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"摘要#
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目的
!

探讨肉桂醛对烟曲霉菌生物膜"

Qe

$的体外作用&方法
!

体外建立烟曲霉菌
Qe

%采用
1

倍稀释法测定肉桂醛

的最低抑菌浓度"

YST

$%结晶紫法评价不同浓度的肉桂醛对烟曲霉菌
Qe

的影响%扫描电镜观察
Qe

的形态学变化&结果
!

烟曲

霉菌可在体外形成生物膜%肉桂醛对受试烟曲霉菌的
YST

为
14)

)

A

#

F\

%在
$YST

'

$

#

1YST

'

$

#

0YST

时!生物膜量分别为

%&/$h%&$$

'

$&$'h%&$/

和
$&4(h%&$$

!与阳性对照组"

1&$/h%&$4

$相比!差异有统计学意义"

G

$

%&%4

$%电镜下可见肉桂醛作用

后生物膜结构变稀疏松散&结论
!

肉桂醛对烟曲霉菌具有抗菌活性!亚抑菌浓度的肉桂醛对生物膜具有一定的破坏作用!其中浓

度越高作用越强&
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烟曲霉菌是侵袭性真菌感染中最常见的病原体#具有很高

的产孢子能力)不同机体免疫状态的患者吸入孢子后可发生

不同的疾病#如侵袭性曲霉病*曲霉球*变应性支气管肺曲霉病

等&

$

'

)随着广谱抗真菌药的应用及突变株的出现#烟曲霉菌对

传统抗真菌药的耐药率逐渐增高)近年来#烟曲霉菌生物膜逐

渐引起人们的关注)烟曲霉菌生物膜也是导致抗真菌药耐药

的机制之一&

1

'

)肉桂醛是一种芳香醛类物质#具有抗菌活性#

并且可以抑制金黄色葡萄球菌生物膜的形成&

'

'

)另外肉桂醛

对白色念珠菌生物膜也具有抑制和破坏作用&

0

'

)前期课题组

研究发现肉桂醛对临床分离的烟曲霉菌具有抗菌活性&

4

'

#但其

对已经形成生物膜的烟曲霉菌群体的作用尚未清楚)本研究

主要探讨肉桂醛对烟曲霉菌生物膜的体外影响)

?

!

材料与方法

?&?

!

材料
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药物和试剂
!

肉桂醛$
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#美国
O#

A

F;

公

司#批号
b(%%4'(

%#用
$%%5

二甲基亚砜$

3YOM

%溶解#储存液

的浓度为
$%10%%

)

A

"

F\

#分装后于
V-%g

保存(

6[YS.$)0%

粉末$

Z#G<"

公司%*

YM[O

$

O#

A

F;

公司%#结晶紫$天津市河东

区红岩试剂厂%#马铃薯葡萄糖琼脂培养基$

[37

#中国路桥技

术责任有限公司%)

?&?&@

!

菌株
!

受试菌株为烟曲霉临床分离株#编号为

7&@0%%1

#经前期试验鉴定为在体外具有形成稳定生物膜的能

力#药敏实验的质控菌株为近平滑念珠菌
78TT11%$(

$广西医

科大学第一附属医院临床微生物检验中心鉴定及提供%)菌株

均于
V0g

保存)

?&?&A
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主要仪器
!

()

孔细胞培养板$美国
T"9,#,

A

公司%#

10

孔细胞培养板$美国
T"9,#,

A

公司%#

$'FF]$'FF

圆形载玻

片$北京博润莱特科技有限公司%#作为生物膜载体#

-45

乙醇

浸泡过夜后备用(

O[_

型智能生化培养箱$常州市伟嘉仪器制

造有限公司%#

Q2T.$'%%

$

7

"

Q1

型生物安全柜$苏州净化设备

有限公司%#

YC?>#+P;,Ya'

酶标仪$美国
8=:9F"

公司%#电子

扫描显微镜$

ORY

#日本
O'0%%d
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方法

?&@&?

!

菌悬液的制备
!

