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摘要： 目的　 通过建立体外白色念珠菌生物被膜模型， 研究二氢槲皮素联合两性霉素 Ｂ 对白色念珠菌生物被膜的干预

作用及机制。 方法　 采用肉汤稀释法测定二氢槲皮素、 两性霉素 Ｂ 对白色念珠菌浮游菌最低抑菌浓度 （ＭＩＣ）， 结晶

紫定量法测定二氢槲皮素联合两性霉素 Ｂ 对白色念珠菌生物被膜的清除作用， 荧光显微镜下观察二氢槲皮素、 两性霉

素 Ｂ 及两药联合对白色念珠菌生物被膜结构的影响， 通过测定生物被膜细胞表面疏水性探讨药物作用机制。 结果　 二

氢槲皮素、 两性霉素 Ｂ 对白色念珠菌浮游菌的 ＭＩＣ 分别为＞１ ０２４、 １６ μｇ ／ ｍＬ， 两药联合对白色念珠菌浮游菌的 ＭＩＣ
为 ５１２、 ８ μｇ ／ ｍＬ， 分级抑菌浓度指数 （ＦＩＣＩ） 值为 １。 两药联用组与阳性对照组比较， 生物被膜胞外基质明显减少，
活菌比例下降， 细胞表面疏水性降低， 菌丝粘附于载体数减少。 结论　 二氢槲皮素联合两性霉素 Ｂ 可以促进白色念珠

菌生物被膜的清除， 二氢槲皮素通过减少白色念珠菌生物被膜粘附及其胞外基质甘露糖以增强两性霉素 Ｂ 的杀菌

作用。
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　 　 白色念珠菌是一种常见的病原体， 尤其是在免疫功能

