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颗粒溶素肽对白念珠菌的毒性作用
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［摘要］　目的：研究颗粒溶素肽对白念珠菌的毒性作用。方法：将白念珠菌和不同浓度的颗粒溶素肽混合培养后，计算沙氏

琼脂培养基平板上白念珠菌菌落数。采用标准微量稀释法测定颗粒溶素肽以及氟康唑（ＦＣＺ）对白念珠菌的最低抑菌浓度

（ＭＩＣ）。结果：当相应于颗粒溶素第２和第３个螺旋的肽段Ｇ２和Ｇ３浓度达到２０μｇ／ｍｌ时，对白念珠菌产生较强的细胞毒

性，形成的平均菌落数分别从８８３、９３７降到２０３、２１８，而Ｇ１、Ｇ４、Ｇ５肽段浓度达到４０μｇ／ｍｌ时，也不能明显减少白念珠菌平均

菌落数。３株标准白念珠菌株对颗粒溶素肽均较为敏感，ＭＩＣ 分别为２６、２２、２９μｇ／ｍｌ，而对 ＦＣＺ 的 ＭＩＣ分别为４、２０、

１２８μｇ／ｍｌ。结论：颗粒溶素肽对白念珠菌具有细胞毒性，是人体内天然存在的抗真菌感染物质之一，具有潜在的药物开发意

义。　　　　　
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　　颗粒溶素（ｇｒａｎｕｌｙｓｉｎ，ＧＮＬＹ）是人细胞毒性Ｔ
细胞（ＣＴＬ）和天然杀伤细胞（ＮＫ）表达的一种阳离

子肽［１］，对革兰阴性和革兰阳性菌均有杀伤作用，包

括结核杆菌、沙门杆菌、大肠杆菌等等。ＧＮＬＹ属于

皂素样蛋白（ｓａｐｏｓｉｎｌｉｋｅｐｒｏｔｉｎ，ＳＡＰＬＩＰ）家族，近

１亿年来在许多生物中呈高度保守状态。该家族包

括 ＮＫ 溶素（一种从猪小肠中分离出的溶解性分

子）、阿米巴溶素（阿米巴用于杀菌的分子）和皂素。

天然产生的ＧＮＬＹ是相对分子质量为１５０００的分

子，在细胞内被降解为９０００。ＧＮＬＹ含５个α螺

旋，其间由短环状结构隔开。分子中有４个半胱氨

酸残基，形成２个分子内二硫键［２］。

　　研究表明，ＧＮＬＹ在人细胞免疫反应中起重要

作用［３］。Ｔ淋巴细胞分泌 ＧＮＬＹ以杀灭胞外和胞

内的结核杆菌，后者还需要穿孔素的协同。在麻风

病患者皮肤活检中，结节型麻风患者表达ＧＮＬＹ的

Ｔ细胞数目高于瘤型麻风患者的６倍，提示ＧＮＬＹ
可控制麻风菌的扩散。而在２种麻风患者的皮肤活

检中，穿孔素的表达类似。在预后差的肿瘤患者中，

ＮＫ细胞表达的 ＧＮＬＹ显著低于预后好或健康个

体。在肾移植患者中，ＰＢＬ和肾活检中ＧＮＬＹ水平

升高与急性排斥及移植物预后差有关。
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　　本研究观察了颗粒溶素肽对白念珠菌的毒性作

