
［ ８ ］ 　 曾慧婷， 沙秀秀， 朱邵晴， 等． 丹参及丹参茎叶水提物

ＵＰＬＣ 指纹图谱研究与丹酚酸类成分定量分析［ Ｊ］ ． 药物

分析杂志， ２０１７， ３７（４）： ６０２⁃６０９．
［ ９ ］ 　 喻芳君， 钱　 浩， 马志国． 鲜丹参的干燥工艺研究［Ｊ］ ． 海峡

药学， ２０１６， ２８（１１）： ３８⁃４０．
［１０］ 　 郭　 辉． 不同干燥方式对丹参多酚酸类成分的影响［ Ｊ］ ．

世界最新医学信息文摘， ２０１５， １５（１７）： １０７； １１２．
［１１］ 　 陈立军， 黄文芳， 刘苗苗， 等． 丹参中多酚酸类成分的干燥

方式研究［Ｊ］ ． 中药材， ２０１４， ３７（９）： １６８０⁃１６８２．
［１２］ 　 沙秀秀． 丹参茎叶资源化学研究与药材质量标准的建立

［Ｄ］． 南京： 南京中医药大学， ２０１６．
［１３］ 　 翟宏宇， 郝羚竹， 王海洋， 等． ＨＰＬＣ 测定丹参茎叶花中迷

迭香酸和丹酚酸 Ｂ 的含量［ Ｊ］ ． 中国现代中药， ２０１８， ２０
（３）： ２９８⁃３００．

［１４］ 　 银慧慧， 刘　 伟， 赵　 武， 等． 桃金娘根总多酚的超声提取

及抗氧化活性研究［ Ｊ］ ． 中国医药导报， ２０１９， １６（ １０）：
３３⁃３６．

［１５］ 　 Ｂｅｒｋｅｒ Ｋ Ｉ， Ｋｕｂｉｌａｙ Ｇ， Ｔｏｒ Ｉ， ｅｔ ａｌ． Ｔｏｔａｌ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙ
ａｓｓａｙ ｕｓｉｎｇ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｆｅｒｒｉｃｙａｎｉｄｅ ／ ｐｒｕｓｓｉａｎ ｂｌｕｅ ｍｅｔｈｏｄ ［ Ｊ］ ．
Ｆｏｏｄ Ａｎａｌ Ｍｅｔｈｏｄ， ２０１０， ３（３）： １５４⁃１６８．

［１６］ 　 Ｗａｎｇ Ｃ Ｙ， Ｃｈｅｎ Ｙ Ｗ， Ｈｏｕ Ｃ Ｙ． Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｎｄ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｓｅｖｅｎ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔ ｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｆｏｏｄ Ｐｒｏｐ，
２０１９， ２２（１）： ２３０⁃２３８．

［１７］ 　 Ｌｕ Ｃ， Ｌｉ Ｈ， Ｌｉ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｒａｄｉｃａｌ
ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ａｍｙｇｄａｌｕｓ ｐｅｄｕｎｃｕｌａｔａ Ｐａｌｌ ｌｅａｖｅｓ’ ｅｓ⁃
ｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ［Ｊ］ ． Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍ Ｔｏｘｉｃｏｌ， ２０１８， １１９： ３６８⁃３７４．

［１８］ 　 Ｌｉ Ｘ， Ｗａｎｇ Ｚ Ｚ． Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ， ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｎｄ ａｎ⁃

ｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｏｉｌ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒ⁃
ｒｈｉｚａ Ｂｕｎｇｅ［Ｊ］ ． Ｊ Ｅｓｓｅｎｔ Ｏｉｌ Ｒｅｓ， ２００９， ２１（５）： ４７６⁃４８０．

［１９］ 　 刘铁军， 孙胜斌， 陈翔宇， 等． 不同浓缩方法对丹参提取液

的影响［Ｊ］ ． 中国现代中药， ２０１８， ２０（２）： ２０８⁃２１２．
［２０］ 　 李晓英， 薛　 梅， 樊汶樵， 等． 不同干燥方式对蓝莓叶中酚

类物质及其抗氧化活性的影响［ Ｊ］ ． 中国农业科学， ２０１８，
５１（１３）： ２５７０⁃２５７８．

［２１］ 　 Ｐｅｒｉｃｈｅ Ａ， Ｍａｒíａ Ｌｕｉｓａ Ｃａｓｔｅｌｌó， Ｈｅｒｅｄｉａ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｒｙｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｌｉｃ， ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ａｎｄ ｖｏｌａｔｉｌｅ
ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｏｆ Ｓｔｅｖｉａ ｒｅｂａｕｄｉａｎａ ｌｅａｖｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｆｌａｖｏｕｒ Ｆｒａｇｒ Ｊ，
２０１５， ３１（２）： １７３⁃１７７．

