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　　摘　要：目的　研究大蒜素对白假丝酵母菌生物被膜（ＢＦ）内真菌的抑制作用。方法　用ＦＩＴＣｃｏｎＡ标记白假丝酵母菌ＢＦ

的多糖成分，利用荧光显微镜从形态学上观察大蒜素对白假丝酵母菌ＢＦ形成过程的影响。将标本分为５组，分别是对照组（大

蒜素浓度为０）、大蒜素０．２５ｍｇ／ｍＬ组、大蒜素０．５ｍｇ／ｍＬ组，大蒜素１．０ｍｇ／ｍＬ组、大蒜素２．０ｍｇ／ｍＬ组。应用ＸＴＴ减低法

定量检测大蒜素对白假丝酵母菌ＢＦ中真菌的杀灭作用。结果　在荧光显微镜下可见大蒜素２．０ｍｇ／ｍＬ组大蒜素干预白假丝

酵母菌ＢＦ后的荧光强度较大蒜素０．５ｍｇ／ｍＬ组及对照组的荧光强度减弱。大蒜素０．５、１．０、２．０ｍｇ／ｍＬ作用于白假丝酵母菌

ＢＦ５ｈ后，ＸＴＴ减低法光密度（犗犇）４５０的值分别为１．８７±０．３１、１．６４±０．２５和１．３０±０．２９，分别与对照组的２．１１±０．２６比较，差

异均有统计学意义（犘＜０．０５）；０．２５ｍｇ／ｍＬ的大蒜素作用白假丝酵母菌ＢＦ后，犗犇４５０值为１．９３±０．３１，与对照组比较，差异无统

计学意义（犘＞０．０５）。结论　大蒜素能杀灭白假丝酵母菌ＢＦ内的真菌，对ＢＦ有抑制作用。在一定浓度范围内，随着大蒜素浓度

的增加，其对ＢＦ的抑制作用逐渐增强。
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　　白假丝酵母菌是人体重要的条件致病菌，能导致从浅表黏

膜到危及生命的全身性疾病［１］。它是院内真菌感染的主要病

原菌，其引起的病死率高达４０％
［２］。白假丝酵母菌可以在目

前使用的几乎所有的植入性材料包括支架、假体、生物瓣膜以

及各种类型的导管等表面形成生物被膜（ｂｉｏｆｉｌｍ，ＢＦ）
［３］。据

报道体内外ＢＦ模型内真菌的耐药性比浮游菌增加了近１０００

倍［４］，它引起的感染呈间歇性、持续性，往往难以清除。Ｄａ

ｖｉｓ
［５］综述了大蒜素（ａｌｌｉｔｒｉｄｅ）在体外对念珠菌属、隐球菌属等

真菌孢子的萌发和菌丝的生长有抑制作用。然而大蒜素对白

假丝酵母菌ＢＦ有无作用，目前国内尚未见报道。本研究拟在

考察大蒜素在体外对白假丝酵母菌体内真菌的杀灭作用，以及

大蒜素对白假丝酵母菌ＢＦ形态学的影响。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株　白假丝酵母菌（ＡＴＣＣ１０２３１），重庆医科大学附

属儿童医院检验科细菌室提供。

１．１．２　试剂　大蒜素（徐州莱恩药业有限公司），Ｇｉｂｃｏ分装

ＲＰＭＩ１６４０液体培养液、ＹＰＤ培养基（１％酵母提取物、２％蛋
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研究。