低下的群体中会引起严重的感染。 在我国医院内侵袭性念

珠菌病 分 离 菌 株 中， 白 色 念 珠 菌 最 常 见 （ ４４ ９％ ～
４９ ９％ ） ［１⁃２］ ， 其中重症监护室 （ ＩＣＵ） 发病率比其他病房

高约 １０ 倍， 这与广谱抗生素的使用、 ＩＣＵ 住院时间长、 免

疫抑制剂或激素及血管内医疗器械的使用有关［３］ 。 白色念

珠菌还是医用材料相关感染的主要致病真菌之一， 包括中

心静脉导管、 起搏器、 机械心脏瓣膜、 关节假体和假牙［４］ 。
白色念珠菌形成生物被膜导致了其对抗真菌药物的耐受性

增加［５⁃６］ ， 其中生物被膜胞外基质重要成分 β⁃１， ３ 葡聚糖

阻碍了唑类药物氟康唑的杀真菌作用［７］ 。 因此， 临床上迫

切需要寻找有效的抗白色念珠菌生物被膜药物。
二氢槲皮素， 又名紫杉叶素， 是从落叶松、 水飞蓟等

植物中提取出来的生物活性成分， 是一种具有抗氧化［８］ 、
抗肿瘤［９］ 、 抗病毒的二氢黄酮醇类化合物。 现有研究表

明， 类黄酮物质具有抗真菌作用， 其机制包括质膜破坏和

抑制真菌壁形成、 真菌分裂、 ＲＮＡ 和蛋白质合成以及外排

泵系统［１０］ 。 二氢槲皮素也是类黄酮物质， 但其抗真菌的作

用以及机制尚无研究报道。
１　 材料

白色念珠菌 ＳＣ５３１４ （第二军医大学药学院姜远英教授

馈赠）。 二氢槲皮素 （纯度 ９８％ ， 批号 ＲＭ１０７４ＲＰ２０１２１６，
成都麦德生科技有限公司）。 酵母浸出粉胨葡萄糖液体培

养基 （ＹＰＤ， １％ 酵母提取物、 ２％ 蛋白胨和 ２％ 葡萄糖）、
二甲基亚砜 （ＤＭＳＯ）、 含有 ５％ 胎牛血清 ＲＰＭＩ １６４０ 培养

基 （北京索莱宝科技有限公司）； 两性霉素 Ｂ、 结晶紫粉末

（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）； 正辛烷 （山东力昂新材料科技有限公

司）。 酶标仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； ２４ ／ ９６ 孔板 （广州洁特

生物过滤股份有限公司）； ＴＣＳ ＳＰ８ 型共聚焦显微镜 （德国

徕卡公司）。
２　 方法

２ １　 二氢槲皮素及两性霉素 Ｂ 最低抑菌浓度 （ＭＩＣ） 测

定　 取－８０ ℃冻存的白色念珠菌复苏 ２４ ｈ， 挑取平板上单

个菌落接种到 ＹＰＤ 培养基， ３７ ℃摇床孵育 １６ ｈ。 根据临床

和实验室标准协会的肉汤微量稀释方案， 用 ＹＰＤ 培养基稀

释计数浮游菌浓度为 １×１０３ ＣＦＵ ／ ｍＬ， 二氢槲皮素及两性霉

素 Ｂ 药物分别用 ＤＭＳＯ 溶解， 并用 ＹＰＤ 培养基稀释后加入

到含 １００ μＬ 白色念珠菌菌液的 ９６ 孔培养板中， 最终质量

浓度分别为 ６４ ～ ８ １９２、 １ ～ １２８ μｇ ／ ｍＬ， 总体积为 ２００ μＬ，
另设等体积仅含菌液的 ＹＰＤ 培养基作为阳性对照组， 等体

积不含菌液及药物的 ＹＰＤ 培养基作为阴性对照组， ３７ ℃
培养 ２４ ｈ 后判定结果， 肉眼可见清澈孔的药物浓度为

ＭＩＣ。 每种药物浓度设 ３ 个平行实验， ３ 次重复实验。
２ ２　 二氢槲皮素及两性霉素 Ｂ 分级抑菌浓度指数 （ＦＩＣＩ）
测定　 联合抑制实验前将药物浓度及菌液按 “２ １” 项下

方法稀释后， 将 ５０ μＬ 不同质量浓度药物按照棋盘法先后

加入 ９６ 孔板中， 再加入制备好的菌液 １００ μＬ， 阳性对照及

阴性对照组处理同 “２ １” 项， ３７ ℃培养 ２４ ｈ。 读取结果

并记录单药 ＭＩＣ， 选择联合作用效果最佳的各自药物浓度

（ＭＩＣ二氢槲皮素联用和 ＭＩＣ两性霉素Ｂ联用）， 计算分级抑菌浓度指数

（ＦＩＣＩ）， ＦＩＣＩ ＝（ＭＩＣ二氢槲皮素联用 ／ ＭＩＣ二氢槲皮素单药）＋（ＭＩＣ两性霉素Ｂ联用 ／
ＭＩＣ两性霉素Ｂ单药）。 ＦＩＣＩ＜０５或ＦＩＣＩ≤０５为协同作用， ０５＜ＦＩＣＩ≤１０
为相加作用， １＜ＦＩＣＩ≤２为无关作用， ＦＩＣＩ＞２为拮抗作用。
２ ３　 二氢槲皮素联合两性霉素 Ｂ 对生物被膜的清除作用　
将 ２００ μＬ 含 １×１０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ 白色念珠菌的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养