［２２］ 　 邹　 容， 游玉明， 陈泽雄， 等． 干燥方式对金银花多酚组分

及其抗氧化活性的影响 ［ Ｊ］ ． 食品科学， ２０１６， ３７ （ ５）：
７８⁃８３．

［２３］ 　 沙秀秀， 宿树兰， 沈　 飞， 等． 不同生长期丹参茎叶及花序

中丹酚酸类化学成分的分布与积累动态分析评价［Ｊ］ ． 中草

药， ２０１５， ４６（２２）： ３４１４⁃３４１９．
［２４］ 　 Ａｎｗａｒ Ｆ， Ｋａｌｓｏｏｍ Ｕ， Ｓｕｌｔａｎａ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｒｙｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｐｈｅｎｏｌｉｃｓ ａｎｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃａｕｌｉｆｌｏｗｅｒ （Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ Ｌ．） ｅｘｔｒａｃｔｓ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ
Ｆｏｏｄ Ｒｅｓ Ｊ， ２０１３， ２０（２）： ６５３⁃６５９．

［２５］ 　 李　 帆， 邵佩兰， 韩娅婷， 等． 干燥方式对红枣色素活性成

分含量及抗氧化活性的影响［Ｊ］ ． 食品科技， ２０１９， ４４（１）：
１２０⁃１２４．

［２６］ 　 余　 茜， 马　 燕， 范丹君， 等． ＮａＣｌ⁃ＣａＣｌ２ 处理对发芽大豆

酚类物质富集及抗氧化能力的影响［ Ｊ］ ． 食品与发酵工业，
２０１９， ４５（１）： １５２⁃１５８．

大蒜素对白色念珠菌毒力因子作用机制的研究

熊延靖， 　 吴艳红， 　 陈　 京

（皖南医学院， 医学微生物学与医学免疫学教研室， 安徽 芜湖 ２４１００２）

收稿日期： ２０１９⁃１１⁃１９
基金项目： 皖南医学院自然科学研究项目 （ＷＫ２０１９０９）； 安徽省教育厅自然科学重点项目 （ＫＪ２０１９Ａ０４２５）
作者简介： 熊延靖 （１９８２—）， 女， 硕士， 讲师， 研究方向为药物分析。 Ｔｅｌ： １３５０６５５２５１３， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ４６３６５８１２２＠ ｑｑ．ｃｏｍ

摘要： 目的　 探讨大蒜素对白色念珠菌毒力因子的作用机制。 方法　 采用 ＣＬＳＩ⁃Ｍ２７⁃Ａ３ 微量液基稀释法检测大蒜素对

白色念珠菌的最小抑菌浓度 （ＭＩＣ）； 通过时间⁃杀菌曲线检测大蒜素的杀菌作用； Ｓｐｉｄｅｒ 液体培养基中观察大蒜素对

白色念珠菌菌丝生长的影响； ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测大蒜素对白色念珠菌菌丝相关基因表达的影响； 卵黄乳液琼脂平板法检

测大蒜素对白色念珠菌细胞外磷脂酶活性的影响。 结果　 大蒜素对白色念珠菌的 ＭＩＣ 值为 １２􀆰 ５～ ２５ μｇ ／ ｍＬ； 时间⁃杀
菌曲线显示 ２ ＭＩＣ、 ４ ＭＩＣ 浓度的大蒜素对白色念珠菌生长保持有效的抑制作用； 在 Ｓｐｉｄｅｒ 液体培养基中， １ ＭＩＣ、
２ ＭＩＣ、 ４ ＭＩＣ 浓度的大蒜素能明显抑制白色念珠菌菌丝的生长； ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示， 在 １ ＭＩＣ、 ２ ＭＩＣ、 ４ ＭＩＣ 浓度

的大蒜素作用下， 白色念珠菌菌丝相关基因表达下调； 当大蒜素浓度≥１／ ２ ＭＩＣ 时， 白色念珠菌细胞外磷脂酶的活性

降低。 结论　 大蒜素可通过抑制白色念珠菌菌丝生长、 调节菌丝相关基因的表达， 以及抑制细胞外磷脂酶活性等， 发

挥抑制白色念珠菌毒力因子的作用。
关键词： 大蒜素； 白色念珠菌； 菌丝； 作用机制
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Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｌｌｉｃｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｆ Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ

ＸＩＯＮＧ Ｙａｎ⁃ｊｉｎｇ， 　 ＷＵ Ｙａｎ⁃ｈｏｎｇ， 　 ＣＨＥＮ Ｊｉｎｇ
（Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ， Ｗａｎｎａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ， Ｗｕｈｕ ２４１００２， Ｃｈｉｎａ）

ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： ａｌｌｉｃｉｎ； Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ； ｈｙｐｈａｅ； ｍｅｃｈａｎｉｓｍ

