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·基础研究·

△ ［基金项目］　国家自然科学基金项目（３１３６０２７２）；贵州省中医药管理局中医药、民族医药科学技术研究项目（ＱＺＹＹ２０１７
０２５）；贵州省特色植物种质资源利用与创新人才基地项目（ＲＣＪＤ２０１８１４）

 ［通信作者］　赵德刚，教授，研究方向：植物基因工程；Ｔｅｌ：（０８５１）８３７６１８７２，Ｅｍａｉｌ：ｄｅｇａｎｇｚｈａｏ＠ｙａｈｏｏｃｏｍ

杜仲抗菌肽 ＥｕＣＨＩＴ１对白色念珠菌的
抑菌作用及机制研究

△

赵丹１，２，张湘燕１，２，罗振华２，３，董旋４，赵德刚４

１贵州省人民医院 呼吸与危重症医学科／贵州省呼吸疾病研究所，贵州　贵阳　５５０００２；
２肺脏免疫性疾病诊治国家卫健委重点实验室，贵州　贵阳　５５０００２；

３贵州省人民医院 中心实验室，贵州　贵阳　５５０００２；
４贵州大学 生物工程研究院／贵州大学 生命科学学院，贵州　贵阳　５５０００２

［摘要］　目的：研究杜仲抗菌肽ＥｕＣＨＩＴ１对白色念珠菌的抗菌活性及机制。方法：通过聚合酶链式反应（ＰＣＲ）
扩增ＥｕＣＨＩＴ１蛋白的编码区，构建原核表达质粒并转化到大肠杆菌ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３），经异丙基硫代半乳
糖苷（ＩＰＴＧ）诱导，采用镍亲和色谱法纯化得到可溶性的ＥｕＣＨＩＴ１；采用二倍最小抑菌浓度（ＭＩＣ）法稀释ＥｕＣＨＩＴ１并
测定其对白色念珠菌的抑菌圈直径；采用荧光分光光度计和酶标仪分别检测ＥｕＣＨＩＴ１对白色念珠菌细胞膜的去极化
作用及对细胞膜通透性的影响；通过鲎试验动态浊度法和高效液相色谱法分别测定白色念珠菌中（１，３）βＤ葡聚糖
和麦角甾醇含量；酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测ＥｕＣＨＩＴ１对白色念珠菌感染的ＳＤ大鼠肺上皮ＷＴＲＬ１细胞中白细胞
介素１β（ＩＬ１β）、ＩＬ６及肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）表达的影响。结果：纯化得到的杜仲抗菌肽 ＥｕＣＨＩＴ１相对分子质
量为７７２１０，对白色念珠菌ＭＩＣ值为３２μｇ·ｍＬ－１，ＥｕＣＨＩＴ１质量浓度与抑菌活性之间具有量效关系；ＥｕＣＨＩＴ１可增
加白色念珠菌细胞壁的去极化及通透性，降低白色念珠菌细胞壁（１，３）βＤ葡聚糖及麦角甾醇的含量，同时
ＥｕＣＨＩＴ１可降低白色念珠菌感染的 ＷＴＲＬ１细胞中 ＩＬ６及 ＴＮＦα水平（Ｐ＜００５）。结论：ＥｕＣＨＩＴ１对白色念珠菌具
有抑菌作用，主要机制可能是破坏细胞壁，导致细胞膜去极化、通透性增加，并降低白色念珠菌感染的肺上皮细胞

ＩＬ６及ＴＮＦα水平。
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杜仲为杜仲科杜仲属植物杜仲Ｅｕｃｏｍｍｉａｕｌｍｏｉｄｅｓ
Ｏｌｉｖ的干燥树皮，味甘、微辛，性温，可以降压，
利尿，缓解头晕、失眠等症状，对各种细菌、真菌

具有抑制作用，但具体机制尚不明确。抗菌肽

（ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｅｐｔｉｄｅｓ，ＡＭＰｓ），又称抗微生物肽或
肽抗生素，是一类小分子的多肽类物质，一般由１０～
６０个氨基酸残基组成，相对分子质量在 ３０００～
６０００［１］。抗菌肽广泛分布于动物、植物等生物体内，
构成了机体防御病原体快速而高效的屏障。本课题组