用，并与一般抗真菌药物进行比较，为进一步开发颗

粒溶素肽的抗微生物活性提供依据。

１　材料和方法

１．１　材料和试剂　氟康唑（ＦＣＺ，Ｓｉｇｍａ，纯度＞
９８．８％）用无菌蒸馏水配制成３２００μｇ／ｍｌ的贮存

液，分装至１．５ｍｌＥｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，置－８０℃冰箱

贮存备用。颗粒溶素来源的短肽由ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓ

ｔｅｍｓ公司合成，经反相 ＨＰＬＣ验证，纯度＞９５％。

其序列分别为：Ｇ１，ＧＲＤ ＹＲＴ ＳＬＴＩＶＱ ＫＬＫ

ＫＭＶＤ；Ｇ２，ＱＲＳＶＳＮＡＡＴＲＶＣＲＴ；Ｇ３，ＲＤＶ

ＣＲＮＦＭＲＲ；Ｇ４，ＱＳＲＶＩＱＧＬＶ；Ｇ５，ＱＱＩＣＥＤ。

　　３ 株 白 念 珠 菌 标 准 菌 株 ＡＴＣＣ７６６１５：０９、

ＡＴＣＣ７６６１５：１０８、ＡＴＣＣ７６６１５：１９， 其 中 已 知

ＡＴＣＣ７６６１５：０９对 ＦＣＺ 敏感，ＡＴＣＣ７６６１５：１０８对

ＦＣＺ中度敏感，ＡＴＣＣ７６６１５：１９对ＦＣＺ耐药。

　　ＲＰＭＩ１６４０培养液：ＲＰＭＩ１６４０粉１０．４ｇ，三

氮吗啡啉丙磺酸 （ＭＯＰＳ）３４．５３ｇ，蒸馏水９００ｍｌ，

调节ｐＨ 为７．０，加蒸馏水至１０００ｍｌ，０．２μｍ 滤

器（Ｓｉｇｍａ）滤过除菌，４℃冰箱备用。（２）改良沙氏

琼脂培养基：葡萄糖４０．０ｇ，蛋白胨１０．０ｇ，琼脂

２０．０ｇ，蒸馏水１０００ｍｌ，氯霉素０．０５ｍｇ／ｍｌ，高压

灭菌。

１．２　颗粒溶素肽对白念珠菌的毒性作用　用１０

ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ｐＨ７．４，含０．０３％的沙氏

培养基）将白念珠菌稀释至２×１０５／ｍｌ。而后将２５

μｌ的白念珠菌和２５μｌ不同浓度（５、１０、２０、４０μｇ／

ｍｌ）的颗粒溶素肽混合，在３７℃培养３ｈ后，用磷酸

盐缓冲液以１１００稀释培养物，取５０μｌ涂布于沙

氏琼脂培养基平板，在３５℃培养２４ｈ后，计算白念

珠菌菌落数（ｎ＝３，取平均值）。

１．３　ＮＣＣＬＳＭ２７Ａ微量稀释法药敏试验

１．３．１　微量药敏板制备　将配制好的ＧＮＬＹ肽和

ＦＣＺ药物贮存液用ＲＰＭＩ１６４０培养液做稀释液进

行１０级倍比稀释，起始浓度为１２８μｇ／ｍｌ，终末浓度

为０．２５μｇ／ｍｌ，以上各药浓度均为２倍应测试药

物浓度。将稀释好的药液对应加在无菌９６孔 Ｕ 形

底微量培养板的孔中，从第１孔至第１０孔浓度由高

到低，每孔１００μｌ。第１１、１２孔加不含药液的ＲＰＭＩ

１６４０培养液，其中１１孔为生长对照，１２孔为空白对

照。加毕药敏板用铝箔纸密封后放置－８０℃保藏

备用。

１．３．２　菌液制备及接种　将受试菌在沙氏琼脂培

养基上连续转种２次，以保证其纯度和活力。取经

３５℃培养２４ｈ的菌落，用无菌生理盐水制成菌悬液

并用ＲＰＭＩ１６４０培养液调整菌浓度为（１～５）×１０３

ＣＦＵ／ｍｌ（２倍菌接种液浓度）。将冷冻的药敏板按

－２０℃、４℃、室温各１ｈ的融化程序融化后置超净

工作台上，用微量移液器以从第１１孔至第１孔的顺

序每孔加１００μｌ菌悬液（此时各孔药液和菌悬液均

分别达到应测试的浓度），第１２孔不加。

１．３．３　培养及结果判定　接种后的药敏板置３５℃
湿盒温育，分别于培养２４、４８、７２ｈ观察受试菌生长

情况，于４８ｈ读取结果。视觉法判定终点：９６孔培

养板各孔充分混匀后与生长对照孔比较，生长完全

抑制，培养基清亮所对应的最低药物浓度为颗粒溶

素的最低抑菌浓度（ＭＩＣ）；唑类药物则以８０％生长

抑制（ＩＣ８０，４０μｌ生长对照稀释至１６０μｌ培养基中

产生的浊度）所对应的最低药物浓度为其 ＭＩＣ。

２　结　果

２．１　颗粒溶素肽对白念珠菌的细胞毒性　结果表

明，当相应于颗粒溶素第２和第３个螺旋的肽段Ｇ２
和Ｇ３浓度达到２０μｇ／ｍｌ时，对白念珠菌产生较强

的细胞毒性，形成的菌落数分别从８８３、９３７降到

２０３、２１８，提示颗粒溶素对白念珠菌的细胞毒性与第

２和第３个螺旋的序列有关。见图１。

图１　颗粒溶素肽对白念珠菌的毒性作用

Ｆｉｇ１　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆｇｒａｎｕｌｙｓｉｎ

ｏｎＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ

２．２　白念珠菌对抗真菌药物的敏感性　结果显示，

ＭＩＣ波动范围不超过一个药物浓度梯度，且从已知
对ＦＣＺ分别为耐药、中度敏感和敏感的３株标准菌
株的 重 复 测 定 结 果 显 示，ＭＩＣ 分 别 是 ４、２０、