基加入 ９６ 孔板中孵育 ２４ ｈ， 直到形成生物被膜， 然后轻轻

吸弃上清液， 每孔用 ＰＢＳ 轻轻冲洗 ３ 次， 联合用药组采用

棋盘法先后加入 １００ μＬ 不同质量浓度两性霉素 Ｂ （１２８、
６４、 ３２、 １６、 ８、 ４、 ０ μｇ ／ ｍＬ）、 １００ μＬ 不同质量浓度二氢

槲皮素 （８ １９２、 ４ ０９６、 ０ μｇ ／ ｍＬ）， 总体积为 ２００ μＬ， 另

设不含白色念珠菌生物被膜及药物的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基作

为阴性对照组， ３７ ℃下培养 ２４ ｈ， 各孔弃去培养液后用双

蒸水轻轻清洗 ３ 次， 晾干后加入 ２００ μＬ ０ １％ 结晶紫染色

１５ ｍｉｎ， 双蒸水冲洗多余的结晶紫至清亮后晾干， 加入

２２０ μＬ ９５％ 乙醇溶解 １０ ｍｉｎ， 用酶标仪检测 ５９０ ｎｍ 波长处

光密度 （ＯＤ） 值， 每组设 ３ 个平行实验， 重复 ３ 次。
２ ４　 二氢槲皮素和两性霉素 Ｂ 对生物被膜体外抑制作用的

形态学观察 　 将 ２ ｍＬ 含 １ × １０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ 白色念珠菌的

ＲＰＭＩ １６４０ 培养基加入含 ＰＶＣ 载体的 ２４ 孔培养板中孵育

２４ ｈ， 形成生物被膜后吸弃上清液， 双蒸水轻轻清洗去浮

游菌， 并分别加入新鲜 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基 （阳性对照组）、
３２ μｇ ／ ｍＬ 两性霉素 Ｂ （两性霉素 Ｂ 组）、 ４ ０９６ μｇ ／ ｍＬ 二氢

槲皮素 （二氢槲皮素组）、 ３２ μｇ ／ ｍＬ 两性霉素 Ｂ 联合

４ ０９６ μｇ ／ ｍＬ二氢槲皮素 （联合用药组）， ３７ ℃下继续培养

２４ ｈ 后， 将有生物被膜的载体轻轻清洗后进行染色观察，
以共聚焦显微镜观察二氢槲皮素与两性霉素 Ｂ 单用及联合

用药对白色念珠菌生物被膜的干预效果。
２ ４ １　 生物被膜胞外基质观察　 用 ＥＣＡ ／ ＣｏｎＡ 进行染色，
２００ μｇ ／ ｍＬ ＥＣＡ 与 ＣｏｎＡ 没过载体， 避光染色 ９０ ｍｉｎ， 用

ＰＢＳ 漂洗多余染料， 于共聚焦显微镜下观察生物被膜胞外

基质情况［１１］ 。
２ ４ ２　 生物被膜死活菌比例观察　 将碘化丙啶及 Ｓｙｔｏ⁃９ 荧

光染料按 １ ∶ １ 比例配置好后用灭菌生理盐水 １ ∶ ５００ 稀释，
没过载体避光染色 ３０ ｍｉｎ， 用 ＰＢＳ 漂洗去掉多余染料， 于

共聚焦显微镜下观察生物被膜内死活菌比例［１１］ 。
２ ４ ３　 真菌形态染色观察　 用 Ｃａｌｃｏｆｌｕｏｒ Ｗｈｉｔｅ 染色， 滴加

５０ μＬ 卡尔科弗卢尔荧光增白剂和 ５０ μＬ １０％ 氢氧化钾， 没

过载体避光染色 １ ｍｉｎ， 于共聚焦显微镜下生物被膜真菌

形态。
２ ５　 细胞表面疏水性实验 （ＣＳＨ） 　 按 “２ ４” 项下方法

分组并进行干预， 取载体上形成的生物被膜在 ＹＰＤ 培养基

中制备白色念珠菌悬液， 吸取其中 １ ２ ｍＬ 悬液移至干净的

玻璃管中， 并用 ０ ３ ｍＬ 正辛烷覆盖， 将混合物涡旋震荡

３ ｍｉｎ， 静置 １５ ｍｉｎ 等待两相分离后， 于 ６００ ｎｍ 波长测定

下层水相 （Ｂ） ＯＤ 值， 以未用正辛烷覆盖作为对照 （Ａ），
测定 ＯＤ 值， 得到细胞表面疏水性 ＝ （ＯＤＡ ⁃ＯＤＢ ） ／ ＯＤＡ ×
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１００％ ［１２］ ， 每组重复 ３ 次， 取平均值。
２ ６　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２２ ０ 软件进行处理， 计量资

料以 （ ｘ± ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜
０ ０５ 为差异具有统计学意义。
３　 结果