白胨、２％葡萄糖）、ＸＴＴ细胞增殖及细胞毒性测试试剂盒、荧

光多糖染料ＦＩＴＣｃｏｎＡ（Ｓｉｇｍａ公司）。

１．１．３　仪器设备　荧光显微镜（ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５１）、９６孔微量细

胞培养板（美国Ｃｏｍｉｎｇ公司）、２４孔细胞培养板（美国Ｃｏｍｉｎｇ

公司）、ＨＦ２１２ｕｖ培养箱、ＨＺＱＣ空气浴振荡器、多功能酶标

仪（Ｍｏｄｅｌ６８０）。

１．２　方法

１．２．１　置片法构建体外模型　用接种环挑取白假丝酵母菌单

菌落，接种于ＹＰＤ培养基中，３０℃振荡培养过夜。用 ＲＰＭＩ

１６４０液体培养液稀释，血细胞计数板计数，调整菌液浓度至

１×１０７ 个／ｍＬ。将２ｍＬ该浓度的菌悬液接种于预先放置无

菌盖玻片（１ｃｍ２×１ｃｍ２，作为ＢＦ载体）２４孔细胞培养板中，

放置在恒温培养箱中，３７ ℃培养４８ｈ形成白色假丝酵母

菌ＢＦ。

１．２．２　ＦＩＴＣｃｏｎＡ标记ＢＦ的多糖成分　将标本分为５组，

分别是对照组（大蒜素浓度为０）、大蒜素０．２５ｍｇ／ｍＬ组、大

蒜素０．５ｍｇ／ｍＬ组，大蒜素１．０ｍｇ／ｍＬ组、大蒜素２．０ｍｇ／

ｍＬ组。将培养好的白假丝酵母菌ＢＦ标本用ＰＢＳ轻轻漂洗掉

浮游菌，在暗室中用配好的ＦＩＴＣｃｏｎＡ荧光染液２０μＬ滴在

标本上，避光作用１５ｍｉｎ再用ＰＢＳ冲洗３次。用５０％甘油封

片，放置在荧光显微镜下观察。

１．２．３　ＸＴＴ减低法　定量测定大蒜素对白假丝酵母菌ＢＦ内

真菌的杀灭作用。微孔板法培养４８ｈ白假丝酵母菌ＢＦ。每

组设置５个孔，各重复３次。每次用ＰＢＳ冲洗３次，洗去浮游

菌。每孔加入１００μＬ用 ＲＰＭＩ预配置好的不同浓度的大蒜

素，放置在恒温培养箱中作用５ｈ。再用ＰＢＳ冲洗３次，洗去

多余的药液。然后向每个标本中加入１００μＬＲＰＭＩ１６４０液体

培养液和５０μＬＸＴＴ工作液，３７℃避光作用５ｈ，将多余的试

剂弃去。用多功能酶标仪测定４５０ｎｍ处的光密度（犗犇）值。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ２１．０统计软件进行分析，符合

正态性分布和方差齐性后，组间比较采用方差分析，组内两两

比较采用ＬＳＤ狇法，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　荧光显微镜观察大蒜素对白假丝酵母菌ＢＦ的形态学的