　 　 白色念珠菌 Ｃａｎｄｉｄａ ａｌｂｉｃａｎｓ 是常驻于人体内

的一种条件致病性真菌。 目前随着抗癌药物、 ＨＩＶ
感染、 免疫抑制剂的大量使用等引起的免疫功能下

降， 以及侵入性治疗如血透、 插管技术等广泛应

用， 均可能造成全身或局部真菌感染。 据相关统

计， 侵袭性念珠菌病在全球范围内已达 ２５ 万人 ／
年， 死亡案例超过 ５ 万［１］， 并且已成为重症监护室

重症感染的首要病因［２］。 由于抗真菌药物本身的

不良反应， 同时药物的不合理应用导致的耐药问题

亦日趋严重［３］， 给抗感染治疗带来巨大挑战。 因

此， 寻找新型高效、 广谱、 低毒的抗真菌药物具有

重要意义。
大蒜素是从百合科植物大蒜 Ａｌｌｉｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ Ｌ．

的鳞茎中提取的含硫有机化合物的主要有效成

分［４］。 研究显示大蒜素对多种细菌、 真菌、 病毒

和寄生虫等均具有良好的抑制作用， 被誉为天然广

谱抗生素药物［５］。 本研究旨在探讨大蒜素对白色

念珠菌毒力因子的作用机制， 以期阐明大蒜素的抗

真菌作用机制， 为丰富大蒜素的临床应用奠定科学

基础； 同时拓宽大蒜素的应用价值， 加快传统中医

药的发展。
１　 材料

１􀆰 １ 　 供试菌株 　 白色念珠菌标准菌株： ＡＸ２⁃
２０８６， 购自广州市微生物研究所。 临床分离念珠菌

４ 株， ＣＡ１、 ＣＡ２、 ＣＡ３、 ＣＡ４。 经科玛嘉念珠菌显

色培养基和酵母样真菌鉴定卡鉴定为白色念珠菌。
所有菌株均连续在改良沙氏固体培养基中接种 ２
次， 保持菌株活力， ４ ℃保存备用。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 二甲基亚砜 （ ＤＭＳＯ， 美国

Ｓｉｇｍａ 公 司， 批 号 Ｄ２６５０ ）； ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培 养 基

（批 号 ＢＬ３０３Ａ ）、 ＰＢＳ 磷 酸 盐 缓 冲 液 （ 批 号

ＢＬ３０２Ａ） （北京 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司）； 葡萄糖 （批号

Ｆ２０１９０５０９）、 甘露醇 （批号 ２０１９０３２１） （国药集团

化学试剂有限公司）； 蛋白胨 （北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司，
批号 Ｐ８４５０）； 营养肉汤 （北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司， 批

号 Ｎ８３００）； 琼脂粉 （北京奥博星生物技术有限责

任公司， 批号 ０１⁃０２３）； 卵黄乳液 （青岛海博生物

技术有限公司， 批号 ＨＢ８２９５）； 科玛嘉念珠菌显

色培养基 （批号 ＣＡ２２０）、 酵母样真菌鉴定卡 （批
号 ２１３４３） （法国⁃生物梅里埃公司）。 ＲＮＡ 提取试

剂盒 （美国 Ｏｍｅｇａ 公司， 批号 Ｒ６８７０⁃０１）； 逆转录

试剂盒 （日本 ＴａＫａＲａ 公司， 批号 ＲＲ０４７Ａ）； ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 试 剂 盒 （ 瑞 士 Ｒｏｃｈｅ 公 司， 批 号

６４０２７１２００１）； 引物 （上海生工生物工程有限公司

合成）。 大蒜素 （江苏正大清江制药有限公司， 国

药准字 Ｈ３２０２５６８３， 批号 １９０３０７）。
１􀆰 ３　 仪器　 ＢＥＣＫＭＡＮ Ａｌｌｅｇｒａ ６４Ｒ 高速冷冻离心

机 （美国贝克曼公司）； ＴＨＥＲＭＯＦＩＳＨＥＲ ＩＭＨ１００
隔水式电热恒温培养箱 （美国 Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ 公司）；
微量培养板 （ ９６ 孔、 ６ 孔； 美国 Ｃｏｒｉｎｇ 公司）；
ＥＳＣＯ ＣＬＡＳＳⅡ ＢＳＣ 生物安全柜 （新加坡艾斯克公

司）； ＺＱＺＹ⁃ＶＳ２ 恒温振荡培养箱 （上海知楚仪器

有限公司）； ＥＬＧＡ Ｐｕｒｅｌａｂｆｌｅｘ ２ 纯水机 （英国埃尔

格公司）； ＦＡ２００４ 型电子分析天平 （上海良平仪

器仪表有限公司）； 双目显微镜、 倒置显微镜 （日
本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； ＢｉｏＤｒｏｐ 核酸蛋白分析仪 （英
国柏点公司）； Ｂｉｏｔｅｋ Ｅｏｎ 全波长酶标仪 （美国伯