３ １　 二氢槲皮素、 两性霉素 Ｂ 单药及联合用药对白色念珠

菌浮游菌的 ＭＩＣ 及 ＦＩＣＩ 值　 二氢槲皮素、 两性霉素 Ｂ 单药

及联合用药 ＭＩＣ 如表 １ 所示， ＦＩＣＩ 值为 １， 提示二氢槲皮

素与两性霉素 Ｂ 对抑制白色念珠菌浮游菌具有相加作用。
表 １　 二氢槲皮素、 两性霉素 Ｂ 单药及联合用药对白色念

珠菌浮游菌的 ＭＩＣ 值 （μｇ ／ ｍＬ）

药物 联合用药前 ＭＩＣ 联合用药后 ＭＩＣ

二氢槲皮素 ＞１ ０２４ ５１２

两性霉素 Ｂ １６ ８

３ ２　 二氢槲皮素联合两性霉素 Ｂ 对白色念珠菌生物被膜的

清除作用 　 如图 １ 所示， ４ ０９６ μｇ ／ ｍＬ 二氢槲皮素联合

３２ μｇ ／ ｍＬ两性霉素 Ｂ 组 ＯＤ５９０值最低， 提示该组合对白色

念珠菌生物被膜清除能力最强。

图 １　 二氢槲皮素联合两性霉素 Ｂ 对白色念珠菌生

物被膜的清除作用

３ ３　 二氢槲皮素和两性霉素 Ｂ 对生物被膜体外抑制作用的

形态学观察

３ ３ １　 生物被膜胞外基质观察　 如图 ２ 所示， ＥＣＡ 染色半

乳糖及半乳甘糖标记为绿色， ＣｏｎＡ 染色甘露糖标记为红

色， 当两者重叠可显示橙色荧光。 阳性对照组可见稠厚浓

密的白色念珠菌生物被膜胞外基质； 与阳性对照组比较，
二氢槲皮素、 两性霉素 Ｂ 单独用药组生物被膜的胞外基质

均减少， 联合用药组的胞外基质减少得更为明显。

图 ２　 各组白色念珠菌生物被膜 ＥＣＡ ／ ＣｏｎＡ 染色图 （×２０）

３ ３ ２　 生物被膜死活菌比例观察　 如图 ３ 所示， 生物被膜

经 ＰＩ 及 Ｓｙｔｏ⁃９ 染色， 活菌标记为绿色， 死菌标记为红色，
两者重叠时显示出橙色荧光。 阳性对照组可见绿色的菌丝

浓密交错； 与阳性对照组比较， 二氢槲皮素、 两性霉素 Ｂ
单独用药组活菌比例均减少， 联合用药组活菌减少得更

明显。

图 ３　 各组白色念珠菌生物被膜 ＰＩ ／ Ｓｙｔｏ⁃９染色图 （×２０）

３ ３ ３　 真菌形态观察　 如图 ４ 所示， Ｃａｌｃｏｆｌｕｏｒ Ｗｈｉｔｅ 与真

菌细胞壁中的纤维素和壳多糖结合标记为蓝色荧光。 阳性

对照组可见形成三维立体结构的白色念珠菌生物被膜； 与

阳性对照组比较， 二氢槲皮素、 两性霉素 Ｂ 单独用药组生

物被膜菌丝密度均减少， 联合用药组菌丝密度减少得更明

显且变短。
３ ４　 二氢槲皮素及两性霉素 Ｂ 对白色念珠菌细胞表面疏水

性的影响　 如图 ５ 所示， 与阳性对照组比较， 两性霉素 Ｂ、
二氢槲皮素单独用药组和联合用药组均能降低白色念珠菌

细胞表面疏水性 （Ｐ＜０ ０５）， 分别为 ８３％ 、 ６１％ 、 ４５％ 。
４　 讨论

已有报道证明白色念珠菌经 ２４ ～ ４８ ｈ 即可形成成熟生

物被膜， 生物被膜的三维立体结构是由平行和交错的菌丝

及通道构成， 菌丝周围包裹有胞外基质， 使得白色念珠菌

对抗生素的抗性增高［６］ 。 研究表明， 大多数黄酮类化合物

能一定程度上抑制氟康唑敏感的白色念珠菌浮游菌的生长，
对氟康唑耐药的白色念珠菌临床分离株和生物被膜效果欠

佳， 但他们与氟康唑联合使用后在清除其生物被膜方面有
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图 ４　 各组白色念珠菌生物被膜 Ｃａｌｃｏｆｌｕｏｒ Ｗｈｉｔｅ 染色图 （×２０）