前期研究证实，转杜仲几丁质酶基因ＥｕＣＨＩＴ１的番茄
可提高对灰霉病的抗性［２］。因此，推断多肽ＥｕＣＨＩＴ１
是杜仲中的抗菌肽之一。本研究在前期工作的基础

上，利用原核表达、镍亲和色谱法纯化得到抗菌肽

ＥｕＣＨＩＴ１，体外检测其对白色念珠菌的抑菌作用，并
探讨其抑菌机制，为其进一步的临床应用提供参考。

１　材料

１１　菌株及细胞

白色念珠菌 ＣａｎｉｄｉａａｌｂｉｃａｎｓＡＴＣＣ１０２３１，由贵
州省人民医院中心实验室罗振华主任惠赠；ＳＤ大鼠
肺组织 ＷＴＲＬ１细胞购于美国模式菌种收集中心
（ＡＴＣＣ）细胞库。

１２　试药

沙堡氏（４％）葡萄糖琼脂培养基（广州市齐云生物
技术有限公司）；氟康唑注射液（批号：２００３０７０５１２）
由辰星药业有限公司生产；邻硝基苯 βＤ半乳吡喃
糖苷（ＯＮＰＧ）购自上海仁捷生物科技有限公司；细
胞膜荧光探针 ＤｉＳＣ３（５）购自美国 ＡＡＴＢｉｏｑｕｅｓｔＩｎｃ

公司；ＴｒｉｔｏｎＸ１００购自北京雷根生物公司；白细胞
介素１β（ＩＬ１β）、ＩＬ６、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）酶
联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）试剂盒购自武汉华美生物工
程有限公司。

１３　仪器

Ｆ３８０型荧光分光光度计（天津港东科技股份有限
公司）；ＭｕｌｔｉｓｋａｎＦＣ型酶标仪（美国赛默飞公司）。

２　方法

２１　菌株培养及多肽制备

白色念珠菌接种于沙堡氏（４％）葡萄糖琼脂培
养基，２８℃培养３６ｈ后用于实验。参照本课题组前
期实验方法［３］，通过聚合酶链式反应（ＰＣＲ）扩增
ＥｕＣＨＩＴ１蛋白的编码区，构建原核表达质粒并转化
到大肠杆菌 ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３），经异丙基
硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）诱导，采用镍亲和色谱法纯化
得到可溶性的抗菌肽 ＥｕＣＨＩＴ１。将其溶解在无菌注
射液用水中，置于－２０℃保存。

２２　抑菌圈检测

采用二倍最小抑菌浓度（ＭＩＣ）法，配制质量浓
度分别为 ３２、６４、１２８、２５６、５１２μｇ·ｍＬ－１的抗菌
肽ＥｕＣＨＩＴ１溶液，各取１０μＬ依次点在含有细菌的
培养基上。对照组加入等体积灭菌注射用水，阳性

对照组加入注射用氟康唑（８μｇ·ｍＬ－１，临床治疗中
可达到的药物浓度）［４］，２８℃培养２４ｈ。培养后取
出培养基，用钢尺测量每个培养基上的抑菌圈直径。

实验重复３次，取平均值。
·２９９１·
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２３　细胞膜去极化作用测定

取对数生长期白色念珠菌菌液（１×１０５ＣＦＵ·ｍＬ－１）
２００μＬ，４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５ｍｉｎ（离心半径为
１０ｃｍ），收集菌体，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤３次
后，重悬菌液至吸光度（Ａ）值为 ００５。分别加入
２２项下５种质量浓度 ＥｕＣＨＩＴ１溶液１００μＬ，以灭
菌注射用水作为对照，注射用氟康唑（８μｇ·ｍＬ－１）
作为阳性对照，２８℃处理６０ｍｉｎ后向每组中加入终
浓度为０４μｍｏｌ·Ｌ－１的ＤｉＳＣ３（５），室温振荡避光孵
育１５～３０ｍｉｎ，取２ｍＬ细菌悬浮液于石英比色皿中，
利用荧光分光光度计，在激发波长为６２２ｎｍ、发射波
长为６７０ｎｍ条件下测定荧光强度［５］。实验重复３次。

