭＩＣ
［７］。采用平板涂布法测定ＬＳＬ对白色念

珠菌的 ＭＦＣ，分别取大于 ＭＩＣ浓度的各混合液１００

μＬ涂布固体沙氏培养基，３７℃下培养２４ｈ后观察白

色念珠菌的生长情况，以没有菌落生长的固体平板对

应的最低ＬＳＬ浓度为ＬＳＬ对白色念珠菌 的 ＭＦＣ。

每组测定实验重复３次，每次测定设置３个平行实验。

２．２　ＬＳＬ对白色念珠菌生长的影响　以抑菌率（％）

为指标考察ＬＳＬ对白色念珠菌的生长抑制作用。配

制含不同浓度 ＬＳＬ 的液体沙氏培养基，灭菌后按

·２·
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２．０％（ｖ／ｖ）的接种量将已活化至对数生长期的白色念

珠菌（菌浓已调整为１×１０
６
ＣＦＵ／ｍＬ）接种至不同培

养基中恒温振荡培养１２ｈ（３７℃，２００ｒｐｍ），每组重复

３次并设未添加ＬＳＬ的阴性对照组以及未接种的空

白培养基对照组。每隔２ｈ分别吸取培养物２００μＬ

于９６孔板中测定Ａ６００，根据抑菌率计算公式计算抑菌

率并绘制时间抑菌率曲线。抑菌率（％）＝［１（实验

组Ａ６００空白组Ａ６００）÷（阴性组Ａ６００空白组Ａ６００）］×

１００％。

２．３　ＬＳＬ对白色念珠菌细胞微观结构的影响　采用

参考文献［１０］的方法，使用ＳＥＭ 观察ＬＳＬ处理不同

时间后白色念珠菌细胞微观结构的变化。处理组取培

养好的对数生长期白色念珠菌 菌液（菌浓已调整为１

×１０
６
ＣＦＵ／ｍＬ），以２．０％（ｖ／ｖ）接种量将其接种到

ＬＳＬ浓度为 ＭＩＣ值的５０ｍＬ液体培养基中，对照组

取上述白色念珠菌菌液接种于等体积未添加ＬＳＬ的

液体培养基中。分别在培养２、４、８、１２ｈ时各取出３

ｍＬ培养物于６０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径９．２５ｃｍ）离心１０

ｍｉｎ收集菌泥，ＰＢＳ溶液洗涤３次后使用２．５％戊二

醛在４℃冰箱中固定１２ｈ，ＰＢＳ溶液洗涤３次后离心

并分别以乙醇梯度脱水（５０％，７０％，８０％，９０％，

１００％），真空条件下干燥，喷金，ＳＥＭ观察并拍照。

２．４　ＬＳＬ对白色念珠菌细胞膜通透性和完整性的影

响　使用ＣＬＳＭ观察ＬＳＬ处理前后白色念珠菌细胞

膜通透性和完整性的变化。使用荧光探针羧基荧光素

双乙酸酯（ＦＤＡ）和碘化丙啶（ＰＩ）标记和区分活细胞

与死细胞。分别在培养２、４和１２ｈ时取按２．３步骤

制备的处理组和对照组细菌悬液各５００μＬ，４℃下

６０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后收集菌体，等体积ＰＢＳ溶

液重悬后加入ｃＦＤＡ使其终浓度为１００μｍｏｌ／Ｌ，避光

反应１０ｍｉｎ后加入ＰＩ使其终浓度为３０μｍｏｌ／Ｌ，避

光反应１０ｍｉｎ后１００００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ收集菌体，

ＰＢＳ溶液重复洗涤３次，最终将菌体悬浮于５００μＬ

ＰＢＳ中。吸取３．０μＬ菌液置于ＣＬＳＭ 下观察并拍

照。

２．５　ＬＳＬ对白色念珠菌胞内 ＡＴＰ含量的影响　通

过测定胞内ＡＴＰ浓度的变化，分析ＬＳＬ对白色念珠

菌细胞膜通透性的影响。按２．３步骤制备处理组和对

照组细菌悬液，分别在培养不同时间后取样，将上述样

品在１００００ｒ／ｍｉｎ下离心１ｍｉｎ后分别收集菌体和上

清液置于冰上备用。取菌体按照ＡＴＰ测定试剂盒说

明书处理样品并测定和计算样品胞内ＡＴＰ含量。每

