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　　［摘要］　目的　观察蒺藜甾体皂苷类化合物ＴＴＳ１２对白念珠菌生物被膜形成的影响，探讨其可能的作用机制。方
法　采用激光共聚焦显微镜观察ＴＴＳ１２对白念珠菌生物被膜生长形态的影响；采用ＸＴＴ法考察不同浓度ＴＴＳ１２对白念
珠菌生物被膜形成的影响；应用光密度值测定及实时定量ＲＴＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ）法考察不同浓度ＴＴＳ１２对白念珠菌细

胞表面疏水性（ｃｅｌｌｓｕｒｆａｃｅｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ，ＣＳＨ）及相关基因表达的影响。结果　与未加ＴＴＳ１２的正常对照细胞相比，经
ＴＴＳ１２处理的白念珠菌生物被膜结构疏松，ＴＴＳ１２可剂量依赖性地抑制白念珠菌生物被膜的形成，其生长动力学及细胞表

面疏水性值下降，ＣＳＨ１基因表达水平降低（Ｐ＜０．０１）。结论　ＴＴＳ１２可能通过降低白念珠菌ＣＳＨ１基因表达来抑制白念
珠菌生物被膜的形成。

　　［关键词］　白念珠菌；生物被膜；蒺藜；ＴＴＳ１２；细胞表面疏水性
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　　蒺藜（ＴｒｉｂｕｌｕｓｔｅｒｒｅｓｔｒｉｓＬ．）即蒺藜科蒺藜属

植物蒺藜，其果实为传统中药材，具有平肝解郁、活

血祛风、明目、下气、补肾益精的功用，有降压、利尿、

抗炎、抗真菌、抗肿瘤、性强壮和增强的活性。ＴＴＳ

１２是从刺蒺藜中提取的甾体皂苷类化合物，结构为

替告皂苷元３ＯβＤ吡喃木糖（１→２）［βＤ吡喃木

糖（１→３）］［βＤ吡喃葡萄糖（１→４）］［αＬ吡喃鼠李

糖（１→２）］βＤ吡喃半乳糖苷（图１），具有很强的抗

真菌活性［１３］。白念珠菌是医院内感染的主要真菌，

从静脉导管中分离到白念珠菌的患者约４０％有潜在

的真菌感染，导管相关的念珠菌感染患者病死率近

４０％［４７］。白念珠菌可在体内植入的人工器官或导
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管等惰性物质或其他生物表面形成黏滑的膜，即生

物被膜（ｂｉｏｆｉｌｍ），导致真菌对一些临床常用抗真菌

感染药物产生高度耐药性，导致许多系统性、反复性

临床感染的产生［８９］。因此，本研究观察ＴＴＳ１２对

白念珠菌生物被膜形成的影响并探讨其可能的作用

机制，为后续研究奠定基础。

图１　ＴＴＳ１２的化学结构

Ｆｉｇ１　ＣｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＴＴＳ１２

１　材料和方法

１．１　主要试药及仪器　ＴＴＳ１２由第二军医大学药

学院天然药物化学教研室制备（纯度为９９．６％），用

ＤＭＳＯ 配成所需浓度。ＸＴＴ 购自 Ｓｉｇｍａ公司，

ＦＵＮ１和 ＣｏｎＡ 购自 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅ公司，２×

ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ购自 ＴａＫａＲａ公司。Ｅｐｐｅｎ

ｄｏｒｆ５４１７Ｒ高速冷冻离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ），Ｂｉｏｆｕｇｅ

Ｓｔｒａｔｏｓ高速冷冻离心机（Ｈｅｒａｅｕｓ），ＭＪＸ型智能霉

菌培养箱（宁波江南仪器厂制造），激光共聚焦显微

镜（ＬｅｉｃａＴＣＳｓｐ２），ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒＳｙｓｔｅｍ 实时定量

ＲＴＰＣＲ仪，ＧｅｎｅＱｕａｎｔⅡ核酸定量分析仪。

１．２　菌株及培养液　白念珠菌国际标准株ＳＣ５３１４
由 Ｗｉｌｌｉａｍ Ａ．Ｆｏｎｚｉ（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ

ａｎｄＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，ＧｅｏｒｇｅｔｏｗｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｗａｓｈ

ｉｎｇｔｏｎＤ．Ｃ．）惠赠。ＲＰＭＩ１６４０ 培养液：ＲＰＭＩ

１６４０（ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司）１０ｇ，ＮａＨＣＯ３２ｇ，吗啡啉

丙磺酸（ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｅｐｒｏｐａｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ，ＭＯＰＳ，

Ｓｉｇｍａ公司）３４．５ｇ，加蒸馏水９００ｍｌ溶解，用１

ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调ｐＨ至７．０，蒸馏水加至１０００ｍｌ，

滤过消毒，４℃保存。ＹＰＤ培养液：酵母浸膏１０ｇ，

蛋白胨２０ｇ，葡萄糖２０ｇ，加蒸馏水９００ｍｌ溶解，蒸

馏水加至１０００ｍｌ，高压灭菌后４℃保存。

１．３　白念珠菌的培养及生物被膜的形成　按照文

献［１０］方法进行白念珠菌的培养。自含有新鲜生长

白念珠菌的 ＹＰＤ琼脂平板上挑取单克隆接种于

ＹＰＤ培养基，３０℃振荡培养过夜（约１６ｈ）。次日离

心收集细胞，ＰＢＳ洗涤３次，重悬于 ＲＰＭＩ１６４０培

养基，以血球计数板计数，调整细胞密度至１．０×

１０６／ｍｌ，加入塑料组织培养瓶或培养板内，３７℃静置

１ｈ，弃上清，重新加入ＲＰＭＩ１６４０，３７℃孵育４８ｈ。

根据重新加入ＲＰＭＩ１６４０中含或不含ＴＴＳ１２将细

胞分为不同浓度ＴＴＳ１２处理组和正常对照组。

１．４　激光共聚焦显微镜（ＣＳＬＭ）观察真菌表面生物

被膜　为比较正常的及经ＴＴＳ１２（４μｇ／ｍｌ）处理的

白念珠菌生物被膜形态差异，将白念珠菌在塑料培

养板中按照生物被膜形成条件培养４８ｈ后，加入含

有１０μｍｏｌ／ＬＦＵＮ１（可被具代谢活性的细胞转变

成橙红色，染胞质）和２５μｇ／ｍｌＣｏｎＡ（可结合白念

珠菌细胞壁多糖上的葡萄糖和甘露糖残基发出绿色

荧光，染胞壁）的ＰＢＳ，３７℃孵育４５ｍｉｎ，以激光共聚

焦显微镜观察生物被膜形成状况。

１．５　ＸＴＴ法测定生物被膜的生长动力学　采用

ＸＴＴ法［１０］检测白念珠菌生物被膜的生长动力学。

ＸＸＴ是一种 ＭＴＴ类似的四唑氮衍生物，该化合物

是线粒体脱氢酶的作用底物，可被活细胞线粒体脱

氢酶还原成水溶性的棕色甲 产物，甲 产物的光

密度值与活细胞的数量成正比。取经０．５、１、２、４、８、

１６μｇ／ｍｌＴＴＳ１２处理并培养的白念珠菌生物被

膜，ＰＢＳ洗去未黏附细胞，加入ＸＴＴ甲萘醌溶液，于

３７℃黑暗中放置２ｈ，用酶标仪４９２ｎｍ处测定光密

度值，以未加 ＴＴＳ１２的正常培养细胞作为正常对

照。

１．６　细胞表面疏水性（ｃｅｌｌｓｕｒｆａｃｅｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ，