注： 与阳性对照组比较，∗Ｐ＜０ ０５。

图 ５　 各组白色念珠菌细胞表面疏水性比较

较好的效果［１３］ 。 Ｓｈｅｖｅｌｅｖ 等［１４］证实二氢槲皮素对体内感染

金黄色葡萄球菌、 铜绿假单胞菌以及白色念珠菌的伤口愈

合有促进作用； Ｍｉｓｈｒａ 等［１５］ 认为二氢槲皮素可以抑制白色

念珠菌的菌丝形成。 本实验结果显示， 二氢槲皮素与两性

霉素 Ｂ 联合使用对清除白色念珠菌浮游菌产生相加作用，
这与类黄酮表没食子儿茶素没食子酸酯和氟康唑联用后对

耐氟康唑的热带念珠菌凋亡有协同作用相似［１６］ 。
生物被膜和浮游菌是白色念珠菌两种不同的存在形式，

本研究基于预实验结果选择 ４ ０９６、 ８ １９２ μｇ ／ ｍＬ 二氢槲皮

素联合两性霉素 Ｂ 对白色念珠菌生物被膜的清除作用进行

探究， 结晶紫染色结果表明， ４ ０９６ μｇ ／ ｍＬ 二氢槲皮素联合

３２ μｇ ／ ｍＬ 两性霉素 Ｂ 组对白色念珠菌生物被膜清除能力最

强， 并选择此浓度进行形态学观察。 ＥＣＡ ／ ＣｏｎＡ 染色结果

提示， 白色念珠菌生物被膜的胞外多糖主要以甘露聚糖为

主链， 有报道还发现生物被膜甘露聚糖合成受损可增加其

对药物的敏感性［１７］ ； 二氢槲皮素可明显减少生物被膜胞外

基质的甘露糖成分， 提示二氢槲皮素有抑制胞外基质甘露

糖的作用， 与两性霉素 Ｂ 联合用药后胞外基质、 活菌比例

及菌丝密度均较单独用药组减少。 此外， 有研究发现白色

念珠菌生物被膜形成的定植过程与粘附相关， 而高细胞表

面疏水性是粘附的关键因素之一 ［１８］ 。 本研究结果表明，
二氢槲皮素单用时白色念珠菌生物被膜相对疏水性减

少， 联合两性霉素 Ｂ 作用后疏水性进一步减少， 表明白

色念珠菌细胞的粘附性减弱， 提示二氢槲皮素可能通过

减少细胞表面疏水性， 抑制真菌粘附在 ＰＶＣ 表面从而增

强白色念珠菌对两性霉素 Ｂ 的易感性。 因此， 二氢槲皮

素的抗生物被膜作用与其抗粘附及抗胞外基质甘露糖的

活性有关。
目前的抗真菌药有多烯类、 唑类、 棘白霉素类等， 而

白色念珠菌对唑类和棘白菌素的耐药性增加是临床上需要

解决的问题［１９］ ， 其中生物被膜的抗性增高更容易引起耐

药。 有研究发现， 将抗真菌药与增效剂组合以增强其抗生

物被膜活性， 是抗生物被膜治疗的新颖方法［２０］ 。 两性霉素

Ｂ 具有相当大的剂量依赖性肾毒性， 而安全性更高的脂质

体两性霉素 Ｂ 价格昂贵， 若两性霉素 Ｂ 可以与黄酮类化合

物一起以较低剂量使用能达到清除生物被膜效果， 则有希

望达到降低肾毒性和降低成本的目的。 本研究结果提示，
两性霉素 Ｂ 联合二氢槲皮素作用于白色念珠菌生物被膜将

可能成为抗真菌感染的新组合疗法。
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原花青素抗 ＵＶＢ 诱导皮肤成纤维细胞凋亡和氧化损伤的影响

