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抗菌肽 ＭＵＣ７联合双歧杆菌体外抗真菌研究
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　　摘　要：目的　探讨抗菌肽粘蛋白７（ＭＵＣ７）联合双歧杆菌体外抗真菌作用。方法　制备双歧杆菌与真菌菌悬液，采用活菌

计数法和牛津小杯法检测双歧杆菌及其联合 ＭＵＣ７的抗真菌能力。结果　双歧杆菌／ＭＵＣ７组对白色假丝酵母菌、热带假丝酵

母菌、克柔假丝酵母菌和近平滑假丝酵母菌均表现出有效的抗真菌效果，活菌计数法其菌落数分别为２．００±１．１３、２．００±１．４２、

５．００±２．０３、２．００±１．３９，少于生理盐水组和双歧杆菌组（犘＜０．０１），ＭＵＣ７组与生理盐水组、双歧杆菌组比较差异有统计学意义

（犘＜０．０５）；牛津小杯法其抑菌圈分别为（２９．００±２．１７）、（３１．００±３．２５）、（２９．００±２．８９）、（３０．００±３．３６）ｍｍ，与生理盐水组和双

歧杆菌组、ＭＵＣ７组比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　抗菌肽 ＭＵＣ７联合双歧杆菌表现出良好的抗真菌效果，为进一

步研究新一代抗真菌双歧制剂奠定了基础。
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　　当前侵袭性真菌感染的患病率和病死率均呈逐年上升趋

势［１２］，寻找一种适合临床预防性治疗的药物已成为防治该病

的重要手段。研究发现，存在于人体唾液中的粘蛋白 ７

（ＭＵＣ７）是多种微生物黏合剂，特别是其 Ｎ末端２０ｍｅｒ和

１２ｍｅｒ，表现出强烈的抗多种真菌作用
［３４］，能否寻求一种安全

有效的给药方式成为其临床应用的关键［５７］。双歧杆菌是人体

肠道内的一种益生菌，它能有效抑制有害细菌及真菌的生长，

由于该菌表达的外源蛋白无需纯化可以直接连同菌体一起服

用，因此是联合抗菌肽开发微生态制剂的热门菌之一。本研究

探讨了双歧杆菌单独及联合 ＭＵＣ７使用体外对抗各种临床常

见真菌的作用，报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验菌株　两歧双歧杆菌８６３２１，由重庆医科大学惠

赠；白色假丝酵母菌 ＡＴＣＣ９００２８、热带假丝酵母菌 ＡＴＣＣ

７５０、克 柔 假 丝 酵 母 菌 ＡＴＣＣ６２５８、近 平 滑 假 丝 酵 母 菌

ＡＴＣＣ２２０１９由迈克公司提供。

１．１．２　仪器设备与试剂　ＣＯ２ 孵箱，生物安全柜，压力蒸汽灭

菌器，厌氧袋，牛津小杯（外径８ｍｍ），沙保培养基，ＭＲＳ培养

基，血 平 板，氟 康 唑 ＮａＣｌ注 射 液 （浓 度：２ｇ／Ｌ，批 号：

Ａ１２０２１１），ＭＵＣ７蛋白１ｍｇ，购于北京乐博生物有限公司。

１．２　 方法

１．２．１　双歧杆菌与真菌菌悬液制备　接种两歧双歧杆菌于液

体 ＭＲＳ培养基中，３７℃于孵箱内摇瓶厌氧培养４８ｈ，调整菌

悬液浓度为２×１０８ＣＦＵ／ｍＬ；将４种真菌接种于沙保培养基

３７℃培养４８ｈ，用无菌生理盐水调整菌悬液备用，同时用无菌

生理盐水调整氟康唑浓度为０．０２ｇ／Ｌ，调整 ＭＵＣ７浓度为２５

μｍｏｌ／Ｌ。

１．２．２　活菌计数法检测双歧杆菌／ＭＵＣ７组对真菌的抑制性

　４种真菌调菌悬液浓度分别为白色假丝酵母菌２×１０
５

ＣＦＵ／ｍＬ，热带假丝酵母菌１×１０４ＣＦＵ／ｍＬ，克柔假丝酵母菌

１×１０４ＣＦＵ／ｍＬ，近平滑假丝酵母菌１×１０２ＣＦＵ／ｍＬ，再将每

１种实验真菌分为５组：生理盐水组（ＮＳ组）、双歧杆菌组

（ＢＬＴＡ组）、氟康唑组（Ｆ组）、ＭＵＣ７组和双歧杆菌／ＭＵＣ７组
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（ＢＬＴＡ＋ ＭＵＣ７组），其处理分别为：取等体积５０μＬ生理盐