组测定实验重复３次，每次测定设置３个平行。

２．６　ＬＳＬ对白色念珠菌胞外紫外吸收物质含量的影

响　取２．５中制备所得上清液样品，使用酶标仪分别

测定其在波长为２６０ｎｍ下的吸光度值，评估ＬＳＬ处

理不同时间后白色念珠菌胞外紫外吸收物质（主要为

核酸和蛋白质等）浓度的变化。

２．７　ＬＳＬ对白色念珠菌生物膜形成的影响　采用结

晶紫染色法评估ＬＳＬ对白色念珠菌生物膜形成的抑

制作用［１３］。取１００μＬ培养至对数生长期的白色念珠

菌菌液（菌浓调整为１×１０
６
ＣＦＵ／ｍＬ）与等体积ＬＳＬ

溶液混合，使ＬＳＬ终浓度为０～２０ｍｇ／ｍＬ。３７℃下

共孵育２４ｈ后将液体轻轻吸出，使用ＰＢＳ溶液清洗３

次以去除浮游细胞，其余贴壁细胞使用９９％甲醇固定

１５ｍｉｎ，之后将甲醇吸出并静置，待甲醇完全挥发后加

入１００μＬ０．１％结晶紫染色５ｍｉｎ。染色结束后将染

液吸出并使用ＰＢＳ清洗３次，最后加入１００μＬ９５％

乙醇溶解细胞中结合的结晶紫。以未经ＬＳＬ处理菌

液为对照组，以波长６００ｎｍ处测定的吸光度为生物

膜质量的量度，参照生物膜抑制率公式计算ＬＳＬ对白

色念珠菌的生物膜抑制率。每组实验重复３次。生物

膜抑制率（％）＝［１－（实验组 Ａ６００÷对照组 Ａ６００）］×

１００％。

２．８　数据处理与分析　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０软

件对数据进行统计和绘图。结果以平均值±标准偏差

（狓±狊）表示，多组比较采用单因素方差分析，犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

结　果

１　犔犛犔对白色念珠菌 犕犐犆和 犕犉犆

实验结果显示，当ＬＳＬ浓度为６．００ｍｇ／ｍＬ时，

最终菌液与初始菌液的Ａ６００ 差值稳定在５％以内；当

ＬＳＬ浓度为１８．００ｍｇ／ｍＬ时，平板上无菌落生长。

因此，ＬＳＬ对白色念珠菌的 ＭＩＣ为６．００ｍｇ／ｍＬ，

ＭＦＣ为１８．００ｍｇ／ｍＬ。如无特殊说明，后续实验中

所使用的ＬＳＬ处理浓度均为ＬＳＬ对白色念珠菌的

ＭＩＣ值。

２　犔犛犔对白色念珠菌生长的影响

图１为以１２ｈ为一生长周期绘制所得的ＬＳＬ对

白色念珠菌浮游细胞的时间抑菌率变化曲线。可以

发现，ＬＳＬ对白色念珠菌浮游细胞的生长抑制效应快

速且显著，且抑制效果随ＬＳＬ浓度的增加而提升。其

中，０～２ｈ内的抑菌率增速最快，２ｈ后８．００ｍｇ／ｍＬ

的ＬＳＬ即可发挥稳定的抑菌效果；当浓度高于８．００

ｍｇ／ｍＬ时，ＬＳＬ还表现出明显的杀菌和溶菌作用，此

结果与ＬＳＬ对白色念珠菌的 ＭＩＣ和 ＭＦＣ测定结果

一致。

３　犔犛犔对白色念珠菌细胞微观结构的影响

使用ＳＥＭ考察ＬＳＬ对白色念珠菌细胞微观结构

的影响。最小抑菌浓度的ＬＳＬ与白色念珠菌相互作

用２、４、８、１２ｈ后的菌体微观形态如图２所示。未经

·３·
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ＬＳＬ处理的空白对照菌体表面光滑，形态完整且饱

满，细胞壁边缘清晰，界限明显，菌体呈椭球状形态（图

２Ａ）；ＬＳＬ处理２ｈ后大部分菌体形态完整，少量细胞

形态发生改变，表现在菌体出现凹陷、皱缩和塌陷现

象，部分内容物外泄（图２Ｂ）；ＬＳＬ处理４ｈ后菌体皱

缩现象更加明显，少量菌体出现破损现象（图２Ｃ）；

ＬＳＬ处理８ｈ后，部分细胞失去完整形态，菌体破损严

重呈“爆破”状，且内容物外泄产生的粘性使破损细胞

