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　　摘　要：目的　研究诃子鞣质对生物被膜型白色念珠菌的抑制作用。方法　采用 ＭＴＴ法检测诃子鞣质对生物被膜形成的

影响；光镜下观察生物被膜内白色念珠菌的形态学变化；采用荧光显微镜观察吖啶橙／溴化乙锭染色的生物被膜内白色念珠菌的

死亡方式。结果　诃子鞣质对生物被膜的形成及成熟期生物被膜中的白色念珠菌有抑制作用，并存在时间和剂量依赖性；鞣质导

致被膜内白色念珠菌细胞变形，形态结构改变，芽管和假菌丝形成抑制，但未见确切细胞凋亡。结论　诃子鞣质对白色念珠菌生

物被膜的形成有抑制作用，它可能通过非凋亡途径导致生物被膜内白色念珠菌的死亡。
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　　近年，越来越多的生物材料应用于人体，使人群中真菌感染

率不断增加，尤其以白色念珠菌的感染最为普遍。生物材料表

面常可见白色念珠菌（又称白假丝酵母）以生物被膜的形式黏附

生长，对常用抗菌药物表现为高度的耐药性。唑类抗真菌药是

治疗白色念珠菌感染的主要药物，但因其为白色念珠菌的抑菌

剂，不能完全根治感染，容易复发，而重复用药又会导致白色念

珠菌发生耐药性变异，给临床抗感染治疗带来更大的困难。研

究表明中药可通过抑制细菌生物被膜形成等多种机制逆转细菌

耐药性［１］。诃子为使君子科植物诃子的干燥成熟果实［２］，研究

发现诃子具有良好的抗菌活性［３４］。本试验拟通过体外药物敏

感试验并结合形态学观察，研究诃子鞣质对生物被膜型白色念

珠菌的抑制作用，为诃子抗菌机制的研究奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器　主要试剂：乙醇、碳酸钠为成都金山化

学试剂 有 限 公 司 产 品，没 食 子 酸 标 准 品 （批 号：ＭＵＳＴ

１００８０４０１，纯度：≥９８％）购自中国食品药品检定所，酚试剂购

自上海源聚生物科技有限公司，沙氏培养基购自杭州天和微生

物试剂有限公司，ＲＰＭＩ１６４０购自美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司，３

（Ｎ吗啡啉）丙磺酸［３（ＮＭｏｒｐｈｏｌｉｎｏ）ｐｒｏｐａｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ，

ＭＯＰＳ］购自上海生工生物股份有限公司，吖啶橙（ａｃｒｉｄｉｎｅｏｒ

ａｎｇｅ，ＡＯ）、溴化乙锭（ｅｔｈｉｄｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，ＥＢ）为加拿大ＢＢＩ公

司产品，ＭＴＴ购自美国Ｓｉｇｍａ公司。主要仪器包括：ＪＹ９６Ⅱ

超声波细胞破碎仪（宁波新芝生物科技股份有限公司）、ＳＰ７５２

型紫外可见分光光度计（上海光谱仪器有限公司）、ＧＨＰ９０８０

隔水式恒温培养箱（上海齐欣科学仪器有限公司）、光学显微镜

（日本 Ｏｌｙｍｂｕｓ公司）、荧光显微镜（日本 Ｎｉｋｏｎ公司）及

ＥＬｘ８００酶标仪（美国ＢｉｏＴｅｋ公司）等。

１．２　研究对象　诃子购自泸州宝光医药有限公司，白色念珠

菌标准株ＡＴＣＣ１０２３１为泸州医学院病原生物学与免疫学实

验中心惠赠。

１．３　标准曲线回归方程的建立　取６只１０ｍＬ具塞试管，分

别加入０．０，０．５，１．０，１．５，２．０，２．５ｍＬ浓度为１０μｇ／ｍＬ的没

食子酸标准溶液，向每只试管加入１．５ｍＬ酚试剂，摇匀，再加

入６ｍＬ１０％碳酸钠溶液，摇匀，蒸馏水定容至１０ｍＬ，３０℃水

浴反应１ｈ。紫外分光光度计在７６５ｎｍ波长处测定标准溶液

的吸光度。

１．４　诃子鞣质提取物的制备和检测
［５］
　称取诃子果实粉

１０ｇ，溶于１００ｍＬ６０％乙醇中，４０Ｗ超声波提取２５ｍｉｎ，提取

液抽滤，旋转蒸发获浓缩液，浓缩液经１２５℃灭菌２０ｍｉｎ后备

用。采用福林酚比色法进行检测，根据回归方程计算诃子提
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取物中鞣质的含量，浓缩液－８０ ℃保存。使用前用 ＲＰＭＩ

