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新生隐球菌的胞外蛋白水解酶及丝氨酸蛋白酶活性检测

徐赤宇，温　海，王溪涛，朱红梅，顾菊林，徐 　红
（第二军医大学长征医院皮肤性病科，上海２００００３）

［摘要］　目的：测定不同孵育条件、来源和血清型的新生隐球菌分泌的胞外蛋白水解酶及丝氨酸蛋白酶的活性。方法：３０℃
和３７℃下用含有偶氮白蛋白的琼脂培养板培养不同来源及血清型的３６株新生隐球菌菌株，测量其产生的廓清晕环的大小，计

算ＣＨ值［菌落半径／（菌落半径＋廓清晕环半径）］来比较其胞外蛋白水解酶及丝氨酸蛋白酶的活性强弱；用丝氨酸蛋白酶的

特异性抑制剂观察两种酶活性改变；酶谱法观察菌株浓缩上清液中胞外蛋白水解酶活性和相对分子质量。结果：３６株菌株在

３０℃和３７℃培养条件下它们的平均ＣＨ值分别为０．５５８±０．１７０和０．５７５±０．１６９，两者间无显著差异；血清Ａ（ｎ＝１３）、Ｂ（ｎ＝

１３）、Ｄ／ＡＤ（ｎ＝６）型菌株各自的平均ＣＨ值分别为０．５６４±０．１４４、０．５１５±０．０７８和０．４８２±０．０７２，各组间无显著差异；临床分

离株（ｎ＝２３）、环境分离株（ｎ＝９）和荚膜缺陷株（ｎ＝４）各自的平均ＣＨ 值分别为０．５７０±０．１７７、０．５１３±０．０６９和０．９４２±

０．０７５（Ｐ＜０．０５）。对照组（不含抑肽酶）和抑肽酶不同浓度组（１．２、１．６ｍＵ）的平均ＣＨ 值分别为０．４５９±０．１８８，０．９７５±

０．２８７、０．７３３±０．２５２（Ｐ＜０．０１）。菌株浓缩液中含有复杂的胞外蛋白酶类成分。结论：新生隐球菌胞外蛋白水解酶及丝氨酸

蛋白酶的活性在３０℃、３７℃下无显著差异；在临床分离株中比环境分离株和荚膜缺陷株强；在不同血清型菌株间无显著差别；

可被丝氨酸蛋白酶抑制剂抑制。
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　　部分致病性真菌在体外或感染宿主过程中能够

分泌内源性和外源性胞外蛋白酶［１］，这些酶具有蛋

白水解活性，并可参与菌株对组织的黏附、渗透及调

节被感染宿主的免疫系统等活动。同时发现胞外蛋

白水解酶主要成分丝氨酸蛋白酶在脑损伤过程中可
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提高血脑屏障的通透性［２］，并有神经毒性介质作

用［１］。已知新生隐球菌培养的上清液中含有胞外蛋

白水解酶类等活性成分［３］。其中，胞外蛋白水解酶

及丝氨酸蛋白酶被认为是潜在的毒性因子。对它们

功能的深入研究，将有助于揭示出新生隐球菌如何

穿透血脑屏障致病的机制。　　　　　　　　

１　材料和方法

１．１　材料　新生隐球菌菌株３６株，包括环境分离

株９株、临床分离株２３株、荚膜缺陷株４株；血清Ａ
型１３株、血清Ｂ型１３株、血清Ｄ／ＡＤ型６株。所有

菌株均为中国医学真菌保藏管理中心隐球菌专业实

验室提供。主要试剂和仪器：特制真菌培养基、检测

蛋白琼脂廓清率的特殊培养基、过滤膜、偶氮白蛋

白、抑肽酶（Ｓｉｇｍａ公司）、ＰＬＡＵ（ｕＰＡ）尿激酶型血

浆酶原激活物ＥＬＩＳＡ检测试剂盒、０．１％考马斯亮

蓝Ｒ２５０、二氧化碳孵箱（ＨｅｒａｅｕｓＥｌｅｃｔｒｏｎｉｃＩｎｃ．）；

ＳＷＣＪＩＥ型净化工作台（苏州净化设备厂）；倒置相

差显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；半径测量仪。

１．２　培养基的制备　（１）特制真菌培养基：Ｇｌｙｃｉｎｅ
（１３ｍｍｏｌ／Ｌ）、ＫＨ２ＰＯ４（２９．４ｍｍｏｌ／Ｌ）、ＭｇＳＯ４（１０

ｍｍｏｌ／Ｌ）、ｔｈｉａｍｉｎｅ（３μｍｏｌ／Ｌ）、葡萄糖（１５ｍｍｏｌ／

Ｌ）等成分混匀后分装于无菌试管４℃保存。（２）检

测蛋白琼脂廓清率的特殊培养基：１．５％琼脂、葡萄

糖１５ｍｍｏｌ／Ｌ、ｇｌｙｃｉｎｅ１３ｍｍｏｌ／Ｌ、ＫＨ２ＰＯ４２９．４

ｍｍｏｌ／Ｌ、ＭｇＳＯ４１０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｔｈｉａｍｉｎｅ３μｍｏｌ／Ｌ、