聚集在一起，细胞间界限不再明显（图２Ｄ）；ＬＳＬ处理

１２ｈ后，所有细胞均变形且严重破损，菌体因被部分

溶解而黏连在一起聚集成团（图２Ｅ）。ＬＳＬ处理不同

时间后白色念珠菌细胞的微观形态变化表明，ＬＳＬ具

有很强的群体生长抑制作用，菌体细胞壁和细胞膜的

完整性均遭到了不同程度的破坏。

图１　不同浓度犔犛犔对白色念珠菌的生长抑制作用

犉犻犵．１　犐狀犺犻犫犻狋犻狅狀犲犳犳犲犮狋狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳犔犛犔

狅狀狋犺犲犵狉狅狑狋犺狅犳犆．犪犾犫犻犮犪狀狊

４　犔犛犔对白色念珠菌细胞膜通透性和完整性的影响

使用ＣＬＳＭ进一步观察和评估ＬＳＬ对白色念珠

菌细胞膜完整性和通透性的影响。细胞膜完整的白色

念珠菌细胞染色后呈绿色荧光，细胞膜受损后染色呈

红色荧光。图３展示了未处理组和ＬＳＬ处理２、４、１２

ｈ后白色念珠菌细胞膜完整性的变化。可以发现，未

处理的细胞呈明亮的绿色荧光，表明真菌细胞膜完整

性良好（图３Ａ），而ＬＳＬ处理后，红绿荧光比率随时间

延长呈非线性增加，处理４ｈ后视野中基本均为红色

荧光，表明真菌细胞膜的完整性被ＬＳＬ逐步破坏（图

３ＢＤ）。由此可知，ＬＳＬ能够通过改变白色念珠菌细

胞膜的通透性，破坏细胞膜的完整性，使其无法维持正

常的生命活动实现抑菌和杀菌目的。

５　犔犛犔对白色念珠菌胞内犃犜犘含量的影响

通过测定胞内ＡＴＰ含量的变化考察ＬＳＬ对白色

念珠菌能量代谢的影响。如图４所示，在整个培养过

程中，ＬＳＬ处理组的 ＡＴＰ含量始终显著低于对照组

（犘＜０．０５），提示处理组细胞ＡＴＰ的合成一直处于被

抑制状态。其中，０～２ｈ内两者差距倍数最大，这可

能与作用初期部分白色念珠菌细胞壁完整性和细胞膜

通透性的改变导致的胞内ＡＴＰ的快速流失有关。随

着培养时间的延长，未处理组胞内 ＡＴＰ含量呈持续

增加趋势，ＬＳＬ处理组胞内 ＡＴＰ含量呈先增大后减

小趋势，均与其生长曲线保持一致。可以推断，在处理

浓度为 ＭＩＣ的ＬＳＬ作用下，虽然白色念珠菌细胞的

能量代谢被抑制，细胞供能不足，影响了细胞的生理代

谢，导致了部分细胞生长停滞甚至死亡，但仍有大量细

胞存活，这一结果与上述显微镜观察结果一致。

图２　犛犈犕观察犔犛犔作用后白色念珠菌细胞微观结构的变化

犉犻犵．２　犗犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犿犻犮狉狅狊狋狉狌犮狋狌狉犲犮犺犪狀犵犲狊狅犳犆．犪犾犫犻犮犪狀狊犮犲犾犾狊

犫狔犛犈犕犪犳狋犲狉狋狉犲犪狋犻狀犵狑犻狋犺犔犛犔

６　犔犛犔对白色念珠菌胞外紫外吸收物质浓度的影响

通过测定ＬＳＬ对白色念珠菌胞外核酸和蛋白质

等紫外吸收物质含量的影响，进一步确定其对细胞膜

的破坏作用。如图５所示，在整个培养过程中，ＬＳＬ

处理组的ＯＤ２６０ 在每个时间点均显著高于未处理对照

组（犘＜０．０５）。ＬＳＬ处理组胞外紫外吸收物质含量随

培养时间延长持续增长，与此同时，未处理对照组胞外

紫外吸收物质则一直保持较低水平，且两者的差距随

时间的延长逐渐扩大。上述结果进一步表明，ＬＳＬ破

坏了白色念珠菌细胞膜的完整性，导致胞内的蛋白质、

核酸等物质外流，而正常培养条件下，细胞膜完整程度

高，胞内物质流出比例较低。
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　　Ａ～Ｄ　分别为未处理组以及ＬＳＬ处理２、４和１２ｈ后的白色念珠