将冻存的受试菌株
7&@0%%1

接种于

[37

斜面复苏#

'-g

培养
'!

)后取单菌落转种于新的
[37

斜面#

'-g

孵育
-1=

)用含
%&%145

吐温
1%

的灭菌磷酸盐缓

冲液$

[QO

%冲洗
[37

表面收集孢子#用经
YM[O

缓冲后
B

2

为
-&%

的
6[YS.$)0%

培养液重悬孢子#血细胞计数板调节使

孢子液终浓度为
$]$%
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药物浓度
!

实验药物肉桂醛的最终受试浓度范围为

0

!

$%10
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实验分组
!

实验分为无药的阳性对照组#阴性对照组
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重庆医学
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年
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卷第
'

期
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作者简介!邬丽红$
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%#住院医师#硕士#主要从事生物膜耐药的研究)
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$仅含
6[YS.$)0%

培养液%#肉桂醛组)肉桂醛储存液用
6[.

YS.$)0%

培养液按
1

倍稀释法制备最低抑菌浓度$

YST

%梯度#

试验使用浓度为
$YST

*

$

"

1YST

*

$
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0YST

*

$

"

/YST

*

$

"

$)

YST

)

?&@&B

!

YST

值的测定
!

参照美国临床实验室标准化协会

$

T\OS

%的
Y/'.71

方案&

)

'

#测定肉桂醛对临床分离株
7&@0%%1

的
YST

)

YST

值为肉眼直接观察到的无真菌生长的最低药物

浓度)实验平行重复
'

次#当
YST

只差
$

个浓度梯度时#取最

高浓度作为
YST

值)

?&@&F

!

结晶紫法定量生物膜
!

将上述浓度的菌悬液
$%%

)

\

接种于
()

孔板中#

'-g

孵育
10=

形成生物膜)各孔分别用灭

菌
[QO

轻轻漂洗
'

次除去未黏附菌#弃除漂洗液后#分别加入

不同浓度的肉桂醛
$%%

)

\

#空白组则加入
$%%

)

\

的
6[YS.

$)0%

培养液作为阳性对照孔#并设阴性对照孔)培养板于
'-

g

继续孵育
0/=

)各组药物作用
0/=

后#再次漂洗各孔#漂洗

液吸出#室温干燥后各孔加入
$5

结晶紫染色
$4F#,

#用灭菌

的
%&(5d;T?

充分漂洗以除去未结合的结晶紫#室温中晾干

后#每孔加入
(45

乙醇脱色
'F#,

#紫外分光光度计测定波长

4-%,F

处的吸光度值)各组每次分别重复
'

次取平均值#实

验独立重复
'

次)

?&@&G

!

电镜观察生物膜的形态学改变
!

如上述实验分组#取

$F\

上述浓度的菌悬液和灭菌生物膜载体各
$

个分别置于

10

孔板中#并于
'-g

孵育
10=

建立烟曲霉菌生物膜模型&

)

'

)

建模后#各组分别弃去培养液#并用灭菌
[QO

轻轻漂洗
'

次除

去浮游菌)除去漂洗液后#药物组分别加入如上述浓度的肉桂

醛#空白组加入新鲜培养液作为阳性对照#相同条件下继续孵

育
0/=

后#各孔分别取出载体#再次漂洗后#经
1&45

戊二醛固

定
)%F#,

#分别用
4%5

*

-%5

*

/%5

*

(%5

*

$%%5

的乙醇脱水各

$4F#,

#干燥后#表面镀金处理#于扫描电镜下观察)

?&A

!

统计学处理
!

采用
O[OO$)&%

统计软件进行统计#计量

资料用
Oh:

表示#组间比较采用单因素方差分析#组间两两比

较采用
Oda.

*

检验)检验水准取
#

^%&%4

#以
G

$

%&%4

为差

异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

药物的
YST

!

肉桂醛对烟曲霉临床分离株
7&@0%%1

的

YST

为
14)

)

A

"

F\

)

@&@

!

烟曲霉菌生物膜定量的结果
!