腾仪器有限公司）； Ｒｏｃｈｅ ｌｉｇｈｅｌｙｃｌｅｒ ９６ 荧光定量

ＰＣＲ 仪 （瑞士罗氏公司）。
１􀆰 ４　 培养基制备

１􀆰 ４􀆰 １　 改良沙氏培养基 　 葡萄糖 ４０ ｇ、 蛋白胨

１０ ｇ， 加入双蒸水定容至 １ Ｌ， １１２ ℃ 高压灭菌

１５ ｍｉｎ， 待培养基冷却至 ５０ ℃左右时加入青霉素

２０ Ｕ ／ ｍＬ、 链霉素 ４０ Ｕ ／ ｍＬ， 即为改良沙氏液体培

养基。 若制备改良沙氏固体培养基， 则在上述改良

沙氏液体培养基中加入琼脂 ２０ ｇ 再高压灭菌。 ４ ℃
保存备用。
１􀆰 ４􀆰 ２　 Ｓｐｉｄｅｒ 培养基 　 营养肉汤 １０ ｇ、 甘露醇

１０ ｇ、 Ｋ２ＨＰＯ４ ２ ｇ， 加入双蒸水定容至 １ Ｌ， 调整

培养基 ｐＨ ７􀆰 ２ （２５ ℃）， １２１ ℃高压灭菌 ２０ ｍｉｎ，
４ ℃保存备用。
１􀆰 ４􀆰 ３　 卵黄乳液琼脂培养基　 ＮａＣｌ ５􀆰 ７３ ｇ、 蛋白
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胨 １ ｇ、 葡萄糖 ３ ｇ、 ＣａＣｌ２０􀆰 ０５５ ｇ、 琼脂粉 ２ ｇ， 加

入双蒸水定容至 １００ ｍＬ。 １２１ ℃高压灭菌 ２０ ｍｉｎ，
待高压锅温度降至 ７０ ℃时， 立即取出并加入 １０％
卵黄乳液混匀。 在培养基中分别加入不同浓度大蒜

素 （终浓度为 １ ／ ４ ＭＩＣ、 １ ／ ２ ＭＩＣ、 １ ＭＩＣ、 ２ ＭＩＣ、
４ ＭＩＣ）， 混匀后分装至无菌培养皿， ４ ℃ 保存

备用。
２　 方法

２􀆰 １　 菌液制备　 将白色念珠菌标准菌株和临床菌

株分别接种于改良沙氏固体培养基中， ３７ ℃培养

４８ ｈ 后， 挑取培养基中单克隆菌落， 转种至 ５ ｍＬ
改良沙氏液体培养基， 于 ３７ ℃、 ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培

养 １６ ｈ， 使白色念珠菌处于对数生长期。 经麦氏比

浊管及血细胞计数板计数， 以 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养液

将菌液调整至浓度为 ２×１０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ， ４ ℃ 保存

备用。
２􀆰 ２　 药液制备 　 将大蒜素溶解于 ＤＭＳＯ 中， 再用

ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养液作倍比稀释， 使其质量浓度依次为

８００、 ４００、 ２００、 １００、 ５０、 ２５、 １２􀆰 ５、 ６􀆰 ２５ μｇ ／ ｍＬ。
４ ℃保存备用。
２􀆰 ３　 大蒜素对白色念珠菌的最低抑菌浓度 （ＭＩＣ）
测定 　 按照美国临床和实验室标准化研究所

（ＣＬＳＩ） 推荐的真菌敏感性检测方法 ＣＬＳＩ⁃Ｍ２７⁃
Ａ３［６］， 采用微量液基稀释法中的操作步骤进行并

略作改良。
用 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养液将白色念珠菌菌液浓度

稀释至 ２×１０３ ＣＦＵ ／ ｍＬ。 将上述浓度的大蒜素依次

加入 ９６ 孔微量培养板中， 每孔 １００ μＬ， 并设生长

对照孔 （ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养液 １００ μＬ＋菌液 １００ μＬ，
无大蒜素） 和空白对照孔 （ ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养液

２００ μＬ， 无菌液， 无大蒜素）， 每个浓度均设 ３ 复

孔。 将配制好的菌液加入相应孔中， 每孔 １００ μＬ，
使得每一梯度药液和菌液分别被 １ ∶ １ 稀释至终浓

度。 将 ９６ 孔微量培养板置 ３７ ℃温箱静置培养 ４８ ｈ
后观察结果。 以上实验在不同时间重复 ３ 次。

结果判断采用视觉法， 肉眼观察孔内菌株生长

情况， 与不含药物的空白对照孔比较， 观察到生长

完全抑制、 培养基清亮所对应的最低药物浓度

为 ＭＩＣ。
２􀆰 ４　 白色念珠菌时间⁃杀菌曲线　 采用不同时间点

取样点板计数的方法绘制大蒜素对白色念珠菌的时

间⁃杀菌曲线。 选取白色念珠菌标准菌株 ＡＸ２⁃２０８６
和临床菌株 ＣＡ２ 为试验菌株 （下同）。 具体实验操

作步骤为： 取对数生长期的白色念珠菌， 用沙氏改

良液体培养基稀释菌液浓度为 ２×１０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ。 以

各试验菌株的 ＭＩＣ 值为依据， 设置大蒜素终浓度

依 次 为 １ ／ ４ ＭＩＣ、 １ ／ ２ ＭＩＣ、 １ ＭＩＣ、 ２ ＭＩＣ、
４ ＭＩＣ。 将白色念珠菌菌液 ２ ｍＬ 加入无菌试管中，
再依次加入不同浓度大蒜素。 同时设立不加药物的

