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摘要： 目的　 探讨灯台叶总碱与氟康唑联用对耐药白念珠菌 ＣＡ２３ 毒力因子的作用和潜在机制。 方法　 微量稀释法、
棋盘法及时间⁃杀菌曲线测定灯台叶总碱与氟康唑联用效果； 荧光探针测定菌株外排泵功能， 实时荧光定量 ＰＣＲ 法检

测耐药相关基因表达； 倒置显微镜、 扫描电镜观察菌丝诱导培养基中菌株形态转换， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ法检测菌丝相关基因表

达， 添加外源性 ｃＡＭＰ 验证； 卵黄琼脂平板法检测菌株胞外磷脂酶活性。 结果　 灯台叶总碱与氟康唑对耐药白念珠菌

具有较强的协同抑菌作用； 联用处理并不能显著抑制菌株的外排功能， 与耐药相关基因表达结果一致； 两药联用可以

抑制在 ＳＤ和 Ｓｐｉｄｅｒ诱导培养基中菌丝生长， 且下调菌丝相关基因 ＣＹＲ１、 ＡＬＳ３、 ＲＡＳ１、 ＢＣＲ１、 ＡＬＳ２、 ＴＰＫ２表达， 添

加外源性 ｃＡＭＰ 后， 能恢复部分药物联用引起的菌株形态变化； 两药联用能抑制胞外磷脂酶活性， 且对灯台叶总碱存

在剂量依赖性。 结论　 灯台叶总碱与氟康唑联用对氟康唑耐药株表现为协同抑菌作用， 其机制与调节 Ｒａｓ１⁃ｃＡＭＰ⁃
ＰＫＡ信号通路抑制菌丝生长， 并降低胞外磷脂酶活性从而影响耐药白念珠菌毒力因子有关。
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　 　 白念珠菌 Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ 是一种分布广泛的条件致病

菌， 好发于免疫低下及免疫缺陷人群， 易引起黏膜感染和

全身感染。 据研究报道， 全世界约 ７０％ 的真菌感染由白念

珠菌引起［１］ ， 且死亡率达 ４０％ ［２］ 。 目前临床治疗药物种类

稀缺， 一线药物频繁使用引起的耐药性使单一药物治疗效

果较差。 研究表明， 一些中药复方、 中药提取物及中药来

源的天然化合物能有效抑制白念珠菌生长， 特别是与氟康

唑联用时， 表现出良好的协同抗菌作用［３］ 。 课题组长期从

事中药及其活性成分抗真菌活性筛选， 发现灯台叶总碱与

氟康唑联用仅对白念珠菌氟康唑耐药株发挥抑菌作用， 在

此基础上， 进一步探讨灯台叶总碱与氟康唑联用对耐药白

念珠菌的作用机制， 以期为灯台叶总碱的抗真菌感染应用
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提供科学依据。
１　 材料

１􀆰 １　 菌株及预处理　 临床耐药株 ＣＡ２３、 ＣＡ３８１、 ＣＡ４５０８、
ＣＡ３８１６、 ＣＡ８００、 ＣＡ３５１１、 ＣＡ５５０、 ＣＡ６０２、 ＣＡ１８７、
ＣＡ８０８、 ＣＡ４５７４， 由昆明医科大学第一附属医院皮肤科李

玉叶教授惠赠； 白念珠菌 ＳＣ５３１４购自云南登楼生物科技有

限公司。 菌株从－８０ ℃冰箱中取出， 解冻后用沙氏液体培

养基稀释， 取适量接种于沙氏琼脂平板， ３７ ℃恒温恒湿培

养 ２４～４８ ｈ， 接种环取单克隆菌落， 传代备用。
１􀆰 ２　 药 物 　 氟康唑 （南昌弘益药业有限公司， 批号

２００１１７）； 灯台叶总碱由中国科学院昆明植物研究所罗晓东

研究员惠赠。
１􀆰 ３　 试剂　 沙氏液体培养基、 沙氏琼脂培养基 （广东环凯

微生物科技有限公司， 批号 １０９７０６１、 １１０６４０１）； 二甲基亚

砜 （ＤＭＳＯ） （天津市化学试剂一厂， 批号 ＥＺ６７８９Ｂ１２７）；
Ｋ２ＨＰＯ４ （西陇科学股份有限公司， 批号 １８１０２４）； 氯仿

（云 南 杨 林 工 业 开 发 区 汕 滇 药 业 有 限 公 司， 批 号

２０１９１０１５）； 营养肉汤、 罗丹明 ６Ｇ （Ｒ６Ｇ）、 甘露醇 （北京

索 莱 宝 科 技 有 限 公 司， 批 号 ５３１Ｆ０３１、 ２０２００９２８、
２０１８１０１０）； 无氨基酸酵母氮源培养基 （ｙｅａｓｔ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｂａｓｅ，
ＹＮＢ） （北京酷来搏科技有限公司， 批号 ＰＭ２９１７１２１００）；
葡萄糖 （广州赛国生物科技有限公司， 批号 ＥＺ２８１１Ｆ１２８）；
ＴＲＩｚｏｌ 试剂 （上海罗氏制药有限公司， 批号 ２５２６１２）；
ｃＤＮＡ逆转录试剂盒、 实时荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒 （美国

Ｐｒｏｍｅｇａ 公司， 批号 ００００４９９１９５、 ００００４９７７６８）； ｄｂ⁃ｃＡＭＰ
（美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司， 批号 ６６０６９）。
１􀆰 ４　 仪器　 恒温恒湿真菌培养箱 （天津市泰斯特仪器有限

公司）； 恒温摇床 （上海天呈实验仪器制造有限公司）； 生

物安全柜 （新加坡 ＥＳＣＯ公司）； 血细胞计数板 （上海求精

生化试剂仪器有限公司）； 多功能酶标仪 （美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｄｅｖｉｃｅｓ公司）； 倒置生物显微镜 （德国卡尔蔡司公司）； 多

功能 ＰＣＲ仪 （杭州晶格科学仪器有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 培养基配制　 ＳＤ液体培养基： 精密称取营养肉汤 ２ ｇ
至 ２００ ｍＬ纯水混匀溶解， １１５ ℃湿热灭菌 ３０ ｍｉｎ， 冷却至

５０～６０ ℃， 加入 ２ ｇ 甘露醇、 ０􀆰 ４ ｇ Ｋ２ＨＰＯ４ 混匀后置于

４ ℃冰箱保存备用。
Ｓｐｉｄｅｒ液体培养基： 灭菌纯水 ２００ ｍＬ， ＹＮＢ １􀆰 ３４ ｇ，

葡萄糖 ４ ｇ分别单独溶解， 混合在一起后置于 ４ ℃冰箱保

存备用。
卵黄琼脂培养基： ２ ｇ 葡萄糖、 ４ ｇ 蛋白胨、 ２ ｇ 琼脂

粉、 ４􀆰 ６４ ｇ ＮａＣｌ、 ０􀆰 ００６ ９ ｇ ＣａＣｌ２ 至 １００ ｍＬ 纯水， １２１ ℃
湿热灭菌 １５ ｍｉｎ， 冷却至 ４５～５５ ℃， 加入 １５ ｍＬ新鲜蛋黄

悬液 （蛋黄与生理盐水等体积混匀） 轻轻混匀。
２􀆰 ２　 灯台叶总碱体外抗真菌活性筛选　 采用 ＣＬＳＩ⁃Ｍ２７⁃Ａ３
微量稀释法［４］测定灯台叶总碱对 ＳＣ５３１４ 和临床分离株的

最小抑菌浓度 （ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ＭＩＣ）。 菌

株在沙氏琼脂培养基中传至第二代， 收集菌细胞用沙氏液

体培养基调整终浓度为 １×１０５ＣＦＵ ／ ｍＬ。 药物质量浓度梯度

设为 １ ０００、 ２００、 ４０、 ８、 １􀆰 ６、 ０􀆰 ３２ μｇ ／ ｍＬ。 ９６ 孔板中每

孔加入 １００ μＬ不同质量浓度的含药培养基， 再加入 １００ μＬ
菌细胞悬液混匀， ３７ ℃恒温恒湿培养 ２４ ｈ， 测定 ６２５ ｎｍ波

长处光密度 （ＯＤ） 值， 以抑制率达到 ８０％ 以上的药物浓度

作为最小抑菌浓度。 实验同时设置培养基空白对照、 正常

生长对照。
２􀆰 ３　 灯台叶总碱与氟康唑联用剂量设置　 采用棋盘法测定

灯台叶总碱与氟康唑联用对 ＣＡ２３ 的 ＭＩＣ。 ９６ 孔板分别加

入不同质量浓度的灯台叶总碱与氟康唑， 药物按 ２ 倍倍比

稀释， 氟康唑质量浓度梯度 ０ ～ １２８ μｇ ／ ｍＬ， 灯台叶总碱质

量浓度梯度 ０～１ ０２４ μｇ ／ ｍＬ。 每孔分别加入对应的各 ５０ μＬ
不同质量浓度的含药培养基， 操作步骤同 “２􀆰 ２” 项。
２􀆰 ４　 灯台叶总碱与氟康唑联用对耐药白念珠菌时间⁃杀菌

曲线的影响　 实验设立对照组、 氟康唑组、 灯台叶总碱组、
氟康唑＋灯台叶总碱组， 每组分别加入相应药物及菌液，
菌液终浓度为 １×１０５ＣＦＵ ／ ｍＬ， 无菌过滤透气封口膜封口培

养。 各组分别在 ０、 ２、 ４、 ８、 １２、 ２４、 ３６、 ４８、 ７２ ｈ 取样

１００ μＬ于 ９６孔板中 （每组设置 ３ 个复孔）， 在 ６２５ ｎｍ 波

长处测定 ＯＤ值。 以取样时间为横坐标 （Ｘ）， 所测 ＯＤ 值

为纵坐标 （Ｙ） 绘制时间⁃杀菌曲线。
２􀆰 ５　 灯台叶总碱与氟康唑联用对耐药白念珠菌外排泵的影

响　 使用新鲜沙氏液体培养基调整 ＣＡ２３ 终浓度为 １×１０７

ＣＦＵ ／ ｍＬ， 除对照组外， 氟康唑组、 灯台叶总碱组、 氟康

唑＋灯台叶总碱组分别加入相应药物， 与菌液共同摇床孵

育 ５ ｈ， 无菌 ＰＢＳ 清洗 ３ 次， １０ ｍＬ ＰＢＳ 重悬， 摇床孵育

１ ｈ， 充分消耗葡萄糖； 分别加入 Ｒ６Ｇ（终浓度 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ），
摇床孵育 １ ｈ， 冰水浴 １０ ｍｉｎ终止吸收， ＰＢＳ清洗 ３次， 将