水、双歧杆菌菌悬液、氟康唑、ＭＵＣ７蛋白液与真菌菌悬液

５０μＬ混合，双歧杆菌／ＭＵＣ７各５０μＬ的混合液与真菌菌悬液

１００μＬ混合，分别取等量涂布于血平板，每组平行试验６次；

实验组及对照组均置３７℃孵箱厌氧培养４８ｈ后计数平板上

真菌的菌落数。

１．２．３　牛津杯法检测双歧杆菌／ＭＵＣ７组对真菌的抑制性　

取浓度为１×１０７ＣＦＵ／ｍＬ的４种真菌菌悬液７０μＬ作为指示

菌，涂布于凝固的血平板，平衡３０ｍｉｎ。无菌操作将５只无菌

的牛津杯放在平板上，杯内分别加入生理盐水１００μＬ、双歧杆

菌１００μＬ、氟康唑１００μＬ、ＭＵＣ７１００μＬ、双歧杆菌＋ＭＵＣ７

１００μＬ混合液于杯中。平放３７℃孵箱厌氧培养４８ｈ，测定它

们对４种真菌形成的抑菌圈大小，并取杯底部、杯外边缘菌落

进行革兰染色观察对比，重复试验６次。

２　结　　果

２．１　活菌计数法各处理组真菌生长菌落数比较　氟康唑组均

无真菌生长；４种真菌的ＢＬＴＡ＋ＭＵＣ７组真菌菌落数与 ＮＳ

组和ＢＬＴＡ组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）；ＭＵＣ７组与

ＮＳ组和ＢＬＴＡ组比较差异也有统计学意义（犘＜０．０５），见

表１。

表１　　活菌计数法各处理组真菌生长菌落数（狓±狊）

组别

菌落数（狀）

白色假丝

酵母菌

热带假丝

酵母菌

克柔假丝

酵母菌

近平滑假丝

酵母菌

ＮＳ组 １５．００±２．１３１１．００±１．９６２９．００±３．５６ １１．００±１．８９

ＢＬＴＡ组 １０．００±２．２５７．００±１．３２２５．００±２．６７ ７．００±２．１４

Ｆ组 ０ａ ０ａ ０ａ ０ａ

ＭＵＣ７组 ５．００±１．５４ｂ４．００±１．４８ｂ７．００±２．３１ｂ ５．００±１．７９ｂ

ＢＬＴＡ＋ＭＵＣ７组 ２．００±１．１３ｃ２．００±１．４２ｃ５．００±２．０３ｃ ２．００±１．３９ｃ

　　ａ：犘＜０．０１，与ＮＳ组、ＢＬＴＡ组、ＭＵＣ７组和ＢＬＴＡ＋ＭＵＣ７组比

较；ｂ：犘＜０．０５，与 ＮＳ组和 ＢＬＴＡ 组比较；ｃ：犘＜０．０１，与 ＮＳ组和

ＢＬＴＡ组比较。

２．２　牛津小杯法各处理组抑菌圈大小比较　氟康唑组抑菌圈

大小与其他组比较差异均有统计学意义（犘＜０．０１）；４种真菌

的ＢＬＴＡ＋ＭＵＣ７组抑菌圈大小与 ＮＳ组和ＢＬＴＡ组比较差

异有统计学意义（犘＜０．０１）；且 ＭＵＣ７组与ＮＳ组和ＢＬＴＡ组

比较差异也有统计学意义（犘＜０．０５），见表２。

表２　　牛津杯法各处理组抑菌圈大小（狓±狊）

组别

抑菌圈（ｍｍ）

白色假丝

酵母菌

热带假丝

酵母菌

克柔假丝

酵母菌

近平滑假丝

酵母菌

ＮＳ组 ８．００±２．６３ ８．００±１．９５ ８．００±２．０３ ８．００±１．６７

ＢＬＴＡ组 ９．００±１．５６ １２．００±２．６７ １０．００±１．８３ １２．００±３．７３

Ｆ组 ４４．００±２．３６ａ４２．００±２．１３ａ４０．００±３．０１ａ ４３．００±４．１２ａ

ＭＵＣ７组 ２５．００±２．１２ｂ２８．００±２．６７ｂ２８．００±３．１３ｂ ２５．００±３．７８ｂ

ＢＬＴＡ＋ＭＵＣ７组 ２９．００±２．１７ｃ３１．００±３．２５ｃ２９．００±２．８９ｃ ３０．００±３．３６ｃ

　　ａ：犘＜０．０１，与ＮＳ组、ＢＬＴＡ组、ＭＵＣ７组和ＢＬＴＡ＋ＭＵＣ７组比