空白对照组。 混匀后置 ３７ ℃， ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 恒温振荡

培养。 分别于培养 ０、 ２、 ４、 ８、 １２、 ２４ ｈ 时取

１０ μＬ菌液按 １０ 倍倍比稀释， 取 １００ μＬ 稀释液均

匀涂布于改良沙氏固体培养基上。 ３７ ℃培养 ４８ ｈ
后计算菌落数目。 以时间点为横轴， 以不同时间点

生长的菌落数的对数为纵轴， 绘制时间⁃杀菌曲线。
２􀆰 ５　 大蒜素对白色念珠菌形态转化的影响　 检测

大蒜素对白色念珠菌标准菌株 ＡＸ２⁃２０８６ 和临床菌

株 ＣＡ２ 在 Ｓｐｉｄｅｒ 液体培养基中形态转化能力的影

响。 用 Ｓｐｉｄｅｒ 液体培养基将白色念珠菌稀释至 ２×
１０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ。 将菌液和不同浓度大蒜素分别加入

６ 孔板中， 大蒜素终浓度分别为 １ ／ ４ ＭＩＣ、 １ ／ ２
ＭＩＣ、 １ ＭＩＣ、 ２ ＭＩＣ、 ４ ＭＩＣ。 同时设立不加药物

的空白对照孔。 ３７ ℃静置孵育 ６ ｈ。 取出孔板， 在

倒置显微镜明场下观察白色念珠菌菌丝形成情况并

拍照。
２􀆰 ６　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测大蒜素对菌丝相关基因表达的

影响

２􀆰 ６􀆰 １　 总 ＲＮＡ 提取 　 将大蒜素与菌液混匀， 置

３７ ℃静置培养 ２４ ｈ 后， 收集菌体， 用无菌 ＰＢＳ 缓

冲液清洗 ３ 次后提取总 ＲＮＡ， 按照试剂盒说明书

进行。
２􀆰 ６􀆰 ２　 引物设计与合成 　 所用引物序列见表 １，
由上海生工生物工程有限公司合成。

表 １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｆｏｒ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ

基因 引物序列（５′⁃３′）
ＲＡＳ１

ＣＤＣ３５

ＥＦＧ１

ＰＤＥ２

１８ＳｒＲＮＡ

正向 ＧＧＣＣＡＴＧＡＧＡＧＡＡＣＡＡＴＡＴＡ
反向 ＧＴＣＴＴＴＣＣＡＴＴＴＣＴＡＡＡＴＣＡＣ
正向 ＴＴＣＡＴＣＡＧＧＧＧＴＴＡＴＴＴＣＡＣ
反向 ＣＴＣＴＡＴＣＡＡＣＣＣＧＣＣＡＴＴＴＣ
正向 ＴＡＴＧＣＣＣＣＡＧＣＡＡＡＣＡＡＣＴＧ
反向 ＴＴＧＴＴＧＴＣＣＴＧＣＴＧＴＣＴＧＴＣ
正向 ＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＣＴＡＣＴＡＣＴＡＣ
反向 ＡＡＡＡＴＧＡＧＴＴＧＴＴＣＣＴＧＴＣＣ
正向 ＡＡＴＴＡＣＣＣＡＡＴＣＣＣＧＡＣＡＣ
反向 ＴＧＣＡＡＣＡＡＣＴＴＴＡＡＴＡＴＡＣＧＣ

２􀆰 ６􀆰 ３　 ｃＤＮＡ 制备　 根据 ＴａＫａＲａ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ
ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ 说明书操作。 第一步， ＲＮＡ １ μｇ， ５ ×
ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ Ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬ， ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ １ μＬ， 加
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ＲＮａｓｅ Ｆｒｅｅ ｄＨ２Ｏ 至 １０ μＬ， 反应条件为 ４２ ℃
２ ｍｉｎ； 第二步， 取第一步反应液 １０ μＬ， Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ １０ μＬ， 反应条件为 ３７ ℃ １５ ｍｉｎ， ８５ ℃ ５ ｓｅｃ。
２􀆰 ６􀆰 ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ 反应 　 按照试剂盒说

明， 制备反应体系见表 ２。 将所有试剂加好后， 置

于荧光定量 ＰＣＲ 仪中进行反应， 反应条件为预变

性 ９５ ℃ ６００ ｓ； 扩增定量程序为 ９５ ℃ １０ ｓ， ６０ ℃
１５ ｓ， ７２ ℃ ２０ ｓ， 扩增程序为 ４５ 个循环； 熔解曲

线 ６５～９５ ℃。 每个样品平行 ３ 次。
表 ２　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 反应体系