上述分组再分 ２个组系， 一组系加入含 ５％ 葡萄糖的 ＰＢＳ，
另一组系加入无菌 ＰＢＳ 继续孵育， 并于 ０、 ０􀆰 ５、 １􀆰 ０、
１􀆰 ５、 ２􀆰 ０、 ２􀆰 ５、 ３􀆰 ０ ｈ取 １ ｍＬ， 离心取上清 １００ μＬ， 在激

发波长 ４８８ ｎｍ、 发射波长 ５２５ ｎｍ处检测荧光强度， 各组每

１个时间点设 ３个复孔。
２􀆰 ６　 灯台叶总碱与氟康唑联用对耐药白念珠菌耐药相关基

因的影响

２􀆰 ６􀆰 １　 菌液准备　 将培养 １６～２４ ｈ的菌株用新鲜沙氏液体

培养基重悬调整浓度为 １×１０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ， 设立对照组、 氟康

唑组、 灯台叶总碱组、 氟康唑＋灯台叶总碱组。 每组总体

积 ４０ ｍＬ， 分别加入菌液和对应药物混匀， 无菌过滤透气

封口膜封口， 于恒温摇床 ３７ ℃， １５０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 １６ ｈ 后，
离心弃上清并用无菌 ＰＢＳ洗 ３次备用。
２􀆰 ６􀆰 ２　 总 ＲＮＡ提取 　 采用液氮研磨法提取各组总 ＲＮＡ。
用接种环取适量菌细胞至预冷的研钵中， 把菌细胞调整为

便于研磨的立体状， 加入液氮快速研磨至白色粉末出现，
加入 ＴＲＩｚｏｌ 裂解液混匀， 将其转移至无菌无酶 ＥＰ 管中，
室温放置 ５ ｍｉｎ， 加入氯仿剧烈混匀， 室温放置 ３ ｍｉｎ，
４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 待样品分层后取上清

２００ μＬ， 加入等体积异丙醇轻摇混匀， 室温放置 １０ ｍｉｎ，
５２１４
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４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 弃上清， 加入 ７５％ 乙醇

洗涤沉淀 ２ 次， 弃上清， 加入无酶水使 ＲＮＡ 沉淀完全

溶解。
２􀆰 ６􀆰 ３　 ｃＤＮＡ制备 　 按 Ｐｒｏｍｅｇａ Ｇｏ Ｓｃｒｉｐｔ 反转录试剂盒，
２０ μＬ总体系， 冰上进行 ｃＤＮＡ逆转。 加样结束后， 低速离

心机使之沉降混匀， 进行逆转录， 反应条件为 ４２ ℃
１５ ｍｉｎ， ７０ ℃ １５ ｍｉｎ， ４ ℃ １０ ｍｉｎ。
２􀆰 ６􀆰 ４　 引物设计及合成　 引物由上海生工生物工程技术服