２４　细胞膜通透性测定

取对数生长期白色念珠菌菌液（１×１０５ＣＦＵ·ｍＬ－１）
２００μＬ，４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５ｍｉｎ（离心半径为
１０ｃｍ），收集菌体，ＰＢＳ洗涤３次后，重悬菌液至
Ａ值为００５。加入质量浓度为３２μｇ·ｍＬ－１的抗菌肽
ＥｕＣＨＩＴ１溶液 １００μＬ，以灭菌注射用水作为对照，
０２％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００作为阳性对照，２８℃处理６０ｍｉｎ
后向每组中加入１５ｍｍｏｌ·ｍＬ－１的ＯＮＰＧ溶液１００μＬ，
３７℃孵育 ６０ｍｉｎ后每间隔 １０ｍｉｎ于酶标仪测定
４２０ｎｍ处Ａ值［６］。实验重复３次。

２５　（１，３）βＤ葡聚糖及麦角甾醇含量测定

取对数生长期白色念珠菌菌液（１×１０５ＣＦＵ·ｍＬ－１）
２００μＬ，４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５ｍｉｎ（离心半径为
１０ｃｍ），收集菌体，ＰＢＳ洗涤３次后，重悬菌液至
Ａ值为００５。加入质量浓度为３２μｇ·ｍＬ－１的抗菌肽
ＥｕＣＨＩＴ１溶液１００μＬ，以灭菌注射用水作为对照，
以注射用氟康唑（８μｇ·ｍＬ－１）作为阳性对照，室温
振荡孵育１５～３０ｍｉｎ。通过鲎试验动态浊度法测定
白色念珠菌中（１，３）βＤ葡聚糖含量［７］；高效液相

色谱法检测麦角甾醇含量［８］。实验重复３次。

２６　ＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦα测定

取对数生长期白色念珠菌菌液（１×１０５ＣＦＵ·ｍＬ－１）
２００μＬ，４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，收集菌体，ＰＢＳ
洗涤３次后，重悬菌液至 Ａ值为 ００５。在 ＷＴＲＬ１
细胞中加入含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基，
置于含５％ＣＯ２的３７℃培养箱中培养。取对数生长期
ＷＴＲＬ１细胞，在９６孔板内加入密度为１×１０５个／ｍＬ
的ＷＴＲＬ１细胞，每孔１００μＬ，细胞贴壁后，每孔加
入３２μｇ·ｍＬ－１的抗菌肽ＥｕＣＨＩＴ１溶液１００μＬ，终质

量浓度为１６μｇ·ｍＬ－１。以灭菌注射用水作为对照，
以注射用氟康唑（８μｇ·ｍＬ－１）作为阳性对照。５％ＣＯ２
细胞培养箱３６℃培养１８０ｍｉｎ后，裂解液裂解细胞，
按ＥＬＩＳＡ试剂盒步骤，于酶标仪 ４２０ｎｍ处测定 Ａ
值，计算ＩＬ１β、ＩＬ６、ＴＮＦα含量。实验重复３次。

２７　统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１６０软析。数据采用（珋ｘ±ｓ）表示，
符合正态分布的两组间比较采用独立样本 ｔ检验，
３组及以上的比较采用单因素方差分析，组间两两
比较采用 ＴｕｋｅｙＨＳＤ检验，检验水准 α＝００５。以
Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

３　结果

３１　抗菌肽ＥｕＣＨＩＴ１的原核表达与纯化

原核表达、镍亲和色谱法纯化得到多肽

ＥｕＣＨＩＴ１，采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法定量，纯度约 ８０％，收
率约０７ｍｇ·Ｌ－１，十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶
电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）定性图谱显示 ＥｕＣＨＩＴ１总相对分
子质量为７７２１０。

３２　抑菌圈测定

结果显示，随着抗菌肽 ＥｕＣＨＩＴ１质量浓度的增
加，对白色念珠菌的抑菌圈宽度逐渐增大，ＥｕＣＨＩＴ１
３２、６４、１２８、２５６、５１２μｇ·ｍＬ－１对白色念珠菌的抑
菌圈直径分别为１２０、１６５、１８０、２２０、２５０ｍｍ。
阴性对照灭菌注射用水抑菌圈直径为０ｍｍ，阳性对
照氟康唑抑菌圈直径为２５ｍｍ。

３３　抗菌肽 ＥｕＣＨＩＴ１对白色念珠菌细胞膜的去极
化作用

　　与对照组比较，阳性对照氟康唑对细胞膜去极
化作用增强；随着 ＥｕＣＨＩＴ１质量浓度的增加，其对
细胞膜的去极化作用逐渐增强（Ｐ＜００５），见表１。

表１　抗菌肽ＥｕＣＨＩＴ１对白色念珠菌细胞膜的
去极化作用（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别 ρ／μｇ·ｍＬ－１ 相对荧光强度