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ＲＴ⁃ＰＣＲ
试剂 体积 ／ μＬ

ｃＤＮＡ １
ＰＣＲ Ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ １
ＰＣＲ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ １
Ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ，２×ｃｏｎｃ． １０
ｄｄＨ２Ｏ ７
总量 ２０

２􀆰 ６􀆰 ５　 定量分析　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 分别测定的目的基因

和内参基因的 ＣＴ 值， 将实验结果取平均值， 计算

并统计。 最后基因表达水平用 ２－△△ＣＴ法进行分析。
２􀆰 ７　 大蒜素对白色念珠菌细胞外磷脂酶活性的影

响　 分别取白色念珠菌标准菌株 ＡＸ２⁃２０８６ 和临床

菌株 ＣＡ２ 的菌液 （１×１０７ ＣＦＵ ／ ｍＬ） １ μＬ， 滴加在

含有不同浓度大蒜素 （终浓度为 １ ／ ４ ＭＩＣ、 １ ／ ２
ＭＩＣ、 １ ＭＩＣ、 ２ ＭＩＣ、 ４ ＭＩＣ） 的卵黄乳液琼脂培

养基中， 同时设置不加药物的空白对照组。 将培养

基置 ３７ ℃培养 ４ ｄ 后， 白色念珠菌在平板上形成

菌落， 并在菌落周围形成乳黄色不透明的沉淀圈。
实验重复 ３ 次。 用游标卡尺测定菌落直径和沉淀圈

（含菌落） 直径。 细胞外磷脂酶活性用 Ｐｚ 表示，
Ｐｚ＝ｄ１ ／ ｄ２， 其中， ｄ１ 为菌落直径， ｄ２ 为沉淀圈直

径。 Ｐｚ 值越小， 表明磷脂酶活性越强， 反之则活

性越弱。
２􀆰 ８　 统计学分析　 所有数据应用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 统计

软件进行分析处理， 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 组

间差异比较采用单因素方差分析检验， Ｐ＜０􀆰 ０５ 为

差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 大蒜素对白色念珠菌的 ＭＩＣ 值 　 采用 ＣＬＳＩ⁃
Ｍ２７⁃Ａ３ 推荐的微量稀释法， 经过 ３ 次重复体外药

物敏感性试验， 大蒜素对白色念珠菌标准菌株

ＡＸ２⁃２０８６ 的 ＭＩＣ 为 ２５ μｇ ／ ｍＬ。 对于临床分离菌

株， 大蒜素的 ＭＩＣ 为 １２􀆰 ５ ～ ２５ μｇ ／ ｍＬ。 结果见表

３， 表明， 大蒜素对白色念珠菌具有良好的抑菌作

用。 后续选用白色念珠菌标准菌株 ＡＸ２⁃２０８６ 和临

床菌株 ＣＡ２ 作为试验菌株。
表 ３　 大蒜素对白色念珠菌的 ＭＩＣ 值 （μｇ ／ ｍＬ）

Ｔａｂ􀆰 ３　 ＭＩＣ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ａｌｌｉｃｉｎ ｔｏ Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ （μｇ ／ ｍＬ）
菌种 ＭＩＣ

ＡＸ２－２０８６ ２５
ＣＡ１ ２５
ＣＡ２ １２􀆰 ５
ＣＡ３ ２５
ＣＡ４ １２􀆰 ５

３􀆰 ２　 大蒜素对白色念珠菌的时间⁃杀菌曲线　 时间

⁃杀菌曲线可以反映各时间点药物的抑菌或杀菌作

用。 本实验通过计数平板上白色念珠菌单克隆菌落

的数量， 并根据稀释倍数计算出原始 ＣＦＵ。 结果

表明， ２ ＭＩＣ 和 ４ ＭＩＣ 浓度的大蒜素对白色念珠菌

保持有效的抑制作用， １ ＭＩＣ 浓度组也具有一定的

抑制作用。 但是 １ ／ ４ ＭＩＣ 浓度组未显示明显抑制作

用， 这与大蒜素对白色念珠菌的 ＭＩＣ 值结果基本

相符， 见图 １。

图 １　 大蒜素对白色念珠菌的时间⁃杀菌曲线

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｉｍｅ⁃ｋｉｌｌ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ａｌｌｉｃｉｎ ａｇａｉｎｓｔ Ｃ． ａｌｂｉｃｎｓ

３􀆰 ３　 大蒜素抑制白色念珠菌的形态转化　 菌丝是

白色念珠菌最主要的致病因子之一， 酵母相⁃菌丝

相形态转化也是其生物被膜形成的重要一步［７］。
通过倒置显微镜观察大蒜素对白色念珠菌菌丝形成
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的影响， 结果见图 ２。 在 Ｓｐｉｄｅｒ 液体培养基中， 未