１６４０ＭＯＰＳ倍比稀释。

１．５　白色念珠菌菌悬液的制备　将白色念珠菌接种于沙氏固

体培养基，３７℃培养２～３ｄ，传代２次，用０．８５％的盐水洗脱

制成白色念珠菌悬液，血球计数板计数，ＲＰＭＩ１６４０ＭＯＰＳ调

整浊度为（１．０～５．０）×１０６ＣＦＵ／ｍＬ。

１．６　诃子鞣质对生物被膜形成的抑制　将白色念珠菌悬液加

入９６孔板（１００μＬ／孔），将其分为鞣质组、不加诃子鞣质的真

菌对照组和不加真菌的鞣质对照组，每组设５个复孔。３７℃

培养２ｈ，ＰＢＳ清洗３次，彻底清除没有黏附的浮游菌株，每

２４小时更换培养基。在培养的第５、３０、４８ｈ，鞣质组加入倍比

稀释的鞣质提取液，１００μＬ／孔，鞣质提取液最终稀释度为

１∶２、１∶４、１∶８、１∶１６、１∶３２、１∶６４，将３组悬液置于３７℃

继续孵育４８ｈ，每孔加入２０μＬＭＴＴ，３７℃孵育４ｈ后，小心

弃去孔内液体，加入二甲基亚砜１５０μＬ，震荡１０ｍｉｎ，酶标仪

４９０ｎｍ处检测吸光度（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，Ａ）值。抑制率公式如下：抑

制率（％）＝（１－鞣质组Ａ值／真菌对照组Ａ值）×１００％。

１．７　成熟生物被膜的构建及诃子鞣质对成熟生物被膜的影响

　将白色念珠菌悬液加入９６孔板（１００μＬ／孔），分组同１．６部

分。３７℃培养２ｈ，ＰＢＳ清洗３次，彻底清除没有黏附的浮游

菌株，每２４ｈ更换培养基，连续培养７２ｈ后，ＰＢＳ清洗３次，加

入ＲＰＭＩ１６４０ＭＯＰＳ培养基（１００μＬ／孔），鞣质组加入鞣质提

取液（１００μＬ／孔），鞣质提取液最终稀释度为１∶２、１∶４、

１∶８、１∶１６、１∶３２、１∶６４。３７℃分别孵育２４、４８、７２ｈ，每孔

加入２０μＬＭＴＴ，３７℃孵育４ｈ后，小心弃去孔内液体，加入

二甲基亚砜１５０μＬ，震荡１０ｍｉｎ，酶标仪４９０ｎｍ处检测 Ａ值。

抑制率公式同１．６部分。

１．８　诃子鞣质对生物被膜型白色念珠菌形态结构的影响　将

白色念珠菌悬液加入置于２４孔板内的盖玻片上，构建成熟的

白色念珠菌生物被膜，７２ｈ后，ＰＢＳ清洗３次，加入 ＲＰＭＩ

１６４０ＭＯＰＳ培养基（１ｍＬ／孔），再加入终浓度为５３．０８ｍｇ／

ｍＬ的鞣质提取液（１ｍＬ／孔），真菌对照组加入 ＲＰＭＩ１６４０

ＭＯＰＳ培养基（２ｍＬ／孔），３７℃孵育４８ｈ后，ＰＢＳ清洗盖玻片

３次，采用光学显微镜直接观察生物被膜型白色念珠菌形态结

构的变化。另将ＡＯ（１００ｍｇ／Ｌ）和ＥＢ（１００ｍｇ／Ｌ）各５μＬ混

匀后加入样品区，染色３０ｓ，荧光显微镜观察。ＡＯ用４５０～

４９０ｎｍ蓝光激发，显示绿色，为活细胞；ＥＢ用５１０～５７０ｎｍ绿

光激发，显示红色，为死细胞。

１．９　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行统计学分

析，计量资料用狓±狊表示，组间比较采用方差分析，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　诃子提取物中鞣质含量的测定　以标准溶液的浓度为横

坐标，以Ａ值为纵坐标，绘制标准曲线，线性回归方程为：犢＝

０．１２１犡＋０．００４，狉２＝０．９９９，表明没食子酸在０．５～２．５μｇ／ｍＬ

范围内与其Ａ值呈良好的线性关系。根据回归方程，诃子提

取物中鞣质含量为１０６．１６ｍｇ／ｍＬ。

２．２　诃子鞣质对生物被膜形成的影响　在生物被膜形成的３

个阶段（早期、中期及成熟期），诃子鞣质对白色念珠菌的抑制

率随鞣质浓度的升高而增加，呈剂量依赖性，各浓度组间比较，

差异有统计学意义（犘＜０．０５）；同一浓度不同时期比较，差异

也有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。

２．３　诃子鞣质对成熟生物被膜的影响　在作用时间相同的条

件下，诃子鞣质对白色念珠菌的抑制率随鞣质浓度升高而增

加，呈剂量依赖性，各浓度组间比较，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；在相同鞣质浓度条件下，抑制率随鞣质作用时间延长而