菌细胞ＣＬＳＭ图

图３　犆犔犛犕观察犔犛犔作用不同时间后白色念珠菌细胞荧光信息的变化

Ａ－Ｄ　Ｓｈｏｗｅｄ ＣＬＳＭ ｉｍａｇｅｓｏｆ犆．犪犾犫犻犮犪狀狊ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈｏｕｔ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔ（Ａ）ａｎｄｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＬＳＬｆｏｒ２ｈ（Ｂ），４ｈ（Ｃ），ａｎｄ１２ｈ（Ｄ）

犉犻犵．３　犗犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犻狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀犮犺犪狀犵犲狊

狅犳犆．犪犾犫犻犮犪狀狊犮犲犾犾狊犫狔犆犔犛犕犪犳狋犲狉狋狉犲犪狋犻狀犵狑犻狋犺犔犛犔

犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻犿犲犻狀狋犲狉狏犪犾狊

图４　犔犛犔处理对白色念珠菌胞内犃犜犘含量变化的影响

犉犻犵．４　犆犺犪狀犵犲狊犻狀犻狀狋狉犪犮犲犾犾狌犾犪狉犃犜犘犮狅狀狋犲狀狋狅犳犆．犪犾犫犻犮犪狀狊犮犲犾犾狊

犪犳狋犲狉狋狉犲犪狋犻狀犵狑犻狋犺犔犛犔

图５　犔犛犔处理对白色念珠菌胞外紫外吸收物质含量变化的影响

犉犻犵．５　犆犺犪狀犵犲狊犻狀犲狓狋狉犪犮犲犾犾狌犾犪狉狌犾狋狉犪狏犻狅犾犲狋犪犫狊狅狉狆狋犻狅狀狊狌犫狊狋犪狀犮犲狊

狅犳犆．犪犾犫犻犮犪狀狊犪犳狋犲狉狋狉犲犪狋犻狀犵狑犻狋犺犔犛犔

７　犔犛犔对白色念珠菌生物膜形成的影响

在微孔板中培养生物膜，使用结晶紫染色法考察

ＬＳＬ对白色念珠菌生物膜形成的影响，结果如图６所

示。与对照组相比，不同浓度ＬＳＬ处理后，最终白色

念珠菌生物膜形成量减少了６５．２％～９７．０％，说明低

浓度的ＬＳＬ即可有效抑制白色念珠菌生物膜的形成

（犘＜０．０５）。此外，ＬＳＬ对生物膜形成的破坏作用与

其剂量呈正相关，ＬＳＬ浓度越高，抑制效果越强。在

ＭＩＣ 浓度的 ＬＳＬ 作用下，生物膜的形成下降了

８６．６％，这可能还与ＬＳＬ导致白色念珠菌细胞受损或

不能生存，无法形成生物膜有关。

图６　不同浓度犔犛犔对白色念珠菌 形成生物膜的抑制作用

犉犻犵．６　犐狀犺犻犫犻狋犻狅狀犲犳犳犲犮狋狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳犔犛犔

狅狀犫犻狅犳犻犾犿犳狅狉犿狋犻狅狀狅犳犆．犪犾犫犻犮犪狀狊

讨　论

生物表面活性剂一直被认为是可用于环境和生物

医学相关领域的，具有潜在应用价值的物质。近年来，

生物表面活性剂在医疗保健相关中的应用受到越来越

多的关注，大量研究表明，生物表面活性剂具有广泛的

抗菌和抗黏附活性，其主要通过防止微生物黏附在固

体表面来抑制、控制或破坏生物膜的形成［１５１６］。

ＳＬｓ是一类最具应用潜力的生物表面活性剂，已

表现出优秀的表面活性剂和广泛的抗菌活性［１７１９］。在

抗细菌方面，Ｋｉｍ等研究发现，３０μｇ／ｍＬ的ＳＬｓ可以

抑制大肠埃希菌的生长［２０］，但 Ｍａ等
［２１］研究发现，

ＬＳＬ对金黄色葡萄球菌以及铜绿假单胞菌均有显著

的生长抑制效应，ＭＩＣ值分别为０．０５ｍｇ／ｍＬ和４．００

ｍｇ／ｍＬ，但对大肠埃希菌和乳杆菌的抑制作用较差。

Ｌｙｄｏｎ等
［２２］报道２０ｍｇ／ｍＬ的ＡＳＬ对粪肠球菌和铜

绿假单胞菌具有抗菌作用，但大多数报道认为ＡＳＬ不

具备抑菌活性［１３］。在抗细菌生物膜形成方面，Ｄｉａｚ

ＤｅＲｉｅｎｚｏ等
［１６］研究发现，５％的ＳＬ能够破坏枯草芽

孢杆菌和金黄色葡萄球菌的单菌培养和混合培养形成

的生物膜。Ｓｅｅｎａ等
［１４］的研究发现，基于ＡＳＬ和抗菌

肽的制剂可以用作金黄色葡萄球菌和大肠埃希菌抗菌

·５·
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剂和抗菌生物膜剂。在抗真菌方面，ＳＬｓ被报道能够