０．１％ａｚｏａｌｂｕｍｉｎ（ｐＨ４．５）等混匀后倒入无菌平皿

４℃保存。（３）在检测廓清率的培养基中加入抑肽

酶，配成含有４种浓度（０．４、０．８、１．２、１．６ｍＵ）抑制

剂的培养基。

１．３　接种　 （１）所试菌株经活化后，用ＰＢＳ调节菌

悬液浓度至１×１０７ＣＦＵ／ｍｌ，在备用的含有偶氮白

蛋白的特殊培养基上，选取成等边三角形的３点并

记录，用加样器分别滴１０μｌ菌悬液，每份标本接种

４个平皿，３０℃和３７℃各标记２个。分别培养３～１６

ｄ。（２）３０℃条件，加入抑制剂培养基的菌株，接种方

法同前面。

１．４　特选菌株培养上清液浓缩和酶谱法检测　分

别 将 ＣＺＢＬＳ４９、ＡＴＣＣ５６９９２、野 生 株 Ｂ３５０１、

ＣＺＹＤ７、Ｃａｐ７０在特制真菌培养基中培养的上清液

１０ｍｌ放入ＰＥＧＣ２０００（聚乙二醇）袋中，２ｈ后上清

液被浓缩成１ｍｌ，即浓缩１０倍；观察特选菌株浓缩

上清液中胞外蛋白水解酶及丝氨酸蛋白酶的活性和

近似相对分子质量，对照实验用糜蛋白酶和凝血酶

消化琼脂培养基中蛋白后测量近似相对分子质

量。　　　　　　
１．５　结果测量时间和方法　由于菌株分泌的胞外

蛋白水解酶及丝氨酸蛋白酶的活性作用，通过测量

消化琼脂培养基平皿中０．１％的偶氮白蛋白出现颜

色改变的廓清率晕环直径大小。所有的实验菌株培

养３ｄ内未见廓清晕环的出现，４～５ｄ不清楚，６ｄ
以后开始出现。到１２～１５ｄ最为清晰透明，菌落周

围的黄色圈渐渐变淡至透明。３～４周后菌落周围

混浊不透明。因此，选用培养第１４天为测量日。借

鉴根据Ｐｒｉｃｅ的蛋黄平板测量法，ＣＨ 值＝菌落半

径／（菌落半径＋廓清晕环半径）。ＣＨ值小，胞外蛋

白水解酶及丝氨酸蛋白酶的量多，活性强；反之ＣＨ
值大，胞外蛋白水解酶及丝氨酸蛋白酶的量少，活性

弱；ＣＨ值为１表示菌株没有分泌胞外蛋白水解酶

及丝氨酸蛋白酶。实验重复６次（ｎ＝６）。加抑制剂
组测量时间和方法同前。

１．６　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，两组均数比
较采用ｔ检验进行统计学分析。

２　结　果

２．１　菌株培养结果

２．１．１　温度对菌株培养的影响　在３０℃和３７℃培

养１４ｄ后，３６株菌中有３３株能在其菌落周围产生

特异性廓清晕环，即未被考马斯亮蓝染色的白色晕

环（图１Ａ）。２３株新生隐球菌临床分离株在两种温

度培养时均产生廓清晕环，９株环境分离株有８株

产生廓清晕环，１株为阴性反应，ＣＨ 值为１。荚膜

缺陷株中的 Ｃａｐ５５、Ｃａｐ６０株均未产生廓清晕环。

两种培养温度下的ＣＨ 值分别为０．５５８±０．１７０和

０．５７５±０．１６９，两者无显著差异。

２．１．２　不同血清型菌株培养结果　ＣＨ 值最小的

为分离自痰液的ＣＺＢＬＳ４９，血清型为Ｂ型，在３０℃
培养时，ＣＨ值为０．３６３６。其次ＣＨ值最小为来自

脑脊液的ＡＴＣＣ５６９９２，血清型为Ｂ型，在３０℃培养

时，ＣＨ值为０．３８０１。在３７℃培养条件下，血清Ａ、

Ｂ、Ｄ／ＡＤ 型菌株的 ＣＨ 值分别为０．５６４±０．１４４、

０．５１５±０．０７８和０．４８２±０．０７２，３组间均无显著差

异。

２．１．３　不同来源菌株培养结果　临床株、环境株和

荚膜缺陷株的 ＣＨ 值分别为 ０．５７０±０．１７７、
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０．５１３±０．０６９和０．９４２±０．０７５，各组间有显著差异