务有限公司合成， 序列见表 １。
表 １　 引物序列 （Ⅰ）

基因 序列（５′→３′） 产物长度 ／ ｂｐ

ＡＣＴ１⁃正向 ＡＣＧＧＴＧＡＡＧＡＡＧＴＴＧＣＴＧＣＴ １８０

ＡＣＴ１⁃反向 ＴＧＧＡＴＴＧＧＧＣＴＴＣＡＴＣＡＣＣＡ

ＣＤＲ１⁃正向 ＧＧＴＧＣＴＧＣＣＡＴＧＴＴＣＴＴＴＧＣ １３３

ＣＤＲ１⁃反向 ＡＧＧＣＡＴＣＡＧＣＴＧＡＡＧＧＡＣＧＡ

ＣＤＲ２⁃正向 ＡＡＧＡＧＡＡＧＣＴＣＣＡＴＣＧＡＧＡＡＣＡＴＴＣＡＧ １４９

ＣＤＲ２⁃反向 ＣＴＧＴＣＧＧＴＴＣＡＧＣＡＴＴＧＧＣＡＴＡＴＡＡＴＣ

ＭＤＲ１⁃正向 ＧＴＧＣＴＧＣＴＡＣＴＡＣＴＧＣＴＴＣＴＧＧＴＧ １３９

ＭＤＲ１⁃反向 ＡＡＣＡＣＴＧＡＴＧＣＡＡＴＧＡＣＴＧＡＴＣＴＧＡＡＣ

ＥＦＧ１１⁃正向 ＡＴＴＧＧＡＧＡＣＧＴＧＡＴＧＣＡＧＣＴ ８０

ＥＦＧ１１⁃反向 ＡＴＣＡＣＣＡＣＧＴＴＣＴＣＴＴＣＴＣＡＧＴ

２􀆰 ６􀆰 ５　 实时荧光定量 ＰＣＲ 反应 　 按照试剂盒制备反应体

系， 总体系 ２０ μＬ。 加样结束后， 低速离心机使之沉降混

匀， 反应条件为预变性 ９５ ℃ １２０ ｓ； 扩增定量程序 ４０个循

环， 循环参数为 ９５ ℃变性 １２０ ｓ， ９５ ℃退火 １５ ｓ， ７２ ℃延

伸 ６０ ｓ。 每个样品设置 ３个复孔， 重复实验 ３次。
２􀆰 ７　 灯台叶总碱与氟康唑联用对耐药白念珠菌形态转化的

影响　 菌丝诱导液体培养基 Ｓｐｉｄｅｒ ／ ＳＤ 调整菌株终浓度为

１×１０５ＣＦＵ ／ ｍＬ， 实验分为对照组、 氟康唑组、 灯台叶总碱

组、 氟康唑＋灯台叶总碱组。 每组总体积 ４ ｍＬ， 分别加入

菌液和相应药物混匀， 每孔 １ ｍＬ， 接种于 ２４ 孔板， ３７ ℃
下恒温恒湿孵育， 分别在 ２、 ４、 ６ ｈ 于显微镜下观察白念

珠菌形态转化情况并拍照。
２􀆰 ８　 扫描电镜观察耐药白念珠菌菌丝形态　 菌丝诱导液体

培养基 Ｓｐｉｄｅｒ ／ ＳＤ调整菌株终浓度为 １×１０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ， 实验

分为对照组、 氟康唑组、 灯台叶总碱组、 氟康唑＋灯台叶

总碱组。 每组总体积 ４ ｍＬ， 分别加入菌液和相应药物混

匀， 每孔 １ ｍＬ， 接种于 ２４ 孔板， ３７ ℃下恒温恒湿孵育

６ ｈ， 离心收集菌细胞， 用预冷无菌 ＰＢＳ洗涤并重悬， 调整

适量浓度。 各组取 １０ μＬ垂直滴在细胞爬片上， ３７ ℃室温

放置３０ ｍｉｎ， 加入 ２０ μＬ ５％ 戊二醛， 避光固定过夜。 无菌

ＰＢＳ清洗固定好的细胞爬片， 乙醇梯度脱水， 干燥后将样

品贴在带双面胶纸带的样品台上， 经真空蒸镀仪喷金

２０ ｍｉｎ， 于扫描电镜下观察并拍照。
２􀆰 ９　 灯台叶总碱与氟康唑联用对耐药白念珠菌菌丝相关基

因的影响

２􀆰 ９􀆰 １　 引物设计及合成　 引物由北京擎科生物科技股份有

限公司合成， 序列见表 ２。

表 ２　 引物序列 （Ⅱ）
引物 序列（５′→３′） 产物长度 ／ ｂｐ

ＲＡＳ１⁃正向 ＧＴＧＧＴＧＧＴＧＴＴＧＧＴＡＡＡＴＣＣＧ １７８
ＲＡＳ１⁃反向 ＴＧＴＴＣＴＣＴＣＡＴＧＧＣＣＡＧＡＴＡＴＴＣ
ＣＹＲ１⁃正向 ＡＣＴＴＧＧＴＧＡＣＴＧＣＡＧＡＣＴＧＧ １１０
ＣＹＲ１⁃反向 ＡＣＣＣＡＴＡＣＧＡＡＣＣＧＡＣＡＡＣＣ
ＡＬＳ３⁃正向 ＴＧＴＴＣＣＴＧＣＣＧＧＴＴＡＴＣＧＴＣ １２４
ＡＬＳ３⁃反向 ＧＡＡＡＧＧＴＧＣＡＣＧＴＴＧＣＣＡＡＴ
ＢＣＲ１⁃正向 ＧＣＡＴＴＧＣＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣＴＡＡ １７０
ＢＣＲ１⁃反向 ＡＡＴＧＣＣＡＡＴＧＧＴＴＣＧＧＧＴＣＴ
ＡＬＳ２⁃正向 ＧＴＡＣＣＴＴＣＧＡＡＴＣＣＡＧＧＧＧＣ １１３
ＡＬＳ２⁃反向 ＣＣＡＧＴＧＧＣＡＧＧＧＡＴＡＴＴＴＧＧＴ
ＴＰＫ２⁃正向 ＧＴＣＧＡＧＣＴＣＣＡＡＣＡＴＴＡＣＣＣＡ １２３
ＴＰＫ２⁃反向 ＧＡＡＣＧＴＴＣＡＧＧＣＡＡＣＡＡＣＧＡ
ＥＦＧ１⁃正向 ＡＡＴＧＴＧＧＣＣＣＡＡＡＴＧＡＣＡＣＧ １３１
ＥＦＧ１⁃反向 ＧＣＣＡＴＧＧＣＣＡＡＴＧＣＴＣＴＴＴＣ