对照 ０５３±０３５

氟康唑 ８ １０４±０３３

ＥｕＣＨＩＴ１ ３２ ０８９±０７６

６４ ０９８±０１２

１２８ １１６±０１５

２５６ １３４±０１２

５１２ １５８±０２５＃

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５；与氟康唑组比较，＃Ｐ＜００５。

·３９９１·
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３４　抗菌肽ＥｕＣＨＩＴ１对白色念珠菌细胞膜通透性影响

与对照组比较，随着抗菌肽 ＥｕＣＨＩＴ１与白色念
珠菌菌液作用时间延长，细菌细胞膜通透性逐渐增

加，Ｐ＜００５。至６０ｍｉｎ时，细胞膜通透性与阳性
对照０２％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００组比较无统计学差异。结果
见表２。

３５　抗菌肽 ＥｕＣＨＩＴ１对白色念珠菌（１，３）βＤ葡
聚糖及麦角甾醇含量的影响

　　与对照组比较，抗菌肽ＥｕＣＨＩＴ１３２μｇ·ｍＬ－１可
显著降低白色念珠菌中（１，３）βＤ葡聚糖及麦角甾
醇含量（Ｐ＜００５），作用与氟康唑８μｇ·ｍＬ－１相当
（见表３）。

３６　抗菌肽 ＥｕＣＨＩＴ１对感染白色念珠菌的 ＷＴＲＬ１
细胞中ＩＬ１β、ＩＬ６及ＴＮＦα水平的影响

　　与模型组比较，抗菌肽ＥｕＣＨＩＴ１１６μｇ·ｍＬ－１可
显著降低ＷＴＲＬ１细胞ＩＬ６及ＴＮＦα水平（Ｐ＜００５），
作用与氟康唑８μｇ·ｍＬ－１相当，与对照组比较差异
无统计学意义（见表４）。

４　讨论

侵袭性真菌感染是临床常见的感染性疾病之一，

但是由于广谱抗真菌药物的滥用，导致临床中真菌

耐药状况日益加重［９１０］。因此，需要寻找适合临床

使用的新的抗真菌药物。抗菌肽广泛存在于动物、

植物等生物体中，是宿主对抗外界病原微生物感染

而产生的一系列免疫应答反应产物，研究表明，抗

菌肽在感染性疾病的治疗中具有重要的应用价

值［１１１２］。杜仲含有木脂素类、环烯醚萜类、苯丙素

类、黄酮类、多糖类等成分及多种抗真菌蛋白［１３１５］。

由于抗菌肽具有广谱抗菌、抗被膜病毒、抗寄生虫、

抗肿瘤等作用，且不破坏人体正常细胞、不易产生

耐药性。因此，抗菌肽在临床医学、食品加工、日

化、农业及饲料添加剂和动物药品等领域具有广阔

的开发应用前景［１６］。

本研究在前期实验的基础上，在杜仲中纯化得

到可溶性的抗菌肽 ＥｕＣＨＩＴ１。在抑菌实验中，随着
抗菌肽ＥｕＣＨＩＴ１质量浓度升高，抑菌效果增强，表
明抗菌肽 ＥｕＣＨＩＴ的抗真菌作用具有明显的量效关
系。目前研究表明［１７］，动植物来源的抗菌肽能起到

有效的抗真菌作用，其机制可能是抗菌肽可以诱导

白色念珠菌胞内活性氧（ＲＯＳ）积聚、线粒体膜电位
去极化，进而引起白色念珠菌线粒体氧化损伤，而

线粒体氧化损伤可能与白色念珠菌细胞的凋亡与坏

死相关。抗菌肽ＥｕＣＨＩＴ１可导致白色念珠菌细胞膜
的去极化及通透性增加，从而起到抗真菌作用。抗

菌肽的抗菌机制主要是在细菌质膜上形成离子通道，

破坏膜势，引起胞内物质外泄；同时可与膜吸附结

表２　不同浓度ＥｕＣＨＩＴ１对白色念珠菌细胞膜通透性的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别
体积分数或