升高，呈时间依赖性，差异也有统计学意义（犘＜０．０５），见表２。

表１　　诃子鞣质对生物被膜形成期白色念珠菌的抑制情况

组别
早期

Ａ值 抑制率（％）

中期

Ａ值 抑制率（％）

成熟期

Ａ值 抑制率（％）

真菌对照组 ０．１７３±０．００９ － ０．３１６±０．０４５ － ０．５６２±０．０３６ －

鞣质组（ｍｇ／ｍＬ）

　 １．６６ ０．１６１±０．００２ ６．９３６ ０．３０３±０．０１１ ４．１１４ ０．５４１±０．００５ ３．７３７

　 ３．１２ ０．１４６±０．００６ １５．６０７ ０．２８１±０．００４ １１．０７６ ０．５１５±０．０２３ ８．３６３

　 ６．６４ ０．１０３±０．０１０ ４０．４６２ ０．２１５±０．００５ ３１．９６２ ０．４４６±０．０１３ ２０．６４１

　１３．２７ ０．０５５±０．００４ ６８．２０８ ０．１４２±０．００６ ５５．０６３ ０．３６９±０．００９ ３４．３４２

　２６．５４ ０．０３３±０．００５ ８０．９２５ ０．１１３±０．００８ ６４．２４１ ０．３０９±０．０１０ ４５．０１８

　５３．０８ ０．０１９±０．００３ ８９．０１７ ０．０８６±０．００２ ７２．７８５ ０．２１４±０．００７ ６１．９２２

　　－：表示此项无数据。

表２　　诃子鞣质对成熟生物被膜白色念珠菌的抑制情况

组别
２４ｈ

Ａ值 抑制率（％）

４８ｈ

Ａ值 抑制率（％）

７２ｈ

Ａ值 抑制率（％）

真菌对照组 ０．６２４±０．０４２ － ０．７５３±０．０４６ － ０．８７７±０．０４６ －
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续表２　　诃子鞣质对成熟生物被膜白色念珠菌的抑制情况