（Ｐ＜０．０５）。

２．２　丝氨酸蛋白酶抑制剂对菌株培养的影响　与

对照组（图１Ｂ）比较发现随着培养基中所含抑肽酶

浓度的增加，菌落周围廓清晕环直径逐渐变小（图

１Ｃ），对照组和抑肽酶不同浓度组（１．２、１．６ｍＵ）的

ＣＨ 值分别为０．４５９±０．１８８、０．９７５±０．２８７和

０．７３３±０．２５２，有显著性差异（Ｐ＜０．０１）。

２．３　菌株浓缩上清液酶谱法测定结果　菌株浓缩

上清液中所含的酶消化了凝胶中的相应底物蛋白，

用酶谱法可以观察到缺少考马斯亮蓝Ｒ２５０染色的

条带 区 域 显 示 凝 胶 上，相 对 分 子 质 量 大 约 在

２０００００、１０００００、７５０００、５００００范围。发现相对分

子质量为２０００００和１０００００条带均存在于特选５
株浓缩上清液所分离的酶底物凝胶中。７５０００、

５００００条带很弱不易被观测，需仔细辨别可在分离

的底物凝胶中找到。对照组利用糜蛋白酶和凝血酶

在近似相对分子质量为２５５００和３５０００处显示出

被消化的廓清带，与糜蛋白酶和凝血酶的相对分子

质量大致相符（图２）。

图１　蛋白琼脂廓清晕环观察结果

Ｆｉｇ１　Ｐｒｏｔｅｉｎａｇａｒｐｌａｔｅｓｓｈｏｗｉｎｇｃｌｅａｒａｎｃｅｈａｌｏｓ
Ａ：Ｃ．ｎｅｏｆｏｒｍａｎｓｃｏｌｏｎｙａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈｇｌｕｃｏｓｅ（１５ｍｍｏｌ／Ｌ），ｇｌｙｃｉｎｅ（１３ｍｍｏｌ／Ｌ），ＫＨ２ＰＯ４（２９．４ｍｍｏｌ／Ｌ），ＭｇＳＯ４（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），ｔｈｉａ

ｍｉｎｅ（３μｍｏｌ／Ｌ），ａｎｄ０．１％ａｚｏａｌｂｕｍｉｎｆｏｒ１２１５ｄ．ＣＺＢＬＳ４９ｃｏｎｌｏｎｉｅｓｗｅｒｅｗａｓｈｅｄｏｆｆｔｈｅｎｔｈｅｐｌａｔｅｓｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈ０．１％ Ｃｏｏｍａｓｓｉｅ

ｂｌｕｅＲ２５０ｆｏｒ４ｈａｎｄｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙｄｅｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈ４０％ ｍｅｔｈａｎｏｌ１０％ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ．Ｌｉｇｈｔｓｔａｉｎｉｎｇｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈｅａｂｓｅｎｃｅｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎａｚｏａｌｂｕ

ｍｉｎ，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇｔｈｅｒｅｗａｓｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃｄｉｇｅｓｔｉｏｎ．ＡｒｒｏｗｐｏｉｎｔｅｄｔｈｅａｒｅａｌａｃｋｉｎｇＣｏｏｍａｓｓｉｅｂｌｕｅｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｂ：Ｃ．ｎｅｏｆｏｒｍａｎｓｃｏｌｏｎｙｉｎｎｏｒｍａｌ

ａｇａｒ；Ｃ：Ｃ．ｎｅｏｆｏｒｍａｎｓｃｏｌｏｎｙｉｎａｇａｒｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｓｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

图２　培养菌株浓缩上清液的底物凝胶电泳结果

Ｆｉｇ２　Ｓｕｂｓｔｒａｔｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ＣＺＢＬＳ４９；２：ＡＴＣＣ５６９９２；３：Ｂ３５０１；４：ＣＺＹＤ７；５：