２􀆰 ９􀆰 ２　 实时荧光定量 ＰＣＲ　 按照试剂盒制备反应体系， 总

体系 ２０ μＬ。 加样结束后， 低速离心机使之沉降混匀， 反

应条件为 ９５ ℃预变性 ６００ ｓ； 扩增定量程序 ４５个循环， 循

环参数为 ９５ ℃变性 １５ ｓ， ５５ ℃退火 ３０ ｓ， ７２ ℃延伸 ３０ ｓ。
每组样品设置 ３个复孔， 重复实验 ３ 次。
２􀆰 １０　 外源性 ｃＡＭＰ 添加实验　 使用菌丝诱导液体培养基

Ｓｐｉｄｅｒ ／ ＳＤ调整菌株浓度为 １×１０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ， 实验分为对照

组、 氟康唑＋灯台叶总碱组、 添加 ｄｂ⁃ｃＡＭＰ 的对照组和添

加 ｄｂ⁃ｃＡＭＰ 的氟康唑＋灯台叶总碱组。 每组总体积 ４ ｍＬ，
分别加入菌液、 相应药物和 ｄｂ⁃ｃＡＭＰ 混匀， 每孔 １ ｍＬ， 接

种于 ２４孔板， ３７ ℃恒温恒湿孵育， 于显微镜下观察白念

珠菌形态转化情况并拍照。
２􀆰 １１　 灯台叶总碱与氟康唑联用对耐药白念珠菌胞外磷脂

酶活性的影响　 使用新鲜沙氏液体培养基调整 ＣＡ２３ 终浓

度为 １×１０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ， 实验分为对照组、 氟康唑组、 灯台叶

总碱组、 联用Ⅰ组 （１ ／ ４ＭＩＣ）、 联用Ⅱ组 （１ ／ ２ＭＩＣ）、 联

用Ⅲ组 （１ＭＩＣ）、 联用Ⅳ组 （２ＭＩＣ）、 联用Ⅴ组 （４ＭＩＣ）。
每组体积 １０ ｍＬ， 加入菌液和相应药物， ３７ ℃恒温摇床

１５０ ｒ ／ ｍｉｎ培养 １６～２４ ｈ后， 离心弃上清并用无菌 ＰＢＳ 清洗

３次， ＰＢＳ重悬调整浓度为 １×１０７ＣＦＵ ／ ｍＬ， 每组取 １０ μＬ
滴加于卵黄琼脂培养皿上， ３７ ℃恒温恒湿培养箱中培养

７２ ｈ， 游标卡尺测量沉淀圈及菌落直径， 计算 Ｐｚ 值， 公式

为 Ｐｚ＝菌落直径 ／沉淀圈直径， 以 Ｐｚ 值的大小表示磷脂酶

的活性。 每组平行 ３次， 实验重复 ３次。
２􀆰 １２　 统计学分析 　 通过 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件进行处

理， 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间正态分布资料采用 ｔ 检
验， 多组间差异比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５表示差

异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 灯 台 叶 总碱 体 外 抗 真 菌 活 性 　 如表 ３ 所示， 除

ＳＣ５３１４、 ＣＡ４５７４外， 其余菌株均为氟康唑耐药株。 灯台叶

总碱单用对氟康唑耐药株及敏感株均无抑菌作用； 灯台叶

总碱与氟康唑联用时， 对敏感株有抑制作用， 但无协同增

效作用， 但对所有氟康唑耐药株均表现为显著协同抑菌作
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用， 其联合指数 ＦＩＣＩ在 ０􀆰 ００６～０􀆰 １１范围。
表 ３　 氟康唑与灯台叶总碱对白念珠菌的抑菌活性 （ｘ±ｓ，

ｎ＝３）

菌株
ＭＩＣ ／ （μｇ·ｍＬ－１）

氟康唑 灯台叶总碱 氟康唑＋灯台叶总碱

联合指数

（ＦＩＣＩ）
ＳＣ５３１４ １􀆰 ５９±０􀆰 ０７ ＞１ ０００ １􀆰 １６±０􀆰 ０２ ０􀆰 ７１
ＣＡ２３ ＞１ ０００ ＞１ ０００ ３１􀆰 ２３±１􀆰 １８ ０􀆰 ０３
ＣＡ３８１６ ＞１ ０００ ＞１ ０００ １７􀆰 １７±２􀆰 １８ ０􀆰 ０２
ＣＡ１８７ ＞１ ０００ ＞１ ０００ ６５􀆰 ９７±０􀆰 ６７ ０􀆰 ０７
ＣＡ８００ ＞１ ０００ ＞１ ０００ ６２􀆰 ０５±３􀆰 １５ ０􀆰 ０６
ＣＡ３５１１ ＞１ ０００ ＞１ ０００ １４􀆰 ３１±２􀆰 １０ ０􀆰 ０１
ＣＡ４５０８ ＞１ ０００ ＞１ ０００ ４２􀆰 ３５±２􀆰 ０２ ０􀆰 ０４
ＣＡ３８１ ＞１ ０００ ＞１ ０００ ２７􀆰 ３１±１􀆰 ４６ ０􀆰 ０３
ＣＡ８０８ ＞１ ０００ ＞１ ０００ １０８􀆰 ７３±２􀆰 ８７ ０􀆰 １１
ＣＡ６０２ ＞１ ０００ ＞１ ０００ ６􀆰 ５４±０􀆰 ２０ ０􀆰 ００６
ＣＡ５５０ ＞１ ０００ ＞１ ０００ ２５􀆰 ３８±１􀆰 ７９ ０􀆰 ０３
ＣＡ４５７４ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０２ ＞１ ０００ ０􀆰 ３３±０􀆰 ０１ ０􀆰 ９４