饶美荣， 　 曾　 芬， 　 钟　 咪， 　 张佳音

（江南大学附属医院皮肤科， 江苏 无锡 ２１４０００）

收稿日期： ２０２１⁃０７⁃１０
作者简介： 饶美荣 （１９８２—）， 女， 硕士， 从事中西医结合治疗皮肤科疾病的研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｋｌｎ２３７＠ １６３．ｃｏｍ

摘要： 目的　 研究原花青素对中波紫外线 （ＵＶＢ） 诱导皮肤成纤维细胞凋亡和氧化损伤的影响。 方法　 分离培养人皮

肤成纤维细胞， 分成对照组 （不做处理）， ＵＶＢ 组 （ＵＶＢ 照射）， 原花青素低、 中、 高剂量组 （２０、 ４０、 ８０ μｇ ／ ｍＬ 原

花青素处理， ＵＶＢ 照射）， 原花青素中剂量＋ＸＡＶ９３９ 组 （４０ μｇ ／ ｍＬ 原花青素＋１ μｍｏｌ ／ Ｌ ＸＡＶ９３９ 处理， ＵＶＢ 照射）。
ＣＣＫ⁃８ 实验检测细胞增殖能力， 流式细胞术检测细胞凋亡能力， 黄嘌呤氧化法检测细胞 ＳＯＤ 活性， 硫代巴比妥酸法

检测 ＭＤＡ 水平， 比色法检测 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性， ＥＬＩＳＡ 法检测培养液上清 ＭＭＰ⁃１、 ＭＭＰ⁃９ 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｂａｘ、
Ｂｃｌ⁃２、 Ｗｎｔ１、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达。 结果　 与对照组比较， ＵＶＢ 组细胞存活率， ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性， Ｂｃｌ⁃２、 Ｗｎｔ１、 β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０ ０５）， 凋亡率， Ｂａｘ 蛋白表达， ＭＤＡ、 ＭＭＰ⁃１、 ＭＭＰ⁃９ 水平升高 （Ｐ＜０ ０５）； 与 ＵＶＢ 组比

较， 原花青素各剂量组细胞上述指标均有改善 （Ｐ＜０ ０５）， 并呈剂量依赖性； ＸＡＶ９３９ 则逆转了原花青素对 ＵＶＢ 诱导

皮肤成纤维细胞的保护作用 （Ｐ＜０ ０５）。 结论　 原花青素通过激活 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路抑制 ＵＶＢ 诱导皮肤成纤维

细胞凋亡和氧化损伤。
关键词： 原花青素； 中波紫外线 （ＵＶＢ）； 皮肤成纤维细胞； 凋亡； 氧化损伤； Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路
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　 　 皮肤是人体和外界环境直接接触的器官， 经过紫外线

照射后皮肤组织会出现光老化现象［１］ 。 中波紫外线

（ＵＶＢ） 能够穿过表皮损伤真皮， 是自然界中导致皮肤光

损伤以及光老化的重要原因， 皮肤成纤维细胞是其主要的

靶细胞［２］ 。 皮肤经过紫外线照射后能够引起氧化损伤， 诱

导细胞凋亡， 进而造成皮肤损伤， 促进皮肤光老化［３］ 。 原

花青素是一种缩合单宁， 在各类中药的皮、 核、 种子中存

在， 具有抗炎、 抗过敏、 抗氧化等功效， 对肿瘤和心血管

系统疾病有治疗功效［４］ 。 原花青素含有数个酚性羟基， 其

在机体内被氧化产生氢离子， 这些氢离子与自由基或氧化

物结合， 从而避免脂质发生氧化， 改善氧化损伤［５］ 。 原花

青素能够改善长波紫外线诱导的皮肤成纤维细胞降解细胞
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