Ｃａｐ７０；６：Ａｐｒｏｔｉｎｉｎ；７：Ｃｈｙｍｏｔｒｙｐｓｉｎ

３　讨　论

　　研究发现许多致病性真菌在体外或感染宿主过

程中分泌蛋白水解酶［１］，如新生隐球菌分泌的含有

丝氨酸蛋白酶、磷脂酶等组分的胞内外蛋白酶类物

质，认为这些酶可能介导菌体克服宿主的保护屏障

引发真菌性感染和深部真菌病。

　　对于真菌分泌物中的酶类成分有多种检测方

法，其中底物凝胶分析法是一种可靠的检测蛋白水

解活性的有效经典方法，条带的廓清率提供了发生

在凝胶中的蛋白水解活性的证据及蛋白水解酶近似

的相对分子质量。

　　本实验中特选的新生隐球菌培养的浓缩上清液

的底物凝胶分析发现至少存在４条有蛋白水解活性

条带，其相对分子质量分别为 ５００００、７５０００、

１０００００、２０００００。因为巯基乙醇还原性和蛋白质样

本的煮沸均在ＳＤＳ中保留蛋白水解活性，所以测得

的相对分子质量相对于标准仅仅为近似值，有人认

为所获取的相对分子质量超过实际的１５％～２０％。

实验中用糜蛋白酶和凝血酶作为对照组得到的条带
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相对分子质量为２５５００、３５０００，与这两种酶的实际

相对分子质量基本吻合。根据本实验选取的隐球菌

浓缩上清液得到的５种条带说明发生了复杂的蛋白

水解活性及蛋白水解酶降解反应，这与Ｃｈｅｎ等［４］和

Ｙｏｏ等［５］的报道基本相符。

　　本研究结果表明，３６株新生隐球菌在３０℃和

３７℃时培养６～７ｄ后，绝大多数都产生了特异性廓

清晕环，与Ｃｈｅｎ等［４］报道的结果一致；但不同菌株

的ＣＨ值差异较大，提示其毒力、致病力和所含的丝

氨酸蛋白酶量可能与此相关。同时，发现不同培养

温度下所有菌株的ＣＨ值无统计学差异，表明０℃、

３７℃下隐球菌胞外蛋白酶类物质活力没有显著差

异，只要有合适的培养基条件菌株就能分泌胞外蛋

白酶类物质。

　　实验表明不同来源的菌株其ＣＨ值存在明显差

异。临床痰液分离株表现出最高的胞外蛋白水解酶

及丝氨酸蛋白酶活力，环境分离株次之，而荚膜缺陷

株较小。提示来源不同可能是影响隐球菌胞外蛋白

酶类成分活性的一个主要的因素，同 Ｒｏｄｒｉｇｕｅｓ
等［６］报道的新生隐球菌分泌的丝氨酸蛋白酶可造成

肺组织损害和降解细胞外基质结果相一致。

　　血清分型对新生隐球菌分泌胞外蛋白水解酶的

影响研究结果表明菌体荚膜的存在和缺失同自身分

泌有密切关系。目前对新生隐球菌的分型还只是停

留在根据其荚膜多糖的抗原性决定的血清型来区分

的，而且荚膜多糖被认为是新生隐球菌最重要的毒

力因子。本实验用Ａ型、Ｂ型、Ｄ／ＡＤ型４种血清型

菌株以及荚膜缺陷株之间进行比较，发现胞外蛋白

水解酶类成分与荚膜多糖抗原性无关，但与荚膜缺

陷株相比较时ＣＨ 值却有显著差异，说明胞外蛋白

水解酶及丝氨酸蛋白酶与菌株的多糖荚膜是具有协

同性的毒力因子。

　　当菌株接种在含有一定浓度单位的丝氨酸蛋白

酶特异性抑制剂（抑肽酶）的培养基中一段时间后，

发现菌落周围蛋白廓清晕环较对照组缩变小。当抑

肽酶浓度为０．８ｍＵ时出现抑制作用，随着抑制剂

浓度的增高，ＣＨ值变得越大，各组之间存在明显统

计学差异。这表明抑肽酶对新生隐球菌分泌的胞外

蛋白水解酶的抑制作用出现在浓度为０．８ｍＵ时。

抑肽酶对隐球菌胞外蛋白水解酶类成分抑制作用与

其浓度相关。表明丝氨酸蛋白酶抑制剂可降低隐球

菌分泌胞外蛋白水解酶及丝氨酸蛋白酶的活

性，它们将有望成为预防和治疗致病性真菌感染药

物。
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