抑制植物源致病真菌水稻纹枯菌、水稻稻瘟菌和马铃

薯晚疫病菌孢子的萌发以及菌丝的生长［２３］。ＬＳＬ还

被报道具有抑制红色毛癣菌、犬小孢子菌、马拉色菌等

皮肤致病性真菌生长和菌丝蔓延的作用［２４］。

机会性致病真菌白色念珠菌是真菌相关院内感染

的主要原因之一，其感染范围从浅表到全身［２５２６］。当

外界环境或人体免疫系统发生改变时，白色念珠菌可

以快速增殖并形成生物膜，侵袭机体细胞、组织，造成

黏膜和真皮感染［２７］。临床研究表明，白色念珠菌等微

生物可以以生物膜的形式黏附于创口或者医疗器械表

面，引起机体的持续性感染［８］。

目前已有少量有关ＳＬｓ对白色念珠菌浮游细胞

的抗真菌活性及生物膜活性的报道。如 Ｄｅｎｇｌｅ

Ｐｕｌａｔｅ等
［２８］研究表明，以月桂醇为底物制备的ＳＬｓ有

抗白色念珠菌浮游细胞生长作用，５．００ｍｇ／ｍＬ 的

ＳＬｓ的抑制率为３０％；细胞微观形态观察发现未处理

组细胞膜和细胞内 含物完整，处理组出现细胞质体积

增加等现象。Ｈａｑｕｅ等
［７］的研究发现，浓度为０．４８

ｍｇ／ｍＬ的ＬＳＬ即可抑制８０％的白色念珠菌生物膜

的形成，并降低预制生物膜的活力；且ＬＳＬ与两性霉

素Ｂ或氟康唑的联用对破坏生物膜的形成和预形成

的生物膜有协同作用。

虽然上述文献以及前期实验室研究已确定了ＳＬｓ

的抗菌活性及抗生物膜作用，但同时也发现，ＳＬｓ的结

构和来源，被处理菌株的细胞形态、ＳＬｓ的浓度及作用

时间等的不同均会影响ＳＬｓ的抑菌效果，给ＳＬｓ的临

床应用带来困扰。基于此，本研究以白色念珠菌浮游

细胞和生物膜为研究对象，从浓度和作用时间两个维

度，系统评价和探讨ＬＳＬ对其生长和生物膜形成的抑

制作用和抑制机制，评估ＬＳＬ在抗菌药物开发中的潜

在用途，为临床治疗白色念珠菌引起的相关疾病提供

参考。

在本研究中，ＬＳＬ对白色念珠菌的 ＭＩＣ和 ＭＦＣ

分别为６．００ｍｇ／ｍＬ和１８．００ｍｇ／ｍＬ，提示ＬＳＬ对

白色念珠菌的抑制效果优于已报道的以月桂醇为底物

制备所得ＳＬｓ的抗白色念珠菌活性
［２８］。ＬＳＬ对白色

念珠菌的时间抑菌曲线显示，ＬＳＬ对白色念珠菌的动

态抑制效果显著且快速，所有处理组在２ｈ内基本均

可达到最大抑菌率，且抑制作用具有长效性。生物膜

形成抑制实验结果显示，ＬＳＬ可以显著抑制白色念珠

菌生物膜的形成，生物膜抑制率与其剂量呈非线性正

相关；２．００ｍｇ／ｍＬ的ＬＳＬ即可抑制６５．２％的白色念

珠菌生物膜的形成，当ＬＳＬ浓度为 ＭＩＣ时，生物膜形

成量下降了８６．６％，这一结果与上述 Ｈａｑｕｅ等
［７］所报

道的０．４８ｍｇ／ｍＬ的ＬＳＬ即可抑制８０％的白色念珠

菌生物膜的形成差异较大。

目前常用抗真菌药物的抑菌作用主要与其对真菌

细胞壁、细胞膜、胞内外酶活性和能量代谢的影响等有

关［７，２９］。本实验通过ＳＥＭ 观察菌体超微形态，ＣＬＳＭ

检测处理前后细胞膜通透性变化，测定胞内 ＡＴＰ和

胞外紫外吸收物质含量变化发现：（１）ＬＳＬ处理后的

白色念珠菌细胞表面形态和内部结构均发生改变，菌

体细胞壁表面出现凹陷、皱缩和塌陷现象，部分菌体细