经药物处理的白色念珠菌能在 ６ ｈ 内形成较长且密

的菌丝， 错综复杂， 相互缠绕重叠。 当加入 １ ＭＩＣ
浓度大蒜素时， 视野内可观察到菌丝长度明显变

短， 且与对照组比较数量明显减少。 而 ４ ＭＩＣ 浓度

则能够基本抑制菌丝的生长， 镜下观察以酵母相细

胞为主。 这一现象表明， 大蒜素可以抑制白色念珠

菌由酵母相向菌丝相的转化， 且这种抑制作用具有

剂量依赖性， 即随着药物浓度的升高， 抑制作用更

加明显。
３􀆰 ４　 大蒜素对白色念珠菌菌丝相关基因表达的影

响　 与空白对照组比较， 经 １ ＭＩＣ、 ２ ＭＩＣ 和 ４
ＭＩＣ 浓度的大蒜素干预后， 参与正向调控白色念珠

菌菌丝生长的基因 ＲＡＳ１、 ＣＤＣ３５、 ＥＦＧ１ 的表达均

明显下降， 而负向调控菌丝生长的基因 ＰＤＥ２ 的表

达量增加， 差异有统计学意义 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）。 见图

３， 结果显示， 大蒜素对白色念珠菌菌丝生长的作

用机制可能是通过调节菌丝形成相关基因的表达，
从而抑制菌丝的形成。

图 ２　 大蒜素对白色念珠菌形态转化的影响 （×４００）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｌｌｉｃｉｎ ｏｎ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ．

ａｌｂｉｃａｎｓ （×４００）

注： 与各自空白对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。 结果以各自对照组表达量为标准 “１” 进行比较。

图 ３　 大蒜素对白色念珠菌菌丝相关基因表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｌｌｉｃｉｎ ｏｎ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ ｈｙｐｈａｅ

３􀆰 ５　 大蒜素抑制白色念珠菌细胞外磷脂酶活性　
卵黄乳液琼脂平板法是检测细胞外磷脂酶的经典方

法［８］。 在结果观察中， 菌落直径代表菌细胞数目

的多少， 沉淀圈直径代表磷脂酶催化的沉淀产物的

量， 两者直径比值 （Ｐｚ） 可近似反映单位细胞数

量的磷脂酶活性。 Ｐｚ 越低， 反映磷脂酶产生越多，
活性越强。 图 ４ 表明， 白色念珠菌标准菌株 ＡＸ２⁃
２０８６ 和临床菌株 ＣＡ２ 均能分泌较高活性的磷脂酶。
加入浓度为 １ ／ ４ ＭＩＣ 大蒜素未能明显改变磷脂酶活

性， 菌体仍能分泌活性较高的磷脂酶。 当大蒜素浓

度≥１ ／ ２ ＭＩＣ 时， 与空白对照组比较， 白色念珠菌

细胞外磷脂酶的活性降低， Ｐｚ 逐渐升高。 结果表

明， 大蒜素可以抑制白色念珠菌细胞外磷脂酶的

活性。

４　 讨论

目前， 应用于临床的抗真菌药物数量和种类有

限， 但是由于临床上有限抗真菌药物的大量使用，
导致真菌耐药性的情况日益严重， 而且出现交叉耐

药现象［９］。 其中白色念珠菌是临床最常见的条件

致病性真菌。 白色念珠菌在体内最主要的致病原因

在于宿主免疫功能受损导致的不受控制的增殖。 过

度的增殖导致白色念珠菌毒力因子的释放， 进而对

机体造成危害［１０］。 白色念珠菌的毒力因子主要包

括粘附、 分泌酶、 形态转化、 生物被膜的形成

等等。
在白色念珠菌的毒力因子中， 形态转化是最主

要也是最吸引注意力的一种。 白色念珠菌是一种二

相性真菌， 从形态上分为酵母相和菌丝相。 在相关
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注： 与各自空白对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 大蒜素对白色念珠菌细胞外磷脂酶活性的抑制作用

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｌｌｉｃｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ ｏｆ Ｃ． ａｌｂｉｃａｎｓ