１２８μｇ／ｍｌ，均在ＮＣＣＬＳＭ２７Ａ中公布的ＦＣＺ药敏
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分界点标准范围内，即：耐药≥６４μｇ／ｍｌ，剂量依赖
性敏感１６～３２μｇ／ｍｌ，敏感≤８μｇ／ｍｌ，证实了ＮＣ
ＣＬＳＭ２７方案的可重复性和结果的一致性。而颗
粒溶 素 对 白 念 珠 菌 标 准 菌 株 ＡＴＣＣ７６６１５：０９、

ＡＴＣＣ７６６１５：１０８、ＡＴＣＣ７６６１５：１９的 ＭＩＣ 分别是

２６、２２、２９μｇ／ｍｌ，提示颗粒溶素与ＦＣＺ的杀真菌机
制有所不同，值得进一步研究。

３　讨　论

　　有关阳离子多肽杀伤微生物的机制尚不十分明
确。目前学者们已对一些阳离子肽的潜在治疗性开
展研究。短杆菌肽Ｓ６和多黏菌素Ｂ，是从细菌中分
离的阳离子肽，可用于软膏和溶液。但这些制剂毒
性较大，限制了它们的系统性应用。而用甲烷磺酸
中和多黏菌素Ｂ，则成为一种前体药物盐酸多黏菌
素Ｅ，可被系统性应用。随着日益严重的细菌耐药
性，越来越需要作为人体治疗用的抗微生物肽。目
前进入商业化的抗微生物肽有：（１）Ｐｅｘｉｇａｎｉｎ，一种
蛙蛋白爪蟾抗菌肽提取物，用于治疗糖尿病性足部
溃疡的感染；（２）ＩＢ３６７，一种猪蛋白溶菌素的类似
物，用于治疗黏膜炎；（３）ＢＰＩ（细菌渗透性增加蛋
白），用于治疗隐球菌性脑膜炎。

　　颗粒溶素是一种人抗菌性多肽，带阳性电荷，与
磷脂结合［４］。ＧＮＬＹ 与穿透素（ｐｅｒｆｏｒｉｎ）、颗粒酶
（ｇｒａｎｚｙｍｅ）共同存在于人ＣＴＬ和 ＮＫ细胞的细胞
毒性颗粒中。ＧＮＬＹ是一种极具应用前景的抗微生
物肽。它是人体内极少几种阳离子抗微生物肽之
一，是在天然免疫反应中起重要作用的ＣＴＬ和ＮＫ
细胞产生的、目前发现的惟一一种抗微生物肽；它快
速杀伤许多微生物，并且既能杀胞外菌，也能杀胞内
菌；ＧＮＬＹ序列不同于以前研究的其他阳离子肽，部
分ＧＮＬＹ来源肽段在高离子强度环境中仍具有活
性。

　　本研究参照美国国家临床实验室标准化委员会
（ＮＣＣＬＳ）关于《酵母菌液基稀释法抗真菌药物敏感
性试验参考方案》（ＮＣＣＬＳＭ２７Ａ）对标准念珠菌株
采用培养液微量稀释法技术系统测定了对颗粒溶素

肽的敏感性，旨在研究白念珠菌对颗粒溶素肽的

ＭＩＣ，探讨颗粒溶素对白念珠菌的细胞毒性。在培
养基及其ｐＨ、缓冲液、菌接种液浓度以及培养温度
都固定的情况下，影响 ＭＩＣ的主要因素包括培养时
间及终点判读标准。由于念珠菌的生长特性和抗真
菌药物自身的基本特性如溶解度、化学稳定性、抑菌
或杀菌活性，因而终点判读时间为４８ｈ；ＦＣＺ等唑
类药物由于其抑菌活性，在培养过程中真菌尚未完
全抑制前在较宽的浓度范围内均产生部分抑菌，出
现拖尾现象（ｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎｏｆｔａｉｌｉｎｇ），造成终点判读
困难，为此规定了８０％生长抑制的判读标准，而颗
粒溶素作为杀菌剂，无拖尾现象，终点判读较容易，
其判读标准则为１００％生长抑制。

　　本研究结果表明，相应于颗粒溶素第２和第３
个螺旋的肽段Ｇ２和Ｇ３浓度达到２０μｇ／ｍｌ时，对
白念珠菌产生较强的细胞毒性，提示颗粒溶素对白
念珠菌的细胞毒性与第２和第３个螺旋的序列有
关。而有研究表明，在此浓度，颗粒溶素肽对哺乳动
物细胞不具有毒性［５］。３株白念珠菌对颗粒溶素均
较为敏感，ＭＩＣ分别为２６、２２、２９μｇ／ｍｌ。这可作为
进一步开发利用颗粒溶素的依据，将有助于研究真
菌感染免疫中的分子、细胞作用机制，促进困扰临床
的反复感染、多耐药性难题的解决。
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