$YST

*

$

"

1YST

*

$

"

0YST

的肉桂醛作用后#生物膜量均较阳性对照组减少#差异有统计

学意义$

G

$

%&%4

%(而
$

"

/YST

和
$

"

$)YST

的肉桂醛作用于

生物膜后#生物膜量并没有减少#与阳性对照组比较差异无统

计学意义$

G

%

%&%4

%#见表
$

)

表
$

!!

肉桂醛对烟曲霉菌
7&@0%%1

生物膜的

破坏作用%

Oh:

&

组别 吸光度$

U4

4-%

%

阳性对照组
1&$/h%&$4

$

"

$)YST 1&%/h%&$$

$

"

/YST $&((h%&$/

$

"

0YST $&4(h%&$$

;G

$

"

1YST $&$'h%&$/

;G

$YST %&/$h%&$$

;G

!!

;

!

G

$

%&%4

#与阳性对照组比较(

G

!

G

$

%&%4

#组间比较)

@&A

!

ORY

观察烟曲霉菌生物膜结构
!

烟曲霉临床分离株

7&@0%%1

在体外可形成典型的生物膜结构#菌丝之间有稠厚的

细胞外基质黏附#且胞外基质将菌丝包裹起来形成致密的网状

结构$图
$

%)

$

"

/YST

的肉桂醛作用后#与空白组相比#生物

膜结构无明显改变#菌丝间及菌丝表面仍有较多的胞外基质黏

附#菌丝饱满#生物膜结构仍较结实$图
17

%)而
$

"

0YST

*

$

"

1

YST

*

$YST

的肉桂醛作用后#菌丝之间和菌丝表面的细胞外

基质明显较空白组减少#生物膜结构相对稀疏#其中
$

"

1YST

和
$YST

组的菌丝轮廓清晰#

$YST

组可见菌丝密度较低浓度

组减少#部分菌丝变形断裂#见图
1

)

图
$

!!

空白组
7&@0%%1

生物膜%

ORY ]1%%%

&

!!

7

!

$

"

/YST

(

Q

!

$

"

0YST

(

T

!

$

"

1YST

(

3

!

$YST

)

图
1

!!

不同浓度的肉桂醛作用后的
7&@0%%1

生物膜%

ORY ]1%%%

&

A

!

讨
!!

论

烟曲霉菌生物膜是一个不可逆的微生物结构)烟曲霉孢

子可黏附于有活力或者无活力的材料表面#并在生长过程中产

生细胞外多聚基质#进一步促进菌体的黏附和生物膜结构的形

成&

-

'

)目前的治疗方法主要是应用强有力的抗真菌药抑制或

破坏生物膜)早期两性霉素
Q

是用于治疗烟曲霉菌感染的有

效药物#但其导致机体发生明显的毒副作用#尤其是肾毒性的

发生#两性霉素
Q

的应用受到限制&

/

'

)近年来#唑类药物成为

治疗烟曲霉菌相关性感染的有效药物)然而#随着唑类药物的

广泛应用#烟曲霉菌对唑类药物的敏感性明显降低#甚至产生

耐药性&

(

'

)随着曲霉耐药机制的不断探讨#生物膜的形成成为

临床上烟曲霉菌感染难以治疗的原因之一&

1

'

)因此#在针对烟

曲霉菌生物膜相关性感染的药物研发中#不仅要考虑药物对真

菌细胞的有效性#还要顾及药物穿透生物膜屏障到达菌细胞的

能力)当前#中药在治疗一些常见的细菌及真菌生物膜感染方

面取得较好的治疗效果#采用中药治疗越来越受到关注)

-1'

重庆医学
1%$)

年
$

月第
04

卷第
'

期



肉桂醛又称为桂醛#主要是从桂皮*桂叶和桂枝中提取出

来的一种醛类物质#其为无色或者琥珀色液体#刺激性小#易溶

于醇*醚类物质#广泛应用于传统医药#对细菌和真菌具有较强

的抑制作用#并且具有抗生物膜活性&

'.0

'