胞壁及细胞膜被连续性破坏并出现“爆破”现象；（２）

ＬＳＬ处理后的ＣＬＳＭ视野基本均为红色荧光，提示白

色念珠菌细胞膜的通透性发生改变，完整性被破坏，细

胞逐步死亡；（３）ＬＳＬ处理后的白色念珠菌胞内 ＡＴＰ

含量显著降低，胞外紫外吸收物质含量显著升高，提示

菌体胞内小分子及紫外吸收大分子物质发生泄漏。由

此推测，ＬＳＬ可能通过以下机制发挥抑菌作用（图７）：

（１）双亲性分子ＬＳＬ具备的大环内酯结构通过改变白

色念珠菌菌体细胞膜的通透性，使更多的ＬＳＬ穿过细

胞壁和细胞膜进入到细胞内，之后与细胞内参与合成

细胞壁的物质发生特异性结合，进而影响菌体细胞壁

的合成［２３２４］；（２）ＬＳＬ进入细胞壁后，通过与细胞膜的

磷脂层相互作用形成孔洞进一步破坏细胞膜的结构完

整性［３０］；（３）细胞膜通透性和完整性发生改变，使细胞

内物质如小分子物质、离子、ＡＴＰ、核酸、蛋白质等发

生外泄，影响菌体细胞正常新陈代谢系统［２９］；（４）细胞

壁、细胞膜等细胞器的破坏干扰了细胞内蛋白质及遗

传物质的合成与表达，使细胞不能合成正常的蛋白质，

从而引起细胞物质、能量和信息的传递中断，最终导致

细胞死亡［１４］。

图７　犔犛犔对白色念珠菌 生长及生物膜形成的抑制机制代表性示意图

犉犻犵．７　犚犲狆狉犲狊犲狀狋犪狋犻狏犲狊犮犺犲犿犪狋犻犮犱犻犪犵狉犪犿狋狅狊犺狅狑狋犺犲犻狀犺犻犫犻狋犻狅狀

犿犲犮犺犪狀犻狊犿狊狅犳犔犛犔狅狀狋犺犲犵狉狅狑狋犺犪狀犱犫犻狅犳犻犾犿犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳犆．犪犾犫犻犮犪狀狊

研究已确定白色念珠菌在形成生物膜后对抗真菌

药物的耐受性会大幅提高，生物膜抗药能力的增强与

·６·
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影响细胞初始黏附过程、形成微菌落、细胞外基质阻止

药物渗透等多种因素有关［７８］。本研究结果表明，低于

ＭＩＣ的亚抑制浓度的ＬＳＬ即可以有效阻止初始细胞

在非生物表面上的附着，进而减少白色念珠菌形成生

物膜的数量。此外，ＬＳＬ诱导的白色念珠菌细胞受损

或死亡也使白色念珠菌无法形成成熟的生物膜。因

此，抑制初始细胞的黏附和诱导细胞受损并脱离可能

是对抗生物膜相关感染的有效策略。

综上所述，ＬＳＬ能够有效抑制白色念珠菌浮游细

胞的生长和生物膜的形成，这种作用主要通过影响细

胞壁的合成，提高细胞膜的通透性，破坏细胞膜的完整

性，引起胞内ＡＴＰ、核酸、蛋白质等物质外泄，以及有

效阻止初始细胞的黏附和诱导生物膜的分散和脱离实

现。上述研究结果可为开发基于ＬＳＬ的抗真菌制剂

或佐剂，用于治疗由白色念珠菌引起的真菌感染提供

一定的参考和借鉴。然而，ＬＳＬ作用后白色念珠菌细

胞在分子层面上发生的结构和功能变化，以及细胞的

信号传导及遗传信息表达是否受到干扰等相关的研究

尚不明确，仍需进一步探究和验证。
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