较；ｂ：犘＜０．０５，与 ＮＳ组和 ＢＬＴＡ 组比较；ｃ：犘＜０．０１，与 ＮＳ组和

ＢＬＴＡ组比较。

２．３　各实验组菌落革兰染色　牛津杯外边缘革兰染色结果为

每个血平板上ＮＳ组均大量真菌生长；ＢＬＴＡ组则为中等量真

菌和双歧杆菌混合生长；Ｆ组为极少量真菌生长甚至无菌生

长；ＭＵＣ７组为少量真菌生长；而 ＭＵＣ７＋ＢＬＴＡ组则为极少

量真菌和双歧杆菌混合生长，见图１。

取牛津杯底部革兰染色结果为每个血平板上 ＮＳ组仍是

大量真菌生长；ＢＬＴＡ组为少量真菌和大量双歧杆菌混合生

长；Ｆ组均无菌生长；ＭＵＣ７组为少量真菌生长；而 ＭＵＣ７＋

ＢＬＴＡ组几乎只有双歧杆菌生长。此外，ＢＬＴＡ组杯底部革兰

染色发现对于热带假丝酵母菌，双歧杆菌大多包裹其混合生

长，见图２。

　　Ａ：ＮＳ组杯外边缘；Ｂ：ＭＵＣ７＋ＢＬＴＡ组杯外边缘。

图１　　牛津杯外边缘革兰染色结果（×１０００）

　　Ａ：ＮＳ组杯底部；Ｂ：ＭＵＣ７＋ＢＬＴＡ组杯底部。

图２　　牛津杯底部革兰染色结果（×１０００）

３　讨　　论

研究发现，存在于人体唾液中的 ＭＵＣ７是多种微生物的

黏合剂，因此被认为是机体非免疫宿主防御系统的重要组成部

分，其主要作用包括调节菌群比例和杀灭致病菌。ＭＵＣ７对

正常菌群可发挥选择性黏附并促进繁殖，同时通过掩蔽细胞表

面的致病菌结合配体，并以自身多肽链 Ｎ末端的微生物结合

区黏合并杀灭致病菌，从而阻止致病菌定植于细胞表面［８１０］。

Ｂｏｂｅｋ等
［３］研究发现 ＭＵＣ７２０ｍｅｒ（ＮＬＡＨＱＫＰＦＩＲＫＳＹＫ

ＣＬＨＫＲＣＲＣ；ｒｅｓｉｄｕｅｓ３２ｔｏ５１ｏｆＭＵＣ７）具有高效的抗白色

假丝酵母菌、新型隐球菌、光滑假丝酵母菌、克柔假丝酵母菌的

作用，且对部分吡咯耐药的白色假丝酵母菌、氟康唑耐药的光

滑假丝酵母菌和两性霉素Ｂ耐药的新型隐球菌也有良好作

用；Ｓｉｔｕ等
［１１］进一步研究发现在 ＭＵＣ７２０ｍｅｒ中的 ＭＵＣ７

１２ｍｅｒ同样具有高效的抗真菌活性，且具有分子量更小及

ＥＤ５０药物用量仅在微摩尔浓度等优点；而且 ＭＵＣ７与人体基

因同源，因此与其他抗菌肽相比，对人体正常细胞没有毒性作

用，具有明显临床应用优势。

但是，抗菌肽的使用须要有效的载体，存在于人体肠道内

的益生菌双歧杆菌是有效的肠道保护性菌种，具有维持和调整

肠道菌群平衡、抑制肠道侵袭性真菌感染、增强免疫功能等诸

多生理作用，已作为载体广泛应用于临床疫苗开发［１２１４］。本

研究对抗菌肽 ＭＵＣ７及其联合双歧杆菌在体外的抑菌效果进

行了实验，用以评价其杀灭条件致病性真菌的活性。

活菌计数实验结果显示药物的抑菌效果仍然是最好的，接

种平板几乎无真菌菌落生长；ＭＵＣ７组对临床常见的真菌均

有较好的抑制生长作用，与 ＮＳ组和ＢＬＴＡ组相比，其差异有
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统计学意义（犘＜０．０５）。虽然单一的双歧杆菌对真菌的抑制

作用有限，但与 ＭＵＣ７合用同样可以达到好的抑制真菌生长

效果，证明两者合用的可行性。牛津杯法检测抑菌作用的结果

显示 ＭＵＣ７组及 ＭＵＣ７＋ＢＬＴＡ组均有较好的抑菌效果，作

用仅次于药物组，从杯底和外缘的涂片来看，真菌的数量也较

少，且有出现双歧杆菌包裹真菌生长的现象，同样证明 ＭＵＣ７

与双歧杆菌联合使用的可行性。虽然这样的作用还不及药物