)本研究结果表明#测

试浓度范围内的肉桂醛对浮游状态的烟曲霉菌具有一定的抗

菌作用#但对于已经形成生物膜的烟曲霉群体#抑菌浓度的肉

桂醛可以减少胞外基质和部分菌丝#但不能够完全抑制菌丝的

生长)该结果说明肉桂醛对浮游状态的烟曲霉菌具有一定的

抗菌活性#但对生物膜内菌细胞的抑菌效果明显减弱#这进一

步证实了烟曲霉菌生物膜的形成可降低菌体对药物的敏感性)

上述现象在以往烟曲霉菌生物膜的研究中有类似的报道#随着

生物膜的成熟#大量胞外基质产生#使生物膜内菌体对抗真菌

药的敏感性减低&

1

'

)有研究证实#白色念珠菌生物膜被破坏后

对氟康唑的敏感性提高
/

倍以上&

$%

'

)可见生物膜的形成是导

致难治性感染的重要因素)有研究证实肉桂醛通过抑制细菌

的
3d7

*

6d7

*蛋白质的生物合成表现抗菌效应&

$$

'

)肉桂醛

抗真菌的机制也可能是通过抑制相关基因和蛋白的表达从而

发挥抗真菌作用)然而#生物膜状态的烟曲霉菌与浮游菌相比

具有许多不同的生物学特性)烟曲霉菌生物膜可以增强药物

外派泵的活性*上调疏水蛋白基因*外派泵基因#以及药物靶酶

基因的表达等机制介导耐药&

$1.$'

'

)另外#生物膜成熟后#一些

次级代谢产物的相关生物合成蛋白显著上调#菌体代谢活力减

低#进一步耐受抗真菌药物&

$0

'

)因此#烟曲霉菌生物膜的耐药

机制是十分复杂的#不同的机制之间有可能存在相互作用#肉

桂醛抗真菌作用机理有待于进一步探索)本实验通过体外建

立烟曲霉菌生物膜后#使用亚抑菌浓度的肉桂醛作用于成熟的

生物膜#结果显示亚抑菌浓度范围的肉桂醛可以减少生物膜

量#结合电镜所见#肉桂醛作用后生物膜结构中的细胞外基质

明显减少)该结果可能说明肉桂醛是通过抑制胞外基质成分

的产生从而发挥抗生物膜活性)但由于生物膜耐药机制是多

途径#肉桂醛抗生物膜的具体作用机理需要进一步的研究证

实)在亚抑菌浓度的肉桂醛作用下#细胞外基质随着药物浓度

的增多而减少#对生物膜破坏作用逐渐增强)提示生物膜的破

坏作用与肉桂醛的浓度有一定的关系)以往研究发现生物膜

状态生长的白色念珠菌对传统抗真菌药物和肉桂醛等中药耐

药性明显增加#但亚抑菌浓度的肉桂醛可使生物膜三维结构变

畸形#并与传统抗真菌药具有协同杀菌作用&

0

'

)也观察到亚抑

菌浓度的肉桂醛作用于已经成熟的烟曲霉菌生物膜后#生物膜

的致密结构变松散#菌丝表面及菌丝之间胞外基质被清除#且

在高浓度时部分菌丝被裂解)提示应该防止生物膜的形成或

者破坏已经形成的生物膜结构#使得药物能够克服生物膜屏障

渗透到菌细胞内达到有效浓度而发挥抗菌作用)因此#本研究

设想肉桂醛与抗真菌药物联合作用#肉桂醛虽对生物膜细胞没

有明显地抑菌作用#但可通过去除生物膜胞外基质#使生物膜

结构被破坏#从而提高抗菌药物的敏感性#同时联合作用也可

降低抗菌药的浓度从而减低毒副作用)

本实验结果说明肉桂醛具有抗烟曲霉菌活性#并能够破坏

烟曲霉菌生物膜)提示应用肉桂醛治疗烟曲霉菌生物膜相关

性感染具有一定的应用前景#另外肉桂醛抗烟曲霉菌及抗生物

膜的作用机制仍不明确#有待于进一步探索)
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