３􀆰 ２　 灯台叶总碱与氟康唑最佳联用浓度测定　 棋盘法测定

灯台叶总碱与氟康唑对临床白念珠菌 ＣＡ２３ 联用时的药物

质量浓度， 以两药联用能达到的最小抑菌浓度为标准， 主

要对应抑制率达 ８０％ 以上的药物质量浓度， 具体对应灯台

叶总碱质量浓度 ３２ μｇ ／ ｍＬ， 氟康唑质量浓度 １６ μｇ ／ ｍＬ，
结果见表 ４。
３􀆰 ３　 灯台叶总碱与氟康唑对耐药白念珠菌时间⁃杀菌曲线

的影响　 如图 １ 所示， 单用氟康唑 （１６ μｇ ／ ｍＬ） 对 ＣＡ２３
有轻微抑制作用， 单用灯台叶总碱 （３２ μｇ ／ ｍＬ） 则无明显

抑制作用； 灯台叶总碱联合氟康唑作用 ４ ｈ 后， 表现出抑

制作用， 尤其是药物处理 １２ ｈ时 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ４　 灯台叶总碱与氟康唑对耐药白念珠菌外排水平的影

响　 与对照组比较， 未加葡萄糖组， 在灯台叶总碱和氟康

唑＋灯台叶总碱分别处理 ３ ｈ 内， 均对菌株的外排无抑制，
见图 ２Ａ。 与对照组比较， 加葡萄糖组， 氟康唑和氟康唑＋
灯台叶总碱分别处理 ３ ｈ 内， 均于第 ０􀆰 ５ 小时后开始抑制

菌株的外排， 并持续至第 ３ 小时 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 但

与氟康唑组比较， 氟康唑＋灯台叶总碱组并无明显变化，
见图 ２Ｂ。

表 ４　 灯台叶总碱与氟康唑不同联用剂量的抑菌情况 （ｎ＝３）

氟康唑 ／ （μｇ·ｍＬ－１）
灯台叶总碱 ／ （μｇ·ｍＬ－１）

０ ２ ４ ８ １６ ３２ ６４ １２８ ２５６ ５１２ １ ０２４
０ ０ －０􀆰 １２ ２􀆰 １３ ３􀆰 ２２ ２􀆰 ７２ －０􀆰 ２８ －１􀆰 ８３ －１􀆰 ３５ －０􀆰 ２８ －０􀆰 １７ ７９􀆰 ５８
２ １５􀆰 ３９ １９􀆰 ３４ １６􀆰 １９ ２４􀆰 ７４ ３８􀆰 ４０ ７６􀆰 ９２ ９６􀆰 ７０ ９６􀆰 ５１ ９５􀆰 ７７ ８９􀆰 ５３ ７６􀆰 ８６
４ １９􀆰 １０ ２３􀆰 １７ １９􀆰 ７１ ２１􀆰 １３ ３３􀆰 ９７ ７０􀆰 ０４ ９４􀆰 ７８ ９６􀆰 １５ ９５􀆰 ８５ ８９􀆰 ９９ ７６􀆰 ５９
８ １８􀆰 ４８ ２４􀆰 １６ １８􀆰 ００ ２６􀆰 ５９ ４４􀆰 ３７ ７２􀆰 ００ ９０􀆰 ６４ ９５􀆰 ６８ ９５􀆰 ６６ ９０􀆰 １２ ７９􀆰 １６
１６ ２０􀆰 ４３ ２９􀆰 ７３ ２２􀆰 １３ ３１􀆰 ４２ ５１􀆰 ２５ ８７􀆰 ４４ ９２􀆰 ６６ ９６􀆰 １７ ９５􀆰 ６０ ８８􀆰 ５８ ７７􀆰 ６８
３２ １６􀆰 ８８ ２１􀆰 ７０ １５􀆰 ６８ ２３􀆰 ８６ ５２􀆰 ３１ ８１􀆰 ４５ ９２􀆰 ４５ ９５􀆰 ７１ ９５􀆰 ８２ ９０􀆰 ７５ ７５􀆰 ９５
６４ １４􀆰 ８８ １５􀆰 ５６ １６􀆰 ８３ ２８􀆰 ８０ ５６􀆰 １０ ９０􀆰 ５７ ９５􀆰 ５６ ９６􀆰 ６４ ９６􀆰 ０５ ８９􀆰 ４６ ７７􀆰 ０２
１２８ １３􀆰 ７０ ２０􀆰 ８４ １９􀆰 ２８ ２３􀆰 ０７ ６５􀆰 ７０ ９３􀆰 ９４ ９６􀆰 ９１ ９７􀆰 ６６ ９６􀆰 ８３ ９０􀆰 ７４ ７９􀆰 ４２

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 灯台叶总碱与氟康唑对 ＣＡ２３ 时间⁃杀
菌曲线的影响 （ｎ＝３）