显著，但抗真菌药物存在耐药性或不良反应大，有引起心脏、神

经系统不良反应的可能，特别对肝脏、肾脏有造成较大损伤可

能，必须在用药期间严密监测，从这个角度分析，ＭＵＣ７与人

体基因同源，因此对人体正常细胞没有毒性作用，联合的双歧

杆菌又是人体正常的益生菌，因此其预防和治疗真菌具有

优势。

综上所述，本研究的结果为进一步研究口服携 ＭＵＣ７基

因的双歧杆菌制剂在预防和治疗肠道真菌感染中的临床应用

提供了实验依据，也为临床抗真菌治疗和新型抗真菌药物的开

发提供了新思路，有望在临床中发挥重要作用。
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ｚｙｍｅ２ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡｎｔｉｖｉｒａｌＲｅｓ，２００７，７４（２）：９２

１０１．

［１４］ＰｅｎｇＣ，ＷａｎｇＬ，ＷａｎｇＹＨ．Ｔｈｅｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆａｃｏｎｉｔｉｎｅ，

ｅｍｏｄｉｎｏｎＩＣＣｃｅｌｌａｎｄｔｈｅａｎｔａｇｏｎｉｓｔｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｃｏｍ

ｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ［Ｊ］．ＥｕｒＪＤｒｕｇＭｅｔａｂＰｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔ，２００９，３４

（３／４）：２１３２２０．

［１５］ＲｉｃｈＡ，ＭｉｌｌｅｒＳＭ，ＧｉｂｂｏｎｓＳＪ，ｅｔａｌ．Ｌｏｃａｌｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ

ｏｆｓｔｅｅｌｆａｃｔｏｒｉｎｃｒｅａｓｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｋｉｔｉｍｍｕｎｏｒｅａｃ

ｔｉｖｅｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓｏｆＣａｊａｌｉｎｃｕｌｔｕｒｅ［Ｊ］．ＡｍＪＰｈｙｓｉｏｌ

ＧａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔＬｉｖｅｒＰｈｙｓｉｏｌ，２００３，２８４（２）：Ｇ３１３３２０．

［１６］ＮａｋａｈａｒａＭ，ＩｓｏｚａｋｉＫ，ＶａｎｄｅｒｗｉｎｄｅｎＪＭ，ｅｔａｌ．Ｄｏｓｅｄｅ

ｐｅｎｄｅｎｔａｎｄｔｉｍｅｌｉｍｉｔｅｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｃｕｌｔｕｒｅｄｍｕｒｉｎｅ

ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓｏｆＣａｊａｌｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｓｔｅｍｃｅｌｌｆａｃｔｏｒ

［Ｊ］．ＬｉｆｅＳｃｉ，２００２，７０（２０）：２３６７２３７６．

（收稿日期：２０１４０９２０　修回日期：２０１４１１２５）
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