质量浓度

Ａ值

１０ｍｉｎ ２０ｍｉｎ ３０ｍｉｎ ４０ｍｉｎ ５０ｍｉｎ ６０ｍｉｎ

对照 ００３９±００１４ ００３６±００１２ ００３４±００２５ ００３４±００１８ ００３４±００２６ ００３４±００１７
ＴｒｉｔｏｎＸ１００ ０２％ ０１３３±００２１ ０２８７±００１１ ０３４８±００２３ ０４８９±００１９ ０５３４±００２５ ０６３５±００１２

ＥｕＣＨＩＴ１ ３２μｇ·ｍＬ－１ ００９７±０００８ ０１６８±００１６ ０２９３±００２４ ０２７５±００１８＃ ０３８３±００１６＃ ０５４９±００２２

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５；与０２％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００组比较，＃Ｐ＜００５。

表３　ＥｕＣＨＩＴ１对白色念珠菌（１，３）βＤ葡聚糖及麦角甾醇含量的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
组别 ρ／μｇ·ｍＬ－１ （１，３）βＤ葡聚糖／ｎｇ·Ｌ－１ 麦角甾醇／ｎｇ·ｍＬ－１

对照 ０１５６±０２３ ７５５８７３３±４０６５６
氟康唑 ８ ００６３±０９７ ５４３２０００±５８７９７

ＥｕＣＨＩＴ１ ３２ ００５６＋０３５ ６０２３４００＋３２９９７

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５。

表４　ＥｕＣＨＩＴ１对感染白色念珠菌的ＷＴＲＬ１细胞中ＩＬ１β、ＩＬ６及ＴＮＦα水平的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
组别 ρ／μｇ·ｍＬ－１ ＩＬ１β／ｎｇ·ｍＬ－１ ＩＬ６／ｎｇ·ｍＬ－１ ＴＮＦα／ｎｇ·ｍＬ－１

对照 ８７５±１０１ ７０１±０８８ ２０８１±２１２
模型 １０７２±１７５ ９１６±０８４ ２９５４±３９７
氟康唑 ８ ６６３±０９３ ５３１±０５６ １１０８±１６６

ＥｕＣＨＩＴ１ １６ ７１６±０５７ ５９２±０９４ １２６５±１６９

　　注：与模型组比较，Ｐ＜００５。

·４９９１·
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合、破坏外膜渗透性，从而导致细菌死亡的研究结

果相似［１８１９］。（１３）βＤ葡聚糖作为真菌细胞壁成
分之一，其结构和功能破坏可导致胞内物质泄漏，

生理代谢受阻等，进而致菌体死亡。因此，（１，３）
βＤ葡聚糖含量已被用作检测是否存在深部真菌感
染的指标［２０］。麦角甾醇是酵母细胞中的主要甾醇，

主要在内质网（ＥＲ）和脂滴中合成，作为各种膜的基
本组成成分，其减少改变了白色念珠菌正常细胞膜

的特性［２１］。文献报道，苦参碱可通过抑制白色念珠

菌细胞膜上真菌甾醇合成过程中的一个关键酶羊毛甾

醇１４α去甲基化酶（ＣＹＰ５１）的活性，影响麦角固醇生
物合成而发挥其抗真菌活性［８］。本研究表明，抗菌肽

ＥｕＣＨＩＴ１可降低白色念珠菌（１３）βＤ葡聚糖及麦角
甾醇含量，作用与氟康唑８μｇ·ｍＬ－１相当。

白色念珠菌感染可导致机体炎性反应，ＩＬ１β、
ＩＬ６及ＴＮＦα水平能够反映机体的炎性程度。研究表
明，氟康唑胶囊可降低患者真菌性外耳道炎的血清中

ＩＬ６、Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ）和ＴＮＦα水平［２２］。本研究结

果提示，抗菌肽ＥｕＣＨＩＴ１能降低感染了白色念珠菌的
ＳＤ大鼠ＷＴＲＬ１细胞中ＩＬ６及ＴＮＦα水平，其与氟康
唑在抗真菌感染时能有效改善炎性因子水平结果相似。

综上，抗菌肽ＥｕＣＨＩＴ１对白色念珠菌具有抑菌作
用，由于抗菌肽与传统的抗生素相比，其抗菌机制不

同，细菌难以对其产生耐药性，有望成为新一代绿色

环保的抗真菌新药，具有较好的临床应用前景，但其

临床应用疗效和具体抑菌机制尚需进一步研究明确。
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