３􀆰 ５　 灯台叶总碱与氟康唑对耐药白念珠菌耐药相关基因表

达的影响　 如图 ３所示， 与对照组比较， 氟康唑＋灯台叶总

碱组仅下调 ＭＤＲ１ ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 但与氟康唑组

比较并无明显变化。
３􀆰 ６　 灯台叶总碱与氟康唑对耐药白念珠菌形态转化的影

响　 如图 ４所示， ＣＡ２３在 ＳＤ和 Ｓｐｉｄｅｒ液体培养基培养 ６ ｈ
均能形成错综复杂、 细长盘绕的菌丝。 给药处理后， 灯台

叶总碱组对菌丝并无抑制作用， 氟康唑组在 ２、 ４ ｈ 均有抑

制作用， ６ ｈ略有轻微抑制作用； 而灯台叶总碱和氟康唑联

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 灯台叶总碱与氟康唑对 ＣＡ２３ 外排水平的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）

合组在 ２、 ４、 ６ ｈ 均能抑制菌丝的生长， 且与氟康唑组比

较， 抑制作用持续， 菌丝长度较短， 菌丝数量也减少。
３􀆰 ７　 扫描电镜下观察灯台叶总碱与氟康唑对耐药白念珠菌

菌丝形态的影响　 如图 ５ 所示， 扫描电镜下， 氟康唑与灯

台叶总碱联用能够抑制 ＣＡ２３菌株在 ２种菌丝诱导培养基中

的菌丝生长， 而氟康唑与灯台叶总碱分别单用处理下依然

存在菌丝交错。
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注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 灯台叶总碱与氟康唑对 ＣＡ２３ 耐药相关基因表达

的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ８　 灯台叶总碱与氟康唑对耐药白念珠菌菌丝相关基因表

达的影响　 与对照组比较， 灯台叶总碱组和氟康唑＋灯台叶

总碱组菌丝相关基因 ＲＡＳ１、 ＣＹＲ１、 ＢＣＲ１、 ＥＦＧ１、 ＡＬＳ２、
ＡＬＳ３、 ＴＰＫ２ ｍＲＮＡ表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 氟康唑组 ＲＡＳ１、
ＢＣＲ１、 ＥＦＧ１、 ＡＬＳ２、 ＡＬＳ３、 ＴＰＫ２ ｍＲＮＡ 表达降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与氟康唑组比较， 氟康唑 ＋灯台叶总碱组 ＲＡＳ１、
ＣＹＲ１、 ＢＣＲ１、 ＡＬＳ２、 ＡＬＳ３、 ＴＰＫ２ ｍＲＮＡ 表 达 降 低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 而 ＥＦＧ１ ｍＲＮＡ表达无明显变化 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ６。

图 ４　 灯台叶总碱与氟康唑对 ＣＡ２３ 形态转化的影响 （×２０）

图 ５　 扫描电镜下灯台叶总碱与氟康唑对 ＣＡ２３ 形态转化的影响 （×３ ０００）

注： 与对照组比较，∗ Ｐ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ＜ ０􀆰 ０１； 与氟康唑组比较，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 灯台叶总碱与氟康唑对 ＣＡ２３ 菌丝相关基因表达

的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ９　 添加外源性 ｃＡＭＰ 对灯台叶总碱与氟康唑作用于

ＣＡ２３的影响　 如图 ７ 所示， ｃＡＭＰ 类似物的加入可以减轻

部分氟康唑与灯台叶总碱联用引起的菌株形态变化， 尤其

是在 ＳＤ液体培养基中， 可以看出添加外源性 ｃＡＭＰ 后， 氟

康唑与灯台叶总碱联用组菌菌丝更密集。
３􀆰 １０　 灯台叶总碱与氟康唑对耐药白念珠菌胞外磷脂酶活

性的影响 　 磷脂酶活性分为阴性 （ Ｐｚ ＝ １）、 极低 （ Ｐｚ ＝
０􀆰 ９０ ～ ０􀆰 ９９）、 低 （ Ｐｚ ＝ ０􀆰 ８０ ～ ０􀆰 ８９）、 高 （ Ｐｚ ＝ ０􀆰 ７０ ～
０􀆰 ７９）、 极高 （Ｐｚ ＝ ０􀆰 ６０ ～ ０􀆰 ６９）。 如表 ５ 所示， ＣＡ２３ 有极

高的磷脂酶活性， 灯台叶总碱处理后并无明显变化 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）， 氟康唑处理对磷脂酶活性有略微抑制作用， 但磷脂

酶活性依然高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 氟康唑与灯台叶总碱联用能降

低磷脂酶活性 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 且对灯台叶总碱呈现剂量依

赖性。
４　 讨论

灯台叶是夹竹桃科鸡骨常山属糖胶树的干燥叶［５］ ， 具

有镇痛止咳、 抗氧化、 抗肿瘤等广泛的药理活性［６］ 。 研究

显示， 灯台叶提取物对部分细菌和真菌均具有良好的抑菌

活性［７⁃８］ ， 还具有一定的抗病毒作用［９］ ， 但对白念珠菌相
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图 ７　 外源性 ｃＡＭＰ 对灯台叶总碱与氟康唑作用于 ＣＡ２３ 的影响 （×２０）