影响　用ＦＩＴＣｃｏｎＡ染料标记后，荧光显微镜下可见随着大

蒜素浓度的增加，绿色荧光的密集度及亮度逐渐减弱，ＢＦ密集

的针织网状交错结构变得疏松，单个酵母细胞较之前增多。见

图１。

　　Ａ：对照组；Ｂ：０．２５ｍｇ／ｍＬ；Ｃ：０．５ｍｇ／ｍＬ组；Ｄ：１．０ｍｇ／ｍＬ；Ｅ：２．０ｍｇ／ｍＬ组。

图１　　荧光显微镜下ＦＩＴＣｃｏｎＡ染色后大蒜素

对白假丝酵母菌ＢＦ的影响（×１００）

２．２　ＸＴＴ减低法结果　０．２５、０．５、１．０、２．０ｍｇ／ｍＬ的大蒜素

干预白假丝酵母菌 ＢＦ 后的 犗犇４５０值依次为１．９３±０．３１、

１．８７±０．３１、１．６４±０．２５、１．３０±０．２９，与对照组 犗犇４５０值

２．１１±０．２６相比，逐渐减少。不同浓度大蒜素干预ＢＦ后，ＢＦ

内真菌活力不同（犘＜０．０５）。其中０．５、１．０、２．０ｍｇ／ｍＬ的大

蒜素与对照组相比，对白假丝酵母菌ＢＦ均有明显抑制作用

（犘＜０．０５），０．２５ｍｇ／ｍＬ的大蒜素与对照组相比，对ＢＦ没有

显著抑制作用（犘＞０．０５）。不同浓度的大蒜素对白假丝酵母

菌ＢＦ的抑制作用，组间比较除对照组与０．２５ｍｇ／ｍＬ组、０．２５

ｍｇ／ｍＬ组与０．５ｍｇ／ｍＬ组之间差异无统计学意义以外（犘＞

０．０５），其余各组间比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

ＢＦ是微生物在自然界存在的主要方式。据估计，自然界

中有９５％的微生物都附着在ＢＦ中
［６］。它是一种具有复杂结

构的微生物聚集体，被多糖组成的细胞外基质包裹，彼此互相

黏附在表面或界面上［７］。

白假丝酵母菌ＢＦ的耐药性是多因素共同作用所致，包括

细胞外基质阻碍药物渗透，ＢＦ内微生物代谢率的改变，ＢＦ耐

药基因的表达以及原始耐药株的存在等［８］。在ＢＦ形成过程

中应用荧光显微镜结合细胞外基质ＦＩＴＣｃｏｎＡ染料不仅能在

不损坏ＢＦ结构的前提下从大体上观察ＢＦ形态，而且还能观

察到细胞外基质［９］。本研究应用荧光显微镜观察了成熟白色

假丝酵母ＢＦ的形态以及不同浓度的大蒜素对白假丝酵母菌

ＢＦ的形态学影响。随着大蒜素浓度的增高，荧光的强度有逐

渐变弱的趋势。为进一步验证这种改变是通过大蒜素渗透到

ＢＦ内杀灭白假丝酵母菌，从而进一步减少细胞外基质的分泌，

本研究运用ＸＴＴ减低法定量分析大蒜素对白假丝酵母菌ＢＦ

内真菌的抑制作用。ＸＴＴ是线粒体脱氢酶的作用底物，被活

细胞还原成水溶性的橙黄色四氮盐甲替
［１０］。当ＸＴＴ与电子

耦合剂联合应用时，其所产生的水溶性的四氮盐甲替的光密

度与活细胞的数量成正比。目前该法已广泛应用于测定细胞

以及细菌和真菌ＢＦ内微生物的活力。本研究结果显示，随着

大蒜素浓度的增加，犗犇４５０值与对照组相比有逐渐下降的趋势，

间接说明白假丝酵母菌ＢＦ内菌体的活力逐渐下降，大蒜素通

过增加渗透到ＢＦ内的浓度进而杀灭ＢＦ内的菌体，阻止ＢＦ的

进一步发展。该研究结果提示在一定浓度范围内，大蒜素对白

假丝酵母菌ＢＦ内真菌的杀灭作用呈浓度依赖性，大蒜素浓度

增高，其对ＢＦ内真菌的杀灭作用越强。

大蒜素作为抗菌剂及抗真菌制剂已经在临床广泛应用，但

针对白假丝酵母菌ＢＦ的治疗目前尚未开展。本研究仅考察

了大蒜素对白假丝酵母菌ＢＦ的抑制作用及形态学的影响，旨

在为临床治疗由白假丝酵母菌ＢＦ引起的间歇性、反复性及顽

固性真菌感染提供一些实验依据和研究方向。

（下转第３５８７页）
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ＰＳＡｍＲＮＡ基因的表达，一定水平Ｃｙｃｌｏｐａｍｉｎｅ可能对转移性

前列腺癌的治疗有效。
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Ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｓｉｎｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｆｕｎｇａｌｂｉｏｆｉｌｍｓ［Ｊ］．ＲｅｖＩｂｅｒｏａｍ

Ｍｉｃｏｌ，２０１４，３１（１）：２２２９．

［７］ＣｏｓｔｅｒｔｏｎＪＷ，ＬｅｗａｎｄｏｗｓｋｉＺ，ＣａｌｄｗｅｌｌＤＥ，ｅｔａｌ．Ｍｉｃｒｏ

ｂｉａｌｂｉｏｆｉｌｍｓ［Ｊ］．ＡｎｎｕＲｅｖＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，１９９５，４９：７１１７４５．

［８］ ＴｏｂｕｄｉｃＳ，ＫｒａｔｚｅｒＣ，ＬａｓｓｎｉｇｇＡ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉｆｕｎｇａｌｓｕｓ

ｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｏｆＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓｉｎｂｉｏｆｉｌｍｓ［Ｊ］．Ｍｙｃｏｓｅｓ，

２０１２，５５（３）：１９９２０４．

［９］ ＦａｙｙａｚＭ，ＭｉｒｚａＩＡ，Ｉｋｒａｍ Ａ，ｅｔａｌ．Ｐａｔｈｏｇｅｎｓｃａｕｓｉｎｇ

ｂｌｏｏｄｓｔｒｅａｍｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓａｎｄｔｈｅｉｒｄｒｕｇｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｐｒｏ

ｆｉｌｅｉｎｉｍｍｕｎｏｃｏｍｐｒｏｍｉｓｅｄｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＪＣｏｌｌＰｈｙｓｉｃｉａｎｓ

ＳｕｒｇＰａｋ，２０１３，２３（１２）：８４８８５１．

［１０］ＨａｇｈｉｇｈｉＦ，ＭｏｈａｍｍａｄｉＳＲ，ＭｏｈａｍｍａｄｉＰ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｅ

ｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓｂｉｏｆｉｌｍｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｎｓｉｌｉ

ｃｏｎｅｃａｔｈｅｔｅｒ，ＰＶＣａｎｄｇｌａｓｓｃｏａｔｅｄｗｉｔｈＴｉｔａｎｉｕｍｄｉｏｘ

ｉｄｅｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｂｙＸＴＴｍｅｔｈｏｄａｎｄＡＴＰａｓｅａｓｓａｙ［Ｊ］．

ＢｒａｔｉｓｌＬｅｋＬｉｓｔｙ，２０１２，１１３（１２）：７０７７１１．

（收稿日期：２０１４０３２５　修回日期：２０１４０５１７）
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