ＣＳＨ）的测定　白念珠菌细胞表面疏水性采用水烃

两相测定实验［１１］。刮取经 ＴＴＳ１２（０、０．５、１、２、４、

８、１６μｇ／ｍｌ）处理的细胞，以 ＹＰＤ 制备成悬液

（Ｄ６００＝１．０），每组取１．２ｍｌ悬液置于一洁净玻璃管

内，加入０．３ｍｌ正辛烷。旋涡混匀３ｍｉｎ，静置待两

相分离。两相分离后立即测定水相的Ｄ６００值。以不

加正辛烷的 ＹＰＤ培养基的Ｄ６００值作为阴性对照。

ＣＳＨ计算方法为：相对疏水性＝（Ｄ６００对照－Ｄ６００实

验）／Ｄ６００对照。

１．７　实时定量ＲＴＰＣＲ检测ＣＳＨ１基因的表达　
采用一步法抽提经０、０．５、１、２、４、８μｇ／ｍｌＴＴＳ１２
处理的白念珠菌总ＲＮＡ［１２］，检测Ｄ２６０和Ｄ２８０值，考

察所抽提ＲＮＡ的质量，并反转录成ｃＤＮＡ。实时定

量ＲＴＰＣＲ循环参数为：９５℃１０ｓ（变性），６０℃２０

ｓ（退火），７２℃１５ｓ（延伸），重复４０个循环。熔解
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曲线（ｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅｐｒｏｇｒａｍ）使用６０～９５℃，加热

速率为０．１℃／ｓ。以１８ＳｒＲＮＡ作为内参，结果应用

软 件 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒｓｙｓｔｅｍ ｓｏｆｔｗａｒｅｖｅｒｓｉｏｎ３．５
（ＲｏｃｈｅＤｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ）进行分析。基因表达水平用倍

数变化来表示（２－ΔΔＣｔ法）。目的基因ＣＳＨ１上游引

物：５′ＡＴＴＣＡＴＣＴＣＣＡＴＧＣＡＡＡＧＴＣ３′，下

游引物：５′ＡＣＣＡＣＣＧＴＴＴＧＧＡＧＡＣＣＡ ＡＧ

３′；内参１８ＳｒＲＮＡ 上游引物：５′ＴＣＴＴＴＣＴＴＧ

ＡＴＴ ＴＴＧ ＴＧＧ ＧＴＧ Ｇ３′，下游引物：５′ＴＣＧ

ＡＴＡＧＴＣＣＣＴＣＴＡＡＧＡＡＧＴＧ３′。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件，计量

数据以珚ｘ±ｓ表示，实验结果均来自至少３组平行或

３次重复实验。

２　结　果

２．１　白念珠菌生物被膜的形态观察　激光共聚焦

显微镜（图２）观察显示：正常白念珠菌生物被膜中含

有大量菌丝；经４μｇ／ｍｌＴＴＳ１２处理后的生物被膜

明显受到抑制，结构疏松，菌丝成分明显减少，极易

从附着物上脱落。

图２　ＴＴＳ１２对白念珠菌生物被膜形态的影响

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＴＳ１２ｏｎＣ．ａｌｂｉｃａｎｓｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎ

Ａ：ＮｏｒｍａｌＣ．ａｌｂｉｃａｎｓｂｉｏｆｉｌｍ；Ｂ：Ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ４μｇ／ｍｌＴＴＳ１２