关研究报道甚少。 本实验发现， 灯台叶总碱与氟康唑联用

仅对白念珠菌氟康唑耐药株表现出协同作用， 其 ＦＩＣＩ 在
０􀆰 ００６～０􀆰 １１。
表 ５　 灯台叶总碱与氟康唑对 ＣＡ２３ 胞外磷脂酶活性的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 Ｐｚ值 磷脂酶活性

对照组 ０􀆰 ６６±０􀆰 ０２ 极高

氟康唑组 ０􀆰 ７３±０􀆰 ０１∗ 高

灯台叶总碱组 ０􀆰 ６８±０􀆰 ０１ 极高

联用Ⅰ组 ０􀆰 ８４±０􀆰 ０１∗∗ 低

联用Ⅱ组 ０􀆰 ８７±０􀆰 ０１∗∗ 低

联用Ⅲ组 ０􀆰 ８８±０􀆰 ０１∗∗ 低

联用Ⅳ组 ０􀆰 ９１±．０􀆰 ０４∗∗ 极低

联用Ⅴ组 ０􀆰 ９７±０􀆰 ０４∗∗ 极低

　 　 注： 联用Ⅰ组为 １ ／ ４ＭＩＣ， 联用Ⅱ组为 １ ／ ２ＭＩＣ， 联用Ⅲ组为

１ＭＩＣ， 联用Ⅳ组为 ２ＭＩＣ， 联用Ⅴ组为 ４ＭＩＣ。 与对照组比较，∗Ｐ＜

０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

　 　 白念珠菌对唑类耐药的原因是多方面的［１０］ ， 一方面是

外排泵活力增强， 主要表现膜转运蛋白增加， 如 ＣＤＲ１ｐ、
ＣＤＲ２ｐ、 ＭＤＲ１ｐ［１１］ ； 另一方面是 ＥＲＧ１１基因的过表达或突

变［１２］ 。 本课题组就此进行研究， 发现灯台叶总碱的增敏作

用与耐药基因表达无关， 而与毒力因子相关。
白念珠菌从共生菌转变为病原体的过程中伴随毒力因

子的释放， 如粘附素的表达、 生物膜的形成、 水解酶的分

泌、 形态的改变以及其代谢适应性等［１３］ 。 白念珠菌形态转

变是其主要毒力因子之一。 白念珠菌能够在宿主体内以酵

母、 假菌丝和菌丝生长形式间进行可逆转换［１４］ 。 通过菌丝

的形成、 伸长、 拉伸能最终杀死巨噬细胞［１５］ ， 抵抗免疫系

统， 增加致病风险。 在 ２ 种诱导菌丝生长的液体培养基中

均观察到临床耐药株 ＣＡ２３形成密集、 盘绕的菌丝， 加入氟

康唑和灯台叶总碱后， 菌丝长度较短且数量减少， 从而抑

制菌丝生长。
白念珠菌依赖 Ｒａｓ１ ／ ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ信号通路， 参与调节形

态转换和毒力特性。 缺失 ＲＡＳ１ 基因会导致菌丝生长缺陷，
同时降低系统性感染模型小鼠的毒力［１６］ 。 而 ＴＰＫ２ 基因的

缺失， 使 ＰＫＡ活性降低为野生型的 １０％ ， 伴随菌丝生长受

阻［１７］ 。 转录调控因子 ＥＦＧ１及 ＢＣＲ１， 在调节菌丝方面发挥

重要作用［１８］ 。 凝集素样序列基因 家 族 （ ａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ⁃ｌｉｋｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ， ＡＬＳ） 是白念珠菌粘附的主要成员， ＡＬＳ３高表达

白念珠菌更易导致对唑类药物的耐药性增加［１９］ 。 本实验结

果显示， 氟康唑和灯台叶总碱联用降低了 ＲＡＳ１、 ＣＹＲ１、
ＴＰＫ２、 ＢＣＲ１、 ＡＬＳ２和 ＡＬＳ３ ｍＲＮＡ表达， 但对 ＥＦＧ１ ｍＲＮＡ
表达的影响与氟康唑单用并无明显变化， 说明两药联用对

Ｒａｓ１ ／ ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ通路可能是通过中央调控因子 ＢＣＲ１ 来调

节的。 加入 ｄｂ⁃ｃＡＭＰ， 再次验证两药联用对菌丝的抑制是

通过 Ｒａｓ１ ／ ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ途径实现的。
磷脂酶作为白念珠菌中另一重要的毒力因子， 主要通

过分解宿主细胞膜， 增加膜通透性， 提高入侵宿主的能

力［２０］ 。 本研究发现， 氟康唑和灯台叶总碱联用对白念珠菌

的抑制作用可能与抑制胞外磷脂酶活性有关， 且抑制效果

与灯台叶总碱剂量呈正相关。
综上所述， 灯台叶总碱与氟康唑联用对白念珠菌临床

耐药株表现出良好的协同作用， 其可能是通过抑制菌丝和

磷脂酶活性， 调节 Ｒａｓ１ ／ ｃＡＭＰ ／ ＰＫＡ途径影响白念珠菌毒力

因子而引起的。 这表明灯台叶总碱有成为氟康唑增敏剂的

潜力， 但灯台叶总碱对临床耐药株深入的作用机制及其在

体内抗真菌的作用机制还有待研究。
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