诱导因素的刺激下， 白色念珠菌能经历酵母相和菌

丝相的相互转化。 在被感染宿主体内的病灶部位，
２ 种形态的白色念珠菌都能被发现。 相关研究发

现， 在小鼠系统性感染中， 多种菌丝形成缺陷的白

色念珠菌突变体， 其毒力是减弱的［１１］。 因此， 如

果能抑制白色念珠菌形态的转化， 或许能抑制其毒

力和感染性。
Ｓｐｉｄｅｒ 培养基常被用来评估白色念珠菌维持菌

丝生长的能力［１２］。 在本实验中， 将白色念珠菌标

准菌株 ＡＸ２⁃２０８６ 和临床菌株 ＣＡ２ 接种到 Ｓｐｉｄｅｒ 液
体培养基中， 镜下观察发现白色念珠菌形成细长的

错综复杂的菌丝。 加入大蒜素后可抑制菌丝的形

成， 甚至基本抑制白色念珠菌的形态转化， 使其停

留在酵母相。
Ｒａｓ⁃ｃＡＭＰ⁃Ｅｆｇ１ 途径是调节白色念珠菌由酵母

相到菌丝相转化的重要信号通路之一， 其中第二信

使 ｃＡＭＰ 是重要的调控分子。 ｃＡＭＰ 由 Ｃｄｃ３５ 酶合

成， Ｐｄｅ２ 酶降解［１３］。 基因 ＥＦＧ１ 编码的菌丝生长

蛋白是目前研究最深入的多功能调节因子之一， 它

可以正向调节菌丝的形成过程， 并在生物膜形成过

程中起着中心作用［１４］。 为验证大蒜素对白色念珠

菌菌丝形成的作用机制， 实验进一步通过 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 检测了菌丝相关基因的表达。 结果显示， 与

空白对照组相比， 大蒜素能够下调与菌丝形成正相

关基因 （ＲＡＳ１、 ＣＤＣ３５、 ＥＦＧ１）， 并上调菌丝形

成负相关基因 （ＰＤＥ２） 的表达。
细胞外磷脂酶是白色念珠菌重要的毒力因子之

一， 磷脂酶的高表达与小鼠播散性念珠菌病具有显

著相关性， 而磷脂酶缺陷的白色念珠菌突变体在小

鼠系统性感染模型中的毒力是减弱的［１５⁃１６］。 本实

验通过卵黄乳液琼脂培养基测定大蒜素对白色念珠

菌细胞外磷脂酶活性的作用， 发现加入大蒜素后，
白色念珠菌分泌磷脂酶活性降低， 表明大蒜素能够

有效地抑制白色念珠菌细胞外磷脂酶活性， 从而发

挥抗真菌作用。
综上所述， 大蒜素可通过抑制白色念珠菌菌丝

生长、 调节菌丝相关基因的表达， 以及抑制细胞外

磷脂酶活性等， 从而发挥抑制白色念珠菌毒力因子

的作用。 这将为拓宽大蒜素潜在的临床用途奠定了

基础。 但大蒜素对体内白色念珠菌毒力因子的干预

效应尚有待于进一步揭示。
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摘要： 目的　 ＨＰＬＣ 法评估补肾强身胶囊中酒女贞子的质量。 方法　 建立 ＨＰＬＣ 法测定补肾强身胶囊中红景天苷和特

女贞苷的含有量， 通过测定不同炮制时间两者的含有量， 探讨女贞子在炮制过程中的变化规律， 通过配对样本 ｔ 检验

分析补肾强身胶囊和酒女贞子中特女贞苷含有量和红景天苷含有量的比值 （比值）。 结果　 红景天苷和特女贞苷分别

在 ２􀆰 ９５６～１１８􀆰 ２、 １２􀆰 ４６～４９８􀆰 ２ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好 （ ｒ≥０􀆰 ９９９ ８）， 平均回收率分别为 １０３􀆰 ７８％ 、 １０３􀆰 ８１％ ，
ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ２％ 、 ０􀆰 ７％ 。 ２１ ｈ 内随着炮制时间的延长， 酒女贞子中红景天苷含有量逐渐升高， 特女贞苷含有量逐渐

降低， 比值逐渐变小。 ｔ 检验表明补肾强身胶囊和酒女贞子的比值无显著差异。 ２９ 批样品红景天苷、 特女贞苷含有量

和比值范围分别为 ０􀆰 ０９～０􀆰 ６０ ｍｇ ／粒、 ０􀆰 ６０ ～３􀆰 ６２ ｍｇ ／粒和 １􀆰 ５ ～ ３１􀆰 ７。 结论　 该方法准确有效， 重现性好， 可为提

高补肾强身胶囊质量标准提供依据。
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　 　 补肾强身胶囊由淫羊藿、 金樱子、 菟丝子、 酒

女贞子和烫狗脊 ５ 味药材组方而成， 主治腰酸足

软、 头晕耳鸣、 眼花心悸、 阳痿遗精等症状［１］。
酒女贞子为方中臣药， 其制法为取净女贞子， 照酒

炖法或酒蒸法 （通则 ０２１３） 炖至酒吸尽或蒸透［２］。
女贞子酒制后凉滑之性缓和， 滋补肝肾作用增

强［３⁃４］。 较多文献研究表明女贞子炮制后环烯醚萜

苷类成分如特女贞苷含有量降低， 红景天苷含有量

升高［５⁃８］。
补肾强身胶囊现行标准有卫生部药品标准中药

成方制剂第四册标准和多个企业注册标准， 这些标

准过于简单， 无法有效控制内在质量。 ２０１５ 年版

《中国药典》 标准除性状外无法有效区分生品女贞

子和炮制品， 制成中成药后更无法评估药材质量。
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