２．２　白念珠菌生物被膜生长动力学检测结果　ＸＴＴ
测定结果（图３）表明：随着ＴＴＳ１２浓度的增加，其对

生物被膜形成的抑制能力增强，０．５μｇ／ｍｌＴＴＳ１２对

生物被膜无明显抑制作用，１μｇ／ｍｌＴＴＳ１２对白念珠

菌生物被膜的抑制率为２０％，１６μｇ／ｍｌＴＴＳ１２对白

念珠菌生物被膜的抑制率达８０％以上（Ｐ＜０．０１）。

２．３　白念珠菌细胞表面疏水性及ＣＳＨ１基因的表达

结果　ＣＳＨ检测结果（图４Ａ）表明：在ＴＴＳ１２浓度为

１６μｇ／ｍｌ时，白念珠菌的ＣＳＨ值（０．０９）最小，随着

ＴＴＳ１２浓度的降低，ＣＳＨ值逐渐增大，呈现出剂量依

赖性，经０．５μｇ／ｍｌＴＴＳ１２处理的白念珠菌ＣＳＨ值

为０．８８。实时定量ＲＴＰＣＲ检测结果（图４Ｂ）表明：

与正常对照组（０μｇ／ｍｌ）相比，０．５、１、２、４、８μｇ／ｍｌ

ＴＴＳ１２处理组白念珠菌ＣＳＨ相关基因ＣＳＨ１ｍＲＮＡ
表达水平明显下降，差异具有显著统计学意义（Ｐ＜
０．０１），且抑制作用具有剂量依赖性。

图３　不同浓度ＴＴＳ１２对白念珠菌

生物被膜生长动力学的影响

Ｆｉｇ３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ

ＴＴＳ１２ｏｎＣ．ａｌｂｉｃａｎｓｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎ
Ｐ＜０．０１ｖｓｔｈｅｃｏｍｐｏｕｎｄｆｒｅｅｇｒｏｕｐ（０μｇ／ｍｌ）；ｎ＝３，珔ｘ±ｓ

图４　不同浓度ＴＴＳ１２对白念珠菌细胞

表面疏水性（Ａ）及ＣＳＨ１基因表达（Ｂ）的影响

Ｆｉｇ４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ

ＴＴＳ１２ｏｎＣＳＨｏｆＣ．ａｌｂｉｃａｎｓｂｉｏｆｉｌｍ（Ａ）

ａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＳＨ１ｇｅｎｅｉｎＣ．ａｌｂｉｃａｎ（Ｂ）
Ｐ＜０．０１ｖｓｔｈｅｃｏｍｐｏｕｎｄｆｒｅｅｇｒｏｕｐ（０μｇ／ｍｌ）；ｎ＝３，珔ｘ±ｓ

３　讨　论

　　生物被膜是微生物以某些惰性物质或生物材料

为依托产生的一种群体生长方式，这种生长方式有助

于微生物抵御外界不利因素的影响，对抗药物的杀伤
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作用，是微生物中普遍存在的生长方式。研究表明，

以生物被膜形式生长的白念珠菌对氟康唑、酮康唑、

咪康唑及两性霉素Ｂ等临床常用抗真菌药物敏感性

大大降低，使抗真菌感染的治疗面临严峻挑战。近年

来，从天然产物中寻找新的抗真菌药物已成为重要的

研究方向，我们前期研究发现，ＴＴＳ１２具有抗真菌作

用，可抑制浮游型白念珠菌生长［７９］。本研究结果也

显示，ＴＴＳ１２对生物被膜型白念珠菌亦具有抑制作

用，且抑制作用具有剂量依赖性。

　　白念珠菌生物被膜形成主要包括：黏附、生物被

膜生长及成熟，其中细胞的起始黏附对生物被膜的形

成非常重要。ＣＳＨ是白念珠菌重要的毒力因子之一，

在白念珠菌生物被膜形成中起重要作用，ＣＳＨ值越

大，生物被膜形成能力越强［１３１４］。ＣＳＨ１基因编码一

种细胞表面疏水性相关蛋白，是第一个被发现的可影

响白念珠菌ＣＳＨ表型的候选基因，敲除该基因后白

念珠菌的细胞表面疏水性下降［１５］。本研究测定了经

不同浓度ＴＴＳ１２处理的白念珠菌生物被膜的ＣＳＨ，

结果表明，所用的 ＴＴＳ１２浓度越大，ＣＳＨ 值越小，

ＣＳＨ１基因表达水平越低，提示ＣＳＨ１表达水平下降

而导致的细胞表面疏水性降低可能是ＴＴＳ１２抑制白

念珠菌生物被膜形成的分子机制之一。
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