组别
２４ｈ

Ａ值 抑制率（％）

４８ｈ

Ａ值 抑制率（％）

７２ｈ

Ａ值 抑制率（％）

鞣质组（ｍｇ／ｍＬ）

　 １．６６ ０．６０７±０．００４ ２．７２４ ０．７２５±０．０１２ ３．７１８ ０．８２９±０．０２１ ５．４７３

　 ３．１２ ０．５８３±０．０１４ ６．５７１ ０．６７３±０．０２５ １０．６２４ ０．７５４±０．０２４ １４．０２５

　 ６．６４ ０．５５３±０．００９ １１．３７８ ０．６０９±０．０１３ １９．１２４ ０．６０３±０．０２７ ３１．２４３

　１３．２７ ０．４６７±０．０１３ ２５．１６０ ０．５２３±０．０１１ ３０．５４４ ０．４８５±０．０１１ ４４．６９８

　２６．５４ ０．４０６±０．０１５ ３４．９３６ ０．４１９±０．０１５ ４４．３５６ ０．３３７±０．０１８ ６１．５７４

　５３．０８ ０．３３５±０．０１０ ４６．３１４ ０．２６１±０．０１０ ６５．３３９ ０．２２０±０．０２２ ７４．９１４

　　－：表示此项无数据。

图１　　真菌对照组（光镜 ×４００）

图２　　真菌对照组（ＡＯ／ＥＢ染色 ×４００）

图３　　诃子鞣质组（光镜 ×４００）

２．４　诃子鞣质对生物被膜型白色念珠菌形态结构的影响　光

镜下，真菌对照组生物被膜生长良好，被膜内白色念珠菌细胞

形态规则，真菌主要表现为菌丝相，大量菌丝交织呈网状（图

１）；荧光显微镜下，真菌对照组被膜内主要为呈绿色信号的白

色念珠菌，核染色质着色均匀，荧光较强，细胞核轮廓清楚，核

膜光滑，未见皱缩及发泡现象，有大量交织成网状的假菌丝（图

２）。光镜下，鞣质组生物被膜结构受到破坏，部分白色念珠菌

从膜上脱落，膜内白色念珠菌数量比真菌对照组少，细胞形态

不规则，大小不等，细胞质不均一，有较少芽管形成，芽管形态

不规则，菌丝相细胞比真菌对照组明显减少（图３）；荧光显微

镜下，鞣质组被膜内呈绿色信号的白色念珠菌明显比真菌对照

组少，呈红色信号的白色念珠菌明显增多，但细胞总数量减少，

大部分细胞核染色质着色均匀，荧光较强，细胞核轮廓清楚，核

膜光滑，部分细胞核体积增大，核染色质着色不均且荧光较弱，

芽管和假菌丝形成较少（图４）。

图４　　诃子鞣质组（ＡＯ／ＥＢ染色 ×４００）

３　讨　　论

生物被膜是细菌、真菌等微生物与胞外多糖基质等成分共

同形成的一个具有三维空间结构的表面生长结构，常黏附于有

生命或无生命的物体表面。近年，由于免疫抑制剂、广谱抗菌

药物，各种侵袭性治疗手段的应用，医院内以白色念珠菌为主

的深部真菌感染率逐年上升［６］。而白色念珠菌在临床使用的

人工瓣膜、人工关节、导管插管等生物材料表面常以生物被膜

的形式生长，带有白色念珠菌生物被膜的植入性医疗器械可将

此种病原迁移性地种植于深在组织和心血管系统中，成为医院

内感染的主要病原体［７］。以生物被膜形式生长的真菌可通过

其屏障作用、生物被膜中细胞缓慢的生长特性以及生物被膜耐

药相关基因的表达等多种机制而产生高度的耐药性［８１０］。

目前临床常用的抗真菌药物不良反应大，真菌耐药现象普
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遍。因此，借助真菌体外药物敏感性研究，从天然植物中筛选

高效低毒的抗真菌药越来越受到国内、外学者的广泛重视。研

究显示，诃子及诃子的复方制剂对变异链球菌、黏性放线菌、嗜

酸乳杆菌、一些耐药菌株及白色念珠菌等有较好的抑制作用，

尤其对白色念珠菌的抑制效果最好［３４］。鞣质，又称单宁、鞣

酸，是诃子药理作用的主要活性物质，研究表明鞣质具有良好

的抗菌效应［１１１２］，其机制主要是：鞣质的收敛性可导致其与细

菌酶类或酶底物发生络合作用；鞣质对微生物膜具有破坏性；

鞣质与金属离子具有很强的结合能力［１３］。Ｃｈｕｓｒｉ等
［１４］的研

究就发现，鞣酸可通过破坏 Ｇ菌外膜的稳定性以及抑制药物

外排泵的作用增强多重耐药菌株鲍氏不动杆菌对新生霉素、利

福平等抗菌药物的敏感性。

本实验结果显示，在被膜形成的各个时期以及生物被膜成

熟后，诃子鞣质都显示了较好的抗菌效应，但被膜形成早期的

抑制率明显高于成熟期，说明真菌对鞣质的耐受性越来越高，

其可能原因：（１）随着被膜的成熟，白色念珠菌的数量增加，胞

外多聚物也相应增多；（２）耐药基因表达上调等。对成熟的白

色念珠菌生物被膜，实验结果显示其抑制率呈时间和剂量依赖

性，并通过显微镜观察到白色念珠菌细胞变形、死亡，细胞质不

均一，芽管、假菌丝明显减少等现象，提示白色念珠菌的细胞

壁、细胞膜结构完整性受到破坏，芽管、假菌丝形成受到抑制。

在荧光染色中并未发现明显的细胞凋亡现象，仅发现有少数细

胞的细胞核肿胀增大，染色变淡，提示诃子鞣质可能不是通过

诱导细胞凋亡而是通过肿胀坏死或其他途径导致了真菌死亡。

白色念珠菌生物被膜的形成经历了黏附、聚集、信号转导、

细胞内基因的选择性表达等一系列过程。白色念珠菌通过细

胞壁上的蛋白质与材料表面结合，缺乏黏附分子的白色念珠菌

在体内、外均不能形成成熟的生物被膜［１５］。Ｌｉｎ等
［１６］研究发

现从诃子中提取的诃子鞣酸可通过阻止１型单纯疱疹病毒

（ｈｅｒｐｅｓｓｉｍｐｌｅｘｖｉｒｕｓ１，ＨＳＶ１）膜上糖蛋白与细胞表面的氨

基葡聚糖的相互作用，抑制 ＨＳＶ１对细胞的黏附、侵入、在细

胞间的扩散和二次感染，在使用核苷类药物时可降低病毒耐药

性的发生。本研究在观察诃子鞣质组生物被膜时发现，部分白

色念珠菌从膜上脱落，呈浮游状态，因此，诃子鞣质也可能通过

阻止白色念珠菌对盖玻片的黏附，使浮游型真菌不能及时发展

成被膜型真菌，从而增加了白色念珠菌对鞣质的敏感性，但也

可能是因为白色念珠菌死亡后从膜上脱落。如果将诃子鞣质

与唑类抗真菌药物联合使用，能否增强生物被膜型白色念珠菌

对唑类药物的敏感性而减少耐药性的发生，还有待进一步

研究。
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